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(57)【要約】
本発明はガンマセクレターゼ阻害剤の基質特異性を決定するための、およびガンマセクレ
ターゼの基質特異的（および基質アイソフォーム特異的）な阻害剤を同定するためのアッ
セイおよび方法を提供する。本発明は、化合物が部位特異的または基質特異的にガンマセ
クレターゼを阻害するか否かを決定するためのアッセイおよび方法を提供する。本発明は
、修飾されたガンマセクレターゼ基質を含んでなる単離されたポリペプチド配列およびそ
のポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を提供する。さらに、本発明はガ
ンマセクレターゼを阻害する化合物、そのような化合物を含有する医薬組成物、およびそ
のような化合物を用いたアルツハイマー病の治療方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　化合物が基質特異的にガンマセクレターゼを阻害するか否かを決定するための方法であ
って、
（ａ）ガンマ開裂部位を含んでなる第１のガンマセクレターゼ基質と、化合物およびガン
マセクレターゼとを、ガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
（ｂ）別途、ガンマ開裂部位を含んでなる第２のガンマセクレターゼ基質と、化合物およ
びガンマセクレターゼとを、ガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
（ｃ）第１の基質および第２の基質のガンマ開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量を
測定すること； 
（ｄ）工程（ａ）でのガンマ開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量と、工程（ｂ）で
のガンマ開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量とを比較し、工程（ａ）でのガンマ開
裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量が、工程（ｂ）での量と相違する場合、その化合
物がガンマセクレターゼを基質特異的に阻害していると決定すること
を含む、方法。
【請求項２】
　第１のガンマセクレターゼ基質が天然に存在する基質である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　第１のガンマセクレターゼ基質が、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、Ｎｏｔｃ
ｈ、アミロイド前駆体様タンパク質（ＡＰＬＰ２）、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ
４、ｎ－カドヘリン、ｐ７５ＮＴＦＲおよびＳＣＮＢ２からなる群から選択される、請求
項２記載の方法。
【請求項４】
　第１のガンマセクレターゼ基質がＡＰＰであり、第２のガンマセクレターゼ基質がＡＰ
ＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カ
ドヘリンまたはＣＤ４４である、請求項２記載の方法。
【請求項５】
　第１のガンマセクレターゼ基質が、第１の膜近傍のドメイン配列［ＪＭＤ１］と膜貫通
ドメイン配列［ＴＭＤ１］とを有する第１のポリペプチドであり、第２のガンマセクレタ
ーゼ基質が、第２の膜近傍のドメイン配列［ＪＭＤ２］と第１のガンマセクレターゼ基質
の膜貫通ドメイン配列［ＴＭＤ１］とを有する第２のポリペプチドである、請求項１記載
の方法。
【請求項６】
　［ＴＭＤ１］は、ＡＰＰの膜貫通ドメインであり、［ＪＭＤ１］および［ＪＭＤ２］は
、ＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、
ｎ－カドヘリンおよびＣＤ４４から独立に選択される膜近傍ドメインであり、［ＪＭＤ１
］と［ＪＭＤ２］は同一でない、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　第２のガンマセクレターゼ基質が、式：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］（式ＩＩ）
［式中、
　ＪＭＤΔＣ４は、ガンマセクレターゼ基質の膜近傍ドメイン（ＪＭＤ）配列のアミノ酸
配列を含んでなり、ここでＪＭＤは４つのＣ末端ペプチドを欠いており；
　［ＴＭＤ］は、ガンマセクレターゼ基質の膜貫通ドメイン配列を含んでなり；
　Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は、独立して任意のアミノ酸から選択される］
を含んでなる、請求項１記載の方法。
【請求項８】
　Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ、Ｆ、Ｈ、Ｗおよび
Ｄから選択され；
　Ｘ２は任意のアミノ酸であり；
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　Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選
択され；
　Ｘ４は任意のアミノ酸である、
請求項７記載の方法。
【請求項９】
　Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ、Ｆ、Ｈ、Ｗおよび
Ｄから選択され；
　Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選
択され；
　Ｘ２およびＸ４はＬ、Ｉ、Ｈ、Ｅ、Ｖ、Ａ、Ｓ、Ｔ、Ｄ、Ｎ、Ｐ、Ｋ、ＱおよびＲから
選択される、請求項７記載の方法。
【請求項１０】
　Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、ＲおよびＤから選択され；
　Ｘ２は任意のアミノ酸であり；
　Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、ＰおよびＡから選択され；
　Ｘ４は任意のアミノ酸である、請求項７記載の方法。
【請求項１１】
　第１のガンマセクレターゼ基質がＡＰＰである、請求項７記載の方法。
【請求項１２】
　（ＪＭＤ）は、ＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ
、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンおよびＣＤ４４から選択されるガンマセクレターゼ基質の
膜近傍ドメイン含んでなる、請求項７記載の方法。
【請求項１３】
　ＴＭＤは、ＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、Ｓ
ＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンおよびＣＤ４４から選択されるガンマセクレターゼ基質の膜貫
通ドメイン含んでなる、請求項７記載の方法。
【請求項１４】
　化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して第１のガンマセクレターゼ基質に
おいて、ガンマセクレターゼ活性を選択的に阻害するか否かを決定するための方法であっ
て、
　（ａ）第１のトランスフェクションされたセルカルチャーと種々の濃度の化合物とをガ
ンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｂ）第２のトランスフェクションセルカルチャーと種々の濃度の化合物とをガンマセ
クレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｃ）第１および第２の種々の化合物濃度でトランスフェクションされたセルカルチャ
ーのそれぞれによって産生したＩＣＤを測定し、第１のトランスフェクションされたセル
カルチャーに対する化合物の効果の第１の用量応答曲線と、第２のトランスフェクション
されたセルカルチャーに対する化合物の効果の第２の用量応答曲線とを作成すること；お
よび
　（ｄ）第１と第２の用量応答曲線を比較すること
を含んでなり、ここで、
　第１のトランスフェクションされたセルカルチャーは、式［ＪＭＤ１］［ＴＭＤ１］（
ここで、［ＪＭＤ１］は第１のガンマセクレターゼ基質に由来する）で示される膜近傍ド
メイン配列（ＪＭＤ１）と膜貫通ドメイン配列（ＴＭＤ１）を含んでなるポリペプチドを
コードする第１のポリヌクレオチドでトランスフェクションされ、
　第２のトランスフェクションされたセルカルチャーは、式［ＪＭＤ２］［ＴＭＤ１］（
ここで、［ＪＭＤ２］は第２のガンマセクレターゼ基質に由来し、第１と第２のポリペプ
チドのＴＭＤ１は同一である）で示される膜近傍ドメイン配列（ＪＭＤ２）と膜貫通ドメ
イン配列（ＴＭＤ１）を含んでなる第２のポリペプチドをコードする、第２のポリヌクレ
オチドでトランスフェクションされる、
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方法。
【請求項１５】
　第１の用量応答曲線と比較して第２の用量応答曲線における高濃度側へのシフトが、そ
の化合物が第２のガンマセクレターゼ基質と比較して第１のガンマセクレターゼ基質に対
して選択的であることを示している、請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
　第１のガンマセクレターゼ基質が、ＡＰＰ、ＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チ
ロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンまたはＣＤ４４からなる群か
ら選択される、請求項１４記載の方法。
【請求項１７】
　式［ＪＭＤ１］［ＴＭＤ１］および［ＪＭＤ２］［ＴＭＤ１］の［ＴＭＤ１］がＡＰＰ
の膜貫通ドメインであり、［ＪＭＤ１］および［ＪＭＤ２］がそれぞれＡＰＬＰ２、Ｎｏ
ｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンまた
はＣＤ４４から独立に選択される（ここで［ＪＭＤ１］と［ＪＭＤ２］は同一でない）膜
近傍配列ドメインである、請求項１４記載の方法。
【請求項１８】
　活性なガンマセクレターゼが、第１および第２のセルカルチャーによって内因的におよ
び構造的に産生される、請求項１４記載の方法。
【請求項１９】
　第１および第２のセルカルチャーの少なくとも１つがＨＥＫ２９３細胞を含んでなる、
請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　ＶＭＬＫＫＫＣ（配列番号３９）に特異的に結合するモノクローナル抗体を用いてＩＣ
Ｄを測定する、請求項１４記載の方法。
【請求項２１】
　化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第１のガンマセクレターゼ基質
のガンマセクレターゼ活性を選択的に阻害するか否かを決定するための方法であって、
　（ａ）第１のトランスフェクションされたセルカルチャーと種々の濃度の化合物とをガ
ンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｂ）第２のトランスフェクションセルカルチャーと種々の濃度の化合物とをガンマセ
クレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｃ）種々の化合物濃度でトランスフェクションされた第１および第２のセルカルチャ
ーのそれぞれによって産生したＩＣＤを測定し、第１のトランスフェクションされたセル
カルチャーに対する化合物の効果の第１の用量応答曲線と、第２のトランスフェクション
されたセルカルチャーに対する化合物の効果の第２の用量応答曲線とを作成すること；お
よび
　（ｄ）第１と第２の用量応答曲線を比較すること
を含んでなり、ここで、
第１のトランスフェクションされたセルカルチャーは、式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
［式中、
　ＪＭＤΔＣ４は、ガンマセクレターゼ基質の膜近傍ドメイン（ＪＭＤ）配列のアミノ酸
配列を含み、ここでＪＭＤは４つのＣ末端ペプチドを欠いており；
　［ＴＭＤ］は、ガンマセクレターゼ基質の膜貫通ドメイン配列を含んでなり；
　Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は、独立して任意のアミノ酸から選択される］
を含んでなる第１のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドでトランスフェクション
され、
第２のトランスフェクションされたセルカルチャーは、式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
［式中、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は、独立して任意のアミノ酸から選択される］
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を含んでなる第２のポリペプチドをコードする第２のポリヌクレオチドでトランスフェク
ションされる、
方法。
【請求項２２】
　Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ、Ｆ、Ｈ、Ｗおよび
Ｄから選択され；
　Ｘ２は任意のアミノ酸であり；
　Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選
択され；
　Ｘ４は任意のアミノ酸である、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ、Ｆ、Ｈ、Ｗおよび
Ｄから選択され；
　Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選
択され；
　Ｘ２およびＸ４はＬ、Ｉ、Ｈ、Ｅ、Ｖ、Ａ、Ｓ、Ｔ、Ｄ、Ｎ、Ｐ、Ｋ、ＱおよびＲから
選択される、請求項２１記載の方法。
【請求項２４】
　Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、ＲおよびＤから選択され；
　Ｘ２は任意のアミノ酸であり；
　Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、ＰおよびＡから選択され；
　Ｘ４は任意のアミノ酸である、請求項２１記載の方法。
【請求項２５】
　第１のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４が第１のガンマセクレターゼ基質に由来
し、第２のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４が第２のガンマセクレターゼ基質に由
来する、請求項２１記載の方法。
【請求項２６】
　第１の用量応答曲線と比較して、第２の用量応答曲線における高濃度側へのシフトは、
その化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第１のガンマセクレターゼ基
質に対して選択的であることを示している、請求項２１記載の方法。
【請求項２７】
　第１および第２のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は、ＧＬＮＫ、ＳＬＳＳ、Ｇ
ＳＮＫ、ＧＳＮＳ、ＰＰＡＱ、ＳＳＮＫ、ＧＳＳＫ、ＱＨＡＲ、ＱＡＳＲ、ＴＴＤＮ、Ｒ
ＤＳＴ、ＤＶＤＲまたはＱＩＰＥから独立に選択される、請求項２１記載の方法。
【請求項２８】
　第１および第２のポリペプチドの［ＴＭＤ］が配列番号１３を含んでなる、請求項２１
記載の方法。
【請求項２９】
　第１および第２のポリペプチドの［ＪＭＤΔＣ４］が配列番号３～５および７～１２か
ら独立に選択される、請求項２１記載の方法。
【請求項３０】
　式ＩＩで示されるポリペプチドが、以下からなる群から選択される配列を含んでなる請
求項２１記載の方法：
（ａ）　(C99GVP-APLP2): LEDAEFRHDS GLEEERESVG PLREDFSLSS GAIIGLMVGG VVIATVIVIT L
VML　（配列番号16）；
（ｂ）　(C99GVP-NOTCH1): LEDAEFRHDS GPYKIEAVQS ETVEPPPPAQ GAIIGLMVGG VVIATVIVIT 
LVML　（配列番号17）；
（ｃ）　(C99GVP-SREBP1):  LEDAEFRHDS GAKPEQRPSL HSRGMLDRSR GAIIGLMVGG VVIATVIVIT
 LVML　（配列番号18）； 
（ｄ）　(C99APPD4-APLP2): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVSLSS GAIIGLMVGG VVIATVIVIT
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 LVML　（配列番号42）；
（ｅ）　(C99-APP-(G25S): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVSSNK GAIIGLMVGG VVIATVIVIT 
LVML　（配列番号43)
（ｆ）　C99-APP-(S26L): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVGLNK GAIIGLMVGG VVIATVIVIT L
VML　（配列番号44)
（ｇ）　C99-APP-(N27S): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVGSSK GAIIGLMVGG VVIATVIVIT L
VML　（配列番号45)
（ｈ）　C99-APP-(K28S): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVGSNS GAIIGLMVGG VVIATVIVIT L
VML　（配列番号46)
（ｉ）　(C99APPΔ4-NOTCH1): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVPPAQ GAIIGLMVGG VVIATVIV
IT LVML　（配列番号100）；
（ｊ）　(C99APPΔ4-SREBP1):  LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVDRSR GAIIGLMVGG VVIATVI
VIT LVML　（配列番号101）；
（ｋ）　(C99GVP-APLP2-gsnk): LEDAEFRHDS GLEEERESVG PLREDFGSNK GAIIGLMVGG VVIATVI
VIT LVML　（配列番号19）；
（ｌ）　(C99GVP-NOTCH1-gsnk):  LEDAEFRHDS GPYKIEAVQS ETVEPPGSNK GAIIGLMVGG VVIAT
VIVIT LVML　（配列番号20）；および
（ｍ）　(C99GVP-SREBP1-gsnk):  LEDAEFRHDS GAKPEQRPSL HSRGMLGSNK GAIIGLMVGG VVIAT
VIVIT LVML　（配列番号21)。
【請求項３１】
　Ｘ２がセリンであり、Ｘ４がリジンである、請求項２１記載の方法。
【請求項３２】
　Ｘ２がロイシンであり、Ｘ４がセリンである、請求項２１記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アルツハイマー病の治療に関する。より具体的には、本発明は、ガンマ（γ
）セクレターゼによるＡＰＰ様基質の開裂を、他のガンマセクレターゼの基質と比較して
優先的に阻害する化合物を同定するための分析、試薬および方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　脳のβアミロイド蓄積は、アルツハイマー病の主な病理学的特徴である。Ａ－β（Ａβ
）型アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）の生成は、２つのプロテアーゼ、即ちベータ
－（β－）およびガンマ－（γ－）セクレターゼ、による一連の開裂を要する複合的プロ
セスである（Selkoe, D. J., Physiol. Rev. (2001) 81:741-766）。β－セクレターゼは
、内腔部分でＡＰＰを開裂して、９９アミノ酸からなるカルボキシル末端（Ｃ－末端）フ
ラグメント（Ｃ９９／β－ＣＴＦ）を生じる膜結合型アスパラチルプロテアーゼである。
β－ＣＴＦ／Ｃ９９は続いて膜貫通ドメイン（ＴＭＤ）内の２つの主要な部位（γおよび
ε）でガンマセクレターゼにより開裂され、ＡβおよびＡＰＰ細胞内ドメイン（ＡＩＣＤ
）として知られる細胞内フラグメントを生じる（Sinha, S., et al., Nature (1999) 402
:537-540; Vassar, R., et al., Science (1999) 286:735-741; Yan, R., et al., Natur
e (1999) 402:533-537; Lin, X., et al., Proc Natl Acad Sci U S A., (2000) 97:1456
-1460）。これら、γおよびε開裂は、それぞれ、膜貫通ドメイン（ＴＭＤ）の真ん中付
近、および細胞質面の付近で起きる。いくつかの実験的証拠により、ガンマセクレターゼ
基質（特にＡＰＰおよびＮｏｔｃｈ）のガンマセクレターゼ開裂が、ガンマでの開裂に先
だってイプシロンでの開裂により順次に起きることが示されている。さらに、イプシロン
部位の開裂が、ガンマ開裂と独立しているが、ガンマ部位の開裂は、先行するイプシロン
開裂の後で起き、それに依存していることが確認されている（Zhao, G., et al., J. Bio
l. Chem., (2004）； 279:50647-50; Qi-Takahara, Y., et al., J. Neurosci., (2005）
； 25:436-45）。あるいは、ＡＰＰのαセクレターゼ依存的プロセシングにより、同様の
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開裂を受け得る短いα－ＣＴＦ／Ｃ８３フラグメントを生じる（Selkoe, D. J., Physiol
. Rev. (2001) 81:741-766）。ガンマセクレターゼはまた、Ｎｏｔｃｈ、ＣＤ４４および
数多くの他のＩ型膜貫通タンパク質を開裂することが知られている（De Strooper B., Ne
uron (2003) 38:9-12）。膜貫通ドメイン内の開裂部位付近のガンマセクレターゼ依存開
裂に必要とされるアミノ酸配列は、特定の配列の認識よりも基質の細胞外ドメインのサイ
ズに依存しており、比較的寛大であるようである（Struhl, G., and Adachi, A., Molecu
lar Cell (2000) 6:625-636）。ＮｏｔｃｈプロセシングはＡＰＰのそれと類似しており
、それぞれＴＭＤの中央付近および細胞質側の単分子層（cytoplasmic leaflet）付近に
位置する２つのホモローガスなガンマセクレターゼ開裂部位Ｓ４およびＳ３を有している
（Hartmann, D., et al., J. Mol. Neurosci. (2001) 17:171-181; Okochi, M., et al.,
 EMBO J. (2002) 21:5408-5416)。ＮｏｔｃｈβおよびＮｏｔｃｈ細胞内ドメイン（ＮＩ
ＣＤ）は２つの開裂産物であり、後者は重要な転写活性化因子である（Mumm, J. S., and
 Kopan, R., Dev. Biol. (2000) 228:151-165）。Ｎｏｔｃｈシグナル伝達および関連す
るプロセスにおける重要なエレメントには、４つのＮｏｔｃｈ膜貫通レセプターアイソフ
ォーム（Ｎｏｔｃｈ１－４）、２つのＮｏｔｃｈ膜貫通リガンド（ＤｅｌｔａおよびＪａ
ｇｇｅｄ）およびガンマセクレターゼがある。ガンマセクレターゼの他の多くの基質は、
ＡＰＰのγおよびε開裂部位やＮｏｔｃｈのＳ４およびＳ３開裂部位に類似して、２以上
の膜内（即ちＴＭＤ内）開裂部位を有することが知られている。
【０００３】
　ガンマセクレターゼは、少なくとも４つの異なる膜タンパク質（プレセニリン(PS)、ニ
カストリン、Aph-1およびPen-2）からなるマルチサブユニットのアスパラチルプロテアー
ゼである（De Strooper B., Neuron (2003) 38:9-12）。ＰＳは、ホロ酵素の触媒サブユ
ニットと考えられ、基質の開裂に必須の２つの保存された膜内アスパラギン酸残基を含む
（Wolfe, M.S., et al., Nature (1999) 398:513-517; Kimberly, W.T., et al., J. Bio
l. Chem. (2000) 275:3173-3178）。ガンマセクレターゼが認識しその基質を開裂する詳
細なメカニズムは、１つには、これらのタンパク質分解イベントが脂質二重層の膜の疎水
的環境内で起こるということもあって、未だ分かっていない。
【０００４】
　同一の（または非常に類似した）ガンマセクレターゼ酵素活性はＡＰＰ、Ｎｏｔｃｈお
よび他の基質のプロセシングに関与していると考えられる。ガンマセクレターゼは、その
膜貫通ドメイン内の数多くのＩ型の１つの膜にまたがるタンパク質基質を開裂し、時とし
て調節された膜内タンパク質開裂（ＲＩＰ）と称される。多くのガンマセクレターゼ基質
が、様々な生理学的プロセスや疾患プロセスに関与している。多くの場合、これらの基質
の核でのシグナル伝達活性は、ガンマセクレターゼプロセシング、次いで、核転座、続い
て遊離した細胞内ドメイン（ＩＣＤ）による遺伝子活性化に依存する。Ｎｏｔｃｈプロセ
シングの阻害（Ｓ３／イプシロン部位）は、非選択的ガンマセクレターゼ基質阻害剤の主
要な望ましくない効果である。このように、いずれか特定のガンマセクレターゼ基質につ
いてのガンマセクレターゼ活性の阻害に関して選択性（Ｎｏｔｃｈと比較してＡＰＰ）を
有するガンマセクレターゼ阻害剤の同定および開発は、効果的且つ十分な耐性を有するガ
ンマセクレターゼ阻害剤の開発の成功のための重要な目標である。
【０００５】
　任意の与えられたガンマセクレターゼ基質に対するガンマセクレターゼ活性を減少させ
る（例えば他のガンマセクレターゼ基質に有意に影響を及ぼすことなしにＡβ産生が減少
する等）１つの可能性のある方法は、ガンマセクレターゼ活性を、他の基質（例えばＡＰ
ＰおよぶＮｏｔｃｈ）のイプシロン開裂部位と比較してガンマ開裂部位にて優先的に阻害
するガンマセクレターゼの阻害剤を同定することである。任意の与えられたガンマセクレ
ターゼ基質に対するガンマセクレターゼ活性を減少させる（例えば他のガンマセクレター
ゼ基質に有意に影響を及ぼすことなしにＡβ産生が減少する等）別の可能性のある方法は
、その基質に対する特異的な（例えばＮｏｔｃｈよりもＡＰＰに対して特異的な）阻害剤
であるガンマセクレターゼの阻害剤を同定することである。そのような阻害剤の同定は、
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基質分子のガンマセクレターゼプロセシングに関連する様々な状態（例えば癌またはＡＤ
）の治療において使用するための更なる治療候補を提供するであろうし、それら阻害剤が
示す有害な副作用はより少ないであろう。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明者は、本明細書において、基質特異的にガンマセクレターゼを阻害する化合物を
同定するための組成物および方法、並びにＡＰＰのイプシロン開裂部位での開裂と比較し
て、および他のガンマセクレターゼ基質の開裂と比較して、ＡＰＰのガンマセクレターゼ
開裂部位で優先的に開裂を阻害する化合物を同定するための方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　一態様では、本発明は、化合物が基質特異的にガンマセクレターゼを阻害するか否かを
決定するための方法に関する。本方法は、
　（ａ）ガンマ開裂部位を含んでなる第１のガンマセクレターゼ基質と、該化合物および
ガンマセクレターゼとを、ガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｂ）別途、ガンマ開裂部位を含んでなる第２のガンマセクレターゼ基質と、該化合物
およびガンマセクレターゼとを、ガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させるこ
と；
　（ｃ）第１の基質および第２の基質のガンマ開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量
を測定すること； 
　（ｄ）工程（ａ）でのガンマ開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量と、工程（ｂ）
でのガンマ開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量とを比較し、工程（ａ）でのガンマ
開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量が、工程（ｂ）での量と相違する場合、その化
合物がガンマセクレターゼを基質特異的に阻害していると決定すること
を含む。
【０００８】
　本発明の様々な態様において、第１のガンマセクレターゼ基質は天然に存在する基質で
ある（例えば、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、Ｎｏｔｃｈ、アミロイド前駆体
様タンパク質（ＡＰＬＰ２）、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ｎ－カドヘリン、
ｐ７５ＮＴＦＲおよびＳＣＮＢ２等）。
【０００９】
　本発明の方法はまた、第１の膜近傍のドメイン配列［ＪＭＤ１］と膜貫通ドメイン配列
［ＴＭＤ１］とを有する第１のポリペプチドである第１のガンマセクレターゼ基質、およ
び第２の膜近傍のドメイン配列［ＪＭＤ２］と第１のガンマセクレターゼ基質の膜貫通ド
メイン配列［ＴＭＤ１］とを有する第２のポリペプチドである第１のガンマセクレターゼ
基質を含む。例えば、［ＴＭＤ１］は、ＡＰＰの膜貫通ドメインであり、［ＪＭＤ１］お
よび［ＪＭＤ２］は、ＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴ
ＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンおよびＣＤ４４から独立に選択される（ここで［ＪＭ
Ｄ１］および［ＪＭＤ２］は同一でない）。
【００１０】
　本発明の方法はさらに、式：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］（式ＩＩ）
［式中、
　ＪＭＤΔＣ４は、ガンマセクレターゼ基質の膜近傍ドメイン（ＪＭＤ）配列のアミノ酸
配列を含み、ここでＪＭＤは４つのＣ末端ペプチドを欠いており；
　［ＴＭＤ］は、ガンマセクレターゼ基質の膜貫通ドメイン配列を含んでなり；
　Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は、独立して任意のアミノ酸から選択される］
を含む第２のガンマセクレターゼ基質を含む。
【００１１】
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　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ
、Ｆ、Ｈ、ＷおよびＤから選択され；Ｘ２は任意のアミノ酸であり；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、
Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選択され；Ｘ４は任意の
アミノ酸である。
【００１２】
　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ
、Ｆ、Ｈ、ＷおよびＤから選択され；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、
Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選択され；Ｘ２およびＸ４はＬ、Ｉ、Ｈ、Ｅ、Ｖ、Ａ、
Ｓ、Ｔ、Ｄ、Ｎ、Ｐ、Ｋ、ＱおよびＲから選択される。
【００１３】
　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、ＲおよびＤから選択され；Ｘ２は任意
のアミノ酸であり；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、ＰおよびＡから選択され；Ｘ４は任意のアミノ酸
である。
【００１４】
　具体的な態様では、（ＪＭＤ）は、ＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナー
ゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンおよびＣＤ４４のうち１つのガンマセ
クレターゼ基質の膜近傍ドメインを有し、ＴＭＤはＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４
、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンおよびＣＤ４４のうち１
つの膜貫通ドメインを有する。
【００１５】
　本発明の更なる態様は、化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して第１のガ
ンマセクレターゼ基質において、ガンマセクレターゼ活性を選択的に阻害するか否かを決
定するための方法を包含する。本方法は、
　（ａ）第１のトランスフェクションされたセルカルチャーと種々の濃度の該化合物とを
ガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｂ）第２のトランスフェクションセルカルチャーと種々の濃度の該化合物とをガンマ
セクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｃ）第１および第２の種々の化合物濃度でトランスフェクションされたセルカルチャ
ーのそれぞれによって産生したＩＣＤを測定し、第１のトランスフェクションされたセル
カルチャーに対する化合物の効果の第１の用量応答曲線と、第２のトランスフェクション
されたセルカルチャーに対する化合物の効果の第２の用量応答曲線とを作成すること；お
よび
　（ｄ）第１と第２の用量応答曲線を比較すること
を含んでなる。
【００１６】
　この態様では、第１のトランスフェクションされたセルカルチャーは、式［ＪＭＤ１］
［ＴＭＤ１］（ここで、［ＪＭＤ１］は第１のガンマセクレターゼ基質に由来する）で示
される膜近傍ドメイン配列（ＪＭＤ１）と膜貫通ドメイン配列（ＴＭＤ１）を有する第１
のポリペプチドをコードする、第１のポリヌクレオチドでトランスフェクションし、第２
のトランスフェクションされたセルカルチャーは、式［ＪＭＤ２］［ＴＭＤ１］（ここで
、［ＪＭＤ２］は第２のガンマセクレターゼ基質に由来し、第１と第２のポリペプチドの
ＴＭＤ１は同一である）で示される膜近傍ドメイン配列（ＪＭＤ２）と膜貫通ドメイン配
列（ＴＭＤ１）を有する第２のポリペプチドをコードする、第２のポリヌクレオチドでト
ランスフェクションする。
【００１７】
　また、この態様では、第１の用量応答曲線と比較して、第２の用量応答曲線における高
濃度側へのシフトは、その化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第１の
ガンマセクレターゼ基質に対して選択的であることを示している。
【００１８】
　この態様の様々な態様において、第１のガンマセクレターゼ基質は、ＡＰＬＰ２、Ｎｏ
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ｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンまた
はＣＤ４４である。従って、式［ＪＭＤ１］［ＴＭＤ１］および［ＪＭＤ２］［ＴＭＤ１
］の［ＴＭＤ１］は、ＡＰＰの膜貫通ドメインであり、［ＪＭＤ１］および［ＪＭＤ２］
はそれぞれＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ，ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５ＮＴＦＲ、ＳＣ
ＮＢ２、ｎ－カドヘリンまたはＣＤ４４から選択される（ここで［ＪＭＤ１］と［ＪＭＤ
２］は同一でない）膜近傍配列ドメインである。
【００１９】
　本発明のセルカルチャーアッセイの様々な態様において、活性なガンマセクレターゼは
、セルカルチャーによって内因的におよび構造的に産生される。セルカルチャーとしては
、例えばＨＥＫ２９３細胞が挙げられる。ＩＣＤは、ＶＭＬＫＫＫＣ（配列番号３９）に
特異的に結合するモノクローナル抗体を用いて測定することができる。
【００２０】
　更なる態様では、本発明は、化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第
１のガンマセクレターゼ基質のガンマセクレターゼ活性を選択的に阻害するか否かを決定
するための方法を包含する。本方法は、
　（ａ）第１のトランスフェクションされたセルカルチャーと種々の濃度の該化合物とを
ガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｂ）第２のトランスフェクションセルカルチャーと種々の濃度の該化合物とをガンマ
セクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
　（ｃ）種々の化合物濃度でトランスフェクションされた第１および第２のセルカルチャ
ーのそれぞれによって産生したＩＣＤを測定し、第１のトランスフェクションされたセル
カルチャーに対する化合物の効果の第１の用量応答曲線と、第２のトランスフェクション
されたセルカルチャーに対する化合物の効果の第２の用量応答曲線とを作成すること；お
よび
　（ｄ）第１と第２の用量応答曲線を比較すること
を含む。
【００２１】
　この方法では、第１のトランスフェクションされたセルカルチャーは、式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
［式中、
　ＪＭＤΔＣ４は、ガンマセクレターゼ基質の膜近傍ドメイン（ＪＭＤ）配列のアミノ酸
配列を含み、ここでＪＭＤは４つのＣ末端ペプチドを欠いており；
　［ＴＭＤ］は、ガンマセクレターゼ基質の膜貫通ドメイン配列を含んでなり；
　Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は、独立して任意のアミノ酸から選択される］
を含んでなる第１のポリペプチドをコードする第１のポリヌクレオチドでトランスフェク
ションし、
第２のトランスフェクションされたセルカルチャーは、式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
［式中、［ＴＭＤ１］および［ＪＭＤΔＣ４］は前記と同意義であり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３
－Ｘ４は、独立して任意のアミノ酸から選択される］
を含んでなる第２のポリペプチドをコードする第２のポリヌクレオチドでトランスフェク
ションする。
【００２２】
　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ
、Ｆ、Ｈ、ＷおよびＤから選択され；Ｘ２は任意のアミノ酸であり；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、
Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選択され；Ｘ４は任意の
アミノ酸である。
【００２３】
　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ
、Ｆ、Ｈ、ＷおよびＤから選択され；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、
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Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選択され；Ｘ２およびＸ４はＬ、Ｉ、Ｈ、Ｅ、Ｖ、Ａ、
Ｓ、Ｔ、Ｄ、Ｎ、Ｐ、Ｋ、ＱおよびＲから選択される。
【００２４】
　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、ＲおよびＤから選択され；Ｘ２は任意
のアミノ酸であり；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、ＰおよびＡから選択され；Ｘ４は任意のアミノ酸
である。
【００２５】
　この態様の一態様では、第１のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は第１のガンマ
セクレターゼ基質に由来し、第２のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は第２のガン
マセクレターゼ基質に由来する。
【００２６】
　この方法の一態様では、第１の用量応答曲線と比較して、第２の用量応答曲線における
高濃度側へのシフトは、その化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第１
のガンマセクレターゼ基質に対して選択的であることを示している。
【００２７】
　具体的な態様では、第１および第２のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は、独立
してＧＬＮＫ、ＳＬＳＳ、ＧＳＮＫ、ＧＳＮＳ、ＰＰＡＱ、ＳＳＮＫ、ＧＳＳＫ、ＱＨＡ
Ｒ、ＱＡＳＲ、ＴＴＤＮ、ＲＤＳＴ、ＤＶＤＲまたはＱＩＰＥから選択される。第１およ
び第２のポリペプチドの［ＴＭＤ］は、配列番号１３を含み得る。第１および第２のポリ
ペプチドの［ＪＭＤΔＣ４］は、配列番号３～５および７～１２から独立に選択すること
ができる。
【００２８】
　具体的な例として、式ＩＩで示されるポリペプチドは、以下の配列のいずれかを包含す
る：
（ｅ）　(C99GVP-APLP2): LEDAEFRHDS GLEEERESVG PLREDFSLSS GAIIGLMVGG VVIATVIVIT L
VML　（配列番号16）；
（ｆ）　(C99GVP-NOTCH1): LEDAEFRHDS GPYKIEAVQS ETVEPPPPAQ GAIIGLMVGG VVIATVIVIT 
LVML　（配列番号17）；
（ｇ）　(C99GVP-SREBP1):  LEDAEFRHDS GAKPEQRPSL HSRGMLDRSR GAIIGLMVGG VVIATVIVIT
 LVML　（配列番号18）； 
（ｈ）　(C99APPD4-APLP2): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVSLSS GAIIGLMVGG VVIATVIVIT
 LVML　（配列番号42）；
（ｉ）　(C99-APP-(G25S): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVSSNK GAIIGLMVGG VVIATVIVIT 
LVML　（配列番号43)
（ｊ）　C99-APP-(S26L): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVGLNK GAIIGLMVGG VVIATVIVIT L
VML　（配列番号44)
（ｋ）　C99-APP-(N27S): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVGSSK GAIIGLMVGG VVIATVIVIT L
VML　（配列番号45)
（ｌ）　C99-APP-(K28S): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVGSNS GAIIGLMVGG VVIATVIVIT L
VML　（配列番号46)
（ｍ）　(C99APPΔ4-NOTCH1): LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVPPAQ GAIIGLMVGG VVIATVIV
IT LVML　（配列番号100）；
（ｎ）　(C99APPΔ4-SREBP1):  LEDAEFRHDS GYEVHHQKLV FFAEDVDRSR GAIIGLMVGG VVIATVI
VIT LVML　（配列番号101）；
（ｏ）　(C99GVP-APLP2-gsnk): LEDAEFRHDS GLEEERESVG PLREDFGSNK GAIIGLMVGG VVIATVI
VIT LVML　（配列番号19）；
（ｐ）　(C99GVP-NOTCH1-gsnk):  LEDAEFRHDS GPYKIEAVQS ETVEPPGSNK GAIIGLMVGG VVIAT
VIVIT LVML　（配列番号20）；および
（ｑ）　(C99GVP-SREBP1-gsnk):  LEDAEFRHDS GAKPEQRPSL HSRGMLGSNK GAIIGLMVGG VVIAT
VIVIT LVML　（配列番号21)。
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【００２９】
　具体的な態様では、Ｘ２はセリンでありＸ４はリジンであるか、またはＸ２はロイシン
でありＸ４はセリンである。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１－１】ＡＰＰおよびＮｏｔｃｈΔＥでのガンマおよびイプシロン開裂の模式図であ
る。（Ａ）ＡＰＰ　Ｃ９９におけるα－セクレターゼ、β－セクレターゼおよびγ－セク
レターゼ部位。ＮｏｔｃｈΔＥ、Ｓ４およびＳ３における対応するγ－セクレターゼ部位
の全体での位置。Figure １Ａはまた、ガンマセクレターゼ阻害剤のＡＰＰ／Ａβ＞Ｎｏ
ｔｃｈ／ＮＩＣＤ選択性についての可能性のある機構モデル；基質のＮ末端の長さ；基質
の一次配列を示す。
【図１－２】ＡＰＰおよびＮｏｔｃｈΔＥでのガンマおよびイプシロン開裂の模式図であ
る。（Ｂ）ＡＰＰ　Ｃ９９におけるメジャー（太い矢印）およびマイナー（細い矢印）ガ
ンマセクレターゼγおよびε開裂部位、並びにＮｏｔｃｈΔＥにおける対応するＳ４およ
びＳ３γ－セクレターゼ部位。
【００３１】
【図２】ガンマセクレターゼにより生じたＡβ４０に対する点変異の効果。膜貫通ドメイ
ンに隣接するＧＳＮＫ残基におけるＡＰＰ膜近傍ドメイン内でのいくつかの点変異（Ｓ２
６ＬおよびＫ２８Ｓ）は、ガンマセクレターゼにより生じたＡβ４０の量に対して効果を
有する。上のグラフは、コントロール（ＨＥＫ）のみの細胞；野生型ＡＰＰ（ＡＰＰ－Ｗ
Ｔ）；Ｓ２６Ｌ突然変異（ＡＰＰ－Ｓ２６Ｌ）；およびＫ２８Ｓ突然変異（ＡＰＰ－Ｋ２
８Ｓ）においてガンマセクレターゼにより生じたＡβ４０の量を示す。下の図は、各突然
変異体のガンマ基質の発現が野生型の発現レベルに標準化されることを示している。
【００３２】
【図３】ＡβおよびＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡおよびＡＩＣＤルシフェラーゼ活性化を示した
アッセイの模式図である。上段は、ＡＰＰにおけるα－、β－およびγ－セクレターゼ（
γおよびε）開裂部位一般的な配置とＪＭＤの位置を示し；中段は、ＧＶＰインサートを
組み込んだＣ９９－ＧＶＰアミノ酸配列の一般的な配置を示し、γ－セクレターゼ開裂に
よって生じるＡβおよびＡＩＣＤ（ＧＶＰインサートを伴う）フラグメントを示し、Ａβ
およびＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡによるそれらの検出を示す。下段は、ＧＶＰトランス活性化
ドメインを含んでなるＡＩＣＤフラグメントが如何にして結合し、フェラーゼレポーター
遺伝子系を活性化するかを示している。
【００３３】
【図４】様々なＪＭＤスワップドメインおよび点変異の非限定的なキメラ配列のいくつか
を示す。これらの配列は、さらにＮ末端のLEDAEFRHDSG配列（配列番号３７）およびＣ末
端－VHHQKLVFFA EDVGSNKGAI IGLMVGGVVI ATVIVITLVM LKKK*QYTSIH HGVVEVDAAV TPEERHLSK
M QQNGYENPTY KFFEQMQN配列（配列番号３８）を含んでなり、配列番号３８の任意の点に
て付加あるいは挿入したＧＶＰ配列のＣ末端を有する。ある特定の非限定的な構築物はＧ
ＶＰ配列を配列番号３８の＊と示した点で挿入する。
【００３４】
【図５－１】キメラ基質分子の開裂プロファイル。（Ａ）Ｃ９９ＧＶＰのγ－セクレター
ゼ依存プロセシングおよびＡＩＣＤ産生を測定するルシフェラーゼレポーターアッセイの
模式図。ＴＭＤ領域内の２つのタンパク質開裂部位（γおよびε）（黒矢印）、（ＬＥ）
シグナルペプチドの開裂部位（白矢印）を示す。
【図５－２】キメラ基質分子の開裂プロファイル。（Ｂ）ＡＩＣＤ－ＧＶＰ（黒の矢頭）
がγ－セクレターゼ依存的にＣ９９ＧＶＰから生じることを示している、抗体２Ｈ３、抗
ＶＰ１６、抗ＡＰＰ、または抗ＡＩＣＤｎｅｏ－エピトープ抗体（２２Ｂ１１等）を用い
たウェスタンブロット。白の矢頭はＣ９９ＧＶＰのＮ末端欠失体であるＣ８３ＧＶＰを示
す。ＨＥＫトランスフェクション細胞は、阻害剤で処理しない（レーン１、２）、γ－セ
クレターゼ阻害剤Ｌ－６８５，４５８で処理（２４ｈｒ）した（レーン３（１μＭ）、レ
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ーン４（２０μＭ））またはＤＡＰＴで処理した（レーン５（１μＭ）、レーン６（２０
μＭ））。
【図５－３】キメラ基質分子の開裂プロファイル。（Ｃ）ガンマセクレターゼ阻害剤は、
ＡＩＣＤ－ＧＶＰ（Ｃ９９－ＧＶＰから生じた）によるルシフェラーゼレポータートラン
ス活性化を用量依存的にブロックする。ＨＥＫ２９３細胞におけるＬ－６８５，４５８お
よびＤＡＰＴはルシフェラーゼレポーターでトランスフェクションした。データを３回の
独立した実験の平均（＋／－ＳＤ）ルミネセンス単位で示す。＊ｐ＜０．０１対レポータ
ーのみ（コントロール）、＊＊ｐ＜０．０５対Ｃ９９ＧＶＰトランスフェクション細胞（
阻害剤なし）。
【図５－４】キメラ基質分子の開裂プロファイル。（Ｄ）阻害剤は分泌されたＡβをブロ
ックしている。細胞からの培地をＤＭＳＯ、Ｌ－６８５，４５８（５μＭ）またはＤＡＰ
Ｔ（５μＭ）で処理し、サンドウェッチＥＬＩＳＡを用いてＡβ４０（斜線）およびＡβ
４２（空白）について分析した。補足／検出抗体ペアを２Ｇ３／２Ｈ３および２１Ｆ１２
／２Ｈ３とした。出たは３回の実験の平均＋／－ＳＤである。同じ培地中の全分泌Ａβ（
下段）を免疫沈降し、を用いる２Ｈ３抗体を用いるウェスタンブロットにより分析した。
＊ｐ＜０．０１対ＤＭＳＯ処理Ｃ９９ＧＶＰトランスフェクト体のＡβ４０、＊＊ｐ＜０
．０１対同一グループからのＡβ４２。
【図５－５】キメラ基質分子の開裂プロファイル。（Ｅ）阻害剤は、Ｃ９９ＧＶＰおよび
天然の基質と同等のＡβ効力を示している。ＡＰＰまたはＣ９９ＧＶＰのいずれかでトラ
ンスフェクトした細胞をＬ－６８５，４５８（左）またはＤＡＰＴ（右）の段階希釈で処
理し、ＥＬＩＳＡで分析した（ＤＭＳＯ処理のコントロールに対する百分率で示す）。算
出されたＩＣ50値を表として各グラフに挿入した。
【図５－６】キメラ基質分子の開裂プロファイル。（Ｆ）トランスフェクトしたＣＯＳ－
７細胞におけるＣ９９ＧＶＰおよびＡＩＣＤ－ＧＶＰの細胞内分布：（Ｎ）ＤＭＳＯ処理
した細胞に存在する核染色はＤＡＰＴ（５μＭ）の添加後に消失し、Ｃ９９ＧＶＰ発現が
より明瞭に認められた（右下）。
【００３５】
【図６－１】Ｃ９９－ＧＶＰは生理学的な開裂を受け、ＪＭＤキメラの作用を受ける機能
的なガンマセクレターゼ基質である。（Ａ）Ｃ９９ＧＶＰおよびいくつかのＪＭＤキメラ
の模式図およびアミノ酸配列（ＴＭＤ内にγおよびε開裂部位、Ａβ免疫ベースの検出お
よび分析に用いられる抗体により認識されるエピトープを含む）（配列番号１６、１７、
１８）。
【図６－２】Ｃ９９－ＧＶＰは生理学的な開裂を受け、ＪＭＤキメラの作用を受ける機能
的なガンマセクレターゼ基質である。（Ｂ）ＤＭＳＯまたはＤＡＰＴ（５μＭ）で処理し
た一時的にトランフェクトしたＨＥＫ細胞由来の細胞リゼートの２Ｈ３（上段）および抗
ＡＰＰ（中段）抗体を用いたイムノブロット。下段は、細胞溶解の前に、同じサンプルか
ら集めた調整済培地のイムノブロットを示す。
【図６－３】Ｃ９９－ＧＶＰは生理学的な開裂を受け、ＪＭＤキメラの作用を受ける機能
的なガンマセクレターゼ基質である。（Ｃ）ＪＭＤキメラおよびレポーター活性。トラン
スフェクション後４８時間での、ＤＭＳＯ（グレー）またはＤＡＰＴ（５μＭ、黒）で処
理した細胞のルシフェラーゼ分析。データをＤＭＳＯ処理したＣ９９ＧＶＰコントロール
に対する百分率で示す。
【図６－４】Ｃ９９－ＧＶＰは生理学的な開裂を受け、ＪＭＤキメラの作用を受ける機能
的なガンマセクレターゼ基質である。（Ｄ）ＪＭＤキメラおよび分泌されたＡβ４０に対
する効果。ルシフェラーゼ分析からの調整済培地のＥＬＩＳＡ分析（データはＤＭＳＯ処
理したＣ９９ＧＶＰコントロールに対する百分率で示す）。
【図６－５】Ｃ９９－ＧＶＰは生理学的な開裂を受け、ＪＭＤキメラの作用を受ける機能
的なガンマセクレターゼ基質である。（Ｅ）ＪＭＤキメラおよび分泌されたＡβ４２に対
する効果。ルシフェラーゼ分析からの調整済培地のＥＬＩＳＡ分析（データはＤＭＳＯ処
理したＣ９９ＧＶＰコントロールに対する百分率で示す）。
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【図６－６】Ｃ９９－ＧＶＰは生理学的な開裂を受け、ＪＭＤキメラの作用を受ける機能
的なガンマセクレターゼ基質である。（Ｆ）ＪＭＤキメラはガンマセクレターゼとの総合
作用を阻害していない。ＰＳ－１またはＡＰＰのＮ末端フラグメントに対する抗体を用い
たトランスフェクトしたＨＥＫ細胞からの細胞リゼートのイムノブロットは、Ｃ９９ＧＶ
ＰおよびＪＭＤキメラがＰＳ－１と同様の結合を示している。黒の矢頭はＡＩＣＤ－ＧＶ
Ｐフラグメントを示す。
【図６－７】Ｃ９９－ＧＶＰは生理学的な開裂を受け、ＪＭＤキメラの作用を受ける機能
的なガンマセクレターゼ基質である。（Ｇ）ＣＯＳ－７細胞におけるＪＭＤキメラの細胞
内分布はＤＡＰＴ処理により消失する核染色（Ｎ）を示している。ＤＡＰＴ処理した細胞
のＪＭＤキメラの均一な発現プロファイル。
【００３６】
【図７－１】Ｃ９９－ＧＶＰ膜近傍ドメインスワップが分泌されたＡβおよびＡＩＣＤ産
生に個別的に影響を及ぼす。（Ａ）分泌されたＡβ４０に対するα－セクレターゼの効果
。ＤＭＳＯ（グレー）または４０μＭのＴＡＰＩ－１（黒）で処理した細胞からの調整済
培地を集め、Ａβ４０に特異的なＥＬＩＳＡにより分析した。データをＣ９９ＧＶＰコン
トロールで処理したＴＡＰＩ－１の百分率で示した。＊，ｐ＜０．０１、＊＊，ｐ＜０．
０５。
【図７－２】Ｃ９９－ＧＶＰ膜近傍ドメインスワップが分泌されたＡβおよびＡＩＣＤ産
生に個別的に影響を及ぼす。（Ｂ）分泌されたＡβ４０に対するＡβ分解酵素阻害剤の効
果。ＤＭＳＯ（グレー）または４０μＭホスホラミドン＋１ｍｇ／ｍＬバシトラシン（チ
ェックのバー）をＡβ４０に特異的なＥＬＩＳＡで分析した。データはＣ９９ＧＶＰコン
トロールで処理した阻害物質の百分率で示した；＊，ｐ＜０．０１。
【図７－３】Ｃ９９－ＧＶＰ膜近傍ドメインスワップが分泌されたＡβおよびＡＩＣＤ産
生に個別的に影響を及ぼす。（Ｃ）Ｃ９９ＧＶＰまたはＣ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２でトラ
ンスフェクトしたＨＥＫ細胞における長いＡβ種の細胞内蓄積を示す：合成Ａβペプチド
標準（レーン１）、細胞リゼート（レーン２，４）、調整済培地（レーン３，５）、Ｃ９
９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２から得られたＡβ’ペプチド標準（レーＭＴＩ－ＭＭＰ６）。
【００３７】
【図８－１】ＡＰＰ　ＪＭＤにおけるＧＳＮＫモチーフは、ガンマセクレターゼ開裂にお
いて役割を果たしている。（Ａ）ＡＰＰからＧＳＮＫモチーフを保持する修飾ＪＭＤキメ
ラ基質の発現プロファイル。配列のアライメント（配列番号１５、１９、２０および２１
）に、ＪＭＤ領域（上段）における配列との相違を強調して示す。中段は、ＤＭＳＯおよ
びＤＡＰＴ（５μＭ）で処理したトランスフェクトしたＨＥＫ細胞からの細胞リゼートの
２Ｈ３抗体イムノブロットを示す。下段は、同じ細胞リゼートのＡＰＰ抗体イムノブロッ
トを示す。白の矢頭は基質に由来するＣ８３ＧＶＰ様フラグメントを示す。
【図８－２】ＡＰＰ　ＪＭＤにおけるＧＳＮＫモチーフは、ガンマセクレターゼ開裂にお
いて役割を果たしている。（Ｂ）ＪＭＤキメラは、ＤＭＳＯ（グレー）またはＤＡＰＴ（
５μＭ、黒）での処理後の４８時間での細胞におけるＡＩＣＤ－ＧＶＰフラグメントによ
り媒介されるルシフェラーゼレポータートランス活性化を示す。データは、ＤＭＳＯ処理
したＣ９９ＧＶＰコントロールと比較した活性の百分率で示す。
【図８－３】ＡＰＰ　ＪＭＤにおけるＧＳＮＫモチーフは、ガンマセクレターゼ開裂にお
いて役割を果たしている。（Ｃ）ＪＭＤキメラは正常なＡβ分泌を示す。２Ｈ３抗体を用
いたＤＭＳＯ処理した細胞からの調整済培地のウェスタンブロット（下段）は、合成Ａβ
４０ペプチド標準を用いた密度測定により定量し、Ｃ９９ＧＶＰコントロールの百分率で
示した。
【図８－４】ＡＰＰ　ＪＭＤにおけるＧＳＮＫモチーフは、ガンマセクレターゼ開裂にお
いて役割を果たしている。（Ｄ）ＪＭＤキメラは正常なＡβ４０分泌を示している。ＤＭ
ＳＯ（グレー）またはＤＡＰＴ（黒）処理した細胞から集めた調整済培地のＡβ４０ＥＬ
ＩＳＡ分析。データはＤＭＳＯ処理したＣ９９ＧＶＰコントロールの百分率として示す。
【００３８】
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【図９－１】効果的なガンマ開裂に関与する膜近傍残基のマッピング。（Ａ）点変異を有
するＣ９９ＧＶＰ配列のアライメント（置換残基を下線で表示）（配列番号１５、４２、
４３、４４、４５、４６）についてのＧＳＮＫモチーフにおける点変異を含む新しい突然
変異基質の発現プロファイル。ＤＭＳＯまたはＤＡＰＴ（５μＭ）で処理したトランスフ
ェクトしたＨＥＫ細胞からの細胞リゼートの細胞リゼートの２Ｈ３抗体（中段）または抗
ＡＰＰ抗体（下段）を用いたイムノブロット。白い矢頭は基質に由来するＣ８３ＧＶＰ様
フラグメントを示す。
【図９－２】効果的なガンマ開裂に関与する膜近傍残基のマッピング。（Ｂ）ＤＭＳＯで
処理した細胞からの調整済培地の免疫沈降およびウェスタンブロット（２Ｈ３抗体）。上
のグラフは密度測定による定量を示し、Ｃ９９ＧＶＰコントロールに対する百分率で示す
。
【図９－３】効果的なガンマ開裂に関与する膜近傍残基のマッピング。（Ｃ）ＤＭＳＯ処
理（グレー）またはＤＡＰＴ処理した細胞からの調整済培地のＡβ４０ＥＬＩＳＡ分析（
Ｃ９９ＧＶＰコントロールに対する百分率で示す）。
【図９－４】効果的なガンマ開裂に関与する膜近傍残基のマッピング。（Ｄ）ＤＭＳＯ（
グレー）またはＤＡＰＴ（５μＭ、黒）で処理した細胞のルシフェラーゼシグナル（トラ
ンスフェクション後４８時間）は、突然変異がＡＩＣＤ－ＧＶＰ介在のレポータートラン
ス活性化における変化を誘導しないことを示している。データはＤＭＳＯ処理したＣ９９
ＧＶＰコントロールに対する百分率で示す。
【００３９】
【図１０】ＡＩＣＤサンドウィッチＥＬＩＳＡから作成した標準曲線を、合成ＡＩＣＤ標
準（ＡＩＣＤ1-6＋Ｃｙｓ（配列番号３９）、スペーサー、およびＡＩＣＤ36-48（配列番
号３８）を用いて示す。また、ＡＩＣＤ50ネイティブ標準配列を示す（配列番号４１）。
【００４０】
【図１１－１】ＡβおよびＡＩＣＤの非選択的阻害剤による同時阻害。（Ａ）Ａβ　ＥＬ
ＩＳＡ；（Ｂ）ＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡ。
【図１１－２】（Ｃ）ガンマ阻害剤の濃度の増大に伴い、ＡＩＣＤ－ＤＤ阻害およびキメ
ラＣＴＦの安定化を示す、抗ＡＰＰ　Ｃ末端抗体（Sigma）を用いたイムノブロット。
【図１１－３】（Ｄ）他のガンマセクレターゼ阻害剤ＤＡＰＴおよびＬ－６８５，４５８
（Merck）と比較した、非選択的な、公開された化合物（Elan's 44989および46719）のＡ
ＰＰγ対ε選択性。
【００４１】
【図１２】ＡβおよびＡＩＣＤのＥＬＡＮスルホンアミドによる同時阻害（ＡＰＰ／Ａβ
＞Ｎｏｔｃｈ／ＮＩＣＤ選択的ガンマセクレターゼ阻害剤）；（Ａ）Ａ－β　ＥＬＩＳＡ
；（Ｂ）ＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡ。これらの化合物は、他のガンマ基質（Ｎｏｔｃｈ等）と
比較してＡＰＰに対する選択性を有するガンマセクレターゼ阻害剤のクラスを形成する。
ＥＬＩＳＡの結果は、阻害剤がＡＰＰにおけるガンマおよびイプシロン部位で作用するこ
とを示している。
【００４２】
【図１３－１】選択的または非選択的阻害剤によるキメラＣ９９－ＧＶＰからのＡＩＣＤ
産生の阻害。（Ａ）野生型Ｃ９９（ＡＰＰ）およびキメラＪＭＤスワップ、Ｃ９９－ＡＰ
ＬＰ２およびＣ９９－Ｎｏｔｃｈによる選択的および非選択的阻害剤についてのＡＩＣＤ
　ＥＬＩＳＡ；
【図１３－２】選択的または非選択的阻害剤によるキメラＣ９９－ＧＶＰからのＡＩＣＤ
産生の阻害。（Ｂ）ＡＰＰキメラＪＭＤ基質（それぞれ、ＡＰＬＰ２：４２．２および２
６．２；Ｎｏｔｃｈ；３３．６および１５．９）と比較した、ネイティブＡＰＰ基質につ
いての阻害剤化合物４７５５１６および４７７８９９の選択性を示す（Ａ）のデータのま
とめ。
【００４３】
【図１４－１】キメラＪＭＣ　Ｃ９９ＧＶＰ基質からのＡＩＣＤ産生の阻害についての選
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択的および非選択的化合物の相対的効力。（Ａ）様々なＣ９９－ＧＶＰ構築物（ＡＰＰ（
配列番号４７）；ＡＰＬＰ２（配列番号４８）；Ｎｏｔｃｈ（配列番号４９）；Ｎｏｔｃ
ｈ－ＧＮＳＫ　（配列番号５０）；ＳＬＳＳ（配列番号５１））に対する選択的化合物４
７５５１６によるＡＩＣＤ阻害のＩＣ50（２回の能動応答実験のＩＣ50の平均）をＷＴ　
ＡＰＰ　ＪＭＤによるＣ９９－ＧＶＰについてのＩＣ50に対して標準化した（エラーバー
はＩＣ50の反復測定にもとづくＣＶを示す）。（Ｂ）様々な構築物に対する非選択的化合
物４４９８９によるＡＩＣＤ阻害のＩＣ50（１回の測定）をＷＴ　ＡＰＰ　ＪＭＤによる
Ｃ９９－ＧＶＰについてのＩＣ50に対して標準化した。（Ｃ）様々な構築物に対する化合
物４７５５１６によるＡＩＣＤ阻害のＩＣ50値（２回の能動応答実験のプールデータから
の単一のＩＣ50）をＷＴ　ＡＰＰ　ＪＭＤによるＣ９９－ＧＶＰについてのＩＣ50に対し
て標準化した。
【図１４－２】（Ｄ）選択的スルホンアミド阻害剤およびＣ９９キメラ基質配列を用いた
ＡＩＣＤのガンマセクレターゼ産生の阻害：野生型（Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＰ）；Ｃ９９Ｇ
ＶＰ－Ｎｏｔｃｈ；Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＰΔ４－ＳＬＳＳ；Ｃ９９ＧＶＰ－ＮｏｔｃｈΔ
４－ＧＳＮＫ。ネイティブＡＰＰ　ＪＭＤ領域の保持または膜貫通領域のＮ末端に隣接し
て存在するＧＳＮＫ配列は、選択的阻害剤化合物４８０２７１および４８９７０の存在下
でガンマセクレターゼにより産生したガンマセクレターゼＡＩＣＤの比率を減少させる。
【００４４】
【図１５】ＡＩＣＤ　ｎｅｏ－エピトープに対するＭＡｂ　２２Ｂ１１の選択性を過剰の
ＡＩＣＤ　ｎｅｏ－エピトープペプチドの能力によって示し、ＥＬＩＳＡ分析実験におけ
る結合について濃度依存的に競合するが、開裂部位にまたがるペプチドおよびタンパク質
は競合しない。また、これらのデータは、ＡＩＣＤ　ｎｅｏ－エピトープに対する結合に
関する２２Ｂ１１のＫｄが約５μＭであることを示唆している。
【００４５】
【図１６】ＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡは細胞リゼートにおけるＡＩＣＤを検出する。補足のた
めにＡＩＣＤ　ｎｅｏ－エピトープモノクローナル２２Ｂ１１を用いたサンドウィッチＥ
ＬＩＳＡは、増大する量のＡＰＰ基質を発現するＨＥＫ２９３細胞からの抽出物において
ガンマセクレターゼ産生ＡＩＣＤ－ＤＤの増大する量を検出する（Ｆａｓ－ＡＰＰ－ＤＤ
　ｃＤＮＡの一時的トランスフェクトの増大する濃度から）。
【００４６】
【図１７】ベースライン、様々な異なる基質に由来するＪＭＤ構築物でトランスフェクト
した、およびガンマセクレターゼ阻害剤処理なしでの、ＨＥＫ２９３細胞からの細胞リゼ
ートにおける様々なガンマセクレターゼ開裂産物の非阻害レベル。構築物は、Ｃ９９－Ｎ
ｏｔｃｈ、Ｃ９９－ＥｒｂＢ４；Ｃ９９－ＡＰＬＰ２；Ｃ９９－ｐ７５ＮＴＦＲ；Ｃ９９
－Ｎ－カドヘリン；Ｃ９９－ＳＣＮＢ２；Ｃ９９－チロシナーゼ；およびコントロールの
非トランスフェクト細胞を含む。データは、Ｃ９９－ＡＰＰ－ＧＶＰ構築物開裂産物につ
いて、生成物（ＩＣＤ、Ａｂｅｔａ４０、Ａｂｅｔａ４２およびＣ９９）の量に標準化し
て示している。即ち、Ｃ９９－ＡＰＰ構築物についてのすべての開裂産物を１００％とし
、試験した他の基質からの生成物を、Ｃ９９－ＡＰＰ構築物からのそれぞれの産物に対し
て相対的に示す。
【００４７】
【図１８】様々なＪＭＤ構築物からのＩＣＤの阻害についての選択的対非選択的阻害剤の
相対的な効力。構築物は、Ｃ９９－ＡＰＰ；Ｃ９９－Ｎｏｔｃｈ、Ｃ９９－ＥｒｂＢ４；
　Ｃ９９－ＡＰＬＰ２；Ｃ９９－ｐ７５ＮＴＦＲ；Ｃ９９－ＳＣＮＢ２；およびＣ９９－
チロシナーゼを含む。データは、Ｃ９９－ＡＰＰからのＡＩＣＤ産生の阻害についてのＥ
Ｃ50値について標準化して示す。即ち様々な基質に対する化合物が相対的に「ｘ倍」選択
的であることを示す。
【００４８】
【図１９】ＡＰＰ　ＪＭＤ領域のＧＳＮＫアミノ酸配列でのアミノ酸突然変異誘発に応じ
て変化する、非選択的ジベンゾカプロラクトン（ＥＬＮ－４４９８９）および選択的なス
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ルホンアミド（ＥＬＮ－４７５５１６およびＥＬＮ－４８１０９０）ガンマセクレターゼ
阻害剤の効力の効果。ＡＰＬＰ２のＪＭＤからの対応するアミノ酸並びにＣ９９－ＡＰＰ
－ＧＶＰにおける完全な４つのアミノ酸置換を一連の点変異として挿入した。
【発明を実施するための形態】
【００４９】
　本発明は、単一のモジュラー構築物を用いる、既知のまたは想定されるガンマセクレタ
ーゼの基質におけるガンマセクレターゼにより媒介される開裂をモニターするための便利
で簡便なシステムを提供する。本発明の様々な側面は、ガンマセクレターゼ開裂に関する
阻害剤の効力についての基質の同一性と構造の変化の効果をモニターするためのポータブ
ルなシステムを提供する。このシステムにおいて基質間の効力の比較は様々な基質および
基質の変異体において阻害剤の選択性を推定するために用いることができる。
【００５０】
　本明細書に記載の分析は、モジュラー、シングル－フォーマットの分析システムであり
、ガンマセクレターゼ阻害化合物の基質選択性を測定する。この分析は、複数のガンマセ
クレターゼ基質に対するガンマ阻害剤の効力、そしてそれら基質間の選択性の測定を可能
にするので、任意の所望の基質選択性のプロファイルを有するガンマセクレターゼ阻害剤
を発見するのに用いることができる。例えば、このアッセイを用い、Ａβ産生を阻害しＮ
ｏｔｃｈの生理学的プロセシングを調節しない、ＡＰＰ選択的化合物を同定することによ
ってアルツハイマー病の治療に有用な化合物を発見することができる。
【００５１】
　同様に、研究により、様々なヒトの癌（Ｔ細胞急性リンパ性白血病、乳癌、前立腺およ
び膵臓ならびにＣＮＳ新生物を含む）は、異常に高アイソフォーム特異的なＮｏｔｃｈシ
グナリングが関与し得、Ｎｏｔｃｈアイソフォーム特異的ガンマセクレターゼ基質阻害剤
は治療上の利点を有することを示唆している。Ｎｏｔｃｈが、自己免疫、増殖性及び炎症
疾患を含む様々な末端器官（end organ）の疾患に関与するという証拠もある(Arumugam T
hiruma, et al., Nat. Med., (2006) 12(6): 621-3; Barsky Sanford, H., et al., FASE
B J. (2007); Jurynczyk, M., et al. (2005) J. Neuroimmunol., 170(1-2): 3-10; Kogo
shi, H., et al., Oncology Reports (2007) 18(1): 77-80; Liu, H., et al., Br. Canc
er Res. and Treatment (2006); Meng Raymond, D., et al. (2006) Proceedings of the
 American Association for Cancer Research Annual Meeting; Nefedova, Y., et al., 
Blood (2008) 111(4): 2220-9; Setoeuchi, T., et al., J. Bone and Min. Res. (2007)
;  Sun, Y,et al., Br. Cancer Res. and Treatment (2006); Teachey David, T., et al
., Blood (2008) 111(2): 705-14; van Es Johan, H. and H. Clevers, Trends Molec. M
ed. (2005) 11(11): 496-502; Zhang, P., et al. (2006) Proceedings of the American
 Association for Cancer Research Annual Meeting)。Ｎｏｔｃｈ依存の癌や自己免疫の
理解が急速に進んでおり、Ｎｏｔｃｈの特定のアイソフォームが問題となる個々の疾患に
重要であることが示唆されている：例えば、Ｔ細胞白血病（Vacca, et al., EMBO J. (20
06) 25(5): 1000-8; Bellavia, D., et al., EMBO J. (2007) 26(6): 1670-80) (Ellisen
, L.W., et al., Cell (1991) 66: 649-661; Nickoloff, B.J., et al., Oncogene (2003
) 22: 6539-6608)およびＥＡＥ (Jurynczyk, M.A., et al., J Immunol (2008) 180(4): 
2634-40).）。
従って、これらのＮｏｔｃｈ依存の癌（及び自己免疫疾患等の他の状態）に関して、本明
細書に記載したアッセイ及び方法は、特定のＮｏｔｃｈアイソフォームに関して選択的で
、疾患に関連しない他のＮｏｔｃｈアイソフォームの正常なプロセシングは阻害しないガ
ンマセクレターゼ阻害剤を同定するのに用いることができる。従って、本明細書に記載の
アッセイ及び方法は、アルツハイマー病、癌及び自己免疫疾患が挙げられるがこれに限定
されない、何らかの疾病に関与する特定のガンマセクレターゼ基質に対してアイソフォー
ム選択性を示す化合物を同定するのに用いることができる。
【００５２】
　当業者は、本明細書に記載の方法及びアッセイが、任意の現在知られているまたはこの
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先同定されるガンマセクレターゼ基質に対して好ましい阻害プロファイルを有する化合物
を同定するために有利に用いることができることを認識する。
【００５３】
　一つには、本発明は、ＡＤを処置するためのガンマセクレターゼ阻害剤を発見における
大きな挑戦の一つに関する。例えば、ＡＰＰプロセシング（Ａβを生じる）に加えて、ガ
ンマセクレターゼはいまや、他の多くの基質をプロセシングすることが認識されている。
ひとつの主な他の基質はＮｏｔｃｈである。ガンマセクレターゼ阻害剤の臨床錠の開発は
、これらの化合物が、ＡＰＰからのＡβ産生の阻害と同等の効力でＮｏｒｃｈのプロセシ
ングを阻害するという事実によって制約を受けている。これらの非限定的ガンマセクレタ
ーゼ基質阻害剤によるＮｏｔｃｈプロセシングの阻害は、前臨床安全性モデルにおいて（
例えば、ラット及びイヌ）機構的な毒性をもたらすことが知られている（主に消化管）。
さらに、ガンマセクレターゼは知られている拡大を続ける一連の基質（それに属するもの
はガンマセクレターゼによるその開裂がＡＰＰのそれと同等の効力で阻害されれば、機構
的な毒性として現れ得る）をプロセシングすることが示されている。
【００５４】
　本発明以前、ＡＰＰ開裂の調節に関する他の既知のガンマセクレターゼ基質の任意のも
のに対する任意のガンマセクレターゼモジュレーターの選択性の研究は、実験下で各基質
の発現を必要とする骨の折れる集中的な一連のステップを必要とし、その上、その基質の
開裂を定量する分析法をそれぞれ別個に開発し用いること、異なる条件下で行い、異なる
開裂産物の検出を必要とするものであった。本発明は存在する課題を解決するものであり
、ａ）ガンマセクレターゼモジュレーターの選択性を、類似性の高い基質と共通の計測値
で単一のアッセイフォーマットで調べること（２種類鋸となるタイプのアッセイから得ら
れた開裂産物の測定を行い比較する代わりに）、およびｂ）ＡＰＰに加えてガンマセクレ
ターゼの他の基質を容易に同定し、そのプロセシングが明かにＡＰＰ選択的化合物によっ
て調節され得ることを含む。
【００５５】
　本発明は、別のγ－セクレターゼ基質と比較して、特定のγ－セクレターゼ基質に対す
るγ－セクレターゼ活性を優先的に調節する化合物の同定に用いる方法を提供する。いく
つかの方法は、例えば異なるガンマセクレターゼ基質の膜近傍ドメイン（ＪＭＤ）または
アミノ酸配列に修飾を有するＪＭＤを有するＡＰＰアナログの、膜貫通ドメイン（ＴＭＤ
）を有するガンマセクレターゼ基質を用いるアッセイにおいて化合物のスクリーニングを
必要とする。基質としては、細胞内ドメインにおけるその基質の安定性のためおよびガン
マセクレターゼによる基質の開裂からもたらされる様々な開裂産物を検出するのに用いる
ことができる部分を提供するための、さらに他の様々なポリペプチド配列が挙げられる。
従って、基質のＪＭＤが様々なガンマセクレターゼ基質に由来する可変のＪＭＤを有する
ユニバーサルな基質を提供する。可変のＪＭＤを有する単一の基質を用いて、ガンマセク
レターゼモジュレーターの効力を決定することができ、ＪＭＤがそこからコピーまたは由
来している天然の基質に対するモジュレーターの効力と関連づけることができる。従って
、本発明は、天然の基質に対して阻害剤をテストする必要なしに、様々なガンマセクレタ
ーゼ基質に対するガンマセクレターゼモジュレーターの選択性を評価する方法を提供する
。
【００５６】
　本発明はさらに、他のガンマセクレターゼ基質と比較して、基質のガンマ（γ）または
イプシロン（ε）開裂部位のいずれかで特定のガンマセクレターゼ基質に対するガンマセ
クレターゼ活性を優先的に調節する化合物を同定するのに用いられる方法を提供する。本
アッセイは、ガンマセクレターゼ開裂産物を検出する既知の方法を利用することができる
。さらに、本発明は開裂産物（例えばＩＣＤ）の検出のためのモノクローナル抗体を提供
する。本発明はさらに、ある特定のクラスのガンマセクレターゼ阻害剤が別のガンマセク
レターゼ基質と比較して増大したまたは減少した阻害効力を有する、ガンマセクレターゼ
基質を同定するための方法を提供する。いくつかの方法は、Ｎｏｔｃｈ基質Ｓ３／ε－開
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裂部位の開裂と比較してγ－開裂部位でのＡＰＰ基質のγ－セクレターゼ開裂を優先的に
調節する化合物を同定のために用いることができる。
【００５７】
　本発明についてさらに記載する前に、用語について定義する。本明細書に用いられるよ
うに、単数形の「ａ」、「an」および「ｔｈｅ」は、特に明示しないかぎりは複数形を包
含する。
【００５８】
　用語「ガンマセクレターゼ基質」、「γ－セクレターゼ基質」および「ガンマセクレタ
ーゼの基質」は、本明細書においていずれも同語に交換可能に用いられ、ガンマセクレタ
ーゼ活性が可能な条件下で、マルチユニットプロテアーゼ、即ちガンマセクレターゼによ
りプロセシングされる（即ち、開裂／タンパク質分解される）タンパク質またはポリペプ
チドを意味する。ガンマセクレターゼのいくつかの非限定的な例としては、本明細書に記
載のもの、例えばアミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、Ｎｏｔｃｈ、アミロイド前駆
体様タンパク質（ＡＰＬＰ２）、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ｎ－カドヘリン
およびＳＣＮＢ２等が挙げられる。ガンマセクレターゼ基質はまた、既知のガンマセクレ
ターゼ基質の任意のアイソタイプ（アイソフォーム）、例えばＮｏｔｃｈ１、Ｎｏｔｃｈ
２、Ｎｏｔｃｈ３およびＮｏｔｃｈ４等、を包含する。さらに、ガンマセクレターゼ基質
はヒトの配列に限定されないが、マウス、ラット、モルモット、霊長類等を含む他の哺乳
動物由来の基質（オルソログ）も包含する。「基質分子」なる語は、ガンマセクレターゼ
活性が可能な条件下で、マルチユニットプロテアーゼ、即ちガンマセクレターゼによりプ
ロセシングされ得る（即ち、開裂／タンパク質分解される）、合成、キメラ、および／ま
たは組換えポリペプチドを意味する。「天然に存在するガンマセクレターゼ基質」または
「ネイティブな基質」とは、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、Ｎｏｔｃｈ、アミ
ロイド前駆体様タンパク質（ＡＰＬＰ２）、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ｎ－
カドヘリンまたはＳＣＮＢ２、または他の非キメラ、そのアイソフォームを含むガンマセ
クレターゼ基質として作用する天然に存在するポリペプチド、から誘導される非キメラの
ペプチドを意味する。天然に存在するガンマセクレターゼの一例は、ＡＰＰに由来するＪ
ＭＤおよびＴＭＤを含んでなるポリペプチドである。天然に存在するガンマセクレターゼ
基質を含む、いくつかのガンマセクレターゼ基質および基質分子は、膜貫通タンパク質ま
たはポリペプチドとして内因的または組換えにより細胞内で発現させることができる。
【００５９】
　本明細書に用いられる、「ガンマセクレターゼ活性が可能な条件」は、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで（例えば、細胞ベースのアッセイ）で、本発明の基質分子をコ
ードするｃＤＮＡの発現が可能で、正常な発現、外因的に発現した基質分子の突然変異お
よび取引が可能な条件下でガンマセクレターゼ酵素を含んでなる状態を言う。そのような
条件は、ガンマセクレターゼ活性が通常それが発現する細胞内に存在する、典型的な培養
条件を含む、培地での細胞の増殖が可能な条件を含む。そのような条件の特定の非限定的
な例を本明細書の実施例の項に記載するが、１０％ウシ胎児血清および５０ユニット／ｍ
Ｌのペニシリンおよびストレプトマイシンを添加した高グルコースＤＭＥＭ中のセルカル
チャーが挙げられる（３７℃、５％ＣＯ２）。細胞増殖およびｉｎ　ｖｉｔｒｏバッファ
ー系を可能にする他の具体的な条件は当業者に知られている。当業者はまた、ガンマセク
レターゼは、数多くの条件下でおよび様々な細胞のタイプにおいて安定で活性であり、数
多くの発現系／ベクターを用いて発現させることができることを理解している。従って、
様々な発現ベクター／宿主を含ませて本発明のキメラガンマセクレターゼ基質をコードす
るポリヌクレオチド分子を発現させることができる。これらの系は、組換えバクテリオフ
ァージ、プラスミド、コスミドＤＮＡ発現ベクターでトランスフェクトしたバクテリア等
の微生物、酵母発現ベクターでトランスフェクトされた酵母、ウイルス発現ベクター（例
えばバキュロウイルス）でトランスフェクトされた昆虫細胞、ウイルス発現ベクター（例
えば、カリフラワーモザイクウイルスＣａＭＶ、タバコモザイクウイルスＴＭＶ）でトラ
ンスフェクトされたまたはバクテリア発現ベクター（例えば、ＴｉまたはｐＢＲ３２２プ
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ラスミド）でトランスフェクトされた植物細胞または動物細胞系が挙げられるがこれに限
定されない。組換えタンパク質生成に有用な哺乳動物細胞としては、ＶＥＲＯ細胞、Ｈｅ
Ｌａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞系、ＣＯＳ細胞（ＣＯＳ－７等）
、Ｗ１３８、ＢＨＫ、ＨｅｐＧ２、３Ｔ３、ＲＩＮ、ＭＤＣＫ、Ａ５４９、ＰＣ１２、Ｋ
５６２、および２９３細胞が挙げられるがこれに限定されない。
【００６０】
　従って、本発明の方法およびアミノ酸配列は、ガンマセクレターゼ活性を可能にするま
たはアミノ酸配列の発現を可能にする、任意の発現系を用い、および任意の細胞のタイプ
において、予め形成し作製することができる。当業者は、ＨＥＫ－２９３細胞やＣＯＳ細
胞を含む本明細書に記載された非限定的な例のような、そのような細胞のタイプを同定す
ることができる。
【００６１】
　本明細書に用いられる用語「ベータペプチド」または「β－ペプチド」は、ガンマ開裂
部位で、ガンマセクレターゼ基質の開裂から生じるＮ末端産物を意味する。例えば、Ａβ
およびＮｏｔｃｈ１－βは、それぞれ基質ＡＰＰおよびＮｏｔｃｈ１のガンマセクレター
ゼ開裂から生じるベータペプチドである。
【００６２】
　「細胞内ドメイン」、「細胞内ドメインペプチド」、「細胞内ドメインフラグメント」
または「ＩＣＤ」は、ガンマ（γ）またはイプシロン（ε）部位でのガンマセクレターゼ
基質の開裂から生じるＣ末端産物を意味する。典型的には、ＩＣＤは、最も細胞質に近接
した部位（ε部位等）での開裂から生じるが、膜貫通ドメイン（ＴＭＤ）内の２つのガン
マセクレターゼ開裂部位を欠くいくつかの基質に対するγ部位での開裂であってもよい。
例えば、ＡＩＣＤおよびＮＩＣＤは、それぞれ、ＡＰＰおよびＮｏｔｃｈ１のε／Ｓ３部
位でのガンマセクレターゼ開裂から生じる細胞内ドメインペプチドである。
【００６３】
　「ガンマ」、および「イプシロン」なる語は、本明細書において一般に、ガンマセクレ
ターゼ基質の特定の開裂部位に関して用いられる。これらの用語は、ガンマ部位での開裂
がβペプチドのＣ末端を生じ（例えばＡβ４０またはＡβ４２）、イプシロン部位での開
裂が細胞内ドメインペプチドのＮ末端を生じる（例えば、ＡＩＣＤ、ＮＩＣＤ等）、ガン
マセクレターゼが基質において作用するＴＭＤ内の２つの別個の開裂部位を意味する。ま
た、イプシロン開裂非存在下でのガンマ部位での開裂はＩＣＤおよびＡβ様ペプチドを生
じる。
【００６４】
　「Ｃ９９ＧＶＰ」は、膜貫通ドメインの末端から３アミノ酸残基Ｃ末端側にＧａｌ4－
ＶＰ16　ＤＮＡ結合／トランス活性化ドメインがインフレームで挿入された、β－セクレ
ターゼによるＡＰＰの開裂から生じる９９アミノ酸のＣ末端フラグメントのポリペプチド
配列を意味する。このタイプのポリペプチドの例としては、Karlstrom, H., et al., J. 
Biol. Chem., (March 1, 2002); 277(9):6763-6766に記載されているような配列が挙げら
れるがこれに限定されない。
【００６５】
　「膜貫通ドメイン」、「膜貫通領域」または「ＴＭＤ」は、細胞膜の脂質二重層内に位
置するガンマセクレターゼ基質の領域を意味する。一般にＴＭＤは疎水性であり、荷電残
基によりＮ末端とＣ末端で結合している。本明細書において用いられる、いくつかのガン
マセクレターゼ基質（例えば、ＡＰＰおよびＮｏｔｃｈ）の膜貫通ドメインは、ガンマセ
クレターゼが基質を開裂する両部位（即ち、ガンマおよびＳ３／イプシロン開裂部位）を
含む。ＴＭＤのＮ末端は、基質の膜近傍ドメインのＣ末端に隣接する。例えば、ＡＰＰの
ＪＭＤのＣ末端は配列番号１のだいたい２８番目の残基に位置し、ＡＰＰのＴＭＤのＮ末
端は配列番号１のだいたい２９番目の残基に位置する。膜貫通ドメイン（ＴＭＤ）を含む
タイプＩの内在性膜タンパク（ここで「タイプＩ」は細胞質／内腔側に位置するＣ末端に
より特徴付けられる）は、典型的には疎水性で荷電残基を含まない、しばしばαヘリック
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スの、膜を貫通するまたは膜に「またがって」いる、ポリペプチドの部分である。ＴＭＤ
は平均して長さが約２０アミノ酸であり、ハイドロパシー解析アルゴリズムやＸ線回折等
が挙げられるがこれに限定されない他の様々な実験技術を含む、当業者に知られている方
法により、計算で予測することができる。ＴＭＤはしばしば、一方または両側で、疎水性
で荷電した残基に結合しているかまたは「挟まれ」ている。本発明の特定の態様では、基
質のＪＭＤは、ＴＭＤの細胞外側のＮ末端側（ＴＭＤのＮ末端側）に、１５～２０残基、
通常約１９残基、の長さで延びている。ＴＭＤは、ポリクローナルまたはモノクローナル
抗体のような特定の結合物質に特異的に結合するアミノ酸配列を含んでなることができる
。
【００６６】
　本明細書において用いられる「膜近傍ドメイン」または「ＪＭＤ」は、膜貫通領域のＮ
末端側の直ぐ隣に位置するガンマセクレターゼ基質の領域を意味する。膜近傍ドメインは
、典型的には約１５～約３０アミノ酸残基、通常約１９～約２５アミノ酸、の長さである
。本明細書に用いられる「ＪＭＤＣΔ４」は、膜貫通ドメイン（ＴＭＤ）のＮ末端の直ぐ
隣に隣接して位置する４つのＣ末端ペプチドを欠くＪＭＤを意味する。
【００６７】
　本明細書において用いられる「ＡＧＢＰ１」および「ＡＧＢＰ２」は、特定の結合ペア
の部分であるエピトープまたは共有結合により結合した部分を意味する。そのような配列
の例としては、抗体によって認識されるＡβ配列を有する内部またはネオ－エピトープの
いずれか、抗体によって認識される少なくとも１０～１５残基のＡＰＰ　Ｃ末端内のエピ
トープ、抗体によって認識されるＡＩＣＤｎｅｏ－エピトープ（イプシロン部位でのガン
マセクレターゼ開裂によって生じる）および基質のＮ末端またはＣ末端のいずれかのエピ
トープタグ（ＨＡ－タグ、ｍｙｃ－タグ等が挙げられるがこれに限定されない）が挙げら
れる。
【００６８】
　本明細書において用いられる「Ｓｉｇ」は、特定の細胞または細胞外の場所に結合する
ポリペプチドのトランスポートおよび／またはトランスロケーションを指示する機能を有
する一般的なアミノ酸シグナル配列を意味する。そのようなシグナル配列は当分野でよく
知られている（例えば、Devillers-Thiery A, et al., "Homology in amino-terminal se
quence of precursors to pancreatic secretory proteins" Proc Natl Acad Sci U S A.
 1975 Dec;72(12):5016-5020を参照）。
【００６９】
　一態様では、本発明は、化合物が基質特異的にガンマセクレターゼを阻害するか否かを
測定するための方法及びアッセイを提供する。本方法は、ガンマセクレターゼ活性が可能
な条件下で、ガンマ開裂部位を有する２種以上のガンマセクレターゼ基質を、ガンマセク
レターゼおよびガンマセクレターゼ活性を調節する１以上の化合物と接触させることを含
む。接触工程は、細胞ベースのアッセイ等のｉｎ　ｖｉｖｏの条件を含むことができ、あ
るいはｉｎ　ｖｉｔｒｏで行うこともできる。適当な時間の後、各基質についてのガンマ
開裂部位でのガンマセクレターゼの量を測定する。活性を比較して化合物が基質特異的に
活性を阻害するか否か決定することができる。例えば、ある一つの基質についての活性の
量がもう一つの基質についての活性と異なる場合、その化合物はガンマセクレターゼを基
質特異的に阻害すると決定することができる。
【００７０】
　本発明のこの態様において、１以上のガンマセクレターゼ基質は天然に存在する基質で
あってよい（例えば、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、Ｎｏｔｃｈ、アミロイド
前駆体様タンパク質ＡＰＬＰ２、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ｎ－カドヘリン
、ｐ７５　ＮＴＦＲおよびＳＣＮＢ２から選択されるガンマセクレターゼ基質）。例えば
、第１のガンマセクレターゼ基質はＡＰＰであり、第２のガンマセクレターゼ基質はＡＰ
ＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ、ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－
カドヘリンまたはＣＤ４４である。
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【００７１】
　別の態様では、１以上のガンマセクレターゼ基質は同じ膜貫通ドメイン［ＴＭＤ］を有
するが、異なる膜近傍ドメイン［ＪＭＤ］を有する。例えば、第１のガンマセクレターゼ
基質は式［ＴＭＤ１］［ＪＭＤ１］（式中、［ＪＭＤ１］は第１の膜近傍ドメイン配列を
含んでなり［ＴＭＤ１］は膜貫通ドメインを含む）を含む第１のポリペプチドであり、第
２のガンマセクレターゼ基質は式［ＪＭＤ２］［ＴＭＤ１］（式中、［ＪＭＤ２］は第２
の膜近傍ドメイン配列を含んでなり［ＴＭＤ１］は前記と同意義）を含む第２のポリペプ
チドであり、ここで膜近傍ドメイン配列及び膜貫通ドメイン配列は本明細書において定義
したとおり（現在知られている他のガンマセクレターゼ基質の任意の膜近傍ドメイン及び
膜貫通ドメインを含む（例えば、Beel and Sanders Cell. Mol. Life Sci. (2008) 65:13
11-1334参照）である。一態様では、［ＴＭＤ１］はＡＰＰの膜貫通ドメインであり、［
ＪＭＤ１］および［ＪＭＤ２］はそれぞれ独立にＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ、ｅｒｂＢ４、
チロシナーゼ、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンおよびＣＤ４４、ならび
に可能性のある／推定されるガンマセクレターゼ基質から選択され、［ＪＭＤ１］と［Ｊ
ＭＤ２］は同一の配列ではない。本発明の更なる態様では、同じＴＭＤと異なるＪＭＤを
有する更なる基質を用いてガンマセクレターゼ調節化合物の基質選択性を比較することが
できる。
【００７２】
　本発明の更なる態様では、第２のガンマセクレターゼ基質には式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
［式中、
　ＪＭＤΔＣ４は、ガンマセクレターゼ基質の膜近傍ドメイン（ＪＭＤ）配列のアミノ酸
配列を含み、ここでＪＭＤは４つのＣ末端ペプチドを欠いており；
　［ＴＭＤ］は、ガンマセクレターゼ基質の膜貫通ドメイン配列を含んでなり；
　Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は、独立して任意のアミノ酸から選択される］
で示されるペプチドを含む。
【００７３】
　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ
、Ｆ、Ｈ、ＷおよびＤから選択され；Ｘ２は任意のアミノ酸であり；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、
Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選択され；Ｘ４は任意の
アミノ酸である。
【００７４】
　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ
、Ｆ、Ｈ、ＷおよびＤから選択され；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、
Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選択され；Ｘ２およびＸ４はＬ、Ｉ、Ｈ、Ｅ、Ｖ、Ａ、
Ｓ、Ｔ、Ｄ、Ｎ、Ｐ、Ｋ、ＱおよびＲから選択される。
【００７５】
　具体的な態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、ＲおよびＤから選択され；Ｘ２は任意
のアミノ酸であり；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、ＰおよびＡから選択され；Ｘ４は任意のアミノ酸
である。
【００７６】
　一態様では、本発明の方法またはアッセイは、２以上のトランスフェクションセルカル
チャーを種々の濃度でガンマセクレターゼ調節活性を有する１以上の化合物と接触させた
後、種々の化合物濃度でトランスフェクションセルカルチャーにおいてガンマセクレター
ゼ開裂により生じたＩＣＤの量を測定することを含む。セルカルチャーはそれぞれ、ガン
マセクレターゼ基質をコードするポリヌクレオチドでトランスフェクションする。トラン
スフェクションセルカルチャーそれぞれについての化合物の効果の用量応答曲線を決定し
比較する。例えば、第１のトランスフェクションセルカルチャーは第１のポリペプチドを
コードするポリヌクレオチドでトランスフェクトされ、第２のトランスフェクションセル
カルチャーは第２のポリペプチドをコードする第２のポリヌクレオチドでトランスフェク
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トされ、各ポリペプチドは式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
［式中、
　［ＪＭＤΔＣ４］、［ＴＭＤ］およびＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は本明細書において定義
したとおりであり、式ＩＩは第１及び第２のポリペプチドの両方が同じ配列であると定義
しない。この方法において、第１の用量応答曲線と比較して、第２の用量応答曲線におけ
る高濃度側へのシフトは、その化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第
１のガンマセクレターゼ基質に対して選択的（またはその逆）であることを示している。
【００７７】
　本発明鋸の態様の方法及びアッセイは、当業者が認識するであろう幅広い有用性を有す
る。ガンマセクレターゼ阻害剤化合物（または候補阻害化合物）とガンマセクレターゼ基
質の任意の組合せまたは置換を用いて、任意の化合物の選択性プロファイル、またはガン
マセクレターゼ阻害剤化合物の任意のシリーズ、任意のガンマセクレターゼ基質に対する
選択性を、１以上のガンマセクレターゼ基質に対して決定することができる。同様に、本
方法およびアッセイを用いて一連の（多数の）阻害剤化合物から２つ（またはそれ以上）
のガンマセクレターゼ基質間で最良の選択性を有する阻害化合物を同定することができる
。例えば、本方法またはアッセイが２つの異なるガンマセクレターゼ基質（ＳＢＴ１およ
びＳＢＴ２）を含む場合、それらの基質をいくつかの濃度の一連の阻害剤化合物（例えば
、１０種類の阻害剤化合物、ＣＭＰ１、ＣＭＰ２、ＣＭＰ３等）と接触させ、一連のよう
よう応答曲線を作成し、２（またはそれ以上）の基質のそれぞれについて分析することが
できる。各基質に対する各化合物についてのＩＣ50値を決定し、ＩＣ50値の比（即ち、［
ＳＢＴ１についてのＣＭＰ１のＩＣ50］：［ＳＢＴ２についてのＣＭＰ１のＩＣ50］）と
して示すことができる。この比選択性を用いて、どの阻害剤化合物が最良（最悪）の選択
性を有するかを決定し、アッセイにおいて用いた基質に対する選択性について化合物をラ
ンク付けすることができる。
【００７８】
　一態様において、本発明はガンマセクレターゼに対する基質分子を提供する。この基質
分子は、ある一つのガンマセクレターゼ基質（例えばＡＰＰ）に由来するＴＭＤと第２の
基質（例えばＮｏｔｃｈ）に由来するＪＭＤ含むキメラポリペプチド配列を含んでいても
よい。いくつかの基質分子においては、ＪＭＤのＣ末端がＴＭＤのＮ末端に結合している
。基質のＴＭＤ内のガンマおよび／またはイプシロン開裂部位の開裂についてのガンマセ
クレターゼ活性は、基質のＪＭＤを交換することによって調節することができる。そのよ
うな１つの基質分子は式Ｉ：
ＪＭＤ（１）－ＴＭＤ（２）（式Ｉ）
［式中、ＪＭＤ（１）は第１のガンマセクレターゼ基質のＪＭＤであり、ＪＭＤ（２）は
第２のガンマセクレターゼ基質のＴＭＤである］
で示される。
【００７９】
　いくつかのキメラポリペプチドは、ガンマセクレターゼ基質（例えばＡＰＰ）に由来す
るＴＭＤと、同じ基質または第２の基質（例えばＮｏｔｃｈ）に由来するＪＭＤを含み、
天然のＪＭＤ配列の４個のＣ末端アミノ酸の１以上が修飾されている。キメラ基質のＴＭ
Ｄにおけるガンマまたはイプシロン部位の開裂について、４個のＣ末端アミノ酸の修飾に
よりガンマセクレターゼの活性を調節し得ることが見出された。
【００８０】
　そのようなひとつのキメラポリペプチドは式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］（式ＩＩ）
［式中、
　ＪＭＤΔＣ４は、ガンマセクレターゼ基質の膜近傍ドメイン（ＪＭＤ）配列のアミノ酸
配列を含み、ここでＪＭＤは４つのＣ末端ペプチドを欠いており；
　［ＴＭＤ］は、ガンマセクレターゼ基質の膜貫通ドメイン配列を含んでなり；
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　Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３およびＸ４は、独立して任意のアミノ酸から選択され、
但し、
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがＡＰＰのＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はＡＰＰの膜貫通
ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＧ－Ｓ－Ｎ－Ｋではなく；
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがＡＰＬＰ２のＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はＡＰＬＰ２
の膜貫通ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＳ－Ｌ－Ｓ－Ｓではなく
；
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがＮｏｔｃｈ１のＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はＮｏｔｃ
ｈ１の膜貫通ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＰ－Ｐ－Ａ－Ｑでは
なく；
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがｅｒｂＢ４のＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はｅｒｂＢ４
の膜貫通ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＱ－Ｈ－Ａ－Ｒではなく
；
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがチロシナーゼのＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はチロシナ
ーゼの膜貫通ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＱ－Ａ－Ｓ－Ｒでは
なく；
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがｐ７５　ＮＴＦＲのＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はｐ７
５　ＮＴＦＲの膜貫通ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＱ－Ａ－Ｓ
－Ｒではなく；
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがＳＣＮＢ２のＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はＳＣＮＢ２
の膜貫通ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＲ－Ｄ－Ｓ－Ｔではなく
；
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがｎ－カドヘリンのＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はｎ－カ
ドヘリンの膜貫通ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＤ－Ｖ－Ｄ－Ｒ
ではなく；
　［ＪＭＤΔＣ４］のＪＭＤがＣＤ４４のＪＭＤである場合、［ＴＭＤ］はＣＤ４４の膜
貫通ドメイン配列を含んでなり、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４はＱ－Ｉ－Ｐ－Ｅではない］
で示すことができる。
【００８１】
　ある特定の４個のＣ末端アミノ酸（Ｘ１－Ｘ４）は、ガンマセクレターゼが特定の開裂
部位または特定の基質配列に対して有する選択性または開裂効率の決定において大きな役
割を果たしうる。従って、当業者に知られている常套技術を用いて、これら特定の配列に
ついて最適なアミノ酸を同定することができる一連の突然変異誘発実験を設計することが
できる。例えば、Ｘ２およびＸ４はガンマセクレターゼの基質特異性において役割を果た
しうる（例えばFigure ２参照）。従って、特定のネイティブなＪＭＤを選択し、これら
がＸ２およびＸ４に対応する残基を除いてすべての残基がネイティブの配列と一致してい
るが、残基Ｘ２およびＸ４が２０個の天然アミノ酸を用いて変更されている一連のアミノ
酸突然変異体を作製することができる。ガンマセクレターゼ活性を測定するアッセイを用
い、ガンマセクレターゼ活性における最も大きな変化を示すものについて、得られた突然
変異体配列をスクリーニングすることができる。本発明の特定の態様において、Ｘ２およ
びＸ４は、Ｌ、Ｉ、Ｈ、Ｅ、Ｖ、Ａ、Ｓ、Ｔ、Ｄ、Ｎ、Ｐ、Ｋ、ＱおよびＲから選択され
る。
【００８２】
　同様に、突然変異誘発実験を用いて、Ｘ２およびＸ４では最適なアミノ酸残基のまま含
んでなるが、他の残基が天然の２０個のアミノ酸を用いて突然変異が導入された、一連の
キメラ基質を作成することができる。同じタイプのスクリーニングアッセイを利用すれば
、任意の与えられたガンマセクレターゼ阻害剤に対する選択性および／またはガンマセレ
クターゼ選択性がさらに最適化される突然変異キメラ基質の同定が可能である。
【００８３】
　式ＩおよびＩＩのポリペプチドは、ポリペプチドのＮ末端またはＣ末端のいずれかまた
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はその両方に共有結合により連結した更なるアミノ酸配列を含みうる。あるポリペプチド
はＴＭＤ部分のＣ末端に結合した更なるアミノ酸配列を含んでなり、この更なるアミノ酸
配列はガンマセクレターゼ基質に由来する細胞内ドメイン（ＩＣＤ）配列の少なくとも一
部を含んでなる。例えば、ＩＣＤ配列は、ＡＰＰのＩＣＤ（ＡＩＣＤ）、Ｎｏｔｃｈ１の
ＩＣＤ（ＮＩＣＤ）、ＡＰＰＬＰ２の、チロシナーゼの、ＣＤ４４の、ｅｒｂＢ４の、Ｓ
ＣＮＢ２の、ｎ－カドヘリンの、ｐ７５ＮＴＦＲのＩＣＤ等から選択される。
【００８４】
　いくつかのポリペプチドにおいて、ＴＭＤのＣ末端での配列は、ある特定のレポーター
遺伝子をトランス活性化するために用いることができる更なるアミノ酸配列を含み、特異
的な結合物質によって認識され得る配列または部分を提供し、および／またはＩＣＤ配列
の増大した安定化をもたらす。一例では、この更なるアミノ酸配列はＧＶＰ配列を含む（
例えば配列番号２）。更なる配列は、そのような特性がＩＣＤの検出に必要とされる場合
（例えばＩＣＤを認識する抗体の結合）には、ＩＣＤのＧＶＰ配列が免疫原性に影響を及
ぼさない限りにおいて、ＩＣＤ配列の中、後、前に挿入することができる。別法として、
ＧＶＰ配列はＩＣＤを検出するための手段を提供する。例えば、ＧＶＰは、Ｇａｌ４－ル
シフェラーゼ制御発現プラスミドからの発現変化を測定することにより、ルシフェラーゼ
アッセイにおいて検出することができるレポーターシステムのメンバーである。
【００８５】
　式ＩおよびＩＩのポリペプチドは、ＪＭＤのＮ末端に共有結合により連結した更なるア
ミノ酸配列を含むことができ、この更なるアミノ酸配列は特異的な結合物質により認識さ
れ得る配列または部分である。ＪＭＤ（１）またはＪＭＤΔＣ４のＮ末端の配列は、ポリ
ペプチドの細胞内または細胞外の位置への輸送を指示し、（ガンマセクレターゼと接触し
得る場所で）ガンマセクレターゼ基質の細胞膜内へのおよび細胞膜越えての挿入を指示す
ることができるシグナルペプチドを含むことができる。例えば、ＪＭＤ（１）またはＪＭ
ＤΔＣ４のＮ末端に共有結合により結合した更なるアミノ酸配列は、ＡＰＰ、Ｎｏｔｃｈ
１、ＡＰＬＰ２、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ｎ－カドヘ
リン、ＳＣＮＢ２等から選択されるガンマセクレターゼ基質のＮ末端配列を含むことがで
きる。シグナル配列は、ペプチダーゼ、プロテイナーゼまたはペプチド結合（例えばＬ（
leu）－Ｅ（glu）－配列）を開裂させる他の酵素による部位特異的な開裂を指示するアミ
ノ酸配列等のリンカーを介して、ガンマセクレターゼ基質のＮ末端配列に結合することが
できる。
【００８６】
　更なるペプチドは式ＩＩＩおよび式ＩＶ：
［Ｓｉｇ］－ＬＥ－［ＡＧＢＰ1］－ＪＭＤ（１）－ＴＭＤ（２）－［ＡＧＢＰ2］　（式
ＩＩＩ）
［Ｓｉｇ］－ＬＥ－［ＡＧＢＰ1］－［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［Ｔ
ＭＤ］［ＡＧＢＰ2］　（式ＩＶ）
で示すことができる。
【００８７】
　式ＩＩＩおよびＩＶにおいて、ＪＭＤ（１）、ＪＭＤ（２）、ＪＭＤΔＣ４、ＴＭＤは
式ＩおよびＩＩについて上記で定義したとおりである。さらに、
［Ｓｉｇ］は任意事項であり、基質を適当な細胞膜内または細胞膜を越えて挿入するため
のポリペプチドの輸送を指示するシグナルペプチドを含み；
ＬＥはジペプチドＬｅｕ－Ｇｌｕであって任意事項であり；
［ＡＧＢＰ1］は抗原アミノ酸配列を含み、好ましくはＡＰＰ、Ｎｏｔｃｈ１、ＡＰＬＰ
２、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ｎ－カドヘリンおよびＳ
ＣＮＢ２に由来するβ様ペプチドの配列に由来するものであり；
［ＡＧＢＰ2］は、ガンマセクレターゼ基質の細胞内ドメイン（ＩＣＤ）配列を含み、Ｉ
ＣＤ配列は第２の抗原アミノ酸配列を含んでなり、特異的な結合物質に対する少なくとも
１つの特異的な結合決定因子を有し、場合によりＧＶＰ等の安定化配列またはレポーター
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配列を含んでいてもよく；
Ｘ１はＳ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、ＲおよびＤから選択され；
Ｘ２はＬ、Ｓ、Ｐ、Ｔ、Ｖ、Ｄ、Ａ、ＩおよびＲから選択され；
Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、ＰおよびＡから選択され；
Ｘ４はＫ、Ｓ、Ｑ、Ｎ、Ｔ、ＥおよびＲから選択される。
【００８８】
　式ＩＶにおいて、［ＪＭＤΔＣ４］は、ＹＥＶＨＨＱＫＬＶＦＦＡＥＤＶ（配列番号３
）；ＬＥＥＥＲＥＳＶＧＰＬＲＥＤＦ（ＡＰＬＰ２、配列番号４）；ＰＹＫＩＥＡＶＱＳ
ＥＴＶＥＰＰ（ＮＯＴＣＨ１、配列番号５）；ＨＤＣＩＹＹＰＷＴＧＨＳＴＬＰ（ｅｒｂ
Ｂ４、配列番号７；（ＮＭ＿００１０４２５９９））；ＳＤＰＤＳＦＱＤＹＩＫＳＹＬＥ
（チロシナーゼ、配列番号８；（ＮＭ＿０００３７２））；ＶＴＴＶＭＧＳＳＰＶＶＴＲ
Ｇ（ｐ７５　ＮＴＦＲ、配列番号９；（ＮＭ＿００２５０７．１））；ＨＧＫＩＨＬＱＶ
ＬＭＥＥＰＰＥ（ＳＣＮＢ２、配列番号１０；（ＮＭ＿００４５８８））；ＬＲＶＫＶＣ
ＱＣＤＳＮＧＤＣＴ（ｎ－カドヘリン、配列番号１１（ＮＭ＿００１７９２））；および
ＱＥＧＧＡＮＴＴＳＧＰＩＲＴＰ（ＣＤ４４、配列番号１２；（ＮＭ＿０００６１０））
から選択される。
【００８９】
　さらに、ＴＭＤ（２）または［ＴＭＤ］は、例えばＡＰＰのＴＭＤの非限定的な例：Ｇ
ＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ　（配列番号１３）のように、任
意のガンマセクレターゼ基質の膜貫通領域を含むことができる。式ＩＩＩおよびＩの両方
において、配列のＪＭＤ部分はＴＭＤを含む天然の基質のＪＭＤと同一ではない。従って
、式Ｉに関連する但書は式ＩＩＩにも当てはまる。
【００９０】
　いくつかのポリペプチドにおいて、式ＩＩＩおよびＩＶの［ＡＧＢＰ１］は、ＡＰＰ、
Ｎｏｔｃｈ１、ＡＰＬＰ２、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ＳＣＮＢ２、ｐ７５
　ＮＴＦＲ、ｎ－カドヘリン等から選択されるガンマセクレターゼ基質のＮ末端配列を含
む。［ＡＧＢＰ１］を含む配列はしばしば便宜上ガンマセクレターゼ基質のＮ末端に由来
するか一部であり、［ＡＧＢＰ１］はさらに特定の結合アッセイ（例えばＥＬＩＳＡ）等
の既知の方法による検出及び定量を可能にする配列を提供することができる。従って、い
くつかのポリペプチドでは、［ＡＧＢＰ１］は配列ＤＡＥＦＲＨＤＳＧ（Ａβ　Ｎ末端エ
ピトープ）（配列番号１４）を含んでなる。
【００９１】
　いくつかのポリペプチドにおいて、式ＩＩＩおよびＩＶの［ＡＧＢＰ2］は、ＡＰＰ（
ＡＩＣＤ）、Ｎｏｔｃｈ１（ＮＩＣＤ）、ＡＰＬＰ２、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂ
Ｂ４、ＳＣＮＢ２、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ｎ－カドヘリン等から選択されるガンマセクレタ
ーゼ基質に由来する細胞内ドメイン（ＩＣＤ）配列の少なくとも一部を含む（例えば、［
ＡＧＢＰ2］は配列番号３８のアミノ酸配列（ＡＩＣＤ）を含んでなる）。
【００９２】
　式ＩＶのＬＥ－［ＡＧＢＰ1］－［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭ
Ｄ］の配列のいくつかの非限定的な例としては以下のものが挙げられる：
（ａ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＬＥＥＥＲＥＳＶＧ　
ＰＬＲＥＤＦＳＬＳＳ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ　（配
列番号１６）；
（ｂ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＮＯＴＣＨ１）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＰＹＫＩＥＡＶＱＳ
　ＥＴＶＥＰＰＰＰＡＱ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配
列番号１７）；
（ｃ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＳＲＥＢＰ１）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＡＫＰＥＱＲＰＳＬ
　ＨＳＲＧＭＬＤＲＳＲ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配
列番号１８）；
（ｄ）（Ｃ９９ＡＰＰΔ４－ＡＰＬＰ２）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬ
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Ｖ　ＦＦＡＥＤＶＳＬＳＳ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（
配列番号４２）；
（ｅ）（Ｃ９９－ＡＰＰ－（Ｇ２５Ｓ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬＶ
　ＦＦＡＥＤＶＳＳＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配
列番号４３）
（ｆ）Ｃ９９－ＡＰＰ－（Ｓ２６Ｌ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬＶ　
ＦＦＡＥＤＶＧＬＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配列
番号４４）
（ｇ）Ｃ９９－ＡＰＰ－（Ｎ２７Ｓ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬＶ　
ＦＦＡＥＤＶＧＳＳＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配列
番号４５）
（ｈ）Ｃ９９－ＡＰＰ－（Ｋ２８Ｓ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬＶ　
ＦＦＡＥＤＶＧＳＮＳ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配列
番号４６）
（ｉ）（Ｃ９９ＡＰＰΔ４－ＮＯＴＣＨ１）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫ
ＬＶ　ＦＦＡＥＤＶＰＰＡＱ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ
（配列番号１００）；
（ｊ）（Ｃ９９ＡＰＰΔ４－ＳＲＥＢＰ１）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫ
ＬＶ　ＦＦＡＥＤＶＤＲＳＲ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ
（配列番号１０１）；
（ｋ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２－ｇｓｎｋ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＬＥＥＥＲ
ＥＳＶＧ　ＰＬＲＥＤＦＧＳＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶ
ＭＬ（配列番号１９）；
（ｌ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＮＯＴＣＨ１－ｇｓｎｋ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＰＹＫＩ
ＥＡＶＱＳ　ＥＴＶＥＰＰＧＳＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　Ｌ
ＶＭＬ（配列番号２０）；および
（ｍ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＳＲＥＢＰ１－ｇｓｎｋ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＡＫＰＥ
ＱＲＰＳＬ　ＨＳＲＧＭＬＧＳＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　Ｌ
ＶＭＬ（配列番号２１）。
【００９３】
　いくつかのポリペプチドにおいて、ＧＶＰは、配列ＫＬＬＳＳＩＥＱＡＣ　ＤＩＣＲＬ
ＫＫＬＫＣ　ＳＫＥＫＰＫＣＡＫＣ　ＬＫＮＮＷＥＣＲＹＳ　ＰＫＴＫＲＳＰＬＴＲ　Ａ
ＨＬＴＥＶＥＳＲＬ　ＥＲＬＥＱＬＦＬＬＩ　ＦＰＲＥＤＬＤＭＩＬ　ＫＭＤＳＬＱＤＩ
ＫＡ　ＬＬＴＧＬＦＶＱＤＮ　ＶＮＫＤＡＶＴＤＲＬ　ＡＳＶＥＴＤＭＰＬＴ　ＬＲＱＨ
ＲＩＳＡＴＳ　ＳＳＥＥＳＳＮＫＧＱ　ＲＱＬＴＶＳＧＩＰＧ　ＤＬＡＰＰＴＤＶＳＬ　
ＧＤＥＬＨＬＤＧＥＤ　ＶＡＭＡＨＡＤＡＬＤ　ＤＦＤＬＤＭＬＧＤＧ　ＤＳＰＧＰＧＦ
ＴＰＨ　ＤＳＡＰＹＧＡＬＤＭ　ＡＤＦＥＦＥＱＭＦＴ　ＤＡＬＧＩＤＥＹＧＧ（配列番
号２）を含む。いくつかのポリペプチドにおいて、ＧＶＰ配列は、配列の所望の機能、例
えばシグナル配列のトランス活性化、認識または結合部分の提供、および／またはガンマ
セクレターゼ開裂により生じるペプチドフラグメントに対する安定性の増大を保持する限
りにおいて、保存的なアミノ酸置換、アミノ酸の挿入及び欠失、Ｃ末端および／またはＮ
末端トランケーション等の任意の常套的な分子生物学的技術により修飾することができる
。従って、本発明は、上記のＧＶＰ配列と機能的に等価なもの（配列番号２と約８０％～
約１００％同一な配列（即ち配列番号２と約８０、８５、９０、９５、９６、９７、９８
または９９％同一である配列）を含む）を包含する。
【００９４】
　式Ｉ～ＩＶで示されるガンマセクレターゼ基質は、基質に対するガンマセクレターゼの
活性を測定するアッセイにおいて用いることができる。いくつかのアッセイは、工程（ａ
）ガンマセクレターゼ活性を可能にする条件下（例えば、細胞を試験化合物と接触させる
ことにより、細胞がそのようなポリペプチドを発現し、ガンマセクレターゼを組換え的に
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または内因的に発現する）で、式Ｉ～ＩＶのポリペプチド配列をガンマセクレターゼと接
触させる。あるいは、外因的なガンマセクレターゼ、例えば可溶性ガンマセクレターゼ、
を細胞ベースのアッセイに加えても良い。一連のアッセイにおいて、式Ｉ～ＩＶのＪＭＤ
部分は本明細書に記載したように交換することができる。例えば、式Ｉおよび式ＩＩＩを
用いて、ＡＰＰ由来のＴＭＤを含むキメラ基質においてＮｏｔｃｈ由来のＪＭＤを用いる
ことができる（またはその逆も可）。次いで、式ＩＩ及び式ＩＶを用いて、このキメラ基
質のＪＭＤの最後の４つの残基を修飾して異なる基質とすることができる。単一のアッセ
イフォーマットを用いて、種々の基質に対するガンマセクレターゼ活性の量を測定するこ
とができる。
【００９５】
　いくつかの方法は、キメラＪＭＤ基質配列が基質アミノ酸配列をコードするｃＤＮＡで
トランスフェクトされた細胞において発現する細胞ベースのアッセイを含む。例えば、い
くつかの方法は、化合物がガンマセクレターゼ活性を、第２のガンマセクレターゼ基質と
比較して第１のガンマセクレターゼ基質について選択的に阻害するか否かを測定すること
を含んでなり：
（ａ）第１のトランスフェクトされたセルカルチャーをガンマセクレターゼ活性を可能に
する条件下で種々の濃度の化合物と接触させること；
（ｂ）第２のトランスフェクトされたセルカルチャーをガンマセクレターゼ活性を可能に
する条件下で種々の濃度の化合物と接触させること；
（ｃ）種々の化合物濃度のそれぞれについて第１及び第２のトランスフェクトされたセル
カルチャーによりそれぞれ産生したＡＩＣＤを測定して、第１のトランスフェクトされた
セルカルチャーに対する化合物の効果の第１の用量応答曲線と第２のトランスフェクトさ
れたセルカルチャーに対する化合物の効果の第１の用量応答曲線を作成すること；および
（ｄ）第１と第２の用量応答曲線を比較すること
（ここで、第１のトランスフェクトされたセルカルチャーは、式Ｉ～ＩＶのいずれかの膜
近傍ドメイン配列（ＪＭＤ１）と膜貫通ドメイン配列（ＴＭＤ１）を含んでなる第１のポ
リペプチドをコードする第１のポリヌクレオチドでトランスフェクションし、ＪＭＤ１は
第１のガンマセクレターゼ基質に由来し、第２のトランスフェクトされたセルカルチャー
は、膜近傍ドメイン配列（ＪＭＤ２）と膜貫通ドメイン配列（ＴＭＤ１）を含んでなる第
２のポリペプチドをコードする第２のポリヌクレオチドでトランスフェクションし、ＪＭ
Ｄ２は第２のガンマセクレターゼ基質に由来し、第１および第２のポリペプチドのＴＭＤ
１は同じである）
ことを含んでなる。第１の用量応答曲線と比較して、第２の用量応答曲線が高濃度側へシ
フトしている場合（本明細書中の実施例参照）、その化合物が、第２のガンマセクレター
ゼ基質と比較して、第１のガンマセクレターゼ基質に対して選択的であることを示してい
る。本明細書において一般的に用いられるように、任意の与えられた阻害剤化合物につい
ての「用量応答曲線のシフト」は、試験したガンマセクレターゼ基質に応じて化合物のＩ
Ｃ50値が増大または減少したことを意味している。基質１を発現する細胞１および基質２
を発現する細胞２（等）についてのＩＣ50値は、様々な容易に利用可能なコンピュータソ
フトウェアプログラム（例えば、GraphPad PRISM, MS Excel, SigmaPlot等）を使用しま
たは使用することなく、当業者が阻害剤の用量応答曲線から計算することができる。
【００９６】
　いくつかの方法は、ＡＰＰ由来の配列を含んでなる第１のガンマセクレターゼ基質、お
よびＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ、ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ
２、ｎ－カドヘリンまたはＣＤ４４に由来する配列を含んでなる第２のガンマセクレター
ゼ基質を含んでなる。他の方法は、ＡＰＰ由来の膜貫通ドメイン配列を含んでなる［ＴＭ
Ｄ１］を含んでなる第１のガンマセクレターゼ基質を含んでなり；［ＪＭＤ１］と［ＪＭ
Ｄ２］配列は、ＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ、ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５　ＮＴＦＲ
、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンまたはＣＤ４４から選択される膜近傍ドメイン配列を含ん
でなり、［ＪＭＤ１］と［ＪＭＤ２］は同一ではない。
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【００９７】
　ガンマセクレターゼは、当業者に知られている任意の標準的な技術（例えば、ガンマセ
クレターゼをコードするポリヌクレオチドによる細胞のトランスフェクション、エレクト
ロポレーション、またはバイラルベクターデリバリー）によってセルカルチャーに添加す
ることができる。他の態様では、本方法は、第１の及び第２のセルカルチャーにより内因
的に及び構成的に産生した活性なガンマセクレターゼを含んでなる。
【００９８】
　化合物が第２のガンマセクレターゼ基質と比較して第１のガンマセクレターゼ基質にお
いてガンマセクレターゼ活性を選択的に阻害するか否かを決定する別の方法は、
（ａ）第１のトランスフェクトしたセルカルチャーと種々の濃度の化合物を、ガンマセク
レターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
（ｂ）第２のトランスフェクトしたセルカルチャーと種々の濃度の化合物を、ガンマセク
レターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
（ｃ）種々の化合物濃度でトランスフェクションした第１および第２のセルカルチャーの
それぞれによって産生したＡＩＣＤを測定し、第１のトランスフェクションされたセルカ
ルチャーに対する化合物の効果の第１の用量応答曲線と、第２のトランスフェクションさ
れたセルカルチャーに対する化合物の効果の第２の用量応答曲線を作成すること；および
　（ｄ）第１と第２の用量応答曲線を比較すること
（ここで、
　第１のトランスフェクトしたセルカルチャーは、式［ＪＭＤ］［ＴＭＤ］（式中、ＪＭ
Ｄ及びＴＭＤは第１のガンマセクレターゼ基質に由来する）を含んでなる第１のポリペプ
チドをコードする第１のポリヌクレオチドでトランスフェクションされ、
　第２のトランスフェクトしたセルカルチャーは、式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
（式中、［ＪＭＤΔＣ４］および［ＴＭＤ］は本明細書において定義したとおりであり、
Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は第２のガンマセクレターゼ基質に由来する）
を含んでなるポリペプチドをコードする第２のポリヌクレオチドでトランスフェクション
され、第１の用量応答曲線と比較して、第２の用量応答曲線における高濃度側へのシフト
は、その化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第１のガンマセクレター
ゼ基質に対して選択的であることを示す）
を含んでなる。
【００９９】
　いくつかの方法において、第１のガンマセクレターゼ基質はＡＰＰ由来であり、第２の
ガンマセクレターゼ基質はＡＰＬＰ２、Ｎｏｔｃｈ、ｅｒｂＢ４、チロシナーゼ、ｐ７５
　ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリンまたはＣＤ４４に由来する。
【０１００】
　化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第１のガンマセクレターゼ基質
についてガンマセクレターゼ活性を選択的に阻害するか否かを決定するためのいくつかの
方法は、
（ａ）第１のトランスフェクトしたセルカルチャーと種々の濃度の化合物を、ガンマセク
レターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
（ｂ）第２のトランスフェクトしたセルカルチャーと種々の濃度の化合物を、ガンマセク
レターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
（ｃ）種々の化合物濃度でトランスフェクションした第１および第２のセルカルチャーの
それぞれによって産生したＡＩＣＤを測定し、第１のトランスフェクションされたセルカ
ルチャーに対する化合物の効果の第１の用量応答曲線と、第２のトランスフェクションさ
れたセルカルチャーに対する化合物の効果の第２の用量応答曲線を作成すること；および
　（ｄ）第１と第２の用量応答曲線を比較すること
（ここで、
　第１のトランスフェクトしたセルカルチャーは、式ＩＩ：
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［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
（式中、［ＪＭＤΔＣ４］および［ＴＭＤ］は式ＩＩについて上記で定義したとおりであ
り、Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は任意のアミノ酸から独立に選択される）を含んでなる第１
のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドでトランスフェクションされ、
　第２のトランスフェクトしたセルカルチャーは、式ＩＩ：
［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ］
（式中、［ＴＭＤ］および［ＪＭＤΔＣ４］は上記で定義したとおりであり、Ｘ１－Ｘ２
－Ｘ３－Ｘ４は任意のアミノ酸から独立に選択される）を含んでなる第２のポリペプチド
をコードする第２のポリヌクレオチドでトランスフェクションされ、
　第１の用量応答曲線と比較して、第２の用量応答曲線における高濃度側へのシフトは、
その化合物が、第２のガンマセクレターゼ基質と比較して、第１のガンマセクレターゼ基
質に対して選択的であることを示す）
を含んでなる。
【０１０１】
　特定の態様において、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、
Ｉ、Ｆ、Ｈ、ＷおよびＤから選択され；Ｘ２は任意のアミノ酸であり；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ
、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選択され；Ｘ４は任意
のアミノ酸である。
【０１０２】
　特定の態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、Ｒ、Ｖ、Ｌ、Ｎ、Ｐ、Ａ、Ｋ、Ｅ、Ｉ、
Ｆ、Ｈ、ＷおよびＤから選択され；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、Ｐ、Ｅ、Ｒ、Ｔ、Ｆ、Ｉ、Ｋ、Ｌ
、Ｖ、Ｇ、Ｗ、ＨおよびＡから選択され；Ｘ２およびＸ４はＬ、Ｉ、Ｈ、Ｅ、Ｖ、Ａ、Ｓ
、Ｔ、Ｄ、Ｎ、Ｐ、Ｋ、ＱおよびＲから選択される。
【０１０３】
　　特定の態様では、Ｘ１はＳ、Ｔ、Ｇ、Ｐ、Ｑ、ＲおよびＤから選択され；Ｘ２は任意
のアミノ酸であり；Ｘ３はＳ、Ｎ、Ｄ、ＰおよびＡから選択され；Ｘ４は任意のアミノ酸
である。
【０１０４】
　この態様の一態様では、第１のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は第１のガンマ
セクレターゼ基質に由来し、第２のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４は第２のガン
マセクレターゼ基質に由来する。
【０１０５】
　そのような方法のいくつかにおいて、第１および第２のポリペプチドのＸ１－Ｘ２－Ｘ
３－Ｘ４は、独立してＧＬＮＫ、ＳＬＳＳ、ＧＳＮＫ、ＧＳＮＳ、ＰＰＡＱ、ＳＳＮＫ、
ＧＳＳＫ、ＱＨＡＲ、ＱＡＳＲ、ＴＴＤＮ、ＲＤＳＴ、ＤＶＤＲ、ＱＩＰＥまたはＤＲＳ
Ｒから選択され、同じ配列ではない。いくつかの方法において、第１および第２のポリペ
プチドの［ＴＭＤ］は、配列番号１３を含んでなる。いくつかの方法において、第１およ
び第２のポリペプチドの［ＪＭＤΔＣ４］は、配列番号３～１２のいずれかから独立に選
択することができる。
【０１０６】
　他のそのような方法において、［ＪＭＤΔＣ４］－Ｘ１－Ｘ２－Ｘ３－Ｘ４－［ＴＭＤ
］は、以下からなる群：
（ａ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＬＥＥＥＲＥＳＶＧ　
ＰＬＲＥＤＦＳＬＳＳ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配列
番号１６）；
（ｂ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＮＯＴＣＨ１）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＰＹＫＩＥＡＶＱＳ
　ＥＴＶＥＰＰＰＰＡＱ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配
列番号１７）；
（ｃ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＳＲＥＢＰ１）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＡＫＰＥＱＲＰＳＬ
　ＨＳＲＧＭＬＤＲＳＲ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配
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列番号１８）；
（ｄ）（Ｃ９９ＡＰＰΔ４－ＡＰＬＰ２）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬ
Ｖ　ＦＦＡＥＤＶＳＬＳＳ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（
配列番号４２）；
（ｅ）（Ｃ９９－ＡＰＰ－（Ｇ２５Ｓ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬＶ
　ＦＦＡＥＤＶＳＳＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配
列番号４３）
（ｆ）Ｃ９９－ＡＰＰ－（Ｓ２６Ｌ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬＶ　
ＦＦＡＥＤＶＧＬＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配列
番号４４）
（ｇ）Ｃ９９－ＡＰＰ－（Ｎ２７Ｓ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬＶ　
ＦＦＡＥＤＶＧＳＳＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配列
番号４５）
（ｈ）Ｃ９９－ＡＰＰ－（Ｋ２８Ｓ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫＬＶ　
ＦＦＡＥＤＶＧＳＮＳ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ（配列
番号４６）
（ｉ）（Ｃ９９ＡＰＰΔ４－ＮＯＴＣＨ１）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫ
ＬＶ　ＦＦＡＥＤＶＰＰＡＱ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ
（配列番号１００）；
（ｊ）（Ｃ９９ＡＰＰΔ４－ＳＲＥＢＰ１）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＹＥＶＨＨＱＫ
ＬＶ　ＦＦＡＥＤＶＤＲＳＲ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶＭＬ
（配列番号１０１）；
（ｋ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２－ｇｓｎｋ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＬＥＥＥＲ
ＥＳＶＧ　ＰＬＲＥＤＦＧＳＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　ＬＶ
ＭＬ（配列番号１９）；
（ｌ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＮＯＴＣＨ１－ｇｓｎｋ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＰＹＫＩ
ＥＡＶＱＳ　ＥＴＶＥＰＰＧＳＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　Ｌ
ＶＭＬ（配列番号２０）；および
（ｍ）（Ｃ９９ＧＶＰ－ＳＲＥＢＰ１－ｇｓｎｋ）：ＬＥＤＡＥＦＲＨＤＳ　ＧＡＫＰＥ
ＱＲＰＳＬ　ＨＳＲＧＭＬＧＳＮＫ　ＧＡＩＩＧＬＭＶＧＧ　ＶＶＩＡＴＶＩＶＩＴ　Ｌ
ＶＭＬ（配列番号２１）
から選択される。
【０１０７】
　同様のアッセイを用いて、ガンマセクレターゼの活性に対する種々の候補ガンマセクレ
ターゼ阻害剤化合物の効果を種々のガンマセクレターゼ基質について決定することができ
る。これらのアッセイは、（ａ）式ＩＩＩおよびＩＶのポリペプチド配列をガンマセクレ
ターゼおよびガンマセクレターゼ阻害剤とガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触
させること；および（ｂ）ポリペプチドのガンマセクレターゼ基質開裂の阻害に関する化
合物の効力を工程（ａ）で生じたＡＧＢＰ１またはＡＧＢＰ２を測定することによって決
定することを含む。これらのアッセイを用いて、式ＩＩＩおよび式ＩＶのガンマまたはイ
プシロン開裂部位のいずれかでのガンマセクレターゼ活性を阻害するそれらの能力につい
て化合物をスクリーニングすることができる。
【０１０８】
　種々のガンマセクレターゼ阻害剤の効力を測定するために、天然の基質に対するガンマ
セクレターゼの開裂を阻害する能力を、式Ｉ～ＩＶの一以上の開裂を阻害する化合物の能
力と比較することができる。このアッセイは、天然に存在するガンマセクレターゼ基質、
天然に存在する基質に由来するその天然に存在するＪＭＤおよびＴＭＤを有するそのフラ
グメントを、ガンマセクレターゼおよび候補ガンマセクレターゼ阻害剤化合物と、ガンマ
セクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；および次いで接触工程によって生じ
たＩＣＤの料を測定することによってガンマセクレターゼ配列開裂の阻害に関する化合物



(32) JP 2010-533478 A 2010.10.28

10

20

30

40

50

の効力を決定すること、を含む。天然に存在するガンマセクレターゼ基質またはそのフラ
グメントは、ガンマセクレターゼ基質がそこで開裂する両方の部位（γおよびε）および
場合により他の開裂部位を含んでなる。
【０１０９】
　いくつかの方法は、式Ｉ～ＩＶのポリペプチドのガンマおよびイプシロン開裂の阻害に
関する化合物の効力を比較することによって、候補ガンマセクレターゼ阻害剤化合物の選
択性を同定および／または決定することを含む。他の方法は、本発明のポリペプチドおよ
び天然に存在する配列またはそのフラグメントにおけるＩＣＤを産生するガンマセクレタ
ーゼ開裂の阻害に関する化合物の効力を比較することによって、特定のガンマセクレター
ゼ基質についての候補ガンマセクレターゼ阻害剤化合物の選択性を同定および／または決
定することを含む。上記のとおり、天然に存在する配列またはそのフラグメントは、ガン
マセクレターゼが基質配列を開裂するガンマおよびイプシロン部位の両方を含んでなる。
【０１１０】
　本発明の方法およびアッセイは、他のガンマ基質（Ｎｏｔｃｈ等）と比較してＡＰＰに
選択的なガンマセクレターゼ阻害剤の同定に有用である。本発明の方法及びアッセイは約
0.01ｐＭ～100μＭ、0.01ｎＭ～10μＭ、0.01ｎＭ～1μＭ、0.05ｎＭ～100ｎＭ、0.07ｎ
Ｍ～10ｎＭ、0.09ｎＭ～1ｎＭ、0.1ｎＭ～0.5ｎＭの範囲のＩＣ50値を有するガンマ阻害
剤を同定するために用いることができる。候補化合物は、第１のガンマセクレターゼ基質
からのＩＣＤ産生の候補化合物による阻害効力の差が、第２のガンマセクレターゼ基質に
由来するＩＣＤ産生と比較して少なくとも約１０倍の差がある場合に選択的であると言え
る。ガンマセクレターゼの好ましい阻害剤は、ＡＰＰ由来のガンマセクレターゼ基質を少
なくとも約0.05ｎＭ以下のＩＣ50で阻害し、ＡＰＰ由来のそのような基質をＮｏｔｃｈ由
来のガンマセクレターゼ基質の阻害についてのＩＣ50と比較して少なくとも１０分の１未
満のＩＣ50で阻害する化合物を包含する。即ち、好ましい阻害剤は、ＡＰＰに対する阻害
活性が少なくとも約0.05ｎＭ以下のＩＣ50であり、ＮｏｔｃｈのＩＣ50が少なくとも０．
５ｎＭ以上である化合物を包含する。
【０１１１】
　いくつかの方法は、（ａ）式Ｉ～ＩＶのポリペプチド、および別途、天然に存在するガ
ンマセクレターゼ基質配列（例えば同じガンマセクレターゼ基質に由来するＪＭＤ及びＴ
ＭＤを含むポリペプチド）；（ｂ）（ａ）のポリペプチドとガンマセクレターゼ阻害に対
して選択的な候補化合物をガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；（
ｃ）工程（ｂ）での接触により生じたＩＣＤの量を測定すること；および（ｄ）候補化合
物の選択性を決定すること（ここで、候補化合物は、配列番号１のポリペプチドについて
の工程（ｃ）のＩＣＤ産生の阻害の効力が、天然に存在するガンマセクレターゼ基質配列
から測定されたＩＣＤのレベルから増大または減少しているとき選択的であると決定され
る）を含んでなる。いくつかの方法では、天然に存在するガンマセクレターゼ基質配列は
ＡＰＰ由来のＪＭＤおよびＴＭＤを含んでなる。
【０１１２】
　一般に、測定工程（ｃ）は、ガンマセクレターゼによって産生したＩＣＤの量を検出す
るのに効果的である任意の方法を用いることができる。例えば、レポーター遺伝子をＧＶ
Ｐ配列により活性化し、ガンマセクレターゼ開裂によって生じたＩＣＤの量をモニターす
ることができる。このアッセイでは、通常ＩＣＤとベータペプチドの両方を検出するため
の特異的な結合物質を用いることができる。この態様では、測定工程（ｃ）は、ＩＣＤを
ＩＣＤに対する選択的な結合物質と接触させることを含んでなる。いくつかの方法では、
測定工程（ｃ）はＩＣＤを、ＩＣＤの２つの異なるエピトープに対する特異的な２つの結
合物質（例えば、サンドウィッチＥＬＩＳＡアッセイに用いられる２つの抗体）と接触さ
せることを含んでなる。測定工程（ｃ）は、レポーター分子および／またはレポーター遺
伝子（例えばルシフェラーゼレポーターシステム）を含んでなることができる。
【０１１３】
　ＩＣＤフラグメントは、例えば、ＡＰＰ、Ｎｏｔｃｈ１、ＡＰＬＰ２、ｅｒｂＢ４、チ
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ロシナーゼ、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ＳＣＮＢ２、ｎ－カドヘリン、ＣＤ４４等の任意のγ－
セクレターゼ基質、ならびに少なくとも１つのガンマセクレターゼ開裂部位をその膜貫通
領域内に有する任意の他の膜貫通タンパク質に由来する。
【０１１４】
　いくつかの方法において、特異的な結合物質は、ＩＣＤに対する抗体（例えば、ＡＰＰ
－ＩＣＤ（ＡＩＣＤ）またはＮｏｔｃｈ－ＩＣＤ（ＮＩＣＤ）に特異的に結合するモノク
ローナル抗体）を含む。ＩＣＤまたはそのフラグメントに対して抗体を生じさせ、このア
ッセイについて用いることができる。抗原性ペプチドに対するいくつかのポリクローナル
ＡＩＣＤネオエピトープ抗体（ポリクローナル＃66104）が記載されている（Kimberly, W
.T., et al., Biochemistry; (2003); 42(1):137-144）。ＡＩＣＤに特異的に結合するモ
ノクローナルまたはポリクローナル抗体を作成するための抗原性ペプチドは、アミノ酸配
列VMLKKKC (配列番号３９）を有する。この特定の配列は、ポリクローナルおよびモノク
ローナル抗体（例えば、本明細書に記載のモノクローナル抗体２２Ｂ１１）の両方を生じ
させるのに用いることができる。従って、本発明は、アミノ酸配列VMLKKKC (配列番号３
９）に対して生じ特異的に結合するモノクローナル抗体を含む、抗体（例えば２２Ｂ１１
抗体）を提供する。いくつかの方法において、特異的な結合物質は、配列番号３９のアミ
ノ酸配列に対して生じ特異的に結合する抗体（例えば２２Ｂ１１抗体）を含んでなる。
【０１１５】
　本方法は、同定または同定されていないガンマセクレターゼ阻害剤化合物の効力、活性
、特異性および選択性の測定に有用である。本方法は、基質における構造決定因子が、阻
害活性および／または選択性に関与しているか否かを決定するのに有用である。同様に、
本方法は、決定するのに有用である。ある特定の阻害剤が、特定のガンマセクレターゼ開
裂部位の阻害（例えば、γまたはε、Ｓ２またはＳ３等）を介して主として作用するか否
かを決定するのに有用である。本方法はまた、ＪＭＤがある特定のガンマセクレターゼ阻
害剤についての効力および選択性の付与に関与するか否かを決定するのにも有用である。
【０１１６】
　従って、本発明はさらに、ガンマセクレターゼによるガンマセクレターゼ基質の開裂を
阻害するためのガンマセクレターゼ阻害剤の効力を測定するための方法を提供し、該方法
は：
（ａ）式Ｉ～ＩＶのポリペプチドをガンマセクレターゼおよびガンマセクレターゼ阻害剤
とガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；および（ｂ）ガンマセクレ
ターゼ活性の量を測定すること、を含んでなる。例えば、本発明は、化合物が、γ－セク
レターゼを部位特異的にまたは基質特異的に阻害するか否かを決定するための方法であっ
て：（ａ）式Ｉ～ＩＶのポリペプチド配列を提供すること；（ｂ）別途、天然に存在する
γ－セクレターゼ基質または単一の天然に存在する基質に由来する天然に存在するＴＭＤ
及びＪＭＤを含むその断片に由来するポリペプチドを提供すること；（ｃ）（ａ）と（ｂ
）のポリペプチドを化合物とガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で接触させること；
（ｄ）それぞれのポリペプチドについて（ｃ）の接触工程で得られたガンマセクレターゼ
活性の量を測定すること；及び（ｅ）工程（ｄ）で得られた結果を比較し、その化合物が
、天然に存在するガンマセクレターゼ基質と比較して、式Ｉ～ＩＶのポリペプチドのε－
部位でのガンマセクレターゼに対する増大または減少した阻害効力を有するとき、その化
合物がガンマセクレターゼを部位特異的または基質特異的に阻害していると決定すること
、
を含んでなる。
【０１１７】
　いくつかの方法において、式Ｉ～ＩＶのポリペプチドからの２つの部位のいずれかにお
いて開裂産物の阻害に関する効力が、その化合物の存在下で同じ基質の他の２つの部位と
比較して一桁増大または減少する場合、その化合物はガンマセクレターゼの部位特異的阻
害剤である。他の方法において、その化合物の存在下で式Ｉ～ＩＶのポリペプチドに由来
する同じ部位（例えば、γ－および／またはε－部位）の阻害の効力が、２つの異なる基
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質（ＪＭＤ１が基質１に由来し、ＪＭＤ２が基質２に由来するような）と比較したときに
一桁以上増大または減少している場合、その化合物は、ガンマセクレターゼの基質特異的
阻害剤である。
【０１１８】
　本発明は、ガンマセクレターゼ基質に対するガンマセクレターゼの活性を調節するため
の方法であって、ガンマセクレターゼ基質の膜貫通領域のすぐ隣の４つのアミノ酸残基で
、ガンマセクレターゼ基質のアミノ酸配列に修飾を導入することを含んでなる。ガンマセ
クレターゼ基質配列について上記したように、ある特定の４つのＣ末端アミノ酸（Ｘ１～
Ｘ４）は、ガンマセクレターゼが特定の基質配列に対して有する特異性の決定において大
きな役割を担いうる。即ち、当分野で既知の常套技術を用いて、これら特定の配列に対し
て最適のアミノ酸を同定することができる一連の突然変異導入実験を設計することができ
る（例えば、Ｘ２及びＸ４）。従って、特定のネイティブなＪＭＤを選択し、Ｘ２および
Ｘ４に対応するものを除きすべての残基がネイティブのままであり、Ｘ２及びＸ４が２０
個の天然に存在するアミノ酸を用いて変更されている、一連のアミノ酸変異体を作製する
ことができる。ガンマセクレターゼ活性を測定するアッセイは、生じた突然変異配列を、
ガンマセクレターゼ活性において最も大きい変化を示すものについてスクリーニングする
のに用いることができる。修正は、Ｇ、Ｎ、Ｔ、Ｓ、Ｖ、Ｈ、Ｋ、Ｌ、Ｉ、Ｐ、Ａ、Ｑ、
Ｄ、ＥおよびＲからなる群から選択される４つのアミノ酸による４つのアミノ酸残基の置
換を含んでなるものであってよい。修飾は、配列ＧＳＮＫ、ＳＬＳＳ、ＰＰＡＱ、ＤＲＳ
Ｒ、ＱＨＡＲ、ＱＡＳＲ、ＴＴＤＮ、ＲＤＳＴ、ＤＶＤＲおよびＱＩＰＥから選択される
配列による４つのアミノ酸残基の置換を含んでなるものであってよい。
【０１１９】
　さらに、ガンマセクレターゼ基質におけるガンマおよび／またはイプシロン開裂部位で
ガンマセクレターゼ活性を調節する方法であって、ガンマセクレターゼ基質の膜近傍領域
のアミノ酸配列に、
（ａ）ＧＳＮＫ（ガンマセクレターゼ基質がＡＰＰでないとき）；ＳＬＳＳ（ガンマセク
レターゼ基質がＡＰＬＰ２でないとき）、ＰＰＡＱ（ガンマセクレターゼ基質がＮｏｔｃ
ｈ１でないとき）、ＱＨＡＲ（ガンマセクレターゼ基質がｅｒｂＢ４でないとき）、ＱＡ
ＳＲ（ガンマセクレターゼ基質がチロシナーゼでないとき）、ＴＴＤＮ（ガンマセクレタ
ーゼ基質がｐ７５　ＮＴＦＲでないとき）、ＲＤＳＴ（ガンマセクレターゼ基質がＳＣＮ
Ｂ２でないとき）、ＤＶＤＲ（ガンマセクレターゼ基質がｎ－カドヘリンでないとき）お
よびＱＩＰＥ（ガンマセクレターゼ基質がＣＤ４４でないとき）を含んでなるアミノ酸配
列の挿入；および
（ｂ）膜貫通領域のＮ末端のすぐ隣の４つのアミノ酸の、ＧＳＮＫ、ＳＬＳＳ、ＰＰＡＱ
、ＱＨＡＲ、ＱＡＳＲ、ＴＴＤＮ、ＲＤＳＴ、ＤＶＤＲ、ＱＩＰＥおよびＤＲＳＲからな
る群から選択される配列による置換（但し、ガンマセクレターゼ基質がＡＰＰであるとき
ＧＮＳＫは選択されない、ガンマセクレターゼ基質がＡＰＬＰ２であるときＳＬＳＳは選
択されない、ガンマセクレターゼ基質がＮｏｔｃｈ１であるときＰＰＡＱは選択されない
、ガンマセクレターゼ基質がｅｒｂＢ４であるときＱＨＡＲは選択されない、ガンマセク
レターゼ基質がチロシナーゼであるときＱＡＳＲは選択されない、ガンマセクレターゼ基
質がｐ７５　ＮＴＦＲであるときＴＴＤＮは選択されない、ガンマセクレターゼ基質がＳ
ＣＮＢ２であるときＲＤＳＴは選択されない、ガンマセクレターゼ基質がｎ－カドヘリン
であるときＤＶＤＲは選択されない、およびガンマセクレターゼ基質がＣＤ４４であると
きＱＩＰＥは選択されない）
から選択される修飾を導入することを含んでなる方法が提供される。
【０１２０】
　さらに、ガンマセクレターゼ基質に対する、ガンマセクレターゼ特異性を調節する方法
であって、ガンマセクレターゼ基質の膜近傍領域のアミノ酸配列に、
（ａ）ＧＳＮＫを含んでなるアミノ酸配列の挿入（ガンマセクレターゼ基質がＡＰＰでな
いとき）；ＳＬＳＳ（ガンマセクレターゼ基質がＡＰＬＰ２でないとき）、ＰＰＡＱ（ガ
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ンマセクレターゼ基質がＮｏｔｃｈ１でないとき）を含んでなるアミノ酸配列の挿入；及
び
（ｂ）膜貫通領域のＮ末端のすぐ隣の４つのアミノ酸の、ＧＳＮＫ、ＳＬＳＳ、ＰＰＡＱ
、ＱＨＡＲ、ＱＡＳＲ、ＴＴＤＮ、ＲＤＳＴ、ＤＶＤＲ、ＱＩＰＥおよびＤＲＳＲからな
る群から選択される配列による置換（但し、ガンマセクレターゼ基質がＡＰＰであるとき
ＧＮＳＫは選択されない、ガンマセクレターゼ基質がＡＰＬＰ２であるときＳＬＳＳは選
択されない、ガンマセクレターゼ基質がＮｏｔｃｈ１であるときＰＰＡＱは選択されない
、ガンマセクレターゼ基質がｅｒｂＢ４であるときＱＨＡＲは選択されない、ガンマセク
レターゼ基質がチロシナーゼであるときＱＡＳＲは選択されない、ガンマセクレターゼ基
質がｐ７５　ＮＴＦＲであるときＴＴＤＮは選択されない、ガンマセクレターゼ基質がＳ
ＣＮＢ２であるときＲＤＳＴは選択されない、ガンマセクレターゼ基質がｎ－カドヘリン
であるときＤＶＤＲは選択されない、およびガンマセクレターゼ基質がＣＤ４４であると
きＱＩＰＥは選択されない）
から選択される修飾を導入することを含んでなる方法が提供される。
【０１２１】
　基質が式ＩＩまたはＩＶのいずれかで示される場合、Ｘ２およびＸ４の残基のみを修飾
される一方、残基Ｘ１およびＸ３は天然に存在するＪＭＤ配列に由来するものである（例
えば、これに限定されないが、配列番号４４および４６に開示されるもの）。
【０１２２】
　さらに、ガンマセクレターゼ基質に対するガンマセクレターゼ阻害剤の選択性を推定す
る方法であって、ガンマセクレターゼのアミノ酸配列を分析すること；ＪＭＤ領域におけ
るガンマセクレターゼ基質のアミノ酸配列を他のガンマセクレターゼ基質のアミノ酸配列
と比較すること；およびガンマセクレターゼ基質に対するガンマセクレターゼ阻害剤の選
択性が、それが他のガンマセクレターゼ基質と共通する配列相同性または同一性の程度に
おける変化によってどの程度影響を受けるかを決定すること、を含んでなる方法を提供す
る。
【０１２３】
　さらに、式Ｉ～ＩＶのいずれかのポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチドレオ
チド配列（例えば、配列番号１～５１および９１～１０１のいずれかを含んでなるポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチド配列）を提供する。
【０１２４】
　本発明は、式Ｉ～ＩＶのいずれかのポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配
列を含んでなる、ベクター、組換え細胞、およびトランスジェニック非ヒト動物、または
組換え天然型ガンマセクレターゼ基質またはそのフラグメント（例えば、配列番号１、３
～１２、１５～３６、４２～５１、９４～１０１のポリペプチド配列を含んでなる、組換
え細胞およびトランスジェニック非ヒト動物）を提供する。
【０１２５】
　ポリペプチドのアミノ酸配列が決まっていれば、当業者は、ポリヌクレオチド配列を作
製し、周知の遺伝子コードと種々の生物及び発現系にとって最適化されたコドンを用いて
、種々のタイプの細胞における発現と発現系について、そのような配列を最適化すること
が可能である。
【０１２６】
化合物、組成物及び処置方法
　他の態様では、本発明は、基質または部位特異的にガンマセクレターゼを阻害する化合
物、そのような化合物を含有する医薬組成物、そのような化合物を用いるアルツハイマー
病の処置方法、およびそのような化合物を用いるガンマセクレターゼの阻害方法を提供す
る。
【０１２７】
　即ち、本発明は、ガンマセクレターゼを部位特異的に阻害する化合物を提供する。本発
明のいくつかの化合物は、ガンマセクレターゼ基質のガンマ開裂部位でのガンマセクレタ
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ーゼ活性を優先的に阻害する。本発明のいくつかの化合物は、ガンマセクレターゼ基質の
イプシロン開裂部位でのガンマセクレターゼ活性を優先的に阻害する。
【０１２８】
　ガンマセクレターゼ基質のガンマまたはイプシロン開裂部位のいずれかでのガンマセク
レターゼ活性を阻害する化合物は、
（ａ）式Ｉ～ＩＶのポリペプチド配列を提供すること；（ｂ）別途、天然に存在するガン
マセクレターゼ基質に由来するポリペプチド配列を提供すること；（ｃ）（ａ）と（ｂ）
のポリペプチドをガンマセクレターゼ活性が可能な条件下で化合物と接触させること；（
ｄ）それぞれのポリペプチドについて（ｃ）の接触工程で得られたガンマおよびイプシロ
ン開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量を測定すること；（ｅ）（ｂ）の接触工程で
得られたガンマおよびイプシロン開裂部位でのガンマセクレターゼ活性の量を測定するこ
と；および（ｆ）工程（ｄ）および（ｂ）で得られた結果を比較し、その化合物が、ガン
マセクレターゼを部位特異的または基質特異的に阻害していることを決定すること、
による本発明のアッセイ方法によって同定される。
【０１２９】
　ガンマ開裂部位の化合物阻害活性について計算されたＥＣ50値が、同じ基質内の、また
は他の数多く鋸となるガンマセクレターゼ基質の、イプシロン開裂部位での化合物阻害活
性について計算されたＥＣ50よりも小さいとき、化合物はガンマセクレターゼ基質のガン
マ開裂部位でガンマセクレターゼ活性を選択的に阻害する。与えられた部位（例えば、そ
の基質（またはその基質のＪＭＤを含んでなる配列）のイプシロン開裂部位）での化合物
阻害活性について計算されたＥＣ50値が、数多くの異なるガンマセクレターゼ基質（同じ
ＪＭＤ配列を含まない）の同等の部位（例えばイプシロン開裂部位）での化合物阻害活性
について計算されたＥＣ50値よりも小さい場合、化合物はガンマセクレターゼの基質特異
的な阻害剤である。いくつかの化合物はスルホンアミド官能基を含んでなる。
【０１３０】
　さらに、アミロイド前駆体タンパク質（ＡＰＰ）、Ｎｏｔｃｈ、アミロイド前駆体タン
パク質様タンパク質（ＡＰＬＰ２）、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ｐ７５　Ｎ
ＴＦＲ、ｎ－カドヘリンおよびＳＣＮＢ２から選択される第１のガンマセクレターゼ基質
の開裂を、ＡＰＰ、Ｎｏｔｃｈ、ＡＰＬＰ２、ＳＲＥＢＰ１、チロシナーゼ、ＣＤ４４、
ｅｒｂＢ４、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ｎ－カドヘリンおよびＳＣＮＢ２から選択される少なく
とも１つの異なるガンマセクレターゼ基質と比較して、選択的に阻害する、本明細書に記
載の方法によって同定することができる化合物を提供する。いくつかの化合物は、Ｎｏｔ
ｃｈ、ＡＰＬＰ２、チロシナーゼ、ＣＤ４４、ｅｒｂＢ４、ｐ７５　ＮＴＦＲ、ｎ－カド
ヘリンおよびＳＣＮＢ２から選択される少なくとも１つのガンマセクレターゼ基質と比較
してＡＰＰの開裂を選択的に阻害する。いくつかの化合物は、ＮｏｔｃｈおよびＡＰＬＰ
２から選択される少なくとも１つのガンマセクレターゼ基質と比較してＡＰＰの開裂を選
択的に阻害する。
【０１３１】
　本発明は、製薬的に許容し得る塩、ビークル、担体、希釈剤および／またはアジュバン
トと共に、上記の化合物を含んでなる組成物を提供する。
【０１３２】
　化合物は、経口、非経口（ＩＶ、ＩＭ、デポ－ＩＭ、ＳＱおよびデポＳＱ）、舌下、鼻
内（吸入）、髄腔内、局所または直腸投与することができる。当業者に知られている投与
形態は本発明の化合物のデリバリーに適している。
【０１３３】
　治療上有効量の本発明化合物を含有する組成物を提供する。本化合物は、好ましくは、
経口投与のための錠剤、カプセル、またはエリキシル、または非経口投与のための滅菌溶
液または懸濁液等の適当な医薬調製物に製剤化する。典型的には、上記の化合物を当業者
に周知の技術および手順を利用して医薬組成物に製剤化する。
【０１３４】
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　約１～５００ｍｇの本発明の化合物または化合物の混合物をまたは生理学的に許容し得
る塩またはエステルを、生理学的に許容し得るビークル、担体、賦形剤、結合剤、保存剤
、安定化剤、香料等と調合して、薬務上許容されている単位投与形態とすることができる
。これら組成物または調製物における活性成分の量は、表示した範囲の適切な用量が得ら
れるような量である。組成物は単位投与形態に好ましく製剤化され、各用量に約２～約１
００ｍｇ、より好ましくは１０～３０ｍｇの活性成分を含有する。「単位投与形態」は、
ヒトの患者または他の動物のための統一された用量として適当な物理的に分離した単位を
意味し、各単位は所望の治療効果をもたらすよう計算された、予め決められた量の活性成
分を、適当な製薬的な賦形剤とともに含有する。
【０１３５】
　組成物を調製するために、１以上の本発明化合物を適当な製薬的に許容し得る担体と混
合する。化合物を混合または添加した後に得られる混合物は、溶液、懸濁液、エマルジョ
ン等であってよい。リポソーム懸濁液もまた、製薬的に許容し得る担体として適している
。これらは、当業者に知られている方法にしたがって製造することができる。得られた混
合物の形態は、意図する投与の形式、化合物の選択した担体またはビークルにおける溶解
性を含む、数多くのファクターに依存する。有効な濃度は、その疾患、障害または処置さ
れる状態の少なくとも１つの症状を緩和または改善するのに十分な濃度であり、経験的に
決定してもよい。
【０１３６】
　本明細書に記載の化合物の投与に適した製薬的な担体またはビークルとしては、具体的
な投与形式に適する当業者に知られている任意の担体が含まれる。さらに、活性物質は、
所望の作用に害を及ぼさないまたは別の作用を有する他の活性物質と混合することができ
る。本化合物は単独の製薬的活性成分として組成物に製剤化してもよいし、あるいは他の
活性成分と組み合わせても良い。
【０１３７】
　化合物が有効な製剤にするに溶解性が不十分であるとき、可溶化の方法を用いることが
できる。そのような方法は知られており、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）等の共溶媒
の使用やＴｗｅｅｎ（登録商標）等の界面活性剤の使用、および炭酸水素ナトリウム水溶
液中での溶解挙げられるがこれに限定されない。塩またはプロドラッグ等の化合物の誘導
体もまた、有効な医薬組成物の製剤化に使用できる。
【０１３８】
　化合物の濃度は、投与の際に、その化合物が投与される障害の少なくとも１つの症状を
緩和または改善する量のデリバリーに有効である。典型的には、組成物は単一用量での投
与用に製剤化する。
【０１３９】
　本発明の化合物は、例えば持続放出型の製剤またはコーティングのように、身体からの
急速な排出から保護する担体を用いて調製することができる。そのような担体としては、
放出制御製剤が挙げられる（例えば、マイクロカプセル化デリバリーシステムが挙げられ
るがこれに限定されない）。活性化合物は、処置する患者に対する望ましくない副作用な
しに治療上有用な効果を発揮するのに十分な量で、製薬的に許容し得る担体内に入れられ
る。治療上有効な濃度は、処置する障害に関する、公知のｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　
ｖｉｖｏモデル系で化合物を試験することにより実験的に決定してよい。
【０１４０】
　本発明の化合物及び組成物は、複数または単一用量の容器内に包装することができる。
包装された化合物及び組成物は、例えば使用時に組合せ可能なコンポーネントを含む、キ
ットとして提供することができる。例えば凍結乾燥状態の阻害剤化合物と適当な希釈液を
、使用前に混合するための別々のコンポーネントとして提供することができる。キットに
は、阻害剤化合物と同時投与のための第２の治療剤を含むことができる。本阻害剤および
第２の治療剤は、別々のコンポーネントパーツとして提供してもよい。キットは、それぞ
れ１以上の単一用量の本発明化合物を入れている複数の容器を含んでいてもよい。この容
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器は、好ましくは所望の投与形式に適合させ、例えば、経口投与のための錠剤、ゲル、カ
プセル、徐放カプセル等、非経口投与用のデポー、充填済注射器、アンプル、バイアル等
；及び局所投与用のパッチ、メディパッド（medipad）、クリーム等が挙げられるがこれ
に限定されない。
【０１４１】
　医薬組成物中の活性化合物の濃度は、活性化合物の吸収、不活性化および排泄率、投与
スケジュール、および投与量、ならびに当業者に知られている他の因子に依存する。
【０１４２】
　活性成分は１回で投与してもよく、または少ない用量でいくつかに分割し間隔をおいて
投与することもできる。正確な用量および処置の期間は、処置する疾患に応じて変化する
ものであり、試験プロトコルを用いてまたはｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの試
験データから推定することにより、実験的に決定することができると当業者は理解してい
る。濃度および投与量の値は、軽減される状態の重篤度によっても変化し得る。また、具
体的な患者についての投与レジメは、その人における必要性と、その組成物を投与するま
たはその投与を監督する人の専門的判断にしたがって時間をかけて調整すべきであること
、そして、本明細書に記載した濃度の範囲は、単に経験的なものであり本発明の組成物の
範囲または実施の限定を意図するものではないと理解される。
【０１４３】
　経口投与を所望する場合は、胃の酸性の環境から化合物を保護する組成物として提供す
べきである。例えば、組成物を、胃で統合性を維持し腸内で活性化合物を放出する腸溶コ
ーティングを用いて製剤化することができる。組成物はさらに、制酸剤または他のそのよ
うな成分と組み合わせて製剤化することもできる。
【０１４４】
　経口組成物は一般に不活性な希釈剤または食用の担体を含有し、錠剤に圧種するかゼラ
チンカプセル内に入れることができる。経口での治療的投与を目的として、活性化合物を
添加剤で取り込ませて錠剤、カプセルまたはトローチの形態で用いることができる。製薬
的に適した結合剤及びアジュバント材料を組成物の一部として入れることができる。
【０１４５】
　錠剤、丸剤、カプセル剤、トローチ等は、類似した性質の以下の成分が挙げられるがこ
れに限定されない任意のものを含有することができる：トラガカントガム、アカシア、コ
ーススターチ、またはゼラチン等の結合剤；微晶性セルロース、デンプンまたはラクトー
ス等の賦形剤；アルギン酸及びコーンスターチ等の崩壊剤；ステアリン酸マグネシウム等
の滑沢剤；二酸化ケイ素コロイド等の滑剤（gildant）；スクロースまたはサッカリン等
の甘味料；およびペパーミント、サリチル酸メチルまたはフルーツフレイバー等の香料。
【０１４６】
　単位投与形態がカプセルである場合、上記のタイプの材料に加えて、油脂等の液体の担
体を含むことができる。さらに、単位投与形態は、単位投与形態の物理的な形態を修飾す
る、他の種々の材料を含むことができる（例えば、糖や他の腸溶剤のコーティング）。化
合物はまた、エリキシル、懸濁剤、シロップ、ウェハー、チューイングガム等の一成分と
して投与することもできる。シロップには、活性成分に加え、甘味料としてスクロース、
特定の保存料、染料および着色料、および香料を含有することができる。
【０１４７】
　活性物質はさらに、所望の作用に害を及ぼさないまたは所望の作用を補う他の活性物質
と混合することができる。
【０１４８】
　非経口、経皮、舌下または局所適用に用いる液体または懸濁液は、以下の成分の任意の
ものを含有することができる：滅菌希釈剤（注射用水、生理食塩水、固定油、天然の植物
油（ゴマ油、ココナツ油、ピーナッツ油等）、または合成脂質ビークル（オレイン酸エチ
ル等）、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコール、または他の合成
溶媒等）；抗微生物剤（ベンジルアルコールおよびメチルパラベン等）；抗酸化剤（アス
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コルビン酸、亜硫酸水素ナトリウム等）；キレート剤（エチレンジアミン四酢酸（EDTA）
等）；緩衝剤（酢酸塩、クエン酸塩、リン酸塩等）；および浸透圧調節剤（塩化ナトリウ
ムおよびデキストリン等）。非経口用調製物は、ガラス、プラスチックまたは他の適当な
材料できた、アンプル、使い捨て注射器または複数用量のバイアルに入れることができる
。緩衝剤、保存料、抗酸化剤等は必要に応じて入れることができる。
【０１４９】
　静脈内注射の場合、適当な担体としては、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水（PBS）
およびグルコース、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコールおよびその混合
物等の増粘剤や可溶化剤を含有する溶液が挙げられる。組織標的化したリポソームを含む
リポソーム懸濁液もまた、製薬的に許容し得る担体として適している。これらは、例えば
、米国特許第4,522,811に記載されているように、当分野で公知の方法にしたがって製造
することができる。
【０１５０】
　活性化合物は、例えば持続放出型の製剤またはコーティングのように、身体からの急速
な排出から保護する担体を用いて調製することができる。そのような担体としては、放出
制御製剤（例えば、インプラント、マイクロカプセル化デリバリーシステム、生分解性、
生体適合性ポリマー（コラーゲン、エチレン酢酸ビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸
、ポリオルトエステル、ポリ乳酸等）が挙げられるがこれに限定されない）が挙げられる
。そのような製剤の調製方法は当業者に知られている。
【０１５１】
　本発明の化合物は経腸的にまたは非経口的に投与することができる。経口投与の場合、
本発明の化合物を、当業者に知られている経口投与の通常の投与形態で投与することがで
きる。これらの投与形態としては、錠剤及びカプセルの通常の固形単位投与形態ならびに
液体の投与形態（溶液、懸濁液、およびエリキシル等）が挙げられる。固形の投与形態を
用いる場合、投与が必要な本発明の化合物の投与が１日１回または２回ですむよう徐放性
のタイプの形態になっているのが好ましい。
【０１５２】
　経口投与形態を患者に１日に１、２、３または４回投与する。本発明の化合物を１日に
３回以下、より好ましくは１日１回または２回投与するのが好ましい。従って、本発明の
化合物は、経口投与形態で投与することが好ましい。どのような経口投与形態を用いるに
しても、本発明の化合物を胃の酸性環境から保護するように設計することが好ましい。腸
溶コーティングされた錠剤は当業者にはよく知られている。さらに、各々コーティングに
より井酸から保護された小さな球を封入したカプセルもまた当業者にはよく知られている
。
【０１５３】
　上記のとおり、不斉炭素原子が存在するか否かによって、本発明の化合物は異性体の混
合物、ラセミ体または純粋な異性体として存在し得る。
【０１５４】
　化合物の塩は好ましくは製薬的に許容し得るものであるかまたは非毒性である。合成及
び精製の目的上、製薬的には許容されない塩を使用することも可能である。
【０１５５】
　本組成物は、当分野で知られているアルツハイマー病の処置に有効な更なる薬剤を含有
し得る。
【０１５６】
　また、本発明のアッセイ法により同定された化合物またはその塩の有効量を患者に投与
することを含んでなる、そのような処置を必要とする患者における、アミロイドベータペ
プチドの蓄積に関連する疾患（例えば、アルツハイマー病または軽度認識障害）の処置お
よび／または予防の方法を提供する。いくつかの方法は、アルツハイマー病の発症または
進行の予防、遅延または遅らせるのに役立ち得る。いくつかの方法において、患者はアル
ツハイマー病と診断されている。好ましいそのような方法において、患者はヒトである。
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【０１５７】
　同様に、本発明は、本発明のアッセイ法により同定された化合物またはその塩の有効量
を患者に投与することを含んでなる、そのような処置を必要とする患者におけるＮｏｔｃ
ｈシグナル伝達の活性化に関連する疾患（例えば、癌および自己免疫疾患等）の処置およ
び／または予防の方法を提供する。いくつかの方法は、癌または自己免疫疾患の発症また
は進行の予防、遅延または遅らせるのに役立ち得る。いくつかの方法において、患者は癌
または自己免疫疾患と診断されている。好ましいそのような方法において、患者はヒトで
ある。
【０１５８】
　本処置方法は、治療上有効量：経口投与では約０．１ｍｇ／日～約１０００ｍｇ／日；
非経口投与、舌下、鼻内、鞘内投与では約０．５ｍｇ／日～約１００ｍｇ／日；デポー投
与およびインプラントでは約０．５ｍｇ／日～約５０ｍｇ／日；局所投与では約０．５ｍ
ｇ／日～約２００ｍｇ／日；直腸投与では約０．５ｍｇ／日～約５００ｍｇ／日を用いる
。
【０１５９】
　経口投与の治療上有効な量は、約１ｍｇ／日～約１００ｍｇ／日、好ましくはｍｇ／日
～約５０ｍｇ／日；であり非経口投与では約５ｍｇ／日～約５０ｍｇ／日であろう。
【０１６０】
　本発明はさらに、特定の基質に対するガンマセクレターゼ活性または細胞内の基質の特
定の開裂部位に対するガンマセクレターゼ活性を選択的に阻害する方法であって、細胞を
、ガンマセクレターゼを選択的に阻害するのに有効な本発明のアッセイにより同定された
化合物と接触させることを含んでなる、方法を提供する。いくつかの方法は、阻害するガ
ンマセクレターゼ活性を、通常の活性と比較して約３～５倍阻害する。さらに好ましくは
、本方法は、通常の活性と比較して、ガンマセクレターゼ活性を約５倍～１０倍、さらに
好ましくは約１０倍～約１５倍、さらに好ましくは約１５倍～約２０倍阻害する。さらに
より好ましくは、本方法は、ガンマセクレターゼ活性を約２０倍超阻害する。細胞は例え
ば、ヒト細胞等の哺乳類細胞であり得る。いくつかの方法では、細胞は単離された哺乳類
細胞、好ましくは単離されたヒト細胞である。
【０１６１】
　与えられたガンマセクレターゼ基質のガンマまたはイプシロン開裂部位のいずれかでガ
ンマセクレターゼを選択的に阻害する方法は、この基質に対するガンマまたはイプシロン
開裂部位のいずれかでのガンマセクレターゼの活性に関連する疾患または障害を有する患
者を処置するのに用いることができる。いくつかの方法において、患者は、与えられたガ
ンマセクレターゼ基質のガンマまたはイプシロン開裂部位のいずれか一方または他方での
ガンマセクレターゼ活性に関連する疾患または障害の臨床的徴候を示している。いくつか
の疾患または障害は、イプシロン開裂部位でのガンマセクレターゼ活性ではなく、ガンマ
開裂部位でのガンマセクレターゼ活性に関連する。本方法において有用な化合物は本発明
のアッセイにより、ガンマセクレターゼ基質のまたはガンマセクレターゼ基質のガンマセ
クレターゼ開裂部位の選択的な阻害剤として同定されるので、ガンマセクレターゼに関連
する障害または疾患を処置する方法は、他のガンマセクレターゼ基質または他の開裂部位
でのガンマセクレターゼ活性に有害な作用を及ぼすことなく処置することができる（例え
ば、Ｎｏｔｃｈシグナル伝達、またはガンマセクレターゼ基質のイプシロン開裂部位での
開裂）。
【０１６２】
　本発明の方法及びアッセイは、細胞内のベータペプチド及びＩＣＤの量を決定すること
ができる当分野で知られている任意のタイプのアッセイを用いることができる。一態様で
は、アッセイは任意のタイプの結合アッセイ、好ましくは免疫学的結合アッセイである。
そのような免疫学的結合アッセイは当分野で周知である（Asai, ed., Methods in Cell B
iology, Vol. 37, Antibodies in Cell Biology, Academic Press, Inc., New York (199
3)参照）。免疫学的結合アッセイは、典型的に補足剤を用いて分析物標的抗原に特異的に
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結合させしばしば固定化させる。補足剤は分析物に特異的に結合する部分であってよい。
補足剤は、Ａβに特異的に結合する抗体またはそのフラグメント（例えば、Ａβの４０個
のアミノ酸残基に存在するエピトープに特異的に結合する抗体またはそのフラグメント）
であってよい。そのような抗体またはそのフラグメントのいくつかは、Ａβの最初の２３
アミノ酸残基（即ちＡβ１－２３）に存在するエピトープに特異的に結合する。いくつか
の抗体またはそのフラグメント（例えば、ガンマセクレターゼ基質から生じるＩＣＤペプ
チドのエピトープに特異的に結合する抗体またはそのフラグメント）はガンマセクレター
ゼ基質でガンマセクレターゼによる開裂により生じるフラグメントのエピトープに特異的
に結合する。これら剤のいくつかは商業的に入手可能であり（ＡＰＰ　Ｃ末端抗体　Sigm
a Aldrich Cat. ＃A8717）、そのような剤のいくつかは標準的な免疫原技術を用いて作製
することができる（例えば、ハイブリドーマ、抗血清、ポリクローナル抗体産生）。
【０１６３】
　免疫学的結合アッセイでは、補足剤と抗原によって形成された結合複合体の存在を示す
標識剤がよく用いられる。標識剤は結合福男交代を含んでなる分子の１つであってよい；
即ち複合体は特異的な結合剤または標識された抗特異的結合剤抗体で標識することができ
る。あるいは、標識剤は、複合体に結合する第３の分子、一般には別の抗体、であってよ
い。標識剤は、例えば、標識を有する抗特異的結合剤抗体であってよい。結合複合体に特
異的な第２の抗体は標識を欠いていても良いが、その第２の抗体がそのメンバーである抗
体の種に特異的な第４の分子によって結合させることができる。例えば、第２の抗体はビ
オチン等の検出可能な部分で修飾した後、酵素標識ストレプトアビジン等の第４の分子で
結合することができる。プロテインＡまたはプロテインＧ等の、免疫グロブリン定常領域
に特異的に結合することが可能な他のタンパク質もまた標識剤として使用することができ
る。これらの結合タンパク質は、連鎖球菌の細胞壁の通常の抗生物質であり、様々な種に
由来する免疫グロブリン定常領域と強力な非免疫原性の反応性を示す（一般に、Akerstro
m, J Immunol, 135:2589-2542 (1985); and Chaubert, Mod Pathol, 10:585-591 (1997)
を参照）。標識剤は、Ａβの最初の２３アミノ酸残基（Ａβ１－２３）に特異的に結合す
る抗体またはその断片を含んでなることができる。いくつかのそのような抗体またはその
断片はＡβの最初の７アミノ酸残基（即ちＡβ１－７）に存在するエピトープに特異的に
結合し、そのような抗体またはその断片のいくつかはＡβの最初の５アミノ酸（即ちＡβ
１－５）に存在するエピトープに特異的に結合する。
【０１６４】
　アッセイにおいて、インキュベーションおよび／または洗浄工程は、試薬の混合後にそ
れぞれ必要であるかもしれない。インキュベーション工程は約５秒～数時間であり、好ま
しくは約５分～約２４時間である。しかしながら、インキュベーション時間はアッセイの
形式、分析物、溶液の体積、濃度等に依存する。アッセイは、ある温度範囲で行うことが
できるが、通常は室温でアッセイを行う。
【０１６５】
　部位特異的または基質特異的なガンマセクレターゼ介在の開裂の阻害を示すアッセイは
、ガンマセクレターゼ基質の任意の既知の形態（数多くのＡＰＰ形態を含む）を用いるこ
とができ、非限定的例として、６９５アミノ酸の「ノーマルな」アイソタイプ（Kang et 
al., 1987, Nature 325:733-6に記載）、７７０アミノ酸のアイソタイプ（Kitaguchi et.
 al., 1981, Nature 331:530-532に記載）、および種々の変異体（スウェーデン変異(KM6
70-1NL) (APPswe)、ロンドン変異(V7176F)等）が挙げられる。既知の変異体としては、例
えば、米国特許第５７６６８４６、さらにHardy, 1992, Nature Genet. 1:233-234を参照
。さらなる有用な基質は、２塩基アミノ酸変異、例えばＷＯ００／１７３６９に開示のＡ
ＰＰ－ＫＫ、ＡＰＰ－ＫＫのフラグメントおよびガンマセクレターゼ開裂部位を含有する
合成ペプチド、野生型（ＷＴ）または変異体（例えばＡＰＰｓｗｅ）（米国特許第5,441,
870号、同第5,605,811号、同第 5,721,130号、同第6,018,024号、同第5,604,102号、同第
5,612,486号、同第5,850,003号および、同第6,245,964号に記載）が挙げられる。
【０１６６】



(42) JP 2010-533478 A 2010.10.28

10

20

30

40

50

　免疫学的結合アッセイは、非競合的タイプのアッセイであってよい。これらのアッセイ
は、補足した分析物の量を直接測定する。例えば、１つの好ましい「サンドウィッチ」ア
ッセイでは、それが固定化される固体の基質に補足剤（抗体）を直接結合させることがで
きる。これらの固定化された抗体は、次いで、試験サンプル中に存在する抗体を捕捉（に
結合）する。このように捕捉されたタンパク質を次いで標識剤（標識を有する第２の抗体
等）に結合させる。別の企図する「サンドウィッチ」アッセイでは、第２の抗体は標識を
欠いているが、その第２の抗体が由来する種の抗体に特異的な標識抗体によって結合する
ことができる。第２の抗体はまた、ストレプトアビジン等の第３の標識された分子が特異
的に結合することができる、ビオチン等の検出可能な部分で修飾されていてもよい（本明
細書の一部を構成する、Harlow and Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Ch 14, C
old Spring Harbor Laboratory, NY (1988)参照）。
【０１６７】
　免疫学的な結合アッセイは競合的タイプのアッセイであってよい。サンプルに存在する
分析物の量を、サンプルに存在する分析物によって捕捉剤から置換または競合により離れ
た添加分析物の量を測定することにより直接測定する。１つの好ましい競合結合アッセイ
において、既知量の分析物（通常、標識された）をサンプルに加えた後、サンプルを抗体
（捕捉剤）と接触させる。抗体に結合した標識された分析物の量は、サンプルに存在する
分析物の濃度に反比例する（前掲のHarlow and Lane, Antibodies, A Laboratory Manual
, Ch 14, pp. 579-583参照）。
【０１６８】
　別の企図する競合結合アッセイでは、抗体を固体の基質に固定化する。抗体に結合させ
るタンパク質の量は、タンパク質／抗体複合体に存在するタンパク質の量を測定するか、
または残存する複合体を形成しなかったタンパク質の量を測定することにより決定するこ
とができる。タンパク質の量は、標識したタンパク質を提供することにより検出すること
ができる（前掲のHarlow and Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Ch 14参照）。
【０１６９】
　さらなる企図する競合結合アッセイでは、ハプテン阻害を用いる。ここで、既知の分析
物は固体の基質に固定化する。既知量の抗体をサンプルに加え、サンプルを固定化された
抗体と接触させる。固定化された分析物に結合した抗体の量はサンプルに存在する分析物
の量に反比例する。固定化された抗体の量は、抗体の固定化されたフラクションまたは溶
液中に残っているフラクションのいずれかを検出することによって検出することができる
。検出は、その抗体が標識される場所に対するものか、上記の抗体に特異的に結合する標
識部分を次いで添加することによる間接的なものである。
【０１７０】
　本競合結合アッセイは、本発明の特異的な結合剤によって認識されるタンパク質または
酵素複合体が所望のタンパク質であり交差反応する分子でないこと、または抗体が抗原に
特異的であって関連しない抗原に結合しないものであるかどうかを、当業者が決定できる
交差反応性の決定に用いることができる。このタイプのアッセイでは、抗原を固体の支持
体に固定化し、未知のタンパク質混合物を、特異的な結合剤が固定化されたタンパク質と
競合するアッセイに添加する。競合する分子はまた、その抗原と無関係な１以上の抗原に
結合する。固定化された抗原に対する特異的な結合剤抗体の結合と競合するタンパク質の
能力は、固体の支持体に固定化された同じタンパク質による結合と比較し、タンパク質混
合物の交差反応性を決定する。
【０１７１】
　ベータおよびＩＣＤペプチドを検出するための、ベータ－およびＩＣＤ－特異的抗体の
使用を必要としない他の非免疫学的技術も利用することができる。例えば、２次元のゲル
電気泳動を用いて、サンプル流体中に存在する密接に関連した可溶性タンパク質を分離す
ることができる。ベータおよび／またはＩＣＤポリペプチド（例えばＡβ）の多くのフラ
グメントと交差反応する抗体を用い、ゲルでの正確な位置に基づいて同定される特定のペ
プチドの存在についてゲルをプローブすることができる。培養細胞の場合、細胞のタンパ
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ク質を代謝的に標識し、場合により最初の分離工程として免疫沈降を用い、ＳＤＳ－ポリ
アミドゲル電気泳動により分離することができる。
【０１７２】
　本発明はさらに、サンプル中のＡβおよび／またはＩＣＤの存在を検出または定量する
ためのウェスタンブロット法を提供する。この方法は、通常、サンプルタンパク質を分子
量および、ニトロセルロースフィルター、ナイロンフィルター、または誘導体化したナイ
ロンフィルター等の適当な固体の支持体へのタンパク質の輸送に基づいてゲル電気泳動に
より分離することを含んでなる。サンプルを、Ａβおよび／またはＩＣＤと特異的に結合
する抗体またはそのフラグメントとインキュベーションし、生じた複合体を検出する。こ
れらの抗体は直接標識化するか、あるいはその抗体と特異的に結合する標識抗体を用いて
検出することができる。
【０１７３】
結合試薬
　本発明の方法は、ベータペプチドに対する特異的な結合剤（例えばＡベータに対する抗
体等）を含んでなる。本方法がＡβに対する少なくとも２つの抗体を含んでなる場合、好
ましくは、一方の抗体は「捕捉」分子として、他方の抗体は検出または「標識」分子とし
て作用する。ある特定の態様では、捕捉抗体はＡβのエピトープを認識することができ、
例えば補足抗体は、好ましくは、アミノ酸１－２８内のエピトープを認識する。
【０１７４】
　ＡＰＰ開裂の生成物の特性は、例えば、Pirttila et al., 1999, Neuro. Lett. 249:21
-4, and in U.S. Patent No. 5,612,486に記載されるような種々の抗体を用いるイムノア
ッセイにより測定することができる。Ａβを検出するのに有用な抗体としては、例えば、
Ａβペプチドのアミノ酸１－１６のエピトープを特異的に認識するモノクローナル抗体６
Ｅ１０、それぞれヒトＡβ１－４０及び１－４２に特異的である抗体１６２および１６４
（New York State Institute for Basic Research, Staten Island, NY）；および米国特
許第5593846号に記載されているような、ベータアミロイドペプチドの連結領域、残基１
６と１７の間の部位を認識する抗体が挙げられる。ＡＰＰの残基５９１～５９６の合成ペ
プチドに対する抗体およびスウェーデン変異の残基５９０～５９６に対して生じたＳＷ１
９２抗体もまた、ＡＰＰおよびその開裂産物のイムノアッセイにおいて有用である（米国
特許第５６０４１０２号および同第５７２１１３０号に記載されているように）。
従って、Ａβ、ＩＣＤ、ＴＭＤおよびＣ末端領域等のガンマセクレターゼ基質の領域に特
異的な抗体は、（ＡＰＰに関して）アミノ酸４～７（Ａβ）、アミノ酸残基１３～２８か
らなる連結領域、アミノ酸３３～４０（Ａβ40に特異的）、アミノ酸３０～４２（Ａβ４

２に特異的）、アミノ酸５０～５５（ＡＩＣＤ　Ｎ末端）およびＡＰＰのＣ末端部分等の
所望の標的エピトープを含んでなる適当な抗原またはハプテンに対して製造することがで
きる。便宜上、合成ペプチドは、適当な免疫原と組み合わせた慣用の固相法により製造す
ることができ、慣用の方法により抗血清またはモノクローナル抗体の製造に用いることが
できる。適当なペプチドハプテンは、通常、Ａβ内に少なくとも５つの連結した残基を含
んでなり、６以上の残基を含んでいてもよい。
【０１７５】
　合成ポリペプチドハプテンは、アミノ酸が伸張鎖に順次付加される、周知のMerrifield
固相合成法により製造することができる（Merrifield, J. Am. Chem. Soc., (1963); 85:
2149-2156）。アミノ酸配列は、当分野で知られているおよび／または本明細書で具体的
に記載されているＩＣＤの配列または既知のガンマセクレターゼ基質のＮ末端フラグメン
トに基づきうる。
【０１７６】
　ポリペプチドハプテンの十分量が得られたら、本明細書の一部を構成するHudson and H
ay, Practical Immunology, Blackwell Scientific Publications, Oxford, Chapter 1.3
, 1980に一般的に記載されるような、血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニ
ン、または他の適当なタンパク質担体等の、適当な免疫原担体に連結することができる。
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有用である免疫原担体の例は、αＣＤ３κ抗体である（Boehringer-Mannheim, Clone No.
 145-2C11）。
【０１７７】
　十分量の免疫原が得られたら、所望のエピトープにと杭的な抗体をｉｎ　ｖｉｔｒｏま
たはｉｎ　ｖｉｖｏの方法によって製造することができる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏの方法では
リンパ球を免疫原に暴露するが、ｉｎ　ｖｉｖｏの方法は免疫原を適当な脊椎動物宿主へ
注入することが必要である。適当な脊椎動物宿主は、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、
山羊等を含む非ヒト動物である。予め決められた計画にしたがって動物に免疫原を注射し
、改善された力価と選択性を有する連続的出血でその動物を周期的に出血させる。注射は
筋肉内、腹腔内、皮下等により行うことができ、不完全フロイントアジュバント等のアジ
ュバントを用いることができる。
【０１７８】
　所望であれば、所望の特異性を有する抗体を産生することが可能な不死化細胞系を調製
することによりモノクローナル抗体を得ることができる。そのような不死化細胞系は様々
な方法で製造することができる。便宜上、マウス等の小さな脊椎動物を、記載した方法に
より所望の免疫原で超免疫する。次いで、この脊椎動物を屠殺し（通常最後の免疫後数日
後）、脾細胞を取り出し、その脾細胞を不死化する。不死化のやりかたは重要ではない。
本発明において有用なモノクローナル抗体は、Kohler et al., Nature 256:495 (1975) 
記載のハイブリドーマ法；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法 (Kosbor et al., Immunol Today
 4:72 (1983); Cote et al., Proc Natl Acad Sci (USA) 80: 2026-2030 (1983); Brodeu
r et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63,
 Marcel Dekker, Inc., New York, (1987))およびEBV－ハイブリドーマ法 (Cole et al.,
 Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R Liss Inc, New York N.Y., pp 77
-96, (1985)によって作製することができる。
【０１７９】
　ハイブリドーマ法を用いる場合、ミエローマ細胞系を用いることができる。ハイブリド
ーマ産生融合法のいて用いるのに適したそのような細胞系は、好ましくは非抗体産生であ
り、高い融合効率と、所望の融合細胞（ハイブリドーマ）のみの増殖をサポートする特定
の選択培地で増殖可能な酵素欠損を有する。例えば、マウス融合において用いられる細胞
系は、Sp-20, P3-X63/Ag8, P3-X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4 1, Sp210-Ag14, FO, NSO/U, MP
C-11, MPC11-X45-GTG 1.7およびS194/5XX0 Bul; ラット融合に用いられる細胞系はR210.R
CY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983Fおよび4B210である。細胞融合に有用な他の細胞系はU-266, GM
1500-GRG2, LICR-LON-HMy2およびUC729-6である。モノクローナル抗体を産生するハイブ
リドーマおよび他の細胞系は、本発明の新規の組成物であると考えられる。
【０１８０】
　ファージディスプレイ法もまた、任意の種のモノクローナル抗体の産生に用いることが
できる。好ましくは、この方法は、完全なヒトのモノクローナル抗体の作製に用いられ、
単一のＦａｂまたはＦｖ抗体フラグメントをコードするポリヌクレオチドがファージ粒子
の表面に発現する(Hoogenboom et al., J Mol Biol  227: 381 (1991); Marks et al., J
 Mol Biol 222: 581 (1991); さらに 米国特許第5,885,793号も参照)。各ファージは本明
細書に記載の結合アッセイを用いて「スクリーニング」してＡβおよび／またはＩＣＤに
対して親和性を有する抗体フラグメントを同定することができる。従って、これらのプロ
セスは、抗体フラグメントレパートリーの線状バクテリオファージの表面でのディスプレ
イおよびＡβおよび／またはＩＣＤに対するそれらの結合によるファージの選択を介する
免疫選択を模擬するものである。１つのそのような手順は、そのような方法論を用いて、
ＭＰＬ－およびｍｓｋ－受容体に対する高い親和性と機能的なアゴニスト抗体フラグメン
トの単離を記載するＰＣＴ出願PCT/US98/17364（出願人Adamsら）に記載されている。こ
のアプローチでは、既に記載されているように（Mullinax et al., Proc Natl Acad Sci 
(USA) 87: 8095-8099 (1990)）、末梢血リンパ球由来の天然の再配列したヒトＶ遺伝子を
クローニングすることによって、ヒト抗体遺伝子の完全なレパートリーを作成することが
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できる。モノクローナル抗体作製の具体的方法は、本明細書の一部を構成するAntibodies
: A Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory, 198
8に記載されている。
【０１８１】
　モノクローナル抗体およびポリクローナル抗体（抗血清）に加え、本発明の検出法は、
Ｆ（ａｂ）、Ｆｖ、ＶＬ、ＶＨおよび他のフラグメント等の抗体フラグメントを使用する
ことができる。但し、ポリクローナル抗体の使用において、モノ特異的な抗体産生をもた
らすために、標的エピトープに対する抗血清を吸着させる必要があり得る。また、現在特
許文献および科学文献において十分に記載されているように、組換え的に産生した抗体（
免疫グロブリン）およびその変異体を用いることも可能である。例えば、本明細書の一部
を構成する、EPO 8430268.0; EPO 85102665.8; EPO 85305604.2; PCT/GB 85/00392; EPO 
85115311.4; PCT/US86/002269および特願85239543を参照。さらに、記載したように調製
した抗体の結合特異性を模擬する他の組換えタンパク質を調製することも可能である。
【０１８２】
　本発明について用いることができる細胞のタイプとしては、天然に存在するものか人工
的に構築されたものに関わらず、配列番号１を含んでなるガンマセクレターゼ基質を発現
し、ガンマセクレターゼ活性を可能にする、任意のタイプの細胞が挙げられる。非限定的
な例としては、実施例に記載されてものを含む、本明細書に記載された細胞のタイプが挙
げられる。既知のまたは本明細書に記載の方法を用いて、当業者は、配列番号１を含んで
なるポリペプチドを含んでなるガンマセクレターゼ基質および野生型ガンマセクレターゼ
基質をコードするｃＤＮＡで、逐次にまたは同時に形質転換／トランスフェクトすること
ができる。組換え核酸法、遺伝子操作（即ちノックアウト株の作成）、および細胞形質転
換／トランスフェクションの任意の知られている方法、ならびに本明細書において詳細に
記載した方法を用いることができる。
【０１８３】
　組換えＤＮＡ分子、タンパク質および抗体産生、ならびに組織カルチャーおよび細胞形
質転換、に関して標準的な方法を用いることができる。例えば、Sambrook, et al.（以下
）またはCurrent Protocols in Molecular Biology (Ausubel et al., eds., Green Publ
ishers Inc. and Wiley and Sons 1994）を参照。酵素反応および増殖方法は、典型的に
は、製造元の取扱説明書にしたがって、またはSambrook et al. (Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (
1989))に記載されているような当業者が共通して認識しているような慣用の手順を用いて
、あるいは本明細書に記載されているように行う。特に記載しない限り、実験方法、およ
び分析化学の方法、合成有機化学、ならびに医化学および製薬化学に関連して用いる本明
細書に記載の用語は、当分野において周知で一般に用いられているものである。標準的な
技術を、化学合成、化学分析、医薬調製物、製剤および送達および患者の処置に用いるこ
とができる。
【０１８４】
　見出しのセクションは単に構成上の目的で本明細書で用いられているのであって、記載
した発明を何ら限定するものではないと解釈される。すべての文献は本明細書の一部を構
成するものと解釈される。
【０１８５】
　以下の実施例は、本発明の特定の態様の単なる説明であって、特許請求の範囲で定義さ
れる本発明を限定するものであると解釈されない。
【実施例】
【０１８６】
一般的技術
　ＪＭＤキメラ基質のプラスミド構築
既に記載されているSPA4CT-LE構築物(Dyrks, et al., FEBS Lett., 1992; 309: 20-24)に
類似するpcDNA3.1-C99プラスミドを標準的なＰＣＲ法により作製した。ＡＰＰシグナルペ
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プチドを、ジペプチドロイシン－グルタミン酸（ＬＥ）リンカーを介して、Ｃ９９フラグ
メントのＮ末端に融合した。pcDNA3.1-C99GVP構築物の作製に用いた方法論は既に記載さ
れている方法と同様のものである（Karlstrom, H., et al., J. Biol. Chem., 2002; 277
: 6763-6766)（Figure ３参照）。簡潔には、ＡｓｃＩ部位を、Ｃ９９のトリプルリジン
（Ｋ）膜アンカーをコードするヌクレオチドの３’の隣に導入し、そこでＧＶＰコード配
列が次いでインフレーム（Ｃ９９のリジン膜アンカー配列のＣ末端側へ）で挿入される。
膜近傍ガンマセクレターゼ基質キメラのシリーズを作製するために、Ｃ９９ＧＶＰにおけ
る１９残基の内腔膜近傍ドメイン（ＡＰＰ695のアミノ酸残基６０６～６２５に対応）を
コードするヌクレオチドを、それぞれC99GVP-APLP2, C99GVP-Notch1およびC99GVP-SREBP1
の構築物を生じる、ヒトＡＰＬＰ－２（アミノ酸６７４～６９３）、Ｎｏｔｃｈ１（アミ
ノ酸１７１６～１７３４）、ＳＲＥＢＰ１（アミノ酸６４６９～６４８７）の対応する領
域をコードするヌクレオチド配列で置換する。３つのキメラすべてを、２対の重複プライ
マーを用いる２ステージのＰＣＲ法を用いて構築した（プライマーに一覧はTable　Ｉを
参照）。これらのキメラ基質のキャラクタリゼーションを行い、ガンマセクレターゼ基質
としての活性、次いでＡβおよびＡＩＣＤの産生と分泌を調べた（Figure ６～７）。Ａ
ＰＰのプレＴＭＤ　ＧＳＮＫモチーフを保持するキメラ（Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２＊ま
たはＣ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２－ＧＳＮＫ、Ｃ９９ＧＶＰ－Ｎｏｔｃｈ１＊またはＣ９９
ＧＶＰ－Ｎｏｔｃｈ－ＧＳＮＫ、およびＣ９９ＧＶＰ－ＳＲＥＢＰ１＊またはＣ９９ＧＶ
Ｐ－ＳＲＥＢＰ１－ＧＳＮＫと表示する）を同様にして、異なる組のプライマーについて
作製した。
さらに、C99GVP-SLSS四重（quadruple）ＪＭＤキメラを同じＰＣＲ法で構築した。内腔の
膜近傍ドメイン内の点変異（即ちC99GVP-G25S, S26L, N27SおよびK28S；Figure ２および
９Ａ～Ｄ）を、QuikChange (Stratagene)部位特異的突然変異導入キットを用い、製造元
の説明書にしたがって作製した。ｃＤＮＡはすべて配列決定により確認した。Ｃ９９ＧＶ
Ｐから作製したＡβおよびＡβ様ペプチドおよび種々のキメラ基質を、ＡβペプチドのＮ
末端残基（Ａｓｐ－１）を参照して番号付けした。
【０１８７】
抗体：
　ＡＰＰのＣ末端の最後の２０アミノ酸に対するポリクローナル抗体およびモノクローナ
ル抗Ｆｌａｇを販売元から購入し（Sigma Cat. ＃A8717およびF1804）、ウェスタンブロ
ットにそれぞれ１：２００００および１：２０００の希釈率で使用した。ＶＰ１６に対す
るモノクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology Cat. ＃sc-1728, Santa Cruz, CA）
をウェスタンブロットに１：５００の希釈率で用いた。モノクローナル抗体、２Ｈ３（Ａ
β４－７に特異的）、２Ｇ３（Ａβ３３－４０に特異的）、および２１Ｆ１２（Ａβ３０
－４２に特異的）を、既に記載されているように（Johnson-Wood, K., et al., Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA, 1997; 94: 1550-1555）に実験室内で作製した。ポリクローナルお
よびモノクローナル［２２Ｂ１１］ＡＩＣＤ　ｎｅｏ－エピトープ抗体をVMLKKKC（配列
番号３９）に対して惹起した。ＥＬＩＳＡによるモノクローナル［２２Ｂ１１］抗体のキ
ャラクタリゼーションは、抗体が抗原ペプチドに用量応答的に結合することを示した。［
２２Ｂ１１］抗体は、インタクトなＡＰＰε－開裂部位（ＴＶＩＶＩＴＬＶＭＬ　ＫＫＫ
ＱＴＹＴＳ、配列番号９１）とともに抗原ペプチドを含むペプチドと交差反応しない。イ
ンタクトなε－開裂部位（即ち、開裂部位にまたがり、開裂によってｎｅｏ－エピトープ
を欠く）は、［２２Ｂ１１］抗体と抗原ペプチドとの間の結合に干渉しない（Figure １
５およびFigure １６）。
【０１８８】
セルカルチャーおよび一時的トランスフェクション
　ヒト293（ＨＥＫ２９３）細胞（ＡＴＣＣ）を、１０％ウシ胎児血清（Hyclone, SV 300
14.03）およびペニシリン５０ユニット／ｍＬおよびストレプトマイシンを添加した
、高グルコースのダルベッコ修飾Ｅａｇｌｅ培地（DMEM, Gibco/Invitrogenより入手, Ca
t ＃ 11960）中で培養した（３７℃、５％、ＣＯ２）。細胞は継代数３０未満のものを用
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いた。シード時点の細胞の生存率は、Ｖｉ－Ｃｅｌｌアナライザー（Beckman-Coulter）
を用いて測定したところ９５％を超えていた。プレート上の細胞は、標準的な組織カルチ
ャー倒立顕微鏡で判断したところ、実験のすべてのフェーズで終止細胞密度が９５％を超
えていた。トランスフェクションはすべて、６ウェルの組織カルチャープレート(Costar)
に細胞数５×１０６にて実施した。以下の３つのプラスミド：pG5E1B-luc, 200 ng (R. M
aurer, OHSUより寄贈); pCMV-β-gal, 100 ng (R. Maurer, OHSUより寄贈); C99GVPまた
は種々のキメラ構築物, 200～400ngを各ウェルに共に加えた。FuGENE6試薬(Roche Cat.＃
 11-814443001)を、接着細胞の一時的トランスフェクションについて製造元のプロトコル
にしたがって用いた。トランスフェクションから１６時間後に、トランスフェクトされた
細胞を、１２ウェル（２×１０６細胞）および／または９６ウェルのプレート（５×１０
４細胞）（Coster）に再度シードし、新鮮な培地を、ガンマセクレターゼ基質の有りまた
は無しで添加した。分析のため、細胞および馴化培地をトランスフェクションから４８時
間後に回収した。
【０１８９】
トランスフェクトしたＨＥＫ細胞の阻害剤処理
　遷移状態アナログガンマセクレターゼ阻害剤Ｌ６８５４５８（Sigma）およびペプチド
模擬阻害剤ＤＡＰＴ（Dovey, H.F., et al., J Neurochem., 2001; 76:173-181）をＤＭ
ＳＯに溶解し、２０ｍＭストックとした。同様に、スルホンアミド阻害剤の数多くのElan
シリーズを本明細書に記載したように作製し使用した（Figure １１～１４参照）。阻害
剤をセルカルチャー（例えばＨＥＫ）に示した終濃度で添加し、処理した細胞をトランス
フェクションから４８時間後に回収した。メタロプロテイナーゼ阻害剤ＴＡＰＩ－Ｉ（Ca
lbiochem）を終濃度４０μＭで用いた。Ａβ分解酵素阻害剤、バシトラシンおよびホスホ
ラミドンをそれぞれ終濃度１ｍｇ／ｍＬおよび４０μＭで用いた。阻害実験はすべて３重
で少なくとも３回行った。
【０１９０】
基質およびＡＩＣＤのウェスタンブロット検出
　一時的トランスフェクションから４８時間後に、１２または６ウェルの組織カルチャー
プレートにて培養したＨＥＫ細胞を、冷却したＴＢＳで洗浄し、プロテアーゼ阻害剤カク
テル（SigmaAldrich Cat.# P8340）を添加した１ｍＬの溶解バッファー（ＴＢＳ中、０．
１％　ＳＤＳ、０．５％デオキシコール酸および１％　ＮＰ－４０）中でホモジナイズし
た。サンプルはすべて４℃にて１時間可溶化させ、１４０００×ｇで３０分間遠心して清
澄化した。上清のアリコートをLaemmliサンプルバッファー中で５分間煮沸し、１０～２
０％Tris-トリシンSDS-PAGE (Invitrogen)で分離した。ゲルを適当な抗体を用いてウェス
タンブロットに付し、Supersignal West Pico化学発光基質(Pierce Cat.＃ 34080)で可視
化した。実験はすべて少なくとも３回行った。
【０１９１】
免疫染色
　野生型または一時的にトランスフェクトしたＣＯＳ－７細胞をＰＢＳ中２％パラホルム
アルデヒドにより室温で２０分間固定化し、次いでＰＢＳ中０．２％のTriton X-100で１
０分間透過処理した。C99GVPおよび変異体基質ならびにAICD-GVPを、サンプルを、ポリク
ローナル抗ＶＰ１６で２時間およびローダミン結合ロバ抗ヤギ２次抗体（Jackson Labora
tory Cat.＃ 705-165-003）で１時間、順次インキュベーションすることにより検出した
。染料はすべてBio-Rad MRC 1024ES共焦点顕微鏡（Bio-Rad）で可視化し、付属のＣＣＤ
カメラで撮影した。
【０１９２】
ルシフェラーゼレポーター遺伝子アッセイ
ルシフェラーゼレポーターアッセイをトランスフェクションから４８時間後に行った。９
６ウェルプレート（BD Biosciences）にシードした細胞をＰＢＳで１回洗浄し、１ウェル
あたりレポーター溶解バッファー（Promega)２０μＬ中に回収した。１００μＬの発光基
質（Promega)を添加した後、ルシフェラーゼ活性をMicroLumatPlusマイクロプレート照度
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計（Berthold Technologies）で測定した。β－ガラクトシダーゼ発光基質（BD Bioscien
ces）を用い、同様にしてβ－ガラクトシダーゼ活性を測定した。トランスフェクション
効率およびトランスフェクションの一般的な効果の対照として、２つ一組のプレートにて
β－ガラクトシダーゼ活性を測定することによりルシフェラーゼ活性を標準化した。実験
はすべて３重行い、少なくとも３回繰り返した。
【０１９３】
Ａβの免疫沈降（ＩＰ）およびウェスタンブロット検出
　馴化培地または細胞リゼート中の総Ａβペプチドを、２Ｈ３抗体４μｇを用い、４℃に
て一晩免疫沈降した後、５０％プロテインＧ－セファロース（GE Healthcare）スラリー
５０μＬと１時間インキュベーションし、同じ溶解バッファーで３回洗浄した（ウェスタ
ンブロットの項で記載したように）。タンパク質を、７０℃にて５分間加熱することによ
り、Laemmliサンプルバッファーに固相免疫沈降から溶出させ、10～20％Tris-トリシンSD
S-PAGEまたは修飾Tris-トリシン／８Ｍ尿素ゲル（Qi-Takahara, Y., et al., J Neurosci
. (2005; 25, 436-445)）で分離した。ミクロセルロースメンブレン（Invitrogen）上に
移した後、メンブレンをＰＢＳ中９８℃に５分間加熱し、２Ｈ３抗体で免疫染色し、Supe
r-signal West Pico化学発光基質で可視化した（Pierce）。各実験は少なくとも３回反復
した。
【０１９４】
２２Ｂ１１モノクローナル抗体の作製手順：ペプチドのコンジュゲーション
　ヒツジ抗マウスＩｇＧ（Jackson ImmunoResearch）とカップリングさせた２２Ｂ１１に
対する免疫原は（ＮＨ２）－ＶＭＬＫＫＫ－Ｃ＊（(NH2)-VMLKKKが、ＡＰＰ　ＴＭＤのイ
プシロン開裂により生じるｎｅｏ－エピトープであり、Ｃｙｓ（Ｃ＊）が癌に対するペプ
チドのカップリグを促進に関する人工的に追加したアミノ酸である）とした（Anaspec, S
an Jose, CAの受注による合成により入手）。ペプチドを以下の方法によりカップリング
した。ヒツジ抗マウスＩｇＧ　１０ｍｇを、１０ｍＭホウ酸バッファー（ｐＨ８．５）に
対し一晩透析した。次いで、透析した抗体を２ｍＬに濃縮した。10ｍｇのスルホＥＭＣＳ
（Molecular Sciences）を１ｍＬの脱イオン水に溶解した。４０モル濃度の過剰量のスル
ホＥＭＣＳを、ヒツジ抗マウスＩｇＧに滴加した後１０分間攪拌した。活性化したヒツジ
抗マウスを、0.1ＭのＰＯ４　５ｍＭ　ＥＤＴＡ（ｐＨ6.5）で平衡化したPierce１０ｍＬ
prestoカラムで脱塩した。抗体を含むフラクションをプールし、Ａ２８０および減衰係数
として１．４を用いて約１ｍｇ／ｍＬに希釈した。４０モル濃度過剰のペプチドを１０ｍ
ＭのＰＯ４（ｐＨ8.0）２０ｍLに希釈した。希釈したペプチドをそれぞれ１０mgのヒツジ
抗マウス抗体に加え、室温にて４時間振盪した。次いで、このコンジュゲーションを１０
ｍL未満に濃縮し、バッファーの交換および過剰のペプチドの除去を数回行いながらＰＢ
Ｓに対して透析した。次いで、サンプルを0.22μフィルターにより滅菌し、１ｍｇずつの
アリコートとし、－２０℃で凍結した。ＰｉｅｒｃｅのＢＣＡタンパク質アッセイを用い
、コンジュゲートの濃度を、ウマＩｇＧ標準曲線を用いて濃度を測定した。コンジュゲー
トを、カップリングしたペプチドの、活性化したヒツジ抗マウスの上での分子量シフトに
より測定した。
【０１９５】
免疫化およびスクリーニングプロトコル
　抗体２２Ｂ１１をＡ／Ｊマウス（Jackson Laboratories）を、Ｃ末端のネイティブな配
列に付加した人工のシステイン（Ｃ＊）を介してヒツジ抗マウス（Jackson ImmunoResear
ch）とカップリングさせた (NH2)-VMLKKKC（配列番号３９）および連結剤スルホＥＭＣＳ
（Molecular Sciences）で免疫化することにより作製した。０、１４、２８日目に動物に
注射し、３５日目に力価を測定した。最も高い力価のマウスを、KohlerおよびMilsteinの
修飾を用いて融合し、得られた陽性のものをペプチドVMLKKKC (配列番号３９)に対する反
応性、および領域、特に、TVIVITLVMLKKKQYTS (配列番号91) またはMBP-C125（マルトー
ス結合タンパク質に融合したＡＰＰ C125（ここで、APP C125はADRGLTTRPG SGLTNIKTEE I
SEVKMDAEF RHDSGYEVHH QKLVFFAEDV GSNKGAIIGL MVGGVVIATV IVITLVMLKK KQYTSIHHGV VEVD
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AAVTPE ERHLSKMQQN GYENPTYKFF EQMQN (配列番号92)である））にまたがるペプヂドに対
する反応性の欠如に関してスクリーングした。
【０１９６】
　ハイブリドーマ融合および増殖に用いた物質は以下のとおり：ポリエチレングリコール
 4000 (PEG4000) 50% w/v（75 mM HEPES中）(Roche Cat ＃783 641より入手); 高グルコ
ースDulbecco修飾 Eagle培地（グルタミンなし）(DME, Gibco/Invitrogen, Cat ＃11960
より入手); ウシ胎児血清 (FBS, Hyclone, SV 30014.03より入手); 1M HEPES (Gibco, Ca
t # 15630より入手); Elan Media Facilityにて調製した10 mM ヒポキサンチン(Sigma)；
 Elan Media Facilityにて調製した0.17 M NH4Cl  (Sigma Tissue Culture Grade Reagen
ts); SP2/0 AG14細胞（American Type Cell Collection)およびElan Hybidoma Facility
にて再クローンした; アザセリン(Sigma Tissue Culture Grade Reagents, Cat ＃A1164-
5MG);コンフルエント SP2/0 (自家回収)より得た50 mL 培地; 組換えIL6 (Roche, Cat ＃
 1 444 581より入手); 96ウェル組織カルチャープレート(Corningより入手)。
【０１９７】
融合プロトコル
　マウスをＣＯ２による昏睡により屠殺した後、頸椎脱臼して７０％エタノールで数分間
浸漬した。脾臓を無菌で取り出し、５ｍＬの増殖培地（ＤＭＥ高グルコース（グルタミン
なし）２０％ＦＢＳ、１０-4Ｍヒポキサンチン、１５ｍＭ　ＨＥＰＥＳおよび２ｍＭグル
タミン）に置いた。
【０１９８】
　単細胞懸濁液を得られるまで、２つのすりガラススライドの間で脾臓細胞を解離させた
。次いで、脾臓細胞懸濁液を１５ｍLの試験管に移し、４の設定（500×ｇ）でＩＥＣ臨床
遠心にて５～１０分間遠心することによりペレット化した。
【０１９９】
　細胞ペレットを、４℃の0.17 M NH4Cl７ｍLで再懸濁し、破片の大きな凝集物を３～５
分間静置させた。融合物から破片を分離させ、赤血球細胞を溶解した。単細胞懸濁液をピ
ペットにより破片ペレットからピペットでとり、５０ｍLの試験管に移し、増殖培地を加
えて５０mLとし、細胞数を計測した後ペレット化した。
【０２００】
　SP2/0 Ag14は中期～後期対数期に存在する。SP2/0細胞数を血球計で計測し、十分量のS
P2/0を取り出し、上記のとおり遠降させて1 SP2/0～4脾細胞を得た。ｓｐ２／０からの培
地を選択培地のため保存する。SP2/0細胞はＤＭＥに再懸濁し、脾細胞を加える。ＤＭＥ
を加えて容量５０ｍLとし、細胞混合物を４の設定で１０分間遠心する。
【０２０１】
　振り混ぜて細胞ペレットを軟らかくした。振盪しながら、１ｍL のPEG 4000を細胞ペレ
ットに加えた。細胞を攪拌し、１、２分間PEG 4000を細胞に接触させた。２５ｍLのＤＭ
Ｅを細胞／ＰＥＧ混合物に加え、室温で１分間インキュベーションする。２５ｍLの増殖
培地を加え、室温で１分間インキュベーションする。次いで細胞を４の設定で１０分間遠
心し、選択培地に懸濁する（45 mL SP2/0 馴化培地、0.45 mL 2 mM グルタミン, 0.45 mL
   10-2 M ヒポキサンチン, 200 ug アザセリン, 2 mL FBS, 100 U/mL IL6, １００ｍLの
増殖培地）。融合物を１５の９６ウェル組織カルチャー処理プレートに５０μL／ウェル
でプレーティングする。
【０２０２】
　融合の翌日、５０μLの増殖培地を各ウェルに加える。融合から３～５日後に培地の半
量を吸引し、新鮮な増殖培地１００μLと交換する。融合から７日後、ウェルの５０％以
上にハイブリドーマが観察される。融合から６～８日後、１００μLの培地を添加する。
融合から１０～１２日後、スクリーニングを行う。
【０２０３】
実施例１：ＡＰＰ細胞内ドメイン（ＡＩＣＤ）に対する抗体の産生
　ＡＩＣＤポリクローナル抗体：２種類のＡＩＣＤポリクローナル抗体を商業的な供給元



(50) JP 2010-533478 A 2010.10.28

10

20

30

40

50

からカスタム合成により得た（Anaspec, San Jose, CA）。ポリクローナル抗体はいずれ
も免疫化ペプチドVMLKKKC （配列番号３９）に対して陽性の力価を示した。抗体は、固定
化した免疫化ペプチドに対してアフィニティー精製した。抗体の特異性をウェスタンブロ
ットおよびＥＬＩＳＡベースの解析により確認した。アフィニティー精製したＡＩＣＤ駆
血清はＡＩＣＤを認識したが、キメラα－およびβ－Ｃ末端フラグメントまたはホロタン
パク質は認識せず、このＡＩＣＤ抗血清は開裂したＡＩＣＤフラグメントに特異的である
ことを示した。
【０２０４】
　ＡＩＣＤモノクローナル抗体：モノクローナル抗体を、ＡＩＣＤアミノ酸配列のＮ末端
部分に対して合成した。この技術は免疫原ペプチドVMLKKKC (SEQ ID NO:39)に対するよう
に行った。Kimberly, et al., Biochemistry 42(1):137-144 (2003)参照。得られたモノ
クローナル抗体［２２Ｂ１１］は、ガンマセクレターゼ開裂により生じたＡＩＣＤフラグ
メントのＮ末端領域に対し特異的な結合を示す（上記；Figure １５およびFigure １６）
。
【０２０５】
実施例２：ＡβＥＬＩＳＡ
　異なるＡβを定量するのに用いたＥＬＩＳＡは、上記のおよび本明細書の一部を構成す
るJohnson-Wood, K., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. ., 1997; 94: 1550-15
55に記載の標準的な技術を用いて行った。サンプル中のＡβ４０およびＡβ４２ペプチド
を、それぞれ、２Ｇ３または２１Ｆ１２抗体でコーティングしたプレートにて捕捉し、ビ
オチン化２Ｈ３抗体で検出した。ストレプタビジンアルカリホスファターゼコンジュゲー
ト（Ｒｏｃｈｅ）から生じた蛍光シグナルを、CytoFlourマイクロプレートリーダー（App
lied Biosystems）で測定した。合成Ａβ４０またはＡβ４２ペプチド（Anaspec）を用い
て標準曲線（Figure １０）を作成した。すべての実験は３回行った。
【０２０６】
実施例３：ＡＰＰのＩＣＤ（ＡＩＣＤ）の定量検出
　上記のＡＩＣＤポリクローナルまたはモノクローナル抗体のいずれかによる細胞リゼー
トの捕捉およびＡＰＰのＣ末端に対する抗体による表示（例えば、１３Ｇ８、自家調製）
に基づくＡＩＣＤサンドウィッチＥＬＩＳＡを確立した。あるいは、ルシフェラーゼベー
スのレポーターアッセイを用いてＡＩＣＤの存在を検出し、定量し、それらの数を既知ま
たは可能性のあるガンマセクレターゼ阻害剤化合物の阻害効力を関連付けることができる
。
【０２０７】
合成ＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡ標準
　ＡＩＣＤペプチドとＡＰＰ　Ｃ末端ペプチド（APP681-693；C-GYENP TYKFF EQM, SEQ I
D NO:93）を、１，１１－ビス－マレイミドテトラエチレングリコール（Pierce）で架橋
することにより、ＡＩＣＤ標準を合成した。合成ＡＩＣＤ標準を逆相ＨＰＬＣにより、Ｌ
Ｃ質量分析により純度＞８０％まで精製した（データ示さず）。標準の全量および濃度を
、重量、純度および計算された分子量に基づき決定した。標準をさらに質量分析および逆
相ＨＰＬＣならびにサンドウィッチＥＬＩＳＡにおけるバックグラウンドに対する陽性シ
グナルによる化学的キャラクタリゼーションに基づいて確認した。（Figure １０）。あ
るいは、完全長、ネイティブ配列ＡＩＣＤペプチド、（配列番号４１）：VMLKKKQYTS IHH
GVVEVDA AVTPEERHLS KMQQNGYENP TYKFFEQMQN, (Calbiochem Cat. ＃ 171545＃)を標準と
して用いた。
【０２０８】
ＡＩＣＤに対するｍＡｂを用いるＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡ：標準曲線
　上記のとおり作製し精製したモノクローナル抗体［２２Ｂ１１］を、4℃にて48時間、
コーティングバッファー(一リン酸ナトリウム・２Ｈ２Ｏ　0.23g/L、リン酸二ナトリウム
・７Ｈ２Ｏ　26.2g/L, アジ化ナトリウム 1g/L、1L q.s.　滅菌精製水), pH 8.0)中10μg
/mLを100μLでThermolon 4HBX ９６ウェルプレートにコーティングした。インキュベーシ
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ョンの後、バッファー溶液をウェルから除去し破棄した。各ウェルに０．２５％のブロッ
キングバッファー（２５g/L結晶性スクロース、10.8g/Lリン酸二ナトリウム・7H2O、1g/L
リン酸一ナトリウム・１H2O、8.33mL／Ｌヒト血清アルブミン３０％溶液、アジ化ナトリ
ウム0.5ｇ／Ｌ、1Ｌq.s.滅菌精製水、pH７．４）２００μLを４℃にて一晩添加した。こ
のインキュベーションの後、ブロッキングバッファーをウェルから除去し、排気した。減
圧下で、一晩プレートをチャンバー内に傾けて置き、ウェルを完全に乾燥させた。ＡＰＰ
のＣ末端領域に特異的な抗ＡＰＰウサギポリクローナル抗体（「抗ＡＰＰcter」）をSigm
aAldrich (Cat. ＃A8717)より購入し、標準的方法を用いてビオチン化した。この修飾抗
体を検出抗体として用いた。ストレプトアビジンコンジュゲートアルカリホスファターゼ
（GE Healthcare (旧Amersham） Cat. ＃ RPN-1234）を自家調製した蛍光基質Ａ（31.2ｇ
／Ｌ　２－アミノ－２－メチル－１－プロパノール、30～33ｍＬ／Ｌ　6ＮＨＣｌ、0.03g
/L　４－メチルウンベリフェリルホスフェート、q.s.１L　上質水）とともにレポーティ
ングシステムとして用いた。蛍光プレートリーダー（Cytofluor 4000 またはMolecular D
evices SpectraMax GeminiEM）を用いて９６ウェルプレートにおけるシグナルを測定した
。ＡＰＰ由来ペプチドＣＴＦ５０（ＨＰＬＣによる純度＞９５％）をCalbiochem (Cat. 
＃171545)から購入した。（VMLKKKQYTS IHHGVVEVDA AVTPEERHLS KMQQNGYENP TYKFFEQMQN,
 (SEQ ID NO.41)を有する）。このペプチドは免疫沈降し、ＥＬＩＳＡプレート上でｍＡ
ｂ［２２Ｂ１１］により捕捉し、それぞれ、ウェスタンブロットで抗ＡＰＰcterウサギポ
リクローナル抗体およびＥＬＩＳＡアッセイにより検出した。ＨＥＫ２９３細胞リゼート
および精製したＡＩＣＤペプチドでスパイクした対照の「スパイクおよびリカバリー」実
験は標準曲線におけるシフトは示さず、アッセイおいて検出し得るバックグラウンドも生
じなかった。サンプルと標準をカゼイン希釈液（8g/L NaCl、0.144g/L リン酸二ナトリウ
ム、0.2g/L リン酸一カリウム、0.2g/L KCl、カゼイン2.5g/L、q.s. 1L 上質水、NaOH （
必要量を加えてｐＨ8.6に調整）に希釈し、プレートに結合させた。
【０２０９】
ポリクローナル抗体ＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡ
　ＨＥＫ２９３細胞を標準的に条件下、約９０％コンフルエントまで増殖した。細胞を回
収し、計数し、次いで、ＰＤＬ－コーティング６０ｍｍディッシュに培地５ｍL中２×１
０６細胞／でディッシュにプレーティングした。細胞を約４時間ディシュに定着させた。
種々の構築物の細胞へのトランスフェクションは、Lipofectamine 2000TM (LF2K)(Invitr
ogen)を用い標準的な技術を用いて行った。簡潔には、２μgのプラスミドDNAおよび４μL
のＬＦ２ＫをOpti-MEM (Gibco)の別々の１５０μＬアリコートに希釈し、１０～１５分間
静止させた。次いで２つのアリコートを混合し、約２０分でＤＮＡ：脂質複合体を形成さ
せた。次いで、３００μＬ　ＤＮＡ：脂質複合体を、３ｍLの新鮮な培地中、細胞に加え
、一晩インキュベーションした。可能性のあるまたは既知のガンマセクレターゼ阻害剤化
合物を細胞に投与するために、トランスフェクトした細胞を回収し、２００，０００細胞
／ウェルにてPDL-コート２４ウェルプレートに再プレーティングし、プレートに約４時間
定着させた。細胞を洗浄し、５００μLの新鮮な培地を加えた。阻害剤化合物を、ＤＭＳ
Ｏ中１０×濃度のストック溶液からの細胞に加え、細胞と一晩インキュベーションさせた
（約１８時間）。インキュベーションの後、馴化培地（ＣＭ）を細胞から回収し、手短に
遠心し、Ａβ　ＥＬＩＳＡを用いた分析のために保存した。細胞をＰＢＳで１回洗浄した
後、１５０μＬの溶解バッファー（PBS＋0.5% NP40 + CompleteＴＭ阻害剤 (Roche)）を
各ウェル添加した。プレートを４℃で１５分間インキュベーションし、回収したリゼート
を１５０００×ｇにて１０分間遠心することにより回収した。タンパク質測定とＡＩＣＤ
　ＥＬＩＳＡのために上清を保存した。典型的なタンパク質収量は約０．４５ｍｇ／ｍＬ
である。
【０２１０】
ルシフェラーゼアッセイ
　ＨＥＫ細胞におけるＡＩＣＤ－ＧＶＰ産生を確認後、上流活性化配列（ＵＡＳ）Ｇａｌ
４応答エレメントを含むルシフェラーゼレポーター遺伝子をトランス活性化する能力を試
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験した。レポーター遺伝子単独でトランスフェクトした細胞からはシグナルは検出されな
かったが、ＧＶＰの活性な形態を同時発現している場合は強いトランス活性化を生じ、こ
のレポーターアッセイの選択性を確認した。ＧＶＰ対照のシグナルと比較可能な強いシグ
ナルがＣ９９ＧＶＰで同時トランスフェクトした細胞についても観察された（Figure ５
Ｃ）。ガンマセクレターゼ阻害剤処理は、Ｃ９９ＧＶＰトランスフェクト体のみにおいて
ルシフェラーゼ活性の用量依存的減少を生じ（Figure ５Ｃ）、Ｃ９９ＧＶＰ誘導レポー
タートランス活性化がガンマセクレターゼ依存であることを示した。ウェスタンブロット
により測定したところ同じ処理でＡＩＣＤ産生は完全に消失したが、残存するルシフェラ
ーゼ活性は、過剰のガンマセクレター阻害剤の存在下で維持された（Figure ５Ｂ）。こ
の矛盾は、顕著な感受性および非線形シグナルアウトプットから生じ得る（Karlstrom, H
., et al., J. Biol. Chem., 1997; 277:6763-6766; Cao, X., and Sudhof, T.C., J. Bi
ol. Chem., 2004; 279: 24601-611）が、他のプロテアーゼによるＣ９９ＧＶＰ細胞質尾
部の非特異的な開裂に起因するものではないようである。
【０２１１】
　次に、Ｃ９９ＧＶＰからＡβ産生を特徴付けた。野生型のＨＥＫ細胞およびｍｏｃｋ－
トランスフェクションコントロールは小さなＡβを馴化培地に分泌した（Figure ５Ｄ、
レーン１）。対照的に、ＩＰ／ウェスタンブロット（Figure ５Ｄ）およびＡβ４０およ
びＡβ４２種をそれぞれ検出するＥＬＩＳＡ（Figure １Ｄ、上段）で測定されるように
、Ｃ９９ＧＶＰの一時的発現は強いＡβ産生につながった。これまでの報告と一致して、
Ａβ４０（210.8±19.2ｐＭ）は主要な分泌種であるが、Ａβ４２（39.1±6.4ｐＭ）は全
Ａβの小さいフラクション（15.7±2.5％）にすぎない（Figure ５Ｄ）。γ－セクレター
ゼ阻害剤処理によりＡβ分泌は完全に消失した（Figure ５Ｄ）。最後に、我々は、Ｃ９
９ＧＶＰまたは野生型ＡＰＰのいずれかを基質として用い、２つの阻害剤のＡβ低減効力
を比較した。ＥＬＩＳＡにより測定されるように、２つの基質についての各ＩＣ50値は、
本質的に同じである（Figure ５Ｅ）。
【０２１２】
実施例４：ガンマセクレターゼ基質特異性を決定するアッセイ
　ガンマセクレターゼ基質の膜近傍ドメイン（ＪＭＤ）がガンマセクレターゼ阻害剤化合
物のある特定のタイプの選択性の介在または調節に関与しているか否かを試験する実験を
いくつか行った。１つの実験では、ＡＰＰ－Ｃ９９ＧＶＰのＪＭＤを非ＡＰＰ基質由来の
ものに置換した場合、ネイティブのＪＭＤを有するＡＰＰ－Ｃ９９－ＧＶＰに対して、こ
れらキメラ基質からのＡＩＣＤ産生の阻害についての用量応答曲線が右にシフトするかど
うかを試験した。キメラ基質を上記に一般的に記載したとおりに調製し、ガンマセクレタ
ーゼ活性のアッセイを上記のプロトコル（即ち、細胞（ＨＥＫ）をトランスフェクトし上
記のとおりに培養した）を用いて行った。阻害剤の存在下で、Ｃ９９ＧＶＰ－Ｎｏｔｃｈ
、Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２およびＣ９９ＧＶＰ－ＡＰＰを発現する細胞中のガンマセク
レターゼ活性を、ＥＬＩＳＡおよびモノクローナル抗体２２Ｂ１１を用いて測定した。Fi
gure １４Ａおよび１４Ｂにおける結果から、選択的なスルホンアミドガンマ阻害剤４７
５５１６および４７７８９９は、ネイティブの（ＡＰＰ）ＪＭＤを有するＣ９９ＧＶＰに
対して、Ｃ９９ＧＶＰ－ＮｏｔｃｈおよびＣ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２でトランスフェクト
した細胞におけるＡＩＣＤ阻害効力の減少を示すことが認められた。非選択的化合物４４
９８９および３１８６１１はＣ９９ＧＶＰ－ＮｏｔｃｈおよびＣ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２
での効力およびシフトは示さなかった。従って、基質の開裂に関する化合物４７５５１６
および４７７８９９の選択性は、非ＡＰＰ　ＪＭＤの存在によって影響を受けた。
【０２１３】
　上記の発見を反復および展開するためにさらなる実験を行った。簡潔には、細胞（293
）を、示されたＣ９９ＧＶＰ構築物（ネイティブおよびキメラ）で一時的にトランスフェ
クトした後、ＡＩＣＤ産生の阻害の濃度依存性をＥＬＮ－４４９８９およびＥＬＮ－４７
５５１６で解析した。ＡＩＣＤの阻害の濃度依存性のこの実験から得られた結果をFigure
 １３にまとめる。Figure １３Ａは、種々の構築物に対する化合物４７５５１６、４４９
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８９、４７７８９９、３１８６１１によるＡＩＣＤ阻害についてのＥＣ50値（２回の濃度
応答実験から得られた平均のＥＣ50値）を示す。ＷＴ　ＡＰＰ　ＪＭＤを有するＣ９９Ｇ
ＶＰについてのＩＣ50に対して標準化した（エラーバーはＩＣ50の反復測定に基づくＣＶ
）。データは、非ＡＰＰ　ＪＭＤ領域を含むキメラＣ９９ＧＶＰＮｏｔｃｈおよびＡＰＬ
Ｐ２構築物を発現する細胞における選択的な阻害剤４７５５１６および４７７８９９の力
価における明かな右シフトを示している。
【０２１４】
　これらの結果は、ＡＰＰ　ＪＭＤと比較して、選択的な阻害剤では、ＡＰＬＰ２および
Ｎｏｔｃｈ　ＪＭＤを有するＣ９９ＧＶＰキメラからのＡＩＣＤ産生は右にシフトした阻
害を示している（Figure １３Ａ～Ｂ）が、非選択的阻害剤ではそうでないことを示して
いる。
別の実験では、ＡＩＣＤ阻害の右へのシフトは、ＡＰＰ‘ＧＳＮＫ’モチーフを保持する
Ｎｏｔｃｈ　ＪＭＤ構築物を有するＣ９９ＧＶＰ構築物（Ｃ９９ＧＶＰ－ＮｏｔｃｈΔ４
－ＧＳＮＫ）を用いて部分的に逆転すると思われる（Figure １４Ｄ）。同様の実験にお
いて、Ｃ９９ＧＶＰのＡＰＰ　ＪＭＤへＳＬＳＳ残基（ＡＰＬＰ２のＪＭＤ由来）だけの
置換（Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＰΔ４－ＳＬＳＳ）は、選択的な化合物４７５５１６の阻害の
効力を、完全なＡＰＬＰ２　ＪＭＤキメラのＩＣ50と同程度のＩＣ50に減少させる（Figu
re １４Ａおよび１４Ｃの「ＳＬＳＳ」）。
【０２１５】
他のＣ９９ＧＶＰ－ＪＭＤキメラ基質
　上記の一般的なプロトコルを用いて、C99GVP-P75-NTR、C99GVP-N-カドヘリン、C99GVP-
ErbB4、C99GVP-SCNB2およびC99GVP-チロシナーゼを含む、更なるシリーズのＣ９９ＧＶＰ
　ＪＭＤキメラを作製した。これらのキメラ、ならびにC99GVP-NotchおよびC99GVP-APLP2
構築物をコードする構築物を、ＨＥＫ２９３細胞にトランスフェクトした。簡潔には、細
胞を、3.75×１０６細胞／ディシュで１０ｃｍディシュに撒いた。１日おいた後、4：1Fu
gene：cDNAの割合（μL/μg）でFugene－６試薬を用いて、細胞を12.5μｇ／１０ｃｍデ
ィシュのＣ９９－ＧＶＰプラスミドｃＤＮＡでトランスフェクトした。翌日、細胞を3170
0細胞／ウェルにてポリ－Ｄ－リジンコートした９６ウェルプレートに撒いた。次の日、0
.4％ＤＭＳＯ（Ｃｆ）、100μＬ／９６ウェルプレートを含む培地中、細胞を化合物で処
理した。細胞を一晩処理し、プレートを遠心した。細胞を、Ｍｇ２＋およびＣａ２＋を含
有するＰＢＳで１回洗浄し、ロッカープラットフォームにて４℃にて１時間溶解バッファ
ー（１% TritonX100, 50 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA　＋　完全なプロテ
アーゼ阻害剤カクテル）２５ｍL中で溶解した。卓上遠心機で２１００ｒｐｍにてプレー
トを遠心した（約１０００×ｇ、１０分間、室温）。上清（２０μL）をポリプロピレン
保存プレートに移し、ドライアイスで乾燥後－８０℃で保存した。上清を保存プレート上
で希釈し、ＥＬＩＳＡの時点でカゼイン希釈液（１：６～１：１５）で希釈した。混合後
、１２ウェルピペットを用い、各ウェルから１００μＬを２２Ｂ１１コートしたＥＬＩＳ
Ａプレートに移した。３２～２０００ｐｇ／ｍＬ　ＡＩＣＤの標準曲線を各プレートにつ
いて作成した。プレートを４℃にて一晩インキュベーションしてＡＩＣＤを結合させた。
翌日、プレートをカゼイン希釈液中0.25μｇ／ｍＬの終濃度のビオチニル化Ｓｉｇｍａ抗
ＡＰＰＣ末端抗体中で１時間インキュベーションしたＴＴＢＳ（0.05％Ｔｗｅｅｎ－２０
を添加したＴＢＳ）で４回洗浄した。プレートを洗浄（上記のとおり）し、ストレプタビ
ジン－アルカリホスファターゼ（Ｒｏｃｈｅ）（カゼイン希釈液中１：１０００希釈）中
、室温で１時間インキュベーションした。プレートを再度洗浄し、蛍光基質Ａ中、室温で
３０分間インキュベーションした。プレートをSpectraMax GeminiEMプレートリーダーを
用いて読み取り、データをSoftMax Proソフトウェアを用いて解析した。６ウェルプレー
トにて行う実験については、細胞を0.625×１０６細胞／ウェルで撒き、2.1μｇのｃＤＮ
Ａ／ウェルを用いて同じ方法でトランスフェクトした。各６ウェルプレートの細胞を溶解
バッファー1.25ｍＬ中で溶解した。
【０２１６】
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　上記のＡＩＣＤ　ＥＬＩＳＡアッセイを用いて、細胞リゼートを解析し、トランスフェ
クトされた細胞におけるこれらのＪＭＤキメラがガンマセクレターゼ開裂産物に対して有
する基底レベル効果を測定した。Figure １７参照。Figure １７に示したデータをＣ９９
ＧＶＰ－ＧＶＰ構築物での生成物量に対して標準化した（数値はすべてＣ９９ＧＶＰ－Ｇ
ＶＰ開裂産物の百分率として示している）。
【０２１７】
選択的ガンマセクレターゼ阻害剤に対するＣ９９ＧＶＰ－ＪＭＤキメラ基質の効果
　さらに、アッセイを上記の種々のキメラＣ９９ＧＶＰーＪＭＤ構築物（異なる基質に由
来するＪＭＤドメインを有する）を用いて行い、ある特定のスルホンアミドベースの選択
的ガンマセクレターゼ阻害剤化合物が基質ＪＭＤの同一性に基づくかを調べた。非選択的
ジベンゾカプロラクタムコントロール化合物、ＥＬＮ－４４９８９および２つの選択的な
スルホンアミド阻害剤化合物ＥＬＮ－４７５５１６およびＥＬＮ－４８１０９０を用いて
、種々のＪＭＤ構築物がガンマセクレターゼ基質選択性に対して有する効果を調べた。各
化合物についての結果をFigure １８にまとめる。結果は、ＥＣ50値が、Ｃ９９－ＡＰＰ
－ＧＶＰ構築物でのＥＣ50値の「～倍」で示す。非選択的化合物ＥＬＮ－４４９８９は、
基質における変化がガンマセクレターゼに対する化合物の阻害効力に対して殆ど影響がな
いことを示している。しかしながら、選択的スルホンアミド化合物ＥＬＮ－４７５５１６
およびＥＬＮ－４８１０９０についての結果は、異なるＪＭＤ　Ｃ９９－ＧＶＰ基質構築
物が、ガンマセクレターゼに対するそれら化合物のＥＣ50値に対して有意の影響を有する
ことを示しており、チロシナーゼＪＭＤ構築物が最も影響が大きい。従って、スルホンア
ミド化合物ＥＬＮ－４７５５１６およびＥＬＮ－４８１０９０は、異なる基質ＪＭＤ構築
物の間で基質特異性を示し、チロシナーゼＪＭＤ構築物についてＥＤ50選択性の最も大き
な増大が観察された。
【０２１８】
実施例５：ガンマ開裂およびＡβ産生におけるＧＳＮＫモチーフの役割
　一つには膜内の開裂部位に物理的に近いことから、我々はＴＭＤの直ぐ前のある特定の
残基を評価した。Ｃ９９ＧＶＰならびに完全長のＡＰＰにおいて、ＴＭＤのＮ末端側の４
つのアミノ酸は、グリシン－セリン－アスパラギン－リジン（ＧＳＮＫ）である。Ａβ産
生におけるＪＭＤのこの４つのアミノ酸領域の役割を、新しいキメラの組（即ち、それぞ
れC99GVP-APLP2-gsnk, C99GVP-Notch1-gsnkおよびC99GVP-SREBP1-gsnkと称する、あるい
はアスタリスクで示される（例えばC99GVP-Notch1＊））においてこの４ペプチドモチー
フを保持することによって調べた（例えば、Figure ８Ａ上段参照）。これら新しいキメ
ラの発現プロファイルは、Ｃ９９ＧＶＰコントロールと同等であった（Figure ８Ａ、下
段参照）。さらに、ＡＩＣＤ産生（Figure ８Ａ、最下段）、ならびにＡＩＣＤ－ＧＶＰ
介在のレポータートランス活性化（Figure ８Ｂ）について変化はほとんど観察されなか
った。しかしながら、それらの「ネイティブＪＭＤスワップ前分子（predecessor）」に
対する顕著な対比において、ＧＳＮＫ含有Ｃ９９ＧＶＰ－ＡＰＬＰ２＊およびＣ９９ＧＶ
Ｐ－Ｎｏｔｃｈ１＊キメラはＣ９９ＧＶＰコントロールと区別できない強いＡβ産生を示
した（Figure ８Ｃおよび８Ｄ）。示したように、Ｃ９９ＧＶＰ－ＳＲＥＢＰ１＊キメラ
はまた、正常なＡβ分泌を保っていた（Figure ８Ｃおよび８Ｄ）。これらの結果は、明
らかにガンマ開裂およびＡβ産生におけるＧＳＮＫモチーフの役割を示している。この発
見をされに確認するため、別の変異体Ｃ９９ＧＶＰ－ＳＬＳＳ（ＧＳＮＫモチーフが、Ａ
ＰＬＰ２に由来する対応するセリン－ロイシン－セリン－セリン（ＳＬＳＳ）配列で置換
された）を作製した（Figure ９Ａ、上段）。この変異体は、Ａβの分泌における顕著な
（約９７％）減少をもたらした（Figure ９Ｂおよび９Ｃ）がＡＩＣＤ産生（Figure ９Ａ
、最下段）およびレポータートランス活性化（Figure ９Ｄ）における変化はほとんどみ
られなかった。これらの知見は、元の膜近傍キメラから得られたデータからも示されるよ
うに、ＡＰＰ内腔膜近傍ドメインにおけるかすかな変更でも、ガンマ開裂における大きな
変化につながることを示している。
【０２１９】
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実施例６：ガンマ開裂およびＡβ産生に対するＧＳＮＫモチーフ内残基の突然変異の影響
　さらに、ＧＳＮＫモチーフ内の個々のアミノ酸の寄与を、４つのアミノ酸残基のそれぞ
れを対応するＡＰＬＰ２の残基で変異を導入することにより調べた（Figure ９Ａ、上段
）。点変異、即ちC99GVP-G25S, S26L, N27SおよびK28Sは、ＨＥＫ細胞において同等に発
現する（Figure ９Ａ下段）。また、それらのそれぞれのＡＩＣＤ産生（Figure ９Ａ下段
）およびシグナル伝達活性（Figure ９Ｄ）における変化はほとんどみとめられず、ここ
でも同等のε－開裂を示した。しかしながら、分泌されたＡβにおける実質的な減少は、
C99GVP-S26LおよびC99GVP-K28S変異体の両方について観察された。Ｓ２６Ｌ変異は、総Ａ
βで65.7±8.5％の減少およびＡβ４０で52.7±2.3％の減少をもたらした（Figure ９Ｂ
およびFigure ９Ｃ）が、Ｋ２８Ｓの置換は、いずれの測定においても、さらにより大き
な実質的な減少（約９０％）をもたらした（Figure ９ＢおよびFigure ９Ｃ）。対照的に
他の２つの変異体、Ｇ２５ＳおよびＮ２７Ｓには、分泌Ａβに対する明かな影響は認めら
れなかった（Figure ９ＢおよびFigure ９Ｃ）。その上、これらのデータはＬｙｓ－２８
およびＳｅｒ－２６が、ＡＰＰ内腔膜近傍ドメインにおける２つの好ましい残基であり、
γ－開裂を選択的に阻害し、ε－開裂を阻害しない置換であることを示している。
【０２２０】
　さらに別の実験において、ＨＥＫ－２９３細胞への一時的トランスフェクション（Figu
re １９参照）して、ＡＰＰのＧＳＮＫモチーフ（上記）に導入した同じ４つの「ＡＰＬ
Ｐ２」変異は、スルホンアミドガンマセクレターゼ阻害剤化合物の効力に対する効果を示
した。非選択的コントロール化合物、ＥＬＮ－44989および２つの選択的阻害剤化合物、
ＥＬＮ－475516およびＥＬＮ－481090を用いて、阻害剤化合物の基質特異性に対する各点
変異の効果を調べた。典型的な細胞ベースのガンマセクレターゼアッセイ反応条件を用い
て（例えば、本明細書に記載したような）、ＡＰＰのＪＭＤへのＡＰＬＰ２由来のＳＬＳ
Ｓモチーフの置換の導入は、選択的な化合物の阻害効力に対する大きな効果を、ＡＰＬＰ
２単独のＪＭＤで観察されるよりももたらした。非選択的化合物44989の効力は、ＡＰＰ
のＪＭＤへのＳＬＳＳの置換によっては影響を受けなかった（＜２×）。上記した先の観
察結果と一致して、２つのそれぞれの点変異構築物は、選択的阻害剤の効力を、ＡＰＬＰ
２　ＪＭＤで観察される程度まで低減した（即ち、ＡＰＰーＡＰＬＰ２　ＪＭＤ構築物全
体として小さい効果）。Ｓ２６ＬおよびＫ２８Ｓ変異体は、Ｃ９９－ＧＶＰ－ＡＰＰと比
較してＥＣ50値を、４つのアミノ酸配列を置換した構築物（ＡＰＰのＧＳＮＫ配列につい
てＡＰＬＰ２由来のＳＬＳＳ）での約半分程度を増大した（Figure １９）。
【０２２１】
実施例７：イプシロンに対するガンマでの開裂の選択性
　「非選択的」ガンマセクレターゼ阻害剤によるFas-APPsw-DD細胞（Fas-APPsw-DDはスウ
ェーデンＦＡＤ由来のＡＰＰのＣ末端の１２５アミノ酸とＦＡＳ由来の２０２－３１９の
死ドメイン残基に融合したＦａｓ細胞外ドメインを発現するキメラタンパク質である；Ge
nbank M67454）の処理は、ＡβおよびＡＩＣＤ産生両方の同時の阻害をもたらした（Figu
re ５およびFigure ６およびＴａｂｌｅ１Ｉに示したデータ；いくつかのデータは表示せ
ず）。この場合の「非選択的」なる語は、Ｎｏｔｃｈシグナル伝達に対して細胞Ａβ（ま
たはGammaNotchに対してGammaAPP）についての選択性の欠如を意味する。既に公開された
、非選択的なガンマセクレターゼ阻害剤およびElanスルホンアミドガンマセクレターゼ阻
害剤のいくつか細胞のＡβおよびＡＩＣＤ阻害曲線をFigure １１およびFigure １２にそ
れぞれ示す。Figure １１は、DAPT, 44989, 46719およびMerck阻害剤化合物L-685,458に
ついてのＡβおよびＡＩＣＤ　ＩＣ50を示し、式γ／ε選択性＝ＩＣ50ＡＩＣＤ／ＩＣ50

Ａβを用いて計算したγ／ε選択性の解析を示す。Ａβ産生は、Fas-APPsw-DDトランスフ
ェクトされた２９３細胞において阻害され、効力は一般に過去のデータとよく一致してい
た。特に、Ａβ産生ＩＣ50は、これらの実験（Figure １１～１２）では、過去のデータ
と比較して０．８３倍～４．９倍、平均して3.0倍高かった（過去のデータに対してＩＣ5

0が１００倍低かった４４９８９を除く）。この実験系の強みは、この分析の２つの「評
価項目」（γおよびε開裂についてのＩＣ50値）は１つの細胞（および基質）から得られ
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た非選択的化合物のγ／ε選択性（Figure １１およびＴａｂｌｅ　Ｉ）は、DAPT, 44989
, 46719およびMerck化合物についてそれぞれ、０．７、１．１、１．８および１．９であ
る。これらの値は、実際には正常値から意味がある差異があってはならない。特定のスル
ホンアミドについて、計算されたγ／ε選択性は2.2～5.8の範囲（Figure １４）であっ
たが、これらの化合物について細胞の選択性（EC50 NotchSig／EC50 Ａβ）はおよそ15～
65の範囲であった（Figure １４）。５つのスルホンアミドのうちの４つが2.2～2.7のＡ
ＰＰγ／ε選択性を示したが、ELN-343673のγ／ε選択性は5.8である。これらのスルホ
ンアミドは平均してELN-46719および他の非選択的阻害剤よりも1.5～3.8倍高い選択性を
示している。即ち、このデータはこれらのスルホンアミドが、（ε開裂に対して）ＡＰＰ
γ開裂についてそれほど選択的ではないようであることを示している。
【０２２２】
実施例８：ＡＰＰγおよびε開裂に対する阻害剤の効果の同時測定
　上記の基質およびアッセイを用いて、ガンマセクレターゼ基質の異なる開裂部位（例え
ば、ＡＰＰγおよびε開裂）に対する同時のガンマセクレターゼ阻害効果を測定した。こ
のようなアッセイは通常２つのパートからなる：１）同じ培養細胞から同時に産生される
γおよびε開裂産物の測定に適当な本発明の基質（例えば、ＡβおよびＡＩＣＤ）を発現
する培養細胞の阻害剤処理；および２）両方の開裂産物のレベルを定量的に測定する方法
。本発明のガンマセクレターゼ基質は、基質の開裂の異なる部位から生じた２つの検出可
能なガンマセクレターゼ開裂産物を生じることが可能である（「Ａβ様」ペプチドおよび
ＩＣＤペプチド）。ＩＣＤの検出に、上記のサンドウィッチＥＬＩＳＡを用いる。常套的
なＥＬＩＳＡを用いて馴化培地中のＡβを定量する。この方法の有用性は、選択性の値が
、ある１つの実験から得られた２つの値の比から得られるということである（例えば、２
つのアッセイについて同時の細胞および化合物処理）。結果として、選択性の値は、化合
物希釈の実験間の変動および誤差には感受性がより低くなると予想される。
【０２２３】
ＡＰＰγ／εを用いるアッセイ法
細胞：ＨＥＫ293細胞を約９０％コンフルエントまで標準状態で培養した。細胞を回収し
、細胞数を計数した後、ＰＤＬ－コートした６０ｍｍディシュに、培地５ｍＬ中2×１０
６細胞／ディシュで播種し、ディシュを約４時間放置した。上記に記載のとおりLipofect
amine 2000TM (LF2K)(Invitrogen)で標準的な方法を用いて細胞をトランスフェクトした
。トランスフェクトした細胞を処理し、阻害剤化合物を加え、ＥＬＩＳＡアッセイのため
に上記のとおり細胞をすべて回収した。
【０２２４】
　上記の開示は本発明の特定の具体的態様を強調するものであって、添付の請求の範囲に
記載したとおり、それと等価な修飾または変更のすべてが本発明の精神および範囲内にあ
ることを理解すべきものである。
【０２２５】
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