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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　Ａβを構成する少なくとも１３位のヒスチジン残基又は１４位のヒスチジン残基が酸化

され、当該ヒスチジン残基酸化体がデヒドロ－２－イミダゾリン環又はヒドロキシ－２－

イミダゾロン環を有するＡβペプチド酸化体。

【請求項２】

　さらに、チロシン残基及び／又はメチオニン残基が酸化されている請求項１記載のＡβ

ペプチド酸化体。

【請求項３】

　請求項１又は２記載のＡβペプチド酸化体を有効成分とするＡβペプチド凝集抑制剤。

【請求項４】

　請求項１又は２記載のＡβペプチド酸化体を有効成分とするＡβペプチド毒性低減剤。

【請求項５】

　請求項１又は２記載のＡβペプチド酸化体を有効成分とするアルツハイマー病の予防及

び／又は治療剤。

【請求項６】

　Ａβペプチドを酸化することを特徴とする、請求項１又は２記載のＡβペプチド酸化体

の製造法。

【発明の詳細な説明】

【技術分野】
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【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 及 び こ れ を 有 効 成 分 と す る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予 防 治 療

剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 神 経 細 胞 の 変 性 、 脱 落 と 共 に 老 人 斑 の 形 成 と 神 経 原 線 維 変 化 の 病 理

学 的 特 徴 を 有 す る 神 経 変 性 疾 患 で あ る 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 記 憶 、 認 識 、 思 考 、 判 断 等 が

進 行 的 に 損 失 す る 認 知 症 状 を 引 き 起 こ し 、 最 終 的 に 死 に 至 ら せ る 。

　 脳 内 に 沈 着 し た 老 人 斑 を 構 成 す る 主 た る 物 質 は ア ミ ロ イ ド β ペ プ チ ド （ Ａ β ペ プ チ ド ）

で あ り 、 ３ ９ － ４ ３ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 。 Ａ β ペ プ チ ド は 細 胞 毒 性 を 示 し 、 こ れ に よ り

ア ル ツ ハ イ マ ー 病 が 引 き 起 こ さ れ る と 考 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 細 胞 か ら 分 泌 さ

れ る Ａ β ペ プ チ ド は 主 に ４ ０ 個 或 い は ４ ２ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 特

に ４ ２ 個 か ら 成 る Ａ β ペ プ チ ド は よ り 凝 集 性 が 強 く 早 期 に 脳 内 に 沈 着 す る こ と 、 及 び 細 胞

毒 性 が 強 い こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 従 っ て 、 Ａ β ペ プ チ ド の 産 生 を 阻 害 す

る 薬 剤 及 び Ａ β ペ プ チ ド の 凝 集 を 阻 害 す る 薬 剤 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 予 防 治 療 薬 と し て 期

待 さ れ て い る 。

　 Ａ β ペ プ チ ド の 産 生 を 阻 害 す る 薬 剤 と し て は 、 Ａ β ペ プ チ ド 産 生 酵 素 で あ る β － セ ク レ

タ ー ゼ 及 び γ － セ ク レ タ ー ゼ を 阻 害 す る 薬 剤 が 研 究 さ れ て い る 。 ま た 、 Ａ β ペ プ チ ド の 分

解 酵 素 促 進 剤 や 抗 Ａ β ペ プ チ ド 抗 体 、 さ ら に Ａ β ペ プ チ ド の 凝 集 を 阻 害 す る 薬 剤 等 が 研 究

さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 一 方 、 Ａ β ペ プ チ ド の Ｍ ｅ ｔ 酸 化 体 （ Ａ β ペ プ チ ド の Ｍ ｅ ｔ 残 基 の 硫 黄 原 子 が 酸 化 （ Ｏ

） さ れ た 酸 化 体 ） が 生 体 内 に 少 量 存 在 す る こ と 、 及 び 当 該 Ｍ ｅ ｔ 酸 化 体 は Ａ β ペ プ チ ド に

比 べ て 凝 集 性 が 低 い こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ～ ５ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 J. Hardy, D. J. Selkoe, Science 2002, 297, p353.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 S. A. Gravina, et al. J. Biol. Chem., 1995, Vol. 270, p7013

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Hou, L. et al. J. Biol. Chem., 2002, Vol.277, No.43, p40173-4017
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【 非 特 許 文 献 ４ 】 Bitan, G. et al. J. Am. Chem. Soc., 2003, Vol.125, No.50, p15359

-15365

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Moskovitz, J. et al. Biochemistry, 2011, 50, p10687-10697

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 し か し な が ら 、 Ａ β ペ プ チ ド 産 生 酵 素 阻 害 剤 で は 十 分 に Ａ β ペ プ チ ド の 産 生 を 阻 害 す る

こ と が で き ず 、 ま た 抗 Ａ β ペ プ チ ド 抗 体 は 安 全 性 の 問 題 で 未 だ 開 発 の 成 功 に 至 っ て い な い

。

　 従 っ て 、 全 く 新 た な 視 点 か ら Ａ β ペ プ チ ド の 凝 集 を 阻 害 し 、 Ａ β ペ プ チ ド の 毒 性 を 低 減

す る こ と に よ る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予 防 治 療 剤 を 開 発 す る こ と が 望 ま れ て い る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 そ こ で 本 発 明 者 は 、 Ａ β ペ プ チ ド を 人 工 的 に 改 変 す る こ と に よ り 凝 集 を 抑 制 し 、 毒 性 を

低 減 さ せ る べ く 種 々 検 討 し た 。 非 特 許 文 献 ３ ～ ５ に よ れ ば 、 生 体 内 に 存 在 す る Ａ β ペ プ チ

ド の Ｍ ｅ ｔ 酸 化 体 は そ れ 自 身 が 低 い 凝 集 性 し か 示 さ な い こ と が 知 ら れ て い る が 、 Ａ β ペ プ

チ ド を 人 工 的 に 酸 化 し て 得 ら れ た 特 定 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 が 、 そ れ 自 身 凝 集 性 を 示 さ な

い だ け で な く 、 ネ イ テ ィ ブ Ａ β ペ プ チ ド の 凝 集 を 強 力 に 抑 制 し 、 か つ ネ イ テ ィ ブ Ａ β ペ プ

チ ド の 神 経 毒 性 を 低 減 さ せ る こ と か ら 、 全 く 新 た な ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予 防 治 療 剤 と し て
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有 用 で あ る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 次 の ［ １ ］ ～ ［ １ ５ ］ を 提 供 す る も の で あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

［ １ ］ Ａ β ペ プ チ ド を 構 成 す る 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 酸 化 さ れ て い る Ａ β ペ プ チ ド 酸 化

体 （ Ｍ ｅ ｔ の み が 酸 化 さ れ て い る Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 を 除 く ） 。

［ ２ ］ 少 な く と も Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｈ ｉ ｓ か ら 選 ば れ る 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 酸 化 さ れ て い る

［ １ ］ 記 載 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 。

［ ３ ］ ［ １ ］ 又 は ［ ２ ］ 記 載 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 を 含 有 す る 医 薬 。

［ ４ ］ ［ １ ］ 又 は ［ ２ ］ 記 載 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 を 有 効 成 分 と す る Ａ β ペ プ チ ド 凝 集 抑

制 剤 。

［ ５ ］ ［ １ ］ 又 は ［ ２ ］ 記 載 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 を 有 効 成 分 と す る Ａ β ペ プ チ ド 毒 性 低

減 剤 。

［ ６ ］ ［ １ ］ 又 は ［ ２ ］ 記 載 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 を 有 効 成 分 と す る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の

予 防 及 び ／ 又 は 治 療 剤 。

［ ７ ］ Ａ β ペ プ チ ド を 酸 化 す る こ と を 特 徴 と す る 、 Ａ β ペ プ チ ド を 構 成 す る 一 以 上 の ア ミ

ノ 酸 残 基 が 酸 化 さ れ て い る Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 （ Ｍ ｅ ｔ の み が 酸 化 さ れ て い る Ａ β ペ プ チ

ド 酸 化 体 を 除 く ） の 製 造 法 。

［ ８ ］ Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 が 、 少 な く と も Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｈ ｉ ｓ か ら 選 ば れ る 一 以 上 の ア ミ ノ

酸 残 基 が 酸 化 さ れ て い る Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 で あ る ［ ７ ］ 記 載 の 製 造 法 。

［ ９ ］ Ａ β ペ プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸 化 触 媒 を 有 効 成 分 と す る 医 薬 。

［ 10］ Ａ β ペ プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸 化 触 媒 を 有 効 成 分 と す る Ａ β ペ プ チ ド 凝 集 抑 制 剤 。

［ 11］ Ａ β ペ プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸 化 触 媒 を 有 効 成 分 と す る Ａ β ペ プ チ ド 毒 性 低 減 剤 。

［ 12］ Ａ β ペ プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸 化 触 媒 を 有 効 成 分 と す る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予 防 及 び

／ 又 は 治 療 剤 。

［ 13］ Ａ β ペ プ チ ド を 酸 化 す る こ と を 特 徴 と す る Ａ β ペ プ チ ド の 凝 集 抑 制 方 法 。

［ 14］ Ａ β ペ プ チ ド を 酸 化 す る こ と を 特 徴 と す る Ａ β ペ プ チ ド の 毒 性 低 減 方 法 。

［ 15］ Ａ β ペ プ チ ド を 酸 化 す る こ と を 特 徴 と す る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療

方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 を 用 い れ ば 、 Ａ β の 凝 集 を 抑 制 で き 、 か つ Ａ β に よ る 毒 性

を 低 減 で き る た め 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 Ａ β ペ

プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸 化 触 媒 を 用 い れ ば 、 生 体 内 又 は 細 胞 内 で Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 が 生 成

す る 結 果 と し て Ａ β ペ プ チ ド の 凝 集 を 抑 制 し 、 Ａ β ペ プ チ ド に よ る 毒 性 を 低 減 で き る た め

ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 が 可 能 と な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ０ 】

【 図 １ 】 光 触 媒 リ ボ フ ラ ビ ン を 利 用 し た Ａ β １ － ４ ２ の 酸 化 反 応 を 示 す 。 Ａ β １ － ４ ２ 配

列 中 ＊ 印 は Ｌ ｙ ｓ － Ｃ の 切 断 部 位 。 今 回 酸 化 が 確 認 さ れ た ア ミ ノ 酸 に は 下 線 を 付 し た 。

【 図 ２ 】 質 量 分 析 装 置 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ ） に よ る Ａ β １ － ４ ２ の 酸 化 反 応 解 析 を

示 す 。 ｔ は 反 応 時 間 を 表 す 。

【 図 ３ 】 ア ミ ノ 酸 分 析 に よ る ネ イ テ ィ ブ Ａ β と Ａ β 酸 化 体 と の 比 較 を 示 す 。 括 弧 内 は Ａ β

中 の 理 論 的 な ア ミ ノ 酸 の 数 を 示 す 。 Ratio of amino acidは フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン を ３ と し た

と き の サ ン プ ル 中 の ア ミ ノ 酸 の モ ル 比 。

【 図 ４ 】 酵 素 消 化 後 の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 解 析 の Ｌ Ｃ チ ャ ー ト を 示 す 。 Ｌ Ｃ 条 件 ： Ｃ １ ８ 逆 相 カ ラ

ム （ １ ５ ０ (４ ． ６ mm） ， ０ ％ － １ ０ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ／ ０ ． １ ％ aqueous TFA ４ ０ min

の グ ラ ジ エ ン ト モ ー ド ， 流 速 ０ ． ９ mL min
- 1

， Ｕ Ｖ ２ ３ ０ nmで 検 出 。 酵 素 消 化 後 の Ａ β フ

ラ グ メ ン ト の 理 論 質 量 ： Ａ β １ － １ ６ ［ Ｍ ＋ ２ Ｈ ］
2 +

： ９ ７ ７ ． ９ ， Ａ β １ ７ － ２ ８ ［ Ｍ

＋ ２ Ｈ ］
2 +

： ６ ６ ３ ． ３ ， Ａ β ２ ９ － ４ ２ ［ Ｍ ＋ Ｈ ］
+
： １ ２ ６ ９ ． ８ ．
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【 図 ５ 】 酵 素 消 化 後 の 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ ） を 示 す 。

【 図 ６ 】 酵 素 消 化 後 得 ら れ た Ａ β １ － １ ６ の Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ 分 析 を 示 す 。 左 ３ つ は 上 部

に 記 載 の 保 持 時 間 に 検 出 さ れ た Ｍ Ｓ ス ペ ク ト ル 。 右 チ ャ ー ト は 抽 出 ク ロ マ ト グ ラ フ 。 LC c

onditions: C18 reverse-phase column（ 100(1.0mm,40℃ ） with a binary solvent syste

m: linear gradient of 2％ － 42％ acetonitrile in 0.1％ aqueous formic acid over 20m

in at a flow rate of 20μ L min
- 1

.

【 図 ７ 】 Ａ β １ － １ ６ ＋ １ ６ Ｄ ａ の MS/MSス ペ ク ト ル （ 図 ６ 中 の 保 持 時 間 ９ ． ２ 分 の ピ ー

ク ） を 示 す 。 Adduct of 16 Da was observed from b 1 0  to b 1 3  and y 7  to y 1 0  ions,wher

eas b 2  to b 9  (except for b 4 ) and y 1  to y 6  ions were intact, suggesting that+16 D

a modification occurred at Tyr
1 0
 residue.

【 図 ８ 】 チ ロ シ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン に お け る 酸 化 修 飾 構 造 （ 推 定 ） を 示 す 。

【 図 ９ 】 Ａ β １ － １ ６ ＋ １ ４ Ｄ ａ の Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ス ペ ク ト ル （ 図 ６ 中 の 保 持 時 間 １ ０ ． ６ 分

の ピ ー ク ） を 示 す 。 Adduct of 14 Da was observed from b 1 3  to b 1 5  and y 4  to y 1 0  ion

s, whereas b 6  to b 1 2  and y 1  to y 3  ions were intact, suggesting that +14 Da modif

ication occurred at His
1 3
 residue.

【 図 １ ０ 】 Ａ β １ － １ ６ ＋ １ ４ Ｄ ａ の Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ ス ペ ク ト ル （ 図 ６ 中 の 保 持 時 間 １ １ ． ５

分 の ピ ー ク ） を 示 す 。 Adduct of 14 Da was observed from b 1 4  and b 1 5  and y 3  to y 6  i

ons, whereas b 6  to b 1 3  and y 1  and y 2  ions were intact, suggesting that + 14 Da m

odification occurred at His
1 4
 residue.

【 図 １ １ 】 チ オ フ ラ ビ ン T蛍 光 ア ッ セ イ 結 果 を 示 す 。 (n=6,mean((SD; **p<0.01versusnati

ve Aβ 1-42 by Student 's t-test).

【 図 １ ２ 】 原 子 間 力 顕 微 鏡 解 析 を 示 す 。 左 は ネ イ テ ィ ブ Ａ β 、 右 は 酸 化 型 Ａ β 。 ｔ は 反 応

時 間 を 表 す 。

【 図 １ ３ 】 円 二 色 性 分 光 分 析 を 示 す 。 ｔ は 反 応 時 間 を 表 す 。

【 図 １ ４ 】 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 に よ る ネ イ テ ィ ブ Ａ β （ Ｅ ， Ｆ ， Ｇ ） お よ び Ａ β 酸 化 体 （ Ｈ ） の

毒 性 比 較 を 示 す 。 縦 軸 は 細 胞 生 存 率 。 (n=5,mean± SEM; ***p<0.001 versus A or in indi

cated pair by Tukey's test).

【 図 １ ５ 】 原 子 間 力 顕 微 鏡 解 析 を 示 す 。 左 は ネ イ テ ィ ブ Ａ β 単 独 、 右 は ネ イ テ ィ ブ Ａ β ＋

Ａ β 酸 化 体 。

【 図 １ ６ 】 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 に よ る ネ イ テ ィ ブ Ａ β 単 独 （ Ｃ ） と ネ イ テ ィ ブ Ａ β ＋ Ａ β 酸 化 体

（ Ｄ ） の 毒 性 比 較 を 示 す 。 縦 軸 は 細 胞 生 存 率 。 (n=6,mean± SEM; ***p<0.001 versus A or

 in indicated pair by Tukey's test)

【 図 １ ７ 】 細 胞 存 在 下 に お け る 光 酸 素 化 反 応 に よ る 細 胞 生 存 率 の 評 価 を 示 す 。 Ａ β は 、 ネ

イ テ ィ ブ Ａ β 。 Catalyst 1は 、 リ ボ フ ラ ビ ン 。 Catalyst 2は 、 Ａ β 親 和 性 ペ プ チ ド 結 合 フ

ラ ビ ン を 示 す 。 縦 軸 は 細 胞 生 存 率 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 は 、 Ａ β ペ プ チ ド を 構 成 す る 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 酸 化

さ れ て い る Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 （ Ｍ ｅ ｔ の み が 酸 化 さ れ て い る Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 を 除 く

） で あ る 。

　 Ａ β ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ １ － ４ ２ ） を 有 す る か 、 又 は 配

列 番 号 １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の １ － ４ ０ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 は 、 Ａ β ペ プ チ ド を 構 成 す る ４ ０ 又 は ４ ２ ア ミ ノ 酸 残 基 の

う ち の 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 酸 化 さ れ て い れ ば よ い が 、 少 な く と も Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｈ ｉ ｓ か

ら 選 ば れ る 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 酸 化 さ れ て い る Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 が 好 ま し い 。 な お

、 Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｈ ｉ ｓ か ら 選 ば れ る 一 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 酸 化 さ れ て い れ ば 、 さ ら に Ｍ ｅ

ｔ も 酸 化 さ れ て い る Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 も 含 ま れ る 。 好 ま し い Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 と し て

は 、 Ｔ ｙ ｒ 酸 化 体 、 Ｈ ｉ ｓ 酸 化 体 、 Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｈ ｉ ｓ 酸 化 体 、 Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｍ ｅ ｔ 酸 化 体 、

Ｈ ｉ ｓ 及 び Ｍ ｅ ｔ 酸 化 体 、 Ｔ ｙ ｒ 、 Ｈ ｉ ｓ 及 び Ｍ ｅ ｔ 酸 化 体 、 並 び に こ れ ら の 混 合 物 が 挙
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げ ら れ る 。 な お 、 配 列 番 号 １ 中 に 、 Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｍ ｅ ｔ は そ れ ぞ れ １ 個 存 在 す る だ け で あ る

か ら 、 そ の Ｔ ｙ ｒ 及 び Ｍ ｅ ｔ が 酸 化 さ れ る 。 一 方 、 Ｈ ｉ ｓ は 、 ６ Ｈ ｉ ｓ 、 １ ３ Ｈ ｉ ｓ 及 び

１ ４ Ｈ ｉ ｓ が 存 在 す る の で 、 こ れ ら の Ｈ ｉ ｓ の 全 て が 酸 化 さ れ て い て も よ い が 、 １ ３ Ｈ ｉ

ｓ 及 び １ ４ Ｈ ｉ ｓ が 酸 化 さ れ て い る の が よ り 好 ま し い 。 酸 化 の 形 態 と し て は 、 酸 素 に よ る

酸 化 で あ る の が 好 ま し く 、 具 体 的 に は 各 ア ミ ノ 酸 残 基 に ヒ ド ロ キ シ 基 又 は オ キ ソ 基 （ オ キ

シ ド ） が 付 加 し た 形 態 で あ る の が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 前 記 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 酸 化 体 と し て は 、 マ ス ス ペ ク ト ル 分 析 結 果 か ら 、 Ｔ ｙ ｒ の 場 合 に

は 、 チ ロ シ ン 残 基 の フ ェ ニ ル 基 に ヒ ド ロ キ シ 基 が ２ 個 又 は ３ 個 置 換 し た 構 造 （ ジ ヒ ド ロ キ

シ フ ェ ニ ル 基 、 ト リ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル 基 ） を 有 し て い る も の と 推 定 さ れ る 。 ま た 、 Ｈ ｉ

ｓ の 場 合 に は 、 ヒ ス チ ジ ン 残 基 の イ ミ ダ ゾ ー ル 環 が 酸 化 さ れ た 構 造 、 す な わ ち 、 デ ヒ ド ロ

イ ミ ダ ゾ ロ ン 環 、 ヒ ド ロ キ シ イ ミ ダ ゾ ロ ン 環 を 有 し て い る も の と 推 定 さ れ る 。 ま た 、 Ｍ ｅ

ｔ の 場 合 に は 、 メ チ オ ニ ン 残 基 中 の 硫 黄 原 子 に 酸 素 が 付 加 し て い る も の と 推 定 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 は 、 例 え ば Ａ β ペ プ チ ド を 酸 化 す る こ と に よ り 製 造 す る こ

と が で き る 。 酸 化 反 応 は 、 Ａ β ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 に 酸 素 原 子 を 供 給 で き る 酸 化 反 応

で あ れ ば よ く 、 例 え ば 、 リ ボ フ ラ ビ ン 、 チ オ フ ラ ビ ン Ｔ 、 コ ン ゴ レ ッ ド 、 メ チ レ ン ブ ル ー

、 ロ ー ズ ベ ン ガ ル 、 ア ク リ ジ ン 誘 導 体 、 ポ ル フ ィ リ ン お よ び そ の 金 属 錯 体 （ 金 属 ＝ 鉄 、 マ

ン ガ ン 、 亜 鉛 ） 、 ル テ ニ ウ ム ト リ ス ビ ピ リ ジ ン 錯 体 、 こ れ ら の 分 子 に Ａ β ペ プ チ ド 親 和 性

分 子 を 結 合 さ せ た 化 合 物 等 の 酸 化 触 媒 及 び 酸 素 の 存 在 下 に 光 を 照 射 す る 方 法 、 過 酸 化 物 、

超 原 子 価 ヨ ウ 素 、 過 塩 素 酸 等 の 酸 化 剤 を 反 応 さ せ る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 酸 化 触 媒 を 用 い る 方 法 に お い て は 、 空 気 中 や 溶 液 中 の 酸 素 が 利 用 さ れ る の で 反 応 の 場 合

に は 、 Ａ β ペ プ チ ド 及 び 酸 化 触 媒 を 添 加 し 、 光 を 照 射 す れ ば よ い 。 照 射 す る 光 は 、 酸 化 触

媒 の 種 類 に よ り 決 定 す れ ば よ い 。 こ の 反 応 は 、 生 理 的 条 件 下 、 例 え ば ３ ０ ～ ４ ０ ℃ で 反 応

が 進 行 す る の で 特 に 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 酸 化 剤 を 用 い る 方 法 で は 、 Ａ β ペ プ チ ド 含 有 液 に 酸 化 剤 を 添 加 し て 反 応 を 行 え ば よ い 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 発 明 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 は 、 後 記 実 施 例 に 示 す よ う に 優 れ た Ａ β ペ プ チ ド 凝 集 抑 制

作 用 、 及 び Ａ β ペ プ チ ド 毒 性 低 減 作 用 を 有 す る た め 、 Ａ β ペ プ チ ド 凝 集 抑 制 剤 、 Ａ β ペ プ

チ ド 毒 性 低 減 剤 、 ま た ヒ ト を 含 む 動 物 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 、 Ａ β ペ プ チ ド 凝 集 が 関 与 す る 疾

患 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ダ ウ ン 症 等 の 予 防 治 療 薬 と し て 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 、 生 体 内 又 は 細 胞 内 で Ａ β ペ プ チ ド を 酸 化 す れ ば 、 当 該 生 体 内 又 は 細 胞 内 で 本 発 明

の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 が 生 成 す る た め 、 Ａ β ペ プ チ ド の 凝 集 抑 制 、 Ａ β ペ プ チ ド の 毒 性 低

減 、 ま た ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 が 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 生 体 内 又 は 細 胞 内 で Ａ β ペ プ チ ド を 酸 化 す る に は 、 生 体 内 又 は 細 胞 内 に 酸 化 剤 又 は 酸 化

触 媒 を 導 入 し て 酸 化 反 応 を 生 起 さ せ れ ば よ い 。 こ こ で 用 い ら れ る 酸 化 剤 と し て は 、 前 記 Ａ

β ペ プ チ ド 酸 化 体 の 製 造 に お い て 列 挙 し た 酸 化 剤 、 例 え ば 過 酸 化 物 、 超 原 子 価 ヨ ウ 素 、 過

塩 素 酸 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 前 記 の 酸 化 触 媒 と 光 の 反 応 も 用 い る こ と が で き る 。 光 の 照

射 は 、 例 え ば 光 力 学 的 治 療 手 段 と 同 様 に 行 え ば よ い 。

　 具 体 的 に は 、 酸 化 触 媒 を 生 体 内 又 は 細 胞 内 に 導 入 し 、 酸 化 触 媒 が 目 的 と す る 部 位 に 移 行

し た 時 点 で 光 を 照 射 す れ ば よ い 。 生 体 内 へ の 酸 化 触 媒 又 は 酸 化 剤 の 投 与 手 段 と し て は 、 筋

肉 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 局 所 投 与 、 経 口 投 与 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 生 体 内 又 は 細 胞 内 で 、 Ａ β ペ プ チ ド を 選 択 的 に 酸 化 す る た め 、 リ ボ フ ラ ビ ン や チ オ フ ラ

ビ ン Ｔ に 、 Ａ β ペ プ チ ド 親 和 性 分 子 を 結 合 さ せ た リ ボ フ ラ ビ ン 誘 導 体 を 合 成 し 、 こ れ を 反

応 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 Ａ β ペ プ チ ド 親 和 性 分 子 と し て は 、 例 え ば チ オ フ ラ ビ ン Ｔ 、
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コ ン ゴ レ ッ ド 、 ス チ ル ベ ン 誘 導 体 、 ポ リ チ オ フ ェ ン 誘 導 体 、 ア ク リ ジ ン 誘 導 体 、 ア ミ ノ ナ

フ チ ル 誘 導 体 、 Ｌ ｙ ｓ － Ｌ ｅ ｕ － Ｖ ａ ｌ － Ｐ ｈ ｅ － Ｐ ｈ ｅ （ 配 列 番 号 ２ ） 誘 導 体 、 ク ル ク

ミ ン 、 ミ リ セ チ ン 、 リ フ ァ ン ピ シ ン 、 ノ ル ジ ヒ ド ロ グ ア イ ヤ レ チ ン 酸 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 生 体 内 又 は 細 胞 内 で Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 を 生 成 さ せ る 成 分 、 す な わ ち 、 Ａ β ペ プ チ ド の

酸 化 剤 又 は 酸 化 触 媒 は 、 Ａ β ペ プ チ ド 凝 集 抑 制 剤 、 Ａ β ペ プ チ ド 毒 性 低 減 剤 及 び ア ル ツ ハ

イ マ ー 病 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 医 薬 は 、 前 記 Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 、 あ る い は Ａ β ペ プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸 化 触

媒 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 、 あ る い は Ａ β ペ プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸 化 触 媒 を 人 体 用 の

医 薬 と し て 使 用 す る 場 合 、 投 与 量 は 成 人 １ 日 当 た り １ mg～ １ ｇ 、 好 ま し く は １ ０ mgか ら ３

０ ０ mgの 範 囲 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 、 あ る い は Ａ β ペ プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸 化 触 媒 を 含 有 す る

医 薬 組 成 物 は 投 与 法 に 応 じ 適 当 な 製 剤 を 選 択 し 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 用 い て 各 種 製

剤 の 調 製 法 に て 調 製 で き る 。 本 発 明 を 主 剤 と す る 医 薬 組 成 物 の 剤 形 と し て は 例 え ば 錠 剤 、

散 剤 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 や 、 液 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 油 性 な い し 水 性 の 懸 濁

液 等 を 経 口 用 製 剤 と し て 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 注 射 剤 と し て は 製 剤 中 に 安 定 剤 、 防 腐 剤 、 溶 解 補 助 剤 を 使 用 す る こ と も あ り 、 こ れ ら の

補 助 剤 を 含 む こ と も あ る 溶 液 を 容 器 に 収 納 後 、 凍 結 乾 燥 等 に よ っ て 固 形 製 剤 と し て 用 時 調

製 の 製 剤 と し て も よ い 。 ま た 一 回 投 与 量 を 一 の 容 器 に 収 納 し て も よ く 、 ま た 多 投 与 量 を 一

の 容 器 に 収 納 し て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 ま た 外 用 製 剤 と し て 液 剤 、 懸 濁 液 、 乳 濁 液 、 軟 膏 、 ゲ ル 、 ク リ ー ム 、 ロ ー シ ョ ン 、 ス プ

レ ー 、 貼 付 剤 等 を 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 固 形 製 剤 と し て は 本 発 明 の Ａ β ペ プ チ ド 酸 化 体 、 あ る い は Ａ β ペ プ チ ド の 酸 化 剤 又 は 酸

化 触 媒 と と も に 薬 学 上 許 容 さ れ て い る 添 加 物 を 含 み 、 例 え ば 充 填 剤 類 や 増 量 剤 類 、 結 合 剤

類 、 崩 壊 剤 類 、 溶 解 促 進 剤 類 、 湿 潤 剤 類 、 潤 滑 剤 類 等 を 必 要 に 応 じ て 選 択 し て 混 合 し 、 製

剤 化 す る こ と が で き る 。

　 液 体 製 剤 と し て は 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 液 剤 等 を 挙 げ る こ と が で き る が 添 加 剤 と し て 懸 濁 化

剤 、 乳 化 剤 等 を 含 む こ と も あ る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 を 挙 げ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は 下 記 実 施 例 に 限 定

さ れ る こ と は な い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

実 施 例 １ （ 各 実 験 方 法 の 詳 細 ）

（ １ ） チ オ フ ラ ビ ン Ｔ ア ッ セ イ の 実 験

　 Ａ β １ － ４ ２ （ ２ ０ μ Ｍ ） お よ び リ ボ フ ラ ビ ン （ ４ μ Ｍ ） が 溶 解 し た リ ン 酸 緩 衝 液 （ １

０ mM， pH７ ． ４ ） を 、 蛍 光 ラ ン プ 照 射 下 （ ２ ４ Ｗ ， 昼 白 色 ， 光 源 と 反 応 液 の 距 離 約 ３ cm）

３ ７ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 液 の 一 部 （ １ ０ μ Ｌ ） を 、 チ オ フ ラ ビ ン Ｔ （ ５ μ Ｍ

） を 含 む ５ ０ mMグ リ シ ン － NaOH緩 衝 液 （ pH８ ． ５ ， ４ ０ ０ μ Ｌ ） に 加 え 、 直 ち に 混 和 し チ

オ フ ラ ビ ン Ｔ の 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 蛍 光 強 度 測 定 に お い て 励 起 波 長 と し て ４ ４ ０ nm、 蛍

光 波 長 と し て ４ ７ ０ nmを 用 い た 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

（ ２ ） 原 子 間 力 顕 微 鏡 分 析 の 実 験
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　 Ａ β １ － ４ ２ （ ２ ０ μ Ｍ ） お よ び リ ボ フ ラ ビ ン （ ４ μ Ｍ ） が 溶 解 し た リ ン 酸 緩 衝 液 （ １

０ mM， pH７ ． ４ ） を 、 蛍 光 ラ ン プ 照 射 下 （ ２ ４ Ｗ ， 昼 白 色 ， 光 源 と 反 応 液 の 距 離 約 ３ cm）

３ ７ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 液 の 一 部 （ １ ０ μ Ｌ ） を マ イ カ 上 に の せ 、 室 温 で ３

分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ２ ０ μ Ｌ の 水 で 洗 浄 し 、 風 乾 し た 。 測 定 は 、 Nano Wizard II

(JPK instruments AG, Berlin, Germany)を 使 用 し 、 空 気 中 室 温 に て タ ッ ピ ン グ モ ー ド に

よ り 行 っ た 。

【 ０ ０ ３ １ 】

（ ３ ） 円 二 色 性 分 光 分 析 の 実 験

　 Ａ β １ － ４ ２ （ ２ ０ μ Ｍ ） お よ び リ ボ フ ラ ビ ン （ ４ μ Ｍ ） が 溶 解 し た リ ン 酸 緩 衝 液 （ １

０ mM， pH７ ． ４ ） を 、 蛍 光 ラ ン プ 照 射 下 （ ２ ４ Ｗ ， 昼 白 色 ， 光 源 と 反 応 液 の 距 離 約 ３ cm）

３ ７ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 液 の 一 部 を Model 202SF(AVIV Biomedical, Inc., L

akewood, NJ)を 使 用 し て 分 析 し た 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

（ ４ ） 細 胞 実 験

　 ラ ッ ト 副 腎 髄 質 由 来 褐 色 細 胞 腫 で あ る Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 （ 理 化 学 研 究 所 か ら 購 入 ） を 使 用 し

た 。 Ａ β １ － ４ ２ （ ２ ０ μ Ｍ ） お よ び リ ボ フ ラ ビ ン （ ４ μ Ｍ ） が 溶 解 し た リ ン 酸 緩 衝 生 理

食 塩 水 （ pH７ ． ４ ） を 、 蛍 光 ラ ン プ 照 射 下 （ ２ ４ Ｗ ， 昼 白 色 ， 光 源 と 反 応 液 の 距 離 約 ３ cm

） 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 反 応 液 の 一 部 （ ５ ０ μ Ｌ ） を 細 胞 培 養 培 地 （ ５ ０ μ Ｌ ）

に 加 え （ 最 終 Ａ β 濃 度 は １ ０ μ Ｍ ） 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 雰 囲 気 下 、 ３ ７ ℃ 、 ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ

ー ト し た 。 細 胞 の 観 察 お よ び 写 真 撮 影 は デ ジ タ ル カ メ ラ Ｄ Ｆ Ｃ ３ ６ ０ Ｆ Ｘ (Leica Micros

ystems GmbH)付 き 倒 立 顕 微 鏡 Ｄ Ｍ Ｉ ６ ０ ０ ０ Ｂ (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Ge

rmany)に て 行 っ た 。 Ｗ Ｓ Ｔ － ８ （ ２ － （ ２ － メ ト キ シ － ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） － ３ － （ ４

－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） － ５ － （ ２ ， ４ － ジ ス ル ホ フ ェ ニ ル ） － ２ Ｈ － テ ト ラ ゾ リ ウ ム ， モ ノ

ナ ト リ ウ ム 塩 ） を 含 む 生 細 胞 数 測 定 試 薬 (１ ０ μ Ｌ )を 加 え 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 雰 囲 気 下 、 ３ ７ ℃

で ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ４ ５ ０ nm(参 照 波 長 :６ ５ ５ nm)の 吸 光 度 を ｉ Ｍ ａ ｒ ｋ
T M

プ レ ー ト リ ー ダ ー (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA)に よ り 測 定 し た 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

実 施 例 ２

酸 化 反 応

　 Ａ β １ － ４ ２ （ 配 列 番 号 １ ） （ ２ ０ μ Ｍ ） お よ び リ ボ フ ラ ビ ン （ ４ μ Ｍ ） が 溶 解 し た リ

ン 酸 緩 衝 液 （ １ ０ mM， pH７ ． ４ ） を 、 蛍 光 ラ ン プ 照 射 下 （ ２ ４ Ｗ ， 昼 白 色 ， 光 源 と 反 応 液

の 距 離 約 ３ cm） 、 ３ ７ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し （ 図 １ ） 、 質 量 分 析 装 置 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ － Ｔ Ｏ

Ｆ 　 Ｍ Ｓ ） に て 反 応 を 追 跡 し た （ 図 ２ ） 。 反 応 ３ 時 間 後 、 原 料 の Ａ β １ － ４ ２ の 消 失 と と

も に 、 酸 素 原 子 が １ － ８ 個 付 加 し た 酸 化 Ａ β の ス ペ ク ト ル が 観 察 さ れ た 。 同 一 試 料 を ア ミ

ノ 酸 分 析 し た と こ ろ 、 チ ロ シ ン と ヒ ス チ ジ ン の 量 が 、 酸 化 し て い な い コ ン ト ロ ー ル サ ン プ

ル と 比 べ 約 半 分 に 減 少 し た （ 図 ３ ） 。 同 一 解 析 か ら 、 メ チ オ ニ ン の 若 干 の 減 少 も 観 察 さ れ

た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 チ ロ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 メ チ オ ニ ン に て 酸 化 反 応 が 進 行 し た こ と

お よ び チ ロ シ ン と ヒ ス チ ジ ン は メ チ オ ニ ン と 比 べ 酸 化 を 受 け や す い こ と が 判 明 し た 。 こ の

よ う に 、 質 量 分 析 測 定 の 結 果 よ り 、 反 応 ３ 時 間 後 、 ほ と ん ど の Ａ β １ － ４ ２ が 酸 化 さ れ て

い る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 さ ら に 詳 し く 酸 化 構 造 を 解 析 す る た め に 、 酸 化 Ａ β １ － ４ ２ の サ ン プ ル を エ ン ド ペ プ チ

ダ ー ゼ で あ る Ｌ ｙ ｓ － Ｃ （ Ｌ ｙ ｓ の Ｃ 末 端 側 を 切 断 （ 図 １ 参 照 ） 。 Hoffmann-La Roche Lt

d., Basel, Switzerlandか ら 購 入 ） で 酵 素 消 化 し （ 酵 素 は Ａ β に 対 し て ５ ０ 分 の １ の 量 、

３ ７ ℃ で 約 １ ２ 時 間 反 応 ） 、 得 ら れ た 消 化 物 を Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） お よ び 質 量

分 析 装 置 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ ） に て 分 析 し た 。 Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ 分 析 に お い て 、 Ａ β ２ ９

－ ４ ２ の １ ６ Ｄ ａ 付 加 体 が 検 出 さ れ た （ 図 ４ ） 。 先 の ア ミ ノ 酸 分 析 の 結 果 と 合 わ せ る と 、

３ ５ 位 の メ チ オ ニ ン の 側 鎖 が ス ル ホ キ シ ド に 酸 化 さ れ た も の と 考 え ら れ る 。 ま た 、 質 量 分

析 装 置 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ ） に よ り Ａ β １ ７ － ２ ８ が 検 出 さ れ 、 酸 素 原 子 付 加 体 は

観 察 さ れ な か っ た （ 図 ５ ） 。 こ れ は 、 Ａ β １ ７ － ２ ８ 領 域 に お い て は 酸 化 を 受 け て い な い
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こ と を 示 す も の で あ る 。 一 方 、 質 量 分 析 装 置 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ ） に て Ａ β １ － １

６ に 酸 素 原 子 が １ － ６ 個 付 加 し た ピ ー ク 群 が 見 ら れ た （ 図 ５ ） 。 さ ら に 、 Ａ β １ － １ ６ を

Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ － Ｑ ｑ － Ｔ Ｏ Ｆ ） 解 析 し た と こ ろ 、 Ａ β １ － １ ６ へ の １ ６ Ｄ ａ

付 加 体 が 検 出 さ れ （ 図 ６ ， 左 下 の ス ペ ク ト ル 図 ） 、 保 持 時 間 ９ ． ２ 分 （ 図 ６ 、 右 の ス ペ ク

ト ル ） の ピ ー ク は １ ０ 位 チ ロ シ ン が ＋ １ ６ Ｄ ａ の 修 飾 を 受 け て い る 分 子 種 由 来 で あ っ た （

図 ７ ） 。 こ れ は お そ ら く チ ロ シ ン が ３ ， ４ － ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン へ 酸 化 さ れ た

も の と 考 え ら れ る （ 図 ８ ） 。 ま た 、 Ｌ Ｃ ／ Ｍ Ｓ ／ Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ － Ｑ ｑ － Ｔ Ｏ Ｆ ） 解 析 か ら

、 Ａ β １ － １ ６ へ の １ ４ Ｄ ａ 付 加 体 が 検 出 さ れ （ 図 ６ 、 左 真 ん 中 の ス ペ ク ト ル ） 、 保 持 時

間 １ ０ ． ６ 分 と 保 持 時 間 １ １ ． ５ 分 （ 図 ６ 、 右 の ス ペ ク ト ル ） が 、 そ れ ぞ れ １ ３ 位 ヒ ス チ

ジ ン お よ び １ ４ 位 ヒ ス チ ジ ン の １ ４ Ｄ ａ 付 加 体 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た （ そ れ ぞ れ 図 ９ 、

図 １ ０ ） 。 こ れ は お そ ら く ヒ ス チ ジ ン が デ ヒ ド ロ － ２ － イ ミ ダ ゾ ロ ン 誘 導 体 へ 酸 化 さ れ た

も の と 考 え ら れ る （ 図 ８ ） 。 ま た 、 ２ ８ Ｄ ａ 付 加 体 、 ３ ０ Ｄ ａ 付 加 体 、 ４ ４ Ｄ ａ 付 加 体 も

検 出 さ れ 、 こ れ ら は １ ０ 位 チ ロ シ ン 、 １ ３ 位 ヒ ス チ ジ ン 、 １ ４ 位 ヒ ス チ ジ ン で の 複 合 的 な

酸 化 に 由 来 す る も の と 考 え ら れ る 。 図 ５ の 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ － Ｔ Ｏ Ｆ Ｍ Ｓ ） に お い て

酸 素 原 子 が １ ～ ６ 個 付 加 し た ピ ー ク 群 が 見 ら れ る こ と を 考 え る と 、 一 つ の チ ロ シ ン や ヒ ス

チ ジ ン に 対 し て 複 数 の 酸 素 原 子 が 付 加 し た 化 合 物 の 存 在 も 示 唆 さ れ る 。 例 え ば 、 チ ロ シ ン

に お け る ３ ， ４ ， ５ － ト リ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン や ヒ ス チ ジ ン に お け る ヒ ド ロ キ シ

－ ２ － イ ミ ダ ゾ ロ ン 誘 導 体 が 推 定 さ れ る （ 図 ８ ） 。 （ １ ） Pattison, D. I. , Rahmanto, A

. S. & Davies, M. J. Photo-oxidation of proteins. Photochem. Photobiol. Sci. 11,

38-53 (2012).２ ） Schey, K. L. & Finley, E. L. Identification of peptide oxidatio

n by tandem mass spectrometry. Acc. Chem. Res. 33, 299-306 (2000)参 照 ） 以 上 の よ

う に 、 リ ボ フ ラ ビ ン 触 媒 シ ス テ ム に よ り １ ０ 位 チ ロ シ ン 、 １ ３ 位 ヒ ス チ ジ ン 、 １ ４ 位 ヒ ス

チ ジ ン 、 ３ ５ 位 メ チ オ ニ ン に お け る 酸 化 の 進 行 が 確 認 さ れ た 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

実 施 例 ３

凝 集 性 に 関 す る 検 討

　 Ａ β １ － ４ ２ （ ２ ０ μ Ｍ ） お よ び リ ボ フ ラ ビ ン （ ４ μ Ｍ ） が 溶 解 し た リ ン 酸 緩 衝 液 （ １

０ mM， pH７ ． ４ ） を 、 蛍 光 ラ ン プ 照 射 下 （ ２ ４ Ｗ ， 昼 白 色 ， 光 源 と 反 応 液 の 距 離 約 ３ cm）

、 ３ ７ ℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た サ ン プ ル （ 「 Ａ β 酸 化 体 」 ） と 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 光

非 照 射 下 で 反 応 し た サ ン プ ル （ 「 ネ イ テ ィ ブ Ａ β 」 ） を 使 用 し 、 そ れ ぞ れ の 凝 集 性 を チ オ

フ ラ ビ ン Ｔ ア ッ セ イ （ チ オ フ ラ ビ ン Ｔ の 蛍 光 強 度 は β シ ー ト 構 造 に 富 ん だ 凝 集 体 の 量 と 相

関 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ） に よ り 評 価 し た （ 図 １ １ ） 。 イ ン キ ュ ベ ー ト ３ 時 間 お よ び

６ 時 間 に お い て 、 Ａ β 酸 化 体 の チ オ フ ラ ビ ン Ｔ 蛍 光 強 度 は ネ イ テ ィ ブ Ａ β と 比 べ 顕 著 に 低

く 、 こ の 結 果 は 、 Ａ β 酸 化 体 の 低 い 凝 集 性 を 示 唆 す る も の で あ る 。 ま た 、 原 子 間 力 顕 微 鏡

解 析 よ り 、 ネ イ テ ィ ブ Ａ β で は 明 ら か な 繊 維 を 形 成 す る 一 方 、 酸 化 型 Ａ β で は 繊 維 形 成 が

ほ と ん ど 観 察 さ れ な か っ た （ 図 １ ２ ） 。 さ ら に 、 円 二 色 性 分 光 分 析 法 に よ り 、 ネ イ テ ィ ブ

Ａ β で は ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 か ら β シ ー ト 構 造 へ の 転 移 が 見 ら れ る 一 方 、 酸 化 型 Ａ β で は

ラ ン ダ ム コ イ ル 構 造 を 維 持 す る こ と が 分 か っ た （ 図 １ ３ ） 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

実 施 例 ４

細 胞 毒 性 に 関 す る 検 討

　 ラ ッ ト 副 腎 髄 質 由 来 褐 色 細 胞 腫 で あ る Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 （ 神 経 モ デ ル 細 胞 ） を 用 い て 、 ネ イ

テ ィ ブ Ａ β と Ａ β 酸 化 体 の 細 胞 毒 性 を 比 較 し た （ 図 １ ４ ） 。 ネ イ テ ィ ブ Ａ β （ １ ０ μ Ｍ ）

存 在 下 で は ９ ０ ％ 以 上 の 細 胞 が 死 滅 す る の に 対 し 、 Ａ β 酸 化 体 （ １ ０ μ Ｍ ） 存 在 下 で は ５

０ ％ 以 上 の 細 胞 生 存 率 が 維 持 さ れ た 。 ま た 、 ネ イ テ ィ ブ Ａ β 存 在 下 で の み ア ポ ト ー シ ス 様

の 細 胞 死 が 観 察 さ れ た 。 こ の 結 果 は 酸 化 修 飾 に よ り 細 胞 毒 性 が 著 し く 低 下 す る こ と を 示 す

も の で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

実 施 例 ５

ネ イ テ ィ ブ Ａ β の 凝 集 性 お よ び 細 胞 毒 性 の 阻 害
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　 原 子 間 力 顕 微 鏡 解 析 よ り 、 Ａ β 酸 化 体 （ ２ ０ μ Ｍ ） の 共 存 下 ネ イ テ ィ ブ Ａ β （ ２ ０ μ Ｍ

） を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 場 合 （ ３ ７ ℃ ， ６ 時 間 ） 、 ネ イ テ ィ ブ Ａ β （ ２ ０ μ Ｍ ） 単 独 に 比

べ 、 ア ミ ロ イ ド 繊 維 量 が 顕 著 に 減 少 し た （ 図 １ ５ ） 。 こ の 結 果 は Ａ β 酸 化 体 が ネ イ テ ィ ブ

Ａ β の 凝 集 を 阻 害 し た こ と を 示 す も の で あ る 。 ま た 、 ネ イ テ ィ ブ Ａ β （ １ ０ μ Ｍ ） 存 在 下

で は Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 の 生 存 率 が ２ ０ ％ 程 度 で あ っ た の に 対 し 、 Ａ β 酸 化 体 （ １ ０ μ Ｍ ） を ネ

イ テ ィ ブ Ａ β （ １ ０ μ Ｍ ） に 共 存 さ せ た 場 合 、 細 胞 生 存 率 が ６ ０ ％ 以 上 で あ っ た （ 図 １ ６

） 。 こ の 結 果 は 、 Ａ β 酸 化 体 が ネ イ テ ィ ブ Ａ β の 細 胞 毒 性 を 抑 え る こ と を 示 す も の で あ る

。

【 ０ ０ ３ ８ 】

実 施 例 ６

　 ラ ッ ト 副 腎 髄 質 由 来 褐 色 細 胞 腫 で あ る Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 （ 理 化 学 研 究 所 か ら 購 入 ） を 使 用 し

た 。 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を シ ー ド し た プ レ ー ト ウ ェ ル 内 に お い て 、 ２ ０ μ Ｍ の Ａ β お よ び 触 媒 （

４ μ Ｍ の １ ま た は ２ ０ μ Ｍ の ２ ） を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ， ５ ０ μ Ｌ ）

に 対 し て ５ ０ ０ ｎ ｍ の Ｌ Ｅ Ｄ （ light emitting diode） を １ ５ 分 、 ３ ７ ℃ の 条 件 で 照 射 し

た 。 反 応 後 、 ０ ． １ ％ の 馬 血 清 を 含 む 培 地 入 り の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 を ５ ０ μ Ｌ 加 え （ 最 終

Ａ β 濃 度 ： １ ０ μ Ｍ ） 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 雰 囲 気 下 ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｗ Ｓ

Ｔ － ８ （ ２ － （ ２ － メ ト キ シ － ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） － ３ － （ ４ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） － ５

－ （ ２ ， ４ － ジ ス ル ホ フ ェ ニ ル ） － ２ Ｈ － テ ト ラ ゾ リ ウ ム ， モ ノ ナ ト リ ウ ム 塩 ） を 含 む 生

細 胞 数 測 定 試 薬 （ １ ０ μ Ｌ ） を 加 え 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 雰 囲 気 下 、 ３ ７ ℃ で ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー

ト し た 後 、 ４ ５ ０ nm（ 参 照 波 長 ： ６ ５ ５ nm） の 吸 光 度 を ｉ Ｍ ａ ｒ ｋ
T M

プ レ ー ト リ ー ダ ー （

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA） に よ り 測 定 し た 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 結 果 を 図 １ ７ に 示 す 。 Ａ β 選 択 的 な 酸 素 化 を 達 成 す る た め に 、 Ａ β に 対 し て 高 い 親 和 性

を 持 つ ペ プ チ ド 、 Ｄ － ［ Ｌ ｙ ｓ － Ｌ ｅ ｕ － Ｖ ａ ｌ － Ｐ ｈ ｅ （ ４ － ｐ ｈ ｅ ｎ ｙ ｌ ） － Ｐ ｈ ｅ

］ （ 配 列 番 号 ３ ） を 同 定 し 、 こ れ を Ａ β に 親 和 性 を 有 す る タ グ と し て フ ラ ビ ン に 結 合 し た

（ 図 １ ７ 中 Catalyst 2） 。 Catalyst 2ま た は リ ボ フ ラ ビ ン そ の も の （ 図 １ ７ 中 Catalyst 1

） を 、 Ａ β を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 に 添 加 し 、 細 胞 存 在 下 光 照 射 を 行 っ た 。 ５ ０ ０ ｎ ｍ の Ｌ Ｅ

Ｄ を 光 源 と し て 使 用 し 、 １ ５ 分 間 、 ３ ７ ℃ に て 光 照 射 し た 。 こ こ で 、 Catalyst 2は リ ボ フ

ラ ビ ン そ の も の と 比 べ て 酸 化 活 性 が 低 か っ た た め リ ボ フ ラ ビ ン の ５ 倍 量 使 用 し て お り 、 本

条 件 に お い て 、 Catalyst 1， 2は Ａ β を 同 程 度 （ 約 ６ ０ ％ 程 度 ） 酸 化 す る こ と を 確 認 し た

。 本 酸 化 反 応 後 さ ら に 細 胞 を 二 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 の 細 胞 生 存 率 を 調 べ た （ 図 １ ７

の 棒 グ ラ フ ） 。 リ ボ フ ラ ビ ン を 光 照 射 条 件 下 で 使 用 し た 際 （ ｆ と ｈ の 比 較 ） 、 Ａ β の 有 無

に 関 わ ら ず ほ と ん ど の 細 胞 が 死 滅 し た 。 こ れ は 非 特 異 的 な 酸 化 が 起 こ っ た た め に 細 胞 が 傷

害 さ れ た 結 果 と 考 え ら れ る 。 一 方 、 ｊ の 条 件 に お い て 、 Ａ β 非 存 在 下 で Catalyst 2を 用 い

た 際 、 光 照 射 後 、 ５ ０ ％ 以 上 の 細 胞 が 生 存 し た 。 こ れ は 、 Catalyst 2自 身 の 酸 化 活 性 が 相

対 的 に 低 い た め に 、 生 体 分 子 へ の ラ ン ダ ム な 酸 化 反 応 が 妨 げ ら れ た 可 能 性 が 考 え ら れ る 。

一 方 、 Ａ β 存 在 下 で は （ ｋ と ｌ の 比 較 ） 、 光 照 射 し た 場 合 、 光 が な い 時 と 比 べ 細 胞 生 存 率

が 有 意 に 上 昇 し た 。 こ れ は 、 Ａ β が 酸 素 化 反 応 を 受 け て 無 毒 化 し た た め に 、 細 胞 死 が 回 避

さ れ た た め と 考 え ら れ る 。 以 上 の よ う に 、 Catalyst 2を 用 い る こ と に よ っ て 、 細 胞 存 在 下

、 Ａ β 選 択 的 な 酸 素 化 反 応 に よ り 、 Ａ β の 毒 性 を 低 減 す る こ と が で き た 。
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