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(57)【要約】
【課題】アルツハイマーや軽度認知障害など脳において
Ａβの蓄積を生じる疾患の病態マーカーとなるペプチド
、それをコードするＤＮＡ、ペプチドの製造方法、抗体
、ペプチドに結合する化合物のスクリーニング方法、疾
患の検査薬、疾患の検査方法、治療薬を提供すること。
【解決手段】下記（１）ないし（３）のいずれかの配列
から成り、病態マーカーとなることを特徴とするペプチ
ド。
（１）TLEIPGNSDPNMIPDGDFNSYVR　‥‥‥（ＤＮ１）
（２）VTASDPLDTLGSEGALSPGGVASLLR　‥‥‥（ＤＮ２）
（３）TLEIPGNSDPNMIPDGDFNSYVRVTASDPLDTLGSEGALSPGGV
ASLLR　‥‥（ＤＮ１＋ＤＮ２）
【選択図】図３
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記（１）ないし（３）のいずれかの配列から成り、病態マーカーとなる
　ことを特徴とするペプチド。
（１）TLEIPGNSDPNMIPDGDFNSYVR　‥‥‥（ＤＮ１）
（２）VTASDPLDTLGSEGALSPGGVASLLR　‥‥‥（ＤＮ２）
（３）TLEIPGNSDPNMIPDGDFNSYVRVTASDPLDTLGSEGALSPGGVASLLR　‥‥（ＤＮ１＋ＤＮ２）
【請求項２】
　病態が、脳においてＡβの蓄積を生じ得る疾患である
　請求項１に記載のペプチド。
【請求項３】
　脳においてＡβの蓄積を生じる疾患が、アルツハイマー病、老人性痴呆症、軽度認知障
害、ダウン症から成る群より選択されるいずれかである
　請求項２に記載のペプチド。
【請求項４】
　請求項１ないし３のいずれかに記載の病態マーカーとなるペプチドであって、
　前記（１）ないし（３）のいずれかの配列において、１もしくは複数のアミノ酸が、置
換、欠失、挿入、及び／または付加した配列から成るペプチド。
【請求項５】
　請求項１ないし４のいずれかに記載のペプチドをコードする
　ことを特徴とするＤＮＡ。
【請求項６】
　請求項１ないし４のいずれかに記載のペプチド、またはそれを含むタンパク質に対する
　ことを特徴とする抗体。
【請求項７】
　請求項７に記載の抗体を含み、脳においてＡβの蓄積を生じる疾患を検査する
　ことを特徴とする検査薬。
【請求項８】
　脳においてＡβの蓄積を生じる疾患の検査方法であって、
　被検者から生体試料を調製するステップと、
　その試料に含まれる請求項１ないし４のいずれかに記載のペプチドの量を、検出するス
テップを含む
　ことを特徴とする疾患の検査方法。
【請求項９】
　脳においてＡβの蓄積を生じる疾患の治療薬であって、
　前記（２）または（３）のいずれかの配列のペプチドを有効成分とする
　ことを特徴とする治療薬。
【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（ＡＤ）や軽度認知障害（軽度認知機能障害）（ＭＣＩ）
などの病態マーカーとなるペプチド、並びに、それをコードするＤＮＡ、ペプチドの製造
方法、抗体、ペプチドに結合する化合物のスクリーニング方法、疾患の検査薬、疾患の検
査方法、治療薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アルツハイマー病は脳皮質に生じる神経変性疾患であり、疾患の進行に伴って徐々にニ
ューロンが消失することから最終的には痴呆に至る。主な神経病理学的所見は、脳萎縮、
老人斑、神経原線維集積物及びアミロイドアンギオパシーである。アルツハイマー病と脳
の正常老化のいずれにおいても、ニューロンの喪失と、老人斑及び脳血管性アミロイドの
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主要かつ必須な構成要素であるアミロイドβ蛋白（Ａβ）の異常沈着が空間的に特有な様
式で出現し、この種の病変は記憶と認知にかかわる海馬や嗅内皮質（ｅｎｔｈｏｒｈｉｎ
ａｌ　ｃｏｒｔｅｘ）といった大脳皮質の特定領域に主に認められる。
【０００３】
　Ａβは、４０－４２（３）アミノ酸からなるペプチドであり（Ｃ端側のtruncationによ
り、他にも３８、３９など量的に多い分子種がある）、β-及びγ-セクレターゼの働きに
より前駆体蛋白(ＡＰＰ: amyloid β protein precursor)から切り出されてくる。ＡＰＰ
は、α-セクレターゼによっても切断されるが、この際にはＡβは生じない。アルツハイ
マー病ではＡβが凝集して不溶性の線維形成がなされてアミロイドとなり脳に沈着する。
【０００４】
　家族性アルツハイマー病や関連疾患の原因は、Ａβの内部や周囲に生じたミスセンス変
異であることが示唆されている（非特許文献１～３）。家族性アルツハイマー病の原因と
なる２つの遺伝子は、小胞体及び／またはゴルジ複合体の内部で発現すると推定される類
似した膜貫通タンパク質であるプレセニリン１及び２をコードすることが同定されている
（非特許文献４～５）。このようなタンパク質は、新たに合成されたＡＰＰなどのタンパ
ク質の修飾及びプロセッシングに関与すると思われる。脳内に認められるＡβペプチドの
中でも、Ａβ１－４２はアミロイド形成性が高く、神経細胞内での増加がアルツハイマー
病の病態生理と直接関係している可能性がある（非特許文献６～８）。Ａβ１－４２は小
胞体で、Ａβ１－４０はトランスゴルジネットワークで産生されるというように、Ａβが
産生される神経細胞内の特定の部位が同定されている（非特許文献９～１０）。
【０００５】
　そのため、ＡＰＰ及びＡβペプチドの修飾、プロセッシングまたは輸送における何らか
の障害が、アルツハイマー病の病態生理に本質的に関係していることを強く示唆する。稀
な家族性アルツハイマー病の症例では原因遺伝子及びタンパク質がいくつか同定されてい
るが、アルツハイマー病患者の大半は孤発性であり、疾患過程の原因となる遺伝子やタン
パク質はまだ同定されていない。個々のアルツハイマー病患者の主な原因が何であれ、ア
ルツハイマー病の進行は脳内Ａβの蓄積及び凝集をもたらし、それは最終的にはおそらく
Ｃａイオンチャネルの形成、ミクログリアによるフリーラジカルの生成及び／またはアポ
トーシス機構を介して神経死を誘発する（非特許文献１１～１２）。
【０００６】
　Ａβ分子種が生成されるタンパク質分解過程は未だ明らかになっていない。α、βまた
はγ－セクレターゼ活性を有するプロテアーゼの候補は種々の種及び臓器から同定されて
いるが、その大半は合成基質を用いた活性のアッセイによって調製されたものであり、こ
のような候補プロテアーゼの中で天然型ＡＰＰ基質に対する活性を持つものはわずかに過
ぎない。家族性アルツハイマー病の原因となる同定された遺伝子のいずれかをトランスジ
ェニックマウスで誘導させ、ヒト脳内で認められる神経病理学的所見を得ようとの試みは
成功していない。線維状Ａβのマイクロインジェクションを行ったサル脳に関する所見か
らは、特に高等霊長類では、Ａβのｉｎ　ｖｉｖｏ神経毒性が加齢脳で一種の病理反応を
起こすことが示唆されている（非特許文献１３）。
【０００７】
　Ｃ４ｄは、病態組織沈着をすることが確認されているが、血液中など体液中では発現し
ない。病態組織沈着することが確認されているのは、腎移植で拒絶反応を起こした移植腎
のproximal tubular capillaryの内皮細胞と、ＡＤ／ＤＳ、ＰＤＣ－Ｇｕａｎ患者脳にお
ける海馬、enthorhinal cortexなどの病態部位のＳＰ（老人斑）、dystrophic neuritis
、neuronのみである。
【０００８】
　その極めて高い特異性の理由は明らかでないが、関係する状況として次が挙げられる。
　補体Ｃ４系の活性化指標という観点からは、脳では、ｃｏｍｐａｃｔ　ＳＰ（Ａβ１－
４２が主体）周辺での沈着が顕著であり、Ａβペプチドは直接Ｃ１ｑに結合することで局
所での補体系を活性化し、Ｃ１ｑは、Ａβペプチドの凝集を促進しｃｏｍｐａｃｔ　ＳＰ
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の形成へ導く。一連の反応は、ＳＰ周辺の細胞障害（ＭＡＣ：補体系の最終効果）に導き
ＡＤ型病理の形成の一端であると考えられ得る。免疫組織化学解析結果を定量的に解釈す
ると、補体系活性化の初期的段階でとどまっている病像が主体であり、ＭＡＣ形成至って
いるものは僅かである（非特許文献１４～１５）。
　なお、腎では、自己免疫的機序を伴う炎症性疾患、例えばＳＬＥに伴うループス腎炎、
ＡＮＣＡ病、抗糸球体基底膜病などの病態で当然確認されるはずであるが陰性であり、沈
着は腎では移植腎に特異的である。抗体を介さないレクチン経路での沈着である可能性も
ある。
【０００９】
　本発明者は、家族性アルツハイマー病患者に由来するリンパ芽球細胞におけるＡＰＰ及
びＡβ含有ペプチドのプロセッシングを解析した（非特許文献１６～１７）。家族性アル
ツハイマー病細胞の培地には、合成基質に対するβ－セクレターゼ様活性を示す６８ｋＤ
ａのセリンプロテアーゼが認められた（非特許文献１８）。このプロテアーゼは、リンパ
芽球細胞（ＬＡＰＰ）から調製した天然型ＡＰＰ及びそのＡβ含有断片を、Ａβ－Ｎ末端
の近傍部位で切断した（非特許文献１９）。これらの所見を基に、ＡＰＰプロセッシング
において生理的機能を果たす脳カルボキシペプターゼ（ＣＰＢ）を単離し、アルツハイマ
ー病に有用なカルボキシペプチターゼを提案した（非特許文献２０、特許文献１）。更に
、その細胞質発現が小胞体であること、Ｃ末端Ｃ１４モジュールのペプチドライブラリー
解析及び合成Ａβのｉｎ　ｖｉｖｏ消化作用を確認し（非特許文献２１）、ＣＰＢの髄液
中での発現と類縁酵素群の血液中での発現を確認した（非特許文献２２）。
【００１０】
　ＡＤの病態マーカーとして、Ｃ４ｄも候補に挙げられている従来技術（特許文献２）は
あるが、ＡＤなど脳においてＡβの蓄積を生じ得る疾患の病態マーカーや治療薬となるペ
プチドに関する情報は未だ不十分である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】ＷＯ００／６６７１７「ヒト脳カルボキシペプチダーゼＢ」
【特許文献２】特表平１１－５０７８２１「トランスジェニック動物モデルを用いてアル
ツハイマー病治療薬を同定する方法」
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Ｃｈａｒｔｉｅｒ－Ｈａｒｌｉｎ，Ｍ．－Ｃ．ｅｔ ａｌ．（１９９１
）Ｎａｔｕｒｅ，３５３，８４４－８４６
【非特許文献２】Ｈａａｓｓ，Ｃ．ｅｔ ａｌ．（１９９５）Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｄ．，１
，１２９１－１２９６
【非特許文献３】Ｖａｎ Ｂｒｏｅｃｋｈｏｖｅｎ，Ｃ．ｅｔ ａｌ．（１９９０）Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２４８，１１２０－１１２２）
【非特許文献４】Ｓｈｅｒｒｉｎｇｔｏｎ，Ｒ．ｅｔ ａｌ．（１９９５）Ｎａｔｕｒｅ 
３７５：７５４－７６０
【非特許文献５】Ｌｅｖｙ－Ｌａｈａｄ，Ｅ．ｅｔａｌ．（１９９５）Ｓｃｉｅｎｃｅ 
２６９：９７０－９７７
【非特許文献６】Ｈａｒｄｙ，Ｊ．（１９９５）Ｔｒｅｎｄｓ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ，２０
，１５４－１５９
【非特許文献７】Ｂｅｙｒｅｕｔｈｅｒ，Ｋ．ａｎｄ Ｍａｓｔｅｒｓ，Ｃ．Ｌ．（１９
９７）Ｎａｔｕｒｅ，３８９，６７７－６７８
【非特許文献８】Ｙｏｕｎｋｉｎ，Ｓ．Ｇ．（１９９５）Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．，３７
，２８７－２８８
【非特許文献９】Ｈａｒｔｍａｎｎ，Ｔ．ｅｔ ａｌ．（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｄ
．，３，１０１６－１０２０
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【非特許文献１０】Ｃｏｏｋ，Ｄ．Ｇ．ｅｔ ａｌ．（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｄ．
，３，１０２１－１０２３
【非特許文献１１】Ｌｏｏ，Ｄ．Ｔ．ｅｔ ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０，７９５１－７９５５
【非特許文献１２】Ａｒｉｓｐｅ，Ｎ．ｅｔ ａｌ．（１９９３）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０，５６７－５７１
【非特許文献１３】Ｇｅｕｌａ，Ｃ．ｅｔ ａｌ．（１９９８）Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｄ．，
４，８２７－８３１
【非特許文献１４】Ｓｔｏｌｔｚｎｅｒ，Ｓ．Ｅ．ｅｔ ａｌ．（２０００）Ａｍ．Ｊ．
Ｐａｔｈｏｌ．，１５６，４８９－４９９
【非特許文献１５】Ｌｏｅｆｆｌｅｒ，Ｄ．Ａ．ｅｔ ａｌ．（２００４）Ｎｅｕｒｏｂ
ｉｏｌ．Ａｇｉｎｇ,２５，１００１－１００７
【非特許文献１６】Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ａ．ａｎｄ Ｆｕｊｉｗａｒａ，Ｙ．（１９９
３）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２１７，２１－２７
【非特許文献１７】Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ａ．ａｎｄ Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ｒ．（１９
９４）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２２５，１０５５－１０６２
【非特許文献１８】Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ａ．ａｎｄ Ｆｕｊｉｗａｒａ，Ｙ．（１９９
４）Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３３，３９４１－３９４８
【非特許文献１９】Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ａ．ｅｔ ａｌ．（１９９５）Ｎｅｕｒｏｓｃ
ｉ．Ｌｅｔｔ．，１９５，１７１－１７４
【非特許文献２０】Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ａ．ｅｔ ａｌ．（２０００）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｎ
ｅｕｒｏｓｃｉ．，１２，２２７－２３８
【非特許文献２１】Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ａ．ｅｔ ａｌ．（２００１）Ｅｕｒ．Ｊ．Ｎ
ｅｕｒｏｓｃｉ．，１３，１６５３－１６５５
【非特許文献２２】Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ，Ａ．ｅｔ ａｌ．（２００１）Ｊ．Ｎｅｕｒｏ
ｓｃｉ．Ｒｅｓ，３９，３１３－３１７
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　そこで、本発明は、ＡＤやＭＣＩなどの病態マーカーとなるペプチド、並びに、それを
コードするＤＮＡ、ペプチドの製造方法、抗体、ペプチドに結合する化合物のスクリーニ
ング方法、疾患の検査薬、疾患の検査方法、治療薬を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　上記課題を解決するために、本発明は以下の構成を備える。
　すなわち、本発明のペプチドは、下記（１）ないし（３）のいずれかの配列から成り、
病態マーカーとなることを特徴とする。
（１）TLEIPGNSDPNMIPDGDFNSYVR　‥‥‥（ＤＮ１）
（２）VTASDPLDTLGSEGALSPGGVASLLR　‥‥‥（ＤＮ２）
（３）TLEIPGNSDPNMIPDGDFNSYVRVTASDPLDTLGSEGALSPGGVASLLR　‥‥（ＤＮ１＋ＤＮ２）
【００１５】
　病態としては、脳においてＡβの蓄積を生じ得る疾患に有用である。
【００１６】
　脳においてＡβの蓄積を生じる疾患としては、アルツハイマー病、老人性痴呆症、軽度
認知障害、ダウン症が挙げられる。
【００１７】
　なお、病態マーカーとなるペプチドであれば、前記（１）ないし（３）のいずれかの配
列において、１もしくは複数のアミノ酸が、置換、欠失、挿入、及び／または付加した配
列から成るペプチドでもよい。
【００１８】



(6) JP 2012-223107 A 2012.11.15

10

20

30

40

50

　本発明のＤＮＡは、前記のいずれかに記載のペプチドをコードすることを特徴とする。
【００１９】
　本発明のペプチドの製造方法は、前記のいずれかのペプチドを製造する方法であって、
前記のＤＮＡを挿入したベクターを調製するステップと、そのベクターを保持する宿主細
胞を調製するステップと、その宿主細胞を培養し、その細胞内で発現した組み換えタンパ
ク質を、その細胞または培養上清から回収するステップを含むことを特徴とする。
【００２０】
　本発明の抗体は、前記のいずれかのペプチドに対する抗体、またはそのペプチドを含む
タンパク質に対する抗体であることを特徴とする。
【００２１】
　本発明のペプチドに結合する化合物のスクリーニング方法は、前記のいずれかのペプチ
ドに結合する化合物のスクリーニング方法であって、前記のいずれかのペプチドまたはそ
の部分ペプチドに被検試料を接触させるステップと、そのペプチドまたは部分ペプチドと
被検試料との結合活性を検出するステップと、そのペプチドまたは部分ペプチドに結合す
る活性を有する化合物を選択するステップを含むことを特徴とする。
【００２２】
　本発明の検査薬は、前記の抗体、または、前記の本発明のペプチドに結合する化合物の
スクリーニング方法によって得られた化合物を含み、脳においてＡβの蓄積を生じる疾患
を検査することを特徴とする。
【００２３】
　本発明の疾患の検査方法は、脳においてＡβの蓄積を生じる疾患の検査方法であって、
被検者から生体試料を調製するステップと、その試料に含まれる前記のいずれかのペプチ
ドの量を検出するステップを含むことを特徴とする。
【００２４】
　本発明の治療薬は、脳においてＡβの蓄積を生じる疾患の治療薬であって、前記（２）
または（３）のいずれかの配列のペプチド、または、請求項７に記載の抗体を有効成分と
することを特徴とする。
【発明の効果】
【００２５】
　本発明によると、脳においてＡβの蓄積を生じるＡＤ等の病態マーカーやその治療薬が
得られ、早期診断や治療に寄与する。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】正常群及びＡＤ・ＭＣＩ患者由来検体のＣ１４ＥＰ１モノクローナル抗体免疫沈
降物のマススペクトル
【図２】病態群由来免疫沈降物のＰＳＤ同定解析によるマススペクトル（独立して行った
２回の解析結果（Ａ，Ｂ）、同定に至ったマスコット解析結果（Ｃ））
【図３】血液中病態複合体の生化学的検出手法に用いた検体の表
【図４】同、電気泳動結果の写真
【図５】ＥＬＩＳＡ解析における検体及び結果の表
【図６】海馬神経細胞におけるペプチド（ＤＮ１、ＤＮ２、ＤＮ１＋ＤＮ２）の毒性を示
すグラフ
【図７】大脳皮質細胞におけるペプチド（ＤＮ１、ＤＮ２、ＤＮ１＋ＤＮ２）の毒性を示
すグラフ
【図８】海馬神経細胞におけるペプチドＤＮ２及びＡβ（４２）、Ａβ（４０）の毒性を
示すグラフ
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
　以下に、本発明の実施形態を説述する。なお、実施形態は、前記先行技術文献や従来公
知の技術を援用して適宜設計変更可能である。
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　本発明者は、前記従来技術の関連研究を更に続け、Ｃ４ｄ（９５７－１３３６）（補体
活性化の組織マーカー）から切り離されたＤＮペプチドが、脳においてＡβの蓄積を生じ
る老人性痴呆症、ダウン症等の病態マーカーやその治療薬になることを見出した。
【００２８】
　ＤＮペプチド（９５７－１００５）の配列は、下記の（３）であり、（１）ＤＮ１（９
５７－９７９）（２３－ｍｅｒ、２５５１ｄａｌｔｏｎ）と、（２）ＤＮ２（９８０－１
００５）（２６－ｍｅｒ、２４８３ｄａｌｔｏｎ）とに分けられる。
（１）TLEIPGNSDPNMIPDGDFNSYVR　‥‥‥（ＤＮ１）
（２）VTASDPLDTLGSEGALSPGGVASLLR　‥‥‥（ＤＮ２）
（３）TLEIPGNSDPNMIPDGDFNSYVRVTASDPLDTLGSEGALSPGGVASLLR　‥‥（ＤＮ１＋ＤＮ２）
【００２９】
　本ペプチドの発見の経緯は質量分析解析によるものであり、ＡＤ及びＭＣＩ患者由来の
血清・血漿検体のＣ１４ＥＰ１モノクローナル抗体免疫沈降物をＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ型質
量分析機で解析したところ、解析したすべてのＡＤ及びＭＣＩ患者由来検体に発現するペ
プチドピークを確認した。図１は、そのうちの８名の被験者におけるＣ１４－ＥＰ１免疫
沈降物のマススペクトルプロファイリングである。Ａ～Ｃは正常高齢者血清、Ｄ～ＥはＭ
ＣＩ血清、Ｆ～ＨはＡＤ血清を用いた。その結果、病態群（Ｄ～Ｈ）においては正常群（
Ａ～Ｃ）に発現しない特有のペプチド（ＤＮ１）を見い出した。
　更に、本ペプチドを同定する目的でＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－型質量分析機によりＰＳＤ(p
ost-source decay)同定解析を行った。図２（Ａ，Ｂ）は、そのうちの病態群サンプルに
おける独立した２回のＰＳＤ解析のマススペクトルであり、その結果のマスコット解析結
果（図２Ｃ）によりペプチド（ＤＮ１）が同定された。
【００３０】
　ＤＮペプチドはＣ４ｄのＮ端フラグメントにあり、trypsin-type endo-proteinase(未
同定)によりＣ４ｄから切り出される。殆ど複合体の形で血液中に発現し、血液中病態マ
ーカーとしての必要条件をもっている。これは、ＤＮペプチドがＣ４ｄのように、その分
子中にｔｈｉｏ－ｅｓｔｅｒ　ｇｒｏｕｐを持たないことが関連すると考えられる。
　ＤＮペプチドの発現は、主たる基質と推定されるＣ４ｄの高い病態発現特異性を基盤と
しているため、高度な病態特異性をもつものと考えられる。その影響因子として、Ｃ４ｄ
の切り出し酵素の活性制御と、血液中でＤＮペプチドと複合体を形成する分子が重要であ
る。
　ＤＮペプチドの血液中からの検出は、限外濾過や免疫沈降などの前処理により、質量分
析を用いた手法や、抗体の構築によるＥＬＩＳＡ法で解析できる。そのＥＬＩＳＡ的手法
による定量解析には、既に作製されている抗Ｃ１４ＥＰ１モノクローナル抗体や、抗ＤＮ
１モノクローナル抗体のほか、ペプチド（ＤＮ１）のＣ端断端特異抗体の作製が有用であ
る。
【００３１】
　ＤＮペプチドは、血清や髄液試料において、特にはアルツハイマー型認知症の病態マー
カーとして有用である。
　病態マーカーとしては、前記（１）～（３）のいずれもが利用できるが、特に、血液に
おいては（１）ＤＮ１及び（３）ＤＮ１＋ＤＮ２、髄液においては（３）ＤＮ１＋ＤＮ２
が有効である。なお、（３）（ＤＮ１＋ＤＮ２）と同様に、（１）ＤＮ１と（２）ＤＮ２
との混合物も利用可能である。
　なお、後述するが、治療薬としては、（２）ＤＮ２が有用である。
　Ｃ４ｄの隣接するペプチドでありながらＤＮ１とＤＮ２で異なる作用を示す事実は、少
なくともいずれかの分子に対する受容体が細胞に存在するためであると考えられる。
【００３２】
　本発明によるＤＮペプチド、またはその部分ペプチド或いはそれを含むタンパク質は、
脳においてＡβの蓄積を生じ得る疾患の病態マーカーまたは治療薬となるものであれば、
天然型と構造的に類似したものでもよい。このような構造的に類似したものには、変異体
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や他の生物由来も含まれる。アミノ酸の改変は、人為的に行うのであれば、通常、３０ア
ミノ酸以内、好ましくは１０アミノ酸以内、さらに好ましくは５アミノ酸以内であり、置
換、欠失、挿入、及び／または付加が可能である。その調製には、公知のハイブリダイゼ
ーション技術が利用できる。
　置換されるアミノ酸は、置換前のアミノ酸と似た性質を有するアミノ酸であることが好
ましい。例えば、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｐｒｏ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｔｒｐは
、共に非極性アミノ酸に分類されるため互いに似た性質を有し、非荷電性としては、Ｇｌ
ｙ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｃｙｓ、Ｔｙｒ、Ａｓｎ、Ｇｌｎが挙げられる。また、酸性アミノ
酸としては、Ａｓｐ及びＧｌｕが挙げられ、塩基性アミノ酸としては、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、
Ｈｉｓが挙げられる。
【００３３】
　また、本発明は、前記ペプチドをコードするＤＮＡに関する。
　ＤＮＡとしては、前記（１）～（３）のいずれかのペプチドをコードしうるものであれ
ば特に制限はなく、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、及び合成ＤＮＡが含まれる。また、遺伝暗
号の縮重に基づく任意の塩基配列を有するＤＮＡも含まれる。ＤＮＡの調製方法は、従来
公知のスクリーニング法や合成法が利用できる。
　ヒト以外の生物に由来するペプチドをコードするＤＮＡは、通常、ヒトＤＮペプチドと
高い相同性を有する。高い相同性とは、アミノ酸レベルで少なくとも４０％以上、好まし
くは５５％以上、さらに好ましくは７０％以上の配列の同一性を指す。ＤＮＡを単離する
ためのハイブリダイゼーションは、従来公知の条件で行える。
【００３４】
　ＤＮＡは、組換えタンパク質の生産に有用である。すなわち、ＤＮＡを発現ベクターに
挿入し、そのベクターを適当な細胞に導入して得た形質転換体を培養し、発現させたタン
パク質をその形質転換体またはその培養上清から生成することにより、組換えタンパク質
として調製することが可能である。発現させるための宿主には制限はなく、公知のベクタ
ー系を用いて、酵母、昆虫細胞、哺乳動物細胞などで発現させることが可能である。神経
細胞での発現であれば、例えば、ＳＦＶベクターを用いるシステムが利用できる。宿主細
胞において発現させた組換えタンパク質は、従来公知の方法により精製することができる
。
　また、本発明のＤＮペプチドまたはタンパク質の発現異常や機能異常に起因する疾患の
遺伝子治療に応用することも可能である。
【００３５】
　また、本発明は、前記ペプチドまたはそれを含むタンパク質に結合する抗体に関する。
　抗体は、従来公知の方法により作製することが可能である。ポリクローナル抗体の調製
は、例えば、海馬組織より調製した天然由来の本発明のタンパク質または組換えタンパク
質を、アジュバントと共に、ウサギ、モルモット、ヤギ等の動物に免疫する。免疫を複数
回行うことにより、抗体価を上昇させることができる。最終免疫後、免疫動物から採血を
行うことにより抗血清が得られる。この抗血清に対し、例えば、硫酸アンモニウム沈殿や
陰イオンクロマトグラフィーによる分画、プロテインＡや固定化抗原を用いたアフィニテ
ィー精製を行うことにより、ポリクローナル抗体を調製することができる。抗原として、
部分ペプチドを用いることも可能である。
　一方、モノクローナル抗体の調製は、上記と同様に免疫動物に免疫し、最終免疫後、こ
の免疫動物から脾臓またはリンパ節を採取する。この脾臓またはリンパ節に含まれる抗体
産生細胞とミエローマ細胞とをポリエチレングリコールなどを用いて融合し、ハイブリド
ーマを調製する。目的のハイブリドーマをスクリーニングし、これを培養し、その培養上
清からモノクローナル抗体を調製することができる。モノクローナル抗体の精製は、例え
ば、硫酸アンモニウム沈殿や陰イオンクロマトグラフィーによる分画、プロテインＡや固
定化抗原を用いたアフィニティー精製により行うことができる。
【００３６】
　抗体は、本発明のペプチドまたはタンパク質のアフィニティー精製のために用いられる
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他、例えば、発現異常や構造異常に起因する疾患の検査や診断、発現量の検出などに利用
することも可能である。
　本発明のＤＮペプチドは、血清及び髄液に検出されることから、これらの試料に含まれ
るペプチドを検出することにより、脳においてＡβの蓄積を生じる疾患の検査・診断を行
なうことができる。
【００３７】
　本発明の抗体を用いる脳におけるＡβの蓄積を生じる疾患の検査は、被検者から試料を
調製するステップと、その試料に含まれる本発明のペプチドまたはタンパク質の量を、抗
体を用いて検出するステップとを含む方法により実施することができる。
　検査の対象となる疾患としては、脳におけるＡβの蓄積を生じる疾患であれば制限はな
く、例えば、老人性痴呆、アルツハイマー病、ダウン症が挙げられる。
　検査のために被験者から調製する試料としては、血清または髄液が好適であり、試料中
に含まれるＤＮペプチドまたはタンパク質は、例えば、ウェスタンブロッティング、免疫
沈降、ＥＬＩＳＡ等の方法で検出することが可能である。検出に用いられる抗体としては
、モノクローナル抗体であっても、ポリクローナル抗体であってもよい。抗体を検査薬と
して用いる場合、ｐＨ緩衝液を用い、担体、防腐剤等を必要に応じて混合してもよい。
　検出の結果、健常者と比較して、被検者試料中の抗体反応性ペプチドまたはタンパク質
の量の増加または減少、分子量の異常、各分子量の量比の異常が認められれば、疾患にか
かっている可能性があると判定される。
【００３８】
　本発明のペプチドまたはタンパク質の検出には、従来公知のマススペクトル解析（ＭＡ
ＬＤＩ）も利用できる。
【００３９】
　アルツハイマー病患者の脳において、その病態発症の早い段階で特定の補体分子の沈着
があることは確立しているので、本発明で発見したＣ４ｄのＮ端側断片が血液中で高発現
であれば、病態との関連で裏付けられている。組織沈着分子であるＣ４ｄは、ＤＮペプチ
ドの後ろ側（Ｃ端側）にチオエステル結合部分があり、そこを介して内皮細胞などの組織
に結合している。従って、そのＮ端側ペプチドが特異的プロテアーゼにより遊離されれば
、中枢神経の末梢マーカー分子となりうる性質を備えている。
　なお、Ｃ４ｄは、チオエステル結合部分があるために、血液中でｆｒｅｅの断片として
存在せず、組織沈着物として検出されるが、チオエステル結合部分を欠くＤＮペプチドは
ｆｒｅｅでも存在し得ると考えられる。
【００４０】
　また、本発明は、脳においてＡβの蓄積を生じる疾患の治療薬に関する。
　その治療薬は、前記（２）または（３）のいずれかの配列のペプチド、または、前記の
抗体を有効成分とする。治療薬としては、（２）ＤＮ２が有用であり、（１）ＤＮ１は上
述のように病態マーカーに有用である。
　ペプチドＤＮ２が神経細胞保護作用を有するのは、補体活性化の制御によるものであり
、ペプチドＤＮ２に対する特異的なリセプターの存在が考えられる。
【００４１】
　治療薬の剤形は特に制限されず、通常使用され得る任意の剤形をとることができ、固形
剤、半固形剤、液剤が可能である。また、本発明の効果及び製剤的な安定性などを損なわ
ない限り上記成分の他に、用途あるいは剤形などに応じて、医薬品、医薬部外品、食品に
通常使用され得る任意の成分を適宜配合してもよい。
配合できる成分としては、特に制限されないが、例えば、担体成分または添加剤などが挙
げられ、固形剤における担体成分または添加剤としては、例えば、賦形剤、崩壊剤、結合
剤、滑沢剤、抗酸化剤、コーティング剤、着色剤、矯味剤、界面活性剤、可塑剤、甘味剤
、着香剤の他、崩壊補助剤、発泡剤、吸着剤、防腐剤、湿潤剤、帯電防止剤などが例示で
きる。また、液剤における担体成分または添加剤としては、例えば、溶剤、ｐＨ調整剤、
清涼化剤、懸濁化剤、消泡剤、粘稠剤、溶解補助剤、前記界面活性剤、抗酸化剤、着色剤
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、甘味剤、着香剤の他、防腐・抗菌剤、キレート剤、可溶化剤または溶解補助剤、安定化
剤、流動化剤、乳化剤、増粘剤、緩衝剤、等張化剤、分散剤などが例示できる。
【００４２】
　本発明は、また、本発明のペプチドまたはタンパク質に結合する化合物のスクリーニン
グ方法に関する。
　そのスクリーニング法は、本発明のペプチドまたはタンパク質またはその部分ペプチド
に被検試料を接触させるステップ、被検試料との結合活性を検出するステップ、結合活性
を有する化合物を選択するステップを含む。スクリーニングに用いる被検試料としては、
例えば、細胞抽出液、遺伝子ライブラリーの発現産物、合成低分子化合物、合成ペプチド
、修飾ペプチド、天然化合物などが挙げられる。スクリーニングに用いる被検試料は、必
要に応じて適宜標識して用いられ、標識としては、例えば、放射標識、蛍光標識などが挙
げられる。
　得られた化合物は、前記の抗体と同様に、脳においてＡβの蓄積を生じる疾患を検査す
る検査薬や、治療薬などの候補として利用可能である。
【実施例１】
【００４３】
　アルツハイマー病（ＡＤ）及び軽度認知障害（ＭＣＩ）患者に特異的な血液中病態複合
体の生化学的検出手法を確立した。
　検体には、ＰＢＳ(-)で４倍希釈した血清を用いた。抗体には、抗ＤＮ１モノクロナル
抗体（ＩｇＧ精製）を用いた。担体には、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｇ結合磁気ビーズ（ＮＥＢ）
を用い、ＮＥＢ１５０μｌに対して抗体１μｌを結合（４℃一晩、または、室温３時間）
させ、その結合ビーズについて希釈検体４００μｌ（４℃一晩）と反応させて、免疫沈降
を行った。磁気ラックを用いて反応液を除去しＰＢＳ(-)７５０μｌで洗浄した。
【００４４】
　複合体の安定な遊離 (低ｐＨ)を行うために、ビーズを１０ｍＭ　Ｇｌｉｃｉｎｅ－Ｈ
ＣＬ２　ｐＨ２．０（１３μｌ）に混和し、室温で５分攪拌し、磁気ラックを用い回収し
た液を４．５μｌの５０ｍＭ　ＮａＯＨ入りの新しいチューブに入れ中和した。回収液と
等量のＳＤＳバッファー（還元剤を含まない）を加え電気泳動サンプルとした（加熱処理
は行わない）。
【００４５】
　図３は、実験に使用した検体を示す表であり、図４は、その電気泳動の結果を示す写真
である。７．５％ＰＡＧゲルを用い、通常のＳＤＳバッファーで分離（２５０Ｖ、１４ｍ
Ａ、１６０－１８０分)し、ＣＢＢ染色した。
　その結果、正常群（試料６～８、１０）及び脳梗塞患者（ＣＶＡ）（試料９）には、Ｄ
Ｎ１抗体のバンド（ＤＮ１と結合した蛋白）が検知されなかったが、アルツハイマー病患
者（ＡＤ）（試料１～５）には検知され、ＤＮ１抗体がアルツハイマー病の病態マーカー
となることが示された。
【実施例２】
【００４６】
　抗ＤＮ１モノクロナル抗体を用いたＥＬＩＳＡ解析を行った。
　検体には、ＰＢＳ(-)で１０倍希釈した血清を用いた。定法に従いTMB 基質液を添加し
４５０ｎＭでの吸光度を測定した。なお、バッファーにはカルシウム及びマグネシウムイ
オンの含まれないＰＢＳ(-)を用いた。
　その結果、図５の表に示すように、正常群（試料１、６～７、１０）に比べ、アルツハ
イマー病患者（ＡＤ）（試料２～３）では吸光度が高く、軽度認知障害患者（ＭＣＩ）（
試料４～５、８～９）がその中間の値であり、ＤＮ１抗体がアルツハイマー病や軽度認知
障害患者の病態マーカーとなることが示された。
【実施例３】
【００４７】
　海馬神経細胞及び大脳皮質細胞（詳しくは、胎児マウスの海馬由来初代培養細胞及び大
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　マウス１５日齢胎児より海馬神経細胞及び大脳皮質細胞を採取し、Ｎｅｕｒｏ　ｂａｓ
ａｌ（Ｂ２７、Ｌ－ｇｌｕｔａｍｉｎ、グルタミン酸を含む）で培養し、培養３日目に培
養交換し６日目にＬＤＨアッセイに使用した。
　図６は、海馬神経細胞におけるペプチド（ＤＮ１、ＤＮ２、ＤＮ１＋ＤＮ２）の毒性を
示すグラフ、図７は、大脳皮質細胞におけるペプチド（ＤＮ１、ＤＮ２、ＤＮ１＋ＤＮ２
）の毒性を示すグラフである。それぞれ、上段がペプチド（ＤＮ１、ＤＮ２、ＤＮ１＋Ｄ
Ｎ２）による処理後２４時間経過、下段が処理後４８時間経過後の値である。なお、本実
施例では、ペプチド（ＤＮ１＋ＤＮ２）として、ペプチド（ＤＮ１）とペプチド（ＤＮ２
）の混合物を用いた。
　海馬神経細胞及び大脳皮質細胞のいずれの場合も、ペプチドＤＮ２では５μＭの投与（
下限は２μＭ）で細胞毒性を示したが、ペプチドＤＮ１では顕著な細胞毒性は示されなか
った。
【実施例４】
【００４８】
　海馬神経細胞におけるペプチドＤＮ２の保護作用を評価した。
　マウス１５日齢胎児より海馬神経細胞を採取し、Ｎｅｕｒｏ　ｂａｓａｌ（Ｂ２７、Ｌ
－ｇｌｕｔａｍｉｎ、グルタミン酸を含む）で培養し、培養３日目に培養交換し６日目に
ＬＤＨアッセイに使用した。
　図８は、海馬神経細胞におけるペプチドＤＮ２及びＡβ（４２）、Ａβ（４０）の毒性
を示すグラフである。上段がペプチドＤＮ２及びＡβによる処理後４８時間経過、下段が
処理後７２時間経過後の値である。
　５μＭのＡβ（４２）の投与により細胞毒性を示したが、２μＭ（下限は１μＭ）ペプ
チドＤＮ２の投与により細胞毒性の低下、すなわち、Ａβによる細胞毒性に対する保護作
用が確認された。また、ペプチドＤＮ２は、少量ではもともと毒性がないので、薬剤とし
て有用である。
【産業上の利用可能性】
【００４９】
　本発明によると、脳においてＡβの蓄積を生じるＡＤやＭＣＩ等の診断や治療に寄与す
るので、産業上利用価値が高い。
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