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(57)【要約】
　被験体におけるグルタミン酸シグナリングの脱制御と関連した神経疾患についてのスク
リーニングか、又はその診断若しくは予後のための、被験体におけるこのような神経疾患
の段階又は重症度を決定するための、このような神経疾患を発病するリスクのある被験体
を同定するための、又はこのような神経疾患である被験体に施される療法の効果をモニタ
ーするための方法であって、前記方法は：（a）以下のタンパク質アイソフォームファミ
リー：PIF-1、PIF-2及びPIF-3から選択される少なくとも１つのタンパク質アイソフォー
ムを検出可能な量で含む、被験体由来の体液又は組織の試験試料を解析すること；並びに
、（b）前記試験試料中の前記タンパク質アイソフォームの存在量又は別のタンパク質ア
イソフォームと関連した前記タンパク質アイソフォームの存在量を、神経疾患がない1人
以上からの試験試料中の前記タンパク質アイソフォームの存在量若しくは相対的存在量と
、又は神経疾患がない被験体におけるそのタンパク質アイソフォームについて前もって決
定された基準範囲と比較することを含み、前記神経疾患のより進行した状態の診断か、又
はスクリーニング若しくは予後における陽性結果は、（i）PIF-1の存在量の減少及び／又
は（ii）PIF-2の存在量若しくは相対的存在量の増大又は相対的存在量及び／又は（iii）
PIF-3の存在量若しくは相対的存在量の減少によって示される、前記方法。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体におけるグルタミン酸シグナリングの脱制御と関連した神経疾患のスクリーニン
グ又はその診断若しくは予後のための、被験体におけるこのような神経疾患の段階又は重
症度を決定するための、このような神経疾患を発病するリスクのある被験体を同定するた
めの、又はこのような神経疾患を有する被験体に施される療法の効果をモニターするため
の方法であって、前記方法は：
　（a）以下のタンパク質アイソフォームファミリー：PIF-1、PIF-2及びPIF-3から選択さ
れる少なくとも１つのタンパク質アイソフォームを検出可能な量で含む、被験体からの体
液又は組織の試験試料を解析すること；並びに、
　（b）前記試験試料中の前記タンパク質アイソフォームの存在量又は別のタンパク質ア
イソフォームに相対的な前記タンパク質アイソフォームの存在量を、神経疾患がない1人
以上からの試験試料中の前記タンパク質アイソフォームの存在量若しくは相対的存在量と
、又は神経疾患がない被験体におけるそのタンパク質アイソフォームについて前もって決
定された基準範囲と比較することを含み、前記神経疾患のより進行した状態の診断又はそ
のスクリーニングにおける陽性結果又はその予後は、（i）PIF-1の存在量若しくは相対的
存在量の減少及び／又は（ii）PIF-2の存在量若しくは相対的存在量の増大及び／又は（i
ii）PIF-3の存在量若しくは相対的存在量の減少によって示される、
前記方法。
【請求項２】
　前記試料がCSF又は脳組織の試料である、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　前記試料が血液又は尿の試料である、請求項1記載の方法。
【請求項４】
　前記神経疾患がアルツハイマー病、脳卒中、多発性硬化症及び統合失調症から選択され
る、請求項1～3のいずれか1項記載の方法。
【請求項５】
　前記神経疾患のより進行した状態の診断又はそのスクリーニングにおける陽性結果又は
その予後が（i）PIF-1の存在量の減少及び／又は（ii）PIF-2の存在量の増大によって示
される、請求項1～4のいずれか1項記載の方法。
【請求項６】
　前記工程（a）の解析が、特徴の二次元アレイを作製するための二次元電気泳動法によ
って行われる、請求項1～5のいずれか1項記載の方法。
【請求項７】
　前記工程（a）が、等電集束法と、それに続くドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルア
ミドゲル電気泳動法（SDS-PAGE）を含む、請求項6記載の方法。
【請求項８】
　前記工程（b）が、以下のタンパク質アイソフォームファミリー：PIF-1、PIF-2及びPIF
-3の1つ以上のタンパク質アイソフォーム（群）を定量的に検出することを含む、請求項1
～7のいずれか1項記載の方法。
【請求項９】
　前記定量的に検出する工程が、前記試料の少なくとも１つの一定分量を試験することを
含み、前記試験工程は：
　（a）前記一定分量を、予め選択されたタンパク質アイソフォームに対して免疫特異的
な抗体又はアフィボディーなどのその他の親和性試薬と接触させること、及び、
　（b）前記抗体と前記一定分量の少なくとも1種との間に生じた何らかの結合を定量的に
測定すること、
を含む、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　前記親和性試薬がモノクローナル抗体である、請求項9記載の方法。
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【請求項１１】
　前記定量的に検出する工程が、複数の一定分量を、複数の予め選択されたタンパク質ア
イソフォームの定量的検出のための複数の抗体又はアフィボディーなどのその他の親和性
試薬で試験することを含む、請求項9記載の方法。
【請求項１２】
　前記親和性試薬がモノクローナル抗体である、請求項11記載の方法。
【請求項１３】
　前記被験体が、グルタミン酸経路において作用する薬物で治療されており、かつ前記方
法は治療を最適化するために使用される、請求項1～12のいずれか1項記載の方法。
【請求項１４】
　前記方法が、グルタミン酸経路において作用する薬物の評価のため、薬物を試験するた
め、又は薬物で治療するための患者を層別化するために使用される、請求項1～12のいず
れか1項記載の方法。
【請求項１５】
　そのN末端に下線を引いた領域内の残基（すなわち、NL...IK）を有し、かつ図2のC末端
にて終了する、図2に対応するアミノ酸配列を有するタンパク質。
【請求項１６】
　N末端にて開始し、かつそのC末端に下線を引いた領域内の残基（すなわちNL...IK）を
有する、図2に対応するアミノ酸配列を有するタンパク質。
【請求項１７】
　請求項15のタンパク質に免疫特異的に結合する抗体又はアフィボディーなどのその他の
親和性試薬。
【請求項１８】
　モノクローナル抗体である、請求項17記載の親和性試薬。
【請求項１９】
　請求項16のタンパク質に免疫特異的に結合する抗体又はアフィボディーなどのその他の
親和性試薬。
【請求項２０】
　モノクローナル抗体である、請求項19記載の親和性試薬。
【請求項２１】
　タンパク質アイソフォームファミリー：PIF-3由来のタンパク質を含む医薬品製剤。
【請求項２２】
　タンパク質アイソフォームファミリー：PIF-2由来のタンパク質を含む医薬品製剤。
【請求項２３】
　被験体におけるグルタミン酸シグナリングの過剰活性化と関連した神経疾患のスクリー
ニング又はその診断若しくは予後のためのキットであって、請求項17～19のいずれか1項
記載の抗体又はアフィボディーなどのその他の親和性試薬を含む、前記キット。
【請求項２４】
　被験体におけるグルタミン酸シグナリングの過剰活性化と関連した神経疾患のスクリー
ニング又はその診断若しくは予後のためのキットであって、タンパク質アイソフォームフ
ァミリーPIF-1のタンパク質に免疫選択的に結合する抗体又はアフィボディーなどのその
他の親和性試薬を含む、前記キット。
【請求項２５】
　被験体におけるグルタミン酸シグナリングの過剰活性化と関連した神経疾患のスクリー
ニング又はその診断若しくは予後のためのキットであって、タンパク質アイソフォームフ
ァミリーPIF-2のタンパク質に免疫選択的に結合する抗体又はアフィボディーなどのその
他の親和性試薬を含む、前記キット。
【請求項２６】
　被験体におけるグルタミン酸シグナリングの過剰活性化と関連した神経疾患のスクリー
ニング又はその診断若しくは予後のためのキットであって、タンパク質アイソフォームフ
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ァミリーPIF-3のタンパク質に免疫選択的に結合する抗体又はアフィボディーなどのその
他の親和性試薬を含む、前記キット。
【請求項２７】
　前記親和性試薬がモノクローナル抗体である、請求項23記載のキット。
【請求項２８】
　請求項19又は請求項20の抗体又はその他の親和性試薬の治療的有効量と、医薬として許
容し得る担体とを含む医薬組成物。
【請求項２９】
　・請求項19又は請求項20の抗体若しくはアフィボディーなどのその他の親和性試薬の断
片又は誘導体の治療的有効量であって、前記断片又は誘導体が前記抗体又はその他の親和
性試薬の結合ドメインを含む、前記有効量と；
　・医薬として許容し得る担体と、
を含む医薬組成物。
【請求項３０】
　グルタミン酸シグナリングの過剰活性化と関連した神経疾患を治療又は予防する方法で
あって、このような治療又は予防を必要とする被験体に対してタンパク質アイソフォーム
ファミリー：PIF-3のタンパク質をコードする核酸の治療的有効量を投与することを含む
、前記方法。
【請求項３１】
　グルタミン酸シグナリングの過剰活性化と関連した神経疾患を治療又は予防する方法で
あって、このような治療又は予防を必要とする被験体に対してタンパク質アイソフォーム
ファミリー：PIF-2のタンパク質をコードする核酸の治療的有効量を投与することを含む
、前記方法。
【請求項３２】
　グルタミン酸シグナリングの過剰活性化と関連した神経疾患を治療又は予防する方法で
あって、このような治療又は予防を必要とする被験体に対してタンパク質アイソフォーム
ファミリー：PIF-3のタンパク質の機能を阻害する核酸の治療的有効量を投与することを
含む、前記方法。
【請求項３３】
　グルタミン酸シグナリングの過剰活性化と関連した神経疾患を治療又は予防する方法で
あって、このような治療又は予防を必要とする被験体に対してタンパク質アイソフォーム
ファミリー：PIF-2のタンパク質の機能を阻害する核酸の治療的有効量を投与することを
含む、前記方法。
【請求項３４】
　前記核酸が、タンパク質アイソフォームアンチセンス核酸又はリボザイムである、請求
項30～33のいずれか1項記載の方法。
【請求項３５】
　タンパク質アイソフォームファミリーPIF-1、PIF-2及び／又はPIF-3のタンパク質と相
互作用する薬剤、前記タンパク質の生物学的に活性な部分又はそのタンパク質アイソフォ
ーム関連ポリペプチドをスクリーニングする方法であって：
　（a）前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質、生物学的に活性な部分又
はポリペプチドを候補薬剤と接触させること；及び、
　（b）前記候補薬剤が前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質、生物学的
に活性な部分又はポリペプチドと相互作用するか否かを決定すること、
を含む、前記方法。
【請求項３６】
　前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質、前記部分又は前記タンパク質ア
イソフォーム関連ポリペプチドが細胞によって発現される、請求項35記載の方法。
【請求項３７】
　前記細胞が、組換えタンパク質アイソフォームファミリータンパク質、前記タンパク質
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アイソフォームファミリーメンバーの生物学的に活性な部分又はそのタンパク質アイソフ
ォーム関連ポリペプチドを発現する、請求項36記載の方法。
【請求項３８】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-1、PIF-2及び／若しくはPIF-3のタンパ
ク質又はこのようなタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの発現又は活性を調節す
る薬剤をスクリーニングする方法であって：
　（a）タンパク質アイソフォームファミリータンパク質又はタンパク質アイソフォーム
関連ポリペプチドを発現する第1の細胞の集団を候補薬剤と接触させること；
　（b）前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質又は前記タンパク質アイソ
フォーム関連ポリペプチドを発現する第2の細胞の集団を制御剤と接触させること；及び
、
　（c）前記第1及び第2の細胞の集団における前記タンパク質アイソフォームファミリー
タンパク質若しくは前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、又は前記タンパク
質アイソフォームファミリータンパク質又は前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプ
チドをコードするmRNAのレベルを比較するか、あるいは前記第1及び第2の細胞の集団にお
ける細胞二次メッセンジャーの誘導のレベルを比較すること、
を含む、前記方法。
【請求項３９】
　前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記タンパク質アイソフ
ォーム関連ポリペプチド、前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは
前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードするmRNA又は前記細胞二次メッ
センジャーのレベルが、前記第2の細胞の集団におけるよりも前記第1の細胞の集団におい
て高い、請求項38記載の方法。
【請求項４０】
　前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記タンパク質アイソフ
ォーム関連ポリペプチド、前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは
前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードするmRNA又は前記細胞二次メッ
センジャーのレベルが、前記第2の細胞の集団におけるよりも前記第1の細胞の集団におい
て少ない、請求項38記載の方法。
【請求項４１】
　タンパク質アイソフォームファミリーPIF-1、PIF-2及び／若しくはPIF-3のタンパク質
又はこのようなタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの発現又は活性を調節する薬
剤をスクリーニング又は同定する方法であって：
　（a）候補薬剤を第1の哺乳類又は哺乳類の群に投与すること；
　（b）制御剤を第2の哺乳類又は哺乳類の群に投与すること；及び、
　（c）前記第1及び第2の群における前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク
質若しくは前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの発現レベル、又は前記タン
パク質アイソフォームファミリータンパク質若しくはタンパク質アイソフォーム関連ポリ
ペプチドをコードするmRNAの発現レベルを比較すること、あるいは前記第1及び第2の群に
おける細胞二次メッセンジャーの誘導のレベルを比較すること、
を含む、前記方法。
【請求項４２】
　前記哺乳類が、神経疾患用の動物モデルである、請求項41記載の方法。
【請求項４３】
　前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記タンパク質アイソフ
ォーム関連ポリペプチド、前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは
前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードするmRNA、又は前記細胞二次メ
ッセンジャーの発現レベルが、前記第2の群におけるよりも前記第1の群において高い、請
求項41又は42記載の方法。
【請求項４４】
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　前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記タンパク質アイソフ
ォーム関連ポリペプチド、前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは
前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードするmRNA、又は前記細胞二次メ
ッセンジャーの発現レベルが、前記第2の群におけるよりも前記第1の群において少ない、
請求項41又は42記載の方法。
【請求項４５】
　前記第1及び第2の群における前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若し
くは前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、前記タンパク質アイソフォームフ
ァミリータンパク質若しくは前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードす
るmRNA、又は前記細胞二次メッセンジャーのレベルを、正常な対照哺乳類における前記タ
ンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記タンパク質アイソフォーム関
連ポリペプチド、又は前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記
タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードする前記mRNAのレベルと更に比較さ
せる、請求項41記載の方法。
【請求項４６】
　前記候補薬剤の投与により、前記第1の群における前記タンパク質アイソフォームファ
ミリータンパク質若しくは前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、又は前記タ
ンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記タンパク質アイソフォーム関
連ポリペプチドをコードする前記mRNA、又は前記細胞二次メッセンジャーのレベルを、前
記第2の群における前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記タ
ンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、又は前記mRNA、又は前記細胞二次メッセンジ
ャーのレベルの方へと調節する、請求項36記載の方法。
【請求項４７】
　前記哺乳類が、神経疾患を有するヒト被験者である、請求項41記載の方法。
【請求項４８】
　タンパク質アイソフォームファミリーPIF-1、PIF-2及び／若しくはPIF-3のタンパク質
又はこのようなタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドと相互作用する薬剤をスクリ
ーニング、又は同定する方法であって、
　（a）候補薬剤を、前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質又は前記タン
パク質アイソフォーム関連ポリペプチドと接触させること、及び、
　（b）もしあれば、前記薬剤と前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質又
は前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドとの間の結合を定量的に検出すること
、
を含む、前記方法。
【請求項４９】
　タンパク質アイソフォームファミリーPIF-1、PIF-2及び／若しくはPIF-3のタンパク質
又はこのようなタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの活性を調節する薬剤をスク
リーニング又は同定する方法であって、
　（a）第1の一定分量にて、候補薬剤を、前記タンパク質アイソフォームファミリータン
パク質又は前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドと接触させること、及び、
　（b）前記候補薬剤の添加後の第1の一定分量にて、前記タンパク質アイソフォームファ
ミリータンパク質又は前記タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの活性を、対照一
定分量の前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質若しくは前記タンパク質ア
イソフォーム関連ポリペプチドの前記活性と、又は前もって決定された基準範囲と比較す
ること、
を含む、前記方法。
【請求項５０】
　前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質又は前記タンパク質アイソフォー
ム関連ポリペプチドが組換えタンパク質である、請求項48又は49記載の方法。
【請求項５１】
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　前記タンパク質アイソフォームファミリータンパク質又は前記タンパク質アイソフォー
ム関連ポリペプチドが固相上に固定されている、請求項48又は49記載の方法。
【請求項５２】
　前記薬剤が神経疾患の治療又は予防のためのものである、請求項35～49のいずれか1項
記載の方法。
【請求項５３】
　被験体における神経疾患のスクリーニング、診断若しくは予後のための、又は被験体に
投与される抗神経障害薬若しくは抗神経障害療法の効果をモニターするための方法であっ
て：
　（a）以下のタンパク質アイソフォームファミリー：PIF-1、PIF-2及びPIF-3の1つに由
来のタンパク質をコードするヌクレオチド配列に対して相補的な10個以上の連続したヌク
レオチドを含む少なくとも１つのオリゴヌクレオチドプローブを、前記被験体由来の生体
試料から得られたRNAと、又は前記RNAから複製されたcDNAと接触させること（前記接触は
、前記ヌクレオチド配列が存在する場合に、前記ヌクレオチド配列に対するプローブのハ
イブリダイゼーションが可能な条件下で生じる）；
　（b）もしあれば、前記プローブと前記ヌクレオチド配列との間のハイブリダイゼーシ
ョンを検出すること；及び、
　（c）もしあれば、工程（b）で検出されたハイブリダイゼーションを、対照試料におい
て検出されたハイブリダイゼーションと、又は前もって決定された基準範囲と比較するこ
と、
を含む、前記方法。
【請求項５４】
　工程（a）が以下のタンパク質アイソフォームファミリー：PIF-1、PIF-2及びPIF-3の1
つに由来のタンパク質をコードするヌクレオチド配列に対して相補的な10個以上の連続し
たヌクレオチドを含む複数のオリゴヌクレオチドプローブを、前記被験体由来の生体試料
から得られたRNAと、又は前記RNAから複製されたcDNAと接触させることを含み、前記接触
は、前記ヌクレオチド配列が存在する場合に、前記ヌクレオチド配列に対するプローブの
ハイブリダイゼーションを可能にする条件下で生じる、請求項53記載の方法。
【請求項５５】
　工程（a）が前記ヌクレオチド配列をDNAアレイに対してハイブリダイズする工程を含み
、前記アレイの1つ以上のメンバーは、異なるタンパク質アイソフォームをコードする複
数のヌクレオチド配列に対して相補的なプローブである、請求項53記載の方法。
【請求項５６】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-1が、図2に示したものに対応する配列の
タンパク質、及びその全てのアイソフォームを含む、それに対して実質的同一性を有する
タンパク質によって定義される、前述の請求項のいずれか記載の方法、キット、親和性試
薬又は製剤。
【請求項５７】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-2が、そのN末端に残基116～132との間の
残基を有する図2に示したタンパク質のC末端に対応する配列のタンパク質、及びその全て
のアイソフォームを含む、それに対して実質的同一性を有するタンパク質によって定義さ
れる、前述の請求項のいずれかに従った方法、キット、親和性試薬又は製剤。
【請求項５８】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-3が、そのC末端に残基116～132との間の
残基を有する図2に示したタンパク質のN末端に対応する配列のタンパク質、及びその全て
のアイソフォームを含む、それに対して実質的同一性を有するタンパク質によって定義さ
れる、前述の請求項のいずれかに従った方法、キット、親和性試薬又は製剤。
【請求項５９】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-2が、配列番号16、30、34、19、8、12、
17、41、45、43、38、25、29、24、15、28及び7から選択される1つ以上の配列を含むタン



(8) JP 2009-506301 A 2009.2.12

10

20

30

40

50

パク質によって定義される、前述の請求項のいずれかに従った方法、キット、親和性試薬
又は製剤。
【請求項６０】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-2が、配列番号18、56、35、1及び9から
選択される配列を含んでいないタンパク質によって更に定義される、請求項54記載の方法
、キット、親和性試薬又は製剤。
【請求項６１】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-3が、配列番号18、56、35、1、9及び16
から選択される1つ以上配列を含むタンパク質によって定義される、前述の請求項のいず
れかに従った方法、キット、親和性試薬又は製剤。
【請求項６２】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-2が、配列番号30、34、19、8、12、17、
41、45、43、38、25、29、24、15、28及び7から選択される配列を含んでいないタンパク
質によって更に定義される、請求項56記載の方法、キット、親和性試薬又は製剤。
【請求項６３】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-1が、表1の列1～19に示したとおりのpI
及びMWを有するタンパク質アイソフォームによって定義される、前述の請求項のいずれか
に従った方法、キット、親和性試薬又は製剤。
【請求項６４】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-2が、表1の列20～33に示したとおりのpI
及びMWを有するタンパク質アイソフォームによって定義される、前述の請求項のいずれか
に従った方法、キット、親和性試薬又は製剤。
【請求項６５】
　前記タンパク質アイソフォームファミリーPIF-3が、表1の列34～36に示したとおりのpI
及びMWを有するタンパク質アイソフォームによって定義される、前述の請求項のいずれか
に従った方法、キット、親和性試薬又は製剤。
【請求項６６】
　前記タンパク質アイソフォームの存在量を決定する方法、例えばタンパク質アイソフォ
ームを定量的に検出する方法が、イメージング技術の使用を含む、前述の請求項のいずれ
か1項記載の方法。
【請求項６７】
　前記イメージング技術が、標識されたアフィボディーの使用を含む、請求項66記載の方
法。
【請求項６８】
　前記イメージング技術が標識された抗体の使用を含む、請求項66記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（1. 緒言）
　本発明は、神経疾患、特にアルツハイマー病、血管性認知症、統合失調症及び鬱病、並
びにこれらの発症及び進行と関連した新たなタンパク質アイソフォームの同定に、並びに
例えば臨床スクリーニング、診断、治療のための、並びに薬物スクリーニング及び薬物開
発のためのその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
（発明の背景）
　アルツハイマー病、血管性認知症、統合失調症及び鬱病などの神経疾患は、疾患の症状
が個体間で非常に異なるため、診断が困難であることが多い。ある状態の陽性診断に至る
か、又は鑑別診断から特定の疾患を除去するのに役立つ脳組織、脳脊髄液（CSF）、血液
又は尿の試料などの体の試料中の物質或いは物質群を測定することが、非常に望ましいで
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あろう。
【０００３】
（アルツハイマー病）
　アルツハイマー病（AD）は、ますます優勢に成りつつある神経変性疾患の型であり、65
歳以上の人々の間の認知症の症例全体のおよそ50-60％の原因となっている。世界中で現
在ほぼ15,000,000人が冒されており、人口における高齢者の相対的増加のため、その有病
率は、次の20～30年にわたって増大する可能性が高い。アルツハイマー病は、臨床症状の
発症から死亡までの間に約8.5年の平均期間を有する進行性の疾患である。より高度な精
神機能と関連した脳領域の錐体神経死及び神経細胞シナプスの喪失は、著しくかつ進行性
の認知機能障害によって特徴付けられる典型的な総合症状を生じる（Francisらの文献, 1
999, J. Neurol. Neurosurg. Psychiatry 66：137-47）。
【０００４】
　現在、アルツハイマー病の診断には、慎重な病歴及び理学的検査；詳細な神経学的及び
精神医学的検査；ADと見せかけた根底にある代謝的疾病及び医学的疾病を除外するための
実験室血液研究；精神状態評価及び形式的認知検査；並びに脳のコンピューター断層撮影
又は磁気共鳴映像；が必要である（Iqbal, K., Mortimer, JA., Winblad、B., Wisniewsk
i, HM編 『アルツハイマー病及び関連障害における研究的進歩（Research Advances in A
lzheimer's Disease and Related disorders.）』中、Growdon,JH.の文献, 1995, 『アル
ツハイマー病診断における進歩（Advances in the diagnosis of Alzheimer's disease.
）』、New York, NY：John Wiley & Sons社 1995：139-153）。
【０００５】
　アルツハイマー病の生物マーカーの現在の候補には：（1）プレセニリン1（PS1）、プ
レセニリン2（PS2）及びアミロイド前駆体タンパク質（APP）遺伝子の突然変異；（2）ア
ポリポタンパク質E（ApoE）の対立遺伝子の検出；並びに（3）CSFにおけるアミロイドβ-
ペプチド（Aβ）、タウタンパク質及びニューロン糸状タンパク質（NTP）の濃度の変化を
含む。例えば、Neurobiology of Aging 19: 109-116（1998）の総説を参照されたい。PS1
、PS2及びAPP遺伝子の突然変異は、早期発症家族性アルツハイマー病の指標である。しか
し、早期発症家族性アルツハイマー病は、相対的に珍しく；現在、世界中で120家族だけ
が、決定的な突然変異を保有することが知られている（Neurobiology of Aging 19: 109-
116（1998））。ApoEのε4対立遺伝子の検出により、アルツハイマー病の遅発型及び散発
型と相関することが示された。しかし、かつε4は、アルツハイマー病に罹患していない
多くの個体において検出され、ε4が存在しないことは、アルツハイマー病を排除しない
ため、ε4単独ではアルツハイマー病のための生物マーカーとして使用することができな
い（Neurobiology of Aging 19: 109-116（1998）。
【０００６】
　アルツハイマー病のCSFにおいて、AβペプチドAβ42の減少及びタウタンパク質の増加
は、アルツハイマー病の存在と相関することが示された（Neurobiology of Aging 19: 10
9-116（1998）。しかし、アルツハイマー病の生物マーカーとしてのAβ42及びタウタンパ
ク質の特異性及び感度は、たいしたことはない。例えば、診断的に情報価値のあるCSFタ
ウタンパク質のカットオフレベルを決定することは、困難であった。また、死後の被験体
のCSFにおける高レベルのNTPは、アルツハイマー病の存在と相関することが示されている
（Neurobiology of Aging 19: 109-116（1998）。
【０００７】
　タクリン、ドネペジル、リバスチグミン及びガランタミンなどのアセチルコリンエステ
ラーゼ阻害剤は、現在ADに利用できる主な治療である；しかし、療法に対する患者の反応
には大差がある。
　メマンチンは、正常な活性を妨害することなく過剰なグルタミン酸受容体活性を遮断す
る新たなクラスの薬物に属する。グルタミン酸は、CNS外傷及び虚血後の細胞死を引き起
こす神経毒性イベントに、及びいくつかの神経変性障害に関与する興奮性アミノ酸（EAA
）神経伝達物質である（一つの神経細胞によるグルタミン酸の放出は、その隣の活性を刺
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激する）。多すぎるグルタミン酸は、極めて有毒である。脳卒中に続いて生じるか、又は
ハンチントン病のような認知症を来す疾病の脳損傷の多くは、脳における過剰なグルタミ
ン酸活性の結果であると考えられている。アルツハイマー病で生じる活性化などの病的活
性化の間に、認知機能の進行性の欠陥を引き起こすかもしれない。グルタミン酸受容体の
過剰活性化は神経細胞の損傷を引き起こし、神経変性認知症における認知欠陥及び神経細
胞喪失の両方の原因になるであろう（Lipton, SA.の文献, Curr Alzheimer Res.（2005）
2：155-65）。メマンチンは、欧州にて認可されており、米国FDAによって検討中である。
アルツハイマー病以外に、メマンチンは、現在認知症及び鬱病において治験中である。一
連の第二世代のメマンチン誘導体が現在開発中である。
【０００８】
（統合失調症）
　統合失調症は、妄想、幻覚、偏執症及び精神病などの陽性症状、並びに／又は起伏のな
い情動、損なわれた注意力、社会的禁断及び認知障害などの陰性症状の発症によって特徴
づけられる（Banらの文献, Psychiatr. Dev.（1984）2：179-199）。これは、米国人口の
1.1％を悩まし、かつ入院、治療及びリハビリテーションのための長期費用のため、不相
応に大きな経済的負担が課され、生産性が損なわれた。統合失調症の過程の初期に使用さ
れる有効な治療は、この疾病に関連したコストを削減させるのに役立ち得る。
【０００９】
　本疾患の原因に対する遺伝学的要因及び環境要因の相対的な寄与は不確かなままである
が、家族及び双生児の研究において統合失調症の有病率の増加が証明され（Kendlerの文
献、 Am. J. Psychiatry（1983）140：1413-1425）、第6及び22染色体を含む候補染色体
及びドーパミンD3受容体遺伝子などのいくつかの候補遺伝子を生じた（Murphyらの文献, 
J. Mol. Neurosci（1996）7：147-57）。しかし、大脳半球の容積の減少、並びに同じ双
生児の研究における前頭前野の局所脳血流の低下などの生理学的及び神経心理学的な能力
の欠損の変化は、統合失調症の病因に対する非遺伝性因子の重要な寄与を示唆している（
Goldbergの文献, Psychiatry Res.（1994）55：51-61）。
【００１０】
　現在、統合失調症の診断は、臨床的に、ある種の幻覚、妄想及び思考疾患の存在に基づ
いたままである（Andreasenの文献, Lancet（1995）346：477-481）。これは、国際的に
確立されたマニュアル、特にDSM-IV又はICD 10に従って、慎重な臨床面接及び精神状態試
験に基づいてなされる。核となる臨床症状には、形式的思考障害、妄想、幻覚（陽性症状
としても要約される）及び意欲の欠如及び感情の落胆などの陰性症状を含む。磁気共鳴映
像法又はポジトロン断層撮影法などの神経画像処理技術により、大部分の患者において、
前頭及び側頭葉、並びに基底神経節の微妙な変化が示される（Buchsbaumの文献, Schiz. 
Bull.（1990）16：379-389）。これらの変化は、個々の患者における疾患の診断、治療又
は予後にほとんど価値がないので、前述のニューロイメージング技術の役割は、脳腫瘍、
出血或いは（CSF試料で得られた化学的パラメーターとの組み合わせで診断される）中枢
神経系の感染などの、統合失調症の症候に伴う他の条件の排除に主に限定される。
【００１１】
　神経遮断薬は、統合失調症の治療のために必須である。典型的な神経遮断薬は、主にド
ーパミン作動系に影響を及ぼすが、より新しい非典型的な神経遮断薬も、セロトニン作動
性シナプスを打ち負かす。一般に、後者は、陰性症状により優れた効果を有し、典型的な
神経遮断化合物よりも錐体外路での副作用を生じにくい。早期及び連続的な神経遮断治療
により、疾患の結果が改善され得ることが一般に認められている。それでも、使用された
特定の薬物にかかわらず、神経遮断治療は、未だに単に症候性であり、疾患の原因を阻害
しないと考えられている。
【００１２】
　現在、統合失調症には、生存している患者の診断及び予後のために有用な客観的生化学
マーカーがない。多くのCNS病態には、神経細胞喪失の増大が含まれ、このような神経細
胞喪失又はシナプス形成の障害により、神経細胞及びCSFタンパク質の疾患に関連した変
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化を生じ得る。シナプス病態は、統合失調症と関連していた（Heinonenらの文献, Neuros
cience（1995）64：375-384；Benes Sdhiz. Bull.（1993）19：537-549）。従って、SNAP
25（Thompsonらの文献, Neuropsychophannacology（1999）21：717-22）、ニューロテン
シン（Sharmaらの文献, Am J Psychiatry（1997）154：1019-21）及びN-CAM（Vawterらの
文献, Schizophr Res（1998）34：123-31）などのシナプスタンパク質の変化が統合失調
症患者のCSFにおいて検出されたことは、驚くべきことではない。N-CAMレベルは、罹患双
生児において変化しており、かつ健康な兄弟姉妹では変化がなく（Poltorakらの文献, Br
ain Res（1997）751：152-4）、これらが統合失調症の病因に直接関連しているであろう
ことを示唆する。このようなDAPは、疾患病態に重要な洞察を提供し、かつよりよい診断
及び治療ストラテジーの機会を提供するであろう。しかし、これらの変化、例えば統合失
調症及びアルツハイマー病におけるα-2ハプトグロビンの上昇（Johnsonらの文献, Appli
ed 及びTheoretical Electrophoresis（1992）3：47-53）、並びに統合失調症及び双極性
障害患者における高いSNAP-25レベルなどの変化は、その他の疾患でも生じるかもしれな
い（Thompson前掲文献中）。従って、個々の神経疾患、並びに急性及び慢性CNS疾患を区
別する特異性及び感度には、個別のタンパク質というよりむしろ、疾患に関連したタンパ
ク質のレパートリーの選別が必要であろう。
【００１３】
　グルタミン酸アンタゴニストであるラモトリジンは、治療抵抗性の統合失調症患者にお
いて利点を示す。抗痙攣薬は、統合失調症患者における陽性かつ一般的な精神病理学的症
候を制御する。また、健康者においてケタミンで誘導される陽性の統合失調症型症候は、
ラモトリジンによって制御することができることが以前に示されている（Tiihonen Jらの
文献, Biol Psychiatry（2003）54：1241-1248）。
【００１４】
（鬱病）
　鬱病は、最も一般的で、重篤で、かつしばしば生命の脅威となる神経精神医学的疾患の
一つであり、所与の1年の期間内に米国の人口の9.5％が冒していると考えられている。こ
れは、大鬱病又は単極性（UP）鬱病及び双極性（BP）鬱病に細分することができる。自殺
は、双極性疾患又は再発性疾患のいずれかを有する10％～20％の個体の死亡原因であり、
双極性疾患における自殺のリスクは、単極性鬱病におけるものよりも高いであろう（Simp
son 及びJamisonの文献, J Clin Psychiatry 1999、60、53-56に概説される）。BPは、気
分（躁病）及び鬱病の発症が高いことによって特徴づけられる（Goodwinらの文献, 1990,
 『躁鬱病（Manic Depressive Illness）』, Oxford University Press, New York）。
【００１５】
　BP鬱病は、更に細分することができ、BP Iは、患者が1つ以上の躁病を発症する場合で
あり、BP IIは、軽躁病の発症を経験するが、完全な躁病発症の基準には合わない場合で
ある。また、BPは、広く定義された表現型を有する単極性大鬱病性疾患（MDD）である家
系に共に分離されることが多い（Freimer及びReusの文献, 1992, 『神経性疾患の分子的
及び遺伝的基盤（The Molecular and Genetic Basis of Neurological Disease）』中, R
osenbergら編, Bufterworths, New York, 951-965頁；Mclnnes及びFreimerの文献, 1995,
 Curr. Opin. Genet. Develop., 5, 376-381）。種々の形態の鬱病の発症及び進行に関連
するタンパク質並びにタンパク質アイソフォームの同定は、罹患個体の効果的診断、予後
及び治療にとって望ましいだろう。
【００１６】
　また、大気分障害は、多くのその他の有害な健康関連効果と関連し、能力障害及び早死
に伴うコストは、米国単独で毎年43,000,000,000ドルの経済的負担に相当する。数百万の
生命に対するこれらの疾患の破壊的影響にもかかわらず、これらの疾患が存在する鬱病の
鑑別診断には、いまだ不確定さがある。（Goldmanらの文献, 1999, J Gen Med 14, 569-8
0；Schatzbergの文献, 1998, J ClinPsychiatry, 59, suppl 6：5-12；Goodwin 及び Jam
isonの文献, 1990 『躁鬱病（Manic Depressive Illness）』, New York, Oxford Univer
sity Press）。
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【００１７】
　大鬱病は、症候群の診断であり：患者の病歴及び理学的検査に基づいて、その他の精神
疾患及び一般的な医学的状態を考慮することが適切かもしれないが（Goldmanらの文献, J
 Gen Intern Med 1999, 14, 569-580）、これらの病因及び病態生理学に関しては非常に
限られた知識しかない（Ikonomovらの文献, 1999, Am J Psychiatry, 156, 1506-1514）
。遺伝的分離解析及び双生児研究により、BADの遺伝的因子が示唆された（Bertelsonらの
文献, 1977, Br. J. Psychiat. 130, 330-351；Freimer及びReusの文献, 1992, 『神経性
疾患の分子的及び遺伝的基盤（The Molecular and Genetic Basis of Neurological Dise
ase）』中, Rosenbergら編, Bufterworths, New York, 951-965頁；Paulsらの文献, 1992
, Arch. Gen. Psychiat. 49, 703-708）。BPに関与する遺伝子に関してのいくつかの局在
が、染色体18p及び21q上に提唱され、かつ可能性のある遺伝子座の候補領域が、現在明確
に定義されているが、この疾患と関連する遺伝子はいまだ同定されていない（Berrettini
らの文献, 1994, Proc. Natl. Acad. Sci., USA 91、5918-5921；Murrayらの文献, 1994,
 Science 265, 2049-2054；Paulらの文献, 1995、Am. J. Hum. Genet. 57, 636-643；Mai
erらの文献, 1995, Psych. Res. 59, 7-15）。
　大鬱病は、認知疾患及び情動疾患の両方について評価される患者において頻繁に診断さ
れ、多くの鬱病患者は、実際に、臨床的に認知欠陥により特徴づけられる（Emery 及び O
xmanの文献, 1992, Am J Psychiatry, 149, 305-317）。
【００１８】
　現在の治療は、以下の薬剤の主要なクラスに分類することができる：気分安定剤：リチ
ウム、ジバルプロエックス、カルバマゼピン、ラモトリジン；抗鬱薬：三環系抗鬱薬（例
えば、デシプラミン、クロミプラミン、ノルトリプチリン）、選択的なセロトニン再吸収
阻害剤（フルオキセチン（プロザック）、セルトラリン（ゾロフト）、パロキセチン（パ
キシル）、フルボキサミン（ルボックス）及びシタロプラム（セレクサ）を含むSSRI）、
MAOI、ブプロピオン（ウェルブトリン）、ベンラファキシン（エフェクサー）及びミルタ
ザピン（レメロン）；並びに非典型的精神病薬：クロザピン、オランザピン、リスペリド
ン。しかし、現在使用される気分安定剤及び死亡率低減剤の有効性に関する細胞的及び分
子的基礎は、完全には解明されないままである（Manjiらの文献, 1999, J Clin Psychiat
ry, 60, 27-39）。かなりの数の患者は、リチウムなどの既存の療法に十分に反応しない
、その一方でその他大勢は、助けられるが、重大な病的状態に苦しみ続ける（Chouの文献
, 1991, J Clin Psychopharmacol 11, 3-21）。重篤な気分障害の有意な罹患率及び死亡
率の認識、並びにかなりの割合の患者が既存の治療に十分に反応しないという評価の増加
により、急速に、強力に、特異的に働き、かつ主要な公衆衛生の重要性の1つである副作
用がより少ない新たな治療薬を開発する課題が作り出された（Bebchukらの文献, Arch Ge
n Psychiatry 2000 57, 95-7）。
【００１９】
　グルタミン酸アンタゴニストであるラモトリジンは、標準的療法で急性気分症状発現を
治療した患者の気分症状発現（鬱病、躁病、軽躁病、混合症状発現）の発生までの時間を
遅らせるための双極性I疾患である成人の維持療法に関して、FDAに承認されている。高（
躁病的な）状態から低（鬱病的な）状態に気分変動できないことによって特徴づけられる
重篤な慢性疾病である双極性障害（1）は、米国において最も一般的な精神疾病の一つで
ある（Bhagwagar Zらの文献, Expert Opin Pharmacother.（2005）8：1401-8）。
【００２０】
（血管性認知症）
　血管性認知症は、米国及び欧州における認知症の2番目に一般的な原因で、非常に不均
一な疾患であり、多くの因子が全体的な病因に寄与する。8つの主要な型の血管性認知症
が同定されている：1）-大脳梗塞による二次的な多発梗塞性認知症、2）-認知症を生じさ
せる要所要所の梗塞、3）-アテローム性動脈硬化症又は退行性動脈変化による二次的な多
発性皮質下陰窩病変、4）-ビンスワンガー病（皮質下動脈硬化性白質脳症）、5）-1、2及
び3型の混合物、6）-認知症を生じさせる出血性病変、7）-遺伝因子による二次的な皮質



(13) JP 2009-506301 A 2009.2.12

10

20

30

40

50

下認知症、及び8）-アルツハイマー型認知症と血管性認知症との混合（Konnoらの文献, D
rugs Aging（1997）11：361-73）。血管性認知症の診断の改善には、多大な需要が存在し
ている。今日、臨床家は、脳血管損傷などの血管性認知症の徴候を認識するために、臨床
検査、患者病歴及び可能なら脳イメージングに頼っている。現在、診断は、コンピュータ
ー断層撮影法（CT）又は磁気共鳴映像法（MRI）（Kistlerらの文献, Stroke（1984）15：
417-26）、二連式経頭蓋ドップラー検査方法（Comerotaらの文献, Surgery（1981）6：71
 8-29）、及びポジトロン放出断層撮影（Frackowiak 及び Kjaellmanの文献, Neurol Gun
 North Am（1983）1：183-200））による傷害部位の脳イメージングを含むいくつかの方
法を組み合わせている。
【００２１】
　多数の臨床基準が血管性認知症VDの診断に使用され、これらが適用される基準に応じて
VD診断の頻度の変動が生じさせる（VDの4つの臨床的定義が現在使用されている：ハチン
スキ虚血スコア（the Hachinski Ischemic Score（HIS））、アルツハイマー病診断及び
治療センター（Alzheimer Disease Diagnostic and Treatment Centers（ADDTC））、国
立神経疾患及び脳卒中協会（National Institute of Neurological Disorders and Strok
e Association） Internationale pour la Recherche et l' Enseignement en Neuroscie
nces（NINDS-AIREN）、並びに精神疾患の診断及び統計学的マニュアル第4版（Diagnostic
 and Statistical Manual of Mental Disorders, Fourth Edition（DSM-IV）））（Chui
らの文献, Arch Neurol（2000）57：191-6）。標準化された神経心理学的な評価により、
レビー小体型認知症とアルツハイマー病と血管性認知症とを区別する鑑別診断が容易にな
っているが（Ballardらの文献, Dement Geriatr Cogn Disord（1999）10：104-8）、血管
性認知症の診断の基準には、いまだ検証が必要である（Nyenhuis 及び Gorelickの文献、
J Am Geriatr Soc（1998）46：1437-48）。
【００２２】
　血管性認知症のような神経疾患の大部分において、細胞及び/又は分子レベルでの変化
と神経系の構造と機能との間の関連については、ほとんど知られていない。急性脳卒中に
おいて、原因、重症度及び進行可能性又は再発可能性を迅速に評価することは、その効果
を安定化、又は逆転させるのに最適な治療を保証するために必要である。血管性認知症で
は、生化学的変化はほとんど同定されていない。結果的に、細胞及び/又は分子が原因と
なる欠陥及び神経病態の同定、並びに特性付けは、血管性認知症に関連する疾患の治療の
改善のために必要である。悪化又は再発の可能性のため、迅速な診断、特に以下のように
患者を分類することは、非常に有益になるであろう：
1.　脳腫瘍及び硬膜下血腫などの脳卒中対非脳卒中
2.　出血対亀裂骨折
3.　脳梗塞の特異的病態生理学的サブタイプ（Donnanの文献 Lancet（1992）339：473）
。
【００２３】
　特に、脳血管性認知症は、認知症のその他の原因と共に共存することが多く（Erkinjun
tti Int Psychogeriatr（1997）9 Suppl 1：51-8；discussion 77-83）、適切な診断及び
効果的治療ストラテジーを複雑にしている。血管性認知症の大多数は、遺伝的及び環境因
子により生じるが（Plassman 及び Breitnerの文献, J Am Geriatr Soc（1996）44：1242
-50）、血管性認知症の有病率の増加は、遺伝型の血管性認知症である大脳動脈症症候群
（Salloway 及び Hongの文献, J Geriatr Psychiatry Neurol（1998）11：71-7）、ビン
スワンガー病及び血管性認知症におけるアポリポタンパク質E遺伝子多型（Higuchiらの文
献, Clin Genet（1996）50：459-61）並びにアイスランドの患者における遺伝性シスタチ
ンCアミロイド血管障害（HCCAA）及びオランダ型のアミロイド症を伴う遺伝性脳溢血（HC
HWA-D）（Wangらの文献, APMIS（1997）105：41-7）おいて証明された。
【００２４】
　血管性認知症の現在の治療には、抗トロンビン療法（Crowth及びGinsbergの文献　『脳
卒中、病態生理学、診断及び管理（Stroke, Pathophysiology, Diagnosis, and Manageme
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nt）』中　編 Barnett, Mohrら Year, Churchill Livingston, a division of Harcourt 
Brace & Company）、血栓溶解及び脱フィブリノゲン薬（『脳卒中（Stroke）』中、Brott
及びHacke の文献、上記）、抗血小板剤（『脳卒中（Stroke）』中、Wekslerの文献、上
記）及び神経保護薬（『CNS疾患における神経保護（Neuroprotection in CNS diseases）
』中、Gluckmann及びGunnの文献, 編 Baer及びBeal Year, Marcel Dekker社 New York）
を含む。
【００２５】
　グルタミン酸は、哺乳動物CNSにおける主な興奮性神経伝達物質であり、速いシナプス
後脱分極が、AMPA（α-アミノ-3-ヒドロキシ-5-メチル-4-イソキサゾールプロピオン酸）
受容体の活性化により誘導される。また、これらの重要な生理学的役割に加えて、過剰な
AMPA受容体刺激も、虚血性脳卒中のような興奮毒性に関連した疾患の特徴である。2,3-ベ
ンゾジアゼピン又は新規神経保護剤BIIR 561のような非競合的AMPA受容体アンタゴニスト
が、脳卒中の治療のために提唱された（Weiser, Tの文献, Current Drug Targets-CNS & 
Neurological Disorders（2005）4：153-159）。
【００２６】
（多発性硬化症）
　多発性硬化症（MS）は、軸索が保たれる炎症性の脱髄疾患であり、若年成人における神
経性能力障害の最も一般的な原因であると考えられている。MSの発症の平均年齢は、30歳
であるが、2つの優勢な年齢層がある。大部分の患者は、発症時に21～25歳の間であり、
少数の割合が41～45歳である。西欧諸国では、人口100,000人あたり80人を上回る人々が
冒されている（Kurtzke,J.F.の文献,（1980）Neurology（N.Y.）,7：261-279）。カナダ
及び英国の数例の双生児の研究により、二卵性双生児及び兄弟姉妹における2％と比較し
て、一卵性双生児では約30％が一致することが示された（Ebers、G.C.らの文献,（1986）
New Engl J Med（315）：1638-42；Mumford, C.J.らの文献,『英国の島での双生児におけ
る多発性硬化症の調査（The British Isles survey of multiple sclerosis in twins.）
』（1994）Neurology, 1004：44, 11-15）。現在の証拠により、複数の遺伝子が相互作用
してMSに対する感受性を増加させるであろうことが示唆されている。（Norseworthyの文
献,（1999）Nature 399：suppl. A40-A47）。
【００２７】
　遺伝学及び遺伝子タイピングは、MSの遺伝的リスクを定義するための助けとなるであろ
うが、MSの診断、予後及び治療の有用性には、ほとんど助けとならないであろう。MSが単
一疾患であるかどうか、並びに視神経脊髄炎、横断性脊髄炎、同心円硬化症、急性MSのマ
ールブルグ変異型及び急性散在性脳脊髄炎を含む一般的ではない炎症性の脱髄性CNS症候
群とどのような関連があるかは、未だに分からないままである（Noseworthyの文献, 『多
発性硬化症の原因及び治療の決定における進歩（Progress in determining the causes a
nd treatment of multiple sclerosis）』（1999）Nature 399：suppl.A40-A47）。
【００２８】
　MS患者の死亡後検査により、比較的軸索が保たれた脱髄によって特徴づけられる中枢神
経系における複数の病変（プラーク）の存在、並びに神経膠症及び異なる程度の炎症が明
らかになった。視覚神経、脊髄及び室周囲領域を含む特定の頻発部位が存在しているが、
脳又は脊髄のあらゆる部分が冒され得る（Lumsden, C.E.の文献（1970）In Vinken P. J.
 Bruyn, GW, 編、『臨床神経学ハンドブック（Handbook of Clinical Neurology.）』9巻
 Amsterdam, Noth Holland, 217-309頁）。MSのような炎症性神経疾患の大部分において
、細胞及び/又は分子レベルでの変化と神経系の構造及び機能との関連についてはほとん
ど知られていない。
【００２９】
　診断は、臨床的なもののままである。診断には、時間及び空間的に分散した病変、並び
に同じ病像を生じ得るその他の状態の排除が必要である。ポスター基準として公知のMSの
臨床的分類には、誘発反応及びMRIの異常、並びにCSFにおける免疫異常が含まれる（Post
er C. M.らの文献,（1983）Ann Neurol 13：227-231）。症状時のMSの症候は、研究され
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た集団で変化するが、患者の24％に感覚の症候が、患者の31％ に視神経炎が、患者の17
％に肢弱体が、及び患者の25％に脳幹及び小脳の症候が含まれる（Thompson, A. J.らの
文献,（1986）Q. J. Med. 225：69-80）。結果として、MSは、広範囲にわたる臨床症状及
び経過を有し、かつ任意の所与の患者の臨床経過は、予測不可能である。大部分のMS患者
において、それは、再発及び寛解する経過で始まり、この場合、神経性機能障害の発症が
数週間持続する。疾患の経過にわたって完治の見込みがないと、患者は、進行性段階（二
次進行）に突入する。この段階の疾患の間に、患者は、重篤な不可逆的能力障害を発病す
る。患者の約1/3は、両性MSを有し、二次進行は発病しない。およそ10％の患者は、再発
及び寛解（一次進行性MS）することなく発症から進行性能力障害を発病する。MSにおいて
、生化学的な変化は、ほとんど同定されていない。結果として、細胞及び/又は分子が原
因となる欠陥及び神経病態の同定、並びに特性付けが、神経疾患の治療の改善のために必
要である。悪化又は再発の可能性のため、迅速な診断、特に以下のように患者を分類する
ことは、非常に有益になるであろう：
1.　良性MS対進行性MS 
2.　一次進行性MS対二次進行性MS
3. 一次進行性MS及び二次進行性MSの特異的病態生理学的サブタイプ
【００３０】
　治療戦略には、3つの目的：1、疾患の経過を修飾すること、2、再発の期間と重症度に
影響を及ぼすこと、並びに3、対症療法及び神経リハビリテーションがある。
　現在、MSには、生存している患者における診断及び予後に有用な客観的な生化学マーカ
ーがない。MS患者のCSFにおける疾患特異的タンパク質（DSP）の同定は、疾患病態に重要
な洞察を提供し、よりよい診断及び治療ストラテジーの機会を提供するであろう。MS患者
の脳脊髄液（CSF）の等電点電気泳動により、MS患者の95％においてオリゴクローナル性
バンドの存在が明らかとなった（McLeanらの文献,（1990）Brain, 113：1269-89）。しか
し、MRIと同様に、この知見は、MS患者に対して特異的でなく、ギラン‐バレー症候群、
サルコイドーシス及び慢性髄膜炎を含むその他の神経疾患においても検出される。従って
、個々の神経疾患、並びに急性及び慢性CNS疾患を区別する特異性及び感度には、個別の
タンパク質というよりむしろ、疾患に関連したタンパク質のレパートリーの選別が必要で
あろう。
【００３１】
　多発性硬化症の組織病理学的報告及びその動物モデルでは、活性な病変における軸索の
傷害とグルタミン酸代謝の障害との関連の証拠を示し、グルタミン酸レベルは、多発性硬
化症の患者の特定の脳領域において上昇している（Srinivasan R らの文献, Brain（2005
）128：1016-25）。多発性硬化症患者は、彼らの髄液に有毒レベルのグルタミン酸を有し
ており、脳卒中治療として試験されていたグルタミン酸を遮断する化合物は、多発性硬化
症の実験モデルにおいても有効性を示す（Smith Tの文献, Nature Med（2000）6：62；Pi
tt Dらの文献 Nature Med（2000）6：67）。
【００３２】
（概要）
　既存の、多くは不適当な、上記の神経学的状態及び神経精神医学的状態のための試験に
時間がかかりすぎるため、並びにその費用のため、
　・一連の神経学的状態が診断に含まれるか、又は除外されるべきであることを示す、
　・これらの神経学的状態のうちの1つの陽性診断が導く（又は、逆に、それを潜在的疾
患の一覧から除外することを可能にする）、
のいずれかであろう、脳組織、CSF、血液（例えば血清）若しくは尿などの体組織又は体
液試料中の物質又は物質群を測定できることが、非常に望まれるであろう。
【００３３】
　加えて、遺伝学及び遺伝子タイピングは、これらの状態の遺伝的リスクを定義するため
の助けとなるであろうが、これらの状態の診断、予後及び治療の有用性には、ほとんど助
けとならないであろう。タンパク質のインビボにおける翻訳後修飾及びプロセッシングは
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、実際はこのような状態に高度に関係しており、直接タンパク質を検出し、及び定量化す
ることができる技術のみによってモニターすることができる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００３４】
（3. 発明の要旨）
　本発明は、アルツハイマー病、統合失調症、鬱病、多発性硬化症及び血管性認知症を含
む神経疾患のスクリーニング、診断及び治療のための、並びに上記状態の治療のための薬
物のスクリーニング及び開発のための方法、並びに組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【００３５】
　本発明の第1の態様は、本明細書に開示したような本発明の少なくとも１つのタンパク
質アイソフォームの存在又はレベル、若しくはこれらの任意の組み合わせを検出するため
に、例えば二次元電気泳動よって、例えば脳脊髄液（CSF）、又は脳組織の試料を解析す
ることを含む神経疾患の同定の方法を提供する。また、これらの方法は、療法の結果の臨
床スクリーニング、予後、モニタリングのために；特定の治療的処置に最も反応しそうな
患者を同定するために；薬物スクリーニング及び薬物開発；並びに薬物療法のための新た
な標的の同定；に適している。
【００３６】
　本発明の第2の実施態様は、抗体、例えば本発明のタンパク質アイソフォームに対して
免疫特異的に結合することができるモノクローナル抗体及びポリクローナル抗体及びキメ
ラ（二重特異性）抗体又はアフィボディーなどのその他の親和性試薬を提供する。
　本発明の第3の態様は、上に詳述した方法に使用してもよく、及び単一若しくは複数の
標品又は抗体（又はその他の親和性試薬、例えばアフィボディー）を、必要に応じて、そ
の他の試薬、ラベル、基質、及び使用に関する説明書と共に含んでもよいキットを提供す
る。キットは、疾患診断のために使用してもよく、又は新たな診断及び／又は治療薬の同
定のためのアッセイ法であってもよい。
【００３７】
　本発明の第4の態様は、神経疾患を有する被験体において、本発明のタンパク質アイソ
フォームの発現若しくは活性（例えば、結合活性）、又はその両方を調節する（例えば、
アップレギュレートする、若しくはダウンレギュレートする）薬剤の治療的有効量を被験
体に投与することを含む、神経疾患の治療方法を提供する。
　本発明の第5の態様は、本発明のタンパク質アイソフォーム、その類似体若しくは関連
ポリペプチドの特徴、例えばその発現又は結合活性を調節する（例えば、アップレギュレ
ートする、若しくはダウンレギュレートする）薬剤をスクリーニングする方法を提供する
。
　その他の目的及び利点は、以下の事例的図面を併せることで、次の詳細な記述の総説か
ら明らかになるであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３８】
（5.発明の詳細な記載）
　以下に詳細に記述する本発明は、例えば哺乳動物被験体において神経疾患をスクリーニ
ング、診断及び治療するために、及び薬物スクリーニング及び薬物開発のために有用なタ
ンパク質アイソフォーム、並びに対応する方法、組成物及びキットを提供する。また、本
発明は、神経疾患を治療又は予防するための、哺乳動物被験体に対する治療的組成物の投
与を包含する。哺乳動物被験体は、非ヒト哺乳類であってもよいが、好ましくはヒト、よ
り好ましくはヒト成人、すなわち少なくとも21歳（特に少なくとも35歳、少なくとも50歳
、少なくとも60歳、少なくとも70歳又は少なくとも80歳）のヒト被験者である。本発明の
方法及び組成物は、生きた被験体をスクリーニング、診断及び治療するために有用である
だけでなく、例えば同病を発病するリスクのある被験体の家族のメンバーを同定するため
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に、被験体の死後の診断のためにも使用してよい。
　以下の定義は、本開示の概説の際の補助のために提供される。
【００３９】
（5.1. 定義）
　「診断」は、診断、予後、モニタリング、臨床試験の参加者を選択すること、特定の治
療的処置に反応する可能性が最も高い患者を同定することをいう。「治療」は、療法、予
防及び予防法をいう。
　「薬剤」は、医薬組成物及び診断用組成物を調製するために使用してもよいか、又はこ
のような目的のために独立して使用してもよい化合物、核酸、ポリペプチド、断片、アイ
ソフォーム若しくはその他の材料であってもよい全ての材料をいい、全てが本発明に従う
。
【００４０】
　当該技術分野において使用されるように、並びに本明細書におけるその使用及び意味の
一つの態様において、「タンパク質アイソフォーム」は、同じ遺伝子によってコードされ
るが、それらのpI若しくはMW又は両方が異なるポリペプチドの変異体をいう。このような
アイソフォームは、それらのアミノ酸組成が（例えば、選択的mRNA又はプレmRNAプロセシ
ング、例えば選択的スプライシング又は限定加水分解の結果として）異なることができ、
及び加えて、又は代わりに、差動的翻訳後修飾（例えば、グリコシル化、アシル化、リン
酸化）によって生じてもよい。しかし、本明細書で使用される「タンパク質アイソフォー
ム」という用語には、予想されるポリペプチド／野生型ポリペプチド及び任意の変異体を
含むことに留意すべきである。
【００４１】
　「タンパク質アイソフォーム類似体」は、タンパク質アイソフォームと類似の、若しく
は同一の機能を有するが、必ずしもタンパク質アイソフォームのアミノ酸配列と類似の、
若しくは同一のアミノ酸配列を含む必要はないポリペプチドか、又はタンパク質アイソフ
ォームのものと類似の、若しくは同一の構造を有するポリペプチドをいう。本明細書に使
用されるポリペプチドのアミノ酸配列は、それが以下の基準の少なくとも1つを満足させ
る場合に、タンパク質アイソフォームのものと「類似」する：（a）該ポリペプチドが、
タンパク質アイソフォームのアミノ酸配列と少なくとも30％（より好ましくは、少なくと
も35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくと
も60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくと
も85％、少なくとも90％、少なくとも95％又は少なくとも99％）同一であるアミノ酸配列
を有し、並びにPIF-1及びPIF-3の類似体に関しては、好ましくは少なくとも70％、少なく
とも75％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％又は少な
くとも99％が図2に示した二重の下線を引いた領域内にあるであろう；（b）該ポリペプチ
ドが、ストリンジェントな条件下でタンパク質アイソフォームの少なくとも5アミノ酸残
基（より好ましくは、少なくとも10アミノ酸残基、少なくとも15アミノ酸残基、少なくと
も20アミノ酸残基、少なくとも25アミノ酸残基、少なくとも40アミノ酸残基、少なくとも
50アミノ酸残基、少なくとも60アミノ残群にて、少なくとも70アミノ酸残基、少なくとも
80アミノ酸残基、少なくとも90アミノ酸残基、少なくとも100アミノ酸残基、少なくとも1
25アミノ酸残基又は少なくとも150アミノ酸残基）をコードするヌクレオチド配列に対し
てハイブリダイズするヌクレオチド配列によってコードされ、並びにPIF-1及びPIF-3の類
似体に関しては、好ましくは少なくとも35又は少なくとも40アミノ酸残基が図2に示した
二重の下線を引いた領域をコードする配列部分内をコードするであろう；又は（c）該ポ
リペプチドが、タンパク質アイソフォームをコードするヌクレオチド配列と少なくとも30
％（より好ましくは、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも45％、少なくとも50
％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも70％、少なくとも75
％、少なくとも80％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも95％又は少なくとも
99％）同一であるヌクレオチド配列によってコードされ、並びにPIF-1及びPIF-3の類似体
に関しては、好ましくは少なくとも70％、少なくとも75％、少なくとも80％、少なくとも
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85％、少なくとも90％、少なくとも95％又は少なくとも99％が図2に示した二重の下線を
引いた領域をコードする配列部分内にあるであろう。本明細書に使用される、タンパク質
アイソフォームのものと「類似の構造」をもつポリペプチドは、タンパク質アイソフォー
ムのものと類似の二次、三次又は四次構造を有するポリペプチドをいう。ポリペプチドの
構造は、X線結晶学、核磁気共鳴及び結晶電子顕微鏡法を含むが、限定されない当業者に
公知の方法によって決定される。
【００４２】
　「タンパク質アイソフォーム融合タンパク質」は、（i）タンパク質アイソフォーム、
タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はタンパ
ク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片、のアミノ酸配列、及び（ii）異種ポリペプ
チド（すなわち、非タンパク質アイソフォーム、非タンパク質アイソフォーム断片又は非
タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド）のアミノ酸配列を含むポリペプチドをいう
。
【００４３】
　「タンパク質アイソフォーム相同体」は、タンパク質アイソフォームのものと類似のア
ミノ酸配列を含むポリペプチドをいうが、必ずしもタンパク質アイソフォームと類似の、
又は同一の機能を有する必要はない。
　「タンパク質アイソフォーム相同分子種」は：（i）タンパク質アイソフォームのもの
と類似のアミノ酸配列を含み、及び（ii）タンパク質アイソフォームのものと類似の、又
は同一の機能を有する、非ヒトポリペプチドをいう。
　「タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド」は、タンパク質アイソフォーム相同体
、タンパク質アイソフォーム類似体、タンパク質アイソフォーム相同分子種又はその任意
の組み合わせをいう。
【００４４】
　「キメラ抗体」は、マウスmAbに由来するヒト免疫グロブリン定常領域及び可変領域を
有するものなどの、異なる部分が異なる動物種に由来する分子をいう。（例えば、Cabill
yら, 米国特許第4,816,567号；及びBossら,米国特許番号4,816397号；を参照され、これ
らは、引用によりその全体が本明細書に組み込まれる）。
　「誘導体」は：アミノ酸残基置換、欠失又は付加の導入によって変化された第2のポリ
ペプチドのアミノ酸配列を含むポリペプチドをいう。誘導体ポリペプチドは、第2のポリ
ペプチドと類似の、又は同一の機能を有する。
【００４５】
　「断片」は、第2のポリペプチドのアミノ酸配列の少なくとも5アミノ酸残基（好ましく
は、少なくとも10アミノ酸残基、少なくとも15アミノ酸残基、少なくとも20アミノ酸残基
、少なくとも25アミノ酸残基、少なくとも40アミノ酸残基、少なくとも50アミノ酸残基、
少なくとも60アミノ残基、少なくとも70アミノ酸残基、少なくとも80アミノ酸残基、少な
くとも90アミノ酸残基、少なくとも100アミノ酸残基、少なくとも125アミノ酸残基、少な
くとも150アミノ酸残基、少なくとも175アミノ酸残基、少なくとも200のアミノ酸残基又
は少なくとも250アミノ酸残基）のアミノ酸配列を含むペプチド又はポリペプチドをいう
。タンパク質アイソフォームの断片は、第2のポリペプチドの機能的活性を有していても
、又は有していなくてもよい。
【００４６】
　「倍数変化」には、「倍数増大」及び「倍数減少」を含み、第2の試料（又は試料セッ
ト）と比較しての第1の試料若しくは試料セットにおけるタンパク質アイソフォームの存
在量の相対的な増大若しくは減少、又は、ポリペプチドの発現若しくは活性の相対的な増
大若しくは減少をいう。観察される増大又は減少は、使用される技術に応じて変化するで
あろうが、タンパク質アイソフォーム又はポリペプチドの倍数変化は、当業者に公知のい
ずれの技術によって測定してもよい。
【００４７】
　タンパク質アイソフォーム若しくはタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの発現
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又は活性に関して「調節する」とは、タンパク質アイソフォーム若しくはタンパク質アイ
ソフォーム関連ポリペプチドの発現又は活性の任意の変化、例えばアップレギュレーショ
ン又はダウンレギュレーションをいう。当業者であれば、本開示に基づいて、このような
調節を公知のアッセイ法によって決定することができることを理解するであろう。
【００４８】
　「神経疾患」は、発達異常、疾患、傷害又は毒素によって生じる中枢神経系の構造若し
くは機能の障害として定義される。これには、例えば単極性鬱病、双極性鬱病（I型及びI
I型）、統合失調症、血管性認知症、多発性硬化症及びアルツハイマー病などの障害を含
む。
　「治療」は、予防法（予防）のための、又は患者が苦しめられている場合は虚弱若しく
は疾患を治癒させるための、患者に対する医薬の投与又は医学技法の実行をいう。
【００４９】
　2つのアミノ酸配列の、又は2つの核酸配列のパーセント同一性は、一般に最適な比較目
的のために配列を整列させて（例えば、配列を最良に整列するために、一次配列にギャッ
プを導入することができる）、対応する位置にてアミノ酸残基又はヌクレオチドを比較す
ることによって決定することができ、又は決定される。「最良の整列」は、最良のパーセ
ント同一性を生じる2つの配列の整列である。パーセント同一性は、比較される配列にお
ける同一のアミノ酸残基又はヌクレオチドの数（すなわち、％同一性=同一の位置の#/位
置の合計#×100）によって決定される。
【００５０】
　2つの配列間のパーセント同一性の決定は、当業者に公知の数学的アルゴリズムを使用
して達成することができる。2つの配列を比較するための数学的アルゴリズムの例には、K
arlin及びAltschul （1990） 米国科学アカデミー紀要（Proc. Natl. Acad. Sci. USA） 
87:2264-2268のアルゴリズム、Karlin及びAltschulの文献、（1993） 米国科学アカデミ
ー紀要（Proc. Natl. Acad. Sci. USA） 90:5873-5877のような修飾されたものがある。A
ltschulらの文献、（1990） J. Mol. Biol. 215:403-410のNBLAST及びXBLASTプログラム
には、このようなアルゴリズムが組み込まれている。本発明の核酸分子に相同なヌクレオ
チド配列を得るために、NBLASTプログラム、スコア= 100、語長=12でBLASTヌクレオチド
検索を行うことができる。本発明のタンパク質分子に相同なアミノ酸配列を得るために、
BLASTタンパク質検索をXBLASTプログラム、スコア= 5、語長= 3で行うことができる。比
較目的のためにギャップがある整列を得るためには、Altschulらの文献、（1997） Nucle
ic Acids Res. 25:3389-3402に記載されているようなGapped BLASTを利用することができ
る。或いは、分子間の距離関係を検出する繰り返し検索を行うために、PSI-Blastを使用
することができる（同上）。BLAST、Gapped BLAST及びPSI-Blastプログラムを利用すると
きに、それぞれのプログラム（例えば、XBLAST及びNBLAST）のデフォルトパラメーターを
使用することができる。http：//www.ncbi.nlm.nih.gov.を参照されたい。
【００５１】
　配列の比較のために利用される数学的アルゴリズムの別の例は、Myers及びMillerによ
る, CABIOS （1989）のアルゴリズムである。GCG配列整列ソフトウェアパッケージの一部
であるALIGNプログラム（バージョン2.0）には、このようなアルゴリズムが組み込まれて
いる。当該技術分野において公知の配列分析のためのその他のアルゴリズムは、Torellis
及びRobottiの文献 （1994） Comput. Appl. Biosci., 10:3-5に記載されているADVANCE
及びADAM；Pearson及びLipmanの文献（1988） 米国科学アカデミー紀要（Proc. Natl. Ac
ad. Sci.） 85:2444-8に記述されたFASTAを含む。FASTA内で、ktupは、検索の感度及び速
度を設定する制御オプションである。
【００５２】
　本明細書に使用される「二次元電気泳動」（2D電気泳動）には、等電点電気泳動と、そ
れに続く及び変性電気泳動を含む技術を意味し；これにより、複数の分離されたタンパク
質を含む二次元ゲル（2Dゲル）が生じる。好ましくは、変性電気泳動する工程には、ドデ
シル硫酸ナトリウムの存在下におけるポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）を使用す
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る。特に好ましいのは、両方とも1997年12月1日に出願された国際出願番号97GB3307（WO9
8/23950として公開）、及び米国特許第6,064,754号（これらのそれぞれは、その全体が引
用により本明細書に組み込まれ、ページ23-35のプロトコルを特に参照されたい）に記述
された高度に正確かつ自動化可能な方法及び装置（「好ましい技術」）である。簡潔には
、好ましい技術では、生体試料中の生体分子（例えば、糖タンパク質を含むタンパク質）
を同定し、選択し、及び特徴づけるための効率的な、コンピューターを利用した方法及び
装置を提供する。これらの電気泳動移動度及び等電点に従って二次元ゲル上で生体分子を
分離することによって二次元アレイを作製する。同一性、見かけ上の分子量、等電点及び
二次元のアレイにおいて検出される複数の生体分子の相対的存在量を表す、コンピュータ
ーで作製したアレイのデジタルプロフィールを作製し、これにより複数の生体試料からの
プロフィールのコンピューターを媒介した比較、並びに分離された関心対象のタンパク質
のコンピューター支援切除が可能になる。
【００５３】
　蛍光標識されたタンパク質を検出するための特別のスキャナーは、WO96/36882に、及び
David A. Basiji博士、「内部反射オプティクス及び位相感受性検出（総内部反射、電気
泳動）を使用する高スループット蛍光スキャナーの開発」の表題、ワシントン大学（1997
）、国際学位論文要旨集の58/12-B巻、6686ページ（Ph.D. thesis of David A. Basiji, 
entitled "Development of a HighFluorescence Scanner Employing Internal Reflectio
n Optics and PhaseDetection （Total Internal Reflection, Electrophoresis）", Uni
versity of Washington （1997）, Volume 58/12of Dissertation Abstracts Internatio
nal, page 6686）に記載されており、その各々の内容は、引用により本明細書に組み込ま
れる。これらの文書は、高速にて自動化された、統合された操作のために特異的にデザイ
ンされたイメージスキャナを記述する。スキャナーは、蛍光色素又は銀汚染、並びに貯蔵
蛍光スクリーンで染色されたゲルのイメージをとることができる。Basijiの学位論文は、
調整された蛍光をレーザー散乱又は均一な蛍光によるベースラインノイズと区別するため
の位相敏感検波系を提供するが、本スキャナーは、非位相敏感様式でも作動することがで
きる。この位相敏感検波能は、従来の蛍光イメージングシステムと比較して、1桁以上ま
で機器の感度を増大させるだろう。感度の増大により、上流の機器に対する試料調製負荷
が減少すると共に、イメージ品質の増強により、その過程の下流でのイメージ分析が単純
化する。
【００５４】
　より高度に好ましいスキャナーは、上記したスキャナーの変更バージョンであるApollo
 2スキャナー（Oxford Glycosciences社, Oxford, UK）である。Apollo 2スキャナーでは
、ゲルは、精密親ねじ駆動システム上のスキャナーを通って輸送される。これは、Basiji
の学位論文に記述されたベルト駆動系の上にガラス板を敷設することにより、イメージン
グ光学系を越えて正確にゲルを輸送する再現性のある手段を提供するので、これは好まし
い。
【００５５】
　Apollo 2スキャナーでは、ゲルを、公知の位置にガラス板をしっかりと保持する3つの
アライメントに対して固定させる。上記の精密輸送系と組み合わせてこれを行うことによ
り、ゲルの絶対位置を予測し、及び記録することができる。これにより、ゲル上のそれぞ
れの特徴の座標をより正確に決定し、必要に応じて、特徴の切除のための切断ロボットに
伝達することができるように保証する。Apollo 2スキャナーでは、ゲルを保持する担体は
、イメージ形状を修正するために使用するための4つの一体となった蛍光マーカーを有す
る。これらのマーカーは、走査が正確に行われたことを確認する品質管理機能である。
【００５６】
　Basijiの学位論文に記述されたスキャナーと比較して、Apollo 2スキャナーの光学部品
は、反転されている。Apolloでは、2つのスキャナー、レーザー、鏡、導波管及びその他
の光学部品が走査されるガラス板の上にある。Basijiの学位論文に記述されたスキャナー
は、これらの構成成分を下に有する。Apollo 2スキャナーでは、光路がガラス板を通った
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ままであるように、ガラス板がスキャナゲル側下方に載置されている。こうすることによ
って、ガラス板から壊れて離れるであろうゲルのいずれの粒子も、オプティクス内よりも
むしろ機器の底部の上に落下する。これにより、系の機能に影響を及ぼすことはなく、そ
の信頼性を増加させる。
【００５７】
　更に好ましいのは、信号出力が、全くピーク飽和することなく、又はシグナルの二乗根
コード化もなく、完全な16ビットデータにデジタル化される、Apollo 3スキャナーである
。また、走査ビームの経路に沿って検出感度の何らかの変動を補正するために、補正アル
ゴリズムも適用されている。この変動は、オプティクスの異常及び導波管全体の収集効率
の相違によるものである。較正は、全体に均一な蛍光をもつパースペックスプレートを使
用して行われる。このプレートのスキャンにから受けたデータを使用して、それぞれの画
素レベルから目標レベルにシグナルを増やすために必要な増倍率を決定する。次いで、こ
れらの要素をゲルのその後のスキャンに使用して、あらゆる内部の光学的変動を除く。
【００５８】
　「特徴」とは、2Dゲルで検出される点をいい、「本発明のタンパク質アイソフォームと
関連した特徴」という用語は、神経疾患がない被験体由来の試料（例えば、CSFの試料）
と比較して、神経疾患を有する被験体由来の試料（例えば、CSFの試料）において差動的
に存在する特徴をいう。本明細書に使用される特徴（又はタンパク質アイソフォーム）は
、特徴又はタンパク質アイソフォームを検出するための方法（例えば、2D電気泳動法又は
免疫アッセイ法）が、第1及び第2の試料に適用したときに異なるシグナルを与えるときに
、第2の試料に関して第1の試料中に「差動的に存在する」。特徴又はタンパク質アイソフ
ォームは、特徴若しくはタンパク質アイソフォームが第2の試料におけるよりも第1の試料
において豊富なことを示す場合、又は特徴若しくはタンパク質アイソフォームが第1の試
料において検出可能であり、かつ第2の試料において実質的に検出不可能である場合に、
第2の試料に関して第1の試料において「増大」されている。逆に、特徴又はタンパク質ア
イソフォームは、特徴若しくはタンパク質アイソフォームが第2の試料におけるよりも第1
の試料において豊富ではないことを示す場合、又は特徴若しくはタンパク質アイソフォー
ムが第1の試料において検出不可能であり、かつ第2の試料において検出可能である場合に
、第2の試料に関して第1の試料において「減少」されている。
【００５９】
　特に、2つの試料における特徴の相対的存在量は、2工程で、その規準化されたシグナル
を基準として決定される。最初に、試料における特徴を検出することにより得られたシグ
ナルを、適切な背景パラメーター、例えば（a）解析される試料の総タンパク質（例えば
、ゲル上に添加される総タンパク質）に対して；又は（b）より好ましくは、試料におけ
るそれぞれの全てのタンパク質の合計として検出される総シグナルに対して；参照するこ
とにより規準化される。
【００６０】
　第2に、第2の試料に関して第1の試料（又は試料セット）において「差動的に存在する
」特徴を同定するために、1つの試料又は試料セットにおける特徴に対して規準化したシ
グナルを、別の試料又は試料セットにおける同じ特徴に対して規準化したシグナルと比較
する。
【００６１】
　本明細書に使用される脳脊髄液（CSF）は、医学実務における生理学的基礎（Physiolog
ical Basis of Medical Practice）（J.B.West、編集.、William及びWilkins, Baltimore
, MD 1985）に記載されているように、中枢神経系の大部分を囲む液体をいう。CSFには、
心室CSF及び腰椎CSFを含む。
【００６２】
（5.2本発明のタンパク質アイソフォーム）
　本発明の一つの態様において、神経疾患のスクリーニング、治療又は診断のための本発
明のタンパク質アイソフォームと関連した1つ以上の特徴の発現を検出又は定量化するた
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めに、二次元電気泳動を使用して、被験体、好ましくは生きた被験体からのCSF又は脳組
織を解析する。
　本発明の態様に従って、本明細書に開示した本発明の新たなタンパク質アイソフォーム
と関連した特徴は、神経疾患を有する被験体由来のCSF及び／又は脳組織試料を試料神経
疾患がない被験体由来のCSF及び／又は脳組織に対して比較することによって同定された
。神経疾患がない被験体には、公知の疾患又は状態をもたない被験体（健常人）を含む。
【００６３】
　本発明の新たなタンパク質アイソフォームは全て、前駆体タンパク質：SwissProtアク
セッション番号：P36955をもつ色素上皮由来因子（PEDF）（http：//www.expasy.orgにて
入手できる）に由来する。前駆体タンパク質のアミノ酸配列は、図1に図示してあり、シ
グナルペプチドには、下線を引いてある。
　本発明の第1のタンパク質アイソフォームファミリー（以下に、PIF-1）は、図2に図示
した配列をもつ成熟タンパク質に対応する。しかしながら、PIF-1の全てのアイソフォー
ム、すなわちリン酸化又はグリコシル化などによる翻訳後イベントによって修飾されたPE
DF遺伝子の翻訳の全ての種（しかし、PIF-2及びPIF-3への切断を含まない）を包含する。
このタンパク質アイソフォームファミリーは、好ましい技術により、35.0kDa～55.8kDaの
分子量範囲であると同定された。
【００６４】
　本発明の第2のタンパク質アイソフォームファミリー（以下に、PIF-2）は、切断領域の
切断後の成熟タンパク質のC末端部分に対応する。切断領域には、図2において一重下線を
引いており、かつリジン及びアルギニンがリッチな配列の一部に対応し、これは二塩基性
部位を含み、それゆえタンパク分解性切断する傾向がある。このタンパク質アイソフォー
ムファミリーは、好ましい技術により、18.9kDa～33.6kDaの分子量範囲であると同定され
た。
【００６５】
　最後に、本発明の第3のタンパク質アイソフォームファミリー（以下に、PIF-3）は、切
断領域の切断後の成熟タンパク質のN末端の部分に対応する。このタンパク質アイソフォ
ームファミリーは、好ましい技術により、13.9kDaの範囲の分子量であると同定された。
　PIF-2及びPIF-3は、それに対して免疫特異的に結合する抗体（又はアフィボディーなど
のその他の親和性試薬）と共に、それ自体が特許請求される新規タンパク質アイソフォー
ムである。
【００６６】
　従って、本発明者らは、そのN末端に下線を引いた領域内の残基（すなわち、NL...IK）
を有し、かつ図2のC末端にて終結する図2に対応するアミノ酸配列を有するタンパク質を
特許請求する。
【００６７】
　また、本発明者らは、このようなタンパク質に対して少なくとも70又は75又は80又は85
又は90又は95又は99％の配列同一性を有し、かつ同様の機能を共有するタンパク質を特許
請求する。
　また、本発明者らは、N末端にて開始して、そのC末端に下線を引いた領域内の残基（す
なわち、NL...IK）を有する図2に対応するアミノ酸配列を有するタンパク質を特許請求す
る。
【００６８】
　また、本発明者らは、このようなタンパク質配列に対して少なくとも40又は45又は50又
は55又は60又は65又は70又は75又は80又は85又は90又は95又は99％の配列同一性を有し、
かつ図3の下線を引いた領域内において、図2の配列と少なくとも70又は75又は80又は85又
は90又は95又は99％の配列同一性を有し、かつ同じ機能を共有するタンパク質を特許請求
する。
　また、本発明者らは、上述したタンパク質をコードする核酸分子（RNA及びDNA）、この
ような核酸を含むベクター、及びこのようなベクター又は核酸分子を含む形質転換された
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宿主細胞を特許請求する。
【００６９】
　従って、タンパク質アイソフォームファミリーPIF-1は、図2に示したものに対応する配
列のタンパク質、及びその全てのアイソフォームを含む、PIF-1に対して実質的に同一性
を有するタンパク質によって適切に定義される。
　PIF-1に実質的同一性を有するタンパク質は、典型的には前記タンパク質全体に対して
少なくとも90％の配列同一性、及び活性部位領域（図2のアミノ酸59～102）内で少なくと
も95％の配列同一性を有する。
【００７０】
　従って、タンパク質アイソフォームファミリーPIF-2は、そのN末端として残基116～132
の間の残基を有し、図2に示したタンパク質のC末端に対応する配列のタンパク質、及びそ
の全てのアイソフォームを含む、PIF-2に実質的同一性を有するタンパク質によって適切
に定義される。
　PIF-2に実質的同一性を有するタンパク質は、典型的には前記タンパク質全体に対して
少なくとも90％の配列同一性を有する。
【００７１】
　従って、タンパク質アイソフォームファミリーPIF-3は、そのC末端として残基116～132
の間の残基を有し、図2に示したタンパク質のN末端に対応する配列のタンパク質、及びそ
の全てのアイソフォームを含む、PIF-3に対して実質的同一性を有するタンパク質によっ
て適切に定義される。
　PIF-3に実質的同一性を有するタンパク質は、典型的には前記タンパク質全体に対して
少なくとも90％の配列同一性及び活性部位領域（図2のアミノ酸59～102）内で少なくとも
95％の配列同一性を有する。
【００７２】
　PIF-1に免疫特異的に結合する抗体（及びアフィボディーなどのその他の親和性試薬）
は、その他の関連したタンパク質、特にPIF-2又はPIF-3と有意に結合しない。PIF-2に免
疫特異的に結合する抗体は、その他の関連したタンパク質、特にPIF-1又はPIF-3と有意に
結合しない。PIF-3と免疫特異的に結合する抗体は、その他の関連したタンパク質、特にP
IF-1又はPIF-2と有意に結合しない。この文脈において、「関連したタンパク質」は、抗
体結合によって識別することが望ましいタンパク質である。「有意に結合しない」とは、
例えば標的に対する結合強度が望まれない標的に対する結合強度よりも少なくとも10倍、
100倍、1000倍又は好ましくは少なくとも10000倍強力なことを意味する。
【００７３】
　本発明の新たなタンパク質アイソフォームの存在量は、驚くべきことに、正常対照、及
び神経疾患、特にグルタミン酸シグナリングの脱制御（例えば、過度活性化）と関連した
障害の患者の健康状態と相関されることが見いだされた。例えば、図3は、正常対照の、
及び統合失調症患者のCSFにおける本発明の3つのタンパク質アイソフォームファミリーの
相対的存在量を図示する。PIF-1の一般的減少は、疾患の際に、PIF-2及びPIF-3の増大と
共に疾患において観察することができる。これは、該疾患の状況において、PIF-1アイソ
フォームの、2つのより小さなPIF-2及びPIF-3アイソフォームへのプロセシング指し示す
。
　このさらなるタンパク分解性プロセシングは、アルツハイマー病、鬱病、多発性硬化症
 及び血管性認知症患者由来の試料において同程度に観察され、その他のCNS疾患における
発現とともに、図4に図示してある。
【００７４】
　加えて、図2には、神経栄養活性及び神経保護活性を有することが示されたPEDFドメイ
ン（太字体及び二重下線を引いたアミノ酸）を図示してある（例えば、Bilak M.らの文献
, J. Neurosci., November 1, 2002, 22（21）:9378-9386; Alberdi E.らの文献, The Jo
urnal of Biological Chemistry, 1999, 274巻, No. 44, 31605-31612頁を参照されたい
）。従って、このドメインは、PIF-1ファミリーメンバーの成熟形態に加えて、本発明のP
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IF-3 タンパク質アイソフォームファミリーにも属するようである。
【００７５】
　更に、PEDFタンパク質は、疾患と関連した多数のシグナルヌクレオチド多型の部位であ
ることが報告されている。例えば、Met72Thr多型（図1の配列に参照される番号付け）は
、年齢関連黄斑変性症と関連したことが報告された（Yamagishi S.らの文献, Med Hypoth
eses., 2005；64（6）：1202-4）。加えて、PEDFの発現の減少は、糖尿病性腎症に関与す
ることが公知である（Joshua J.らの文献, Diabetes 54:243-250, 2005; Boehm BO.らの
文献, Diabetologia. 2003 Mar;46（3）:394-400）。興味深いことに、上で定義した切断
領域（及び図2において一重下線を引いてある）は、報告された位置132のSNPの非常に近
くに位置する（図2は、成熟配列を表すので、Pro→Arg又はPro→Hisは、この図の配列の
位置113）。プロリンは強力な構造的意味をもつアミノ酸であり、プロリンのArg及びHis
への突然変異さえも、プロテアーゼプロセシング部位を生じるなどの、野生型タンパク質
の二次及び三次構造を崩壊させる可能性が非常に高い。従って、疾患の文脈において、PI
F-1のタンパク分解性プロセシングによるPIF-2及びPIF-3の発生は、位置132のSNP変異の
形態において、遺伝的感受性を有するであろう。
【００７６】
　それゆえ、本発明に従って、本発明者らは、被験体におけるグルタミン酸シグナリング
の脱制御と関連した神経疾患のスクリーニング又はその診断若しくは予後のための、被験
体におけるこのような神経疾患の段階又は重症度を決定するための、このような神経疾患
を発病するリスクのある被験体を同定するための、又はこのような神経疾患を有する被験
体に施される療法の効果をモニターするための方法を提供し：
　（a）以下のタンパク質アイソフォームファミリー：PIF-1、PIF-2及びPIF-3から選択さ
れる少なくとも１つのタンパク質アイソフォームを検出可能な量で含む、被験体からの体
液又は組織の試験試料を解析すること；及び、
　（b）前記試験試料中の前記タンパク質アイソフォームの存在量、又は別のタンパク質
アイソフォームに相対的な前記タンパク質アイソフォームの存在量を、神経疾患がない1
人以上からの試験試料中における前記タンパク質アイソフォームの存在量若しくは相対的
存在量、又は神経疾患がない被験体におけるそのタンパク質アイソフォームについて前も
って決定された基準範囲と比較すること；
を含み、前記神経疾患のより進行した状態の診断又はそのスクリーニングにおける陽性結
果又はその予後は、（i）PIF-1の存在量若しくは相対的存在量の減少、及び／又は（ii）
PIF-2の存在量若しくは相対的存在量の増大、及び／又は（iii）PIF-3の存在量若しくは
相対的存在量の減少、によって示される、前記方法を提供する。
【００７７】
　典型的には、前記神経疾患のより進行した状態の診断又はそのスクリーニングにおける
陽性結果又はその予後は、（i）PIF-1の存在量の減少、及び／又は（ii）PIF-2の存在量
の増大、によって示される。適切には、これは、（i）PIF-1の存在量の減少、及び（ii）
PIF-2の存在量の増加、によって示される。また、適切には、これも、PIF-3の存在量の増
加によって示される。
【００７８】
　好ましい実施態様において、PIF-2ファミリーのタンパク質アイソフォームは、図2にお
ける切断部位の最初から（NLKSASR...：にて開始）成熟タンパク質のC末端部分（...ILDP
RGP）までの実質的に全てのアミノ酸配列からなるポリペプチドとして定義される。当業
者であれば、PIF-2 タンパク質アイソフォームファミリーのメンバーは、アミノ酸配列長
での変動（例えば、図2の切断領域内に異なる開始位置を有する）及びこれらの翻訳後修
飾の範囲及び数によって、互いの間で異なることを認識するであろう。これらの翻訳後修
飾には、例であり、かつ限定の方法ではないものとして、スレオニン219（番号付けは、
図2の配列を参照する）でのリン酸化、セリン226でのリン酸化、セリン301に対するリン
酸化及びチロシン302でのリン酸化を含み得る。加えて、タンパク質アイソフォームにお
けるグリコシル化部位を調査するために適した詳細なプロトコルは、第7節に示してある
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。
【００７９】
　更に好ましい実施態様において、PIF-2ファミリーのタンパク質アイソフォームには、
以下の配列の1つ以上を含む：
【化１】

【００８０】
　更に好ましい実施態様において、PIF-2ファミリーのタンパク質アイソフォームは、以
下の配列：
【化２】

　又は以下の配列：
【化３】

を含まない。
【００８１】
　好ましい実施態様において、PIF-3ファミリーのタンパク質アイソフォームは、図2の成
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KLRIK）までの実質的に全てのアミノ酸配列からなるポリペプチドとして定義される。当
業者であれば、PIF-3 タンパク質アイソフォームファミリーのメンバーが、アミノ酸配列
長での変動（例えば、図2の切断領域内に異なる終結位置を有する）、及びこれらの翻訳
後修飾の範囲及び数によって、互いの間で異なることを認識するであろう。これらの翻訳
後修飾には、例として、かつ限定の方法によらず、セリン95でのリン酸化を含み得る。加
えて、タンパク質アイソフォームにおけるグリコシル化部位を調査するために適した詳細
なプロトコルは、第7節に示してある。
【００８２】
　更に好ましい実施態様において、PIF-3ファミリーのタンパク質アイソフォームは、以
下の配列：
【化４】

　又は以下の配列：
【化５】

の1つ以上を含む。
【００８３】
　更に好ましい実施態様において、PIF-3ファミリーのタンパク質アイソフォームは、以
下の配列を含まない：
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【化６】

。
【００８４】
　従って、本発明に従った方法、キット、親和性試薬又は製剤において、タンパク質アイ
ソフォームファミリーPIF-2は、配列番号16、30、34、19、8、12、17、41、45、43、38、
25、29、24、15、28及び7から選択される1つ以上の配列を含むタンパク質によって適切に
定義され得る。
　特に、本発明に従った方法、キット、親和性試薬又は製剤において、タンパク質アイソ
フォームファミリーPIF-2は、配列番号18、31（又はより好ましくは56）、35、1及び9か
ら選択される配列を含まないタンパク質によって更に定義され得る。
【００８５】
　従って、本発明に従った方法、キット、親和性試薬又は製剤において、タンパク質アイ
ソフォームファミリーPIF-3は、配列番号18、31（又はより好ましくは、56）、35、1、9
及び16から選択される1つ以上の配列を含むタンパク質によって適切に定義され得る。
　特に、本発明に従った方法、キット、親和性試薬又は製剤において、タンパク質アイソ
フォームファミリーPIF-2は、配列番号30、34、19、8、12、17、41、45、43、38、25、29
、24、15、28及び7から選択される配列を含んでいないタンパク質によって更に定義され
得る。
【００８６】
　タンパク質アイソフォームファミリーPIF-2のタンパク質アイソフォームに関する例示
的なアミノ酸配列は、配列番号54の配列を含み得る。例えば、それは、配列番号55の配列
を有してもよい。
　タンパク質アイソフォームファミリーPIF-3のタンパク質アイソフォームに関する例示
的なアミノ酸配列は、配列番号52の配列を含み得る。例えば、それは、配列番号53の配列
を有してもよい。
【００８７】
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　下記の表Iは、脊髄液で同定された3つの PIFファミリーのそれぞれのいくつかの代表を
図示している。
【００８８】
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【００８９】
　従って、本発明に従った方法、キット親和性試薬又は製剤において、タンパク質アイソ
フォームファミリーPIF-1は、表1の列1～19に示したようなpI及びMWを有するタンパク質
アイソフォームによって適切に定義され得る。適切には、前記タンパク質には、「トリプ
シン配列」の表題の列に詳述した1つ以上の配列を含む。
　従って、本発明に従った方法、キット親和性試薬又は製剤において、タンパク質アイソ
フォームファミリーPIF-2は、表1の列20～33に示したようなpI及びMWを有するタンパク質
アイソフォームによって適切に定義され得る。適切には、前記タンパク質には、「トリプ
シン配列」の表題の列に詳述した1つ以上の配列を含む。
【００９０】
　従って、本発明に従った方法、キット親和性試薬又は製剤において、タンパク質アイソ
フォームファミリーPIF-3は、表1の列34～36に示したようなpI及びMWを有するタンパク質
アイソフォームによって適切に定義され得る。適切には、前記タンパク質には、「トリプ
シン配列」の表題の列に詳述した1つ以上の配列を含む。
　例示的アイソフォームは、図面に示してある。例えば、ファミリーPIF-1のアイソフォ
ーム12は、その存在量がより少ないことが統合失調症と関連した。同様の推論を、図面及
び表1に示したその他のアイソフォームについても行うことができる。
【００９１】
　任意の所与のタンパク質アイソフォームについて、神経疾患を有する被験体由来の試料
を、神経疾患がない被験体由来の同試料を解析することにより得られたシグナルと比較し
て、解析することにより得られるシグナルは、使用される特定の解析プロトコル及び検出
技術に依存する。従って、当業者であれば、本記述に基づいたいずれの研究室でも、使用
の際の解析プロトコル及び検出技術に従って、神経疾患がない被験体における任意のタン
パク質アイソフォームについての適切な基準範囲を確立することができることを理解する
であろう。特に、解析される試験試料のそれぞれのバッチには、神経疾患を有することが



(32) JP 2009-506301 A 2009.2.12

10

20

30

40

50

公知の被験体由来の少なくとも１つの陽性対照タンパク質アイソフォーム試料、又は神経
疾患がないことが公知の被験体由来の少なくとも１つの陰性対照タンパク質アイソフォー
ム試料（及びより好ましくは陽性及び陰性対照試料の両方）が含まれる。一つの実施態様
において、特徴の発現レベルは、バックグランド値に相対的に決定され、これは、（a）
領域において問われる特定の特徴と同等である、及び（b）実質的に識別可能なタンパク
質特徴を含まない、イメージの近位の領域から得られるシグナルのレベルとして定義され
る。
【００９２】
　当業者であれば容易に認識するであろうとおり、測定される所与の特徴又はタンパク質
アイソフォームのMW及びpIは、2D電気泳動法のそれぞれの工程のために、及びランドマー
クマッチングのために使用される正確なプロトコルに応じて、ある程度変化するであろう
。本明細書に使用される、「MW」及び「pI」という用語は、それぞれ下記の第6節におい
て同定される参照プロトコルに従って慎重に測定される特徴又はタンパク質アイソフォー
ムのダルトンでの見かけ上の分子量及び見かけ上の等電点を意味するために定義される。
参照プロトコルを行うとき、及び試料が2回反復又はそれより多い回数での反復で実行さ
れるときに、測定されるタンパク質アイソフォームの平均のpIの変動は典型的には3％未
満であり、及び測定されるタンパク質アイソフォームの平均MWの変動は典型的には5％未
満である。当業者が参照プロトコルと相違させることを望む場合、（a）参照プロトコル
によって、（b）発散によって、検出されるそれぞれのタンパク質アイソフォームについ
てMW及びpIを比較するための較正実験を行うべきである。
【００９３】
　本発明のタンパク質アイソフォームは、例えば検出、治療、診断若しくは薬物開発又は
医薬製品のために使用することができる。本発明の一つの実施態様において、被験体（例
えば、神経疾患を有することが疑われる被験体）由来のCSF又は脳生検を、PIF-1ファミリ
ーメンバーの定量的検出のために、2D電気泳動法によって解析する。神経疾患のない被験
体又は被験体由来のCSF又は脳生検（例えば、対照試料又は前もって決定された基準範囲
）に比較しての、被験体由来のCSF又は脳生検におけるPIF-1ファミリーメンバーの存在量
の減少は、神経疾患の存在を示す。
【００９４】
　本発明の別の実施態様において、CSF又は被験体由来の脳生検をPIF-2及び／又はPIF-3
ファミリーメンバーの定量的検出のために2D電気泳動法によって解析する。神経疾患のな
い被験体又は被験体群由来の脳生検及び／又はCSF（例えば、対照試料又は前もって決定
された基準範囲）に比較しての、被験体由来のCSF又は脳生検における前記PIF-2又はPIF-
3ファミリーメンバーの存在量の増大は、神経疾患の存在を示す。
【００９５】
　更に別の実施態様において、被験体由来のCSF又は脳生検を（a）PIF-1ファミリーメン
バー（存在量の減少が神経疾患の存在を示す）；及び（b）PIF-2及び／又はPIF-3ファミ
リーメンバー（存在量の増大が神経疾患の存在を示す）；の定量的検出のために2D電気泳
動法により解析する。
【００９６】
　本発明の更に別の実施態様において、被験体由来のCSF又は脳生検が、PIF-1ファミリー
メンバー及び／又はPIF-2及び／又はPIF-3ファミリーメンバーの定量的検出のために2D電
気泳動法によって解析され、そこでは別のタンパク質アイソフォームと相対比較した1つ
以上のタンパク質アイソフォームの比は、その神経疾患が存在することを示す。具体的実
施態様において、試験される試料におけるPIF-1ファミリーメンバー／PIF-2及び／又はPI
F-3ファミリーメンバー比の、対照試料若しくは基準範囲における同じPIF-1ファミリーメ
ンバー／PIF-2及び／又はPIF-3ファミリーメンバー比に比較しての減少は、神経疾患の存
在を示す。別の具体的実施態様において、神経疾患の存在を検出するための方法として、
試験試料中のPIF-2及び／又はPIF-3ファミリー由来の1つ以上のタンパク質アイソフォー
ムを測定して、これらをPIF-1ファミリーメンバーと比較してもよい。従って、試験試料
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における1つ以上のPIF-2及び／又はPIF-3ファミリーメンバー／PIF-1ファミリーメンバー
比の、対照試料又は基準範囲におけるPIF-2及び／又はPIF-3ファミリーメンバー／PIF-1
ファミリーメンバー比に比較しての増大は、神経疾患の存在を示す。
　好ましい実施態様において、被験体由来のCSF又は脳生検を、複数のタンパク質アイソ
フォームの定量的検出のために解析する。
【００９７】
　上に示したように、タンパク質アイソフォームは、アイソフォームが神経疾患と関連し
たことが以前から知られていなかった公知のタンパク質のアイソフォームを含む。加えて
、それぞれのタンパク質アイソフォームについて、本発明は：（a）単離されたタンパク
質アイソフォームを含む製剤；（b）タンパク質アイソフォームの1つ以上の断片を含む製
剤；及び（c）前記タンパク質アイソフォームに、前記断片に、又は前記タンパク質アイ
ソフォーム及び前記断片の両方に結合する抗体（又は、その他の親和性試薬、例えばアフ
ィボディー）を提供する。本明細書に使用されるタンパク質アイソフォームは、その他の
タンパク質が実質的に存在しない、すなわち存在する総タンパク質の10％未満（特に、5
％未満、特に1％未満）が混入タンパク質（類）である製剤のときに、「単離されている
」。別のタンパク質は、2D電気泳動法によって測定すると単離されたタンパク質アイソフ
ォームのものとは有意に異なるpI又はMWを有するタンパク質又はタンパク質アイソフォー
ムである。本明細書に使用される「有意に異なる」pI又はMWは、参照プロトコルに従って
行われる2D電気泳動法で、その他のタンパク質をタンパク質アイソフォームから分解する
ことができるものである。
【００９８】
　一つの実施態様において、タンパク質アイソフォームに関して表Iで同定されるアミノ
酸配列をもつペプチドを含む単離されたタンパク質であって、タンパク質アイソフォーム
に関しての表Iで同定される値の10％以内の（特に5％以内の、さらに特に1％以内の）pI
及びMWを有する前記タンパク質を提供する。
【００９９】
　本発明のタンパク質アイソフォームは、本明細書に記述した好ましい技術、キナーゼア
ッセイ法、酵素アッセイ法、結合アッセイ法及びその他の機能的アッセイ法、免疫アッセ
イ法及びウエスタンブロッティング法を含むが、限定されない任意の周知の方法によって
、定性的又は定量的に検出することができる。一つの実施態様において、タンパク質アイ
ソフォームは、そのMW及びpIによって二次元ゲル上で分離して、ゲルを染色することによ
って視覚化される。一つの実施態様において、タンパク質アイソフォームは、蛍光色素で
染色し、蛍光スキャナーでイメージングされる。Sypro Red（Molecular Probes社, Eugen
e, Oregon）は、この目的に適した色素である。代わりの色素には、1999年10月5日に出願
のUSSN09/412168に記述されており、その全体は引用により本明細書に組み込まれる。
【０１００】
　或いは、タンパク質アイソフォームは、免疫アッセイ法で検出することができる。一つ
の実施態様において、免疫アッセイ法は：タンパク質アイソフォームが存在する場合に免
疫特異的結合を生じることができる条件下で、試料を抗タンパク質アイソフォーム抗体（
又はアフィボディーなどのその他の親和性試薬）と接触させること；及び抗体による任意
の免疫特異的結合の量を検出又は測定すること；によって行われる。抗タンパク質アイソ
フォーム抗体は、本明細書に記述した方法及び技術によって産生することができ；当該技
術分野において公知のこのような抗体の例を表IIに記載してある。表IIに示したこれらの
抗体は、タンパク質アイソフォームそれ自体がファミリーメンバーであるタンパク質に結
合することが既知である。特に、抗タンパク質アイソフォーム抗体は、優先して、同じタ
ンパク質のその他のアイソフォームに対するよりもむしろタンパク質アイソフォームに対
して結合する。特定の実施態様において、抗タンパク質アイソフォーム抗体は、同じタン
パク質の前記その他のアイソフォームに対して少なくとも2倍よりも高い親和性で、特に
少なくとも5倍よりも高い親和性で、更に特に少なくとも10倍よりも高い親和性で、タン
パク質アイソフォームと結合する。表IIに示した抗体が、標的タンパク質アイソフォーム
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のために必要とされる優先的な選択性を示さないときは、当業者は、このような抗体の産
生のためにタンパク質アイソフォーム自体を使用することにより、さらなる抗体を産生す
ることができる。
【０１０１】
　タンパク質アイソフォームは、ゲルから適切な膜（例えば、PVDF膜）に転写して、その
後に、ウエスタンブロットなどの技術を使用する競合的及び非競合的アッセイ系、並びに
本明細書に記述したような抗タンパク質アイソフォーム抗体、例えば表IIで同定される抗
体又は本記述に基づいて当業者には公知であろうような関心対象のタンパク質アイソフォ
ームに対して生じたその他のものを使用する「サンドイッチ」免疫アッセイ法を含むが、
限定されない適切なアッセイ法でプローブすることができる。免疫ブロットは、同じ遺伝
子によってコードされるその他のアイソフォーム由来のタンパク質アイソフォームを免役
特異的に区別するために必要な選択性を示す抗タンパク質アイソフォーム抗体を同定する
ために使用することができる。
【０１０２】

【表２】

【０１０３】
　一つの実施態様において、組織切片における抗体の結合を使用して、タンパク質アイソ
フォーム局在又は1つ以上のタンパク質アイソフォームのレベルを検出することができる
。具体的実施態様において、タンパク質アイソフォームに対する抗体を使用して、タンパ
ク質アイソフォームの実質的なレベル変化が神経疾患を指し示すタンパク質アイソフォー
ムのレベルについて、被験体由来の組織試料（例えば、脳生検）をアッセイすることがで
きる。本明細書に使用される「実質的なレベル変化」は、神経疾患がない被験体における
レベル又は参照レベルと比較して増減されるレベルを意味する。必要に応じて、神経疾患
による影響を受けない身体部分から採取された同じ被験体由来の対応した試料と比較を行
うことができる。
【０１０４】
　ウエスタンブロット法、放射免疫アッセイ法、ELISA（酵素結合免疫吸着検定法）、「
サンドイッチ」免疫アッセイ法、免疫沈降アッセイ法、沈降反応法、ゲル拡散沈降反応法
、免疫拡散法アッセイ法、凝集アッセイ法、補体結合アッセイ法、免疫放射線アッセイ法
、蛍光免疫法及びプロテインA免疫アッセイ法などの技術を使用する競合的及び非競合的
アッセイ系を含むが、これらに限定されない任意の適切な免疫アッセイ法を使用して、タ
ンパク質アイソフォームを検出することができる。
【０１０５】
　例えば、タンパク質アイソフォームは、二段階サンドイッチアッセイ法により、流体試
料（例えば、CSF、血液、尿又は組織ホモジネート）において検出することができる。最
初の工程では、タンパク質アイソフォームを捕獲するために、捕獲試薬（例えば、抗タン
パク質アイソフォーム抗体）を使用する。当該技術分野において公知のこのような抗体の
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例を表IIに記載してある。捕獲試薬は、任意に固相上に固定することができる。第2工程
では、直接又は間接的に標識された検出試薬を使用して、捕獲されたタンパク質アイソフ
ォームを検出する。一つの実施態様において、検出試薬は、レクチンである。タンパク質
アイソフォームと同じコアタンパク質を有するその他のアイソフォームに対して、又は抗
体によって認識される抗原決定基を共有するその他のタンパク質に対してよりもむしろタ
ンパク質アイソフォームに優先して結合するレクチンは、この目的のために使用すること
ができる。好ましい実施態様において、選ばれたレクチンは、タンパク質アイソフォーム
と同じコアタンパク質を有する前記その他のアイソフォームに対して、又は抗体によって
認識される抗原決定基を共有する前記その他のタンパク質に対してよりも少なくとも2倍
高い親和性で、より好ましくは少なくとも5倍高い親和性で、更により好ましくは少なく
とも10倍高い親和性で、タンパク質アイソフォームと結合する。本記述に基づいて、所与
のタンパク質アイソフォームを検出するために適したレクチンは、当業者に周知技術の方
法を使用して、例えばSumarらの文献、『疾患に関連した糖型の指標としてのレクチン（L
ectins as Indicators of Disease-Associated Glycoforms）』、Gabius H-J & Gabius S
（編集）、1993、『レクチン及び糖鎖生物学（ Lectins and Glycobiology）』、158-174
ページ中（これは、その全体が引用により本明細書に組み込まれる）のページ158～159の
表Iに列挙された1つ以上レクチンを試験することによって容易に同定することができる。
所望のオリゴ糖特異性をもつレクチンは、例えば2Dゲルにおいて、ニトロセルロース膜な
どの適切な固体基質への転写後の2Dゲルのレプリカにおいて、又は抗体による捕獲後の二
段階アッセイ法において、これらがタンパク質アイソフォームを検出する能力によって同
定することができる。代わりの実施態様において、検出試薬は、抗体、例えばリン酸化さ
れたアミノ酸と免疫特異的に結合する抗体などのその他の翻訳後修飾を免疫特異的に検出
する抗体である。このような抗体の例には、ホスホチロシンと結合するもの（BD Transdu
ction Laboratory社、カタログ番号：P11230-050/P11230-150；P11120；P38820；P39020
）、ホスホセリンと結合するもの（Zymed Laboratories社, South San Francisco, CA、
カタログ番号61-8100）及びホスホスレオニンと結合するもの（Zymed Laboratories 社, 
South San Francisco, CA,、カタログ番号71-8200、13-9200）を含む。
【０１０６】
　必要に応じて、タンパク質アイソフォーム、関連した遺伝子（例えば、配列相同性を有
する遺伝子）又は相補配列を含む関連した核酸配列をコードする遺伝子若しくは部分列も
ハイブリダイゼーションアッセイに使用することができる。タンパク質アイソフォームを
コードするヌクレオチド又は少なくとも15ヌクレオチド、好ましくは少なくとも12ヌクレ
オチド及び最も好ましく少なくとも8ヌクレオチドを含むこれらの部分列は、ハイブリダ
イゼーションプローブとして使用することができる。ハイブリダイゼーションアッセイ法
は、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子の異常な発現と関連した状態、障害若
しくは疾病状態の検出、治療、診断又はモニタリングのために、又は神経疾患の示唆的な
徴候若しくは症候がある被験体の鑑別診断のために使用することができる。特に、このよ
うなハイブリダイゼーションアッセイ法は：核酸を含む被験体の試料を、ハイブリダイゼ
ーションを生じることができるような条件下で、タンパク質アイソフォームをコードする
DNA又はRNAにハイブリダイズすることができる核酸プローブと接触させること、及び生じ
るハイブリダイゼーションを検出又は測定すること；を含む方法によって行うことができ
る。ヌクレオチドは、後述するように、神経疾患を有する被験体の療法のために使用する
ことができる。
【０１０７】
　また、本発明は、抗タンパク質アイソフォーム抗体を含む診断キットを提供する。加え
て、このようなキットは、以下の1つ以上を任意に含んでいてもよい：（1）診断、予後、
治療モニタリング又はこれらの適用の任意の適切な組み合わせに関して抗タンパク質アイ
ソフォーム抗体を使用するための説明書；（2）抗体に対する標識された結合パートナー
；（3）抗タンパク質アイソフォーム抗体が固定された固相（試薬ストリップなど）；及
び（4）診断的、予後的若しくは治療的使用又は任意の適切なこれらの組み合わせに関し
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て法的承認を示すラベル又は挿入。抗体に標識された結合パートナーが提供されない場合
、抗タンパク質アイソフォーム抗体自体を検出可能なマーカー、例えば化学発光、酵素的
、蛍光又は放射性の部分で標識することができる。
【０１０８】
　また、本発明は、タンパク質アイソフォームをコードするRNAにハイブリダイズするこ
とができる核酸プローブを含むキットを提供する。具体的実施態様において、キットは、
1つ以上容器に、適切な反応条件下でポリメラーゼ連鎖反応法（例えば、Innisらの文献, 
1990,『PCR プロトコル（PCR Protocols）』, Academic Press社, San Diego, CAを参照
されたい）、リガーゼ連鎖反応（EP 320,308を参照されたい）、Qβの使用、レプリカー
ゼ、環状プローブ反応又は当該技術分野において公知のその他の方法などによりタンパク
質アイソフォームをコードする核酸の少なくとも一部の増幅を開始することができるプラ
イマー対（例えば、それぞれ6～30ヌクレオチド、より好ましくは10～30ヌクレオチド及
び更に好ましくは10～20ヌクレオチドのサイズ範囲のもの）を含む。
【０１０９】
　また、複数のタンパク質アイソフォーム又はそれぞれタンパク質アイソフォームをコー
ドする複数の核酸の検出が可能なキットも提供される。キットには、例えば標準又は対照
として使用するために、単離されたタンパク質アイソフォームタンパク質又はタンパク質
アイソフォームをコードする核酸の予め定められた量を更に任意に含むことができる。
【０１１０】
（5.3　臨床研究における使用）
　本発明の診断法及び組成物は、例えば神経疾患のための療法を評価して、臨床研究をモ
ニターするのを補助することができる。一つの実施態様において、候補分子は、神経疾患
がない被験体において、又は治療された被験体において（例えば、気分安定剤－リチウム
、ジバルプロエクス、カルバマゼピン、ラモトリジン；抗鬱薬－三環系抗鬱薬（例えば、
デシプラミン、クロルイミプラミン、ノルトリプチリン）、選択的セロトニン再取り込み
阻害薬（フルオキセチン（プロザック）、セルトラリン（ゾロフト）、パロキセチン（パ
キシル）、フルボキサミン（ルボックス）及びシタロプラム（セレクサ）を含むSSRI）、
MAOI、ブプロピオン（ウェルブトリン）、ベンラファキシン（エフェクサー）及びミルト
ラザピン（レメロン）；及び非典型的な精神病薬：クロザピン、オランザピン、リスペリ
ドン;を用いた鬱病の療法後。ハロペリドール、ピレンゼピン、ペラジン、リスパダール
、ファモチジン、ジプレクサ、クロザリル、メソリダジン、クエチアピン；リスペリドン
、オランザピン及びクロザピンの非典型的抗精神病薬；並びにその他のいずれかのジベン
ゾチアゼピンを用いた統合失調症の療法後。アスピリン、バフロメジル（Buflomedil）（
Cucinottaらの文献, J Int Med Res （1992） 20:136-49）などの抗血小板剤；プロペン
トフィリン（Rother らの文献, Ann N Y Acad Sci （1996） 777:404-9, Mielkeらの文献
, Alzheimer Dis Assoc Disord （1998） 12 Suppl 2:S29-35, Rotherらの文献, Dement 
Geriatr Cogn Disord （1998） 9 Suppl 1:36-43）などの神経保護薬；リバスチグミン、
ガランタミン（Kumarらの文献, Neurology （1999） 52 Suppl 2:A395）並びにカルシウ
ム拮抗薬ニモジピン及びニカジピン（Nicadipine）などの現在臨床評価中のその他の細胞
保護剤などのアセチルコリンエステラーゼ阻害剤；セルフォテール（Selfotel）、デキス
トファン、セレスタット（Cerestat）、エリプロディル、ラモトリジン、GABAアゴニスト
、κ選択的オピオイドアンタゴニスト、ルペルゾール、遊離ラジカルスカベンジャー、抗
ICAM抗体及びGM-1ガングリオシドなどのNMDAアンタゴニスト；アボキナーゼ（登録商標）
、アクティバーゼ（登録商標）、アグレノックス（登録商標）、抗ICAM-1抗体、抗β-2-
インテグリン抗体、アービン（Arvin）（登録商標）、アタカンド（登録商標）、セルア
クソン（CerAxon）（登録商標）、セレビックス（登録商標）、セレシン（登録商標）、
セレスタット（Cerestat）（登録商標）、セルベン（Cervene）（登録商標）、クマジン
（登録商標）、フィブラスト（登録商標）、フラキシパリン（登録商標）、フリードクス
（Freedox）（登録商標）、インノヘプ（Innohep）（登録商標）、カビキナーゼ（Kabiki
nase）（登録商標）、クラベル（Klerval）（登録商標）、ロイクアレスト（LeukArrest
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）（登録商標）、リピトール（登録商標）、ロベノックス（登録商標）、ニューロガード
（Neurogard）（登録商標）、ニモトップ（登録商標）、オルガラン（登録商標）、ペル
サンチン（登録商標）、プラビックス（登録商標）、プロライズ（Prolyse）（登録商標
）、プロシナプ（Prosynap）（登録商標）、レオプロ（登録商標）、セルフォテール（登
録商標）、シベリウム（登録商標）、ストレプターゼ（登録商標）、ストレプトキナーゼ
、サイジェン（Sygen）（登録商標）、チクリド（登録商標）、トレンタール（登録商標
）、ビクリネクス（Viprinex）（登録商標）、ワーファリン、ゼナフレックス（Zanaflex
）（登録商標）、ゼンドラ（Zendra）（登録商標）を用いた血管性認知症のための療法後
。アセチルコリンエステラーゼ阻害剤を用いたアルツハイマー病の療法後。インターフェ
ロンβ-1b（ベータセロン（登録商標）、ベータフェロン（登録商標））、インターフェ
ロンβ-1a（アボネックス（登録商標）、レビフ（登録商標））、グラチラマーアセテー
ト（コパキソン（登録商標））、静脈免疫グロブリンを用いた再発寛解型のMSの療法後、
及び非神経障害値で、又はその近くでタンパク質アイソフォームレベルを保存するための
副腎皮質ステロイドを用いた急性の再発療法の療法後（Noseworthyの文献,（1999） Natu
re 399:suppl. A40-A47））に見いだされるレベルにて神経疾患を有する被験体における
タンパク質アイソフォームレベルを回復する能力について試験される。1つ以上のタンパ
ク質アイソフォームのレベルをアッセイすることができる。
【０１１１】
　別の実施態様において、本発明の方法及び組成物は、神経疾患を有する個体を同定する
ための臨床研究に入るための個体をスクリーニングするために使用され；次いで、すでに
神経疾患を有する個体を研究から除外する、又は治療若しくは解析のための別のしたコホ
ートに配置することができる。必要に応じて、候補は、特定の条件で個体を同定するため
に同時にスクリーニングすることができ；これらの選別のための手順は、当技術分野にお
いて周知である。
【０１１２】
　好ましい実施態様において、本発明の方法及び組成物は、グルタミン酸経路に影響を及
ぼす神経疾患及び治療の状況で使用される。このような治療には：統合失調症及び鬱病用
のグルタミン酸アンタゴニストラモトリジン（ラミクタル）、並びにアルツハイマー病の
ためのエビキサ（Lundbeck）、メマンタミン（Memantamine）（Merz）及びネラメキサン
（Forest Laboratories社）を含むが、これらに限定されない。
【０１１３】
（5.4　タンパク質アイソフォームの精製）
　特定の態様において、本発明は、単離された哺乳動物タンパク質アイソフォーム、好ま
しくはヒトタンパク質アイソフォーム及び抗原決定基を含む（すなわち、抗体によって認
識することができる）か、又はさもなければ機能的に活性なその断片、並びに前述のもの
をコードする核酸配列を提供する。本明細書に使用される「機能的に活性な」とは、全長
（野生型）タンパク質アイソフォームと関連した1つ以上の機能的な活性、例えばタンパ
ク質アイソフォーム基質又はタンパク質アイソフォーム結合パートナーに対する結合、抗
原性（抗タンパク質アイソフォーム抗体に対する結合）、免疫原性、酵素活性などを示す
材料をいう。
【０１１４】
　具体的実施態様において、本発明は、少なくとも5アミノ酸、少なくとも10アミノ酸、
少なくとも50アミノ酸又は少なくとも75アミノ酸を含むタンパク質アイソフォームの断片
を提供する。また、タンパク質アイソフォームの領域の一部又は全てを欠いている断片が
提供され、このような断片を含むタンパク質（例えば、融合タンパク質）も提供される。
上記のものをコードする核酸が提供される。
【０１１５】
　タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの一部又はタンパク質アイソフ
ォームの前駆体をコードする組換え核酸がいったん同定すると、該遺伝子産物を解析する
ことができる。これは、例えば該産物の放射性標識と、それに続くゲル電気泳動、免疫ア
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ッセイ法などによる解析を含む所与の産物の物理的又は機能的特性に基づいたアッセイ法
によって、又はタンパク質の精製のためのその他の任意の標準的技術によって、達成する
ことができる。
　本明細書において同定されたタンパク質アイソフォームは、クロマトグラフィー（例え
ば、イオン交換クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー及びサイズカラムクロマ
トグラフィー）、遠心分離、差動的溶解度を含む標準的方法によって単離、及び精製する
ことができる。
【０１１６】
　或いは、一旦タンパク質アイソフォームをコードする組換え核酸をいったんが同定する
と、タンパク質アイソフォームの全てのアミノ酸配列を、組換え核酸に含まれる遺伝子コ
ード領域のヌクレオチド配列から推論することができる。その結果、タンパク質は、当該
技術分野において公知の標準的化学法（例えば、Hunkapillerらの文献, 1984, Nature 31
0:105-111を参照されたい）によって合成することができる。
　別の代替的実施態様において、天然のタンパク質アイソフォームは、上記のものなどの
標準的方法（例えば、免疫親和性精製）によって、天然の供与源から精製することができ
る。
【０１１７】
　好ましい実施態様において、タンパク質アイソフォームは、上に記述した好ましい技術
によって単離される。分取スケール泳動に関しては、Westermeierの文献、1993、『電気
泳動の実践（Electrophoresis in Practice）』（VCH、Weinheim、Germany）、197-209ペ
ージ（これは、その全体が引用により本明細書に組み込まれる）に記述された方法に従っ
て、2 pH単位以下のpH範囲を有する狭い範囲の「ズームゲル」が等電点工程のためには好
ましく；この修飾により、より大量の標的タンパク質をゲル上に添加することができ、こ
れにより、ゲルから回収することができる単離されたタンパク質アイソフォームの量が増
加される。分取スケール泳動用このような方法を使用したときは、好ましい技術により、
一回の泳動において、典型的には100ngまでの単離されたタンパク質アイソフォームを提
供し、1000ngまでの単離されたタンパク質アイソフォームを提供することができる。当業
者であれば、ズームゲルを、ゲル等電点電気泳動を使用するいずれの分離ストラテジーに
も使用することができることを認識するであろう。
【０１１８】
　従って、本発明は、単離されたタンパク質アイソフォーム、単離されたタンパク質アイ
ソフォーム関連ポリペプチド及び単離されたタンパク質アイソフォーム又はタンパク質ア
イソフォーム関連ポリペプチドの誘導体若しくは断片を提供し；前述のいずれも、組換え
DNA技術によって、又は化学物質合成法によって産生することができる。
【０１１９】
（5.5　タンパク質アイソフォームをコードするDNAの単離）
　タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子をクローニングするための詳細な実施態
様を、限定ではなく例示手段として下記に示してある。
　DNA及びRNAを含み、かつタンパク質アイソフォーム若しくはその断片又はタンパク質ア
イソフォーム関連ポリペプチドをコードする配列を含む本発明のヌクレオチド配列は、従
来の化学物質アプローチ又はポリメラーゼ連鎖反応法（PCR）増幅を使用するなどの当該
技術分野において公知の方法を使用して合成してもよい。また、例えばcDNAライブラリー
、ゲノムライブラリー又は発現ライブラリーをスクリーニングすることによるものを含む
、本発明のヌクレオチド配列により、タンパク質アイソフォーム相同体をコードする遺伝
子又はタンパク質アイソフォーム相同分子種を同定し、及びクローニングすることができ
る。
【０１２０】
　例えば、PCR技術によってタンパク質アイソフォームをコードする遺伝子をクローニン
グするために、アンカーされた縮重オリゴヌクレオチド（又は最も見込みのあるオリゴヌ
クレオチドのセット）を、同じタンパク質の一部として同定された全てのタンパク質アイ
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ソフォームペプチド断片についてデザインすることができる。種々の条件下でのPCR反応
を、1つ以上の種に由来する関連したcDNA及びゲノムDNA（例えば、脳組織に由来又は免疫
系の細胞に由来）で行うことができる。また、ベクトレッテ（vectorette）反応を、オリ
ゴヌクレオチド（それは、好ましくは入れ子状態である）を使用して、任意の入手可能な
cDNA及びゲノムDNAで上記のように行うことができる。ベクトレッテPCRは、一方のプライ
マーのみの配列が公知である状況において、特異的DNA断片の増幅を可能にする方法であ
る。従って、これは、配列情報が一端にて利用できるだけであるDNAのストレッチに対す
るPCRの適用を拡張する（Arnold Cの文献, 1991, PCR Methods Appl. 1（1）: 39-42; Dy
er KDの文献, Biotechniques, 1995, 19（4）: 550-2）。ベクトレッテPCRは、例えばゲ
ノムライブラリー又はcDNAライブラリープールを鋳型として使用して、タンパク質アイソ
フォームペプチド断片をコードするアンカーされた縮重オリゴヌクレオチド（又は最も見
込みのあるオリゴヌクレオチド）であるプローブで行ってもよい。
【０１２１】
　アンカーされた縮重オリゴヌクレオチド（及び最も見込みのあるオリゴヌクレオチド）
は、全てのタンパク質アイソフォームペプチド断片についてデザインすることができる。
これらのオリゴヌクレオチドは、cDNA及びゲノムDNAライブラリーを含むフィルターに対
して標識、及びハイブリダイズさせてよい。同じタンパク質由来の異なるペプチドに対す
るオリゴヌクレオチドは、ライブラリーの同じメンバーを同定することが多い。cDNA及び
ゲノムDNAライブラリーは、任意の適切な、又は所望の哺乳動物種、例えばヒトから得て
もよい。
【０１２２】
　本発明のタンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム断片をコードするヌ
クレオチド配列を含むヌクレオチド配列は、例えばこれらが、その他のタンパク質をコー
ドする遺伝子の相補的ストレッチに選択的にハイブリダイズする能力にとって有用である
。適用に応じて、種々のハイブリダイゼーション条件を使用して、タンパク質アイソフォ
ームをコードするヌクレオチドの配列と少なくとも約30％、35％、40％、45％、50％、55
％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％、95％若しくは99％同一の又は100％同
一のヌクレオチド配列を得てもよい。
【０１２３】
　高度な選択性に関して、二重鎖を形成するために、相対的にストリンジェントな条件（
例えば、低い塩又は高温条件）が使用される。本明細書に使用される、「高度にストリン
ジェントな条件」は、65℃にて0.5M NaHPO4、7％のドデシル硫酸ナトリウム（SDS）、1mM
 EDTAでのフィルターに結合したDNAに対するハイブリダイゼーション、及び68℃にて0.1
×SSC／0.1％ SDS中での洗浄を意味する（Ausubel F.M. ら編, 1989, 『分子生物学の最
新プロトコル（Current Protocols in Molecular Biology）』, Vol.I, Green Publishin
g Associates社, 及びJohn Wiley & Sons社, New York, 2.10.3頁;；その全体は引用によ
り本明細書に組み込まれる）。いくつかの適用については、二重鎖形成のためにあまりス
トリンジェントでない条件が必要とされる。本明細書に使用される、「適度にストリンジ
ェントな条件」は、42℃にて0.2×SSC／0.1％ SDSにおいて洗浄することを意味する（Aus
ubelらの文献, 1989、上記）。また、ハイブリダイゼーション条件は、ホルムアミドの量
を増加しつつ添加することによってよりストリンジェントにさせて、ハイブリッド二重鎖
を不安定にすることができる。従って、特定のハイブリダイゼーション条件は、容易に操
作することができ、一般に所望の結果に応じて選択される。一般に、50％のホルムアミド
の存在下において便利なハイブリダイゼーション温度は：タンパク質アイソフォームをコ
ードする遺伝子の断片と95～100％同一であるプローブのためには、42℃；90～95％の同
一性のためには37℃；及び70～90％の同一性のためには32℃；である。
【０１２４】
　ゲノムライブラリーの調製において、DNA断片が生成され、そのうちの幾つかがタンパ
ク質アイソフォームの一部又は全体をコードすると考えられる。DNA断片を調製するため
の任意の適切な方法を本発明に使用してもよい。例えば、DNAは、種々の制限酵素を使用
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して特異的部位にて切断してもよい。或いは、マンガンの存在下においてDNAseを使用し
てDNAを断片化してもよく、又は例えば超音波処理によってDNAを物理的に剪断することが
できる。次いで、DNA断片は、アガロース電気泳動法及びポリアクリルアミドゲル電気泳
動法、カラムクロマトグラフィー並びに蔗糖濃度勾配遠心法を含むが、これらに限定され
ない標準的技術によって、サイズに従って分離することができる。次いで、DNA断片は、
プラスミド、コスミド、バクテリオファージ・ラムダ又はT4を含むが、これらに限定され
ない、適切なベクター、及び酵母人工染色体（YAC）に挿入することができる。（例えば
、Sambrookらの文献, 1989, 『分子クローニング、研究室マニュアル（Molecular Clonin
g, A Laboratory Manual）』, 第2版, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spr
ing Harbor, New York; Glover, D.M. （編）, 1985, 『DNAクローニング：実用的アプロ
ーチ（DNA Cloning: A Practical Approach）』, MRL Press社, Oxford, U.K. Vol. I, I
I; Ausubel F.M.ら編, 1989, 『分子生物学の最新プロトコル（Current Protocols in Mo
lecular Biology）』, Vol. I, Green Publishing Associates社, 及びJohn Wiley & son
s社, New Yorkを参照されたい）。ゲノムライブラリーは、標識プローブに対する核酸ハ
イブリダイゼーションによってスクリーニングしてもよい（Benton 及び Davisの文献, 1
977, Science 196:180; Grunstein 及び Hognessの文献, 1975, Proc. Natl. Acad. Sci.
 U.S.A. 72:3961）。
【０１２５】
　本記述に基づき、最適な当該技術分野において周知のアプローチを使用して、タンパク
質アイソフォームの任意のペプチドのアミノ酸配列に対応する標識された縮重オリゴヌク
レオチドプローブでゲノムライブラリーをスクリーニングしてもよい。使用される任意の
プローブは、少なくとも10ヌクレオチド、少なくとも15ヌクレオチド、少なくとも20ヌク
レオチド、少なくとも25ヌクレオチド、少なくとも30ヌクレオチド、少なくとも40ヌクレ
オチド、少なくとも50ヌクレオチド、少なくとも60ヌクレオチド、少なくとも70ヌクレオ
チド、少なくとも80ヌクレオチド又は少なくとも100ヌクレオチドである。好ましくは、
プローブは、10ヌクレオチド以上、及びより好ましくは15ヌクレオチド以上である。
【０１２６】
　任意のタンパク質アイソフォームについて、アクセッション番号によって先に記載した
配列から得られる縮重プローブ又はプローブを、スクリーニングに使用してもよい。縮重
プローブの場合、これらは、タンパク質アイソフォームのトリプシン分解ペプチドのタン
デム質量スペクトルから得られる部分アミノ配列情報から構築することができる。このよ
うな遺伝子をスクリーニングするために、遺伝子又はその相補物に対して相補的な任意の
プローブを使用してもよく；好ましくは、プローブは、10ヌクレオチド以上、より好まし
くは15ヌクレオチ以上である。
【０１２７】
　ライブラリーをスクリーニングするときに、関心対象のタンパク質アイソフォーム又は
その断片をコードするDNAを挿入したクローンは、対応する縮重オリゴヌクレオチドプロ
ーブのセットの1つ以上のメンバー（又はこれらの相補物）にハイブリダイズすると考え
られる。ゲノムライブラリーに対するこのようなオリゴヌクレオチドプローブのハイブリ
ダイゼーションは、当該技術分野において公知の方法を使用して行う。例えば、オリゴヌ
クレオチドプローブの上述した縮重セット又はこれらの相補物の1つと（又はこのような
セット又はその相補物の任意のメンバーと）のハイブリダイゼーションは、上記したとお
りの高度にストリンジェント若しくは適度にストリンジェントな条件下で行うことができ
、又は50℃にて2×SSC、1.0％ SDS中で実行可能であり、及び高度にストリンジェント又
は適度にストリンジェントなハイブリダイゼーションに関しては、先に記述した洗浄条件
を使用して洗浄することができる。
【０１２８】
　本発明の更に別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム全体、タンパク質アイ
ソフォーム、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片若しくはタンパク質アイ
ソフォーム関連ポリペプチドの断片をコードするヌクレオチド配列又は前述いずれかを含



(41) JP 2009-506301 A 2009.2.12

10

20

30

40

50

むクローンは、また発現ライブラリーをスクリーニングすることによって得てもよい。例
えば、関連した供与源由来のDNAを単離して、ランダムな断片を調製し、ベクター内に挿
入された配列を宿主細胞によって発現させることができ、次いでその中にベクターが導入
されるように、発現ベクター（例えば、バクテリオファージ、プラスミド、ファージミド
又はコスミド）に結合させる。次いで、種々のスクリーニングするアッセイ法を使用して
、発現されたタンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド
を選択するすることができる。一つの実施態様において、種々の本発明の抗タンパク質ア
イソフォーム抗体を使用して、当該技術分野において公知の方法を使用して所望のクロー
ンを同定することができる。例えば、Harlow及びLaneの文献、1988、『抗体：実験室マニ
ュアル（Antibodies: A Laboratory Manual）』、コールドスプリングハーバーラボラト
リープレス（Cold Spring Harbor Laboratory Press）、コールドスプリングハーバー、N
Y、付録IVを参照されたい。ライブラリーからのコロニー又はプラークを抗体と接触させ
て、抗体に結合するクローンを同定する。
【０１２９】
　ある実施態様において、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの断片
、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド若しくはタンパク質アイソフォーム関連ポ
リペプチドの断片をコードするDNAを含むコロニー又はプラークは、Olsvickらの文献、第
29回ICAAC（29th ICAAC）、ヒューストン、テキサス、1989（引用により本明細書に組み
込まれる）に従い、DYNAビーズを使用して検出することができる。抗タンパク質アイソフ
ォーム抗体をトシル化されたDYNAビーズM280に架橋させ、次いで、これらの抗体含有ビー
ズを組換えポリペプチドを発現するコロニー又はプラークと接触させる。タンパク質アイ
ソフォーム若しくはタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドを発現するコロニー又は
プラークは、任意のビーズに結合するものとして同定される。
【０１３０】
　或いは、抗タンパク質アイソフォーム抗体は、シリカ又はセライト7樹脂などの適切な
支持体に非特異的に固定することができる。次いで、この材料を、本明細書に記述したよ
うにタンパク質アイソフォームタンパク質又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチ
ドを発現する細菌コロニーに吸着させるために使用する。
【０１３１】
　別の態様において、PCR増幅を使用して、全てのタンパク質アイソフォームをコードす
る実質的に純粋なDNA（すなわち、実質的に混入する核酸を含まないDNA）又はその一部を
ゲノムDNAから単離してもよい。好ましくは、このようなDNAは、少なくとも95％純粋で、
より好ましくは少なくとも99％純粋である。本明細書に開示したタンパク質アイソフォー
ムのペプチド配列に対応するオリゴヌクレオチド配列、縮重又はその逆のものをプライマ
ーとして使用することができる。
【０１３２】
　PCRは、例えば、Perkin-Elmer Cetusサーマルサイクラー、及びTaqポリメラーゼ（Gene
 Amp7又はAmpliTaq DNAポリメラーゼ）を使用することによって行うことができる。PCR反
応における使用に関して、いくつかの異なる縮重プライマーを合成するのに選択すること
ができる。また、PCR反応のプライミングに使用されるハイブリダイゼーション条件のス
トリンジェンシーを変化させて、縮重プライマーとDNAの対応配列との間のヌクレオチド
配列類似性の可能をより高く、又はより低くさせることができる。タンパク質アイソフォ
ームをコードする配列のセグメントを無事に増幅した後、そのセグメントを分子的にクロ
ーニングし、及びシーケンスして、完全なゲノムクローンを単離するためのプローブとし
て利用してもよい。次に、これにより、遺伝子の完全なヌクレオチド配列の決定、その発
現の解析及び下に記述したような機能解析のためのそのタンパク質産物の産生が可能にな
る。
【０１３３】
　また、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子は、核酸ハイブリダイゼーション
によるmRNA選択、続くインビトロでの翻訳によって同定することもできる。この手順では
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、ハイブリダイゼーションによって相補mRNAを単離するために、断片が使用される。この
ようなDNA断片は、入手可能な、別の種（例えば、マウス、ヒト）のタンパク質アイソフ
ォームをコードする精製されたDNAであってもよい。単離されたmRNAの単離された産物の
インビトロ翻訳産物の免疫沈降解析又は機能的アッセイ法（例えば、インビトロでの凝集
能力；受容体に対する結合）により、mRNAを、及び従って、所望の配列を含む相補DNA断
片を同定する。加えて、細胞から単離されたポリソームの、タンパク質アイソフォームを
特異的に認識する固定された抗体に対する吸着により、特異的mRNAを選択してもよい。タ
ンパク質アイソフォームをコードする放射標識されたcDNAは、鋳型として選択されたmRNA
（吸着ポリソーム由来）を使用して合成することができる。次いで、放射標識されたmRNA
又はcDNAをプローブとして使用して、その他のゲノムのDNA断片の中からタンパク質アイ
ソフォームをコードするDNA断片を同定してもよい。
【０１３４】
　タンパク質アイソフォームをコードするゲノムDNAを単離するための変形例には、公知
の配列から遺伝子配列自体を化学的に合成すること、又はタンパク質アイソフォームをコ
ードするmRNAに対するcDNAを作製することを含むが、これに限定されない。例えば、タン
パク質アイソフォームをコードする遺伝子のcDNAクローニングのためのRNAは、タンパク
質アイソフォームを発現する細胞から単離することができる。当業者であれば、本記述か
ら、その他の方法を使用してもよく、また本発明の範囲内であることを理解するであろう
。
【０１３５】
　任意の適切な真核細胞を、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子の分子クロー
ニングのための核酸供与源として役立てることができる。タンパク質アイソフォームをコ
ードする核酸配列は、脊椎動物、哺乳動物、霊長類、ヒト、ブタ、ウシ、ネコ、トリ、ウ
マ、イヌ又はマウス供与源から単離することができる。DNAは、クローン化DNA（例えば、
DNA「ライブラリー」）から当該技術分野において公知の標準的方法によって、化学合成
によって、cDNAクローニングによって、又は所望の細胞から精製したゲノムDNA若しくは
その断片のクローニングによって得てもよい。（例えば、Sambrookらの文献, 1989, 『分
子クローニング、研究室マニュアル（Molecular Cloning, A Laboratory Manual）』, 第
2版, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Glover, 
D.M. （編）, 1985, 『DNAクローニング：実用的アプローチ（DNA Cloning: A Practical
 Approach）』, MRL Press社, Oxford, U.K. Vol. I, IIを参照されたい）。ゲノムDNAに
由来するクローンは、コード領域に加えて調節領域及びイントロンDNA領域を含んでいて
もよく；cDNAに由来するクローンでは、エキソン配列のみを含むと考えられる。
【０１３６】
　次いで、同定され、及び単離された遺伝子又はcDNAは、任意の適切なクローニングベク
ターに挿入することができる。当該技術分野において公知の多数のベクター-宿主系を使
用してもよい。当業者に公知のとおり、選択されるベクター系は、使用する宿主細胞に適
合性であるべきである。このようなベクターには、ラムダ誘導体などのバクテリオファー
ジ、PBR322若しくはpUCプラスミド誘導体又はBluescriptベクター（Stratagene社）など
のプラスミド、又はアデノウイルス、アデノ随伴ウイルス又はレトロウイルスなどの修飾
ウイルスを含むが、これらに限定されない。クローニングベクターへの挿入は、例えば相
補的な粘着末端を有するクローニングベクターにDNA断片を結合することによって達成す
ることができる。しかし、DNA断片に使用される相補的制限部位がクローニングベクター
に存在しない場合、DNA分子の末端を酵素で修飾してもよい。或いは、ヌクレオチド配列
（リンカー）をDNA末端に結合することにより、所望の任意の部位を産生してもよく；こ
れらの結合されたリンカーには、制限エンドヌクレアーゼ認識配列をコードする特異的な
化学的に合成されたオリゴヌクレオチドを含んでいてもよい。代替法において、タンパク
質アイソフォームをコードする切断されたベクター及び遺伝子をホモポリマー末端化する
ことによって修飾してもよい。組換え分子は、遺伝子配列の多くのコピーが産生されるよ
うに、トランスフォーメーション、トランスフェクション、感染、電気穿孔法などを介し
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て宿主細胞に導入することができる。
【０１３７】
　具体的実施態様において、タンパク質アイソフォームをコードする単離された遺伝子、
cDNA又は合成DNA配列を組み込んだ組換えDNA分子での宿主細胞のトランスフォーメーショ
ンにより、遺伝子の複数のコピーの産生が可能になる。従って、遺伝子は、形質転換体を
培養して、形質転換体から組換えDNA分子を単離し、及び必要に応じて、単離された組換
えDNAから挿入された遺伝子を回収することにより、多量に得られるであろう。
【０１３８】
　本発明のヌクレオチド配列は、天然のタンパク質アイソフォームと実質的に同じアミノ
酸配列をもつアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列、機能的に同等なアミノ酸をも
つアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列、タンパク質アイソフォーム、タンパク質
アイソフォームの断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はタンパク質アイ
ソフォーム関連ポリペプチドの断片をコードするヌクレオチド配列を含む。
【０１３９】
　具体的実施態様において、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードする単
離された核酸分子は、1つ以上のアミノ酸置換、付加又は欠失がコードされたタンパク質
に導入されるように、1つ以上のヌクレオチド置換、付加又は欠失をタンパク質アイソフ
ォームのヌクレオチド配列に導入することによって作製することができる。例えば部位特
異的変異誘発及びPCRを媒介した突然変異誘発を含む当業者に公知の標準的技術を、突然
変異を導入するために使用することができる。好ましくは、1つ以上の予測される非必須
アミノ酸残残基にて保存的アミノ酸置換がなされる。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ
酸残基が同様の電化をもつ側鎖を有するアミノ酸残基で置換されたものである。同様の電
荷をもつアミノ酸残基鎖を有する側鎖のファミリーは、当該技術分野において定義されて
いる。これらのファミリーには、塩基性側鎖（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン
）、酸性側鎖（例えば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、無電荷の極性側鎖（例えば、
グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、
無極性側鎖（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニル
アラニン、メチオニン、トリプトファン）、β分枝側鎖（例えば、スレオニン、バリン、
イソロイシン）及び芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン
、ヒスチジン）をもつアミノ酸を含む。或いは、突然変異は、飽和突然変異誘発になどよ
り、コード配列の全部又は一部の中にランダムに導入することができ、生じる突然変異体
を生物活性についてスクリーニングして、活性を保持する突然変異体を同定することがで
きる。突然変異誘発に続いて、コードされるタンパク質を発現させることができ、タンパ
ク質の活性を決定することができる。
【０１４０】
（5.6　タンパク質アイソフォームをコードするDNAの発現）
　タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム類似体、タンパク質アイソフォ
ーム関連ペプチド又は前述のいずれかの断片若しくはその他の誘導体をコードするヌクレ
オチド配列を適切な発現ベクター、すなわち挿入されたタンパク質コード配列の転写及び
翻訳のために必要なエレメントを含むベクターに挿入することができる。また、必要な転
写シグナル及び翻訳シグナルは、タンパク質アイソフォーム若しくはそのフランキング領
域をコードする天然の遺伝子又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド若しくはそ
のフランキング領域をコードする天然の遺伝子によって供給することもできる。種々の宿
主‐ベクター系を利用してタンパク質コード配列を発現させてもよい。これらには、ウイ
ルス（例えば、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、その他）で感染される哺乳動物細
胞軽；ウイルス（例えば、バキュロウイルス）で感染される昆虫細胞系；微生物（例えば
酵母含む酵母ベクター；又はバクテリオファージ、DNA、プラスミドDNA若しくはコスミド
DNAで形質転換される細菌；を含むが、これらに限定されない。ベクターの発現エレメン
トにより、これらの強度及び特異性が変化する。利用される宿主‐ベクター系に応じて、
多数の適切な転写エレメント及び翻訳エレメントのうちのいずれか1つを使用してもよい
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。具体的実施態様において、ヒト遺伝子をコードするヌクレオチド配列（又はヒトタンパ
ク質アイソフォームの機能的に活性な部分をコードするヌクレオチド配列）が発現される
。更に別の実施態様において、タンパク質アイソフォームのドメインを含むタンパク質ア
イソフォームの断片が発現される。
【０１４１】
　ベクターへのDNA断片の挿入のために前述した任意の方法を使用して、適切な転写シグ
ナル及び翻訳調節シグナル、並びにタンパク質コード配列からなるキメラ遺伝子を含む発
現ベクターを構築してもよい。これらの方法には、インビトロでの組換えDNA技術及び合
成技術、並びにインビボでの組換え（遺伝的組換え）を含んでもよい。タンパク質アイソ
フォーム又はその断片をコードする核酸配列の発現は、タンパク質アイソフォーム又は断
片が組換えDNA分子で形質転換された宿主において発現されるように、第2の核酸配列によ
って調節されていてもよい。例えば、タンパク質アイソフォームの発現は、当該技術分野
において公知の任意のプロモーター又はエンハンサーエレメントによって制御されていて
もよい。タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコ
ードする遺伝子の発現を制御するために使用してもよいプロモーターには、SV40初期プロ
モーター領域（Bernoist 及び Chambonの文献, 1981, Nature 290：304-310）、ラウス肉
腫ウイルスの3'末端反復配列に含まれるプロモーター（Yamamotoらの文献, 1980, Cell 2
2：787-797）、ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Wagnerらの文献, 1981, Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78：1441-1445）、メタロチオネイン遺伝子の制御配列（Brins
terらの文献, 1982, Nature 296：39-42）、テトラサイクリン（Tet）プロモーター（Gos
senらの文献, 1995, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 89：5547-5551）；ラクタマーゼプロモ
ーター（Villa-Kamaroffらの文献, 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75：3727-373
1）又はtacプロモーター（DeBoerらの文献, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80：
21-25；また、サイエンティフィックアメリカン（Scientific American）、1980、242：7
4-94の「組換え細菌から有用なタンパク質」（"Useful proteins from recombinant bact
eria"）も参照されたい）などの原核生物発現ベクター-；ノパリンシンセターゼプロモー
ター領域（Herrera-Estrellaらの文献, Nature 303：209-213）又はカリフラワーモザイ
クウィルス35S RNAプロモーター（Gardnerらの文献, 1981, Nucl. Acids Res. 9：2871）
及び光合成酵素リブロースビホスフェートカルボキシラーゼのプロモーター（Herrera-Es
trellaらの文献, 1984, Nature 310：115-120）を含む植物発現ベクター；Gal 4プロモー
ター、ADC（アルコールデヒドロゲナーゼ）プロモーター、PGK（ホスホグリセロールキナ
ーゼ）プロモーター、アルカリホスファターゼプロモーターなどの酵母又はその他の真菌
由来のプロモーターエレメント、並びに以下の組織特異性を示し、かつトランスジェニッ
ク動物において利用される動物転写調節領域：膵臓腺房細胞において活性であるエラスタ
ーゼI遺伝子制御領域（Swiftらの文献, 1984, Cell 38:639-646; Ornitzらの文献, 1986,
 Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50:399-409; MacDonaldの文献, 1987, Hepato
logy 7:425-515）；膵臓β細胞において活性であるインスリン遺伝子制御領域（Hanahan
の文献, 1985, Nature 315:115-122）、リンパ球において活性である免疫グロブリン遺伝
子制御領域（Grosschedlらの文献, 1984, Cell 38：647-658；Adamesらの文献, 1985, Na
ture 318：533-538；Alexanderらの文献, 1987, Mol. Cell. Biol. 7：1436-1444）、精
巣、乳房、リンパ性及び肥満細胞において活性であるマウス乳癌ウイルス制御領域（Lede
rらの文献, 1986, Cell 45：485-495）、肝臓において活性であるアルブミン遺伝子制御
領域（Pinkertらの文献, 1987, Genes and Devel. 1：268-276、）、肝臓において活性で
あるα胎仔タンパク質遺伝子制御領域（Krumlaufらの文献, 1985、Mol. Cell. Biol. 5：
1639-1648；Hammerらの文献, 1987, Science 235：53-58；肝臓において活性であるα1-
アンチトリプシン遺伝子制御領域（Kelseyらの文献, 1987, Genes and Devel. 1：161-17
1）、骨髄性細胞において活性であるβ-グロビン遺伝子制御領域（Mogramらの文献, 1985
, Nature 315：338-340；Kolliasらの文献, 1986, Cell 46：89-94；脳のオリゴデンドロ
サイト細胞において活性であるミエリン塩基性タンパク質遺伝子制御領域（Readheadらの
文献, 1987, Cell 48：703-712）；骨格筋において活性であるミオシン軽鎖-2遺伝子制御
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領域（Saniの文献, 1985, Nature 314：283-286）；ニューロン細胞において活性である
ニューロン特異的エノラーゼ（NSE）（Morelliらの文献, 1999, Gen. Virol. 8：571-83
）；ニューロン細胞において活性である脳由来神経栄養因子（BDNF）遺伝子制御領域（Ta
buchiらの文献, 1998, Biochem. Biophysic. Res. Com. 253：818-823）；アストロサイ
トにおいて活性であるグリア原線維酸性タンパク質（GFAP）プロモーター（Gomesらの文
献, 1999, Braz J Med Biol Res 32（5）：619-631；Morelliらの文献, 1999, Gen. Viro
l. 80：571-83）並びに視床下部において活性である性腺刺激放出ホルモン遺伝子制御領
域（Masonらの文献, 1986, Science 234：1372-1378）；を含むが、これらに限定されな
い。
【０１４２】
　具体的実施態様において、タンパク質アイソフォームをコードする核酸に機能的に連結
されたプロモーター、1つ以上の複製開始点及び任意に1つ以上の選択可能なマーカー（例
えば、抗生物質耐性遺伝子）を含むベクターが使用される。
　具体的実施態様において、発現構築物は、3つのpGEXベクター（グルタチオンS-トラン
スフェラーゼ発現ベクター；Smith 及び Johnsonの文献, 1988, Gene 7：31-40）のそれ
ぞれのEcoRI制限部位内にタンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連
ポリペプチドコード配列をサブクローニングすることによって作製される。これにより、
サブクローンから正確な読み枠でタンパク質アイソフォーム産物又はタンパク質アイソフ
ォーム関連ポリペプチドの発現が可能になる。
【０１４３】
　哺乳動物宿主細胞では、多数のウイルスに基づいた発現系を利用してもよい。アデノウ
イルスが発現ベクターとして使用される場合には、タンパク質アイソフォームコード配列
又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドコード配列をアデノウイルス転写／翻訳
調節複合体、例えば後期プロモーター及び三部構成リーダー配列に結合してもよい。次い
で、このキメラ遺伝子をインビトロ又はインビボでの組換えによってアデノウイルスゲノ
ムに挿入してもよい。ウイルスゲノムの非必須領域（例えば、領域E1又はE3）における挿
入は、生存可能で、かつ感染した宿主において抗体分子を発現することができる組換えウ
イルスを生じるであろう（例えば、Logan 及び Shenkの文献, 1984, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 81：355-359を参照されたい）。また、挿入される抗体コード配列の効率的な翻
訳のために、特異的開始シグナルが必要とされるかもしれない。これらのシグナルには、
ATG開始コドン及び隣接配列を含む。更にまた、開始コドンは、完全な挿入物の翻訳を保
証するために、所望のコード配列の読み枠と同調していなければならない。これらの外来
性翻訳制御シグナル及び開始コドンは、天然及び合成の両方の種々の起源であることがで
きる。発現の効率は、適切な転写エンハンサーエレメント、転写ターミネーター、などの
包含によって増強してもよい。（Bittnerらの文献, 1987, Methods in Enzymol. 153：51
-544を参照されたい）。
【０１４４】
　タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードす
る遺伝子の挿入を含む発現ベクターは、例えば3つの一般的アプローチによって同定する
ことができる：（a）核酸ハイブリダイゼーション、（b）「マーカー」遺伝子機能の有無
、及び（c）挿入配列の発現。第1のアプローチでは、発現ベクターに挿入されたタンパク
質アイソフォームをコードする遺伝子の存在は、タンパク質アイソフォームをコードする
挿入された遺伝子に相同的な配列を含むプローブを使用する核酸ハイブリダイゼーション
によって検出することができる。第2のアプローチでは、ベクターへのタンパク質アイソ
フォームをコードする遺伝子の挿入によって生じる一定の「マーカー」遺伝子機能（例え
ば、チミジンキナーゼ活性、抗生物質耐性、トランスフォーメーション表現型、バキュロ
ウイルスにおける閉鎖体形成など）の有無に基づいて組換えベクター／宿主系を同定、及
び選択することができる。例えば、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子がベク
ターのマーカー遺伝子配列内に挿入される場合、タンパク質アイソフォーム挿入物をコー
ドする遺伝子を含む組換え体は、マーカー遺伝子機能の非存在によって同定することがで
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きる。第3のアプローチでは、組換えによって発現される遺伝子産物（すなわち、タンパ
ク質アイソフォーム）をアッセイすることにより、組換え発現ベクターを同定することが
できる。このようなアッセイ法は、例えばインビトロアッセイ系におけるタンパク質アイ
ソフォームの物理的又は機能的な特性、例えば抗タンパク質アイソフォーム抗体との結合
に基づくことができる。
【０１４５】
　加えて、挿入配列の発現を調節するか、又は所望の特異的様式で遺伝子産物を修飾、及
び加工する宿主細胞株を選択してもよい。一定のプロモーターからの発現は、特定の誘導
因子の存在下において上昇させることができ；こうして、遺伝子操作されたタンパク質ア
イソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの発現を制御してもよい。
更にまた、個々の宿主細胞は、翻訳、並びに翻訳後プロセシング及び修飾について特徴的
及び固有のメカニズムを有する。発現される外来タンパク質の所望の修飾及びプロセシン
グを保証するために、適切な株化細胞又は宿主系を選ぶことができる。例えば、細菌系に
おける発現では、非グリコシル化産物を産生するであろうし、酵母における発現では、グ
リコシル化された産物を産生するであろう。遺伝子産物の適当な転写一次産物のプロセシ
ング、グリコシル化及びリン酸化のための細胞機構を有する真核生物宿主細胞を使用して
もよい。このような哺乳動物宿主細胞には、CHO、VERO、BHK、Hela、COS、MDCK 293、3T3
、WI38及び特に例えばSK-N-AS、SK-N-FI、SK-N-DZヒト神経芽細胞腫（Sugimoto Tらの文
献 1984 J. Natl. Cancer Inst. 73, 51-57）、SK-N-SHヒト神経芽細胞腫（Biochim. Bio
phys. Acta 1982 704, 450-460）、Daoyヒト小脳系髄芽腫（Heらの文献 1992 Cancer Res
. 52, 1144-1148）、DBTRG-05MGグリア芽細胞腫細胞（Kruseらの文献, 1992 In Vitro Ce
ll. Dev. Biol. 28A, 609-614）、IMR-32ヒト神経芽細胞腫（Cancer Res. 1970 30, 2110
-2118）、1321N1ヒト星細胞腫（Proc Natl Acad Sci USA 1977 74, 4816）、MOG-G-CCMヒ
ト星細胞腫（Br J Cancer 1984 49, 269）、U87MGヒトグリア芽細胞腫-星細胞腫（Acta P
athol Microbiol Scand 1968; 74:465-486）、A172ヒトグリア芽細胞腫（Olopadeらの文
献,1992 Cancer Res. 52: 2523-2529）、C6ラットグリオーマ細胞（Benda らの文献 1968
 Science 161, 370-371）、Neuro-2aマウス神経芽細胞腫（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
1970 65, 129-136）、NB41A3マウス神経芽細胞腫（Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1962 48
, 1184-1190）、SCPヒツジ脈絡叢（Bolinらの文献,1994 J. Virol. Methods 48, 211-221
）、G355-5、PG-4ネコ正常アストロサイト（Haapalaらの文献,1985 J. Virol. 53, 827-8
33）、Mpfフェレット脳（Trowbridgeらの文献,1982 In Vitro 18 952-960）などの神経細
胞系、及び例えばCTX TNA2ラット正常皮質脳（Radanyらの文献,1992 Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 89, 6467-6471）などの正常株化細胞を含むが、これらに限定されない。更にま
た、異なるベクター／宿主発現系では、異なる範囲でプロセシング反応をもたらすであろ
う。
【０１４６】
　組換えタンパク質の長期の多収率の産生のためには、安定な発現が好ましい。例えば、
差動的に発現されるタンパク質又は経路遺伝子タンパク質を安定に発現する株化細胞を設
計してもよい。ウイルス複製開始点を含む発現ベクターを使用するよりはむしろ、宿主細
胞は、適切な発現調節エレメント（例えば、プロモーター、エンハンサー、配列、転写タ
ーミネーター、ポリアデニル化部位など）及び選択可能なマーカーによって制御されるDN
Aで形質転換することができる。外来性DNAの導入に続いて、操作した細胞を栄養強化培地
中で1～2日間培養させ、次いで選択培地に切り替えてもよい。組換えプラスミド内の選択
可能なマーカーが選択に対する耐性を与え、細胞が安定にそれらの染色体にプラスミドを
組み込んで、増殖して増殖巣を形成させることができ、次にこれをクローニングして、株
化細胞に拡大することができる。この方法を都合よく使用して、差動的に発現されるタン
パク質又は経路遺伝子タンパク質を発現する株化細胞を操作してもよい。このような操作
された株化細胞は、特に差動的に発現されるタンパク質又は経路遺伝子タンパク質の内因
性活性に影響を及ぼす化合物のスクリーニング及び評価に有用であろう。
【０１４７】
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　単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（Wiglerらの文献, 1977, Cell 11:223）遺伝
子、ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（Szybalska 及び Szyba
lskiの文献, 1962, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48:2026）遺伝子及びアデニンホスホリ
ボシルトランスフェラーゼ（Lowyらの文献, 1980, Cell 22:817）遺伝子を含むが、これ
らに限定されない、多数の選択系を使用してよく、それぞれtk-、hgprt-又はaprt-細胞に
おいて使用することができる。また、抗代謝剤耐性を、メトトレキセートに対する耐性を
与えるdhfr（Wiglerらの文献, 1980, Natl. Acad. Sci. USA 77:3567; O'Hareらの文献, 
1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527）遺伝子；ミコフェノール酸に対する耐性を
与えるgpt（Mulligan 及び Bergの文献, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:2072）
遺伝子；アミノ配糖体G-418に対する耐性を与えるneo（Colberre-Garapinらの文献, 1981
, J. Mol. Biol. 150:1）遺伝子；及びハイグロマイシンに対する耐性を与えるhygro（Sa
nterreらの文献, 1984, Gene 30:147）遺伝子；用の選択の基礎として使用することがで
きる。
【０１４８】
　その他の実施態様において、タンパク質アイソフォーム、断片、類似体又は誘導体は、
融合又はキメラタンパク質産物（異種タンパク質配列に対するペプチド結合を介して連結
されたタンパク質、断片、類似体又は誘導体を含む）として発現してもよい。例えば、本
発明のポリペプチドを免疫グロブリン（IgA、IgE、IgG、IgM）の定常ドメイン又はその一
部（CH1、CH2、CH3又はその任意の組み合わせ及びその一部）と融合させて、キメラポリ
ペプチドを生じてもよい。このような融合タンパク質は、精製を容易にし、インビボでの
半減期を増大し、及び免疫系に対する上皮関門を越える抗原の送達を増強するであろう。
インビボでの半減期の増大及び精製の容易は、ヒトCD4-ポリペプチドの最初の2つのドメ
イン及び哺乳動物免疫グロブリンの重鎖又は軽鎖の定常領域の種々のドメインからなるキ
メラタンパク質について示されており、例えばEP 394,827；Traunecker らの文献、ネイ
チャー（Nature）、331：84-86（1988）を参照されたい。免疫系に対する上皮関門を越え
る抗原の送達の増強は、IgG又はFc断片などのFcRn結合パートナーに抱合された抗原（例
えば、インスリン）について証明されている（例えば、PCT公報WO96/22024及びWO99/0481
3を参照されたい）。
【０１４９】
　タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの断片、タンパク質アイソフォ
ーム関連ポリペプチド又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片をコードす
る核酸は、発現されたポリペプチドの検出及び精製の補助のために、エピトープタグ（例
えば、赤血球凝集素（「HA」）タグ又はflagタグ）に融合させることができる。例えば、
Janknechtらの文献によって記述された系では、ヒト株化細胞に発現された変性させてい
ない融合タンパク質を手早く精製することができる（Janknechtらの文献, 1991、Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 88：8972-897）。
【０１５０】
　タンパク質アイソフォーム融合タンパク質は、当該技術分野において公知の方法によっ
て所望のアミノ酸配列をコードする適切な核酸配列を互いに適当なコードするフレームで
結合させること、及び当該技術分野において一般に公知の方法によってキメラ産物を発現
することによって作製することができる。或いは、タンパク質アイソフォーム融合タンパ
ク質は、例えばペピチド合成機を使用することによって、タンパク質合成技術によって作
製されてもよい。
　cDNA及びゲノム配列は両方とも、クローニングすること、及び発現させることができる
。
【０１５１】
（5.7　タンパク質アイソフォームのドメイン構造）
　本発明によって提供されるタンパク質アイソフォームの一部のドメインは、当該技術分
野において公知であり、科学文献において記述されていた。更に、タンパク質アイソフォ
ームのドメインは、当業者に公知の技術を使用して同定することができる。例えば、タン
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パク質アイソフォームの1つ以上のドメインは、以下のプログラム：ProDom、TMpred及びS
APSの1つ以上を使用することにより同定することができる。ProDomは、ポリペプチドのア
ミノ酸配列を、蓄積したドメインのデータベースと比較する（http：//www.toulouse.inr
a.fr/prodom.html；例えば、Corpet F., Gouzy J. 及び Kahn D.の文献, 1999、Nucleic 
Acids Res., 27：263-267を参照されたい）。TMpredは、ポリペプチドの膜貫通領域及び
これらの向きを予測する。このプログラムは、天然に存在する膜貫通タンパク質のデータ
ベースであるTMbaseの統計分析に基づくアルゴリズムを使用する（http：//www.ch.embne
t.org/software/TMPRED_form.html；例えば、Hofmann 及び Stoffelの文献,（1993）「TM
base-膜貫通タンパク質分節のデータベース」"TMbase-A database of membrane spanning
 proteins segments." Biol. Chem. Hoppe-Seyler 347,166を参照されたい）。SAPSプロ
グラムは、電荷クラスター、リピート、疎水性部分、構造ドメインのような統計学的に有
意な特徴についてポリペプチドを解析する（例えば、Brendelらの文献, 1992, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 89: 2002-2006を参照されたい）。従って、本記述に基づいて、当業
者であれば、酵素活性又は結合活性を有するタンパク質アイソフォームのドメインを同定
することができ、更にこのようなドメインをコードするヌクレオチド配列を同定すること
ができる。次いで、これらのヌクレオチド配列は、タンパク質アイソフォームの酵素活性
又は結合活性を保持するタンパク質アイソフォーム断片の組換え発現のために使用するこ
とができる。
【０１５２】
　本記述に基づいて、当業者であれば、酵素活性又は結合活性を有するタンパク質アイソ
フォームのドメインを同定することができ、更にこのようなドメインをコードするヌクレ
オチド配列を同定することができる。次いで、これらのヌクレオチド配列は、タンパク質
アイソフォームの酵素活性又は結合活性を保持するタンパク質アイソフォーム断片の組換
え発現のために使用することができる。
【０１５３】
　一つの実施態様において、タンパク質アイソフォームは、公知のポリペプチドの同定さ
れたドメインと十分に類似したアミノ酸配列を有する。本明細書に使用される「十分に類
似した」という用語は、第1及び第2のアミノ酸又はヌクレオチド配列が、共通の構造ドメ
イン若しくは共通の機能的活性又は両方を有するか、或いはコードするように、第2のア
ミノ酸又はヌクレオチド配列に対して同一又は同等の（例えば、類似した側鎖をもつ）ア
ミノ酸残基又はヌクレオチドの十分な数を含む第1のアミノ酸又はヌクレオチド配列をい
う。
【０１５４】
　タンパク質アイソフォームドメインは、当業者に周知の技術を使用してその機能を評価
することができる。例えば、ドメインは、当業者に公知の技術を使用して、そのキナーゼ
活性について、又はそのDNAに結合する能力について評価することができる。キナーゼ活
性は、例えばポリペプチドが基質をリン酸化する能力を測定することによって評価するこ
とができる。DNA結合活性は、例えば電気移動度変化アッセイ法で、ポリペプチドがDNA結
合エレメントに結合する能力を測定することによって評価することができる。好ましい実
施態様において、タンパク質アイソフォームのドメインの機能は、下記の表IIIで同定さ
れる参照の1つ以上に記述されたアッセイ法を使用して決定される。
【０１５５】
（5.8　タンパク質アイソフォームに対する親和性試薬の産生）
　当業者によれば、3つの主な型の親和性試薬-モノクローナル抗体、ファージディスプレ
イ抗体及びアフィボディー又はドメイン抗体（dAb）などの小分子がある。一般に、本発
明に従った適用において、抗体の使用が明示される場合、その他の親和性試薬（例えば、
アフィボディー又はドメイン抗体）を使用してもよい。
【０１５６】
（5.8.1　タンパク質アイソフォームに対する抗体の産生）
　本発明に従って、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム類似体、タン
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パク質アイソフォーム関連タンパク質又は前述のいずれかの断片若しくは誘導体を免疫原
として使用して、このような免疫原に免疫特異的に結合する抗体を産生してもよい。この
ような免疫原は、上記の方法を含む任意の便利な手段によって単離することができる。本
発明の抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、二重特異性抗体、ヒト化抗体
又はキメラ抗体、単鎖抗体、Fab断片及びF（ab'）断片、Fab発現ライブラリーによって産
生される断片、抗イディオタイプ（抗-Id）抗体、並びに上のいずれかのエピトープ結合
断片を含むが、これらに限定されない。本明細書で使用される「抗体」という用語は、免
疫グロブリン分子及び免疫グロブリン分子の免疫学的に活性な部分、すなわち抗原に特異
的に結合する抗原結合部位を含む分子をいう。本発明の免疫グロブリン分子は、免疫グロ
ブリン分子のいずれのクラス（例えば、IgG、IgE、IgM、IgD及びIgA）又はサブクラスで
あることもできる。
【０１５７】
　一つの実施態様において、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子の遺伝子産物
を認識する抗体を調製してもよい。例えば、これらのタンパク質アイソフォーム及び／又
はこれらのアイソフォームを認識する抗体は、上の表Iに収載されたタンパク質アイソフ
ォームを認識する抗体を含む。いくつかの抗体は、既知であり、表IIに示したように市販
の供与源から購入することができる。別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム
、タンパク質アイソフォーム類似体、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又は前
述のいずれかの誘導体若しくは断片を認識する抗体を産生するために、当業者に公知の方
法が使用される。
　本発明の一つの実施態様において、タンパク質アイソフォームの特異的ドメインに対す
る抗体が産生される。具体的実施態様において、タンパク質アイソフォームの親水性断片
が、抗体産生のための免疫原として使用される。
【０１５８】
　抗体産生において、所望の抗体のスクリーニングは、当該技術分野において公知の技術
、例えばELISA（酵素結合免疫吸着検定法）によって達成することができる。例えば、タ
ンパク質アイソフォームの特異的ドメインを認識する抗体を選択するために、作製したハ
イブリドーマを、このようなドメインを含むタンパク質アイソフォーム断片と結合する産
物についてアッセイしてもよい。第1のタンパク質アイソフォーム相同体に特異的に結合
するが、第2のタンパク質アイソフォーム相同体と特異的に結合しない（又は、該相同体
により強く結合しない）抗体の選択のためには、第1のタンパク質アイソフォーム相同体
に対する陽性結合及び第2のタンパク質アイソフォーム相同体に対する結合の欠如（又は
、結合の減少）を基礎として選択することができる。同様に、タンパク質アイソフォーム
に特異的に結合するが、同じタンパク質の異なるアイソフォーム（タンパク質アイソフォ
ームと同じコアペプチドを有する異なる糖型など）に特異的に結合しない（又は、該アイ
ソフォームにより強く結合しない）抗体の選択のためには、タンパク質アイソフォームに
対する陽性結合及び異なるアイソフォーム（例えば、異なる糖型）に対する結合の欠如（
又は、結合の減少）を基礎として選択することができる。従って、本発明は、タンパク質
アイソフォームの異なるアイソフォーム又はアイソフォーム群（例えば、糖型）よりもタ
ンパク質アイソフォームに対してより高い親和性（特に少なくとも2倍、特に更に少なく
とも5倍、より詳しくは少なくとも10倍より高い親和性にて）で結合する抗体（特に、モ
ノクローナル抗体）を提供する。
【０１５９】
　本発明の方法に使用してもよいポリクローナル抗体は、免疫動物の血清に由来する抗体
分子の不均一な集団であり、また、分画されていない免疫血清を使用することもできる。
当該技術分野において公知の種々の手順を使用して、タンパク質アイソフォーム、タンパ
ク質アイソフォームの断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はタンパク質
アイソフォーム関連ポリペプチドの断片に対するポリクローナル抗体を産生してもよい。
特定の実施態様において、タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連
ポリペプチドのエピトープに対するウサギポリクローナル抗体は、例えばポリクローナル
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又はモノクローナル抗体の産生のために得ることができ、ウサギ、マウス、ラットなどを
含むが、これらに限定されない種々の宿主動物に、タンパク質アイソフォーム、タンパク
質アイソフォームの断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はタンパク質ア
イソフォーム関連ポリペプチドの断片の天然又は合成の（例えば、組換え）バージョンを
注射することによって免疫することができる。このような免疫化のために適した単離され
たタンパク質アイソフォームは、本明細書に記述した好ましい技術などの発見技術を用い
て得てもよい。タンパク質アイソフォームをゲル電気泳動によって精製する場合、タンパ
ク質アイソフォームは、ポリアクリルアミドゲルより前の抽出の有無にかかわらず、免疫
化のために使用することができる。宿主種に応じて、完全又は不完全フロイントのアジュ
バント、水酸化アルミニウムなどのミネラルゲル、リゾレシチンなどの界面活性物質、プ
ルロニックポリオル、ポリアニオン、ペプチド、油乳剤、キーホールリンペットヘモシニ
アン、ジニトロフェノール、及びBCG（カルメット‐ゲラン菌）又はコリネバクテリウム
・パルバム（corynebacterium parvum）などのアジュバントを含むが、これらに限定され
ない種々のアジュバントを使用して、免疫応答を増強してもよく、さらなるアジュバント
も当該技術分野において周知である。
【０１６０】
　タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの断片、タンパク質アイソフォ
ーム関連ポリペプチド又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片に向けられ
られたモノクローナル抗体（mAbs）の調製のためには、例えば、連続した培養における株
化細胞によって抗体分子の産生を提供する任意の技術、例えば最初にKohler及びMilstein
（1975, Nature 256:495-497）によって開発されたハイブリドーマ技術、並びにトリオー
マ技法、ヒトB細胞ハイブリドーマ技術（Kozborらの文献, 1983, Immunology Today 4:72
）及びヒトモノクローナル抗体を産生するためのEBV-ハイブリドーマ技術（Coleらの文献
, 1985, 『モノクローナル抗体及びガン治療』（Monoclonal Antibodies and Cancer The
rapy）中, Alan R. Liss社, 77-96頁）を使用してもよい。このような抗体は、IgG、IgM
、IgE、IgA、IgD及びそのいずれかのサブクラスを含む免疫グロブリンのクラスに由来す
るものであることができる。本発明のmAbsを産生するハイブリドーマは、インビトロ又は
インビボで培養してもよい。本発明のさらなる実施態様において、モノクローナル抗体は
、公知の技術を利用して無菌動物において産生することができる（PCT/US90/02545（引用
により本明細書に組み込まれる））。
【０１６１】
　モノクローナル抗体は、ヒトモノクローナル抗体及びキメラモノクローナル抗体（例え
ば、ヒト-マウスキメラ）を含むが、これらに限定されない。ヒト化抗体は、1つ以上の非
ヒト種由来の相補性決定領域（CDR）及びヒト免疫グロブリン分子由来のフレームワーク
領域を有する非ヒト種由来の抗体分子である。（例えば、Queen、米国特許第5,585,089号
をを参照されたく、これは、その全体が引用により本明細書に組み込まれる）。キメラモ
ノクローナル抗体及びヒト化モノクローナル抗体は、当該技術分野において公知の組換え
DNA技術によって、例えばPCT公開番号WO87/02671；欧州特許出願第184,187号；欧州特許
出願第171,496法；欧州特許出願第173,494号；PCT公開番号WO86/01533；米国特許第4,816
,567号；欧州特許出願第125,023号；Betterらの文献、1988、サイエンス（Science） 240
：1041-1043；Liuらの文献、1987、米国科学アカデミー紀要（Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA）、84：3439-3443；Liuらの文献、1987、J. Immunol. 139：3521-3526；Sunらの文献
、1987、米国科学アカデミー紀要（Proc. Natl. Acad. Sci. USA）、84：214-218；Nishi
muraらの文献、1987、Canc. Res. 47：999-1005；Woodらの文献、1985、ネイチャー（Nat
ure） 314：446-449；及びShawらの文献、1988、J. Natl. Cancer Inst. 80：1553-1559
；Morrison、1985、サイエンス（Science） 229：1202-1207；Oiらの文献、1986、Bio/Te
chniques4：214；米国特許第5,225,539号；Jonesらの文献、1986、ネイチャー（Nature）
 321：552-525；Verhoeyanらの文献、（1988）サイエンス（Science）、239：1534；及び
Beidlerらの文献、1988、J. Immunol. 141：4053-4060；に記述された方法を使用して産
生することができる。
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【０１６２】
　完全ヒト抗体は、特にヒト被験者の治療的処置のために望ましく、このような抗体は、
内因性免疫グロブリン重鎖及び軽鎖遺伝子を発現することができないが、ヒト重鎖及び軽
鎖遺伝子を発現することができるトランスジェニックマウスを使用して産生することがで
きる。トランスジェニックマウスには、選択された抗原、例えば本発明のタンパク質アイ
ソフォームの全て又は一部を通常の様式で免疫する。抗原に向けられたモノクローナル抗
体は、従来のハイブリドーマ技術を使用して得ることができる。トランスジェニックマウ
スにより宿されたヒト免疫グロブリン導入遺伝子は、B細胞分化の間に再編成し、その後
にクラススイッチ及び体細胞突然変異を受ける。従って、このような技術を使用して、治
療的に有用なIgG、IgA、IgM及びIgE抗体を産生することができる。ヒト抗体を産生するた
めのこの技術の概要については、Lonberg及びHuszarの文献（1995, Int. Rev. Immunol. 
13:65-93）を参照されたい。ヒト抗体及びヒトモノクローナル抗体を産生するためのこの
技術及びこのような抗体を産生するためのプロトコルの詳細な考察については、例えば米
国特許第5,625,126号；米国特許第5,633,425号；米国特許第5,569,825号；米国特許第5,6
61,016号；及び米国特許第5,545,806号；を参照されたい。加えて、アブジェニクス社（A
bgenix, Inc.）（Freemont, CA） 及びジェンファーム（Genpharm）（San Jose, CA）な
どの会社は、上に記述したものと類似の技術を使用して選択された、抗原に向けられたヒ
ト抗体を提供することに従事することができる。
【０１６３】
　選択されたエピトープを認識する完全ヒト抗体は、「誘導選択（guided selection）」
と呼ばれる技術を使用して産生することができ、このアプローチでは、選択された非ヒト
モノクローナル抗体、例えばマウス抗体を使用して、同じエピトープを認識する完全ヒト
抗体の選択を誘導する（Jespersらの文献,（1994）Biotechnology 12：899-903）。
【０１６４】
　また、本発明の抗体は、当該技術分野において公知の種々のファージディスプレイ法を
使用して産生することができる。ファージディスプレイ法では、機能的抗体ドメインが、
これらをコードするポリヌクレオチド配列を有するファージ粒子の表面上に示される。特
に、このようなファージは、レパートリー又はコンビナトリアル抗体ライブラリー（例え
ば、ヒト又はマウス）から発現される抗原結合ドメインを示すために利用することができ
る。関心対象の抗原に結合する抗原結合ドメインを発現するファージは、抗原を用いて、
例えば標識抗原又は固体表面若しくはビーズに結合、若しくは捕獲された抗原を使用して
選択又は同定することができる。これらの方法に使用されるファージは、典型的にはファ
ージ遺伝子III又は遺伝子VIIIタンパク質に組換えで融合されたFab、Fv又はジスルフィド
安定化されたFv抗体ドメインと共にファージから発現されるfd及びM13結合ドメインを含
む繊維状ファージである。本発明の抗体を作製するために使用することができるファージ
ディスプレイ法は、Brinkmanらの文献、J. Immunol. Methods 182：41-50（1995）；Ames
らの文献、J. Immunol. Methods 184：177-186（1995）；Kettleboroughらの文献、Eur. 
J. Immunol. 24：952-958（1994）；Persicらの文献、遺伝子（Gene） 187 9-18（1997）
；Burtonらの文献、免疫学の進歩（Advances in Immunology） 57:191-280 （1994）；PC
T出願番号PCT/GB91/01134；PCT公報WO90/02809；WO91/10737；WO 92/01047；WO 92/18619
；WO 93/11236；WO 95/15982；WO 95/20401；及び米国特許第5,698,426号；第5,223,409
号；第5,403,484号；第5,580,717号；第5,427,908号；第5,750,753号；第5,821,047号；
第5,571,698号；第5,427,908号；第5,516,637号；第5,780,225号；第5,658,727号；第5,7
33,743号及び第5,969,108号；（それぞれ、その全体が引用により本明細書に組み込まれ
る）に開示したものを含む。
【０１６５】
　上記の文献に記載されているように、ファージ選択の後、ファージ由来の抗体コード領
域を単離して、ヒト抗体を含む抗体全体又はその他の所望の抗原結合断片を産生するため
に使用すること、及び哺乳動物細胞、昆虫細胞、植物細胞、酵母及び細菌を含む任意の所
望の宿主において、例えば以下に詳細に記述したように発現させることができる。また、
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例えば、Fab、Fab'、F（ab'）2断片を組換えで産生する技術も、PCT公開WO92/22324；Mul
linaxらの文献、生体技術（BioTechniques） 12（6）：864-869 （1992）；及びSawaiら
の文献、AJRI 34：26-34 （1995）；及びBetterらの文献、サイエンス（Science） 240：
1041-1043（1988）（前記参照は、これらの全体が引用により組み込まれる）に開示され
たものなどの当該技術分野において公知の方法を使用して利用することができる。
【０１６６】
　本発明のタンパク質アイソフォームに対する単鎖Fvs及び抗体を産生するために使用す
ることができる適切な技術の例には、米国特許第4,946,778号及び第5,258,498号；Huston
らの文献、酵素学の方法（Methods in Enzymology） 203：46-88（1991）；Shuらの文献
、PNAS 90：7995-7999（1993）；及びSkerraらの文献、サイエンス（Science） 240：103
8-1040（1988）；に記述されたものを含む。
【０１６７】
　本発明は、当該技術分野において公知の方法によって行うことができる二重特異性抗体
の使用を更に提供する。全長二重特異性抗体の従来の産生は、2つの鎖が異なる特異性を
有する2つの免疫グロブリン重鎖-軽鎖対の同時発現に基づいている（Milsteinらの文献, 
1983、Nature 305：537-539）。免疫グロブリン重鎖及び軽鎖のランダムなの組み合わせ
のため、これらのハイブリドーマ（クアドローマ）は、10個の異なる抗体分子の潜在的混
合物を生じ、そのうちの1つのみが正確に二重特異性構造を有する。通常アフィニティー
クロマトグラフィー工程によってなされる正確な分子の精製は、むしろ扱いにくく、産物
収率は低い。同様の手法は、1993年5月13日に公開されたWO93/08829に、及びTraunecker
らの文献、1991、EMBO J. 10：3655-3659に開示されている。
【０１６８】
　異ったアプローチ及びより好ましいアプローチに従って、所望の結合特異性をもつ抗体
可変ドメイン（抗体-抗原結合部位）を免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合させる。
融合は、好ましくは少なくともヒンジ、CH2及びCH3領域の部分を含む免疫グロブリン重鎖
定常ドメインとのものである。融合物の少なくとも１つに存在する軽鎖結合に必要な部位
を含む第1の重鎖定常領域（CH1）を有することが好ましい。免疫グロブリン重鎖融合物及
び必要に応じて、免疫グロブリン軽鎖をコードするDNAを別々の発現ベクターに挿入し、
適切な宿主生物に同時トランスフェクトする。これは、構築物に使用した不均等な比率の
3つのポリペプチド鎖が最適収量をもたらす実施態様において、3つのポリペプチド断片の
相互の比率を調節する際に優れた柔軟性をもたらす。しかし、少なくとも2つのポリペプ
チド鎖の同等の比率の発現により高収率を生じるときか、又は比率が特に意味を持たない
ときは、2つ又は3つ全てのポリペプチド鎖のコード配列を発現ベクターに挿入することが
できる。
【０１６９】
　このアプローチの好ましい実施態様において、二重特異性抗体は、一方の腕の第1の結
合特異性をもつハイブリッド免疫グロブリン重鎖と他方の腕のハイブリッド免疫グロブリ
ン重鎖-軽鎖対（第2の結合特異性を提供する）とで構成される。二重特異性分子の半分の
みに免疫グロブリン軽鎖が存在することは、容易な分離方法を提供するので、この非対称
構造が所望の二重特異性化合物の望まれない免疫グロブリン鎖状結合からの分離を容易に
することが判明した。このアプローチは、1994年3月3日公開されたWO94/04690に開示され
ている。二重特異性抗体の産生に関する詳細については、例えば、Sureshらの文献、酵素
学の方法（Methods in Enzymology）、1986 121：210を参照されたい。
【０１７０】
　本発明は、抗タンパク質アイソフォーム免疫グロブリン分子の機能的に活性な断片、誘
導体又は類似体を提供する。機能的に活性とは、断片、誘導体又は類似体が、断片、誘導
体又は類似体が誘導される抗体によって認識される同じ抗原を認識する抗抗イディオタイ
プ抗体（すなわち、三次抗体）を誘発することができることを意味する。具体的には、好
ましい実施態様において、免疫グロブリン分子のイディオタイプの抗原性をフレームワー
ク及びC末端であるCDR配列から抗原を特異的に認識するCDR配列までの欠失によって増強
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してもよい。どのCDR配列が抗原に結合するかを決定するために、CDR配列を含む合成ペプ
チドは、当該技術分野において公知の任意の適切な結合アッセイ法による抗原との結合ア
ッセイ法に使用することができる。
【０１７１】
　本発明は、限定されないが、F（ab'）2断片及びFab断片などの抗体断片を提供する。特
異的エピトープを認識する抗体断片は、公知の技術によって産生してもよい。F（ab'）2
断片は、重鎖可変領域、軽鎖定常領域及びCH1ドメインからなり、抗体分子のペプシン消
化によって産生される。Fab断片は、F（ab'）2断片のジスルフィド架橋を還元させること
によって産生される。また、本発明は、本発明の抗体の重鎖と軽鎖との二量体又はFvs若
しくは単鎖抗体（SCA）（例えば、米国特許第4,946,778号；Birdの文献、1988、サイエン
ス（Science） 242：423-42；Hustonらの文献、1988、米国科学アカデミー紀要（Proc. N
atl. Acad. Sci. USA） 85：5879-5883；及びWardらの文献、1989、ネイチャー（Nature
） 334：544-54に記載されたとおり）又は本発明の抗体と同じ特異性をもつ任意のその他
の分子などの任意のその最小断片を提供する。単鎖抗体は、アミノ酸ブリッジを介してFv
領域の重鎖及び軽鎖断片を連結して1本鎖ポリペプチドを生することによって形成される
。大腸菌（E. coli）における機能的Fv断片の構築のための技術を使用してもよい（Skerr
a らの文献, 1988、Science 242：1038-1041）。
【０１７２】
　その他の実施態様において、本発明は、本発明の免疫グロブリンの融合タンパク質（又
はその機能的に活性な断片）、例えば免疫グロブリンがN末端又はC末端にて共有結合（例
えば、ペプチド結合）を介して免疫グロブリンでない別のタンパク質のアミノ酸配列（又
はその一部、好ましくはタンパク質の少なくとも10、20又は50アミノ酸部分）に融合され
ている融合タンパク質を提供する。好ましくは、免疫グロブリン又はその断片は、定常ド
メインのN末端にて他のタンパク質に共有結合で連結されている。上記したように、この
ような融合タンパク質は、精製を容易にし、インビボでの半減期を増大し、及び免疫系に
対する上皮関門を越えた抗原の送達を増強し得る。
【０１７３】
　本発明の免疫グロブリンは、すなわち免疫特異性結合を障害しない程度のこのような共
有結合の長さの分子の任意の型の共有結合のいずれかによって修飾されている類似体及び
誘導体を含む。例えば、制限する目的ではないが、免疫グロブリンの誘導体及び類似体は
、例えばグリコシル化、アセチル化、ペグ化、リン酸化、アミド化、公知の保護基／ブロ
ッキング基による誘導体化、タンパク分解性切断、細胞リガンド若しくはその他のタンパ
ク質に対する結合などによって更に修飾されたものを含む。任意の多数の化学的修飾を、
特異的化学開裂、アセチル化、ホルミル化などを含むが、これらに限定されない公知技術
によって行ってもよい。加えて、類似体又は誘導体は、1つ以上の非古典的又は非天然の
アミノ酸を含んでいてもよい。
　前述の抗体は、タンパク質アイソフォームの局在化及び活性に関連した技術分野におい
て公知の方法において、例えばこれらのタンパク質をイメージングするために、本発明の
適切な生理学的試料におけるこれらのレベルを測定するために、診断法などに使用するこ
とができる。
【０１７４】
（5.8.2 タンパク質アイソフォームに対するアフィボディーの産生）
　アフィボディー分子は、ブドウ球菌タンパク質AのIgG-結合ドメインのものに由来する5
8アミノ酸残基タンパク質ドメインに基づいた親和性タンパク質の新たな種を表す。この3
つのヘリックスバンドルドメインはコンビナトリアルファージミドライブラリーの構築の
ための足場として使用されてきており、これからファージディスプレイ技術を使用して所
望の分子を標的化するアフィボディー変異体を選択することができる。（Nord K, Gunner
iusson E, Ringdahl J, Stahl S, Uhlen M, Nygren PAの文献, 『α-ヘリカル細菌受容体
ドメインのコンビナトリアルライブラリーから選択された結合タンパク質（Binding prot
eins selected from combinatorial libraries of an α-helical bacterial receptor d
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omain）』, Nat Biotechnol 1997;15:772-7.　Ronmark J, Gronlund H, Uhlen M, Nygren
 PAの文献, 『ヒト免疫グロブリンA（IgA）－タンパク質Aのコンビナトリアル操作からの
特異的リガンド（Human immunoglobulin A （IgA）-specific ligands from combinatori
al engineering of protein A）』, Eur J Biochem 2002;269:2647-55.）。これらの低分
子量（6kDa）と組み合わせでのアフィボディー分子の単純な強い構造は、多種多様な適用
、例えば検出試薬としての適用にそれらを適合化させ、（Ronmark J, Hansson M, Nguyen
 Tらの文献, 『大腸菌で産生されたアフィボディー-Fcキメラの構築及び特徴づけ（Const
ruction and charecterization of affibody-Fc chimeras produced in Escherichia col
i）』, J Immunol Methods 2002;261:199-211）及び受容体相互作用を阻害する（Sandsto
rm K, Xu Z, Forsberg G, Nygren PAの文献, 『コンビナトリアルタンパク質操作によっ
て開発されたCD28結合アフィボディーによる、CD28-CD80共刺激の阻害（Inhibition of t
he CD28-CD80 co-stimulation signal by a CD28-binding Affibody ligand developed b
y combinatorial protein engineering）』, Protein Eng 2003;16:691-7）。アフィボデ
ィーに関する詳細及びその産生方法は、その全体が本明細書に引用により組み込まれる米
国特許第5831012を参照することによって得られるであろう。
　また、標識されたアフィボディーは、アイソフォームの存在量を決定するためのイメー
ジング用途に有用であろう。
【０１７５】
（5.8.3 ドメイン抗体）
　ドメイン抗体（dAb）は、ヒト抗体の重（VH）鎖又は軽（VL）鎖の可変領域に対応する
抗体のうちの最も小さな機能的結合単位である。ドメイン抗体は、およそ13kDaの分子量
を有する。Domantisは、完全ヒトVH及びVL dAbの一連の大きく、かつ高度に機能的なライ
ブラリー（それぞれのライブラリーにおける10,000,000,000を超える異なる配列）を開発
して、これらのライブラリーを治療標的に対して特異的なdAbを選択するために使用する
。多くの普通抗体とは対照的に、ドメイン抗体は、細菌、酵母及び哺乳動物細胞系におい
て十分に発現される。ドメイン抗体に関する詳細及びその産生方法は、米国特許第6,291,
158号；第6,582,915号；第6,593,081号；第6,172,197号；第6,696,245号；米国特許出願
第2004/0110941号；欧州特許出願第1433846号、並びに欧州特許第0368684号及び第061664
0号；WO05/035572、WO04/101790、WO04/081026、WO04/058821、WO04/003019及びWO03/002
609（これらのそれぞれは、その全体が本明細書に引用により組み込まれる）を参照する
ことによって得られるであろう。
【０１７６】
（抗体の選択）
　本明細書で使用される「抗体」という用語は、抗原又はエピトープに特異的に結合でき
る、免疫グロブリン遺伝子若しくは免疫グロブリン遺伝子群、若しくはその断片に由来す
るか、その後にモデル化されたか、又はそれによって実質的にコードされたペプチド又は
ポリペプチドをいう。例えば、基礎免疫学、第3版、W.E. ポール編集、レーヴン・プレス
、 N.Y.（1993）（Fundamental Immunology, 3rd Edition, W.E. Paul, ed., Raven Pres
s, N.Y. （1993））；Wilson（1994）J. Immunol. Method 175：267-273；Yarmush（1992
）J. Biochem. Biophys. Method 25：85-97;を参照されたい。抗体という用語には、（i
）VL、VH、CL及びCH1ドメインからなる一価の断片であるFab断片；（ii）ヒンジ領域にて
ジスルフィド架橋によって連結された2つのFab断片を含む二価の断片であるF（ab'）2断
片；（iii）VH及びCH1ドメインからなるFd断片；（iv）抗体の単一腕のVL及びVHドメイン
からなるFv断片、（v）VHドメインからなるdAb断片（Wardらの文献,（1989）Nature 341
：544-546）；及び（vi）単離された相補性決定領域（CDR）を含む、抗原に結合する能力
を保持する抗原に結合する部分、すなわち「抗原結合部位」（例えば、断片、部分列、相
補性決定領域（CDR））を含む）を含む。また、単鎖抗体は、「抗体」という用語の言及
にも含まれる。
【０１７７】
　「特異的に結合」（又は「免疫特異的に結合」）という用語は、抗体がその標的だけに
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結合することを示すことは意図されない。むしろ、抗体は、非標的分子に対するその親和
性と比較したときに、その標的に対するその親和性が約5倍より高い場合に、「特異的に
結合する」。好ましくは、抗体の親和性は、非標的分子に対するその親和性よりも標的分
子に対して少なくとも約5倍、好ましくは10倍、より好ましくは25倍、更により好ましく
は50倍及び最も好ましくは100倍以上高い。好ましい実施態様において、抗体又はその他
の結合剤と抗原との間の特異的結合は、少なくとも106M-1の結合親和性を意味する。好ま
しい抗体は、少なくとも約107 M-1、及び好ましくは約108 M-1～約109 M-1、約109 M-1～
約1010 M-1又は約1010 M-1～約1011 M-1の間の親和性で結合する。
【０１７８】
　親和性は、Kd =koff／konとして算出される（koffは、解離速度定数であり、konは、会
合速度定数であり、及びKdは平衡定数である。親和性は、種々の濃度（c）において標識
されたリガンドと結合した（r）画分を測定することによって、平衡にて決定することが
できる。データは、スキャッチャード方程式を使用してグラフで示してある：r/c=K（n-r
）：
　式中
　r =平衡における結合したリガンドのモル／受容体のモル；
　c =平衡における遊離リガンド濃度；
　K =平衡会合定数；及び
　n =受容分子あたりのリガンド結合部位の数。
【０１７９】
　図式解法により、r/cをY軸にプロットし、対してX軸にrをプロットし、こうしてスキャ
ッチャードプロットを作製する。親和性は、線の負の勾配である。koffは、結合した標識
リガンドを過剰な非標識リガンドとで競合させることによって決定することができる（例
えば、米国特許第6,316,409を参照されたい）。ターゲティング薬剤のその標的分子に対
する親和性は、好ましくは少なくとも約1×10-6モル/リットルであり、より好ましくは少
なくとも約1×10-7モル/リットル、更により好ましくは少なくとも約1×10-8モル/リット
ル、更により好ましくは少なくとも約1×10-9モル/リットル、及び最も好ましくは少なく
とも約1×10-10モル/リットルである。スキャッチャード解析による抗体親和性測定は、
当技術分野において周知である。例えば、van Erpらの文献、J. Immunoassay 12：425-43
、1991；Nelson及びGriswoldの文献、Comput. Methods Programs Biomed. 27：65-8、198
8を参照されたい。
【０１８０】
　抗体の産生及び選択は、いくつかの方法で達成してもよい。例えば、1つの方法は、関
心対象のポリペプチドを精製すること、又は例えば公知技術の固相ペプチド合成法を使用
して関心対象のポリペプチドを合成することである。例えば、タンパク質精製の手引き、
マレー P. ドイチャー編、 Meth. Enzymol. vol 182（1990）（Guide to Protein Purifi
cation, Murray P. Deutcher, ed., Meth. Enzymol. Vol 182 （1990））；固相ペプチド
合成、グレブ B. フィールズ編、Meth. Enzymol. vol 289（1997）（Solid Phase Peptid
e Synthesis, Greg B. Fields ed., Meth. Enzymol. Vol 289 （1997））；Kisoらの文献
、Chem. Pharm. Bull. （東京）38：1192-99、1990；Mostafaviらの文献、Biomed. Pept.
 Proteins Nucleic Acids 1：255-60, 1995；Fujiwaraらの文献、Chem. Pharm Bull. （
東京）44：1326-31、1996;を参照されたい。次いで、選択されたポリペプチドは、例えば
マウス又はウサギに注射して、ポリクローナル又はモノクローナル抗体を産生してもよい
。当業者であれば、例えば抗体、実験室マニュアル、Ed Harlow及びDavid Lane、コール
ドスプリングハーバー研究所（1988）、コールドスプリングハーバー、N.Y.（A Laborato
ry Manual, Ed Harlow 及び David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory（1988）, Col
d Spring Harbor, N.Y）に記載されるように、抗体産生のために多くの手順を利用できる
ことを認識するであろう。また、当業者であれば、抗体を模倣する結合断片又はFab断片
も種々の手順により、遺伝情報から調製することができるであろうことも認識するであろ
う（『抗体エンジニアリング：実際的アプローチ（Antibody Engineering: A Practical 
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Approach）』（Borrebaeck, C.編）, 1995, Oxford University Press, Oxford; J. Immu
nol. 149, 3914-3920 （1992））。
【０１８１】
　加えて、多数の刊行物が、選択した標的に対する結合について、ポリペプチドのライブ
ラリーを産生、及びスクリーニングするファージディスプレイ技術の使用を報告した。例
えば、Cwirlaらの文献、米国科学アカデミー紀要（Proc. Natl. Acad. Sci. USA）87、63
78-82、1990;、Devlinらの文献、サイエンス（Science）249、404-6、1990; Scott及びSm
ithの文献、サイエンス（Science）249、386-88、1990並びにLadnerらの文献、米国特許
第5,571,698号を参照されたい。ファージディスプレイ法の基本的概念は、スクリーニン
グするポリペプチドをコードするDNAとポリペプチドとの間の物理的結合の確立である。
この物理的結合は、ファージ粒子によって提供され、ファージ粒子は、ポリペプチドをコ
ードするファージゲノムを封入するキャプシドの一部としてポリペプチドを示す。ポリペ
プチドとその遺伝子物質との間の物理的結合の確立により、種々のポリペプチドを有する
非常に多数のファージを同時にマススクリーニングすることができる。標的に親和性をも
つポリペプチドを提示するファージは、標的に結合して、これらのファージは該標的に対
する親和性スクリーニングによって濃縮される。これらのファージによって示されたポリ
ペプチドの正体は、これらのそれぞれのゲノムから決定することができる。次いで、これ
らの方法を使用して、所望の標的に対して結合親和性を有することが同定されたポリペプ
チドを、従来の手段によって大量に合成することができる。例えば、米国特許第6,057,09
8号を参照されたく、これは、全ての表、図及び特許請求の範囲を含むその全体が本明細
書に組み込まれる。
【０１８２】
　次いで、これらの方法によって産生された抗体を、最初に関心対象の精製されたポリペ
プチドとの親和性及び特異性についてスクリーニングして、必要であれば、結合から除外
されることが望まれるポリペプチドとの抗体の親和性及び特異性の結果と比較することに
よって選択してもよい。スクリーニング法には、マイクロタイタープレートの別々のウェ
ルにおける精製ポリペプチドの固定化を含むことができる。次いで、潜在的抗体又は抗体
群を含む溶液をそれぞれのマイクロタイターのウェルに置き、約30分間～2時間までイン
キュベートする。次いで、マイクロタイターのウェルを洗浄して、洗浄し、次いで、標識
された二次抗体（例えば、生じた抗体がマウス抗体である場合、アルカリホスファターゼ
に抱合した抗マウス抗体）をウェルに添加し、約30分間インキュベートする。基質をウェ
ルに添加すると、固定されたポリペプチド（群）に対する抗体が存在する場合、呈色反応
が現れる。
【０１８３】
　次いで、こうして同定された抗体を、選択したアッセイデザインでの親和性及び特異性
について更に解析してもよい。標的タンパク質に関する免疫アッセイ法の開発では、精製
した標的タンパク質は、選択された抗体を使用する免疫アッセイ法の感受性及び特異性を
判断するための標準としての役割を果たす。種々の抗体の結合親和性は、異なっているで
あろうため、ある特定の抗体対（例えば、サンドイッチアッセイ法において）は、互いに
例えば立体的に干渉する可能性があり、抗体のアッセイ性能は、抗体の絶対的な親和性及
び特異性よりも重要な尺度となるであろう。
【０１８４】
　当業者であれば、多くのアプローチを抗体又は結合断片を産生し、並びに種々のポリペ
プチドに対する親和性及び特異性についてスクリーニング及び選択する際に採用すること
ができるが、これらのアプローチは、本発明の範囲を変更しないすることができることを
認識するであろう。
　治療的用途に関して、抗体（特に、モノクローナル抗体）は、適切には、ヒト抗体又は
ヒト化された動物（例えば、マウス）抗体であってもよい。動物抗体は、免疫原としてヒ
トタンパク質（例えば、CRCMP）を使用して動物において生じさせてもよい。ヒト化は、
典型的にはヒトフレームワーク領域内に、これにより同定されるCDRを移植することを含
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む。通常、鎖の高次構造を最適化するためにいくつかのその後のレトロ突然変異が必要と
される。このような方法は、当業者に公知である。
【０１８５】
（5.9 親和性試薬の発現）
（5.9.1 モノクローナル抗体の発現）
　本発明の抗体は、抗体の合成のための当該技術分野において公知の任意の適切な方法に
より、特に、化学合成によるか、又は組換え発現により産生することができ、好ましくは
組換え発現技術によって産生される。
　抗体又はその断片、誘導体若しくは類似体の組換え発現には、抗体をコードする核酸の
構築が必要である。抗体のヌクレオチド配列が公知である場合、抗体をコードする核酸は
、化学的に合成されたオリゴヌクレオチドから構築してもよく、（例えば、Kutmeierらの
文献, 1994, BioTechniques 17：242）に記載されているように）、これには、簡単には
、抗体をコードする配列の部分を含む重複するオリゴヌクレオチドの合成、アニーリング
及びライゲーション、次いでPCRによる結合されたオリゴヌクレオチドの増幅を含む。
【０１８６】
　或いは、抗体をコードする核酸は、抗体をクローニングすることによって得てもよい。
特定の抗体をコードする核酸を含むクローンが入手不可能であるが、抗体分子の配列が公
知である場合、抗体をコードする核酸は、配列の3'及び5'末端にハイブリダイズ可能な合
成プライマーを使用するPCR増幅によって、又は特定の遺伝子配列に対して特異的なオリ
ゴヌクレオチドプローブを使用してクローニングすることによって、適切な供与源（例え
ば、抗体cDNAライブラリー又は抗体を発現する任意の組織又は細胞から作製したcDNAライ
ブラリー）から得てもよい。
【０１８７】
　特定の抗原を特異的に認識する抗体分子（又は、このような抗体をコードする核酸をク
ローニングするためのcDNAライブラリーのための供与源）が入手不可能である場合、抗原
に特異的な種の抗体を、当該技術分野において公知の任意の方法によって、例えばウサギ
などの動物を免疫して、ポリクローナル抗体を産生することによって、又はより好ましく
はモノクローナル抗体を産生することによって産生してもよい。或いは、特異的抗原に結
合するFab断片のクローンについてFab発現ライブラリーをスクリーニングすることによっ
て（例えば、Huseらの文献, 1989, Science 246：1275-1281に記載されたように）、又は
抗体ライブラリーをスクリーニングすることによって（例えば、Clacksonらの文献, 1991
、352：624 Nature；Haneらの文献, 1997 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94：4937；を参
照されたい）、少なくとも抗体のFab部分をコードするクローンを得てもよい。
【０１８８】
　一旦、少なくとも抗体分子の可変ドメインをコードする核酸が得られたら、これを抗体
分子の定常領域をコードするヌクレオチド配列を含むベクターに導入してもよい（例えば
、PCT公開WO 86/05807、PCT公開WO 89/01036；及び米国特許第5,122,464号；を参照され
たい）。完全な抗体分子の発現を可能にする核酸を同時発現するのための完全な軽鎖又は
重鎖を含むベクターも利用できる。次いで、抗体をコードする核酸を使用して、スルフヒ
ドリル基を含まないアミノ酸残基との内鎖ジスルフィド結合に関与する1つ以上の可変領
域システイン残基を置換する（又は欠失させる）ために必要なヌクレオチド置換（群）又
は欠失（群）を導入することができる。このような修飾は、ヌクレオチド配列の特異的な
突然変異又は欠失の導入のための当該技術分野において公知の任意の方法、例えば化学的
突然変異誘発、インビトロ部位特異的突然変異誘発（Hutchinsonらの文献, 1978, J. Bio
l. Chem. 253：6551）、PCTに基づいた方法などによって行うことができるが、これらに
限定されない。
【０１８９】
　加えて、適切な抗原特異性の抗体分子のマウス由来遺伝子を適切な生物活性のヒト抗体
分子由来の遺伝子と共にスプライミングすることにより、「キメラ抗体」の産生のために
開発された技術（Morrisonらの文献, 1984、Proc. Natl. Acad. Sci. 81：851-855；Neub
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ergerらの文献, 1984、Nature 312：604-608の；Takedaらの文献, 1985、Nature 314：45
2-454）を使用することができる。上記したように、キメラ抗体は、マウスmAb及びヒト抗
体定常領域に由来する可変領域を有する分子、例えばヒト化抗体などの異なる部分が異な
る動物種に由来する分子である。
【０１９０】
　一旦、本発明の抗体分子をコードする核酸が得られたら、抗体分子の産生のためのベク
ターを、当該技術分野において周知の技術を使用する組換えDNA技術によって産生しても
よい。従って、抗体分子配列を含む核酸を発現することにより本発明のタンパク質を調製
するための方法が本明細書に記述される。当業者に周知の方法を使用して、抗体分子をコ
ードする配列及び適切な転写及び翻訳調節シグナルを含む発現ベクターを構築することが
できる。これらの方法には、例えばインビトロ組換えDNA技術、合成技術及びインビボ遺
伝子組換えを含む。例えば、Sambrookらの文献、（1990、『分子クローニング、研究室マ
ニュアル（Molecular Cloning, A Laboratory Manual）』, 第2版, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York）及びAusubelらの文献、（ED., 1998
、『分子生物学の最新プロトコル（Current Protocols in Molecular Biology）』, John
 Wiley & Sons, NY）に記述された技術を参照されたい。
【０１９１】
　発現ベクターを従来技術によって宿主細胞に移して、次いで該トランスフェクト細胞を
従来技術によって培養して、本発明の抗体を産生する。
　本発明の組換え抗体を発現するために使用される宿主細胞は、大腸菌（Escherichia co
li）などの細菌細胞、又は好ましくは、特に組換え抗体分子全体の発現のためには真核細
胞のいずれであってもよい。特に、ヒトサイトメガロウイルス由来の主要中間初期遺伝子
プロモーターエレメントなどのベクターと併用するチャイニーズハムスター卵巣細胞（CH
O）などの哺乳動物細胞は、抗体のための有効な発現系である（Foeckingらの文献, 1986,
 45：101 Gene；Cockettらの文献, 1990 Bio／Technology 8：2）。
【０１９２】
　種々の宿主-発現ベクター系を、本発明の抗体分子を発現させるために利用してもよい
。このような宿主-発現系は、関心対象のコード配列を産生し、その後に精製され得る媒
体を表すだけでなく、適切なヌクレオチドコード配列で形質転換されたか、又はトランス
フェクトされたときに、本発明の抗体分子をインサイチューで発現し得る細胞も表しても
よい。これらには、抗体コード配列を含む組換えバクテリオファージDNAプラスミドDNA若
しくはコスミドDNA発現ベクターで形質転換された細菌（例えば、大腸菌（E. coli）枯草
菌（B. subtilis）などの微生物；抗体コード配列を含む組換え酵母発現ベクターで形質
転換された酵母（例えば、サッカロミセス、ピチア（Pichia））；抗体コード配列を含む
組換えウイルス発現ベクター（例えば、バキュロウイルス）を感染させた昆虫細胞系；組
換えウイルス発現ベクター（例えば、カリフラワーモザイクウィルス、CaMV；タバコモザ
イクウイルス、TMV）を感染させたか、若しくは抗体コード配列を含む組換えプラスミド
発現ベクター（例えば、Tiプラスミド）で形質転換された植物細胞系；又は哺乳動物細胞
（例えば、メタロチオネインプロモーター）のゲノムに、又は哺乳動物ウイルスに（例え
ばアデノウイルス後期プロモーター；ワクシニアウイルス7.5Kプロモーター）由来するプ
ロモーターを含む組換え発現構築物を収容する哺乳動物細胞系（例えば、COS、CHO、BHK
、293、3T3細胞）；を含むが、これらに限定されない。
【０１９３】
　細菌系では、発現される抗体分子について意図される用途に応じて、多数の発現ベクタ
ーを都合よく選択してもよい。例えば、大量のこのようなタンパク質が産生されるときは
、抗体分子を含む医薬組成物の産生のために、容易に精製される融合タンパク質産物の高
レベルの発現を指揮するベクターが望ましいであろう。このようなベクターには、融合タ
ンパク質が産生されるように抗体コード配列が個々にベクター内にlacZコード領域とイン
フレームで結合され得る大腸菌発現ベクターpUR278（Rutherらの文献, 1983, EMBO J. 2
：1791）；pINベクター（Inouye及びInouyeの文献、1985、Nucleic Acids Res. 13：3101
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-3109；Van Heeke及びSchusterの文献、1989、J. Biol. Chem. 24：5503-5509）；などを
含むが、これらに限定されない。また、pGEXベクターを使用して、グルタチオンS-トラン
スフェラーゼ（GST）との融合タンパク質として外来ポリペプチドを発現させてもよい。
一般に、このような融合タンパク質は、可溶性であり、マトリックスグルタチオン-アガ
ロースビーズ日する吸着及び結合、続く遊離グルタチオンの存在下における溶出により、
溶解した細胞から容易に精製することができる。pGEXベクターは、クローン化された標的
遺伝子産物がGST部分から放出できるように、トロンビン又はXa因子プロテアーゼ切断部
位を含むように設計される。
【０１９４】
　昆虫系では、外来遺伝子を発現するためにキンウワバ（Autographa californica）核多
角体病ウィルス（AcNPV）をベクターとして使用する。ウイルスは、スポドプテラ・フル
ギペルダ（Spodoptera frugiperda）細胞内で成長する。抗体コード配列は、ウイルスの
非必須領域（例えば、ポリヘドリン遺伝子）に個々にクローニングしても、AcNPVプロモ
ーター（例えばポリヘドリン・プロモーター）の制御下に置いてもよい。哺乳動物宿主細
胞では、多数のウイルスに基づいた発現系（例えば、アデノウイルス発現系）を利用して
もよい。
【０１９５】
　上で議論したように、宿主細胞株は、挿入配列の発現を調節するか、又は所望の特異的
様式で遺伝子産物修飾して、加工するという本記述に基づいて選択してもよい。タンパク
質産物のこのような修飾（例えば、グリコシル化）及びプロセシング（例えば、切断）は
、タンパク質の機能に重要であろう。
　組換え抗体の長期多収の産生のためには、安定な発現が好ましい。例えば、関心対象の
抗体を安定に発現する株化細胞は、抗体のヌクレオチド配列と選択可能なマーカー（例え
ば、ネオマイシン又はハイグロマイシン）のヌクレオチド配列とを含む発現ベクター細胞
にトランスフェクトし、選択可能なマーカーの発現について選択することによって産生す
ることができる。このような操作された株化細胞は、特に抗体分子と直接又は間接的に相
互作用する化合物のスクリーニング及び評価に有用であろう。
【０１９６】
　抗体分子の発現レベルは、ベクター増幅によって増加することができる（総説について
は、Bebbington及びHentschelの文献、DNAクローニングにおける哺乳動物細胞内のクロー
ニングされた遺伝子の発現のための遺伝子増幅に基づくベクターの使用、第3巻（Bebbing
ton and Hentschel, The use of vectors based on gene amplification for the expres
sion of cloned genes in mammalian cells in DNA cloning, Vol.3.）（Academic Press
 New York, 1987）を参照されたい）。抗体を発現するベクター系のマーカーが増幅可能
なときは、宿主細胞の培養に存在する阻害剤のレベルを高め、マーカー遺伝子のコピー数
を増加させる。増幅された領域は、抗体遺伝子と関連しているので、抗体の産生も増加す
る（Crouseらの文献, 1983、Mol. Cell. 3：257 Biol.）。
【０１９７】
　宿主細胞には、第1のベクターが重鎖由来ポリペプチドをコードし、第2のベクターが軽
鎖由来ポリペプチドをコードする本発明の2つの発現ベクターを同時トランスフェクトし
てもよい。2つのベクターは、重鎖及び軽鎖ポリペプチドの同等の発現を可能にする同一
の選択可能なマーカーを含んでいてもよい。或いは、両方の重鎖及び軽鎖ポリペプチドを
コードする単一のベクターを使用してもよい。このような状況において、有毒な過剰の遊
離重鎖を避けるために、軽鎖を重鎖の前に置くべきである（Proudfootの文献、1986、322
：52 Nature；Kohlerの文献、1980、77：2197 Proc. Natl. Acad. Sci. USA）。重鎖及び
軽鎖のためのコード配列には、cDNA又はゲノムDNAを含んでいてもよい。
【０１９８】
　一旦本発明の抗体分子が組換え発現されるたならば、これを、抗体分子の精製のための
当該技術分野において公知の任意の方法によって、例えばクロマトグラフィー（例えば、
イオン交換クロマトグラフィー、プロテインA又は特異的抗原との親和性クロマトグラフ
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ィー及びサイズカラムクロマトグラフィー）、遠心分離、差動的溶解度を含む標準的方法
によって、、又はタンパク質の精製のためのその他の任意の標準的技術によって精製して
もよい。
【０１９９】
　或いは、任意の融合タンパク質を、発現される融合タンパク質に対して特異的な抗体を
利用することによって容易に精製してもよい。例えば、Janknechtらの文献によって記述
される系により、ヒト株化細胞において発現され非変性融合タンパク質の容易な精製が可
能になる（Janknechtらの文献, 1991、Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88：8972-897）。こ
の系では、遺伝子のオープンリーディングフレームが6ヒスチジン残基からなるアミノ末
端タグに対して翻訳可能的に融合されるように、関心対象の遺伝子をワクシニア組換えプ
ラスミドにサブクローニングする。タグは、融合タンパク質に対するマトリックス結合ド
メインとして役立つ。組換えワクシニアウイルスを感染させた細胞からの抽出物をNi2+ニ
トリロ酢酸-アガロースカラムに添加して、ヒスチジンにタグを付けたタンパク質を、イ
ミダゾール含有緩衝液で選択的に溶出させる。
【０２００】
（5.9.1　アフィボディーの発現）
　アフィボディー変異体の選択及び産生
　アフィボディーの構築は、他に記述されており（Ronnmark J, Gronlund H, Uhle´ n, 
M., Nygren P.Aの文献, 『ヒト免疫グロブリンA（IgA）－タンパク質Aのコンビナトリア
ル操作からの特異的リガンド（Human immunoglobulin A （IgA）-specific ligands from
 combinatorial engineering of protein A）』, 2002, Eur. J. Biochem. 269, 2647-26
55.）、アフィボディーファージディスプレイライブラリーの構築を含む（Nord, K., Nil
sson, J., Nilsson, B., Uhle´ n, M. & Nygren, P.Aの文献, 『a-ヘリカル細菌受容体
ドメインのコンビナトリアルライブラリー（A combinatorial library of an a-helical 
bacterial receptor domain）』, 1995, Protein Eng. 8, 601-608. Nord, K., Gunneriu
sson, E., Ringdahl, J., Sta hl, S., Uhle´ n, M. & Nygren, P.Aの文献, 『a-ヘリカ
ル細菌受容体ドメインのコンビナトリアルライブラリーから選択された結合タンパク質（
Binding proteins selected from combinatorial libraries of an a-helical bacterial
 receptor domain）』, 1997, Nat. Biotechnol.15, 772-777.）。
【０２０１】
　また、バイオセンサ結合研究を使用する最適なアフィボディー変異体を調査するための
バイオセンサ解析も、他に記述されている（Ronnmark J, Gronlund H, Uhle´ n, M., Ny
gren P.A,『ヒト免疫グロブリンA（IgA）－タンパク質Aのコンビナトリアル操作からの特
異的リガンド（Human immunoglobulin A （IgA）-specific ligands from combinatorial
 engineering of protein A）』, 2002, Eur. J. Biochem. 269, 2647-2655.）。
【０２０２】
（5.10　抱合された親和性試薬）
　好ましい実施態様において、抗体又はその断片などの抗タンパク質アイソフォーム親和
性試薬は、診断的又は治療的部分に抱合される。抗体は、例えば診断のために、又は所与
の治療計画の有効性を決定するために使用することができる。検出は、検出可能な物質に
対する抗体を結合することによって容易にすることができる。検出可能な物質の例には、
種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光材料、生物発光材料、放射性核種、ポジトロン
放射金属（ポジトロン放出断層撮影での使用用）及び非放射性常磁性金属イオンを含む。
一般に、本発明に従った診断法として使用するために抗体に抱合することができる金属イ
オンについての米国特許第4,741,900号を参照されたい。適切な酵素には、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β‐ガラクトシダーゼ又はアセチルコリンエ
ステラーゼを含み；適切な補欠分子族には、ストレプトアビジン、アビジン及びビオチン
を含み；適切な蛍光物質には、ウンベリフェロン、フルオレッセイン、フルオレッセイン
イソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレッセイン、ダン
シルクロリド及びフィコエリトリンを含み；適切な発光材料には、ルミノールを含み；適
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切な生物発光の材料には、ルシフェラーゼ、ルシフェリン及びエクオリンを含み；及び適
切な放射性核種には、125I、131I、111In及び99Tcを含む。また、68Gaも使用され得る。
【０２０３】
　抗タンパク質アイソフォーム抗体又はその断片は、所与の生物反応を修飾するために治
療薬又は薬物部分に抱合させることができる。治療薬部分又は薬物部分は、古典的な化学
治療薬に限定されるものとして解釈されない。例えば、薬物部分は、所望の生物活性を有
するタンパク質又はポリペプチドであってもよい。このようなタンパク質には、例えば、
アブリン、リシンA、プソイドモナス外毒素若しくはジフテリア毒素などの毒素；腫瘍壊
死因子、α-インターフェロン、β-インターフェロン、神経成長因子、血小板由来成長因
子、組織プラスミノゲンアクチベータ、血栓薬又は抗血管新生薬剤、例えばアンジオスタ
チン若しくはエンドスタチンなどのタンパク質；又はリンホカイン、インターロイキン1
（IL-1）、インターロイキン-2（IL-2）、インターロイキン6（IL-6）、顆粒球マクロフ
ァージコロニー刺激因子（GM-CSF）、顆粒球コロニー刺激因子（G-CSF）、神経成長因子
（NGF）若しくはその他の成長因子などの生体応答調節剤を含んでいてもよい。
【０２０４】
　このような治療的部分を抗体に抱合するための技術は周知であり、例えばArnonらの文
献、モノクローナル抗体及び癌治療における「癌治療における薬物の免疫ターゲティング
のためのモノクローナル抗体」（"Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drug
s In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy）、Reisfeldら
の文献、（編）、pp. 243-56（Alan R. Liss社、1985）；Hellstromらの文献、徐放性薬
物送達における「薬物送達のための抗体」（"Antibodies For Drug Delivery", in Contr
olled Drug Delivery）（第2版）、Robinsonらの文献、（編）、pp. 623-53（Marcel Dek
ker社 1987）；Thorpe、モノクローナル抗体　'84における「癌療法における細胞障害薬
の抗体担体：総説」：生物学的及び臨床的適用（"Antibody Carriers Of Cytotoxic Agen
ts In Cancer Therapy: A Review", in Monoclonal Antibodies '84: Biological And Cl
inical Applications）、Pincheraらの文献、（編）、pp. 475-506（1985）；癌検出及び
療法のためのモノクローナル抗体における「癌療法における放射標識された抗体の治療的
使用の解析、結果及び将来の期待」（"Analysis, Results, And Future Prospective Of 
The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in Monoclonal A
ntibodies For Cancer Detection And Therapy）、Baldwinらの文献、（編）、pp. 303-1
6（Academic Press 1985）及びThorpeらの文献、「抗体-毒素抱合体の調製及び細胞障害
特性」（"The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin Conjugates"
）、Immunol. Rev., 62: 119-58 （1982）を参照されたい。これらの文献は、その全体が
本明細書に組み込まれている。
【０２０５】
　或いは、Segalによって米国特許第4,676,980号に記述されたように、抗体を第二の抗体
に抱合させて、抗体ヘテロ結合を形態することもできる。
　抗体は、これに抱合された治療的部分の有無にかかわらず、単独で、又は細胞障害性因
子（類）及び／若しくはサイトカイン（類）と組み合わせて投与される治療薬として使用
することができる。
【０２０６】
（5.11 神経障害の診断）
　本発明に従って、例えば神経疾患を有することが疑われるか、又はそれが既知の被験体
から得られたCSFの適切な試験試料を診断のために使用することができる。一つの実施態
様において、対照試料（神経疾患がない被験体又は被験体群由来）に相対的な試験試料に
おける1つ以上のタンパク質アイソフォームの存在量の変化又は前もって決定された基準
範囲は、神経疾患の存在を示し；この目的のために適したタンパク質アイソフォームは、
上記の詳細に記載したように、表Iにおいて同定される。別の実施態様において、対照試
料又は前もって決定された基準範囲と比較した試験試料における1つ以上のタンパク質ア
イソフォームの相対的存在量は、神経疾患（例えば、神経疾患の家族性又は散発性変異体
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）のサブタイプを示す。更に別の実施態様において、対照試料又は前もって決定された基
準範囲に相対的な試験試料における1つ以上のタンパク質アイソフォーム（又はそのいず
れかの組み合わせ）の相対的存在量は、神経疾患の程度又は重症度を示す。任意の上述し
た方法において、本明細書に記述した1つ以上のタンパク質アイソフォームの検出は、ア
ポリポタンパク質E（ApoE）、アミロイドβ-ペプチド（Aβ）、τ及び神経スレッドタン
パク質（NTP）、等電点電気泳動によって示されるCSFにおけるオリゴクローナル免疫グロ
ブリンバンド（Reiber Hらの文献,（1998）Mult Scler 3：111-7）を含むが、これらに限
定されない神経疾患に関する1つ以上のさらなる生物マーカーの検出と任意に組み合わせ
てよい。本明細書に記述した好ましい技術、キナーゼアッセイ法、タンパク質アイソフォ
ームを検出、及び／又は視覚化する免疫アッセイ法（例えば、ウエスタンブロット法、免
疫沈降に続くドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動、免疫細胞化学、
その他）を含むが、これらに限定されない任意の当技術分野における適切な方法を使用し
てタンパク質アイソフォームのレベルを測定することができる。タンパク質アイソフォー
ムが公知の機能を有する場合、その機能に関するアッセイ法を使用して、タンパク質アイ
ソフォーム発現を測定してよい。さらなる実施態様において、対照試料又は前もって決定
された基準範囲に相対的な試験試料における表Iで同定された1つ以上のタンパク質アイソ
フォーム（又はその任意の組み合わせ）をコードするmRNAの存在量の変化は、神経疾患の
存在を示す。任意の適切なハイブリダイゼーションアッセイ法を使用して、タンパク質ア
イソフォームをコードするmRNAを検出、及び／又は視覚化することによってタンパク質ア
イソフォーム発現を検出する（例えば、ノーザンブロットアッセイ法、ドットブロット法
、インサイチューハイブリダイゼーション法、その他）ことに使用できる。
【０２０７】
　別の実施態様において本発明、タンパク質アイソフォームに特異的に結合する標識抗体
、その誘導体及び類似体は、診断目的のために、例えば神経疾患を検出、診断、又はモニ
ターするために使用することができる。好ましくは、神経疾患は、動物において、より好
ましくは哺乳類において、及び最も好ましくはヒトにおいて検出される。
【０２０８】
（5.12 スクリーニングアッセイ法）
　本発明は、タンパク質アイソフォームと結合するか、又はタンパク質アイソフォームの
発現又は活性に対する刺激作用若しくは阻害作用を有する薬剤（例えば、化学物質、タン
パク質又はペプチド）を同定するための方法を提供する。また、本発明は、タンパク質ア
イソフォーム関連ポリペプチド若しくはタンパク質アイソフォーム融合タンパク質と結合
するか、又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド若しくはタンパク質アイソフォ
ーム融合タンパク質の発現又は活性に対する刺激作用若しくは阻害作用を有する薬剤、候
補化合物又は試験化合物を同定する方法を提供する。薬剤、候補化合物又は試験化合物の
例には、核酸（例えば、DNA及びRNA）、炭水化物、脂質、タンパク質、ペプチド、ペプチ
ド擬態、小分子及び他剤を含むが、これらに限定されない。薬剤は：生物学的ライブラリ
ー；空間的にアドレス指定可能な並列固相又は溶液相ライブラリー；逆重畳を必要とする
合成ライブラリー法；「1ビーズ1化合物」ライブラリー法；及びアフィニティークロマト
グラフィー選択を使用する合成ライブラリー法；を含む、任意の当該技術分野において公
知のコンビナトリアルライブラリー法における多数の適切なアプローチを使用して得るこ
とができる。生物学的ライブラリーアプローチは、ペプチドライブラリーに限定されるが
、一方その他の4つのアプローチは、ペプチドライブラリー、非ペプチドオリゴマーライ
ブラリー又は化合物の小分子ライブラリーに適用できる（Lamの文献,1997,Anticancer Dr
ug Des., 12：145；米国特許第5,738,996号；及び米国特許第5,807,683号、それぞれ、そ
の全体が引用により本明細書に組み込まれる）。
【０２０９】
　分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当該技術分野において、例えば：DeWitt
らの文献、1993、90：6909 米国科学アカデミー紀要（Proc. Natl. Acad. Sci. USA）；E
rbらの文献、1994、91：11422 米国科学アカデミー紀要（Proc. Natl. Acad. Sci. USA）
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；Zuckermannらの文献、1994、J. Med. Chem. 37：2678；Choらの文献、1993、261：1303
サイエンス（Science）；Carrellらの文献、1994、Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33：20
59；Carellらの文献、1994、Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33：2061；及びGallopらの文
献、1994、J. Med. Chem., 37：1233；において見いだすことができ、それぞれ、その全
体が引用により本明細書に組み込まれる。
【０２１０】
　化合物のライブラリーは、例えば溶液中で（例えば、Houghtenの文献, 1992, Bio/Tech
niques 13：412-421）、又はビーズ（Lamの文献, 1991, Nature 354：82-84）、チップ（
Fodorの文献, 1993, Nature 364：555-556）、細菌（米国特許第5,223,409号）、胞子（
特許番号5,571,698号；第5,403,484号；及び第5,223,409号）、プラスミド（Cullらの文
献, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89：1865-1869）若しくはファージ（Scot 及び 
Smithの文献, 1990 Science 249：386-390；Devlin, 1990, Science, 249：404-406；Cei
rlaらの文献, 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87：6378-6382；及びFeliciの文献, 1
991, J. Mol. Biol. 222：301-310）に示されているであろうし、それぞれ、その全体が
引用により本明細書に組み込まれる。
【０２１１】
　一つの実施態様において、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片
（例えば、機能的に活性な断片）、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパ
ク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク
質と相互作用する（すなわち、結合する）薬剤は、細胞に基づいたアッセイ系で同定され
る。この実施態様によれば、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの断
片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペ
プチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質を発現する細胞を候補化合物
又は対照化合物と接触させて、候補化合物がタンパク質アイソフォームと相互作用する能
力を決定する。必要に応じて、このアッセイ法を使用して、複数の候補化合物（例えば、
ライブラリー）をスクリーニングしてもよい。細胞は、例えば原核生物起源（例えば、大
腸菌（E. coli））又は真核生物起源（例えば、酵母又は哺乳動物）であることができる
。更に、細胞は、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの断片、タンパ
ク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断
片若しくはタンパク質アイソフォーム融合タンパク質を内因的に発現することができ、又
はタンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの断片、タンパク質アイソフォ
ーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片若しくはタン
パク質アイソフォーム融合タンパク質を発現するように遺伝子操作することができる。一
部の実施態様において、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム、タンパ
ク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断
片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質の断片若しくは候補化合物を、例えばタ
ンパク質アイソフォームと候補化合物との間の相互作用の検出を可能にするための放射標
識（32P、35S又は125Iなど）又は蛍光標識（フルオレッセインイソチオシアネート、ロー
ダミン、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシアニン、o-フタルアルデヒド
p又はフルオレサミンなど）で標識する。候補化合物がタンパク質アイソフォーム、タン
パク質アイソフォームの断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質
アイソフォーム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質と
直接又は間接的に相互作用する能力は、当業者に公知の方法によって決定することができ
る。例えば、候補化合物とタンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの断片
、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプ
チドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質との間の相互作用は、フローサ
イトメトリー、シンチレーションアッセイ法、免疫沈降法又はウエスタンブロット分析法
によって決定することができる。
【０２１２】
　別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片（
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例えば、機能的に活性な断片）、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク
質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質
と相互作用する（すなわち、結合する）薬剤は、無細胞アッセイ系で同定される。この実
施態様に従って、天然若しくは組換えのタンパク質アイソフォーム又はその断片、又は天
然若しくは組換えのタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はその断片、又はタン
パク質アイソフォーム融合タンパク質又はその断片を候補化合物又は対照化合物と接触さ
せて、候補化合物がタンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペ
プチド又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質と相互作用する能力を決定する。必
要に応じて、このアッセイ法を使用して、複数の候補化合物（例えば、ライブラリー）を
スクリーニングしてもよい。好ましくは、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソ
フォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム
関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質を、最初に、タン
パク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連
ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片若しくはタンパク質ア
イソフォーム融合タンパク質を、例えばそれを特異的に認識して結合する固定された抗体
と接触させることにより、又はタンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断
片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペ
プチドの断片若しくはタンパク質アイソフォーム融合タンパク質の精製された調製をタン
パク質に結合するようにデザインされた表面と接触させることにより、固定させる。タン
パク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連
ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソ
フォーム融合タンパク質は、部分的若しくは完全に精製されていてもよく（例えば、部分
的又は完全にその他のポリペプチドを含まない）、又は細胞可溶化物の一部であってもよ
い。更に、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質アイ
ソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片は、タ
ンパク質アイソフォーム若しくはその生物学的に活性な部分を含む融合タンパク質又はタ
ンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド及びグルタチオンイン-S-トランスフェラーゼ
などのドメインであってもよい。或いは、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソ
フォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム
関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質は、当業者に周知
の技術を使用してビオチン化することができる（例えば、ビオチン標識キット、Pierce C
hemical社；Rockford, IL）。候補化合物がタンパク質アイソフォーム、タンパク質アイ
ソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォー
ム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質と相互作用する
能力は、当業者に公知の方法によって決定することができる。
【０２１３】
　別の実施態様において、細胞に基づいたアッセイ系を使用して、タンパク質アイソフォ
ームの産生若しくは分解の役割を担うか、又はタンパク質アイソフォームの翻訳後修飾の
役割を担う酵素などのタンパク質若しくはその生物学的に活性な部分に結合するか、又は
その活性を調節する薬剤を同定する。一次選別では、タンパク質アイソフォーム、タンパ
ク質アイソフォームアイソフォーム、タンパク質アイソフォーム相同体、タンパク質アイ
ソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム融合タンパク質若しくは断片の
産生、分解又は翻訳後修飾を調節する化合物を同定するために、複数の化合物（例えば、
ライブラリー）を：（i）タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームのアイ
ソフォーム、タンパク質アイソフォーム相同体、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプ
チド、タンパク質アイソフォーム融合タンパク質又は前述のいずれかの生物学的に活性な
断片；及び（ii）タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームアイソフォーム
、タンパク質アイソフォーム相同体、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タン
パク質アイソフォーム融合タンパク質又は断片のプロセシングの役割を担うタンパク質を
天然又は組換えで発現する細胞；と接触させる。必要に応じて、一次選別において同定さ
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れた化合物を、次いで関心対象の特異的タンパク質アイソフォームを天然又は組換えで発
現する細胞に対して二次選別でアッセイすることができる。候補化合物がタンパク質アイ
ソフォーム、アイソフォーム、相同体、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又は
タンパク質アイソフォーム融合タンパク質の産生、分解又は翻訳後修飾を調節する能力は
、フローサイトメトリー、シンチレーションアッセイ法、免疫沈降法及びウエスタンブロ
ット分析法を含むが限定されない当業者に公知の方法によって決定することができる。
【０２１４】
　別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片、
タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチ
ドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質と競合的に相互作用する（すなわ
ち、結合する）薬剤は、競合結合アッセイ法で同定される。この実施態様によれば、タン
パク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連
ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソ
フォーム融合タンパク質を発現する細胞を、候補化合物及びタンパク質アイソフォーム、
タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク
質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質
と相互作用することが公知の化合物と接触させ；次いで、候補化合物がタンパク質アイソ
フォーム、タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド
、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合
タンパク質と競合的に相互作用する能力を決定する。或いは、タンパク質アイソフォーム
、タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はタン
パク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片と競合的に相互作用する（すなわち、結合
する）薬剤は、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片、タンパク質
アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの断片又
はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質を、候補化合物及びタンパク質アイソフォー
ム、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はタンパク質アイソフォーム融合タン
パク質と相互作用することが公知の化合物とを接触させることによって、無細胞アッセイ
系で同定される。上記したように、候補化合物がタンパク質アイソフォーム、タンパク質
アイソフォーム断片、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフ
ォーム関連ポリペプチドの断片又はタンパク質アイソフォーム融合タンパク質と相互作用
する能力は、当業者に公知の方法によって決定することができる。細胞に基づくか、又は
無細胞のいずれかで、これらのアッセイを使用して、複数の候補化合物（例えば、ライブ
ラリー）をスクリーニングすることができる。
【０２１５】
　別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連
ポリペプチドの発現を調節する（すなわち、アップレギュレートするか、又はダウンレギ
ュレートする）薬剤は、タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポ
リペプチドを発現する細胞（例えば、原核生物起源又は真核生物起源の細胞）を候補化合
物又は対照化合物（例えば、リン酸緩衝食塩水（PBS））と接触させること、及びタンパ
ク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はタンパク質アイソ
フォーム融合タンパク質、タンパク質アイソフォームをコードするmRNA又はタンパク質ア
イソフォーム関連ポリペプチドをコードするmRNAの発現を決定することによって同定され
る。候補化合物の存在下における選択したタンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソ
フォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォームをコードするmRNA又はタンパク質
アイソフォーム関連ポリペプチドをコードするmRNAの発現レベルを、候補化合物の非存在
下における（例えば、対照化合物の存在下における）タンパク質アイソフォーム、タンパ
ク質アイソフォーム関連ポリペプチド、タンパク質アイソフォームをコードするmRNA又は
タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードするmRNAの発現レベルと比較する。
次いで、この比較に基づいて、タンパク質アイソフォームの発現又はタンパク質アイソフ
ォーム関連ポリペプチドのモジュレーターとして候補化合物を同定することができる。例
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えば、タンパク質アイソフォーム又はmRNAの発現が、候補化合物の存在下において、その
非存在におけるよりも有意に高いときに、候補化合物は、タンパク質アイソフォーム又は
mRNAの発現の刺激剤として同定される。或いは、タンパク質アイソフォーム又はmRNAの発
現が、候補化合物の存在下において、その非存在におけるよりも有意に少ないときに、候
補化合物は、タンパク質アイソフォーム又はmRNAの発現の阻害剤として同定される。タン
パク質アイソフォーム又はそれをコードするmRNAの発現レベルは、本記述に基づいて当業
者に公知の方法によって決定することができる。例えば、mRNA発現は、ノーザンブロット
解析又はRT-PCRによって評価することができ、タンパク質レベルは、ウエスタンブロット
分析によって評価することができる。
【０２１６】
　別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連
ポリペプチドの活性を調節する薬剤は、タンパク質アイソフォーム若しくはタンパク質ア
イソフォーム関連ポリペプチドを含む製剤又はタンパク質アイソフォーム若しくはタンパ
ク質アイソフォーム関連ポリペプチドを発現する細胞（例えば、原核生物又は真核生物細
胞）を、試験化合物又は対照化合物と接触させること、及び試験化合物がタンパク質アイ
ソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの活性を調節する（例えば、
刺激し、又は阻害する）能力を決定することによって同定される。タンパク質アイソフォ
ーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの活性は、タンパク質アイソフォー
ム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド（例えば、細胞内Ca2+、ジアシルグリ
セロール、IP3、その他）の細胞情報伝達経路の誘導を検出すること、適切な基質に対す
る標的の触媒活性又は酵素活性を検出すること、リポーター遺伝子（例えば、タンパク質
アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドに応答し、かつ検出可能
なマーカー、例えばルシフェラーゼをコードする核酸に機能的に連結されている調節エレ
メント）の誘導を検出すること、又は細胞の反応、例えば細胞分化若しくは細胞増殖を検
出することによって評価することができ、この場合も同様に、本記述に基づいて、当業者
に公知の技術を使用してこれらの活性を測定することができる（例えば、米国特許第5,40
1,639号参照され、これは、その全体が引用により本明細書に組み込まれる）。次いで、
タンパク質アイソフォームの活性又は候補化合物の効果を対照化合物と比較することによ
り、候補薬剤をタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドのモジュレーターとして同定
することができる。適切な対照化合物には、リン酸緩衝食塩水（PBS）及び通常の生理食
塩水（NS）を含む。
【０２１７】
　別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連
ポリペプチドの発現、活性又は発現及び活性の両方を調節する（すなわち、アップレギュ
レートするか、又はダウンレギュレートする）薬剤は、動物モデルにおいて同定される。
適切な動物の例には、マウス、ラット、ウサギ、サル、モルモット、イヌ及びネコを含む
が、これらに限定されない。好ましくは、使用される動物は、神経疾患のモデルを表す（
例えば、鬱病については、多数の動物モデルが、新たな治療を探索する際の、及びメカニ
ズムの研究の際に重要な価値を有した。最も注目すべきは、鬱病のポルソルト強制水泳試
験モデルが、両状況において頻繁に使用される（Kirby 及び Luckiの文献, 1997; Rosset
ti らの文献, 1993）。双極性障害（鬱病及び躁病）において観察される2つの主要な臨床
状態もうまくモデル化されている（Cappeliez及び Mooreの文献、Prog Neuropsychopharm
acol Biol Psychiatry 1990 14, 347-58）。覚醒剤治療も、機能亢進、感覚認識の増強及
び警戒を含む躁病におけるものと類似の行動の範囲を生じ得るために、（ある程度の）表
面的妥当性、構成概念的妥当性及び予測妥当性を示す躁病のための非常に有用なモデルと
なった。双極性疾病の発症のために利用された別のモデルは、行動的増感現象である。こ
のモデルでは、多くの覚醒剤の繰り返し投与により、薬物で誘導される行動の段階的増大
又は感作を引き起こし；また、このモデルでは、躁病に関してかなりの構成概念的妥当性
及び表面的妥当性を有する（Koobらの文献, Pharmacol Biochem Behav 1997 57、513-21
）。この実施態様によれば、試験化合物又は対照化合物を適切な動物に投与して（例えば
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、経口的、直腸又は腹腔内若しくは静脈内などの非経口的）、タンパク質アイソフォーム
の発現、活性又は発現及び活性の両方に対する効果を決定する。統合失調症については、
例えば、フェンシクリジン処理した齧歯類（Sams-Dodd Rev Neurosci（1999）10, 59-90
）、感覚運動ゲーティング欠損の動物モデル（Swerdlow and Geyer Schizophr Bull （19
98） 24:2 285-301）、新生児の海馬領域に対する発作（Beauregard and Bachevalier Ca
n J Psychiatry （1996） Sep 41:7 446-56）、新生児の興奮毒性海馬損傷に基づくモデ
ル（Lillrankらの文献, Clin Neurosci（1995）3：2 98-104）、注意力欠陥モデル（Feld
onらの文献,J Psychiatr Res 4, 345-66）及びNMDA欠損齧歯類モデル（Mohnらの文献, Ce
ll（1999）98（427-436））。血管性認知症については、例えば大脳β-アミロイド血管障
害の動物モデル（Walkerの文献, Brain Res. Rev. （1997） 25:70-84）、発作誘発性の
自然発症高血圧ラットに重点を置いた血管性認知症の動物モデル（Saitoらの文献, Clin.
 Exp. Pharmacol. Physiol. （1995） 22 Suppl 1:s257-259）、一側性中大脳動脈（MCA
）閉塞、急性の単一梗塞性認知症症若しくは多重梗塞性認知症記憶機能障害を生じる複数
の小さな塞栓形成又は一過性の4つの血管閉塞モデルラット（Naritomiの文献, Alzheimer
 Dis Assoc Disord （1991） 5:103-11）、発作誘発性の自然発症高血圧ラット（Togashi
らの文献, Stroke （1996） 27:520-5; discussion 525-6）、脳血管β-アミロイド症の
動物モデルにおけるシスタチンCのアイスランド様突然変異（Weiの文献, Stroke （1996
） 27:2080-5）及びFeuerstein及びWangによって概説されたような脳卒中の最終的な共通
モデル（Feuerstein GZ, Wang Xの文献,『脳卒中の動物モデル（Animal models of strok
e）』, Mol Med Today 2000 Mar;6（3）:133-5）。アルツハイマー病については、例えば
ヒト家族性アルツハイマー病（FAD）β-アミロイド前駆体（APP）を発現する動物、ヒト
野生型APPを過剰発現する動物、β-アミロイド1-42（β）を過剰発現する動物、FADプレ
セリニン-1（PS-1）を発現する動物。例えば、Higgins、LS、1999、分枝医学トゥデイ（M
olecular Medicine Today）5：274-276を参照されたい。多発性硬化症については、例え
ば実験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）（Steinmanの文献,（1999）Neuron,24：511-514））
。この実施態様によれば、試験化合物又は対照化合物を適切な動物に投与して（例えば、
経口的、直腸又は腹腔内若しくは静脈内などの非経口的）、タンパク質アイソフォーム又
はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドの発現、活性又は発現及び活性の両方に対
する効果を決定する。タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリ
ペプチドの発現の変化は、本記述に基づいて、上記の任意の適切な方法によって評価する
ことができる。
【０２１８】
　更に別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム
関連ポリペプチドは、タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリ
ペプチドに結合するか、又は相互作用するその他のタンパク質を同定するために、ツーハ
イブリッドアッセイ法又はスリーハイブリッドアッセイ法の「ベイトタンパク質」として
使用される（例えば、米国特許第5,283,317号；Zervosらの文献,（1993）Cell 72：223-2
32；Maduraらの文献,（1993）J. Biol. Chem. 268：12046-12054；Bartelらの文献（1993
）Bio/Tchniques14：920-924；Iwabuchiらの文献（1993）Oncogene 8：1693-1696；及びP
CT公開番号WO94/10300を参照されたい）。当業者に公知であるように、このような結合タ
ンパク質は、また、例えば本発明のタンパク質アイソフォームを含むシグナリング経路の
上流又は下流のエレメントとして本発明のタンパク質アイソフォームによるシグナル伝播
に関与する可能性もある。
【０２１９】
　当業者に公知であるように、表IIIには、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイ
ソフォーム類似体、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又は前述の任意の断片の
酵素活性若しくは結合活性を検出、又は定量化するために適したアッセイ法を記述する科
学文献を列挙してある。このようなそれぞれの参照は、その全体が本明細書に組み込まれ
る。好ましい実施態様において、表IIIで参照されるアッセイ法は、本明細書に記述した
選別及びアッセイ法に、例えばタンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム類
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似体若しくはタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド、前述の任意の断片又はタンパ
ク質アイソフォーム融合タンパク質の活性を調節する（又は発現及び活性の両方を調節す
る）薬剤をスクリーニング、又は同定するために使用される。
【０２２０】
【表３】

　本発明は、上記スクリーニングアッセイ法によって同定される新規薬剤及び本明細書に
記述したような治療のためのその使用を更に提供する。
【０２２１】
（5.13 タンパク質アイソフォームの治療的使用）
　本発明は、治療薬の投与による種々の疾患及び障害の治療又は予防を提供する。このよ
うな薬剤には：タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム類似体、タンパク
質アイソフォーム関連ポリペプチド及びその誘導体（断片を含む）；前述のものに対する
抗体；タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム類似体、タンパク質アイソ
フォーム関連ポリペプチド及びその断片をコードする核酸；タンパク質アイソフォーム又
はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードする遺伝子に対するアンチセンス
核酸；並びにタンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド
をコードする遺伝子のモジュレーター（例えば、アゴニスト及びアンタゴニスト）；を含
むが、これらに限定されない。本発明の重要な特徴は、神経疾患に関与するタンパク質ア
イソフォームをコードする遺伝子の同定である。神経疾患は、神経疾患を有する被験体の
CSFにおいて減少した1つ以上のタンパク質アイソフォームの機能若しくは発現を促進する
治療的化合物の投与によって、又は神経疾患を有する被験体のCSFにおいて増大した1つ以
上のタンパク質アイソフォームの機能又は発現を減少させる治療的化合物の投与によって
、治療すること（例えば、症候を寛解させること、又は発病若しくは進行を遅延させるこ
と）又は予防することができる。
【０２２２】
　一つの実施態様において、タンパク質アイソフォームに対してそれぞれ特異的に結合す
る1つ以上の抗体は、単独で、又は1つ以上のさらなる治療的化合物又は治療と組み合わせ
て投与される。このような治療的化合物又は治療の例には、気分安定剤：リチウム、ジバ
ルプロエクス、カルバマゼピン、ラモトリジン；抗鬱薬：三環系抗鬱薬（例えば、デシプ
ラミン、クロルイミプラミン、ノルトリプチリン）、選択的セロトニン再取り込み阻害薬
（フルオキセチン（プロザック）、セルトラルトリン（sertraltrine）（ゾロフト）、パ
ロキセチン（パキシル）、フルボキサミン（ルボックス）及びシタロプラム（セレクサ）
を含むSSRI）、MAOI、ブプロピオン（ウェルブトリン）、ベンラファキシン（エフェクサ



(69) JP 2009-506301 A 2009.2.12

10

20

30

40

50

ー）及びミルトラザピン（レメロン）；及び非典型的な精神病薬：クロザピン、オランザ
ピン、リスペリドン；を含むが、これらに限定されない。P31から-セルチンドール、ハロ
ペリドール、ピレンゼピン、ペラジン、リスパダール、ファモチジン、クロザリル、メソ
リダジン、クエチアピン、リスペリドン、ジプレクサ（オランザピン）及びクロザピンの
非典型的抗精神病薬；並びにその他の任意のジベンゾチアゼピン。セルチンドール、ハロ
ペリドール、ピレンゼピン、ペラジン、リスパダール、ファモチジン、クロザリル、メソ
リダジン、クエチアピン；リスペリドン、ジプレクサ（オランザピン）及びクロザピンの
非典型的抗精神病薬、及びその他の任意のジベンゾチアゼピン；ダナパロイド、ナドロパ
リン及びチンザパリンなどの抗血栓療法；プロ-ウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、組
織プラスミノーゲン活性化因子及びウロキナーゼなどの血栓溶解薬並びに脱線維素薬；ア
スピリン、バフロメジル（Buflomedil）（Cucinottaらの文献, J Int Med Res （1992） 
20:136-49）などの抗血小板剤；プロペントフィリン（Rotherらの文献, Ann N Y Acad Sc
i （1996） 777:404-9, Mielkeらの文献, Alzheimer Dis Assoc Disord （1998） 12 Sup
pl 2:S29-35, Rotherらの文献, Dement Geriatr Cogn Disord （1998） 9 Suppl 1:36-43
）などの神経保護薬；リバスチグミン、ガランタミン（Kumarらの文献, Neurology （199
9） 52 Suppl 2:A395）並びにカルシウム拮抗薬ニモジピン及びニカジピン（Nicadipine
）などの現在臨床評価中のその他の細胞保護剤などのコリンエステラーゼ阻害剤；セルフ
ォテール（Selfotel）、デキストファン、セレスタット（Cerestat）、エリプロディル、
ラモトリジン、GABAアゴニスト、κ選択的オピオイドアンタゴニスト、ルペルゾール、遊
離ラジカルスカベンジャー、抗ICAM抗体及びGM-1ガングリオシドなどのNMDAアンタゴニス
ト；アボキナーゼ（登録商標）、アクティバーゼ（登録商標）、アグレノックス（登録商
標）、抗ICAM-1抗体、抗β-2-インテグリン抗体、アービン（Arvin）（登録商標）、アタ
カンド（登録商標）、セルアクソン（CerAxon）（登録商標）、セレビックス（登録商標
）、セレシン（登録商標）、セレスタット（Cerestat）（登録商標）、セルベン（Cerven
e）（登録商標）、クマジン（登録商標）、フィブラスト（登録商標）、フラキシパリン
（登録商標）、フリードクス（Freedox）（登録商標）、インノヘプ（Innohep）（登録商
標）、カビキナーゼ（Kabikinase）（登録商標）、クラベル（Klerval）（登録商標）、
ロイクアレスト（LeukArrest）（登録商標）、リピトール（登録商標）、ロベノックス（
登録商標）、ニューロガード（Neurogard）（登録商標）、ニモトップ（登録商標）、オ
ルガラン（登録商標）、ペルサンチン（登録商標）、プラビックス（登録商標）、プロラ
イズ（Prolyse）（登録商標）、プロシナプ（Prosynap）（登録商標）、レオプロ（登録
商標）、セルフォテール（登録商標）、シベリウム（登録商標）、ストレプターゼ（登録
商標）、ストレプトキナーゼ、サイジェン（Sygen）（登録商標）、チクリド（登録商標
）、トレンタール（登録商標）、ビクリネクス（Viprinex）（登録商標）、ワーファリン
、ゼナフレックス（Zanaflex）（登録商標）、ゼンドラ（Zendra）（登録商標）、タクリ
ン、ドネペジル、α-トコフェロール、セレジリン（selegeline）、NSAID、エストロゲン
補充療法、フィゾスチグミン、リバスチグミン、ヘパスチグミン（hepastigmine）、メト
リホネート、ENA-713、イチョウ葉エキス抽出物、フィゾスチグミン、アムリジン（amrid
in）、タランピシリン、ジフロシロン、エプタスチグミン、メタンスルホニルクロリド、
ネフィラセタム、ALCAR、タルサチジン（talsachidine）、キサノメリン、ガランタミン
、及びプロペントフィリン、インターフェロンβ-1b（ベータセロン（登録商標）、ベー
タフェロン（登録商標））、インターフェロンβ-1a（アボネックス（登録商標）、レビ
フ（登録商標））、グラチラマーアセテート（コパキソン（登録商標））、静脈免疫グロ
ブリン、及び副腎皮質ステロイドを用いる急性再発療法のためのもの（Noseworthyの文献
,（1999） Nature 399: suppl. A40-A47）。
【０２２３】
　好ましくは、抗体などの生物学的製剤は、それが投与される被験体に対して同種間であ
る。好ましい実施態様において、ヒトタンパク質アイソフォーム若しくはヒトタンパク質
アイソフォーム関連ポリペプチド、ヒトタンパク質アイソフォーム若しくはヒトタンパク
質アイソフォーム関連ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列又はヒトタンパク質ア
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イソフォーム若しくはヒトタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドに対する抗体は、
療法（例えば症候を寛解させるか、又は発病若しくは進行を遅延させること）又は予防の
ためにヒト被験者に投与される。
【０２２４】
（5.13.1 神経障害の治療及び予防）
　神経障害は、神経疾患を有する疑いがあるか、又は神経疾患を有する、若しくは神経疾
患を発病するリスクがあることが既知である被験体に対して、神経疾患を有する被験体の
CSF又は脳組織において、その神経疾患がない被験体のCSF又は脳組織と比較して差動的に
存在する1つ以上のタンパク質アイソフォームレベル又は活性（すなわち、機能）を調節
する（すなわち、増大又は減少させる）薬剤を投与することによって治療又は予防するこ
とができる。一つの実施態様において、特定の神経疾患を有する疑いがあるか、又は特定
の神経疾患を有する、若しくは特定の神経疾患を発病するリスクがあることが既知である
被験体に対して、上記神経疾患を有する被験体のCSF又は脳組織において、減少された1つ
以上のタンパク質アイソフォームレベル又は活性（すなわち、機能）をアップレギュレー
トする（すなわち、増大させる）薬剤を投与することによって治療又は予防することがで
きる。別の実施態様において、特定の神経疾患を有する被験体のCSFにおいて、増大され
た1つ以上のタンパク質アイソフォームのレベル又は活性（すなわち機能）をダウンレギ
ュレートする薬剤が投与される。このような化合物の例には：タンパク質アイソフォーム
、タンパク質アイソフォーム断片及びタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド；タン
パク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォーム断片及びタンパク質アイソフォーム関
連ポリペプチドをコードする核酸（例えば、遺伝子療法に使用するため）；並びに酵素活
性を有するタンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペプチドに
関する、その酵素活性を調節することが公知の化合物又は分子を含むが、これらに限定さ
れるない。使用することができるその他の化合物、例えばタンパク質アイソフォームアゴ
ニストは、先に、若しくはさらに以前に定義し、又は記述したようなインビトロでのアッ
セイ法を使用して同定することができる。
【０２２５】
　また、神経疾患は、神経疾患を有する疑いがあるか、又はそれを有する、若しくは神経
疾患を発病するリスクがあることが既知である被験体に対して、神経疾患を有する被験体
のCSF又は脳組織において増大された1つ以上のタンパク質アイソフォームのレベル又は活
性をダウンレギュレートする化合物の投与によって治療又は予防される。別の実施態様に
おいて、神経疾患を有する被験体のCSF又は脳組織において減少された1つ以上のタンパク
質アイソフォームのレベル又は活性をアップレギュレートする化合物が投与される。この
ような化合物の例には、タンパク質アイソフォームアンチセンスオリゴヌクレオチド、リ
ボザイム、タンパク質アイソフォームに向けられた抗体及びタンパク質アイソフォームの
酵素活性を阻害する化合物を含むが、これらに限定されない。その他の有用な化合物、例
えばタンパク質アイソフォームアンタゴニスト及び小分子タンパク質アイソフォームアン
タゴニストは、インビトロアッセイ法を使用して同定することができる。
【０２２６】
　好ましい実施態様において、療法又は予防法は、個々の被験体の必要に合わせられる。
従って、具体的実施態様において、1つ以上のタンパク質アイソフォームのレベル又は機
能を促進する化合物は、神経疾患を有する疑いがあるか、又はそれを有することが公知で
あるり、前記1つ以上のタンパク質アイソフォームのレベル又は機能を欠くか、又は対照
又は正常基準範囲に対して相対的に減少している被験体に、治療的又は予防的に投与され
る。さらなる実施態様において、1つ以上のタンパク質アイソフォームのレベル又は機能
を促進する化合物は、神経疾患を有する疑いがあるか、又はそれを有することが公知であ
り、前記1つ以上のタンパク質アイソフォームのレベル又は機能が対照又は基準範囲に対
して相対的に増大している被験体に、治療的又は予防的に投与される。さらなる実施態様
において、1つ以上のタンパク質アイソフォームのレベル又は機能を減少させる化合物は
、神経疾患を有する疑いがあるか、又はそれを有することが公知であり、前記1つ以上の
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タンパク質アイソフォームのレベル又は機能が、対照又は基準範囲に対して相対的に増大
している被験体に、治療的又は予防的に投与される。さらなる実施態様において、1つ以
上のタンパク質アイソフォームのレベル又は機能を減少させる化合物は、神経疾患を有す
る疑いがあるか、又はそれを有することが公知であり、前記1つ以上のタンパク質アイソ
フォームのレベル又は機能が対照又は基準範囲に対して相対的に減少している被験体に、
治療的又は予防的に投与される。このような化合物の投与によるタンパク質アイソフォー
ム機能又はレベルの変化は、例えば試料（例えば、脳生検組織などのCSF、血液若しくは
尿の試料又は組織試料）を得ること、及び前記タンパク質アイソフォームのレベル若しく
は活性若しくは前記タンパク質アイソフォームをコードするmRNAのレベル又は前述の任意
の組み合わをインビトロでアッセイすることによって容易に検出することができる。この
ようなアッセイ法は、本明細書に記述したように、化合物の投与の前後に行うことができ
る。
【０２２７】
　本発明の化合物は、神経疾患タンパク質アイソフォームプロフィールを正常の方向へ回
復させる任意の化合物、例えば小有機分子、タンパク質、ペプチド、抗体、核酸など含む
が、これらに限定されず、ただしこのような化合物には、－リチウム、ジバルプロエクス
、カルバマゼピン、ラモトリジン；抗鬱薬：三環系抗鬱薬（例えば、デシプラミン、クロ
ルイミプラミン、ノルトリプチリン）、選択的セロトニン再取り込み阻害薬（フルオキセ
チン（プロザック）、セルトラルトリン（sertraltrine）（ゾロフト）、パロキセチン（
パキシル）、フルボキサミン（ルボックス）及びシタロプラム（セレクサ）を含むSSRI）
、MAOI、ブプロピオン（ウェルブトリン）、ベンラファキシン（エフェクサー）、及びミ
ルトラザピン（レメロン）；及び非典型的な精神病薬：クロザピン、オランザピン、リス
ペリドンを含むが、これらに限定されない。ハロペリドール、ピレンゼピン、ペラジン、
リスパダール、ファモチジン、クロザリル、メソリダジン、クエチアピン；リスペリドン
、ジプレクサ（オランザピン）及びクロザピンの非典型的抗精神病薬並びにその他の任意
のジベンゾチアゼピン；を含まないことを条件とする。ダナパロイド、ナドロパリン及び
チンザパリン；プロ-ウロキナーゼ、ストレプトキナーゼ、組織プラスミノーゲン活性化
因子及びウロキナーゼなどの血栓溶解薬並びに脱線維素薬；アスピリン、バフロメジル（
Buflomedil）（Cucinottaらの文献, J Int Med Res （1992） 20:136-49）などの抗血小
板剤；プロペントフィリン（Rotherらの文献, Ann N Y Acad Sci （1996） 777:404-9, M
ielkeらの文献, Alzheimer Dis Assoc Disord （1998） 12 Suppl 2:S29-35, Rotherらの
文献, Dement Geriatr Cogn Disord （1998） 9 Suppl 1:36-43）などの神経保護薬；リ
バスチグミン、ガランタミン（Kumarらの文献, Neurology （1999） 52 Suppl 2:A395）
並びにカルシウム拮抗薬ニモジピン及びニカジピン（Nicadipine）などの現在臨床評価中
のその他の細胞保護剤などのコリンエステラーゼ阻害剤；セルフォテール（Selfotel）、
デキストファン、セレスタット（Cerestat）、エリプロディル、ラモトリジン、GABAアゴ
ニスト、κ選択的オピオイドアンタゴニスト、ルペルゾール、遊離ラジカルスカベンジャ
ー、抗ICAM抗体及びGM-1ガングリオシドなどのNMDAアンタゴニスト；アボキナーゼ（登録
商標）、アクティバーゼ（登録商標）、アグレノックス（登録商標）、抗ICAM-1抗体、抗
β-2-インテグリン抗体、アービン（Arvin）（登録商標）、アタカンド（登録商標）、セ
ルアクソン（CerAxon）（登録商標）、セレビックス（登録商標）、セレシン（登録商標
）、セレスタット（Cerestat）（登録商標）、セルベン（Cervene）（登録商標）、クマ
ジン（登録商標）、フィブラスト（登録商標）、フラキシパリン（登録商標）、フリード
クス（Freedox）（登録商標）、インノヘプ（Innohep）（登録商標）、カビキナーゼ（Ka
bikinase）（登録商標）、クラベル（Klerval）（登録商標）、ロイクアレスト（LeukArr
est）（登録商標）、リピトール（登録商標）、ロベノックス（登録商標）、ニューロガ
ード（Neurogard）（登録商標）、ニモトップ（登録商標）、オルガラン（登録商標）、
ペルサンチン（登録商標）、プラビックス（登録商標）、プロライズ（Prolyse）（登録
商標）、プロシナプ（Prosynap）（登録商標）、レオプロ（登録商標）、セルフォテール
（登録商標）、シベリウム（登録商標）、ストレプターゼ（登録商標）、ストレプトキナ
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ーゼ、サイジェン（Sygen）（登録商標）、チクリド（登録商標）、トレンタール（登録
商標）、ビクリネクス（Viprinex）（登録商標）、ワーファリン、ゼナフレックス（Zana
flex）（登録商標）、ゼンドラ（Zendra）（登録商標）、タクリン、ドネペジル、リバス
チグミン、ヘパスチグミン（hepastigmine）、メトリゴネート（Metrigonate）、フィソ
スティグミン（physostigmine）、アムリジン（Amridin）、タルサクリジン（Talsaclidi
ne）、KA-672、フペルジン（Huperzine）、P-11012、P-11149、ジフロシロン（Zifrosilo
ne）、エプタスティグミン（Eptastigmine）、メタンスルホニルクロリド、及びS-9977）
、アセチルコリン受容体アゴニスト（例えば、ネフィラセタム（Nefiracetam）、LU-2510
9、及びNS2330）、ムスカリン受容体アゴニスト（例えば、SB-20206、タルサチジン（Tal
sachidine）、 ADF-1025B、及びSR-46559A）、ニコトニックコリン性受容体アゴニスト（
例えば、ABT-418）、アセチルコリンモジュレータ（例えば、FKS-508及びガランタミン（
Galantamine））又はプロペントフィリン（propentofylline）、インターフェロンβ-1b
（ベータセロン（登録商標）、ベータフェロン（登録商標））、インターフェロンβ-1a
（アボネックス（登録商標）、レビフ（登録商標））、グラチラマーアセテート（コパキ
ソン（登録商標））、静脈免疫グロブリン、及び副腎皮質ステロイドを用いる急性再発療
法（Noseworthyの文献,（1999） Nature 399: suppl. A40-A47）のためのもの。
【０２２８】
（5.13.2 遺伝子療法）
　別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム、タンパク質アイソフォームの断片
、タンパク質アイソフォーム関連ポリペプチド又はタンパク質アイソフォーム関連ポリペ
プチドの断片をコードする配列を含む核酸は、遺伝子療法によってタンパク質アイソフォ
ーム機能を促進するために投与される。遺伝子療法は、被験体において発現されるか、又
は発現可能な核酸の投与をいう。この実施態様では、核酸がそのコードされたポリペプチ
ドを産生して、ポリペプチドがタンパク質アイソフォーム機能を促進することによって治
療効果を媒介する。
　当該技術分野において利用可能な遺伝子療法のための任意の適切な方法を本発明に従っ
て使用することができる。
【０２２９】
　遺伝子療法の方法の一般的総説については、Goldspielらの文献、1993, 臨床薬学（Cli
nical Pharmacy）12:488-505; Wu及びWuの文献、1991, 生物治療（Biotherapy） 3:87-95
; Tolstoshevの文献、1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32:573-596; Mulliganの文
献、1993, サイエンス（Science） 260:926-932; 並びにMorgan及びAndersonの文献、199
3, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217; Mayの文献、1993, TIBTECH 11（5）: 155-215を参
照されたい。本発明に使用することができる組換えDNA技術の技術分野において一般に知
られる方法は、Ausubelら（編）1993、分子生物学の最新のプロトコル（Current Protoco
ls in Molecular Biology）, John Wiley & Sons、NY；及びKriegler、1990、遺伝子の導
入及び発現（Gene Transfer and Expression）（実験室マニュアル（A Laboratory Manua
l）、ストックトン出版（Stockton Press）、NY）に記述されている。
【０２３０】
　特定の態様において、化合物には、タンパク質アイソフォーム又はその断片若しくはキ
メラタンパク質をコードする核酸であって、タンパク質アイソフォーム又はその断片若し
くはキメラタンパク質を適切な宿主内において発現する発現ベクターの一部である前記核
酸を含む。特に、このような核酸は、タンパク質アイソフォームコード領域に機能的に連
結されたプロモーターであって、誘導性又は構成的（及び任意に、組織特異的）である前
記プロモーターを有する。別の詳細な実施態様において、タンパク質アイソフォームコー
ド配列その他の所望の配列がゲノムの所望の部位での相同的組換えを促進する領域に隣接
しており、それゆえタンパク質アイソフォーム核酸の染色体内発現をもたらす核酸分子が
使用される（Koller及びSmithiesの文献、1989、米国科学アカデミー紀要（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA） 86：8932-8935；Zijlstraらの文献、1989、ネイチャー（Nature） 342
：435-438）。
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【０２３１】
　被験体への核酸の送達は、直接でもよく、この場合、被験体が核酸又は核酸を有するベ
クターに直接曝露され；このアプローチは、インビボ遺伝子療法として公知である。或い
は、被験体への核酸の送達は、間接的であってもよく、この場合、細胞をインビトロにお
いて核酸で形質転換し、次いで被験体に移植し、「エクスビボ（exvivo）遺伝子療法」と
して公知である。
【０２３２】
　別の実施態様において、核酸は、インビボにおいて直接投与され、そこで発現されて、
コードされた産物を産生する。これは、当該技術分野において公知の多数の方法によって
、例えばこれを任意の適切な核酸発現ベクターの一部として構築し、これが細胞内に入る
ようにこれを投与することによって、例えば欠損したか、若しくは減弱されたレトロウイ
ルス若しくはその他のウイルスのベクターを使用する感染によって（米国特許第4,980,28
6号を参照されたい）；裸のDNAの直接注射によって；微小粒子照射の使用によって（例え
ば、遺伝子銃；Biolistic, Dupont社）；脂質、細胞表面受容体又はトランスフェクト薬
でのコーティングによって；リポソーム、微小粒子若しくはマイクロカプセル内へのカプ
セル化によって；核に入ることが公知であるペプチドに結合してそれを投与することによ
って；又は受容体を特異的に発現する標的細胞型に使用することができる、受容体依存性
エンドサイトーシスを受けるリガンドに結合してそれを投与することによって（例えば、
Wu及びWuの文献、1987 J. Biol. Chem. 262：4429-4432を参照されたい）、達成すること
ができる。別の実施態様において、リガンドがエンドソームを崩壊して核酸のリソソーム
分解を回避することができる膜融合ウイルスペプチドを含む核酸-リガンド複合体を形成
することができる。更に別の実施態様において、核酸は、特異的受容体を標的化すること
により、インビボにおける細胞特異的取り込み及び発現のための標的とすることができる
（例えば、1992年4月16日付けのPCT公報WO92/06180（Wuらの文献）；1992年12月23日付け
のWO 92/22635（Wilsonらの文献）；1992年11月26日付けのWO92/20316（Findeisらの文献
）；1993年7月22日付けのWO93/14188（Clarkeらの文献）、1993年10月14日付けのWO 93/2
0221（Youngの文献）を参照されたい）。或いは、核酸は、相同的組換えにより、細胞内
に導入して、発現のために宿主細胞DNA内に組み込むことができる（Koller 及び Smithie
sの文献, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935；Zijlstraらの文献, 1989, 
Nature 342:435-438）。
【０２３３】
　さらなる実施態様において、タンパク質アイソフォームをコードする核酸を含むウイル
スのベクター、例えばレトロウイルスのベクターを使用することができる（Millerらの文
献, 1993, Meth. Enzymol. 217:581-599を参照されたい）。これらのレトロウイルスベク
ターは、ウイルスゲノムのパッケージング及び宿主細胞DNAへのその組み込みに必要では
ないレトロウイルス配列を欠失するように修飾されている。遺伝子療法に使用されるタン
パク質アイソフォームをコードする核酸をベクター内にクローニングすると、被験体への
遺伝子の送達が容易になる。レトロウイルスベクターについてのより詳細は、幹細胞を化
学療法に対してより耐性にするために造血幹細胞にmdr1遺伝子を送達するためのレトロウ
イルスのベクターの使用を記述するBoesenらの文献、1994、生物療法（Biotherapy） 6：
291-302において見いだすことができる。遺伝子療法におけるレトロウイルスベクターの
使用を例証するその他の参照は：Clowesらの文献、1994、J. Clin. Invest. 93：644-651
；Kiemらの文献、1994、血液（Blood） 83：1467-1473の；Salmons及びGunzbergの文献、
1993、ヒト遺伝子治療（Human Gene Therapy）4：129-141；並びにGrossman及びWilsonの
文献、1993、Curr. Opin. in Genetics and Devel. 3：110-114である。
【０２３４】
　アデノウイルスは、遺伝子療法に使用することができるその他のウイルスのベクターで
ある。アデノウイルスは、特に呼吸器上皮に遺伝子を送達するための魅力的な媒体である
。アデノウイルスは、自然に呼吸器上皮に感染して、そこでこれらが軽度の疾患を生じさ
せる。アデノウイルスに基づいた送達系のためのその他の標的は、肝臓、中枢神経系、内
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皮細胞及び筋肉である。アデノウイルスは、非分裂細胞に感染することができるという利
点を有する。Kozarsky及びWilsonの文献、1993、遺伝学及び発生における現在の見解（Cu
rrent Opinion in Genetics and Development）3：499-503は、アデノウイルスに基づい
た遺伝子療法の総説を示す。Boutらの文献、1994、ヒト遺伝子治療（Human Gene Therapy
 ）5：3-10は、アカゲザルの呼吸器上皮に遺伝子導入するためのアデノウイルスベクター
の使用を示した。遺伝子療法におけるアデノウイルスの使用のその他の例は、Rosenfeld
らの文献、1991、サイエンス（Science）252：431-434；Rosenfeldらの文献、1992、細胞
（Cell）68：143-155；Mastrangeliらの文献、1993、J. Clin. Invest. 91：225-234；PC
T公報WO94/12649；及びWangらの文献、1995、遺伝子治療（Gene Therapy） 2：775-783に
見いだすことができる。
　また、アデノ随伴ウィルス（AAV）も、遺伝子療法における使用に提唱されている（Wal
shの文献, 1993、Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 204：289-300；米国特許第5,436,146号）
。
【０２３５】
　遺伝子療法に対する別の適切なアプローチは、電気穿孔法、リポフェクション法、リン
酸カルシウムを媒介したトランスフェクション、又はウイルス感染などの方法によって組
織培養において細胞に遺伝子を導入することを含む。通常、導入方法には、選別可能なマ
ーカーを細胞に導入することを含む。次いで、細胞を選択下に置いて、導入遺伝子を取り
込んで発現する細胞を単離する。次いで、これらの細胞を被験体に送達する。
【０２３６】
　この実施態様では、生じる組換え細胞のインビボでの投与の前に、核酸を細胞に導入す
る。このような導入は、、トランスフェクション法、電気穿孔法、微量注入法、核酸配列
を含むウイルス又はバクテリオファージベクターでの感染、細胞融合、染色体を媒介した
遺伝子移入、微小核体を媒介した遺伝子導入、スフェロプラスト融合などを含むが限定さ
れない、当該技術分野において公知の任意の方法によって実施することができる。細胞へ
の外来遺伝子の導入に関しては、多くの技術が当該技術分野において公知であり（例えば
、Loeffler 及び Behrの文献, 1993, Meth. Enzymol. 217:599-618; Cohenらの文献, 199
3, Meth. Enzymol. 217:618-644; Clineの文献, 1985, Pharmac. Ther. 29:69-92を参照
されたい）、必要な発生上の及び生理学的な受容細胞の機能を乱さないことを条件として
、本発明に従って使用してもよい。本技術は、細胞への核酸の安定な導入をもたらすはず
であり、その結果、核酸は、細胞によって発現可能であり、好ましくはその細胞子孫によ
って遺伝性かつ発現可能である。
【０２３７】
　結果的に生じる組換え細胞は、当該技術分野において公知の種々の方法によって、被験
体に送達することができる。好ましい実施態様において、上皮細胞は、例えば皮下に注射
される。別の実施態様において、組換え皮膚細胞は、被験体に対する皮膚移植として適用
してもよく；組換え血液細胞（例えば、造血幹細胞又は前駆細胞）は、好ましくは静脈内
に投与される。使用に関して想定される細胞の量は、所望の効果、被験体の状態などに依
存し、当業者が決定することができる。
【０２３８】
　遺伝子療法のために核酸を導入することができる細胞には、任意の所望の利用できる細
胞タイプを包含し、ニューロン細胞、グリア細胞（例えば、オリゴデンドロサイト又はア
ストロサイト）、上皮細胞、内皮細胞、ケラチノサイト、線維芽細胞、筋細胞、肝細胞；
 Tリンパ球、Bリンパ球、単球、マクロファージ、好中球、好酸球、巨核球、顆粒球など
の血液細胞；種々の幹又は前駆細胞、特に造血幹細胞又は前駆細胞、例えば骨髄、臍帯血
、末梢血又は胎児肝臓から得られるもの；を含むが、これらに限定されない。
　好ましい実施態様において、遺伝子療法のために使用される細胞は、治療される被験体
に対して自己由来である。
【０２３９】
　組換え細胞を遺伝子療法に使用する実施態様において、タンパク質アイソフォームをコ
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ードする核酸を、それが細胞又はその子孫によって発現可能であるように細胞に導入し、
次いで治療効果のために組換え細胞をインビボにおいて投与する。具体的実施態様におい
て、幹細胞又は前駆細胞が使用される。インビトロにおいて単離することができ、維持す
ることができる任意の幹細胞又は前駆細胞を、本発明のこの実施態様に従って使用するこ
とができる（例えば、1994年4月28日付のPCT公報WO94/08598；Stample 及び Andersonの
文献, 1992, Cell, 71：973-985；Rheinwaldの文献、1980 Meth. Cell Bio. 21A：229；
並びにPittelkow 及び Scottの文献, 1986, Mayo Clinic Proc. 61:771；を参照されたい
）。
　別の実施態様において、遺伝子療法のために導入される核酸は、核酸の発現が適切な転
写誘導因子の有無を制御することによって制御可能であるように、コード領域に機能的に
連結された誘導性プロモーターを含んでいてもよい。
【０２４０】
　また、タンパク質アイソフォームをコードするDNAの直接注射を、例えば米国特許第5,5
89,466号に記述された技術に従って行ってもよい。これらの技術は、「裸のDNA」、すな
わち適切な担体の他にリポソーム、細胞又はその他のいかなる材料も存在しない単離され
たDNA分子の注射を含む。タンパク質をコードし、かつ適切なプロモーターに機能的に連
結されたDNAの注射により、注射部位の近くの細胞においてタンパク質を産生し、注射さ
れたDNAによってコードされるタンパク質に対する被験体の免疫応答の誘発を生じる。好
ましい実施態様において、タンパク質アイソフォームに対する免疫応答を誘発するために
、（a）タンパク質アイソフォームをコードするDNA及び（b）プロモーターを含む裸のDNA
を被験体に注射する。
【０２４１】
（5.13.3 神経疾患を治療するためのタンパク質アイソフォームの阻害）
　本発明の一つの実施態様において、神経疾患は、神経疾患を有する被験体のCSFにおい
て、上記神経疾患がない被験体のCSFと比較して上昇している1つ以上のタンパク質アイソ
フォームのレベル及び／又は機能をアンタゴナイズする（阻害する）化合物の投与によっ
て治療又は予防される。この目的のために有用な化合物には、抗タンパク質アイソフォー
ム抗体（並びにその結合領域を含む断片及び誘導体）、タンパク質アイソフォームアンチ
センス又はリボザイム核酸及び相同的組換えによって内因性タンパク質アイソフォーム機
能を「ノックアウトする」ために使用される機能異常タンパク質アイソフォームをコード
する核酸（例えば、Capecchiの文献, 1989, Science,244：1288-1292を参照されたい）を
含むが、限定されない。タンパク質アイソフォーム機能を阻害するその他の化合物は、公
知のインビトロでのアッセイ法、例えば試験化合物がタンパク質アイソフォームの別のタ
ンパク質又は結合パートナーに対する結合を阻害するか、又は公知のタンパク質アイソフ
ォーム機能を阻害する能力についてのアッセイ法を使用することによって同定することが
できる。好ましくは、このような阻害は、インビトロにおいて、又は細胞培養においてア
ッセイされるが、遺伝的アッセイ法を使用してもよい。また、好ましい技術を使用して、
化合物の投与の前後のタンパク質アイソフォームのレベルを検出することができる。好ま
しくは、下記により詳細を記述したように、適切なインビトロでの、又はインビボでのア
ッセイ法を利用して、特異的化合物の効果及びその投与が患部組織の治療の徴候を示すか
どうかを決定する。
【０２４２】
　特定の実施態様において、タンパク質アイソフォーム機能を阻害する化合物は、神経疾
患がない被験体のCSF又は予め定められた基準範囲と比較して、タンパク質アイソフォー
ムのCSFレベル又は機能的活性の増大（例えば、正常レベル又は所望のレベルよりも高い
）が検出される被験体に対して治療的又は予防的に投与される。当該技術分野の標準の方
法を使用して、上に概説したように、タンパク質アイソフォームレベル又は機能の増大を
測定することができる。好ましいタンパク質アイソフォーム阻害剤組成物は、小分子、す
なわち1000ダルトン以下の分子を含む。このような小分子は、本明細書に記述したスクリ
ーニング法によって同定することができる。
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【０２４３】
（5.13.4 タンパク質アイソフォームのアンチセンス制御）
　さらなる実施態様において、タンパク質アイソフォーム発現は、タンパク質アイソフォ
ームアンチセンス核酸を使用することによって阻害される。本発明は、タンパク質アイソ
フォームをコードする遺伝子又はcDNAにアンチセンスである少なくとも6ヌクレオチドを
含む核酸又はその一部の治療的又は予防的使用を提供する。本明細書に使用されるタンパ
ク質アイソフォーム「アンチセンス」核酸は、タンパク質アイソフォームをコードするRN
A（好ましくはmRNA）の一部に対して相補的ないくつかの配列がハイブリダイズすること
ができる核酸をいう。アンチセンス核酸は、タンパク質アイソフォームをコードするmRNA
のコード領域及び／又は非コード領域に対して相補的であってもよい。このようなアンチ
センス核酸は、タンパク質アイソフォーム発現を阻害する化合物としての有用性を有し、
神経疾患の治療又は予防に使用することができる。
【０２４４】
　本発明のアンチセンス核酸は、二本鎖若しくは一本鎖オリゴヌクレオチド、RNA若しく
はDNA又はその修飾若しくは誘導体であり、細胞に直接投与することができ、又は外来性
の導入された配列の転写によって細胞内で産生される。
　本発明は、タンパク質アイソフォームアンチセンス核酸と医薬として許容し得る担体、
媒体又は希釈剤の治療的有効量とを含む医薬組成物を更に提供する。
　別の実施態様において、本発明は、本発明のタンパク質アイソフォームアンチセンス核
酸を含む組成物の有効量を細胞に提供することを含む、原核生物細胞又は真核生物細胞に
おいてタンパク質アイソフォーム核酸配列の発現を阻害するための方法を提供する。
　タンパク質アイソフォームアンチセンス核酸及びその使用は、以下に詳細に記述してあ
る。
【０２４５】
（5.13.5 タンパク質アイソフォームアンチセンス核酸）
　タンパク質アイソフォームアンチセンス核酸は、少なくとも6ヌクレオチドであり、好
ましくは6～約50オリゴヌクレオチドの範囲のオリゴヌクレオチドである。具体的態様に
おいて、オリゴヌクレオチドは、少なくとも10ヌクレオチド、少なくとも15ヌクレオチド
、少なくとも100ヌクレオチド又は少なくとも200ヌクレオチドである。オリゴヌクレオチ
ドは、DNA若しくはRNA又はキメラ混合物又はその誘導体若しくは修飾バージョンであるこ
とができ、一本鎖又は二本鎖であることができる。オリゴヌクレオチドは、塩基部分、糖
残基又はリン酸塩バックボーンにて修飾することができる。オリゴヌクレオチドは、ペプ
チド；細胞膜を越えた輸送を容易にする薬剤（例えば、Letsingerらの文献, 1989, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 86:6553-6556; Lemaitreらの文献, 1987, Proc. Natl. Acad. Sc
i. 84: 648-652；1988年12月15日に公開されたPCT公開番号WO88/09810を参照されたい）
又は血液‐脳関門（例えば、1988年4月25日に公開されたPCT公開番号WO 89/10134を参照
されたい）；ハイブリダイゼーションでトリガーされる切断薬剤（例えば、Krolらの文献
, 1988, BioTechniques 6:958-976を参照されたい）又は挿入剤（例えば、Zon, 1988, Ph
arm. Res. 5: 539-549を参照されたい）などのその他の付加された基を含んでいてもよい
。
【０２４６】
　本発明の特定の態様において、好ましくは一本鎖DNAのタンパク質アイソフォームアン
チセンスオリゴヌクレオチドが提供される。オリゴヌクレオチドは、当該技術分野におい
て一般に公知の置換基で、その構造上の任意の位置にて修飾されていてもよい。
　タンパク質アイソフォームアンチセンスオリゴヌクレオチドは、以下の修飾塩基部分、
例えば5-フルオロウラシル、5-ブロムモウラシル、5-クロロウラシル、5-ヨードウラシル
、ヒポキサンチン、キサンチン、4-アセチルシトシン、5-（カルボキシヒドロキシルメチ
ル）ウラシル、5-カルボキシメチルアミノメチル-2-チオウリジン、5-カルボキシメチル
アミノメチルウラシル、ジヒドロウラシル、β-D-ガラクトシルキュエオシン、イノシン
、N6-イソペンテニルアデニン、1-メチルグアニン、1-メチルイノシン、2,2-ジメチルグ
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アニン、2-メチルアデニン、2-メチルグアニン、3-メチルシトシン、5-メチルシトシン、
N6-アデニン、7-メチルグアニン、5-メチルアミノメチルウラシル、5-メトキシアミノメ
チル-2-チオウラシル、β-D-マンノシルキュエオシン、5-メトキシカルボキシメチルウラ
シル、5-メトキシウラシル、2-メチルチオ-N6-イソペンテニルアデニン、ウラシル-5-オ
キシ酢酸（v）、ビブトキソシン（wybutoxosine）、プソイドウラシル、キュエオシン、2
-チオシトシン、5-メチル-2-チオウラシル、2-チオウラシル、4-チオウラシル、5-メチル
ウラシル、ウラシル-5-オキシ酢酸メチルエステル、ウラシル-5-オキシ酢酸（v）、5-メ
チル-2-チオウラシル、3-（3-アミノ-3-N-2-カルボキシプロピル）ウラシル、（acp3）w
、2,6-ジアミノプリン、及びその他の塩基類似体の任意の適切なものを含んでいてもよい
。
【０２４７】
　別の実施態様において、オリゴヌクレオチドは、少なくとも１つの修飾された糖残基、
例えば以下の糖残基：アラビノース、2-フルオロアラビノース、キシルロース、及び六炭
糖のうちの1つを含む。
　更に別の実施態様において、オリゴヌクレオチドは、以下の修飾されたリン酸塩バック
ボーン：ホスホロチオアート、ホスホロジチオアート、ホスホルアミドチオアート、ホス
ホロアミダート、ホスホルジアミダート、メチルホスホナート、アルキルリン酸トリエス
テル、ギ酸アセタール、又はギ酸アセタールの類似体を含む。
【０２４８】
　更に別の実施態様において、オリゴヌクレオチドは、α-アノマーオリゴヌクレオチド
の少なくとも1つを含む。α-アノマーオリゴヌクレオチドは、通常のβ単位とは反対に鎖
が互いに平行に伸びている相補RNAと特異的な二本鎖ハイブリッドを形成する（Gautierら
の文献, 1987, Nucl. Acids Res. 15: 6625-6641）。
　オリゴヌクレオチドは、別の分子、例えばペプチド、ハイブリダイゼーションでトリガ
ーされる架橋剤、輸送剤、又はハイブリダイゼーション－誘発型の切断薬に抱合させても
よい。
【０２４９】
　本発明のオリゴヌクレオチドは、当該技術分野において公知の標準的方法、例えば自動
DNA合成装置（Biosearch、Applied Biosystemsなどから市販されているものなど）を使用
することによって合成してもよい。例として、ホスホロチオアートオリゴヌクレオチドは
、Steinら（1988、Nucl. Acids Res. 16：3209）の方法によって合成してもよく、メチル
ホスホナートオリゴヌクレオチドは、制御された細孔ガラス高分子支持体を使用すること
によって調製することができる（Sarinらの文献, 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85
:7448-7451）。
【０２５０】
　別の実施態様において、本発明のタンパク質アイソフォームアンチセンス核酸は、外来
配列からの転写によって細胞内で産生される。例えば、ベクターは、それが細胞に摂取さ
れ、その細胞内でベクター又はその一部を転写して本発明のアンチセンス核酸（RNA）を
産生するように、インビボに導入することができる。このようなベクターには、タンパク
質アイソフォームアンチセンス核酸をコードする配列を含むであろう。このようなベクタ
ーは、それが転写されて所望のアンチセンスRNAを産生することができる限り、エピソー
ム性のままであることができ、又は染色体に組み込まれることができる。このようなベク
ターは、当該技術分野において標準的な組換えDNA技術によって構築することができる。
ベクターは、哺乳動物細胞における複製及び発現のために使用されるプラスミド、ウイル
ス又は当該技術分野において公知であるその他のものことができる。タンパク質アイソフ
ォームアンチセンスRNAをコードする配列の発現は、哺乳動物、好ましくはヒト細胞にお
いて作用することが当該技術分野において公知の任意のプロモーターによってあることが
できる。このようなプロモーターは、誘導性又は構成的であることができる。このような
プロモーターの例は、先に概説してある。
【０２５１】
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　本発明のアンチセンス核酸は、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子、好まし
くはタンパク質アイソフォームをコードするヒト遺伝子のRNA転写物の少なくとも一部に
相補的な配列を含み、しかし好ましくはあるが、絶対的な相補性は必要ではない。本明細
書において言及されている「RNAの少なくとも一部に相補的な」配列は、ストリンジェン
トな条件（例えば、68℃にて7％ ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）におけるハイブリダイ
ゼーション、かつ65℃にて1mM EDTA及び0.1×SSC／0.1％ SDSにおける洗浄を含む高度に
ストリンジェントな条件、又は42℃にて0.2×SSC／0.1％ SDSにおける洗浄を含む適度に
ストリンジェントな条件）下でRNAとハイブリダイズすることができる十分な相補性を有
し、安定な二重鎖を形成する配列を意味し；従って、二本鎖タンパク質アイソフォームア
ンチセンス核酸の場合、二重鎖DNAの一本鎖を試験してもよく、又は三重鎖の形成をアッ
セイしてもよい。ハイブリダイズする能力は、相補性の程度及びアンチセンス核酸の長さ
に依存する。一般に、ハイブリダイズする核酸が長いほど、それは、タンパク質アイソフ
ォームをコードするRNAとミスマッチの塩基をより多く含んでいてもよく、なおも安定な
二重鎖（又は場合によっては三重鎖）を形成する。当業者であれば、標準的方法を使用し
てハイブリダイズされた複合体の融点を決定することにより、許容できるミスマッチの程
度を確認することができる。
【０２５２】
（5.13.6 タンパク質アイソフォームアンチセンス核酸の治療的使用）
　標的タンパク質アイソフォームが神経疾患を有することが疑われるか、又は罹患してい
る被験体のCSFにおいて過剰発現している場合、タンパク質アイソフォームアンチセンス
核酸を使用して、神経疾患を治療又は予防することができる。好ましい実施態様において
、一本鎖DNAアンチセンスタンパク質アイソフォームオリゴヌクレオチドが使用される。
　タンパク質アイソフォームをコードするRNAを発現するか、又は過剰発現する細胞タイ
プは、当該技術分野において公知の種々の方法によって同定することができる。このよう
な細胞タイプには、白血球（例えば、好中球、マクロファージ、単球）及び常在性細胞（
例えば、アストロサイト、グリア細胞、ニューロン細胞及び上衣細胞）を含むが、これら
に限定されない。このような方法には、タンパク質アイソフォーム特異的核酸とのハイブ
リダイゼーション（例えば、ノーザンブロット法、ドットブロットハイブリダイゼーショ
ン、インサイチューハイブリダイゼーションによる）、インビトロにおいてタンパク質ア
イソフォームに翻訳される、細胞タイプ由来のRNAのRN能力を観察すること、免疫アッセ
イ法などを含むが、これらに限定されない。好ましい態様において、被験体由来の一次組
織は、例えば免疫細胞化学又はインサイチューハイブリダイゼーションにより、治療前に
タンパク質アイソフォーム発現についてアッセイすることができる。
【０２５３】
　医薬として許容し得る担体、媒体又は希釈剤中にタンパク質アイソフォームアンチセン
ス核酸の有効量を含む本発明の医薬組成物は、神経疾患を有する被験体に投与することが
できる。
　神経疾患の治療に有効であるタンパク質アイソフォームアンチセンス核酸の量は、標準
的な臨床技術によって決定することができる。
　具体的実施態様において、1つ以上のタンパク質アイソフォームアンチセンス核酸を含
む医薬組成物は、リポソーム、微小粒子又はマイクロカプセルを介して投与される。本発
明の種々の実施態様において、このような組成物を使用してタンパク質アイソフォームア
ンチセンス核酸の徐放性を達成してもよい。
【０２５４】
（5.13.7 阻害性リボザイム及び三重ヘリックスアプローチ）
　別の実施態様において、神経疾患の症候は、タンパク質アイソフォームをコードする遺
伝子配列を、タンパク質アイソフォームの遺伝子発現を減少させることが周知の遺伝子「
ノックアウト」、リボザイム又は三重ヘリックス法と組み合わせて使用することにより、
タンパク質アイソフォーム又はタンパク質アイソフォーム活性のレベルを減少させること
によって寛解させてもよい。このアプローチでは、リボザイム又はヘリックス分子を使用
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して、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子の活性、発現又は合成を調節し、こ
うして神経疾患の症候を寛解させる。このような分子は、突然変異体又は非突然変異体標
的遺伝子の発現を減少、又は阻害するようにデザインしてもよい。このような分子の産生
及び使用のための技術は、当業者に周知である。
【０２５５】
　タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子mRNA転写物を触媒的切断するようにデザ
インされたリボザイム分子は、標的遺伝子mRNAの翻訳及び従って、遺伝子産物の発現を妨
げるために使用することができる（例えば、1990年10月4日に公開されたPCT国際公報WO90
/11364；Sarverらの文献, 1990、Science 247：1222-1225を参照されたい）。
　リボザイムは、RNAの特異的切断を触媒することができる酵素的RNA分子である（総説に
ついては、Rossi, 1994, Current Biology 4, 469-471を参照されたい）。リボザイム作
用メカニズムは、相補標的RNAに対するリボザイム分子の配列特異的ハイブリダイゼーシ
ョン、続くヌクレオチド鎖切断イベントを含む。リボザイム分子の組成は、標的遺伝子mR
NAに対して相補的な1つ以上の配列を含まなければならず、かつmRNA切断の役割を担う周
知の触媒配列を含まなければならない。この配列については、例えば米国特許第5,093,24
6号を参照されたく、その全体が引用により本明細書に組み込まれる。
【０２５６】
　部位特異的な認識配列にてmRNAを切断するリボザイムを使用して、タンパク質アイソフ
ォームをコードするmRNAを破壊することができるが、ハンマーヘッドリボザイムの使用が
好ましい。ハンマーヘッドリボザイムは、標的mRNAと相補的な塩基対を形成するフランキ
ング領域によって指示された位置でmRNAを切断する。唯一必要なことは、標的mRNAが以下
の2塩基の配列：5'-UG-3'を有することである。ハンマーヘッドリボザイムの構築及び産
生は、当技術分野において周知であり、Myersの文献、1995、分子生物学及び生物工学（M
olecular Biology and Biotechnology）：総合机上参考書（A Comprehensive Desk Refer
ence）、VCH出版（VCH Publishers）、ニューヨーク（New York）（特に、図4（833ペー
ジ）を参照されたい）、及びHaseloff及びGerlachの文献、1988、ネイチャー（Nature）
、334、585-591により十分に記述されており、それぞれ、その全体が引用により本明細書
に組み込まれる。
【０２５７】
　好ましくは、リボザイムは、切断認識部位がタンパク質アイソフォームをコードするmR
NAの5'末端の近くに位置するように、すなわち効率を上昇させて、機能しないmRNA転写物
の細胞内蓄積を最小化するように操作される。
　また、本発明のリボザイムは、テトラヒメナ（Tetrahymena thermophila）（IVS又はL-
19 IVS RNAとしても公知）に天然に存在するもの、並びにThomas Cech及び協力者によっ
て広範囲に記述されたもの（Zaugらの文献, 1984, Science, 224、574-578；Zaug 及び C
echの文献、1986, Science, 231, 470-475；Zaugらの文献, 1986, Nature, 324, 429-433
；大学特許社によって公開された国際特許出願番号WO88/04300；及びCechの文献, 1986, 
Cell, 47、207-216）などの、RNAエンドリボヌクレアーゼ（以下に「Cech型リボザイム」
）を含む。Cech型リボザイムは、標的RNA配列にハイブリダイズし、その後に標的RNAの切
断を引き起こす8塩基対活性部位を有する。本発明は、タンパク質アイソフォームをコー
ドする遺伝子に存在する8塩基対活性部位配列を標的化するこれらのCech型リボザイムを
包含する。
【０２５８】
　アンチセンスアプローチと同様に、リボザイムは、修飾されたオリゴヌクレオチドで構
成することができ（例えば、安定性の改善、ターゲティングなどのために）、タンパク質
アイソフォームをインビボで発現するように細胞に送達されるべきである。好ましい伝達
方法は、トランスフェクト細胞がタンパク質アイソフォームをコードする内因性mRNAを破
壊し、及び翻訳を阻害するために十分な量のリボザイムを産生するように、強力な構成的
pol III又はpol IIプロモーターの制御下にリボザイムを「コードする」DNA構築物を使用
すること含む。リボザイムは、アンチセンス分子とは異なり、触媒であるので、効率のた
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めに、低い細胞内濃度が必要とされる。
【０２５９】
　また、内因性タンパク質アイソフォーム発現は、標的化された相同的組換えを使用して
、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子又はこのような遺伝子のプロモーターを
不活性化すること又は「ノックアウトすること」によって減少させることができる（例え
ば、Smithiesらの文献, 1985, Nature 317:230234; Thomas 及び Capecchiの文献, 1987,
 Cell 51:503Thompsonらの文献, 1989, Cell 5:313並びに Zijlstraらの文献, 1989, Nat
ure 342:435を参照されたく、それぞれは、その全体が引用により本明細書に組み込まれ
る）。例えば、内因性遺伝子に相同なDNA（タンパク質アイソフォームをコードする遺伝
子のコード領域又は制御領域）に隣接した機能しないタンパク質アイソフォーム（又は完
全に無関係なDNA配列）をコードする突然変異遺伝子を使用して、選択可能なマーカー及
び／又はネガティブ選択可能なマーカーの有無にかかわらず、インビボにて標的遺伝子を
発現する細胞をトランスフェクトすることができる。標的化された相同的組換えを介した
DNA構築物の挿入により、標的遺伝子の不活性化を生じる。このようなアプローチは、特
に農業分野に適しており、ES（胚性幹）細胞に対する修飾を使用して不活性標的遺伝子を
もつ動物子孫を発生させることができる（例えば、Thomas 及び Capecchiの文献, 1987、
並びに Thompsonの文献, 1989、上記を参照されたい）。しかし、このアプローチは、提
供されるヒトに使用するために適応させることができるが、組換えDNA構築物は、適切な
ウイルスベクターを使用してインビボにて必要とされる部位に直接投与されるか、又は標
的化される。
【０２６０】
　或いは、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子の内因性発現は、遺伝子の制御
領域（すなわち、遺伝子プロモーター及び／又はエンハンサー）に相補的なデオキシリボ
ヌクレオチド配列を標的化して、体内の標的細胞においてタンパク質アイソフォームをコ
ードする遺伝子の転写を妨げる三重ヘリックス構造を形成することによって減少させるこ
とができる（一般に、Heleneの文献, 1991, Anticancer Drug Des., 6（6）, 569-584; H
eleneらの文献, 1992, Ann. N.Y. Acad. Sci., 660, 27-36; 並びに、Maherの文献, 1992
, Bioassays 14（12）, 807-815を参照されたい）。
【０２６１】
　本発明において転写阻害のための三重ヘリックス形成に使用される核酸分子は、一本鎖
であり、かつデオキシヌクレオチドで構成されるべきである。これらのオリゴヌクレオチ
ドの塩基組成は、フーグスティーン（Hoogsteen）型塩基対規則を介して三重ヘリックス
形成を促進するようにデザインされなければならず、一般に二重鎖の一方の鎖に存在する
、プリン又はピリミジンのいずれかの大きなストレッチを必要とする。ヌクレオチド配列
は、ピリミジンベースであってもよく、これにより、生じる三重ヘリックスの3つの会合
した鎖全体にTAT及びCGC+三重鎖を生じるであろう。ピリミジンリッチ分子は、二重鎖の
一本鎖のプリンリッチな領域に対して、その鎖と平行な向きに塩基相補性を提供する。加
えて、核酸分子は、プリンリッチであるもの、例えばG残基のストレッチを含むものを選
択してもよい。これらの分子は、GC対がリッチなDNA二重螺旋と三重ヘリックスを形成し
、大部分のプリン残基が標的化された二重鎖の一本鎖に位置して、三重鎖の3つの鎖全体
にGGC三重鎖を生じる。
【０２６２】
　或いは、三重ヘリックス形成のために標的化することができる可能性のある配列は、い
わゆる「スイッチバック」核酸分子を作製することによって増加してもよい。スイッチバ
ック分子は、交互に5'-3、3'-5様式で合成され、その結果、これらは、最初に二重鎖の一
本鎖と、次いで他方と塩基対を形成し、二重鎖の一方の鎖に存在するプリン又はピリミジ
ンのいずれかの大きなストレッチの必要がなくなる。
【０２６３】
　一つの実施態様において、本明細書に記述したアンチセンス、リボザイム又は三重ヘリ
ックス分子を利用して突然変異遺伝子発現を阻害する場合、本技術により、タンパク質ア
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イソフォームの正常な遺伝子対立遺伝子によって産生されるmRNAの転写（三重ヘリックス
）又は翻訳（アンチセンス、リボザイム）を非常に効率的に減少、又は阻害して、存在す
るタンパク質アイソフォームの濃度が正常な表現型に必要であるよりも低くなるであろう
状況が生じるであろう。そのような場合、タンパク質アイソフォームをコードする遺伝子
の活性の実質的に正常なレベルが維持されることを保証するために、遺伝子療法を使用し
て、正常な遺伝子活性を示し、かつ利用されるアンチセンス、リボザイム又は三重ヘリッ
クス治療のいずれに対して影響を及ぼす配列を含まないタンパク質アイソフォームをコー
ドし、及び発現する核酸分子を細胞に導入してもよい。或いは、遺伝子が細胞外タンパク
質をコードする例では、必要なタンパク質アイソフォーム活性のレベルを維持するために
、正常なタンパク質アイソフォームを同時投与することができる。
【０２６４】
　本発明のアンチセンスRNA及びDNA、リボザイム及び三重ヘリックス分子は、先に議論し
たように、DNA及びRNA分子の合成のための技術分野において公知の任意の方法によって調
製してもよい。これらには、例えば固相ホスホラミダイト化学合成などの公知技術のオリ
ゴデオキシリボヌクレオチド及びオリゴリボヌクレオチドを化学的に合成するための技術
を含む。或いは、RNA分子は、アンチセンスRNA分子をコードするDNA配列のインビトロ及
びインビボでの転写によって産生してもよい。このようなDNA配列は、T7又はSP6ポリメラ
ーゼプロモーターなどの適切なRNAポリメラーゼプロモーターを組み込む多種多様なベク
ターに組み込んでもよい。或いは、使用するプロモーターに応じて、構成的又は誘導的に
アンチセンスRNAを合成するアンチセンスcDNA構築物を、株化細胞内に安定に導入するこ
とができる。
【０２６５】
（5.14 治療的又は予防的化合物のためのアッセイ法）
　また、本発明は、神経疾患の治療又は予防に対する化合物の有効性を同定又は検証する
ための医薬品の発見に使用するためのアッセイ法を提供する。薬剤は、これらが神経疾患
を有する被験体におけるタンパク質アイソフォームレベルを神経疾患がない被験体におい
て見いだされるレベルへ回復させる能力又は神経疾患の実験動物モデルにおいて同様の変
化を生じさせる能力についてアッセイすることができる。神経疾患を有する被験体におけ
るタンパク質アイソフォームレベルを、神経疾患がない被験体において見いだされるレベ
ルへ回復させるか、又は神経疾患の実験動物モデルにおいて同様の変化を生じさせること
ができる化合物は、更に創薬のためのリード化合物として使用することができる、又は治
療に使用することができる。タンパク質アイソフォーム発現は、好ましい技術、免疫アッ
セイ法、ゲル電気泳動に続く可視化、タンパク質アイソフォーム活性の検出、又は本明細
書において教示したか、若しくは当業者に公知のその他の任意の方法によってアッセイす
ることができる。臨床モニタリングにおいて、又は薬物開発において、候補薬物をスクリ
ーニングするためにこのようなアッセイ法を使用することができ、タンパク質アイソフォ
ームの存在量を、臨床疾患のための代用マーカーとして役立てることができる。
　種々の実施態様において、インビトロアッセイ法を被験体の障害に関与する細胞タイプ
において代表的な細胞で実施して、化合物がこのような細胞タイプに対して所望の効果を
有するかどうかを確認することができる。
【０２６６】
　療法に使用するための化合物は、ヒトでの試験前に、ラット、マウス、ニワトリ、ウシ
、サル、ウサギなど含むが、これらに限定されない適切な動物モデル系で試験することが
できる。インビボ試験については、ヒトに対する投与の前に、当該技術分野において公知
の任意の動物モデル系を使用してもよい。神経疾患の動物モデルの例には：鬱病の動物モ
デル、例えばヒト家族性BAD遺伝子を発現する動物モデルを含むが、これに限定されず、
鬱病のポルソルト強制水泳試験モデルは、これらの両状況において頻繁に使用される（Ki
rby 及び Luckiの文献, 1997; Rossettiらの文献, 1993）。また、双極性障害（鬱病及び
躁病）において観察される2つの主要な臨床状態も、うまくモデル化されている（Cappeli
ez 及び Mooreの文献、Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry 1990 14, 347-58）
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。覚醒剤治療は、機能亢進、感覚認識の増強及び警戒を含む躁病におけるものと類似の行
動の範囲を生じ得るために、（ある程度の）表面的妥当性、構成概念的妥当性及び予測妥
当性を示す躁病のための非常に有用なモデルとなった。双極性疾病の発症のために利用さ
れた別のモデルは、行動的増感現象である。このモデルでは、多くの覚醒剤の繰り返し投
与によりは、薬物で誘導される行動の段階的増大又は感作を引き起こし；また、このモデ
ルでは、躁病に関してかなりの構成概念的妥当性及び表面的妥当性を有する（Koobらの文
献, Pharmacol Biochem Behav 1997 57、513-21）。統合失調症の動物モデル：フェンシ
クリジン処理した齧歯類（Sams-Dodd Rev Neurosci（1999）10, 59-90）、感覚運動ゲー
ティング欠損の動物モデル（Swerdlow and Geyer Schizophr Bull （1998） 24:2 285-30
1）、新生児の海馬領域に対する発作（Beauregard and Bachevalier Can J Psychiatry 
（1996） Sep 41:7 446-56）、新生児の興奮毒性海馬損傷に基づくモデル（Lillrank ら
の文献, Clin Neurosci（1995）3：2 98-104）、注意力欠陥モデル（Feldon らの文献,J 
Psychiatr Res 4, 345-66）及びNMDA欠損齧歯類モデル（Mohnらの文献, Cell（1999）98
（427-436））；シナプトフィジン、GAP-43、コレシストキニン及び非NMDAグルタミン酸
受容体サブユニット（GLU R 1及び2）、特に統合失調症と関連したCA 3-4（Weinberger B
iol Psychiatry（1999）Feb 15 45：4 395-402）のmRNAの発現の減少を示す動物は、これ
らのモデルで示される神経病理学が統合失調症のものと同様であるので、タンパク質アイ
ソフォームレベルを調節する試験化合物に利用することができる。大脳β-アミロイド血
管障害の動物モデル（Walkerの文献, Brain Res. Rev. （1997） 25:70-84）、発作誘発
性の自然発症高血圧ラットに重点を置いた血管性認知症の動物モデル（Saitoらの文献, C
lin. Exp. Pharmacol. Physiol. （1995） 22 Suppl 1:s257-259）、一側性中大脳動脈（
MCA）閉塞、急性の単一梗塞性認知症症若しくは多重梗塞性認知症記憶機能障害を生じる
複数の小さな塞栓形成又は一過性の4つの血管閉塞モデルラット（Naritomiの文献, Alzhe
imer Dis Assoc Disord （1991） 5:103-11）、発作誘発性の自然発症高血圧ラット（Tog
ashiらの文献, Stroke （1996） 27:520-5; discussion 525-6）、脳血管β-アミロイド
症の動物モデルにおけるシスタチンCのアイスランド様突然変異（Weiの文献, Stroke （1
996） 27:2080-5）を含む血管性認知症の動物モデル。更に、脳卒中の共通のモデルは、F
euerstein及びWangによって概説されている（Feuerstein GZ, Wang Xの文献、『発作の動
物モデル（Animal models of stroke）』, Mol Med Today 2000 Mar;6（3）:133-5）。こ
れらのモデルで示される神経病理学がアルツハイマー病の血管性認知症動物モデル：ヒト
家族性アルツハイマー病（FAD）β-アミロイド前駆体（APP）を発現する動物、ヒト野生
型APPを過剰発現する動物、β-アミロイド1-42（β）を過剰発現する動物、FAD プレセリ
ニン-1（PS-1）（例えば、Higgins, LS, 1999, Molecular Medicine Today 5：274-276を
参照されたい）を発現する動物；のものと同様であるので、そのような動物モデルを利用
してタンパク質アイソフォームレベルを調節する化合物を試験することができる。更に、
ダウン症候群である個体によって示される神経病理学がアルツハイマー病のものと同様で
あったので、ダウン症候群のための動物モデル（例えば、TgSOD1、TgPFKL、TgS100β、Tg
APP、TgEts2、TgHMG14、TgMNB、Ts65Dn及びTs1Cje（例えば、Kolaらの文献, 1999, Molec
ular Medicine Today 5:276-277を参照されたい））を利用して、タンパク質アイソフォ
ームレベルを調節する化合物を試験することができる。多発性硬化症の動物モデル：実験
的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）（Steinmanの文献（1999）Neuron、24：511-514））。また
、本開示に基づいて、1つ以上のタンパク質アイソフォームをコードする遺伝子又は遺伝
子の「ノックアウト」突然変異をもつトランスジェニック動物を産生することができるこ
とが当業者には明らかであろう。遺伝子の「ノックアウト」突然変異は、変異された遺伝
子を発現させなくするか、又は異常型か、若しくは低レベルで発現させる突然変異であり
、その結果、遺伝子産物と関連した活性がほとんど、又は完全になくなる。好ましくは、
トランスジェニック動物は、哺乳類であり、より好ましくは、トランスジェニック動物は
、マウスである。
【０２６７】
　一つの実施態様において、タンパク質アイソフォームの発現を調節する試験化合物は、
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タンパク質アイソフォームを発現するヒト以外の動物（例えば、マウス、ラット、サル、
ウサギ及びモルモット）、好ましくは神経疾患のための非ヒト動物モデル）において同定
される。この実施態様によれば、試験化合物又は対照化合物を動物に投与して、1つ以上
のタンパク質アイソフォームの発現に対する試験化合物の効果を決定する。タンパク質ア
イソフォーム（又は複数のタンパク質アイソフォーム）の発現を変化させる試験化合物は
、試験化合物で処理した動物又は動物の群における選択されたタンパク質アイソフォーム
又はタンパク質アイソフォーム（又は同じをコードするmRNA）のレベルを、対照化合物で
処理した動物又は動物の群におけるタンパク質アイソフォーム又はmRNAのレベルと比較す
ることによって同定することができる。mRNA及びタンパク質レベルを決定するために、当
業者に公知の技術、例えばインサイチューハイブリダイゼーション法を使用することがで
きる。動物は、試験化合物の効果をアッセイするために殺しても、又は殺されなくてもよ
い。
【０２６８】
　別の実施態様において、タンパク質アイソフォームの活性又はその生物学的に活性な部
分を調節する試験化合物は、タンパク質アイソフォームを発現するヒト以外の動物（例え
ば、マウス、ラット、サル、ウサギ及びモルモット）、好ましくは神経疾患のための非ヒ
ト動物モデルで同定される。この実施態様によれば、試験化合物又は対照化合物を動物に
投与して、タンパク質アイソフォームの活性に対する試験化合物の効果を決定する。タン
パク質アイソフォーム（又は複数のタンパク質アイソフォーム）の活性を変化させる試験
化合物は、対照化合物で処理した動物及び試験化合物で処理した動物をアッセイすること
によって同定することができる。タンパク質アイソフォームの活性は、タンパク質アイソ
フォームの細胞の二次メッセンジャー（例えば、細胞内Ca2+、ジアシルグリセロール、IP
3など）の誘導を検出すること、タンパク質アイソフォーム又はその結合パートナーの触
媒活性又は酵素活性を検出すること、リポーター遺伝子（例えば、ルシフェラーゼ又は緑
色蛍光タンパク質などの検出可能なマーカーをコードする核酸に機能的に連結された本発
明のタンパク質アイソフォームに応答する調節エレメント）の誘導を検出すること、又は
細胞の反応（例えば、細胞の分化又は細胞増殖）を検出すること、によって評価すること
ができる。当業者に公知の技術を利用してタンパク質アイソフォームの活性の変化を検出
することができる（例えば、米国特許第5,401,639号を参照され、その全体が引用により
本明細書に組み込まれる）。
【０２６９】
　更に別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム（又はタンパク質アイソフォー
ムの複数）のレベル又は発現を調節する試験化合物は、神経疾患を有するヒト被験者、最
も好ましくは重篤な神経疾患を有する被験者において同定される。この実施態様によれば
、試験化合物又は対照化合物をヒト被験者に投与して、タンパク質アイソフォーム発現に
対する試験化合物の効果を、生体試料（例えば、CSF、血清、血漿又は尿）におけるタン
パク質アイソフォーム又は前述のものをコードするmRNAの発現を解析することによって決
定する。タンパク質アイソフォームの発現を変化させる試験化合物は、対照化合物で処理
した被験体又は被験体の群におけるタンパク質アイソフォーム又は前述のものをコードす
るmRNAのレベルを、試験化合物で処理した被験体又は被験体の群のものと比較することに
よって同定することができる。或いは、タンパク質アイソフォームの発現の変化は、試験
化合物の投与の前後での被験体又は被験体の群におけるタンパク質アイソフォーム又は前
述のものをコードするmRNAのレベルを比較することによって同定することができる。当業
者に公知の任意の適切な技術を使用して、生体試料を得て、mRNA又はタンパク質発現を解
析することができる。例えば、本明細書に記述した好ましい技術をタンパク質アイソフォ
ームのレベルの変化を評価するために使用することができる。
【０２７０】
　別の実施態様において、タンパク質アイソフォーム（又はタンパク質アイソフォームの
複数）の活性を調整する試験化合物は、神経疾患を有するヒト被験者、最も好ましくは重
篤な神経疾患である被験者において同定される。この実施態様では、試験化合物又は対照
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化合物をヒト被験者に投与して、タンパク質アイソフォームの活性に対する試験化合物の
効果を決定する。タンパク質アイソフォームの活性を変化させる試験化合物は、対照化合
物で処理した被験体由来の試料を試験化合物で処理した被験体由来の生体試料と比較する
ことによって同定することができる。或いは、タンパク質アイソフォームの活性の変化は
、試験化合物の投与の前後での被験体又は被験体の群におけるタンパク質アイソフォーム
の活性を比較することによって同定することができる。タンパク質アイソフォームの活性
は、タンパク質アイソフォームの細胞情報伝達経路（例えば、細胞内Ca2+、ジアシルグリ
セロール、IP3など）の誘導、タンパク質アイソフォーム若しくはその結合パートナーの
触媒活性若しくは酵素活性又は細胞の反応、例えば細胞の分化又は細胞増殖を生体試料（
例えば、CSF、血清、血漿又は尿）において検出することによって評価することができる
。当業者に公知の技術を使用して、タンパク質アイソフォームの二次メッセンジャーの誘
導の変化又は細胞の反応の変化を検出することができる。例えば、RT-PCRを使用して、細
胞二次メッセンジャーの誘導の変化を検出することができる。
【０２７１】
　特定の実施態様において、タンパク質アイソフォームのレベル又は発現を対照被検者（
例えば、神経疾患がないヒト）において検出されるレベルへ変化させる薬剤を、さらなる
試験又は治療的使用のために選択する。別の好ましい実施実施態様において、タンパク質
アイソフォームの活性を対照被検者（例えば、神経疾患がないヒト）において見いだされ
る活性へ変化させる試験化合物を、さらなる試験又は治療的使用のために選択する。
【０２７２】
　別の実施態様において、神経疾患と関連した1つ以上症候の重症度を減少させる試験化
合物は、神経疾患を有するヒト被験者、最も好ましくは重篤な神経疾患をもつ被験体にお
いて同定される。この実施態様によれば、試験化合物又は対照化合物を被験体に投与して
、神経疾患の1つ以上症候に対する試験化合物の効果を決定する。1つ以上の症候を減少さ
せる試験化合物は、対照化合物で処理した被験体を試験化合物で処理した被験体と比較す
ることによって同定することができる。神経疾患に精通した医師に公知の技術を使用して
、試験化合物が神経疾患と関連した1つ以上症候を減少させるかどうか決定することがで
きる。例えば、アルツハイマー病又は血管性認知症を有する被験体における認知能力を改
善する試験化合物は、これらの神経疾患を有する被験体を治療するために有益である。
　好ましい実施態様において、このような神経疾患を有するヒトにおける神経疾患と関連
した1つ以上症候の重症度を減少させる薬剤を、さらなる試験又は治療的使用のために選
択する。
【０２７３】
（5.15 治療的組成物及び予防的組成物、並びにその使用）
　本発明は、本発明の薬剤の有効量を被験体に投与することを含む治療方法を提供する。
好ましい態様において、化合物は、実質的に精製されている（例えば、実質的にその効果
を限定するか、又は望まれない副作用を生じる物質がない）。被験体は、ウシ、ブタ、ウ
マ、ニワトリ、ネコ、イヌなどの動物含むが、これらに限定されず、好ましくは動物であ
り、好ましくは哺乳類、及び最も好ましくは、ヒトである。具体的実施態様において、非
ヒト哺乳類が被験体である。
【０２７４】
　化合物が核酸を含むときに使用することができる投与の製剤及び方法は、先に記述して
あり；さらなる適切な製剤及び投与経路を以下に記述してある。
　種々の送達系、例えばリポソーム内のカプセル化、微小粒子、マイクロカプセル、本化
合物を発現することができる組換え細胞、受容体依存性エンドサイトーシス（Wu 及び Wu
の文献, 1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432）、レトロウイルス又はその他のベクター
の一部としての核酸の構築などが公知であり、本発明の化合物を投与するために使用する
ことができる。導入の方法は、経腸又は非経口的であることができ、皮内、筋肉内、腹腔
内、静脈内、皮下、鼻腔内、硬膜外及び経口経路を含むが、これらに限定されない。化合
物は、任意の便利な経路によって、例えば注入又は大量瞬時投与によって、上皮性又は粘



(85) JP 2009-506301 A 2009.2.12

10

20

30

40

50

膜皮膚の裏打ち（例えば、口腔粘膜、直腸及び腸管粘膜など）を介した吸収によって投与
してもよく、その他の生物活性物質と共に投与してもよい。投与は、全身的又は局部的で
あることができる。加えて、脳室内及び髄腔内注射を含む任意の適切な経路によって本発
明の医薬組成物を中枢神経系に導入することが望ましいかもしれず；例えば、脳室内注入
は、オマヤレザバー（Ommaya reservoir）などの貯蔵部に取り付けられた脳室内カテーテ
ルによって容易にしてもよい。また、吸入器又は噴霧器の使用、及びエアロゾル化薬との
処方により肺投与も利用することができる。
【０２７５】
　具体的実施態様において、治療を必要とする領域に局所的に本発明の医薬組成物を投与
することが望ましいであろうし；これは、例えば、限定するためではなく、外科手術の間
の局部的な注入、例えば注射による、カテーテルによる、又はインプラントによる局所適
用によって達成してもよく、前記インプラントは、サイラスティック膜又は線維などの膜
を含む多孔性、非多孔性又はゲル状材料である。一つの実施態様において、投与は、CSF
内へ、又は神経変性部位（又は前者の部位）に、又はCNS組織への直接注射によることが
できる。
【０２７６】
　別の実施態様において、化合物は、小胞、特にリポソームにおいて送達することができ
る（ Langerの文献, 1990, Science 249:1527-1533; Treatらの文献, 『感染病及びガン
の治療法におけるリポソーム（Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and C
ancer）』中、Lopez及び Fidler （編）, Liss, New York, pp. 353-365 （1989）; Lope
z同書, 317-327頁を参照されたい；同書を一般に参照されたい）。
【０２７７】
　更に別の実施態様において、化合物は、徐放系において送達することができる。一つの
実施態様において、ポンプを使用してもよい（Langer, 上記; Sefton, 1987, CRC Crit. 
Ref. Biomed. Eng. 14:201; Buchwaldらの文献, 1980, Surgery 88:507; Saudekらの文献
, 1989, N. Engl. J. Med. 321:574を参照されたい）。別の実施態様において、重合物質
を使用することができる（『徐放の医学的適用（Medical Applications of Controlled R
elease）』, Langer及び Wise （編）, CRC Pres., Boca Raton, Florida （1974）; 『
制御型薬物の生体利用性、薬剤設計、及び効力（Controlled Drug Bioavailability, Dru
g Product Design and Performance）』, Smolen及びBall （編）, Wiley, New York （1
984）; Ranger及びPeppas, J.の文献, 1983, Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:
61;また、 Levyらの文献, 1985, Science 228:190; Durinらの文献, 1989, Ann. Neurol.
 25:351; Howardらの文献, 1989, J. Neurosurg. 71:105；も参照されたい）。更に別の
実施態様において、徐放系は、治療標的、すなわち脳の付近に、従って必要な全身用量の
一部だけ置くことができる（例えば、Goodsonの文献, 『徐放の医学的適用（Medical App
lications of Controlled Release）』中, 上記, vol. 2, pp. 115（1984）を参照された
い）。
　その他の適切な徐放系は、Langerによる総説で論議されている（1990、Science 249：1
527-1533）。
【０２７８】
　別の実施態様において、本発明の化合物がタンパク質をコードする核酸である場合、核
酸は、それを適切な核酸発現ベクターの一部として構築し、及びそれが細胞内にはいるよ
うに投与することによって、例えばレトロウイルスのベクター（米国特許第4,980,286号
参照されたい）を使用することによって、又は直接注射によって、微小粒子照射（例えば
、遺伝子銃；Biolistic, Dupont）又は脂質若しくは細胞表面受容体若しくはトランスフ
ェクト薬でのコーティングの使用によって、又は核に入ることが公知であるペプチドに結
合させてそれを投与すること （例えば、Joliotらの文献, 1991, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 88:1864-1868を参照されたい）などによって、インビボにて投与して、そのコード
されたタンパク質の発現を促進することができる。或いは、核酸は、細胞内に導入して、
相同的組換えによって、発現のために宿主細胞DNA内に組み込むことができる。
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【０２７９】
　また、本発明は、医薬組成物を提供する。このような組成物は、薬剤の治療的有効量と
医薬として許容し得る担体とを含む。特定の実施態様において、「医薬として許容し得る
」という用語は、連邦政府若しくは州政府の規制機関によって承認されたか、又は動物に
、及び特にヒトに使用するための米国薬局方又はその他の一般に認識された薬局方に収載
されたことを意味する。「担体」という用語は、希釈剤、アジュバント、賦形剤又は治療
薬と共に投与される媒体をいう。このような製薬的担体は、水及びピーナッツ油、大豆油
、鉱油、ごま油等の石油、動物、植物又は合成起源のものを含む油等の滅菌液であること
ができる。水は、医薬組成物を静脈内に投与するときの好ましい担体である。特に注射用
溶液については、食塩水並びに水性デキストロース溶液及びグリセロール溶液も液体キャ
リアとして使用することができる。適切な薬学的賦形剤には、デンプン、グルコース、ラ
クトース、スクロース、ゼラチン、麦芽、コメ、小麦粉、胡粉、シリカゲル、ステアリン
酸ナトリウム、グリセロールモノステアリン酸、滑石、塩化ナトリウム、脱脂粉乳、グリ
セロール、プロピレン、グリコール、水、エタノールなどを含む。また、組成物には、必
要に応じて、微量の湿潤剤若しくは乳化剤又はpH緩衝剤を含むことができる。これらの組
成物は、溶液、懸濁液、エマルジョン、錠剤、丸剤、カプセル、粉末、徐放性製剤などの
形をとることができる。組成物は、トリグリセリドなどの従来の結合剤及び担体と共に坐
薬として処方することができる。経口製剤には、医薬品級のマンニトール、乳糖、デンプ
ン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウム
、その他のなどの標準的担体を含むことができる。適切な薬剤担体の例は、E.W Martinに
よって「レミントンの医薬品科学（Remington's Pharmaceutical Sciences）」に記述さ
れている。このような組成物には、化合物の治療的有効量を、好ましくは精製した形態で
、被験体への投与に適した形態を提供するための担体の適切な量と共に含む。製剤は、投
与様式に合わせるべきである。
【０２８０】
　好ましい実施態様において、組成物は、ヒトへの静脈内投与のために適した医薬組成物
としてルーチンの手順に従って製剤化される。典型的には、静脈内投与のための組成物は
、無菌の等張性の水性緩衝液中の溶液である。必要な場合、組成物は、溶解剤及び注射の
部位における疼痛を容易にするリドカインなどの局所麻酔薬も含んでいてもよい。一般に
、成分は、別々に又は単位剤形に混合されて、例えば活性薬剤の量を示すアンプル又はサ
ッシェなどの、密封して封止された容器内に乾燥凍結乾燥粉末又は水を含まない濃縮物と
して供給される。組成物を輸液により投与する場合は、無菌医薬品等級の水又は食塩水を
含有する輸液ボトルにより供給される。組成物が注射によって投与される場合、成分が投
与前に混合され得るように、注射用滅菌水又は塩類溶液のアンプルを提供することができ
る。
【０２８１】
　本発明の化合物は、中性又は塩形態として製剤化することができる。医薬として許容し
得る塩は、塩酸、リン酸、酢酸、シュウ酸、酒石酸などに由来するものなどの遊離アミノ
基と形成されたもの、及びナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウム、水酸化第
二鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、2-エチルアミノエタノール、ヒスチジン
、プロカインなどの遊離カルボキシル基と形成されたものを含む。
【０２８２】
　神経疾患の治療に有効であろう本発明の化合物の量は、本記述に基づいて標準的な臨床
技術によって決定することができる。加えて、最適な用量範囲を同定するのを補助するた
めに、インビトロアッセイ法を任意に使用してもよい。また、製剤に使用される正確な用
量は、投与経路及び疾患又は障害の重症度に依存し、開業医及びそれぞれの被験体の環境
の判断に従って決定されるべきである。しかし、静脈内投与のための適切な用量範囲は、
一般に体重1キログラムあたり約20～500マイクログラムの活性化合物である。鼻腔内投与
のために適した用量範囲は、一般に約0.01pg／kg体重～1mg/kg体重である。有効用量は、
インビトロ又は動物モデル試験系に由来する用量反応曲線から推定してもよい。
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　坐薬は、一般に重量の0.5％～10％の範囲の活性成分を含み；経口製剤は、好ましくは1
0％～95％の活性成分を含む。
【０２８３】
　また、本発明は、本発明の医薬組成物の成分の一種又は複数種を詰め込んだ1つ以上の
容器から構成される医薬パック又はキットを提供する。任意にこのような容器には、医薬
品又は生物学的製剤の製造、使用又はの販売を規制する政府機関によって処方される形態
の通知を付随することができ、この通知は、（a）ヒト投与のための製造、使用又は販売
の機関による承認、（b）使用のための説明書、又は両方を反映する。
【０２８４】
（5.16 イメージング技術によるタンパク質アイソフォームの存在量の決定）
　イメージング技術によってタンパク質アイソフォームの存在量を決定することの利点は
、このような方法が非侵襲的であり（試薬を投与する必要があろうことをなくす）及び被
験体から試料を抽出する必要がないことである。
　適切なイメージング技術には、ポジトロン放出断層撮影（PET）及びシングルフォトン
エミッションCT（SPECT）を含む。このような技術を使用するタンパク質アイソフォーム
の可視化には、適切なラベル、例えば18F、11C又は123Iなどの放射性トレーサの取り込み
又は結合が必要である（例えば、本技術のさらなる詳細について、NeuroRx-Journal of A
merican Society for Experimental NeuroTherapeutics（2005）2（2）, 348-360及び同
上のページ361-371を参照されたい）。放射性トレーサ又はその他のラベルは、適切に標
識された特異的リガンドの被験体に対する投与によって（例えば、注射によって）タンパ
ク質アイソフォームに組み込んでもよい。或いは、これらは、被験体に（例えば、注射に
よって）投与してもよいタンパク質アイソフォームに特異的な結合親和性試薬（抗体、ア
フィボディーなど）に組み込んでもよい。イメージングのためのアフィボディーの使用の
考察については、例えばOrlova A、Magnusson M、Eriksson TL、Nilsson M、Larsson B、
Hoiden-Guthenberg I、Widstrom C、Carlsson J、Tolmachev V、Stahl S、Nilsson FY、
ピコモル親和性HER2結合アフィボディー分子を使用する腫瘍イメージング、Cancer Res.2
006年4月15日；66（8）：4339-48を参照されたい）。
【実施例】
【０２８５】
（6. 実施例：神経疾患患者のCSFに特異的に発現されるタンパク質の同定）
　以下の例示的及び非限定的な手順を使用して、種々の神経疾患を有する被検体及び対照
被験体由来のCSF試料中のタンパク質を等電点電気泳動し、それに続くSDS-PAGEにより分
離して、解析した。下記に記載した手順のパート6.1.1～6.1.19（含む）をここで「参照
プロトコル」と命名する。
【０２８６】
（6.1 材料及び方法）
（6.1.1 試料調製）
　それぞれのCSF試料について受け取り次第、タンパク質濃度アッセイ（Pierce BCA Cat#
 23225）を行った。タンパク質分離の前に、関心対象のタンパク質の解析を妨げる、又は
限定するかもしれないタンパク質を除去することによってタンパク質の分離の質を高め単
純化し、解析を容易にするために、それぞれの試料には、一定のタンパク質の選択的除去
のための処理を行った。1999年6月1日に出願された国際特許出願第PCT/GB99/01742を参照
されたく、その全体は、特に3及び6ページに関して、引用により組み込まれる。
【０２８７】
　CSFからのアルブミン、ハプトグロビン、トランスフェリン及びイムノグロブリンG（Ig
G）の除去（「CSF除去」）をアフィニティークロマトグラフィー精製工程によって行い、
試料をアルブミン、ハプトグロビン、及びトランスフェリンの選択的除去のための固定化
した抗体、並びに免疫グロブリンGの選択的除去のためのプロテインGを含む、一連のHi-T
rapカラムに通した。直列型に組み立てた2本のアフィニティーカラムは、抗体をHi-Trap
カラムに含まれるプロテインG-セファロースに結合させることによって調製した（プロテ
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インG-セファロースHi-Trapカラム（1ml）Pharmacia Cat. No. 17-0404-01）。これは、
カラムに以下の溶液を続けて循環させることにより行った：（1）ダルベッコリン酸緩衝
食塩水（Gibco BRL Cat. No. 14190-094）；（2）濃縮抗体溶液；（3）200 mM炭酸ナトリ
ウム緩衝液、pH 8.35；（4）架橋溶液（200 mM炭酸ナトリウム緩衝液、pH 8.35、20 mM 
ジメチルピメリミダート；及び（5）500 mMエタノールアミン、500mM NaC1。次いで、第3
の（誘導体化していない）プロテインG Hi-Trapカラムを直列型に組み立てたカラムの下
端に取り付けた。
【０２８８】
　該クロマトグラフィーの手順は、７回までの一連の実行を続けて行うことができるよう
に、Akta Fast Protein Liquid Chromatography（FPLC）システムを使用して自動化した
。試料を、一連の3本のHi-Trapカラムを通し、そこで、アフィニティークロマトグラフィ
ー媒体が選択的に上記タンパク質に結合し、これにより試料から除去される。カラムへの
添加や洗浄段階の間にカラムを通って溶出した非吸着物質の画分（素通り画分）及びImmu
nopure Gentle Ag/Ab Elution Buffer（Pierce  Cat. No. 21013）での段階溶出により溶
出した結合タンパク質の画分（吸着／溶出画分）（典型的には1チューブあたり3ml）を回
収した。非吸着物質を含む溶出液を少し回収し、これをプールし、遠心限外濾過により脱
塩／濃縮し、2D PAGEによるさらなる解析まで貯蔵した。
【０２８９】
　およそ300μgの総タンパク質を含む、放血させたCSFの量を分注し、等量の10％（w/v）
SDS（Fluka 71729）、2.3％（w/v）ジチオスレイトール（BDH 443852A）を添加した。試
料を95℃で5分間加熱し、次いで20℃まで冷却した。次いで、125μlの以下の緩衝液を試
料に添加した：
　8 M尿素（BDH 452043w）
　4％ CHAPS（Sigma C3023）
　65 mM ジチオスレイトール（DTT）
　2％（v/v）レゾライト（Resolytes） 3.5-10（BDH 44338 2x）
　この混合物を混合し、13,000rpmで5分間15℃にて遠心分離し、上清を後述するように等
電点電気泳動によって分離した。
【０２９０】
（6.1.2 等電点電気泳動）
　等電点電気泳動（IEF）は、製造元の説明書に記述される手順に従ってイモビライン7 D
ryStrip Kit（Pharmacia BioTech社）を使用して行った。イモビライン7 ドライストリッ
プキット、Pharmacia社、# 18-1038-63、エディションABを参照されたい（その全体が、
引用により本明細書に組み込まれる）。固定化pH 勾配（IPG）ストリップ（18cm、直線勾
配でないpH 3-10ストリップ；Pharmacia Cat. # 17-1235-01）を、イモビラインドライス
トリップ ユーザーズマニュアルに記載されているように8 M尿素、2％（w/v）CHAPS、10 
mM DTT、2％（v/v）レゾライト 3.5-10の溶液中で20℃にて一晩再水和させた。IEFについ
ては、50μlの上清（上記のように調製した）をストリップの塩基側末端に置かれたカッ
プ充填ユニットでストリップに充填した。次いで、充填したゲルを鉱油（Pharmacia 17-3
335-01）で覆い、すぐに電圧を、Pharmacia EPS3500XL電力供給装置（Cat 19-3500-01）
を使用して、以下のプロフィールに従ってストリップにかけた：
　初期電圧=300 V、2時間
　3時間にわたって300 Vから3500 Vまでの直線傾斜
　3500 Vにて19時間保持
　この過程の全段階について、電流の上限を12本のゲルで10 mAに設定し、ワット数の上
限を5 Wとした。温度は、操作の全体において20℃に保った。
【０２９１】
（6.1.3 ゲル平衡化及びSDS-PAGE）
　最終的な19時間の工程の後、ストリップをすぐに取り出し、以下の組成：6M尿素；2％
（w/v）DTT；2％（w/v）SDS；30％（v/v）グリセロール（Fluka 49767）；0.05 M Tris/H
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Cl、pH 6.8（Sigma  Cat T-1503）；の第1の溶液中に20℃にて10分間浸漬した。ストリッ
プを第1の溶液から取り出して、以下の組成：6M尿素；2％（w/v）ヨードアセトアミド（S
igma I-6125）；2％（w/v）SDS；30％（v/v）グリセロール；0.05 M Tris/HCl、pH 6.8；
の第2の溶液中に20℃にて10分間浸漬した。第2の溶液からの除去の後、ストリップを以下
に明記したような修飾を伴うHochstrasserらの1988年、分析生化学（Analytical Biochem
istry）173：412-423に従って、SDS-PAGEの支持ゲル上に添加した（その全体が、引用に
より本明細書に組み込まれる）。
【０２９２】
（6.1.4 支持ゲルの調製）
　ゲルは、以下の寸法の2つのガラス板の間で成形した：幅23 cm x長さ24 cm（裏板）；
幅23 cm x長さ24 cmで真ん中の19 cmに深さ2 cmの切れ込みを持つ（前板）。SDS-PAGEゲ
ルの共有結合を促進するために、裏板をγ-メタクリル-オキシプロピルトリメトキシシラ
ン（BindSilaneJ；Pharmacia Cat. #17-1330-01）の0.4％エタノール溶液で処理した。前
板を（RepelSilaneJ Pharmacia  Cat. #17-1332-01）で処理してゲルの接着を減少させた
。過剰な試薬を水で洗浄することによって除去し、プレートを乾燥させた。この段階で、
ゲルの同定として、及びプレートのコートした表面を同定するためのマーカーとして、接
着性のバーコードをゲルマトリックスと接触しないような位置の裏板に貼った。
【０２９３】
　乾燥プレートを、13個のゲルサンドイッチを収納できる成形箱で組み立てた。それぞれ
のサンドイッチの前板及び裏板は、厚さ1 mm、幅2.5 cmのスペーサーによって間隔を空け
た。サンドイッチには、ゲル重合後のサンドイッチの分離を容易にするために、アセテー
トシートを挟んだ。次いで、Hochstrasserら、前掲の方法に従って成形を行った。
　9～16％の直線的ポリアクリルアミド勾配は、アンジェリケ勾配成形システム（Large S
cale Biology）を使用して、前板の切れ込みレベルの2 cm下の点に及ぶように成形した。
保存液は、以下の通りであった。アクリルアミド（40％の水溶液）は、Serva社からのも
のであった（Cat. #10677）。架橋剤は、PDA（BioRad 161-0202）であり、最初の総モノ
マー含量の2.6％（w/w）の濃度であった。ゲル緩衝液は、0.375 M Tris/HCl、pH 8.8であ
った。重合触媒は、0.05％（v/v）TEMED（BioRad 161-0801）であり、開始剤は、0.1％（
w/v）APS（BioRad 161-0700）であった。SDSは、ゲルには含まず、濃縮用ゲルを使用しな
かった。成形ゲルを、一晩20℃にて重合させ、次いで、それぞれ6 mlのゲル緩衝液と共に
密封したポリエチレンバッグ中で4℃にて貯蔵し、4週以内に使用した。
【０２９４】
（6.1.5 SDS-PAGE）
　0.5％（w/v）アガロース（Fluka Cat 05075）の溶液を泳動用緩衝液（0.025 M Tris、0
.198 Mグリシン（Fluka 50050）、1％（w/v）SDS、微量のブロムフェノールブルーを補っ
た）で調製した。アガロース懸濁液を撹拌しながら70℃まで、アガロースが溶解するまで
加熱した。支持された二次元目のゲルの上部をアガロース溶液で満たし、平衡化したスト
リップをアガロース中に置き、ゲルが二次元目のゲルと密接に接触するまで、パレットナ
イフで穏やかにたたいた。ゲルを、Amessら、1995、電気泳動（Electrophoresis） 16：1
255-1267（その全体が引用により本明細書に組み込まれる）によって記述されているよう
に、二次元目の泳動用タンクに置いた。タンクを、緩衝液のレベルがポリアクリルアミド
を含んだ二次元目ゲルの領域の上部より高くなるまで（上記の）泳動用緩衝液で満たし、
そうすることにより、活性なゲル領域の効率的な冷却を行った。泳動用緩衝液を、ゲルで
形成された上部緩衝液コンパートメント（仕切り）に添加し、次いで、Consort E-833電
力供給装置を使用して直ちに電圧をゲルにかけた。一時間後、ゲルを20 mA／ゲルにて泳
動した。ワット数の上限を150 Wに設定し、6枚のゲルを含むタンクの場合、電圧の上限を
600 Vに設定した。1時間後、次いでゲルを40 mA／ゲルにて、以前と同じボルト及びワッ
ト数の上限で、ブロムフェノールブルーの線がゲルの下端から0.5 cmのところまで泳動し
た。緩衝液の温度は、操作の全体において16℃に保った。ゲルは、複製して泳動しなかっ
た。
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（6.1.6 染色）
　電気泳動操作が完了したら、ゲルを固定のためにタンクから直ちに取り出した。ゲルカ
セットの上部プレートを慎重に除去し、ゲルを床板に結合したままにした。次いで、その
ゲルが付着したままの床板を12枚のゲルを収容することができる染色装置内に置いた。ゲ
ルを40％（v/v）エタノール（BDH 28719）、10％（v/v）酢酸（BDH 100016X）、50％（v/
v）水（MilliQ-Millipore社）の固定液に完全に浸漬し、これをゲル全体にわたって連続
的に循環させた。一晩保温の後、固定液をタンクから排出し、ゲルを7.5％（v/v）酢酸、
0.05％（w/v）SDS、92.5％（v/v）水中での30分間の液浸によってプライムした。次いで
、プライミング溶液を排出し、ゲルを4時間Sypro Red（Molecular Probes, 社, Eugene、
Oregon）の染色液に完全に液浸することによって染色した。この目的のために使用するこ
とができる代わりの色素は、1999年10月5日に出願の米国特許出願第09/412168号に記述さ
れており、その全体は引用により本明細書に組み込まれる。
【０２９６】
（6.1.7 ゲルのイメージング）
　コンピューター可読出力を、先の5.1節に記述したApollo 2スキャナー（Oxford Glycos
ciences社、Oxford、UK）で蛍光染色したゲルをイメージングすることにより作製した。
このスキャナーは4つの複合蛍光マーカー（M1、M2、M3、M4と命名されている）をもつゲ
ルキャリアーを有し、該マーカはイメージの外形を補正するのに使用され、かつ走査が正
確に行われたことを保証する品質管理特徴である。
　走査のためには、ゲルを染色から取り出し、水ですすぎ、簡単に空気乾燥させ、Apollo
 2でイメージングした。イメージングの後、ゲルを、少量の染色液を含むポリエチレンバ
ッグに密閉し、次いで4℃で保存した。
【０２９７】
（6.1.8 データのデジタル解析）
　データは、より詳細に以下に記載したとおり、米国特許第6,064,654号（国際公開第98/
23950として公開した）の5.4節及び5.5節（引用により本明細書に組み込まれる）に記載
されているように処理した。
　スキャナーからの出力は、最初にMELANIE 7 II 2D PAGE解析プログラム（リリース2.2
、1997、BioRad Laboratory社、Hercules、California、 Cat. #170-7566）で処理して、
位置決め点M1、M2、M3及びM4を自動検出し；イメージを自動トリミングし（例えば、ゲル
の境界の外側に存在する走査イメージの領域、すなわち参照フレームから生じるシグナル
を除去し）；粉塵による人為的結果をフィルターで除き；特徴を検出及び定量化し；及び
GIF形式のイメージファイルを作製する。特徴は、以下のパラメーターを使用して検出し
た：
　平滑度= 2
　ラプラシアン閾値 50
　部分閾値 1
　彩度 = 100
　とがり度 = 0
　最小周囲長 = 10
【０２９８】
（6.1.9 等電点及び分子量値の割り当て）
　ランドマーク同定を使用してイメージで検出された特徴の等電点及び分子量を決定した
。CSFL1からCSFL16までの命名した16個のランドマーク特徴を、標準的なCSFイメージにお
いて同定した。これらのランドマーク特徴に、表Vにおいて同定された等電点及び/又は分
子量値を割り当てた。
【０２９９】
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【表４】

【０３００】
　可能な限り多くのこれらのランドマークを、それぞれのゲルイメージデータセットにお
いて同定した。次いで、調査ゲルのそれぞれの特徴には、2つの最も近いランドマークに
一次補間又は補外（MELANIE 7-IIソフトウェアを使用する）することにより等電点値を割
り当て、2つの最も近いランドマークに一次補間又は補外（MELANIE 7-IIソフトウェアを
使用する）することにより分子量値を割り当てた。
【０３０１】
（6.1.10 主要マスターイメージとのマッチング）
　イメージを、粉塵などの著しい人為的結果を除去するために、タンパク質特徴が不鮮明
になるなどの著しい異常のあるイメージ又は試料の添加量が少なすぎて、若しくは全体の
イメージ強度が小さすぎて最も強い特徴以外を同定できないようなイメージ又は解像度が
不十分すぎて特徴の正確な検出ができないようなイメージを排除するために編集した。次
いで、イメージを全部の試料セットからの一つの共通のイメージと対にすることによって
比較した。この共通のイメージである「主要マスターイメージ」を、タンパク質添加量（
最大特徴検出と一致する最大添加量）、十分に分離されたミオグロビン領域（ミオグロビ
ンを内部標準として使用した）及び一般的な画質に基づいて選択した。加えて、主要マス
ターイメージを、解析に含まれる全てのイメージの一般的な代表と思われるイメージであ
るように選択した。（主要マスターイメージを、調査ゲルの代表であると判断することに
よるこの過程は、以下に記述した方法で再チェックされ、主要マスターイメージが代表的
ではないと見なされた場合には、これを排除して、代表的な主要マスターゲルが見いださ
れるまで本過程を繰り返した。）
　残りの調査ゲルのそれぞれを、主要マスターイメージと個々にマッチさせ、共通のタン
パク質の特徴を主要マスターイメージと個々の調査対象ゲルイメージとの間で対にした。
【０３０２】
（6.1.11 試料間のクロスマッチング）
　差動的に発現される特徴を同定する目的で多数の試料の統計解析を容易にするために、
それぞれの調査ゲルの形状を以下のようにタンパク質の特徴のパターンと主要マスターの
パターンとの間で最大にマッチするように調整した。それぞれの調査ゲルのイメージを、
多分解能ワーピング法を使用して主要マスターイメージの形状に個々に変形した。この手
順では、試料間の電気泳動分離過程の物理的パラメーターの小さな変化によってもたらさ
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れる歪みについてイメージ形状を修正する。観察される変化は、見いだされた歪みが単に
形状の歪みではなく、むしろ平滑な流れであるが、局所的及び全体的規模で変化があるよ
うなものである。
【０３０３】
　多分解能モデリングの基本的原理は、平滑なシグナルが、スケールスペースを介した進
化としてモデル化され得ることであり、連続的でより微細なスケールでの詳細を低分解近
似値に付加して高分解能シグナルが得られる。このタイプのモデルは、（参照イメージ上
のそれぞれの画素位置にて定義される）ベクターの流動領域に適用され、任意の滑らかさ
の流動を、比較的自由度をもたせずにモデル化することができる。それぞれのイメージを
初期イメージに由来するスタック又はピラミッドのイメージにまで減少させるが、あらゆ
るレベルでそれぞれの方向の2つの要素（ガウシアンピラミッド）によって分解能を平滑
化させて減少させ、対応する異なったイメージも同じレベルで計算して、平滑化イメージ
とその先祖との間の相違（ラプラシアンピラミッド）を表す。従って、ラプラシアンイメ
ージは、異なるスケールでイメージの詳細を表す。
【０３０４】
　任意の2つの所与のイメージ間の歪みを見積もるために、ピラミッドにおいてレベル7で
（すなわち、7回の連続した分解能の減少後に）計算を行った。ラプラシアンイメージを
、両方向の隣接するグリッド位置間で50％重複して16×16ピクセルの格子に分割し、参照
及びテストイメージについて対応する格子正方形間の交差相関を計算した。次いで、相関
マトリックスの最大の位置まで歪み変位を与えた。全ての変位が特定のレベルにて算出さ
れた後で、これらをピラミッドの次のレベルに組み込んで、試験イメージに適用し、次い
で該変位に対するさらなる補正を次のスケールで算出した。
【０３０５】
　ワーピング処理により、主要マスターイメージとその他の試料のイメージとの間におけ
る共通の特徴に優れた整列をもたらした。MELANIE7 II 2D PAGE解析プログラムを使用し
て、主要マスターとその他のイメージのそれぞれとの間で、およそ500～700のマッチした
特徴対を算出して記録した。このプログラム精度は、上記の様式でイメージを整列するこ
とによって有意に増強された。なお更に精度を改善するために、全ての対を、最終的にMe
lView相互作用編集プログラムにおいて目で試験し、残った識別できるほどに誤った対を
除去した。このような識別できるほどに誤った対の数が、好ましい技術の全体の再現性を
上回った場合（同じ生体試料の繰り返し解析によって測定される）、主要マスターゲルで
あると選択されたゲルは、主要マスターゲルとして使用するための調査ゲルの代表には不
十分と判断した。その場合、主要マスターゲルとして選ばれたゲルを却下して、異なるゲ
ルを主要マスターゲルとして選択し、この過程を繰り返した。
　次いで、全てのイメージは、一緒に加算して複合マスターイメージを作製し、全ての成
分イメージの全てのゲルの特徴の位置及び形状を後述するようにこの複合マスターに重ね
合わせた。
【０３０６】
　一旦全ての初期対が計算され、修正され、保存されると、二番目の工程が行われ、それ
により、元の（歪んでいない）イメージを主要マスターの形状に二度目に変形して、この
時には、対となったゲル特徴の重心によって定義される多数の連結点の平滑な補間によっ
て計算される流れ場を使用した。従って、複合マスターイメージは、主要マスターイメー
ジをその特徴の記述子で初期化することによって作製した。それぞれのイメージを主要マ
スター形状に変形させたので、これをデジタル的に一画素ずつ複合マスターイメージにた
し合わせて、上で概説した手順で対にならなかった特徴を同様に複合マスターイメージの
記述に加算し、これらの重心を、流れ場補正を使用してマスター形状に合わせた。
【０３０７】
　処理の最終段階を複合マスターイメージ及びその特徴の記述子に適用すると、これは、
この時点で共通の形状に変形された研究の全てのイメージの全ての特徴を表す。特徴をこ
れらの間の重複の程度に従って、関連したセット又は「クラスター」に一緒にグループ化
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した。次いで、それぞれのクラスターには、特有に同定できるインデックスである分子ク
ラスターインデックス（MCI）を与えた。
　MCIは、異なるイメージ上のマッチした特徴のセットを同定する。従って、MCIは、異な
る試料における2D分離で同等の位置で溶出するタンパク質又はタンパク質群を表する。
【０３０８】
（6.1.12. プロフィールの構築）
　最終複合マスターイメージに対する調査の全ての成分ゲルのマッチングの後に、それぞ
れの特徴の強度を測定して、保存した。この解析の最終結末は、それぞれの同定された特
徴について：1）複合マスターイメージ（MCI）の中の対応する特徴に関連した特有の識別
コード、2）ゲル内の特徴のx、y座標、3）タンパク質アイソフォームの等電点（pI）、4
）タンパク質アイソフォームの見かけの分子量（MW）、5）シグナルの値、6）それぞれの
前述の測定についての標準偏差、及び7）この特徴がマッチしたマスターゲルに対してそ
れぞれの特徴のMCIを関連づける方法、を含むデジタルプロフィールを作り出した。実験
室情報管理システム（LIMS）により、このMCIプロフィールによってこれを作製した実際
の保存されたゲルを突き止めることができ、その結果、ゲルプロファイルデータベースの
コンピューター解析によって同定されるタンパク質を検索することができる。また、LIMS
により、プロフィールを元の試料又は患者にまでさかのぼることも可能となった。
【０３０９】
（6.1.13. プロファイルの統計解析）
　列記されているマスター群の中のMCIからタンパク質アイソフォームを同定するために
、下記に明記した統計ストラテジーを使用した。
　a）存在する特徴の割合を、潜在性タンパク質アイソフォームであるMCIについて対照試
料及びCSF試料で全体に算出した。MCIは、神経疾患由来の試料の少なくとも20％に存在す
るか、又は年齢がマッチした対照群由来の試料の少なくとも20％に存在することを必要と
した。次いで、これらの基準を満たしたMCIをさらなる解析に供した。
【０３１０】
　b）次いで、それぞれの残りのMCIについての特徴の存在の割合を更に試験して、MCIは3
群-神経疾患試料群において少なくとも20％の特徴存在を有するが、対照群の全ての試料
において存在しなかったもの（4+と命名）、対照試料群において少なくとも20％の特徴存
在を有するが、神経疾患試料群の全ての試料において存在しなかったもの（4-と命名）及
び疾患と対照試料群との両方に存在するMCIに分けた。
【０３１１】
　c）（b）で残ったMCIのための第2の選択ストラテジーは、倍数変化に基づいた。MCI内
のタンパク質アイソフォームの規準化されたタンパク質の平均存在量の比を表す倍数変化
は、それぞれの神経疾患試料とその年齢がマッチした一連の対照との間のそれぞれのMCI
について算出した。1.5の最小閾値を有意であるとみなされる倍数変化に設定した。1.5未
満の倍数変化を有する試料を「1」と表し、1.5よりも大きな倍位数変化を有する試料を、
さらなる解析に供した。
【０３１２】
　d）最終的な選択ストラテジーのためには、ウィルコクソン順位和検定を使用した。こ
の検定を1.5よりも大きい倍数変化を有するそれぞれのMCIについて、対照試料と神経疾患
試料との間で行った。0.05以下のp値を記録したMCIを95％の選択性で統計学的に有意なタ
ンパク質アイソフォームとして選択した。統計学的に有意な変化（p＜0.05）を有するMCI
を「3」と表し、統計的有意性に到達しなかったMCIを「2」と表した。後の2つの群につい
ては、それぞれ倍数増加又は倍数減少を示すために「+」又は「-」を使用した。
【０３１３】
　これらの4つの解析ストラテジーの適用により：（a）対照被検者又は神経疾患患者の試
料の少なくとも20％の特徴存在（b）選ばれた選択性での定性的相違（c）選ばれた選択性
での閾値以上に有意な倍数変化又は（d）ウィルコクソン順位和検定で測定される統計学
的に優位な変化に基づいて、タンパク質アイソフォームを選択することができた。
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【０３１４】
（6.1.14 選択したタンパク質の回収及び解析）
　タンパク質アイソフォームを、ロボットを使用して切り出して、処理し、トリプシンペ
プチドを産生した。トリプシンペプチドを、PerSeptive Biosystems Voyager-DETM STRマ
トリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型（MALDI-TOF）質量分析計を使用する質
量分析によって解析し、選択されたトリプシンペプチドを、ナノフロー（登録商標）エレ
クトロスプレー Zスプレー源を装備した4重極飛行時間型（Q-TOF）質量分析計（Micromas
s社、Altrincham、U.K.）を使用するタンデム型質量分析（MS／MS）によって解析した。
タンパク質アイソフォームの部分的アミノ酸配列及び同定のためには、トリプシンペプチ
ドの解釈されてないタンデム質量スペクトルをバージョンv.C.1のSEQUEST検索プログラム
（Engらの文献, 1994、J. Am. Soc. Mass Spectrom. 5：976-989）を使用して検索した。
データベースによる同定のための基準には：トリプシンの切断特異性；データベースから
返されたペプチドにおける、a、b及びyイオンセットの検出、並びにカルバミドメチル化
を考慮した全てのシステイン残基での質量の増加を含んだ。検索したデータベースは、国
立バイオテクノロジー情報センター（NCBI）によって保持される重複のないデータベース
のタンパク質の登録で構築されるデータベースであり、これはhttp：//www.ncbi.nlm.nih
.gov/でアクセス可能である。SEQUESTプログラムを使用するスペクトル-スペクトル相関
を介したタンパク質の同定に続いて、MALDI-TOF質量スペクトルにおいて検出された質量
を同定されたタンパク質のトリプシン分解ペプチドに割り当てた。SEQUESTプログラムを
使用するトリプシン分解ペプチドの未解釈のMS/MSスペクトルでの検索を介してもアミノ
酸配列が同定できない場合には、ペプチドのタンデム質量スペクトルを当該技術分野にお
いて公知の方法を使用して手動で解釈した（ペプチドイオンの低エネルギーによる断片化
の質量スペクトルを解釈する場合には、Gaskellら、1992, Rapid Commun Mass Spectrom.
 6：658-662を参照されたい）。
【０３１５】
（6.1.15 神経疾患関連タンパク質の識別）
　本発明のタンパク質アイソフォームを同定する方法では、上記の質量分析によって実験
的に得られた天然に存在するヒトタンパク質のペプチド配列を使用して、公開されたヒト
ゲノム配列においてコードされたエキソンを同定し組織化する。
【０３１６】
　ヒトゲノムの化学配列を明らかにすることにおける最近の劇的な進歩により、この莫大
な課題が完成間近になった（Venter, J.C.らの文献,（2001）『ヒトゲノムの配列（The s
equence of the human genome.）』Science 16：1304-51；International Human Genome 
Sequencing Consortium.の文献（2001）『ヒトゲノムの一次塩基配列決定及び解析（Init
ial sequencing and analysis of the human genome.）』Nature 409：860-921）。この
配列情報は、我々が、分子進化、比較ゲノム科学、病原性メカニズム及び分子医薬を含む
多くの生物学的過程を理解する上で、実質的な衝撃を有することにはほぼ疑いがない。ヒ
トゲノムの配列に固有の完全な医学的価値が実現されるためには、ゲノムが「組織化」さ
れ、注釈付けされる必要がある。これは、少なくとも以下の3つのことを意味する。（i）
ゲノムの個々の部分の配列を、それぞれの染色体の明瞭で連続的な配列に構築すること。
（ii）遺伝子を含むそれぞれの染色体の領域の明白な同定。（iii）遺伝子の微細構造及
びそのmRNAとタンパク質産物の特性の決定。「遺伝子」の定義は、ますます複雑な問題で
ある一方で（H Pearsonの文献：『遺伝子とは何か（What is a gene？）』Nature（2006
）24：399-401）、創薬及び薬物開発の現在の関心事は、機能的な発現タンパク質をコー
ドするこれらの遺伝子の目録である。これらの遺伝子のサブセットは、全てとまではいか
ないがほとんどの病態の分子基盤に関与している。従って、医薬品産業にとって重要な現
在の目標は、ヒトゲノムにおいて全てのこのような遺伝子を同定し、これらの微細構造を
記述することである。
【０３１７】
　OGAP（登録商標）データベースを形成するための、ペプチド質量、ペプチドの特徴、ES
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T及び公共ドメインゲノム配列データの処理及び組み込み
　別々の遺伝学的単位（エキソン、転写物及び遺伝子）を以下の一連の工程を使用して同
定した。
　1. Ensembl及び種々の遺伝子予測プログラムから利用できる遺伝子同定を組み合わせる
ことにより、ヒトゲノムに位置づけるトリプシンペプチドを含む「仮想トランスクリプト
ーム」を作製する。また、これには、遺伝子同定におけるSNPデータ（dbSNPから）及び全
ての選択的スプライシングを組み込む。また、公知の混入物を仮想トランスクリプトーム
に付加する。
【０３１８】
　2. OGeS質量分析データベースの全てのタンデムスペクトルを、仮想トランスクリプト
ームの1つに対して位置づけることができるペプチドを産生するように解釈する。一連の
自動化されたスペクトル解釈アルゴリズムを使用してペプチド同定を行う。
　3. 典型的には20 ppmという質量分析計の質量精度に基づいた寛容性を使用して、タン
デムペプチドによってヒットした転写産物由来の全てのペプチドを検索することにより、
OGeS質量分析データベースの全ての質量がマッチしたペプチドのセットを作製する。
【０３１９】
　4. 全てのタンデムペプチド及び質量がマッチしたペプチドを、「タンパク質クラスタ
ー」の形態で組み合わせる。これは、共通のペプチドヒット数に基づいて配列をクラスタ
ーにグループ化する再帰的過程を使用してなされる。生物学的配列は、それらが1つ以上
のタンデムペプチド又は質量がマッチしたペプチドを共有する場合に、同じクラスターに
属するとみなされる。
　5. 誤って同定したペプチドを除外するための初期のフィルタリング後に次いで、生じ
たクラスターをヒトゲノムに対して位置づける。
【０３２０】
　6. 次いで、タンパク質クラスターを、その近接度及びタンパク質クラスター内のそれ
ぞれのペプチドの同時観察を使用して、予備的遺伝子境界線を定義する領域に集約させる
。近接度は、同じ染色体の同じ鎖上の80,000ヌクレオチド内に存在するペプチドとして定
義される。クラスター観察スコアリング及びゲノムに対する複数マッピングに基づいた種
々の除去法則を使用して出力結果を洗練する。生じる「確認された遺伝子」が、それぞれ
のクラスターにおける質量分析によって観察されるペプチド及び質量を最もよく説明する
ものである。また、遺伝子の公称座標がこの段階の出力結果である。
【０３２１】
　7. それぞれの確認された遺伝子の転写物の最もよいセットを、タンパク質クラスター
、ペプチド、EST、候補エキソン及び元のタンパク質スポットの分子量から作製する。
　8. それぞれの同定された転写物を、観察されたペプチドを提供する試料と関連させる
。
　9. データを考察し、マイニングするためのアプリケーションの使用。工程1～8の結果
は、それぞれが多数のエキソン及び1つ又は複数の転写物からなる遺伝子を含むデータベ
ースである。適用は、この組み込まれたゲノム／プロテオームデータを表示し、及び検索
するためのアプリケーションを書いた。Ensemblと同じGolden経路座標系に位置づけられ
た任意の特徴（OMIM疾患座、InterProその他）を、位置及び微細構造の一致によって、こ
れらの遺伝子に相互参照することができるであろう。
【０３２２】
　結果
　本方法を使用して、およそ1,000,000個のペプチド配列を作製して、タンパク質をコー
ドする遺伝子及びそれらのエキソンを同定し、結果としてアルツハイマー病で2306遺伝子
、鬱病で260遺伝子、多発性硬化症で173遺伝子、統合失調症で130遺伝子及び血管性認知
症で51遺伝子を含む、67の異なる組織及び57の疾患にわたる18083個の遺伝子のタンパク
質配列を同定した。実験的に決定された配列とOGAPデータベースの配列とを比較後、本明
細書の表Iに列挙したタンパク質アイソフォームは、予後及び診断性質を示す神経疾患に
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対して高度に特異的であることが示された。
【０３２３】
（6.2 結果）
　これらの初期実験により、36個のタンパク質アイソフォームが同定され、そのうちの7
つが、正常なものと比較してアルツハイマー病、統合失調症、双極性鬱病、多発性硬化症
及び血管性認知症において変化していた。これらの詳細を表1に示してある。これらの全
ては、上記で定義したとおりの3つのタンパク質アイソフォームファミリーである成熟タ
ンパク質（PIF-1）、タンパク質のC末端の部分（PIF-2）又はタンパク質のN末端の部分（
PIF-3）の1つに属している。PIF-1のメンバーは、神経疾患が存在する場合にタンパク質
分解により加工されることが見いだされており、その結果、PIF-2及びPIF-3のメンバーは
、神経疾患が存在する場合に一般的にアップレギュレートされることが見いだされている
。図3及び4も参照されたい。
【０３２４】
（7. 実施例：本発明のエキソビボタンパク質アイソフォームに対するグリコシル化部位
の同定）
　上で述べたように、1つのPIFファミリー内の異なるアイソフォームでは、一次配列の長
さが異なり、またこれらが有する翻訳後修飾も異なる。下記に詳述したプロトコルにより
、所与のタンパク質アイソフォームに存在するグリコシル化部位の正確な特性付けが可能
となる。
【０３２５】
（7.1 グリコキャプチャー-LC-MS）
　試料を、終濃度15 mM過ヨウ素酸ナトリウムに平衡化して1時間室温で保温したEcono-Pa
c1ODG脱塩カラム（Bio-Rad社、Hercules CA）を使用して、カップリング緩衝液（100 mM 
酢酸ナトリウム、pH 5.5及び150 mM NaCl）に交換した。同じEcono-Pac1ODG脱塩カラムを
使用して、過ヨウ素酸ナトリウムを試料から除去し、カップリング緩衝液で平衡化たヒド
ラジド樹脂を試料に添加する（1 mlゲル/5 mgタンパク質）。室温にて10～24時間の一晩
の保温後、樹脂を1000×gにて10分間の遠心分離によって収集し、非糖タンパク質を、等
量の尿素溶液（8 M尿素／0.4 M 重炭酸アンモニウム、pH 8.3）で3回樹脂を洗浄すること
によって除去する。
【０３２６】
　樹脂上のタンパク質を55℃にて30分間尿素溶液中で変性させ、その後に尿素溶液で3回
洗浄する。最後の洗浄後、尿素溶液を除去し、樹脂を3倍容量の水で希釈する。トリプシ
ンを1mgトリプシン／200 mgタンパク質の濃度で添加し、37℃で一晩消化する。ペプチド
を室温にて30分間、8 mM TCEP（Pierce社、Rockford、IL）を添加することによって還元
し、室温にて30分間、10 mMヨードアセトアミドを添加することによってアルキル化する
。トリプシンにより放出されたペプチドを、1.5 M NaC1、80％アセトニトリル/0.1％トリ
フルオロ酢酸（TFA）、100％メタノールの3倍容量で3回、及び0.1 M重炭酸アンモニウム
で6回樹脂を洗浄することによって除去する。N結合型糖ペプチドを、一晩のN-グリコシダ
ーゼF（1 mlのN-グリコシダーゼF／40 mgのタンパク質の濃度にて）の添加によって樹脂
から放出させる。次いで、樹脂を沈殿させ、上清を保存する。樹脂を80％アセトニトリル
/0.1％ TFAで2回洗浄し、上清を合わせた。放出されたペプチドを乾燥させ、LC-MS/MS解
析のために0.4％酢酸に再懸濁する。
【０３２７】
　トリプシン処理後にビーズ上に残っている糖ペプチドをメタノールで3回、次いで15％
アンモニア水溶液（pH＞11）で2回洗浄する。メチルイソ尿素を1Mにてアミン基の100倍過
剰モルで15％アンモニア水溶液（水酸化アンモニウム/水 = 15/85 v/v）に添加して55℃
にて10分間保温した後、ビーズを水で2回、DMF/ピリジン/水 = 50/10/40（v/v/v）で2回
洗浄し、DMF/ピリジン/水 = 50/10/40（v/v/v）に再懸濁する。無水コハク酸溶液を2 mg/
mlの終濃度に添加し、試料を1時間室温で保温し、続いてDMFで3回、水で3回、0.1M重炭酸
アンモニウムで6回洗浄する。ペプチドを上記に記述したように、N-グリコシダーゼFを使
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用してビーズから放出させる。
【０３２８】
　d0及びd4型の無水コハク酸でそれぞれ標識したペプチドをμLCで分離し、MALDI試料プ
レート上で分画し、TOF TOF質量分析計（ABI社）によって解析する。それぞれの試料スポ
ットからの質量スペクトルを質量分析計によって自動的に収集する。次いで、定量的ソフ
トウェアアルゴリズムにより、MSスペクトルを解析し、対のペプチドピークを同定し、こ
れらの対のペプチドの存在比を算出する。また、アルゴリズムにより、それぞれのスポッ
ト番号についてペプチド質量の一覧を作製し、これを自動化されたMS/MS解析のための質
量分析計にフィードバックさせた。
【０３２９】
（7.2 iTRAQ）
　4種類のiTRAQが存在しており、従って、4種までの試料を平行して解析することができ
る。試料を20μlの溶解緩衝液中にとり、1μlの変性剤を添加する。次いで、2μlの還元
剤を試料に添加し、次いで、これらを60℃で1時間保温する。保温後、1μlのシステイン
遮断薬をそれぞれの試料に添加し、続いて室温で10分間保温する。
　トリプシンのバイアルを25μlの水で再構成する。それぞれのチューブに10μlのトリプ
シン溶液を添加する。次いで、チューブを37℃で一晩保温する。
【０３３０】
　iTRAQ試薬のそれぞれのバイアルを70μlエタノールに再構成する（バイアルが室温に到
達した後で）。1つのチューブの内容物を1つの試料バイアルに移す。これをそれぞれの試
料について繰り返す。次いで、チューブを1時間室温で保温する。全てのチューブの内容
物を1本のチューブ内で合わせる。
　LC-MS解析の前に、試料を陽イオン交換クロマトグラフィーにより精製すべきである。
陽イオン交換用緩衝液-添加用の少なくとも10倍容量を添加することよって、試料を酸性
化する（pH 2.5～3.3の間）。1 mlの陽イオン交換用緩衝液-清浄用、続いて2 m1の陽イオ
ン交換用緩衝液-添加用を注入することにより陽イオン交換カートリッジを調整する。
【０３３１】
　試料をカラムにゆっくり添加し、素通りを収集する。更に1 mlの陽イオン交換用緩衝液
-添加用を注入してカートリッジ由来の全ての過剰な試薬を洗浄する。
　ペプチドを500μlの陽イオン交換用緩衝液-溶出用の注入によって溶出する。溶出液を
新しい試料チューブに収集する。
　カートリッジを1 mlの陽イオン交換用緩衝液-清浄用で洗浄することによって再生する
。ペプチドは、ここでLC-MS解析のための準備ができている。
【０３３２】
（7.3 順序づけ（ordered）ペプチドアレイ）
　安定同位体標識したペプチドをMALDI-MS及びLC-QTOFでの解析によって特徴づける。次
いで、これらの参照ペプチドストックをアミノ酸分析によって定量化する。
　解析する試料をタンパク質分解により消化し、任意に分画する（例えば、グリコキャプ
チャーによる）。次いで、正確な既知量の参照ペプチドプールを試料に添加し、次いでこ
れをLC分画に供して、その画分をMALDIターゲットプレート上に直接スポットする。詳細
な方法は、Zhangら、ネイチャーバイオテクノロジー（Nature Biotechnology）、2003年6
月、21巻、6号、660-666ページにより別に記述されている。参照ペプチドピーク及びマッ
チした試料ピークの強度を比較することによって定量化を行う。単一のペプチドがいくつ
かの隣接するスポットに拡がっているかもしれないことを説明するために、アルゴリズム
を使用する。
【０３３３】
（7.4 結果）
　上記のプロトコルを使用して、本発明者らは、アスパラギン266（番号付けは、図2の配
列を参照する）に対するグリコシル化の存在を同定することができた。
【０３３４】
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　本発明は、この出願において記述された詳細な実施態様に関して限定されるわけではな
く、これらは、本発明の個々の態様の1つの例証として意図される。本明細書に列挙した
ものに加えて、本発明の範囲内の機能的に均等なな方法及び装置も、前述の明細書及び添
付の図面から当業者には明らかであろう。このような修正変更は、添付の特許請求の範囲
の範囲内に入ることが意図される。本出願において引用したそれぞれの文献、特許及び特
許出願の内容は、その全体が引用により本明細書に組み込まれる。明細書及び特許請求の
範囲の全体にわたって、状況が他に必要としない限り、語「含む（comprise）」並びに「
含む（comprises）」及び「含むこと（comprising）」などのバリエーションは、明示さ
れた整数、工程、整数群又は工程の群を意味し、任意のその他の整数、工程、整数の群又
は工程群を除外しないことが理解されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【０３３５】
【図１】本発明の新たなタンパク質アイソフォームが由来する前駆体タンパク質のアミノ
酸配列を図示する。シグナル配列には、下線を引いてある。
【図２】図1からの前駆体タンパク質の成熟形態に対応する本発明のPIF-1タンパク質アイ
ソフォームファミリーを図示する。本発明の発明者らによって同定された切断部位は一本
線を引いてあり、PIF-3 タンパク質アイソフォームファミリー内の活性部位は太字体であ
り、及び切断部位に対するN-terには二重下線を引いてある。
【図３】正常対照の、及び統合失調症患者のCSFにおける本発明の3つのタンパク質アイソ
フォームファミリーのそれぞれからの代表的な1つの相対的存在量を図示する。
【図４】正常対照の、及び神経疾患を有する患者のCSFにおける、PIF-1（図4a、4b、4c、
4d、4e）、PIF-2（図4f、4g、4h、4i、4j、4k）、及びPIF-3（図4l）の相対的存在量を図
示し、それぞれの図が異なるファミリーメンバーを表す。
【０３３６】
　配列番号：1～45及び56は、表1及び明細書において他に記述したトリプシン分解物配列
及びその他の断片に対応する。
　配列番号：46は、本発明の新たなタンパク質アイソフォームに由来する前駆体タンパク
質のアミノ酸配列である（図1に提供したとおり）。
　配列番号：47は、本発明の新たなタンパク質アイソフォームに由来する前駆体タンパク
質の成熟形態のアミノ酸配列である（図2に提供したとおり）。
【０３３７】
　配列番号：48は、PIF-2ファミリー由来のタンパク質アイソフォームのための例示的ア
ミノ酸配列のN末端である。
　配列番号：49は、PIF-2ファミリー由来のタンパク質アイソフォームのための例示的ア
ミノ酸配列のC末端である。
　配列番号：50は、PIF-3ファミリー由来のタンパク質アイソフォームのための例示的ア
ミノ酸配列のN末端である。
【０３３８】
　配列番号：51は、PIF-3ファミリー由来のタンパク質アイソフォームのための例示的ア
ミノ酸配列のC末端である。
　配列番号：52は、PIF-3ファミリー由来のタンパク質アイソフォームの例示的配列であ
る。
　配列番号：53は、PIF-3ファミリー由来のタンパク質アイソフォームの例示的配列であ
る。
【０３３９】
　配列番号：54は、PIF-2ファミリー由来のタンパク質アイソフォームの例示的配列であ
る。
　配列番号：55は、PIF-2ファミリー由来のタンパク質アイソフォームの例示的配列であ
る。
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【手続補正書】
【提出日】平成20年4月3日(2008.4.3)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００８８
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００８８】
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