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(57)【要約】
　本発明は、非標準の様式で活性部位に結合するＢＡＣ
Ｅ１のペプチド阻害剤、及びその使用方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＢＡＣＥ１に特異的に結合する単離されたポリペプチドであって、ポリペプチドがアミ
ノ酸配列Ｘ１－Ｓ－Ｘ２－Ｙ－Ｃ－Ｒ－Ｌ－Ｘ３－Ｘ４－Ｘ５－Ｘ６－Ｃ－（Ｘ７）ｎ（
配列番号６）を含み、式中、Ｘ１がグルタミン酸又はアスパラギン酸であり、Ｘ２がメチ
オニン、ロイシン、イソロイシン又はバリンであり、Ｘ３がロイシン又はメチオニンであ
り、Ｘ４がグリシン、セリン又はアラニンであり、Ｘ５がロイシン、イソロイシン又はバ
リンであり、Ｘ６がグリシン又はアラニンであり、Ｘ７がグリシン、アスパラギン酸又は
グルタミン酸であり、ｎが０又は１である単離されたポリペプチド。
【請求項２】
　ｎが０である請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　ｎが１である請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項４】
　Ｘ３がロイシンである請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項５】
　Ｘ４がグリシンである請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項６】
　Ｘ５がイソロイシンである請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項７】
　Ｘ６がグリシンである請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項８】
　Ｘ７がグリシンである請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項９】
　ポリペプチドが、ＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号１４）、ＮＥＬＳＰＹＣ
ＲＬＭＧＬＧＣＤ（配列番号１５）、ＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１６）
及びＰＥＥＳＬＹＣＲＬＬＡＬＧＣＧ（配列番号１７）から成る群から選択されるアミノ
酸配列を含む請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項１０】
　ポリペプチドが、ＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１６）（ＢＡＣＥ０２０
）のアミノ酸配列を含む請求項９に記載のポリペプチド。
【請求項１１】
　ポリペプチドが、ＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号１４）（ＢＡＣＥ０１８
）のアミノ酸配列を含む請求項９に記載のポリペプチド。
【請求項１２】
　ポリペプチドが、ＮＥＬＳＰＹＣＲＬＭＧＬＧＣＤ（配列番号１５）（ＢＡＣＥ０１９
）のアミノ酸配列を含む請求項９に記載のポリペプチド。
【請求項１３】
　ポリペプチドが、ＰＥＥＳＬＹＣＲＬＬＡＬＧＣＧ（配列番号１７）（ＢＡＣＥ０２１
）のアミノ酸配列を含む請求項９に記載のポリペプチド。
【請求項１４】
　ＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号１４）、ＮＥＬＳＰＹＣＲＬＭＧＬＧＣＤ
（配列番号１５）、ＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１６）及びＰＥＥＳＬＹ
ＣＲＬＬＡＬＧＣＧ（配列番号１７）から成る群から選択されるアミノ酸配列から本質的
に成る単離されたポリペプチド。
【請求項１５】
　ポリペプチドがＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１６）（ＢＡＣＥ０２０）
のアミノ酸配列から本質的に成る請求項１４に記載のポリペプチド。
【請求項１６】
　ポリペプチドが、ＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号１４）（ＢＡＣＥ０１８
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）のアミノ酸配列から本質的に成る請求項１４に記載のポリペプチド。
【請求項１７】
　ポリペプチドが、ＮＥＬＳＰＹＣＲＬＭＧＬＧＣＤ（配列番号１５）（ＢＡＣＥ０１９
）のアミノ酸配列から本質的に成る請求項１４に記載のポリペプチド。
【請求項１８】
　ポリペプチドが、ＰＥＥＳＬＹＣＲＬＬＡＬＧＣＧ（配列番号１７）（ＢＡＣＥ０２１
）のアミノ酸配列から本質的に成る請求項１４に記載のポリペプチド。
【請求項１９】
　ＢＡＣＥ１に特異的に結合する単離されたポリペプチドであって、ポリペプチドがアミ
ノ酸配列ＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１８）（ＢＡＣＥ０３１）を含む単離され
たポリペプチド。
【請求項２０】
　ポリペプチドがアミノ酸配列ＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１９）（ＢＡＣＥ
０３０）を含む請求項１９に記載のポリペプチド。
【請求項２１】
　ポリペプチドがアミノ酸配列ＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１９）（ＢＡＣＥ
０３０）から本質的に成る請求項２０に記載のポリペプチド。
【請求項２２】
　ＢＡＣＥ１に特異的に結合する単離されたポリペプチドであって、ポリペプチドが、Ｃ
末端に対して１位及び８位にシステイン、Ｃ末端に対して７位にアルギニン又はアルギニ
ン類似体、及びＣ末端に対して６位にロイシンを有する配列を含むポリペプチド。
【請求項２３】
　Ｃ末端に対して７位におけるアミノ酸がアルギニンである請求項２２に記載のポリペプ
チド。
【請求項２４】
　ポリペプチドがさらに、Ｃ末端に対して０位、２位及び４位に小型アミノ酸を含む請求
項２２に記載のポリペプチド。
【請求項２５】
　Ｃ末端に対して０位、２位及び４位のアミノ酸がグリシンである請求項２４に記載のポ
リペプチド。
【請求項２６】
　ポリペプチドがさらに、Ｃ末端に対して３位に疎水性残基を含む請求項２２に記載のポ
リペプチド。
【請求項２７】
　ポリペプチドがさらに、５位にロイシンを含む請求項２２に記載のポリペプチド。
【請求項２８】
　ポリペプチドがさらに、Ｃ末端に対して９位にチロシン又はフェニルアラニンを含む請
求項２２に記載のポリペプチド。
【請求項２９】
　Ｃ末端に対して９位のアミノ酸がチロシンである請求項２８に記載のポリペプチド。
【請求項３０】
　ポリペプチドがさらに、Ｃ末端に対して１０位に嵩高の疎水性残基を含む請求項２２に
記載のポリペプチド。
【請求項３１】
　ポリペプチドがさらに、Ｃ末端に対して１１位にセリンを含む請求項２２に記載のポリ
ペプチド。
【請求項３２】
　ポリペプチドがさらに、Ｃ末端に対して１２位に酸性残基を含む請求項２２に記載のポ
リペプチド。
【請求項３３】
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　Ｃ末端に対して１２位のアミノ酸がグルタミン酸である請求項３２に記載のポリペプチ
ド。
【請求項３４】
　０位、２位及び４位のアミノ酸が小型アミノ酸であり、３位のアミノ酸が疎水性残基で
あり、５位のアミノ酸がロイシン又はメチオニンであり、７位のアミノ酸がアルギニンで
あり、９位のアミノ酸がチロシン又はフェニルアラニンであり、１０位のアミノ酸が嵩高
な疎水性残基であり、１１位のアミノ酸がセリンであり、１２位のアミノ酸が酸性アミノ
酸である請求項２２に記載のポリペプチド。
【請求項３５】
　０位、２位及び４位のアミノ酸がグリシンであり、３位のアミノ酸が疎水性残基であり
、５位のアミノ酸がロイシンであり、７位のアミノ酸がアルギニンであり、９位のアミノ
酸がチロシンであり、１０位のアミノ酸が嵩高な疎水性残基であり、１１位のアミノ酸が
セリンであり、１２位のアミノ酸がグルタミン酸である請求項３４に記載のポリペプチド
。
【請求項３６】
　ポリペプチドが表２及び図２にて述べられたＢＡＣＥ結合ペプチドの配列から選択され
る配列を含む請求項２２に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項３７】
　ポリペプチドが少なくとも１つの特定のＢＡＣＥ１の残基と直接相互作用する請求項２
２に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項３８】
　７位のアルギニンがＢＡＣＥ１のアスパラギン酸塩３２及びアスパラギン酸塩２２８と
共に塩架橋を形成する請求項２３に記載のポリペプチド。
【請求項３９】
　９位のチロシンがＢＡＣＥ１のＹループに結合する請求項２９に記載のポリペプチド。
【請求項４０】
　１２位のグルタミン酸がＢＡＣＥ１のアルギニン２３５と共に塩架橋を形成する請求項
３３に記載のポリペプチド。
【請求項４１】
　ポリペプチドが、Ｐ側でＢＡＣＥ１の基質の溝に結合する請求項２２に記載のポリペプ
チド。
【請求項４２】
　ポリペプチドが、基質又は基質のペプチド模倣体ＯＭ９９－２のそれとは反対方向でト
レースするＢＡＣＥ１の触媒アスパラギン酸塩残基に最も近接するペプチド結合によって
Ｐ側でＢＡＣＥ１の基質の溝に結合する請求項４１に記載のポリペプチド。
【請求項４３】
　ＢＡＣＥ１に特異的に結合する単離されたポリペプチドであって、表２及び図２で述べ
られたアミノ酸配列から選択されるペプチドのアミノ酸配列を含むＣ末端アミノ酸配列、
Ｎ末端アミノ酸配列又は内部アミノ酸配列を含む単離されたポリペプチド。
【請求項４４】
　Ｃ末端アミノ酸配列が、ＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号配列番号１４）、
ＮＥＬＳＰＹＣＲＬＭＧＬＧＣＤ（配列番号１５）、ＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列
番号１９）及びＰＥＥＳＬＹＣＲＬＬＡＬＧＣＧ（配列番号１７）から選択される請求項
２７に記載のポリペプチド。
【請求項４５】
　ＢＡＣＥ１への結合について請求項１～４３のいずれかに記載のポリペプチドと競合す
るアミノ酸配列を含む単離されたポリペプチド。
【請求項４６】
　ポリペプチドが、細胞傷害剤、細胞への侵入を高めるアミノ酸配列タグ、又は脳血管関
門を介した吸収力が介在するトランスサイトーシス若しくは受容体が介在するトランスサ



(5) JP 2015-501150 A 2015.1.15

10

20

30

40

50

イトーシスを通常受けるタンパク質のアミノ酸配列に抱合される又は融合される請求項１
～４５のいずれか１項に記載の単離されたポリペプチド。
【請求項４７】
　ポリペプチドが内因性のＢＡＣＥ１のタンパク分解活性を阻害する請求項１～４６のい
ずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項４８】
　請求項１～４７のいずれかに記載のポリペプチド又はその相補体をコードする単離され
たポリヌクレオチド。
【請求項４９】
　請求項４８に記載のポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項５０】
　請求項４９に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項５１】
　ポリヌクレオチドが発現される条件下で請求項４８に記載の宿主細胞を培養することを
含むポリペプチドを産生する方法。
【請求項５２】
　請求項１～４７のいずれかに記載のポリペプチド又はその断片に特異的に結合する抗体
。
【請求項５３】
　請求項１～４７のいずれかに記載のポリペプチド含むキット。
【請求項５４】
　請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチドと薬学上許容可能なキャリアを含
む医薬製剤。
【請求項５５】
　有効量の請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチドを個体に投与することを
含む神経疾患又は神経障害を有する個体を治療する方法。
【請求項５６】
　有効量の請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチドを個体に投与することを
含む神経疾患又は神経障害に罹っている患者又はそれに罹るリスク持つ患者においてアミ
ロイド斑を低減する方法。
【請求項５７】
　有効量の請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチドを個体に投与することを
含む神経疾患又は神経障害に罹っている患者又はそれを発症するリスク持つ患者において
アミロイド斑の形成を抑制する方法。
【請求項５８】
　神経疾患又は神経障害が、アルツハイマー病（ＡＤ）、外傷性脳傷害、卒中、緑内障、
認知症、筋ジストロフィ（ＭＤ）、多発性硬化症（ＭＳ）、筋委縮性側索硬化症（ＡＬＳ
）、嚢胞性線維症、アンジェルマン症候群、リドル症候群、パジェット病、外傷性脳傷害
、レビー小体病、ポリオ後症候群、シャイドレーガー症候群、オリーブ橋小脳萎縮症、パ
ーキンソン病、多系統萎縮症、線状体黒質変性症、核上麻痺、牛海綿状脳症、スクレイピ
ー、クロイツフェルト・ヤコブ症候群、クールー、ゲルストマン・ストロイスラー・ジャ
インカー病、慢性消耗性疾患、致死性家族性不眠症、進行性球麻痺、運動ニューロン疾患
、カナバン病、ハンチントン病、神経性セロイドリポフスチン症、アレキサンダー病、ト
ゥレット症候群、メンケス症候群、コケイン症候群、ハレルホルデン・スパッツ症候群、
ラフォーラ病、レット症候群、肝レンズ核変性症、レッシュ・ナイハン症候群、及びウン
フェルリヒト・ルントボルグ症候群、ピック病及び脊髄小脳失調から成る群から選択され
る請求項５５～５７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５９】
　神経疾患又は神経障害が、アルツハイマー病、卒中、外傷性脳傷害、及び緑内障から成
る群から選択される請求項５８に記載の方法。
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【請求項６０】
　有効量の請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチドを患者に投与することを
含む、患者においてアミロイド－β（Ａβ）タンパク質を低減する方法。
【請求項６１】
　患者が神経疾患又は神経障害に罹っている又は罹るリスクにある請求項６０に記載の方
法。
【請求項６２】
　神経疾患又は神経障害が、アルツハイマー病、卒中、外傷性脳傷害、及び緑内障から成
る群から選択される請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　薬物として使用するための請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項６４】
　アルツハイマー病（ＡＤ）、外傷性脳傷害、卒中、緑内障、認知症、筋ジストロフィ（
ＭＤ）、多発性硬化症（ＭＳ）、筋委縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、嚢胞性線維症、アンジ
ェルマン症候群、リドル症候群、パジェット病、外傷性脳傷害、レビー小体病、ポリオ後
症候群、シャイドレーガー症候群、オリーブ橋小脳萎縮症、パーキンソン病、多系統萎縮
症、線状体黒質変性症、核上麻痺、牛海綿状脳症、スクレイピー、クロイツフェルト・ヤ
コブ症候群、クールー、ゲルストマン・ストロイスラー・ジャインカー病、慢性消耗性疾
患、致死性家族性不眠症、進行性球麻痺、運動ニューロン疾患、カナバン病、ハンチント
ン病、神経性セロイドリポフスチン症、アレキサンダー病、トゥレット症候群、メンケス
症候群、コケイン症候群、ハレルホルデン・スパッツ症候群、ラフォーラ病、レット症候
群、肝レンズ核変性症、レッシュ・ナイハン症候群、及びウンフェルリヒト・ルントボル
グ症候群、ピック病及び脊髄小脳失調から成る群から選択される神経障害を治療するのに
使用するための請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項６５】
　アミロイド－β（Ａβ）タンパク質の産生を減らす及び／又は阻害するのに使用するた
めの請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチド。
【請求項６６】
　薬物の製造における請求項１～４７のいずれか１項に記載のポリペプチドの使用。
【請求項６７】
　薬物が、アルツハイマー病（ＡＤ）、外傷性脳傷害、卒中、緑内障、認知症、筋ジスト
ロフィ（ＭＤ）、多発性硬化症（ＭＳ）、筋委縮性側索硬化症（ＡＬＳ）、嚢胞性線維症
、アンジェルマン症候群、リドル症候群、パジェット病、外傷性脳傷害、レビー小体病、
ポリオ後症候群、シャイドレーガー症候群、オリーブ橋小脳萎縮症、パーキンソン病、多
系統萎縮症、線状体黒質変性症、核上麻痺、牛海綿状脳症、スクレイピー、クロイツフェ
ルト・ヤコブ症候群、クールー、ゲルストマン・ストロイスラー・ジャインカー病、慢性
消耗性疾患、致死性家族性不眠症、進行性球麻痺、運動ニューロン疾患、カナバン病、ハ
ンチントン病、神経性セロイドリポフスチン症、アレキサンダー病、トゥレット症候群、
メンケス症候群、コケイン症候群、ハレルホルデン・スパッツ症候群、ラフォーラ病、レ
ット症候群、肝レンズ核変性症、レッシュ・ナイハン症候群、及びウンフェルリヒト・ル
ントボルグ症候群、ピック病及び脊髄小脳失調から成る群から選択される神経障害を治療
するためである請求項６６に記載の使用。
【請求項６８】
　薬物がアミロイド－β（Ａβ）タンパク質の産生を減らす及び／又は阻害するためであ
る請求項６６に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
配列表
　本出願は、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介してＡＳＣＩＩフォーマットで提出した、その全体が参
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照によって本明細書に組み入れられる配列表を含む。２０１２年９月２７日に作成された
前記ＡＳＣＩＩコピーはＧＮＥ０３９４Ｐ.ｔｘｔと命名され、サイズは５２，４１５バ
イトである。
【０００２】
　本発明は一般に、たとえば、ＢＡＣＥ１活性を阻害する又は低下させるＢＡＣＥ１拮抗
剤であるペプチド及びそのようなペプチドを含む組成物に関する。追加の実施形態は種々
の神経疾患又は神経障害を治療する方法と同様に患者におけるＡβポリペプチドを減らす
方法を含む。
【背景技術】
【０００３】
　アミロイドーシスは、単純な疾患実体ではなく、むしろ、１以上の臓器又は体組織に蓄
積するアミロイドと呼ばれる蝋状のデンプン様タンパク質の細胞外組織への沈着を特徴と
する進行性の疾患過程の多様な群である。アミロイド沈着が蓄積するにつれて、それらは
臓器又は体組織の正常な機能を妨害し始める。少なくとも１５の異なる型のアミロイドー
シスがある。主な形態は、素性の分からない原発性アミロイドーシス、幾つかの他の状態
を伴う二次性アミロイドーシス及び遺伝性アミロイドーシスである。
【０００４】
　多数の老化疾患は、アミロイド様タンパク質に基づくか、それに関連しており、疾患の
進行と同様に病態形成に寄与するアミロイド又はアミロイド様物質の細胞外沈着の蓄積を
部分的には特徴とする。これらの疾患には、アルツハイマー病（ＡＤ）、レビー小体認知
症、ダウン症、アミロイドーシス（オランダ型）を伴った遺伝性脳出血；グアム／パーキ
ンソン認知症複合が挙げられるが、これらに限定されない。アミロイド様タンパク質に基
づくか、それに関連する他の疾患は、進行性核上麻痺、多発性硬化症、クロイツフェルト
・ヤコブ病、パーキンソン病、ＨＩＶ関連の認知症、ＡＬＳ（筋委縮性側索硬化症）、成
人発症性糖尿病、老人性心臓アミロイドーシス、内分泌腫瘍、及び黄斑変性を含むその他
である。
【０００５】
　ポリペプチドβ－アミロイド（Ａβ）はアルツハイマー病（ＡＤ）の病態形成で中心的
な役割を担っている可能性がある。Ｖａｓｓａｒら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２９：１２
７８７－１２７９４（２００９）。ＣＮＳにおけるＡβポリペプチドの蓄積は、シナプス
の機能不全、軸索の変性及びニューロンの死を生じる。ＡＤ患者の脳は、神経原線維のも
つれ（ＮＦＴ）及びアミロイドが豊富な老人斑のような目立った神経病理学的な病変の特
徴的な病理を示す。アミロイド斑の主な成分はＡβである。これらの病変は中枢神経系（
ＣＮＳ）ニューロン集団の多大な喪失に関連し、その進行はＡＤに関連した臨床的な認知
症を伴う。
【０００６】
　Ａβは、前駆タンパク質であるβアミロイド前駆タンパク質（βＡＰＰ又はＡＰＰ）の
タンパク分解産物である。ＡＰＰは２つのプロテアーゼであるβ－及びγ－セクレターゼ
によって順次切断されるＩ型の膜貫通タンパク質である。β部位アミロイド前駆タンパク
質切断酵素１（ＢＡＣＥ１）として知られるβ－セクレターゼは先ずＡＰＰを切断し、Ａ
βのＮ末端を露出し、それによってＣ９９として知られる膜結合断片を生成する。Ｖａｓ
ｓａｒら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，２９：１２７８７－１２７９４（２００９）及びＵ
ｎｉＰｒｏｔＫＢ／Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ　Ｅｎｔｒｙ　Ｐ５６８１７（ＢＡＣＥ１＿Ｈ
ＵＭＡＮ）．次いでγ－セクレターゼがＣ９９を切断し、成熟Ａβポリペプチドを生成す
ることができる。Ａβは、３８アミノ酸から４３アミノ酸までの長さの範囲で不均質なＣ
末端と共に生成される。Ａβの４２アミノ酸の形態（Ａβ４２）はＡβの繊維素生成性の
形態であり、ダウン症患者で過剰生成され、ＡＤの早期病態形成で役割を担うことが示唆
されている。Ｖａｓｓａｒら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２９：１２７８７－１２７９４（
２００９）。従って、ＢＡＣＥ１はその阻害がＡβの生成を恐らく阻害するので治療標的
となっている。
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【０００７】
　実際、ＢＡＣＥ１ノックアウトマウス（ＢＡＣＥ－／－）が脳のＡβを生成しないとい
うことは、ＢＡＣＥ１が唯一ではないとしても脳のＡβを生成するのに関与する主な酵素
であることを裏付けている。Ｒｏｂｅｒｄｓら、Ｈｕｍａｎ　Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ
、１０：１３１７－１３２４（２００１）。さらに、ＡＤモデルにおけるＢＡＣＥ１ノッ
クアウトマウスはアミロイド斑を形成せず；認知障害やコリン作用性の機能不全も同様に
救済される。ＭｃＣｏｎｌｏｇｕｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２８２：２６３２６－
２６３３４（２００７）；Ｏｈｎｏら、Ｎｅｕｒｏｎ、４１：２７－３３（２００４）；
及びＬａｉｒｄら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２５：１１６９３－１１７０９（２００５）
。さらに、ＢＡＣＥ１ヘテロ接合体ノックアウトマウスが斑形成を減らしたことは、ＢＡ
ＣＥ１活性の完全な阻害は斑の減少には必要ではないことを示している。ＭｃＣｏｎｌｏ
ｇｕｅら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２８２：２６３２６－２６３３４（２００７）
【０００８】
　基質様のペプチド模倣体阻害剤ＯＭ９９－２（Hong, L. et al. (2000) Science 290: 
150-3）との複合体におけるその構造と共にＢＡＣＥ１の発見（Hussain, I. et al. (199
9) Mol Cell Neurosci 14: 419-27; Sinha, S. et al. (1999) Nature 402: 537-40; Vas
sar, R.et al. (1999) Science 286: 735-41; Yan, R. et al. (1999) Nature 402: 533-
7; Lin, X. et al. (2000) Proc Natl Acad Sci USA 97: 1456-60）は医薬開発の新しい
時代を開き、多数の種類のＢＡＣＥ１阻害剤の開発をもたらした。阻害剤の最初の波は、
小分子ペプチド模倣体（Luo, X. et al. Int J Clin Exp Pathol 3: 618-28）であったが
、それは部分的には脳血管関門（ＢＢＢ）の貫通という難題のために臨床的な成功をさら
に示す必要がある。その後、多数の断片に基づいた非ペプチドでのやり方によってＢＢＢ
を横切って中枢神経系（ＣＮＳ）に送達するのにさらに好適な化合物がもたらされた（Si
lvestri, R. (2009) Med Res Rev 29: 295-338; Luo, X. et al.(2010) Int J Clin Exp 
Pathol 3: 618-28）。さらに最近、抗体の開発が出現した（Pul, R. et al. (2011) Expe
rt Opin Biol Ther 11: 343-57）。最初のクラスはＡβを標的とし、循環からそれを取り
除き、ＣＮＳにおけるＡβのレベルを調節するシンクとして作用する。最新クラスの抗体
は、非活性部位に結合することによってＢＡＣＥ１自体を標的とし、非競合性阻害剤とし
て作用する（Atwal, J. K. et al. (2011) Sci Transl Med 3: 84ra43; Zhou, L. et al.
 (2010) J. Biol. Chem. 286: 8677-8687）。マウス及びカニクイザルでは、抗ＢＡＣＥ
１は末梢のＡβレベルだけでなく、驚くべきことに脳脊髄液（ＣＳＦ）におけるＡβレベ
ルも同様に低下させる。さらに、二重特異性の抗ＢＡＣＥ１抗トランスフェリン抗体を介
してＢＢＢを横切る受容体が介在するトランスサイトーシスを組み入れるようにこの抗体
を操作することは、ＣＮＳにおけるＡβの一層さらに有効な薬物動態低下を生じている（
Yu, Y. J. et al. (2011) Sci Transl Med 3: 84ra44）。
【０００９】
　ＡＤのような神経疾患及び神経障害のある患者にてＡβ生成を低下させるＢＡＣＥ１の
有効な治療上の阻害剤を有することは有益である。本明細書で提供される本発明はそのよ
うな阻害剤に関するものであり、種々の方法におけるその使用も含まれる。
【００１０】
　特許出願及び出版物を含む本明細書で引用される文献はすべてその全体が参照によって
組み入れられる。
【発明の概要】
【００１１】
　本発明は、ＢＡＣＥ１のペプチド阻害剤及びポリペプチド阻害剤並びにその使用方法を
提供する。具体的には、ペプチド又はポリペプチドはＢＡＣＥ１の活性を阻害する又は低
下させる。
【００１２】
　以下に記載されるように、ファージ粒子上に提示される未処理のペプチドライブラリを
結合体の最初の選抜に用い、次いで阻害剤についてスクリーニングした。これが、標準的
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ではない様式で活性部位にて結合するペプチド阻害剤の強力なクラスの発見につながった
。これらのペプチドは細胞系アッセイと同様に酵素アッセイにおいてもＢＡＣＥ１を阻害
し、Ａβペプチドの低下を生じる。ペプチド単独の構造及びＢＡＣＥ１との複合体におけ
る構造はタンパク分解酵素の活性部位でかつて見られなかった新規の結合様式を示す。
【００１３】
　実施形態では、本発明はＢＡＣＥ１に特異的に結合する単離されたポリペプチドを提供
し、その際、ポリペプチドはアミノ酸配列Ｘ１－Ｓ－Ｘ２－Ｙ－Ｃ－Ｒ－Ｌ－Ｘ３－Ｘ４
－Ｘ５－Ｘ６－Ｃ－（Ｘ７）ｎ（配列番号６）を含み、Ｘ１はグルタミン酸又はアスパラ
ギン酸であり、Ｘ２はメチオニン、ロイシン、イソロイシン又はバリンであり、Ｘ３はロ
イシン又はメチオニンであり、Ｘ４はグリシン、セリン又はアラニンであり、Ｘ５はロイ
シン、イソロイシン又はバリンであり、Ｘ６はグリシン又はアラニンであり、Ｘ７はグリ
シン、アスパラギン酸又はグルタミン酸であり、ｎは０又は１である。
【００１４】
　種々の実施形態では、ｎは０（配列番号７）である。他の実施形態では、ｎは１（配列
番号８）である。
【００１５】
　一実施形態では、Ｘ３はロイシンである（配列番号9）。他の実施形態では、Ｘ４はグ
リシンである（配列番号１０）。別の実施形態では、Ｘ５はイソロイシンである（配列番
号１１）。別の実施形態では、Ｘ６はグリシンである（配列番号１２）。別の実施形態で
は、Ｘ７はグリシンである（配列番号１３）。
【００１６】
　実施形態では、本発明は、ＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号１４）（ＢＡＣ
Ｅ０１８）、ＮＥＬＳＰＹＣＲＬＭＧＬＧＣＤ（配列番号１５）（ＢＡＣＥ０１９）、Ｎ
ＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１６）（ＢＡＣＥ２０）及びＰＥＥＳＬＹＣＲ
ＬＬＡＬＧＣＧ（配列番号１７）（ＢＡＣＥ０２１）から成る群から選択されるアミノ酸
配列を含む単離されたポリペプチドを提供する。実施形態では、ポリペプチドはＮＥＥＳ
ＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１６）のアミノ酸配列を含む。別の実施形態では、ポ
リペプチドはＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号１４）のアミノ酸配列を含む。
別の実施形態では、ポリペプチドはＮＥＬＳＰＹＣＲＬＭＧＬＧＣＤ（配列番号１５）の
アミノ酸配列を含む。別の実施形態では、ポリペプチドはＰＥＥＳＬＹＣＲＬＬＡＬＧＣ
Ｇ（配列番号１７）のアミノ酸配列を含む。
【００１７】
　実施形態では、本発明はＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号１４）、ＮＥＬＳ
ＰＹＣＲＬＭＧＬＧＣＤ（配列番号１５）、ＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号
１６）及びＰＥＥＳＬＹＣＲＬＬＡＬＧＣＧ（配列番号１７）から成る群から選択される
アミノ酸配列から本質的に成る又は成る単離されたポリペプチドを提供する。実施形態で
は、ポリペプチドはＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１６）のアミノ酸配列か
ら本質的に成る又は成る。別の実施形態では、ポリペプチドはＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬ
ＧＣＧ（配列番号１４）のアミノ酸配列から本質的に成る又は成る。別の実施形態では、
ポリペプチドはＮＥＬＳＰＹＣＲＬＭＧＬＧＣＤ（配列番号１５）のアミノ酸配列から本
質的に成る又は成る。別の実施形態では、ポリペプチドはＰＥＥＳＬＹＣＲＬＬＡＬＧＣ
Ｇ（配列番号１７）のアミノ酸配列から本質的に成る又は成る。
【００１８】
　実施形態では、本発明はＢＡＣＥ１に特異的に結合する単離されたポリペプチドを提供
するが、その際、ポリペプチドはアミノ酸配列ＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１８
）（ＢＡＣＥ３１）を含む。実施形態では、ポリペプチドはアミノ酸配列ＥＳＭＹＣＲＬ
ＬＧＩＧＣＧ（配列番号１９）（ＢＡＣＥ０３０）を含む。別の実施形態では、ポリペプ
チドはアミノ酸配列ＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１９）から本質的に成る又は
成る。
【００１９】
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　実施形態では、本発明はＢＡＣＥ１に特異的に結合する単離されたポリペプチドを提供
するが、その際、ポリペプチドは、Ｃ末端に対して１位及び８位にシステイン、Ｃ末端に
対して７位にアルギニン又はアルギニン類似体及びＣ末端に対して６位にロイシンを有す
る配列を含む。
【００２０】
　実施形態では、Ｃ末端に対して７位でのアミノ酸はアルギニンである。
【００２１】
　実施形態では、ポリペプチドはＣ末端に対して０、２及び４位に小型アミノ酸を含む。
さらなる実施形態では、Ｃ末端に対して０、２及び４位でのアミノ酸はグリシンである。
【００２２】
　実施形態では、ポリペプチドはＣ末端に対して３位に疎水性残基を含む。
【００２３】
　実施形態では、ポリペプチドはＣ末端に対して５位にロイシンを含む。
【００２４】
　実施形態では、ポリペプチドはＣ末端に対して９位にチロシン又はフェニルアラニンを
含む。さらなる実施形態では、Ｃ末端に対して９位でのアミノ酸はチロシンである。
【００２５】
　実施形態では、ポリペプチドはＣ末端に対して１０位に嵩高の疎水性残基を含む。
【００２６】
　実施形態では、ポリペプチドはＣ末端に対して１１位にセリンを含む。
【００２７】
　実施形態では、ポリペプチドはＣ末端に対して１２位に酸性残基を含む。さらなる実施
形態では、Ｃ末端に対して１２位でのアミノ酸はグルタミン酸である。
【００２８】
　一実施形態では、０、２及び４位でのアミノ酸は小型アミノ酸であり；３位でのアミノ
酸は疎水性残基であり；５位でのアミノ酸はロイシン又はメチオニンであり；７位でのア
ミノ酸はアルギニンであり；９位でのアミノ酸はチロシン又はフェニルアラニンであり；
１０位でのアミノ酸は嵩高な疎水性残基であり；１１位でのアミノ酸はセリンであり；１
２位でのアミノ酸は酸性アミノ酸である。
【００２９】
　さらなる実施形態では、０、２及び４位でのアミノ酸はグリシンであり；３位でのアミ
ノ酸は疎水性残基であり；５位でのアミノ酸はロイシンであり；７位でのアミノ酸はアル
ギニンであり；９位でのアミノ酸はチロシンであり；１０位でのアミノ酸は嵩高な疎水性
残基であり；１１位でのアミノ酸はセリンであり；１２位でのアミノ酸はグルタミン酸で
ある。
【００３０】
　種々の実施形態では、ポリペプチドは表２及び図２にて言及されるＢＡＣＥ結合ペプチ
ドの配列から選択される配列を含む。
【００３１】
　実施形態では、ポリペプチドは少なくとも１つの特定のＢＡＣＥ残基と直接相互作用す
る。一実施形態では、７位でのアルギニンはＢＡＣＥ１のアスパラギン酸塩３２及びアス
パラギン酸塩２２８と塩架橋を形成する。別の実施形態では、９位でのチロシンはＢＡＣ
Ｅ１のＹループに結合する。別の実施形態では、１２位でのグルタミン酸はＢＡＣＥ１の
アスパラギン酸塩２３５と塩架橋を形成する。
【００３２】
　実施形態では、ポリペプチドはＰ側にてＢＡＣＥ１の基質の溝に結合する。さらなる実
施形態では、ポリペプチドはＰ側にてＢＡＣＥ１の基質の溝に結合し、ペプチド結合が基
質の方向とは反対の方向でトレースする。
【００３３】
　一実施形態では、本発明は、ＢＡＣＥ１に特異的に結合する単離されたポリペプチドを
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提供し、表２及び図２にて言及されるアミノ酸配列から選択されるペプチドのアミノ酸配
列を含むＣ末端、Ｎ末端及び内部アミノ酸配列を含む。一部の実施形態では、Ｃ末端のア
ミノ酸はＫＥＥＳＩＹＣＲＬＭＧＬＧＣＧ（配列番号１４）、ＮＥＬＳＰＹＣＲＬＭＧＬ
ＧＣＤ（配列番号１５）、ＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１９）及びＰＥＥＳＬ
ＹＣＲＬＬＡＬＧＣＧ（配列番号１７）から選択される。
【００３４】
　一実施形態では、本発明は上記で記載されたポリペプチドのいずれか１つを提供し、そ
の際、ポリペプチドは細胞傷害剤又は細胞の侵入を高めるアミノ酸配列タグに抱合される
又は融合される。種々の実施形態では、細胞傷害剤は、化学療法の剤又は薬剤、増殖阻害
剤、毒素（たとえば、細菌、真菌、植物又は動物を起源とするタンパク質毒素、酵素的に
活性のある毒素、又はその断片）又は放射線同位元素である。実施形態では、細胞の侵入
を高めるアミノ酸配列タグは細胞侵入性のペプチドである。実施形態では、融合タンパク
質は、脳血管関門を介した吸収力介在性のトランスサイトーシス又は受容体介在性のトラ
ンスサイトーシスを通常受けるタンパク質のアミノ酸配列とのＢＡＣＥ１結合ペプチドの
融合を含む。
【００３５】
　実施形態では、本発明はＢＡＣＥ１への結合について上述のポリペプチドのいずれか１
つと競合するアミノ酸配列を提供する。
【００３６】
　実施形態では、本発明は上述のポリペプチドのいずれか１つを提供し、その際、ポリペ
プチドは内因性のＢＡＣＥ１タンパク分解活性を阻害する。
【００３７】
　実施形態では、本発明は本発明のポリペプチド又はその断片に特異的に結合する抗体を
提供する。
【００３８】
　実施形態では、本発明は本発明のポリペプチドを含むキットを提供する。
【００３９】
　一実施形態では、本発明のポリペプチドと薬学上許容可能なキャリアを含む医薬製剤が
提供される。
【００４０】
　追加の実施形態では、本発明のポリペプチドをコードする単離された核酸と同様に本発
明のポリペプチドをコードする核酸を含むベクターが提供される。別の態様では、本発明
のポリペプチドをコードする核酸を含む宿主細胞と同様にポリペプチドの産生に好適な条
件下で本発明のポリペプチドをコードする核酸を含む宿主細胞を培養することを含む本発
明のポリペプチドを作製する方法が提供される。
【００４１】
　別の実施形態では、有効量の本発明のポリペプチドを個体に投与することを含む、神経
疾患又は神経障害を有する個体を治療する方法が提供される。
【００４２】
　追加の実施形態では、有効量の本発明のポリペプチドを個体に投与することを含む、神
経疾患又は神経障害に罹っている患者又は罹るリスクのある患者にてアミロイド斑を減ら
す又はアミロイド斑の形成を阻害する方法が提供される。
【００４３】
　一実施形態では、有効量の本発明のポリペプチドを患者に投与することを含む、患者に
てＡβタンパク質を低下させる方法が提供される。一実施形態では、患者は神経疾患又は
神経障害に罹っている又は罹るリスクがある。
【００４４】
　別の実施形態では、有効量の本発明のポリペプチドを患者に投与することを含む、患者
にて軸索の変性を阻害する方法が提供される。
【００４５】
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　本発明の方法の一実施形態では、患者は哺乳類である。別の態様では、患者はヒトであ
る。別の実施形態では、神経疾患又は神経障害は、アルツハイマー病（ＡＤ）、外傷性脳
傷害、卒中、緑内障、認知症、筋ジストロフィ（ＭＤ）、多発性硬化症（ＭＳ）、筋委縮
性側索硬化症（ＡＬＳ）、嚢胞性線維症、アンジェルマン症候群、リドル症候群、パジェ
ット病、外傷性脳傷害、レビー小体病、ポリオ後症候群、シャイドレーガー症候群、オリ
ーブ橋小脳萎縮症、パーキンソン病、多系統萎縮症、線状体黒質変性症、核上麻痺、牛海
綿状脳症、スクレイピー、クロイツフェルト・ヤコブ症候群、クールー、ゲルストマン・
ストロイスラー・ジャインカー病、慢性消耗性疾患、致死性家族性不眠症、進行性球麻痺
、運動ニューロン疾患、カナバン病、ハンチントン病、神経性セロイドリポフスチン症、
アレキサンダー病、トゥレット症候群、メンケス症候群、コケイン症候群、ハレルホルデ
ン・スパッツ症候群、ラフォーラ病、レット症候群、肝レンズ核変性症、レッシュ・ナイ
ハン症候群、及びウンフェルリヒト・ルントボルグ症候群、認知症（ピック病及び脊髄小
脳失調を含むが、これらに限定されない）から成る群から選択される。一実施形態では、
神経疾患又は神経障害は、アルツハイマー病である。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
　本特許のファイルは少なくとも１枚のカラーで実行された図面を含有する。カラー図面
付きの本特許又は特許出願のコピーは、要請及び必要な費用の支払いに応じて特許庁から
提供されるであろう。
【図１Ａ】（１Ａ）ファージによって提示される線状又は環状のペプチドライブラリのプ
レートソーティングに由来するＢＡＣＥ１についてのペプチドリガンド（それぞれ出現順
に配列番号２１、５６～６１、２１、６２、５６、６３－６８及び２２～２４）の配列配
置を示す図である。ＢＭＳ１、ＢＭＳ２及びＢＭＳ４はそれぞれ以前記載された（Kornac
ker, M. G. et al.(2005) Biochemistry 44: 11567-73）ペプチド識別子１、２及び４と
同じである。
【図１Ｂ】（１Ｂ）既知のＢＡＣＥ１阻害剤、ＯＭ９９－２（「ＯＭ９９」として特定さ
れた）及びスタチンと比較したＢＡＣＥ０１０及びＢＡＣＥ０１１（それぞれ「ＢＡＣＥ
１０」及び「ＢＡＣＥ１１」として図で特定された）についてのＨＴＲＦ酵素活性のアッ
セイ結果を示す図である。
【図１Ｃ】（１Ｃ）ＢＡＣＥ１に結合するペプチドを提示するファージの合成ペプチドＢ
ＭＳ１との競合を示す図である。棒は、７０ｎＭのＢＭＳ１ペプチドの非存在下（灰色）
又は存在下（黒色）でのファージのＥＬＩＳＡシグナルを表す。ファージペプチドのＩＤ
は図１Ａで示したとおりである。
【図２】競合相手としてのＢＡＣＥ０１０の存在下でのファージによって提示されるペプ
チドライブラリの溶液ソーティングに由来するＢＡＣＥ１についてのペプチドリガンド（
それぞれ出現順に配列番号２６、１４、６９～７３、１５、７４～７８、１６、７９～８
６、１７及び８７～９５）の配列を示す図である。ＢＡＣＥ０１７は、１００μＭのＢＡ
ＣＥ０１０の存在下で未処理のペプチドライブラリに対するＢＡＣＥ１の溶液パンニング
から得られたＢＡＣＥ１結合ペプチドリガンドである。ＢＡＣＥ０１８～ＢＡＣＥ０２１
はＢＡＣＥ０１７の親和性成熟に由来するＢＡＣＥ１結合ペプチドのペプチド配列である
。ファージスポットのＥＬＩＳＡデータは個々のクローンについての相対的な結合親和性
を示すように記載する。ＥＬＩＳＡで分類した列がＢＡＣＥ１へのファージ結合シグナル
であり、ｓ／ｎはシグナル／ノイズの比であり、「シグナル」は列「ＥＬＩＳＡ」で示さ
れるデータであり、ノイズは背景の非特異的な結合としてのＢＳＡに結合するファージの
シグナルである。配列配置はロゴ表現として要約した（Crooks et al., Genome Research
, 14:1188-1190, (2004); Schneider and Stephens RM. 1990. Nucleic Acids Res. 18:6
097-6100 (1990)）。ｐｅｐＩＤで示されたペプチドをペプチド合成用に選択した。
【図３Ａ】（３Ａ）ＨＴＲＦ酵素アッセイにおけるＢＡＣＥ１の合成ペプチドリガンドの
阻害活性を示す図である。ＢＡＣＥ１結合ペプチドであるＢＡＣＥ０１８～ＢＡＣＥ０２
１はＢＡＣＥ１に対する２７量体のＨＴＲＦ基質の切断において濃度依存性の阻害を示す
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。システイン残基がセリンによって置換されたＢＡＣＥ０１８～ＢＡＣＥ０２１に相当す
るペプチド（ＢＡＣＥ０２５～ＢＡＣＥ０２８）はＢＡＣＥ１酵素活性を阻害するその能
力にてほとんど効果的ではない。ＢＡＣＥ０１８～ＢＡＣＥ０２１及びＢＡＣＥ０２５～
ＢＡＣＥ０２８はそれぞれ図にてＢＡＣＥ１８～ＢＡＣＥ２１及びＢＡＣＥ２５～ＢＡＣ
Ｅ２８として特定された。
【図３Ｂ】（３Ｂ）それぞれＢＡＣＥ０２０、小型分子でペプチド阻害剤であるＯＭ９９
－２又はＢＭＳ１によるビオチン化ＢＡＣＥ０２０の競合結合ＥＬＩＳＡの結果を示すグ
ラフである。
【図４】ＢＡＣＥ１結合ペプチドが細胞アッセイにてＡβの産生を阻害することを示すグ
ラフである。ＢＡＣＥ０１７～ＢＡＣＥ０２１は、ＢＡＣＥ１阻害抗体（抗ＢＡＣＥ１）
、ＢＡＣＥ１の小分子阻害剤（ＯＭ９９－２）、ＢＡＣＥ１のペプチド阻害剤（ＢＭＳ１
）及びＢＡＣＥ１の小分子阻害剤（ＧＳＫ－８ｅ、Charrier, et al., J. Med. Chem. 51
: 3313-3317 (2008)）と比べたとき、２９３－ｈＡＰＰ細胞にてＡβの産生で濃度依存性
の低下を示す。４パラメータ非線形回帰曲線適合プログラムを用いてＩＣ５０を決定した
。
【図５Ａ】（５Ａ）等核ＮＭＲ分光法によって測定されたＢＡＣＥ０２０の構造を示す図
である。
【図５Ｂ】（５Ｂ）ＢＡＣＥ０２０（赤）との複合体におけるＢＡＣＥ１と比べた未結合
のＢＡＣＥ１（青）のＴＲＯＳＹスペクトルの比較を示す図である。右のパネルは、活性
部位の残基であるＡｓｐ３２及びＡｓｐ２２８を含む特定の残基のスペクトルの変化を強
調する。
【図５Ｃ】（５Ｃ）ＢＡＣＥ１の活性部位の溝とフラップにおけるＢＡＣＥ１の構造を描
く図であり；ＢＡＣＥ０２０の結合の際、摂動した共鳴を有するＢＡＣＥ１の残基は赤で
示す。
【図６Ａ】ＢＡＣＥ０３０との複合体におけるＢＡＣＥ１の１．５Å解像度での結晶構造
を示す図である。（６Ａ）ＢＡＣＥの活性部位に結合した１σ（茶色のメッシュ）でのＢ
ＡＣＥ０３０の曲げて作った電子密度マップを示す図である。
【図６Ｂ】（６Ｂ）遊離のＢＡＣＥ１（灰色）、ＢＡＣＥ１（青色）に結合したＢＡＣＥ
０３０（緑色）及びＢＡＣＥ１（桃色）に結合したＯＭ９９－２（小麦）の結晶構造を描
く図である。活性部位のアスパラギン酸残基は小枝及び赤色で示す。
【図６Ｃ】（６Ｃ）ＢＡＣＥ０３０（緑色）及びＯＭ９９－２（マゼンタ）とのＢＡＣＥ
１の複合体の重ね合わせを描く図である。触媒部位でのアスパラギン酸は赤色で示す。
【図６Ｄ】（６Ｄ）はＢＡＣＥ１（橙色）の残基とのＢＡＣＥ０３０（緑色）の結合相互
作用を描く図である。水分子を赤い球形で示す。水素結合を赤い破線で示す。
【図６Ｅ】（６Ｅ）小枝状でのＯＭ９９－２（マゼンタ）及びＯＭ０３－４（シアン）と
のＢＡＣＥ１の複合体の重ね合わせを描く図である。ＢＡＣＥ１変異体がもはやＢＡＣＥ
０２０に結合しないＢＡＣＥ１の表面は赤い表面を有し、ＢＡＣＥ０３０の結合に影響を
有さないＢＡＣＥ１変異体は緑色の表面を有する。
【図７Ａ】（７Ａ）ＢＡＣＥの活性部位に結合したＢＡＣＥ０３０ペプチドの１．５Å解
像度での結晶構造の遠位の図である。ＢＡＣＥ０３０は黄色で示し、触媒のアスパラギン
酸残基を含有するＢＡＣＥ１の領域は赤色で示し、ＢＡＣＥ１のフラップ領域は背景のト
レースとして示す。
【図７Ｂ】（７Ｂ）ＢＡＣＥ１の触媒のアスパラギン酸残基とのＢＡＣＥ０３０の「アル
ギニンフィンガー」（Ａｒｇ６）の相互作用を描く図である。
【図７Ｃ】（７Ｃ）ＢＡＣＥ１のＹループとのＢＡＣＥ０３０のＴｒｙ４の相互作用を描
く図である。図７Ｃは配列番号９６として「Ｌｅｕ８Ｇｌｙ９Ｌｅｕ１０Ｇｌｙ１１」を
開示する。
【発明を実施するための形態】
【００４７】
定義
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　「単離される」は、分子に参照される場合、その天然の環境の成分から特定され、分離
され及び／又は回収されている分子を指す。その天然の環境の混入成分は診断用途又は治
療用途を妨害する物質である。
【００４８】
　「活性のある」ポリペプチド又はその断片は、活性のあるポリペプチドの未処理の又は
天然に存在する相方の生物活性を保持する。生物活性は活性のあるポリペプチドの未処理
の又は天然に存在する相方が介在する機能を指す。たとえば、結合又はタンパク質／タン
パク質の相互作用が生物活性を構成する。
【００４９】
　用語「抗体」及び「免疫グロブリン」は広義には相互交換可能に使用され、モノクロー
ナル抗体（たとえば、完全長の又は無傷のモノクローナル抗体）、ポリクローナル抗体、
多価抗体、多重特異性抗体（たとえば、それらが所望の生物活性を示す限り二重特異性抗
体）を含み、特定の抗体断片（本明細書でさらに詳しく記載されるような）も含まれ得る
。抗体は、キメラ抗体、ヒト抗体、ヒト化抗体及び／又は親和性成熟抗体であることがで
きる。
【００５０】
　「抗体断片」は無傷の抗体の一部のみを含み、その部分は好ましくは、無傷の抗体に存
在する場合、その部分に正常に関連する機能の少なくとも１つ、好ましくはほとんど又は
すべてを保持する。
【００５１】
　用語「モノクローナル抗体」は本明細書で使用されるとき、実質的に均質な抗体の集団
から得られる抗体を指し、その集団を構成する個々の抗体は、軽微な量で存在し得ると考
えられる天然に存在する変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は特異性が高く、
単一の抗原に向けられる。さらに、様々な決定基（エピトープ）に向けられた様々な抗体
を含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、各モノクローナル抗体は抗原上の単一決
定基に向けられる。
【００５２】
　モノクローナル抗体は本明細書では、重鎖及び／又は軽鎖の一部が特定の種に由来する
又は特定の抗体のクラス若しくはサブクラスに属する抗体における相当する配列と同一で
ある又は相同である一方で、鎖の残りの部分が別の種に由来する又は別の抗体のクラス若
しくはサブクラスに属する抗体における相当する配列と同一である又は相同である「キメ
ラ」抗体、及び所望の生物活性を示す限り、そのような抗体の断片を具体的に含む（米国
特許第４，８１６，５６７号;及び Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6
851-6855 (1984)）。
【００５３】
　非ヒト（たとえば、マウス）抗体の「ヒト化」形態は、非ヒト免疫グロブリンに由来す
る最小の配列を含有するキメラ抗体である。ほとんどの部分については、ヒト化抗体は、
ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）であり、その際、レシピエントの超可変領域に
由来する残基が、所望の特異性、親和性及び能力を有するたとえば、マウス、ラット、ウ
サギ又は非ヒト霊長類のような非ヒト種（ドナー抗体）の超可変領域に由来する残基によ
って置き換えられる。一部の例では、ヒト免疫グロブリンのフレームワーク領域（ＦＲ）
が相当する非ヒト残基で置き換えられる。さらに、ヒト化抗体はレシピエント抗体又はド
ナー抗体にて見つからない残基を含み得る。これらの修飾を行って抗体の性能をさらに改
善する。一般に、ヒト化抗体は少なくとも１、通常２の可変ドメインの実質的にすべてを
含み、超可変ループのすべて又は実質的にすべては非ヒト免疫グロブリンものに相当し、
ＦＲのすべて又は実質的にすべてはヒト免疫グロブリン配列のものである。ヒト化抗体は
任意で、通常ヒト免疫グロブリンのものである免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なく
とも一部も含むであろう。さらに詳細には、Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ、３２１：５２
２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ、３３２：３２３－３２
９（１９８８）；及びＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．２：５
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９３－５９６（１９９２）を参照のこと。また、以下の概説論文及びその中で引用された
文献：Ｖａｓｗａｎｉ及びＨａｍｉｌｔｏｎ，Ａｎｎ．Ａｌｌｅｒｇｙ，Ａｓｔｈｍａ　
＆　Ｉｍｍｕｎｏｌ．１：１０５－１１５（１９９８）；Ｈａｒｒｉｓ，Ｂｉｏｃｈｅｍ
．Ｓｏｃ．Ｔｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ２３：１０３５－１０３８（１９９５）；Ｈｕｒｌ
ｅ及びＧｒｏｓｓ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．５：４２８－４３３（１９９４）
も参照のこと。
【００５４】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって産生される抗体の配列に相当するアミノ酸配列を持つ及
び／又は本明細書で開示されるようなヒト抗体を作製する技術のいずれかを用いて作製さ
れているものである。ヒト抗体のこの定義は、非ヒトの抗原結合部位を含むヒト化抗体を
具体的には除外する。
【００５５】
　「親和性成熟した」抗体は、それらの変化を持たない親抗体に比べて抗原への抗体の親
和性で改善を生じる１以上のその相補性決定領域（ＣＤＲ）における１以上の変化を持つ
ものである。好ましくは、親和性成熟した抗体は、標的抗原に対してナノモル又はさらに
ピコモルの親和性を有するであろう。親和性成熟した抗体は、当該技術で既知の手順によ
って作製される。Ｍａｒｋｓら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１０：７７９－７８３
（１９９２）は、ＶＨ及びＶＬのドメインをシャッフルすることによる親和性成熟を記載
している。ＣＤＲ及び／又はフレームワーク残基の無作為変異誘発は、Ｂａｒｂａｓら、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９１：３８０９－３８１３（１９９４）
；Ｓｃｈｉｅｒら、Ｇｅｎｅ、１６９：１４７－１５５（１９９５）；Ｙｅｌｔｏｎら、
Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５５：１９９４－２００４（１９９５）；Ｊａｃｋｓｏｎら、Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５４（７）：３３１０－９（１９９５）；及びＨａｗｋｉｎｓら、
Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２６：８８９－８９６（１９９２）によって記載されている。
【００５６】
　「エピトープタグを付けた」ポリペプチドは「タグポリペプチド」に融合させたキメラ
ポリペプチドを指す。そのようなタグは、抗体がそれに対して作製され得る又は利用可能
であるが、ポリペプチドの活性を実質的に妨害しないエピトープを提供する。内因性のエ
ピトープとの抗タグ抗体の反応性を抑えるにはタグポリペプチドは普通独特である。好適
なタグポリペプチドは一般に少なくとも６つのアミノ酸残基、普通約８～５０のアミノ酸
残基、好ましくは８～２０のアミノ酸残基を有する。エピトープタブグ配列の例には、Ａ
型インフルエンザウイルスからのＨＡ、ＧＤ、およびｃ－ｍｙｃ、ポリ－ＨｉｓおよびＦ
ＬＡＧが含まれる。
【００５７】
　「ポリヌクレオチド」又は「核酸」は本明細書では相互交換可能に使用され、任意の長
さのヌクレオチドの重合体を指し、それにはＤＮＡ及びＲＮＡが挙げられるが、これらに
限定されない。ヌクレオチドは、デオキシリボヌクレオチド、リボヌクレオチド、修飾さ
れたヌクレオチド又は塩基、及び／又はそれらの類似体、又はＤＮＡ若しくはＲＮＡポリ
メラーゼによって又は合成反応によって重合体に取り込むことができる基質であることが
できる。ポリヌクレオチドは、たとえば、メチル化ヌクレオチド及びその類似体のような
修飾されたヌクレオチドを含み得る。存在するのであれば、ヌクレオチドに対する修飾は
重合体の組立ての前又は後で付与され得る。ヌクレオチドの配列は非ヌクレオチド成分に
よって割り込まれ得る。ポリヌクレオチドは合成後、たとえば、標識による抱合によって
さらに修飾され得る。他の種類の修飾には、たとえば、「キャップ」、１以上の天然に存
在するヌクレオチドの類似体による置換、たとえば、非荷電結合によるもの（たとえば、
メチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホアミダイト、カバメート等）及び荷電
結合によるもの（たとえば、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエート等）のようなヌ
クレオチド間修飾、たとえば、タンパク質（たとえば、ヌクレアーゼ、毒素、抗体、」シ
グナルペプチド、Ｐｌｙ－Ｌ－リジン等）のようなペンダント部分を含有するもの、挿入
剤（たとえば、アクリジン、ソラレン等）によるもの、キレータ（たとえば、金属、放射
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性金属、ボロン、酸化金属等）を含有するもの、アルキル化剤を含有するもの、修飾され
た結合によるもの（たとえば、αアノマー核酸等）、並びにポリヌクレオチドの未修飾形
態が挙げられる。さらに、糖類に普通存在するヒドロキシル基のいずれかが、たとえば、
ホスホネート基、ホスフェート基によって置換されてもよく、標準の保護基によって保護
されてもよく、又は活性化されて追加のヌクレオチドに対する追加の結合を調製してもよ
く、又は固体若しくは半固体の支持体に抱合されてもよい。５’及び３’末端のＯＨはリ
ン酸化することができ、又はアミン若しくは１～２０の炭素原子の有機キャッピング基に
よって置換することができる。他のヒドロキシルを標準の保護基に誘導体化し得る。ポリ
ヌクレオチドは、たとえば、２’－Ｏ－メチル－、２’－Ｏ－アリル－、２’－Ｏ－フル
オロ－、又は２’－アジド－リボース、カルボ環状糖類似体、αアノマー糖、たとえば、
アラビノース、キシロース又はリキソースのようなエピマー糖、ピラノース糖、フラノー
ス糖、セドヘプツロース、非環状類似体及びメチルリボシドのような脱塩基ヌクレオシド
類似体を含む当該技術で一般的に知られるリボース糖又はデオキシリボース糖の類似形態
も含有することができる。１以上のホスホジエステル結合が代替の結合基で置き換えられ
得る。代替の結合基には、ホスフェートがＰ（Ｏ）Ｓ（「チオエート」）、Ｐ（Ｓ）Ｓ（
「ジチオエート」）、（Ｏ）ＮＲ．ｓｕｂ．２（「アミデート」）、Ｐ（Ｏ）Ｒ、Ｐ（Ｏ
）ＯＲ’、ＣＯ又はＣＨ．ｓｕｂ．２（「ホルマセタル」）によって置き換えられる実施
形態で、その際、各Ｒ又はＲ’が独立してＨ又は任意でエーテル（－Ｏ－）結合、アリー
ル、アルケニル、シクロアルキル、シクロアルケニル又はアラルジルを含有する置換若し
くは非置換のアルキル（１～２０のＣ）である実施形態が挙げられるが、これらに限定さ
れない。ポリヌクレオチドにおける結合すべてが同一である必要があるわけではない。上
記の記載は、ＲＮＡ及びＤＮＡを含む本明細書で言及されるポリヌクレオチドすべてに適
用される。
【００５８】
　「オリゴヌクレオチド」は本明細書で使用されるとき、一般に、しかし必然ではない長
さ約２００ヌクレオチド未満である短い、一般に一本鎖の一般に合成ポリヌクレオチドを
指す。用語「オリゴヌクレオチド」及び「ポリヌクレオチド」は相互に排他的ではない。
ポリヌクレオチドに関する上記記載は同等に及び完全にオリゴヌクレオチドに適用できる
。
【００５９】
　「制御配列」は本明細書で使用されるとき、特定の宿主生物にて操作可能に連結された
コーディング配列の発現を可能にするＤＮＡ配列である。原核細胞の制御配列にはプロモ
ータ、オペレータの配列及びリボソーム結合部位が挙げられる。真核細胞の制御配列には
プロモータ、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサが挙げられる。
【００６０】
　核酸は、別の核酸配列と機能的な関係に置かれると「操作可能に連結される」。たとえ
ば、プロモータ又はエンハンサは、配列の転写に影響を及ぼすのであればコーディング配
列に操作可能に連結され、又はリボソーム結合部位は、翻訳を円滑にするように配置され
るのであればコーディング配列に操作可能に連結される。一般に、「操作可能に連結され
る」は、連結されるＤＮＡ配列が隣接しており、分泌リーダーの場合、隣接し、読み取り
相にあることを意味する。しかしながら、エンハンサは隣接する必要はない。
【００６１】
　用語「ベクター」は本明細書で使用されるとき、それに連結される別の核酸を伝搬する
ことが可能である核酸分子を指す。用語には、自己複製する核酸構造としてのベクターと
同様にそれが導入される宿主細胞のゲノムに組み入れられるベクターも含まれる。特定の
ベクターはそれらが操作可能に連結される核酸の発現を指示することが可能である。その
ようなベクターは本明細書では「発現ベクター」と呼ばれる。
【００６２】
　用語「宿主細胞」、「宿主細胞株」及び「宿主細胞の培養物」は相互交換可能に使用さ
れ、外因性の核酸が導入されている、そのような細胞の子孫を含む細胞を指す。宿主細胞



(17) JP 2015-501150 A 2015.1.15

10

20

30

40

50

には、「形質転換体」及び「形質転換された細胞」が含まれ、それらは一次形質転換細胞
及び継代の数に関わりなくそれらに由来する子孫を含む。子孫は核酸内容物について親細
胞と完全に同一でなくてもよいが、変異を含有し得る。元々の形質転換された細胞につい
てスクリーニングされた又は選択されたものと同一の機能又は生物活性を有する変異子孫
が本明細書に含まれる。
【００６３】
　用語「ＢＡＣＥ１」は本明細書で使用されるとき、特に指示されない限り、たとえば、
霊長類（たとえば、ヒト）及び齧歯類（たとえば、マウス及びラット）のような哺乳類を
含む任意の脊椎動物起源に由来する天然のβ－セクレターゼ１（β部位アミロイド前駆タ
ンパク質切断酵素１、膜関連アスパラギン酸プロテアーゼ２、メマプシン２、アスパルチ
ルプロテアーゼ２又はＡｓｐ２とも呼ばれる）を指す。その用語は、「完全長」のプロセ
ッシングを受けていないＢＡＣＥ１と同様に細胞内でのプロセッシングの結果生じるＢＡ
ＣＥ１の任意の形態も包含する。その用語はまた、ＢＡＣＥ１の天然に存在する変異体、
たとえば、スプライシング変異体又は対立遺伝子変異体も包含する。例となるＢＡＣＥ１
のアミノ酸配列を以下の配列番号１で示すが、それはヒトＢＡＣＥ１、その全体が参照に
よって本明細書に組み入れられるＶａｓｓａｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２８６：７３５－７
４１（１９９９）で報告されたようなアイソフォームＡの配列である。
ＭＡＱＡＬＰＷＬＬＬＷＭＧＡＧＶＬＰＡＨＧＴＱＨＧＩＲＬＰＬＲＳＧＬＧＧＡＰＬＧ
ＬＲＬＰＲＥＴＤＥＥＰＥＥＰＧＲＲＧＳＦＶＥＭＶＤＮＬＲＧＫＳＧＱＧＹＹＶＥＭＴ
ＶＧＳＰＰＱＴＬＮＩＬＶＤＴＧＳＳＮＦＡＶＧＡＡＰＨＰＦＬＨＲＹＹＱＲＱＬＳＳＴ
ＹＲＤＬＲＫＧＶＹＶＰＹＴＱＧＫＷＥＧＥＬＧＴＤＬＶＳＩＰＨＧＰＮＶＴＶＲＡＮＩ
ＡＡＩＴＥＳＤＫＦＦＩＮＧＳＮＷＥＧＩＬＧＬＡＹＡＥＩＡＲＰＤＤＳＬＥＰＦＦＤＳ
ＬＶＫＱＴＨＶＰＮＬＦＳＬＱＬＣＧＡＧＦＰＬＮＱＳＥＶＬＡＳＶＧＧＳＭＩＩＧＧＩ
ＤＨＳＬＹＴＧＳＬＷＹＴＰＩＲＲＥＷＹＹＥＶＩＩＶＲＶＥＩＮＧＱＤＬＫＭＤＣＫＥ
ＹＮＹＤＫＳＩＶＤＳＧＴＴＮＬＲＬＰＫＫＶＦＥＡＡＶＫＳＩＫＡＡＳＳＴＥＫＦＰＤ
ＧＦＷＬＧＥＱＬＶＣＷＱＡＧＴＴＰＷＮＩＦＰＶＩＳＬＹＬＭＧＥＶＴＮＱＳＦＲＩＴ
ＩＬＰＱＱＹＬＲＰＶＥＤＶＡＴＳＱＤＤＣＹＫＦＡＩＳＱＳＳＴＧＴＶＭＧＡＶＩＭＥ
ＧＦＹＶＶＦＤＲＡＲＫＲＩＧＦＡＶＳＡＣＨＶＨＤＥＦＲＴＡＡＶＥＧＰＦＶＴＬＤＭ
ＥＤＣＧＹＮＩＰＱＴＤＥＳＴＬＭＴＩＡＹＶＭＡＡＩＣＡＬＦＭＬＰＬＣＬＭＶＣＱＷ
ＣＣＬＲＣＬＲＱＱＨＤＤＦＡＤＤＩＳＬＬＫ（配列番号１）
【００６４】
　それぞれ以下で配列番号２、配列番号３及び配列番号４として示すアイソフォームＢ、
Ｃ及びＤを含むヒトＢＡＣＥ１の幾つかの他のアイソフォームが存在する。その全体が参
照によって本明細書に組み入れられる ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ／Ｓｗｉｓｓ－Ｐｒｏｔ　Ｅ
ｎｔｒｙ　Ｐ５６８１７を参照のこと。
ＭＡＱＡＬＰＷＬＬＬＷＭＧＡＧＶＬＰＡＨＧＴＱＨＧＩＲＬＰＬＲＳＧＬＧＧＡＰＬＧ
ＬＲＬＰＲＥＴＤＥＥＰＥＥＰＧＲＲＧＳＦＶＥＭＶＤＮＬＲＧＫＳＧＱＧＹＹＶＥＭＴ
ＶＧＳＰＰＱＴＬＮＩＬＶＤＴＧＳＳＮＦＡＶＧＡＡＰＨＰＦＬＨＲＹＹＱＲＱＬＳＳＴ
ＹＲＤＬＲＫＧＶＹＶＰＹＴＱＧＫＷＥＧＥＬＧＴＤＬＶＳＩＰＨＧＰＮＶＴＶＲＡＮＩ
ＡＡＩＴＥＳＤＫＦＦＩＮＧＳＮＷＥＧＩＬＧＬＡＹＡＥＩＡＲＬＣＧＡＧＦＰＬＮＱＳ
ＥＶＬＡＳＶＧＧＳＭＩＩＧＧＩＤＨＳＬＹＴＧＳＬＷＹＴＰＩＲＲＥＷＹＹＥＶＩＩＶ
ＲＶＥＩＮＧＱＤＬＫＭＤＣＫＥＹＮＹＤＫＳＩＶＤＳＧＴＴＮＬＲＬＰＫＫＶＦＥＡＡ
ＶＫＳＩＫＡＡＳＳＴＥＫＦＰＤＧＦＷＬＧＥＱＬＶＣＷＱＡＧＴＴＰＷＮＩＦＰＶＩＳ
ＬＹＬＭＧＥＶＴＮＱＳＦＲＩＴＩＬＰＱＱＹＬＲＰＶＥＤＶＡＴＳＱＤＤＣＹＫＦＡＩ
ＳＱＳＳＴＧＴＶＭＧＡＶＩＭＥＧＦＹＶＶＦＤＲＡＲＫＲＩＧＦＡＶＳＡＣＨＶＨＤＥ
ＦＲＴＡＡＶＥＧＰＦＶＴＬＤＭＥＤＣＧＹＮＩＰＱＴＤＥＳＴＬＭＴＩＡＹＶＭＡＡＩ
ＣＡＬＦＭＬＰＬＣＬＭＶＣＱＷＣＣＬＲＣＬＲＱＱＨＤＤＦＡＤＤＩＳＬＬＫ（配列番
号２）
ＭＡＱＡＬＰＷＬＬＬＷＭＧＡＧＶＬＰＡＨＧＴＱＨＧＩＲＬＰＬＲＳＧＬＧＧＡＰＬＧ
ＬＲＬＰＲＥＴＤＥＥＰＥＥＰＧＲＲＧＳＦＶＥＭＶＤＮＬＲＧＫＳＧＱＧＹＹＶＥＭＴ



(18) JP 2015-501150 A 2015.1.15

10

20

30

40

50

ＶＧＳＰＰＱＴＬＮＩＬＶＤＴＧＳＳＮＦＡＶＧＡＡＰＨＰＦＬＨＲＹＹＱＲＱＬＳＳＴ
ＹＲＤＬＲＫＧＶＹＶＰＹＴＱＧＫＷＥＧＥＬＧＴＤＬＰＤＤＳＬＥＰＦＦＤＳＬＶＫＱ
ＴＨＶＰＮＬＦＳＬＱＬＣＧＡＧＦＰＬＮＱＳＥＶＬＡＳＶＧＧＳＭＩＩＧＧＩＤＨＳＬ
ＹＴＧＳＬＷＹＴＰＩＲＲＥＷＹＹＥＶＩＩＶＲＶＥＩＮＧＱＤＬＫＭＤＣＫＥＹＮＹＤ
ＫＳＩＶＤＳＧＴＴＮＬＲＬＰＫＫＶＦＥＡＡＶＫＳＩＫＡＡＳＳＴＥＫＦＰＤＧＦＷＬ
ＧＥＱＬＶＣＷＱＡＧＴＴＰＷＮＩＦＰＶＩＳＬＹＬＭＧＥＶＴＮＱＳＦＲＩＴＩＬＰＱ
ＱＹＬＲＰＶＥＤＶＡＴＳＱＤＤＣＹＫＦＡＩＳＱＳＳＴＧＴＶＭＧＡＶＩＭＥＧＦＹＶ
ＶＦＤＲＡＲＫＲＩＧＦＡＶＳＡＣＨＶＨＤＥＦＲＴＡＡＶＥＧＰＦＶＴＬＤＭＥＤＣＧ
ＹＮＩＰＱＴＤＥＳＴＬＭＴＩＡＹＶＭＡＡＩＣＡＬＦＭＬＰＬＣＬＭＶＣＱＷＣＣＬＲ
ＣＬＲＱＱＨＤＤＦＡＤＤＩＳＬＬＫ（配列番号３）
ＭＡＱＡＬＰＷＬＬＬＷＭＧＡＧＶＬＰＡＨＧＴＱＨＧＩＲＬＰＬＲＳＧＬＧＧＡＰＬＧ
ＬＲＬＰＲＥＴＤＥＥＰＥＥＰＧＲＲＧＳＦＶＥＭＶＤＮＬＲＧＫＳＧＱＧＹＹＶＥＭＴ
ＶＧＳＰＰＱＴＬＮＩＬＶＤＴＧＳＳＮＦＡＶＧＡＡＰＨＰＦＬＨＲＹＹＱＲＱＬＳＳＴ
ＹＲＤＬＲＫＧＶＹＶＰＹＴＱＧＫＷＥＧＥＬＧＴＤＬＬＣＧＡＧＦＰＬＮＱＳＥＶＬＡ
ＳＶＧＧＳＭＩＩＧＧＩＤＨＳＬＹＴＧＳＬＷＹＴＰＩＲＲＥＷＹＹＥＶＩＩＶＲＶＥＩ
ＮＧＱＤＬＫＭＤＣＫＥＹＮＹＤＫＳＩＶＤＳＧＴＴＮＬＲＬＰＫＫＶＦＥＡＡＶＫＳＩ
ＫＡＡＳＳＴＥＫＦＰＤＧＦＷＬＧＥＱＬＶＣＷＱＡＧＴＴＰＷＮＩＦＰＶＩＳＬＹＬＭ
ＧＥＶＴＮＱＳＦＲＩＴＩＬＰＱＱＹＬＲＰＶＥＤＶＡＴＳＱＤＤＣＹＫＦＡＩＳＱＳＳ
ＴＧＴＶＭＧＡＶＩＭＥＧＦＹＶＶＦＤＲＡＲＫＲＩＧＦＡＶＳＡＣＨＶＨＤＥＦＲＴＡ
ＡＶＥＧＰＦＶＴＬＤＭＥＤＣＧＹＮＩＰＱＴＤＥＳＴＬＭＴＩＡＹＶＭＡＡＩＣＡＬＦ
ＭＬＰＬＣＬＭＶＣＱＷＣＣＬＲＣＬＲＱＱＨＤＤＦＡＤＤＩＳＬＬＫ（配列番号４）
【００６５】
　アイソフォームＢは、配列番号２に示され、アミノ酸１９０～２１４を失っている（す
なわち、配列番号１におけるアミノ酸１９０～２１４の欠失）という点でアイソフォーム
Ａ（配列番号１）と異なる。アイソフォームＣは、配列番号３に示され、アミノ酸１４６
～１８９を失っている（すなわち、配列番号１におけるアミノ酸１４６～１８９の欠失）
という点でアイソフォームＡ（配列番号１）と異なる。アイソフォームＤは、配列番号４
に示され、アミノ酸１４６～１８９及び１９０～２１４を失っている（すなわち、配列番
号１におけるアミノ酸１４６～１８９及び１９０～２１４の欠失）という点でアイソフォ
ームＡ（配列番号１）と異なる。
【００６６】
　用語「ペプチド」は一般にペプチド結合で連結されたアミノ酸の隣接した相対的に短い
配列を指す。通常、しかし、必然ではなく、ペプチドは約２～５０アミノ酸、４～４０ア
ミノ酸又は１０～３０アミノ酸の長さを有する。用語「ポリペプチド」は一般にペプチド
のさらに長い形態を指すが、２つの用語は本明細書での一部の文脈では相互交換可能に使
用することができ、使用する。
【００６７】
　用語「アミノ酸」及び「残基」は本明細書では相互交換可能に使用される。ポリペプチ
ドの「領域」は２以上のアミノ酸の隣接する配列である。他の実施形態では、領域は３、
５、１０、１５の隣接アミノ酸の少なくともいずれかである。
【００６８】
　「Ｃ末端領域」、「Ｃ末端配列」及びその変異は、本明細書で使用されるとき、ポリペ
プチドのＣ末端で又はその非常に近傍で位置するアミノ酸配列を指す。一般に、配列には
遊離のカルボキシル基を有するアミノ酸が含まれる。一実施形態では、Ｃ末端領域の配列
はポリペプチドのＣ末端の最も近くに位置する約１～１５残基を含むポリペプチドの領域
を指す。
【００６９】
　「Ｎ末端領域」、「Ｎ末端配列」及びその変異は、本明細書で使用されるとき、ポリペ
プチドのＮ末端で又はその非常に近傍で位置するアミノ酸配列を指す。一般に、配列には
遊離のアミノ基を有するアミノ酸が含まれる。一実施形態では、Ｃ末端領域の配列はポリ
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ペプチドのＮ末端の最も近くに位置する約１～１５残基を含むポリペプチドの領域を指す
。
【００７０】
　「内部領域」、「内部配列」及びその変異は、本明細書で使用されるとき、ポリペプチ
ドの範囲内に位置し、配列の一部ではない１以上のアミノ酸によってそのＮ末端及びＣ末
端の双方に隣接するアミノ酸配列を指す。一般に、配列には遊離のカルボキシル基又はア
ミノ基のいずれかを持つアミノ酸を含まない。一実施形態では、内部領域又は内部配列は
ポリペプチドの範囲内に位置する約１～１５の残基を含むポリペプチドの領域を指し、そ
の際、領域はＣ末端又はＮ末端のアミノ酸を含まない。
【００７１】
　「親和性」は、分子の単一結合部位と結合相方との間での非共有相互作用の総計の強さ
を指す。特に指示されない限り、本明細書で使用されるとき、「結合親和性」は結合対の
メンバー間での１：１の相互作用を反映する固有の結合親和性を指す。その相方Ｙに対す
る分子Ｘの親和性は一般に解離定数（Ｋｄ）によって表すことができる。親和性は、本明
細書で記載されるものを含む当該技術で既知の一般的な方法によって測定することができ
る。結合親和性を測定するための具体的な説明に役立つ且つ例となる実施形態が以下で記
載される。
【００７２】
　「融合タンパク質」は一緒に共有結合する２つの部分を有するポリペプチドを指し、部
分のそれぞれは異なるタンパク質に由来する。２つの部分は、単一のペプチド結合によっ
て直接又は１以上のアミノ酸残基を含有するペプチドリンカーを介して連結され得る。一
般に、２つの部分とリンカーは互いに読み取り枠に存在し、組換え法を用いて作製される
。
【００７３】
　「障害」又は「病的状態」は本発明の物質／分子又は方法による治療から恩恵を受ける
任意の状態である。これには、哺乳類を当該障害に罹りやすくする病的状態を含む慢性及
び急性の障害又は疾患が含まれる。本明細書で治療される障害の非限定例は神経障害であ
る。
【００７４】
　用語「神経障害」又は「神経疾患」は哺乳類における中枢神経系及び／又は末梢神経系
の疾患又は障害を指し、記載する。神経障害の例には、疾患及び障害の以下のリストが挙
げられるが、これらに限定されない。神経障害疾患は、不適当な又は制御されない神経の
シグナル伝達又はその欠如を特徴とする神経系の疾患又は異常であり、それには、慢性疼
痛（傷害受容性疼痛（癌関連の疼痛を含む体組織への傷害が原因で生じる疼痛）を含む）
、神経障害性疼痛（神経、脊髄又は脳における異常が原因で生じる疼痛）、及び心因性疼
痛（全体として又はほとんど精神的な障害に関連する）、頭痛、片頭痛、神経障害、及び
眩暈又は吐き気のようなそのような神経障害性の障害を伴う症状及び症候群が挙げられる
が、これらに限定されない。アミロイドーシスは、二次アミロイドーシス、加齢性アミロ
イドーシス、アルツハイマー病（ＡＤ）、軽度認知障害（ＭＣＩ）、レビー小体認知症、
ダウン症、アミロイドーシスを伴った遺伝性脳出血（オランダ型）；グアムパーキンソン
認知症複合体、脳アミロイド血管障害、ハンチントン病、進行性核上麻痺、多発性硬化症
；クロイツフェルト・ヤコブ病、パーキンソン病、ＨＩＶ関連の認知症、筋委縮性側索硬
化症（ＡＬＳ）、封入体筋炎（ＩＢＭ）、及びβ－アミロイドの沈着に関連する眼疾患を
含むが、これらに限定されないＣＮＳにおける細胞外タンパク質様沈着に関連する疾患及
び障害の群である。ＣＮＳの癌は、１以上のＣＮＳ細胞（すなわち、神経細胞）の異常増
殖を特徴とし、それには、神経膠腫、膠芽細胞腫、多発性紅斑、髄膜腫、星状細胞種、聴
神経腫、軟骨腫、乏突起膠腫、髄芽細胞腫、神経節膠腫、神経鞘腫、神経線維腫、神経芽
細胞腫、硬膜外の、髄内の又は硬膜内の腫瘍が挙げられるが、これらに限定されない。眼
の疾患又は障害は、本明細書の目的ではＢＢＢの支配下にあるＣＮＳ器官と見なされる眼
の疾患又は障害である。眼の疾患又は障害には、強膜、角膜、虹彩及び毛様体の障害（す
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なわち、強膜炎、角膜炎、角膜潰瘍、角膜剥離、雪眼炎、アークアイ、チゲソンの点状表
層角膜症、角膜血管新生、フックスのジストロフィ、円錐角膜、乾性角結膜炎、虹彩炎及
びブドウ膜炎）、レンズの障害（すなわち、白内障）、脈絡膜及び網膜の障害（すなわち
、網膜剥離、網膜分離、高血圧性網膜症、糖尿病性網膜症、網膜症、未熟児網膜症、加齢
黄斑変性症、黄斑変性症（湿性又は乾性）、網膜上膜、網膜色素変性症、及び黄斑浮腫）
、緑内障、飛蚊症、視神経及び視覚経路の障害（すなわち、レーバーの遺伝性視神経障害
及び視神経乳頭ドルーゼン）、眼筋、両眼運動調節及び屈折の障害（すなわち、斜視、眼
筋不全麻痺、進行性外眼筋麻痺、内斜視、外斜視、遠視、近視、乱視、不同視、老眼及び
眼筋麻痺）、視覚障害及び盲目（すなわち、弱視、レーバーの先天性黒内障、暗点、色盲
、色覚異常、夜盲症、盲目、河川盲目症、ミクロ結膜炎／欠損症）、赤眼、アーガイル・
ロバートソン瞳孔、角膜真菌症、眼球乾燥症及び無虹彩が挙げられるが、これらに限定さ
れない。ＣＮＳのウイルス又は微生物の感染には、ウイルス（すなわち、インフルエンザ
ウイルス、ＨＩＶ、ポリオウイルス、ルベラ）、細菌（すなわち、Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　
ｓｐ．、Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．、Ｐｒ
ｏｔｅｕｓ　ｓｐ．、Ｅ．ｃｏｌｉ、Ｓ．ａｕｒｅｕｓ、Ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃｕｓ　ｓ
ｐ．、Ｍｅｎｉｎｇｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．、Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｓｐ．、及びＭ
ｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、並びに急性又は慢性であり得
る髄膜炎、脳炎、脊髄炎、血管炎及び膿瘍を含むが、これらに限定されないＣＮＳの病態
生理を生じる、たとえば、真菌（すなわち、酵母、Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｎｅｏｆ
ｏｒｍａｎｓ）、寄生虫（すなわち、Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）又はアメー
バのような他の微生物による感染が挙げられるが、これらに限定されない。ＣＮＳの炎症
は、ＣＮＳに対する傷害が原因で生じる炎症であり、傷害は、物理的傷害（すなわち、事
故、手術、脳の外傷、脊髄の傷害、脳震盪による）又はＣＮＳの１以上の他の疾患又は障
害（すなわち、膿瘍、癌、ウイルス又は微生物の感染）による若しくはそれに関連する傷
害であることができる。ＣＮＳの虚血は本明細書で使用されるとき、脳における異常な血
流又は血管の挙動又はその原因に関連する障害の群を指し、それには、巣状脳虚血、全脳
虚血、卒中（すなわち、クモ膜下出血及び脳内出血）及び動脈瘤が挙げられるが、これら
に限定されない。神経変性疾患は、ＣＮＳにおける神経細胞機能の喪失又はその死に関連
する疾患及び障害の群であり、それには、副腎白質ジストロフィ、アレキサンダー病、ア
ルパー病、筋委縮性側索硬化症、毛細血管拡張性運動失調症、バッテン病、コケーン症候
群、大脳皮質基底核変性症、アミロイドーシスに関連する変性症、フリードライヒ運動失
調症、前頭側頭葉変性症、ケネディ病、多系統萎縮症、多発性硬化症、原発性側索効果症
、進行性核上麻痺、脊髄性筋委縮症、横断性脊髄炎、レフサム病、及び脊髄小脳失調症が
挙げられるが、これらに限定されない。ＣＮＳの発作性の疾患及び障害は、ＣＮＳにおけ
る不適当な及び／又は異常な電気伝導が関与し、それらには、癲癇（すなわち、欠神発作
、無緊張発作、良性ローランド癲癇、小児期欠神、間代発作、複雑部分発作、前頭葉癲癇
、熱性癲癇、乳児痙攣、若年性ミオクローヌス癲癇、若年性欠神癲癇、レンノックス・ガ
スト症候群、ランドー・クレフナー症候群、ドラベ症候群、オタハラ症候群、ウエスト症
候群、ミオクローヌス発作、ミトコンドリア障害、進行性ミオクローヌス癲癇、心因発作
、反射性癲癇、ラスムッセン症候群、単純部分発作、二次性全身性発作、側頭葉癲癇、強
直間代発作、強直発作、精神運動発作、辺縁系癲癇、部分発症発作、全身発症発作、癲癇
重積症、腹部癲癇、無動発作、自律神経発作、重度両側性ミオクローヌス、月経随伴性癲
癇、失立発作、情動性発作、巣状発作、笑い発作、ジャクソニアン・マーチ・ラフォラ病
、運動性発作、多巣状発作、夜間発作、光感受性発作、偽発作、感覚発作、微妙発作、シ
ルバン発作、離脱発作、及び視覚反射発作）が挙げられるが、これらに限定されない。行
動障害は、罹患対象の一部における異常な行動を特徴とするＣＮＳの障害であり、それに
は、睡眠障害（すなわち、不眠症、錯眠、夜間恐怖症、概日リズム睡眠障害、及び発作性
睡眠）、気分障害（すなわち、鬱病、自殺性鬱病、不安症、慢性情動障害、恐怖症、パニ
ック発作、強迫神経症、注意欠陥多動性障害（ＡＤＨＤ）、注意欠陥障害（ＡＤＤ）、慢
性疲労性症候群、広場恐怖症、心的外傷後ストレス障害、双極性障害）、摂食障害（すな
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わち、拒食症又は過食症）、精神病、発達行動障害（すなわち、自閉症、レット症候群、
アスペルガー症候群）、人格障害及び精神障害（すなわち、統合失調症、妄想性障害等）
が挙げられるが、これらに限定されない。リソソーム貯蔵障害は、場合によってはＣＮＳ
に関連する又はＣＮＳ特異的な症状を有する代謝性障害であり、そのような障害には、テ
イ・サックス病、ゴーシュ病、ファブリ病、ムコ多糖症（Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ、ＩＶ、Ｖ、
ＶＩ及びＶＩＩ型）、グリコーゲン貯蔵性疾患、ＧＭ１－ガングリオシドーシス、異染性
白質ジストロフィ、ファーバー病、ガナバン白質ジストロフィ、及び神経セロイドリポフ
スチン症１及び２型、ニーマン・ピック病、ポンペ病及びクラッペ病が挙げられるが、こ
れらに限定されない。
【００７５】
　本明細書で使用されるとき、「治療」は治療される個体又は細胞の自然の経過を変える
試みにおける臨床的介入を指し、予防のために又は臨床病理の経過中に実施することがで
きる。治療の望ましい効果には、発生又は再発を防ぐこと、症状の緩和、疾患の直接的な
又は間接的な病理結果の減少、転移を防ぐこと、疾患増悪の比率を減らすこと、疾患状態
に改善又は緩和、及び寛解又は改善された予後が挙げられる。一部の実施形態では、本発
明の調節的な化合物を使用して疾患又は障害の発生を遅らせる。
【００７６】
　「個体」又は「対象」は哺乳類である。哺乳類には、家畜（たとえば、ウシ、ヒツジ、
ネコ、イヌ及びウマ）、霊長類（たとえば、ヒト及び非ヒト霊長類、たとえば、サル）、
ウサギ及び齧歯類（たとえば、マウス及びラット）が挙げられる。特定の実施形態では、
個体又は対象はヒトである。
【００７７】
　「有効量」は、所望の治療成績又は予防成績を達成するのに必要な投与量にて及び期間
について有効な量を指す。本発明の物質／分子、アゴニスト又は拮抗剤の治療上有効な量
は、個体の疾患状態、年齢、性別及び体重、及び個体にて所望の応答を引き出す物質／分
子、アゴニスト又は拮抗剤の能力に従って変化し得る。治療上有効な量はまた、治療上有
益な効果が物質／分子、アゴニスト又は拮抗剤の毒性の又は有害な効果を上回るものでも
ある。「予防上有効な量」は所望の予防成績を達成するのに必要な投与量にて及び期間に
ついて有効な量を指す。通常、しかし、必然ではなく、疾患の初期段階に先立って又は初
期段階にて対象において予防上の用量が使用されるので、予防上有効な量は治療上有効な
量よりも少ないであろう。
【００７８】
　用語「医薬製剤」は、有効であるその中に含有される有効成分の生物活性を許容するよ
うな形態であり、製剤が投与される対象に許容できないほど毒性である追加の成分を含有
しない調製物を指す。
【００７９】
　「薬学上許容可能なキャリア」は対象に非毒性である、有効成分以外の医薬製剤中の成
分を指す。薬学上許容可能なキャリアには緩衝液、賦形剤、安定剤又は保存剤が挙げられ
るが、これらに限定されない。
【００８０】
　用語「添付文書」は、そのような治療製品の使用に関する適応、用途、投与量、投与、
併用療法、禁忌及び／又は警告についての情報を含有する、治療製品の商業用包装に一般
に含まれる指示書を指す。
【００８１】
　用語「細胞傷害剤」は本明細書で使用されるとき、細胞性の機能を阻害する若しくは妨
害する及び／又は細胞死若しくは細胞破壊を引き起こす物質を指す。細胞傷害剤には、放
射性同位元素（たとえば、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ
１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕの放射性同位元素）、化
学療法剤又は化学療法薬（たとえば、メソトレキセート、アドリアマイシン、ビンカアル
カロイド（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エトポシド）、ドキソルビシン、メルファ
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ラン、マイトマイシンＣ、クロラムブシル、ダウノルビシン又は他の挿入剤）、増殖阻害
剤；核酸分解酵素のような酵素及びその断片；抗生剤；その断片及び／又は変異体を含む
細菌、真菌、植物又は動物起源の小分子毒素又は酵素的に活性のある毒素のような毒素が
挙げられるが、これらに限定されない。
【００８２】
本発明の組成物及び方法
Ａ．本発明のペプチド及びポリペプチド
　態様の１つでは、本発明はＢＡＣＥ１に結合しＢＡＣＥ１の活性を低減する及び／又は
阻害するペプチド／ポリペプチドに部分的に基づく。特定の実施形態では、ＢＡＣＥ１の
活性部位又は非活性部位に結合するペプチドが提供される。
【００８３】
　本発明のＢＡＣＥ１結合体タンパク質には、表２及び図２に記載されたものが含まれる
。本発明はまた、阻害活性を維持するペプチドを依然としてコードしながら、その残基が
それらペプチドの相当する残基から変化し得る変異又は異型のペプチドを提供する。一実
施形態では、結合体ペプチド／ポリペプチドは、参照結合体ペプチド／ポリペプチドの配
列と少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％、９８％、９９％のア
ミノ酸配列同一性を有する。一般に、変異体は参照結合体ペプチド／ポリペプチドと実質
的に同等又はそれより大きい結合親和性を示し、たとえば、当該技術で受け入れられてい
る結合アッセイの定量単位／測定基準に基づいて参照結合体ペプチド／ポリペプチドの０
．７５×、０．８×、０．９×、１．０×、１．２５×、又は１．５×の結合親和性を示
す。一般に、本発明の変異体は、配列における特定の位置が他のアミノ酸によって置換さ
れている変異体を含み、さらに、親ペプチド／ポリペプチドの２つの残基間に追加の残基
（単数）又は残基（複数）を挿入する可能性と同様に親配列から１以上の残基を欠失する
又は親配列に１以上の残基を付加する可能性を含む。任意のアミノ酸の置換、挿入又は欠
失が本発明によって熟考される。特定の状況では、置換は本明細書で記載されるような保
存的な置換である。
【００８４】
　「パーセント（％）アミノ酸配列同一性」は、２つの配列を並べたとき、参照（親）ポ
リペプチドの配列におけるアミノ酸残基と同一であるアミノ酸残基の比率として定義され
る。％アミノ酸配列同一性を決定するには、配列を並べ、必要に応じてギャップを導入し
て最大の％配列同一性を達成するが；保存的な置換は配列同一性の一部としては見なされ
ない。パーセント同一性を決定するアミノ酸配列配置の手順は当業者に周知である。たと
えば、ＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ２、ＡＬＩＧＮ２又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ
）のような公的に利用可能なコンピュータソフトウエアを用いてペプチド配列を並べるこ
とが多い。当業者は、比較される完全長の配列にわたる最大の配列比較を達成するのに必
要とされるアルゴリズムを含む、配列比較を測定するための適当なパラメータを決定する
ことができる。
【００８５】
　アミノ酸配列を並べたとき、所与のアミノ酸配列Ｂへの、との又は、に対する所与のア
ミノ酸配列Ａの％アミノ酸配列同一性（或いは、所与のアミノ酸配列Ｂへの、との又は、
に対する特定の％アミノ酸配列同一性を有する又は含む所与のアミノ酸配列Ａと表現され
る）は、以下のように算出することができる：
　％アミノ酸配列同一性＝Ｘ／Ｙ’１００
その際、Ｘは、ＡとＢの配列比較プログラム又はアルゴリズムの配列比較による同一の一
致としてスコア化されたアミノ酸残基の数であり；
Ｙは、Ｂにおけるアミノ酸残基の総数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの
長さと同等ではない場合、Ｂに対するＡの％アミノ酸配列同一性はＡに対するＢの％アミ
ノ酸配列同一性と同等ではない。
【００８６】
　「単離した」又は「精製した」ペプチド、ポリペプチド、タンパク質又は生物学的に活
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性のあるその断片はその天然の環境の成分から分離され及び／又は回収される。混入物質
には通常、ポリペプチドの診断用途又は治療用途を妨害する物質が挙げられ、酵素、ホル
モン及び他のタンパク質様又は非タンパク質様の物質が挙げられ得る。乾燥重量で好まし
くは３０％未満の望ましくない混入物質（混入物）、好ましくは２０％、１０％未満及び
好ましくは５％未満の混入物を有する調製物が実質的に単離されると見なされる。単離さ
れた組換え作出されたペプチド／ポリペプチド又は生物学的に活性のあるその一部は好ま
しくは実質的に培養培地を含まず、すなわち、培養培地は、ペプチド／ポリペプチド調製
物の容積の好ましくは２０％未満、好ましくは１０％未満及び好ましくは５％未満を表す
。混入物の例には、細胞残渣、培養培地、及びペプチド／ポリペプチドの試験管内合成の
間に使用され、作出された物質が挙げられる。
【００８７】
　ペプチド／ポリペプチドの保存的な置換を「好まれる置換」の見出しのもとで表Ａに示
す。そのような置換が生物活性の変化を生じるのであれば、そのときは、表Ａにおけるさ
らに実質的な置換、命名された「例となる置換」又はアミノ酸のクラスを参照して以下に
さらに記載されたようなものを導入してもよく、生成物をスクリーニングしてもよい。
【００８８】
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【表１】

【００８９】
　共通する側鎖の特性に従ってアミノ酸をグループ分けしてもよい。
（１）疎水性：ノルロイシン、Ｍｅｔ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ
（２）中性親水性：Ｃｙｓ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎ
（３）酸性：Ａｓｐ、Ｇｌｕ
（４）塩基性：Ｈｉｓ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ
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（５）鎖の配向に影響を及ぼす残基：Ｇｌｙ、Ｐｒｏ
（６）芳香族：Ｔｒｐ、Ｔｙｒ，Ｐｈｅ
【００９０】
　共通する側鎖の特性に従ってアミノ酸をグループ分けしてもよく、たとえば、小型アミ
ノ酸（Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｐｒｏ、Ｔｈｒ、Ａｓｐ、Ａｓｎ）又は嵩高の疎水性ア
ミノ酸（Ｍｅｔ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ）。
【００９１】
　ペプチド／ポリペプチドの生物学的特性における実質的な修飾は、（ａ）置換の領域に
おけるポリペプチド主鎖の、たとえば、シート構造又はらせん構造のような構造、（ｂ）
標的部位での分子の電荷又は疎水性、又は（ｃ）側鎖の容量を維持するその効果で有意に
異なる置換を選択することによって達成される。非保存的な置換はこれらのクラスの１つ
のメンバーの別のクラスへの交換を伴う。
【００９２】
　さらなる実施形態では、本発明のペプチド又はポリペプチドは１以上の天然に存在しな
い又は修飾されたアミノ酸を含み得る。「天然に存在しないアミノ酸残基」は上記の天然
に存在するアミノ酸残基以外の、ポリペプチド鎖における隣接するアミノ酸残基に共有結
合することができる残基を指す。非天然アミノ酸には、ホモ－リジン、ホモ－アルギニン
、ホモ－セリン、アゼチジンカルボン酸、２－アミノアジピン酸、３－アミノアジピン酸
、β－アラニン、アミノプロピオン酸、２－アミノ酪酸、４－アミノ酪酸、６－アミノカ
プロン酸、２－アミノヘプタン酸、２－アミノイソ酪酸、３－アミノイソ酪酸、２－アミ
ノピメリン酸、３級ブチルグリシン、２,４－ジアミノイソ酪酸、２,２－ジアミノピメリ
ン酸、２,３－ジアミノプロピオン酸、Ｎ－エチルグリシン、Ｎ－エチルアスパラギン、
ホモプロリン、ヒドロキシリジン、アロヒドロキシリジン、３－ヒドロキシプロリン、４
－ヒドロキシプロリン、イソデスモシン、アロイソロイシン、Ｎ－メチルアラニン、Ｎ－
メチルグリシン、Ｎ－メチルイソロイシン、Ｎ－メチルペンチルグリシン、Ｎ－メチルバ
リン、ナフタラニン、ノルバリン、ノルロイシン、オルニチン、シトルリン、ペンチルグ
リシン、ピペコール酸、及びチオプロリンが挙げられるが、これらに限定されない。修飾
されたアミノ酸には、そのＮ末端アミノ基又は側鎖基にて化学的に可逆的に又は非可逆的
に遮断される、又は修飾される天然アミノ酸及び非天然アミノ酸、たとえば、Ｎ－メチル
化Ｄ及びＬアミノ酸、別の官能基に化学的に修飾される側鎖官能基が挙げられる。たとえ
ば、修飾されたアミノ酸には、メチオニンスルホキシド；メチオニンスルホン；アスパラ
ギン酸－（βメチルエステル）、アスパラギン酸の修飾されたアミノ酸；Ｎ－エチルグリ
シン、グリシンの修飾されたアミノ酸；又はアラニンカルボキサミド及びアラニンの修飾
されたアミノ酸が挙げられる。追加の非天然アミノ酸及び修飾されたアミノ酸、及びタン
パク質及びペプチドにそれらを組み入れる方法は当該技術で既知である（たとえば、Sand
berg et al., (1998) J. Med. Chem. 41: 2481-91; Xie and Schultz (2005) Curr. Opin
. Chem. Biol. 9: 548-554; Hodgson and Sanderson (2004) Chem. Soc. Rev. 33: 422-4
30を参照）。
【００９３】
Ｂ．ベクターの構築
　本明細書で記載されるペプチド及びポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は
標準の合成法及び／又は組換え法を用いて得ることができる。所望のポリヌクレオチド配
列は適当な起源細胞から単離され、配列決定され得る。抗体用の起源細胞にはハイブリド
ーマ細胞のような抗体産生細胞が挙げられる。或いは、ポリヌクレオチドはヌクレオチド
合成機又はＰＣＲ法を用いて合成することができる。いったん得られると、ペプチド又は
ポリペプチドをコードする配列は、宿主細胞にて非相同性ポリヌクレオチドを複製し、発
現することが可能である組換えベクターに挿入される。当該技術で利用可能であり、知ら
れている多数のベクターを本発明の目的で使用することができる。適当なベクターの選択
は主としてベクターに挿入される核酸のサイズ及びベクターで形質転換される特定の宿主
細胞に左右される。各ベクターは、その機能（非相同性ポリヌクレオチドの増幅又は発現
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、又は双方）及びそれが存在する特定の宿主細胞との適合性に応じて種々の成分を含有す
る。ベクターの成分には一般に、複製開始点（特にベクターが原核細胞に挿入される場合
）、選抜マーカー遺伝子、プロモータ、リボソーム結合部位（ＲＢＳ）、シグナル配列、
非相同性核酸の挿入物及び転写終了配列が挙げられるが、これらに限定されない。
【００９４】
　一般に、宿主細胞に適合性の種に由来するレプリコンと制御配列を含有するプラスミド
ベクターはそれらの宿主と併せて使用される。ベクターは普通、形質転換細胞にて表現型
選択を提供することが可能であるマーキング配列と同様に複製部位を運ぶ。たとえば、大
腸菌は通常、大腸菌種に由来するプラスミドであるｐＢＲ３２２を用いて形質転換される
。ｐＢＲ３２２はアンピシリン耐性をコードする遺伝子（Ａｍｐ）及びテトラサイクリン
耐性をコードする遺伝子（Ｔｅｔ）を含有するので、形質転換された細胞を特定するため
の簡単な手段を提供する。ｐＢＲ３２２、その誘導体、又は他の微生物プラスミド又はバ
クテリオファージはまた内因性タンパク質の発現のために微生物によって使用され得るプ
ロモータも含有する、又は含有するように修飾される。
【００９５】
　加えて、宿主微生物と適合性であるレプリコンと制御配列を含有するファージベクター
は、これらの宿主と併せて形質転換ベクターとして使用することができる。たとえば、ラ
ムダＧＥＭ（商標）－１１のようなバクテリオファージは大腸菌ＬＥ３９２のような感受
性宿主細胞を形質転換するのに使用することができる組換えベクターを作製するのに利用
され得る。
【００９６】
　当業者によって確定することができる特定の状況の必要性に従って、構成的なプロモー
タ又は誘導性のプロモータのいずれかを本発明で使用することができる。考えられる種々
の宿主細胞によって認識される多数のプロモータが周知である。制限酵素の消化によって
元のＤＮＡからプロモータを取り外し、単離したプロモータ配列を選択したベクターに挿
入することによって、本明細書で記載されるポリペプチドをコードするシストロンＤＮＡ
に選択したプロモータを操作可能に連結することができる。天然のプロモータ配列及び多
数の非相同性のプロモータの双方を使用して標的遺伝子の増幅及び／又は発現を指向し得
る。しかしながら、非相同性のプロモータは、天然の標的ポリペプチドのプロモータに比
べて一般に発現された標的遺伝子の大きな転写と高い収率を可能にするので好ましい。
【００９７】
　原核細胞宿主との使用に好適なプロモータには、ＰｈｏＡプロモータ、β－ガラクタマ
ーゼ及びラクトースのプロモータ系、トリプトファン（ｔｒｐ）のプロモータ系、及びｔ
ａｃプロモータ又はｔｒｃプロモータのようなハイブリッドプロモータが挙げられる。し
かしながら、細菌にて機能的である他のプロモータ（たとえば、他の既知の細菌又はファ
ージのプロモータ）も同様に好適である。それらのヌクレオチド配列は公開されており、
それによって、必要とされる制限部位を供給するリンカー又はアダプターを用いて技量の
ある研究者が標的の軽鎖及び重鎖をコードするシストロンにそれらを操作可能に連結する
のを可能にする（Siebenlist et al. (1980) Cell 20: 269）。
【００９８】
　一部の実施形態では、組換えベクター内のシストロンは膜を横切って発現されたポリペ
プチドの転移を指向する分泌シグナル配列成分を含む。一般に、シグナル配列は、ベクタ
ーの成分であってもよいし、又はベクターに挿入される標的ポリペプチドＤＮＡの一部で
あってもよい。本発明の目的で選択されるシグナル配列は宿主細胞によって認識され、処
理される（すなわち、シグナルペプチダーゼによって切断される）ものであるべきである
。非相同性ポリペプチドを原産とするシグナル配列を認識せず、処理しない原核宿主細胞
については、シグナル配列は、たとえば、アルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、Ｉ
ｐｐ、又は熱安定性のエンテロトキシンＩＩ（ＳＴＩＩ）リーダー、ＬａｍＢ、ＰｈｏＥ
、ＰｅｌＢ、ＯｍｐＡ及びＭＢＰから成る群から選択される原核細胞のシグナル配列によ
って置き換えられる。
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【００９９】
　ポリペプチドを発現させるのに好適な原核宿主細胞には、たとえば、グラム陰性又はグ
ラム陽性の生物のようなＡｒｃｈａｅｂａｃｔｅｒｉａ及びＥｕｂａｃｔｅｒｉａが挙げ
られる。有用な細菌の例には、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ（たとえば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、Ｂ
ａｃｉｌｌｉ（たとえば、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａ、Ｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ種（たとえば、Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌ
ａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ、Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃａｎｓ、Ｋｌｅｂｓｉ
ｅｌｌａ、Ｐｒｏｔｅｕｓ、Ｓｈｉｇｅｌｌａ、Ｒｈｉｚｏｂｉａ、Ｖｉｔｒｅｏｓｃｉ
ｌｌａ、又はＰａｒａｃｏｃｃｕｓが挙げられる。好ましくは、グラム陰性の細胞が使用
される。好ましくは、宿主細胞は、最少限の量のタンパク分解酵素を分泌すべきであり、
追加のプロテアーゼ阻害剤が望ましくは細胞培養に組み入れられ得る。
【０１００】
Ｃ．ペプチド又はポリペプチドの産生
　上述の発現ベクターによって宿主細胞が形質転換され、又は宿主細胞に形質移入され、
プロモータを誘導し、形質転換体を選抜し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅す
るのに適切なように改変された従来の栄養培地で培養される。
【０１０１】
　形質転換は、コーディング配列が実際に発現されようと発現されまいと宿主細胞によっ
て発現ベクターを取り込むことを指す。形質移入の多数の方法、たとえば、ＣａＰＯ４沈
殿及びエレクトロポレーションが当業者に既知である。このベクターの操作の指標が宿主
細胞内に存在する場合、成功した形質移入が一般に認識される。
【０１０２】
　形質転換は、ＤＮＡが染色体外要素として又は染色体統合によって複製可能であるよう
にＤＮＡを原核宿主細胞に導入することを意味する。使用される宿主細胞に応じてそのよ
うな細胞に適する常法を用いて形質転換を行う。実質的な細胞壁バリアを含有する細菌細
胞には、塩化カルシウムを用いたカルシウム処理が一般に使用される。他の形質転換の方
法はポリエチレングリコール／ＤＭＳＯを採用する。さらに別の使用される方法はエレク
トロポレーションである。
【０１０３】
　本発明のポリペプチドを産生させるのに使用される原核細胞を、当該技術で既知であり
、選択された宿主細胞の培養に好適である培地にて増殖させる。好適な培地の例には、必
要な栄養補完物を加えたＬｕｒｉａブロス（ＬＢ）が挙げられる。好まれる実施形態では
、培地はまた、発現ベクターの構築に基づいて選択され、発現ベクターを含有する原核細
胞の増殖を選択的に可能にする選抜剤も含有する。たとえば、アンピシリン耐性遺伝子を
発現する細胞の増殖にはアンピシリンを培地に添加する。
【０１０４】
　炭素源、窒素源及び無機リン酸源に加えて必要な補完物も、単独で導入される又は複合
窒素源のような別の補完物又は培地との混合物として導入される適当な濃度にて含まれ得
る。任意で、培養培地は、グルタチオン、システイン、シスタミン、チオグリコレート、
ジチオエリスリトール及びジチオスレイトールから成る群から選択される１以上の還元剤
を含有し得る。
【０１０５】
　好適な温度にて原核宿主細胞が培養される。大腸菌の増殖については、たとえば、好ま
れる温度は約２０℃～約３９℃、さらに好ましくは約２５℃～約３７℃の範囲であり、一
層さらに好ましくは約３０℃である。培地のｐＨは主として宿主生物に応じて約５～約９
の範囲であるｐＨであり得る。大腸菌については、ｐＨは好ましくは約６．８～約７．４
、さらに好ましくは約７．０である。
【０１０６】
　発現ベクターにて誘導性のプロモータを使用するのであれば、タンパク質の発現はプロ
モータの活性化に好適な条件下で誘導される。たとえば、転写を制御するのにＰｈｏＡプ
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ロモータを使用するのであれば、形質転換された宿主細胞は誘導のためにリン酸を制限し
た培地で培養され得る。当該技術で知られるように採用されるベクター構築物に従って種
々の他の誘導剤が使用され得る。
【０１０７】
　微生物にて発現される本明細書で記載されるポリペプチドは、宿主細胞の周辺質にて分
泌され、そこから回収され得る。タンパク質の回収には通常、一般にたとえば、浸透圧シ
ョック、超音波処理又は溶解のような手段によって微生物を粉砕することが関与する。細
胞がいったん粉砕されると、細胞残渣又は細胞全体を遠心又は濾過によって取り除き得る
。タンパク質はさらに、たとえば、アフィニティ樹脂クロマトグラフィによって精製され
得る。或いは、タンパク質は培養培地に輸送され、そこから単離することができる。細胞
を培養物から取り除き、産生されたタンパク質のさらなる精製のために培養上清を濾過し
、濃縮する。たとえば、免疫親和性カラム又はイオン交換カラムでの分画化；エタノール
沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ上又はＤＥＡＥのようなカチオン交換樹脂上でのクロマトグ
ラフィ；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；硫安沈殿；たとえば、Ｓｅｐｈａ
ｄｅｘＧ－７５を用いたゲル濾過；疎水性親和性樹脂、マトリクス上に不動化した好適な
抗原を用いたリガンド親和性、及びウエスタンブロットアッセイのような一般に知られる
方法を用いて、発現されたポリペプチドをさらに単離し、特定することができる。
【０１０８】
　原核宿主細胞に加えて、真核宿主細胞系も当該技術で上手く樹立されている。好適な宿
主には、ＣＨＯのような哺乳類細胞株及び以下に記載されるもののような昆虫細胞が挙げ
られる。
【０１０９】
Ｄ．ポリペプチド／ペプチドの精製
　産生されるポリペプチド／ペプチドを精製してさらなるアッセイ及び使用のために実質
的に均質である調製物を入手し得る。当該技術で既知の標準的なタンパク質精製法を採用
することができる。以下の手順：免疫親和性カラム又はイオン交換カラムでの分画化；エ
タノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ上又はＤＥＡＥのようなカチオン交換樹脂上でのク
ロマトグラフィ；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；硫安沈殿；及び、たとえ
ば、ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－７５を用いたゲル濾過は、好適な精製手順の例である。
【０１１０】
Ｅ．ＢＡＣＥ１調節因子の特定及び性状分析－一般的なアプローチ
　候補ＢＡＣＥ１調節因子、たとえば、結合ペプチドは当該技術で既知の多数の方法によ
って特定することができる。ＢＡＣＥ１とその結合相手（たとえば、基質ＡＰＰ、又は本
発明の結合ポリペプチド）との間での相互作用を調節する調節因子の能力を判定すること
によって調節因子の調節特性を評価することができる。重要な特性の１つが結合親和性で
ある。当該候補調節因子の結合特性は当該技術で既知の多数の方法にて評価することがで
きる。調節因子の阻害特性は、ＢＡＣＥ１の生物活性（たとえば、タンパク分解活性）を
阻害する調節因子の能力を判定することによって評価することができる。
【０１１１】
　方法における最初の工程は、当該配列を含む１以上の候補ペプチドを生成することを含
み、次いでそのＢＡＣＥ１結合特性を判定するのに好適な条件下でそれを提示させる。フ
ァージ又はファージミドの表面にてペプチドのカルボキシ末端（Ｃ末端）ディスプレイラ
イブラリとして候補ペプチドを提示させることができ、たとえば、ｐ３又はｐ８Ｃ末端デ
ィスプレイのような被覆タンパク質とのタンパク質融合を用いた線維状ファージ（ミド）
が当該技術で知られている。たとえば、Ｊｅｓｐｅｒｓら、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
（ＮＹ）．１３：３７８－８２及びＷＯ００／０６７１７を参照のこと。これらの方法を
用いて本発明の融合遺伝子、融合タンパク質、ベクター、組換えファージ粒子、宿主細胞
及びそれらのライブラリを調製し得る。本明細書に記載されるように、一部の実施形態で
は、ファージ又はファージミドの表面にてペプチドのアミノ末端（Ｎ末端）ディスプレイ
ライブラリとして候補ペプチドを提示させることが有用であり得る。Ｎ末端ファージ（ミ
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ド）ディスプレイは本明細書で記載されるもの及び、たとえば、米国特許第５，７５０，
３７３号（及びその中で引用された文献）にて記載されたような、当該技術で周知である
ものを含む。ペプチドのライブラリは当該技術で周知であり、技術方法に従って調製する
こともできる。たとえば、Ｃｌａｒｋらの米国特許第６，１２１，４１６号を参照のこと
。ファージの被覆タンパク質のような非相同性のタンパク質成分に融合されたペプチドの
ライブラリも、たとえば、Ｃｌａｒｋら上記に記載されたように当該技術で周知である。
【０１１２】
　これらの方法によって得られる結合体分子を性状分析する方法も、上記で引用された文
献（Ｊｅｓｐｅｒｓら、ＷＯ００／０６７１７及び米国特許第５，７５０，３７３号）に
て開示されたものを含めて、本明細書で記載されるように当該技術で既知である。第１の
ペプチド結合体の変異体は、ペプチドの突然変異体をスクリーニングして当該特性（たと
えば、標的の結合親和性を高めること、高い薬物動態、低下した毒性、改善された治療指
標等）を得ることによって生成することができる。突然変異誘発法は当該技術で周知であ
る。さらに、走査突然変異誘発法（たとえば、アラニンの走査に基づくもの）はペプチド
内の個々のアミノ酸残基の構造的な及び／又は機能的な重要性を評価するのに役立ち得る
。
【０１１３】
１．ＢＡＣＥ１への結合ファージの単離
　表示された候補ＢＡＣＥ１結合ペプチドを伴ったファージディスプレイライブラリを試
験管内でＢＡＣＥ１タンパク質又は融合タンパク質と接触させてＢＡＣＥ１標的に結合す
るライブラリのそれらメンバーを決定する。技量ある熟練者は既知の方法を用いて試験管
内でのタンパク質結合をアッセイし得る。たとえば、１、２、３又は４回以上の結合選抜
を行ってもよく、その後、個々のファージを単離し、任意でファージＥＬＩＳＡにて分析
する。ファージＥＬＩＳＡを用いて不動化ＢＡＣＥ１標的タンパク質に対するペプチドを
提示するファージ粒子の結合親和性を測定し得る（Barrett et al., (1992) Anal Bioche
m. 204:357-64）。
【０１１４】
　ＢＡＣＥ１への結合について既知のＢＡＣＥ１結合体と競合する能力にについて候補が
アッセイされる状況では、適当な結合競合条件が提供される。たとえば、一実施形態では
、１以上の濃度の既知のＢＡＣＥ１結合体の存在下でスクリーニング／選抜／バイオパン
ニングを実施することができる。別の実施形態では、ライブラリから単離された候補結合
体はその後、既知のＢＡＣＥ１結合体の存在下で競合ＥＬＩＳＡにて評価することができ
る。
【０１１５】
２．ＢＡＣＥ１の調製
　従来の合成法又は組換え法を用いて精製タンパク質又はタンパク質断片（たとえば、Ｂ
ＡＣＥ１の細胞外ドメイン、残基２２～４５７、残基４３～４５３又は残基５７～４５３
）として又は融合ポリペプチドとしてＢＡＣＥ１を好都合に作出し得る。融合ポリペプチ
ドはファージ（ミド）ディスプレイで有用であり、その際、ＢＡＣＥ１は発現試験、細胞
／局在化、バイオアッセイ、ＥＬＩＳＡ（結合競合アッセイを含む）等において結合の標
的である。ＢＡＣＥ１「キメラタンパク質」又は「融合タンパク質」は無関係なポリペプ
チドに融合されたＢＡＣＥ１を含む。ＢＡＣＥ１融合タンパク質は、幾つもの生物学的に
活性のある部分を含めてＢＡＣＥ１の全配列までの任意の部分を含み得る。次いで、アフ
ィニティクロマトグラフィ及び非ＢＡＣＥ１ポリペプチドに結合する捕捉試薬を用いた既
知の方法に従って融合タンパク質を精製することができる。ＢＡＣＥ１はアフィニティ配
列、たとえば、ＧＳＴ（グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合さ
れ得る。そのような融合タンパク質は、固体支持体及び／又は固体支持体（ペプチドのス
クリーニング／選抜／バイオパンニングのためのマトリクス）への付着部に結合するグル
タチオンを用いた組換えＢＡＣＥ１の精製を円滑にする。
【０１１６】
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　組換え法を用いて融合タンパク質を容易に創ることができる。ＢＡＣＥ１のＮ末端で、
Ｃ末端で、又は内部的にＢＡＣＥ１（又はその一部）をコードする核酸を、非ＢＡＣＥ１
をコードする核酸とインフレームで融合することができる。自動ＤＮＡ合成機を含む従来
の技法によって融合遺伝子も合成され得る。その後アニーリングされ、再増幅されてキメ
ラ遺伝子配列を生じる２つの連続した遺伝子断片間で相補的なオーバーハングを生じるア
ンカープライマーを用いたＰＣＲ増幅も有用である（Ausubel et al., Current protocol
s in molecular biology. John Wiley & Sons, New York 1987）。インフレームで融合タ
ンパク質へのＢＡＣＥ１又はその一部のサブクローニングを促進する多数のベクターが市
販されている。
【０１１７】
　多数の変異体が単離されたＢＡＣＥ１タンパク質の目標を達成し、本発明で使用され得
ることが当業者に明らかであろう。たとえば、ＢＡＣＥ１とエピトープタグの融合が上述
のように構築されてもよく、タグを使用してＢＡＣＥ１をアフィニティ精製する。ＢＡＣ
Ｅ１タンパク質又はその一部は、融合なしで調製されてもよく；さらにタンパク質を作出
するのに微生物ベクターを使用する代わりに、試験管内化学合成が代わりに使用され得る
。たとえば、細菌の系、哺乳類細胞（たとえば、ＣＯＳ）の系、又はバキュロウイルスの
系のような他の細胞を用いてＢＡＣＥ１タンパク質又はその一部を作出し得る。種々の融
合を作出する多種多様なポリヌクレオチドベクターも利用可能である。ＢＡＣＥ１融合タ
ンパク質の最終的な精製は一般に融合相手に左右され；たとえば、ポリヒスチジンタグ融
合はニッケルカラムで精製することができる。
【０１１８】
３．提示されたペプチドの配列の決定
　所望の特性を持つ（及び任意で関係のない配列に結合しない）ＢＡＣＥ１に結合するフ
ァージ（ミド）を配列解析に供することができる。候補結合ペプチドを提示するファージ
（ミド）粒子を宿主細胞内で増幅し、ＤＮＡを単離し、適当な既知の配列決定法を用いて
、ゲノム（候補ペプチドをコードする）の適当な部分を配列決定する。
【０１１９】
４．ＢＡＣＥ１結合ポリペプチドにおける重要な残基の決定
アラニンの走査
　ＢＡＣＥ１結合ペプチド配列のアラニンの走査を用いてペプチドのＢＡＣＥ１への結合
及び／又は阻害における各残基の相対的な寄与を判定することができる。ＢＡＣＥ１リガ
ンドにおける決定的な残基を決定するために、単一アミノ酸、通常アラニンによって残基
を置換し、ＢＡＣＥ１の結合及び活性に対する影響を評価する。米国特許第５，５８０，
７２３号；同第５，８３４，２５０号及び実施例を参照のこと。
【０１２０】
切り詰め（欠失シリーズ）
　ＢＡＣＥ１結合ペプチドの切り詰めは、結合に決定的な残基を解明するだけでなく、結
合を達成するペプチドの最小の長さを割り出すこともできる。場合によっては、切り詰め
は天然のリガンドよりもきつく結合するリガンドを明らかにするであろうし；そのような
ペプチドはＢＡＣＥ１：リガンドの相互作用を調節するのに有用である。
【０１２１】
　好ましくは、一揃いのＢＡＣＥ１結合ペプチドの切り詰めが調製される。シリーズの1
つがアミノ末端のアミノ酸を順に切り詰め、別のシリーズではカルボキシ末端で切り詰め
が始まる。アラニン走査の場合のように、ペプチドは試験管内で合成されてもよいし、組
換え法で調製されてもよい。
【０１２２】
理に適った調節因子の設計
　アラニン走査と切り詰め解析から得られた情報に基づいて、技量のある熟練者は結合を
調節する可能性がある化合物で濃縮される小分子を設計し、合成することができ、又は小
分子ライブラリを選択することができる。たとえば、実施例に記載される情報に基づいて
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調節因子ペプチドは、２つの適当な間隔でのシステイン残基と「アルギニンフィンガー」
を含むように設計することができる。
【０１２３】
５．結合アッセイ
　ＢＡＣＥ１結合ペプチドとＢＡＣＥ１の複合体を形成することは、その複合体化してい
ない形態から及び不純物からの複合体化した形態の分離を円滑にする。ＢＡＣＥ１：結合
リガンドの複合体は溶液中で形成することができ、又はそこで、結合相手の１つは不溶性
の支持体に結合する。複合体は、たとえば、カラムクロマトグラフィを用いて溶液から分
離することができ、濾過、遠心等によって、周知の技法を用いて固体支持体に結合しなが
ら分離することができる。ＢＡＣＥ１ポリペプチド又はそのリガンドを固体支持体に結合
することは高い処理能力のアッセイを円滑にする。
【０１２４】
　候補結合化合物の存在下又は非存在下にてＢＡＣＥ１との結合体ポリペプチドの相互作
用を調節する（たとえば、阻害する）能力について試験化合物をスクリーニングすること
ができ、スクリーニングは好適な容器、たとえば、マイクロタイタープレート、試験管及
び微量遠心管にて達成することができる。試験又は分離を円滑にするために融合タンパク
質を調製することもでき、その際、融合タンパク質は、タンパク質の一方又は双方がマト
リクスに結合するのを可能にする追加のドメインを含有する。たとえば、ＧＳＴ－ＢＡＣ
Ｅ１結合ペプチド融合タンパク質又はＧＳＴ－ＢＡＣＥ１タンパク質は、その後試験化合
物と混ぜ合わせられるグルタチオンセファロースビーズ（ミズーリ州、セントルイスのＳ
ｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）又はグルタチオン誘導体化マイクロタイタープレート上に
吸着することができ、複合体形成を許容する条件下（たとえば、塩及びｐＨの生理的条件
）で混合物をインキュベートする。インキュベートに続いて、ビーズ又はマイクロタイタ
ープレートのウェルを洗浄して未結合の成分を取り除き、ビーズの場合は不動化されたマ
トリクスを取り除き、複合体を直接又は間接的に測定する。或いは、複合体をマトリクス
から解離させることができ、結合又は活性のレベルは常法を用いて測定することができる
。
【０１２５】
　マトリクス上にタンパク質を不動化するための他の融合ポリペプチド技法もスクリーニ
ングアッセイで使用することができる。ビオチン／アビジンの系又はビオチン／ストレプ
トアビジンの系を用いてＢＡＣＥ１結合ペプチド又はＢＡＣＥ１のいずれかを不動化する
ことができる。たとえば、ビオチン－Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミド（イリノイ州、ロ
ックフォードのＮＨＳ；ＰＩＥＲＣＥ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）のような多数の試薬を用い
てビオチン化を達成することができ、ストレプトアビジンを被覆した９６穴プレート（Ｐ
ＩＥＲＣＥ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）のウェルに不動化することができる。或いは、ＢＡＣ
Ｅ１結合ペプチド又はＢＡＣＥ１に反応性であるが、結合ペプチドの標的分子への結合を
妨害しない抗体をプレートのウェルに誘導体化することができ、未結合のＢＡＣＥ１又は
結合体ペプチドを抗体の抱合によって捕捉することができる。ＧＳＴ不動化複合体につい
て記載したものに加えて、そのような複合体を検出する方法は、結合体ペプチド又はＢＡ
ＣＥ１と反応性の抗体を用いた複合体の免疫検出を含む。
【０１２６】
結合のためのアッセイ：競合ＥＬＩＳＡ
　ペプチド、タンパク質又は他のＢＡＣＥ１リガンドの結合親和性を評価するために、競
合結合アッセイを使用してもよく、その際、ＢＡＣＥ１を結合するリガンドの能力（及び
所望であれば、結合親和性）が評価され、ＢＡＣＥ１に結合することが知られる化合物、
たとえば、ＯＭ９９－２のようなＢＡＣＥ１のペプチド模倣体阻害剤、ＢＡＣＥ１抗体、
又は本明細書で記載されるようなファージディスプレイによって決定される高親和性の結
合体ペプチドのそれと比較される。
【０１２７】
　結合分子（たとえば、ペプチド、タンパク質、小分子等）の結合親和性を特定するのに
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多数の方法が知られ、使用することができ；たとえば、結合親和性は競合ＥＬＩＳＡを用
いてＩＣ５０値として測定することができる。ＩＣ５０値は、リガンドへのＢＡＣＥ１の
結合を５０％阻止する結合体の濃度として定義される。たとえば、固相アッセイでは、ニ
ュートラアビジン、アビジン又はストレプトアビジンでマイクロウェルプレート（好まし
くは効率的にタンパク質を吸着するように処理される）を被覆することによってアッセイ
プレートが調製され得る。ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）又は他のタンパク質（たとえば
、脱脂粉乳）の溶液の添加を介して非特異的な結合部位がブロックされ、次いで好ましく
は、Ｔｗｅｅｎ－２０のような界面活性剤を含有する緩衝液で洗浄する。ビオチン化され
た既知のＢＡＣＥ１結合体（たとえば、ＧＳＴとの融合物としてのファージペプチド又は
精製及び検出を円滑にする他のそのような分子）を調製し、プレートに結合させる。ＢＡ
ＣＥ１と共に調べられる分子の連続希釈を調製し、結合した結合体と接触させる。不動化
された結合体で被覆されたプレートを洗浄し、その後、各結合反応物をウェルに加え、手
短にインキュベートする。さらに洗浄した後、多くは非ＢＡＣＥ１融合相手を認識する抗
体と一次抗体を認識する標識された（たとえば、西洋ワサビのペルオキシダーゼ（ＨＲＰ
）、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）又はフルオレセインのような蛍光タグ）二次抗体に
よって結合反応物を検出する。次いで適当な基質（標識に応じて）でプレートを発色させ
、たとえば、分光測定プレートリーダーを用いてシグナルを定量する。最小二乗適合を用
いた結合曲線に吸収シグナルを当て嵌めてもよい。従って、既知のＢＡＣＥ１結合体を結
合することからのＢＡＣＥ１を阻害する種々の分子の能力を測定することができる。
【０１２８】
　当業者に明らかなことは上記アッセイの多数の変形である。たとえば、アビジン／ビオ
チンに基づく系の代わりに、ＢＡＣＥ１結合体は基質に化学的に連結され、単純に吸着さ
れ得る。
【０１２９】
Ｆ．活性のアッセイ
　本発明の候補ペプチド又はポリペプチド（たとえば、本明細書で開示される結合体ペプ
チドのアミノ酸配列を含むペプチド）のＢＡＣＥ１活性を調節する能力の測定は、試験管
内又は生体内でのアッセイで物質／分子の調節能力を調べることによって実施することが
できる。調節能力には、たとえば、ＢＡＣＥ１アスパルチルプロテアーゼ活性の阻害若し
くは低減；又はＢＡＣＥ１によるＡＰＰ切断の阻害若しくは低減；又はＡβ産生の阻害若
しくは低減が挙げられる。
【０１３０】
　特定の実施形態では、本発明のペプチド／ポリペプチド、たとえば、本明細書で開示さ
れる結合体ペプチドのアミノ酸配列を含むペプチドがそのような生物活性について調べら
れる。たとえば、均質時間解像蛍光ＨＴＲＦアッセイ又は合成基質ペプチドを用いた実施
例１に詳細に記載されるような微量流動キャピラリ電気泳動（ＭＣＥ）アッセイにてＢＡ
ＣＥ１プロテアーゼ活性を調べることができる。
【０１３１】
　手短には、均質時間蛍光（ＨＴＲＦ）アッセイを用いてアミロイド前駆タンパク質ＢＡ
ＣＥ１切断部位ペプチドの使用によってＢＡＣＥ１アスパルチルプロテアーゼを測定する
ことができる。たとえば、３８４穴プレート（Ｐｒｏｘｉｐｌａｔｅ（商標）、Ｐｅｒｋ
ｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）にてＢＡＣＥ反応緩衝液（５０ｍＭの酢酸ナトリウムｐＨ４．４及び
０．１％のＣＨＡＰＳ）中で抗ＢＡＣＥ抗体と共に予備インキュベートしたＢＡＣＥ１と
Ｂｉ２７ペプチド（ビオチン－ＫＴＥＥＩＳＥＶＮＬＤＡＥＦＲＨＤＳＧＹＥＶＨＨＱＫ
Ｌ（配列番号５）、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｃｏｍｐａｎｙ）を混ぜ合わせ
る。タンパク分解反応混合物を常温にて７５分間インキュベートし、検出緩衝液（２００
ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ８．０，２０ｍＭのＥＤＴＡ，０．１％のＢＳＡ，及び０．８Ｍの
ＫＦ）中にてユーロピウムクリプテートで標識した１５０ｎＭの抗アミロイドベータ抗体
及び２ｎＭのストレプトアビジン－Ｄ２を含有する５μＭのＨＴＲＦ検出混合物の添加に
よって反応を止める。最終反応混合物を常温で６０分間インキュベートし、３２０ｎｍの
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励起波長及び６１５と６６５ｎｍの発光波長にてＥｎＶｉｓｉｏｎ　Ｍｕｌｔｉｌａｂｅ
ｌ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ（商標）（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）を用いてＴＲ－Ｆ
ＲＥＴシグナルを測定する。
【０１３２】
　酵素に対する基質、ヒトＢＡＣＥ１（細胞外ドメイン）を含有する４×化合物、アミロ
イド前駆タンパク質のβセクレターゼの活性部位ペプチド（ＦＡＭ－ＫＴＥＥＩＳＥＶＮ
ＬＤＡＥＦＲＷＫＫ－ＣＯＮＨ２（配列番号２０））、５０ｍＭのＮａＯＡｃ、ｐＨ４．
４及び０．１％のＣＨＡＰＳの添加によって開始する、標準の酵素反応にてＭＣＥアッセ
イ反応を行うことができる。常温での６０分間のインキュベートの後、ＬＣ３０００（登
録商標）（双方ともＣａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）上で分析される１２
シッパー微小流体チップを用いて、各反応にて生成物と基質を分離する。製造元が最適化
したソフトウエアを用いて電圧及び圧力を選択することによって生成物と基質の分離を最
適化する。ＨＴＳウェル分析器ソフトウエア（Ｃａｌｉｐｅｒ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ）を用いた電気泳動図から基質の変換を算出する。
【０１３３】
　加えて、ＡＰＰのようなＢＡＣＥ１基質を発現する細胞株にて又はヒトＡＰＰのような
ＢＡＣＥ１基質を発現するトランスジェニックマウスにて生体内でＢＡＣＥ１プロテアー
ゼ活性を調べることができる。
【０１３４】
　さらに、動物モデルにてＢＡＣＥ１プロテアーゼ活性を調べることができる。たとえば
、種々の神経疾患及び神経障害の動物モデル及びこれらのモデルに関連する病態経過を調
べるための関連する技法は当該技術で容易に入手可能である。種々の神経疾患及び神経障
害の動物モデルには非組み換え動物及び組換え（動物トランスジェニック）が挙げられる
。非組み換え動物には、たとえば、齧歯類、たとえば、マウスのモデルが挙げられる。標
準の技法、たとえば、皮下注射、尾静脈注射、脾臓移植、腹腔内移植、及び腎被膜下移植
を用いて同系のマウスに細胞を導入することによってそのようなモデルを生成することが
できる。生体内モデルには、卒中／脳虚血のモデル、たとえば、パーキンソン病のマウス
モデル；アルツハイマー病のマウスモデルのような神経変性疾患の生体内モデル；筋委縮
性側索硬化症のマウスモデル；脊髄性筋委縮症のマウスモデル；巣状及び全体的な脳虚血
のマウス／ラットモデル、たとえば、総頸動脈閉塞又は中大脳動脈閉塞のモデル；又は生
体外の全胚培養が挙げられる。非限定の一例として、アルツハイマー病の技術で知られた
多数のマウスモデルがある（たとえば、Rakover et al., Neurodegener. Dis. (2007); 4
(5): 392-402; Mouri et al., FASEB J. (2007) Jul;21 (9): 2135-48; Minkeviciene et
 al., J. Pharmacol. Exp. Ther. (2004) Nov; 311 (2) :677-82 and Yuede et al., Beh
av Pharmacol. (2007) Sep; 18 (5-6): 347-63を参照のこと）。種々のアッセイが既知の
試験管内又は生体内のアッセイ形式で実施され得るし、文献に記載され得る。種々のその
ような動物モデルは、たとえば、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙのような業者か
ら入手することができる。
【０１３５】
Ｇ．ＢＡＣＥ１結合体の使用例
　本明細書で記載されるようなＢＡＣＥ１ペプチド結合体の特定及び性状分析は、ＢＡＣ
Ｅ１とたとえば、ＡＰＰのようなその基質との間での生体内の相互作用を調節する組成物
及び方法を提供する。本明細書で記載されるようなＢＡＣＥ１ペプチド結合体は、以下で
議論されるように、神経障害のような疾患及び障害の治療に使用され得る。
【０１３６】
　本明細書で記載されるようなＢＡＣＥ１の高親和性のペプチド結合体に対する上手く分
析された調節をさらに用いてＢＡＣＥ１それ自体の重要な構造的特性を解明することがで
きる。そのような知識はＢＡＣＥ１配列自体の修飾に基づいた調節剤の開発を提供する。
【０１３７】
　ＢＡＣＥ１の調節剤の他の使用には、ＢＡＣＥ１及び関連するその相方に関連する疾患
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の診断アッセイ、及び精製手段や基質に対する係留としての融合タンパク質におけるＢＡ
ＣＥ１とリガンドの使用が挙げられる。
【０１３８】
　本明細書で記載されるようなＢＡＣＥ１結合ペプチドを追加の化合物のスクリーニング
に用いてＢＡＣＥ１／リガンドの相互作用を調節するものを特定し得る。スクリーニング
アッセイは、ＢＡＣＥと結合する若しくは複合体化する、さもなければＢＡＣＥ１と細胞
性因子の相互作用を妨害する化合物を特定するように設計される。調節剤である候補化合
物の能力を判定するアプローチの１つは、たとえば、本明細書で開示される結合体ペプチ
ド（たとえば、実施例で記載される高親和性結合体）のような既知のＢＡＣＥ１結合体の
存在下での競合阻害アッセイにて候補化合物の能力を評価することである。そのようなス
クリーニングアッセイには、小分子薬剤候補を特定するのに化学ライブラリを特に好適に
する、化学ライブラリの高い処理能力スクリーニングに従うアッセイが挙げられるであろ
う。
【０１３９】
　アッセイは、当該技術で十分に分析されているタンパク質／タンパク質結合アッセイ、
生化学スクリーニングアッセイ、免疫アッセイ、及び細胞系アッセイ含む種々の形式で実
施することができる。
【０１４０】
　調節剤のためのアッセイはすべて、それらが、２つの成分が相互作用できるのに十分な
条件下にて十分な時間でＢＡＣＥ１と結合リガンドの結合相互作用に関わるＢＡＣＥ１（
又はその同等物）及び／又は結合リガンドに候補調節剤を接触させることを要求する点で
共通する。
【０１４１】
　結合アッセイでは、相互作用は結合であり、形成された複合体は反応混合物にて単離す
ることができ、又は検出することができる。特定の実施形態では、候補の物質又は分子は
、共有結合又は非共有結合によって固相、たとえば、マイクロタイタープレート上に不動
化される。非共有結合は一般に物質／分子の溶液で固相表面を被覆し、乾燥させることに
よって達成される。或いは、不動化される物質／分子に特異的な抗体、たとえば、モノク
ローナル抗体のような不動化された親和性分子を用いて固相表面にそれを係留することが
できる。アッセイは、不動化された成分、たとえば、係留された成分を含有する被覆され
た表面に、検出可能な標識で標識され得る不動化されない成分を添加することによって実
施される。反応が完了すると、たとえば、洗浄によって未反応の成分を取り除き、固相表
面上に係留された複合体を検出する。元々不動化されていない成分が検出可能な標識を運
ぶ場合、表面に不動化された標識の検出は複合体化が生じたことを示す。元々不動化され
ていない成分が標識を運ばない場合、たとえば、不動化された複合体を特異的に結合する
標識抗体を使用することによって複合体化を検出することができる。
【０１４２】
　候補化合物は、本明細書で記載される情報、特に、リガンド又はＢＡＣＥ１配列自体の
中での個々の残基及び部分のＢＡＣＥ１／リガンド結合相互作用への寄与及び重要性に関
する常法に基づいた、組み合わせライブラリ及び／又は既知のライブラリの変異によって
生成することができる。
【０１４３】
　ＢＡＣＥ１と結合リガンドの相互作用を妨害する化合物は以下のように調べることがで
きる：普通、２つの分子の相互作用及び結合を可能にする条件下で且つその時間、ＢＡＣ
Ｅ１及びリガンドを含有する反応混合物を調製する。結合相互作用を阻害する候補化合物
の能力を調べるには、試験化合物の非存在下及び存在下で反応を実行する。加えて、対照
化合物を第３の反応混合物に加えて陽性対照として役立てる。混合物に存在する試験化合
物とＢＡＣＥ１及び／又は結合リガンドの間での結合（複合体形成）は上述のようにモニ
ターされる。対照反応における複合体の形成、しかし、試験化合物を含有する反応混合物
における非形成は、試験化合物がＢＡＣＥ１と結合リガンドの相互作用を妨害することを
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示す。
【０１４４】
Ｈ．ペプチド抱合体
　本発明はまた、１以上の細胞傷害剤、たとえば、化学療法剤又は薬、増殖阻害剤、毒素
（たとえば、細菌、真菌、植物又は動物を起源とするタンパク質毒素、酵素的に活性のあ
る毒素、又はその断片）又は放射線同位元素に抱合される、本明細書で開示されるような
ＢＡＣＥ１結合ペプチドを含むペプチド抱合体も提供する。
【０１４５】
　一実施形態では、ペプチド抱合体は、マイタンシノイド（米国特許第５，２０８，０２
０号、同第５，４１６，０６４号及び欧州特許ＥＰ０４２５２３５Ｂ１を参照）；たとえ
ば、モノメチルアウリスタチンの薬剤部分ＤＥ及びＤＦ（ＭＭＡＥ及びＭＭＡＦ）のよう
なアウリスタチン（米国特許第５，６３５，４８３号及び同第５，７８０，５８８号及び
同第７，４９８，２９８号を参照）；ドラスタチン；カリケアミシン又はその誘導体（米
国特許第５，７１２，３７４号、同第５，７１４，５８６号、同第５，７３９，１１６号
、同第５，７６７，２８５号、同第５，７７０，７０１号、同第５，７７０，７１０号、
同第５，７７３，００１号及び同第５，８７７，２９６を参照）；Ｈｉｎｍａｎら、Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５３：３３３６－３３４２（１９９３）；及びＬｏｄｅら、Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｒｅｓ．５８：２９２５－２９２８（１９９８））；ダウノマイシン又はドキソル
ビシンのようなアントラサイクリン（Ｋｒａｔｚら、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ
．１３：４７７－５２３（２００６）；Ｊｅｆｆｒｅｙら、Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　＆　
Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔｅｒｓ、１６：３５８－３６２（２００６）；Ｔｏｒｇｏｖ
ら、Ｂｉｏｃｏｎｊ．Ｃｈｅｍ．１６：７１７－７２１（２００５）；Ｎａｇｙら、Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９７：８２９－８３４（２０００）；Ｄｕ
ｂｏｗｃｈｉｋら、Ｂｉｏｏｒｇ．＆　Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔｅｒｓ、１２：１５
２９－１５３２（２００２）；Ｋｉｎｇら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．４５：４３３６－４
３４３（２００２）；及び米国特許第６，６３０，５７９号を参照）；メソトレキセート
；たとえば、ドセタキセル、パクリタキセル、ラロタキセル、テセタキセル及びオルタタ
キセルのようなタキサン；トリクロロテセン；並びにＣＣ１０６５を含むが、これらに限
定されない１以上の薬剤に抱合される本明細書で記載されるようなＢＡＣＥ１結合ペプチ
ドを含む。
【０１４６】
　別の実施形態では、ペプチド抱合体は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性
断片、外毒素Ａ鎖（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａに由来する）、リシ
ンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシンＡ鎖、α－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ　ｆｏｒｄ
ｉｉタンパク質、ジアンチンタンパク質、Ｐｈｙｔｏｌａｃａ　ａｍｅｒｉｃａｎａタン
パク質、（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ及びＰＡＰ－Ｓ）、Ｍｏｍｏｒｄｉｃａ　ｃｈａｒａｎ
ｔｉａ阻害剤、クルシン、クロチン、Ｓａｐａｏｎａｒｉａ　ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ阻
害剤、ゲロニン、ミトゲリン、レストリクトシン、フェノマイシン、エノマイシン及びト
リコテセンを含むが、これらに限定されない酵素的に活性のある毒素又はその断片に抱合
される本明細書で記載されるようなＢＡＣＥ１結合ペプチドを含む。
【０１４７】
　別の実施形態では、ペプチド抱合体は、放射性原子に抱合されて放射性抱合体を形成す
る本明細書で記載されるようなＢＡＣＥ１結合ペプチドを含む。放射性抱合体の作製には
種々の放射性同位元素が利用可能である。例には、Ａｔ２１１、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ
９０、Ｒｅ１８６、Ｒｅ１８８、Ｓｍ１５３、Ｂｉ２１２、Ｐ３２、Ｐｂ２１２及びＬｕ
の放射性同位元素が挙げられる。放射性抱合体が検出に使用される場合、それは、シンチ
グラフ試験用の放射性原子、たとえば、tｃ９９若しくはＩ１２３、又はたとえば、ヨウ
素－１２３、要素－１３１、インジウム－１１１、フッ素－１９、炭素－１３、窒素－１
５、酸素－１７ガドリニウム、マンガン又は鉄のような核磁気共鳴（ＮＭＲ）画像診断（
磁気共鳴画像診断、ＭＲＩとしても知られる）用のスピン標識を含み得る。
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【０１４８】
　ペプチドと細胞傷害剤の抱合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、たとえ
ば、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオ）プロピオネート（ＳＰＤＰ）、
スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレー
ト（ＳＭＣＣ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（たとえば
、ジメチルアジピミデートＨＣｌ）、活性エステル（たとえば、スベリン酸スクシンイミ
ジル）、アルデヒド（たとえば、グルタールアルデヒド）、ビス－アジド化合物（たとえ
ば、ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジアゾニウム誘導体（た
とえば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミン）、ジイソシアネー
ト（たとえば、トルエン２，６－ジイソシアネート）、及びビス－活性フッ素化合物（た
とえば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベンゼン）を用いて作製され得る。たと
えば、リシン免疫毒性は、Ｖｉｔｅｔｔａら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２３８：１０９８（１９
８７）に記載されたように調製することができる。リンカーは細胞における細胞傷害剤の
放出を円滑にする「切断可能なリンカー」であり得る。たとえば、酸に不安定なリンカー
、ペプチダーゼ感受性のリンカー、光に不安定なリンカー、ジメチルリンカー又はジスル
フィド含有リンカー（Chari et al., Cancer Res. 52:127-131 (1992); 米国特許第５，
２０８，０２０号）が使用され得る。
【０１４９】
　本明細書のペプチド抱合体は、（たとえば、米国イリノイ州、ロックフォードのＰｉｅ
ｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社から）市販されているＢＭＰＳ、ＥＭＣＳ、ＧＭ
ＢＳ、ＨＢＶＳ、ＬＣ－ＳＭＣＣ、ＭＢＳ、ＭＰＢＨ、ＳＢＡＰ、ＳＩＡ、ＳＩＡＢ、Ｓ
ＭＣＣ、ＳＭＰＢ、ＳＭＰＨ、スルホ－ＥＭＣＳ、スルホ－ＧＭＢＳ、スルホ－ＫＭＵＳ
、スルホ－ＭＢＳ、スルホ－ＳＩＡＢ、スルホ－ＳＭＣＣ、及びスルホ－ＳＭＰＢ、及び
ＳＶＳＢ（スクシンイミジル－（４－ビニルスルホン）ベンゾエート）を含むが、これら
に限定されない架橋試薬によって調製されるそのような抱合体を明らかに熟考するが、こ
れらに限定されない。
【０１５０】
　さらなる実施形態では、ペプチド抱合体は、別の非相同のポリペプチド又はアミノ酸配
列に融合された本明細書で開示されるようなＢＡＣＥ１結合ペプチドを含む融合タンパク
質を含む。一実施形態では、そのような融合タンパク質は、上記で開示されたもののよう
な酵素的に活性のある毒素とのＢＡＣＥ１結合ペプチドの融合物を含む。
【０１５１】
　代替の実施形態では、融合タンパク質は、ポリペプチドの細胞侵入を高めるアミノ酸配
列とのＢＡＣＥ１結合ペプチドの融合を含む。一実施形態では、アミノ酸配列は、細胞貫
通ペプチド（ＣＣＰ）、たとえば、ｔａｔペプチド、ペネトラチン、ヘルペスウイルステ
グメントタンパク質ＶＰ２２、トランスポータン、モデル両親媒性ペプチド（ＭＡＰ）、
アルギニンオリゴマー又は当該技術で既知の他のＣＣＰである。たとえば、Ｓｅｂｂａｇ
ｅ，（２００９）Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｈｏｒｉｚｏｎｓ、２：６４－７２；並びにＤ
ｅｌｃｒｏｉｘ及びＲｉｌｅｙ，（２０１０）Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ、３：４
４８－４７０を参照のこと。
【０１５２】
　実施形態では、融合タンパク質は、脳血管関門を介した吸収力が介在するトランスサイ
トーシス又は受容体が介在するトランスサイトーシスを普通受けるタンパク質のアミノ酸
配列とのＢＡＣＥ１結合ペプチドの融合を含む。これらのタンパク質には、トランスフェ
リン受容体又はインスリン受容体に対するモノクローナル抗体のような脳毛細血管内皮細
胞の受容体に対するリガンド、ヒストン、ビオチン、葉酸塩、ナイアシン、パントテン酸
又は糖ペプチドが挙げられるが、これらに限定されない。別の実施形態では、ＢＡＣＥ１
結合ペプチドは、たとえば、リジン、アルギニン、ポリアルギニン、リジン／アルギニン
ペプチド、プトレシン、スペルミジン、スペルミン等のような高度に正に荷電した化合物
に連結され、そのすべては、多分、受容体に結合することによって脳血管関門の交差を円
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滑にすることが知られる。
【０１５３】
　代替の実施形態では、融合タンパク質は、免疫グロブリン、又は免疫グロブリンの特定
の領域、たとえば、ＩｇＧ分子のＦｃ領域とのＢＡＣＥ１結合ペプチドの融合を含む。免
疫グロブリンの融合の作製については、１９９５年６月２７日に出願された米国特許第５
，４２８，１３０号を参照のこと。代替の実施形態では、ＢＡＣＥ１結合ペプチドは、ペ
プチドの改善されたＰＫ及び／又は薬物力学を生じる剤と融合される。一部の実施形態で
は、ペプチドはアルブミン融合タンパク質である。一部の実施形態では、ペプチドはペグ
化融合タンパク質である。
【０１５４】
Ｉ．医薬組成物
　ＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドは、一部の実施形態では医薬用途に好適であ
る組成物に組み入れることができる。そのような組成物は通常、ペプチド又はポリペプチ
ドと許容されるキャリア、たとえば、薬学上許容可能であるものを含む。「薬学上許容可
能なキャリア」には、医薬投与に適合性である任意の及びすべての溶媒、分散媒、コーテ
ィング、抗菌剤及び抗真菌剤、等張剤及び吸収遅延剤等が挙げられる（Gennaro, Remingt
on: The science and practice of pharmacy. Lippincott, Williams & Wilkins, Philad
elphia, Pa. (2000)）。そのようなキャリア又は希釈剤の例には、水、生理食塩水、フィ
ンガー溶液、及び５％ヒト血清アルブミンが挙げられるが、これらに限定されない。リポ
ソーム及び非水性ビヒクル、たとえば、不揮発性油も使用され得る。従来の媒体又は剤が
活性化合物と相溶性でない場合を除いて、これらの組成物の使用が熟考される。補完性活
性のある化合物も組成物に組み入れることができる。
【０１５５】
１．概論
　医薬組成物は、静脈内投与、皮内投与、皮下投与、経口投与（たとえば、吸入）、経皮
（すなわち、局所）投与、経粘膜投与及び直腸投与を含む投与の経路に適合するように製
剤化される。非経口適用、皮内適用又は皮下適用に使用される溶液又は懸濁液には、たと
えば、注射用水、生理食塩水溶液、不揮発性油、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、又は他の合成溶媒のような無菌の希釈剤；たとえば、ベンジルア
ルコール又はメチルパラベンのような抗菌剤；たとえば、アスコルビン酸又は亜硫酸水素
ナトリウムのような抗酸化剤；たとえば、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）のような
キレート剤；たとえば、酢酸塩、クエン酸塩又はリン酸塩のような緩衝液、及びたとえば
、塩化ナトリウム又はデキストロースのような張性の調整のための剤を挙げることができ
る。ｐＨは、たとえば、塩酸又は水酸化ナトリウムのような酸又は塩基によって調整する
ことができる。非経口調製物はアンプル、使い捨てシリンジ又はガラス製若しくはプラス
チック製の複数回用のバイアルに封入することができる。
【０１５６】
２．注射用製剤
　注射に好適な医薬組成物は、無菌の水溶液（水溶性である）又は分散液又は無菌の注射
用の溶液又は分散液の即時調製用の無菌の粉末を含む。静脈内投与については、好適なキ
ャリアには生理的な生理食塩水、静菌水、ＣＲＥＭＯＰＨＯＲ　ＥＬ（商標）（ニュージ
ャージー州、パージッパニーのＢＡＳＦ）、又はリン酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が挙
げられる。あらゆる場合で、組成物は無菌でなければならず、シリンジを用いて投与され
る流体であるべきである。そのような組成物は、製造及び保存の間、無菌であるべきであ
り、細菌及び真菌のような微生物からの汚染に対して保護されなければならない。キャリ
アは、たとえば、水、エタノール、ポリオール（たとえば、グリセロール、プロピレング
リコール、及び液体ポリエチレングリコール）及び好適な混合物を含有する溶媒又は分散
媒であることができる。レシチンのようなコーティングを使用することによって、分散の
場合、必要とされる粒度を維持することによって、及び界面活性剤を使用することによっ
て適正な流動性を維持することができる。種々の抗菌剤及び抗真菌剤、たとえば、パラベ
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ン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸及びチメロサールは微生物混入を含
有し得る。等張剤、たとえば、糖、マンニトールやソルビトールのような多価アルコール
、塩化ナトリウムを組成物含めることができる。吸収を遅らせる組成物はモノステアリン
酸アルミニウム及びゼラチンのような剤を含む。
【０１５７】
　無菌の注射用溶液は、必要とされる量での活性化合物（たとえば、本発明の調節剤物質
／分子）を必要に応じて成分１つ又は成分の組み合わせと共に適当な溶媒に組み入れ、そ
の後滅菌することによって調製することができる。一般に分散液は、基本的な分散媒及び
他の必要とされる成分を含有する無菌のビヒクルに活性化合物を組み入れることによって
調製される。無菌注射溶液の調製、調製方法のための無菌粉末は、無菌溶液から活性化合
物と所望の成分を含有する粉末を得る真空乾燥及び凍結乾燥を含む。
【０１５８】
３．経口投与
　経口組成物は一般に不活性の希釈剤又は食用キャリアを含む。それらはゼラチンカプセ
ルに被包することができ、又は錠剤に圧縮することができる。経口治療投与の目的で、活
性化合物を賦形剤と共に組み入れ、錠剤、トローチ又はカプセルの形態で使用することが
できる。経口組成物はまた、洗口液として使用するための流体キャリアを用いて調製する
こともでき、その際、流体キャリア中の化合物は経口で適用される。薬学上適合性の結合
剤及び／又は補助物質を含めることができる。錠剤、丸薬、カプセル、トローチ等は、以
下の成分又は類似の性質の化合物：たとえば、微細結晶性セルロース、ゴム、トラガカン
ト又はゼラチンのような結合剤；たとえば、デンプン又はラクトースのような賦形剤；ア
ルギン酸、ＰＲＩＭＯＧＥＬ又はコーンスターチのような崩壊剤；ステアリン酸マグネシ
ウム又はＳＴＥＲＯＴＥＳのような潤滑剤；コロイド状二酸化ケイ素のような流動促進剤
；たとえば、スクロース又はサッカリンのような甘味剤；又はたとえば、ペッパーミント
、サリチル酸メチル又はオレンジ風味剤のような風味剤のいずれかを含有することができ
る。
【０１５９】
４．吸入用の組成物
　吸入による投与については、化合物は、たとえば、二酸化炭素のような好適な高圧ガス
を含有するネブライザー又は加圧容器からのエアゾール噴霧として送達される。
【０１６０】
５．全身性投与
　全身性投与は経粘膜又は経皮であることができる。経粘膜又は経皮の投与については、
標的バリアを浸透することができる浸透剤が選択される。経粘膜の浸透剤には界面活性剤
、胆汁塩、及びフシジン酸誘導体が挙げられる。経粘膜投与には鼻内スプレー又は座薬を
使用することができる。経皮投与については、活性化合物は軟膏、軟膏、ジェル又はクリ
ームに製剤化される。
【０１６１】
　化合物はまた、直腸送達のために座薬（たとえば、ココアバター及び他のグリセリドの
ような基剤を伴った）又は係留浣腸の形態で調製することができる。
【０１６２】
６．キャリア
　一実施形態では、活性化合物は、埋め込み及びマイクロカプセル化送達方式を含む制御
放出製剤のような、生体からの迅速な排除に対して化合物を保護するキャリアと共に調製
される。たとえば、エチレンビニルアセテート、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラー
ゲン、ポリオルソエステル及びポリ乳酸のような生分解性又は生体適合性のポリマーを使
用することができる。そのような物質は、ＡＬＺＡ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（カリフォ
ルニア州、マウンテンビュー）及びＮＯＶＡ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ社（カリ
フォルニア州、レイクエルシノア）から商業的に入手することができ、又は当業者によっ
て調製することができる。リポソーム懸濁液も薬学上許容可能なキャリアとして使用する
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ことができる。これらは、たとえば、Ｅｐｐｓｔｅｉｎら、米国特許第４，５２２，８１
１号（１９８５年）におけるように当業者に既知の方法に従って調製することができる。
【０１６３】
７．単位投与量
　単位剤形における経口製剤又は非経口組成物を創って投与及び投与量均一性を促すこと
ができる。単位剤形は、必要とされる薬学キャリアと関連した治療上有効な量の活性化合
物を含有する、治療される対象のための単一投与量として適した物理的に別々の単位を指
す。単位剤形についての明細は、活性化合物の特徴と特定の所望の治療効果及び活性化合
物を配合する固有の限界によって決定され、直接左右される。
【０１６４】
８．遺伝子治療組成物
　本発明のペプチド又はポリペプチドをコードする核酸をベクターに挿入し、遺伝子治療
ベクターとして使用することができる。遺伝子治療ベクターは、たとえば、静脈内注射、
局所投与によって（Ｎａｂｅｌ及びＮａｂｅｌ，米国特許第５，３２８，４７０号，１９
９４）、又は定位固定注射（Chen et al., Proc Natl Acad Sci USA. 91; 3054-7 (1994)
）によって対象に送達することができる。遺伝子治療ベクターの医薬製剤は、許容可能な
希釈剤を含むことができ、又はその中に遺伝子治療ベクターが埋め込まれる遅延放出マト
リクスを含むことができる。或いは、完全な遺伝子治療ベクターが組換え細胞、たとえば
、レトロウイルスベクターから無傷で作製することができる場合、医薬製剤は遺伝子送達
系を生じる１以上の細胞を含むことができる。
【０１６５】
Ｊ．治療方法
　本明細書で提供されるＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドのいずれかが治療方法
にて使用され得る。
【０１６６】
　態様の１つでは、薬物として使用するためのＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチド
が提供される。さらなる態様では、神経疾患又は神経障害（たとえば、ＡＤ）を治療する
のに使用するための抗ＢＡＣＥ１抗体が提供される。特定の実施形態では、治療方法で使
用するためのＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドが提供される。特定の実施形態で
は、本発明は、有効量のＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドを個体に投与すること
を含む、神経疾患又は神経障害を有する個体を治療する方法で使用するためのＢＡＣＥ１
結合ペプチド又はポリペプチドを提供する。そのような一実施形態では、方法はさらに、
有効量の少なくとも１つの追加の治療剤を個体に投与することを含む。さらなる実施形態
では、本発明は、神経疾患又は神経障害（たとえば、ＡＤ）のリスクがある又はそれに罹
っている患者にてアミロイド斑形成を軽減する又は抑制するのに使用するためのＢＡＣＥ
１結合ペプチド又はポリペプチドを提供する。特定の実施形態では、本発明は、有効量の
ＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドを個体に投与することを含む、個体にてＡβの
産生を低減する又は抑制する方法で使用するためのＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプ
チドを提供する。上記実施形態のいずれかに係る「個体」は好ましくはヒトである。特定
の態様では、本発明の方法で使用するためのＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドは
ＢＡＣＥ１活性を低減する又は阻害する。たとえば、ＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペ
プチドはＢＡＣＥ１のＡＰＰを切断する能力を低減する又は阻害する。
【０１６７】
　さらなる態様では、本発明は薬物の製造又は調製におけるＢＡＣＥ１結合ペプチド又は
ポリペプチドの使用を提供する。一実施形態では、薬物は神経疾患又は神経障害の治療の
ためのものである。さらなる実施形態では、薬物は、神経疾患又は神経障害を有する個体
に有効量の薬物を投与することを含む神経疾患又は神経障害を治療する方法での使用のた
めのものである。そのような一実施形態では、方法はさらに、有効量の、たとえば、以下
で記載するような少なくとも１つの追加の治療剤を個体に投与することを含む。さらなる
実施形態では、薬物はＢＡＣＥ１活性を阻害するためのものである。さらなる実施形態で
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は、薬物は、Ａβ産生又は斑形成を阻害するのに有効な量の薬物を個体に投与することを
含む個体においてＡβ産生又は斑形成を阻害する方法での使用のためのものである。上記
実施形態のいずれかに係る「個体」はヒトであり得る。
【０１６８】
　さらなる態様では、本発明はアルツハイマー病を治療する方法を提供する。一実施形態
では、方法は、ＡＤを有する個体に有効量のＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドを
投与することを含む。そのような一実施形態では、方法はさらに有効量の少なくとも１つ
の追加の治療剤を個体に投与することを含む。上記実施形態のいずれかに係る「個体」は
ヒトであり得る。
【０１６９】
　さらなる態様では、本発明は、たとえば、上記治療方法のいずれかで使用するための、
本明細書で提供されるＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドのいずれかを含む医薬製
剤を提供する。一実施形態では、医薬製剤は本明細書で提供されるＢＡＣＥ１結合ペプチ
ド又はポリペプチドのいずれかと薬学上許容可能なキャリアを含む。別の実施形態では、
医薬製剤は本明細書で提供されるＢＡＣＥ１結合ペプチド又はポリペプチドのいずれかと
、たとえば、以下で記載されるような少なくとも１つの追加の治療剤を含む。
【０１７０】
　本発明のペプチド又はポリペプチドは単独で使用することができ、又は治療における他
の剤との併用で使用することができる。たとえば、本発明のペプチド又はポリペプチドは
少なくとも１つの追加の治療剤と同時投与され得る。
【０１７１】
　上記で言及されたそのような併用療法は、併用される投与（２以上の治療剤が同一製剤
又は別々の製剤に含まれる）及び別々の投与を包含し、その場合、本発明の抗体の投与は
、追加の治療剤及び／又はアジュバントの投与に先立って、同時に及び／又はそれに続い
て生じる。本発明のペプチド又はポリペプチドはまた放射線療法との併用で使用すること
もできる。
【０１７２】
　本発明のペプチド又はポリペプチド（及び追加の治療剤）は、非経口投与、肺内投与、
クモ膜下投与及び鼻内投与、局所投与について所望であれば、病巣内投与を含む好適な手
段によって投与することができる。非経口注入には、筋肉内、静脈内、動脈内、腹腔内、
又は皮下の投与が挙げられる。投与は、部分的には投与が一時的か又は慢性的かに応じて
、好適な経路による、たとえば、静脈内又は皮下の注射のような注射によることができる
。単回投与又は種々の時間にわたる複数回投与、ボーラス投与及びパルス注入を含むが、
これらに限定されない種々の投与計画が本明細書で熟考される。
【０１７３】
　本発明の特定の実施形態は脳血管関門を横切るペプチド又はポリペプチドを提供する。
特定の神経変性疾患は脳血管関門の透過性の上昇に関連するので、ペプチド又はポリペプ
チドを容易に脳に導入することができる。脳血管関門が無傷のままである場合、物理的な
方法、脂質系の方法、及び受容体とチャンネルに基づく方法を含むが、これらに限定され
ない技術で既知の幾つかのアプローチがそれを横切って分子を輸送するために存在する。
【０１７４】
　脳血管関門を横切ってペプチド又はポリペプチドを輸送する物理的な方法には、脳血管
関門を全体的に回避すること又は脳血管関門にて開口部を創ることが挙げられるが、これ
らに限定されない。回避法には、脳への直接注入（たとえば、Papanastassiou et al., G
ene Therapy 9: 398-406 (2002)を参照）、及び脳における送達用具埋め込み（たとえば
、Gill et al., Nature Med. 9: 589-595 (2003); and Gliadel WafersTM, Guildford Ph
armaceuticalを参照）が挙げられるが、これらに限定されない。関門に開口部を創る方法
には、超音波（たとえば、米国特許公開番号２００２／００３８０８６を参照）、浸透圧
（たとえば、高張のマンニトールの投与による（Neuwelt, E. A., Implication of the B
lood-Brain Barrier and its Manipulation, Vols 1 & 2, Plenum Press, N.Y. (1989)）
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）、ブラジキニン又は浸透剤Ａ－７による透過化（たとえば、米国特許第５，１１２，５
９６号、同第５，２６８，１６４号、同第５，５０６，２０６号及び同第５，６８６，４
１６号を参照）、及び抗体又はその断片をコードする遺伝子を含有するベクターによる脳
血管関門をまたぐニューロンの形質移入（たとえば、米国特許公開番号２００３／００８
３２９９を参照）が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１７５】
　脳血管関門それを横切ってペプチド又はポリペプチドを輸送する脂質系の方法には、脳
血管関門の血管内皮上の受容体に結合する抗体結合断片に結合するリポソームにペプチド
又はポリペプチドを被包すること（たとえば、米国特許出願公開番号２００２００２５３
１３を参照）及び低密度リポタンパク質粒子（たとえば、米国特許出願公開番号２００４
０２０４３５４を参照）又はアポリポタンパク質Ｅ（たとえば、米国特許出願公開番号２
００４０１３１６９２を参照）にペプチド又はポリペプチドを被覆することが挙げられる
が、これらに限定されない。
【０１７６】
　脳血管関門それを横切ってペプチド又はポリペプチドを輸送する受容体に基づく方法に
は、受容体が介在するトランスサイトーシスの後、脳血管関門を横切って運ばれることが
生じる、脳血管関門で発現される受容体を認識するリガンドへのペプチド又はポリペプチ
ドの抱合（Gabathuler (2010) Neurobiology of Disease 37; 48-57）が挙げられるが、
これらに限定されない。これらのリガンドには、たとえば、トランスフェリン受容体若し
くはインスリン受容体に対するモノクローナル抗体のような脳毛細血管内皮受容体へのリ
ガンド、ヒストン、ビオチン、葉酸塩、ナイアシン、パントテン酸又は糖ペプチドが挙げ
られるが、これらに限定されない。
【０１７７】
　本発明のペプチド又はポリペプチドは適正な医療行為に一致した方式で製剤化され、投
薬され、投与される。この文脈で検討する因子には、治療される特定の障害、治療される
特定の哺乳類、個々の患者の臨床的な状態、障害の原因、剤の送達の部位、投与の方法、
投与のスケジュール、及び医師に知られた他の因子が挙げられる。ペプチド又はポリペプ
チドは、当該障害を予防する又は治療するのに現在使用されている１以上の剤と共に製剤
化される必要はないが、任意で製剤化される。そのような他の剤の有効量は、製剤に存在
する抗体の量、障害又は治療の種類、及び上記で議論された他の因子に左右される。これ
らは一般に本明細書で記載されるのと同様の投与量にて投与経路で使用され、又は本明細
書で記載される投与量の約１～９９％で使用され、又は経験的に／臨床的に適当であると
判断される投与量にて経路によって使用される。
【０１７８】
　疾患の予防又は治療のために、本発明のペプチド又はポリペプチドの適当な投与量（単
独で使用する場合又は１以上の他の追加の治療剤と併用して使用する場合）は、治療され
る疾患の種類、疾患の重症度及び経過、ペプチド又はポリペプチドが予防目的で投与され
るのか、又は治療目的で投与されるのか、以前の治療法、患者の臨床既往及びペプチド又
はポリペプチドへの応答、並びに主治医の裁量に左右されるであろう。ペプチド又はポリ
ペプチドは、一度に又は一連の治療にわたって患者に好適に投与される。疾患の種類及び
重症度に応じて、適当な投与量レベルは一般に、単回投薬又は複数回投薬で投与すること
ができる１日当たり患者の体重ｋｇ当たり約０．０１～５００ｍｇである。好ましくは、
投与量レベルは１日当たり約０．１～２５０ｍｇ／ｋｇ、さらに好ましくは１日当たり約
０．５～１００ｍｇ／ｋｇである。好適な投与量レベルは１日当たり約０．０１～２５０
ｍｇ／ｋｇ、１日当たり約０．０５～１００ｍｇ／ｋｇ又は１日当たり約０．１～５０ｍ
ｇ／ｋｇである。この範囲内で、投与量は、１日当たり０．０５～０．５、０．５～５又
は５～５０ｍｇ／ｋｇであってもよい。経口投与については、組成物は好ましくは、１．
０～１０００ミリグラムの有効成分、特に、治療される患者に対する投与量の症候性の調
整に関して１．０、５．０、１０．０、１５．０、２０．０、２５．０、５０．０、７５
．０、１００．０、１５０．０、２００．０、２５０．０、３００．０、４００．０、５
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００．０、６００．０、７５０．０、８００．０、９００．０、及び１０００．０ミリグ
ラムの有効成分を含有する錠剤の形態で提供される。化合物は、１日当たり１～４回、好
ましくは１日当たり１回又は２回の投薬計画で投与され得る。
【０１７９】
　しかしながら、特定の患者にとっての具体的な用量レベル及び投与回数は、変化し得る
し、採用される具体的な化合物の活性、その化合物の代謝安定性と作用の長さ、年齢、体
重、全身状態、性別、食事、投与の方式と時間、排泄の速度、薬剤の併用、特定の状態の
重症度、及び治療を受けている宿主に応じて左右されるであろう。この治療法の進展は従
来の技法及びアッセイによって容易にモニターされる。
【０１８０】
Ｋ．製造物品
　本発明の別の態様では、上述の障害の治療、予防及び／又は診断に有用な物質を含有す
る製造物品が提供される。製造物品は容器と容器に関連するラベル又は添付文書を含む。
好適な容器には、たとえば、ビン、バイアル、シリンジ、ＩＶ溶液用バッグ等が挙げられ
る。容器は、ガラスやプラスチックのような様々な物質から形成され得る。容器は、それ
自体である又は状態を治療する、予防する及び／又は診断するのに有効な別の組成物と併
用される組成物を保持するが、無菌のアクセスポートを有し得る（たとえば、容器は静脈
内溶液用バッグ又は皮下注射用の針で穴を開けることができるストッパーを有するバイア
ルであり得る）。組成物における少なくとも１つの活性剤が本発明のペプチド又はポリペ
プチドである。ラベル又は添付文書は、組成物が選択した状態を治療するのに使用される
ことを示す。さらに、製造物品は、（ａ）組成物が本発明のペプチド又はポリペプチド含
む、その中に含有される組成物を伴った第１の容器と、（ｂ）組成物がさらなる細胞傷害
剤又は他の治療剤を含む、その中に含有される組成物を伴った第２の容器を含む。本発明
の本実施形態の製造物品はさらに組成物が特定の状態を治療するのに使用され得ることを
示す添付文書を含み得る。或いは、又はさらに、製造物品はさらに、たとえば、注射用の
静菌水（ＢＷＦＩ）、リン酸緩衝化生理食塩水、リンガー溶液及びデキストロース溶液の
ような薬学上許容可能な緩衝液を含む第２（第３）の容器を含み得る。それはさらに、他
の緩衝液、希釈剤、フィルター、針及びシリンジを含む、商業的な立場及びユーザーの立
場から望ましい他の物質を含み得る。
【０１８１】
　本発明の好まれる実施形態を実証するために以下の実施例が含まれる。後に続く実施例
にて開示される技法は本発明の実践で上手く機能することが本発明者らによって発見され
た技法であるので、その実践のための好まれる方法を構成すると見なすことができること
が当業者によって十分に理解されるべきである。しかしながら、当業者は、本開示の観点
から、本発明の精神及び範囲から逸脱することなく、開示される特定の実施形態にて多数
の変更を為すことができ、類似の又は似たような結果を得ることができることを十分に理
解すべきである。
【実施例】
【０１８２】
実施例１：ＢＡＣＥ１のペプチド阻害剤の選抜及び性状分析
材料及び方法
　材料：酵素及びＭ１３－Ｋ０７ヘルパーファージはＮｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌ
ａｂｓから入手した。ＭａｘｉｓｏｒｐイムノプレートはＮａｌｇｅｎｅ　ＮＵＮＣ　Ｉ
ｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（イリノイ州、ネイパービル）から入手した。Ｄｙｎａｂｅａ
ｄｓ（登録商標）ＭｙＯｎｅストレプトアビジンはＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（カリフォルニ
ア州、カールスバッド）から入手した。３，３’，５，５’－テトラメチル－ベンジジン
／Ｈ２Ｏ２（ＴＭＢ）ペルオキシダーゼ基質はＫｉｒｋｅｇａａｒｄ　ａｎｄ　Ｐｅｒｒ
ｙ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社（メリーランド州、ゲイザーズバーク）から入手した。
ニュートラアビジン及びストレプトアビジンはＴｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（イ
リノイ州、ロックフォード）から入手した。ＯＭ９９－２（カタログ番号４９６０００）
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はＥＭＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（カリフォルニア州、サンディエゴ）から入手した。
【０１８３】
　ライブラリの構築：標準のＫｕｎｋｅｌ変異誘発（Kunkel, T. A. et al. (1987) Meth
ods Enzymol 154: 367-82）を用いてファージで提示させたペプチドのライブラリを構築
した。Ｍ１３主要コートタンパク質のＮ末端に無作為化ペプチドを融合し、その後、ファ
ージが提示するライブラリを作製する標準のプロトコール（Sidhu, S. S. et al. (2000)
 Methods Enzymol 328: 333-63）によって２群のファージで提示させたペプチドのライブ
ラリ、線状－ｌｉｂ及び環状－ｌｉｂ（システインジスルフィドを含有）を構築した。線
状－ｌｉｂは、連続する変性コドン（ＮＮＫ、その際、Ｎ＝Ａ／Ｃ／Ｇ／Ｔ及びＫ＝Ｇ／
Ｔ）によってコードされる長さ８、１０、１２、１４、１６アミノ酸を伴う無作為ペプチ
ドから成る。長さの異なるライブラリを個々に構築し、それぞれ同じ濃度を有して一緒に
プールした。環状－ｌｉｂは２つの固定したシステイン間で種々の長さを持つ１４量体の
無作為ペプチドから成る。それらは、Ｘ６ＣＸ３ＣＸ５、Ｘ５ＣＸ４ＣＸ５、Ｘ５ＣＸ５

ＣＸ４、Ｘ４ＣＸ６ＣＸ４、Ｘ４ＣＸ７ＣＸ３、Ｘ３ＣＸ８ＣＸ３、Ｘ３ＣＸ９ＣＸ２、
Ｘ２ＣＸ１０ＣＸ２と命名され、ＸはＮＮＫコドンによってコードされる残基を表し、数
字は残基の数を表し、Ｃは固定されたシステインを表す。これらのライブラリを個々に構
築し、それぞれ同じ濃度を有して一緒にプールした。線状－ｌｉｂ及び環状－ｌｉｂの最
終的な多様性はそれぞれ１．８×１０１１及び７．８×１０１１であった。
【０１８４】
　ヌクレオチド塩基の７０－１０－１０－１０混合物によって合成された変性オリゴヌク
レオチドを用いてソフト無作為化ライブラリを構築したが、その際、野生型塩基が過剰で
ある。これによって標的とされる位置にておよそ５０％の頻度で野生型アミノ酸が存在す
る。
【０１８５】
　ヒトＢＡＣＥ１（ＢＡＣＥ１）のペプチドリガンドの選抜：標準のファージパンニング
プロトコール（Sidhu, S. S. et al. (2000) Methods Enzymol 328: 333-63）を用いたプ
レートに被覆したＢＡＣＥ１によって又はビオチン化ＢＡＣＥ１溶液によって何回かの結
合選抜を介して線状ｌｉｂ及び環状ｌｉｂのファージプールを環化した。製造元の指示書
に従って、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（イリノイ州、ロックフォード）から入
手したＥＺ－Ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ－ＬＣ－ビオチン化キット（カタログ番号２
１４３５）によってＢＡＣＥ１を試験管内でビオチン化した。１回目では、２０μｇのビ
オチン化ＢＡＣＥ１を４℃にて２時間、１ｍｌのファージライブラリ（約１×１０１３ｐ
ｆｕ／ｍｌ）と共にインキュベートし、予めブロック緩衝液（ＰＢＳ，１％のＢＳＡ及び
０．１％のＴｗｅｅｎ２０）によってブロックした２００μｌのＤＹＮＡＢＥＡＤＳ（登
録商標）ＭｙＯｎｅストレプトアビジンによって室温にて１５分間捕捉した。上清を捨て
、洗浄緩衝液（０．１％のＴｗｅｅｎ２０を伴ったＰＢＳ）でビーズを３回洗浄した。結
合したファージを４００μｌの０．１ＭのＨＣｌで７分間溶出し、直ちに６０μｌの１Ｍ
のＴｒｉｓ、ｐＨ１３によって中和した。溶出されたファージを以前記載された（Sidhu,
 S. S. et al. (2000) Methods Enzymol 328: 333-63）ように増幅した。２回目では、１
０μｇのビオチン化ＢＡＣＥ１及び１００μｌのＤＹＮＡＢＥＡＤＳ（登録商標）を用い
た以外、プロトコールは１回目と同様だった。３回目では、２μｇのビオチン化ＢＡＣＥ
１を前回の増幅したファージと共にインキュベートし、ブロック緩衝液で予め被覆したニ
ュートラアビジン被覆プレートによってファージ／ＢＡＣＥ１複合体を捕捉した。４回目
は、ビオチン／ファージ／ＢＡＣＥ１複合体を捕捉するのにストレプトアビジン被覆プレ
ートを用いた以外、３回目と同様だった。
【０１８６】
　４回の結合選抜の後、標的としてプレートに不動化したＢＡＣＥ１を用いて高処理能力
スポットファージＥＬＩＳＡ（Sidhu, S. S. et al. (2000) Methods Enzymol 328: 333-
63）にて個々のファージクローンを解析した。非特異的な結合ノイズとしてＢＳＡに対す
る同一ファージ粒子の結合シグナルを検出した。０．５にわたる標的に対するファージ結
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合シグナルを持ち、シグナル／ノイズの比が＞３であるクローンを陽性クローンと見なし
、ＤＮＡ配列解析に供した。
【０１８７】
　ポリスチレン樹脂を用いた０．２５ミリモル規模での手動の又は自動の（Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社、シンフォニーペプチド合成機）Ｆｍｏｃに基づいた固
相合成によってペプチドを合成した（Bodanszky, M., and Bodanszky, A. (1984) in The
 Practice of Peptide Synthesis, Springer-Verlag, New Yorkを参照）。合成の完了の
際、側鎖の保護基を取り除き、９５％のトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）、２．５％のトリイ
ソプロピルシラン及び２．５％の水によって樹脂からペプチドを切り離した。飽和ヨウ素
の酢酸溶液を加えることによってシステインのジスルフィド結合への酸化を実施した。０
．１％のＴＦＡを含有する水／アセトニトリルの勾配による逆相ＨＰＬＣによってペプチ
ドの精製行った。各ペプチドの純度は分析用ＨＰＬＣによって９５％を超えて均質である
ことが測定され、その固有性は質量分光分析によって検証した。ペプチドＢＭＳ１、ＢＭ
Ｓ２及びＢＭＳ４はそれぞれ、Ｋｏｒｎａｃｋｅｒら、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、４４
：１１５６７－１１５７３（２００５）によって記載されたペプチド１、ペプチド２及び
ペプチド４と同一である。
【０１８８】
　ＢＡＣＥ１のＨＴＲＦ活性のアッセイ：３８４穴のＰｒｏｘｉプレート（Ｐｅｒｋｉｎ
　Ｅｌｍｅｒ）にてＢＡＣＥ１反応緩衝液（５０ｍＭのＮａＯＡｃ、ｐＨ４．４及び０．
１％のＣＨＡＰＳ）中でペプチド阻害剤又は小分子阻害剤と予備インキュベートした２．
７ｎＭのｒｈＢＡＣＥ１の６μｌに６００ｎＭのＢｉ２７（ビオチン－ＫＴＥＥＩＳＥＶ
ＮＬＤＡＥＦＲＨＤＳＧＹＥＶＨＨＱＫＬ（配列番号５））の２μｌを加えることによっ
てＢＡＣＥ１のＨＴＦＲ反応を開始させた。８μｌのタンパク分解反応混合物を常温で２
４時間インキュベートし、検出緩衝液（２００ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ８．０，２０ｍＭの
ＥＤＴＡ，０．１％のＢＳＡ，及び０．８ＭのＫＦ）にて１５０ｎＭのストレプトアビジ
ン－Ｄ２とユーロピウムクリプテートで標識した５ｎＭの６Ｅ１０を含有する８μｌのＨ
ＴＲＦ検出混合物を添加することによって反応を止めた。最終反応混合物を室温で６０分
間インキュベートし、ＥｎＶｉｓｉｏｎ　Ｍｕｌｔｉｌａｂｅｌプレートリーダー（Ｐｅ
ｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）（３２０ｎｍにて励起、６１５及び６６５ｎｍにて発光）にてＴ
Ｒ－ＦＲＥＴシグナルを測定した。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ５（カリフォルニア州
、ラ・ホヤ）を用いてデータを解析した。
【０１８９】
　微量流動キャピラリ電気泳動（ＭＣＥ）用いたＢＡＣＥ１、ＢＡＣＥ２及びカテプシン
Ｄの活性のアッセイ：Ｃａｌｉｐｅｒ　ＬａｂＣｈｉｐ３０００（Ｈｏｐｋｉｎｔｏｎ，
ＭＡ）用いて３８４穴マイクロプレートにてウェル当たり２０μｌの最終容量にてＢＡＣ
Ｅ１、ＢＡＣＥ２及びカテプシンＤの反応を実施した。１０μｌの２×基質を５μｌの４
×酵素及び５μｌの４×ペプチド阻害剤又は小分子阻害剤に添加することによって開始さ
れる標準の酵素反応は、１２ｎＭのｒｈＢＡＣＥ１と、１μＭのＦＡＭ－ＫＴＥＥＩＳＥ
ＶＮＬＤＡＥＦＲＷＫＫ－アミド（配列番号２０）と、５０ｍＭのＮａＯＡｃ、ｐＨ４．
４と、０．１％のＣＨＡＰＳを含有した。ｒｈＢＡＣＥ２（５ｎＭ）及びカテプシンＤ（
６ｎＭ）（カタログ番号２１９３９４；カリフォルニア州、サンディエゴのＥＭＤ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）にも同様の反応条件を用いた。室温での６０分間のインキュベート
の後、１２シッパー微小流体チップ用いて各反応にて生成物と基質を分離した。Ｃａｌｉ
ｐｅｒ　Ｏｐｔｉｍｉｚｅｒソフトウエアを用いて電圧及び圧力を選択することによって
生成物と基質の分離を最適化した。分離緩衝液は、１００ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２
と、０．０１５％のＢｒｉｊ－３５と、０．１％のコーティング試薬＃３と、１０ｍＭの
ＥＤＴＡと、５％のＤＭＳＯを含有する。分離条件は、－５００Ｖの下流電圧、－２２５
０Ｖの上流電圧及び－１.２ｐｓｉのスクリーニング圧を用いた。生成物及び基質の蛍光
は４８８ｎｍで励起し、５３０ｎｍで検出された。Ｃａｌｉｐｅｒ　ＨＴＳウェルアナラ
イザソフトウエアを用いて電気泳動図から基質の変換を算出した。
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【０１９０】
　ＢＡＣＥ１蛍光偏光競合結合アッセイ：黒色３８４穴マイクロプレート（Ｐｒｏｘｉｐ
ｌａｔｅ－Ｐｌｕｓ；マサチューセッツ州、ウオルサムのＰｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）に
てウェル当たり１０μｌの最終容量でＢＡＣＥ１結合アッセイを実施した。５μｌの２×
基質を２．５μｌの４×結合プローブと２．５ｍｌの４×阻害剤に添加することによって
開始される標準の結合反応は、１２ｎＭのｒｈＢＡＣＥ１と、３ｎＭの５－ＴＡＭＲＡ－
ＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ（配列番号１６）（５－ＴＡＭＲＡ－ＢＡＣＥ０２０）
と、０．１％のＣＨＡＰＳを伴った５０ｍＭのＮａＯＡｃ、ｐＨ４．４を含有した。常温
で２時間、平衡に向かって反応を進めた後、Ｅｎｖｉｓｉｏｎ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅ
ｒ）を用いて蛍光偏光を測定した。５９５ｎｍにて各ウェルで測定された平行及び垂直の
蛍光発光（励起５３１ｎｍでの偏光）用い、以下の公式ｍＰ＝１０００＊（Ｓ－Ｇ＊Ｐ）
／（Ｓ＋Ｇ＊Ｐ）（式中、Ｓ＝平行の発光、Ｐ＝垂直の発光及びＧ＝０．６５）を用いて
多重偏光レベル（ｍＰ）を決定した。各ウェルのｍＰ値を阻害剤濃度の関数としてプロッ
トし、Ｐｒｉｓｍ５．０ソフトウエア（カリフォルニア州、サンディエゴのＧｒａｐｈＰ
ａｄ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ）を用いた４パラメータ方程式へのデータの非線形最小二乗適合
を用いて５０％阻害（ＩＣ５０）値を決定した。５－ＴＡＭＲＡ－標識したＢＡＣＥ０２
０はＡｍｅｒｉｃａｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｃｏｍｐａｎｙ社（カリフォルニア州、サニー
ベール）から購入し、保存のためにＤＭＳＯ中にて１００ｍＭに可溶化した。
【０１９１】
　２９３－ｈＡＰＰ細胞におけるＡβ１－４０アッセイ：野生型ヒトＡＰＰ（６９５）相
補性ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）（２９３－ｈＡＰＰ）を安定して発現する２９３-ＨＥＫ細胞に
てＡβ１－４０の産生を測定した。９６穴プレートにてウェル当たり３×１０４個で一晩
、細胞を播いた。種々の阻害剤を含有する新鮮な培地［ダルベッコ改変イーグル培地（Ｄ
ＭＥＭ）＋１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）］を２９３－ｈＡＰＰ細胞と共に２４時間イン
キュベートした。製造元の指示書に従って、Ａβ１-４０ＨＴＲＦアッセイ（ＣｉｓＢｉ
ｏ）によってＡβ１-４０の存在について細胞性培地を回収し、分析した。ＣｅｌｌＴｉ
ｔｅｒ－Ｇｌｏ発光細胞生存率アッセイ（Ｐｒｏｍｅｇａ）によって測定されるようにＡ
β１-４０値を細胞の生存率に対して標準化した。実験は少なくとも３回行い、各実験の
各点は２つ組で繰り返した。データは、４パラメータ非線形回帰曲線適合プログラム（Ｋ
ａｌｅｉｄａＧｒａｐｈ，Ｓｙｎｅｒｇｙ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ）によってプロットした。
【０１９２】
結果
非活性部位でＢＡＣＥ１に結合するペプチドの選択
　２種類のファージが提示する天然のペプチドライブラリ、線状－ｌｉｂ及び環状－ｌｉ
ｂを用い、最初にプレートソーティング形式を用いてＢＡＣＥ１リガンドを選択した。最
初のパンニングは、以前報告されたファージディスプレイ（Kornacker, M. G. et al.(20
05) Biochemistry 44: 11567-73）に由来するペプチドに類似する保存されたΦＰＹＦΦ
モチーフを持つペプチドの群を特定した（図１）。選択したペプチド、ＢＡＣＥ０１０及
びＢＡＣＥ０１１を合成し、ＢＡＣＥ１のＨＴＲＦ活性アッセイで調べた。ＢＡＣＥ０１
０はＢＡＣＥ１の非常に弱い阻害剤であるが、ＢＡＣＥ０１１はＢＡＣＥ１の活性化剤で
ある（図１Ｂ）。ファージが提示するペプチド、ＢＡＣＥ０１０及びＢＡＣＥ０１１のＢ
ＡＣＥ１への結合は、非活性部位結合ペプチドとして以前記載された（Kornacker, M. G.
 et al.(2005) Biochemistry 44: 11567-73）ペプチドＢＭＳ１と競合的である（図１Ｃ
）。類似の配列モチーフと同様に競合結合は、これらのペプチドがＢＡＣＥ１上にて同一
の非活性部位に結合することを示唆している。
【０１９３】
ＢＡＣＥ１の非活性部位に結合しないペプチドの選抜
　ＢＡＣＥ１の非活性部位に結合しないペプチドを得るために、我々は１００μＭの非活
性部位結合ペプチドＢＡＣＥ０１０（Ａｃ－ＳＧＰＹＦＩＥＹＭＳＡＶ－ＮＨ２）（配列
番号２１）の存在下で天然のライブラリによるＢＡＣＥ１の溶液ソーティングを実施した
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。この競合選抜戦略を用いた４回の溶液パンニングの後、環状ペプチドライブラリの中か
らのＢＡＣＥ０１７と呼ばれるペプチド１つがＢＡＣＥ１にも結合する異なる配列を持つ
ペプチドとして特定された（図２）。
【０１９４】
　ＢＡＣＥ０１７の親和性を改善するために、親としてＢＡＣＥ０１７を用いてソフト無
作為化ライブラリを構築した。高い厳密性のパンニングを４回行った後、親より強いスポ
ットファージＥＬＩＳＡシグナルを持ち、５倍を超えるシグナル／ノイズ比の有意な改善
によって明示される、ＢＡＣＥ１に結合する３１のペプチドが特定された。これらペプチ
ドの配列比較及び配列ロゴは、親との主要な配列の差異はＳｅｒ４に対するＨｉｓ４であ
ることを示し、それは親和性の改善を説明すると思われる（図２）。
【０１９５】
ペプチドは選択的にＢＡＣＥ１酵素活性を阻害し、活性部位結合リガンドと競合する
　ＢＡＣＥ０１８～０２１と名付けられた２０を超えるシグナル／ノイズ比を持つ４つの
環状ペプチドを選抜し、２種類の酵素活性アッセイに供した。ＢＡＣＥ０２５～０２８は
、阻害活性についてジスルフィド結合の重要性を調べるためにＣｙｓからＳｅｒへの置換
を持つ、それぞれＢＡＣＥ０１８～０２１に由来するペプチドである。ＨＴＲＦ酵素活性
アッセイでは（図３Ａ）ＢＡＣＥ０１８～０２１ペプチドはＢＡＣＥ０１７に比べた能力
で１００倍までの改善を有する１０～７０ｎＭのＩＣ５０値で酵素活性を阻害した。これ
らペプチドの線状型であるＢＡＣＥ０２５～０２８がもはやＢＡＣＥ１活性を阻害しなか
ったということは、ジスルフィド結合が阻害には必須であることを示している（表２）。
ＢＡＣＥ０２０は、ＨＴＲＦ酵素活性アッセイで示したように最良の阻害活性を持つペプ
チドであり、さらなる試験に選択された。
【０１９６】
　ビオチン化ＢＡＣＥ０２０及びＢＡＣＥ０２０、ＯＭ９９－２及びＢＭＳ１ペプチドの
濃度依存性の添加用いて競合結合ＥＬＩＳＡ実験を実施した。予想どおり、非活性部位結
合ペプチドリガンドであるＢＭＳ１とのビオチン化ＢＡＣＥ０２０２の競合はなかった（
図３Ｂ）。しかしながら、活性部位に結合するペプチド阻害剤ＯＭ９９－２はビオチン化
ＢＡＣＥ０２０の結合と競合したということは、ＢＡＣＥ０２０も活性部位に結合するこ
とを示唆している。
【０１９７】
　連続希釈のペプチドによってＩＣ５０値を決定するために前述の競合結合ＦＰアッセイ
を用いてＢＡＣＥ１ペプチドリガンドの親和性を測定した。Ｃａｌｉｐｅｒアッセイを用
いてペプチドリガンドによるＢＡＣＥ１酵素活性の阻害を測定した。表２に示すように、
ＦＰアッセイで測定した親和性はＣａｌｉｐｅｒアッセイによって測定される阻害活性と
相関した。さらに、ＢＡＣＥ０１７～０２１及びＢＡＣＥ０２５～０２８についてＣａｌ
ｉｐｅｒアッセイで測定されたＩＣ５０値はＨＴＲＦアッセイによって測定されたものに
一致する。
【０１９８】
　構造／活性の関係を調べるために、我々は各位置でアラニン置換を持つペプチドのパネ
ルと同様にＢＡＣＥ０２０のＮ末端から切り詰めたペプチドを合成した。ＦＰ結合アッセ
イ及びＣａｌｉｐｅｒ活性アッセイの双方を用いてこれらペプチドの親和性及び阻害活性
を評価した（表２）。ＡｌａによるＡｓｐ１、Ｇｌｕ２、Ｇｌｙ１１、Ｉｌｅ１２、Ｇｌ
ｙ１３及びＧｌｙ１５の置換並びにＡｓｐ１及びＧｌｙ２の切り詰めはＢＡＣＥ０２０の
親和性及び阻害活性を妨害しなかったということは、これらの残基は相互作用エネルギー
があってもさほど寄与しないことを示している。Ｇｌｕ３からＡｌａへの変異と同様に４
位までの切り詰め（ＢＡＣＥ０３１）は親和性及び阻害活性を３～４倍弱め、Ａｌａによ
るＴｙｒ６及びＬｅｕ１０の置換が親和性の類似の喪失を有したということは、これらの
残基が適度に結合エネルギーに寄与することを示している。ペプチドの活性での最も劇的
な低下は、Ａｒｇ８、Ｌｅｕ９、Ｓｅｒ４及びＭｅｔ５をアラニンで置換した際認められ
た。特に、Ａｒｇ８からＡｌａへの変異は競合結合及び酵素アッセイで完全に不活性だっ
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た。アルギニン類似体であるリジン、オルニチン及びシトルリンによるＡｒｇ８の置換（
それぞれＢＡＣＥ０５８～０６０）はペプチド活性をある程度低下させたが、完全な活性
を回復させることはできなかった。ＢＡＣＥ０３０は完全な活性を持つ阻害性ペプチドリ
ガンドの最小型であり、これを用いてペプチド／ＢＡＣＥ１複合体の結晶構造を得た（実
施例４を参照）。ＢＡＣＥ０３０によるＢＡＣＥ１の阻害は、密接に関連するアスパラギ
ン酸のタンパク分解酵素ＢＡＣＥ２又はカテプシンＤの阻害がなかったので特異的である
。
【０１９９】
【表２】

【０２００】
ＢＡＣＥ１ペプチド阻害剤は細胞系アッセイにてＡβの産生を低下させる
　ペプチドは試験管内でのＢＡＣＥ１酵素活性の強力な阻害剤だったので、次にそれらが
、生理的な状態をさらに代表する細胞性環境の背景でＢＡＣＥ１の阻害剤であるかどうか
を決定した。安定的にＡＰＰを形質移入した２９３－ＨＥＫ細胞を用いて濃度依存性の阻
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害アッセイを行った。ＢＡＣＥ０２０は実際Ａβ産生の形成の強力な阻害剤だった（図４
）。Ｎ末端の２つの残基を切り詰めたＢＡＣＥ０３０も強力な阻害を示した（図４）。Ｂ
ＡＣＥ０２０のＣｙｓからＳｅｒの線状類似体であるＢＡＣＥ０２７と同様に非活性部位
結合ペプチドＢＭＳ１は酵素の結果と一致して阻害を示さなかった。しかしながら、強力
な活性部位結合のペプチド模倣体ＢＡＣＥ１阻害剤であるＯＭ９９－２によって証拠付け
られたように酵素阻害剤すべてが細胞性の活性を示すわけではなかった（図４）。完全さ
及び比較については、強力な活性部位結合の小分子阻害剤であるＧＳＫ－８ｅ（Charrier
, et al., J. Med. Chem. 51: 3313-3317 (2008）及び非活性部位結合の抗ＢＡＣＥ１抗
体（Atwal, J. K. et al. (2011) Sci Transl Med 3: 84ra43）についても細胞阻害は示
されている（図４）。
【０２０１】
実施例２：ＢＡＣＥ０２０の溶液構造及びＢＡＣＥ１への結合のＮＭＲ分光分析
ＮＭＲ分光分析
　５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ６．５及び１５０ｍＭの塩化ナトリウムを含有する
緩衝液に２ｍＭの最終濃度でＢＡＣＥ０２０を溶解した。Ｄ２Ｏでの測定のために、試料
を凍結乾燥し、１００％Ｄ２Ｏに再溶解した。室温三重共鳴プローブを備えたＢｒｕｋｅ
ｒＤＲＸ８００分光光度計にて２８０ＫでＮＭＲスペクトル（１Ｈ１Ｄスペクトル，２Ｄ
－２ＱＦ　ＣＯＳＹ，２Ｄ－ＴＯＣＳＹ，及び２Ｄ－ＮＯＥＳＹスペクトル）を取得した
。Ｔｏｐｓｐｉｎ（Ｂｒｕｋｅｒ）でスペクトルを処理し、ＣＣＰＮ解析ソフトウエア（
Vranken, W. F. et al. (2005) Proteins59: 687-96）を用いてスペクトル解析を行った
。標準の方法（Wuthrich, K. (1986) NMR of proteins and nucleic acids. New York, W
iley）によって１Ｈ化学シフトを割り振った。距離拘束は、Ｈ２Ｏ及びＤ２Ｏで記録され
た３００ｍｓの混合時間と共に１Ｈ等核二次元ＮＯＥＳＹスペクトルに由来した。骨格の
φ角についての制限は、ＨＮ－Ｈaを介したw２断面によって高解像度の２ＱＦ－ＣＯＳＹ
スペクトルから決定される３Ｊ（ＨＮ，Ｈa）結合定数に由来した（Kim, Y. M. et al. (
1989) J Mag Res84: 9-13）。c１角についての３Ｊ（Ｈα，Ｈβ）結合定数はＤ２Ｏで測
定されたＣＯＳＹ－３５スペクトルから得られた（Cavanagh, J. (2007) Protein NMR sp
ectroscopy: Principles and practice. Amsterdam ; Boston, Academic Press）。
【０２０２】
　ＢＡＣＥ１タンパク質上でのＢＡＣＥ０２０の結合部位を決定するために、１：１．５
のモル化学量論を達成するまで、２Ｈ／１５Ｎで完全に標識されたＢＡＣＥ１の試料３０
μＭを漸増のＢＡＣＥ０２０で滴定した。１：１のモル化学量論を超えると、記録される
ＴＲＯＳＹ１Ｈ，１５Ｎ相関スペクトルにはさらなる変化は認められなかった。滴定の間
、扱いやすい共鳴については、残基当たりで加重した化学シフト変化
【数１】

（式中、ＤｄＨＮ及びＤｄＮはそれぞれ１ＨＮ及び１５Ｎの化学シフトにおける変化であ
る）を用いて化学シフト摂動を定量した。
【０２０３】
ＮＭＲ構造計算
　ＢＡＣＥ０２０に関して実験的に決定された距離拘束及び２面角範囲（表３を参照）を
、ＡＲＩＡ２．２(Rieping, W. et al. (2007) Bioinformatics 23: 381-2) and CNS (Br
unger, A. T. et al. (1998) Acta Crystallogr D Biol Crystallogr 54: 905-21)を用い
た模倣アニーリングプロトコールに適用した。計算中、水素制限は採用しなかった。ＰＲ
ＯＣＨＥＣＫ(Laskowski, R. A. et al.(1996) J Biomol NMR 8: 477-86)を用いて構造的
な質を解析した。ＭＯＬＭＯＬ(Koradi, R. et al. (1996) J Mol Graph 14: 51-5, 29-3
2)及びＰｙＭＯＬ(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3, Schrodinger, 
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　ＢＡＣＥ０２０の１０の最低エネルギー溶液構造（計算された１００のうち）の集合に
て統計が記録される。「ＰＲＯＬＳＱ」ファンデルワールス半径を用いて２５．０ｋｃａ
ｌｍｏｌ－１A－４のエネルギー定数持つファンデルワールス相互作用を模倣するのにＣ
ＮＳ　Ｅｒｅｐｅｌ関数を用いた。１ｋｃａｌ＝４．１８ｋＪ
¶座標精度は、平均構造に関するＮＭＲ集団における１０の最低エネルギー構造のＣａｒ
ｔｅｓｉａｎ座標ｒ．ｍ．ｓ．ｄ．として与えられる。
♯ＰＲＯＣＨＥＣＫ(Laskowski, R. A. et al. (1996) J Biomol NMR 8: 477-86)を用い
て構造の質を解析した。
*５０ｋｃａｌｍｏｌ－１A－２のエネルギー定数を用いたソフトスクエア井戸型ポテンシ
ャルと共にＮＯＥＳＹ由来の距離拘束を用いた。２００ｋｃａｌｍｏｌ－１ｒａｄ－２の
エネルギー定数を用いて２面角範囲を適用した。力の定数は、結合の長さについては１０
００ｋｃａｌｍｏｌ－１A－２であり、角度と不適切な２面角については５００ｋｃａｌ
ｍｏｌ－１ｒａｄ－２であった。
【０２０５】
ＢＡＣＥ０２０のＮＭＲ解析はその溶液構造を明らかにする
　ＢＡＣＥ０２０の１Ｈ－ＮＭＲスペクトルの解析はＢＡＣＥ０２０が溶液にて定義され
る構造を有することを示した。この当初の評価に基づいて、等核ＮＭＲ分光分析によって
ＢＡＣＥ０２０の構造を解いた（図５Ａ）。ポリペプチドはＧｌｕ３とＣｙｓ１４の間で
上手く規定される。残基Ｇｌｕ３はＬｅｕ１０を介してＮ末端螺旋を形成し、それがＣｙ
ｓ７とＣｙｓ１４の間のジスルフィド結合によってＣ末端に接続する。Ｔｙｒ６、Ｌｅｕ
９、Ｌｅｕ１０及びＩｌｅ１２の側鎖は構造の一方側で疎水性のクラスターを形成する。
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システインのセリン残基への置換（ＢＡＣＥ０２７）が構造及び活性双方の喪失を生じる
のでジスルフィド結合が決定的である。
【０２０６】
ＢＡＣＥ１上でのＢＡＣＥ０２０の結合部位のマッピング
　ＢＡＣＥ１上でのＢＡＣＥ０２０の結合部位の位置を決定するために、２Ｈ／１５Ｎで
完全に標識したＢＡＣＥ１を用いてＮＭＲ分光分析によって滴定実験を行った。これに用
いたＢＡＣＥ１の構築物（残基４３～４５３）は、化学シフトの割り当てが公開された構
築物に非常によく似ており、それは、割り当てほとんどすべての移動を可能にし、残基当
たりのレベルで化学シフトの摂動を追跡するのを可能にする（Liu, D. et al. (2004) J 
Biomol NMR 29: 425-6）。ＢＡＣＥ１へのＢＡＣＥ０２０の添加の際、未結合のＢＡＣＥ
１の多数の共鳴は徐々に消失し、スペクトルの異なる位置で新しいシグナルが出現した。
従って、高親和性の相互作用について予測したように、結合はＮＭＲの時間尺度では遅い
交換型であった。未結合のＢＡＣＥ１のＴＲＯＳＹスペクトルをＢＡＣＥ０２０との複合
体におけるＢＡＣＥ1のそれと比較した（図５Ｂを参照）。多数の共鳴について、結合状
態におけるどれが近接に基づいた遊離の状態におけるものに相当するかは明白だった。Ｂ
ＡＣＥ０２０の結合に明らかに影響されるが、未知の新しい位置を有するＢＡＣＥ１の共
鳴は、化学シフトの摂動が定量できなかったので別のクラスであると見なされた。ＢＡＣ
Ｅ０２０によって誘導される変化は、基質結合の溝を取り囲むＮ末端部とＣ末端部の界面
に位置づけられた（図５Ｃ参照）。触媒のアスパラギン酸塩残基が双方とも化学シフトの
摂動を経験したということは、結合部位が活性部位に非常に近接していることを示してい
る。加えて、フラップにおける残基の多数の共鳴がＢＡＣＥ０２０の添加によって影響を
受け、それはさらに基質結合の溝の中でペプチドが結合することを示唆している。フラッ
プは活性部位での異なる分子の結合に非常に感受性であることが知られ、種々のリガンド
を収容する多重構造に適応することができる。
【０２０７】
実施例３：ＢＡＣＥ１の部位特異的変異誘発によるペプチド結合部位のマッピング
ヒトＢＡＣＥ１ＥＣＤ変異体の構築、発現及び精製
　ＢＡＣＥ１シグナルペプチドに続いて細胞外ドメイン（ＥＣＤ）（残基２２～４５７）
及びＣ末端Ｈｉｓ８タグ（配列番号５４）を含有するｐＲＫベクターにてヒトＢＡＣＥ１
変異体を作製した。変異体は、ＱｕｉｋＣｈａｎｇｅ（登録商標）ＩＩ　ＸＬ部位特異的
変異誘発キット(カリフォルニア州、ラ・ホヤのＡｇｉｌｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ　Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ)を用い適当なオリゴヌクレオチドを用
いて作製し、ＤＮＡ配列決定によって確認した。１リットルの発酵槽にて増殖しているチ
ャイニーズハムスターの卵巣細胞を用いてタンパク質を一時的に発現させ、２週間後、培
養物を回収した。遠心に続いて、Ｎｉ－ＮＴＡアガロース（カリフォルニア州、バレンシ
アのＱｉａｇｅｎ）上でのクロマトグラフィによって培養物から変異体タンパク質を均質
（＞９５％純度）まで精製した。１０ｍＭのイミダゾールを含有するＰＢＳで洗浄した後
、２００ｍＭのイミダゾールを含有するＰＢＳでタンパク質を溶出し、溶出液をプールし
、Ｖｉｖａｓｐｉｎ２０（ドイツ、ゲッチンゲンのＳａｒｔｏｒｉｕｓ－ｓｔｅｄｉｍ）
用いて濃縮し、２０ｍＭのＨＥＰＥＳ、ｐＨ７．２，１５０ｍＭのＮａＣｌで平衡化した
２００　１０／３００ＧＬｃｏｌｕｍｎ（スェーデン、ウプサラのＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃ
ａｒｅ　Ｂｉｏ－Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ＡＢ）に適用した。タンパク質のピークを回収し、
濃縮し、タンパク質濃度をＡ２８０によって測定した。精製したタンパク質はＳＤＳ－Ｐ
ＡＧＥによって正しい分子量を示したが；観察された厚いバンドは不均質なグリコシル化
によるものであると思われた。
【０２０８】
ビオチン化ＢＡＣＥ０２０ペプチドの結合アッセイ
　組換えタンパク質へのビオチン化ＢＡＣＥ０２０の結合は９６穴プレートアッセイで測
定した。Ｍａｘｉｓｏｒｐマイクロタイタープレート（ニューヨーク州、ロチェスターの
Ｎａｌｇｅ　Ｎｕｎｃ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）を５０ｍＭの炭酸塩、ｐＨ９．６
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緩衝液（ＰＢＳ、０．０５％ポリソルベート２０）で洗浄し、穏やかに振盪しながら室温
で１時間、アッセイ緩衝液（ＰＢＳ，ｐＨ７．４，０．５％のＢＳＡ，０．０５％のＴｗ
ｅｅｎ２０，１５ｐｐｍのプロクリン）でブロックした。ブロックの後、ポリエチレング
リコール（ＰＥＧ）スペーサーを伴ったアッセイ緩衝液で希釈した様々な濃度のＣ末端に
ビオチンのタグを付けたＢＡＣＥ０２０ペプチド（Ａｃ－ＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣ
Ｇ－（ＰＥＧ）３－ビオチン（配列番号１６）；Ａｃ－ＮＥＥＳＭＹＣＲＬＬＧＩＧＣＧ
－ＣＯＮＨ－ＣＨ２－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ－）３－（ＣＨ２）３－ＮＨ－ビオチン（配
列番号１６））を加え、室温にて穏やかに振盪しながらプレートを１時間インキュベート
した。洗浄の後、ストレプトアビジン／西洋ワサビペルオキシダーゼ抱合体（ニュージャ
ージー州、ピスカタウエイのＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）の添加、とその後のＴＭＢ／
Ｈ２Ｏ２基質（ＫＰＬ，Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）の添加によって、プレートに
結合したペプチドの量を検出した。１Ｍのリン酸によって反応を止め、Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　Ｐｌｕｓ３８４マイクロプレートリーダー
にてＡ４５０を測定した。Ｋａｌｅｉｄａｇｒａｐｈ（ペンシルベニア州、レディングの
Ｓｙｎｅｒｇｙ　Ｓｏｆｔｗａｒｅ）による４パラメータ非線形回帰曲線適合プログラム
を用いて最大有効濃度の半分を与える濃度（ＥＣ５０）を決定した。固定量のビオチン化
ＢＡＣＥ０２０とペプチド（たとえば、ＢＡＣＥ０２０、ＯＭ９９－２又はＢＭＳ１）の
濃度依存性の添加を用いて競合結合実験を実施した。Ｋａｌｅｉｄａｇｒａｐｈによる４
パラメータ非線形回帰曲線適合プログラムを用いて最大阻害濃度の半分を与える濃度（Ｉ
Ｃ５０）を決定した。
【０２０９】
結果
　ペプチドの結合のための領域としての活性部位を確認するために、ＯＭ９９－２の結合
（Hong, L. et al. (2000) Science 290: 150-3）によって定義される基質結合の溝にて
ＢＡＣＥ１の変異体を作製した。ＢＡＣＥ１及び変異体に結合するビオチン化ＢＡＣＥ０
２０の能力を、ＥＬＩＳＡアッセイを用いて測定した。結合親和性における倍低下をＥＣ

５０（ｍｕｔ）／ＥＣ５０（ＷＴ）の相対的なＥＣ５０値として決定し、表３に列記する
。
【０２１０】
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【表４】

【０２１１】
実施例４：ＢＡＣＥ１との複合体におけるＢＡＣＥ０３０のＸ線結晶学による構造決定
ＢＡＣＥ１タンパク質の発現及び精製
　Ｃ末端Ｈｉｓ６タグ（配列番号５５）を伴ったヒトＢＡＣＥ１５７－４５３又はＢＡＣ
Ｅ１４３－４５３のＤＮＡをＢｌｕｅ　Ｈｅｒｏｎによって合成し、ｐＥＴ２９ａ（＋）
ベクターにクローニングし、それでＢＬ２１（ＤＥ３）細胞を形質転換した。１ｍＭのイ
ソプロピルβ－Ｄ－１－チオガラクトピラノシド（ＩＰＴＧ）誘導によって３７℃にて４
時間発現を行った。マイクロ流動化剤によって細胞を溶解し、ＢＡＣＥ１を含有する封入
体を単離し、ＴＥ（１０ｍＭのＴｒｉｓ・ＨＣｌ、ｐＨ８．０及び１ｍＭのエチレンジア
ミン四酢酸（ＥＤＴＡ））緩衝液で洗浄した。室温にて２時間、７．５Ｍの尿素、１００
ｍＭのＡＭＰＳＯ、ｐＨ１０．８及び１００ｍＭのβ－メルカプトエタノール（ＢＭＥ）
で封入体を可溶化した後、１２，０００ｒｐｍで３０分間遠心した。次いで上清を７．５
Ｍの尿素、１００ｍＭのＡＭＰＳＯ、ｐＨ１０．８で希釈してＯＤ２８０約１．５～２．
０を達成した。先ず冷水にて可溶化ＢＡＣＥ１を１：２０倍に希釈し、次いで、再折り畳
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み反応が生じるように４℃にて３週間試料を穏やかに撹拌することによって再折り畳みを
行った。再折り畳みしたＢＡＣＥ１の精製には３カラム工程が関与した。先ず、０．４Ｍ
の尿素を伴う２０ｍＭのＴｒｉｓ、ｐＨ８．０で事前に平衡化した５０ｍｌのＱセファロ
ースファストフロー（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）カラムにタンパク質を負荷し、０～
０．５ＭのＮａＣｌの勾配によって溶出した。ピーク分画をプールし、２０ｍＭのＴｒｉ
ｓ、ｐＨ８．０緩衝液で５倍に希釈し、Ｓｏｕｒｃｅ（商標）１５Ｑカラム（ＧＥ　Ｈｅ
ａｌｔｈｃａｒｅ）に負荷した。０～０．３ＭのＮａＣｌの勾配を展開してＢＡＣＥ１を
溶出した。ＢＡＣＥ１タンパク質を含有する分画をプールし、濃縮し、２５ｍＭのＨｅｐ
ｅｓ、ｐＨ７．５と１５０ｍＭのＮａＣｌにてセファデックスＳ７５カラムでさらに精製
した。
【０２１２】
ＢＡＣＥ１との複合体におけるＢＡＣＥ０３０の結晶化
　精製したＢＡＣＥ１５７－４５３を上述と同じ緩衝液で１１ｍｇ／ｍｌに濃縮
し、１ｍＭのペプチドＢＡＣＥ０３０（元々１００％ＤＭＳＯに１００ｍＭで溶解した）
と共に４℃で１時間インキュベートした。次いで、シッティングドロップ蒸気拡散法によ
って０．２μｌのＢＡＣＥ１タンパク質ストック溶液を常温にて２０％のＰＥＧ３３５０
と０．１ＭのＢｉｓ－Ｔｒｉｓ、ｐＨ５．５を含有する０．２μｌのリザーバ溶液と混合
することにより結晶化を設定した。結晶が現れ、３日間で完全なサイズに成長した。結晶
を結晶化ドロップから取り出し、１分未満の間、迅速に凍結防止液（母液＋２０％グリセ
ロール）に移し、次いで、液体窒素での瞬間凍結のために結晶化ドロップから取り出した
。
【０２１３】
データの回収及び構造の決定
　Ｄｉａｍｏｎｄ光源（ＤＬＳ）ビーム線Ｉ０２にて単色Ｘ線ビーム（０．９７９６Å波
長）用いて回析データを回収した。データ回収の全体を通して結晶は低温で維持した。Ｘ
線検出装置は結晶から１７０ｍｍ離れて配置されたＡＤＳＣ量子－３１５ＣＣＤ検出器で
あった。完全なデータセットを回収するのにフレーム当たり０．５°の振動及び１４０°
の全ウエッジサイズで回転法を単結晶に適用した。次いでデータにインデックスを付け、
データを統合し、プログラムＨＫＬ２０００（Otwinowski, Z. et al.(1997) Methods En
zymol. 276: 307-325）用いて縮小した。データ処理の統計を表５に示す。
【０２１４】
　プログラムＰｈａｓｅｒ(McCoy, A. J. et al. (2007) J Appl Crystallogr 40: 658-6
74)による分子置換法（ＭＲ）用いて構造を解いた。Ｍａｔｈｅｗの係数計算の結果は、
各対称単位がＢＡＣＥ１／ペプチド複合体１つと５０％溶媒で構成されることを示した。
従って、ＭＲ計算はＢＡＣＥ１の細胞外ドメインの３つのサブユニットのセット１つを探
索するように指示された。ＢＡＣＥ１の探索モデルはＢＡＣＥ１構造１ＦＫＮ（Hong, L.
 et al. (2000) Science 290: 150-3）に由来した。ＢＡＣＥ１の活性部位の中で、ペプ
チド構造のために異なる電子密度マップにて大きな陽性ピークが認められた。有意な構造
変化がＢＡＣＥ１、特にフラップ領域で生じた。プログラムＣＯＯＴ（Emsley, 2004）に
よってマニュアルの再編が行われた。最大尤度標的機能、異方性個体Ｂ因子改良法、及び
ＴＬＳ改良法用いてプログラムＲＥＦＭＡＣ５(Murshudov, G. N. et al.(1997) Acta Cr
ystallogr D Biol Crystallogr 53: 240-55)及びＰＨＥＮＩＸ(Adams, 2010) によって反
復して構造の改良を実施し、０．１６４の最終Ｒ因子及び０．１９４のＲｆｒｅｅを達成
した。構造改良の統計を表５に示す。
【０２１５】
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【０２１６】
活性部位を標的とする環状ペプチド阻害剤の構造的基礎
　ＢＡＣＥ０３０ペプチドとＢＡＣＥ１の触媒ドメインの間での相互作用を特徴付けるた
めに、１．５Åの解像度で二元複合体の結晶構造を決定した。ペプチドを幾つかの既知の
結晶形態に浸す無益な試行の後、ペプチドは共結晶化によって組み込まれた。図７Ａに示
すように、ＢＡＣＥ０３０は、フラップ領域として一般に知られるＢＡＣＥ１の柔軟なル
ープ断片の下で触媒の溝に結合する。フラップ領域はＢＡＣＥ１に結合するＯＭ９９－２
及び小分子阻害剤の結晶構造で見られるように種々の構造に適応することができる（Hong
, L. et al. (2000) Science 290: 150-3;Cole et al., (2008) Bioinorganic Med. Chem
. Lett. 18:1063-1066; Patel et al., (2004) J. Mol. Biol. 343: 407-416)。ＢＡＣＥ
０３０の結合の際、フラップは、模範的な線状基質様の阻害剤ＯＭ９９－２（ＰＤＢのア
クセスコード１ＦＫＮ）（Hong, L. et al. (2000) Science 290: 150-3）で認められた
基質結合構造におけるその閉鎖した位置に比べて、約７Å（Ｔｈｒ７２のＣαに基づいて
）で開口し、さらに大きな螺旋ペプチドを収容する。結合した状態でのＢＡＣＥ０３０は
ＮＭＲによって溶液にて認められたα螺旋構造を保存した（実施例２を参照）。Ｃｙｓ５
とＣｙｓ１２の間のジスルフィド結合はそのような二次構造を維持し、これら２つの位置
でのシステイン残基の絶対的な要件の根拠を為している。天然のＢＡＣＥ１の基質は線状
であり、ＢＡＣＥ１の活性部位に結合する螺旋ペプチドは直観に反すると思われたが、そ
れは、スクリーニングのために天然の環状ファージライブラリを使用するという考えを支
持している。複合体の構造はファージディスプレイの結果と強く相関する特徴を明らかに
した。ペプチド残基のほとんどが結合相互作用に関与する。「アルギニンフィンガー」と
呼ばれる不変のＡｒｇ６は触媒中心にてその側鎖を提示し、２つの触媒性アスパラギン酸
塩との二座配位塩架橋を形成する（図７Ｂ）。そのような官能性は、小分子ＢＡＣＥ１阻
害剤で見られることが多い「弾頭」基のそれに良く似ている。ＢＡＣＥ０３０のＭｅｔ３
及びＬｅｕ7はそれぞれ、ＢＡＣＥ１表面における疎水性ポケットＳ１及びＳ３に対抗す
る。Ｓ１部位は見境がないと思われ、小さなサイズの種々の疎水性残基（たとえば、ペプ
チドファージのデータに一致するＩｌｅ、Ｌｅｕ、Ｍｅｔ）を認容することができる一方
で、Ｓ３はＬｅｕを要求する。ペプチドにおける別の保存性の高い残基であるＴｙｒ４は
阻害剤結合について以前正しく評価されなかった残基１０７～１１１（Ｙループ）を含む
ＢＡＣＥ１上の小さな溝に結合する。触媒中心とのその近接を考えると、この部位は小分
子阻害剤の設計で標的とされる可能性があり得る。Ｙループの相互作用は、Ｌｅｕ８の存
在によって、及び同様に疎水性ではあるが、あまり保存されない残基Ｌｅｕ１０の存在に
よって高められる（図７Ｃ）。Ｇｌｙ９及びＧｌｙ１１は疎水性コアに詰め込まれるよう
にＬｅｕ１０に柔軟性を提供する。ペプチドのＮ末端では、高度に保存されたＧｌｕ１側
鎖がＢＡＣＥ１のＡｒｇ２３５と塩架橋を形成する。Ｓｅｒ２は螺旋のＮ末端に蓋をする
。ＯＭ９９－２及びＯＭ０３－４加水分解できない基質模倣体（Hong, L. et al. (2000)
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 Science 290: 150-3; Turner, R. T., 3rd et al. (2005) Biochemistry 44: 105-12）
に比べて、ＢＡＣＥ０３０は、基質のそれとは反対方向でトレースするペプチド結合によ
ってＰ側（Ｐ１～Ｐ４）にて基質溝を占有する。ＢＡＣＥ０３０は「アルギニンフィンガ
ー」を使用してその触媒アスパラギン酸残基にてＢＡＣＥ１に結合するので、切ることが
できるペプチド結合の提示についての機会を妨げる。

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】
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