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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号２６、配列番号３４および配列番号４５のいずれかのアミノ酸配列からなる、
単離ペプチド。
【請求項２】
　活性成分として請求項１の単離ペプチドと、
　薬学的に有効な担体と、
含む医薬組成物。
【請求項３】
　請求項１の単離ペプチドの、神経変性疾患治療用の薬剤の製造における使用。
【請求項４】
　前記神経変性疾患が、パーキンソン病、多発性硬化症、ＡＬＳ、多系統萎縮症、アルツ
ハイマー病、脳卒中、外傷性脳損傷、進行性核上麻痺、第１７番染色体に連鎖するパーキ
ンソン症候群を伴う前頭側頭型認知症およびピック病からなる群から選択される、請求項
３に記載の使用。
【請求項５】
　前記神経変性疾患が、パーキンソン病である、請求項３に記載の使用。
【請求項６】
　前記神経変性疾患が、アルツハイマー病である、請求項３に記載の使用。
【請求項７】
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　前記単離ペプチドが、細胞透過剤に結合されている、請求項１に記載の単離ペプチド。
【請求項８】
　前記細胞透過剤がペプチド剤である、請求項７に記載の単離ペプチド。
【請求項９】
　前記単離ペプチドが、細胞透過剤に結合されている、請求項２に記載の医薬組成物。
【請求項１０】
　前記細胞透過剤がペプチド剤である、請求項９に記載の医薬組成物。
【請求項１１】
　前記単離ペプチドが、細胞透過剤に結合されている、請求項３～６のいずれか一項に記
載の使用。
【請求項１２】
　前記細胞透過剤がペプチド剤である、請求項１１に記載の使用。
【請求項１３】
　前記薬剤が、皮下投与用に製剤化されたものである、請求項３～６、１１および１２の
いずれか一項に記載の使用。
【請求項１４】
　前記薬剤が、鼻腔内投与用に製剤化されたものである、請求項３～６、１１および１２
のいずれか一項に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、その一部の実施形態において、神経保護ペプチド剤およびその使用に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　アルツハイマー病（ＡＤ）、パーキンソン病（ＰＤ）、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）
およびハンチントン病（ＨＤ）などの神経変性疾患は、成人発症型の慢性、進行性および
不可逆的な重度の障害を引き起こす疾患であって、ニューロン死などのニューロンの構造
および機能の進行性の消失が存在する疾患である。
【０００３】
　アルツハイマー病（ＡＤ）は、認知機能の進行性喪失を特徴とする最も一般的な神経変
性疾患である。ＡＤ組織病理学は、アミロイド－β（Ａβ）の沈着および過剰リン酸化タ
ウタンパク質からそれぞれ生じる、タンパク質異常、つまりプラークおよび神経原線維変
化によって定義される。これらの病状は、ニューロンおよび白質の消失、コンゴー好染血
管障害、炎症および酸化的損傷を伴う［１］。ＡＤにおける炎症は、老人斑周辺のミクロ
グリア形態変化およびアストログリオーシスによって明示される［２］。Ａβペプチドは
、β-アミロイド前駆タンパク質（ＡＰＰ）がまずβ－セクレターゼで切断され、次いで
プレセニリン１を触媒コアとするタンパク質複合体であるγ－セクレターゼで膜内消化さ
れることにより産生される。生じたペプチドが分泌され、ＡＤの特徴であるアミロイドプ
ラークが沈着する［１］。
【０００４】
　パーキンソン病（ＰＤ）は、脳の黒質緻密部におけるドーパミン作動性ニューロンの選
択的変性によって起こる、慢性および進行性神経変性疾患である。症状としては、振戦、
硬直、動作の緩慢さ、および姿勢の不安定さなどの運動関連症状が挙げられる。非運動症
状の中では、自律神経障害および感覚および睡眠の障害が挙げられる。認知症などの認知
的および神経行動学的問題は、疾患の進行した段階において一般的である。若年発症型の
場合もあるが、ＰＤは通常６０歳前後で現れる。ＰＤの主要な病理学的特徴は、黒質、さ
らに具体的には緻密部の腹側部分における細胞死であり、患者が死亡する時点までに細胞
の７０％までが冒される[３]。
【０００５】
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　ＣＤ４４は、広範な選択的スプライシングおよび翻訳後修飾から生じるＩ型膜貫通タン
パク質のファミリーをコードする。その変異部は、タンパク質の細胞外膜－近位部分に位
置し、バリアントエクソンＶ２（マウスではＶ１）～Ｖ１０によってコードされる［４］
。ＣＤ４４は、ヒアルロン酸（ＨＡ）の主要な細胞表面受容体であるが、コラーゲン、フ
ィブロネクチン、フィブリノゲン、ラミニンおよびオステオポンチンなどのタンパク質に
結合することも示されている［５］。ＣＤ４４は、炎症部位への循環リンパ球の動員に必
須である［６，７］。バリアントエクソンを全く含有しないＣＤ４４Ｓは、最も広く分布
する形であり、大部分の細胞型によって発現される［８］。１０個のバリアントエクソン
のうちの１つまたは複数が含まれるＣＤ４４バリアントタンパク質は主に、癌［９］およ
び慢性関節リウマチ［１０］および多発性硬化症［１１］などの自己免疫疾患に関連して
報告されている。ＣＤ４４スプライスバリアントに関して示唆される固有の機能の１つは
、シグナル伝達への関与である。一例として、ＣＤ４４Ｖ６は、ｃ－Ｍｅｔ［１２］およ
びＶＥＧＦＲ－２［１３］などのチロシンキナーゼを介したシグナル伝達に必須であるこ
とが示された。
【０００６】
　脳内では、ＣＤ４４は、白質の星状膠細胞に主に見られる［１４－１８］。それと対照
的に、エクソンＶ４、Ｖ５およびＶ１０を含有するＣＤ４４バリアントはニューロンに局
在した［１７］。ＣＤ４４の発現は、一過性前脳虚血後に、海馬の活性化ミクログリアに
おいても見られた［１９］。ＣＤ４４は、その数がＡＤの脳で劇的に増加する、ＣＤ４４
陽性星状膠細胞の特定のサブセットをＡｋｉｙａｍａらが報告した際に、ＡＤと関連して
最初に言及された［１４］。ＣＮＳ再生におけるＣＤ４４の潜在的な役割が、網膜神経節
細胞の軸索成長に必須であることが判明したとして報告された［２０］。中大脳動脈閉塞
後、ＣＤ４４欠損マウスは、野生型マウスと比較して梗塞のサイズが小さいことから、Ｃ
Ｄ４４は、虚血性脳損傷において一役割を果たすことが示された［２１］。Ｌａｍｍｉｃ
ｈら［２２］によって、推定上の核シグナル伝達のために細胞外ドメインならびにＣＤ４
４細胞内ドメインを遊離する、プレセニリン依存性セクレターゼ［２２］による二重（du
al）膜内切断をＣＤ４４が受けることが報告された。
【０００７】
　特許文献１には、スプライスバリアントＣＤ４４Ｖ３、ＣＤ４４Ｖ６およびＣＤ４４Ｖ
１０の発現が、非ＡＤ個体と比較してＡＤ患者の海馬において有意に増加することが教示
されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】国際公開第２００９／００７９３４号
【特許文献２】米国特許第４，６６６，８２８号明細書
【特許文献３】米国特許第４，６８３，２０２号明細書
【特許文献４】米国特許第４，８０１，５３１号明細書
【特許文献５】米国特許第５，１９２，６５９号明細書
【特許文献６】米国特許第５，２７２，０５７号明細書
【特許文献７】米国特許第３，７９１，９３２号明細書
【特許文献８】米国特許第３，８３９，１５３号明細書
【特許文献９】米国特許第３，８５０，７５２号明細書
【特許文献１０】米国特許第３，８５０，５７８号明細書
【特許文献１１】米国特許第３，８５３，９８７号明細書
【特許文献１２】米国特許第３，８６７，５１７号明細書
【特許文献１３】米国特許第３，８７９，２６２号明細書
【特許文献１４】米国特許第３，９０１，６５４号明細書
【特許文献１５】米国特許第３，９３５，０７４号明細書
【特許文献１６】米国特許第３，９８４，５３３号明細書
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【特許文献１７】米国特許第３，９９６，３４５号明細書
【特許文献１８】米国特許第４，０３４，０７４号明細書
【特許文献１９】米国特許第４，０９８，８７６号明細書
【特許文献２０】米国特許第４，８７９，２１９号明細書
【特許文献２１】米国特許第５，０１１，７７１号明細書
【特許文献２２】米国特許第５，２８１，５２１号明細書
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Quantitative Drug Design, C.A. Ramsden Gd., Chapter 17.2, F. Cho
plin Pergamon Press (1992)
【非特許文献２】Green and Wuts, "Protecting Groups in Organic Synthesis", John W
iley and Sons, Chapters 5 and 7, 1991
【非特許文献３】John Morrow Stewart and Janis Dillaha Young, Solid Phase Polypep
tide Syntheses (2nd Ed., Pierce Chemical Company, 1984)
【非特許文献４】Andersson Biopolymers 2000;55(3):227-50
【非特許文献５】Creighton T. (1983) Proteins, structures and molecular principle
s. WH Freeman and Co. N.Y.
【非特許文献６】“Remington’s Pharmaceutical Sciences,” Mack Publishing Co., E
aston, PA, latest edition
【非特許文献７】Fingl, et al., 1975, in "The Pharmacological Basis of Therapeuti
cs", Ch. 1 p.1
【非特許文献８】"Molecular Cloning: A laboratory Manual" Sambrook et al., (1989)
【非特許文献９】"Current Protocols in Molecular Biology" Volumes I-III Ausubel, 
R. M., ed. (1994);
【非特許文献１０】Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology", John
 Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989)
【非特許文献１１】Perbal, "A Practical Guide to Molecular Cloning", John Wiley &
 Sons, New York (1988)
【非特許文献１２】Watson et al., "Recombinant DNA", Scientific American Books, N
ew York
【非特許文献１３】Birren et al. (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Seri
es", Vols. 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1998)
【非特許文献１４】"Cell Biology: A Laboratory Handbook", Volumes I-III Cellis, J
. E., ed. (1994)
【非特許文献１５】"Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" by Fre
shney, Wiley-Liss, N. Y. (1994), Third Edition
【非特許文献１６】"Current Protocols in Immunology" Volumes I-III Coligan J. E.,
 ed. (1994)
【非特許文献１７】Stites et al. (eds), "Basic and Clinical Immunology" (8th Edit
ion), Appleton & Lange, Norwalk, CT (1994)
【非特許文献１８】Mishell and Shiigi (eds), "Selected Methods in Cellular Immuno
logy", W. H. Freeman and Co., New York (1980)
【非特許文献１９】"Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984)
【非特許文献２０】“Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., and Higgins S. J.,
 eds. (1985)
【非特許文献２１】"Transcription and Translation" Hames, B. D., and Higgins S. J
., eds. (1984)
【非特許文献２２】"Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (1986)
【非特許文献２３】"Immobilized Cells and Enzymes" IRL Press, (1986)
【非特許文献２４】"A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984)
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【非特許文献２５】"Methods in Enzymology" Vol. 1-317, Academic Press
【非特許文献２６】"PCR Protocols: A Guide To Methods And Applications", Academic
 Press, San Diego, CA (1990)
【非特許文献２７】Marshak et al., "Strategies for Protein Purification and Chara
cterization - A Laboratory Course Manual" CSHL Press (1996)
【非特許文献２８】Chorev, M. and M. Goodman, Recent developments in retro peptid
es and proteins--an ongoing topochemical exploration. Trends Biotechnol, 1995. 1
3(10): p. 438-45
【非特許文献２９】Soto, C., et al., beta-sheet breaker peptides inhibit fibrillo
genesis in a rat brain model of amyloidosis: implications for Alzheimer's therap
y. Nat Med, 1998. 4(7): p. 822-6
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、神経変性疾患の治療を必要とする対象におい
て神経変性疾患を治療する方法であって、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の少なくとも３個
のアミノ酸およびＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の１００個以下のアミノ酸を含み、かつ神
経保護活性を含む、単離ペプチドを治療有効量で対象に投与すること含む、神経変性疾患
の治療方法が提供される。
【００１１】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、神経変性疾患の治療を必要とする対象におい
て神経変性疾患を治療する方法であって、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の少なくとも３個の
アミノ酸およびＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の１００個以下のアミノ酸を含み、かつ神経保
護活性を含む、単離ペプチドを治療有効量で投与することを含む、神経変性疾患の治療方
法が提供される。
【００１２】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の少なくとも３
個のアミノ酸およびＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の２０個以下のアミノ酸を含む、単離ペ
プチドが提供され、当該ペプチドは神経保護活性を含むが、配列番号：４９または５０に
記載のアミノ酸配列からならないことを条件とする。
【００１３】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の少なくとも３個
のアミノ酸およびＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の２０個以下のアミノ酸を含む、単離ペプチ
ドが提供され、当該ペプチドは神経保護活性を含むが、配列番号：１、５１または５２に
記載のアミノ酸配列からならないことを条件とする。
【００１４】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の少なくとも３
個のアミノ酸およびＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の１００個以下のアミノ酸を含み、かつ
神経保護活性を含む、作用薬（active agent）としての単離ペプチドと、薬学的に有効な
担体と、を含む医薬組成物が提供される。
【００１５】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の少なくとも３
個のアミノ酸およびＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の１００個以下のアミノ酸を含み、かつ
神経保護活性を含む、神経変性疾患の治療に使用される単離ペプチドが提供される。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明の一部の実施形態によれば、そのペプチドは、式１：
Ｘ１－Ｇ－Ｙ－Ｔ－Ｓ
　（式中、Ｘ１は、グルタミン酸またはグルタミンのいずれかである）
のアミノ酸配列を含む。
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【００１７】
　本発明の一部の実施形態によれば、アミノ酸配列は、ペプチドミメティックを含む。
【００１８】
　本発明の一部の実施形態によれば、そのペプチドミメティックは、レトロインベルソ（
retro-inverso）ミメティックを含む。
【００１９】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：２６、４５または４６に記
載のとおりである。
【００２０】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列からなる
。
【００２１】
　本発明の一部の実施形態によれば、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列は、ヒトＣＤ４４Ｖ１
０アミノ酸配列である。
【００２２】
　本発明の一部の実施形態によれば、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列は、ヒトＣＤ４４Ｖ６ア
ミノ酸配列である。
【００２３】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、コア配列Ｘ１－Ｘ２－Ｓ－Ｈ（Ｘ１お
よびＸ２は酸性アミノ酸である）を含む。
【００２４】
　本発明の一部の実施形態によれば、Ｘ１はグルタミン酸を含む。
【００２５】
　本発明の一部の実施形態によれば、Ｘ２はアスパラギン酸を含む。
【００２６】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列からなる。
【００２７】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：８～１５、１８～４５また
は４６に記載のアミノ酸配列を含む。
【００２８】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：４９または５０に記載のア
ミノ酸配列を含む。
【００２９】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：２～７、１６または１７に
記載のアミノ酸配列を含む。
【００３０】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の少なくとも３個
のアミノ酸およびＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の１００個以下のアミノ酸を含み、かつ神経
保護活性を含む、神経変性疾患の治療に使用される単離ペプチドが提供される。
【００３１】
　本発明の一部の実施形態によれば、前記神経変性疾患は、パーキンソン病、多発性硬化
症、ＡＬＳ、多系統萎縮症、アルツハイマー病、脳卒中、外傷性脳損傷、進行性核上麻痺
、第１７番染色体に連鎖するパーキンソン症候群を伴う前頭側頭型認知症およびピック病
からなる群から選択される。
【００３２】
　本発明の一部の実施形態によれば、神経変性疾患はパーキンソン病である。
【００３３】
　本発明の一部の実施形態によれば、神経変性疾患はアルツハイマー病である。
【００３４】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：１２、１５、１７、１９、
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２４、２６、３１、３２、３４、３６～３８、４３～４６からなる群から選択されるアミ
ノ酸配列を含む。
【００３５】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：２６または４５に記載のア
ミノ酸配列を含む。
【００３６】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の少なくとも３個
のアミノ酸およびＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の１００個以下のアミノ酸を含み、かつ神経
保護活性を含む、作用薬としての単離ペプチドと、薬学的に有効な担体と、を含む医薬組
成物が提供される。
【００３７】
　本発明の一部の実施形態によれば、そのペプチドは、細胞透過剤に結合される。
【００３８】
　本発明の一部の実施形態によれば、アミノ酸のうちの少なくとも１つは天然アミノ酸で
ある。
【００３９】
　本発明の一部の実施形態によれば、アミノ酸のうちの少なくとも１つは合成アミノ酸で
ある。
【００４０】
　本発明の一部の実施形態によれば、合成アミノ酸はＤ異性体を含む。
【００４１】
　本発明の一部の実施形態によれば、単離ペプチドは、細胞透過剤に共有結合される。
【００４２】
　本発明の一部の実施形態によれば、細胞透過剤はペプチド剤である。
【００４３】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、２０個以下のアミノ酸である。
【００４４】
　本発明の一部の実施形態によれば、ペプチドは、５～１０個の長さのアミノ酸である。
【００４５】
　本発明の一部の実施形態の態様によれば、神経変性疾患を治療するのに有用な薬物（ag
ent）を選択する方法であって：
　（ａ）神経毒剤の存在下にて、ＣＤ４４ｖ１０／６ペプチドを神経細胞と接触させる工
程；
　（ｂ）神経細胞の細胞死をモニターする工程であって、ＣＤ４４ｖ１０／６ペプチドの
非存在下での神経細胞の細胞死の量または時間と比較される、ＣＤ４４ｖ１０／６ペプチ
ドの存在下での神経細胞の細胞死の量または時間の減少が、神経変性疾患の治療に有用な
薬物を示す、工程；
を含む方法が提供される。
【００４６】
　本発明の一部の実施形態によれば、神経毒剤は、アミロイドペプチド、グルタミン酸塩
、６－ＯＨＤＡ、ＭＰＴＰおよびＭＰＰ＋からなる群から選択される。
【００４７】
　本発明の一部の実施形態によれば、投与は、皮下投与を含む。
【００４８】
　本発明の一部の実施形態によれば、投与は、鼻腔内投与を含む。
【００４９】
　別段の指定がない限り、本明細書で使用されるすべての技術的および／または科学的用
語は、本発明が属する技術分野の当業者によって一般に理解されるものと同じ意味を有す
る。本明細書に記載のものと等価または類似の方法および材料を本発明の実施形態の実施
または試験に使用することができるが、例示的な方法および／または材料を以下に記述す
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る。矛盾する場合には、定義を含む本明細書に従う。さらに、材料、方法および例は、単
に例証的なものであり、必ずしも制限することを意図するものではない。
【００５０】
　本発明の一部の実施形態は、添付のイメージを参照しながら単に一例として述べられて
いる。詳細な図面を具体的に参照するが、示される詳細は一例であり、本発明の実施形態
の実例を説明する目的であることが強調される。この点に関しては、図面を参照した説明
によって、本発明の実施形態がどのように実施され得るかは当業者には理解される。
【図面の簡単な説明】
【００５１】
【図１】図１Ａ～Ｂは、種々の哺乳動物のタンパク質配列を特徴付けるＣＤ４４Ｖ６（図
１Ａ）およびＣＤ４４Ｖ１０（図１Ｂ）のタンパク質多重配列アラインメントである。ア
ラインメントは、タンパク質Ｂｌａｓｔアルゴリズムオンライン（ＮＣＢＩ）を用いて行
った。種のいずれかにおいて非保存的置換が１つまである、保存残基が、囲い枠でマーク
されている。保存残基における非保存的置換は、赤文字でマークされている。
【図２】図２は、その合成が図１に示す保存領域に従って誘導された、Ｖ６（マウス）お
よびＶ１０（ヒト）ペプチドのリストを示す。
【図３】図３は、８０μＭ　Ａβ（１－４２）で４８時間処置した後の、ＳＫ－Ｎ－ＳＨ
ヒト神経芽細胞腫細胞の生存率（viability）に対する３通りの濃度でのＶ６およびＶ１
０ペプチドの効果を示す棒グラフである。細胞生存率はＸＴＴ比色定量アッセイを用いて
決定した。
【図４】図４Ａ～Ｂは、２５μＭ　Ａβ（２５－３５）で４８時間処置した後の、Ｎ２Ａ
マウス神経芽細胞腫細胞の生存率に対する１ｎＭでのＶ６およびＶ１０ペプチドの効果を
示す棒グラフである。ＸＴＴにより測定された相対細胞生存率（図４Ａ）およびカスパー
ゼ３活性相対レベル（図４Ｂ）を示す。
【図５】図５Ａ～Ｂは、２００μＭ　ＭＰＴＰで４８時間処置した後の、Ｎ２Ａマウス神
経芽細胞腫細胞の生存率に対する１μＭでのＶ６およびＶ１０ペプチドの効果を示す棒グ
ラフである。相対細胞生存率（図５Ａ）およびカスパーゼ３活性レベル（図５Ｂ）を示す
。
【図６Ａ】３０μＭで４８時間処置した後の、Ｎ２Ａマウス神経芽細胞腫細胞の生存率に
対する１ｐＭでの、表１および図２に示されるヒトＶ６およびＶ１０ペプチドの効果を示
すグラフである。相対生存率（図６Ａ）アラマーブルー蛍光によって測定された相対生存
率を示す。
【図６Ｂ】３０μＭで４８時間処置した後の、Ｎ２Ａマウス神経芽細胞腫細胞の生存率に
対する１ｐＭでの、表１および図２に示されるヒトＶ６およびＶ１０ペプチドの効果を示
すグラフである。カスパーゼ３活性（図６Ｂ）を示す。アラマーブルー蛍光によって測定
された相対生存率を示す。
【図６Ｃ】３０μＭで４８時間処置した後の、Ｎ２Ａマウス神経芽細胞腫細胞の生存率に
対する１ｐＭでの、表１および図２に示されるヒトＶ６およびＶ１０ペプチドの効果を示
すグラフである。Ｎ２Ａ細胞において３０μＭ　６－ＯＨＤＡに対するＮ－アセチル化お
よびＣ－アミド化Ｖ１０Ａ１＿Ｎ＋４ペプチドの保護効果を様々な濃度で試験した（図６
Ｃ）。アラマーブルー蛍光によって測定された相対生存率を示す。
【図７】図７Ａ～Ｂは、２５μＭ　Ａβ（２５－３５）で４８時間処置した後の、ＳＫ－
Ｎ－ＳＨヒト神経芽細胞腫細胞の生存率に対する１ｐＭでの、表１および図２に示される
ヒトＶ６およびＶ１０ペプチドの効果を示す棒グラフである。アラマーブルー蛍光によっ
て測定された相対生存率（図７Ａ）およびカスパーゼ３活性（図７Ｂ）を示す。
【図８Ａ】図８Ａ～Ｂは、３０μＭ　６－ＯＨＤＡ（図８Ａ）または４０μＭ　６－ＯＨ
ＤＡ（図８Ｂ）で２２時間処置した後の、Ｎ２Ａマウス神経芽細胞腫細胞の生存率に対す
る、１０ｆＭおよび１ｐＭでの、表３に示すヒトＰ２６由来ペプチドの効果を示す棒グラ
フである。図８Ａでは、６－ＯＨＤＡをペプチドと共に添加したが、図８Ｂにおいては、
６－ＯＨＤＡの添加前に、細胞をペプチドと共に２．３時間プレインキュベートした。ア
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ラマーブルー蛍光によって測定された相対生存率を示す。
【図８Ｂ】図８Ａ～Ｂは、３０μＭ　６－ＯＨＤＡ（図８Ａ）または４０μＭ　６－ＯＨ
ＤＡ（図８Ｂ）で２２時間処置した後の、Ｎ２Ａマウス神経芽細胞腫細胞の生存率に対す
る、１０ｆＭおよび１ｐＭでの、表３に示すヒトＰ２６由来ペプチドの効果を示す棒グラ
フである。図８Ａでは、６－ＯＨＤＡをペプチドと共に添加したが、図８Ｂにおいては、
６－ＯＨＤＡの添加前に、細胞をペプチドと共に２．３時間プレインキュベートした。ア
ラマーブルー蛍光によって測定された相対生存率を示す。
【図９】図９は、新規物体認識（ＮＯＲ）タスクにおける保持試験段階での識別指数に対
する、Ｐ２６（配列番号：２６，１、１０および１００ｎｇ／ラット）またはＰ３４（配
列番号：３４，１０および１００ｎｇ／ラット）のＩＨ／ＩＣＶ反復投与の効果を示す棒
グラフである。＊＊Ｐ＜０．０１　ビヒクルを含むＡβ（１－４２）ｖｓコントロール群
（Ａβ（１－４２）なし）、＃＃Ｐ＜０．０１　ｖｓビヒクルコントロール。
【図１０】図１０Ａ～Ｂは、Ａβ微量注入後のモリス水迷路（ＭＷＭ）空間記憶アッセイ
に対する皮下（ＳＣ）投与ペプチドの効果を示すグラフである。Ａ．モリス水迷路におけ
る４回の訓練セッションにわたる平均潜時。ペプチド処置群の中で、Ｐ２６群は、ビヒク
ル群と比較して、平均潜時の低いレベルを示した（２、３および４日目に＃ｐ＜０．００
１）。Ｂ．試験セッションで対象の四分円で過ごした時間を示す。Ｐ２６群は、ビヒクル
と比較して高いレベルの、対象の四分円で過ごした時間を示した（＃ｐ＜０．０５）。Ｕ
Ｔ－未処置群
【図１１】図１１は、Ａβ微量注入後のＮＯＲアッセイでの皮下投与ペプチドの効果を示
す棒グラフである。保持試験段階での識別指数を示す。＊Ｐ＜０．０５　ｖｓコントロー
ル群および＃ｐ＜０．０５　ｖｓＡβのみの群
【図１２】図１２は、用量１ｍｇ／ｋｇでオスのＳＤラットにペプチド溶液を皮下投与し
た後に評価された、Ｐ２６（配列番号：２６）およびＰ２６－ＲＩ（配列番号：４５）の
薬物動態を示すグラフである。血漿試料中の両方のペプチドを定量化するために、ＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ法を用いた。定量化の下限（ＬＬＯＱ）は２２．３４ｎｇ／ｍＬであった。
【図１３】図１３は、ＣＤ４４のゲノム構造の略図である。
【発明を実施するための形態】
【００５２】
　本発明の特定の実施形態の説明
　本発明は、その一部の実施形態において、神経保護ペプチド剤およびその使用に関する
。
【００５３】
　本発明の少なくとも１つの実施形態を詳細に説明する前に、本発明は、以下の説明に記
載される、または実施例によって例示される詳細に、その適用において必ずしも制限され
ないことを理解されたい。本発明は、他の実施形態が可能であり、または様々な方法で実
施または実行することができる。
【００５４】
　スプライスバリアントＣＤ４４Ｖ３、ＣＤ４４Ｖ６およびＣＤ４４Ｖ１０の発現は、非
ＡＤ個体と比較してＡＤ患者の海馬において有意に増加することが以前に見出された。Ｃ
Ｄ４４バリアントの発現をさらに特徴とし、主にニューロンであることが発見された［２
３］。
　本発明の発明者らは、ＣＤ４４Ｖ６およびＶ１０エクソン配列に由来する複数のペプチ
ドの機能のキャラクタリゼ－ションを行い、これらのペプチドが、βアミロイド（Ａβ）
、ＭＰＴＰおよび６－ＯＨＤＡなどの神経毒に対する耐性を神経細胞に付与することを発
見し、これらのペプチドまたは誘導体が神経変性疾患を治療するための薬物としての役割
を果たし得ることが示唆される。
【００５５】
　本発明の発明者らは、神経保護を付与する最小活性ドメインを明らかにするために構造
機能分析を行った。その結果はさらに、パーキンソン病およびアルツハイマー病の動物モ
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デルにおいて実証された。これらの発見によって、本発明のペプチドは薬物開発のリード
化合物と位置付けられる。
【００５６】
　したがって、本発明の態様によれば、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の少なくとも３個の
アミノ酸および前記ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の２０個以下のアミノ酸を含む単離ペプ
チドであって、神経保護活性を含むペプチドが提供される。
【００５７】
　本発明の更なる、または代わりの態様によれば、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の少なくと
も３個のアミノ酸および前記ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の２０個以下のアミノ酸を含む単
離ペプチドであって、神経保護活性を含むペプチドが提供される。
【００５８】
　一実施形態によれば、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列は、以下の配列：
ＤＳＴＤＲＩＰＡＴＩＲＮＤＶＴＧＧＲＲ（配列番号：４９）；または
ＮＳＮＶＮＲＳＬＳＧＤＱＤＴＦＨＰＳＧ（配列番号：５０）；
からならない。
【００５９】
　他の実施形態によれば、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列は、以下の配列：
ＤＳＴＤＲＩＰＡＴＩＱＡＴＰＳＳＴＴＥ（配列番号：５１）；または
ＤＳＨＳＴＴＧＴＡＧＤＱＤＴＦＨＰＳＧ（配列番号：５２）；
からならない。
【００６０】
　以下にさらに詳述されるように、配列番号：４９～５２に記載のアミノ酸配列を含むペ
プチドを神経変性疾患の治療に使用することが考えられる。
【００６１】
　本明細書で使用される「ＣＤ４４」とは、ＲｅｆＳｅｑアクセッション番号：ＮＭ＿０
００６１０．３に記載の多数の哺乳動物細胞型で発現される細胞表面タンパク質を意味す
る。特定の実施形態によれば、ＣＤ４４はヒトＣＤ４４遺伝子である。エクソン１～５お
よび１６～２０を含む、ＣＤ４４と呼ばれる標準アイソフォームは、大部分の細胞型にお
いて発現される。スプライスバリアントＣＤ４４Ｖ６およびＣＤ４４Ｖ１０を含む、遺伝
子構造は図１３に提供される。
【００６２】
　本明細書で使用される、「ＣＤ４４Ｖ１０」という用語は、配列番号：５３のアミノ酸
座標（coordinate）５３７～６０４：ＲｅｆＳｅｑアクセッション番号：ＮＰ＿０００６
０１．３（ヒトＣＤ４４抗原アイソフォーム１前駆体，ＮＣＢＩ参照配列）に相当し、配
列番号：２によって例示される。
【００６３】
　本明細書で使用される、「ＣＤ４４Ｖ６」という用語は、配列番号：５３のアミノ酸座
標３８６～４２７：ＲｅｆＳｅｑアクセッション番号：ＮＰ＿０００６０１．３（ヒトＣ
Ｄ４４抗原アイソフォーム１前駆体，ＮＣＢＩ参照配列）に相当し、配列番号：８によっ
て例示される。
【００６４】
　本明細書で使用される、「神経保護活性」という語句は、神経細胞死の防止を意味する
。その効果は、アポトーシスまたは変性からの神経細胞、つまりニューロンの保護の形を
とり得る。神経保護活性を例証するアッセイとしては、細胞生存率アッセイ（例えば、Ｘ
ＴＴ、ＭＴＴ）、形態学的アッセイ（例えば、細胞染色）またはアポトーシス生化学的ア
ッセイ（例えば、カスパーゼ３活性等）が挙げられる。
【００６５】
　特定の実施形態によれば、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列はヒトＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列
である。
【００６６】
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　特定の実施形態によれば、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列はヒトＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸
配列である。
【００６７】
　更なる特定の実施形態によれば、ペプチドは、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列（配列番号：
２）からなる。
【００６８】
　本発明をさらに実施しながら、本発明の発明者らは、神経保護を付与するペプチド部分
（アミノ酸配列）が、コア配列Ｘ１－Ｘ２－Ｓ－Ｈ（Ｘ１およびＸ２は酸性アミノ酸であ
る）を含むことを発見した。
【００６９】
　本明細書で使用される、「酸性アミノ酸」という語句は、生理学的ｐＨにて極性であり
、かつ負に帯電している天然または合成アミノ酸である。
【００７０】
　特定の実施形態によれば、Ｘ１はグルタミン酸を含む。
【００７１】
　特定の実施形態によれば、Ｘ２はアスパラギン酸を含む。
【００７２】
　特定の実施形態によれば、ペプチドは配列番号：６または７のアミノ酸配列を含む。
【００７３】
　更なる実施形態によれば、ＣＤ４４Ｖ６は、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列（配列番号：２
）からなる。
【００７４】
　更なる実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：２～７、１６または１７に記載のア
ミノ酸配列を含む。
【００７５】
　上記のように、ＣＤ４４Ｖ１０のペプチドも本明細書において考えられる。このように
例示的な実施形態によれば、このペプチドは、配列番号：８～１５、１８～４６、または
具体的には配列番号：８～１５、１８～３８、３９～４２または４３～４６に記載のアミ
ノ酸配列を含む。
【００７６】
　本発明をさらに実施しながら、本発明の発明者らは、神経保護の付与において活性であ
る、ＣＤ４４Ｖ１０の最小部分を同定することができた。
【００７７】
　したがって、例示的な実施形態によれば、ＣＤ４４Ｖ１０ペプチドは、式１のアミノ酸
配列：
Ｘ１－Ｇ－Ｙ－Ｔ－Ｓ
　（式中、Ｘ１はグルタミン酸またはグルタミンである）
を含む。
【００７８】
　以下にさらに詳細に説明されるように、ペプチドのアミノ酸配列は、レトロインベルソ
なミメティック（例えば、配列番号：４５または４６）などのペプチドミメティックを含
む。
【００７９】
　例示的な実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：２６に記載のとおりである。
【００８０】
　例示的な実施形態によれば、ペプチドは、配列番号：２６、４５または４６に記載のと
おりである。
【００８１】
　更なる特定の実施形態によれば、ペプチドは、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列（配列番号
：８）からなる。
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　本明細書に記載の「ペプチド」という用語は、ペプチド（分解生成物、人工的に合成さ
れたポリペプチドまたは組換えポリペプチド）およびペプチドミメティック（例えば、イ
ンベルソ（inverso）、レトロ（retro）またはレトロインベルソな、一般に人工的に合成
されたペプチド）、ならびに例えば、ペプチドを体内でより安定性にするか、または細胞
内にさらに浸透することができるようにする修飾を有し得るポリペプチド類似体である、
ペプトイドおよびセミペプトイドを包含する、天然または合成アミノ酸のポリマーを意味
する。
【００８３】
　かかる修飾としては、限定されないが、Ｎ末端修飾、Ｃ末端修飾、ポリペプチド結合修
飾、限定されないがＣＨ２－ＮＨ、ＣＨ２－Ｓ、ＣＨ２－Ｓ＝Ｏ、Ｏ＝Ｃ－ＮＨ、ＣＨ２
－Ｏ、ＣＨ２－ＣＨ２、Ｓ＝Ｃ－ＮＨ、ＣＨ＝ＣＨまたはＣＦ＝ＣＨ、主鎖修飾、および
残基修飾などが挙げられる。ペプチドミメティック化合物を製造する方法は当技術分野で
よく知られており、例えば、本明細書に完全に記載されているかのごとく、参照により本
明細書に援用される、非特許文献１に明記されている。これに関して以下にさらに詳細に
説明する。
【００８４】
　ポリペプチド内のポリペプチド結合（－ＣＯ－ＮＨ－）は、例えば、Ｎ－メチル化結合
（－Ｎ（ＣＨ３）－ＣＯ－）、エステル結合（－Ｃ（Ｒ）Ｈ－Ｃ－Ｏ－Ｏ－Ｃ（Ｒ）－Ｎ
－）、ケトメチレン結合（－ＣＯ－ＣＨ２－）、α－アザ結合（－ＮＨ－Ｎ（Ｒ）－ＣＯ
－）（Ｒは、いずれかのアルキル、例えばメチルである）、カルバ結合（－ＣＨ２－ＮＨ
－）、ヒドロキシエチレン結合（－ＣＨ（ＯＨ）－ＣＨ２－）、チオアミド結合（－ＣＳ
－ＮＨ－）、オレフィン性二重結合（－ＣＨ＝ＣＨ－）、レトロ（retro）アミド結合（
－ＮＨ－ＣＯ－）、ポリペプチド誘導体（－Ｎ（Ｒ）－ＣＨ２－ＣＯ－）（Ｒは、炭素原
子上に天然に存在する「直鎖状の（normal）」側鎖である）によって置換されていてもよ
い。
【００８５】
　これらの修飾は、ポリペプチド鎖に沿った結合のいずれかに、さらには同時に数箇所（
２～３）に存在し得る。
【００８６】
　天然芳香族アミノ酸、すなわちＴｒｐ、ＴｙｒおよびＰｈｅは、フェニルグリシン、ナ
フチルアラニン（Ｎｏｌ）、Ｐｈｅの環メチル化誘導体、Ｐｈｅまたはｏ－メチル－Ｔｙ
ｒのハロゲン化誘導体などの合成非天然酸に置き換えられてもよい。
【００８７】
　上記に加えて、本発明のポリペプチドは、１つまたは複数の修飾アミノ酸または１つま
たは複数の非アミノ酸モノマー（例えば、脂肪酸、複合炭水化物等）も含み得る。
【００８８】
　明細書および以下の特許請求の範囲において使用される、「アミノ酸（１つまたは複数
）」という用語は、２０の天然アミノ酸；ｉｎ　ｖｉｖｏで翻訳後に修飾されることが多
いアミノ酸、例えば、ヒドロキシプロリン、ホスホセリンおよびホスホトレオニンなど；
および他の珍しいアミノ酸、限定されないが、２－アミノアジピン酸、ヒドロキシリジン
、イソデスモシン、ノルバリン、ノルロイシンおよびオルニチンなどを包含すると理解さ
れる。さらに、「アミノ酸」という用語は、Ｄ－アミノ酸とＬ－アミノ酸の両方（立体異
性体）を含む。
【００８９】
　以下の表ＡおよびＢには、本発明で使用することができる、天然アミノ酸（表Ａ）およ
び非慣例的または修飾アミノ酸（表Ｂ）を列挙する。
【００９０】
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【表２－４】
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【表２－６】

【００９１】
　本発明のペプチドのアミノ酸は、保存的に、または非保存的に置換されていてもよい。
【００９２】
　本明細書に記載の「保存的置換」という用語は、ペプチドにおける天然配列に存在する
アミノ酸を、天然または非天然アミノまたは同様な立体特性を有するペプチドミメティッ
クで置換することを意味する。置換されるべき天然アミノ酸の側鎖が極性または疎水性で
ある場合には、保存的置換は、天然アミノ酸、非天然アミノ酸との、または極性または疎
水性であるペプチドミメティック部位（さらに、置換されたアミノ酸の側鎖と同じ立体特
性を有する）との置換であるべきである。
【００９３】
　天然アミノ酸は一般に、その特性に従って分類され、本発明によれば、立体的に類似し
た非荷電アミノ酸による荷電アミノ酸の置換は、保存的置換であるとみなされることから
天然アミノ酸による保存的置換を容易に決定することができる。
【００９４】
　非天然アミノ酸による保存的置換を行うために、当技術分野でよく知られているアミノ
酸類似体（合成アミノ酸）を使用することも可能である。天然アミノ酸のペプチドミメテ
ィックは、当業者に公知の文献に十分に記述されている。
【００９５】
　保存的置換を起こす場合、置換するアミノ酸は、側鎖に元のアミノ酸と同じまたは類似
の置換基を有さなければならない。
【００９６】
　本明細書で使用される「非保存的置換」という語句は、異なる電気化学特性および／ま
たは立体特性を有する、他の天然アミノ酸または非天然アミノ酸によって、親配列に存在
するアミノ酸が置換されることを意味する。したがって、置換するアミノ酸の側鎖は、置
換される天然アミノ酸の側鎖より著しく大きく（または小さく）かつ／または置換される
アミノ酸と比べて著しく異なる電子特性を有する官能基を有し得る。このタイプの非保存
的置換の例としては、アラニンをフェニルアラニンまたはシクロヘキシルメチルグリシン
で置換、グリシンをイソロイシンで置換、またはアスパラギン酸を－ＮＨ－ＣＨ［（－Ｃ
Ｈ２）５－ＣＯＯＨ］－ＣＯ－で置換することが挙げられる。本発明の範囲内であるこれ
らの非保存的置換は、神経保護特性を有するペプチドを依然として構成する置換である。
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【００９７】
　上記のように、本発明のペプチドのＮおよびＣ末端は、官能基によって保護され得る。
適切な官能基は、その教示が参照により本明細書に援用される非特許文献２に記述されて
いる。好ましい保護基は、例えば、化合物の親水性を低減し、化合物の親油性を高めるこ
とによって、それに結合した化合物の細胞内への輸送を促進する基である。
【００９８】
　これらの部位は、細胞内で加水分解または酵素によって、生体内で切断される。ヒドロ
キシル保護基としては、エステル、カーボネートおよびカルバメート保護基が挙げられる
。アミン保護基としては、Ｎ－末端保護基に関して上述のアルコキシおよびアリールオキ
シカルボニル基が挙げられる。カルボン酸保護基としては、Ｃ末端保護基に関して上述の
脂肪族、ベンジルおよびアリールエステルが挙げられる。一実施形態において、本発明の
ペプチドにおける１つまたは複数のグルタミン酸またはアスパラギン酸残基の側鎖のカル
ボン酸基は、好ましくはメチル、エチル、ベンジルまたは置換ベンジルエステルで保護さ
れる。
【００９９】
　Ｎ末端保護基の例としては、アシル基（－ＣＯ－Ｒ１）およびアルコキシカルボニルま
たはアリールオキシカルボニル基（－ＣＯ－Ｏ－Ｒ１）（Ｒ１は、脂肪族、置換脂肪族、
ベンジル、置換ベンジル、芳香族または置換芳香族基である）が挙げられる。アシル基の
具体的な例としては、アセチル、（エチル）－ＣＯ－、ｎ－プロピル－ＣＯ－、イソ－プ
ロピル－ＣＯ－、ｎ－ブチル－ＣＯ－、ｓ－ブチル－ＣＯ－、ｔ－ブチル－ＣＯ－、ヘキ
シル、ラウロイル、パルミトイル、ミリストイル、ステアリル、オレオイルフェニル－Ｃ
Ｏ－、置換フェニル－ＣＯ－、ベンジル－ＣＯ－および（置換ベンジル）－ＣＯ－が挙げ
られる。アルコキシカルボニルおよびアリールオキシカルボニル基の例としては、ＣＨ３
－Ｏ－ＣＯ－、（エチル）－Ｏ－ＣＯ－、ｎ－プロピル－Ｏ－ＣＯ－、イソ－プロピル－
Ｏ－ＣＯ－、ｎ－ブチル－Ｏ－ＣＯ－、ｓ－ブチル－Ｏ－ＣＯ－、ｔ－ブチル－Ｏ－ＣＯ
－、フェニル－Ｏ－ＣＯ－、置換フェニル－Ｏ－ＣＯ－およびベンジル－Ｏ－ＣＯ－、（
置換ベンジル）－Ｏ－ＣＯ－、アダマンタン、ナフタレン、ミリストレイル、トルエン、
ビフェニル、シンナモイル、ニトロベンゾイル、トルオイル、フロイル、ベンゾイル、シ
クロヘキサン、ノルボルナン、Ｚ－カプロンが挙げられる。Ｎ－アシル化を促進するため
に、グリシン残基１～４個が分子のＮ末端に存在することができる。
【０１００】
　化合物のＣ末端のカルボキシル基は、例えばアミド（つまり、Ｃ末端のヒドロキシル基
は、－ＮＨ２、－ＮＨＲ２および－ＮＲ２Ｒ３で置き換えられ）またはエステル（つまり
、Ｃ末端のヒドロキシル基は、－ＯＲ２で置き換えられる）によって保護することができ
る。Ｒ２およびＲ３は独立して、脂肪族、置換脂肪族、ベンジル、置換ベンジル、アリー
ルまたは置換アリール基である。さらに、Ｒ２およびＲ３は窒素原子と一体となって、窒
素、酸素または硫黄などの更なるヘテロ原子０～２個を有するＣ４～Ｃ８複素環式環を形
成することができる。適切な複素環式環の例としては、ピペリジニル、ピロリジニル、モ
ルホリノ、チオモルホリノまたはピペラジニルが挙げられる。Ｃ末端保護基の例としては
、－ＮＨ２、－ＮＨＣＨ３、－Ｎ（ＣＨ３）２、－ＮＨ（エチル）、－Ｎ（エチル）２、
－Ｎ（メチル）（エチル）、－ＮＨ（ベンジル）、－Ｎ（Ｃ１～Ｃ４アルキル）（ベンジ
ル）、－ＮＨ（フェニル）、－Ｎ（Ｃ１～Ｃ４アルキル）（フェニル）、－ＯＣＨ３、－
Ｏ－（エチル）、－Ｏ－（ｎ－プロピル）、－Ｏ－（ｎ－ブチル）、－Ｏ－（イソ－プロ
ピル）、－Ｏ－（ｓ－ブチル）、－Ｏ－（ｔ－ブチル）、－Ｏ－ベンジルおよび－Ｏ－フ
ェニルが挙げられる。
【０１０１】
　注目すべきは、本発明のペプチド（上述のようにＣＤ４４Ｖ６、ＣＤ４４Ｖ１０のいず
れかに由来する）は、一般に本発明のＣＤ４４ペプチドと呼ばれる。
【０１０２】
　本発明のＣＤ４４ペプチド（つまり、神経保護効果（neuroprotecting）ペプチド部位
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）は、３～１００、または３～５０、または３～４０、または３～３０アミノ酸の長さで
ある。更なる実施形態によれば、このペプチドは、３～２０、５～２０、５～２０、５～
１８、５～１５、５～１０、７～１０、８～１０アミノ酸の長さである。
【０１０３】
　本発明のＣＤ４４ペプチドは、上述のその神経保護活性に関して、以下の実施例のセク
ションにおいて、神経保護状態および神経変性状態に対してｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルとｉ
ｎ　ｖｉｖｏモデルの両方を用いて認定され得る。
【０１０４】
　本発明の教示はさらに、神経変性疾患の治療に有用な薬物を同定するために用いてもよ
い。
【０１０５】
　したがって、
　（ａ）神経毒剤の存在下にて、ＣＤ４４ｖ１０／６ペプチドを神経細胞と接触させる工
程；
　（ｂ）前記神経細胞の細胞死をモニターする工程であって、前記ＣＤ４４ｖ１０／６ペ
プチドの非存在下での前期神経細胞の細胞死の量または時間と比較して、前記ＣＤ４４ｖ
１０／６ペプチドの存在下での前記神経細胞の細胞死の量または時間の減少が、神経変性
疾患の治療に有用な薬物を示す、工程；
を含む方法が提供される。
【０１０６】
　神経細胞死のモニター方法は当技術分野でよく知られており、（神経保護の下での）モ
ニター方法は上記および以下の実施例でさらに記述する。
【０１０７】
　本明細書で使用される、神経毒剤とは、神経細胞を通常殺すことによって、神経系およ
び／または脳に損傷を与える分子を意味する。
【０１０８】
　特定の実施形態によれば、神経毒剤は、アミロイド、グルタミン酸塩、６－ＯＨＤＡ、
ＭＰＴＰおよびＭＰＰ＋からなる群から選択される。
【０１０９】
　ＣＤ４４ペプチドのバイオアベイラビリティを高めるために、ペプチドにおける１つの
、一部の、またはすべてのアミノ酸が、酵素的タンパク質分解活性に影響を受けにくく、
かつ薬剤としての本発明のペプチドの使用を全体的に向上させることができる、Ｄアミノ
酸であることができる。本発明のペプチドは、透過剤（penetrating agent）に結合（共
有結合または非共有結合）させてもよい。
【０１１０】
　本明細書で使用される「透過剤」という語句は、細胞膜を通過する、結合ペプチドの移
動を高める薬物を意味する。
【０１１１】
　一実施形態によれば、透過剤はペプチドであり、かつペプチド結合を介してＣＤ４４ペ
プチドに結合（直接または間接的に）される。
【０１１２】
　一般に、ペプチド透過剤は、リジンまたはアルギニンなど、高い相対存在量の正に荷電
したアミノ酸を含有するアミノ酸組成を有するか、または極性／荷電アミノ酸と非極性、
疎水性アミノ酸の交互パターンを含有する配列を有する。
【０１１３】
　非制限的な一例として、細胞内への透過を高めるために、細胞透過ペプチド（ＣＰＰ）
配列を使用してもよい。ＣＰＰは、ＨＩＶ　ＴＡＴタンパク質のタンパク質導入ドメイン
（ＰＴＤ）の短いバージョンと長いバージョンを含み得る［ＹＧＲＫＫＲＲ（配列番号：
５４）、ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ（配列番号：５５）、またはＲＲＱＲＲ（配列番号：５
６）］。しかしながら、本発明の開示内容は、それほど制限されず、当業者に公知の適切
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な透過剤を使用してもよい。
【０１１４】
　特定の実施形態によれば、本発明のペプチドコンジュゲートは、２５、３０または４０
個以下のアミノ酸である（これは、上述の細胞透過ペプチドなど、結合された更なる配列
と共にＣＤ４４ペプチドを含む）。
【０１１５】
　本発明のペプチドは、例えば、ペプチドに結合された疎水性部位（種々の直鎖状、分岐
状、環状、多環式または複素環式炭化水素および炭化水素誘導体）などの非アミノ酸部位
；非ペプチド透過剤；種々の保護基（特に、化合物が直鎖状であり、分解を低減するため
に化合物の末端に結合される場合）も含み得る。分解またはクリアランスの低減；種々の
細胞ポンプによる斥力の低減、免疫原性活性の向上、様々な投与形式の向上（腸等の様々
なバリアの通過を可能にする種々の配列の結合など）；特異性の向上、親和性の向上、毒
性の低減など、種々の生理学的特性を向上させるために、化合物中に存在する化学（非ア
ミノ酸）基が含まれ得る。
【０１１６】
　他の非アミノ酸剤への、本発明のペプチドのアミノ酸配列成分の結合は、共有結合によ
る、非共有結合的な錯化による、例えば疎水性ポリマーとの錯体形成による（分解または
切断されて、徐放することができる化合物が生成される）；リポソームまたはミセル内に
ペプチドのアミノ酸部分を封入して本発明の最終的なペプチドが生成されることによる；
結合であってもよい。その会合（association）は、他の成分（リポソーム、ミセル）内
にアミノ酸配列を封入することによる、またはポリマー内にアミノ酸配列を含浸（impreg
nation）して本発明の最終ペプチドが生成されることによる会合であってもよい。
【０１１７】
　本発明のペプチドは直鎖状であっても環状であってもよい（環化は安定性を向上させ得
る）。環化は、当技術分野で公知の手段によって行うことができる。その化合物が主にア
ミノ酸で構成される場合、環化は、Ｎ～Ｃ末端、Ｎ末端～側鎖およびＮ末端～主鎖、Ｃ末
端～側鎖、Ｃ末端～主鎖、側鎖～主鎖および側鎖～側鎖を経ての環化、ならびに主鎖～主
鎖の環化であり得る。ペプチドの環化は、ペプチドに含まれる非アミノ酸有機部位によっ
て行うこともできる。
【０１１８】
　本発明のペプチドは、標準固相技術などを用いることによって生化学的に合成すること
ができる。これらの技術としては、独占的（exclusive）固相合成、部分固相合成法、フ
ラグメント縮合、古典的な液相合成が挙げられる。固相ポリペプチド合成手順は当技術分
野でよく知られており、さらに非特許文献３に記述されている。
【０１１９】
　大規模なペプチド合成は非特許文献４に記述されている。
【０１２０】
　合成ペプチドは、分取高性能液体クロマトグラフィーによって精製することができ（非
特許文献５）、その組成はアミノ酸シークエンシングによって確認することができる。
【０１２１】
　組換え技術を用いて、本発明のペプチドを産生してもよい。組換え技術を用いて本発明
のペプチドを産生するために、本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチドが、宿主
細胞における本発明のポリペプチドの構成的、組織特異的、または誘導的な転写を指示す
るのに適したシス制御配列（例えば、プロモーター配列）の転写制御下でのポリヌクレオ
チド配列を含む、核酸発現ベクター内にライゲートされる。
【０１２２】
　宿主細胞において合成されることに加えて、本発明のペプチドは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ発
現系を用いて合成することもできる。これらの方法は当技術分野でよく知られており、そ
の系の成分は市販されている。
【０１２３】
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　上記のように、その神経保護機能によって、神経変性疾患の治療に本発明のペプチドを
用いることができる。
【０１２４】
　したがって、本発明の態様によれば、神経変性疾患の治療を必要とする対象において神
経変性疾患を治療する方法であって、ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の少なくとも３個のア
ミノ酸および前記ＣＤ４４Ｖ１０アミノ酸配列の２０個以下のアミノ酸を含み、かつ神経
保護活性を含む、単離ペプチドを治療有効量で対象に投与する工程を含む、神経変性疾患
を治療する方法が提供される。
【０１２５】
　本発明の他の態様によれば、神経変性疾患の治療を必要とする対象において神経変性疾
患を治療する方法であって、ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の少なくとも３個のアミノ酸およ
び前記ＣＤ４４Ｖ６アミノ酸配列の２０個以下のアミノ酸を含み、かつ神経保護活性を含
む、単離ペプチドを治療有効量で対象に投与する工程を含む、神経変性疾患を治療する方
法が提供される。
【０１２６】
　本明細書で使用される、「治療を必要とする対象」または「対象」という語句は、神経
の損傷を患う、または神経損傷を発症するリスクのある、あらゆる年齢の哺乳動物、好ま
しくはヒトを意味する。
【０１２７】
　本明細書で使用される、「神経損傷」という語句は、急性および／または進行性損傷お
よび／または神経細胞および／またはグリア細胞の消失を特徴とする、疾患、障害または
症状を意味する。
【０１２８】
　本発明の一部の実施形態によれば、神経損傷を伴う病態は、中枢神経系における神経細
胞および／またはグリア細胞を冒す。
【０１２９】
　神経細胞への急性または突然の損傷によって起こる病状の非制限的な例としては、脳損
傷、脊髄損傷、頭部損傷、および脳卒中［脳血管障害（ＣＶＡ）］が挙げられる。
【０１３０】
　本発明の一部の実施形態によれば、神経損傷を伴う病態は癌である。神経細胞およびグ
リア細胞を冒す癌の非制限的な例としては、脳の膠芽腫、神経芽細胞腫、腺癌ならびに乳
癌、肺癌などの遠隔癌の転移が挙げられる。
【０１３１】
　本発明の一部の実施形態によれば、神経損傷を伴う病態は慢性病態である。
【０１３２】
　本発明の一部の実施形態によれば、神経損傷を伴う病態は神経変性疾患である。
【０１３３】
　例示的な神経変性疾患または症状としては、限定されないが、多系統萎縮症、脳卒中、
進行性核上麻痺、第１７番染色体に連鎖するパーキンソン症候群を伴う前頭側頭型認知症
、外傷性脳損傷（ＴＢＩ）、ピック病、多発性硬化症、エリテマトーデス、アルツハイマ
ー病、パーキンソン病、老人性認知症、筋萎縮性側索硬化症、ダウン症候群、オランダ型
遺伝性脳出血アミロイドーシス、反応性アミロイドーシス、家族性地中海熱、蕁麻疹およ
び難聴を伴う家族性アミロイドネフロパシー、マックル・ウェルズ症候群、特発性骨髄腫
、マクログロブリネミア関連骨髄腫、家族性アミロイド多発ニューロパシー、家族性アミ
ロイド心筋症、限局性心房心アミロイド、全身性老人性アミロイドーシス、成人発症型糖
尿病、インスリノーマ、限局性心房アミロイド、甲状腺の髄様癌、家族性アミロイドーシ
ス、アミロイドーシスを伴う遺伝性脳出血、家族性アミロイド性多発ニューロパシー、ス
クレイピー、クロイツフェルト・ヤコブ病、ゲルストマン・シュトロイスラー・シャイン
カー症候群、ウシ海綿状脳症、プリオン病、およびハンチントン病が挙げられる。
【０１３４】
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　特定の実施形態によれば、神経変性疾患はアルツハイマー病である。
【０１３５】
　特定の実施形態によれば、神経変性疾患はパーキンソン病である。
【０１３６】
　本発明のペプチドは、それ自体で、または適切な担体もしくは賦形剤（excipient）と
混合される、医薬組成物の一部として提供され得る。
【０１３７】
　本明細書で使用される「医薬組成物」とは、生理学的に適切な担体および賦形剤などの
他の化学成分を有する、本明細書に記載の有効成分のうちの１種または複数種の製剤（pr
eparation）を意味する。医薬組成物の目的は、生物への化合物の投与を容易にすること
である。
【０１３８】
　本明細書における「有効成分」という用語は、生物学的効果を構成するペプチドを意味
する。
【０１３９】
　以下で、区別なく使用され得る「生理学的に許容される担体」および「薬学的に許容さ
れる担体」という語句は、生物に著しい刺激を生じさせず、かつ投与された化合物の生物
活性および特性を阻害しない、担体または希釈剤を意味する。補助剤（adjuvant）は、こ
れらの語句の下に包含される。
【０１４０】
　本明細書における「賦形剤」という用語は、有効成分の投与をさらに助けるために、医
薬組成物に添加される不活性物質を意味する。賦形剤の例としては、限定されないが、炭
酸カルシウム、リン酸カルシウム、様々な糖および様々な種類のデンプン、セルロース誘
導体、ゼラチン、植物油およびポリエチレングリコールが挙げられる。
【０１４１】
　配合技術および薬物の投与は、参照により本明細書に援用される、非特許文献６に記載
されている。
【０１４２】
　適切な投与経路としては、例えば、経口、直腸、経粘膜投与、特に経鼻、腸管、または
筋肉内、皮下および髄内注入ならびに髄腔内、直接脳室内、心腔内、例えば、右心室また
は左心室腔への投与、静脈内、腹腔内、鼻腔内、または眼内注入などの非経口的送達が挙
げられる。
【０１４３】
　以下の実施例で詳述されるように、本発明のペプチドは、海馬内（ＩＨ）脳室内注入（
ＩＣＶ）、頭蓋内（ＩＣ）投与または髄腔内投与など（本質的に局所投与形式であって、
それぞれ本明細書において使用が意図される）によって脳内に直接投与した場合に、アル
ツハイマー病およびパーキンソン病に対して保護することができた。
【０１４４】
　中枢神経系（ＣＮＳ）への薬物送達の従来のアプローチとしては：神経外科的方策（例
えば、脳内または脳室内注入）；血液脳関門（ＢＢＢ）の内因性輸送経路の一つを利用す
る試みでの薬物の分子操作（例えば、それ自体がＢＢＢを通過できない薬物と組み合わさ
れた、内皮細胞表面分子に対する親和性を有する輸送ペプチドを含むキメラ融合タンパク
質の産生）；薬物の脂溶性を高めるようにデザインされた薬理学的方策（例えば、脂質ま
たはコレステロールキャリアへの水溶性薬物のコンジュゲート）；および高浸透圧性破壊
によるＢＢＢの完全性の一時的破壊（頸動脈内へのマンニトール溶液の注入またはアンジ
オテンシンペプチドなどの生物活性剤の使用から生じる）が含まれる。しかしながら、こ
れらの方策はそれぞれ、侵襲的外科処置に伴う固有のリスク、内因性輸送システムに固有
の制限により課されるサイズの制限、ＣＮＳの外部で活性であり得るキャリアモチーフで
構成されるキメラ分子の全身投与に伴う、潜在的に望ましくない生物学的副作用、および
ＢＢＢが破壊されている脳の領域内での脳損傷の可能性のあるリスクなどの制限を有し、
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そのため最適でない方法となる。
【０１４５】
　本発明の医薬組成物は、当技術分野でよく知られているプロセスによって、例えば従来
の混合、溶解、顆粒化、糖衣形成、粉砕、乳化、カプセル化、封入、または凍結乾燥を用
いて製造することができる。
【０１４６】
　このように、薬学的に使用することができる、有効成分を加工して製剤化するのを助け
る、賦形剤および助剤を含む１種または複数種の生理学的に許容される担体を使用して、
本発明によれば使用される医薬組成物を従来の手法で製剤化することができる。適切な製
剤化は、選択される投与経路に依存する。
【０１４７】
　注射に関しては、医薬組成物の有効成分は、水溶液中で、好ましくはハンクス液、リン
ゲル液、または生理食塩緩衝液などの生理学的に適合性の緩衝液中で製剤化され得る。経
粘膜投与については、浸透すべきバリアに適した浸透剤（penetrant）が製剤化に使用さ
れる。かかる浸透剤は、当技術分野で一般に公知である。
【０１４８】
　経口投与に関しては、当技術分野でよく知られている薬学的に許容される担体と活性化
合物を組み合わせることによって、医薬組成物を容易に製剤化することができる。かかる
担体によって、患者による経口摂取用の、錠剤、丸剤、糖衣錠、カプセル剤、液剤、ゲル
剤、シロップ剤、スラリー剤、懸濁剤等として医薬組成物を製剤化することが可能になる
。固形賦形剤を用いて、得られた混合物を任意に粉砕し、所望の場合には適切な助剤を添
加した後に、顆粒の混合物を加工し、錠剤または糖衣丸のコアを得て、経口用の薬理学的
製剤を製造することができる。適切な賦形剤は、特に、ラクトース、スクロース、マンニ
トール、またはソルビトールを含む糖類などの充填剤；例えばトウモロコシデンプン、コ
ムギデンプン、コメデンプン、ジャガイモデンプン、ゼラチン、トラガカントゴム、メチ
ルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、カルボキシメチルセルロースナト
リウムなどのセルロース調製物；および／またはポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）などの
生理学的に許容されるポリマーである。所望の場合には、架橋ポリビニルピロリドン、寒
天、またはアルギン酸またはその塩、例えばアルギン酸ナトリウムなどの崩壊剤を添加し
てもよい。
【０１４９】
　糖衣錠のコアには、適切なコーティングが施される。この目的のために、場合によって
はアラビアゴム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポールゲル、ポリエチレングリ
コール、二酸化チタン、ラッカー溶液、および適切な有機溶媒または溶媒混合液を任意に
含有してもよい濃縮糖溶液が使用され得る。識別するために、または活性化合物用量の様
々な組み合わせを特徴付けるために、錠剤または糖衣錠コーティングに、色素または顔料
を添加してもよい。
【０１５０】
　経口的に使用することができる医薬組成物としては、ゼラチンで作られた嵌め込み式カ
プセル（push-fit capsule）ならびにゼラチンおよびグリセロールまたはソルビトールな
どの可塑剤から作られた密封軟カプセルが挙げられる。嵌め込み式カプセルは、ラクトー
スなどの充填剤、デンプンなどの結合剤、タルクまたはステアリン酸マグネシウムなどの
潤滑剤、任意に安定剤との混合物の状態で有効成分を含有してもよい。軟カプセルにおい
て、有効成分は、脂肪油、流動パラフィン、または液体ポリエチレングリコールなどの適
切な液体中に溶解または懸濁され得る。さらに、安定剤を添加してもよい。経口投与用の
すべての製剤は、選択される投与経路に適切な剤形であるべきである。
【０１５１】
　口腔投与については、組成物は、従来の手法で製剤化される錠剤またはトローチ剤の形
をとってもよい。
【０１５２】
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　経鼻吸入による投与については、本発明によれば使用される有効成分は、適切な推進剤
、例えばジクロロジフルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロ－テトラフル
オロエタン、または二酸化炭素を使用して、加圧型パックまたはネブライザーからのエア
ロゾルスプレーの形で便利に送達される。加圧型エアロゾルの場合、計量された量を送達
するためのバルブを備えることによって、用量単位が決定されうる。ディスペンサーで使
用される、例えばゼラチンのカプセルおよびカートリッジは、化合物と、ラクトースまた
はデンプンなどの適切な粉末基剤との混合粉末を含有させて、製剤化され得る。
【０１５３】
　本明細書に記載の医薬組成物は、例えばボーラス注射または持続注入による非経口投与
用に製剤化され得る。注射用製剤は、単位剤形で、例えばアンプルで、または任意に保存
剤が添加された複数回用量（multidose）容器で提供される。組成物は、油性または水性
ビヒクルの懸濁液、溶液、またはエマルジョンであってもよく、かつ懸濁化剤、安定剤、
および／または分散剤などの製剤化剤（formulatory agent）を含有してもよい。
【０１５４】
　非経口投与用の医薬組成物は、水溶性形態の活性製剤（active preparation）の水溶液
を含む。さらに、有効成分の懸濁液は、適当な油性または水性注射用懸濁液として調製す
ることができる。適切な親油性溶媒つまりビヒクルとしては、ゴマ油などの脂肪油、また
はオレイン酸エチル、トリグリセリドまたはリポソームなどの合成脂肪酸エステルが挙げ
られる。注射用水性懸濁液は、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ソルビトールま
たはデキストランなど、懸濁液の粘度を増加する物質を含有してもよい。任意に、懸濁液
は、有効成分の溶解度を高めて、高度に濃縮された溶液の調製を可能にする適切な安定剤
または薬物を含有してもよい。
【０１５５】
　代替的に、有効成分は、使用前に、適切なビヒクル、例えば発熱性物質不含滅菌水性溶
液に溶解して使用するために粉末状とされうる。
【０１５６】
　本発明の医薬組成物は、例えばココアバターまたは他のグリセリドなどの従来の座薬基
剤を使用して、座剤または停留浣腸剤などの直腸用組成物に製剤化することもできる。
【０１５７】
　本発明の文脈において使用するのに適した医薬組成物は、意図する目的を達成するのに
有効な量でその有効成分が含有される組成物を含む。さらに具体的には、治療有効量とは
、障害（例えば、パーキンソン病、アルツハイマー病）の症状を予防、緩和または寛解す
るのに有効な、または治療される対象の生存時間を伸ばすのに有効な、有効成分（ＣＤ４
４ペプチド）の量を意味する。
【０１５８】
　治療有効量の決定は、特に本明細書に記載の詳細な開示内容に照らして、当業者の能力
内に十分ある。
【０１５９】
　本発明の方法で用いられる調製に関して、その治療有効量または用量は、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏおよび細胞培養アッセイから最初に推定することができる。例えば、所望の濃度また
は力価を達成するように、動物モデルにおいて用量を定めることができる。かかる情報を
用いて、ヒトにおいて有用な用量をより正確に決定することができる。
【０１６０】
　本明細書に記載の有効成分の毒性および治療有効性は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、細胞培養、
または実験動物における標準製薬手順によって決定することができる。ヒトに使用される
投薬量の範囲の決定に、これらのｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび細胞培養アッセイおよび動物研
究から得られたデータを使用することができる。投薬量は、用いられる剤形および利用さ
れる投与経路に応じて異なり得る。正確な製剤化、投与経路、および投薬量は、患者の状
態を考慮して個々の医師によって選択することができる（例えば、非特許文献７を参照）
。
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【０１６１】
　投薬量および投与間隔は、生物学的効果（最小有効濃度，ＭＥＣ）を誘導または抑制す
るのに十分な有効成分の脳または血中レベルに、個々に調整することができる。ＭＥＣは
、各製剤に対して変化するが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏデータから推定することができる。ＭＥ
Ｃを達成するのに必要な投薬量は、個々の特徴および投与経路に応じて異なる。検出アッ
セイを用いて、血漿中濃度を測定することができる。
【０１６２】
　治療される症状の重症度および反応性に応じて、投与は、数日から数週間、あるいは治
癒するまで、または疾患状態の軽減が達成されるまで持続する治療過程を伴う、単回また
は複数回の投与であることができる。
【０１６３】
　投与される組成物の量は当然のことながら、治療される対象、疾患の重症度、投与形式
、処方する医師の判断等に依存する。
【０１６４】
　所望の場合には、本発明の組成物は、有効成分を含有する１つまたは複数の剤形を含有
し得る、ＦＤＡ認可キットなどのパックまたはディスペンサー装置で提供され得る。その
パックは、例えばブリスター包装などの金属フォイルまたはプラスチックフォイルを含み
得る。そのパックまたはディスペンサーデバイスは、投与のための説明書が添付され得る
。パックまたはディスペンサーデバイスは、医薬品の製造、使用、または販売を規制する
行政機関によって規定される形でキットに関連する注意書きが収容されていてもよく、そ
の注意書きは、組成物の形態あるいはヒトまたは家畜への投与の、当局による認可を反映
している。かかる注意書きは、例えば処方薬に対して米国食品医薬品局によって認可され
たラベリングの、または認可された製品の添付文書の注意書きであることができる。上記
でさらに詳述されるように、適合する薬剤担体中に配合された本発明の製剤（preparatio
n）を含む組成物を調製し、適切な容器に入れ、指示される症状の治療に関するラベルを
貼ってもよい。
【０１６５】
　本明細書で使用される、「約」という用語は±１０％を意味する。
【０１６６】
　本明細書で使用される、「方法」という用語は、限定されないが、化学、薬理学、生物
学、生化学、および医学分野の専門家に公知の手法、手段、技術および手順、またはその
専門家によって公知の手法、手段、技術および手順から容易に開発される、手法、手段、
技術および手順などの、所定のタスクを行うための手法、手段、技術および手順を意味す
る。
【０１６７】
　本明細書で使用される、「治療」という用語は、症状の進行を抑止する、実質的に抑制
すること、遅くすること、または回復させること、病状の臨床的または審美的（aestheti
cal）症状を実質的に改善すること、または病状の臨床的または審美的症状を実質的に防
ぐことを意味する。
【０１６８】
　明確にするために個々の実施形態の文脈に記述される、本発明の特定の特徴は、１つの
実施形態と組み合わせて提供することもできると理解されたい。その逆に、簡略のため１
つの実施形態の文脈に記載の本発明の様々な特徴もまた、別個に、またはいずれかの適切
なサブコンビネーションで、または本発明の他のいずれかの実施形態に適するように、提
供され得る。種々の実施形態の文脈に記載の特定の特徴は、その実施形態がそれらの要素
なしで実施不可能ではない限り、それらの実施形態の本質的な特徴とはみなされない。上
記および添付特許請求の範囲に記載された本発明の種々の実施形態および態様は、以下の
実施例において実験的に支持される。
【実施例】
【０１６９】
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　上記の説明と共に、本発明の一部の実施形態を非制限的に例示する、以下の実施例を参
照されたい。
【０１７０】
　一般に、本明細書で使用される命名法および本明細書で用いられる実験手順は、分子的
、生化学的、微生物学的および組換えＤＮＡ技術を含む。かかる技術は、文献において十
分に説明されている（例えば、非特許文献８～１３、特許文献２～６に記載の方法、非特
許文献１４～１８を参照）。利用可能なイムノアッセイが特許および科学文献に広く記述
されている（例えば、特許文献７～２２及び非特許文献１９～２７を参照）。これらすべ
てが、本明細書に全体が記載されているかの如く参照により本明細書に援用される。他の
一般的な参考文献はこの文書全体に提供される。そこに記載の手順は当技術分野でよく知
られており、読者の便宜を図って提供されている。そこに含まれるすべての情報は参照に
より本明細書に援用される。
【０１７１】
　実施例１
　ＣＤ４４のエクソン６および１０からの活性ペプチドの同定
【０１７２】
　材料および方法
　ＬｉｆｅＴｅｉｎ社（Ｓｏｕｔｈ　Ｐｌｅｉｎｆｉｅｌｄ，ＮＪ，ＵＳＡ）によって、
純度＞９５％ですべてのペプチドが合成された。１０％ウシ胎仔血清、Ｌ－Ｇｌｕｔおよ
び１％ペニシリン－ストレプトマイシン（Ｂｅｉｔ　Ｈａｅｍｅｋ社，Ｉｓｒａｅｌ）が
添加されたダルベッコ変法イーグル培地において、Ｎ２Ａマウス神経芽細胞腫およびＳＫ
－Ｎ－ＳＨヒト神経芽細胞腫（ＡＴＣＣ）を維持した。５％ＣＯ２と共に３７℃にてイン
キュベータ内で細胞を維持した。各実験前に、ＳＫ－Ｎ－ＳＨ細胞を３μＭＲＡ（Ｓｉｇ
ｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）で５日間処理し、その細胞を神経細胞に分化させた。２４ウェ
ルプレートで細胞を増殖させ、Ａβペプチドで４８時間またはＭＴＰ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌ
ｄｒｉｃｈ社，２４時間）で処理し、その後、ＸＴＴ生存率アッセイにかけた。ＸＴＴ生
存率アッセイは、テトラゾリウム塩ＸＴＴをホルマザンのオレンジ色化合物に還元する、
代謝活性細胞の能力に基づく。水溶性色素の強度は、代謝活性細胞の数に比例する。増殖
培地で１：３希釈後の処理に続いて、ＸＴＴ（Ｂｅｉｔ　Ｈａｅｍｅｋ社，Ｉｓｒａｅｌ
）を添加し、１～２時間インキュベートした。吸光度を４２０ｎｍで測定した。生存率ア
ッセイの後に、製造元の説明書に従ってカスパーゼ３アッセイ（ＥｎｚＣｈｅｋ　Ｃａｓ
ｐａｓｅ３　Ａｓｓａｙ　ｋｉｔ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社，Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃａ，
ＵＳＡ）を行った。
【０１７３】
　結果
　ｓｉＲＮＡを用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏでの機能喪失実験から、Ｃ
Ｄ４４Ｖ６およびＣＤ４４Ｖ１０がＡＤ、ＰＤおよびＡＬＳなどの神経変性疾患において
ある役割を果たしていることが示されている（未発表データ）。ＣＤ４４Ｓおよびスプラ
イスバリアントアイソフォームは、シグナル伝達経路を含む複数のタンパク質間相互作用
に関与していることが示された（Ｐｏｎｔａら［９］によって概説されている）。したが
って、本発明の発明者らは、かかる相互作用が、神経細胞死においてＣＤ４４Ｖ６および
ＣＤ４４Ｖ１０機能を仲介し、かつＶ６またはＶ１０エクソン配列に由来するペプチドが
これらの相互作用の破壊に対して薬物としての役割を果たすのではないかと考えた。実際
に、ヒトＶ６配列に由来する小さなペンタペプチド（ＮＲＷＨＥ－配列番号：１）は、Ｍ
ｅｔチロシンキナーゼ受容体を介した肝細胞成長因子（ＨＧＦ）シグナル伝達を阻害でき
ることが示された［２４］。
【０１７４】
　かかるペプチドの同定を助け得る保存配列を同定するために、本発明の発明者らは、Ｖ
６およびＶ１０配列両方（図１）の複数種の配列アラインメントを作製した。保存配列に
基づいて、Ｖ６およびＶ１０エクソンにおける異なる領域をカバーするいくつかの合成ペ
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（ヒト）の細胞死に対するその作用に関して、ペプチドを試験した。図３に示す実施例と
して、Ａβ１－４２ペプチドによって誘導されるＳＫ－Ｎ－ＳＨ細胞の細胞死に対する、
マウスＶ６配列に由来する２種類のペプチドおよびヒトＶ１０配列に由来する２種類のペ
プチドの作用を３通りの濃度で試験した。ＸＴＴの減少によって、細胞生存率を測定した
。未処理細胞の生存率を１００％と定義して、相対生存率が示される。４種すべてのペプ
チドが、ペプチドなしのコントロールと比較して、細胞に少なくとも部分的な保護を与え
ることが分かった（図３）。驚くべきことに、Ｖ６ペプチドにより与えられた保護は、２
０ｐＭと低い濃度で最大であり、保護の程度は、濃度が高いほど低くなった。マウスＶ６
およびヒトＶ１０配列に由来する追加のペプチドをさらに合成し（６－２１アミノ酸，図
２）、Ｎ２Ａ細胞におけるＡβ２５－３５毒性からの保護活性を比較した（図４Ａ－Ｂ）
。Ａβ２５－３５は、効力の増加と伴って完全長ペプチドの毒性および凝集性を模倣する
［２５］。生存率アッセイ（ＸＴＴ，図４Ａ）およびカスパーゼ３活性（アポトーシス誘
導のマーカーとして，図４Ｂ）の両方によって測定されるように、濃度１ｎＭにて、ペプ
チドの大部分が細胞を少なくとも部分的に保護した。これらのペプチドは、毒性カチオン
１－メチル－４－フェニルピリジニウム（ＭＰＰ＋）へと代謝されるＰＤモデリング神経
毒である１－メチル－４－フェニル－１，２，３，６－テトラヒドロピリジン（ＭＰＴＰ
）によって誘導される細胞死からの保護についても試験された。実際に、ペプチドの一部
が、コントロール細胞（ペプチドなし）と比較して、１μＭにてＭＰＴＰに対して保護効
果を有することも判明した。結果を図５Ａ－Ｂに示す。
【０１７５】
　実施例２
　ＣＤ４４ペプチドの構造／機能解析
【０１７６】
　材料および方法
　すべての方法が上記の実施例１と同じである。ペプチドおよび６－ヒドロキシドパミン
をＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社（Ｓｔ．Ｌｅｗｉｓ，ＵＳＡ）から購入した。
【０１７７】
　結果
　これらの発見から、Ｖ６Ｂ、Ｖ１０ＡおよびＶ１０Ｂヒト配列の保存領域に由来する、
より小さなペプチドへと、ペプチドスクリーンを拡充することに、本発明の発明者らは駆
り立てられた（表１）。
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【表３】

【０１７８】
　６－ヒドロキシドパミン（６－ＯＨＤＡ）で処理されたＮ２Ａ細胞に対するその保護効
果について、濃度１ｐＭにてこれらのペプチドをスクリーニングした。６－ＯＨＤＡは、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏにてパーキンソン病を模倣するためにモデルシス
テムで一般に使用されるドーパミン類似体である。６－ＯＨＤＡは、反応性酸素種（ＲＯ
Ｓ）の放出によって、またおそらくはミトコンドリアの呼吸鎖に対する直接的な作用によ
って、アポトーシスを誘発する。この結果から、６－ＯＨＤＡ処理細胞での細胞生存率お
よびカスパーゼ３活性化に対するペプチドの特異な効果が示されている（図６Ａ－Ｂ）。
一部のペプチドの保護効果を広い用量範囲で試験した。例えば、８ｍｅｒペプチドＶ１０
Ａ１＿Ｎ＋４に関して、最適な保護用量は、およそフェントモル（ｆＭ）濃度であること
が判明した（図６Ｃ）。ＳＫ－Ｎ－ＳＨヒト神経芽細胞腫細胞におけるＡβ（２５－３５
）誘発毒性に対するその効果について、ｐＭ濃度にてペプチドパネルも試験した。Ａβス
トレスに対して有効なペプチドのプロファイルは、６－ＯＨＤＡに有効なペプチドと著し
く異なった（図７Ａ－Ｂ）
【０１７９】
　実施例３
　ｉｎ　ｖｉｖｏパーキンソン病モデルにおける本発明の一部のペプチドのＩｎ　ｖｉｖ
ｏ効果
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【０１８０】
　材料および方法
　Ｃ５７ＢＬマウス（すべてオス，８～１２週齢，Ｈａｒｌａｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ　Ｉｓｒａｅｌから入手）に、投与量１００μｌ／マウスにて腹腔内（ＩＰ）注射に
よって、１日目および２日目に１日２回３時間空けて、１８ｍｇ／ｋｇ　ＭＰＴＰ（Ｓｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社）を投与した。研究０日目および連続して８日間、１ｍｇ／ｋ
ｇにて１２μｌ／マウスでＰＢＳ（ビヒクル）またはペプチドのうちの１種類をマウスに
鼻腔内投与した。ｉｎ　ｖｉｖｏ研究で使用されたすべてのペプチドはＬｉｆｅＴｅｉｎ
社によって合成され、Ｎ末端アセチル化およびＣ末端アミド化で修飾された。点鼻に関し
ては、各マウスに穏やかに麻酔をかけ（２．５％イソフルラン）、次いでマウスの首をテ
ーブルに平行にして拘束し、保持しながら、総体積１２μｌを鼻孔内に投与した。６μｌ
を左鼻孔に２滴（１滴３μｌ）投与し、続いて１５秒保持し、６μｌを右鼻孔に２滴（１
滴３μｌ）投与し、続いて１５秒保持した。８日目に、脊椎脱臼によってマウスを安楽死
させた。安楽死の直後に、脳を取り出し、線条体を解剖し（左および右線条体をプールし
た）、計量し、ドライアイスで凍結した。８０Ｗで５秒間音波処理することによって、０
．１Ｍ過塩素酸および１０ｎｇ／ｍｌ　３，４ジヒドロキシベンジルアミン（ＤＨＢＡ）
を含有する溶液中で、線条体試料をホモジナイズした。コンディショニングセル５０２１
モデルおよび分析セル５０１１モデルを備えた電気化学検出器Ｃｏｕｌｏｃｈｅｍ　ＩＩ
　ＥＳＡに連結された逆相カラム（ＧＬ－Ｓｃｉｅｎｃｅ社，Ｉｎｅｒｔｓｉｌ　ＯＤＳ
－２　５ｕｍ　４．６×１５０ｍｍ，室温）上のＨＰＬＣポンプ（Ｊａｓｃｏ　ＰＵ－２
０８０Ｐｌｕｓ）に直接、各組織抽出物の上清を注入した。コンディショニングセルで０
．３５Ｖ、分析セルで０．１Ｖおよび０．３５Ｖに作業電位を設定した。移動相は、８０
ｍｇ／Ｌ　ＥＤＴＡ、１２５ｍｇ／Ｌヘプタンスルホン酸、メタノール５５ｍｌおよびア
セトニトリル５０ｍｌと共に０．０５Ｍ一塩基リン酸ナトリウムであった（ｐＨ＝２．７
）。流量は１．５ｍｌ／分であった。ドーパミン、ＤＯＰＡＣおよびＨＶＡ値をライセー
トタンパク質濃度に正規化した（ＢＣＡ　ｋｉｔ，Ｐｉｅｒｃｅ）。
【０１８１】
　結果
　ｉｎ　ｖｉｖｏ　ＰＤモデル、つまりマウスにおけるＭＰＴＰ注入に関して、ＭＰＴＰ
および６－ＯＨＤＡに対して最も有効なペプチドが選択された。このモデルにおいて、Ｍ
ＰＴＰの腹腔内注射（２日連続で３時間おきに１８ｍｇ／ｋｇ）を繰り返した結果、黒質
におけるドーパミン作動性ニューロン死および線条体のドーパミン欠乏が起こる。ＭＰＴ
Ｐに曝露する１日前から開始して、１ｍｇ／ｋｇで点鼻によって１日２回ペプチド（また
はビヒクル）を投与し、研究の最後まで続けた。ＭＰＴＰの注射から７日後に、マウスを
屠殺し、ドーパミン（ＤＡ）、３，２－ジヒドロキシフェニル酢酸（ＤＯＰＡＣ）および
ホモバニリン酸（ＨＶＡ）の線条体レベルをＨＰＬＣによって評価した。８群において９
種のペプチドを試験し、ＤＡ、ＤＯＰＡＣおよびＨＶＡレベルの結果を表２に示す。
【０１８２】
　特に表２から、ＭＰＴＰ処理マウスにおけるドーパミンおよび代謝産物の線条体レベル
に対するヒトＶ６およびＶ１０由来ペプチド（１ｍｇ／ｋｇ，鼻腔内投与）の効果が例証
される。「材料および方法」に記載のプロトコルに従って、マウスを処理した。ＤＡ、Ｄ
ＯＰＡＣおよびＨＶＡの線条体レベルは、ＨＰＬＣによって決定し、タンパク質総含有量
の値で割り、ビヒクル処理マウスで得られたレベルに正規化した。群１および３は、正常
な指定の類似体とレトロインベルソな類似体（逆配列のＤアミノ酸）の１：１ミックスで
処理された。群６は、１０Ｂ２．５＿６ペプチドと１０Ｂ２．５＿９ペプチドの１：１ミ
ックスで処理された。



(32) JP 5960793 B2 2016.8.2

10

20

30

【表４】

【０１８３】
　２種類の８－ｍｅｒ、Ｖ１０由来ペプチド、つまりＶ１０Ａ１＿Ｎ＋４（配列番号：２
６）および１０Ｂ１＿８（配列番号：３４）での処置は、ビヒクルコントロールと比較し
て、線条体ＤＡレベルに対して有意な正の効果を有した。これらのペプチド、ならびに他
の３種のペプチド（ｈＶ１０Ｂ３－配列番号：１５；Ｖ１０Ａ２－配列番号：１２；１０
Ｂ２．５＿６－配列番号：３１；および１０Ｂ２．５＿９－配列番号：３２）もまた、２
ＤＡ代謝産物、ＤＯＰＡＣおよびＨＶＡのうちの少なくとも１つのレベルを有意に増加し
た（上記の表２）。これらの結果は、ＣＤ４４Ｖ１０由来のペプチドが、ＭＰＴＰからド
ーパミン作動性ニューロンをｉｎ　ｖｉｖｏで保護することができることを示しており、
これらのペプチドはパーキンソン病の新規な薬物として開発されることが示唆される。
【０１８４】
　実施例４
　本発明の一部の実施形態のペプチド内での活性な部分配列（subsequence)の同定
結果
　さらに構造機能分析を行うために、Ｖ１０Ａ１＿Ｎ＋４（以下「Ｐ２６」，配列番号：
２６）が選択された。このペプチドに由来するペプチドを合成し、以下の表３に示す。
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【表５】

【０１８５】
　６－ＯＨＤＡからＮ２Ａを保護するその効果に関して、表３に示すペプチドを試験した
（図８）。このデータから、少なくとも部分的な活性を維持しながら、Ｐ２６配列の一部
の修飾が許容され得ることが示されている。かかる修飾は、Ｃ末端切断（２６－１、２６
－２および２６－３）と、Ｎ末端グルタミン酸残基のグルタミン置換および７位ヒスチジ
ンのアラニンによる置換とを含む（それぞれ２６－８および２６－９）。
【０１８６】
　最も興味深いことに、レトロインベルソな（ＲＩ，一次配列が逆であり、Ｌ－アミノ酸
よりもむしろＤ－アミノ酸が用いられている）Ｐ２６誘導体（２６－ＲＩ，配列番号：２
６）もまた、その神経保護活性を保持する。レトロインベルソなペプチドは、伸長された
コンフォメーションにおいて、その天然Ｌ－配列と類似しており、かつ、タンパク質分解
に対して完全に耐性を有しつつ当該親分子の生物活性を保持した側鎖形態をとると仮定さ
れる（非特許文献２８）。したがって、神経保護を仲介する最小配列は、配列番号：４７
に記載されており、ＳＴＹＧ－Ｘ（ＸはＥまたはＱである）またはそのレトロ配置であり
、いずれのアミノ酸もＤまたはＬアミノ酸であり得る。
【０１８７】
　実施例５
　Ａβ（１－４２）損傷からラットを保護する、Ｖ１０Ａ１＿Ｎ＋４（Ｐ２６）およびＰ
３４ペプチドの海馬内（ＩＨ）／脳室内（ＩＣＶ）注入
【０１８８】
　材料および方法
　動物－Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｏｆ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ　ｏｆ　Ｓｏｕｔｈ　Ｃｈｉｎａ，Ｈｅｎｇｙａｎｇ，Ｈｕｎａｎ，Ｃｈｉｎａから
、オスの成体ＳＤラットを入手した。到着後、食物および水に自由にアクセスできる、温
度および湿度が調節された環境内にラットを個々に収容した。午前７時にライトを付けて
、動物を１２時間の明暗スケジュールで維持した。収容後、ラットを実験者に慣らすため
に、ラットを１週間手で触った（１日当たり５～６分／ラット）。Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉ



(34) JP 5960793 B2 2016.8.2

10

20

30

40

50

ｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃａｒｅ　ａ
ｎｄ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｎｉｍａｌｓに従って、実験を行い、実
験プロトコルは、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃ
ｏｍｍｉｔｔｅｅによって承認されている。
【０１８９】
　薬物－Ａβ（１－４２）をＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社（ＵＳＡ）から購入した。ペ
プチドはＬｉｆｅＴｅｉｎ社（ＵＳＡ）から入手した。
【０１９０】
　アルツハイマー病（ＡＤ）モデルの確立－Ａβ（１－４２）（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉ
ｃｈ社，ＵＳＡ）を濾過ＰＢＳに濃度６μｇ／μｌで溶解し、その溶液を使用前に２日間
３７℃で維持した。脳定位座標：ブレグマからＡＰ＝－３．６，ＭＬ＝２．０かつ頭蓋か
らＤＶ＝３．０にて、ペントバルビタールナトリウム（５５ｍｇ／ｋｇ，腹腔内）麻酔下
にて、マイクロシリンジを使用して、溶液１マイクロリットルを右海馬に注入した。コン
トロールラットにＰＢＳ１μｌを注入した。ＩＨ／ＩＣＶ研究において、ペプチドまたは
ＰＢＳ１μｌも、同じ脳定位座標で右海馬内に注入した。
【０１９１】
　ペプチドの投与－ＩＣＶ注入については、以下の脳定位座標：ＡＰ＝１，ＭＬ＝１．６
，ＤＶ＝３．８に従って、微量注入カニューレを側脳室内に留置した。Ａβ注入から２４
時間後、指定の用量でＰＢＳまたはペプチドの最初のＩＣＶ注入をラットに施した。皮下
（ＳＣ）研究において、ＰＢＳまたはＰＢＳ中のペプチド溶液が１ｍｌ／ラットにて用量
１ｍｇ／ｋｇまで、毎日皮下注射され、２１日間続けられた。
【０１９２】
　新規物体認識（ＮＯＲ）タスク－Ａβ注入から２１日後に、ＮＯＲタスクを試験した。
【０１９３】
　トレーニング装置は、明るく照らされ、かつ隔離された部屋内に配置した、消音キャビ
ネットに入れられた黒色プレキシグラスボックス（５０×５０×４０ｃｍ）とした。照明
は、キャビネットの天井に設置された１５Ｗ家庭用白色ライトとし、６５ｄＢ暗騒音は、
キャビネット内の換気扇によって与えられた。ボックスの床をおがくずで覆った。タスク
で使用される物体は、形または色の異なるガラスおよびプラスチックなどの撥水性材料で
作製した。物体のサイズは約６×６×８ｃｍとした。ボックス奥の角に２つの物体を常に
配置した。ラットが一方の角または物体のみを好まないように位置及び物体を釣り合わせ
た。行動工程は、訓練および保持試験の２つの段階を含むものとした。訓練試験の間、ラ
ットをボックスに入れ、２つの同一の物体を１０分間探索させ、両方の物体の探索に費や
した合計時間を記録した。距離＜１ｃｍで鼻を物体に向けたことおよび／または鼻で当該
物体に触れたことを物体探索として定義した。試験と試験の間に、おがくずをかき回し、
箱および物体を４０％エタノール溶液で清掃した。訓練試験（保持試験）から２４時間後
、見慣れた物体のコピー１つと新規な物体を訓練段階中と同じ位置に刺激として入れた。
ラットをボックスに３分間入れ、各物体を探索するのに費やした時間および両方の物体を
探索するのに費やした合計時間を記録した。記憶を評価するために使用される識別指数は
、新規な物体と馴染みのある物体を探索する時間の差として計算され、両方の物体を探索
するのに費やした合計時間の比率として表された。
【０１９４】
　モリス水迷路試験は、水（２５±１℃）で深さ４０ｃｍまで満たされた、円形の水タン
ク（直径２００ｃｍ，高さ６０ｃｍ）を用いて行った。プール端周辺の４つの等間隔の位
置をスタート箇所として使用し、当該箇所によってプールが四分円に分割される。逃避プ
ラットフォーム（直径１０ｃｍ）をプールの水面から２ｃｍ下に設置した。逃避プラット
フォームは、プールのランダムに選択された四分円のうちの１つの中心に置かれ、実験全
体にわたって同じ位置に保たれた。訓練が開始される前に、プラットフォームなしのプー
ルでラットを１２０秒間自由に遊泳させた。動物は、４試行／セッションからなる訓練セ
ッションを４日間受け（各出発ポイントから１回）、各試行は遊泳時間上限１２０秒であ
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り、試行の間隔は約３０秒とした。隠れたプラットフォームに登った後、次の試行が開始
される前の３０秒間、ラットはそこに残った。ラットが、最高時間１２０秒以内に、隠れ
たプラットフォームに到達することができなかった場合、ラットをプラットフォームに優
しく置き、同じ時間そこにとどまらせた。隠れたプラットフォームに到達するのに費やさ
れた時間を測定した。獲得段階から２４時間後、プラットフォームを取り除いて、プロー
ブ試験を行った。ラットをプールで１２０秒間自由に遊泳させ、隠れたプラットフォーム
を以前に含んでいた対象の四分円で過ごした時間を記録した。対象の四分円ですごした時
間は、学習後に起こった記憶固定の程度を示した。モリス水迷路試験は、Ａβ注入から２
４時間後に開始された。
【０１９５】
　統計解析
　一元配置分散分析を用いて統計解析を行った。この後に、フィッシャーのＬＳＤ検定で
比較を行った（ＳｉｇｍａＳｔａｔ　３．２）。すべてのデータを平均±ＳＥＭで示した
。有意レベルをｐ＜０．０５で設定した。
【０１９６】
　結果
　ｉｎ　ｖｉｖｏでのアルツハイマー病（ＡＤ）モデルにおけるＰ２６およびＶ１０Ｂ１
＿８（以下、Ｐ３４）ペプチドの有効性を試験するために、これらのペプチドをＡβ（１

－４２）微量注入ラットモデルにおいて試験した（非特許文献２９）。このモデルにおい
て、ラットは右海馬内にＡβ（１－４２）６μｇの単回微量注入を受けた。同時に、ペプ
チド溶液またはＰＢＳ（ビヒクル）１μｌもまた、同じ位置に注入された。この処置の後
、様々な用量のペプチドまたはビヒクル（ＰＢＳ）の毎日のＩＣＶ注入を行った。Ａβ注
入から２１日後、新規物体認識アッセイ（ＮＯＲ，図９）についてラットを試験した。こ
の結果から、１００ｎｇ／ラットでのＰ２６および１０および１００ｎｇ／ラットでのＰ
３４は、識別指数を有意に増加したことが分かる（ｐ＜０．０１）。このデータから、Ｐ
２６およびＰ３４ペプチドのＩＣＶ／ＩＨ投与は、ｉｎ　ｖｉｖｏにてＡβの毒性効果を
防ぐことが示されている。
【０１９７】
　実施例６
　Ａβ（１－４２）損傷からラットを保護する、Ｖ１０Ａ１＿Ｎ＋４（Ｐ２６）ペプチド
の末梢（peripheral）注入
【０１９８】
　材料および方法
　実験手順および皮下注入（ＳＣ）は上記の実施例５に記述されている。
【０１９９】
　結果
　Ａβ毒性からのラットの保護について、皮下（ＳＣ）注入によるペプチドの非経口投与
をアッセイした。したがって、Ａβ（１－４２）微量注入ラットモデルが適用され、続い
て１ｍｇ／ｋｇＰ２６ペプチドならびにコントロールペプチド（ｃｏｎｔ１：ＡＶＡＶＥ
ＡＡＧ配列番号：４８，ｎ＝１０～１１）の毎日の皮下注射が行われた。２１日間の注入
期間に続いて、モリス水迷路（ＭＷＭ）およびＮＯＲ記憶アッセイが行われた。この結果
から、皮下注射された３つのペプチドのうちＰ２６のみが、両方のアッセイにおいて挙動
を有意に改善したことが分かる（図１０および１１）。これらの結果から、Ｐ２６ペプチ
ドの神経保護効果は、ペプチドが非経口投与により与えられた場合にも確認されることが
実証されており、そのペプチドが血液脳関門を通過することができ、かつ関連する脳領域
において十分な濃度に達することが示唆される。
【０２００】
　実施例７
Ｐ２６およびＰ２６－ＩＲの薬物動態
　材料および方法
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　オスのＳＤラットにおいてペプチドを皮下投与した後に、ペプチドの薬物動態を評価し
た。ビヒクルとしてリン酸緩衝食塩水（ｐＨ７．４）を使用して、ペプチド溶液を調製し
、投与体積２ｍＬ／ｋｇで用量１ｍｇ／ｋｇにて皮下投与した。
【０２０１】
　血液試料を０時点（投与前）にて、かつ投与して０．１７、０．５、１、２、４、８お
よび２４時間後に採取した。各時点で、カニューレ処置されたラットの頚静脈から血液約
０．２５ｍＬを採取し、２００ｍＭ　Ｋ２ＥＤＴＡを含有する（２０μＬ／ｍＬ血液）予
めラベルが付けられたマイクロチューブに移した。試料採取に続いて、等体積のヘパリン
生理食塩水をカテーテル内に流した。４±２℃で５０００ｇにて血液試料を５分間遠心し
た。分析を行うまで、すべての血漿試料を－７０℃未満で保存した。血漿試料中のペプチ
ドを定量化するために、目的に適したＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法を用いた。定量化の下限（ＬＬ
ＯＱ）は２２．３４ｎｇ／ｍＬであった。
【０２０２】
　結果
　ラットに１ｍｇ／ｋｇで皮下注射することによって、Ｐ２６およびＰ２６－ＩＲの薬物
動態を試験した（図１２）。Ｐ２６－ＲＩによって、Ｐ１２の１３０ｎｇ／ｍｌと比較し
て、見掛けＣｍａｘ１２２７ｎｇ／ｍｌの向上した皮下（ＳＣ）薬物動態が実証された。
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの活性と併せて、Ｐ２６－ＩＲ類似体は１０倍の活性向上があること
から、Ｐ２６－ＩＲはＰ２６に比べて低い用量で使用することができることが示唆される
。
【０２０３】
　本発明はその特定の実施形態と共に説明されているが、多くの代替、変形および変更が
当業者には理解されることは明白である。したがって、添付の特許請求の範囲の精神およ
び広い範囲内にある、かかる代替、変形および変更を含むことが意図される。
【０２０４】
　それぞれの出版物、特許および特許出願が、参照により本明細書に援用されるように具
体的かつ個々に示されるのと同程度に、本明細書に記載のすべての出版物、特許および特
許出願は、その全体が参照により本明細書に援用される。さらに、本出願における参考文
献の引用または同定は、かかる参考文献が従来技術として本発明に利用可能であるという
許可として、解釈すべきではない。セクションの表題が用いられる範囲内で、それらが必
ずしも制限されると解釈すべきではない。
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