
(57)【要約】　　　（修正有）
　
【課題】ヒトを含む哺乳動物における血管新生及び／又は心臓血管形成を刺激又は阻害す
るための組成物及び方法の提供。
【解決手段】上記用途の一又は複数について同定されたポリペプチド又はそれに対するア
ンタゴニストに基づく製薬組成物。この組成物により診断、予防又は治療される疾患は、
創傷等の外傷、種々の癌、及びアテローム性硬化症及び心臓肥大を含む血管疾患を含む。
さらに、新規なポリペプチド及びポリペプチドをコードする核酸分子を提供する。これら
の核酸配列を含むベクター及び宿主細胞、異種ポリペプチドに融合したキメラ分子、本発
明のポリペプチドに結合する抗体、及びポリペプチドの製造方法も提供する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又
は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 し て 含 ん で な る
組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 前 記 そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 を 含 む 請
求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
ア ゴ ニ ス ト が 、 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列
番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列
番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列
番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配
列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ：
１ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ，
配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号
： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７
， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番
号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ，
配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ，
配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ，
配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７
， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番
号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５
５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列
番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １
９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配
列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
心 臓 血 管 、 内 皮 、 血 管 形 成 又 は ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク (angiostatic)薬 を さ ら に 含 む 請 求 項
１ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
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号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又
は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 す る こ と を 含 ん
で な る 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
（ １ ） （ ａ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番
号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番
号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番
号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列
番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １
３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配
列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ：
１ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ，
配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号
： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ て い る
ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １
， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６
， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０
， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０
７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列
番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １
５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配
列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ：
１ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ，
配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ
れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は （ ｃ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番
号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番
号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番
号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番
号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７
， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番
号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７
０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２
０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又
は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 し て 含 む 組
成 物 ；
　 （ ２ ） 前 記 組 成 物 を 収 容 す る 容 器 ； 及 び
　 （ ３ ） 前 記 組 成 物 の 心 臓 血 管 、 内 皮 、 及 び 血 管 形 成 疾 患 の 治 療 に お け る 使 用 を 表 示 す る
、 前 記 容 器 に 貼 付 さ れ た ラ ベ ル 、 又 は 前 記 容 器 に 収 納 さ れ た 包 装 挿 入 物
を 含 ん で な る 製 造 物 品 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 ア ゴ ニ ス ト が 、 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ，
配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ，
配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ，
配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７
， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番
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号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５
５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列
番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １
９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配
列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 製 造 物 品 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 、 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２
１ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４
６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７
０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １
０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配
列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ：
１ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ，
配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号
： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４
， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 製 造 物 品 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 組 成 物 が 、 前 記 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 さ れ た 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア
ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 を 含 む 請 求 項 ７ に 記 載 の 製 造 物 品 。
【 請 求 項 １ １ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア
ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に お い て ：
　 （ ａ ） 細 胞 及 び ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 試 験 化 合 物 を 、 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ，
配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ，
配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ，
配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ，
配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ：
１ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ，
配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号
： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３
， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番
号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２
２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 通 常 誘 発 さ れ る 細 胞 性 反 応 の
誘 発 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ ； そ し て
　 （ ｂ ） 前 記 細 胞 性 反 応 の 誘 発 を 測 定 し て 、 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ゴ ニ ス ト で あ る か 否 か
を 決 定 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 細 胞 性 反 応 の 誘 発 が 前 記 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ゴ ニ ス
ト で あ る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６
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， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １
， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７
， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １
１ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配
列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ：
１ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ，
配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号
： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８
， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
に よ っ て 通 常 誘 発 さ れ る 細 胞 性 反 応 が 、 細 胞 増 殖 の 刺 激 で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活
性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 に お い て 、 試 験 化 合 物 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 、 試 験 化 合 物
と ポ リ ペ プ チ ド と が 相 互 作 用 す る の に 十 分 な 条 件 及 び 時 間 で 接 触 さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 が 阻 害 さ れ る か 否 か を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活
性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 に お い て ：
　 （ ａ ） 細 胞 と ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 試 験 化 合 物 と を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 通 常 誘 発 さ れ る 細 胞 性 反 応 の 誘 発 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ ； そ
し て
　 （ ｂ ） 前 記 細 胞 性 反 応 の 誘 発 を 測 定 し て 、 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る か
否 か を 決 定 す る 工 程 を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 通 常 誘 発 さ れ る 細 胞 性 反 応 が 、 細 胞 増 殖 の 刺 激 で あ る 請 求 項 １
４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
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号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 、
通 常 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に お け る 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 に お い て
、 当 該 方 法 が 、 当 該 細 胞 と 試 験 化 合 物 と を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に 適 し た 条
件 下 で 接 触 さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 阻 害 さ れ る か 否 か を 測 定 す る こ と を 含 ん で な
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア
ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア
ン タ ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 、
前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 化 合 物 が 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
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列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 結
合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
抗 体 断 片 で あ る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
一 本 鎖 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド -コ
ー ド 化 核 酸 配 列 の 突 然 変 異 に 関 連 す る 疾 患 又 は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 を 診 断 す る 方 法 に お い
て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド -コ ー ド 化 核 酸 配 列 に お け る 前 記 突 然 変 異 の 有 無 を 測 定 す る こ と を
含 ん で な り 、 前 記 突 然 変 異 の 有 無 が 前 記 疾 患 又 は 前 記 疾 患 に 対 す る 感 受 性 の 存 在 を 示 す 方
法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 を 診 断 す る 方 法 に お い て 、 （ ａ ） 前 記
哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 、 及 び （ ｂ ） 同 じ 細 胞 型 の 公 知 の 正 常 組 織 細 胞 の 対
照 試 料 に お け る 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列
番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列
番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列
番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配
列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ：
１ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ，
配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号
： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７
， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番
号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 分 析 す る こ と を 含 ん で な り 、 対 照 試 料 に 比
較 し た 場 合 の 試 験 試 料 中 の 発 現 レ ベ ル の 高 低 が 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又
は 血 管 形 成 疾 患 の 存 在 を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 を 診 断 す る 方 法 に お い て 、 前 記 哺 乳 動
物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 に お け る 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６
， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １
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， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７
， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８
， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５
３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列
番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １
９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配
列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番
号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 有 無 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 試 験 試 料 に
お け る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 有 無 が 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患
の 存 在 を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 を 診 断 す る 方 法 に お い て 、 （ ａ ） 前 記
哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 を 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６
， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １
， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７
， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８
， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５
３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列
番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １
９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配
列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番
号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 接 触 さ せ 、 そ し て （ ｂ ） 試 験 試 料 中 で
の 前 記 抗 体 と 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番
号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番
号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番
号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列
番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １
３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配
列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ：
１ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ，
配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号
： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド と の 複 合 体 形 成 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 複 合 体 の 形 成 が 前 記 哺 乳 動 物
に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 存 在 を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
試 料 中 の 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ：
２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ：
５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ：
７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号
： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７
， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番
号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８
３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列
番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２
１ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド の 存 在 を 測 定 す る 方 法 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る と 推 測 さ れ る 試 料 を 配
列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列
番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列
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番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列
番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ，
配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号
： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０
， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番
号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９
９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列
番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す
る 抗 体 と 接 触 さ せ 、 前 記 抗 体 の 前 記 試 料 の 成 分 へ の 結 合 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法
。
【 請 求 項 ３ ０ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対
す る 抗 体 と 担 体 と を 適 切 な 包 装 内 に 具 備 し て な る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 診 断
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 を 治 療 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ：
９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３
１ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５
６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８
５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号
： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３
， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番
号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９
１ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列
番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２
２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の ア ゴ
ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 方
法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
ヒ ト が 心 筋 梗 塞 に 罹 患 し て い る 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
ヒ ト が 心 臓 肥 大 、 外 傷 、 癌 、 又 は 加 齢 性 黄 斑 変 性 を 有 す る 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
心 臓 肥 大 が Ｐ Ｇ Ｆ ２ α の レ ベ ル 上 昇 の 存 在 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
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列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 心
臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 薬 と と も に 投 与 さ れ る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 一
次 血 管 形 成 術 に 続 い て 投 与 さ れ る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 が 癌 で あ る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 、
化 学 治 療 薬 、 成 長 阻 害 薬 又 は 細 胞 毒 性 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 ア ゴ ニ ス ト が 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配
列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配
列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配
列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ，
配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号
： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５
， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番
号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９
７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列
番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １
， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６
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， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０
， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０
７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列
番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １
５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配
列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ：
１ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ，
配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 を 治 療 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ：
９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３
１ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５
６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８
５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号
： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３
， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番
号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９
１ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列
番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２
２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の ア ゴ
ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で
な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 ア ゴ ニ ス ト が 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配
列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配
列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配
列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ，
配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号
： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５
， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番
号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９
７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列
番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト が 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １
， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６
， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０
， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０
７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列
番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １
５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配
列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ：
１ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ，
配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 で あ る 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
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核 酸 分 子 が エ キ ソ ビ ボ 遺 伝 子 治 療 を 介 し て 投 与 さ れ る 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
（ １ ） プ ロ モ ー タ 、 （ ２ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ：
２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ：
４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ：
７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ：
１ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ，
配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号
： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １
， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番
号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １
４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に
示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を コ ー ド す る 核 酸 、 及 び （
３ ） 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 性 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 か ら 実 質 的 に な る レ ト ロ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー を 含 み 、 当 該 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が レ ト ロ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 を 伴 う
組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 （ １ ） プ ロ モ ー タ 、 （ ２ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列
番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列
番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列
番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列
番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７
， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６
２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列
番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２
０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト を コ ー ド す る 核 酸 、 及 び （ ３ ） 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 分 泌 の た め の シ グ
ナ ル 配 列 か ら 実 質 的 に な る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 核 酸 構 造 を 含 む エ キ ソ ビ ボ 産 生 細 胞 で
あ っ て 、 前 記 産 生 細 胞 が 構 造 タ ン パ ク 質 を 伴 う レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 包 含 し て 組 換 え
レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る 産 生 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 成 長 を 阻 害 す る 方 法 に お い て 、 （ ａ ） 配 列 番 号 ： ９ 、 配 列 番 号
： １ ４ 、 配 列 番 号 ： ２ １ 、 配 列 番 号 ： ２ ６ 、 配 列 番 号 ： ４ １ 、 配 列 番 号 ： ４ ６ 、 配 列 番 号
： ６ ２ 、 配 列 番 号 ： ７ ０ 、 配 列 番 号 ： ８ ５ 、 配 列 番 号 ： ９ ０ 、 配 列 番 号 ： ９ ８ 、 配 列 番 号
： １ ０ ７ 、 配 列 番 号 ： １ １ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ３
、 配 列 番 号 ： １ ５ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ６ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ６ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ８ １ 、 配 列 番
号 ： １ ８ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ５ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ７ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ １ 、 配 列 番 号 ： ２ ０
５ 、 配 列 番 号 ： ２ １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト
を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 成 長 が 阻 害 さ れ る
方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 成 長 を 刺 激 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： ３
６ 、 配 列 番 号 ： ６ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ８ 、 配 列 番 号 ： １ ７ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ９ １ 、 配 列 番
号 ： １ ９ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ９ 、 配 列 番 号 ： ２ １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ に 示 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け
る 内 皮 細 胞 成 長 が 刺 激 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 成 長 を 阻 害 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： ３
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６ 、 配 列 番 号 ： ６ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ８ 、 配 列 番 号 ： １ ７ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ９ １ 、 配 列 番
号 ： １ ９ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ９ 、 配 列 番 号 ： ２ １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ に 示 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る
内 皮 細 胞 成 長 が 阻 害 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 成 長 を 刺 激 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ： ９ 、 配 列 番 号 ： １ ４
、 配 列 番 号 ： ２ １ 、 配 列 番 号 ： ２ ６ 、 配 列 番 号 ： ４ １ 、 配 列 番 号 ： ４ ６ 、 配 列 番 号 ： ６ ２
、 配 列 番 号 ： ７ ０ 、 配 列 番 号 ： ８ ５ 、 配 列 番 号 ： ９ ０ 、 配 列 番 号 ： ９ ８ 、 配 列 番 号 ： １ ０
７ 、 配 列 番 号 ： １ １ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ３ 、 配 列
番 号 ： １ ５ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ６ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ６ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ８ １ 、 配 列 番 号 ： １
８ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ５ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ７ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ １ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ 、 配
列 番 号 ： ２ １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 当 該 哺
乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 内 皮 細 胞 成 長 が 刺 激 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 肥 大 を 抑 制 す る 方 法 に お い て 、 当 該 哺 乳 動 物 に 配 列 番 号 ： ７ ７ 又 は
配 列 番 号 ： １ １ ２ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 哺
乳 動 物 に お け る 心 臓 肥 大 が 抑 制 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
心 臓 肥 大 が 心 筋 梗 塞 に よ っ て 誘 発 さ れ た も の で あ る 請 求 項 ５ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
哺 乳 動 物 に お い て 心 臓 肥 大 を 誘 発 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： １ ６ 、
配 列 番 号 ： ３ １ 、 配 列 番 号 ： ５ １ 、 配 列 番 号 ： ５ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ７ 、
配 列 番 号 ： １ ５ ５ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ５ 又 は 配 列 番 号 ： ２ １ ４ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は
そ の ア ゴ ニ ス ト を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 前 記 心 臓 肥
大 が 誘 発 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
哺 乳 動 物 に お い て 心 臓 肥 大 を 抑 制 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： １ ６ 、
配 列 番 号 ： ３ １ 、 配 列 番 号 ： ５ １ 、 配 列 番 号 ： ５ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ７ 、
配 列 番 号 ： １ ５ ５ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ５ 又 は 配 列 番 号 ： ２ １ ４ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア
ン タ ゴ ニ ス ト を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 肥 大 が 抑
制 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
哺 乳 動 物 に お い て 心 臓 肥 大 を 誘 発 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ： ７ ７ 又 は 配 列 番 号 ： １ １
２ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 哺 乳 動 物 に
お け る 心 臓 肥 大 が 誘 発 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
哺 乳 動 物 に お い て 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： ３ ６ 、 配 列 番 号 ： ６ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ８
、 配 列 番 号 ： １ ７ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ９ １ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ９ 、 配 列 番
号 ： ２ １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 誘 発 さ れ る 血 管 形 成 を
阻 害 す る 方 法 に お い て 、 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： ３ ６ 、 配 列 番 号 ： ６ ７ 、 配 列 番 号 ：
１ ４ ８ 、 配 列 番 号 ： １ ７ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ９ １ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ９ 、
配 列 番 号 ： ２ １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 当 該 哺 乳
動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 血 管 形 成 が 阻 害 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
哺 乳 動 物 に お い て 配 列 番 号 ： １ ４ 、 配 列 番 号 ： ３ ６ 、 配 列 番 号 ： ６ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ８
、 配 列 番 号 ： １ ７ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ９ １ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ９ 、 配 列 番
号 ： ２ １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 誘 発 さ れ る 血 管 形 成 を
刺 激 す る 方 法 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 的 有 効 量 を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と
を 含 み 、 そ れ に よ り 前 記 血 管 形 成 が 刺 激 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
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以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２
６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５
１ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７
７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ：
１ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ，
配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号
： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３
， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １
８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 、 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 。
【 請 求 項 ６ １ 】
以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ８ 、 配 列 番 号 ： １ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ５ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ 、 配 列 番 号 ： ２
５ 、 配 列 番 号 ： ３ ０ 、 配 列 番 号 ： ３ ５ 、 配 列 番 号 ： ４ ０ 、 配 列 番 号 ： ４ ５ 、 配 列 番 号 ： ５
０ 、 配 列 番 号 ： ５ ５ 、 配 列 番 号 ： ６ １ 、 配 列 番 号 ： ６ ６ 、 配 列 番 号 ： ７ １ 、 配 列 番 号 ： ７
６ 、 配 列 番 号 ： ８ ４ 、 配 列 番 号 ： ８ ９ 、 配 列 番 号 ： ９ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ０ ６ 、 配 列 番 号 ：
１ １ １ 、 配 列 番 号 ： １ １ ６ 、 配 列 番 号 ： １ ２ ６ 、 配 列 番 号 ： １ ３ １ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ６ 、
配 列 番 号 ： １ ４ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ５ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ５ ４ 、 配 列 番 号
： １ ５ ９ 、 配 列 番 号 ： １ ６ １ 、 配 列 番 号 ： １ ６ ９ 、 配 列 番 号 ： １ ８ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ８ ２
、 配 列 番 号 ： １ ９ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ４ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ６ 、 配 列 番
号 ： １ ９ ８ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ０ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ４ 、 配 列 番 号 ： ２ １ ３ 、 配 列 番 号 ： ２ １
７ 、 配 列 番 号 ： ２ １ ９ 、 配 列 番 号 ： ２ ２ １ 、 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る 核 酸 、 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ８ 、 配 列 番 号 ： １ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ５ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ 、 配 列 番 号 ： ２
５ 、 配 列 番 号 ： ３ ０ 、 配 列 番 号 ： ３ ５ 、 配 列 番 号 ： ４ ０ 、 配 列 番 号 ： ４ ５ 、 配 列 番 号 ： ５
０ 、 配 列 番 号 ： ５ ５ 、 配 列 番 号 ： ６ １ 、 配 列 番 号 ： ６ ６ 、 配 列 番 号 ： ７ １ 、 配 列 番 号 ： ７
６ 、 配 列 番 号 ： ８ ４ 、 配 列 番 号 ： ８ ９ 、 配 列 番 号 ： ９ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ０ ６ 、 配 列 番 号 ：
１ １ １ 、 配 列 番 号 ： １ １ ６ 、 配 列 番 号 ： １ ２ ６ 、 配 列 番 号 ： １ ３ １ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ６ 、
配 列 番 号 ： １ ４ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ５ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ５ ４ 、 配 列 番 号
： １ ５ ９ 、 配 列 番 号 ： １ ６ １ 、 配 列 番 号 ： １ ６ ９ 、 配 列 番 号 ： １ ８ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ８ ２
、 配 列 番 号 ： １ ９ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ４ 、 配 列 番 号 ： １ ９ ６ 、 配 列 番
号 ： １ ９ ８ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ０ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ４ 、 配 列 番 号 ： ２ １ ３ 、 配 列 番 号 ： ２ １
７ 、 配 列 番 号 ： ２ １ ９ 、 配 列 番 号 ： ２ ２ １ 、 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 有 す る 核 酸 、 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 ２ ０ ９ ２ ８ ２ 、 ２ ０ ９ ７ ７ ６ 、 ２ ０ ９ ２ ９ ６ 、 ２ ０ ９ ３ ７ ５ 、 ２
０ ９ ２ ７ ９ 、 ２ ０ ９ ７ ７ ２ 、 ２ ０ ９ ２ ５ ４ 、 ２ ０ ９ ３ ８ ５ 、 ２ ０ ９ ２ ５ ６ 、 ２ ０ ９ ２ ６ ３
、 ２ ０ ９ ２ ５ ２ 、 ２ ０ ９ ３ ７ ４ 、 ２ ０ ９ ２ ６ ５ 、 ２ ０ ９ ３ ９ １ 、 ２ ０ ９ ３ ９ ７ 、 ２ ０ ９ ４
０ ０ 、 ２ ０ ９ ４ ３ ２ 、 ２ ０ ９ ５ ２ ８ 、 ２ ０ ９ ４ ３ ９ 、 ２ ０ ９ ４ ２ ２ 、 ２ ０ ９ ４ ３ ６ 、 ２ ０
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９ ７ ０ ４ 、 ２ ０ ９ ７ ５ ２ 、 ２ ０ ９ ６ ５ ３ 、 ２ ０ ９ ７ ０ ５ 、 ２ ０ ９ ７ ４ ９ 、 ２ ０ ９ ８ ４ ９ 、
２ ０ ９ ８ ４ ６ 、 ２ ０ ３ ０ ０ ９ 、 ２ ０ ９ ７ ７ ４ 、 ２ ０ ９ ８ ６ ９ 、 ２ ０ ９ ９ ８ ０ 、 ２ ０ ３ ３ ５
９ 、 ２ ０ ９ ９ ７ ８ 、 ２ ０ ３ ２ ５ ３ 、 ２ ０ ３ ４ ５ ７ 、 ２ ０ ３ ２ ５ ０ 、 ２ ０ ３ ２ ２ ３ 、 ２ ０ ３
２ １ ９ 、 ２ ０ ３ １ ３ ２ 、 ２ ０ ３ １ ６ ３ 、 ２ ０ ３ １ ６ ０ 、 ２ ０ ３ ３ １ ３ 、 又 は ２ ０ ９ ３ ８ １
で 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 、 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
請 求 項 ６ ０ か ら ６ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
当 該 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 作 用 可 能
に 結 合 し た 請 求 項 ６ ４ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
請 求 項 ６ ４ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
前 記 細 胞 が Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で あ る 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
前 記 細 胞 が 大 腸 菌 で あ る 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
前 記 細 胞 が 酵 母 菌 細 胞 で あ る 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
前 記 細 胞 が バ キ ュ ウ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で あ る 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ １ 】
配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ６ ， 配
列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５ １ ， 配
列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７ ７ ， 配
列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ： １ １ ２
， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ６
０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ， 配 列
番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番 号 ： １
９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ， 配
列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 に お い て 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 そ し て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 培 養 培 地 か ら 回 収 す る こ と を
含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２
６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５
１ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７
７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ：
１ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ，
配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号
： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３
， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １
８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ つ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加
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さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 ２ ０ ９ ２ ８ ２ 、 ２ ０ ９ ７ ７ ６ 、 ２ ０ ９ ２ ９ ６ 、 ２ ０ ９ ３ ７ ５ 、 ２
０ ９ ２ ７ ９ 、 ２ ０ ９ ７ ７ ２ 、 ２ ０ ９ ２ ５ ４ 、 ２ ０ ９ ３ ８ ５ 、 ２ ０ ９ ２ ５ ６ 、 ２ ０ ９ ２ ６ ３
、 ２ ０ ９ ２ ５ ２ 、 ２ ０ ９ ３ ７ ４ 、 ２ ０ ９ ２ ６ ５ 、 ２ ０ ９ ３ ９ １ 、 ２ ０ ９ ３ ９ ７ 、 ２ ０ ９ ４
０ ０ 、 ２ ０ ９ ４ ３ ２ 、 ２ ０ ９ ５ ２ ８ 、 ２ ０ ９ ４ ３ ９ 、 ２ ０ ９ ４ ２ ２ 、 ２ ０ ９ ４ ３ ６ 、 ２ ０
９ ７ ０ ４ 、 ２ ０ ９ ７ ５ ２ 、 ２ ０ ９ ６ ５ ３ 、 ２ ０ ９ ７ ０ ５ 、 ２ ０ ９ ７ ４ ９ 、 ２ ０ ９ ８ ４ ９ 、
２ ０ ９ ８ ４ ６ 、 ２ ０ ３ ０ ０ ９ 、 ２ ０ ９ ７ ７ ４ 、 ２ ０ ９ ８ ６ ９ 、 ２ ０ ９ ９ ８ ０ 、 ２ ０ ３ ３ ５
９ 、 ２ ０ ９ ９ ７ ８ 、 ２ ０ ３ ２ ５ ３ 、 ２ ０ ３ ４ ５ ７ 、 ２ ０ ３ ２ ５ ０ 、 ２ ０ ３ ２ ２ ３ 、 ２ ０ ３
２ １ ９ 、 ２ ０ ３ １ ３ ２ 、 ２ ０ ３ １ ６ ３ 、 ２ ０ ３ １ ６ ０ 、 ２ ０ ３ ３ １ ３ 、 又 は ２ ０ ９ ３ ８ １
の 下 で 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ つ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た 請 求 項 ７ ２ 又 は ７ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を
含 む キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 で あ る 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 で あ る 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の キ メ ラ 分 子
。
【 請 求 項 ７ ７ 】
請 求 項 ７ ２ 又 は ７ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 請 求 項 ７ ７ に 記 載 の 抗
体 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 、 （ ｄ ） 、 又 は （ ｅ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２
６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５
１ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７
７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ：
１ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ，
配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号
： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３
， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １
８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 、
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 で あ っ て 、 そ の コ ー ド す る ポ リ ペ
プ チ ド が シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 核 酸 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２
６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５
１ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７
７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ：
１ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ，
配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号
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： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３
， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １
８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 、
（ ｄ ） （ ｃ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 で あ っ て 、 そ の コ ー ド す る ポ リ ペ
プ チ ド が シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る 核 酸 、 及 び
（ ｅ ） （ ｃ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 で あ っ て 、 そ の コ ー ド す る ポ リ ペ
プ チ ド が シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 核 酸 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
以 下 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） （ ｄ ） 、 又 は （ ｅ ） の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ， 配 列 番 号 ： ２
６ ， 配 列 番 号 ： ３ １ ， 配 列 番 号 ： ３ ６ ， 配 列 番 号 ： ４ １ ， 配 列 番 号 ： ４ ６ ， 配 列 番 号 ： ５
１ ， 配 列 番 号 ： ５ ６ ， 配 列 番 号 ： ６ ２ ， 配 列 番 号 ： ６ ７ ， 配 列 番 号 ： ７ ０ ， 配 列 番 号 ： ７
７ ， 配 列 番 号 ： ８ ５ ， 配 列 番 号 ： ９ ０ ， 配 列 番 号 ： ９ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ， 配 列 番 号 ：
１ １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ １ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ，
配 列 番 号 ： １ ４ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ， 配 列 番 号
： １ ６ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ８ １ ， 配 列 番 号 ： １ ８ ３
， 配 列 番 号 ： １ ９ １ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ， 配 列 番
号 ： １ ９ ９ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ， 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ， 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ， 配 列 番 号 ： ２ １
８ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ， 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ， 又 は 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｂ ） （ ａ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ つ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 、
（ ｄ ） （ ｃ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ つ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
（ ｅ ） （ ｃ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ つ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加
さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を か く ポ リ ペ プ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 　 本 発 明 は 、 そ の よ う な 生 物 学 的 効 果 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に お い て 血 管 形 成 及 び ／ 又
は 心 臓 血 管 新 生 を 促 進 又 は 阻 害 す る の に 有 用 な 組 成 物 及 び 方 法 に 関 す る 。 こ れ は 、 心 臓 血
管 障 害 並 び に 発 癌 性 疾 患 の 診 断 及 び 治 療 を 含 む 。  
【 ０ ０ ０ ２ 】
(発 明 の 背 景 ) 
　 Ａ ． 　 心 臓 疾 患 と 因 子  
　 約 ５ ０ ０ 万 人 の ア メ リ カ 人 が 心 不 全 を 患 っ て お り 、 心 不 全 の 新 し い 患 者 は 毎 年 約 ４ ０ ０
０ ０ ０ に の ぼ る 。 こ れ は 、 ア メ リ カ 合 衆 国 に お け る ６ ５ 歳 以 上 の 人 々 の 、 最 も 頻 出 の 入 院
原 因 で あ る 。 急 性 心 筋 梗 塞 を 含 む 急 性 心 臓 疾 患 の 治 療 技 術 に お け る 最 近 の 進 歩 に よ り 、 慢
性 の 心 不 全 が 発 症 し た 患 者 数 が 拡 大 す る 結 果 と な っ た 。 １ ９ ７ ９ 年 か ら １ ９ ９ ５ 年 ま で 、
鬱 血 性 心 不 全 (Ｃ Ｈ Ｆ )に よ り 入 院 し た 患 者 は 、 ３ ７ ７ ,０ ０ ０ か ら ８ ７ ２ ,０ ０ ０ ま で 増 加
し (１ ３ ０ パ ー セ ン ト の 増 加 )、 Ｃ Ｈ Ｆ に よ る 死 亡 は １ １ ６ パ ー セ ン ト 増 加 し た 。  
　 Ｃ Ｈ Ｆ は 、 左 心 室 の 機 能 不 全 、 運 動 耐 性 (exercise tolerance)の 低 下 、 生 活 水 準 の 悪 化
、 顕 著 な 寿 命 の 低 下 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 症 候 群 で あ る 。 心 不 全 の 必 須 条 件 は 、 心 臓 が 体
組 織 の 代 謝 必 要 量 を 満 た す の に 十 分 な 速 度 で 血 液 を 押 し 出 す こ と が 不 可 能 で あ る こ と で あ
る (換 言 す れ ば 、 心 拍 出 量 の 不 足 で あ る )。  
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 末 梢 血 管 収 縮 、 心 拍 数 の 増 加 、 心 収 縮 性 の 増 加 、 血 漿 容 量 の 増 加 を 含 む 、 少 な く と も ４
種 の 主 要 な 補 償 メ カ ニ ズ ム が 心 不 全 の 場 合 に 活 性 化 さ れ る 。 こ れ ら の 効 果 は 、 交 感 神 経 系
と レ ニ ン -ア ン ギ オ テ ン シ ン 系 に よ り 主 に 媒 介 さ れ る 。 Eichhorn, American Journal of M
edicine, 140： 163-169(1998)を 参 照 さ れ た い 。 交 感 神 経 系 か ら の 出 力 の 増 加 は 、 血 管 緊
張 、 心 拍 数 及 び 収 縮 性 を 増 加 さ せ る 。 ア ン ギ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ は 、 １ )血 管 平 滑 筋 収 縮 を 直
接 刺 激 し 、 ２ )ア ル ド ス テ ロ ン と 抗 利 尿 ホ ル モ ン 分 泌 を 刺 激 す る こ と に よ り 血 漿 容 量 の 拡
大 を 促 進 さ せ 、 ３ )交 感 神 経 媒 介 血 管 緊 張 を 刺 激 し 、 ４ )血 管 拡 張 と ナ ト リ ウ ム 利 尿 活 性 を
有 す る ブ ラ ジ キ ニ ン の 変 性 を 触 媒 す る こ と に よ り 、 血 圧 を 上 昇 さ せ る 。 Brownと Vaughan. 
Circulation, 97： 1411-1420(1998)に よ る 概 説 を 参 照 さ れ た い 。 以 下 に 記 載 す る よ う に 、
ア ン ギ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ は 、 筋 細 胞 壊 死 (心 収 縮 機 能 を 害 す る )及 び 心 臓 内 線 維 症 (心 拡 張 と
あ る 場 合 に は 心 収 縮 機 能 を 害 す る )を 促 進 す る こ と に よ り 、 心 臓 に 直 接 有 害 な 影 響 を 持 つ
も の で あ る 。 Weber, Circulation, 96： 4065-4082(1998)を 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 鬱 血 性 心 不 全 (Ｃ Ｈ Ｆ )の 共 通 し た 特 徴 は 心 臓 肥 大 、 つ ま り 機 械 的 及 び ホ ル モ ン 刺 激 の 双
方 に よ り 活 性 化 さ れ 、 心 臓 を 心 拍 出 量 の 増 加 に 適 合 さ せ る 心 臓 の 拡 大 で あ る 。 Morganと Ba
ker. Circulation, 83： 13-25(1991)。 こ の 肥 大 応 答 は 、 多 く の 場 合 、 高 血 圧 、 大 動 脈 弁
狭 窄 症 、 心 筋 梗 塞 、 心 筋 症 、 弁 閉 鎖 不 全 、 及 び 心 臓 内 短 絡 等 の 多 様 な 別 の 病 状 を 伴 い 、 こ
れ ら は 全 て 慢 性 的 な 血 行 動 態 過 負 荷 と な る 。  
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 肥 大 は 一 般 に 、 腫 瘍 形 成 を 含 ま な い 、 自 然 の 成 長 と 関 係 の な い 器 官 又 は 構 造 の 大 き さ の
増 加 と し て 定 義 さ れ て い る 。 心 臓 肥 大 は 、 個 々 の 細 胞 (ミ オ サ イ ト )の 質 量 の 増 加 、 又 は 組
織 を 形 成 す る 細 胞 数 の 増 加 (過 形 成 )の い ず れ か 、 又 は そ の 両 方 に よ る 。  胎 児 の 心 臓 の 拡
大 度 合 い は 、 ミ オ サ イ ト 数 (誕 生 の す ぐ 後 ま で 続 く )の 増 加 に 依 存 し 、 出 生 後 の 心 臓 の ミ オ
サ イ ト は そ の 増 殖 能 を 失 う 。 さ ら な る 成 長 は 個 々 の 細 胞 の 肥 大 を 通 し て 生 じ る 。  
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 成 体 ミ オ サ イ ト 肥 大 は 、 個 々 の 筋 繊 維 へ の 負 荷 の 減 少 を 可 能 に す る こ と に よ り 、 障 害 性
心 機 能 に 対 し て は 短 時 間 の 応 答 と し て 最 初 は 有 益 で あ る 。 し か し 、 過 酷 で 長 時 間 の 過 負 荷
を 受 け る と 、 肥 大 細 胞 は 劣 化 し 始 め 、 死 亡 す る 。 Katz, "Heart Failure"： Katz A.M.編 , 
Physiology of the Heart(New York： Raven Press. 1992)pp.638-668。 心 臓 肥 大 は 、 心 不
全 の 臨 床 過 程 に お い て 死 亡 率 と 罹 患 率 の 両 方 に 対 し て か な り の 危 険 因 子 で あ る 。 Katz, Tr
ends Cardiovasc. Med., 5： 37-44(1995)。 心 臓 肥 大 の 原 因 と 病 状 の さ ら な る 詳 細 に つ い
て は 、 例 え ば Heart Disease, A Textbook of Cardiovascular Medicine, Braunwald, E.
編 (W.B. Saunders Co., 1988), 14章 , "Pathophysiology of Heart Failure"を 参 照 さ れ
た い 。  
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 細 胞 レ ベ ル で は 、 心 臓 は ミ オ サ イ ト と 包 括 的 に 非 ミ オ サ イ ト を 呼 ば れ る 周 囲 の 支 持 細 胞
か ら な る 。 非 ミ オ サ イ ト は 主 と し て 線 維 芽 細 胞 ／ 間 葉 細 胞 で あ る が 、 そ れ ら は 内 皮 及 び 平
滑 筋 細 胞 も 含 む 。 実 際 、 ミ オ サ イ ト は 成 人 心 筋 質 量 の 大 部 分 を 形 成 す る が 、 そ れ ら は 心 臓
に 存 在 す る 全 細 胞 数 の 約 ３ ０ ％ を 占 め る に す ぎ な い 。 ホ ル モ ン 的 、 生 理 学 的 、 血 行 力 学 的
及 び 病 理 学 的 刺 激 に 反 応 し て 、 成 体 心 室 筋 細 胞 は 肥 大 化 プ ロ セ ス の 活 性 化 を 通 し て 仕 事 量
の 増 加 に 適 合 す る こ と が で き る 。 こ の 反 応 は 、 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド (Ａ Ｎ Ｐ )に
対 す る 遺 伝 子 を 含 む 胎 性 遺 伝 子 の 活 性 化 と 細 胞 分 割 が 付 随 す る こ と の な い 、 個 々 の 心 筋 細
胞 の 収 縮 性 タ ン パ ク 質 の 含 有 量 と ミ オ サ イ ト の 細 胞 サ イ ズ の 増 加 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
Chien等 , FASEB J., 5： 3037-3046(1991)： Chien等 , Annu. Rev. Physiol., 55： 75-95(1
993)。 心 筋 内 冠 動 脈 の 周 り と 細 胞 外 マ ト リ ク ス 内 の 間 質 性 コ ラ ー ゲ ン の 蓄 積 に 関 連 し た ミ
オ サ イ ト サ イ ズ の 増 大 の 結 果 と し て の 心 筋 質 量 の 増 大 が 、 ヒ ト に お け る 圧 負 荷 の 次 の 左 心
室 肥 大 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 Caspari等 , Cardiovasc. Res., 11： 554-558(1977)； Sc
hwarz等 , Am. J. Cardiol., 42： 895-903(1978)： Hess等 , Circulation, 63： 360-371(19
81)； Pearlman等 , Lab. Invest., 46： 158-164(1982)。  
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 非 ミ オ サ イ ト 支 持 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る パ ラ 分 泌 因 子 が 、 心 臓 肥 大 の 発 生 に ま た 関 与 し
て い る こ と も 示 唆 さ れ て お り 、 白 血 球 阻 害 因 子 (Ｌ Ｉ Ｆ )及 び エ ン ド セ リ ン 等 の 様 々 な 非 ミ
オ サ イ ト 由 来 肥 大 因 子 が 同 定 さ れ て い る 。 Metcalf, Growth Factors, 7： 169-173(1992)
； Kurzrock等 , Endocrine Reviews, 12： 208-217(1991)； Inoue等 , Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 86： 2863-2867(1989)； Yanagisawa及 び Masaki, Trends Pharm. Sci., 10： 374-
378(1989)； 米 国 特 許 第 5,573,762号 (1996年 11月 12日 発 行 )。 心 臓 肥 大 の 潜 在 性 な 媒 介 物 と
し て 同 定 さ れ て い る さ ら な る 例 示 的 因 子 に は 、 カ ル ジ オ ト ロ フ ィ ン (cardiotrophin)-１ (
Ｃ Ｔ -１ )(Pennica等 , Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 92： 1142-1146(1995))、 カ テ コ ー ル
ア ミ ン 類 、 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 類 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 及 び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 が 含 ま れ
る 。  
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 現 在 、 心 臓 肥 大 の 治 療 法 は 、 そ の 根 本 に あ る 心 臓 疾 患 に 応 じ て 異 な る 。 肥 大 の 潜 在 性 な
媒 介 物 と し て 同 定 さ れ て い る 因 子 と し て は 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 類 、 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 類
、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 、 Ｌ Ｉ Ｆ 、 エ ン ド セ リ ン [エ ン ド セ リ ン -１ 、
-２ 及 び -３ 、 及 び 大 エ ン ド セ リ ン (big endothelin)を 含 む ]及 び Ｃ Ｔ -１ が 挙 げ ら れ る 。 例
え ば 、 β -ア ド レ ナ リ ン 様 レ セ プ タ ー ブ ロ ッ ク 剤 (β -ブ ロ ッ カ ー 、 例 え ば プ ロ プ ラ ノ ロ ー
ル 、 チ モ ロ ー ル 、 タ ー タ ロ ロ ー ル (tertalolol)、 カ ル テ オ ロ ー ル 、 ナ ド ロ ー ル 、 ベ タ キ ソ
ロ ー ル 、 ペ ン ブ ト ロ ー ル 、 ア セ ト ブ ト ロ ー ル (acetobutolol)、 ア テ ノ ロ ー ル 、 メ ト プ ロ ロ
ー ル 、 カ ル ベ ジ ル ロ ー ル 等 )及 び ベ ラ パ ミ ル が 、 肥 大 心 筋 症 の 治 療 に 広 く 使 用 さ れ て い る
。 徴 候 (胸 の 痛 み )及 び 運 動 耐 性 に 対 す る β -ブ ロ ッ カ ー の 有 益 な 効 果 は 、 主 と し て 、 結 果
と し て 心 拡 張 の 延 長 と 受 動 的 心 室 充 満 の 増 加 が 伴 う 心 拍 数 の 低 下 に よ る 。 Thompson等 , Br
. Heart J., 44： 488-98(1980)； Harrison等 , Circulation, 29： 84-98(1964)。 ベ ラ パ ミ
ル は 心 室 充 満 を 改 善 し 、 お そ ら く 心 筋 虚 血 を 低 減 さ せ る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 Bonow等 ,
 Circulation, 72： 853-64(1985)。  
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ニ フ ェ ジ ピ ン と ジ ル チ ア ゼ ム も ま た 、 時 折 、 肥 大 心 筋 症 の 治 療 に 使 用 さ れ る 。 Lorell等
, Circulation, 65： 499-507(1982)； Betocchi等 , Am. J. Cardiol.,78： 451-457(1996)
。 し か し な が ら 、 そ の 強 力 な 血 管 拡 張 性 の た め に 、 ニ フ ェ ジ ピ ン は 、 特 に 流 出 閉 塞 症 の 患
者 に と っ て は 有 害 に な る お そ れ も あ る 。 ジ ソ ピ ラ ミ ド が 負 の 筋 収 縮 性 に よ る 徴 候 を 緩 和 す
る の に 使 用 さ れ て い る 。 Pollick, N. Engl. J. Med., 307： 997-999(1982)。 し か し 、 多
く の 患 者 に お い て 、 当 初 の 恩 恵 は 時 間 と 共 に 低 減 す る 。 Wigle等 , Circulation, 92： 1680
-1692(1995)。 抗 高 血 圧 薬 に よ る 治 療 は 、 血 圧 の 上 昇 に 伴 う 心 臓 肥 大 に お い て 有 益 な 効 果
が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 抗 高 血 圧 治 療 に お い て 単 独 で 又 は 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る
薬 物 の 例 と し て は 、 カ ル シ ウ ム ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば ニ ト レ ン ジ ピ ン ； ア ド レ ナ リ ン 様
レ セ プ タ ー ブ ロ ッ ク 剤 、 例 え ば 上 に 列 挙 し た も の ； ア ン ギ オ テ ン シ ン 転 換 酵 素 (Ａ Ｃ Ｅ )イ
ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば キ ナ プ リ ル 、 カ プ ト プ リ ル 、 エ ナ ラ プ リ ル 、 ラ ミ プ リ ル 、 ベ ナ ゼ プ リ
ル 、 フ ォ シ ノ プ リ ル 及 び リ シ ノ プ リ ル ； 利 尿 薬 、 例 え ば ク ロ ロ チ ア ジ ド 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ
ア ジ ド 、 ヒ ド ロ フ ル メ タ ジ ド 、 メ チ ル ク ロ チ ア ジ ド (methylchlothiazide)、 ベ ン ズ チ ア ジ
ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド 、 ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 及 び イ ン ダ パ ミ ド ； 及 び カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ
ル ブ ロ ッ カ ー 、 例 え ば ジ ル チ ア ゼ ム 、 ニ フ ェ ジ ピ ン 、 ベ ラ パ ミ ル 及 び ニ カ ル ジ ピ ン が 挙 げ
ら れ る 。  
【 ０ ０ １ １ 】
　 例 え ば 、 ジ ル チ ア ゼ ム 及 び カ プ ト プ リ ル を 用 い た 高 血 圧 の 治 療 は 、 左 心 室 筋 肉 質 量 の 低
減 を 示 し て い る が 、 心 拡 張 機 能 の ド ッ プ ラ ー 指 数 は 正 常 に は な ら な か っ た 。 Szlachcic等 ,
 Am. J. Cardiol., 63： 198-201(1989)； Shahi等 , Lancet, 336： 458-461(1990)。 こ れ ら
の 知 見 は 、 過 度 の 量 の 間 質 性 コ ラ ー ゲ ン が 左 心 室 肥 大 の 緩 解 後 に 残 る で あ ろ う こ と を 示 し
て い る と 解 釈 さ れ る 。 Rossi等 , Am. Heart J., 124： 700-709(1992)。 上 掲 の Rossi等 は 、
実 験 用 ラ ッ ト に お け る 、 圧 負 荷 心 臓 肥 大 に お け る 心 筋 細 胞 肥 大 と 間 質 性 線 維 症 の 防 止 と 退
行 に 対 す る カ プ ト プ リ ル の 効 果 を 研 究 し た 。  
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【 ０ ０ １ ２ 】
　 心 収 縮 性 を 直 接 増 大 さ せ る 薬 剤 (変 力 剤 )は 、 短 期 間 で 心 拍 出 量 を 改 善 す る た め に 当 初 は
心 不 全 の 患 者 に と っ て は 有 益 で あ る と 考 え ら れ て い た 。 し か し 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン を 除 く 全
て の 陽 性 変 力 剤 は 、 心 臓 性 能 の 短 期 間 の 改 善 に も か か わ ら ず 、 長 期 間 で は 死 亡 率 が 増 加 す
る 結 果 に な る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 Massie, Curr. Op. in Cardiology, 12： 209-217(1
997)； Reddy等 , Curr. Opin. Cardiol., 12： 233-241(1997)。 近 年 、 β -ア ド レ ナ リ ン 様
レ セ プ タ ー ブ ロ ッ カ ー の 心 不 全 へ の 使 用 が 支 持 さ れ て い る 。 臨 床 試 験 の 証 拠 に よ れ ば 、 心
機 能 の 改 善 が 死 亡 率 を 増 加 さ せ る こ と な く 達 成 可 能 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る が 、 患 者 生 存
率 の 改 善 は 今 だ 証 明 さ れ て い な い 。 ま た 、 Ｃ Ｈ Ｆ の 治 療 に お け る イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子
-Ｉ 及 び ／ 又 は 成 長 ホ ル モ ン 、 又 は カ ル ジ オ ト ロ ピ ン -１ 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 使 用 に
関 し て は 米 国 特 許 第 5,935,924号 ； 同 5,624,806号 ； 同 5,661,122号 ； 同 5,610,134号 ； 及 び
国 際 公 開 第 95/28173号 を 参 照 さ れ た い 。 他 の 治 療 様 式 は 心 臓 移 植 で あ る が 、 こ れ は ド ナ ー
の 心 臓 の 入 手 可 能 性 に よ り 制 限 さ れ る 。  
【 ０ ０ １ ３ 】
　 エ ン ド セ リ ン は 、 ブ タ 動 脈 の エ ン ド セ リ ン 培 養 上 清 か ら 単 離 さ れ 、 構 造 的 に 決 定 さ れ た
、 ２ １ の ア ミ ノ 酸 を 含 む 血 管 収 縮 化 ペ プ チ ド で あ る 。 Yanagisawa等 ,Nature, 332,： 411-4
15(1988)。 後 に な っ て 、 エ ン ド セ リ ン は 種 々 の 作 用 を 示 す こ と が 見 出 さ れ 、 エ ン ド セ リ ン
ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ う な エ ン ド セ リ ン 抗 体 は 、 心 筋 梗 塞 、 腎 不 全 、 及 び 他 の 病 気 に 治 療 に
有 効 で あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 エ ン ド セ リ ン は 生 体 内 に 存 在 し て い て 、 血 管 収 縮 作 用
を 示 す た め に 、 循 環 系 の 調 節 に 関 与 し て い る 内 因 性 因 子 で あ る こ と が 予 想 さ れ 、 高 血 圧 、
心 疾 患 、 例 え ば 心 筋 梗 塞 、 及 び 腎 臓 病 、 例 え ば 急 性 腎 不 全 と 関 連 が あ る で あ ろ う 。 エ ン ド
セ リ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,773,414号 ； 日 本 国 特 許 公 開 第 3130299/199
1号 、 欧 州 特 許 第 457,195号 ； 欧 州 特 許 第 460,679号 ； 及 び 欧 州 特 許 第 552,489号 に 記 載 さ れ
て い る 。 エ ン ド セ リ ン レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め の 新 規 な エ ン ド セ リ ン Ｂ
レ セ プ タ ー は 米 国 特 許 第 5,773,223号 に 記 載 さ れ て い る 。  
【 ０ ０ １ ４ 】
　 心 不 全 の 現 在 の 治 療 は 、 主 と し て 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 転 換 酵 素 (Ａ Ｃ Ｅ )イ ン ヒ ビ タ ー 、
例 え ば カ プ ト プ リ ル 、 及 び 利 尿 薬 を 使 用 す る こ と に 向 け ら れ て い る 。 こ れ ら の 薬 物 は 血 行
動 態 特 性 と 運 動 耐 性 を 改 善 し 、 Ｃ Ｈ Ｆ 患 者 の 羅 患 率 及 び 死 亡 率 を 低 減 さ せ る 。 Kramer等 , 
Circulation, 67(4)： 807-816(1983)； Captopril Multicenter Research Group, J.A.C.C
., 2(4)： 755-763(1983)； The CONSENSUS Trial Study Group, N. Engl. J. Med., 316(2
3)： 1429-1435(1987)； The SOLVD Investigators, N. Engl. J. Med., 325(5)： 293-302(
1991)。 さ ら に 、 そ れ ら は 、 高 血 圧 、 左 心 室 機 能 不 全 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 糖 尿 病
腎 障 害 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 Brown及 び Vaughan, 上 掲 。 し か し な が ら 、 効 能 が 証 明 さ れ て
い る に も か か わ ら ず 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る 反 応 性 は 限 ら れ て い る 。 例 え ば 、 心 不
全 の 場 合 に 生 存 を 延 ば す が 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー は 末 期 心 不 全 へ の 進 行 を 遅 延 さ せ る よ う
で あ り 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー を 用 い た 患 者 の か な り の 数 が 機 能 ク ラ ス Ｉ Ｉ Ｉ の 心 不 全 を 有
し て い る 。  
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 機 能 的 能 力 と 運 動 時 間 の 改 善 性 は 僅 か で 、 死 亡 率 は 低 減 は す る が 高 い ま ま で あ
る 。 The CONSENSUS Trial Study Group, N. Engl. J. Med., 316(23)： 1429-1453(1987)
； The SOLVD Investigators, N. Engl. J. Med., 325(5)： 293-302(1991)； Cohn等 , N. E
ngl. J. Med., 325(5)： 303-310(1991)； The Captopril-Digoxin Multicenter Research 
Group, JAMA, 259(4)： 539-544(1988)。 こ の た め 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー に よ り 、 い つ も ６
０ ％ 以 上 の 心 不 全 患 者 に お い て 徴 候 を 緩 和 す る こ と が で き ず 、 心 不 全 に よ る 死 亡 率 を 約 １
５ -２ ０ ％ も 低 減 さ せ る こ と は で き な い よ う で あ る 。 さ ら な る 好 ま し く な い 効 果 は  上 掲 の
Brown及 び Vaughanを 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー の 代 替 物 は 特 定 の Ａ Ｔ １ レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。
臨 床 研 究 で は 、 心 臓 血 管 及 び 腎 臓 の 病 気 の 治 療 に お け る 、 ２ つ の 様 式 の 効 能 を 比 較 す る こ
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と が 計 画 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 動 物 モ デ ル の デ ー タ で は 、 Ａ Ｃ Ｅ ／ Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ 経 路
は 、 心 臓 肥 大 に 明 ら か に 関 与 し て い る が 、 唯 一 の も の で は な く 、 あ る い は こ の 役 割 に 活 性
な 主 要 経 路 で さ え な い こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の よ う な 一 つ の モ デ ル に お い て は 、 Ａ ｎ ｇ
Ｉ Ｉ に 対 す る 主 要 な 心 臓 レ セ プ タ ー 、 Ａ Ｔ ｓ ｕ ｂ １ Ａ が 遺 伝 学 的 に 欠 失 さ れ て お り ； こ れ
ら の マ ウ ス は 、 Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ が 実 験 的 に 付 与 さ れ た 場 合 に 肥 大 を 発 現 し な い (Ａ ｎ ｇ Ｉ Ｉ に
二 次 的 な 肥 大 の 消 滅 に お け る モ デ ル の 基 本 的 な 成 功 を 確 認 す る )。 し か し な が ら 、 こ れ ら
の 動 物 (高 血 圧 の 心 臓 ス ト レ ス の モ デ ル )に お い て 大 動 脈 を 収 縮 さ せ た 場 合 、 心 臓 は な お も
肥 大 性 に な る 。 こ の こ と は 、 こ の レ セ プ タ ー (Ａ Ｔ サ ブ １ Ａ )に 無 関 係 な 別 の シ グ ナ ル 伝 達
経 路 が 高 血 圧 に お い て 活 性 化 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 お そ ら く 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ
タ ー は こ れ ら の 経 路 を 阻 害 す る こ と は で き な い で あ ろ う 。 Harada等 , Circulation, 97： 1
952-1959(1998)を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 心 臓 肥 大 の プ ロ セ ス と メ カ ニ ズ ム に 関 連 し た 謎 に
つ い て は 、 Homcy, Circulation, 97： 1890-1892(1998)を 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ ０ １ ７ 】
　 毎 年 約 ７ ５ ０ ０ ０ ０ 人 の 患 者 が 急 性 心 筋 梗 塞 (Ａ Ｍ Ｉ )を 患 っ て お り 、 ア メ リ カ 合 衆 国 に
お け る 全 死 亡 の 約 ４ 分 の １ が Ａ Ｍ Ｉ に よ る も の で あ る 。 近 年 、 血 栓 溶 解 剤 、 例 え ば ス ト レ
プ ト キ ナ ー ゼ 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 特 に 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ (ｔ -Ｐ Ａ )が 、 心
筋 梗 塞 を 患 っ て い る 患 者 の 生 存 率 を か な り 増 加 さ せ た 。 １ ． ５ ～ ４ 時 間 、 連 続 し て 静 脈 注
入 と し て 投 与 し た 場 合 、 ｔ -Ｐ Ａ は 治 療 し た 患 者 の ６ ９ ％ ～ ９ ０ ％ に お い て ９ ０ 分 で 冠 動
脈 を 開 通 さ せ る 。 Topol等 , Am. J. Cardiol., 61, 723-728(1988)； Neuhaus等 , J. Am. C
oll. Cardiol., 12： 581-587(1988)； Neuhaus等 , J. Am. Coll. Cardiol., 14： 1566-156
9(1989)。 最 も 高 い 開 存 率 が 高 用 量 又 は 加 速 投 薬 療 法 で 報 告 さ れ て い る 。 Topol, J. Am. C
oll. Cardiol., 15： 922-924(1990)。 ま た ｔ -Ｐ Ａ は 一 回 の 大 量 瞬 時 投 与 と し て 投 与 し て
も よ く 、 半 減 期 は 比 較 的 短 い が 、 注 入 治 療 に よ り 適 し て い る 。 Tebbe等 , Am. J. Cardiol.
, 64： 448-453(1989)。 特 に 長 い 半 減 期 と 非 常 に 高 い フ ィ ブ リ ン 特 異 性 を 有 す る よ う に 設
計 さ れ た ｔ -Ｐ Ａ 変 異 体 、 Ｔ Ｎ Ｋ -ｔ -Ｐ Ａ (Ｔ １ ０ ３ Ｎ 、 Ｎ １ １ ７ Ｑ 、 Ｋ Ｈ Ｒ Ｒ (296-299)
Ａ Ａ Ａ Ａ ｔ -Ｐ Ａ 変 異 体 , Keyt等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91： 3670-3674(1994))
が 大 量 瞬 時 投 与 に 特 に 適 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら の あ ら ゆ る 進 歩 に も か か わ ら ず
、 患 者 の 生 存 率 の 長 期 間 の 予 後 は 、 梗 塞 後 の モ ニ タ リ ン グ と 患 者 の 治 療 に 大 き く 依 存 し て
お り 、 そ れ は 心 臓 肥 大 の モ ニ タ リ ン グ と 治 療 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。  
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｂ ． 　 成 長 因 子  
　 種 々 の 天 然 に 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド は 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 誘 発 す る と 報 告 さ れ て い る 。 こ れ
ら の ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 塩 基 性 及 び 酸 性 の 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 (Ｆ Ｇ Ｆ )(Burgess及 び
Maciag, Annual Rev. Biochem., 58： 575(1989))、 血 小 板 誘 導 内 皮 細 胞 成 長 因 子 (Ｐ Ｄ -Ｅ
Ｃ Ｇ Ｆ )(Ishikawa等 , Nature, 338： 557(1989))、 及 び 血 管 内 皮 成 長 因 子 (Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ )を 挙
げ る こ と が で き る 。 Leung等 , Science, 246： 1306(1989)； Ferrara及 び Henzel, Biochem.
 Biophys. Res. Commun., 161： 851(1989)； Tischer等 , Biochem. Biophys. Res. Commun
., 165： 1198(1989)； 1996年 7月 31日 に 許 可 さ れ た EP471,754B。  
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ (ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ )ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 に よ り 馴 化 さ れ た 培 地 に お い
て は 、 毛 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 は 促 進 さ れ る が 、 こ れ に 対 し 、 対 照 細 胞 は そ う で は な か っ た 。
Leung等 , Science, 246： 1306(1989)。 ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の １ ２ １ -、 １ ８ ９ -及 び ２ ０ ６ -ア ミ ノ
酸 イ ソ 型 (ま た 集 合 的 に ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 関 連 タ ン パ ク 質 と 称 さ れ る )を コ ー ド す る 、 い く つ か の
付 加 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ が ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ に お い て 同 定 さ れ て い る 。 １ ２ １ -ア ミ ノ 酸
タ ン パ ク 質 は ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に お け る 残 基 １ １ ６ と １ ５ ９ と の 間 の ４ ４ ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い
る 点 で ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と は 異 な る 。 １ ８ ９ -ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 は 、 ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に お け る 残 基
１ １ ６ に お け る ２ ４ の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 に よ り ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と は 異 な り 、 ヒ ト 血 管 浸 透 因 子 (
ｈ Ｖ Ｐ Ｆ )と 明 ら か に 同 一 で あ る 。 ２ ０ ６ -ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質 は ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 残 基 １ １ ６
に お け る ４ １ ア ミ ノ 酸 の 挿 入 に よ り ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と は 異 な る 。 Houck等 , Mol. Endocrin., 5
： 1806(1991)； Ferrara等 , J. Cell. Biochem., 47： 211(1991)； Ferrara等 , Endocrine 
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Reviews, 13： 18(1992)； Keck等 , Science, 246： 1309(1989)； Connolly等 , J. Biol. Ch
em., 264： 20017(1989)； 1990年 5月 30日 に 公 開 さ れ た 欧 州 特 許 第 370,989号 。  
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 現 在 で は 、 先 在 す る 内 皮 か ら の 新 規 な 血 管 の 形 成 に 関 連 し た 血 管 新 生 が 、 種 々 の 疾 病 の
病 原 に 関 与 し て い る こ と が 明 確 に 確 立 さ れ て い る 。 こ れ ら に は 固 形 腫 瘍 及 び 転 移 、 ア テ ロ
ー ム 性 動 脈 硬 化 、 水 晶 体 後 方 線 維 増 殖 症 、 血 管 腫 、 慢 性 炎 症 、 眼 新 血 管 新 生 症 候 群 、 例 え
ば 増 殖 性 網 膜 症 、 例 え ば 糖 尿 病 網 膜 症 、 加 齢 関 連 性 斑 変 性 (Ａ Ｍ Ｄ )、 新 血 管 新 生 緑 内 障 、
移 植 角 膜 組 織 及 び 他 の 組 織 の 免 疫 拒 絶 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 及 び 乾 癬 が 含 ま れ る 。 Folkma
n等 , J. Biol. Chem., 267： 10931-10934(1992)； Klagsbrun等 , Annu. Rev. Physiol., 5
3： 217-239(1991)； 及 び Garner A, "Vascular diseases"。 Pathobiology of Ocular Dise
ase. A Dynamic Approach, Garner A. Klintworth GK, eds., 2nd Edition(Marcel Dekke
r, NY,1994) 1625-1710頁 。  
【 ０ ０ ２ １ 】
　 腫 瘍 成 長 の 場 合 で は 、 血 管 形 成 は 、 過 形 成 か ら 新 生 組 織 形 成 へ の 変 化 、 及 び 固 形 腫 瘍 の
成 長 用 の 滋 養 物 の 提 供 に 非 常 に 重 要 で あ る と 思 わ れ る 。 Folkman等 , Nature, 339： 58(198
9)。 新 血 管 新 生 に よ り 、 腫 瘍 細 胞 が 正 常 細 胞 と 比 較 し て 成 長 有 利 性 と 増 殖 自 律 性 を 獲 得 す
る 。 従 っ て 、 腫 瘍 部 位 の 微 小 血 管 密 度 と 乳 癌 並 び に 幾 つ か の 他 の 腫 瘍 に お け る 患 者 の 生 存
率 と の 間 に は 相 関 関 係 が 見 出 さ れ て い る 。 Weidner等 , N. Engl. J. Med. 324： 1-6(1991)
； Horak等 , Lancet, 340： 1120-1124(1992)； Macchiarini.等 , Lancet, 340： 145-146(19
92)。  
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 血 管 形 成 の 正 の 調 節 因 子 の 探 索 に よ り 、 ａ Ｆ Ｇ Ｆ 、 ｂ Ｆ Ｇ Ｆ 、 Ｔ Ｇ Ｆ -α 、 Ｈ Ｇ Ｆ 、 Ｔ
Ｎ Ｆ -α 、 Ｔ Ｇ Ｆ -β 、 ア ン ジ オ ゲ ニ ン 、 Ｉ Ｌ -８ 等 を 含 む 多 く の 候 補 薬 が 得 ら れ て い る 。
上 掲 の Folkman等 , J.B.C.,及 び 上 掲 の Klagsbrunら 。 こ れ ま で に 同 定 さ れ て い る 負 の 調 節
因 子 に は 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン (Good等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 87： 6624-6628(
1990))、 プ ロ ラ ク ト ン の １ ６ -キ ロ ダ ル ト ン の Ｎ -末 端 フ ラ グ メ ン ト (Clapp等 , Endocrinol
ogy, 133： 1292-1299(1993))、 ア ン ギ オ ス タ チ ン (angiostatin)(O'Reilly等 , Cell, 79：
315-328(1994))及 び エ ン ド ス タ チ ン (endostatin)が 含 ま れ る 。 O'Reilly等 , Cell, 88： 27
7-285(1996)。  
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 最 近 の 数 年 間 に わ た っ て な さ れ た 研 究 で 、 血 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る だ け で な く 、
血 管 の 浸 透 性 及 び 血 管 形 成 を 誘 発 す る 点 に お い て も Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 重 要 な 役 割 が 確 立 さ れ て い
る 。 Ferrara等 , Endocr. Rev., 18： 4-25(1997)。 一 つ の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 対 立 遺 伝 子 さ え 喪 失 す
る と 胎 児 死 亡 に 至 る と い う 知 見 は 、 血 管 系 の 発 達 と 分 化 に お け る こ の 因 子 が 担 っ て い る 代
替 の な い 役 割 を 示 し て い る 。 さ ら に 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ は 腫 瘍 及 び 眼 内 疾 患 に 関 連 し た 新 血 管 新 生
の 重 要 な 媒 介 物 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 Ferrara等 , Endocr. Rev., 上 掲 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ
ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 検 査 し た 多 く の ヒ ト 腫 瘍 で 過 剰 発 現 し て い る 。 Berkman等 , J. Clin. Invest.,
 91： 153-159(1993)； Brown等 , Human Pathol., 26： 89-91(1995)； Brown等 , Cancer Res
., 53： 4727-4735(1993)； Mattern等 , Brit. J. Cancer, 73： 931-934(1996)； Dvorak等 ,
 Am. J. Pathol., 146： 1029-1039(1995)。  
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 眼 の 流 体 中 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の 濃 度 レ ベ ル は 、 糖 尿 病 及 び 他 の 虚 血 関 連 網 膜 症 を 有 す る
患 者 に お け る 血 管 の 活 性 増 殖 の 存 在 性 と 高 い 相 関 関 係 が あ る 。 Aiello等 , N. Engl. J. Me
d., 331： 1480-1487(1994)。 さ ら に 、 近 年 の 研 究 に よ り 、 Ａ Ｍ Ｄ の 影 響 を 受 け て い る 患 者
の 脈 絡 膜 新 生 血 管 膜 に Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ が 局 在 化 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 Lopez等 , Invest.
 Ophthalmol. Vis. Sci., 37： 855-868(1996)。  
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 中 和 抗 体 は 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お い て 、 様 々 な ヒ ト 腫 瘍 株 化 細 胞 の 成 長 を 抑
制 し (Kim等 , Nature, 362： 841-844(1993)； Warren等 , J. Clin. Invest., 95： 1789-179
7(1995)； Borgstrom等 , Cancer Res., 56： 4032-4039(1996)； Melnyk等 , Cancer Res., 5
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6： 921-924(1996))、 ま た 虚 血 性 網 膜 疾 患 に お け る 眼 内 血 管 形 成 を 阻 害 す る 。 Adamis等 , A
rch. Ophthalmol., 114： 66-71(1996)。 よ っ て 、 抗 -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ 作 用 に 対 す る 他 の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 固 形 腫 瘍 及 び 種 々 の 眼 内 新 血 管 疾 患 の 治 療 用 の
候 補 薬 と さ れ て い る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 1998年 1月 14日 に 公 開 さ れ た EP817,648及
び 1998年 4月 3日 に 出 願 さ れ た PCT/US98/06724に 記 載 さ れ て い る 。  
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 あ る 種 の 細 胞 に よ り 発 現 す る 遺 伝 子 の 複 合 体 を 素 早 く 誘 導 す る こ と が で き る 、 ト ラ ン ス
フ ォ ー ミ ン グ 発 ガ ン 遺 伝 子 を 含 む 、 い く つ か の 他 の 成 長 因 子 及 び 分 裂 促 進 因 子 が 存 在 す る
。 Lau及 び Nathans. Molecular Aspects of Cellular Regulation, 6： 165-202(1991)。 前
初 期 遺 伝 子 又 は 初 期 反 応 遺 伝 子 と 命 名 さ れ て い る こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 デ ノ ボ タ ン パ ク 質 合
成 と 無 関 係 に 、 成 長 因 子 又 は 分 裂 促 進 因 子 と 接 触 後 数 分 間 で 転 写 的 に 活 性 化 さ れ る 。 こ れ
ら の 前 初 期 遺 伝 子 の グ ル ー プ は 、 分 化 及 び 増 殖 、 再 生 、 及 び 傷 治 療 等 の 複 雑 な 生 物 学 的 プ
ロ セ ス を 調 整 す る の に 必 要 な 、 分 泌 性 の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 Ryseck等 , Cell
 Growth Differ., 2： 235-233(1991)。  
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の グ ル ー プ に 属 す る 高 度 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 に は 、 ｃ ｅ ｆ １ ０ (Simmons等 , Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 86： 1178-1182(1989))、 血 清 -又 は 血 小 板 誘 導 成 長 因 子 (Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
)に よ り 素 早 く 活 性 化 さ れ る ｃ ｙ ｒ ６ １ (O'Brien等 , Mol. Cell. Biol., 10： 3569-3577(1
990))、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β (Ｔ Ｇ Ｆ -β )に よ る 活 性 化 後 に 高 レ ベ ル で ヒ ト 血
管 内 皮 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 様 の 生 物 学 的 及 び 免 疫 学 的 活 性 を 示 し 、 特 定 の 細 胞
表 面 レ セ プ タ ー に 対 し て Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ と 競 合 す る ヒ ト 結 合 組 織 成 長 因 子 (Ｃ Ｔ Ｇ Ｆ )(Bradham等
, J. Cell. Biol., 114： 1285-1294(1991))、 ｆ ｉ ｓ ｐ -１ ２ (Ryseck等 , Cell Growth Dif
fer., 2： 235-233(1991))、 ヒ ト 血 管 Ｉ Ｂ Ｐ -様 成 長 因 子 (Ｖ Ｉ Ｇ Ｆ )(WO96/17931)、 及 び 通
常 は 成 人 腎 臓 細 胞 に 静 止 さ れ 、 骨 髄 芽 球 -関 連 -ウ イ ル ス Ｉ 型 誘 発 腎 芽 細 胞 腫 に お い て 過 剰
発 現 す る こ と が 見 出 さ れ て い る ｎ ｏ ｖ が 含 ま れ る 。 Joloit等 , Mol. Cell. Biol., 12： 10
-21(1992)。  
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ れ ら の 前 初 期 遺 伝 子 の 発 現 は 、 成 長 因 子 に よ り 誘 発 さ れ る 事 象 の カ ス ケ ー ド に お け る
「 第 ３ の メ ッ セ ン ジ ャ ー 」 と し て 作 用 す る 。 ま た 、 そ れ ら は 複 雑 な 生 物 学 的 プ ロ セ ス 、 例
え ば 分 化 及 び 細 胞 増 殖 が 通 常 の 事 象 で あ る 傷 治 療 を 統 合 及 び 調 整 す る の に 必 要 で あ る と 考
え ら れ て い る 。  
　 付 加 的 な 分 裂 促 進 因 子 と し て 、 イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 結 合 タ ン パ ク 質 (Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ ｓ )
が 、 イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 (Ｉ Ｇ Ｆ )と の 複 合 体 に お い て 、 線 維 芽 細 胞 及 び 平 滑 筋 細 胞 表
面 レ セ プ タ ー へ の Ｉ Ｇ Ｆ の 結 合 性 を 増 加 さ せ る よ う に 刺 激 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 Clem
monsら ., J. Clin. Invest., 77: 1548(1986)。 様 々 な イ ン ビ ト ロ で の Ｉ Ｇ Ｆ 作 用 に 対 す
る Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ の 阻 害 効 果 は 、 脂 肪 細 胞 に よ る グ ル コ ー ス 輸 送 の 刺 激 、 軟 骨 細 胞 に よ る サ ル
フ ェ ー ト の 取 り 込 み 、 及 び 線 維 芽 細 胞 中 へ の チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 含 む 。 Zapf等 , J. Cli
n. Invest., 63： 1077(1979)。 さ ら に 、 正 常 な 細 胞 で の 、 成 長 因 子 媒 介 性 分 裂 促 進 因 子 活
性 に お け る Ｉ Ｇ Ｆ Ｂ Ｐ の 阻 害 効 果 が 示 さ れ て い る 。  
【 ０ ０ ２ ９ 】
Ｃ ． 　 さ ら な る 治 療 の 必 要 性  
　 多 く の 病 気 及 び 疾 患 に お け る 血 管 内 皮 細 胞 の 成 長 及 び 血 管 形 成 の 役 割 に 鑑 み る と 、 こ れ
ら の プ ロ セ ス に 起 因 す る 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 影 響 を 低 減 又 は 抑 制 す る 手 段 を 有 し て い る
こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 正 常 及 び 病 気 の 状 態 、 特 に ガ ン に お い て 病 原 性 ポ リ ペ プ チ ド の 存
在 を 検 査 す る 手 段 を 有 し て い る こ と も 望 ま し い 。 さ ら に 、 特 定 の 側 面 で は 、 心 臓 肥 大 の 治
療 に は 一 般 的 に 適 用 で き る 治 療 法 が な い の で 、 心 臓 ミ オ サ イ ト 肥 大 を 防 止 又 は 低 減 可 能 な
因 子 を 同 定 す る こ と は 、 病 態 生 理 学 的 な 心 臓 成 長 を 阻 害 す る た め の 新 規 な 治 療 方 策 の 開 発
に お い て 非 常 に 重 要 で あ る 。 様 々 な 心 臓 血 管 及 び 発 癌 遺 伝 子 疾 患 の た め の い く つ か の 治 療
様 式 が 存 在 す る が 、 さ ら な る 治 療 的 ア プ ロ ー チ が な お 必 要 と さ れ て い る 。  
【 ０ ０ ３ ０ 】
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(発 明 の 概 要 ) 
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 類 に お け る 血 管 形 成 及 び ／ 又 は 心 臓 血 管 新 生 を 促 進 又 は 阻 害 す
る た め の 組 成 物 及 び 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 あ る 種 の 生 物 学 的 活 性 の 促 進 又 は 阻 害 を 試
験 す る 種 々 の 心 臓 血 管 ア ッ セ イ に お い て 陽 性 を 試 験 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 に 基 づ く 。 従 っ
て 、 血 管 形 成 の 促 進 又 は 阻 害 、 血 管 内 皮 細 胞 成 長 の 阻 害 又 は 刺 激 、 血 管 内 皮 細 胞 の 成 長 又
は 増 殖 の 刺 激 、 腫 瘍 成 長 の 阻 害 、 血 管 形 成 依 存 性 組 織 成 長 の 阻 害 、 血 管 形 成 依 存 性 組 織 成
長 の 刺 激 、 心 臓 肥 大 の 阻 害 及 び 心 臓 肥 大 の 刺 激 、 例 え ば 鬱 血 性 心 不 全 の 治 療 等 の 効 果 が 望
ま れ て い る と こ ろ で は 、 当 該 タ ン パ ク 質 は 疾 患 の 診 断 及 び ／ 又 は 治 療 (予 防 を 含 む )に 有 用
な 薬 剤 で あ る と 考 え ら れ る 。  
【 ０ ０ ３ １ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を 含 ん で な る 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 組 成 物 は 治 療 的 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド を
含 有 す る 。 他 の 態 様 で は 、 組 成 物 は さ ら な る 活 性 成 分 、 す な わ ち 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血
管 形 成 薬 又 は ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク (angiostatic)薬 、 好 ま し く は 血 管 形 成 又 は ア ン ギ オ ス
タ テ ィ ッ ク 薬 を 含 有 す る 。 好 ま し く は 組 成 物 は 無 菌 で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 液 状
の 製 薬 調 製 物 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 貯 蔵 安 定 性 が 延 び る よ う に 保 存 で き
る 。 保 存 さ れ た 液 状 の 製 薬 調 製 物 は 複 数 回 投 与 用 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て い て も
よ く 、 よ っ て 繰 り 返 し 使 用 に 適 し て い る 。  
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 、 治 療 的 有 効 量 の Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の 混 合 物 を 含 有 す る 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 治 療 に 有 用
な こ の よ う な 組 成 物 の 調 製 方 法 を 提 供 す る 。  
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 さ れ た 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 組
成 物 は ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 を 含 有 す る 。 他 の 態 様 で は 、 組 成 物
は さ ら な る 活 性 成 分 、 す な わ ち 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 薬 又 は ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク
薬 、 好 ま し く は 血 管 形 成 又 は ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク 薬 を 含 有 す る 。 好 ま し く は 組 成 物 は 無 菌
で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 液 状 の 製 薬 調 製 物 の 形
態 で 投 与 し て も よ く 、 貯 蔵 時 の 安 定 性 の 延 長 が 達 成 さ れ る よ う に 保 存 さ れ て よ い 。 保 存 さ
れ た 液 状 の 製 薬 調 製 物 は 複 数 投 与 量 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス
ト を 含 有 し て い て も よ く 、 よ っ て 繰 り 返 し 使 用 に 適 し て い る 。  
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と の 混 合 物 を 含 有 す る 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成
疾 患 の 治 療 に 有 用 な こ の よ う な 組 成 物 の 調 製 方 法 を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 物 さ れ た 、 抗 -
Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 含 有 す る 組 成 物 に 関 す る 。 一 態 様 に お い て 、 組 成 物 は 治 療 的 有 効 量 の 抗 体 を
含 有 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、 組 成 物 は さ ら な る 活 性 成 分 、 す な わ ち 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又
は 血 管 形 成 薬 又 は ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク 薬 、 好 ま し く は 血 管 形 成 又 は ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク 薬
を 含 有 す る 。 好 ま し く は 組 成 物 は 無 菌 で あ る 。 組 成 物 は 、 液 状 の 製 薬 調 製 物 の 形 態 で 投 与
し て も よ く 、 貯 蔵 時 の 安 定 性 の 延 長 が 達 成 さ れ る よ う に 保 存 さ れ て も よ い 。 保 存 さ れ た 液
状 の 製 薬 調 製 物 は 複 数 投 与 量 の 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 含 有 し て い て も よ く 、 よ っ て 繰 り 返 し 使
用 に 適 し て い る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 、 ヒ
ト 化 抗 体 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 。  
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 、 治 療 的 有 効 量 の 抗 -
Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 と の 混 合 物 を 含 有 す る 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 治 療 に 有 用 な こ の
よ う な 組 成 物 の 調 製 方 法 を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ：  
(ａ )治 療 的 有 効 量 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 物 質 の 組 成 物 ；  
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(ｂ )該 組 成 物 を 収 容 す る 容 器 ； 及 び  
(ｃ )心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 治 療 に お け る 該 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 記 し
た 、 該 容 器 に 添 付 さ れ る ラ ベ ル 又 は 当 該 容 器 に 収 納 さ れ る 包 装 挿 入 物 を 具 備 す る 製 造 品 を
提 供 し 、 前 記 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 で あ っ
て よ い 。 当 該 組 成 物 は 、 治 療 的 有 効 量 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン
タ ゴ ニ ス ト を 含 ん で い て よ い 。  
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 を
提 供 し 、 そ れ は ：  
　 （ ａ ） 細 胞 と ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 試 験 化 合 物 と を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 通 常
誘 発 さ れ る 細 胞 性 反 応 の 誘 発 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ ； そ し て  
　 （ ｂ ） 前 記 細 胞 性 反 応 の 誘 発 を 測 定 し て 、 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ゴ ニ ス ト で あ る か 否 か
を 決 定 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 細 胞 性 反 応 の 誘 発 が 前 記 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ゴ ニ ス
ト で あ る こ と を 示 す 。  
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 を
提 供 し 、 そ れ は ：  
　 （ ａ ） 細 胞 と ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 試 験 化 合 物 と を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ る 細 胞 増
殖 の 刺 激 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ ； そ し て  
　 （ ｂ ） 前 記 細 胞 の 増 殖 を 測 定 し て 、 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ゴ ニ ス ト で あ る か 否 か を 決 定
す る こ と を 含 ん で な り 、 当 該 細 胞 増 殖 の 刺 激 が 前 記 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ゴ ニ ス ト で あ る
こ と を 示 す 。  
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 を
提 供 し 、 そ れ は 、 試 験 化 合 物 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 、 試 験 化 合 物 と ポ リ ペ プ チ ド と が 相
互 作 用 す る の に 十 分 な 条 件 及 び 時 間 で 接 触 さ せ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 阻 害 さ れ る
か 否 か を 測 定 す る こ と を 含 む 。 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 試 験 化 合 物 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド の い ず れ か が 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 。 他 の 好 ま し い 態 様 で は 、 非 固 定 化 成 分 は 検 出
可 能 な 標 識 を 担 持 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の 方 法 は ：  
　 （ ａ ） 細 胞 と ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 試 験 化 合 物 と を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 し た で
、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 通 常 誘 発 さ れ る 細 胞 性 反 応 の 誘 発 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ
せ ； そ し て  
　 （ ｂ ） 前 記 細 胞 性 反 応 の 誘 発 を 測 定 し て 、 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ゴ ニ ス ト で あ る か 否 か
を 決 定 す る 工 程 を 含 む 。  
他 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 こ の 方 法 は ：  
　 （ ａ ） 細 胞 と ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 試 験 化 合 物 と を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ る 細 胞 増 殖 の 刺 激 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ ； そ し て  
　 （ ｂ ） 前 記 細 胞 の 増 殖 を 測 定 し て 、 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ゴ ニ ス ト で あ る か 否 か を 決 定
す る 工 程 を 含 む 。  
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 通 常 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に お け る 当 該
細 胞 の 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 の 同 定 方 法 を 提 供 し 、 当 該 方 法 は 、 細 胞 と 試 験 化 合 物 と を 接
触 さ せ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 阻 害 さ れ る か 否 か を 測 定 す る こ と を 含 む 。 好 ま し い
態 様 で は 、 こ の 方 法 は ：  
　 (ａ )細 胞 と ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 試 験 化 合 物 と を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に
適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ ； そ し て  
　 (ｂ )前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 阻 害 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 。  
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 前 掲 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 等 の 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 前 掲 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ て も よ い Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ
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ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト に 向 け ら れ る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 一 又 は 複 数 の 機 能 又 は 活 性 を 阻 害 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン
タ ゴ ニ ス ト の 一 種 は 抗 体 で あ る 。 よ っ て 、 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に
結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 を 提 供 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ り 、 好 ま し く は 非 ヒ ト 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )残 基 及 び ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (Ｆ
Ｒ )残 基 を 有 す る 。 抗 体 は 標 識 さ れ て い て も 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ て い て も よ い 。 さ
ら な る 態 様 で は 、 抗 体 は 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 又 は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 好 ま し く は 、 抗
体 は ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。  
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成
疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 （ ａ ） 前 記 哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料
、 及 び （ ｂ ） 同 じ 細 胞 型 の 公 知 の 正 常 組 織 細 胞 の 対 照 試 料 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 分 析 す る こ と を 含 ん で な り 、 対 照 試 料 に 比 較 し た 場 合 の
試 験 試 料 中 の 発 現 レ ベ ル の 高 低 が 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾
患 の 存 在 を 示 す 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 場 合 に よ っ て は 、 対
照 試 料 と 比 較 し た 際 の 試 験 試 料 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 又 は ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル の 測 定 に よ っ て な
さ れ て も よ い 。  
　 ま た さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成
疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 前 記 哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 に お け
る ポ リ ペ プ チ ド の 有 無 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 試 験 試 料 に お け る 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド の 有 無 が 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 存 在 を 示 す 。  
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患
を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 （ ａ ） 前 記 哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 を 抗
-Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 と 接 触 さ せ 、 そ し て （ ｂ ） 試 験 試 料 中 で の 前 記 抗 体 と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と
の 複 合 体 形 成 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 複 合 体 の 形 成 が 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 心
臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 存 在 を 示 す 。 検 出 は 、 定 性 的 で も 定 量 的 で も よ く 、 同 じ
細 胞 型 の 公 知 の 正 常 組 織 細 胞 の 対 照 試 料 に お け る 複 合 体 形 成 の 監 視 と 比 較 し て 実 施 し て も
よ い 。 試 験 試 料 に お け る 複 合 体 形 成 量 の 多 少 が 、 試 験 組 織 細 胞 を 得 た 当 該 哺 乳 動 物 に お け
る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 不 全 の 存 在 を 示 す 。 抗 体 は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 を
担 持 し て い る 。 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 、 光 学 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 定 量 法
、 又 は こ の 分 野 で 知 ら れ た 他 の 技 術 に よ っ て 監 視 で き る 。 試 験 試 料 は 通 常 、 心 臓 血 管 、 内
皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 を 持 つ と 推 定 さ れ る 個 体 か ら 得 る 。  
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 測 定 す る 方 法 を 提
供 し 、 そ れ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る と 推 測 さ れ る 試 料 を 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 と 接 触
さ せ 、 前 記 抗 体 の 前 記 試 料 の 成 分 へ の 結 合 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 。 特 別 な 態 様 で は
、 当 該 試 料 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む と 推 定 さ れ る 細 胞 を 含 み 、 抗 体 は 細 胞 に 結 合 す る
。 抗 体 は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ 及 び ／ 又 は 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ １ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 と 担 体 と を 適 切 な 包 装 内 に 具 備 し て
な る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な
キ ッ ト は 、 前 記 抗 体 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 存 在 検 出 に 使 用 す る た め の 指 示 書 を さ ら に 具 備
す る 。 好 ま し く は 、 担 体 は 例 え ば バ ッ フ ァ ー で あ る 。 好 ま し く は 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血
管 形 成 疾 患 は 癌 で あ る 。  
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾
患 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 有 効 量 を 当 該 哺 乳 動 物 に 投 与
す る こ と を 含 ん で な る 。 好 ま し く は 、 疾 患 は 心 臓 肥 大 、 創 傷 又 は 火 傷 な ど の 外 傷 、 又 は 癌
の 一 型 で あ る 。 さ ら な る 態 様 で は 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 が 癌 の 一 型 で あ る な
ら ば 、 哺 乳 動 物 は 、 血 管 形 成 術 、 又 は 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 を 治 療 す る た め の
薬 剤 、 例 え ば Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー 、 又 は 化 学 治 療 薬 に さ ら に 暴 露 さ れ る 。 好 ま し く は 哺 乳
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動 物 は ヒ ト 、 好 ま し く は 心 臓 肥 大 を 起 こ す 危 険 性 の あ る ヒ ト 、 よ り 好 ま し く は 心 筋 梗 塞 を
罹 患 し て い る ヒ ト で あ る 。  
　 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 心 臓 肥 大 は 、 Ｐ Ｇ Ｆ ２ α ’ レ ベ ル の 上 昇 が 存 在 す る こ と に
よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 あ る い は 、 心 臓 肥 大 は 心 筋 梗 塞 に よ り 誘 発 さ れ 、 こ こ で 、 好 ま し く
は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は 、 心 筋 梗 塞 に 続 い て ４ ８ 時 間 、 好 ま し く は ２ ４ 時 間 以 内 に
開 始 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 は 心 臓 肥 大 で あ り 、
前 記 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 薬 と 共 に 投 与 さ れ る 。 こ の 目 的 の
た め に 好 ま し い 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 薬 は 、 抗 高 血 圧 薬 、 Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー 、 エ
ン ド セ リ ン レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び 血 栓 溶 解 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 血 栓 溶
解 剤 が 投 与 さ れ る 場 合 、 好 ま し く は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は こ の よ う な 薬 剤 の 投 与 後 に 投
与 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 血 栓 溶 解 剤 は 組 換 え ヒ ト 組 織 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 で
あ る 。  
　 他 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 は 心 臓 肥 大 で あ り 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 急 性 心 筋 梗 塞 の 治 療 の た め の 一 次 血 管 形 成 術 に 続 い て 投 与 さ れ 、 こ こ で
好 ま し く は 、 当 該 哺 乳 動 物 は 血 管 形 成 術 又 は 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 薬 に さ ら に 暴 露
さ れ る 。  
　 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 は 癌 で あ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド は 化 学 治 療 薬 、 成 長 阻 害 薬 又 は 細 胞 毒 性 薬 と 組 合 せ て 投 与 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の
治 療 方 法 に 関 し 、 そ れ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 当 該 哺 乳 動 物 に 投
与 す る こ と を 含 ん で な る 。 好 ま し く は 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 は 心 臓 肥 大 、 外
傷 、 癌 、 又 は 加 齢 性 黄 斑 変 性 で あ る 。 ま た 好 ま し く は 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 有 効 量 の 血
管 形 成 又 は ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク 薬 は ア ゴ ニ ス ト と 共 に 投 与 さ れ る 。  
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の
治 療 方 法 に 関 し 、 そ れ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投
与 す る こ と を 含 ん で な る 。 好 ま し く は 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 は 心 臓 肥 大 、 外
傷 、 癌 、 又 は 加 齢 性 黄 斑 変 性 で あ る 。 ま た 好 ま し く は 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 有 効 量 の 血
管 形 成 又 は ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク 薬 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と 共 に 投 与 さ れ る 。  
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の
治 療 方 法 に 関 し 、 そ れ は 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な
る 。 好 ま し く は 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 は 心 臓 肥 大 、 外 傷 、 癌 、 又 は 加 齢 性 黄
斑 変 性 で あ る 。 ま た 好 ま し く は 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 有 効 量 の 血 管 形 成 又 は ア ン ギ オ ス
タ チ ッ ク 薬 は 抗 体 と 共 に 投 与 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 を 患 っ て い る
哺 乳 動 物 の 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 の 治 療 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 (ａ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は (ｃ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン
タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 こ
こ で 前 記 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 で あ っ て よ い 。 好 ま し い 実 施 態
様 に お い て 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。 他 の 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 は 、 エ キ ソ ビ
ボ の 遺 伝 子 治 療 を 介 し て 投 与 さ れ る 。 さ ら な る 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 は ベ ク
タ ー 、 よ り 好 ま し く は ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 又 は レ ト
ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 内 に 包 含 さ れ る 。  
　 ま た 、 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 プ ロ モ ー タ 、 (ａ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は (ｃ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス
ト ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配
列 か ら 本 質 的 に な る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 有 す る 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 を 提 供
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し 、 こ こ で レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は レ ト ロ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 を 付 随 し て い る 。 好
ま し く は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド か ら の も の で あ る 。
 
　 ま た 、 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 を 発 現 す
る 核 酸 構 造 体 を 含 有 し 、 プ ロ モ ー タ 、 (ａ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の ア ゴ ニ ス ト ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は (ｃ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 か ら 本 質 的 に
な る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を さ ら に 含 有 す る エ キ ソ ビ ボ 産 生 細 胞 (producer cell)を 提
供 し 、 こ こ で 当 該 産 生 細 胞 は 、 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 を 生 産 さ せ る 構 造 タ ン パ ク 質 を
付 随 す る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 包 含 す る 。  
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 内 皮 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 方 法 を 提
供 し 、 そ れ は (ａ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は (ｃ )
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 当 該 哺 乳
動 物 の 内 皮 細 胞 の 成 長 は 阻 害 さ れ 、 前 記 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体
で あ っ て よ い 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 内 皮 細 胞 の 成 長 は 腫 瘍 又 は 網 膜 疾 患
に 関 連 し て い る 。  
　 ま た 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 内 皮 細 胞 の 成 長 を 刺 激 す る 方 法 を 提
供 し 、 そ れ は (ａ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は (ｃ )
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 当 該 哺 乳
動 物 の 内 皮 細 胞 の 成 長 が 刺 激 さ れ 、 前 記 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体
で あ っ て よ い 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。  
　 ま た 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 心 臓 肥 大 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 し 、
そ れ は (ａ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は (ｃ )Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 哺 乳 動 物 の
心 臓 肥 大 が 阻 害 さ れ 、 前 記 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 で あ っ て よ い
。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 心 臓 肥 大 は 心 筋 梗 塞 に よ っ て 誘 発 さ れ た も の で あ
る 。  
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 心 臓 肥 大 を 刺 激 す る 方 法 を 提 供 し 、
そ れ は (ａ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 (ｂ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は (ｃ )Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 哺 乳 動 物 の
心 臓 肥 大 が 刺 激 さ れ 、 前 記 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 で あ っ て よ い
。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は 鬱 血 性 心 不 全 を 罹 患 し た ヒ ト で あ る 。  
　 ま た 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ り 誘 発 さ
れ る 血 管 形 成 を 阻 害 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 当 該 哺 乳 動 物 に 治 療 的 有 効 量 の 抗 -Ｐ Ｒ
Ｏ 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は 鬱 血 性 心 不 全 を 罹 患 し た ヒ
ト で あ る 。  
　 ま た 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ り 誘 発 さ
れ る 血 管 形 成 を 刺 激 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ れ は 、 当 該 哺 乳 動 物 に 治 療 的 有 効 量 の 抗 -Ｐ Ｒ
Ｏ 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り 、 よ り 好 ま し く
は 血 管 形 成 は 組 織 再 生 又 は 外 傷 治 癒 を 促 進 す る 。  
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Ｂ ． 　 さ ら な る 実 施 態 様  
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。  
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に
開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 又 は
無 の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 に 同
定 さ れ た 他 の 断 片 を 持 つ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ）
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の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の
配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性
、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％
の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一
性 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 。  
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 他 の 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 す る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
ｃ Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 化 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の コ
ー ド 化 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 又 は 無 の 膜 貫 通 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 細
胞 外 ド メ イ ン の コ ー ド 化 配 列 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 に 同 定 さ れ た 他
の 断 片 の コ ー ド 化 配 列 を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し
て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列
同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の
配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。  
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） こ こ に 開 示 す る Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ ク
質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の も の に コ ー ド さ れ る の と 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分
子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 配 列
同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配
列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の
配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。  
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 し て い る か 又 は 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 性 化
さ れ て い る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は そ の よ う な コ ー ド 化
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ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 し 、 そ の
よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 膜 貫 通 ド メ イ ン は こ こ に 開 示 さ れ る 。 従 っ て 、 こ こ に 記 載 さ れ る Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン が 考 慮 さ れ る 。  
【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の 実 施 態 様 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 、 又 は そ の 相 補 鎖 に 向 け ら れ 、
そ れ ら は 、 例 え ば 、 場 合 に よ っ て は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 化 断 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し
て 、 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る 。 こ の よ
う な 核 酸 断 片 は 、 通 常 は 少 な く と も 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ３ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １
０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １
５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 １ ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２
０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ３ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４
５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 こ こ
で 「 約 」 と い う 語 の 内 容 は 参 照 す る 長 さ の プ ラ ス 又 は マ イ ナ ス １ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
長 を 指 す こ と を 意 味 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 新 規 な 断 片 は
、 多 く の 良 く 知 ら れ た 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム の 任 意 の も の を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 他 の 公 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 整 列 さ せ 、 い ず れ の
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 が 新 規 で あ る か を 決 定 す る こ と に よ り
、 日 常 的 な 手 法 で 同 定 し て も よ い 。 こ の よ う な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 全 て こ こ で 考 慮 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 断 片 、 好 ま し く は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド 断 片 も 考 慮 さ れ る 。  
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 で 特 定 さ れ た 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 の 任 意 の も の に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。  
　 或 る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル
ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 又 は 無 の 膜 貫 通 タ ン パ
ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 に 同 定 さ れ た 他 の 断 片
を 持 つ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６
％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 配 列 同
一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
３ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少

10

20

30

40

50

(30) JP 2006-6329 A 2006.1.12



な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 配 列
同 一 性 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。  
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 す る Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の も の に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一
性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の
配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性
、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％
の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６
％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性
を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。  
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ
ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 又 は 無 の 膜 貫 通 タ
ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 に 同 定 さ れ た 他 の
断 片 を 持 つ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し た と き に 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ ポ ジ
テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８
６ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ８ ８ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ ポ ジ テ ィ
ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％
ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ７ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 そ し て 、 よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア と さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。  
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持
た ず 、 上 記 し た よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る
単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 そ れ ら を 製 造 す る 方 法 も こ こ に 記 載 さ れ 、 そ
れ ら の 方 法 は 、 適 当 な コ ー ド 化 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 培 養 培 地 か ら Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を
含 む 。  
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン の 欠 失 し た 又 は 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 性 化 さ れ た
、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 そ れ ら を 製 造 す る 方 法 も こ こ に 記 載 さ れ 、
そ れ ら の 方 法 は 、 適 当 な コ ー ド 化 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 培 養 培 地 か ら Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と
を 含 む 。  
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 同 定 さ れ る 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ
ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス
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ト は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 又 は 小 分 子 で あ る 。  
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス
ト を 同 定 す る 方 法 に 関 し 、 そ れ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触 さ せ 、 前 記 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。  
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は こ こ に 記 載 す る Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 、 担 体 と 組 み 合
わ せ て 含 有 す る 物 質 の 組 成 物 に 関 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 担 体 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体
で あ る 。  
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 し た よ う な そ の ア ゴ ニ ス ト 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア
ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 起 因 す る 状 態 の 治 療 に お い て 有 用 な 医 薬 の 調 製 の た め
の 使 用 に 向 け ら れ る 。  
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 記 載 す る ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー の 任 意 の も の を 含 む
宿 主 細 胞 も 提 供 さ れ る 。 例 と し て 、 宿 主 細 胞 は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 、 又 は バ キ ュ ウ ロ ウ イ
ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で あ っ て よ い 。 こ こ に 記 載 す る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 が さ ら に
提 供 さ れ 、 そ れ は 、 宿 主 細 胞 を 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 細 胞
培 地 か ら 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 む 。  
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た 、 こ こ に
記 載 す る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 を 提 供 す る 。 そ の よ う な キ メ ラ 分 子
の 例 は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 に 融 合 し た こ こ に 記 載 の 任 意
の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。  
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 又 は 下 記 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 抗 体
断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 。  
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ア ン チ
セ ン ス プ ロ ー ブ の 単 離 に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 そ れ ら の プ ロ ー ブ
は 上 記 又 は 下 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 任 意 の も の か ら 誘 導 さ れ う る 。  
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）  
【 ０ ０ ５ ８ 】
１ ． 　 定 義  
　 「 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 」 、 「 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 機 能 不 全 」 、 「
心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 疾 患 」 及 び 「 心 臓 血 管 、 内 皮 又 は 血 管 形 成 機 能 不 全 」 と い う
用 語 は 相 互 交 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 並 び に 血 管 、 例 え ば 動 脈 、 毛 細 管 、 静 脈 、 及 び ／ 又 は リ
ン パ 管 そ れ 自 体 の 病 気 の 一 部 を 称 す る 。 こ れ に は 、 血 管 形 成 及 び ／ 又 は 心 臓 血 管 新 生 を 刺
激 す る 徴 候 、 及 び 血 管 形 成 及 び ／ 又 は 心 臓 血 管 新 生 を 阻 害 す る 徴 候 が 含 ま れ て い る 。 こ の
よ う な 疾 患 に は 、 例 え ば 動 脈 の 病 気 、 例 え ば ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 高 血 圧 、 炎 症 性 脈 管
炎 、 レ ー ノ ー 病 及 び レ ー ノ ー 現 象 、 動 脈 瘤 、 及 び 動 脈 再 狭 窄 ； 静 脈 及 び リ ン パ 管 の 疾 患 、
例 え ば 血 栓 静 脈 炎 、 リ ン パ 管 炎 、 及 び リ ン パ 浮 腫 ； 及 び 他 の 血 管 疾 患 、 例 え ば 末 梢 血 管 病
、 癌 、 例 え ば 血 管 腫 瘍 、 例 え ば 血 管 腫 (毛 細 管 及 び 海 綿 状 )、 グ ロ ム ス 腫 瘍 、 毛 細 管 拡 張 症
、 細 菌 性 血 管 腫 症 、 血 管 内 皮 腫 、 血 管 肉 腫 、 血 管 外 皮 細 胞 腫 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 リ ン パ 管 腫 、
及 び リ ン パ 管 肉 腫 、 腫 瘍 血 管 形 成 、 外 傷 、 例 え ば 傷 、 火 傷 、 及 び 他 に 損 傷 を 被 っ た 組 織 、
移 植 固 定 、 瘢 痕 化 、 虚 血 再 潅 流 傷 害 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 、 脳 血 管 の 病 気 、 腎 臓 病 、 例 え
ば 急 性 腎 不 全 、 及 び 骨 粗 鬆 症 が 含 ま れ る 。 ま た 、 ア ン ギ ナ 、 心 筋 梗 塞 、 例 え ば 急 性 心 筋 梗
塞 、 心 臓 肥 大 、 及 び 心 不 全 、 例 え ば Ｃ Ｈ Ｆ も 含 ま れ る 。  
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 の 「 肥 大 」 と は 、 腫 瘍 形 成 に 関 与 し な い 正 常 な 成 長 と は 無 関 係 に
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組 織 又 は 構 造 体 の 大 き さ が 増 加 す る こ と と し て 定 義 さ れ る 。 器 官 又 は 組 織 の 肥 大 は 個 々 の
細 胞 の 大 き さ の 増 加 (真 性 肥 大 )、 又 は 組 織 を 形 成 す る 細 胞 数 の 増 加 (過 形 成 )、 又 は そ の 両
方 の い ず れ か に よ る 。 あ る 種 の 器 官 、 例 え ば 心 臓 は 誕 生 後 、 短 い 期 間 で 分 割 能 力 を 失 う 。
従 っ て 、 「 心 臓 肥 大 」 は 心 臓 の 大 き さ が 増 加 す る も の と し て 定 義 さ れ 、 成 人 に お い て は 、
細 胞 分 割 が 付 随 す る こ と な の な い 、 収 縮 性 タ ン パ ク 質 の 含 有 量 と ミ オ サ イ ト の 細 胞 サ イ ズ
の 増 加 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 肥 大 を 刺 激 す る 原 因 と な る ス ト レ ス の 特 徴 (例 え ば 、 プ レ
ロ ー ド の 増 加 、 ア フ タ ー ロ ー ド の 増 加 、 心 筋 梗 塞 の 場 合 と 同 様 の ミ オ サ イ ト の 損 失 、 収 縮
性 の 一 次 低 下 )が 、 反 応 の 性 質 の 決 定 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と は 明 ら か で あ
る 。 心 臓 肥 大 の 初 期 段 階 は 、 通 常 、 ミ オ フ ィ ブ リ ル と ミ ト コ ン ド リ ア の サ イ ズ の 増 加 、 並
び に ミ ト コ ン ド リ ア と 核 の 拡 大 に よ り 形 態 学 的 に 特 徴 付 け ら れ る 。 こ の 段 階 に お い て 、 筋
細 胞 は 正 常 な も の よ り も よ り 大 き く な り 、 細 胞 組 織 は か な り 保 存 さ れ る 。 心 臓 肥 大 の 段 階
が さ ら に 進 行 す る と 、 特 定 の オ ル ガ ネ ラ 、 例 え ば ミ ト コ ン ド リ ア の 数 及 び サ イ ズ が 優 先 的
に 増 加 し 、 新 規 の 収 縮 エ レ メ ン ト は 不 規 則 な 方 法 で 、 細 胞 の 局 在 領 域 に 添 加 さ れ る 。 長 年
に わ た っ て 肥 大 を 被 っ て い る 細 胞 は 、 隣 接 す る ミ オ フ ィ ブ リ ル を 置 換 し 、 正 常 な Ｚ 膜 レ ジ
ス ト レ ー シ ョ ン の 破 壊 を 引 き 起 こ す 、 高 度 に 分 葉 さ れ た 膜 を 有 す る 、 か な り 拡 大 し た 核 を
含 む 、 細 胞 組 織 体 に お け る よ り 明 ら か な 分 裂 を 示 す 。 「 心 臓 肥 大 」 と い う 用 語 は 、 根 底 に
あ る 心 疾 患 に 関 係 な く 、 心 筋 の 種 々 の 度 合 い の 構 造 的 ダ メ ー ジ に よ り 特 徴 付 け ら れ る 病 状
の 進 行 に お け る 全 て の 段 階 を 含 む よ う に 使 用 さ れ る 。 こ の 故 に 、 そ の 用 語 は 、 心 臓 肥 大 の
発 達 に お け る 生 理 学 的 病 状 、 例 え ば 血 圧 の 上 昇 、 大 動 脈 狭 窄 、 又 は 心 筋 梗 塞 も 含 ま れ る 。
 
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 心 不 全 」 は 、 心 臓 が 代 謝 中 の 組 織 の 要 求 が 必 要 と す る 速 さ で 血 液 を 送 ら な い 心 機 能 の
異 常 を 指 す 。 心 不 全 は 虚 血 、 先 天 的 、 リ ュ ウ マ チ 性 又 は 特 発 的 形 態 を 含 む 、 種 々 の 因 子 が
原 因 と な り 得 る 。  
　 「 鬱 血 性 心 不 全 」 (Ｃ Ｈ Ｆ )は 、 末 梢 組 織 ま で 酸 素 化 さ れ た 血 液 を 送 達 さ せ る た め に 、 十
分 な 心 拍 出 量 (経 時 的 に 心 臓 に よ り 押 し 出 さ れ る 血 液 量 )を 供 給 す る こ と の で き な い 心 臓 の
進 行 性 の 病 状 で あ る 。  Ｃ Ｈ Ｆ が 進 行 す る と 、 構 造 的 及 び 血 行 力 学 的 ダ メ ー ジ が 生 じ る 。
こ れ ら の ダ メ ー ジ は 色 々 と 現 れ 、 一 つ の 特 徴 的 徴 候 は 心 室 肥 大 で あ る 。 Ｃ Ｈ Ｆ は 多 く の 心
疾 患 の 共 通 し た 終 末 結 果 で あ る 。  
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 心 筋 梗 塞 」 は 、 し ば し ば 多 重 冠 動 脈 血 栓 症 を 伴 う 、 冠 動 脈 の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 に
結 果 で あ る と 一 般 的 に さ れ て い る 。 そ れ は 、 心 室 壁 の 全 厚 み に わ た っ て 心 筋 壊 死 が あ る 壁
内 梗 塞 、 及 び 心 室 壁 を 通 っ て 心 外 膜 に 至 る 全 て の 経 路 に 伸 長 す る こ と な く 、 壊 死 が 内 皮 下
層 、 心 筋 壁 内 、 又 は そ の 両 方 に あ る 副 心 内 膜 (非 壁 内 )梗 塞 ２ つ の タ イ プ に 分 け る こ と が で
き る 。 心 筋 梗 塞 は 血 行 力 学 的 影 響 の 変 化 と 心 臓 の ダ メ ー ジ を 受 け た 、 及 び 健 康 な 領 域 に お
け る 構 造 の 変 化 の 両 方 に 原 因 が あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 よ っ て 、 例 え ば 心 筋 梗 塞 に よ り
心 臓 の 最 大 流 出 量 及 び 心 臓 鼓 動 容 量 が 低 減 す る 。 ま た 、 心 筋 梗 塞 に 関 連 し て 、 間 隙 に 生 じ
る Ｄ Ｎ Ａ 合 成 が 刺 激 さ れ 、 影 響 を う 受 け て い な い 心 臓 領 域 に お け る コ ラ ー ゲ ン の 形 成 が 増
加 す る 。  
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 長 期 間 に わ た る 高 血 圧 に お い て 、 心 臓 の ス ト レ ス 及 び 圧 力 が 増 加 す る 結 果 、 例 え ば 全 末
梢 耐 性 が 増 加 し て 、 心 臓 肥 大 は 長 期 間 「 高 血 圧 」 を 付 随 す る よ う に な る 。 慢 性 的 に 圧 力 が
加 わ る 結 果 で 肥 大 し た 心 室 の 特 徴 は 、 心 拡 張 の 実 行 が 損 な わ れ る こ と で あ る 。 Fouad等 ,　
J. Am. Coll. Cardiol., 4： 1500-1506(1984)； Smith等 ,　 J. Am. Coll. Cardiol., 5： 8
69-874(1985)。 長 期 間 に わ た る 左 心 室 の 弛 緩 に は 、 心 収 縮 機 能 が 正 常 又 は 通 常 で は な い の
に か か わ ら ず 、 早 く に 本 能 性 高 血 圧 が み ら れ た 。 Hartford等 ,Hypertension, 6: 329-338(
1984)。 し か し 、 血 圧 レ ベ ル と 心 臓 肥 大 と の 間 は 平 行 し て 近 接 し て い な い 。 ヒ ト に お い て
、 抗 高 血 圧 治 療 に 応 じ て 左 心 室 機 能 の 改 善 は 繰 り 返 さ れ る が 、 利 尿 薬 (ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア
ジ ド )、 β -ブ ロ ッ カ ー (プ レ パ ノ ロ ー ル )、 又 は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ブ ロ ッ カ ー (ジ ル チ
ア ゼ ム )で 治 療 し て い る 患 者 は 、 心 拡 張 機 能 が 改 善 さ れ る こ と な く 左 心 室 肥 大 へ の 逆 戻 り
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が み ら れ る 。 Inouye等 , Am. J. Cardiol., 53： 1583-7(1984)。  
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 心 臓 肥 大 に 関 連 し た 他 の 複 合 的 心 疾 患 は 「 肥 大 性 心 筋 症 」 で あ る 。 こ の 病 状 は 形 態 学 的
、 機 能 的 及 び 臨 床 的 特 性 が 非 常 に 多 様 で あ る こ と (Maron等 , N. Engl. J. Med., 316： 780
-789(1987)； Spirito等 ,　 N. Engl. J. Med., 320： 749-755(1989)； Louie及 び Edwards, 
Prog. Cardiovasc. Dis., 36： 275-308(1994)； Wigle等 , Circulation, 92： 1680-1692(1
995))、 全 年 齢 の 患 者 を 悩 ま す 事 実 に よ り 強 調 さ れ る 異 種 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 Spiri
to等 , N. Engl. J. Med., 336： 775-785(1997)。 ま た 、 肥 大 心 筋 症 の 原 因 と な る 要 因 は 多
様 で あ り 、 ほ と ん ど 理 解 さ れ て い な い 。 一 般 的 に 、 サ ル コ メ ア タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 に お け る 変 異 が 肥 大 性 心 筋 症 に 関 与 し て い る 。 近 年 の デ ー タ で は 、 β -ミ オ シ ン 重 鎖
変 異 が 、 家 族 性 肥 大 性 心 筋 症 の 原 因 の 約 ３ ０ か ら ４ ０ パ ー セ ン ト で あ る と 計 測 さ れ て い る
こ と を 示 唆 し て い る 。 Watkins等 , N. Engl. J. Med., 326： 1108-1114(1992)； Schwartz
等 , Circulation, 91： 532-540(1995)； Marian及 び Roberts,　 Circulation, 92： 1336-13
47(1995)； Thierfelder等 , Cell, 77： 701-712(1994)； Watkins等 , Nat. Gen., 11： 434-
437(1995)。 β -ミ オ シ ン 重 鎖 の 他 に も 、 他 の 位 置 の 遺 伝 子 変 異 に 、 心 臓 ト ロ ポ ニ ン Ｔ 、 ア
ル フ ァ ト ポ ミ オ シ ン 、 心 臓 ミ オ シ ン 結 合 プ ロ テ イ ン Ｃ 、 必 須 ミ オ シ ン 軽 鎖 、 及 び 調 節 性 ミ
オ シ ン 軽 鎖 が 含 ま れ る 。 Malik及 び Watkins, Curr. Opin. Cardiol., 12： 295-302(1997)
を 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 弁 「 大 動 脈 狭 窄 」 は 、 上 行 大 動 脈 が 狭 く な る こ と に よ り 特 徴 付 け ら れ る 遺 伝 性 血 管 疾
患 で あ る が 、 肺 動 脈 を 含 む 他 の 動 脈 も さ ら に 影 響 を う け る お そ れ が あ る 。 未 治 療 の 大 動 脈
狭 窄 で は 、 心 内 圧 力 が 増 加 し 、 結 果 と し て 心 臓 肥 大 が 生 じ 、 実 際 に は 心 不 全 及 び 死 に 至 る
。 こ の 疾 患 の 病 因 は 十 分 に は 理 解 さ れ て い な い が 、 中 間 平 滑 筋 の 過 形 成 可 能 性 及 び 肥 大 は
こ の 疾 患 の 顕 著 な 特 徴 で あ る 。 エ ラ ス チ ン 遺 伝 子 の 分 子 変 異 体 が 大 動 脈 狭 窄 の 発 現 の 病 因
に 関 与 し て い る こ と が 、 1997年 7月 22日 公 開 の 米 国 特 許 第 5,650,282号 に 報 告 さ れ て い る 。
 
　 「 心 臓 弁 逆 流 」 は 心 臓 弁 の 疾 患 の 結 果 に よ る 心 臓 病 の 結 果 と し て 生 じ る 。 リ ュ ウ マ チ 熱
の よ う な 種 々 の 病 気 は 、 弁 オ リ フ ィ ス の 収 縮 又 は 引 っ 張 り を 引 き 起 こ す も の で あ る が 、 他
の 病 気 は 、 心 内 膜 炎 、 心 内 膜 又 は 心 房 オ リ フ ィ ス の 内 側 の 膜 の 炎 症 、 及 び 心 臓 の 手 術 に な
る 。 欠 損 、 例 え ば 弁 狭 窄 又 は 弁 の 欠 損 近 接 に よ り 、 心 臓 腔 に お け る 血 液 の 蓄 積 、 又 は 弁 を
通 過 し て の 血 液 の 逆 流 が 生 じ る 。 弁 狭 窄 又 は 不 全 を 長 期 間 治 癒 し な い と 、 心 臓 肥 大 や 心 筋
に 関 連 し た ダ メ ー ジ を 被 る 結 果 と な り 、 最 終 的 に は 弁 の 交 換 が 必 要 と な る 。  
　 こ れ ら 全 て 、 及 び 心 臓 肥 大 が 付 随 し て も し な く て も よ い 他 の 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形
成 疾 患 の 治 療 が 本 発 明 に 含 ま れ る 。  
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 用 語 「 癌 」 、 「 癌 性 」 及 び 「 悪 性 」 は 、 典 型 的 に は 調 節 さ れ な い 細 胞 成 長 を 特 徴 と す る
、 哺 乳 動 物 に お け る 生 理 学 的 状 態 を 指 す か 記 述 す る 。 癌 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も
の で は な い が 、 腺 癌 、 リ ン パ 腫 、 芽 細 胞 腫 、 黒 色 腫 、 肉 腫 、 及 び 白 血 病 が 含 ま れ る 。 こ の
よ う な 癌 の よ り 特 定 の 例 に は 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌 、 胃 癌 、 ホ ジ
キ ン 及 び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 、 膵 臓 癌 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫 、 子 宮 頸 癌 、 卵 巣 癌 、 肝 臓 癌 、 例
え ば 肝 癌 (hepatic carcinoma)及 び 肝 細 胞 腫 (hepatoma)、 膀 胱 癌 、 乳 癌 、 大 腸 癌 、 結 腸 直
腸 癌 、 子 宮 体 癌 、 唾 液 腺 癌 、 腎 細 胞 癌 及 び ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 等 の 腎 臓 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 黒 色
腫 、 前 立 腺 癌 、 産 卵 口 癌 、 甲 状 腺 癌 、 精 巣 癌 、 食 道 癌 、 及 び 様 々 な 種 類 の 頭 部 及 び 頸 部 の
癌 が 含 ま れ る 。 こ こ で の 治 療 に 好 適 な 癌 は 乳 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 、 黒 色 腫 、 卵 巣 癌 及 び 上 述
に 記 し た 血 管 腫 瘍 に 係 る も の で あ る 。  
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 細 胞 毒 性 薬 」 と い う 用 語 は 、 細 胞 の 機 能 を 阻 害 又 は 阻 止 し 及 び ／ 又
は 細 胞 破 壊 を 生 ず る 物 質 を 指 す 。 こ の 用 語 は 、 放 射 性 同 位 体 （ 例 え ば 、 131Ｉ 、 125Ｉ 、 90
Ｙ 及 び 186Ｒ ｅ ） 、 化 学 治 療 薬 、 及 び 細 菌 、 真 菌 、 植 物 又 は 動 物 起 源 の 酵 素 活 性 毒 素 等 の
毒 素 、 又 は そ れ ら の 断 片 を 含 む こ と を 意 図 す る 。  
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　 「 化 学 治 療 薬 」 は 、 癌 の 治 療 に 有 用 な 化 学 化 合 物 で あ る 。 化 学 治 療 薬 の 例 に は 、 ア ル キ
ル 化 剤 、 葉 酸 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 核 酸 代 謝 の 代 謝 産 物 、 抗 生 物 質 、 ピ リ ミ ジ ン 類 似 物 、 ５ -
フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 シ ス プ ラ チ ン 、 プ リ ン ヌ ク レ オ シ ド 、 ア ミ ン 類 、 ア ミ ノ 酸 、 ト リ ア ゾ
ー ル ヌ ク レ オ シ ド 、 又 は コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 類 が 含 ま れ る 。 特 定 の 例 に は 、 ア ド リ ア マ イ
シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド （ 「 Ａ ｒ ａ -Ｃ 」 ）
、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 チ オ テ パ 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 サ イ ト キ シ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 ト キ ソ テ
ア 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 シ ス プ ラ チ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン
、 エ ト ポ シ ド 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 ミ ト キ サ ン ト ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン
、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 テ ニ ポ シ ド 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン 、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン 、 ア
ミ ノ プ テ リ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ス ペ ラ マ イ シ ン （ 米 国 特 許 第 4,67
5,187号 参 照 ） 、 メ ル フ ァ ラ ン 及 び 関 連 す る ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド を 含 む 。 ま た 、 タ
モ キ シ フ ェ ン 及 び オ ナ プ リ ス ト ン 等 の 腫 瘍 に 対 す る ホ ル モ ン 作 用 を 調 節 又 は 阻 害 す る よ う
に 機 能 す る ホ ル モ ン 薬 も こ の 定 義 に 含 ま れ る 。  
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 「 成 長 阻 害 薬 」 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 、 細 胞 、 例 え ば
Ｗ ｎ ｔ -過 剰 発 現 癌 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 化 合 物 又 は 組 成 物 を 称 す る 。 即 ち 、 成 長 阻 害 薬
は 、 Ｓ 相 に お け る 悪 性 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を か な り 低 減 さ せ る も の で あ る 。 成 長 阻 害 薬
の 例 は 、 細 胞 周 期 の 進 行 を （ Ｓ 相 以 外 の 位 置 で ） 阻 止 す る 薬 剤 、 例 え ば 、 Ｇ １ 停 止 及 び Ｍ
相 停 止 を 誘 発 す る 薬 剤 を 含 む 。 古 典 的 な Ｍ 相 ブ ロ ッ カ ー は 、 ビ ン カ ス （ ビ ン ク リ ス チ ン 及
び ビ ン ブ ラ ス チ ン ） 、 タ キ ソ ー ル 、 及 び ト ポ Ｉ Ｉ 阻 害 剤 、 例 え ば ド キ ソ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ
ル ビ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 及 び ブ レ オ マ イ シ ン を 含 む 。 Ｇ １ 停 止 さ せ る こ れ ら の 薬 剤 は 、 Ｓ
相 停 止 に も 波 及 し 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ア ル キ ル 化 剤 、 例 え ば タ モ キ シ フ ェ ン 、 プ レ ド ニ ソ ン
、 ダ カ ル バ ジ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ
シ ル 及 び Ａ ｒ ａ -Ｃ で あ る 。 さ ら な る 情 報 は 、 The Molecular Basis of Cancer, Mendelso
hn及 び Israel,編 集 , Chapter 1, Murakamiら に よ る 表 題 「 Cell cycle regulation, oncog
enes, and antineoplastic drugs」 （ WB Saunders: Philadelphia, 1995） 、 特 に 13頁 に
見 出 さ れ る 。 さ ら な る 例 に は 、 腫 瘍 壊 死 因 子 (Ｔ Ｎ Ｆ )、 酸 性 又 は 塩 基 性 Ｆ Ｇ Ｆ 又 は 肝 実 質
細 胞 成 長 因 子 (Ｈ Ｇ Ｆ )の 血 管 形 成 活 性 を 阻 害 又 は 中 和 可 能 な 抗 体 、 組 織 因 子 の 凝 固 活 性 を
阻 害 又 は 中 和 可 能 な 抗 体 、 プ ロ テ イ ン Ｃ 又 は プ ロ テ イ ン Ｓ (1991年 2月 21日 に 公 開 さ れ た WO
91/01753を 参 照 さ れ た い )、 又 は Ｈ Ｅ Ｒ ２ レ セ プ タ ー に 結 合 可 能 な 抗 体 (WO89/06692)、 例
え ば ４ Ｄ ５ 抗 体 (及 び そ れ ら の 機 能 的 等 価 物 )(例 え ば WO92/22653)が 含 ま れ る 。  
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 治 療 」 と は 、 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 の 病 的 状 態 の 進 行 又 は 改 変 の 防 止 を 意
図 し て 行 わ れ る 。 治 療 の 概 念 は 最 も 広 い 意 味 に 使 用 さ れ 、 任 意 の 段 階 の 心 臓 血 管 、 内 皮 及
び 血 管 形 成 疾 患 の 防 止 (予 防 )、 緩 和 、 低 減 、 及 び 治 癒 を 特 に 含 む 。 従 っ て 、 「 治 療 」 は 治
癒 的 処 置 、 及 び 予 防 的 又 は 防 止 的 手 段 の 両 方 を 称 し 、 患 者 は 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成
疾 患 を 防 止 又 は 遅 延 化 さ せ ら れ る 。 治 療 が 必 要 な も の と は 、 既 に 疾 患 に 罹 っ て い る も の 、
並 び に 疾 患 に 罹 り や す い も の 又 は 疾 患 が 防 止 さ れ て い る も の を 含 む 。 疾 患 は 、 特 発 症 、 心
栄 養 性 （ cardiotrophic） 、 又 は 筋 栄 養 性 の 原 因 、 又 は 虚 血 又 は 虚 血 発 作 、 例 え ば 心 筋 梗
塞 を 含 む 、 任 意 の 原 因 の 結 果 に よ る も の で あ る 。  
　 「 慢 性 」 投 与 と は 、 急 性 様 式 と は 異 な り 連 続 的 な 様 式 で の 薬 剤 を 投 与 し 、 初 期 の 治 療 効
果 、 例 え ば 抗 肥 大 効 果 を 長 時 間 に 渡 っ て 維 持 す る こ と を 称 す る 。  
　 治 療 の 目 的 の た め の 「 哺 乳 動 物 」 は 、 ヒ ト 、 家 庭 及 び 農 業 用 動 物 、 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 、
又 は ペ ッ ト 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ な ど を 含 む 哺 乳 類 に 分 類
さ れ る 任 意 の 動 物 を 称 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。  
　 一 又 は 複 数 の さ ら な る 治 療 薬 と 「 組 み 合 わ せ た 」 投 与 と は 、 同 時 （ 同 時 期 ） 及 び 任 意 の
順 序 で の 連 続 し た 投 与 を 含 む 。  
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 薬 」 な る 用 語 は 、 一 般 的 に 、 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形
成 疾 患 の 治 療 に 作 用 す る 任 意 の 薬 剤 を 称 す る 。 心 臓 血 管 剤 の 例 は 、 血 圧 、 心 拍 数 、 心 収 縮
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、 及 び 内 皮 及 び 平 滑 筋 の 生 物 学 を 調 節 す る 血 管 ホ メ オ ス タ シ ス を 促 進 す る も の で 、 全 因 子
は 心 臓 血 管 病 に お け る 役 割 を 有 し て い る 。 こ れ ら の 特 定 の 例 に は 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン -Ｉ
Ｉ レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト ： エ ン ド セ リ ン レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば BOSENTAN
Ｔ Ｍ 及 び MOXONODINＴ Ｍ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -ガ ン マ (Ｉ Ｆ Ｎ -γ )； デ ス -ア ス パ ラ タ ー ト -
ア ン ギ オ テ ン シ ン Ｉ ： 血 栓 溶 解 剤 、 例 え ば ス ト レ プ ト キ ナ ー ゼ 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ 、 ｔ -Ｐ Ａ
、 及 び 半 減 期 が よ り 長 く 、 非 常 に 高 い フ ィ ブ リ ン 特 異 性 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ た ｔ -Ｐ
Ａ 変 異 体 、 Ｔ Ｎ Ｋ -ｔ -Ｐ Ａ (Ｔ １ ０ ３ Ｎ 、 Ｎ １ １ ７ Ｑ 、 Ｋ Ｈ Ｒ Ｒ (296-299)Ａ Ａ Ａ Ａ ｔ -Ｐ
Ａ 変 異 体 , Keyt等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91： 3670-3674(1994))： 強 心 薬 又 は 昇
圧 薬 、 例 え ば ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 及 び β -ア ド レ ナ リ ン 様 レ セ プ タ ー ブ ロ ッ ク 剤 、 例 え ば プ
ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 チ モ ロ ー ル 、 タ ー タ ロ ロ ー ル 、 カ ル テ オ ロ ー ル 、 ナ ド ロ ー ル 、 ベ タ キ ソ
ロ ー ル 、 ペ ン ブ ト ロ ー ル 、 ア セ ト ブ ト ロ ー ル 、 ア テ ノ ロ ー ル 、 メ ト プ ロ ロ ー ル 、 及 び カ ー
ベ ジ ル ロ ー ル ： ア ン ギ オ テ ン シ ン 転 換 酵 素 (Ａ Ｃ Ｅ )イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば ク イ ナ ピ リ ル 、
カ プ ト プ リ ル 、 エ ナ ラ プ リ ル 、 ラ ミ プ リ ル 、 ベ ナ ゼ プ リ ル 、 フ ォ シ ノ プ リ ル 及 び リ シ ノ プ
リ ル ； ジ ウ レ テ ィ ク ス 、 例 え ば ク ロ ロ チ ア ザ イ ド 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア ザ イ ド 、 ヒ ド ロ フ ル
メ タ ザ イ ド 、 メ チ ル ク ロ チ ア ザ イ ド 、 ベ ン ズ チ ア ザ イ ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド 、 ア セ タ ゾ
ラ ミ ド 、 及 び イ ン ダ パ ミ ド ； 及 び カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ブ ロ ッ カ ー 、 例 え ば ジ ル チ ア ゼ ム
、 ニ フ ェ ジ ピ ン 、 ベ ラ パ ミ ル 及 び ニ カ ル ジ ピ ン が 含 ま れ る 。 こ の 種 の 好 ま し い 一 カ テ ゴ リ
ー は 、 心 臓 肥 大 、 又 は 心 臓 肥 大 の 進 行 に お け つ 生 理 学 的 状 態 、 例 え ば 血 圧 の 上 昇 、 大 動 脈
狭 窄 又 は 心 筋 梗 塞 の 治 療 に 使 用 さ れ る 治 療 薬 で あ る 。  
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 血 管 形 成 薬 」 及 び 「 内 皮 薬 」 は 、 血 管 形 成 及 び ／ 又 は 内 皮 細 胞 の 成 長 、 又 は 適 切 で あ
る な ら ば 血 管 形 成 を 促 進 す る 活 性 剤 で あ る 。 こ れ に は 、 傷 の 治 癒 を 促 進 す る 因 子 、 例 え ば
成 長 ホ ル モ ン 、 イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 -Ｉ (Ｉ Ｇ Ｆ -Ｉ )、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｖ Ｉ Ｇ Ｆ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ
、 表 皮 成 長 因 子 (Ｅ Ｇ Ｆ )、 Ｃ Ｔ Ｇ Ｆ 及 び そ の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 、 Ｆ Ｇ Ｆ 、 及 び Ｔ Ｇ Ｆ
-α 及 び Ｔ Ｇ Ｆ -β が 含 ま れ る 。  
　 「 ア ン ギ オ ス タ チ ッ ク 薬 」 は 血 管 形 成 又 は 管 形 成 を 阻 害 、 又 は 癌 細 胞 の 成 長 を 阻 害 又 は
防 止 す る 活 性 剤 で あ る 。 例 に は 、 上 述 し た 血 管 形 成 剤 の 抗 体 又 は 他 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例
え ば Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 細 胞 治 療 薬 、 例 え ば 細 胞 毒 性 薬 、 化 学 治
療 薬 、 成 長 阻 害 、 ア ポ ト ー シ ス 薬 、 及 び 癌 を 治 療 す る 他 の 薬 剤 、 例 え ば 抗 -Ｈ Ｅ Ｒ -２ 、 抗
-Ｃ Ｄ ２ ０ 、 及 び 生 物 活 性 及 び 有 機 化 学 薬 が 含 ま れ る 。  
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 に お け る 薬 理 学 的 意 味 で 、 活 性 剤 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の ア
ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 「 治 療 的 有 効 量 」 と は 、 哺 乳 動 物 の
心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 の 治 療 に 有 効 な 量 を 称 す る も の で あ り 、 経 験 的 に 決 定 す
る こ と が で き る 。  
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 活 性 剤 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の ア ゴ ニ ス ト
又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 「 有 効 量 」 と は 記 載 し た 目 的 の 実 行 に 有 効 な
量 を 称 す る も の で あ り 、 こ の よ う な 量 は 、 所 望 す る 効 果 に 応 じ て 経 験 的 に 決 定 す る こ と が
で き る 。  
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 用 語 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 は 、 直 後 に 数 値 符 号 が あ
る 場 合 に 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 指 し 、 完 全 な 符 号 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 ） は 、 こ こ に 記
載 す る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 「 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 ポ リ ペ プ チ
ド 」 及 び 「 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 」 で あ っ て 、 「 数 字 」 が こ こ で 使 用 さ れ る 実 際 の 数 値 符 号 と し て
与 え ら れ る 用 語 は 、 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 変 異 体 （ こ こ で 更 に 詳 細 に 定 義 す る ） を 含
む 。 こ こ に 記 載 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 組 織 型 又 は 他 の 供 給 源 と い っ た 種 々 の
供 給 源 か ら 単 離 し て も よ く 、 組 換 え 又 は 合 成 方 法 に よ っ て 調 製 し て も よ い 。  
　 「 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 天 然 由 来 の 対 応 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 自 然 か ら 単 離 す る こ と も で き る し 、 組 換 え 又 は 合 成 手 段 に よ り 生 産 す る こ と も で き
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る 。 「 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 に は 、 特 に 、 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 自 然 に 生 じ る 切 断 又 は 分 泌 形 態 (例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 )、 自 然 に 生 じ る 変 異 形 態
(例 え ば 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 )及 び そ の ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る 対 立
遺 伝 子 変 異 体 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ に 開 示 さ れ る 天 然 配 列
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 添 付 の 図 面 に 示 さ れ る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 成 熟 又 は 全 長 天 然
配 列 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 開 始 及 び 停 止 コ ド ン は 、 図 に お い て 太 字 及 び 下 線 で 示 し た 。 し
か し 、 添 付 の 図 面 に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 面 に お け る ア ミ ノ 酸 １ と し て こ こ
に 命 名 さ れ る メ チ オ ニ ン 残 基 で 始 ま る よ う に 示 さ れ て い る が 、 図 面 に お け る ア ミ ノ 酸 位 置
１ の 上 流 又 は 下 流 に 位 置 す る 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 ア ミ ノ 酸 残
基 と し て 用 い る こ と も 考 え ら れ る し 可 能 で も あ る 。  
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 「 細 胞 外 ド メ イ ン 」 又 は 「 Ｅ Ｃ Ｄ 」 は 、 膜 貫 通 及 び 細 胞 質 ド メ イ ン
を 実 質 的 に 有 し な い Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 を 意 味 す る 。 通 常 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド Ｅ
Ｃ Ｄ は 、 そ れ ら の 膜 貫 通 及 び ／ 又 は 細 胞 質 ド メ イ ン を １ ％ 未 満 、 好 ま し く は そ の よ う な ド
メ イ ン を ０ ． ５ ％ 未 満 し か 持 た な い 。 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 同 定 さ れ た 任
意 の 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 疎 水 性 ド メ イ ン の そ の 型 を 同 定 す る た め に 当 該 分 野 に お い て 日 常
的 に 使 用 さ れ る 基 準 に 従 い 同 定 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 膜 貫 通 ド メ イ ン の 厳 密
な 境 界 は 変 わ り 得 る が 、 最 初 に 同 定 さ れ た ド メ イ ン の い ず れ か の 末 端 か ら 約 ５ ア ミ ノ 酸 を
越 え な い 可 能 性 が 高 い 。 従 っ て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 場 合 に よ っ て は
、 実 施 例 又 は 明 細 書 で 同 定 さ れ る よ う に 膜 貫 通 ド メ イ ン 及 び ／ 又 は 細 胞 外 ド メ イ ン の 境 界
の い ず れ か の 側 か ら 約 ５ を 越 え な い ア ミ ノ 酸 を 含 ん で も よ く 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う 又
は 伴 わ な い 、 そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る
。  
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ こ に 開 示 す る 種 々 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 」 の 適 切 な 位 置 は 、 添
付 の 図 面 に 示 す 。 し か し 、 注 記 す る よ う に 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 は 変 化 し う
る が 、 こ こ で 最 初 に 定 義 し た よ う に シ グ ナ ル ペ プ チ ド Ｃ -末 端 境 界 の い ず れ か の 側 で 約 ５
ア ミ ノ 酸 未 満 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 く 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 は 、 そ の よ う な
型 の ア ミ ノ 酸 配 列 成 分 を 同 定 す る の に 日 常 的 に 使 用 さ れ る 基 準 に 従 っ て 同 定 し う る （ 例 え
ば 、 Nielsen等 , Prot. Eng. 10: 1-6 (1997)及 び von Heinje等 , Nucl. Acids. Res. 14: 
4683-4690 (1986)） 。 さ ら に 、 幾 つ か の 場 合 に は 、 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド か ら の シ グ ナ ル ペ プ
チ ド の 切 断 は 完 全 に 均 一 で は な く 、 一 以 上 の 分 泌 種 を も た ら す こ と も 認 め ら れ る 。 シ グ ナ
ル ペ プ チ ド が こ こ に 定 義 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 の 何 れ か の 側 の 約 ５ ア ミ
ノ 酸 未 満 内 で 切 断 さ れ る こ れ ら の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る 。  
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 」 と は 、 上 記 又 は 下 記 に 定 義 さ れ る よ う に 、 こ こ に 開 示 さ
れ る 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 天
然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 無 の こ こ に 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ の 細 胞
外 ド メ イ ン 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 断 片 と 、 少 な く と も 約 ８
０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 こ の よ う な Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に は 、 例 え ば 、 全 長 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ -又 は Ｃ -末 端 に お い て 一
又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 、 も し く は 欠 失 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 通
常 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 こ こ に 開 示 さ れ る 全 長 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示
さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
有 無 の こ こ に 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ の 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド の 他 の 断 片 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
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一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列
同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配
列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ
酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。 通 常 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異
体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 約 １ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ２ ０ ア ミ ノ 酸
長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ４ ０ ア ミ ノ 酸 長 、
よ り 多 く は 少 な く と も 約 ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ６ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り
多 く は 少 な く と も 約 ７ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ８ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く
は 少 な く と も 約 ９ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は
少 な く と も 約 １ ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は
少 な く と も 約 ３ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。  
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 以 下 に 示 す よ う に 、 表 １ は ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム の 安 全 な ソ ー ス コ
ー ド を 与 え る 。 こ の ソ ー ス コ ー ド は 、 UNIXオ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム で の 使 用 の た め に 日
常 的 に コ ン パ イ ル さ れ 、 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 与 え る 。  
　 さ ら に 、 表 ２ Ａ -２ Ｄ は 、 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い た ％ ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 （ 表 ２ Ａ -２ Ｂ ） 及 び ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ 表 ２ Ｃ -２ Ｄ ） を 決 定 す る た め に 下 記
の 方 法 を 使 用 す る 仮 説 的 な 例 を 示 し 、 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 は 対 象 と す る 仮 説 的 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 「 比 較 タ ン パ ク 質 」 は 対 象 と す る 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 ポ リ ペ プ チ ド が 比 較
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 「 Ｐ Ｒ Ｏ -Ｄ Ｎ Ａ 」 は 対 象 と す る 仮 説 的 Ｐ Ｒ
Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 配 列 を 示 し 、 「 比 較 Ｄ Ｎ Ａ 」 は 対 象 と す る 「 Ｐ Ｒ Ｏ -Ｄ Ｎ Ａ 」 核 酸 分 子 が
比 較 さ れ る 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 「 Ｘ 」 、 「 Ｙ 」 及 び 「 Ｚ 」 は 各 々 異 な る
仮 説 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 し 、 「 Ｎ 」 、 「 Ｌ 」 及 び 「 Ｖ 」 は 各 々 異 な る 仮 説 的 ヌ ク レ オ チ ド
を 示 す 。  
【 ０ ０ ７ ７ 】
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【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ こ に 定 義 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る 「 パ ー セ ン ト (％ )ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た め に 必 要 な ら ば 間 隙 を 導
入 し 、 如 何 な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部 と 考 え な い と し た 、 Ｐ Ｒ Ｏ 配 列 の ア ミ ノ 酸
残 基 と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン ト と し て 定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 当 業 者 の 技 量 の 範 囲 に あ
る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN、 ALIGN-2又 は Megalign(DNASTAR)ソ フ ト ウ
エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 可 能 で
あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 比 較 さ れ る 配 列 の 全 長 に 対 し て 最 大 の ア ラ イ ン メ ン ト を 達 成 す る
た め に 必 要 な 任 意 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 測 定 す る た め の 適 切 な パ ラ メ
ー タ を 決 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性
値 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 表 １ に 与 え
ら れ て い る 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 用 い て 得 ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ
プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、 表 １ に 示 し た ソ ー ス コ ー ド は 米 国 著 作 権
事 務 所 , Washington D.C., 20559に 使 用 者 用 書 類 と と も に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番 号
TXU510087の 下 で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2は ジ ェ ネ ン テ ク 社 、 South San Francisco, Cal
iforniaを 通 し て 公 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 ま た 表 １ に 与 え た ソ ー ス コ ー ド か ら コ ン パ イ ル
し て も よ い 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は 、 UNIXオ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ
ル UNIX V4.0Dで の 使 用 の た め に コ ン パ イ ル さ れ る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ は 、 ALIGN-
2プ ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ 変 動 し な い 。  
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と
の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、
又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配
列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：  
　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍  
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 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 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る ％ ア
ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る
で あ ろ う 。 こ の 方 法 を 用 い た ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ２ Ａ -Ｂ は 、 「
比 較 タ ン パ ク 質 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る
％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 方 法 を 示 す 。  
【 ０ １ ０ ０ 】
　 特 に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で の 全 て の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 上 記 の よ う に ALIGN-2
配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 は 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschul等 , Nucleic Acids Res. 25: 3389-340
2 (1997)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム は 、 http://ww.ncb
i.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ か の 検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し
、 そ れ ら 検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば 、 unmask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予
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測 さ れ る 発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス ｅ -値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ
ス の 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ フ ＝ ２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ
マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。  
【 ０ １ ０ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の
、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、
与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ
又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：  
　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍  
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基
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 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る
％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ
れ る で あ ろ う 。  
　 さ ら に 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Altschul等
, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 殆 ど の WU-BL
AST-2検 索 パ ラ メ ー タ は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、 即 ち 調 節 可 能 な パ
ラ メ ー タ は 以 下 の 値 に 設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ
ン ＝ ０ ． １ ２ ５ 、 ワ ー ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62。 こ
こ で の 目 的 の た め に 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘
導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 対 象 と す る 比 較
ア ミ ノ 酸 配 列 （ 即 ち 、 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 比 較 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変
異 体 で あ っ て も よ い 配 列 ） と の 間 の 、 WU-BLAST-2に よ っ て 決 定 し た 一 致 す る 同 一 ア ミ ノ 酸
残 基 の 数 を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 の 総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定
さ れ る 。 例 え ば 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持
つ 又 は 持 っ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 現 で は 、 ア ミ ノ 酸
配 列 Ａ が 対 象 と す る 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ が 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。  
【 ０ １ ０ ２ 】
　 「 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 又 は 「 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 核 酸 配 列 」 は 、 以 下 に 定 義 す る
よ う な 活 性 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 意 味 し 、 こ こ に 開 示 す る 全 長 天
然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 天 然 配 列 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 又 は 無 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 断 片 を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 通 常 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異
体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ に 開 示 す る 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開
示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ
グ ナ ル ペ プ チ ド 有 又 は 無 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配
列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
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約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一
性 を 有 し て い る 。 変 異 体 は 、 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。  
【 ０ １ ０ ３ 】
　 通 常 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多
く は 少 な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ
り 多 く は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 １ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ２ １ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ２ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約
２ ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な
く と も 約 ４ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多
く は 少 な く と も 約 ９ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。  
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ こ に 定 義 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 対 し て 同 定 さ れ て い る 「 パ ー
セ ン ト (％ )核 酸 配 列 同 一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た
め に 必 要 な ら ば 間 隙 を 導 入 し 、 如 何 な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部 と 考 え な い と し た
、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ
ド の パ ー セ ン ト と し て 定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト 核 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア
ラ イ ン メ ン ト は 、 当 業 者 の 技 量 の 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN
、 ALIGN-2又 は Megalign(DNASTAR)ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ
ト ウ エ ア を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 可 能 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 比 較 さ れ る 配 列 の 全 長
に 対 し て 最 大 の ア ラ イ ン メ ン ト を 達 成 す る た め に 必 要 な 任 意 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 、 ア ラ
イ ン メ ン ト を 測 定 す る た め の 適 切 な パ ラ メ ー タ を 決 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ こ で
の 目 的 の た め に は 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム
用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 表 １ に 与 え ら れ て い る 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 用 い て 得
ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、
表 １ に 示 し た ソ ー ス コ ー ド は 米 国 著 作 権 事 務 所 , Washington D.C., 20559に 使 用 者 用 書 類
と と も に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番 号 TXU510087の 下 で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2は ジ ェ
ネ ン テ ク 社 、 South San Francisco, Californiaを 通 し て 公 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 ま た 図
２ Ａ -Ｐ に 与 え た ソ ー ス コ ー ド か ら コ ン パ イ ル し て も よ い 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は 、 UNIXオ
ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX V4.0Dで の 使 用 の た め に コ ン パ イ ル さ
れ る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ 変 動 し な い 。  
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は
そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｄ と 、 又 は そ れ に 対 し て
或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｃ と 言 う こ と も で き
る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：  
　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍  
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ヌ ク レ オ チ ド の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 数 で
あ る 。 核 酸 配 列 Ｃ の 長 さ が 核 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同
一 性 は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 方
法 を 用 い た ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ２ Ｃ -Ｄ は 、 「 比 較 Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ
る 核 酸 配 列 の 「 Ｐ Ｒ Ｏ -Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 核 酸 配 列 に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 方
法 を 示 す 。  
　 特 に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で の 全 て の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 上 記 の よ う に ALIGN-2配 列
比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 は 、 配
列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschul等 , Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)
） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム は 、 http://ww.ncbi.nlm.ni
h.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ か の 検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 そ れ ら
検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば 、 unmask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予 測 さ れ る
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発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス ｅ -値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス の 定 数
＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ フ ＝ ２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク
ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。  
【 ０ １ ０ ６ 】
　 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら れ た
核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｄ
と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ
と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：  
　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍  
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ヌ ク レ オ チ ド の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 ヌ ク レ オ チ ド
数 で あ る 。 核 酸 配 列 Ｃ の 長 さ が 核 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配
列 同 一 性 は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。  
　 さ ら に 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Altschul等 , Me
thods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 殆 ど の WU-BLAST-
2検 索 パ ラ メ ー タ は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、 即 ち 調 節 可 能 な パ ラ メ
ー タ は 以 下 の 値 に 設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ ン ＝
０ ． １ ２ ５ 、 ワ ー ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62。 こ こ で
の 目 的 の た め に 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核
酸 か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 核 酸 配 列 と
、 対 象 と す る 比 較 核 酸 分 子 （ 即 ち 、 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 配
列 が 比 較 さ れ る 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 配 列 ） と の 間 の 、 WU-BLAST-2に よ
っ て 決 定 し た 一 致 す る 同 一 ヌ ク レ オ チ ド の 数 を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ
ー ド 化 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド の 総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 「 核 酸 配 列 Ｂ
に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 持 っ て い る 核 酸 配 列 Ａ を 含 ん
で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 」 と い う 表 現 で は 、 核 酸 配 列 Ａ が 対 象 と す る 比 較 核 酸 配 列 で あ
り 、 核 酸 配 列 Ｂ が 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 で あ る 。  
【 ０ １ ０ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 活 性 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 核 酸 分 子 で あ り 、 好 ま し く は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗
浄 条 件 下 で 、 各 々 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ） 、 図 ４ （ 配 列 番 号 ： ９ ） 、 図 ６ （ 配 列 番 号 ： １ ４
） 、 図 ８ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） 、 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ） 、 図 １ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ） 、
図 １ ４ （ 配 列 番 号 ： ３ １ ） 、 図 １ ６ （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ） 、 図 １ ８ （ 配 列 番 号 ： ４ １ ） 、 図
２ ０ （ 配 列 番 号 ： ４ ６ ） 、 図 ２ ２ （ 配 列 番 号 ： ５ １ ） 、 図 ２ ４ （ 配 列 番 号 ： ５ ６ ） 、 図 ２
６ （ 配 列 番 号 ： ６ ２ ） 、 図 ２ ８ （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） 、 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 ： ７ ２ ） 、 図 ３ ２
（ 配 列 番 号 ： ７ ７ ） 、 図 ３ ４ （ 配 列 番 号 ： ８ ５ ） 、 図 ３ ６ （ 配 列 番 号 ： ９ ０ ） 、 図 ３ ８ （
配 列 番 号 ： ９ ８ ） 、 図 ４ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ） 、 図 ４ ２ （ 配 列 番 号 ： １ １ ２ ） 、 図 ４ ４
（ 配 列 番 号 ： １ １ ７ ） 、 図 ４ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ） 、 図 ４ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ） 、 図
５ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ） 、 図 ５ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ） 、 図 ５ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ）
、 図 ５ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ） 、 図 ５ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ） 、 図 ６ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ６
０ ） 、 図 ６ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ） 、 図 ６ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ） 、 図 ６ ６ （ 配 列 番 号 ：
１ ８ １ ） 、 図 ６ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ） 、 図 ７ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ９ １ ） 、 図 ７ ２ （ 配 列 番
号 ： １ ９ ３ ） 、 図 ７ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ） 、 図 ７ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ） 、 図 ７ ８ （ 配
列 番 号 ： １ ９ ９ ） 、 図 ８ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ） 、 図 ８ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ３ ） 、 図 ８ ４
（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ） 、 図 ８ ６ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ） 、 図 ８ ８ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ６ ） 、 図
９ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ） 、 図 ９ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ） 、 図 ９ ４ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ）
、 及 び 図 ９ ６ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る も の で あ っ て も よ い 。  
【 ０ １ ０ ８ 】
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　 上 記 の よ う に 実 施 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 比 較 の 文 脈 に お け る 「 ポ ジ テ ィ ブ （ 陽 性 ）
」 と い う 用 語 は 、 比 較 さ れ た 配 列 に お い て 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 ば か り で な く 特 性 を 有
す る も の も 含 む 。 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ 値 を ス コ ア さ れ る ア ミ ノ 酸
残 基 は 、 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る か 、 又 は 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 の （ 下 記
の 表 ３ で 特 定 す る よ う に ） 好 ま し い 置 換 と さ れ る も の で あ る 。  
　 こ こ で の 目 的 の た め に 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の
、 又 は そ れ に 対 す る ％ ポ ジ テ ィ ブ 値 （ あ る い は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ
に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ポ ジ テ ィ ブ を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も
で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：  
　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍  
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 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 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る ％ ポ
ジ テ ィ ブ は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ポ ジ テ ィ ブ と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。  
【 ０ １ ０ ９ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 こ こ で 開 示 さ れ た 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 記 述 す る た め に 使 用 す る
と き は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
意 味 す る 。 好 ま し く は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 自 然 に 結 合 す る 全 て の 成 分 と 結 合 し
て い な い 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 典
型 的 に は 妨 害 す る 物 質 で あ り 、 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 溶 質 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 (１ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ
シ ー ク エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 得 る の に 充 分 な ほ ど 、 あ る い は 、 (２ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀
染 色 を 用 い た 非 還 元 あ る い は 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ れ
る 。 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 環 境 の 少 な く と も １ つ の 成
分 が 存 在 し な い た め 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 し か し な が ら
、 通 常 は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を コ ー
ド す る 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 は 、 同 定 さ れ 、 Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 の 天 然 源 、 又 は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 の 天 然 源 に 通 常 付 随 し て い る 少 な く と も １ つ の 汚 染 核 酸 分 子 か ら 分 離
さ れ た 核 酸 分 子 で あ る 。 好 ま し く は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 自 然 に 結 合 す る 全 て の 汚 染
物 質 と 結 合 し て い な い 。 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 分 子 又 は 単 離 さ れ た 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ -
コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 見 出 さ れ る 形 態 あ る い は 設 定 以 外 の も の で あ る 。 ゆ え に 、 単
離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 天 然 の 細 胞 中 に 存 在 す る Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 分 子 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ -
コ ー ド 化 核 酸 分 子 と は 区 別 さ れ る 。 し か し 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 が
天 然 細 胞 の も の と は 異 な っ た 染 色 体 位 置 に あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を
通 常 は 発 現 す る 細 胞 に 含 ま れ る Ｐ Ｒ Ｏ -核 酸 分 子 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ -核 酸 分 子 を 含 む 。  
【 ０ １ １ ０ 】
　 「 コ ン ト ロ ー ル 配 列 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 に お い て 作 用 可 能 に 結 合 し た コ ー
ド 配 列 を 発 現 す る た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 指 す 。 例 え ば 原 核 生 物 に 好 適 な コ ン ト ロ ー ル
配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ 配 列 、 及 び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む
。 真 核 生 物 の 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 及 び エ ン ハ ン サ ー を 利 用 す
る こ と が 知 ら れ て い る 。  
　 核 酸 は 、 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に あ る と き に 「 作 用 可 能 に 結 合 し 」 て い る 。 例 え
ば 、 プ レ 配 列 あ る い は 分 泌 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 参 画 す る プ レ タ ン
パ ク 質 と し て 発 現 さ れ て い る な ら 、 そ の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 可 能 に 結 合 し
て い る ； プ ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー は 、 配 列 の 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す な ら ば 、 コ ー ド 配
列 に 作 用 可 能 に 結 合 し て い る ； 又 は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 も し そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す る
よ う な 位 置 に あ る な ら 、 コ ー ド 配 列 と 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 用 可 能 に
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結 合 し て い る 」 と は 、 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 近 接 し て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 に は 近 接
し て い て 読 み フ ェ ー ズ に あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 エ ン ハ ン サ ー は 必 ず し も 近 接 し て
い る 必 要 は な い 。 結 合 は 簡 便 な 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 達 成 さ れ る 。 そ の よ う
な 部 位 が 存 在 し な い 場 合 は 、 従 来 の 手 法 に 従 っ て 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー あ
る い は リ ン カ ー が 使 用 さ れ る 。  
【 ０ １ １ １ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定
さ れ 、 一 般 的 に プ ロ ー ブ 長 、 洗 浄 温 度 、 及 び 塩 濃 度 に 依 存 す る 経 験 的 な 計 算 で あ る 。 一 般
に 、 プ ロ ー ブ が 長 く な る と 適 切 な ア ニ ー リ ン グ の た め の 温 度 が 高 く な り 、 プ ロ ー ブ が 短 く
な る と 温 度 は 低 く な る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 一 般 的 に 、 相 補 的 ス ト ラ ン ド が そ の
融 点 よ り 低 い 環 境 に 存 在 す る 場 合 に お け る 変 性 Ｄ Ｎ Ａ の 再 ア ニ ー ル す る 能 力 に 依 存 す る 。
プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 可 能 な 配 列 と の 間 の 所 望 の 相 同 性 の 程 度 が 高 く な る と
、 使 用 で き る 相 対 温 度 が 高 く な る 。 そ の 結 果 、 よ り 高 い 相 対 温 度 は 、 反 応 条 件 を よ り ス ト
リ ン ジ ェ ン ト に す る が 、 低 い 温 度 は ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 低 下 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 反 応 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 更 な る 詳 細 及 び 説 明 は 、 Ausubel等 , Current Protoco
ls in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を 参 照 の こ と 。  
　 こ こ で 定 義 さ れ る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 又 は 「 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」
は 、 （ １ ） 洗 浄 の た め に 低 イ オ ン 強 度 及 び 高 温 度 、 例 え ば 、 ５ ０ ℃ に お い て ０ ． ０ １ ５ Ｍ
の 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． ０ ０ １ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． １ ％ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト
リ ウ ム を 用 い る も の ； （ ２ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 に ホ ル ム ア ミ ド 等 の 変 性 剤 、 例 え
ば 、 ４ ２ ℃ に お い て ５ ０ ％ （ v/v） ホ ル ム ア ミ ド と ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ／ ０ ． １
％ フ ィ コ ー ル ／ ０ ． １ ％ の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ／ ５ ０ ｍ Ｍ の ｐ Ｈ ６ ． ５ の リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 及 び ７ ５ ０ ｍ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ７ ５ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い
る も の ； （ ３ ） ４ ２ ℃ に お け る ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 、
０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ド 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 と 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ．
２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 の 洗 浄 及 び ５ ５ ℃ で の ５ ０ ％ ホ ル
ム ア ミ ド 、 次 い で ５ ５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 度 に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 洗 浄 を 用 い る も の に よ っ て 同 定 さ れ る 。  
　 「 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 Sambrook等 , Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に 記 載 さ れ て い る
よ う に 同 定 さ れ 、 上 記 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー よ り 低 い 洗 浄 溶 液 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 条 件 （ 例 え ば 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 及 び ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） の 使 用 を 含 む 。 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 は 、 ２ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ５ ｍ Ｍ の ク
エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ） 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ド 液 、
１ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 及 び ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 剪 断 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 溶 液 中 の
３ ７ ℃ で の 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 次 い で １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 ３ ７ － ５ ０ ℃ で の フ ィ ル タ ー の
洗 浄 と い っ た 条 件 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 プ ロ ー ブ 長 な ど の 因 子 に 適 合 さ せ る 必 要 に 応
じ て 、 ど の よ う に し て 温 度 、 イ オ ン 強 度 等 を 調 節 す る か を 認 識 す る で あ ろ う 。  
【 ０ １ １ ２ 】
　 「 エ ピ ト ー プ タ グ 」 な る 修 飾 詞 は 、 こ こ で 用 い ら れ る と き は 、 「 タ グ ポ リ ペ プ チ ド 」 に
融 合 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 タ グ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 そ の 抗 体 が 産 生 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ を 提 供 す る に 十 分 な 数 の 残 基 を 有 し て い る が 、 そ
の 長 さ は 融 合 す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 し な い よ う 充 分 に 短 い 。 ま た 、 タ グ ポ リ ペ プ
チ ド は 、 好 ま し く は 、 抗 体 が 他 の エ ピ ト ー プ と 実 質 的 に 交 差 反 応 を し な い よ う に か な り 独
特 で あ る 。 適 切 な タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 少 な く と も ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 、 通 常 は 約
８ ～ ５ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 (好 ま し く は 約 １ ０ ～ 約 ２ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 )を 有 す る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 に お け る 「 活 性 な 」 及 び 「 活 性 」 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る Ｐ Ｒ Ｏ タ ン パ ク 質 の 形 態 を 称 す る 。  

10

20

30

40

50

(60) JP 2006-6329 A 2006.1.12



　 こ こ で 開 示 さ れ て い る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 可 能 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に
拮 抗 す る 分 子 (例 え ば 、 有 機 又 は 無 機 小 分 子 、 ペ プ チ ド 等 )に お け る 「 生 物 学 的 活 性 」 と は
、 こ こ で 同 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 又 は 複 合 体 化 、 又 は 他 の 細 胞 タ ン パ ク 質 と
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 を 干 渉 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 又 は 翻 訳 を 阻 害
す る 分 子 の 能 力 を 称 す る と き に 使 用 さ れ る 。 特 に 好 ま し い 生 物 学 的 活 性 に は 、 血 管 に 影 響
を 及 ぼ す 全 身 疾 患 、 例 え ば 真 性 糖 尿 病 、 並 び に 動 脈 、 毛 細 管 、 静 脈 及 び ／ 又 は リ ン パ 管 の
病 気 、 及 び 癌 に 作 用 す る 心 臓 肥 大 活 性 が 含 ま れ る 。  
【 ０ １ １ ３ 】
　 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 活 性 、 例 え ば 適 切 で あ る な ら ば 、 そ の 分 裂 促 進 又 は 血
管 形 成 活 性 を 阻 止 、 阻 害 、 又 は 中 和 す る 任 意 の 分 子 を 含 む 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ
ゴ ニ ス ト は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 レ セ プ タ ー へ の 結 合 に 干 渉 す る 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド に よ り 活 性 化 さ れ る 細 胞 を 無 力 化 又 は 死 亡 さ せ る 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 レ
セ プ タ ー に 結 合 し た 後 に 血 管 内 皮 細 胞 の 活 性 化 に 干 渉 す る こ と に よ り 作 用 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 仲 介 の こ の よ う な 点 の 全 て は 、 こ の 発 明 の 目 的 と 等 し い
と 考 え ら れ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 分 裂 促 進 、 血 管 形 成 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 他 の
生 物 学 的 活 性 を 阻 害 し 、 よ っ て 、 腫 瘍 、 特 に 固 形 悪 性 腫 瘍 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 、 乾 癬 、
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 糖 尿 病 、 他 の 網 膜 症 、 水 晶 体 後 繊 維 増 殖 症 、 年 齢 関 連 性 斑 変 性 、
新 血 管 新 生 緑 内 障 、 移 植 角 膜 組 織 及 び 他 の 組 織 の 免 疫 拒 絶 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 血 管 新 生
緑 内 障 、 血 管 腫 、 甲 状 腺 過 形 成 (グ レ イ ブ ス 病 )、 角 膜 及 び 他 の 組 織 の 移 植 、 及 び 慢 性 炎 症
を 含 む 、 所 望 し な い 過 度 の 新 血 管 新 生 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 病 気 又 は 疾 患 の 治 療 に 有 用 で
あ る 。 ま た 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 所 望 し な い 過 度 の 血 管 浸 透 性 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 病 気
又 は 疾 患 、 例 え ば 脳 腫 瘍 に 関 連 し た 浮 腫 、 悪 性 腫 瘍 に 関 連 し た 腹 水 症 、 メ ー グ ス 症 候 群 、
肺 炎 、 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 、 心 外 膜 液 (例 え ば 心 膜 炎 に 関 連 し た も の )、 胸 膜 滲 出 の 治 療 に 有
用 で あ る 。 同 様 に 「 ア ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天
然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 模 倣 す る 任 意 の 分 子 を 含 む 。 好 適 な ア ゴ ニ ス ト 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト 分 子 は 特 に 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 又 は 抗 体 断 片 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 ペ プ チ ド 、 有 機 小 分 子 等 を 含 む 。  
　 「 小 分 子 」 と は 、 こ こ で は 約 ５ ０ ０ ダ ル ト ン 以 下 の 分 子 量 を 有 す る も の と 定 義 す る 。  
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 の 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド レ セ プ タ ー 」 な る 用 語 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド の 細 胞 性 レ セ プ タ ー 、 通 常 は 血 管 内 皮 細 胞 に 見 出 さ れ る 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー 、 並 び
に Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る そ れ ら の 変 異 体 を 称 す る 。  
【 ０ １ １ ４ 】
　 「 抗 体 」 (Ａ ｂ ｓ )と 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 (Ｉ ｇ ｓ )は 同 じ 構 造 的 特 徴 を 有 す る 糖 タ ン パ ク
質 で あ る 。 抗 体 は 特 定 の 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 示 す も の で あ る が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は
、 抗 体 及 び 抗 原 特 異 性 を 欠 く 他 の 抗 体 様 分 子 の 両 方 を 含 む も の で あ る 。 後 者 の 種 類 の ポ リ
ペ プ チ ド は 、 例 え ば リ ン パ 系 に よ り 低 レ ベ ル で 、 骨 髄 腫 に よ り 増 加 し た レ ベ ル で 産 生 さ れ
る 。 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 い 意 味 に お い て 使 用 さ れ 、 限 定 す る も の で は な い が 、 特
に 無 傷 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 少 な く と も ２ つ の 無 傷 の 抗 体 か ら 形
成 さ れ た 多 重 特 異 性 抗 体 (例 え ば 二 重 特 異 性 抗 体 )、 及 び そ れ ら が 所 望 の 生 物 活 性 を 示 す 限
り 抗 体 断 片 も 含 む 。  
　 「 天 然 抗 体 」 及 び 「 天 然 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 は 、 通 常 、 ２ つ の 同 一 の 軽 (Ｌ )鎖 及 び ２ つ の
同 一 の 重 (Ｈ )鎖 か ら な る 、 約 １ ５ ０ ０ ０ ０ ダ ル ト ン の ヘ テ ロ 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。
各 軽 鎖 は 一 つ の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 重 鎖 に 結 合 し て お り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数
は 、 異 な っ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 の 中 で 変 化 す る 。 ま た 各 重 鎖 と 軽 鎖 は 、
規 則 的 に 離 間 し た 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し て い る 。 各 重 鎖 は 、 多 く の 定 常 ド メ イ ン が
続 く 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を 一 端 に 有 す る 。 各 軽 鎖 は 、 一 端 に 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )を 、 他 端
に 定 常 ド メ イ ン を 有 し ； 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン は 重 鎖 の 第 一 定 常 ド メ イ ン と 整 列 し 、 軽 鎖 の
可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と 整 列 し て い る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 軽 鎖 及 び 重
鎖 可 変 ド メ イ ン 間 の 界 面 を 形 成 す る と 考 え ら れ て い る 。  
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【 ０ １ １ ５ 】
　 「 可 変 」 と い う 用 語 は 、 可 変 ド メ イ ン の あ る 部 位 が 、 抗 体 の 中 で 配 列 が 広 範 囲 に 異 な っ
て お り 、 そ の 特 定 の 抗 原 に 対 す る 各 特 定 の 抗 体 の 結 合 性 及 び 特 異 性 に 使 用 さ れ て い る と い
う 事 実 を 称 す る 。 し か し な が ら 、 可 変 性 は 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン に わ た っ て 一 様 に は 分 布 し
て い な い 。 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 両 方 の 高 頻 度 可 変 領 域 又 は 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ
Ｄ Ｒ )と 呼 ば れ る ３ つ の セ グ メ ン ト に 濃 縮 さ れ る 。 可 変 ド メ イ ン の よ り 高 度 に 保 持 さ れ た
部 分 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (Ｆ Ｒ )と 呼 ば れ る 。 天 然 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 、 β
シ ー ト 構 造 を 結 合 し 、 あ る 場 合 に は そ の 一 部 を 形 成 す る ル ー プ 結 合 を 形 成 す る 、 ３ つ の Ｃ
Ｄ Ｒ に よ り 連 結 さ れ た β シ ー ト 配 置 を 主 に と る ４ つ の Ｆ Ｒ 領 域 を そ れ ぞ れ 含 ん で い る 。 各
鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ は 、 Ｆ Ｒ に よ り 近 接 し て 結 合 せ し め ら れ 、 他 の 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ と 共 に 、 抗 体 の 抗 原
結 合 部 位 の 形 成 に 寄 与 し て い る 。 Kabat等 , NIH Publ. No.91-3242, Vol.I, 647-669頁 [19
91]を 参 照 の こ と 。 定 常 ド メ イ ン は 、 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 に 直 接 関 連 し て い る も の で は な
い が 、 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 、 例 え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 活 性 へ の 抗 体 の 関 与 を 示 す 。
 
【 ０ １ １ ６ 】
　 「 抗 体 断 片 」 に は 、 無 傷 の 抗 体 の 一 部 、 好 ま し く は 無 傷 の 抗 体 の 抗 原 結 合 又 は 可 変 領 域
が 含 ま れ る 。 抗 体 断 片 の 例 に は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 及 び Ｆ ｖ 断 片 ； ダ イ ア ボ
デ ィ ー (diabodies)； 直 鎖 状 抗 体 (Zapata等 , Protein Eng. 8(10):1057-1062[1995])； 単
鎖 抗 体 分 子 ； 及 び 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ る 多 重 特 異 性 抗 体 が 含 ま れ る 。  
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 に よ り 、 各 々 が 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば
れ る ２ つ の 同 一 の 抗 原 結 合 断 片 と 、 そ の 名 称 が 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 表 す 、 残 り の 「 Ｆ
ｃ 」 断 片 が 産 生 さ れ る 。 ペ プ シ ン 処 理 に よ り 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 し 、 更 に 抗 原 を 架
橋 さ せ 得 る Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 が 得 ら れ る 。  
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 最 小 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領 域 は
、 堅 固 な 非 共 有 結 合 を な し た 一 つ の 重 鎖 及 び 一 つ の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 二 量 体 か ら な る 。
こ の 配 置 に お い て 、 各 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ は 相 互 に 作 用 し て Ｖ Ｈ -Ｖ Ｌ 二 量 体 表
面 に 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 集 合 的 に 、 ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 抗 体 に 抗 原 結 合 特 異 性 を 付 与 す
る 。 し か し 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン (又 は 抗 原 に 対 し て 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の み を 含 む Ｆ
ｖ の 半 分 )で さ え 、 全 結 合 部 位 よ り も 親 和 性 が 低 く な る が 、 抗 原 を 認 識 し て 結 合 す る 能 力
を 有 し て い る 。  
【 ０ １ １ ７ 】
　 ま た Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン と 重 鎖 の 第 一 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )を 有 す る 。 Ｆ ａ
ｂ '断 片 は 、 抗 体 ヒ ン ジ 領 域 か ら の 一 又 は 複 数 の シ ス テ イ ン を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｈ １ 領 域 の カ ル
ボ キ シ 末 端 に 数 個 の 残 基 が 付 加 し て い る 点 で Ｆ ａ ｂ 断 片 と は 異 な る 。 Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ は 、 定
常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 が 遊 離 チ オ ー ル 基 を 担 持 し て い る Ｆ ａ ｂ 'に 対 す る こ こ で の
命 名 で あ る 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 断 片 は 、 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る Ｆ ａ ｂ '断 片 の 対 と
し て 生 産 さ れ た 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 結 合 も 知 ら れ て い る 。  
　 任 意 の 脊 椎 動 物 種 か ら の 抗 体 (免 疫 グ ロ ブ リ ン )の 「 軽 鎖 」 に は 、 そ の 定 常 ド メ イ ン の ア
ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 カ ッ パ (κ )及 び ラ ム ダ (λ )と 呼 ば れ る ２ つ の 明 確 に 区 別 さ れ る 型
の 一 つ が 割 り 当 て ら れ る 。  
　 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 応 じ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 異 な る ク ラ ス に 割 り 当
て る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン に は ５ つ の 主 た る ク ラ ス ： Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、
Ｉ ｇ Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ｍ が あ り 、 そ れ ら の い く つ か は 更 に サ ブ ク ラ ス (ア イ ソ タ イ プ )、 例 え ば Ｉ
ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 及 び Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ａ 及 び Ｉ ｇ Ａ ２ に 分 割 さ れ る 。 異 な る ク
ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 応 す る 重 鎖 定 常 ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ α 、 σ 、 ε 、 γ 及 び μ と
呼 ば れ る 。 異 な る ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造 及 び ３ 次 元 構 造 は よ く 知 ら
れ て い る 。  
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か
ら 得 ら れ る 抗 体 を 指 す 、 す な わ ち 、 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 で 存 在 し う る 自 然
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に 生 じ る 可 能 な 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 高 度 に 特 異 的 で あ り
、 一 つ の 抗 原 部 位 に 対 し て い る 。 更 に 、 異 な る 決 定 基 (エ ピ ト ー プ )に 対 す る 異 な る 抗 体 を
典 型 的 に は 含 む 通 常 の (ポ リ ク ロ ー ナ ル )抗 体 と 比 べ て 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 上
の 単 一 の 決 定 基 を 対 す る も の で あ る 。 そ の 特 異 性 に 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 他 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン に よ っ て 汚 染 さ れ て い な い ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 か ら 合 成 さ れ る 点 で 有 利 で
あ る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と の 修 飾 詞 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 集 団 か ら 得 ら れ て い る と い
う 抗 体 の 特 徴 を 示 し 、 抗 体 を 何 か 特 定 の 方 法 で 生 産 し な け れ ば な ら な い こ と を 意 味 す る も
の で は な い 。 例 え ば 、 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 最 初 に Kohler等
, Nature 256, 495 (1975)に よ り 開 示 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 作 る こ と が で き 、
あ る い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ っ て 作 る こ と が で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,816,567号 参 照
)。 ま た 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 例 え ば Clackson等 , Nature 352:624-628(1991)、 及
び Marksほ か , J. Mol. Biol. 222:581-597(1991)に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て フ ァ ー ジ 抗 体
ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 す る こ と も で き る 。  
　 こ こ で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 の 一 部 が 特 定 の 種 由 来 の 抗 体 あ る
い は 特 定 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か 相 同 で
あ り 、 鎖 の 残 り の 部 分 が 他 の 種 由 来 の 抗 体 あ る い は 他 の 抗 体 ク ラ ス あ る い は サ ブ ク ラ ス に
属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か 相 同 で あ る 「 キ メ ラ 」 抗 体 (免 疫 グ ロ ブ リ ン )、
並 び に そ れ が 所 望 の 生 物 的 活 性 を 有 す る 限 り そ れ ら 抗 体 の 断 片 を 特 に 含 む (米 国 特 許 第 4,8
16,567号 ; Morrisonほ か , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855[1984])。  
【 ０ １ １ ９ 】
　 非 ヒ ト (例 え ば マ ウ ス )抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 と は 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 鎖 あ る い は そ れ ら の 断 片 (例 え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ あ る い は 抗 体 の
他 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 )で あ っ て 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含 む も の
で あ る 。 大 部 分 に お い て ヒ ト 化 抗 体 は レ シ ピ エ ン ト の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又
は ウ サ ギ の よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )の Ｃ Ｄ Ｒ
の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )で あ る 。 あ る 場 合 に は
、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ Ｆ Ｒ ク 領 域 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る
。 更 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 移 入 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ も し く は フ レ ー ム ワ ー
ク 配 列 に も 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 修 飾 は 抗 体 の 特 性 を 更 に 洗 練 し 、
最 適 化 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｃ Ｄ Ｒ
領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｆ Ｒ 領 域 が ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の も の で あ る 、 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の
実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 適 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Ｆ ｃ )、 典 型 的 に
は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 ん で な る 。 更 な る 詳 細 は 、 Jone
s等 , Nature 321, 522-525(1986)； Reichmann等 , Nature 332, 323-329(1988)； 及 び Pres
ta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 抗 体 の 抗
原 結 合 領 域 が 、 関 心 の あ る 抗 原 で マ カ ク ザ ル を 免 疫 化 す る こ と に よ り 生 産 さ れ た 抗 体 か ら
由 来 す る プ リ マ タ イ ズ し た (PRIMATIZEDTM)抗 体 を 含 む 。  
【 ０ １ ２ ０ 】
　 「 一 本 鎖 Ｆ ｖ 」 又 は 「 ｓ Ｆ ｖ 」 抗 体 断 片 は 、 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 有 す る も
の で 、 こ れ ら の ド メ イ ン は ポ リ ペ プ チ ド 単 鎖 に 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 Ｆ ｖ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 ｓ Ｆ ｖ が 抗 原 結 合 に 対 す る 所 望 の 構 造 を 形 成 で き る よ う に す る ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー
を Ｖ Ｈ と Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 間 に 更 に 含 ん で い る 。 ｓ Ｆ ｖ の レ ビ ュ ー に は 、 例 え ば 、 Pluckthu
n, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol.113, Rosenburg及 び Moore編 (Spri
nger-Verlag, New York, 1994)pp.269-315を 参 照 さ れ た い 。  
　 「 ダ イ ア ボ デ ィ ー 」 と い う 用 語 は 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 小 さ な 抗 体 断 片 を 意 味
す る も の で 、 断 片 は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )に 結 合 し た 重 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を 同 じ ポ
リ ペ プ チ ド 鎖 (Ｖ Ｈ -Ｖ Ｌ )に 含 有 す る 。 同 じ 鎖 上 で の 二 つ の ド メ イ ン 間 の 対 合 が 許 さ れ な
い ほ ど 短 い リ ン カ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 ド メ イ ン が 、 他 の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と の 対
合 を 強 い ら れ 、 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を つ く り だ す 。 ダ イ ア ボ デ ィ ー は 、 例 え ば 、 欧 州 特 許
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第 404,097号 ； 国 際 公 開 93/11161号 ； 及 び Hollinger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90
:6444-6448 (1993)に 更 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。  
　 「 単 離 さ れ た 」 抗 体 は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た も
の で あ る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 妨 害 す る 物
質 で あ り 、 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 溶 質 が 含 ま れ る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 （ １ ） ロ ー リ 法 (Lowry method)で 測 定 し た 場 合 ９ ５
％ を 越 え る 抗 体 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ を 越 え る ま で 、 (２ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ ー ク
エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ 酸 配
列 を 得 る の に 充 分 な ほ ど 、 あ る い は 、 (３ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀 染 色 を
用 い た 非 還 元 あ る い は 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ れ る 。 単
離 さ れ た 抗 体 に は 、 抗 体 の 自 然 環 境 の 少 な く と も １ つ の 成 分 が 存 在 し な い た め 、 組 換 え 細
胞 内 の イ ン サ イ ツ の 抗 体 が 含 ま れ る 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 少 な く と
も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。  
【 ０ １ ２ １ 】
　 「 標 識 」 な る 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 抗 体 に 直 接 又 は 間 接 的 に 複 合 し て 「 標 識 」
抗 体 を 生 成 す る 検 出 可 能 な 化 合 物 又 は 組 成 物 を 称 す る 。 標 識 は 、 そ れ 自 身 検 出 可 能 で も よ
く （ 例 え ば 、 放 射 性 標 識 又 は 蛍 光 標 識 ） 、 又 は 酵 素 標 識 の 場 合 、 検 出 可 能 な 基 質 化 合 物 又
は 組 成 物 の 化 学 変 換 を 触 媒 し て も よ い 。 検 出 可 能 な 標 識 と し て 提 供 で き る 放 射 性 核 種 は 、
例 え ば 、 Ｉ -１ ３ １ 、 Ｉ -１ ２ ３ 、 Ｉ -１ ２ ５ 、 Ｙ -９ ０ 、 Ｒ ｅ -１ ８ ８ 、 Ａ ｔ -２ １ １ 、 Ｃ ｕ
-６ ７ 、 Ｂ ｉ -２ １ ２ 、 及 び Ｐ ｄ -１ ０ ９ を 含 む 。 ま た 、 標 識 は 毒 素 な ど の 検 出 で き な い 物
質 で あ っ て も よ い 。  
　 「 固 相 」 と は 、 本 発 明 の 抗 体 が そ れ に 付 着 す る こ と の で き る 非 水 性 マ ト リ ク ス を 意 味 す
る 。 こ こ に 含 ま れ る 固 相 の 例 は 、 部 分 的 又 は 全 体 的 に 、 ガ ラ ス （ 例 え ば 、 孔 制 御 ガ ラ ス ）
、 多 糖 類 （ 例 え ば ア ガ ロ ー ス ） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ
ー ル 及 び シ リ コ ー ン か ら 形 成 さ れ た も の を 含 む 。 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 内 容 に 応 じ て 、
固 相 は ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ ェ ル を 構 成 す る こ と が で き ； そ の 他 で は 精 製 カ ラ ム （ 例 え ば
ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ） と す る こ と も で き る 。 ま た 、 こ の 用 語 は 、 米 国
特 許 第 4,275,149号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 別 個 の 粒 子 の 不 連 続 な 固 相 も 包 含 す る 。  
【 ０ １ ２ ２ 】
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 種 々 の 型 の 脂 質 、 リ ン 脂 質 及 び ／ 又 は 界 面 活 性 剤 か ら な る 小 型 の 小
胞 で あ り 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 物 （ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は こ こ に 開 示 さ れ て い る そ れ ら の 抗
体 な ど ） の 輸 送 に 有 用 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は 、 通 常 は 生 体 膜 の 脂 質 配 列 に 類 似 す る
二 層 形 式 に 配 列 さ せ る 。  
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 な る 用 語 は 、 異 種 タ ン パ ク 質 （ 「 ア ド ヘ シ ン 」
） の 結 合 特 異 性 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン の エ フ ェ ク タ ー 機 能 と を 結 合 し た 抗 体 様 分
子 を 指 す 。 構 造 的 に は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 持 ち 、 抗 体 の 抗 原 認 識
及 び 結 合 部 位 以 外 で あ る （ 即 ち 「 異 種 の 」 ） ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ
ン 配 列 と の 融 合 物 を 含 む 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 分 子 の ア ド へ シ ン 部 分 は 、 典 型 的 に は 少 な く
と も レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド の 結 合 部 位 を 含 む 隣 接 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ
ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 は 、 Ｉ ｇ Ｇ -１ 、 Ｉ ｇ Ｇ -２ 、 Ｉ ｇ Ｇ -３ 又 は Ｉ ｇ Ｇ -
４ サ ブ タ イ プ 、 Ｉ ｇ Ａ （ Ｉ ｇ Ａ -１ 及 び Ｉ ｇ Ａ -２ を 含 む ） 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ 又 は Ｉ ｇ Ｍ な
ど の 任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 得 る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ２ ３ 】
Ｉ Ｉ .　 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法  
　 Ａ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体  
　 こ こ に 記 載 し た 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 も 調 製 で き る
と 考 え ら れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ に 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 導 入 す る こ と
に よ り 、 及 び ／ 又 は 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。 当 業 者
は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 数 又 は 位 置 の 変 化 あ る い は 膜 固 着 特 性 の 変 化 な ど の ア ミ ノ 酸 変 化
が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 プ ロ セ ス を 変 え う る こ と と 評 価 さ れ る で あ ろ う 。  
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　 天 然 全 長 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の ド メ
イ ン に お け る 変 異 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,364,934号 に 記 載 さ れ て い る 保 存 的 及 び 非 保
存 的 変 異 に つ い て の 任 意 の 技 術 及 び 指 針 を 用 い て な す こ と が で き る 。 変 異 は 、 結 果 と し て
天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 す る Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 一 又 は 複 数 の コ ド ン の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 で あ っ て よ い 。
場 合 に よ っ て は 、 変 異 は 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 一 又 は 複 数 の
ド メ イ ン の 任 意 の 他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 で あ る 。 い ず れ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 所 望 の 活 性 に
悪 影 響 を 与 え る こ と な く 挿 入 、 置 換 又 は 欠 失 さ れ る か の 指 針 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 配
列 を 相 同 性 の 知 ら れ た タ ン パ ク 質 分 子 の 配 列 と 比 較 し 、 相 同 性 の 高 い 領 域 内 で な さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 変 化 を 最 小 に す る こ と に よ っ て 見 出 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 一 の ア ミ ノ 酸 の
類 似 し た 構 造 及 び ／ 又 は 化 学 特 性 を 持 つ 他 の ア ミ ノ 酸 で の 置 換 、 例 え ば ロ イ シ ン の セ リ ン
で の 置 換 、 即 ち 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 結 果 と す る こ と が で き る 。 挿 入 及 び 欠 失 は 、 場 合 に
よ っ て は １ か ら ５ の ア ミ ノ 酸 の 範 囲 内 と す る こ と が で き る 。 許 容 さ れ る 変 異 は 、 配 列 に お
い て ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 欠 失 又 は 置 換 を 系 統 的 に 作 成 し 、 得 ら れ た 変 異 体 を 全 長 又 は 成 熟 天
然 配 列 に よ り 示 さ れ る 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。  
【 ０ １ ２ ４ 】
　 特 別 の 実 施 態 様 で は 、 関 心 の あ る 保 存 的 置 換 を 、 好 ま し い 置 換 を 先 頭 に し て 表 ３ に 示 す
。 こ の よ う な 置 換 が 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を も た ら す 場 合 、 表 ３ に 例 示 的 置 換 を 示 し 又 は 以
下 に ア ミ ノ 酸 分 類 で さ ら に 記 載 す る よ う に 、 よ り 置 換 的 な 変 化 が 導 入 さ れ 生 成 物 が ス ク リ
ー ニ ン グ さ れ る 。  
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【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 及 び 免 疫 学 的 同 一 性 の 置 換 的 修 飾 は 、 （ ａ ） 置 換 領 域 の ポ リ
ペ プ チ ド 骨 格 の 構 造 、 例 え ば シ ー ト 又 は 螺 旋 配 置 、 （ ｂ ） 標 的 部 位 の 分 子 の 電 荷 又 は 疎 水
性 、 又 は （ ｃ ） 側 鎖 の 嵩 を 維 持 し な が ら 、 そ れ ら の 効 果 に お い て 実 質 的 に 異 な る 置 換 基 を
選 択 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 天 然 発 生 残 基 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て グ ル ー プ に 分
け る こ と が で き る ：  
（ １ ） 疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン , met, ala, val, leu, ile; 
（ ２ ） 中 性 の 親 水 性 ： cys, ser, thr; 
（ ３ ） 酸 性 ： asp, glu; 
（ ４ ） 塩 基 性 ： asn, gln, his, lys, arg; 
（ ５ ） 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly, pro; 及 び  
（ ６ ） 芳 香 族 ： trp, tyr, phe。  
　 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の 分 類 の 一 つ の メ ン バ ー を 他 の 分 類 に 交 換 す る こ と を 必 要 と す
る で あ ろ う 。 ま た 、 そ の よ う に 置 換 さ れ た 残 基 は 、 保 存 的 置 換 部 位 、 好 ま し く は 残 さ れ た
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（ 非 保 存 ） 部 位 に 導 入 さ れ う る 。  
【 ０ １ ２ ６ 】
　 変 異 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 （ 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン
グ 、 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 等 の 当 該 技 術 に お い て 公 知 の 技 術 を 使 用 し て 作 成 す る こ と が
で き る 。 部 位 指 向 性 突 然 変 異 誘 発 ［ Carter等 , Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zol
ler等 , Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］ 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 ［ Wells等 , Gene,
 34: 315 (1985)］ 、 制 限 選 択 突 然 変 異 誘 発 ［ Wells等 , Philos. Trans. R. Soc. London 
SerA, 317: 415 (1986)］ 又 は 他 の 周 知 の 技 術 が 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ を 製 造 す る た め に
、 ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に 実 施 で き る 。  
　 ま た 、 隣 接 配 列 に 沿 っ て 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る の に ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸
分 析 を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 は 比 較 的 小 さ く 、 中 性 の ア
ミ ノ 酸 で あ る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 及 び シ ス テ イ ン を
含 む 。 ア ラ ニ ン は 、 ベ ー タ 炭 素 を 越 え る 側 鎖 を 排 除 し 変 異 体 の 主 鎖 構 造 を 変 化 さ せ に く い
の で 、 こ の 群 の 中 で 典 型 的 に 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 で あ る ［ Cunningham及 び We
lls, Science, 244： 1081-1085(1989)］ 。 ま た 、 ア ラ ニ ン は 最 も あ り ふ れ た ア ミ ノ 酸 で あ
る た め 典 型 的 に は 好 ま し い 。 さ ら に 、 そ れ は 埋 も れ た 及 び 露 出 し た 位 置 の 両 方 に 見 ら れ る
こ と が 多 い ［ Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol
. Biol., 150: 1 (1976)］ 。 ア ラ ニ ン 置 換 が 十 分 な 量 の 変 異 体 を 生 じ な い 場 合 は 、 ア イ ソ
テ リ ッ ク (isoteric)ア ミ ノ 酸 を 用 い る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ２ ７ 】
　 Ｂ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 共 有 結 合 的 修 飾 の
一 型 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 標 的 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 さ
れ た 側 鎖 又 は Ｎ -又 は Ｃ -末 端 残 基 と 反 応 で き る 有 機 誘 導 体 化 試 薬 と 反 応 さ せ る こ と で あ る
。 二 官 能 性 試 薬 で の 誘 導 体 化 が 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 水 不 溶 性 支 持 体 マ ト リ ク ス
あ る い は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 精 製 方 法 又 は そ の 逆 で 用 い る た め の 表 面 に 架 橋 さ せ る の に 有 用
で あ る 。 通 常 用 い ら れ る 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 １ ， １ -ビ ス （ ジ ア ゾ ア セ チ ル ） -２ -フ ェ ニ
ル エ タ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 例 え ば ４ -ア ジ
ド サ リ チ ル 酸 、 ３ ， ３ ’ -ジ チ オ ビ ス （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト ） 等 の ジ ス ク シ
ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル を 含 む ホ モ 二 官 能 性 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ ス -Ｎ -マ レ イ ミ ド -１ ， ８ -オ
ク タ ン 等 の 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド 、 及 び メ チ ル -３ -[(ｐ -ア ジ ド フ ェ ニ ル )-ジ チ オ ］ プ ロ ピ
オ イ ミ ダ ー ト 等 の 試 薬 を 含 む 。  
　 他 の 修 飾 は 、 グ ル タ ミ ニ ル 及 び ア ス パ ラ ギ ニ ル 残 基 の 各 々 対 応 す る グ ル タ ミ ル 及 び ア ス
パ ル チ ル へ の 脱 ア ミ ノ 化 、 プ ロ リ ン 及 び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ル 又 は ト レ オ ニ ル
残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 及 び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の α -ア ミ
ノ 基 の メ チ ル 化 [T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H
. Freeman & Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、 Ｎ -末 端 ア ミ ン の ア セ チ ル 化 、 及
び 任 意 の Ｃ -末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 を 含 む 。  
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の 型 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド の 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 を 含 む 。 「 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 」 と
は 、 こ こ で 意 図 さ れ る の は 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 見 ら れ る 一 又 は 複 数 の 炭 水 化
物 部 分 の 欠 失 （ 存 在 す る グ リ コ シ ル 化 部 位 の 除 去 又 は 化 学 的 及 び ／ 又 は 酵 素 的 手 段 に よ る
グ リ コ シ ル 化 の 削 除 の い ず れ か に よ る ） 、 及 び ／ 又 は 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 存 在
し な い 一 又 は 複 数 の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 こ の 文 節 は 、 存 在 す る
種 々 の 炭 水 化 物 部 分 の 性 質 及 び 割 合 の 変 化 を 含 む 、 天 然 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 に お け
る 定 性 的 変 化 を 含 む 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド へ の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 を 伴 っ て も よ い
。 こ の 変 更 は 、 例 え ば 、 一 又 は 複 数 の セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン 残 基 の 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド （ Ｏ -結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 ） へ の 付 加 、 又 は 置 換 に よ っ て な さ れ て も よ い 。 Ｐ Ｒ
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Ｏ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 場 合 に よ っ て は 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で の 変 化 、 特 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 予 め 選 択 さ れ た 塩 基 に お い て 変 異 さ せ 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 に 翻 訳 さ れ
る コ ド ン を 生 成 さ せ る こ と を 通 し て 変 更 さ れ て も よ い 。  
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 上 に 炭 水 化 物 部 分 の 数 を 増 加 さ せ る 他 の 手 段 は 、 グ リ コ シ ド の ポ リ
ペ プ チ ド へ の 化 学 的 又 は 酵 素 的 結 合 に よ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 こ の 技 術 分 野 に お い て 、
例 え ば 、 1987年 9月 11日 に 発 行 さ れ た WO 87/05330、 及 び Aplin及 び Wriston, CRC Crit. Re
v. Biochem., pp. 259-306 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 上 に 存 在 す る 炭 水 化 物 部 分 の 除 去 は 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 に 、 あ る い
は グ ル コ シ ル 化 の 標 的 と し て 提 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン の 変 異 的 置 換 に
よ っ て な す こ と が で き る 。 化 学 的 脱 グ リ コ シ ル 化 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え
ば 、 Hakimuddin等 , Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)に よ り 、 及 び Edge等 , Anal
. Biochem., 118: 131 (1981)に よ り 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 炭 水 化 物 部 分 の
酵 素 的 切 断 は 、 Thotakura等 , Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
種 々 の エ ン ド 及 び エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の 型 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 、 種 々 の 非 タ
ン パ ク 質 様 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 又 は
ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン の 一 つ へ の 、 米 国 特 許 第 4,640,835号 ； 第 4,496,689号 ； 第 4,301,14
4号 ； 第 4,670,417号 ； 第 4,791,192号 又 は 第 4,179,337号 に 記 載 さ れ た 方 法 で の 結 合 を 含 む
。  
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合
し た Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る 方 法 で 修 飾 し て も よ い 。  
　 一 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な キ メ ラ 分 子 は 、 抗 -タ グ 抗 体 が 選 択 的 に 結 合 で き る エ ピ ト
ー プ を 提 供 す る タ グ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ タ グ
は 、 一 般 的 に は Ｐ Ｒ Ｏ の ア ミ ノ -又 は カ ル ボ キ シ ル -末 端 に 位 置 す る 。 こ の よ う な Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 の 存 在 は 、 タ グ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 検 出
す る こ と が で き る 。 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ の 提 供 は 、 抗 -タ グ 抗 体 又 は エ ピ ト ー プ タ グ に
結 合 す る 他 の 型 の 親 和 性 マ ト リ ク ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を 容 易 に 精 製 で き る よ う に す る 。 種 々 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら 各 々 の 抗 体 は こ の
分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。 例 と し て は 、 ポ リ -ヒ ス チ ジ ン （ poly-his） 又 は ポ リ -ヒ ス チ ジ
ン -グ リ シ ン （ poly-his-gly） タ グ ； flu HAタ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 抗 体 １ ２ Ｃ Ａ ５ ［ F
ield等 , Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］ ； c-mycタ グ 及 び そ れ に 対 す る ８ Ｆ ９
、 ３ Ｃ ７ 、 ６ Ｅ １ ０ 、 Ｇ ４ 、 Ｂ ７ 及 び ９ Ｅ １ ０ 抗 体 ［ Evan等 , Molecular and Cellular B
iology, 5:3610-3616 (1985)］ ； 及 び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ （ gD） タ グ 及
び そ の 抗 体 ［ Paborsky等 , Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］ を 含 む 。 他 の タ
グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 フ ラ ッ グ ペ プ チ ド ［ Hopp等 , BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)］
； Ｋ Ｔ ３ エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ［ Martin等 , Science, 255:192-194 (1992)］ ； α -チ ュ ー ブ
リ ン エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ［ Skinner等 , J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)］ ； 及
び Ｔ ７ 遺 伝 子 １ ０ タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド タ グ ［ Lutz-Freyermuth等 , Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 87:6393-6397 (1990)］ を 含 む 。  
　 こ れ に 換 わ る 実 施 態 様 で は 、 キ メ ラ 分 子 は Ｐ Ｒ Ｏ と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 特 定 領 域 と の 融 合 体 を 含 ん で も よ い 。 キ メ ラ 分 子 の 二 価 形 態 （ 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と
も 呼 ば れ る ） に つ い て は 、 そ の よ う な 融 合 体 は Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の Ｆ ｃ 領 域 で あ り 得 る 。 Ｉ ｇ 融
合 体 は 、 好 ま し く は Ｉ ｇ 分 子 内 の 少 な く と も １ つ の 可 変 領 域 に 換 え て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 可 溶 化 （ 膜 貫 通 ド メ イ ン 欠 失 又 は 不 活 性 化 ） 形 態 を 含 む 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 分 子 の ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 、 又 は ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ
１ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 の 製 造 に つ い て は 、 1995年 6月 2
7日 発 行 の 米 国 特 許 第 5,428,130号 を 参 照 の こ と 。  
【 ０ １ ３ １ 】
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　 Ｃ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 調 製  
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ と 称 さ れ る 、 新 規 に 同 定 及 び 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る も の で あ る 。 特 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 以 下 の 実 施 例 に さ ら に 詳 細 に 開 示 す る よ う に し て 、 同 定 さ れ 単 離 さ れ
た 。 別 々 の 発 現 ラ ウ ン ド で 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 は 異 な る Ｐ Ｒ Ｏ 番 号 が 付 与 さ れ る が 、 Ｕ
Ｎ Ｑ 番 号 は 任 意 の 与 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 及 び コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 に 独 特 で あ り 変 わ る こ と は な
い 。 し か し な が ら 、 簡 単 に す る 目 的 で 、 本 明 細 書 に お い て は 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ １ ６ -１ １ ６
１ 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ３ ３ ３ ９ -１ １ ３ ０ 、 Ｄ Ｎ Ａ １ ６ ４ ５ １ -１ ３ ８ ８ 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ５ -１ ０
９ １ 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -１ １ ５ ５ 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ４ ９ ７ -１ １ ３ ０ 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４ ７ -１
３ ９ ５ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ４ ２ -１ １ ３ ４ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ６ -１ １ ９ １ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ -
１ １ ３ １ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ２ ２ １ -１ １ ３ ３ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ４ ３ ４ -１ １ ３ ９ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ５ ８
-１ １ ６ ７ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ８ -１ １ ４ １ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ４ ７ ３ -１ １ ７ ６ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ６
０ -１ １ ８ ０ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ９ ６ ９ -１ １ ８ ５ 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ -１ ２ １ ６ 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５
９ ５ -１ ２ ２ ８ 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ９ ８ １ -１ ２ ３ ４ 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ７ ０ -１ １ ３ ０ -Ｐ １ 、 Ｄ Ｎ Ａ
４ ７ ３ ６ ５ -１ ２ ０ ６ 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ８ ４ -１ ３ １ ９ 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ３ -１ ２ ６ ８ 、 Ｄ Ｎ
Ａ ２ ９ １ ０ １ -１ １ ２ ２ 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ６ ４ ６ -１ ３ ２ ７ 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ８ ２ ９ -１ ３ ４ ６ 、 Ｄ
Ｎ Ａ ５ ６ ４ ０ ５ -１ ３ ５ ７ 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ３ ５ ２ -１ ３ ５ ８ 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ ０ ５ -１ ４ ２ １ 、
Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ７ ４ -１ ４ ０ １ 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ６ ８ ９ -１ ３ ８ ５ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ６ １ ５ -１ ４ ８ ３
、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ １ ４ -１ ４ ８ ６ 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ６ -１ ５ ０ ３ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ３ -１ ５ ２
６ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ５ -１ ５ ２ ９ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ９ -１ ５ ４ １ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ３ -１ ５
５ ３ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ５ -１ ５ ５ ８ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ９ -１ ５ ６ ６ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ６ -１
５ ６ ７ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ １ ８ ７ ３ -１ ５ ７ ３ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ６ ６ -１ ５ ７ ５ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ７ ３ ０ ０ -
１ ６ ０ ５ 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ ７ ２ -１ ６ ２ ０ 、 Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ５ ３ ８ -１ ６ ７ ０ 、 又 は Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０
８ ７ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 並 び に さ ら な る 天 然 相 同 体 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ の 先 の 定 義 に 含
ま れ る 変 異 体 は 、 由 来 又 は 調 製 方 法 と は 無 関 係 に 、 各 々 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 と 称 さ れ る 。  
　 以 下 の 説 明 は 、 主 と し て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質
転 換 又 は 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 に
関 す る 。 も ち ろ ん 、 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ を 調 製 す
る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 又 は そ の 一 部 は 、 固 相
技 術 を 用 い た 直 接 ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 生 産 し て も よ い 。 例 え ば 、 Stewart等 , Solid-Pha
se Peptide Synthesis,(W.H. Freeman Co., San Francisco, CA 1969)； Merrifield, J. 
Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参 照 。 手 動 技 術 又 は 自 動 に よ る イ ン ビ ト ロ タ ン パ
ク 質 合 成 を 行 っ て も よ い 。 自 動 合 成 は 、 例 え ば 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ ・ ペ プ チ
ド 合 成 機 （ Foster City, CA） を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に よ り 実 施 し て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の 種 々 の 部 分 は 、 別 々 に 化 学 的 に 合 成 さ れ 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 方 法 を 用 い て 結
合 さ せ て 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 し て も よ い 。  
【 ０ １ ３ ２ 】
　 　 ｉ ． Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ
を 保 有 し て い て そ れ を 検 出 可 能 な レ ベ ル で 発 現 す る と 考 え ら れ る 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 得 る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に 、 ヒ ト の 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら
簡 便 に 得 る こ と が で き る 。 ま た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ
ラ リ か ら 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 に よ り 得 る こ と も で き る 。  
　 ラ イ ブ ラ リ は 、 対 象 と な る 遺 伝 子 あ る い は そ れ に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 同 定 す
る た め に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ (Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 又 は 少 な く と も 約 ２ ０ －
８ ０ 塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 )に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ
に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば Sambrook等 , 上 掲 に 記
載 さ れ て い る 標 準 的 な 手 順 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 単 離 す る 他 の 方 法 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 使 用 す る も の で あ る 。 Sambrook等 , 上 掲 ； Dieffe
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nbach等 , PCR Primer： A Laboratory Manual(New York： Cold Spring Harbor Laboratory
 Press, 1995)。  
【 ０ １ ３ ３ 】
　 下 記 の 実 施 例 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 記 載 し て い る 。 プ ロ ー
ブ と し て 選 択 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 充 分 な 長 さ で 、 疑 陽 性 が 最 小 化 さ れ る よ
う 充 分 に 明 瞭 で な け れ ば な ら な い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ラ イ ブ
ラ リ 内 の Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 に 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ て い る こ
と が 好 ま し い 。 標 識 化 の 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 ３ ２ Ｐ 標 識 さ れ た Ａ
Ｔ Ｐ の よ う な 放 射 線 標 識 、 ビ オ チ ン 化 あ る い は 酵 素 標 識 の 使 用 が 含 ま れ る 。 中 程 度 の 厳 密
性 及 び 高 度 の 厳 密 性 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 上 掲 の Sambrook等 に 与 え ら れ
て い る 。  
　 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 同 定 さ れ た 配 列 は 、 Genbank等 の 公
共 デ ー タ ベ ー ス 又 は 個 人 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 寄 託 さ れ 公 衆 に 利 用 可 能 と さ れ て い る 周 知
の 配 列 と 比 較 及 び ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と が で き る 。 分 子 の 決 定 さ れ た 領 域 内 又 は 全 長 配
列 に 渡 っ て の （ ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 レ ベ ル の い ず れ か で の ） 配 列 同 一 性 は 、 相 同 性 を 測 定 す
る 種 々 の ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る 、 コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば ALIGN
、 DNAstar及 び INHERITに よ り 決 定 す る こ と が で き る 。  
　 タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 初 め て こ こ で 開 示 さ れ た 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を
使 用 し 、 ま た 必 要 な ら ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 逆 転 写 さ れ な か っ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 中 間 体 及 び 先 駆
物 質 を 検 出 す る 上 掲 の Sambrook等 に 記 述 さ れ て い る よ う な 従 来 の プ ラ イ マ ー 伸 展 法 を 使 用
し 、 選 択 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る
。  
【 ０ １ ３ ４ 】
　 　 ｉ ｉ ． 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換  
　 宿 主 細 胞 を 、 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 生 産 の た め の 発 現 又 は ク ロ ー ニ ン グ ベ
ク タ ー で 形 質 移 入 又 は 形 質 転 換 し 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 又 は 所
望 の 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 適 当 に 変 性 さ れ た 常 套 的 栄 養 培 地 で 培 養 す
る 。 培 養 条 件 、 例 え ば 培 地 、 温 度 、 ｐ Ｈ 等 々 は 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 当 業 者 が 選 ぶ
こ と が で き る 。 一 般 に 、 細 胞 培 養 の 生 産 性 を 最 大 に す る た め の 原 理 、 プ ロ ト コ ー ル 、 及 び
実 用 技 術 は 、 Mammalian Cell Biotechnology: A Practical Approach, M.Butler編  (IRL 
Press, 1991)及 び Sambrook等 , 上 掲 に 見 出 す こ と が で き る 。  
　 形 質 移 入 の 方 法 、 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 処 理 及 び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 当 業 者 に 知 ら
れ て い る 。 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 そ の 細 胞 に 対 し て 適 し た 標 準 的 な 方 法 を 用 い て
形 質 転 換 は な さ れ る 。 前 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た 塩 化 カ ル シ ウ ム を 用 い る カ ル シ ウ ム
処 理 又 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 原 核 生 物 又 は 実 質 的 な 細 胞 壁 障 壁 を 含 む 他 の 細 胞 に
対 し て 一 般 に 用 い ら れ る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ト ゥ メ フ ァ シ エ ン ス (Agrobacterium tum
efaciens)に よ る 感 染 が 、 Shaw等 , Gene, 23: 315 (1983)及 び 1989年 6月 29日 公 開 の 国 際 特
許 出 願 第 Ｗ Ｏ 89/05859号 に 記 載 さ れ た よ う に 、 あ る 種 の 植 物 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る
。 こ の よ う な 細 胞 壁 の な い 哺 乳 動 物 の 細 胞 に 対 し て は 、 Graham及 び van der Eb, Virology
, 52: 456-457 (1978)の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 が 用 い ら れ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 宿 主 系 形
質 転 換 の 一 般 的 な 態 様 は 米 国 特 許 第 4,399,216号 に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 中 へ の 形 質 転 換
は 、 典 型 的 に は 、 Van solingen等 , J. Bact., 130: 946 (1977)及 び Hsiao等 , Proc. Natl
. Acad. Sci. (USA), 76:3829 (1979)の 方 法 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。 し か し な が ら 、 Ｄ Ｎ Ａ
を 細 胞 中 に 導 入 す る 他 の 方 法 、 例 え ば 、 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン 、 無 傷 の 細 胞 、 又 は ポ リ カ チ オ ン 、 例 え ば ポ リ ブ レ ン 、 ポ リ オ ル ニ チ ン 等 を 用 い る
細 菌 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 も ま た 用 い る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め の
種 々 の 技 術 に つ い て は 、 Keown等 , Methods in Enzymology, 185: 527-537 (1990)及 び  Ma
nsour等 , Nature, 336: 348-352 (1988)を 参 照 の こ と 。  
【 ０ １ ３ ５ 】
　 こ こ に 記 載 の ベ ク タ ー に Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ あ る い は 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 細 胞
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は 、 原 核 生 物 、 酵 母 菌 、 又 は 高 等 真 核 生 物 細 胞 を 含 む 。 適 切 な 原 核 生 物 は 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 真 正 細 菌 、 例 え ば グ ラ ム 陰 性 又 は グ ラ ム 陽 性 生 物 体 、 例 え ば 大 腸 菌 の よ う な
腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 種 々 の 大 腸 菌 株 が 公 衆 に 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 株 Ｍ
Ｍ ２ ９ ４ （ ATCC31,446） ； 大 腸 菌 Ｘ １ ７ ７ ６ （ ATCC31,537） ； 大 腸 菌 株 Ｗ ３ １ １ ０ （ ATCC
27,325） 及 び Ｋ ５ ７ ７ ２ （ ATCC53,635） で あ る 。 他 の 好 ま し い 原 核 動 物 宿 主 細 胞 は 、 大 腸
菌 、 例 え ば 、 E. coli、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、 エ ル ビ ニ ア (Erwinia)、 ク レ ブ シ エ ラ (Klebsie
lla)、 プ ロ テ ウ ス (Proteus)、 サ ル モ ネ ラ 、 例 え ば 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 セ ラ チ ア 、 例 え ば
、 セ ラ チ ア マ ル セ サ ン ス (Serratia marcescans) 、 及 び 赤 痢 菌 、 並 び に 桿 菌 、 例 え ば バ シ
リ ス ブ チ リ ス (B. subtilis)及 び バ シ リ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス (B. licheniformis)（ 例 え ば
、 1989年 4月 12日 発 行 の DD 266,710に 記 載 さ れ た バ シ リ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス ４ １ Ｐ ） 、 シ
ュ ー ド モ ナ ス 、 例 え ば 緑 膿 筋 及 び ス ト レ プ ト マ イ セ ス な ど の 腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 こ れ ら の
例 は 限 定 で は な く 例 示 で あ る 。 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 生 産 発 行 の た め の 共 通 の 宿
主 株 で あ る の で 一 つ の 特 に 好 ま し い 宿 主 又 は 親 宿 主 で あ る 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 は 最 小
量 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 分 泌 す る 。 例 え ば 、 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 宿 主 に 外 来 の タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 変 異 を す る よ う に 修 飾 し て も よ く 、 そ の よ う な 宿 主 の
例 と し て は 、 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 １ Ａ ２ ； 完 全 な 遺 伝 子
型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ ｒ ３ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ９ Ｅ ４ ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ
ｒ ｔ ３ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ 　 (ａ ｒ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ )１ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ ｋ ａ ｎ ｒ を
有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ２ ７ Ｃ ７ （ ATCC 55,244） ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ ｒ
３ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ 　 (ａ ｌ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ )１ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｒ ｂ ｓ ７ ｉ ｌ
ｖ Ｇ ｋ ａ ｎ ｒ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ３ ７ Ｄ ６ ； 非 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 ｄ ｅ ｇ Ｐ 欠 失 変
異 を 持 つ ３ ７ Ｄ ６ 株 で あ る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ４ ０ Ｂ ４ ； 及 び 1990年 8月 7日 発 行 の 米 国 特
許 第 4,946,783号 に 開 示 さ れ た 変 異 周 辺 質 プ ロ テ ア ー ゼ を 有 す る 大 腸 菌 株 を 含 む 。 あ る い
は 、 ク ロ ー ニ ン グ の イ ン ビ ト ロ 法 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 又 は 他 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 が 好 ま し
い 。  
【 ０ １ ３ ６ 】
　 原 核 生 物 に 加 え て 、 糸 状 菌 又 は 酵 母 菌 の よ う な 真 核 微 生 物 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 ベ ク タ ー
の た め の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 宿 主 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ヴ ィ シ ア は 、 通
常 用 い ら れ る 下 等 真 核 生 物 宿 主 微 生 物 で あ る 。 他 に 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス プ ロ ン ブ (Schiz
osaccharomyces prombe)（ Beach及 び Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; 1985年 5月 2日 発
行 の EP 139,383） ； ク ル ベ ロ ミ セ ス ホ ス ツ (Kluveromyces hosts)（ 米 国 特 許 第 4,943,529
号 ; Fleer等 , Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)） 、 例 え ば ケ ー .ラ ク チ ス (K. lactis)
（ MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt等 , J. Bacteriol. 737 [1983]） 、 ケ ー .フ ラ
ギ リ ス (K. fragilis)（ ATCC 12,424） 、 ケ ー .ブ ル ガ リ ク ス (K. bulgaricus)（ ATCC 16,04
5） 、 ケ ー .ウ ィ ケ ラ ミ イ (K. wickeramii)（ ATCC 24,178） 、 ケ ー .ワ ル チ イ (K. waltii)（
ATCC 56,500） 、 ケ ー .ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム (K. drosophilarum)（ ATCC 36,906; Van den Ber
g等 , Bio/Technology, 8: 135 (1990)） 、 ケ ー .テ モ ト レ ラ ン ス (K. themotolerans)及 び
ケ ー .マ ル キ シ ア ナ ス (K. marxianus)； ヤ ロ ウ ィ ア (yarrowia)（ EP 402,226） ； ピ ッ チ ャ
パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)（ EP 183,070; Sheekrishna等 , J. Basic Microbiol, 28: 
265-278 [1988]） ； カ ン ジ ダ ； ト リ コ デ ル マ レ ー シ ア (reesia)（ EP 244,234） ； ア カ パ ン
カ ビ （ Case等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]） ； シ ュ ワ ニ オ マ イ
セ ス (schwanniomyces)、 例 え ば シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス オ ク シ デ ン タ リ ス (occidentalis)（ 19
90年 10月 31日 発 行 の EP 394,538） ； 及 び 糸 状 真 菌 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ 、 ペ ニ シ リ ウ
ム 、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ ム (Tolypocladium)（ 1991年 1月 10日 発 行 の WO 91/00357） ； 及 び コ ウ
ジ 菌 、 例 え ば 偽 巣 性 コ ウ ジ 菌 （ Ballance等 , Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284
-289 [1983]; Tilburn等 , Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等 , Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 81: 1470-1474 [1984]） 及 び ク ロ カ ビ （ Kelly及 び Hynes, EMBO J., 4: 475-479 
[1985]） が 含 ま れ る 。 こ こ で 好 ま し い メ チ ロ ト ロ ピ ッ ク (methylotropic)酵 母 は 、 こ れ ら
に 限 ら れ な い が 、 ハ ン セ ヌ ラ (Hansenula)、 カ ン ジ ダ 、 ク ロ エ ケ ラ (Kloeckera)、 ピ チ ア (P
ichia)、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 、 ト ル ロ プ シ ス (Torulopsis)、 及 び ロ ド ト ル ラ (Rhodotorula)か
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ら な る 属 か ら 選 択 さ れ る メ タ ノ ー ル で 成 長 可 能 な 酵 母 を 含 む 。 こ の 酵 母 の 分 類 の 例 示 で あ
る 特 定 の 種 の リ ス ト は 、 C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)
に 記 載 さ れ て い る 。  
　 グ リ コ シ ル 化 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 に 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 多 細 胞
生 物 か ら 誘 導 さ れ る 。 無 脊 椎 動 物 細 胞 の 例 と し て は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｓ ２ 及 び ス ポ ド ス
ペ ラ Ｓ ｆ ９ 等 の 昆 虫 細 胞 並 び に 植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 株 化 細 胞 の 例 は
、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 及 び Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 含 む 。 よ り 詳 細 な 例 は 、 Ｓ Ｖ
４ ０ に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た サ ル 腎 臓 Ｃ Ｖ １ 株  (COS-7, ATCC CRL 1651);ヒ ト 胚 腎 臓 株 （
293又 は 懸 濁 培 養 で の 増 殖 の た め に サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ た 293細 胞 、 Graham等 , J. Gen Vir
ol., 36:59 (1977)） ;チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ (CHO, Urlaub及 び Cha
sin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));マ ウ ス の セ ル ト リ 細 胞 （ TM4, Math
er, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)） ； ヒ ト 肺 細 胞  (W138, ATCC CCL 75); ヒ ト 肝 細
胞  (Hep G2, HB 8065); 及 び マ ウ ス 乳 房 腫 瘍 細 胞  (MMT 060562, ATTC CCL51)を 含 む 。 適
切 な 宿 主 細 胞 の 選 択 は 、 こ の 分 野 の 技 術 常 識 内 に あ る 。  
【 ０ １ ３ ７ 】
　 　 ｉ ｉ ｉ ． 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の 選 択 及 び 使 用  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 (例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ )は 、 ク ロ ー
ニ ン グ (Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 )又 は 発 現 の た め に 複 製 可 能 な ベ ク タ ー 内 に 挿 入 さ れ る 。 様 々 な ベ ク
タ ー が 公 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 粒
子 、 又 は フ ァ ー ジ の 形 態 と す る こ と が で き る 。 適 切 な 核 酸 配 列 が 、 種 々 の 手 法 に よ っ て ベ
ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 一 般 に 、 Ｄ Ｎ Ａ は こ の 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 適 当 な 制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー 成 分 と し て は 、 一 般 に 、 こ れ ら に 制 限 さ れ る も
の で は な い が 、 配 列 が 分 泌 さ れ る な ら ば 、 一 又 は 複 数 の シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 一 又
は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 転 写 終 結 配 列 を
含 む 。 こ れ ら の 成 分 の 一 又 は 複 数 を 含 む 適 当 な ベ ク タ ー の 作 成 に は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 標
準 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 を 用 い る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え 手 法 に よ っ て 直 接 的 に 産 生 さ れ る だ け で は な く 、 シ グ ナ ル
配 列 あ る い は 成 熟 タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ -末 端 に 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る
他 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 ペ プ チ ド と し て も 生 産 さ れ る 。 一 般
に 、 シ グ ナ ル 配 列 は ベ ク タ ー の 成 分 で あ る か 、 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 で あ る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ
ニ シ リ ナ ー ゼ 、 ｌ ｐ ｐ あ る い は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ リ ー ダ ー の 群 か ら 選 択 さ れ
る 原 核 生 物 シ グ ナ ル 配 列 で あ っ て よ い 。 酵 母 の 分 泌 に 関 し て は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば
酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 ア ル フ ァ 因 子 リ ー ダ ー (酵 母 菌 属 (Saccharomyces)及 び ク ル
イ ベ ロ マ イ シ ス (Kluyveromyces)α 因 子 リ ー ダ ー を 含 み 、 後 者 は 米 国 特 許 第 5,010,182号 に
記 載 さ れ て い る )、 又 は 酸 ホ ス フ ォ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 白 体 (C.albicans)グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ
リ ー ダ ー (1990年 4月 4日 発 行 の EP362179)、 又 は 1990年 11月 15日 に 公 開 さ れ た WO 90/13646
に 記 載 さ れ て い る シ グ ナ ル で あ り 得 る 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 発 現 に お い て は 、 哺 乳 動 物 シ グ ナ
ル 配 列 は 、 同 一 あ る い は 関 連 あ る 種 の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 並 び に ウ イ ル
ス 分 泌 リ ー ダ ー の よ う な タ ン パ ク 質 の 直 接 分 泌 に 使 用 し て も よ い 。  
【 ０ １ ３ ８ 】
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 共 に 一 又 は 複 数 の 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て ベ ク タ
ー の 複 製 を 可 能 に す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 配 列 は 多 く の 細 菌 、 酵 母 及 び ウ イ ル ス
に 対 し て よ く 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ に 由 来 す る 複 製 開 始 点 は 大 部 分 の グ
ラ ム 陰 性 細 菌 に 好 適 で あ り 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド 開 始 点 は 酵 母 に 適 し て お り 、 様 々 な ウ イ ル ス
開 始 点 (Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ 又 は Ｂ Ｐ Ｖ )は 哺 乳 動 物 細 胞 に お
け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 有 用 で あ る 。  
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 選 択 可 能 マ ー カ ー と も 称 さ れ る 選 択 遺
伝 子 を 含 む 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (a)ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー
ト あ る い は テ ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 抗 生 物 質 あ る い は 他 の 毒 素 に 耐 性 を 与 え 、 (b)栄 養
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要 求 性 欠 陥 を 補 い 、 又 は (c)例 え ば バ シ リ に 対 す る 遺 伝 子 コ ー ド Ｄ -ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ の
よ う な 、 複 合 培 地 か ら 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。  
　 哺 乳 動 物 細 胞 に 適 切 な 選 択 可 能 マ ー カ ー の 例 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ あ る い は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ の
よ う に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 取 り 込 む こ と の で き る 細 胞 成 分 を 同 定 す
る こ と の で き る も の で あ る 。 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 用 い た 場 合 の 好 適 な 宿 主 細 胞 は 、 Urlaub 
等 に よ り , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 調
製 さ れ 増 殖 さ れ た Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 活 性 に 欠 陥 の あ る Ｃ Ｈ Ｏ 株 化 細 胞 で あ る 。 酵 母 菌 中 で の 使 用 に
好 適 な 選 択 遺 伝 子 は 酵 母 プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ ｐ ７ に 存 在 す る ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 で あ る 。 Stinchco
mb等 , Nature, 282： 39(1979)； Kingman等 , Gene, 7： 141(1979)； Tschemper等 , Gene, 1
0： 157(1980)。 ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ４ ４ ０ ７ ６ あ る い は Ｐ Ｅ Ｐ ４ -
１ の よ う な ト リ プ ト フ ァ ン 内 で 成 長 す る 能 力 を 欠 く 酵 母 菌 の 突 然 変 異 株 に 対 す る 選 択 マ ー
カ ー を 提 供 す る 。 Jones, Genetics, 85:12 (1977)。  
【 ０ １ ３ ９ 】
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 通 常 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に
作 用 可 能 に 結 合 し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 種 々 の 可 能 な 宿 主 細 胞
に よ り 認 識 さ れ る 好 適 な プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ て い る 。 原 核 生 物 宿 主 で の 使 用 に 好 適 な プ
ロ モ ー タ ー は β -ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Cahng等 , Nature, 275:61
5 (1978)；  Goeddel等 , Nature, 281:544 (1979)］ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト
フ ァ ン (trp)プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776
］ 、 及 び ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー ［ deBoer 等 , Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］ を 含 む 。 細 菌 系 で 使 用 す る プ ロ モ ー タ も ま た Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 作 用 可 能 に 結 合 し た シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ー ノ (S.D.)配
列 を 有 す る 。  
　 酵 母 宿 主 と 共 に 用 い て 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 例 と し て は 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ ラ ー ト
キ ナ ー ゼ ［ Hitzeman 等 , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］ 又 は 他 の 糖 分 解 酵 素 ［ Hess
 等 , J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 17： 4900(1987)］
、 例 え ば エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ
、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -６ -リ ン 酸 イ ソ
メ ラ ー ゼ 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ セ リ ン 酸 イ ソ
メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。  
　 他 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 成 長 条 件 に よ っ て 転 写 が 制 御 さ れ る 付 加 的 効 果 を 有 す
る 誘 発 的 プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ム Ｃ 、 酸 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 と 関 連 す る 分 解 性 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド
-３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 及 び マ ル ト ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 を 支 配 す る 酵 素 の
プ ロ モ ー タ ー 領 域 が あ る 。 酵 母 菌 で の 発 現 に 好 適 に 用 い ら れ る ベ ク タ ー と プ ロ モ ー タ は EP
 73,657に 更 に 記 載 さ れ て い る 。  
【 ０ １ ４ ０ 】
　 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に お け る ベ ク タ ー か ら Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 の 転 写 は 、 例 え ば 、 ポ リ オ ー マ ウ
ィ ル ス 、 伝 染 性 上 皮 腫 ウ ィ ル ス (1989年 7月 5日 公 開 の UK 2,211,504)、 ア デ ノ ウ ィ ル ス (例
え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス ２ )、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル
ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ ィ ル ス 及 び サ ル ウ ィ ル ス ４ ０ (SV40)の よ う な ウ ィ ル ス の
ゲ ノ ム か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 異 種 性 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ア ク チ ン プ ロ モ
ー タ ー 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 熱 衝 撃 プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー
タ ー に よ っ て 、 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 宿 主 細 胞 系 に 適 合 し 得 る 限 り 制 御 さ れ る 。  
　 よ り 高 等 の 真 核 生 物 に よ る 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は 、 ベ
ク タ ー 中 に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ 得 る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 通
常 は 約 １ ０ か ら ３ ０ ０ 塩 基 対 で 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 用 し て そ の 転 写 を 増 強 す る Ｄ Ｎ Ａ の シ
ス 作 動 要 素 で あ る 。 哺 乳 動 物 遺 伝 子 由 来 の 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 現 在 知 ら れ て い る (
グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 及 び イ ン ス リ ン )。 し か し な
が ら 、 典 型 的 に は 、 真 核 細 胞 ウ ィ ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー が 用 い ら れ る で あ ろ う 。 例 と し
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て は 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー (１ ０ ０ － ２ ７ ０ 塩 基 対 )、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ ィ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 及
び ア デ ノ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 配 列 の ５ ’ 又 は ３ ’ 位 で ベ ク タ ー 中 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 得 る が 、 好 ま し く は プ ロ
モ ー タ ー か ら ５ ’ 位 に 位 置 し て い る 。  
　 ま た 真 核 生 物 宿 主 細 胞 (酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 又 は 他 の 多 細 胞 生 物 由
来 の 有 核 細 胞 )に 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 の 終 結 及 び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要 な
配 列 も 含 む 。 こ の よ う な 配 列 は 、 真 核 生 物 又 は ウ ィ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 通 常 は ５
’ 、 時 に は ３ ’ の 非 翻 訳 領 域 か ら 取 得 で き る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 部 分 に ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド セ グ
メ ン ト を 含 む 。  
　 組 換 え 脊 椎 動 物 細 胞 培 養 で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 に 適 応 化 す る の に 適 切 な 他 の 方
法 、 ベ ク タ ー 及 び 宿 主 細 胞 は 、 Gething等 , Nature, 293:620-625 (1981); Mantei等 , Nat
ure, 281:40-46 (1979); EP 117,060; 及 び EP 117,058に 記 載 さ れ て い る 。  
【 ０ １ ４ １ 】
　 　 ｉ ｖ ． 遺 伝 子 増 幅 ／ 発 現 の 検 出  
　 遺 伝 子 の 増 幅 及 び ／ 又 は 発 現 は 、 こ こ で 提 供 さ れ た 配 列 に 基 づ き 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ
ロ ー ブ を 用 い 、 例 え ば 、 従 来 よ り の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 定 量 化 す る ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ［ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］ 、 ド ッ ト
ブ ロ ッ ト 法 (Ｄ Ｎ Ａ 分 析 )、 又 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 、 直 接 的 に
試 料 中 で 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 及 び Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ
Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 又 は Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 二 本 鎖 を 含 む 、 特 異 的 二 本 鎖 を 認 識 す る こ
と が で き る 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 次 い で 、 抗 体 を 標 識 し 、 ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と
が で き 、 こ こ で 二 本 鎖 は 表 面 に 結 合 し て お り 、 そ の 結 果 二 本 鎖 の 表 面 で の 形 成 の 時 点 で そ
の 二 本 鎖 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。  
　 あ る い は 、 遺 伝 子 の 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 直 接 的 に 定 量 す る 免 疫 学 的 な 方 法 、 例
え ば 細 胞 又 は 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び 細 胞 培 養 又 は 体 液 の ア ッ セ イ に よ っ て 測
定 す る こ と も で き る 。 試 料 液 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び ／ 又 は ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル で も ポ リ ク ロ ー ナ ル で も よ く 、 任 意 の 哺 乳 動 物 で 調 製 す る こ と が で き る 。
簡 便 に は 、 抗 体 は 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は こ こ で 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ
配 列 を ベ ー ス と し た 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
に 融 合 し 特 異 的 抗 体 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 外 因 性 配 列 に 対 し て 調 製 さ れ 得 る 。  
【 ０ １ ４ ２ 】
　 　 ｖ ． ポ リ ペ プ チ ド の 精 製  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 は 、 培 地 又 は 宿 主 細 胞 の 溶 菌 液 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。
膜 結 合 性 で あ る な ら ば 、 適 切 な 洗 浄 液 (例 え ば ト リ ト ン -Ｘ Ｔ Ｍ １ ０ ０ )又 は 酵 素 的 切 断 を
用 い て 膜 か ら 引 き 離 す こ と が で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 用 い ら れ る 細 胞 は 、 凍
結 融 解 サ イ ク ル 、 超 音 波 処 理 、 機 械 的 破 壊 、 又 は 細 胞 溶 解 剤 な ど の 種 々 の 化 学 的 又 は 物 理
的 手 段 に よ っ て 破 壊 す る こ と が で き る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 、 組 換 え 細 胞 タ ン パ ク 又 は ポ リ ペ プ チ ド か ら 精 製 す る こ と が 望 ま
し い 。 適 切 な 精 製 手 順 の 例 で あ る 次 の 手 順 に よ り 精 製 さ れ る ： す な わ ち 、 イ オ ン 交 換 カ ラ
ム で の 分 画 ； エ タ ノ ー ル 沈 殿 ； 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ； シ リ カ 又 は カ チ オ ン 交 換 樹 脂 、 例 え ば Ｄ Ｅ
Ａ Ｅ に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ ； Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ； 硫 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 沈 殿 ； 例 え ば セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ -７ ５ を 用 い る ゲ ル 濾 過 ;Ｉ ｇ Ｇ の よ う な 汚 染 物 を
除 く プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 を
結 合 さ せ る 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム で あ る 。 こ の 分 野 で 知 ら れ 、 例 え ば 、 Deutcher, Method
es in Enzymology, 182 (1990)； Scopes, Protein Purification: Principles and Pract
ice, (Springer-Verlag, New York 1982)に 記 載 さ れ た 多 く の タ ン パ ク 質 精 製 方 法 を 用 い
る こ と が で き る 。 選 ば れ る 精 製 過 程 は 、 例 え ば 、 用 い ら れ る 生 産 方 法 及 び 特 に 生 産 さ れ る
特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ の 性 質 に 依 存 す る 。  

10

20

30

40

50

(74) JP 2006-6329 A 2006.1.12



【 ０ １ ４ ３ 】
　 Ｄ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 用 途  
　 　 ｉ ． 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 活 性 の ア ッ セ イ  
　 種 々 の ア ッ セ イ が こ こ で 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 活 性 を
試 験 す る た め に 使 用 可 能 で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 下 記 の 実 施 例 に 記 載 さ れ る も の
含 む 。  
　 米 国 特 許 第 5,773,414号 に 開 示 さ れ て い る エ ン ド セ リ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 試 験 す る
ア ッ セ イ に は 、 レ セ プ タ ー ア ッ セ イ に お け る ポ リ ペ プ チ ド の ヨ ー ド 化 エ ン ド セ リ ン -Ｉ 結
合 を 阻 害 す る 能 力 を 試 験 す る ラ ッ ト 心 室 結 合 ア ッ セ イ 、 ウ サ ギ 腎 動 脈 平 滑 筋 細 胞 を 使 用 し
、 放 射 能 標 識 さ れ た エ ン ド セ リ ン -Ｉ の 無 傷 細 胞 結 合 性 を 試 験 す る エ ン ド セ リ ン レ セ プ タ
結 合 ア ッ セ イ 、 機 能 活 性 が 第 ２ の メ ッ セ ッ ン ジ ャ ー の 細 胞 内 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り
、 Ｒ ａ ｔ -Ｉ 細 胞 内 で 測 定 さ れ る イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ ー ト 蓄 積 ア ッ セ イ 、 雄 の ニ ュ ー ジ
ー ラ ン ド ウ サ ギ の 内 皮 を 使 用 す る イ ン ビ ボ (単 離 さ れ た 管 )研 究 、 及 び Ｓ Ｄ ラ ッ ト を 使 用 す
る イ ン ビ ト ロ 研 究 に お い て 、 添 加 化 合 物 の 、 培 養 血 管 平 滑 筋 内 に 放 出 さ れ る エ ン ド セ リ ン
刺 激 ア ラ キ ド ン 酸 を 低 減 さ せ る 能 力 を 測 定 す る ア ラ キ ド ン 酸 放 出 ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。  
【 ０ １ ４ ４ 】
　 組 織 生 成 活 性 の ア ッ セ イ に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 WO95/16035(骨 、 軟 骨 、 腱 )、
； WO95/05846(神 経 、 ニ ュ ー ロ ン )、 及 び WO91/07491(皮 膚 、 内 皮 )に 記 載 さ れ て い る も の が
含 ま れ る 。  
　 創 傷 治 癒 活 性 の ア ッ セ イ に は 、 例 え ば 、 Eaglstein及 び Mertz,　 J. Invest. Dermatol.,
 71： 382-384(1978)の 論 文 で 改 変 さ れ て い る 、 Winter, Epidermal Wound　 Healing, Maib
ach, HI及 び Rovee, DT,編 (Year Book Medical　 Publishers. Inc., Chicago),pp71-112に
記 載 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。  
　 エ ン ド セ リ ン Ｂ １ (Ｅ Ｔ Ｂ １ )レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 シ グ ナ ル 変 換 活 性 を 調
節 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 し た テ ス ト 用 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 米 国 特
許 第 5,773,223号 に 記 載 さ れ た よ う に し て 、 エ ン ド セ リ ン Ｂ １ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 提 供 し 、 試 験 用 候 補 薬 に 細 胞 を 曝 露 し 、 エ ン
ド セ リ ン Ｂ １ レ セ プ タ ー シ グ ナ ル 変 換 活 性 を 測 定 す る 。  
　 幾 つ か の 心 臓 肥 大 ア ッ セ イ が 存 在 す る 。 イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に は 、 成 体 ラ ッ ト 心 臓 ミ オ
サ イ ト の 拡 散 の 誘 導 が 含 ま れ る 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 心 室 ミ オ サ イ ト は 、 Piper等 ,「
Adult ventricular rat heart muscle cells」 ,　 Cell Culture Techniques in Heart an
d Vessel Research. H.M. Piper. ed(Berlin： Springer-Verlag,1990),pp.36-60に よ り 詳
細 に 記 載 さ れ て い る 手 順 を 改 変 し た も の に 本 質 的 に 従 っ て 、 単 一 の (雄 の Sprague-Dawley)
ラ ッ ト か ら 単 離 さ れ る 。 こ の 手 順 に よ り 、 成 長 心 室 ミ オ サ イ ト の 単 離 、 及 び 桿 体 フ ェ ノ タ
イ プ 細 胞 の 長 期 間 に わ た る 培 養 が 可 能 に な る 。 フ ェ ニ レ フ リ ン と プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｆ ２
α (Ｐ Ｇ Ｆ ２ α )は 、 こ れ ら 成 長 細 胞 の 転 移 反 応 を 誘 発 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 種 々 の 心
臓 肥 大 の 潜 在 的 イ ン ヒ ビ タ ー に よ る 、 Ｐ Ｇ Ｆ ２ α 又 は Ｐ Ｇ Ｆ ２ α 類 似 体 (例 え ば フ ル プ ロ
ス テ ノ ー ル )及 び フ ェ ニ レ フ リ ン に よ り 誘 発 さ れ る ミ オ サ イ ト 転 移 阻 害 を 次 い で 試 験 す る
。  
【 ０ １ ４ ５ 】
　 イ ン ビ ボ ア ッ セ イ の 一 例 は 、 イ ン ビ ボ に お け る フ ル プ ロ ス テ ノ ー ル に よ り 誘 発 さ れ る 心
臓 肥 大 の 阻 害 を テ ス ト す る こ と で あ る 。 こ の 薬 理 学 的 モ デ ル は 、 フ ル プ ロ ス テ ノ ー ル (Ｐ
Ｇ Ｆ ２ α の ア ゴ ニ ス ト 類 似 体 )の 皮 下 注 射 に よ り ラ ッ ト (例 え ば 、 雄 の Wistar又 は Ｓ prague
-Dawley） に お い て 誘 発 さ れ た 心 臓 肥 大 を 阻 害 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 試 験 す る
も の で あ る 。 心 筋 梗 塞 に よ り 誘 発 さ れ る 病 的 な 心 臓 肥 大 の あ る ラ ッ ト に お い て 、 心 筋 内 の
Ｐ Ｇ Ｆ ２ α が 検 出 可 能 な レ ベ ル ま で 慢 性 的 に 上 昇 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 Lai等 ,　
Am. J. Physiol.(Heart Circ. Physiol.),　 271： H2197-H2208(1996)。 従 っ て 、 イ ン ビ ボ
で の 心 筋 成 長 に お け る フ ル プ ロ ス テ ノ ー ル の 影 響 を 阻 害 可 能 な 因 子 は 、 心 臓 肥 大 の 治 療 に
有 用 で あ る 可 能 性 が あ る 。 心 臓 肥 大 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 効 力 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド を 受 容 し な い フ ル プ ロ ス テ ノ ー ル 処 理 さ れ た ラ ッ ト に 対 す る 、 心 臓 、 心 室 及 び 左 心
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室 (体 重 に よ り 規 格 化 )の 重 量 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。  
　 イ ン ビ ボ ア ッ セ イ の 他 の 例 は 、 圧 力 負 荷 心 臓 肥 大 ア ッ セ イ で あ る 。 イ ン ビ ボ 試 験 に お い
て 、 試 験 用 動 物 の 腹 部 大 動 脈 の 収 縮 に よ る 圧 力 負 荷 心 臓 肥 大 を 誘 発 す る こ と は 共 通 し て い
る 。 典 型 的 な プ ロ ト コ ル に お い て 、 ラ ッ ト (例 え ば 雄 の Wistar又 は Ｓ Ｄ )は 麻 酔 処 理 さ れ 、
各 ラ ッ ト の 腹 部 大 動 脈 を 横 隔 膜 の 真 下 ま で 狭 窄 す る 。 Beznak M., Can. J. Biochem. Phys
iol., 33： 985-94(1955)。  大 動 脈 を 外 科 的 切 開 に よ り 曝 露 し 、 短 い 太 針 を 管 の 隣 に お く
。 大 動 脈 を 針 周 囲 に 絹 糸 で 結 紮 し て 収 縮 さ せ 、 す ぐ に 除 去 し 、 針 の 直 径 ま で 大 動 脈 の 管 腔
を 低 減 さ せ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば Rossi等 , Am. Heart J., 124： 700-709(1992)
及 び O'Rourke及 び Reibel,　 P.S.E.M.B., 200： 95-100(1992)に 記 載 さ れ て い る 。  
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ま た 他 の イ ン ビ ボ ア ッ セ イ に お い て 、 心 臓 肥 大 、 続 い て 実 験 的 に 誘 発 さ れ た 心 筋 梗 塞 (
Ｍ Ｉ )に お け る 効 果 を 測 定 す る 。 ラ ッ ト に お い て 、 急 性 Ｍ Ｉ を 左 冠 動 脈 結 紮 に て 誘 発 し 、
さ ら に こ れ を 心 電 図 試 験 で 確 認 す る 。 ま た 動 物 の 擬 似 操 作 グ ル ー プ を 対 照 動 物 と し て 用 意
す る 。 初 期 の デ ー タ に は 、 心 臓 肥 大 は Ｍ Ｉ を 有 す る グ ル ー プ に 存 在 す る こ と が 示 さ れ 、 体
重 に 対 し 心 臓 重 量 は １ ８ ％ 増 加 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 Lai等 ,　 上 掲 。 心 臓 肥 大
の 候 補 ブ ロ ッ カ ー 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で こ れ ら の 動 物 を 治 療 し 、 テ ス ト し た 候 補
薬 の 治 療 可 能 性 に つ い て の 貴 重 な 情 報 を 提 供 す る 。 Sprague-Dawleyラ ッ ト を 使 用 す る 、 心
臓 肥 大 の 誘 発 に お け る さ ら な る ア ッ セ イ テ ス ト は 米 国 特 許 第 5,773,415号 に 開 示 さ れ て い
る 。  
　 癌 に お い て 、 腫 瘍 の 病 原 及 び 進 行 に お け る こ こ で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 役 割 を さ ら に 理 解
し 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 抗 体 及 び 他 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 小 分 子 ア ン タ ゴ ニ ス
ト を 含 む 治 療 用 候 補 薬 の 効 力 を テ ス ト す る た め に 、 種 々 の よ く 知 ら れ た 動 物 モ デ ル を 使 用
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な モ デ ル の イ ン ビ ボ の 性 質 は 、 ヒ ト 患 者 に 前 兆 と な る 反 応 を
特 に 起 こ さ せ る も の で あ る 。 腫 瘍 及 び 癌 (乳 癌 、 結 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 等 )の 動 物 モ デ ル
に は 、 非 組 換 え 及 び 組 換 え (ト ラ ン ス ジ ェ ニ ク )動 物 が 含 ま れ る 。 非 組 換 え 動 物 モ デ ル に は
、 例 え ば 齧 歯 動 物 、 例 え ば ネ ズ ミ モ デ ル が 含 ま れ る 。 こ の よ う な モ デ ル は 標 準 的 な 技 術 、
例 え ば 皮 下 注 射 、 尾 静 脈 注 射 、 脾 臓 移 植 、 腹 膜 移 植 、 腎 嚢 下 移 植 、 又 は オ ル ソ ピ ン (ortho
pin)移 植 、 例 え ば 結 腸 組 織 に 移 植 さ れ た 結 腸 癌 細 胞 を 使 用 し 、 同 系 の マ ウ ス に 腫 瘍 細 胞 を
移 入 す る こ と に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 1997年 9月 18日 に 公 開 さ れ た PCT公 開
番 号 WO97/33551を 参 照 さ れ た い 。 お そ ら く は 癌 遺 伝 子 の 研 究 に 最 も 頻 繁 に 使 用 さ れ る 動 物
種 は 、 免 疫 欠 損 マ ウ ス 、 特 に ヌ ー ド マ ウ ス で あ る 。 胸 腺 刺 激 ／ 形 成 不 全 を 有 す る ヌ ー ド マ
ウ ス が ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 片 用 の 宿 主 と し て 成 功 裡 に 作 用 す る と い う 知 見 は こ の 目 的 へ の 広
範 な 使 用 に 導 い た 。 常 染 色 体 劣 性 ｎ ｕ 遺 伝 子 は 、 例 え ば Ａ Ｓ Ｗ 、 Ａ ／ Ｈ ｅ 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ
、 Ｂ １ ０ 、 Ｌ Ｐ 、 Ｃ １ ７ 、 Ｃ Ｈ ３ 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ 、 Ｃ ５ ７ 、 Ｃ Ｂ Ａ 、 Ｄ Ｂ Ａ 、 Ｄ Ｄ Ｄ 、 Ｉ ／
ｓ ｔ 、 Ｎ Ｃ 、 Ｎ Ｆ Ｒ 、 Ｎ Ｆ Ｓ 、 Ｎ Ｆ Ｓ ／ Ｎ 、 Ｎ Ｚ Ｂ 、 Ｎ Ｚ Ｃ 、 Ｎ Ｚ Ｗ 、 Ｐ 、 Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ 及 び
Ｓ Ｊ Ｌ を 含 む 、 非 常 に 多 数 の 明 確 に 同 族 の ヌ ー ド マ ウ ス に 導 入 さ れ る 。 さ ら に 、 ヌ ー ド マ
ウ ス 以 外 に 免 疫 学 的 欠 損 を 受 け 継 い だ 広 範 囲 の 他 の 動 物 を 育 て 、 腫 瘍 異 種 移 植 片 の レ シ ピ
エ ン ト と し て 使 用 す る 。 さ ら な る 詳 細 は 、 The Nude Mouse in Oncology Research, E. Bo
ven及 び B. Winograd. eds.(CRC Press, Inc., 1991)を 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ １ ４ ７ 】
　 こ の よ う な 動 物 に 導 入 さ れ た 細 胞 は 周 知 の 腫 瘍 ／ 癌 細 胞 、 例 え ば 上 述 に て 列 挙 し た 任 意
の 腫 瘍 細 胞 系 、 例 え ば Ｂ １ ０ ４ -１ 細 胞 系 (ｎ ｅ ｕ 原 腫 瘍 遺 伝 子 で 形 質 移 入 さ れ た 安 定 Ｎ Ｉ
Ｈ -３ Ｔ ３ 細 胞 系 )； Ｃ ａ ｃ ｏ -２ (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｈ Ｔ Ｂ -３ ７ )； 又 は 中 程 度 に 分 化 し た グ レ ー
ド Ｉ Ｉ ヒ ト 結 腸 腺 癌 細 胞 系 、 Ｈ Ｔ -２ ９ (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｈ Ｔ Ｂ -３ ８ )、 又 は 腫 瘍 及 び 癌 か ら の
も の を 誘 導 可 能 で あ る 。 腫 瘍 又 は 癌 細 胞 の サ ン プ ル は 凍 結 及 び 液 体 窒 素 で の 保 管 等 を 含 む
標 準 的 な 状 態 で 使 用 さ れ 、 外 科 手 術 に よ り 患 者 か ら 得 る こ と が で き る 。 Karmali等 , Br. J
. Cancer. 48： 689-696(1983)。  
　 腫 瘍 細 胞 は 種 々 の 手 順 に よ り ヌ ー ド マ ウ ス 等 の 動 物 に 導 入 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 の 移
植 に は 、 マ ウ ス の 皮 下 (s.c.)空 間 が 非 常 に 適 し て い る 。 腫 瘍 は 、 固 体 ブ ロ ッ ク と し て 、 例
え ば ト ロ カ ー ル (trochar)の 使 用 に よ る 針 バ イ オ プ シ ー 、 又 は 細 胞 懸 濁 液 を 移 植 す る こ と
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も で き る 。 固 体 ブ ロ ッ ク 又 は ト ロ カ ー ル 移 植 用 に 適 し た 大 き さ の 腫 瘍 組 織 断 片 が 皮 下 空 間
に 導 入 さ れ る 。 細 胞 懸 濁 液 は 一 次 腫 瘍 又 は 安 定 腫 瘍 細 胞 系 か ら 新 鮮 に 調 製 さ れ 、 皮 下 注 射
さ れ る 。 ま た 、 腫 瘍 細 胞 は 皮 下 移 植 と し て 注 射 す る こ と も で き る 。 こ の 位 置 に お い て 、 移
植 片 は 真 皮 結 合 組 織 の 下 部 と 皮 下 組 織 と の 間 に 付 与 さ れ る 。  
【 ０ １ ４ ８ 】
　 乳 癌 の 動 物 モ デ ル は 、 Drebin等 ,　 Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 83： 9129-9133(1986)
に 記 載 さ れ た よ う に し て 、 例 え ば ラ ッ ト 神 経 芽 細 胞 (当 初 単 離 さ れ た ｎ ｅ ｕ 癌 遺 伝 子 か ら
の も の )、 又 は ｎ ｅ ｕ -形 質 転 換 Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 す る こ と に よ
り 作 成 す る こ と が で き る 。  
　 同 様 に 、 結 腸 癌 の 動 物 モ デ ル は 、 動 物 、 例 え ば ヌ ー ド マ ウ ス に 結 腸 癌 細 胞 を 通 過 さ せ 、
こ れ ら の 動 物 に 腫 瘍 を 出 現 せ し め る こ と に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 ヌ ー ド マ ウ ス に お
け る ヒ ト 結 腸 癌 の 同 所 移 植 モ デ ル は 、 例 え ば Wang等 , Cancer Research, 54： 4726-4728(1
994)及 び Too等 , Cancer Research, 55： 681-684(1995)に よ り 記 載 さ れ て い る 。 こ の モ デ
ル は AntiCancer,Inc.,(San Diego, California)か ら 販 売 さ れ て い る 、 い わ ゆ る 「 METAMOU
SEＴ Ｍ 」 に 基 づ く 。  
　 動 物 内 で 生 じ た 腫 瘍 は 除 去 さ れ 、 イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る こ と が で き る 。 つ い で 、 イ ン ビ
ト ロ 培 養 か ら の 細 胞 を 動 物 に 継 代 さ せ る 。 こ の よ う な 腫 瘍 は さ ら な る テ ス ト 又 は 薬 剤 ス ク
リ ー ニ ン グ を 目 的 と な り う る 。 あ る い は 、 継 代 に よ り 得 ら れ た 腫 瘍 は 単 離 可 能 で 、 継 代 前
細 胞 及 び 一 又 は 複 数 の 継 代 段 階 の 後 に 単 離 さ れ た 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ は 、 関 心 の あ る 遺 伝 子 の 差
次 的 発 現 用 に 分 析 さ れ る 。 こ の よ う な 継 代 技 術 は 、 任 意 の 周 知 の 腫 瘍 又 は 癌 細 胞 系 で 行 う
こ と が で き る 。  
　 例 え ば 、 Ｍ ｅ ｔ ｈ  Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｓ -４ 、 Ｃ Ｍ Ｓ ５ 、 Ｃ Ｍ Ｓ ２ １ 及 び Ｗ Ｅ Ｈ Ｉ -１ ６ ４ は Ｂ Ａ
Ｌ Ｂ ／ ｃ 雌 マ ウ ス (DeLeo等 , J. Exp. Med., 146： 720(1977))の 繊 維 肉 腫 を 化 学 的 に 誘 発
し 、 種 々 の 薬 剤 の 抗 腫 瘍 活 性 を 研 究 す る 高 度 に 制 御 さ れ た モ デ ル 系 を 提 供 す る 。 Palladin
o等 , J. Immunol., 138： 4023-4032(1987)。 簡 単 に 言 え ば 、 腫 瘍 細 胞 は 細 胞 培 養 に お け る
イ ン ビ ト ロ で 増 殖 さ れ る 。 動 物 に 注 射 を す る 前 に 細 胞 系 を 洗 浄 し 、 １ ０ ｘ １ ０ ６ か ら １ ０
ｘ １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 細 胞 密 度 で バ ッ フ ァ ー に 懸 濁 さ せ る 。 つ い で 、 動 物 に １ ０ か ら １ ０
０ μ ｌ の 細 胞 懸 濁 液 を 皮 下 注 射 す る と 、 １ か ら ３ 週 間 で 腫 瘍 が 出 現 す る 。  
【 ０ １ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 最 も 詳 細 に 研 究 さ れ て い る 試 験 用 腫 瘍 の 一 つ で あ る マ ウ ス の ル イ ス 肺 (３ Ｌ Ｌ )
癌 腫 を 研 究 用 腫 瘍 モ デ ル と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 腫 瘍 モ デ ル の 効 力 は 、 肺 の 小
細 胞 癌 腫 (Ｓ Ｃ Ｃ Ｌ )と 診 断 さ れ た ヒ ト 患 者 に お け る 好 ま し い 効 果 と 相 関 し て い る 。 こ の 腫
瘍 は 、 病 気 に な っ た マ ウ ス 、 又 は 培 養 さ れ て い る 細 胞 か ら の 腫 瘍 断 片 を 注 射 す る こ と で 、
正 常 な マ ウ ス に 導 入 す る こ と が で き る 。 Zupi等 , Br. J. Cancer, 41： suppl. 4. 30(1980
)。 腫 瘍 が 単 一 細 胞 の 注 射 か ら 出 発 し て 、 感 染 し た 細 胞 が か な り の 高 割 合 で 生 存 し て い る
と い う 証 拠 が 示 さ れ た 。 こ の 腫 瘍 モ デ ル に つ い て の さ ら な る 情 報 は 、 Zacharski, Haemost
asis, 16： 300-320(1986)を 参 照 さ れ た い 。  
　 移 植 腫 瘍 を 有 す る 動 物 モ デ ル に お け る 試 験 化 合 物 の 効 力 を 評 価 す る 方 法 の 一 つ は 、 治 療
前 又 は 後 の 腫 瘍 の 大 き さ を 測 定 す る こ と で あ る 。 伝 統 的 に 、 移 植 腫 瘍 の 大 き さ は ２ 又 は ３
次 元 の ス ラ イ ド カ リ パ ス で 測 定 さ れ る 。 ２ 次 元 に 限 定 す る 測 定 は 腫 瘍 の 大 き さ を 正 確 に 反
映 せ ず ； よ っ て 通 常 は 数 学 的 公 式 を 使 用 し 、 対 応 す る 量 に 転 換 す る 。 し か し 、 腫 瘍 サ イ ズ
の 測 定 は 非 常 に 不 正 確 で あ る 。 候 補 薬 の 治 療 効 果 は 治 療 誘 発 性 の 成 長 が 遅 れ 、 特 定 の 成 長
が 遅 れ た 場 合 に 、 よ り 良 好 で あ る と 記 載 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 成 長 の 記 載 に お け る 他 の
重 要 な 変 数 は 腫 瘍 量 が ２ 倍 に な る 時 間 で あ る 。 ま た 、 腫 瘍 成 長 の 算 出 及 び 記 載 の た め の コ
ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Rygaard及 び Spang-Thomsen, Proc. 6th Int. Workshop on
 Immune-Deficient Animals. Wu及 び Sheng. eds.(Basel. 1989), p.301に よ り 報 告 さ れ て
い る プ ロ グ ラ ム を 入 手 す る こ と が で き る 。 し か し 、 治 療 後 の 壊 死 及 び 炎 症 反 応 は 、 実 際 に
は 少 な く と も 当 初 に は 腫 瘍 サ イ ズ の 増 加 の 結 果 と な り 得 る こ と に 留 意 さ れ る べ き で あ る 。
よ っ て 、 こ れ ら の 変 化 は 形 態 計 測 と フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 組 み 合 わ せ て 、 注 意 深 く
監 視 す る 必 要 が あ る 。  
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【 ０ １ ５ ０ 】
　 さ ら に 、 組 換 え (ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク )動 物 モ デ ル は 、 こ こ で 同 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ 遺 伝 子 の
コ ー ド 化 部 位 を 、 関 心 の あ る 動 物 の ゲ ノ ム に 導 入 し 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 成 す る
た め の 標 準 的 な 技 術 を 使 用 し て 加 工 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 操 作 の 標 的 と
し て 提 供 可 能 な 動 物 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ
ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 及 び 非 ヒ ト 霊 長 類 、 例 え ば ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー 及 び サ ル が 含 ま
れ る 。 こ の よ う な 動 物 に 導 入 遺 伝 子 を 導 入 す る た め の 、 当 該 技 術 に お け る 周 知 の 技 術 に は
、 前 核 の ミ ク ロ 注 射 (米 国 特 許 第 4,873,191号 )； 胚 へ の レ ト ロ ウ イ ル ス 媒 介 性 遺 伝 子 移 動 (
例 え ば 、 Van der Putten等 , Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 82： 6148-615(1985))； 胚 幹 細
胞 に お け る 遺 伝 子 を 標 的 化 (Thompson等 , Cell, 56： 312-321(1989))； 胚 の エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン (Lo, Mol. Cell. Biol., 3： 1803-1814(1983))； 及 び 精 子 媒 介 性 遺 伝 子 移 動 が
含 ま れ る 。 Lavitrano等 , Cell, 57： 717-73(1989)。 レ ビ ュ ー に は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,7
36,866号 を 参 照 さ れ た い 。  
　 本 発 明 の 目 的 に 関 し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に は そ れ ら の 細 胞 の 一 部 の み に 導 入 遺
伝 子 を 担 持 す る も の (「 モ ザ イ ク 動 物 」 )が 含 ま れ る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 単 一 の 導 入 遺 伝 子 と
し て 、 又 は 鎖 状 体 で 組 み 込 む こ と が で き 、 例 え ば 、 ヘ ッ ド 対 ヘ ッ ド 又 は ヘ ッ ド 対 テ イ ル の
タ ン デ ム で 組 み 込 む こ と が で き る 。 ま た 特 定 の 細 胞 系 へ の 導 入 遺 伝 子 の 選 択 的 導 入 は 、 例
え ば Lasko等 ,　 Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 89： 6232-636(1992)の 技 術 に 続 い て 可 能 で
あ る 。  
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 は 通 常 の 技 術 に よ り 監 視 可 能 で あ る
。 例 え ば 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 又 は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 導 入 遺 伝 子 の 統 合 を 証 明 す る た め に 使 用
す る こ と が で き る 。 つ い で 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 Ｐ Ｃ Ｒ 又 は 免 疫 細 胞 化 学 等 の 技 術 を 使 用 し て 分 析 す る こ と が で
き る 。 動 物 は 腫 瘍 又 は 癌 進 行 の 徴 候 の た め に さ ら に 試 験 さ れ る 。  
【 ０ １ ５ １ 】
　 ま た 、 動 物 の 胚 性 細 胞 に 導 入 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 変 更 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
と 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 内 在 性 遺 伝 子 と の 間 の 相 同 的 組 換 え に よ っ て 、 こ こ
で 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 欠 陥 又 は 変 更 遺 伝 子 を 有 す る 「 ノ ッ ク ア ウ
ト 」 動 物 を 構 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ
Ｎ Ａ は 、 確 立 さ れ た 技 術 に 従 い 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン
グ に 使 用 で き る 。 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を 欠 失 し た
り 、 組 み 込 み を 監 視 す る た め に 使 用 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 等 の 他 の
遺 伝 子 で 置 換 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ベ ク タ ー は 無 変 化 の フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ (
５ ’ と ３ ’ 末 端 の 両 方 )を 数 キ ロ ベ ー ス 含 む 。 例 え ば 、 相 同 的 組 換 え ベ ク タ ー に つ い て は T
homas及 び Capecchi, Cell, 51:503(1987)を 参 照 の こ と 。 ベ ク タ ー は 胚 性 幹 細 胞 に (例 え ば
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て )導 入 し 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 内 在 性 Ｄ Ｎ Ａ と 相 同 的 に
組 換 え ら れ た 細 胞 が 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 Li等 , Cell, 69:915(1992)参 照 。 選 択 さ れ た 細
胞 は 次 に 動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト )の 胚 盤 胞 内 に 注 入 さ れ て 集 合 キ メ ラ を 形 成 す る 。
例 え ば 、 Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach
, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参 照 。 そ の 後 、 キ メ ラ 性 胚
を 適 切 な 偽 妊 娠 の 雌 性 乳 母 に 移 植 し 、 期 間 を お い て 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を つ く り 出 す 。
胚 細 胞 に 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 子 孫 は 標 準 的 な 技 術 に よ り 同 定 さ れ 、 そ れ
ら を 利 用 し て 動 物 の 全 細 胞 が 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 動 物 を 繁 殖 さ せ る こ と が
で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 不 在 で あ る こ と に よ る あ る 種 の 病 理
的 状 態 及 び そ の 病 理 的 状 態 の 進 行 に 対 す る 防 御 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。  
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 及 び 他 の 候 補 薬 の 効 果
は 、 自 発 的 動 物 腫 瘍 の 治 療 に お い て さ ら に 試 験 す る こ と が で き る 。 こ の 研 究 の た め の 適 切
な 標 的 は ネ コ 口 部 扁 平 上 皮 細 胞 癌 腫 (Ｓ Ｃ Ｃ )で あ る 。 ネ コ 口 部 Ｓ Ｃ Ｃ は 侵 入 性 が 高 く 、 こ
の 悪 性 腫 瘍 は ネ コ に お い て 最 も 一 般 的 な 口 部 悪 性 腫 瘍 と さ れ 、 口 部 腫 瘍 の ６ ０ ％ 以 上 が こ
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の 種 に お い て 繰 り 返 さ れ る と 計 測 さ れ て い る 。 そ れ は 遠 く の 部 位 に は め っ た に 転 移 し な い
が 、 転 移 の 発 生 率 が 低 い の は 、 こ の 腫 瘍 を 有 す る ネ コ の 生 存 期 間 が 短 い こ と に 反 映 さ れ て
い る 。 こ れ ら の 腫 瘍 は 、 主 と し て ネ コ の 口 腔 の 解 剖 学 的 構 造 に よ り 、 通 常 外 科 手 術 に よ り
処 理 す る こ と が で き な い 。 現 在 で は 、 こ の 腫 瘍 に 対 す る 効 果 的 な 治 療 は な い 。 こ の 研 究 に
入 る 前 に 、 各 々 の ネ コ を 完 全 な 臨 床 実 験 用 の バ イ オ プ シ ー と し 、 コ ン ピ ュ ー タ Ｘ 線 断 層 撮
影 (Ｃ Ｔ )に よ り ス キ ャ ン す る 。 舌 下 口 部 扁 平 上 皮 細 胞 腫 瘍 で あ る と 診 断 さ れ た ネ コ は こ の
研 究 か ら 除 外 す る 。 舌 は こ の よ う な 腫 瘍 の 結 果 と し て 麻 痺 し 、 治 療 に よ り 腫 瘍 が 死 亡 し て
も 、 動 物 は 自 分 自 身 で 食 餌 す る こ と が で き な い 。 各 々 の ネ コ を 長 期 間 繰 り 返 し 治 療 す る 。
治 療 期 間 中 、 腫 瘍 の 写 真 を 毎 日 取 り 、 続 い て 再 チ ェ ッ ク す る 。 治 療 後 、 各 ネ コ を 他 の Ｃ Ｔ
ス キ ャ ン に か け る 。 Ｃ Ｔ ス キ ャ ン と 胸 部 放 射 線 写 真 を 、 そ の 後 ８ 週 間 毎 に 評 価 す る 。 デ ー
タ は 、 対 照 グ ル ー プ に 対 し 、 生 存 率 、 反 応 性 及 び 毒 性 に お い て 異 な っ て い る と 評 価 し た 。
ポ ジ テ ィ ブ 反 応 は 、 好 ま し く は 生 存 の 質 の 改 善 及 び ／ 又 は ラ イ フ ス パ ン の 増 加 を 伴 う 腫 瘍
退 行 の 証 拠 を 必 要 と す る 。  
　 さ ら に 、 イ ヌ 、 ネ コ 及 び ヒ ヒ 他 の 自 発 的 動 物 腫 瘍 、 例 え ば 繊 維 肉 腫 、 腺 癌 、 リ ン パ 腫 、
軟 骨 腫 、 又 は 平 滑 筋 肉 腫 も テ ス ト す る こ と が で き る 。 も ち ろ ん 、 イ ヌ 及 び ネ コ の 乳 房 腺 癌
は 好 ま し い モ デ ル で あ り 、 そ の 外 観 及 び 性 質 は ヒ ト の も の と 非 常 に 似 て い る 。 し か し 、 こ
の モ デ ル の 使 用 は 動 物 に お け る こ の 種 の 腫 瘍 の 発 生 率 に よ り 制 限 さ れ る 。  
　 ま た 、 当 該 技 術 で 周 知 の 他 の イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 試 験
も こ こ で 適 切 で あ る 。  
【 ０ １ ５ ３ 】
　 　 ｉ ｉ ． 組 織 分 布  
　 さ ら な る 研 究 、 例 え ば 種 々 の ヒ ト 組 織 に お け る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 測 定 す る こ と に よ り 、 こ
こ で 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 ア ッ セ イ の 結 果 を 証 明 す る こ と が で き る 。  
　 上 述 し た よ う に 、 種 々 の 組 織 に お け る 遺 伝 子 の 増 幅 及 び ／ 又 は 発 現 は 、 こ こ で 提 供 さ れ
た 配 列 に 基 づ き 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い 、 例 え ば 、 従 来 よ り の サ ザ ン ブ ロ ッ ト
法 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 定 量 化 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 (Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA,77:5201-5205 (1980))、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 (Ｄ Ｎ Ａ 分 析 )、 又 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖
及 び Ｄ Ｎ Ａ -Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 又 は Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 二 本 鎖 を 含 む 、 特 異 的 二 本 鎖
を 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。  
　 あ る い は 、 種 々 の 組 織 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 直 接 的 に 定 量 す る
免 疫 学 的 な 方 法 、 例 え ば 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び 細 胞 培 養 又 は 体 液 の ア ッ セ イ
に よ っ て 測 定 す る こ と も で き る 。 試 料 液 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び ／ 又 は ア ッ セ イ に 有 用
な 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で も ポ リ ク ロ ー ナ ル で も よ く 、 任 意 の 哺 乳 動 物 で 調 製 す る こ と
が で き る 。 簡 便 に は 、 抗 体 は 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は こ こ で 提 供 さ
れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ベ ー ス と し た 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 し 特 異 的
抗 体 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 外 因 性 配 列 に 対 し て 調 製 さ れ 得 る 。 抗 体 生 産 の た め の 一 般 的
な 技 術 、 及 び イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 特 定 の プ ロ ト コ ル は 以 下 に 提 供
す る 。  
【 ０ １ ５ ４ 】
　 　 ｉ ｉ ｉ ． 抗 体 結 合 性 の 研 究  
　 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 内 皮 細 胞 又 は 他 の 細 胞 に お け る Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 効 果 を 阻 害 す る 抗 -抗 体 の 能 力 を 試 験 す る 、 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形
成 研 究 の 結 果 は 、 抗 体 結 合 性 を 研 究 す る こ と で 証 明 す る こ と が で き る 。 抗 体 の 例 と し て は
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 二 重 特 異 性 及 び ヘ テ ロ 複 合 体 抗 体 が 含 ま れ
、 そ の 調 製 は 以 下 に 記 載 す る 。  
　 抗 体 結 合 性 の 研 究 は 任 意 の 周 知 の ア ッ セ イ 方 法 、 例 え ば 競 合 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 及 び 間
接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 及 び 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 等 で 行 わ れ う る 。 Zola, Monoclonal Ant
ibodies: A Manual of Techniques, (CRC Press, Inc. 1987)pp. 147-158 。  
　 競 合 結 合 ア ッ セ イ は 、 有 限 量 の 抗 体 と の 結 合 に お け る 、 試 験 用 サ ン プ ル に 対 し て 競 合 す
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る 標 識 さ れ た 標 準 体 の 能 力 に よ る 。 試 験 用 サ ン プ ル 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 量 は 、 抗 体 が 結
合 す る 標 準 体 の 量 に 対 し て 逆 比 例 す る 。 結 合 す る 標 準 体 の 量 の 測 定 を 容 易 に す る た め 、 好
ま し く は 抗 体 は 競 合 の 前 後 に 不 溶 化 さ れ 、 抗 体 に 結 合 す る 分 析 物 及 び 標 準 体 は 、 便 宜 上 、
結 合 し な い で 残 存 す る 標 準 体 及 び 分 析 物 か ら 分 離 す る 。  
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で は 、 検 出 さ れ る 互 い に 異 な る 免 疫 原 部 分 、 又 は エ ピ ト ー プ 、 又
は タ ン パ ク 質 に 結 合 可 能 な ２ つ の 抗 体 が 使 用 さ れ る 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お い て 、 分
析 さ れ る テ ス ト 用 サ ン プ ル は 、 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 第 １ の 抗 体 に 結 合 し 、 そ の 後 、
第 ２ の 抗 体 が 分 析 物 に 結 合 し 、 よ っ て 不 溶 性 の ３ 部 位 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 例 え ば 、 米 国
特 許 第 4,376,100号 を 参 照 さ れ た い 。 第 ２ の 抗 体 は 検 出 可 能 な 部 分 で 、 そ れ 自 身 が ラ ベ ル
さ れ て も よ く （ 直 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ） 、 又 は 検 出 可 能 な 部 分 で ラ ベ ル さ れ た 抗 免 疫
グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 使 用 し て 測 定 し て も よ い (間 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ )。 例 え ば 、 一 方 の
種 類 の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で あ り 、 こ の 場 合 、 検 出 可 能 な 部 分 は
酵 素 で あ る 。  
　 免 疫 組 織 化 学 に お い て 、 組 織 サ ン プ ル は 新 鮮 な も の で あ る か 凍 結 さ れ て い て も よ く 、 パ
ラ フ ィ ン に 埋 設 さ れ て い て も よ く 、 防 腐 剤 、 例 え ば ホ ル マ リ ン で 固 定 さ れ て い て も よ い 。
 
【 ０ １ ５ ５ 】
　 　 ｉ ｖ ． 細 胞 ベ ー ス の 腫 瘍 ア ッ セ イ  
　 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 、 例 え ば 腫 瘍 の た め の 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 及 び 動 物
モ デ ル は 、 こ こ で 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 ア ッ セ イ の 発 見 を 立 証 し 、 さ ら に 、 こ こ で
同 定 さ れ た 遺 伝 子 と 所 望 し な い 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 細 胞 成 長 の 進 行 及 び 病 因 と の
関 係 を 理 解 す る た め に 使 用 可 能 で あ る 。 所 望 し な い 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 細 胞 成 長
、 例 え ば 腫 瘍 の 進 行 及 び 病 因 に お け る こ こ で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 産 物 の 役 割 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド に よ り 刺 激 又 は 阻 害 さ れ る と 同 定 さ れ た 細 胞 又 は 細 胞 系 を 使 用 し て 試 験 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 細 胞 に は 、 例 え ば 以 下 の 実 施 例 に 示 す も の が 含 ま れ る 。  
　 異 な る ア プ ロ ー チ に お い て 、 特 定 の 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 に 係 る 周 知 の 細 胞
種 の 細 胞 を 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 形 質 移 入 し 、 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 過 度 の 成 長 を 誘 発 す る か
、 又 は 成 長 を 阻 害 す る 能 力 を 分 析 す る 。 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 が 癌 で あ る 場 合
、 適 切 な 腫 瘍 細 胞 に は 、 例 え ば 安 定 腫 瘍 細 胞 系 、 例 え ば Ｂ １ ０ ４ -１ 細 胞 系 (ｎ ｅ ｕ 原 腫 瘍
遺 伝 子 で 形 質 移 入 さ れ た 安 定 Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 細 胞 系 )及 び ｒ ａ ｓ -形 質 移 入 Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 細
胞 が 含 ま れ 、 こ れ ら は 所 望 す る 遺 伝 子 を 形 質 移 入 す る こ と が で き 、 腫 瘍 形 成 成 長 を 監 視 す
る こ と が で き る 。 つ い で 、 こ の よ う な 形 質 移 入 細 胞 系 を 使 用 し 、 ポ リ -又 は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 又 は 抗 体 組 成 物 が 、 形 質 移 入 細 胞 の 成 長 に お け る 細 胞 増 殖 抑 制 又 は 細 胞 毒 性 活 性 を
働 か せ る こ と に よ る 、 又 は 抗 体 -依 存 性 細 胞 性 細 胞 毒 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 媒 介 す る こ と に よ
る 腫 瘍 形 成 細 胞 成 長 を 阻 害 す る 能 力 を テ ス ト す る 。 さ ら に 、 こ こ で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の コ
ー ド 化 配 列 で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 、 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 、 例 え ば 癌 の 治 療
用 の 候 補 薬 を 同 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。  
　 さ ら に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 腫 瘍 か ら 得 ら れ た 一 次 培 地 (上 述 に 記 載 )を 細 胞 ベ ー
ス の ア ッ セ イ に 使 用 す る こ と が で き る が 、 安 定 細 胞 系 が 好 ま し い 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 か ら 一 定 の 細 胞 系 を 誘 導 す る た め の 技 術 は 当 該 技 術 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば
Small等 , Mol. Cell. Biol., 5： 642-648(1985)を 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ １ ５ ６ 】
　 　 ｖ ． 遺 伝 子 治 療  
　 こ こ で 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び ポ リ ペ プ チ ド 性 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、
そ れ ら の ペ プ チ ド を イ ン ビ ト ロ で の 発 現 に よ り 本 発 明 に 従 っ て 用 い て も よ く 、 し ば し ば 遺
伝 子 治 療 と 呼 ば れ る 。  
　 核 酸 （ 場 合 に よ っ て は ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ た も の ） を 患 者 の 細 胞 に 入 れ る た め に ： イ ン
ビ ボ 及 び エ キ ソ ビ ボ と い う ２ つ の 主 要 な 方 法 が あ る 。 イ ン ビ ボ 送 達 で は 、 核 酸 は 、 通 常 は
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 必 要 と さ れ て い る 部 位 、 す な わ ち Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 部 位 、
も し 知 ら れ て い る な ら ば Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 が 必 要 と さ れ る 部 位 (例 え ば
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傷 )に 、 患 者 に 直 接 注 入 さ れ る 。 エ キ ソ ビ ボ 処 理 で は 、 患 者 の 細 胞 を 取 り 出 し 、 核 酸 を こ
れ ら の 単 離 さ れ た 細 胞 に 導 入 し 、 修 飾 さ れ た 細 胞 を 患 者 に 、 直 接 、 又 は 例 え ば 患 者 に 埋 め
込 ま れ る 多 孔 性 膜 に カ プ セ ル 化 し て 投 与 す る （ 米 国 特 許 第 4,892,538号 及 び 第 5,283,187号
参 照 ） 。 核 酸 を 生 細 胞 に 導 入 す る た め に 利 用 可 能 な 種 々 の 技 術 が あ る 。 こ れ ら の 技 術 は 、
核 酸 が 培 養 さ れ た 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 移 入 さ れ る か 、 又 は 対 象 と す る 宿 主 に イ ン ビ ボ で 移
入 さ れ る か に 依 る 。 哺 乳 動 物 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 核 酸 を 移 入 す る の に 適 し た 技 術 は 、 リ ポ
ソ ー ム 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 細 胞 融 合 、 Ｄ
Ｅ Ａ Ｅ -デ キ ス ト ラ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 な ど を 含 む 。 形 質 導 入 は 、 複 製 欠 陥 、 組
換 え ウ イ ル ス （ 好 ま し く は レ ト ロ ウ イ ル ス ） 粒 子 の 細 胞 レ セ プ タ ー と の 結 合 、 次 い で 粒 子
に 含 ま れ る 核 酸 の 細 胞 へ の 導 入 を 含 む 。 遺 伝 子 の エ キ ソ ビ ボ 送 達 に 通 常 用 い ら れ る ベ ク タ
ー は レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。  
【 ０ １ ５ ７ 】
　 現 在 イ ン ビ ボ 核 酸 移 入 技 術 で 好 ま し い の は 、 ウ イ ル ス 又 は 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ ア デ ノ
ウ イ ル ス 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス Ｉ ウ イ ル ス 、 又 は ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ
） ） 、 及 び 脂 質 ベ ー ス の 系 （ 遺 伝 子 の 脂 質 媒 介 移 入 に 有 用 な 脂 質 は 、 例 え ば 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ｍ Ａ
、 Ｄ Ｏ Ｐ Ｅ 、 及 び Ｄ Ｃ -Ｃ ｈ ｏ ｌ で あ る ； 例 え ば 、 Tonkinson等 , Cancer Investigation, 
14(1): 54-65 (1996) 参 照 ） で の 形 質 移 入 を 含 む 。 遺 伝 子 治 療 で 使 用 す る た め に 最 も 好 ま
し い ベ ク タ ー は ウ イ ル ス 、 最 も 好 ま し く は ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ａ Ａ Ｖ 、 レ ン チ ウ イ ル ス 、 又
は レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 少 な く と も
１ つ の 転 写 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 又 は 位 置 決 定 因 子 、 あ る い は 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン
グ 、 核 Ｒ Ｎ Ａ 輸 出 、 又 は メ ッ セ ン ジ ャ ー の 翻 訳 後 修 飾 な ど の 他 の 手 段 に よ り 遺 伝 子 発 現 を
制 御 す る 他 の 因 子 を 含 む 。 さ ら に 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 存 在 下 で 転 写 さ れ た と き 、 そ れ に 作 用 可 能 に 結 合
し 、 翻 訳 開 始 配 列 と し て 機 能 す る 核 酸 分 子 を 含 む 。 こ の よ う な ベ ク タ ー 作 成 物 は ま た 、 用
い る ウ イ ル ス に 適 し た パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 、 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） 又 は そ の 一 部 、
及 び ポ ジ テ ィ ブ 及 び ネ ガ テ ィ ブ ス ト ラ ン ド プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 を 含 む （ こ れ ら が ウ イ ル ス
ベ ク タ ー に 既 に 存 在 し な い 場 合 ） 。 さ ら に 、 こ れ ら の ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 そ れ ら が
配 置 さ れ る 宿 主 細 胞 か ら Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 分 泌 さ せ る シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。 好 ま し く
は 、 こ の 目 的 の た め の シ グ ナ ル 配 列 は 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル 配 列 、 最 も 好 ま し く は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド の た め の 天 然 シ グ ナ ル 配 列 で あ る 。 場 合 に よ っ て は 、 ベ ク タ ー 作 成 物 は 、 ポ リ ア
デ ニ ル 化 並 び に 一 又 は 複 数 の 制 限 部 位 を 指 向 す る シ グ ナ ル 及 び 翻 訳 終 結 配 列 も 含 む 。 例 と
し て 、 こ の よ う な ベ ク タ ー は 典 型 的 に は ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ
シ グ ナ ル 、 第 二 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 の 開 始 点 、 及 び ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 又 は そ の 一 部 を 含 む 。 非 ウ イ ル ス
の 他 の ベ ク タ ー 、 例 え ば カ チ オ ン 性 脂 質 、 ポ リ リ ジ ン 、 及 び デ ン ド リ マ ー を 用 い る こ と も
で き る 。  
【 ０ １ ５ ８ 】
　 幾 つ か の 状 況 で は 、 核 酸 供 給 源 を 標 的 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 試 薬 、 例 え ば 細 胞 表 面
膜 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 又 は 標 的 細 胞 、 標 的 細 胞 上 の レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド な ど と と
も に 提 供 す る の が 望 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム が 用 い ら れ る 場 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 伴 っ て
細 胞 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 が 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ 及 び ／ 又 は 取 り 込 み の 促
進 の た め に 用 い ら れ 、 例 え ば 、 特 定 の 細 胞 型 向 性 の キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 、
サ イ ク リ ン グ に お い て 内 部 移 行 を 受 け る タ ン パ ク 質 の 抗 体 、 及 び 細 胞 内 局 在 化 を タ ー ゲ テ
ィ ン グ し 細 胞 内 半 減 期 を 向 上 さ せ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ
ス の 技 術 は 、 例 え ば 、 Wu等 , J. Biol. Chem., 262:4429-4432 (1987)及 び Wagner等 , Proc
. Natl. Acad. Sci., 87: 3410-3414 (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 現 在 知 ら れ て い る 遺 伝 子
標 識 化 及 び 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ー ル の 概 説 に つ い て は 、 Anderson等 , Science, 256:808-8
13 (1992)を 参 照 の こ と 。 ま た 、 WO 93/25673及 び そ こ に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 も 参 照 。  
　 好 適 な 遺 伝 子 治 療 及 び レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 及 び 構 造 タ ン パ ク 質 の 作 成 方 法 は 、 米 国 特 許
第 5,681,746号 に 見 出 さ れ る 。  
【 ０ １ ５ ９ 】
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　 　 ｖ ｉ ． 診 断 法 と し て の 遺 伝 子 の 用 途  
　 ま た 本 発 明 は 、 診 断 法 と し て の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 用 途 に 関 す る
。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 中 の 変 異 体 は 腫 瘍 の 原 因 で あ る た め 、 変 異 し た 形 態 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド の 検 出 は 、 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 、 又 は 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾
患 、 例 え ば 腫 瘍 へ の 感 染 性 の 診 断 を 可 能 に す る 。  
　 ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 変 異 体 を 担 持 す る 個 人 は 、 種 々 の 技 術 で
Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル が 検 出 さ れ る 。 診 断 用 の 核 酸 は 患 者 の 細 胞 、 例 え ば 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 バ
イ オ プ シ ー 、 及 び 検 屍 物 質 か ら 得 る こ と が で き る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 分 析 の 前 に Ｐ Ｃ Ｒ を
使 用 し て 酵 素 的 に 増 幅 さ せ る (Saiki等 , Nature, 324： 163-166(1986))か 、 又 は 直 接 検 出
に 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 同 じ 目 的 の た め に 使 用 す る こ と が で き る
。 例 と し て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 相 補 的 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の 同 定 及 び 分 析 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 欠 失 及 び 挿 入 は
正 常 な 遺 伝 子 型 と 比 較 し た 増 幅 産 物 の 大 き さ の 変 化 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 点 変 異
(point mutations)は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 放 射 能 標 識 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 放 射 能 標 識 さ れ た ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 し 、 増 幅
Ｄ Ｎ Ａ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 適 合
配 列 は Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ａ 消 化 又 は 溶 解 温 度 の 相 違 に よ り 非 適 合 二 重 鎖 と 区 別 す る こ と が で き る
。 　
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 相 違 に 基 づ く 遺 伝 子 試 験 は 、 変 性 剤 有 又 は 無 の ゲ ル 中 で の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 電
気 泳 動 移 動 度 の 変 化 を 検 出 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 小 配 列 の 欠 失 及 び 挿 入 は 高 解 像 度
の ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 可 視 化 す る こ と が で き る 。 異 な る 配 列 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 変 性 ホ ル ム
ア ミ ジ ン 勾 配 ゲ ル に お い て 区 別 さ れ 、 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 移 動 は 、 特 定 の 溶 解 又 は 部 分 的
な 溶 解 温 度 に よ り 、 ゲ ル の 異 な る 位 置 で 阻 害 さ れ る 。 例 え ば 、 Myers等 , Science, 230： 1
242(1985)。  
　 ま た 特 定 の 位 置 に お け る 配 列 変 化 は ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 、 例 え ば Ｒ Ｎ ア ー ゼ 及 び
Ｓ Ｉ 保 護 、 又 は 化 学 的 切 断 方 法 、 例 え ば Cotton等 ,　 Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85： 43
97-4401(1985)に よ り 明 ら か に な る 。  
　 よ っ て 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 欠 失 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ 保 護 、 化 学 的
切 断 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 化 、 又 は 制 限 酵 素 、 例 え ば 制 限 断 片 長 の ポ リ モ ル フ ィ ズ ム (Ｒ Ｆ Ｌ
Ｐ )の 使 用 、 及 び ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 等 の 方 法 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ６ １ 】
　 　 ｖ ｉ ｉ ． Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル 検 出 の た め の 用 途  
　 よ り 便 宜 的 な ゲ ル 電 気 泳 動 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 化 に 加 え て 、 変 異 は イ ン サ イ ツ 分 析 で 検 出 す
る こ と も で き る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現 は 、 腫 瘍 形 成 に 関 連 し た 血 管 の 病 気 、 又 は
新 血 管 新 生 に 連 動 し て い る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が シ グ ナ ル 配 列 を 有 し て い る 場 合 は 、 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ は 平 滑 筋 細 胞 で は 少 な い の に 対 し て 内 皮 細 胞 で は 高 度 に 発 現 し て お り 、 こ の こ と は
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 血 清 中 に 存 在 し て い る こ と を 示 し て い る 。 従 っ て 、 こ の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド の レ ベ ル の 変 化 が 腫 瘍 形 成 に 関 連 し た 血 管 の 病 気 、 又 は 新 血 管 新 生 で あ る こ と を
示 し て い る た め に 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 は 、 こ の よ う な 疾 患 の 診 断 に 使 用 す る こ
と が で き る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 固 体 支 持 体 上 に 取 り 付 け 、 標 識 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド 及 び 宿 主 か ら 誘 導 さ れ た サ ン プ ル を 固 体 支 持 体 に 通 過 さ せ る 競 合 ア ッ セ イ を 使 用
す る こ と も で き 、 固 体 支 持 体 に 取 り 付 け た 検 出 さ れ る レ ベ ル の 量 は サ ン プ ル 中 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の 量 と 相 関 関 係 が あ る 。  
【 ０ １ ６ ２ 】
　 　 ｖ ｉ ｉ ｉ ． 染 色 体 マ ッ ピ ン グ  
　 ま た 、 本 発 明 の 配 列 は 染 色 体 同 定 に お い て 重 要 で あ る 。 配 列 は 特 異 的 に 標 的 と さ れ 、 個
人 の ヒ ト 染 色 体 の 特 定 の 位 置 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 染

10

20

30

40

50

(82) JP 2006-6329 A 2006.1.12



色 体 の 特 定 の 部 位 を 同 定 す る た め に 、 現 在 必 要 で あ る 。 実 際 の 配 列 デ ー タ (反 復 多 形 性 )に
基 づ い た い く つ か の 染 色 体 マ ー キ ン グ 試 薬 は 、 現 在 、 染 色 体 位 置 の マ ー キ ン グ の た め に 入
手 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 染 色 体 の Ｄ Ｎ Ａ マ ッ ピ ン グ は 、 病 気 に 関 連 し た 遺 伝 子 を 有 す る 配
列 を 相 関 さ せ る た め に 、 重 要 な 第 １ 段 階 で あ る 。  
　 簡 単 に 言 え ば 、 配 列 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー (好 ま し く は １ ５ － ２ ５ 塩 基 対 )を
調 製 す る こ と に よ り 、 染 色 体 に マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き る 。 ３ '-非 翻 訳 領 域 の コ ン ピ ュ
ー タ 分 析 を 使 用 す る と 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一 エ ク ソ ン 以 上 の ス パ ン で は な い プ ラ イ マ ー が 素
早 く 選 択 さ れ 、 よ っ て 増 幅 プ ロ セ ス が よ り 複 雑 に な る 。 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 、 次 に 、 個
々 の ヒ ト 染 色 体 を 遺 伝 子 を 含 有 す る 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の Ｐ Ｃ Ｒ ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す
る 。 プ ラ イ マ ー に 対 応 す る ヒ ト 遺 伝 子 を 含 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド の み が 、 増 幅 断 片 を 作 成 す
る で あ ろ う 。  
　 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の Ｐ Ｃ Ｒ マ ッ ピ ン グ は 、 特 定 の 染 色 体 に 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ を 割 り 当 て る
た め の 急 速 な 手 順 で あ る 。 同 様 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 本 発 明 で 使 用 す る と 、
サ ブ 局 部 限 定 を 、 類 似 し た 方 法 で 、 大 き な ゲ ノ ム ク ロ ー ン の プ ー ル 又 は 特 定 の 染 色 体 か ら
の 断 片 の パ ネ ル で 達 成 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 そ の 染 色 体 へ の マ ッ ピ ン グ に 使 用 可 能
な 他 の マ ッ ピ ン グ 方 法 に は 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 標 識 さ れ た フ ロ ー ソ ー
ト 染 色 体 を 用 い た プ レ ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び 染 色 体 特 異 性 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 組 み 立 て
る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る プ レ 選 択 が 含 ま れ る 。  
【 ０ １ ６ ３ 】
　 中 期 染 色 体 展 開 へ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 蛍 光 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (Ｆ Ｉ
Ｓ Ｈ )を 、 正 確 な 染 色 体 位 置 を 一 工 程 で 提 供 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術
は ５ ０ ０ 又 は ６ ０ ０ 塩 基 と 短 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ で 使 用 す る こ と が で き る が ； ２ ０ ０ ０ 塩 基 対 を 越
え る 長 さ の ク ロ ー ン は 、 単 純 な 検 出 に 対 し て 十 分 な シ グ ナ ル 強 さ を 有 す る 独 特 の 染 色 体 位
置 に 結 合 す る 見 込 み が 高 い 。 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 誘
導 す る ク ロ ー ン の 使 用 が 必 要 で あ り 、 長 く な れ ば な る 程 良 好 に な る 。 例 え ば 、 ２ ０ ０ ０ 塩
基 対 で 良 好 で あ り 、 ４ ０ ０ ０ 塩 基 対 で よ り 好 ま し く 、 ４ ０ ０ ０ を 越 え て も 、 時 間 の 合 理 的
な パ ー セ ン テ ー ジ の 良 好 な 結 果 を 得 る の に は 、 お そ ら く 必 要 で は な い 。 こ の 技 術 の レ ビ ュ
ー に つ い て は 、 Verma等 , Human Chromosomes； a Manual of Basic　 Techniques(Pergamon
 Press, New York. 1988)を 参 照 さ れ た い 。  
　 一 度 、 配 列 を 厳 密 な 染 色 体 位 置 に マ ッ ピ ン グ す る と 、 染 色 体 上 の 配 列 の 物 理 的 位 置 は 遺
伝 子 地 図 デ ー タ と 相 関 可 能 で あ る 。 こ の よ う な デ ー タ は 、 例 え ば 、 V. McKusick, Mendeli
an Inheritance in Man（ Johns Hopkins University Welch Medical Library)に 見 出 さ れ
る 。 次 に 、 同 じ 染 色 体 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ る 遺 伝 子 と 病 気 の 関 係 を 連 鎖 ア ッ セ イ に よ り
同 定 す る (物 理 的 に 隣 接 す る 遺 伝 子 の 共 同 相 続 )。  
　 次 に 、 病 気 に 罹 患 し た 又 は 病 気 に 罹 患 し な か っ た 個 体 間 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム 配 列 に お
け る 差 異 を 測 定 す る 必 要 が あ る 。 変 異 が 病 気 に 罹 患 し 個 体 の 数 人 又 は 全 員 に 見 出 さ れ 、 正
常 な 個 体 で は 見 出 さ れ な い 場 合 、 変 異 は 病 気 の 原 因 で あ る と 思 わ れ る 。  
　 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 及 び 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ 技 術 の 現 在 の 解 像 度 に よ れ ば 、 病 気 に 関 連 し た
染 色 体 領 域 に 厳 密 に 位 置 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ５ ０ と ５ ０ ０ 潜 在 的 原 因 遺 伝 子 の 間 の 一 つ で あ
る (こ の こ と は 、 １ メ ガ ベ ー ス の マ ッ ピ ン グ 解 像 度 で 、 ２ ０ ｋ ｂ 当 た り １ 遺 伝 子 で あ る と
仮 定 し て い る )。  
【 ０ １ ６ ４ 】
　 　 ｉ ｘ ． 候 補 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ  
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 模 倣 す る （ ア ゴ ニ ス ト ） 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 効
果 を 阻 害 す る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） も の を 同 定 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 包
含 す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ
ー ド さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 又 は 複 合 体 形 成 す る 化 合 物 、 又 は 他 に コ ー ド 化 ポ リ
ペ プ チ ド と 他 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 設 計 さ
れ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 そ れ を 特 に 小 分 子 候 補 薬 の 同 定 に 適 し た も
の に す る 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 可 能 な ア ッ セ イ を 含
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む 。  
　 こ の ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 化 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 及 び 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ を 含 む 方 式 で 実 施 さ れ 、 そ れ ら は こ の
分 野 で 良 好 に 特 徴 付 け さ れ て い る 。  
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て の 全 て の ア ッ セ イ は 、 そ れ ら が 候 補 薬 を こ こ で 同 定 さ れ た 核 酸
に コ ー ド さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 、 こ れ ら ２ つ の 成 分 が 相 互 作 用 す る の に 十 分 な 条 件
下 及 び 時 間 で 接 触 さ せ る こ と を 必 要 と す る こ と に お い て 共 通 す る 。  
【 ０ １ ６ ５ 】
　 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 相 互 作 用 は 結 合 で あ り 、 形 成 さ れ た 複 合 体 は 単 離 さ れ る か 、 又
は 反 応 混 合 物 中 で 検 出 さ れ る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 こ こ に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ
れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 候 補 薬 が 、 共 有 又 は 非 共 有 結 合 に よ り 固 相 、 例 え ば ミ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 。 非 共 有 結 合 は 、 一 般 的 に 固 体 表 面 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 溶 液 で 被 覆 し 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 固 定 化 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 そ れ を 固 体 表 面 に 固 着 さ せ
る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 固 定 化 成 分 、 例 え ば 固 着 成 分 を 含 む 被 覆 表 面
に 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い て も よ い 非 固 定 化 成 分 を 添 加 す る こ と に よ り 実 施 さ れ
る 。 反 応 が 完 了 し た と き 、 未 反 応 成 分 を 例 え ば 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 固 体 表 面 に 固 着 し た 複
合 体 を 検 出 す る 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 検 出 可 能 な 標 識 を 有 し て い る 場 合 、 表 面 に 固 定 化
さ れ た 標 識 の 検 出 は 複 合 体 形 成 が 起 こ っ た こ と を 示 す 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 標 識 を 持 た
な い 場 合 は 、 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 に
よ っ て 検 出 で き る 。  
【 ０ １ ６ ６ 】
　 候 補 化 合 物 が 相 互 作 用 す る が こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ に 結 合 し な い 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互
作 用 を 検 出 す る た め に 良 く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な
ア ッ セ イ は 、 架 橋 、 同 時 免 疫 沈 降 、 及 び 勾 配 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ カ ラ ム を 通 す 同 時 精 製
な ど の 伝 統 的 な 手 法 を 含 む 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は 、 、 Chevray及
び Nathans［ Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］ に 開 示 さ れ て い る よ う
に し て 、 Fields及 び 共 同 研 究 者 等 ［ Fiels及 び Song, Nature(London) 340, 245-246 (1989
); Chien等 , Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］ に 記 載 さ れ た 酵 母 菌 ベ
ー ス の 遺 伝 子 系 を 用 い る こ と に よ り 監 視 す る こ と が で き る 。 酵 母 菌 Ｇ Ａ Ｌ ４ な ど の 多 く の
転 写 活 性 化 剤 は 、 ２ つ の 物 理 的 に 別 個 の モ ジ ュ ラ ー ド メ イ ン か ら な り 、 一 方 は Ｄ Ｎ Ａ 結 合
ド メ イ ン と し て 作 用 し 、 他 方 は 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と し て 機 能 す る 。 以 前 の 文 献 に 記 載 さ
れ た 酵 母 菌 発 現 系 （ 一 般 に 「 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 系 」 と 呼 ば れ る ） は 、 こ の 特 性 の 長 所 を 利
用 し て 、 ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 用 い 、 一 方 で は 標 的 タ ン パ ク 質 が Ｇ Ａ Ｌ ４ の Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 し 、 他 方 で は 、 候 補 と な る 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 活 性 化 ド メ イ ン に
融 合 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｌ １ -ｌ ａ ｃ Ｚ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 プ ロ モ ー タ ー の 制
御 下 で の 発 現 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 介 し た Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 の 再 構 成 に 依 存
す る 。 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む コ ロ ニ ー は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 対 す る 色 素
生 産 性 物 質 で 検 出 さ れ る 。 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 を 用 い た ２ つ の 特 定 な タ ン パ ク 質 間 の タ
ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 同 定 す る た め の 完 全 な キ ッ ト （ MATCHMAKER(商 品 名 )） は
、 Clontechか ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ の 系 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 含 ま れ
る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の マ ッ ピ ン グ 、 並 び に こ の 相 互 作 用 に と っ て 重 要 な ア ミ ノ 酸 残 基 の
特 定 に も 拡 張 す る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ６ ７ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 細 胞 内 又 は 細 胞 外 成 分 と の
相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 次 の よ う に 試 験 で き る ： 通 常 は 反 応 混 合 物 は 、 遺 伝 子 産 物
と 細 胞 外 又 は 細 胞 内 成 分 を 、 そ れ ら ２ つ の 生 成 物 が 相 互 作 用 及 び 結 合 す る 条 件 下 及 び 時 間
で 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。 候 補 化 合 物 が 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 試 験 す る た め に 、 反 応 は 試
験 化 合 物 の 不 存 在 及 び 存 在 下 で 実 施 さ れ る 。 さ ら に 、 プ ラ シ ー ボ を 第 ３ の 反 応 混 合 物 に 添
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加 し て ポ ジ テ ィ ブ 対 照 を 提 供 し て も よ い 。 混 合 物 中 に 存 在 す る 試 験 化 合 物 と 細 胞 内 又 は 細
胞 外 成 分 と の 結 合 （ 複 合 体 形 成 ） は 上 記 の よ う に 監 視 さ れ る 。 試 験 化 合 物 を 含 有 す る 反 応
混 合 物 で は な く 対 照 反 応 に お け る 複 合 体 の 形 成 は 、 試 験 化 合 物 が 試 験 化 合 物 と そ の 結 合 パ
ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 同 時 有 糸 分 裂 促 進 物 質 Ｃ ｏ ｎ Ａ の 存 在 下 で 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 刺 激
す る 能 力 を 有 し て い る 場 合 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 一 例 で は 、 こ の 能 力 の 利 点 が 利 用 さ れ
る 。 特 に 、 増 殖 ア ッ セ イ に お い て 、 ヒ ト 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 を 得 、 ９ ６ -ウ ェ ル 平 底 培 養 皿 (
Costar, Cambridge, MA)で 培 養 し 、 細 胞 の 増 殖 を 容 易 に す る の に 適 切 な 反 応 混 合 物 を 補 い
、 該 混 合 物 は Ｃ ｏ ｎ -Ａ (Calbiochem, La Jolla, CA)を 含 有 し て い る 。 Ｃ ｏ ｎ -Ａ 及 び ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 培 養 物 を ３ － Ｈ チ ミ
ジ ン で 標 識 し 、 ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー 上 に 収 集 す る (ｐ ｈ Ｄ ； Cambridge　 Technology, Wa
tertown, MA)。 ３ 媒 体 の 平 均 ３ － Ｈ チ ミ ジ ン 取 り 込 み (cpm)を 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計
測 器 を 使 用 し て 測 定 す る (Beckman Instruments. Irvine. CA)。 有 意 な ３ － (Ｈ )チ ミ ジ ン
混 入 率 が 内 皮 細 胞 の 刺 激 に お い て 示 さ れ た 。  
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 検 定 す る た め に 、 上 述 し た ア ッ セ イ を 行 う が 、 こ の ア ッ セ イ に お い て
、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化 合 物 と と も に 添 加 し て よ く 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド 存 在 下 で の ３ － (Ｈ )チ ミ ジ ン 導 入 を 阻 害 す る 化 合 物 の 能 力 が 、 化 合 物 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示 す 。 あ る い は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド 及 び 膜 結 合 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド レ セ プ タ ー 又 は 組 換 え レ セ プ タ ー を 持 つ 潜 在 的
ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ に 適 し た 条 件 下 で 結 合 さ せ る こ と に よ り 検 出 し て
も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 放 射 活 性 等 で 標 識 で き 、 レ セ プ タ ー に 結 合 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド 分 子 の 数 を 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 性 を 決 定 す る の に 使 用 で き る 。 レ セ プ
タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 多 く の 方 法 、 例 え ば リ ガ ン ド パ ン ニ ン グ 及
び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ソ ー ト に よ り 同 定 で き る 。 Coligan等 , Current Protocols in Immun., 1(2): 
Chapter 5 (1991)。 好 ま し く は 、 発 現 ク ロ ー ニ ン グ が 用 い ら れ 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 Ｒ Ｎ Ａ が
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 の 細 胞 か ら 調 製 さ れ 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ が プ ー ル に 分 配 さ れ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 反 応 性 で な い 他 の 細 胞
の 形 質 移 入 に 使 用 さ れ る 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス で 成 長 さ せ た 形 質 移 入 細 胞 を 標 識 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド に 暴 露 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヨ ウ 素 化 又 は 部 位 特 異 的 タ ン パ ク 質 キ ナ
ー ゼ の 認 識 部 位 の 包 含 を 含 む 種 々 の 手 段 で 標 識 で き る 。 固 定 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後
、 ス ラ イ ド に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 分 析 を 施 す 。 ポ ジ テ ィ ブ プ ー ル を 同 定 し 、 相 互 作 用 サ
ブ プ ー ル 化 及 び 再 ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 を 用 い て サ ブ プ ー ル を 調 製 し て 再 形 質 移 入 し 、 結 果
的 に 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 単 一 の ク ロ ー ン を 生 成 す る 。  
【 ０ １ ６ ９ 】
　 こ れ に 換 わ る レ セ プ タ ー 同 定 の ア プ ロ ー チ と し て 、 標 識 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を レ セ
プ タ ー 分 子 を 発 現 す る 細 胞 膜 又 は 抽 出 調 製 物 に 光 親 和 性 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 架 橋 材
料 は Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 溶 解 さ せ 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 暴 露 す る 。 レ セ プ タ ー を 含 む 標 識 複 合 体 を 励 起
し 、 ペ プ チ ド 断 片 に 分 離 し 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ 配 列 決 定 を 施 す こ と が で き る 。 マ イ ク ロ
配 列 か ら 得 た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 分 解 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 組 の 設 計 に 用 い ら れ
る 。  
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の 検 定 で は 、 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 又 は 膜 調 製 物 を 、
候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 標 識 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 こ
の 相 互 作 用 を 促 進 又 は 阻 止 す る 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 。  
　 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 組 成 物 に は 、 限 定 す る も の で は な い が
、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 活 性 及 び ／ 又 は 発 現 を 阻 害 す る 抗 体 、 小 有 機 及 び 無 機 分 子 、 ペ プ チ ド
、 リ ン ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス 及 び リ ボ ザ イ ム 分 子 、 ト リ プ ル へ リ ッ ク ス 分 子 が 含 ま れ る
。  
　 潜 在 的 な ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ り 特 別 な 例 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の
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融 合 体 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 、 限 ら れ な い が 、 ポ リ -及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 及 び 抗 体 断 片 、 単 鎖 抗 体 、 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 及 び こ れ ら の 抗 体 又 は 断 片 の キ
メ ラ 又 は ヒ ト 化 形 態 、 並 び に ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 を 含 ん で い る 。 あ る い は 、
潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 密 接 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 レ セ プ タ ー を 認 識 す る が
影 響 せ ず 、 そ れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 を 競 合 的 に 阻 害 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 変 異 形 態 で あ っ て も よ い 。  
【 ０ １ ７ ０ 】
　 他 の 潜 在 的 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ア ン チ セ ン ス 技 術 を 用 い て 調 製 さ
れ た ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 作 成 物 で あ り 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ
Ａ は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て タ ン パ ク 質 翻 訳 を 妨 害 す る こ と に よ り
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 直 接 阻 止 す る よ う に 作 用 す る 。 ア ン チ セ ン ス 技 術 は 、 ト リ プ ル へ リ ッ ク
ス 形 成 又 は ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 通 し て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る の に 使 用 で き 、
そ れ ら の 方 法 は と も に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に 基 づ く 。 例 え ば
、 こ こ で の 成 熟 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ ’ コ
ー ド 化 部 分 は 、 約 １ ０ か ら ４ ０ 塩 基 対 長 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計
に 使 用 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 に 含 ま れ る 遺 伝 子 の 領 域 に 相 補 的 で あ
る よ う に 設 計 さ れ （ ト リ プ ル へ リ ッ ク ス － Lee等 , Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Co
oney等 , Science, 241: 456 (1988); Dervan等 , Science, 251: 1360 (1991)参 照 ） 、 そ
れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 及 び 生 成 を 防 止 す る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は イ ン ビ ボ で ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 阻 止 す る （ ア ン チ セ ン ス － Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oli
godeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boca R
aton, FL, 1988)） 。 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 輸 送 さ れ 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ
Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ビ ボ で 発 現 さ せ て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 を 阻 害 す る こ と も で き
る 。 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ が 用 い ら れ る 場 合 、 翻 訳 開 始 部 位 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の － １ ０ か ら ＋ １ ０ 位 置 の 間 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 好
ま し い 。  
【 ０ １ ７ １ 】
　 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 一 般 的 に 少 な く と も 約 ５ 塩 基 長 、 約 １ ０ 塩 基 長
、 約 １ ５ 塩 基 長 、 約 ２ ０ 塩 基 長 、 約 ２ ５ 塩 基 長 、 約 ３ ０ 塩 基 長 、 約 ３ ５ 塩 基 長 、 約 ４ ０ 塩
基 長 、 約 ４ ５ 塩 基 長 、 約 ５ ０ 塩 基 長 、 約 ５ ５ 塩 基 長 、 約 ６ ０ 塩 基 長 、 約 ６ ５ 塩 基 長 、 約 ７
０ 塩 基 長 、 約 ７ ５ 塩 基 長 、 約 ８ ０ 塩 基 長 、 約 ８ ５ 塩 基 長 、 約 ９ ０ 塩 基 長 、 約 ９ ５ 塩 基 長 、
約 １ ０ ０ 塩 基 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。  
　 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 、 レ セ プ タ ー 結 合 部 位 、 又 は
成 長 因 子 又 は 他 の 関 連 結 合 部 位 に 結 合 し 、 そ れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 生 物 学 的
活 性 を 阻 止 す る 小 分 子 を 含 む 。 小 分 子 の 例 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 小 型 ペ プ チ ド 又 は
ペ プ チ ド 様 分 子 、 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド 、 及 び 合 成 非 ペ プ チ ド 有 機 又 は 無 機 化 合 物 を
含 む 。  
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 切 断 を 触 媒 で き る 酵 素 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 相 補 的 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切
断 的 切 断 に よ り 作 用 す る 。 潜 在 的 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 既 知 の 技
術 で 同 定 で き る 。 更 な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及
び Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 WO 97/33551（ 1997年 9月 18日 発 行 ） を 参 照 さ れ た い 。  
　 転 写 阻 害 に 用 い ら れ る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 に お け る 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド か ら な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 基 本 組 成 は 、 フ ー グ ス チ ン 塩 基 対 則
を 介 す る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 を 促 進 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ は 一 般 に 二 重 鎖 の 一 方
の 鎖 上 の プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン の サ イ ズ 変 更 可 能 な 伸 展 を 必 要 と す る 。 さ ら な る 詳 細 は 、
例 え ば 、 上 掲 の Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 WO 97/33551を 参 照 さ れ た い 。  
　 こ れ ら の 小 分 子 は 、 上 記 で 議 論 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 一 又 は 複 数 の 任 意 の も の
に よ り 及 び ／ 又 は 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 他 の 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 同 定 で き る
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。  
【 ０ １ ７ ２ 】
　 　 ｘ ． 治 療 さ れ る 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 の 型  
　 こ こ で 記 載 さ れ た 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 ア ッ セ イ に お い て 活 性 を 有 し 、 及 び ／ 又
は そ れ ら の 遺 伝 子 産 物 が 心 臓 血 管 系 に 位 置 す る こ と が 見 出 さ れ て い る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
又 は そ れ ら の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 血 管 に 影 響 を 及 ぼ す 全 身 疾 患 、 例 え ば 真
性 糖 尿 病 を 含 む 種 々 の 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 に お い て 治 療 用 途 を 有 し て い る と
思 わ れ る 。 そ れ ら の 治 療 有 効 性 は 、 動 脈 、 毛 細 管 、 静 脈 、 及 び ／ 又 は リ ン パ 管 の 病 気 を 含
み う る 。 以 下 治 療 例 に は 、 筋 肉 消 耗 病 治 療 、 骨 粗 鬆 症 治 療 、 移 植 周 囲 の 細 胞 成 長 を 刺 激 す
る た め の 移 植 固 定 補 助 、 よ っ て そ の 意 図 す る 部 位 へ の 結 合 を 容 易 に す る も の 、 組 織 又 は 血
清 中 の Ｉ Ｇ Ｆ 安 定 性 の 増 加 、 適 切 で あ る な ら ば 、 Ｉ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー へ の 結 合 性 の 増 加 (Ｉ
Ｇ Ｆ が ヒ ト 骨 髄 赤 血 球 及 び 顆 粒 球 原 種 細 胞 の 成 長 を 高 め る こ と が 、 イ ン ビ ト ロ で 示 さ れ て
い る た め )が 含 ま れ る 。  
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 赤 血 球 生 成 又 は
顆 粒 球 生 成 を 刺 激 し 、 傷 の 治 癒 及 び 組 織 の 再 生 を 刺 激 し 、 組 織 、 例 え ば 結 合 組 織 、 皮 膚 、
骨 、 軟 骨 、 筋 肉 、 肺 又 は 腎 臓 の 再 成 長 に 関 連 し た 治 療 に 関 連 し 、 内 皮 細 胞 の 移 動 を 刺 激 又
は 阻 害 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ り
媒 介 さ れ る 血 管 形 成 の 増 加 は 、 虚 血 組 織 、 心 臓 の 側 枝 冠 動 脈 、 続 い て 冠 動 脈 狭 窄 に 有 益 で
あ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 を 阻 害 し 、 例 え ば 傷 の 治 癒 又 は 胚
線 維 症 の 間 に 、 過 度 の 結 合 組 織 の 生 成 を 制 限 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ に は 急 性 心 筋 梗
塞 及 び 心 不 全 が 含 ま れ る 。  
【 ０ １ ７ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 原 因 に か か わ ら ず 、 治 療 的 有 効 量 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら
の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と に よ る 、 心 臓 肥 大 の 治 療 に 関 す る 。 目 的
が ヒ ト 患 者 の 治 療 で あ る 場 合 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 組 換 え ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド (ｒ ｈ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド )で あ る 。 心 臓 肥 大 の 治 療 は 、 心 筋 梗 塞 、 高 血 圧 、 肥 大
性 心 筋 症 、 及 び 心 臓 弁 逆 流 を 含 む 、 多 種 多 様 な 病 状 の 結 果 お け る 、 そ の 種 々 の 段 階 の 任 意
に お い て 行 う こ と が で き る 。 治 療 は 、 根 本 に あ る 心 疾 患 に か か わ ら ず 、 心 筋 の 構 造 的 ダ メ
ー ジ を 有 す る か 又 は 有 さ な い 、 心 臓 肥 大 の 進 行 の 全 て の 段 階 に 広 げ る こ と が で き る 。  
　 分 子 の ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 抗 す る 場 合 、 特 定 の 指 示 に 対 し 、 分 子 そ れ 自 身 又 は そ の ア ゴ
ニ ス ト を 使 用 す る か 否 か の 決 定 は 、 主 と し て 、 分 子 が 新 血 管 新 生 、 内 皮 細 胞 の 発 生 、 又 は
血 管 形 成 を 促 進 す る 、 又 は こ れ ら の 病 状 を 阻 害 す る か 否 か に 依 存 す る 。 例 え ば 、 分 子 が 血
管 形 成 を 促 進 す る 場 合 は 、 そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 血 管 形 成 の 制 限 又 は 防 止 が 所 望 さ れ て い
る 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 疾 病 の 例 に は 、 血 管 腫 瘍 、 例 え ば 血 管 腫 、 腫 瘍 血
管 形 成 、 網 膜 の 新 血 管 新 生 、 糖 尿 病 性 網 膜 症 又 は 時 期 尚 早 の 幼 児 性 網 膜 症 又 は 黄 斑 変 性 及
び 増 殖 性 硝 子 体 網 膜 症 に 関 連 し た 脈 絡 膜 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 、 ク ロ ー ン 病 、 ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 、 卵 巣 過 剰 刺 激 、 乾 癬 、 新 血 管 新 生 に 関 連 し た 子 宮 内 膜 症 、 気 球 血 管 形 成 が 続
く 再 狭 窄 、 瘢 痕 組 織 過 剰 生 成 、 例 え ば 外 科 手 術 の 後 の 形 成 さ れ る ケ ロ イ ド の よ う な も の 、
心 筋 梗 塞 の 後 の 線 維 症 、 又 は 胚 線 維 症 に 関 連 し た 線 維 症 障 害 が 含 ま れ る 。  
　 し か し 、 分 子 が 血 管 形 成 を 阻 害 す る な ら ば 、 上 述 し た 病 状 の 治 療 に 直 接 使 用 さ れ る こ と
が 予 期 さ れ る 。  
【 ０ １ ７ ４ 】
　 他 方 、 分 子 が 血 管 形 成 を 刺 激 す る 場 合 、 指 示 に 対 し 、 そ れ 自 体 を 所 望 す る 血 管 形 成 、 例
え ば 末 梢 血 管 病 、 高 血 圧 、 血 管 炎 、 レ ー ノ ー 病 及 び レ ー ノ ー 現 象 、 動 脈 瘤 、 及 び 動 脈 再 狭
窄 、 血 栓 静 脈 炎 、 リ ン パ 管 炎 、 リ ン パ 浮 腫 、 創 傷 治 癒 及 び 組 織 の 修 復 、 虚 血 再 潅 流 傷 害 、
ア ン ギ ナ 、 心 筋 梗 塞 、 例 え ば 急 性 心 筋 梗 塞 、 慢 性 心 疾 患 、 心 不 全 、 例 え ば 鬱 血 性 心 不 全 、
及 び 骨 粗 鬆 症 等 に 使 用 さ れ る 。  
　 し か し 、 分 子 が 血 管 形 成 を 阻 害 す る な ら ば 、 そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 血 管 形 成 が 所 望 さ れ
る 病 状 の 治 療 に 使 用 さ れ る 。  
　 特 定 の 型 の 病 気 は 以 下 に 記 載 さ れ 、 こ こ で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス
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ト は 疾 患 の 予 防 、 又 は 治 療 の た め の 治 療 標 的 と し て 、 又 は 標 的 と す る 血 管 放 出 剤 に 有 用 な
も の と し て 提 供 さ れ る 。 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 は 、 体 液 の 蓄 積 、 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 、 及 び
動 脈 壁 内 の 繊 維 組 織 の 形 成 に よ り 、 動 脈 内 の 厚 み が 増 し た 脈 管 内 膜 に プ ラ ー ク が 蓄 積 す る
こ と に よ り 特 徴 付 け ら れ る 病 気 で あ る 。 病 気 は 、 任 意 の 器 官 に お い て 大 、 中 及 び 小 動 脈 を
襲 う 。 内 皮 及 び 血 管 平 滑 筋 細 胞 機 能 の 変 化 は 、 こ れ ら の プ ラ ー ク の 蓄 積 及 び 緩 和 を 調 節 す
る 、 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 知 ら れ て い る 。  
　 高 血 圧 は 全 身 性 動 脈 、 肺 動 脈 、 又 は 門 脈 系 に お い て 血 圧 が 上 昇 す る こ と に よ り 特 徴 付 け
ら れ る 。 上 昇 し た 血 圧 は 、 欠 陥 の あ る 内 皮 機 能 及 び ／ 又 は 血 管 病 に 帰 着 す る か 、 又 は こ れ
ら に 起 因 す る 。  
【 ０ １ ７ ５ 】
　 血 管 炎 に は 、 巨 大 細 胞 動 脈 炎 、 タ カ ヤ ス 動 脈 炎 、 多 発 性 動 脈 nodosa(細 小 血 管 障 害 形 態
を 含 む )、 カ ワ サ キ 病 、 微 小 多 発 性 血 管 炎 、 ウ ェ ゲ ナ ー 肉 芽 腫 症 、 種 々 の 感 染 症 関 連 の 血
管 疾 患 (Henoch-Schonlein prupuraを 含 む )が 含 ま れ る 。 変 更 内 皮 細 胞 機 能 は こ れ ら の 病 気
に お い て 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。  
　 レ ー ノ ー 病 は 及 び レ ー ノ ー 現 象 は 、 冷 気 に さ ら さ れ た 手 足 を 通 っ て 、 循 環 の 間 欠 性 異 常
欠 陥 に よ り 特 徴 付 け ら れ る も の で あ る 。 変 更 内 皮 細 胞 機 能 が こ れ ら の 病 気 に お い て 重 要 で
あ る こ と が 示 さ れ て い る 。  
　 動 脈 瘤 は 、 変 更 内 皮 細 胞 及 び ／ 又 は 血 管 平 滑 筋 細 胞 に 関 連 し た 動 脈 又 は 静 脈 樹 状 分 の 嚢
状 又 は 紡 錘 状 拡 張 症 で あ る 。  
　 動 脈 再 狭 窄 (動 脈 壁 再 狭 窄 )は 、 内 皮 及 び 血 管 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 及 び 機 能 の 変 更 の 結 果 に
よ る も の で 、 続 い て 血 管 形 成 を 生 じ る 。  
　 血 栓 静 脈 炎 は 及 び リ ン パ 管 炎 は 静 脈 及 び リ ン パ 管 の 炎 症 性 疾 患 で あ り 、 そ れ ぞ れ 内 皮 細
胞 機 能 の 変 更 に 帰 着 す る か 、 及 び ／ 又 は 起 因 す る 。 同 様 に 、 リ ン パ 浮 腫 は 内 皮 細 胞 機 能 か
ら の リ ン パ 管 の 欠 陥 に 関 連 し た 病 状 で あ る 。  
　 良 性 及 び 悪 性 血 管 腫 瘍 の フ ァ ミ リ ー は 、 血 管 系 の 細 胞 エ レ メ ン ト の 異 常 な 増 殖 及 び 成 長
に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 例 え ば 、 リ ン パ 管 腫 は 、 先 天 的 で 、 し ば し ば 膀 胱 の リ ン パ 系 の 良
性 腫 瘍 、 通 常 新 生 児 に 生 じ る リ ン パ の 奇 形 で あ る 。 膀 胱 腫 瘍 は 隣 接 し た 組 織 内 で 成 長 す る
傾 向 に あ る 。 膀 胱 腫 瘍 は 、 通 常 、 子 宮 頸 部 及 び 腋 か 領 域 に 生 じ る 。 ま た 、 そ れ ら は 四 肢 の
軟 組 織 で も 生 じ る 。 主 た る 徴 候 は 膨 張 で あ り 、 時 折 、 網 状 に 構 造 化 さ れ た リ ン パ 及 び リ ン
パ 球 (lymphocyst)は 結 合 組 織 に 囲 ま れ て い る 。 リ ン パ 管 腫 は 、 胎 性 リ ン パ 管 又 は そ れ ら の
欠 失 に 不 適 当 に 結 合 す る こ と に 起 因 す る と 仮 定 さ れ て い る 。 結 果 は 局 所 的 に リ ン パ ド レ ナ
ー ジ を 害 し て い る 。 Griener等 , Lymphology, 4: 140-144 (1971)。  
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ こ で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の 用 途 は 、 成 長 及 び ／ 又 は 転
移 可 能 な 腫 瘍 の 血 管 新 生 に 関 与 す る 腫 瘍 血 管 形 成 に あ る 。 こ の プ ロ セ ス は 新 し い 血 管 の 成
長 に 依 存 す る 。 新 生 物 及 び 腫 瘍 血 管 形 成 に 係 る 関 連 し た 病 状 の 例 に は 、 乳 癌 腫 、 肺 癌 腫 、
胃 癌 腫 、 食 道 癌 腫 、 結 腸 直 腸 癌 腫 、 肝 臓 癌 腫 、 卵 巣 癌 腫 、 テ コ ー マ 、 男 性 胚 腫 、 子 宮 頸 部
癌 腫 、 子 宮 内 膜 癌 腫 、 子 宮 内 膜 過 形 成 、 子 宮 内 膜 症 、 繊 維 肉 腫 、 絨 毛 癌 、 頭 部 及 び 首 部 の
癌 、 鼻 咽 腔 癌 腫 、 喉 頭 癌 腫 、 肝 臓 芽 腫 、 カ ポ ジ 肉 腫 、 黒 色 腫 、 皮 膚 癌 腫 、 血 管 腫 、 海 面 性
血 管 腫 、 血 管 芽 腫 、 膵 臓 癌 腫 、 網 膜 癌 腫 、 星 状 細 胞 腫 、 膠 芽 腫 、 シ ュ ワ ン 細 胞 腫 、 乏 突 起
膠 細 胞 腫 、 髄 芽 腫 、 神 経 芽 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 尿 路 肉 腫 、 甲 状 腺
癌 腫 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 腎 細 胞 癌 腫 、 前 立 腺 癌 腫 、 phakomatosesに 関 連 し た 異 常 な 血 管 増
殖 、 浮 腫 (例 え ば 脳 腫 瘍 に 関 連 し た も の )、 及 び Meigs症 候 群 が 含 ま れ る 。  
　 加 齢 性 黄 斑 変 性 (Ａ Ｍ Ｄ )は 年 輩 者 の 集 団 に お け る 、 ひ ど い 視 覚 損 失 に 至 る 原 因 で あ る 。
Ａ Ｍ Ｄ の 滲 出 形 態 は 脈 絡 膜 新 血 管 新 生 及 び 網 膜 色 素 内 皮 細 胞 剥 離 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
脈 絡 膜 新 血 管 新 生 が 予 後 の 動 的 低 下 に 関 連 し て い る た め 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら
の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 重 度 の Ａ Ｍ Ｄ を 低 減 さ せ る の に 有 用 で あ る こ と が 予 期 さ れ る 。  
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ま た 、 外 傷 の 治 癒 、 例 え ば 傷 の 治 癒 及 び 組 織 の 修 復 は 、 こ こ で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又
は そ れ ら の ア ン タ ゴ ニ ス ト が 目 的 と す る 用 途 で あ る 。 新 し い 血 管 の 形 成 及 び 緩 和 は 、 本 質

10

20

30

40

50

(88) JP 2006-6329 A 2006.1.12



的 に 組 織 の 治 癒 及 び 修 復 で あ る 。 こ の 範 疇 に は 、 骨 、 軟 骨 、 腱 、 靱 帯 、 及 び ／ 又 は 神 経 組
織 の 成 長 又 は 再 生 、 並 び に 傷 の 治 癒 及 び 組 織 の 再 生 及 び 交 換 、 及 び 火 傷 、 切 断 、 及 び 潰 瘍
の 治 療 が 含 ま れ る 。 骨 が 正 常 に 形 成 さ れ な い 環 境 で 軟 骨 及 び ／ 又 は 骨 の 成 長 を 誘 発 す る Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 骨 折 及 び 軟 骨 の ダ メ ー ジ 、 又 は ヒ ト 及 び 他
の 動 物 の 欠 損 の 治 療 に 適 用 さ れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用
す る こ の よ う な 調 製 物 は 、 骨 折 の 低 減 及 び 人 工 関 節 の 固 定 の 改 善 に お い て 予 防 的 に 使 用 さ
れ る 。 骨 形 成 剤 に よ り 誘 発 さ れ る 新 た な 骨 の 形 成 は 、 先 天 的 、 外 傷 誘 発 性 、 又 は 腫 瘍 学 的
、 切 除 誘 発 性 頭 蓋 欠 損 の 修 復 に 寄 与 し 、 ま た 美 容 形 成 外 科 に お い て も 有 用 で あ る 。  
　 さ ら に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 圧
迫 潰 瘍 、 血 管 不 全 に 関 連 し た 潰 瘍 、 外 科 的 又 は 外 傷 的 な 傷 等 を 含 む 治 癒 し て い な い 傷 を 、
よ り 良 好 に よ り 早 く 閉 塞 さ せ る こ と を 促 進 さ せ る の に 有 用 で あ る 。  
　 ま た さ ら に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 他 の 組 織 、 例 え ば 器 官 (
例 え ば 、 膵 臓 、 肝 臓 、 腸 、 腎 臓 、 配 列 又 は 内 皮 を 含 む )、 筋 肉 (平 滑 筋 、 骨 格 筋 又 は 心 筋 )
、 及 び 血 管 (血 管 内 皮 を 含 む )組 織 の 生 成 又 は 再 生 、 又 は こ の よ う な 組 織 を 含 む 細 胞 成 長 の
促 進 活 性 を 示 し 得 る 。 所 望 の 効 果 の 一 部 は 、 線 維 性 瘢 痕 化 を 阻 害 又 は 調 節 し て 、 正 常 な 組
織 を 再 生 す る こ と で あ る 。  
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ま た こ こ で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 全 身 的 サ イ ト カ イ ン ダ メ
ー ジ か ら の 病 状 、 及 び 種 々 の 組 織 に お け る 傷 の 再 灌 流 、 肺 又 は 肝 臓 線 維 症 の 治 療 、 及 び 再
生 又 は 保 護 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 先 駆 組
織 又 は 細 胞 か ら の 上 述 し た 組 織 の 分 化 を 促 進 又 は 阻 害 、 又 は 上 述 し た 組 織 の 成 長 を 阻 害 す
る の に 有 用 で あ る 。  
　 さ ら に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 歯 周 病 の 治 療 及 び 他 の 歯 修 復 プ
ロ セ ス に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 薬 剤 は 骨 形 成 細 胞 を 誘 引 し 、 骨 形 成 細 胞 の 成
長 を 刺 激 し 、 又 は 骨 形 成 細 胞 の 原 種 の 分 化 を 誘 発 す る 環 境 で 提 供 さ れ る 。 こ こ で の Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 血 管 が 、 骨 の 回 転 及 び 成 長 の 調 節 に お い て 重 要
な 役 割 を 担 っ て い る た め 、 骨 粗 鬆 症 又 は 骨 関 節 症 の 、 例 え ば 骨 及 び ／ 又 は 軟 骨 修 復 を 刺 激
、 又 は 炎 症 プ ロ セ ス に よ り 媒 介 さ れ る 組 織 破 壊 (コ ラ ゲ ナ ー セ 活 性 、 破 骨 細 胞 等 )の プ ロ セ
ス 又 は 炎 症 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ る 治 療 に 有 用 で あ る 。  
　 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト に あ る と さ れ る 組 織 再 生 活 性 の 他 の
範 疇 は 、 腱 ／ 靱 帯 形 成 で あ る 。 組 織 が 通 常 形 成 さ れ な い 環 境 で の 腱 ／ 靱 帯 様 組 織 又 は 他 の
組 織 形 成 を 誘 発 す る タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト 及 び 他 の 動 物 の 腱 又 は 靱 帯 の 裂 け 目 、 奇 形 、 及 び
の 腱 又 は 靱 帯 の 欠 損 の 治 癒 に 適 用 さ れ る 。 こ の よ う な 調 製 物 は 、 腱 又 は 靱 帯 組 織 へ の ダ メ
ー ジ の 予 防 、 並 び に 腱 又 は 靱 帯 の 骨 又 は 他 の 組 織 へ の 固 定 の 改 善 、 及 び 腱 又 は 靱 帯 組 織 の
欠 損 の 修 復 に お い て 予 防 的 に 使 用 さ れ る 。 こ こ で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ
ニ ス ト の 組 成 物 に よ り 誘 発 さ れ る 新 し い 腱 ／ 靱 帯 様 組 織 形 成 は 、 先 天 的 、 外 傷 誘 発 性 、 又
は 他 の 由 来 に よ る 腱 又 は 靱 帯 の た の 欠 損 の 修 復 に 寄 与 し 、 ま た 腱 又 は 靱 帯 の 取 り 付 け 又 は
修 復 の た め の 美 容 形 成 外 科 に お い て も 有 用 で あ る 。 こ こ で の 組 成 物 は 、 腱 -又 は 靱 帯 -形 成
細 胞 を 誘 引 、 腱 -又 は 靱 帯 -形 成 細 胞 の 成 長 を 刺 激 、 腱 -又 は 靱 帯 -形 成 細 胞 原 種 の 分 化 を 誘
発 、 又 は イ ク ス ビ ボ で の 回 復 イ ン ビ ボ で の 組 織 修 復 効 果 に お け る 腱 ／ 靱 帯 細 胞 又 は 原 種 の
成 長 を 誘 発 す る 環 境 で 提 供 さ れ る 。 ま た 、 こ こ で の 組 成 物 は 、 腱 炎 、 手 根 管 症 候 群 、 及 び
他 の 腱 又 は 靱 帯 欠 損 に も 有 用 で あ る 。 さ ら に 組 成 物 は 、 当 該 技 術 で よ く 知 ら れ て い る 担 体
と 同 じ 適 切 な マ ト リ ク ス 及 び ／ 又 は 金 属 イ オ ン 封 鎖 剤 の 含 む 。  
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 神 経 細 胞 の 増 殖 、 及 び 神 経 及 び 脳 組 織 の
再 生 、 す な わ ち 神 経 細 胞 又 は 神 経 組 織 の 変 性 、 死 亡 又 は 外 傷 に 関 与 す る 中 枢 及 び 末 梢 神 経
系 の 病 気 及 び 神 経 障 害 、 並 び に 機 械 的 又 は 外 傷 的 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 特 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 末 梢 神 経 系 の 病 気 、 例 え ば 末 梢 神 経 損 傷 、 末 梢
神 経 障 害 及 び 局 所 的 神 経 障 害 、 及 び 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ
ン ソ ン 病 、 ハ ン テ ィ ン グ ド ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 及 び シ ャ イ ・ ド レ ー ガ ー 症 候 群 の
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治 療 に 使 用 さ れ る 。 本 発 明 で 治 療 さ れ る さ ら な る 病 状 に は 、 機 械 的 又 は 外 傷 的 疾 患 、 例 え
ば 脊 髄 疾 患 、 頭 部 外 傷 及 び 脳 血 管 疾 患 、 例 え ば 脳 卒 中 が 含 ま れ る 。 ま た 、 化 学 療 法 又 は 他
の 医 学 的 療 法 の 結 果 に よ る 末 梢 神 経 障 害 も 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ に 対 す る ア ン タ
ゴ ニ ス ト を 使 用 し て の 治 療 が 可 能 で あ る 。  
　 虚 血 -再 潅 流 傷 害 は 他 の 徴 候 で あ る 。 内 皮 細 胞 機 能 不 全 は 虚 血 -再 潅 流 傷 害 が 続 い て 生 じ
る 事 象 の 後 遺 症 の 開 始 及 び 調 節 の 両 方 に お い て 重 要 で あ る 。  
　 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ は さ ら な る 徴 候 で あ る 。 血 管 成 長 及 び 脈 管 構 造 を 通 過 す る 炎 症 細 胞
の 標 的 は 、 関 節 炎 の リ ュ ウ マ チ 様 及 び 血 清 ネ ガ テ ィ ブ の 形 態 の 病 因 の 重 要 な 要 因 で あ る 。
 
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 病 状 の 進 行 の 防 止 、 無 症 候 性 の
患 者 の 死 を 含 む 急 死 の 回 避 の た め に 、 心 臓 肥 大 を 有 す る 患 者 に 予 防 的 に 投 与 さ れ る 。 こ の
よ う な 予 防 的 治 療 は 大 き な 左 心 室 心 臓 肥 大 (成 人 に お い て は 最 大 壁 厚 が ３ ５ ｍ ｍ 又 は そ れ
以 上 、 又 は 子 供 に お い て は そ れ に 匹 敵 す る 値 )の ケ ー ス 、 又 は 心 臓 に お け る 血 管 腫 の 負 荷
が 特 に 強 く な っ た 場 合 の 例 に お い て 、 特 に 正 当 で あ る 。  
　 さ ら に Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 肥 大 性 心 筋 症 と 診 断 さ れ た 患 者
の か な り の 部 分 に 発 現 す る 、 心 房 細 動 の 治 療 に 有 用 で あ る 。  
　 さ ら な る 徴 候 に は 、 ア ン ギ ナ 、 心 筋 梗 塞 、 例 え ば 急 性 心 筋 梗 塞 、 及 び 心 不 全 、 例 え ば 鬱
血 性 心 不 全 が 含 ま れ る 。 さ ら な る 、 非 新 生 物 病 状 に は 乾 癬 、 糖 尿 病 、 及 び 時 期 尚 早 の 網 膜
症 、 水 晶 体 後 方 繊 維 増 殖 症 、 新 血 管 緑 内 障 を 含 む 他 の 増 殖 性 網 膜 症 、 甲 状 腺 過 形 成 (グ レ
ー ブ ス 病 を 含 む )、 角 膜 及 び 他 の 組 織 の 移 植 、 慢 性 的 炎 症 、 肺 炎 、 ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 、 子
癇 前 症 、 心 膜 滲 出 (例 え ば 心 膜 炎 に 関 連 す る も の )、 及 び 胸 膜 滲 出 が 含 ま れ る 。  
　 上 述 し た 観 点 か ら 、 内 皮 細 胞 機 能 、 増 殖 及 び ／ 又 は 形 態 を 変 更 又 は こ れ に 衝 撃 を 与 え る
と 示 さ れ て い る 、 こ こ で 記 載 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ
ゴ ニ ス ト は 、 上 述 し た 多 く の 又 は 全 て の 疾 患 の 原 因 及 び 病 因 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て
お り 、 こ れ ら の 疾 患 を 標 的 と す る 血 管 関 連 剤 、 又 は こ れ ら の プ ロ セ ス を 増 大 又 は 阻 害 す る
た め の 治 療 標 的 と し て 提 供 可 能 で あ る と 思 わ れ る 。  
【 ０ １ ８ １ 】
　 　 ｘ ｉ ． 投 与 プ ロ コ ト ー ル 、 ス ケ ジ ュ ー ル 、 用 量 及 び 製 剤  
　 こ こ に 記 載 さ れ た 分 子 及 び そ れ ら の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 上 述 し た 種 々 の
疾 患 及 び 病 気 の 予 防 及 び 治 療 薬 と し て 製 薬 的 に 有 用 で あ る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 用 組 成 物 は 、 適 当 な 純 度
を 持 つ 所 望 の 分 子 を 任 意 の 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 （ Remington'
s Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A.編 , (1980)） と 、 凍 結 乾 燥 し た 製
剤 又 は 水 溶 液 の 形 態 で 混 合 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形
剤 、 又 は 安 定 化 剤 は 、 好 ま し く は 用 い ら れ る 投 与 量 及 び 濃 度 で 受 容 者 に 非 毒 性 で あ り 、 リ
ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 炎 、 及 び 他 の 有 機 酸 な ど の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ ル ビ ン 酸 及 び メ チ オ ニ ン
を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 防 腐 剤 （ オ ク タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ヘ
キ サ メ ト ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ベ ン ゼ ト ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ；
フ ェ ノ ー ル 、 ブ チ ル 又 は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ； メ チ ル 又 は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 等 の ア ル キ ル
パ ラ ベ ン ； カ テ コ ー ル ； レ ゾ ル シ ノ ー ル ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ -ペ ン タ ノ ー ル ； 及 び
ｍ -ク レ ゾ ー ル ） ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ
ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 ポ リ マ ー ； グ
リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 又 は リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸
； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又 は デ キ ス ト ラ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び 他 の 炭 水 化 物
； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 ； ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス 又 は ソ ル ビ ト ー ル
等 の 糖 ； ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 （ 例 え ば 、 Ｚ ｎ -タ ン パ ク 質 錯 体 ） ；
及 び ／ 又 は Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ Ｔ Ｍ 、 Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ Ｔ Ｍ 又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ
Ｇ ） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。  
【 ０ １ ８ ２ 】
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　 こ の よ う な 担 体 の 更 な る 例 は 、 イ オ ン 交 換 体 、 ア ル ミ ナ 、 ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、
レ シ チ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 例 え ば ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 緩 衝 物 質 、 例 え ば リ ン 酸 塩 、 グ
リ シ ン 、 ソ ル ビ ン 酸 、 ソ ル ビ ン 酸 カ リ ウ ム 、 飽 和 植 物 脂 肪 酸 の 部 分 的 グ リ セ リ ド 混 合 物 、
水 、 塩 、 又 は 電 解 質 、 例 え ば 硫 酸 プ ロ タ ミ ン 、 リ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン 酸 水 素 カ リ
ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 亜 鉛 塩 、 コ ロ イ ダ ル シ リ カ 、 マ グ ネ シ ウ ム ト リ シ リ ケ ー ト 、 ポ リ
ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 セ ル ロ ー ス ベ ー ス の 物 質 、 及 び プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル で あ る 。 局 所 用
の 担 体 又 は ゲ ル ベ ー ス の 形 態 は 、 ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は メ チ ル セ ル
ロ ー ス 等 の 多 糖 類 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ポ リ ア ク リ レ ー ト 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン － ポ
リ オ キ シ プ ロ ピ レ ン ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 及 び モ ク ロ ウ ア ル コ
ー ル を 含 む 。 あ ら ゆ る 投 与 に つ い て 、 従 来 の デ ポ ー 形 態 が 好 適 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な
形 態 は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 ナ ノ -カ プ セ ル 、 リ ポ ソ ー ム 、 硬 膏 剤 、 吸 入 形 態 、
鼻 ス プ レ ー 、 舌 下 状 錠 剤 、 及 び 除 放 性 製 剤 を 含 む 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ゴ ニ ス ト 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 典 型 的 に は そ の よ う な 媒 体 中 に 約 ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ
／ ｍ ｌ の 濃 度 で 処 方 さ れ る 。  
【 ０ １ ８ ３ 】
　 他 の 調 製 物 は 、 形 成 さ れ た 製 品 中 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の ア ン タ ゴ ニ ス ト
を 導 入 し て 含 有 さ れ る 。 こ の よ う な 製 品 は 内 皮 細 胞 の 成 長 及 び 血 管 形 成 の 調 節 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 加 え て 、 腫 瘍 侵 入 及 び 転 移 を こ れ ら の 製 品 で 調 節 し て よ い 。  
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 用 い ら れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 無 菌 で な け れ ば な
ら な い 。 こ れ は 、 凍 結 乾 燥 及 び 再 形 成 の 前 又 は 後 の 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し た 濾 過 に よ っ て 容 易
に 達 成 さ れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 通 常 は 凍 結 乾 燥 形 態 又 は 全 身 投 与 さ れ る 場 合 に は 溶
液 中 に 貯 蔵 さ れ る 。 凍 結 乾 燥 形 態 に あ る 場 合 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ゴ ニ ス ト は 典 型
的 に は 使 用 時 の 適 当 な 希 釈 剤 を 含 む 他 の 成 分 と 組 み 合 わ せ て 処 方 さ れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 液 体 製 剤 の 例 は 、 無 菌 の 、 透 明 な 、 無 色 の 生 鮮 溶 液 で 、 皮 下 注
射 用 の １ 回 投 与 バ イ ア ル に 充 填 さ れ て い る 。 繰 り 返 し 使 用 に 適 切 な 防 腐 製 薬 組 成 物 は 、 例
え ば ポ リ ペ プ チ ド の 種 類 及 び 指 示 に 主 と し て 依 存 し 、  
ａ ） Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト ；  
ｂ ） 溶 液 中 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 他 の 分 子 の 安 定 性 を 最 大 に す る 範 囲 内 の ｐ Ｈ 、 好 ま し く は
約 ４ -８ の ｐ Ｈ を 維 持 可 能 な バ ッ フ ァ ー ；  
ｃ ） 主 と し て 、 撹 拌 誘 発 性 集 合 体 に 対 し ポ リ ペ プ チ ド 又 は 分 子 を 安 定 化 さ せ る 洗 浄 剤 ／ 界
面 活 性 剤 ；  
ｄ ） 等 張 剤 ；  
ｅ ） フ ェ ノ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 及 び ベ ン ゼ ト ニ ウ ム ハ ロ ゲ ン 化 物 、 例 え ば 塩 化 物 の
群 か ら 選 択 さ れ る 防 腐 剤 ； 及 び  
ｆ ） 水 ；  
を 含 有 し 得 る 。  
【 ０ １ ８ ４ 】
　 使 用 さ れ る 洗 浄 剤 が 非 イ オ ン 性 で あ る な ら ば 、 そ れ は 、 例 え ば ポ リ ソ ル ベ ー ト (例 え ば
、 POLYSORBATEＴ Ｍ (TWEENＴ Ｍ )２ ０ 、 ８ ０ 等 )、 ポ ロ キ サ マ ー (例 え ば 、 POLOXAMERＴ Ｍ １
８ ８ 等 )で あ っ て よ い 。 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 変 性
を 引 き 起 こ す こ と な く 、 表 面 応 力 の 剪 断 に 調 製 物 を さ ら す こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ
う な 界 面 活 性 剤 含 有 調 製 物 は 、 エ ア ゾ ー ル 装 置 、 例 え ば 静 脈 投 与 、 及 び ニ ー ド レ ス ジ ェ ッ
注 入 ガ ン に 使 用 さ れ る も の に お い て 、 使 用 さ れ 得 る (例 え ば 、 EP257,956を 参 照 さ れ た い )
。  
　 等 張 剤 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 液 体 組 成 物 を
確 実 に 等 浸 透 圧 と す る た め に 存 在 し 、 多 価 糖 ア ル コ ー ル 、 好 ま し く は ３ 価 又 は 高 級 糖 ア ル
コ ー ル 、 例 え ば グ リ セ リ ン 、 エ リ ト リ ト ー ル 、 ア ラ ビ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー
ル 及 び マ ン ニ ト ー ル が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 糖 ア ル コ ー ル は 、 単 独 で 、 又 は 組 合 せ て 使 用 す
る こ と も で き る 。 ま た 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 又 は 他 の 適 切 な 塩 を 、 溶 液 を 等 に す る た め に 使 用
し て も よ い 。  
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　 バ ッ フ ァ ー は 、 所 望 す る ｐ Ｈ に 応 じ て 、 ア セ タ ー ト 、 シ タ ラ ー ト 、 ス ク シ ナ ー ト 又 は ホ
ス フ ァ ー ト バ ッ フ ァ ー で あ っ て よ い 。 本 発 明 の 液 状 調 製 物 の 一 種 類 の ｐ Ｈ は 、 約 ４ か ら ８
、 好 ま し く は ほ ぼ 生 理 学 的 ｐ Ｈ の 範 囲 に 緩 衝 さ れ る 。  
　 防 腐 剤 、 フ ェ ノ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 及 び ベ ン ゼ ト ニ ウ ム ハ ロ ゲ ン 化 物 、 例 え ば 塩
化 物 は 、 使 用 可 能 な 周 知 の 抗 菌 薬 で あ る 。  
【 ０ １ ８ ５ 】
　 治 療 用 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 組 成 物 は 、 一 般 的 に 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー ト を 具 備 す る 容 器 、
例 え ば 、 静 脈 内 溶 液 バ ッ グ 又 は 皮 下 注 射 針 で 穿 孔 可 能 な ス ト ッ パ ー を 具 備 す る バ イ ア ル に
配 さ れ る 。 製 剤 は 、 好 ま し く は 静 脈 内 （ ｉ ． ｖ ． ） 、 皮 下 （ ｓ ． ｃ ． ） 、 又 は 筋 肉 内 （ ｉ
． ｍ ． ） の 繰 り 返 し 注 射 と し て 、 あ る い は 鼻 内 又 は 肺 内 送 達 に 適 し た エ ア ロ ゾ ル 製 剤 と し
て 投 与 さ れ る （ 肺 内 送 達 に つ い て は 、 例 え ば EP 257,956参 照 ） 。  
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 持 続 放 出 製 剤 の 形 態 で 投 与 す る こ と も で き る 。 持 続 放 出 製
剤 の 好 適 な 例 は 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 固 体 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 当 該
マ ト リ ク ス は 成 形 物 、 例 え ば フ ィ ル ム 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 態 で あ る 。 持 続 放 出 マ ト
リ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ ル （ 例 え ば 、 Langer等 , J. Biomed. Mater. Res.
, 15: 167-277 (1981)及 び Langer, Chem. Tech., 12: 98-105 (1982)に 記 載 さ れ た よ う な
ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )、 又 は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )） 、 ポ リ ア ク
チ ド （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 、 EP 58,481） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 及 び ガ ン マ エ チ ル -Ｌ -グ
ル タ メ ー ト の コ ポ リ マ ー （ Sidman等 , Biopolymers, 22: 547-556 (1983)） 、 非 分 解 性 エ
チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル （ Langer等 , 上 掲 ） 、 分 解 性 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 例 え ば
Lupron DepotＴ Ｍ （ 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ 及 び 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド か ら な る 注 射 可 能
な 微 小 球 ） 、 及 び ポ リ -Ｄ -(－ )-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 （ EP 133,988） を 含 む 。  
【 ０ １ ８ ６ 】
　 エ チ レ ン － 酢 酸 ビ ニ ル や 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 等 の 重 合 体 は １ ０ ０ 日 以 上 分 子 を 放 出 で き
る が 、 特 定 の ヒ ド ロ ゲ ル は よ り 短 い 時 間 タ ン パ ク 質 を 放 出 す る 。 カ プ セ ル 化 タ ン パ ク 質 は
、 長 時 間 体 内 に 残 存 す る と 、 ３ ７ ℃ で 水 分 に 曝 さ れ る こ と で 、 変 性 又 は 凝 集 し 、 生 理 活 性
の 喪 失 や 免 疫 原 生 の 変 化 の お そ れ が あ る 。 か か る 機 構 に よ っ て 安 定 性 を 得 る た め の 合 理 的
な 処 置 が 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が チ オ － ジ ス ル フ ィ ド 交 換 に よ る 分 子 間 Ｓ ― Ｓ 結
合 で あ る こ と が 分 か っ た ら 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 を 変 更 し 、 酸 性 溶 液 か ら 凍 結 乾 燥 し 、 水
分 量 を 調 整 し 、 適 当 な 添 加 物 を 使 用 し 、 特 定 の 重 合 体 マ ト リ ク ス 化 合 物 を 開 発 す る こ と で
安 定 性 を 保 証 す る こ と が で き る 。 、  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 持 続 放 出 組 成 物 は 、 リ ポ ソ ー ム 的 に 包 括 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム は 、 そ れ 自 体 周 知 で あ る 方 法 、 例 え
ば 、 DE 3,218,121、 Epstein等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688-3692 (1985)、 Hw
ang等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030-4034 (1980)、 EP 52,322、 EP 36,676、 EP
 88,046、 EP 143,949、 EP 142,641、 特 願 昭 58-118008、 米 国 特 許 第 4,485,045号 及 び 第 4,5
44,545号 、 及 び EP 102,324等 に よ る 方 法 に よ っ て 調 製 す る 。 通 常 、 リ ポ ソ ー ム は 、 脂 質 含
有 量 が 約 ３ ０ モ ル ％ 以 上 コ レ ス テ ロ ー ル で あ り 、 選 択 さ れ る 割 合 が 最 適 な 治 療 法 に 対 し て
調 整 さ れ た 微 小 （ 約 ２ ０ ０ -８ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム ） な 単 ラ メ ラ 状 の も の で あ る 。  
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 は 、 当 然 の こ と な が ら 、 治
療 （ 予 防 を 含 む ） す べ き 病 理 学 的 状 態 、 投 与 方 法 、 治 療 に 用 い ら れ る 化 合 物 の 型 、 包 含 さ
れ る 任 意 の 同 時 治 療 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 一 般 的 な 医 学 的 状 態 、 医 学 的 履 歴 な ど の 要 因 に
よ っ て 変 化 し 、 そ れ は 担 当 す る 医 師 の 技 量 の 範 囲 内 で 良 好 に 決 定 さ れ る 。 従 っ て 、 治 療 者
は 、 最 大 の 治 療 効 果 が 得 ら れ る よ う に 、 投 与 量 を 滴 定 し 投 与 経 路 を 修 正 す る 必 要 が あ る 。
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 狭 い 範 囲 の 宿 主 を 有 し て い る な ら ば 、 ヒ ト の 患 者 の 治 療 に は 、 ヒ ト
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 よ り 好 ま し く は 天 然 配 列 ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 調 製 物
で あ る こ と が 好 ま し い 。 臨 床 医 は 投 与 量 が 当 該 病 状 の 治 療 に お い て 所 望 す る 効 果 が 得 ら れ
る ま で 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 目 的 が Ｃ Ｈ Ｆ の 治 療 で あ る 場
合 、 こ の 病 状 に 関 連 し た 進 行 性 心 臓 肥 大 を 阻 害 す る 量 と さ れ る 。 こ の 治 療 及 び 進 行 状 況 は
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、 エ コ ー カ ル ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 容 易 に 監 視 さ れ る 。 同 様 に 、 肥 大 性 心 筋 症 の 患 者 に は
、 経 験 に 基 づ い て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と が で き る 。  
　 上 記 の 指 針 で は 、 有 効 投 与 量 は 、 一 般 的 に 約 ０ ． ０ ０ １ か ら 約 １ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 好 ま
し く は 約 ０ ． ０ １ － １ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 最 も 好 ま し く は 約 ０ ． ０ １ － ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の
範 囲 内 で あ る 。  
【 ０ １ ８ ８ 】
　 成 人 の 高 血 圧 の 治 療 に お け 非 経 口 用 途 で は 、 注 射 の 形 態 で 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 約 ０ ． ０
１ か ら ５ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 ０ ． ０ ５ か ら ２ ０ ｍ ｇ 、 最 も 好 ま し く は １ か ら ２ ０ ｍ ｇ の
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 、 静 脈 内 注 射 に よ り １ 日 に １ か ら ３ 回 投 与 す る の が 有 利 で あ る 。 経
口 投 与 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を ベ ー ス と す る 分 子 を 、 好 ま し く は 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 約
５ ｍ ｇ か ら １ ｇ 、 好 ま し く は 約 １ ０ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ 、 １ 日 に １ か ら ３ 回 投 与 す る 。 内 毒 素
汚 染 物 質 、 安 全 レ ベ ル の 最 小 量 、 例 え ば ０ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｇ タ ン パ ク 質 未 満 に 保 持 す べ き で
あ る 。 さ ら に ヒ ト 投 与 で は 、 調 製 物 は 好 ま し く は 滅 菌 さ れ 、 発 熱 性 で あ り 、 一 般 的 に 安 全
で 、 FDA Office and biologics standardsで 要 求 さ れ る よ う に し て 精 製 さ れ る 。  
　 組 織 再 生 に 使 用 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 製 薬 組 成 物 の 用 量 計 画 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 作 用 を 変 え る 種 々 の 要 因 、 例 え ば を 、 形 成 が 望 ま れ る 組 織 (例 え ば 骨 )の 重 量 、 患
者 の 年 齢 、 性 別 、 食 餌 、 感 染 症 の 重 傷 度 、 投 与 時 間 、 及 び 他 の 臨 床 的 要 因 を 考 慮 し て 、 担
当 す る 医 師 に よ り 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 用 量 は 、 再 構 成 に 使 用 さ れ る マ ト リ ク ス の 種 類 、
製 薬 組 成 物 の 他 の タ ン パ ク 質 含 有 物 に よ り 変 わ り 得 る 。 例 え ば 、 他 の 周 知 の 成 長 因 子 、 例
え ば Ｉ Ｇ Ｆ － Ｉ を 最 終 組 成 物 に 添 加 す る と 、 さ ら に 用 量 に 影 響 を 与 え る 。 進 行 状 況 は 組 織
／ 骨 の 成 長 及 び ／ 又 は 修 復 を 、 例 え ば Ｘ 線 、 組 織 形 態 測 定 (histomorphometric determina
tions)及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 標 識 化 に よ り 、 定 期 的 に 評 価 す る こ と に よ り 監 視 可 能 で あ る
。  
【 ０ １ ８ ９ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は ア ゴ ニ ス ト 投 与 の 経 路 は 周 知 の 方 法 に 従 い
、 例 え ば 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 脳 内 、 腹 腔 内 、 脳 脊 髄 内 、 皮 下 、 眼 内 、 関 節 内 、 滑 膜 内 、 包 膜
内 、 経 口 、 局 所 又 は 吸 入 経 路 に よ る 注 射 又 は 注 入 、 あ る い は 以 下 に 記 載 す る 持 続 放 出 系 に
よ る 。 ま た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 腫 瘍 内 、 腫 瘍 周 辺 、 病 巣 内
、 又 は 病 巣 周 辺 経 路 で 好 適 に 投 与 さ れ 、 局 所 的 並 び に 全 身 に 治 療 効 果 を 発 揮 す る 。 腹 腔 内
経 路 は 、 例 え ば 卵 巣 腫 瘍 の 治 療 に 特 に 有 用 で あ る こ と が 予 期 さ れ て い る 。  
　 ペ プ チ ド 又 は 小 分 子 が ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は ア ゴ ニ ス ト と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 好 ま し く
は 、 液 体 又 は 固 体 の 形 態 で 経 口 的 又 は 非 経 口 的 に 哺 乳 動 物 に 投 与 さ れ る 。  
　 塩 を 形 成 し 下 記 に お い て 有 用 な 分 子 の 薬 理 学 的 に 許 容 可 能 な 塩 類 の 例 に は 、 ア ル カ リ 金
属 塩 (例 え ば ナ ト リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 )、 ア ル カ リ 土 類 金 属 塩 (例 え ば カ ル シ ウ ム 塩 、 マ
グ ネ シ ウ ム 塩 )、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 有 機 塩 基 塩 (例 え ば ピ リ ジ ン 塩 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 塩 )
、 無 機 酸 塩 (例 え ば 塩 酸 、 硫 酸 塩 、 硝 酸 塩 )及 び 有 機 酸 塩 (例 え ば 酢 酸 塩 、 シ ュ ウ 酸 塩 、 ｐ -
ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 塩 )が 含 ま れ る 。  
　 こ こ で 記 載 さ れ 、 骨 、 軟 骨 、 腱 、 又 は 靱 帯 再 生 に 有 用 な 組 成 物 に お け る 治 療 方 法 に は 、
移 植 又 は 装 置 と し て の 、 局 所 的 (topically)、 全 身 的 又 は 局 部 的 (locally)な 組 成 物 の 投 与
が 含 ま れ る 。 投 与 し た 場 合 、 有 用 な 治 療 用 組 成 物 は 、 発 熱 物 質 を 含 有 し な い 生 理 学 的 に 許
容 可 能 形 態 で あ る 。 さ ら に 組 成 物 は 、 骨 、 軟 骨 又 は 組 織 の ダ メ ー ジ 部 位 に 送 達 さ れ る 粘 性
の あ る 形 態 で 注 射 さ れ る か カ プ セ ル 化 さ れ る こ と が 望 ま し い 。 局 所 的 投 与 は 傷 の 治 癒 及 び
組 織 の 修 復 に 適 し て い る 。 好 ま し く は 、 骨 及 び ／ 又 は 軟 骨 の 形 成 の た め に は 、 組 成 物 は 、
骨 及 び ／ 又 は 軟 骨 の ダ メ ー ジ 部 位 に タ ン パ ク 質 含 有 組 成 物 を 送 達 せ し め 、 好 ま し く は 体 内
に 再 吸 収 可 能 な 骨 及 び 軟 骨 を 発 育 す る 構 造 体 を 提 供 す る こ と の で き る マ ト リ ク ス を 含 む 。
こ の よ う な マ ト リ ク ス は 他 の 移 植 医 療 用 途 に 使 用 さ れ る 材 料 で 作 成 さ れ る 。  
【 ０ １ ９ ０ 】
　 マ ト リ ク ス 材 料 の 選 択 は 、 生 物 学 的 融 和 性 、 生 物 分 解 性 能 、 機 械 的 特 性 、 美 容 的 外 観 、
及 び 界 面 活 性 に 基 づ く 。 組 成 物 の 特 定 の 用 途 は 、 適 切 な 処 方 に よ り 定 義 さ れ る 。 組 成 物 の
潜 在 的 マ ト リ ク ス は 生 物 分 解 性 で あ り 、 化 学 的 に 定 義 さ れ る 硫 酸 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 三 カ
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ル シ ウ ム 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 及 び ポ リ 無 水 物 で あ っ
て よ い 。 他 の 潜 在 的 マ ト リ ク ス は 生 物 分 解 性 で 生 物 学 的 に 明 確 に 定 義 さ れ た 、 例 え ば 骨 又
は 真 皮 コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 さ ら な る マ ト リ ク ス は 純 粋 タ ン パ ク 質 又 は 細 胞 外 マ ト リ ク ス 成
分 か ら な る 。 他 の 潜 在 的 マ ト リ ク ス は 、 非 生 物 分 解 性 で あ り 、 化 学 的 に 定 義 さ れ た 、 例 え
ば 焼 結 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 生 体 ガ ラ ス 、 ア ル ミ ナ ー ト 、 又 は 他 の セ ラ ミ ッ ク ス で あ る
。 マ ト リ ク ス は 上 述 し た 任 意 の 種 類 の 材 料 、 例 え ば ポ リ 乳 酸 と ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 又 は
コ ラ ー ゲ ン と リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム の 組 合 せ か ら な る も の で あ っ て も よ い 。 生 物 セ ラ ミ ッ ク
は 組 成 に お い て 、 例 え ば カ ル シ ウ ム -ア ル ミ ナ ー ト -ホ ス フ ァ ー ト に 変 え て も よ く 、 孔 サ イ
ズ 、 粒 子 サ イ ズ 及 び 生 物 分 解 性 能 を 変 更 す る た め の プ ロ セ ス が 施 さ れ て い て も よ い 。  
　 特 定 の 一 実 施 態 様 で は 、 乳 酸 と グ リ コ ー ル 酸 が ５ ０ ： ５ ０ (モ ル 重 量 )の コ ポ リ マ ー で あ
り 、 １ ５ ０ か ら １ ８ ０ ミ ク ロ ン の 範 囲 の 直 径 を 有 す る 多 孔 質 粒 子 の 形 態 で あ る 。 い く つ か
の 用 途 に お い て 、 金 属 イ オ ン 封 鎖 剤 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 又 は 自 己 移 植
血 塊 を 利 用 し 、 マ ト リ ク ス か ら の 分 離 か ら 組 成 物 を 保 護 す る の に 有 用 で あ る 。  
　 一 好 適 な フ ァ ミ リ ー の 金 属 イ オ ン 封 鎖 剤 は 、 セ ル ロ ー ス 材 料 、 例 え ば メ チ ル セ ル ロ ー ス
、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ
ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 及 び カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス を 含 む ア ル キ ル セ ル
ロ ー ス (ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル セ ル ロ ー ス を 含 む )で あ り 、 好 ま し く は カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル
ロ ー ス (Ｃ Ｍ Ｃ )の カ チ オ ン 塩 で あ る 。 他 の 好 ま し い 金 属 イ オ ン 封 鎖 剤 に は 、 ヒ ア ル ロ ン 酸
、 ア ル ギ ニ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル )、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン オ キ シ ド 、
カ ル ボ キ シ ビ ニ ル ポ リ マ ー 、 及 び ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )が 含 ま れ る 。 こ こ で 有 用 な 金 属
イ オ ン 封 鎖 剤 の 量 は 、 調 製 物 の 全 量 に 基 づ き 、 ０ ． ５ － ２ ０ 重 量 ％ 、 好 ま し く は １ － １ ０
重 量 ％ で あ り 、 ポ リ マ ト リ ク ス か ら の ポ リ ペ プ チ ド (又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト )の 脱 着 を 防
止 し 、 組 成 物 に 適 切 な 操 作 性 を 付 与 し 、 さ ら に 原 細 胞 の マ ト リ ク ス へ の 浸 透 を 防 止 し 、 よ
っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド に 原 細 胞 の 骨 形 成 活 性 を 助 長 す る 機 会 を 付 与 す る の に 必 要 な 量 で あ る
。  
【 ０ １ ９ １ 】
　 　 ｘ ｉ ｉ ． 組 合 せ 治 療  
　 当 問 題 と な る 疾 患 の 防 止 又 は 治 療 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 ア ミ ン そ の ア ゴ ニ ス ト
又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 力 は 、 同 じ 組 成 物 又 は 別 個 の 組 成 物 に お い て 、 こ れ ら の 目 的 の た
め に 有 効 な 他 の 薬 剤 と 組 合 せ る か 、 又 は 活 性 剤 を 連 続 し て 投 与 す る こ と に よ り 改 善 さ れ る
。  
　 例 え ば 、 心 臓 肥 大 の 治 療 の た め に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 治 療 は 、 周 知 の 心 筋 ミ オ サ イ
ト 肥 大 因 子 の イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば フ ェ ニ レ フ リ ン 等 の α -ア ド レ ナ リ ン ア ゴ ニ ス ト の イ
ン ヒ ビ タ ー ； エ ン ド セ リ ン -Ｉ イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば BOSENTANＴ Ｍ 及 び MOXONODINＴ Ｍ ； Ｃ
Ｔ -１ に 対 す る イ ン ヒ ビ タ ー (米 国 特 許 第 5,679,545号 )； Ｌ Ｉ Ｆ に 対 す る イ ン ヒ ビ タ ー ； Ａ
Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー ； デ ス -ア ス パ ラ タ ー ト -ア ン ギ オ テ ン シ ン Ｉ イ ン ヒ ビ タ ー (米 国 特 許 第 5
,773,415号 )及 び ア ン ギ オ テ ン シ ン Ｉ Ｉ イ ン ヒ ビ タ ー の 投 与 を 組 合 せ る こ と が で き る 。  
　 高 血 圧 に 関 連 し た 心 臓 肥 大 の 治 療 の た め に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 、 β -ア ド レ ナ リ
ン 様 レ セ プ タ ー ブ ロ ッ ク 剤 、 例 え ば プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 チ モ ロ ー ル 、 タ ー タ ロ ロ ー ル 、 カ
ル テ オ ロ ー ル 、 ナ ド ロ ー ル 、 ベ タ キ ソ ロ ー ル 、 ペ ン ブ ト ロ ー ル 、 ア セ ト ブ ト ロ ー ル 、 ア テ
ノ ロ ー ル 、 メ ト プ ロ ロ ー ル 、 又 は カ ー ベ ジ ル ロ ー ル ； Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば ク イ ナ
ピ リ ル 、 カ プ ト プ リ ル 、 エ ナ ラ プ リ ル 、 ラ ミ プ リ ル 、 ベ ナ ゼ プ リ ル 、 フ ォ シ ノ プ リ ル 又 は
リ シ ノ プ リ ル ； ジ ウ レ テ ィ ク ス 、 例 え ば ク ロ ロ チ ア ザ イ ド 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア ザ イ ド 、 ヒ
ド ロ フ ル メ タ ザ イ ド 、 メ チ ル ク ロ チ ア ザ イ ド 、 ベ ン ズ チ ア ザ イ ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド 、
ア セ タ ゾ ラ ミ ド 、 又 は イ ン ダ パ ミ ド ； 及 び ／ 又 は カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ブ ロ ッ カ ー 、 例 え
ば ジ ル チ ア ゼ ム 、 ニ フ ェ ジ ピ ン 、 ベ ラ パ ミ ル 又 は ニ カ ル ジ ピ ン と 組 合 せ て 投 与 す る こ と が
で き る 。 一 般 名 に よ り こ こ で 同 定 さ れ た 治 療 薬 を 遺 伝 子 製 薬 用 組 成 物 は 市 販 さ れ て お り 、
用 量 、 投 与 方 法 、 副 作 用 、 禁 忌 等 の 製 造 者 の 使 用 説 明 書 に 従 い 投 与 さ れ る 。 例 え ば 、 Phys
icians'Desk Reference(Medical Economics Data Production Co.： Montvale, N.J., 199
7), 51th版 を 参 照 さ れ た い 。  
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【 ０ １ ９ ２ 】
　 心 臓 肥 大 の 治 療 に お け る 組 合 せ 治 療 用 の 好 ま し い 候 補 薬 は 、 β -ア ド レ ナ リ ン 様 レ セ プ
タ ー ブ ロ ッ ク 剤 (プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 チ モ ロ ー ル 、 タ ー タ ロ ロ ー ル 、 カ ル テ オ ロ ー ル 、 ナ
ド ロ ー ル 、 ベ タ キ ソ ロ ー ル 、 ペ ン ブ ト ロ ー ル 、 ア セ ト ブ ト ロ ー ル 、 ア テ ノ ロ ー ル 、 メ ト プ
ロ ロ ー ル 、 又 は カ ー ベ ジ ル ロ ー ル ） 、 ベ ラ パ ミ ル 、 ジ フ ェ ジ ピ ン 、 又 は ジ ル チ ア ゼ ム で あ
る 。 高 血 圧 を 伴 う 肥 大 の 治 療 に は 、 カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル ブ ロ ッ カ ー 、 例 え ば ジ ル チ ア ゼ
ム 、 ニ フ ェ ジ ピ ン 、 ベ ラ パ ミ ル 及 び ニ カ ル ジ ピ ン ； β -ア ド レ ナ リ ン 様 レ セ プ タ ー ブ ロ ッ
ク 剤 ； ジ ウ レ テ ィ ク ス 、 例 え ば ク ロ ロ チ ア ザ イ ド 、 ヒ ド ロ ク ロ ロ チ ア ザ イ ド 、 ヒ ド ロ フ ル
メ タ ザ イ ド 、 メ チ ル ク ロ チ ア ザ イ ド 、 ベ ン ズ チ ア ザ イ ド 、 ジ ク ロ ロ フ ェ ナ ミ ド 、 ア セ タ ゾ
ラ ミ ド 、 又 は イ ン ダ パ ミ ド ； 及 び ／ 又 は Ａ Ｃ Ｅ イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば ク イ ナ ピ リ ル 、 カ プ
ト プ リ ル 、 エ ナ ラ プ リ ル 、 ラ ミ プ リ ル 、 ベ ナ ゼ プ リ ル 、 フ ォ シ ノ プ リ ル 又 は リ シ ノ プ リ ル
を 使 用 す る 、 抗 高 血 圧 治 療 薬 の 使 用 が 必 要 で あ る 。  
　 他 の 徴 候 の た め に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 当 該 問 題 に お
け る 骨 及 び ／ 又 は 軟 骨 欠 損 、 傷 又 は 組 織 の 治 療 に 有 用 な 他 の 薬 剤 と 組 合 せ て も よ い 。 こ の
よ う な 薬 剤 に は 、 種 々 の 成 長 因 子 、 例 え ば Ｅ Ｇ Ｆ 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 、 Ｔ Ｇ Ｆ -α 又 は Ｔ Ｇ Ｆ -β 、
Ｉ Ｇ Ｆ 、 Ｆ Ｇ Ｆ 、 及 び Ｃ Ｔ Ｇ Ｆ が 含 ま れ る 。  
　 加 え て 、 癌 の 治 療 に 使 用 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 上
述 に て 同 定 し た よ う な 細 胞 毒 性 薬 、 化 学 治 療 薬 又 は 成 長 阻 害 薬 と 組 合 せ ら れ る 。 ま た 癌 の
治 療 の た め に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 適 切 に 連 続 投 与 さ れ る か 、
又 は 、 放 射 活 性 物 質 の 照 射 又 は 投 与 を 含 ん で も 含 ま な く て も 、 放 射 線 学 的 治 療 と 組 合 せ ら
れ る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト と 組 合 せ て 投 与 さ れ る 治 療 薬 の 有 効 量 は 、
医 師 又 は 獣 医 の 裁 量 に よ る 。 投 与 量 と そ の 調 節 は 処 理 さ れ る 病 状 に 最 大 の 治 療 効 果 が 達 成
さ れ る よ う に な さ れ る 。 例 え ば 、 高 血 圧 の 治 療 に お い て は 、 こ れ ら の 量 は 、 理 想 的 に は ジ
ウ レ テ ィ ク ス 又 は デ ジ タ ル の 使 用 、 及 び 高 血 圧 又 は 低 血 圧 、 腎 損 傷 等 を 考 慮 に 入 れ る 。 用
量 は 、 治 療 さ れ る 特 定 の 患 者 及 び 使 用 さ れ る 治 療 薬 の 種 類 等 の 因 子 に 依 存 す る 。 典 型 的 に
は 、 使 用 さ れ る 量 は 、 治 療 薬 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 共 に 投 与 し な い 場 合 と 同 じ 用 量 で あ
る 。  
【 ０ １ ９ ３ 】
　 　 ｘ ｉ ｉ ｉ ． 製 造 品  
　 上 述 し た 疾 患 の 診 断 又 は 治 療 に 有 用 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含
む キ ッ ト の よ う な 製 造 品 は 、 少 な く と も １ つ の 容 器 及 び ラ ベ ル を 具 備 す る 。 適 切 な 容 器 に
は 、 例 え ば ボ ト ル 、 バ イ ア ル 、 シ リ ン ジ 及 び 試 験 管 が 含 ま れ る 。 容 器 は ガ ラ ス 又 は プ ラ ス
チ ッ ク の よ う な 種 々 の 物 質 か ら 形 成 で き る 。 容 器 は 、 状 態 の 診 断 又 は 治 療 に 有 効 な 組 成 物
を 収 容 し 、 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー ト を 有 し 得 る （ 例 え ば 、 容 器 は 皮 下 注 射 針 で 穿 孔 可 能 な ス
ト ッ パ ー を 具 備 す る 静 脈 内 バ ッ グ 又 は バ イ ア ル で あ っ て よ い ） 。 組 成 物 中 の 活 性 剤 は Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 。 容 器 上 又 は 添 付 さ れ る ラ
ベ ル に は 、 組 成 物 が 選 択 し た 状 態 の 診 断 又 は 治 療 に 使 用 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の
製 造 品 は 、 製 薬 的 に 許 容 可 能 な バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば リ ン 酸 緩 衝 塩 水 、 リ ン ガ ー 液 、 及 び デ
キ ス ト ロ ー ス 溶 液 を 収 容 し た 第 ２ の 容 器 を さ ら に 具 備 し て も よ い 。 さ ら に 、 他 の バ ッ フ ァ
ー 、 希 釈 剤 、 フ ィ ル タ ー 、 針 、 シ リ ン ジ 、 及 び 使 用 説 明 書 を 備 え た 包 装 挿 入 物 を 含 む 、 商
業 的 及 び 使 用 者 の 立 場 か ら 望 ま し い 他 の 材 料 を 具 備 し て も よ い 。 ま た 、 こ の 製 造 品 は 、 上
述 の 他 の 活 性 剤 を 収 容 し た 第 ２ 又 は 第 ３ の 容 器 を 具 備 し て も よ い 。  
【 ０ １ ９ ４ 】
　 Ｅ ． 　 抗 体  
　 本 発 明 で 最 も 有 望 な 候 補 薬 の 幾 つ か は 、 こ こ で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 産 生 又 は 遺 伝 子 産 物
を 阻 害 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 低 減 す る 抗 体 及 び 抗 体 断 片 で あ る 。  
　 　 ｉ ． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体  
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 哺 乳 動 物 に お い て ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 免 疫 化 剤 、 及 び 所 望 す る の で あ れ ば ア ジ ュ バ ン ト を 、 一 又 は 複 数 回 注
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射 す る こ と で 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 免 疫 化 剤 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト を
複 数 回 皮 下 又 は 腹 腔 内 注 射 に よ り 、 哺 乳 動 物 に 注 射 す る 。 免 疫 化 剤 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド 又 は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 み う る 。 免 疫 化 剤 を 免 疫 化 さ れ た 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原
性 が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 に 複 合 さ せ る の が 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 免 疫 原 タ ン パ ク 質
の 例 は 限 ら れ な い が 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ サ イ ロ
グ ロ ブ リ ン 及 び 大 豆 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー が 含 ま れ る 。 使 用 さ れ 得 る ア ジ ュ バ ン ト の 例
に は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 及 び Ｍ Ｐ Ｌ -Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト (モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質
Ａ 、 合 成 ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ ミ コ ラ ー ト )が 含 ま れ る 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 、 過 度 の
実 験 な く 当 業 者 に よ り 選 択 さ れ る で あ ろ う 。  
【 ０ １ ９ ５ 】
　 　 ｉ ｉ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  
　 あ る い は 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 Kohler及 び Milstein, Nature, 256:495 (1975)に 記 載 さ れ て い る よ う な ハ イ ブ リ ド ー
マ 法 を 使 用 す る こ と で 調 製 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ
ー 又 は 他 の 適 切 な 宿 主 動 物 を 典 型 的 に は 免 疫 化 剤 に よ り 免 疫 化 す る こ と で 、 免 疫 化 剤 に 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る か あ る い は 生 成 可 能 な リ ン パ 球 を 誘 発 す る 。 ま た 、 リ ン パ
球 を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 す る こ と も で き る 。  
　 免 疫 化 剤 は 、 典 型 的 に は 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む
。 一 般 に ヒ ト 由 来 の 細 胞 が 望 ま れ る 場 合 に は 末 梢 血 リ ン パ 球 (「 Ｐ Ｂ Ｌ 」 )が 使 用 さ れ 、 あ
る い は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 源 が 望 ま れ て い る 場 合 は 、 脾 臓 細 胞 又 は リ ン パ 節 細 胞 が 使 用 さ れ る
。 次 い で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 適 当 な 融 合 剤 を 用 い て リ ン パ 球 を 不 死 化 株 化 細 胞
と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る 。 Goding, Monoclonal Antibodies: Princip
les and Practice,(New York； Academic Press, 1986) pp. 59-103。 不 死 化 株 化 細 胞 は 、
通 常 は 、 形 質 転 換 し た 哺 乳 動 物 細 胞 、 特 に 齧 歯 動 物 、 ウ シ 、 及 び ヒ ト 由 来 の 骨 髄 腫 細 胞 で
あ る 。 通 常 、 ラ ッ ト 又 は マ ウ ス の 骨 髄 腫 株 化 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、
好 ま し く は 、 未 融 合 の 不 死 化 細 胞 の 生 存 又 は 成 長 を 阻 害 す る 一 又 は 複 数 の 物 質 を 含 有 す る
適 切 な 培 地 で 培 養 さ れ る 。 例 え ば 、 親 細 胞 が 、 酵 素 の ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HGPRT又 は HPRT)を 欠 い て い る と 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 地 は 、 典
型 的 に は 、 ヒ ポ キ サ チ ン 、 ア ミ ノ プ チ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 み (「 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 」 )、 こ の 物
質 が Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 乏 性 細 胞 の 増 殖 を 阻 止 す る 。  
【 ０ １ ９ ６ 】
　 好 ま し い 不 死 化 株 化 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 生 成 細 胞 に よ る 安 定 し た
高 レ ベ ル の 抗 体 発 現 を 支 援 し 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 よ り 好 ま
し い 不 死 化 株 化 細 胞 は マ ウ ス 骨 髄 腫 株 で あ り 、 こ れ は 例 え ば カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ
ゴ の Salk Institute Cell Distribution Centerや バ ー ジ ニ ア 州 マ ナ サ ス の ア メ リ カ ン ・
タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン よ り 入 手 可 能 で あ る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成
す る た め の ヒ ト 骨 髄 腫 及 び マ ウ ス -ヒ ト 異 種 骨 髄 腫 株 化 細 胞 も 開 示 さ れ て い る 。 Kozbor, J
. Immunol., 133:3001 (1984)、 Brodeur等 , Monoclonal Antibody Production Technique
s and Applications, (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987) pp. 51-63。  
　 次 い で ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 培 養 さ れ る 培 養 培 地 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 に つ い て 検 定 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 生 成
さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 免 疫 沈 降 又 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )や
酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )等 の イ ン ビ ト ロ 結 合 検 定 法 に よ っ て 測 定 す る 。 こ の よ う
な 技 術 及 び ア ッ セ イ は 、 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性
は 、 例 え ば Munson及 び Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)に よ る ス キ ャ ッ チ ャ ー
ド 分 析 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。  
【 ０ １ ９ ７ 】
　 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 同 定 さ れ た 後 、 ク ロ ー ン を 制 限 希 釈 工 程 に よ り サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し 、 標 準 的 な 方 法 で 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 Goding, 上 掲 。 こ の 目 的 の た め の 適
当 な 培 地 に は 、 例 え ば 、 ダ ル ベ ッ コ の 改 変 イ ー グ ル 培 地 及 び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ -１ ６ ４ ０ 倍 地 が 含
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ま れ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 哺 乳 動 物 に お い て イ ン ビ ボ で 腹 水 と し て 成 長 さ
せ る こ と も で き る 。  
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ っ て 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ
ロ ー ス 法 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 透 析 法 又 は
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 方 法 に よ っ て 培 養 培 地
又 は 腹 水 液 か ら 単 離 又 は 精 製 さ れ る 。  
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 に 記 載
さ れ た 方 法 に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ は 、 常 套 的 な 方 法 を 用 い て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に
特 異 的 に 結 合 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て )、 容 易 に 単 離 し 配 列 決 定 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ の 好 ま し い 供 給 源 と な
る 。 ひ と た び 単 離 さ れ た ら 、 Ｄ Ｎ Ａ は 発 現 ベ ク タ ー 内 に 配 す る こ と が で き 、 こ れ が 宿 主 細
胞 、 例 え ば サ ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 、 あ る い は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 生 成 等 し な い 骨 髄 腫 細 胞 内 に 形 質 移 入 さ れ 、 組 換 え 宿 主 細 胞 内 で モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 相 同 マ ウ ス 配 列 に
換 え て ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の コ ー ド 配 列 を 置 換 す る こ と に よ り （ 米 国 特 許 第 4,
816,567号 ； Morrison等 , 上 掲 )、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ
ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 の 一 部 又 は 全 部 を 共 有 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン に 置 換 で き 、
あ る い は 本 発 明 の 抗 体 の １ つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン に 置 換 で き 、 キ メ ラ 性 二 価 抗
体 を 生 成 す る 。  
　 抗 体 は 一 価 抗 体 で あ っ て も よ い 。 一 価 抗 体 の 調 製 方 法 は 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て
る 。 例 え ば 、 一 つ の 方 法 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 と 修 飾 重 鎖 の 組 換 え 発 現 を 含 む 。 重 鎖 は 一
般 的 に 、 重 鎖 の 架 橋 を 防 止 す る よ う に Ｆ ｃ 領 域 の 任 意 の 点 で 切 断 さ れ る 。 あ る い は 、 関 連
す る シ ス テ イ ン 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 す る か 欠 失 さ せ て 架 橋 を 防 止 す る 。  
　 一 価 抗 体 の 調 製 に は イ ン ビ ト ロ 法 が ま た 適 し て い る 。 抗 体 の 消 化 に よ る 、 そ の 断 片 、 特
に Ｆ ａ ｂ 断 片 の 生 成 は 、 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 慣 用 的 技 術 を 使 用 し て 達 成 で き る
。 　
【 ０ １ ９ ９ 】
　 　 ｉ ｉ ｉ ． ヒ ト 及 び ヒ ト 化 抗 体  
　 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 、 さ ら に ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 を 含 む 。 非 ヒ ト (例 え ば マ ウ ス )抗 体
の ヒ ト 化 形 と は 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 あ る い は そ の 断 片 (例 え ば Ｆ
ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ あ る い は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 )で あ っ て 、 非
ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含 む も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 が
、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (
ド ナ ー 抗 体 )の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )
を 含 む 。 幾 つ か の 例 で は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 対 応 す る 非
ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 。 ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 移 入 さ
れ た Ｃ Ｄ Ｒ も し く は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で い て も よ い 。 一 般
に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も
の に 対 応 し 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｆ Ｒ 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配
列 の も の で あ る 、 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む
。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 適 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Ｆ ｃ )、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 ん で な る 。 Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986);
 Riechmann等 , Nature, 332:323-329 (1988); 及 び Presta, Curr. Op Struct. Biol., 2:
593-596 (1992)。  
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は こ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 に
は 非 ヒ ト を 源 に す る 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基
は 、 し ば し ば 、 典 型 的 に は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン か ら 得 ら れ る 「 移 入 」 残 基 と 称 さ れ る 。
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ヒ ト 化 は 基 本 的 に 齧 歯 動 物 の Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 で ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 配 列 を 置 換 す る
こ と に よ り ウ ィ ン タ ー (winter)及 び 共 同 研 究 者 ［ Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986)
； Riechmann等 , Nature, 332:323-327 (1988)； Verhoeyen等 , Science, 239:1534-1536 (
1988)］ の 方 法 に 従 っ て 、 齧 歯 類 Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を ヒ ト 抗 体 の 対 応 す る 配 列 に 置 換
す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 よ っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 ド メ
イ ン よ り 実 質 的 に 少 な い 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 (米 国
特 許 第 4,816,567号 )で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 幾 つ か の Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 及 び
場 合 に よ っ て は 幾 つ か の Ｆ Ｒ 残 基 が 齧 歯 類 抗 体 の 類 似 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ
れ た ヒ ト 抗 体 で あ る 。  
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ 表 示 ラ イ ブ ラ リ を 含 む こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 方 法 を 用
い て 作 成 す る こ と も で き る 。 Hoogenboom及 び Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1992)； M
arks等 , J. Mol. Biol., 222:581 (1991)。 ま た 、 Cole等 及 び Boerner等 の 方 法 も 、 ヒ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 利 用 す る こ と が で き る 。 Cole等 , Monoclonal Antibodies and 
Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)及 び Boerner等 , J. Immunol., 147(1)： 86-9
5(1991) 。 同 様 に 、 ヒ ト 抗 体 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 座 位 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 例 え
ば 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 部 分 的 又 は 完 全 に 不 活 性 化 さ れ た マ ウ ス に 導 入 す る こ と
に よ り 産 生 す る こ と が で き る 。 投 与 の 際 に 、 遺 伝 子 再 配 列 、 組 立 、 及 び 抗 体 レ パ ー ト リ ー
を 含 む あ ら ゆ る 観 点 に お い て ヒ ト に 見 ら れ る も の に 非 常 に 類 似 し て い る ヒ ト 抗 体 の 生 産 が
観 察 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,545,807号 ； 同 第 5,545,806号 ； 同 第
5,569,825号 ； 同 第 5,625,126号 ； 同 第 5,633,425号 ； 同 第 5,661,016号 、 及 び 次 の 科 学 文 献
： Marks等 , Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg等 , Nature 368 856-859 (199
4); Morrison, Nature 368, 812-813 (1994); Fishwild等 , Nature Biotechnology 14, 8
45-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg及 び Huszar
, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に 記 載 さ れ て い る 。  
【 ０ ２ ０ １ 】
　 　 ｉ ｖ ． 二 重 特 異 性 抗 体  
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は ヒ ト も し く は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 本 ケ ー ス の 場 合 に お い て 、 結 合
特 異 性 の 一 方 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て で あ り 、 他 方 は 任 意 の 他 の 抗 原 、 好 ま し く は
細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 又 は レ セ プ タ ー 又 は レ セ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 し て で あ る 。  
　 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 伝 統 的 に は 、 二 重
特 異 性 抗 体 の 組 換 え 生 産 は 、 二 つ の 重 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 持 つ 二 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
／ 軽 鎖 対 の 同 時 発 現 に 基 づ く 。 Milstein及 び Cuello, Nature, 305:537-539 (1983)。 免 疫
グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 と 軽 鎖 を 無 作 為 に 取 り 揃 え る た め 、 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ア ド ロ ー
マ )は １ ０ 種 の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 混 合 物 を 生 成 し 、 そ の 内 一 種 の み が 正 し い 二 重 特
異 性 構 造 を 有 す る 。 正 し い 分 子 の 精 製 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ っ
て 通 常 達 成 さ れ る 。 同 様 の 手 順 が 1993年 5月 13日 公 開 の WO 93/08829、 及 び Traunecker等 , 
EMBO J.,10:3655-3656 (1991)に 開 示 さ れ て い る 。  
　 所 望 の 結 合 特 異 性 (抗 体 -抗 原 結 合 部 位 )を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定
常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 で き る 。 融 合 は 、 好 ま し く は 少 な く と も ヒ ン ジ 部 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ
３ 領 域 の 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と の も の で あ る 。 少 な く と も 一 つ の
融 合 に は 軽 鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )が 存 在 す る こ と が 望 ま
し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 望 む の で あ れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン
軽 鎖 を 、 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 に 同 時 形 質 移 入 す る 。 二 重 特 異 性
抗 体 を 作 成 す る た め の 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Suresh等 , Methods in Enzymology,
 121:210(1986)を 参 照 さ れ た い 。  
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 　 ｖ ． ヘ テ ロ 複 合 抗 体  
　 ヘ テ ロ 複 合 抗 体 は 、 ２ つ の 共 有 結 合 し た 抗 体 か ら な る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 免
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疫 系 細 胞 を 不 要 な 細 胞 に 対 し て タ ー ゲ テ ィ ン グ さ せ る た め (米 国 特 許 第 4,676,980号 )及 び
Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 治 療 の た め に （ WO 91/00360; WO 92/200373; EP 03089)提 案 さ れ て い る 。 こ
の 抗 体 は 、 架 橋 剤 に 関 連 し た も の を 含 む 合 成 タ ン パ ク 化 学 に お け る 既 知 の 方 法 を 使 用 し て
、 イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 使
用 す る か 又 は チ オ エ ー テ ル 結 合 を 形 成 す る こ と に よ り 、 免 疫 毒 素 を 作 成 す る こ と が で き る
。 こ の 目 的 に 対 し て 好 適 な 試 薬 の 例 に は 、 イ ミ ノ チ オ レ ー ト 及 び メ チ ル -４ -メ ル カ プ ト ブ
チ リ ミ デ ー ト 、 及 び 例 え ば 米 国 特 許 第 4,6767,980号 に 開 示 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。  
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 　 ｖ ｉ ． エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 加 工  
　 本 発 明 の 抗 体 を エ フ ェ ク タ ー 機 能 に つ い て 改 変 し 、 例 え ば 癌 治 療 に お け る 抗 体 の 有 効 性
を 向 上 さ せ る の が 望 ま し い 。 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 を Ｆ ｃ 領 域 に 導 入 し 、 そ れ に よ り 、
こ の 領 域 に 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る よ う に し て も よ い 。 そ の よ う に し て 生 成 さ
れ た 同 種 二 量 体 抗 体 は 、 向 上 し た 内 部 移 行 能 力 及 び ／ 又 は 増 加 し た 補 体 媒 介 細 胞 殺 傷 及 び
抗 体 -依 存 性 細 胞 性 細 胞 毒 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 有 し う る 。 Caron等 , J. Exp. Med. 176: 1191
-1195 (1992)及 び Shopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参 照 。 向 上 し た 抗 腫 瘍
活 性 を 持 つ 同 種 二 量 体 抗 体 は ま た 、 Wolff等 , Cancer research 53: 2560-2565 (1993)に
記 載 さ れ た よ う な 異 種 二 官 能 性 架 橋 を 用 い て も 調 製 し う る 。 あ る い は 、 抗 体 は 、 ２ つ の Ｆ
ｃ 領 域 を 有 す る よ う に 加 工 し て 、 そ れ に よ り 補 体 溶 解 及 び Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 能 力 を 向 上 さ せ る こ と
も で き る 。 Stevenson等 , Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)参 照 。  
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 　 ｖ ｉ ｉ ． 免 疫 複 合 体  
　 本 発 明 は ま た 、 化 学 治 療 薬 、 毒 素 （ 例 え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 又 は 動 物 由 来 の 酵 素 活 性
毒 素 、 又 は そ の 断 片 ） な ど の 細 胞 毒 性 薬 、 あ る い は 放 射 性 同 位 体 （ 即 ち 、 放 射 性 複 合 ） に
複 合 さ れ た 抗 体 を 含 む 免 疫 複 合 体 に も 関 す る 。  
　 こ の よ う な 免 疫 複 合 体 の 生 成 に 有 用 な 化 学 治 療 薬 は 上 記 し た 。 用 い る こ と の で き る 酵 素
活 性 毒 素 及 び そ の 断 片 は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合 活 性 断 片 、 （ 緑 膿 菌
か ら の ） 外 毒 素 Ａ 鎖 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ ク シ ン (modeccin)Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ
-サ ル シ ン 、 ア レ ウ リ テ ス ・ フ ォ ー デ ィ (Aleurites fordii)タ ン パ ク 質 、 ジ ア ン チ ン (dian
thin)タ ン パ ク 質 、 フ ィ ト ラ カ ・ ア メ リ カ ー ナ (Phytolaca americana)タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ａ Ｐ
Ｉ 、 Ｐ Ａ Ｐ Ｉ Ｉ 、 及 び Ｐ Ａ Ｐ -Ｓ ） 、 モ モ ル デ ィ カ ・ チ ャ ラ ン チ ア (momordica charantia)
イ ン ヒ ビ タ ー 、 ク ル シ ン (curcin)、 ク ロ チ ン (crotin)、 サ パ オ ナ リ ア ・ オ フ ィ シ ナ リ ス (s
apaonaria oficinalis)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)、 ミ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ
ス ト リ ク ト シ ン (restrictocin)、 フ ェ ノ マ イ シ ン (phenomycin)、 エ ノ マ イ シ ン (enomycin)
及 び ト リ コ テ セ ン (tricothecene)を 含 む 。 様 々 な 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド が 放 射 性 複 合 抗 体 の
生 成 に 利 用 可 能 で あ る 。 例 と し て 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ ｎ 、 ９ ０ Ｙ 及 び １ ８
６ Ｒ ｅ を 含 む 。  
　 抗 体 及 び 細 胞 毒 性 薬 の 複 合 体 は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例 え ば 、
Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ ー ル )プ ロ ピ オ ネ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） 、 イ ミ ノ
チ オ ラ ン （ Ｉ Ｔ ） 、 イ ミ ド エ ス テ ル の 二 官 能 性 誘 導 体 （ ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ デ ー ト Ｈ Ｃ Ｌ 等
） 、 活 性 エ ス テ ル （ ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト 等 ） 、 ア ル デ ヒ ド （ グ ル タ ル ア ル デ ヒ
ド 等 ） 、 ビ ス -ア ジ ド 化 合 物 （ ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン 等 ） 、 ビ ス -
ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 （ ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル )-エ チ レ ン ジ ア ミ ン 等 ） 、 ジ イ
ソ シ ア ネ ー ト （ ト リ エ ン ２ ， ６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 等 ） 、 及 び ビ ス -活 性 フ ッ 素 化 合 物 （ １
， ５ -ジ フ ル オ ロ -２ ， ４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 等 ） を 用 い て 作 成 で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免
疫 毒 素 は 、 Vitetta等 , Science 238: 1098 (1987)に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 す る こ と が で
き る 。 カ ー ボ ン -１ ４ -標 識 １ -イ ソ チ オ シ ア ナ ト ベ ン ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ
ン 五 酢 酸 （ Ｍ Ｘ -Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ） は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド の 抗 体 へ の 複 合 の た め の キ レ ー ト 剤
の 例 で あ る 。 WO 94/11026参 照 。  
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 腫 瘍 の 予 備 標 的 化 で 使 用 す る た め に 、 抗 体 は 「 レ セ プ タ ー 」 （ ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 等 ） に 複 合 さ れ て も よ く 、 抗 体 -レ セ プ タ ー 複 合 体 は 患 者 に 投 与 さ れ 、 次
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い で 清 澄 化 剤 を 用 い て 未 結 合 複 合 体 を 循 環 か ら 除 去 し 、 次 に 細 胞 毒 性 薬 （ 例 え ば 、 放 射 性
ヌ ク レ オ チ ド 等 ） に 複 合 さ れ た 「 リ ガ ン ド 」 （ ア ビ ジ ン 等 ） を 投 与 す る 。  
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 　 ｖ ｉ ｉ ｉ ． 免 疫 リ ポ ソ ー ム  
　 ま た 、 こ こ に 開 示 す る 抗 体 は 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム と し て 調 製 し て も よ い 。 抗 体 を 含 む リ ポ
ソ ー ム は 、 Epstein等 , Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang等 , Proc.
 natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及 び 米 国 特 許 第 4,485,045号 及 び 第 4,544,545
号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 で 調 製 さ れ る 。 向 上 し た 循 環 時 間 を 持 つ
リ ポ ソ ー ム は 、 米 国 特 許 第 5,013,556号 に 開 示 さ れ て い る 。  
　 特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び Ｐ Ｅ Ｇ -誘 導 ホ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｇ -Ｐ Ｅ ） を 含 む 脂 質 組 成 物 で の 逆 相 蒸 発 法 に よ っ
て 生 成 さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 所 定 サ イ ズ の 孔 の フ ィ ル タ ー を 通 し て 押 し 出 さ れ 、 所 望 の
径 を 有 す る リ ポ ソ ー ム が 生 成 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '断 片 は 、 Martin等 , J. Biol
. Chem. 257: 286-288 (1982)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 介 し て
リ ポ ソ ー ム に 複 合 さ れ 得 る 。 化 学 治 療 薬 （ ド キ ソ ル ビ シ ン 等 ） は 、 場 合 に よ っ て は リ ポ ソ
ー ム 内 に 包 含 さ れ る 。 Gabizon等 , J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参 照 。
 
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 　 ｉ ｘ ． 抗 体 の 製 薬 組 成 物  
　 こ こ で 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 並 び に 上 記 に 開 示 し た
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 同 定 さ れ た 他 の 分 子 は 、 上 記 及 び 下 記 に 記 し た 種 々 の 疾 患 の 治
療 の た め に 、 製 薬 組 成 物 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 で あ り 、 全 抗 体 が 阻 害 剤 と し て 用 い ら れ る 場 合 、 内 在 化 抗
体 が 好 ま し い 。 し か し 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 又 は リ ポ ソ ー ム も 抗 体 、 又 は 抗 体 断 片 を 細 胞 に
導 入 す る の に 使 用 で き る 。 抗 体 断 片 が 用 い ら れ る 場 合 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 結 合 ド メ イ ン に
特 異 的 に 結 合 す る 最 小 阻 害 断 片 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗 体 の 可 変 領 域 配 列 に 基 づ い て 、 標
的 タ ン パ ク 質 配 列 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し た ペ プ チ ド 分 子 が 設 計 で き る 。 こ の よ う な ペ プ
チ ド は 、 化 学 的 に 合 成 で き 、 及 び ／ 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 成 で き る 。 例 え ば 、
Marasco等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)を 参 照 。  
　 こ こ で の 製 剤 は 、 治 療 す べ き 特 定 の 徴 候 に 必 要 な 場 合 に １ 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま し く
は 互 い に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い 相 補 的 活 性 を 持 つ も の も 含 ん で よ い 。 あ る い は 、 又 は そ れ に
加 え て 、 組 成 物 は 、 細 胞 毒 性 薬 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 成 長 阻 害 剤 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の
分 子 は 、 適 切 に は 、 意 図 す る 目 的 に 有 効 な 量 の 組 み 合 わ せ で 存 在 す る 。  
　 ま た 、 活 性 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ
た マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 例 え ば 、 各 々 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン -マ イ ク ロ
カ プ セ ル 及 び ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ） マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 コ ロ イ ド 状 薬 物 送 達 系 （
例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 小 球 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 及 び ナ ノ カ プ セ
ル ） 中 、 又 は マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 中 に 包 括 さ れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 技 術 は 、 Reming
ton's Pharmaceutical Science, 上 掲 に 開 示 さ れ て い る 。  
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 無 菌 で な け ら ば な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し
た 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。  
　 持 続 放 出 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 持 続 放 出 製 剤 の 好 適 な 例 は 、 抗 体 を 含 有 す る 固 体 疎 水
性 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 こ の マ ト リ ク ス は 成 形 さ れ た 物 品 、 例 え ば フ ィ ル
ム 、 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 状 で あ る 。 持 続 放 出 性 マ ト リ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル ヒ
ド ロ ゲ ル （ 例 え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )又 は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ
ー ル ） ） 、 ポ リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 ） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 及 び γ -エ チ ル -Ｌ
-グ ル タ メ ー ト の コ ポ リ マ ー 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 LUPRON DEPOT(商 品 名 )（ 乳
酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー と 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド の 注 射 可 能 な 小 球 ） な ど の 分 解 性 乳 酸 -
グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 ポ リ -(Ｄ )-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 を 含 む 。 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ
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ル 及 び 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー は 分 子 を １ ０ ０ 日 に 渡 っ て 放 出 す る こ と が で き
る が 、 あ る 種 の ヒ ド ロ ゲ ル は よ り 短 時 間 で タ ン パ ク 質 を 放 出 し て し ま う 。 カ プ セ ル 化 さ れ
た 抗 体 が 身 体 内 に 長 時 間 残 る と 、 そ れ ら は ３ ７ ℃ の 水 分 に 露 出 さ れ る こ と に よ り 変 性 又 は
凝 集 し 、 そ の 結 果 、 生 物 学 的 活 性 の 低 下 及 び 起 こ り う る 免 疫 原 性 の 変 化 を も た ら す 。 合 理
的 な 方 法 は 、 含 ま れ る 機 構 に 依 存 す る 安 定 化 に つ い て 工 夫 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 凝
集 機 構 が チ オ － ジ ス ル フ ィ ド 交 換 を 通 し た 分 子 間 Ｓ － Ｓ 結 合 形 成 で あ る と 発 見 さ れ た 場 合
、 安 定 化 は ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 の 修 飾 、 酸 性 溶 液 か ら の 凍 結 乾 燥 、 水 分 含 有 量 の 制 御 、 適
切 な 添 加 剤 の 付 加 、 及 び 特 異 的 ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 の 開 発 に よ っ て 達 成 さ れ う る 。
 
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 　 ｘ ． 抗 体 を 使 用 す る 治 療 方 法  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 上 述 し た 種 々 の 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 病 の 治
療 に 使 用 で き る こ と が 予 期 さ れ て い る 。  
　 抗 体 は 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に 、 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 ボ ー ラ ス と し て 又 は 所 定
時 間 に 渡 る 連 続 注 入 に よ る 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 、 腹 膜 内 、 脳 脊 髄 内 、 皮 下 、 関 節 間 、 滑 膜
内 、 鞘 内 、 経 口 、 局 所 、 又 は 吸 入 経 路 な ど に よ り 投 与 さ れ る 。 抗 体 の 静 脈 内 投 与 が 好 ま し
い 。  
　 他 の 治 療 的 養 生 法 を 例 え ば 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 例 え ば 、 抗 体 で
癌 の 治 療 を す る 場 合 は 、 こ の よ う な 抗 体 で 治 療 さ れ る 患 者 は 放 射 線 治 療 を 受 け て も よ い 。
あ る い は 、 又 は そ れ に 加 え て 、 患 者 に 化 学 治 療 薬 を 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う な 化 学 治 療
薬 の 調 製 法 及 び 用 量 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 さ れ る か 、 熟 練 し た 実 務
者 に よ り 経 験 的 に 決 定 さ れ る 。 そ の よ う な 化 学 治 療 に 対 す る 調 製 法 及 び 用 量 ス ケ ジ ュ ー ル
は ま た Chemotherapy Service M.C. Perry編 , (Williams &amp; Wilkins, Baltimore, MD,
 1992)に も 記 載 さ れ て い る 。 化 学 治 療 薬 は 、 抗 体 の 投 与 に 先 立 っ て 、 又 は 続 い て 投 与 し て
も よ く 、 あ る い は そ れ ら と 同 時 に 投 与 し て も よ い 。 抗 体 は 、 タ モ キ シ フ ェ ン 又 は EVISTＴ
Ｍ 等 の 抗 エ ス ト ロ ゲ ン 化 合 物 又 は オ ナ プ リ ス ト ン な ど の 抗 プ ロ ゲ ス テ ロ ン （ EP 616812参
照 ） の 、 そ れ ら の 分 子 に つ い て 知 ら れ た 用 量 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。  
　 ま た 、 抗 体 を 癌 の 治 療 に 使 用 す る 場 合 、 他 の 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 抗 体 、 例 え ば 一 又 は
複 数 の Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ３ 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ４ 、 又 は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー に 結 合
す る 抗 体 を 投 与 す る こ と も 好 ま し い 。 ま た 、 上 述 し た 薬 剤 も 含 む 。 抗 体 は 適 切 に 連 続 投 与
さ れ る か 、 又 は 、 放 射 活 性 物 質 の 照 射 又 は 投 与 を 含 ん で も 含 ま な く て も 、 放 射 線 学 的 治 療
と 組 合 せ ら れ る 。 あ る い は 、 又 は そ れ に 加 え て 、 こ こ で 開 示 さ れ て お り 、 同 じ か 、 又 は 二
又 は そ れ 以 上 の 異 な る 抗 原 に 対 し て 結 合 す る 二 又 は そ れ 以 上 の 抗 体 を 、 患 者 に 同 時 投 与 し
て も よ い 。 と き ど き は 、 患 者 に 一 又 は 複 数 の サ イ ト カ イ ン を 投 与 す る こ と も 有 利 で あ る 。
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ こ の 抗 体 は 、 成 長 阻 害 剤 と 同 時 投 与 さ れ る 。 例 え ば 、 ま ず 成 長
阻 害 剤 を 投 与 し 、 続 い て 本 発 明 の 抗 体 を 投 与 す る 。 し か し な が ら 、 同 時 投 与 、 又 は 本 発 明
の 抗 癌 剤 を 最 初 に 投 与 す る こ と も 考 え ら れ る 。 成 長 阻 害 剤 に つ い て の 適 切 な 用 量 は 現 在 用
い ら れ て い る 量 で あ る が 、 成 長 阻 害 剤 と こ の 抗 体 と の 組 み 合 わ せ （ 相 乗 ） 効 果 に よ り 減 少
さ せ 得 る 。  
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 一 実 施 態 様 に お い て 、 腫 瘍 の 血 管 新 生 は 、 組 合 せ 治 療 に お い て 攻 撃 さ れ る 。 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 及 び 他 の 抗 体 (例 え ば 抗 -Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ )は 、 例 え ば 腫 瘍 又 は 転 移 病 巣 の 壊 死
が み ら れ る よ う に 決 定 さ れ た 治 療 的 有 効 量 で 、 腫 瘍 を 有 す る 患 者 に 投 与 さ れ る 。 こ の 治 療
は 、 好 ま し い 効 果 が 観 察 さ れ る か 、 又 は 腫 瘍 又 は 任 意 の 転 移 病 巣 の 痕 跡 が な く な る ま で 続
け ら れ る 。 つ い で 、 Ｔ Ｎ Ｆ を 、 補 助 剤 、 例 え ば ア ル フ ァ -、 ベ ー タ -又 は ガ ン マ -イ ン タ ー
フ ェ ロ ン 、 抗 -Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 、 ヘ レ グ リ ン (heregulin)、 抗 ヘ レ グ リ ン 抗 体 、 Ｄ -因 子 、 イ
ン タ ー ロ イ キ ン -１ (Ｉ Ｌ -１ )、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -２ (Ｉ Ｌ -２ )、 顆 粒 球 -マ ク ロ フ ァ ー ジ
コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (Ｇ Ｍ -Ｃ Ｓ Ｆ )、 又 は 腫 瘍 中 の 微 細 血 管 凝 固 促 進 剤 、 例 え ば 抗 -プ ロ テ イ
ン Ｃ 抗 体 、 抗 -プ ロ テ イ ン Ｓ 抗 体 、 又 は Ｃ ４ ｂ 結 合 プ ロ テ イ ン (1991年 2月 21日 公 開 の WO91/
01753)。  
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　 補 助 剤 は そ の 有 効 性 に 応 じ て 変 わ り 、 便 宜 的 な 方 式 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る マ ト リ ク ス
に よ り 、 腫 瘍 に お け る 影 響 力 と 比 較 す る こ と が 望 ま し い 。 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 及
び Ｔ Ｎ Ｆ の 投 与 は 、 所 望 す る 臨 床 効 果 が 達 成 さ れ る ま で 繰 り 返 さ れ る 。 ま た 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ 、 場 合 に よ っ て は 補 助 剤 と 共 に 投 与 さ れ る 。 固 形 腫 瘍 が 、 四
肢 又 は 一 般 的 な 循 環 器 か ら の 単 離 が 可 能 な 他 の 位 置 で 見 出 さ れ る 例 で は 、 こ こ に 記 載 さ れ
る 治 療 薬 は 単 離 さ れ た 腫 瘍 又 は 器 官 に 投 与 さ れ る 。 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ 又 は Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 抗 -Ｆ Ｇ Ｆ 又 は 抗 -Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 中 和 剤 は 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド 抗 体 と 共 に 患 者 に 投 与 さ れ る 。 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を 用 い た 治 療 は 、 好 ま し
く は 傷 の 治 癒 又 は 所 望 す る 新 血 管 新 生 の 期 間 中 は 中 止 す る 。  
【 ０ ２ １ ０ 】
　 心 臓 血 管 、 内 皮 及 び 血 管 形 成 疾 患 の 予 防 又 は 治 療 の た め の 、 こ こ で の 抗 体 の 適 切 な 用 量
は 、 上 記 で 定 義 し た よ う な 治 療 さ れ る 疾 患 の 型 、 疾 患 の 重 篤 さ 及 び 経 過 、 防 止 又 は 治 療 目
的 で 薬 剤 が 投 与 さ れ る か 否 か 、 従 前 の 治 療 、 患 者 の 臨 床 履 歴 及 び 抗 体 に 対 す る 反 応 、 及 び
主 治 医 の 裁 量 に よ る 。 抗 体 は 、 適 切 に は 患 者 に 一 回 又 は 一 連 の 治 療 に 渡 っ て 適 切 に 投 与 さ
れ る 。  
　 例 え ば 、 疾 患 の 型 及 び 重 篤 さ に 応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ か ら ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ （ 例 え ば 、
０ ． １ － ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） の 抗 体 が 、 例 え ば 、 １ 又 は そ れ 以 上 の 別 々 の 投 与 あ る い は 連 続
注 入 の い ず れ に し て も 、 患 者 に 投 与 す る た め の 最 初 の 候 補 用 量 で あ る 。 典 型 的 な １ 日 の 用
量 は 、 上 記 の 要 因 に 応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 又 は そ れ 以 上 で あ ろ う
。 数 日 以 上 に 渡 る 繰 り 返 し 投 与 の た め に は 、 状 態 に 応 じ て 、 疾 患 の 徴 候 に 所 望 の 抑 制 が 現
れ る ま で 治 療 が 続 け ら れ る 。 し か し な が ら 、 他 の 用 量 計 画 が 有 用 で あ る こ と も あ る 。 こ の
治 療 の 進 行 は 、 従 来 の 技 術 及 び ア ッ セ イ 、 例 え ば Ｘ 線 腫 瘍 イ メ ー ジ ン グ に よ っ て 容 易 に 監
視 さ れ る 。  
【 ０ ２ １ １ 】
　 　 ｘ ｉ ． 製 造 品  
　 ま た 、 抗 体 を 収 容 す る 容 器 と ラ ベ ル を も 具 備 す る 製 造 品 も 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 製 造
品 は 上 述 し て お り 、 こ こ で 活 性 剤 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 で あ る 。  
　 　 ｘ ｉ ｉ ． 抗 体 を 使 用 す る 腫 瘍 の 診 断 及 び 予 知  
　 抗 体 が 使 用 さ れ る 徴 候 が 癌 で あ る 場 合 、 或 る 種 の 腫 瘍 で 過 剰 発 現 さ れ る 成 長 レ セ プ タ ー
等 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 は 候 補 薬 剤 又 は 腫 瘍 （ 例 え ば 、 癌 ） 治 療 の 優 れ た 標 的 で あ る が 、
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ タ ン パ ク 質 は 腫 瘍 の 診 断 及 び 予 知 に お け る さ ら な る 用 途 が 見 出
さ れ て い る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 向 け ら れ る 抗 体 は 腫 瘍 の 診 断 及 び 予 知
に 使 用 す る こ と が で き る 。  
　 例 え ば 、 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 遺 伝 子
の 発 現 の 定 性 的 又 は 定 量 的 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 、
例 え ば 蛍 光 標 識 を 備 え 、 結 合 は 光 学 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 フ ル オ ロ メ ト リ ー 、
又 は こ の 分 野 で 知 ら れ た 他 の 技 術 に よ っ て 監 視 で き る 。 こ の よ う な 結 合 ア ッ セ イ は 、 実 質
的 に 上 述 の よ う に 実 施 さ れ る 。  
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 抗 体 の イ ン サ イ ツ 検 出 は 、 例 え ば 、 免 疫 蛍 光 又 は 免 疫 電
子 顕 微 鏡 に よ っ て 実 施 で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 組 織 学 的 試 料 を 患 者 か ら 取 り 出 し 、 好
ま し く は 生 物 学 的 試 料 に 抗 体 を 被 せ る こ と に よ り 、 標 識 抗 体 を そ れ に 適 用 す る 。 こ の 手 法
は ま た 、 試 験 さ れ る 組 織 に お け る マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 の 分 布 も 決 定 で き る よ う に す る 。 当
業 者 に は 、 イ ン サ イ ツ 検 出 の た め に 広 範 な 組 織 学 的 方 法 が 容 易 に 利 用 で き る こ と は 明 ら か
で あ ろ う 。  
【 ０ ２ １ ２ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 す る た め に の み 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 決 し て 限
定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。  
　 本 明 細 書 で 引 用 し た 全 て の 特 許 及 び 文 献 の 開 示 の 全 体 を 、 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込
む 。  
（ 実 施 例 ）  
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　 実 施 例 で 言 及 さ れ て い る 市 販 試 薬 は 、 特 に 示 さ な い 限 り は 製 造 者 の 使 用 説 明 に 従 い 使 用
し た 。 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 に よ り 以 下 の 実 施 例 及 び 明 細 書 全 体 を 通 し て 特 定 さ れ て い る 細 胞
の 供 給 源 は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 、 マ ナ ッ サ ス 、 Ｖ Ａ で あ る 。
特 に 記 さ な い 限 り 、 本 発 明 は 上 記 及 び 以 下 の 教 科 書 に 記 載 さ れ た も の の よ う な 組 換 え Ｄ Ｎ
Ａ 技 術 の 標 準 的 な 手 法 を 用 い た ： 上 掲 の Sambrook等 ; Ausubel等 , Current Protocols in 
Molecular Biology（ Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 198
9） ; Innis等 , PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications（ Academic Press
, Inc.; N.Y.., 1990); Harlow等 , Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Har
bor Press: Cold Spring Harbor 1988); Gait, Oligonucleotide synthesis（ IRL Press,
 Oxford, 1984） ; Freshney, Animal Cell Culture, 1987; Coligan等 , Current Protoco
ls in Immunology, 1991。  
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ １ ３ 】
新 規 な ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 す る た め の 細 胞 外 ド メ イ ン 相 同
性 ス ク リ ー ニ ン グ  
　 Swiss-Prot公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら の 約 ９ ５ ０ の 既 知 の 分 泌 タ ン パ ク 質 か ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） 配 列 （ も し あ れ ば 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 、 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス の
検 索 に 使 用 し た 。 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス は 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 Dayhoff、 GenBank
） 及 び 企 業 の デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo 
Alto, CA） を 含 む 。 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST-2（ Altschul等 , Me
thods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 、 Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 配 列 の Ｅ Ｓ Ｔ
配 列 の ６ フ レ ー ム 翻 訳 と の 比 較 と し て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLAST
ス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ P
hil Green, University of Washington, Seattle, WA） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ
配 列 を 構 築 し た 。  
　 こ の 細 胞 外 ド メ イ ン 相 同 性 ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い て 、 phrapを 用 い て 他 の 同 定 さ れ た Ｅ
Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 さ ら に 、 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 、 し ば し ば （ 常 に で は な い ） BLAST又 は BLAST-2及 び phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル
を 用 い て 伸 長 し 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 上 で 議 論 し た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限
り 伸 長 さ せ た 。  
【 ０ ２ １ ４ 】
　 上 記 の よ う に 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 次 い で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成
し 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 用 い る た め に 使 用
し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で
あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る た め に 設 計 さ れ る 。 プ ロ
ー ブ 配 列 は 、 典 型 的 に ４ ０ － ５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 幾 つ か の 場 合 に は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 が
約 １ － １ ． ５ ｋ ｂ ｐ よ り 大 き い と き に 付 加 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ る 。 全 長 ク
ロ ー ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ
Ａ を 、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology, の よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ
マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 次 い で 、 プ ロ ー
ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い て 対 象 と す る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク
ロ ー ン の 単 離 す る の に 使 用 し た 。  
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離 に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ は 、 Invitrogen, San Diego, CA
か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 作 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ
部 位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 平 滑 末 端 で Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー に 結 合
さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で お よ そ の サ イ ズ 分 類 し 、 そ し て 適 切 な ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ
Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 ） に 、 独 特 の Ｘ
ｈ ｏ Ｉ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て 、 所 定 の 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。  
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【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ １ ５ 】
ア ミ ラ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 １ ． オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 調 製  
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 対 象 と す る ヒ ト 組 織 か ら 、 Invitrogen, San Diego, CAか ら の 試 薬 及 び プ ロ
ト コ ー ル を 用 い て 単 離 し た （ Fast Track 2） 。 こ の Ｒ Ｎ Ａ を 、 Life Technologies, Gaith
ersburg, MD (Super Script Plasmid System)か ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ ー ル を 用 い る ベ ク
タ ー ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ に お け る オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ ム し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に
お い て 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は １ ０ ０ ０ ｂ ｐ を 越 え る サ イ ズ 分 類 し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 結 合
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ を 、 ｓ ｐ ６
転 写 開 始 部 位 、 そ れ に 続 く Ｓ ｆ ｉ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 、 さ ら に Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ニ ン グ 部 位 を 持 つ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。  
　 ２ ． ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 調 製  
　 一 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ５ ’ 末 端 を 好 ま し く 表 現 す る た め に 二 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を
作 成 し た 。 Ｓ ｐ ６ Ｒ Ｎ Ａ を （ 上 記 の ） 一 次 ラ イ ブ ラ リ か ら 生 成 し 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ を 、 ベ ク タ
ー ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ に お け る Life Technologies (上 で 参 照 し た Super Script Plasmid
 System)か ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ ー ル を 用 い た ラ ン ダ ム プ ラ イ ム し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
の 生 成 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に お い て 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ５ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ に サ イ ズ
分 類 し 、 平 滑 末 端 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ ア ダ プ タ ー に 結 合 さ せ 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 で 切 断 し 、 そ し て Ｓ ｆ
ｉ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ニ ン グ 部 位 の 前 に 酵 母 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ 、 及 び ク ロ ー ニ ン グ 部
位 の 後 に マ ウ ス ア ミ ラ ー ゼ 配 列 （ 分 泌 シ グ ナ ル を 持 た な い 成 熟 配 列 ） に 次 い で 酵 母 ア ル コ
ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 転 写 終 結 区 を 有 す る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で あ る 。 即 ち 、 ア ミ ラ ー
ゼ 配 列 で フ レ ー ム に 融 合 す る こ の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 適 当 に 形 質
移 入 さ れ た 酵 母 コ ロ ニ ー か ら の ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 を 導 く で あ ろ う 。  
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ３ ． 形 質 転 換 及 び 検 出  
　 上 記 ２ パ ラ グ ラ フ に 記 載 し た ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 氷 上 で 冷 却 し 、 そ れ に エ レ ク ト
ロ コ ン ピ テ ン ト Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ 細 菌 （ Life Technoligies、 ２ ０ ｍ ｌ ） を 添 加 し た 。 細 菌 及 び
ベ ク タ ー の 混 合 物 は 、 次 い で 製 造 者 に 推 奨 さ れ て い る よ う に 電 気 穿 孔 し た 。 次 い で 、 Ｓ Ｏ
Ｃ 培 地 （ Life Technplogies、 １ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、 こ の 混 合 物 を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 形 質 転 換 体 は 、 次 い で ア ン ピ シ リ ン を 含 む ２ ０ 標 準 １ ５ ０ ｍ ｍ Ｌ Ｂ プ レ ー
ト に 蒔 き 、 １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ ３ ７ ℃ ） 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー を プ レ ー ト か ら
廃 棄 し 、 細 菌 ペ レ ッ ト か ら 標 準 的 な 方 法 、 例 え ば Ｃ ｓ Ｃ ｌ -勾 配 を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し
た 。 精 製 Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 い で 以 下 の 酵 母 プ ロ ト コ ー ル に の せ た 。  
　 酵 母 方 法 は ３ つ の 範 疇 に 分 け ら れ る ： （ １ ） 酵 母 の プ ラ ス ミ ド ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ベ ク タ ー
で の 形 質 転 換 ； （ ２ ） ア ミ ラ ー ゼ を 分 泌 す る 酵 母 ク ロ ー ン の 検 出 及 び 単 離 ； 及 び （ ３ ） 酵
母 コ ロ ニ ー か ら 直 接 的 な 挿 入 物 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 及 び 配 列 決 定 及 び さ ら な る 分 析 の た め の Ｄ Ｎ
Ａ の 精 製 。  
　 用 い た 酵 母 菌 株 は Ｈ Ｄ ５ ６ -５ Ａ （ ATCC-90785） で あ っ た 。 こ の 株 は 以 下 の 遺 伝 子 型 ：
Ｍ Ａ Ｔ ア ル フ ァ 、 ｕ ｒ ａ ３ -５ ２ 、 ｌ ｅ ｕ ２ -３ 、 ｌ ｅ ｕ ２ -１ １ ２ 、 ｈ ｉ ｓ ３ -１ １ 、 ｈ ｉ
ｓ ３ -１ ５ 、 Ｍ Ａ Ｌ ＋ 、 Ｓ Ｕ Ｃ ＋ 、 Ｇ Ａ Ｌ ＋ を 有 す る 。 好 ま し く は 、 不 完 全 な 翻 訳 後 経 路
を 持 つ 酵 母 変 異 体 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 ｓ ｅ ｃ ７ １ 、 ｓ ｅ ｃ ７ ２
、 ｓ ｅ ｃ ６ ２ に 転 位 不 全 対 立 遺 伝 子 を 持 つ が 、 切 断 さ れ た ｓ ｅ ｃ ７ １ が 最 も 好 ま し い 。 あ
る い は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 正 常 な 操 作 を 阻 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ
チ ド 及 び ／ 又 は リ ガ ン ド を 含 む ） 、 こ の 翻 訳 後 経 路 に 含 ま れ る 他 の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、
Ｓ Ｅ Ｃ ６ １ ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ７ ２ ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ６ ２ ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ６ ３ ｐ 、 Ｔ Ｄ Ｊ １ ｐ 又 は Ｓ Ｓ Ａ １ ｐ
-４ ｐ ） 又 は こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 複 合 体 形 成 も 、 ア ミ ラ ー ゼ 発 現 酵 母 と 組 み 合 わ せ て 好
ま し く 用 い ら れ る 。  
【 ０ ２ １ ７ 】
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　 形 質 転 換 は 、 Gietz等 , Nucl. Acid. Res., 20: 1425 (1992)に 概 略 が 記 さ れ た プ ロ ト コ
ー ル に 基 づ い て 実 施 さ れ た 。 形 質 転 換 細 胞 は 、 次 い で 寒 天 か ら Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ 複 合 培 地 ブ ロ ス （
１ ０ ０ ｍ ｌ ） に 播 種 し 、 ３ ０ ℃ で 終 夜 成 長 さ せ た 。 Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ ブ ロ ス は 、 Kaiser等 , Method
s in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, p. 207 (1
994)に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た 。 終 夜 培 地 は 、 次 い で 新 鮮 な Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ ブ ロ ス （ ５ ０
０ ｍ ｌ ） 中 に お よ そ ２ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ （ 約 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． １ ） に 希 釈 し 、 １ ｘ １ ０
７ 細 胞 ／ ｍ ｌ （ 約 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． ４ － ０ ． ５ ） ま で 再 成 長 さ せ た 。  
　 次 い で 細 胞 を 収 穫 し 、 5,000rpmで ５ 分 間 の Sorval GS3 ロ ー タ ー の Ｇ Ｓ ３ ロ ー タ ー ボ ト
ル に 移 し 、 上 清 を 捨 て 、 次 い で 無 菌 水 に 再 懸 濁 す る こ と に よ り 形 質 転 換 の た め に 調 製 し 、
そ し て ５ ０ ｍ ｌ の フ ァ ル コ ン 管 内 で 、 Beckman GS-6KR遠 心 機 に お い て 3,500rpmで 再 度 遠 心
分 離 し た 。 上 清 を 捨 て 、 細 胞 を Ｌ ｉ Ａ ｃ ／ Ｔ Ｅ （ 10ml, 10mMの ト リ ス -HCl, 1mMの EDTA　 p
H7.5, 100mMの Ｌ ｉ ２ Ｏ Ｏ Ｃ Ｃ Ｈ ３ ） で 続 け て 洗 浄 し 、 Ｌ ｉ Ａ ｃ ／ Ｔ Ｅ （ 2.5ml） 中 に 再 懸
濁 さ せ た 。  
　 形 質 転 換 は 、 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 、 調 製 し た 細 胞 （ 100μ l） を 新 鮮 な 変 性 一 本 鎖 サ ケ
精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ Lofstrand Labs, Gaitherburg, MD） 及 び 形 質 転 換 Ｄ Ｎ Ａ （ 1μ g. vol.＜ 10
μ l） と 混 合 す る こ と に よ り 起 こ し た 。 混 合 物 は ボ ル テ ッ ク ス に よ り 簡 単 に 混 合 し 、 次 い
で 40%Ｐ Ｅ Ｇ ／ Ｔ Ｅ （ 600μ l, 40%の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -４ ０ ０ ０ , 10mMの ト リ ス -HC
l, 1mMの EDTA, 100mMの Li2OOCCH3, pH 7.5） を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 緩 く 撹 拌 し 、 ３ ０
℃ で 撹 拌 し な が ら ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 細 胞 に ４ ２ ℃ で １ ５ 分 間 熱 衝 撃 を
与 え 、 反 応 容 器 を ミ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 12,000rpmで 5-10秒 間 遠 心 分 離 し 、 デ カ ン ト 及 び Ｔ
Ｅ （ 500μ l, 10mMの ト リ ス -HCl, 1mMの EDTA pH 7.5） へ の 再 懸 濁 に 次 い で 遠 心 分 離 し た 。
次 い で 、 細 胞 を Ｔ Ｅ （ 1ml） 中 に 希 釈 し 、 ア リ コ ー ト （ 200μ l） を 150mm成 長 プ レ ー ト （ Ｖ
Ｗ Ｒ ） に 予 め 調 製 し た 選 択 培 地 に 拡 げ た 。  
【 ０ ２ １ ８ 】
　 あ る い は 、 複 数 の 少 量 反 応 で は な く 、 形 質 転 換 を １ 回 の 大 規 模 反 応 で 実 施 し た が 、 試 薬
の 量 は し か る べ く ス ケ ー ル ア ッ プ し た 。  
　 用 い た 選 択 培 地 は 、 Kaiser等 , Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor pres
s, Cold Spring Harbor, NY, p. 208-210 (1994)に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た ウ ラ シ
ル を 欠 く 合 成 完 全 デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 （ Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ ） で あ っ た 。 形 質 転 換 体 は ３ ０ ℃
で ２ － ３ 日 成 長 さ せ た 。  
　 ア ミ ラ ー ゼ を 分 泌 す る コ ロ ニ ー の 検 出 は 、 選 択 成 長 培 地 に お け る 赤 色 デ ン プ ン の 包 含 に
よ り 実 施 し た 。 Biely等 , Anal. Biochem., 172: 176-179 (1988)に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ
て 、 デ ン プ ン を 赤 色 染 料 （ 反 応 性  Red-120, Sigma） に 結 合 さ せ た 。 結 合 し た デ ン プ ン を
Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ 寒 天 プ レ ー ト に 最 終 濃 度 0.15%（ w/v） で 導 入 し 、 リ ン 酸 カ リ ウ ム で ｐ Ｈ ７
． ０ に 緩 衝 し た （ 最 終 濃 度 50-100mM） 。  
　 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー を 拾 っ て 新 鮮 な 選 択 培 地 （ 150mmプ レ ー ト ） に 画 線 し 、 良 好 に 単 離
さ れ 同 定 可 能 な 単 一 コ ロ ニ ー を 得 た 。 ア ミ ラ ー ゼ 分 泌 に つ い て ポ ジ テ ィ ブ な 良 好 に 単 離 さ
れ た コ ロ ニ ー は 、 緩 衝 Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ 寒 天 へ の 赤 色 団 分 の 直 接 導 入 に よ り 検 出 し た 。 ポ ジ
テ ィ ブ コ ロ ニ ー は 、 デ ン プ ン を 分 解 し て 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー の 周 囲 に 直 接 目 視 で き る 暈
を 形 成 す る 能 力 に よ り 決 定 し た 。  
【 ０ ２ １ ９ 】
　 ４ ． Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離  
　 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー が 単 離 さ れ た 場 合 、 そ の 一 部 を 楊 枝 で 拾 い 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に
お い て 無 菌 水 （ 30μ l） に 希 釈 し た 。 こ の 時 点 で 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー は 凍 結 し て 次 の 分
析 の た め に 保 存 す る か 、 即 座 に 増 幅 す る か の い ず れ か で あ る 。 細 胞 の ア リ コ ー ト （ 5μ l）
を 、 0.5μ lの Klentaq（ Clontech, Palo Alto, CA） ; 4.0μ lの 10mM dNTP（ Perkin Elmer-
Cetus） ; 2.5μ lの Kentaqバ ッ フ ァ ー (Clontech); 0.25μ lの 正 方 向 オ リ ゴ １ ； 0.25μ lの
逆 方 向 オ リ ゴ ２ ； 12.5μ lの 蒸 留 水 を 含 有 す る 25μ l容 量 に お け る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の テ ン プ レ ー
ト と し て 使 用 し た 。 正 方 向 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド １ の 配 列 は ：  
　 5'- TGTAAAACGACGGCCAGTTAAATAGACCTGCAATTATTAATCT-3' 
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（ 配 列 番 号 ： １ ） で あ っ た 。  
逆 方 向 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ２ の 配 列 は ：  
　 5'-CAGGAAACAGCTATGACCACCTGCACACCTGCAAATCCATT-3' 
（ 配 列 番 号 ： 2） で あ っ た 。  
　 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ は 以 下 の 通 り 実 施 し た ：  
　 ａ ． 　 　 　 　 　 　 　 　 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、  5分 間  
　 ｂ ． 次 の ３ サ イ ク ル ： 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間  
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  59℃ 、 30秒 間  
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間  
　 ｃ ． 次 の ３ サ イ ク ル ： 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間  
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  57℃ 、 30秒 間  
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間  
　 ｄ ． 次 の ２ ５ サ イ ク ル ： 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間  
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  55℃ 、 30秒 間  
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間  
　 ｅ ． 　 　 　 　 　 　 　 　 　 保 持 　 　 　 　 　  4℃  
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 下 線 を 施 し た 領 域 は 、 各 々 Ａ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ア ミ ラ ー ゼ 領 域 に ア ニ ー リ ン グ
さ れ 、 挿 入 物 が 存 在 し な い 場 合 は ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ か ら の ３ ０ ７ ｂ ｐ 領 域 を
増 幅 す る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 の 最 初 の １ ８ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 配 列 プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ 部 位 を 含 ん で い た 。 即 ち 、 空 の ベ ク タ ー か ら の Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 の 全 生 成 物 は ３ ４ ３ ｂ ｐ で あ っ た 。 し か し な が ら 、 シ グ ナ ル 配 列 融 合 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、
か な り 長 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も た ら し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ に 続 い て 、 反 応 の ア リ コ ー ト （ 5μ l） を 、 上 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た よ う に
1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で ト リ ス -ボ レ ー ト -Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ Ｔ Ｂ Ｅ ） 緩 衝 系 を 用 い た ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電 気 泳 動 に よ り 試 験 し た 。 ４ ０ ０ ｂ ｐ よ り 大 き な 単 一 で 強 い Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を も た ら す ク ロ
ー ン を 、 96 Qiaquick PCR 清 浄 化 カ ラ ム （ Qiagen Inc., Chatsworth, CA） で の 精 製 の 後
に Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り さ ら に 分 析 し た 。  
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ２ １ 】
シ グ ナ ル ア ル ゴ リ ズ ム 分 析 を 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド -コ ー ド 化 核 酸 配 列 は 、 ジ ェ ネ ン テ ク ， イ ン ク （ South San Francis
co, CA） に よ っ て 開 発 さ れ た 独 自 の 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 公 的 （ 例 え ば 、 GenBank）
及 び ／ 又 は 私 的 （ LIFESEQ(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA）
デ ー タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ｓ 並 び に 集 団 化 及 び 構 築 さ れ た Ｅ Ｓ Ｔ 断 片 に 適 用 す る こ と に よ
り 同 定 し た 。 シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 考 慮 し て い る 配 列 又 は 配 列 断 片 の ５ '-末 端 の
第 １ の 、 場 合 に よ っ て は 第 ２ の メ チ オ ニ ン コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ
ド の 文 字 に 基 づ く 分 泌 シ グ ナ ル ス コ ア を 計 算 す る 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ に 続 く ヌ ク レ オ チ ド は 、
停 止 コ ド ン を 持 た な い 少 な く と も ３ ５ の 不 明 瞭 で な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し な け れ ば な ら な
い 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ が 必 要 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る 場 合 、 第 ２ の も の は 試 験 し な い 。 何 れ も 要 件
を 満 た さ な い 場 合 、 候 補 配 列 に ス コ ア を つ け な か っ た 。 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 が 真 正 の シ グ ナ ル 配 列
を 含 む か 否 か を 決 定 す る た め に 、 Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配
列 を 、 分 泌 シ グ ナ ル に 関 連 す る こ と が 知 ら れ た ７ つ の セ ン サ ー （ 評 価 パ ラ メ ー タ ） の 組 を
用 い て ス コ ア を つ け た 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 多 く の ポ リ ペ プ チ ド -コ ー ド 化
核 酸 配 列 の 同 定 が な さ れ た 。  
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ２ ２ ２ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ６ ５ と 命 名 す る 。 Ｄ
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Ｎ Ａ ２ ８ ７ ６ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン
を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 及 び 逆 ） の 対 を 合 成 し た ：  
２ ８ ７ ６ ５ .ｆ （ Ｏ Ｌ Ｉ ６ ４ ４ ） ：  
5'-GGATCTCGAGAACAGCTACTCC-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ）  
２ ８ ７ ６ ５ .ｒ （ Ｏ Ｌ Ｉ ６ ４ ５ ） ：  
5'-TCGTCCACGTTGTCGTCACATG-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ）  
さ ら に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ６ ５ 配
列 か ら 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 っ て い た ：  
２ ８ ７ ６ ５ .ｐ （ Ｏ Ｌ Ｉ ６ ４ ３ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-AAATCTGTGAATTGAGTGCCATGGACCTGTTGCGGACGGCCCTTGCTT-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ １ ６ － １ １ ６ １
[図 １ 、 配 列 番 号 ： ３ ]の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら
れ た 。  
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ １ ６ － １ １ ６ １ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 １ （ 配 列 番 号 ： ３ ） に 示 す 。 ク
ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ １ ６ － １ １ ６ １ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ
ク レ オ チ ド 位 置 ３ ８ － ４ ０ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ２ ０ ７ －
２ ２ ０ ９ の 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ７ ２ ３ ア ミ ノ 酸
長 で あ る 。 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ ポ リ ペ プ
チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ の シ グ
ナ ル 配 列 ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ ４ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ６ ６ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ４ ７ ７ ～
約 ア ミ ノ 酸 ４ ８ １ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ６ ６ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ６ ４ の ｃ Ａ
Ｍ Ｐ -及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ -依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ～ か ら 約 ア ミ
ノ 酸 ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ 、 約 ア ミ ノ
酸 ９ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ９ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ２ ～ 約
ア ミ ノ 酸 ２ ６ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸
２ ８ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ６ 、
約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ４ 、 約 ア ミ ノ
酸 ３ ７ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ １ ２
～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ １ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ６ ７ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ８ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ６ ８ ３ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ６ ８ ９ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ６ ９ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ ０ １ の N-ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ
ノ 酸 ３ ４ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ ２ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸
４ ５ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ７ ０ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び ア ス パ ラ ギ ン ヒ ド ロ キ シ ル 化 部 位 ； 約 ア
ミ ノ 酸 ５ ５ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ６ ３ の 原 核 生 物 膜 リ ポ タ ン パ ク 脂 質 結 合 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ
酸 ２ ４ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ４
～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ １ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ４ ０ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ７
９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ ０ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ １ ７ の Ｅ Ｇ Ｆ -様 ド メ イ ン シ ス テ イ ン パ タ ー ン シ グ
ネ ー チ ャ ー 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ １ ６ － １ １ ６ １ は １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 ２ ８ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ １ ９ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｆ ａ ｓ ｔ Ａ 配 列 ア ラ イ ン メ ン
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ト 分 析 法 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ は デ ル タ -１ マ ウ ス タ ン パ ク 質 と ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配
列 同 一 性 を 示 す 。  
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ２ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(登 録 商 標 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 検 索 し 、 Ｔ Ｉ Ｅ リ ガ ン ド フ ァ ミ リ ー と 相 同 性 を 示 す Ｅ Ｓ Ｔ を 同
定 し た 。  
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ イ の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７
８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Invi
trogen, San Diego, CA か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ て 形 成 し た 。
ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ
タ ー の 平 滑 末 端 で 結 合 さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 当 に サ イ ズ 分 割 を し 、
定 ま っ た 方 向 で 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は 、
Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持 た な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253:1278-1280
 (1991)を 参 照 さ れ た い ） に 独 特 の Ｘ ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー ン 化 し た 。  
　 上 述 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ
ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０ － １ ０
０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 典 型 的 に は ４ ０ － ５
５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に
、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 掲 の Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biolog
yに 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い で ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い た 興 味
あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン の 単 離 に 使 用 し た 。  
　 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 以 下 の 通 り ：  
Ｎ Ｌ ８ .５ -１ ：  
5'-ACGTAGTTCCAGTATGGTGTGAGCAGCAACTGGA-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ）  
Ｎ Ｌ ８ .３ -１ ：  
5'-AGTCCAGCCTCCACCCTCCAGTTGCT-3'（ 配 列 番 号 ： １ １ ）  
Ｎ Ｌ ８ .３ -１ ２  
5'-CCCCAGTCCTCCAGGAGAACCAGCA-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ）  
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 全 長 ク ロ ー ン ［ Ｄ Ｎ Ａ ２ ３ ３ ３ ９ － １ １ ３ ０ ］ が 同 定 さ れ 、 そ れ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ １ ８ － １ ２ ０ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ
し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ５ ２ ８ － １ ５ ３ ０ に 停 止 コ ド ン を 持 つ （ 図 ３ 、 配 列 番 号 ： ８ ） 。
予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ７ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ５ １ ,６ ９ ４ ダ ル ト ン の 算
定 分 子 量 及 び 約 ８ ． ８ ６ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ４ （ 配 列 番 号 ： ９ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ
Ｏ １ ７ ８ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ４ に 示 す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在
が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記
の 通 り で あ る 。 図 ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が
明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ ～
約 ア ミ ノ 酸 ６ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ９ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ
ノ 酸 ９ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ １ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ -及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ -依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸
化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ ８ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ
ノ 酸 １ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ８ ７ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ９ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ７
、 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ５ 、 約 ア ミ
ノ 酸 １ ８ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５
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３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ ５ ～ 約 ア
ミ ノ 酸 ４ ５ １ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ５ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ５ ９ の N-ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア
ミ ノ 酸 ３ ４ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ３ の 細 胞 接 着 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４
３ １ の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン ベ ー タ 及 び ガ ン マ 鎖 Ｃ -末 端 ド メ イ ン シ グ ネ ー チ ャ ー 。 ク ロ ー ン
Ｄ Ｎ Ａ ２ ３ ３ ３ ９ － １ １ ３ ０ は １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ８ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄
託 番 号 ２ ０ ９ ２ ８ ２ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ４ （ 配 列 番 号 ： ９ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｆ ａ ｓ ｔ Ａ 配 列 ア ラ イ ン メ ン
ト 分 析 法 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ （ こ こ で Ｎ Ｌ ８ と 命 名 す る ） は Ｔ Ｉ Ｅ ２ レ セ プ タ ー の
リ ガ ン ド １ 及 び リ ガ ン ド ２ の 両 方 と ２ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 す 。 Ｔ Ｉ Ｅ ２ レ セ プ
タ ー の リ ガ ン ド １ 及 び リ ガ ン ド ２ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ に 対 し て 各 々 ６ ４ ％ 同 一 及 び ４ ０ － ４
３ ％ 同 一 で あ る 。 「 Ｔ Ｉ Ｅ 」 と い う 略 語 は 、 「 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 含 有 Ｉ ｇ 及 び Ｅ Ｇ Ｆ 相 同
ド メ イ ン (tyrosine kinase containing Ig and EGF homology domains)」 の 頭 文 字 を 表 し
、 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 類 の 新 た な フ ァ ミ リ ー を 指 す の に 作 ら れ た 。  
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ２ ６ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う な ア ミ ラ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 単 離 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ
配 列 は 、 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 、 ア ン ギ オ ポ エ チ ン (angiopoietin)タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 配 列 相 同 性 を 有 す る こ と が わ か っ た 。 こ の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ０ ２ ８ 及 び ／ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ２ ５ ２ ５ ０ と 命 名 す る 。 配 列 相 同
性 に 基 づ い て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ０ ２ ８ 分 子 の 配 列 か ら プ ロ ー ブ を 調 製 し 、 実 施 例 ２ の パ ラ グ ラ
フ １ に 記 載 し た よ う に 調 製 し た ヒ ト 胎 児 肝 臓 ラ イ ブ ラ リ （ LIB6） の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用
し た 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ で あ り （ ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い
ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 ） 、 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ サ イ ズ カ ッ ト は ２ ８ ０ ０ ｂ ｐ 未 満 で あ っ た 。  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。  
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 全 長 ク ロ ー ン ［ Ｄ Ｎ Ａ １ ６ ４ ５ １ － １ ３ ８ ８ ］ が 同 定 さ れ 、 そ れ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ７ － ３ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ４ １ ７ － １ ４ １ ９ に 停 止 シ グ ナ ル を 持 つ （ 図 ５ 、 配 列 番 号 ： １ ３ ） 。
予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ６ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ５ ３ ,６ ３ ７ ダ ル ト ン の 算
定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ６ １ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ６ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） に 示 し た 全 長 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ７ ９ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ６ に 示 す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存
在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上
記 の 通 り で あ る 。 図 ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在
が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３
～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ６ ～ 約 ア ミ ノ
酸 ３ ０ ０ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ １ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ
酸 １ ０ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ８ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ -及 び ｃ
Ｇ Ｍ Ｐ -依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ １
の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３
５ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ８ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ３ の N-ミ リ ス ト イ ル 化
部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ２ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４
９ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー ン 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ６ ４ ５ １ － １ ３ ８ ８ は １ ９ ９ ８ 年 ４ 月
１ ４ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ７ ７ ６ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ６ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ れ
が ア ン ギ オ ポ エ チ ン フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 と 有 意 な 類 似 性 を 有 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９
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が 新 規 な ア ン ギ オ ポ エ チ ン フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 よ り 詳 細 に
は 、 Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ ハ ゛ ー シ ゛ ョ ン 35.45 Swiss Prot 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ７ ９ と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： AF004326_1, P_R94605,
 HSU83508_1, P_R94603, P_R94317, AF025818_1, HSY16132_1, P_R65760, I37391及 び HUM
RSC192_1。  
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ２ ２ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 Incyte, Inc.か ら の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） の ヒ ト 結 腸 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ （ LIFESEQ(
商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） に お け る 相 同 配 列 の 検 索 に 、 イ ン シ
ュ リ ン フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の メ ン バ ー で あ る リ ラ キ シ ン の 核 酸 配 列 を 用 い た 。 ２ つ の
Ｅ Ｓ Ｔ 、 Incyte 番 号 INC2328985及 び INC778319が 得 ら れ 、 各 々 リ ラ キ シ ン 核 酸 配 列 の 領 域
に 約 ４ ０ ％ の 相 同 性 を 持 ち 、 イ ン シ ュ リ ン -様 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｉ Ｌ Ｐ ） の 遺 伝 子 内 の 配 列
を 表 現 し て い る 。  
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ は 、 Clontech Laboratories, Inc. Palo Alto, CA, カ タ ロ グ 番 号 6
537-1か ら 得 た ヒ ト 子 宮 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 構 築 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ の 全 長 核 酸 配 列 は 、 上 記 の
プ ラ ス ミ ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 Incyte, Inc.か ら の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列
（ Incyte EST INC2328985及 び EST INC778319） に 基 づ い て 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
用 い た コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 得 た 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Invitrogen, San Diego, CA 
か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ て 形 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部
位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー の 平 滑 末 端 で 結 合 さ
せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 当 に サ イ ズ 分 割 を し 、 定 ま っ た 方 向 で 適 当 な ク
ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持 た な い
ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253:1278-1280 (1991)を 参 照 さ れ た い
） に 独 特 の Ｘ ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー ン 化 し た 。  
　 上 述 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ
ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合 成 し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向
Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０
－ １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 典 型 的 に は ４
０ － ５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る
た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 掲 の Ausubel等 , Current Protocols in Molecular 
Biologyに 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い
で ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
た 興 味 あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン の 単 離 に 使 用 し た 。  
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 用 い た プ ラ イ マ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 以 下 の 通 り ：  
5'-CACATTCAGTCCTCAGCAAAATGAA-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ）  
5'-GAGAATAAAAACAGAGTGAAAATGGAGCCCTTCATTTTGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ８ ）  
5'-CTCAGCTTGCTGAGCTTGAGGGA-3'（ 配 列 番 号 ： １ ９ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン ［ Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ５ － １ ０ ９ １ ］ が 同 定 さ れ 、 そ れ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ９ － ４ １ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ４ ４ ４ － ４ ４ ６ に 停 止 シ グ ナ ル を 持 つ （ 図 ７ 、 配 列 番 号 ： １ ５ ） 。 予 測
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ ３ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 １ ５ ,３ １ ９ ダ ル ト ン の 算 定 分
子 量 及 び 約 ７ ． ３ ９ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ８ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ８ ２ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ８ に 示 す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が
明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の
通 り で あ る 。 図 ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明
ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ７ ～
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約 ア ミ ノ 酸 １ １ １ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ -及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ -依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約
ア ミ ノ 酸 ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ９ ６ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 １ ０ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ １ の N-ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ
ノ 酸 １ ２ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ６ の イ ン シ ュ リ ン フ ァ ミ リ ー シ グ ネ ー チ ャ ー 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ
Ａ ２ ７ ８ ６ ５ － １ ０ ９ １ は １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 ２ ３ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番
号 ２ ０ ９ ２ ９ ６ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ８ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） に 示 し た 全 長 配 列 の （ ALIGNコ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い た
） Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｆ ａ ｓ ｔ Ａ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 法 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ は 公 知
の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 と 相 同 性 だ が 明 ら か に 相 違 し て お り 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ ポ リ ペ プ チ
ド は イ ン シ ュ リ ン フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の 新 た な メ ン バ ー を 構 成 す る 。  
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ２ ３ ０ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(登 録 商 標 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 検 索 し 、 ア ン ド ロ ゲ ン 誘 導 成 長 因 子 と し て も 知 ら れ る 線 維 芽 細
胞 成 長 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ -８ ） と 相 同 性 を 示 す Ｅ Ｓ Ｔ （ 番 号 IN843193） を 同 定 し た 。  
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ イ の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Invi
trogen, San Diego, CA か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ て 形 成 し た 。
ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ
タ ー の 平 滑 末 端 で 結 合 さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 当 に サ イ ズ 分 割 を し 、
定 ま っ た 方 向 で 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は 、
Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持 た な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253:1278-1280
 (1991)を 参 照 さ れ た い ） に 独 特 の Ｘ ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー ン 化 し た 。  
　 上 述 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ
ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合 成 し た 。 正 方 向 及 び 逆 方
向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば し ば 約 １ ０
０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 典 型 的 に は
４ ０ － ５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す
る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 掲 の Ausubel等 , Current Protocols in Molecula
r Biologyに 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次
い で ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用
い た 興 味 あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン の 単 離 に 使 用 し た 。  
　 種 々 の 組 織 供 給 源 か ら の 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で の
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た ：  
Ｉ Ｎ ８ ４ ３ １ ９ ３ .ｆ （ Ｏ Ｌ Ｉ ３ １ ５ ） ：  
5'-CAGTACGTGAGGGACCAGGGCGCCATGA-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ）  
Ｉ Ｎ ８ ４ ３ １ ９ ３ .ｒ （ Ｏ Ｌ Ｉ ３ １ ７ ） ：  
5'-CCGGTGACCTGCACGTGCTTGCCA-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ３ ）  
　 次 い で 、 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 と 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い
て Ｆ Ｇ Ｆ -８ 相 同 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を
用 い た ：  
Ｉ Ｎ ８ ４ ３ １ ９ ３ .ｐ （ Ｏ Ｌ Ｉ ３ １ ６ ） ：  
5'-GCGGATCTGCCGCCTGCTCANCTGGTCGGTCATGGCGCCCT-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ４ ）  
【 ０ ２ ３ １ 】
　 全 長 ク ロ ー ン ［ Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ － １ １ ５ ５ ］ が 同 定 さ れ 、 そ れ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ６ － ２ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ ４ １ － ６ ４ ３ に 停 止 コ ド ン を 持 つ （ 図 ９ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ） 。 予 測 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ０ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ２ ３ ,６ ６ ９ ダ ル ト ン の 算 定 分 子
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量 及 び 約 １ ０ ． ７ ５ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ
Ｏ １ ８ ７ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 １ ０ に 示 す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存
在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上
記 の 通 り で あ る 。 図 １ ０ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存
在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ９
～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ０ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ；
約 ア ミ ノ 酸 ６ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ４ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ -及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ -依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ
ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ８ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ８ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ７ の
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ６ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ８ ～
約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ４ の N-ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ２ の ア ミ ド 化
部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ８ の Ｈ Ｂ Ｇ Ｆ ／ Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー シ グ ネ ー
チ ャ ー 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ － １ １ ５ ５ は １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄
託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ７ ５ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ） に 示 し た 全 長 配 列 の （ ALIGNコ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い
た ） Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｆ ａ ｓ ｔ Ａ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 法 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ は 、
ヒ ト 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ ア ン ド ロ ゲ ン 誘 導 成 長 因 子 ） と ７ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を
示 す 。  
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ２ ３ ２ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(登 録 商 標 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 検 索 し 、 Ｔ Ｉ Ｅ リ ガ ン ド フ ァ ミ リ ー と 相 同 性 を 示 す Ｅ Ｓ Ｔ を 同
定 し た 。 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ イ の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 し た 。 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー
は 、 Invitrogen, San Diego, CA か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ て 形
成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー
ゼ ア ダ プ タ ー の 平 滑 末 端 で 結 合 さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 当 に サ イ ズ 分
割 を し 、 定 ま っ た 方 向 で 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ
５ Ｂ は 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持 た な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253:1
278-1280 (1991)を 参 照 さ れ た い ） に 独 特 の Ｘ ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー ン
化 し た 。  
　 上 述 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ
ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０ － １ ０
０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 典 型 的 に は ４ ０ － ５
５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に
、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 掲 の Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biolog
yに 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い で ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い た 興 味
あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン の 単 離 に 使 用 し た 。  
　 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 以 下 の 通 り ：  
Ｎ Ｌ ５ .５ -１ ：  
5'-CAGGTTATCCCAGAGATTTAATGCCACCA-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ７ ）  
Ｎ Ｌ ５ .３ -１ ：  
5'-TTGGTGGGAGAAGTTGCCAGATCAGGTGGTGGCA-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ８ ）  
Ｎ Ｌ ５ .３ -１ ２  
5'-TTCACACCATAACTGCATTGGTCCA-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ９ ）  
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 全 長 ク ロ ー ン ［ Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ４ ９ ７ － １ １ ３ ０ ］ が 同 定 さ れ 、 そ れ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー
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デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ４ ４ ９ － ４ ５ １ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ
し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ９ ２ ２ － １ ９ ２ ４ に 停 止 シ グ ナ ル を 持 つ （ 図 １ １ 、 配 列 番 号 ： ２
５ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ９ １ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ５ ６ ,７ ２ ０ ダ ル ト
ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ８ ． ５ ６ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 １ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ） に 示 し
た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 １ ２ に 示 す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド
メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は
、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 １ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り
、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約
ア ミ ノ 酸 １ ６ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ の Ｎ -グ リ コ
シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ４ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ -及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ -依 存 性 プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ０ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３
８ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ６ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸
７ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ８ 、 約
ア ミ ノ 酸 ３ ４ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ０ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ０ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸
４ ６ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ７ ３ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ７ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ８ ７ の N-ミ リ ス ト イ ル
化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ５ ３ の フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン ベ ー タ 及 び ガ ン マ
鎖 Ｃ -末 端 ド メ イ ン シ グ ネ ー チ ャ ー 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ４ ９ ７ － １ １ ５ ５ は １ ９ ９ ７ 年
９ 月 １ ８ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ２ ７ ９ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 １ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ６ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｆ ａ ｓ ｔ Ａ 配 列 ア ラ イ ン
メ ン ト 分 析 法 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ （ こ こ で Ｎ Ｌ ５ と 命 名 す る ） は Ｔ Ｉ Ｅ ２ レ セ プ タ
ー の リ ガ ン ド １ 及 び リ ガ ン ド ２ の 両 方 と ２ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 す 。 Ｔ Ｉ Ｅ ２ レ
セ プ タ ー の リ ガ ン ド １ 及 び リ ガ ン ド ２ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ に 対 し て 各 々 ６ ４ ％ 同 一 及 び ４ ０
－ ４ ３ ％ 同 一 で あ る 。 「 Ｔ Ｉ Ｅ 」 と い う 略 語 は 、 「 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 含 有 Ｉ ｇ 及 び Ｅ Ｇ Ｆ
相 同 ド メ イ ン (tyrosine kinase containing Ig and EGF homology domains)」 の 頭 文 字 を
表 し 、 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 類 の 新 た な フ ァ ミ リ ー を 指 す の に 作 ら れ た 。  
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ２ ３ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う な ア ミ ラ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 単 離 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ
配 列 は 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ ３ １ ９ ９ ＿ Ａ Ｂ Ｉ ２ と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ １ ３ １ ９ ９ ＿ Ａ Ｂ Ｉ ２ は
、 次 い で 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） を 含 む 種 々 の 発 現 タ グ 配 列 （ Ｅ Ｓ Ｔ ）
デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 性 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ
ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)
） を 用 い て 実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も
あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of W
ashington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 同
定 し た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ２ ２ ７ ７ ８ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ３ １ ９ ９ ＿ Ａ Ｂ Ｉ ２ 配 列 及 び Ｄ Ｎ Ａ ２ ２ ７ ７ ８ 配 列 に 基 づ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ロ ー ブ を 生 成 さ せ 、 上 記 実 施 例 ２ の パ ラ グ ラ フ １ に 記 載 し た よ う に 調 製 し た ヒ ト
胎 盤 ラ イ ブ ラ リ （ LIB89） を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 使 用 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は
ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ で あ り （ ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Ho
lmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 ） 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ サ イ ズ カ ッ ト は ２ ８ ０ ０ ｂ ｐ
未 満 で あ っ た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ２ ２ ７ ７ ８ .ｆ ） ：  
5'-ACAAGCTGAGCTGCTGTGACAG-3'（ 配 列 番 号 ： ３ ２ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ２ ２ ７ ７ ８ .ｒ ） ：  
5'-TGATTCTGGCAACCAAGATGGC-3'（ 配 列 番 号 ： ３ ３ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ２ ７ ７ ８ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ２ ２ ７ ７ ８ .ｐ ）  
5'-ATGGCCTTGGCCGGAGGTTCGGGGACCGCTTCGGCTGAAG-3'（ 配 列 番 号 ： ３ ４ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。  
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 全 長 ク ロ ー ン ［ Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４ ７ － １ ３ ９ ５ ］ が 同 定 さ れ 、 そ れ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ７ ０ － ７ ２ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ ３ ９ － １ ０ ４ １ に 停 止 シ グ ナ ル を 持 つ （ 図 １ ３ 、 配 列 番 号 ： ３ ０ ）
。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ２ ３ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ３ ６ ,２ ２ ３ ダ ル ト ン の
算 定 分 子 量 及 び 約 ５ ． ０ ６ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 １ ４ （ 配 列 番 号 ： ３ １ ） に 示 し た 全
長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 １ ４ に 示 す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ
ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お
よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 １ ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以
下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ
ノ 酸 ２ ４ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ２ の 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 約 ア ミ ノ 酸 ９ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ４ の Ｎ
-グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３
５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ８ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ２ の Ｎ -ミ リ
ス ト イ ル 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４ ７ － １ ３ ９ ５ は １ ９ ９ ８ 年 ４ 月 １ ４ 日 に Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ７ ７ ２ が 付 与 さ れ た 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 １ ４ ； 配 列 番 号 ： ３ １ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、
そ れ が 公 知 の タ ン パ ク 質 と 有 意 な 類 似 性 を 持 た な い こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し 、 Dayhof
fデ ー タ ベ ー ス （ ハ ゛ ー シ ゛ ョ ン 35.45 Swiss Prot 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ と 以
下 の Dayhoff配 列 と の 或 る 程 度 の 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： P_P91380, AF035118_1, HUMTR
OPCS_1, NUOD_SALTY及 び E70002。  
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ２ ３ ６ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 （ ジ ェ ネ ン テ ク が 独 自 に 開
発 し た Ｅ Ｓ Ｔ を 含 む ） に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 構 築 し た コ ン セ ン サ
ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す
る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て
使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-CACGCTGGTTTCTGCTTGGAG-3'（ 配 列 番 号 ： ３ ７ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-AGCTGGTGCACAGGGTGTCATG-3'（ 配 列 番 号 ： ３ ８ ）  
さ ら に 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-CCCAGGCACCTTCTCAGCCAGCCAGCAGCTCCAGCTCAGAGCAGTGCCAGCCC-3'（ 配 列 番 号 ： ３ ９ ）  
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ４ ２ － １ １ ３ ４
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[図 １ ５ 、 配 列 番 号 ： ３ ５ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ４ ２ － １ １ ３ ４ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 １ ５ （ 配 列 番 号 ： ３ ５ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ４ ２ － １ １ ３ ４ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ １ － １ ０ ３ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０
０ １ － １ ０ ０ ３ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ０ ０ ア
ミ ノ 酸 長 で あ る 。 図 １ ６ （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ 配 列 の 分 析 に よ り
、 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 １ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２
１ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ
酸 ２ ３ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ７ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部
位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ６ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ７ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ３ の ｃ Ａ
Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸
３ ７ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ２ 、 約 ア ミ ノ
酸 １ ７ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ６
～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ２ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ３ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部
位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ４ ２ － １ １ ３ ４ は １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ２ ５ ４ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 １ ６ （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ） に 示 し た 全 長 配 列 の BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析
に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ は Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ２ に 幾 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 し た （ ２ ８ ． ７
％ ） 。  
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ２ ３ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て Ｅ Ｇ Ｆ 様 相 同 体 を
コ ー ド す る コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ
２ ８ ７ ４ ４ と 命 名 す る 。 構 築 し た Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ４ ４ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２
１ ４ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ Ｏ Ｌ Ｉ ５ ５ ６ ） ：  
5'-ATTCTGCGTGAACACTGAGGGC-3'（ 配 列 番 号 ： ４ ２ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ Ｏ Ｌ Ｉ ５ ５ ７ ） ：  
5'-ATCTGCTTGTAGCCCTCGGCAC-3'（ 配 列 番 号 ： ４ ３ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ４ ４ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ Ｏ Ｌ Ｉ ５ ５ ５ ） ：  
5'-CCTGGCTATCAGCAGGTGGGCTCCAAGTGTCTCGATGTGGATGAGTGTGA-3'（ 配 列 番 号 ： ４ ４ ）  
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ６ － １ １ ９ １
[図 １ ７ 、 配 列 番 号 ： ４ ０ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ６ － １ １ ９ １ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 １ ７ （ 配 列 番 号 ： ４ ０ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ６ － １ １ ９ １ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
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ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ ３ － １ ０ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ３
６ ３ － １ ３ ６ ５ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ２ ０ ア
ミ ノ 酸 長 で あ る 。 図 １ ８ （ 配 列 番 号 ： ４ １ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ 配 列 の 分 析 に よ り
、 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 １ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２
１ ４ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ
酸 ２ ９ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ２ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約
ア ミ ノ 酸 ７ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ８ ３ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ９ の Ｎ -グ リ コ
シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ４ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 依 存 性 プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ３ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び
ア ス パ ラ ギ ン ヒ ド ロ キ シ ル 化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ３ の Ｅ Ｇ Ｆ 様
ド メ イ ン シ ス テ イ ン パ タ ー ン シ グ ネ ー チ ャ ー 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ６ － １ １ ９ １ は １
９ ９ ７ 年 １ ０ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ８ ５ が 付 与 さ れ
た 。 　 図 １ ８ （ 配 列 番 号 ： ４ １ ） に 示 し た 全 長 配 列 の BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
分 析 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ は Ｈ Ｔ タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は フ ィ ブ リ ン に ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 を 示 し た （ 各 々 ４ ９ ％ 及 び ３ ８ ％ ） 。  
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ２ ４ ０ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ６ ０ と 命 名 す る 。 構 築
し た Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ６ ０ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を
含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク
ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-AAAGACGCATCTGCGAGTGTCC-3'（ 配 列 番 号 ： ４ ７ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-TGCTGATTTCACACTGCTCTCCC-3'（ 配 列 番 号 ： ４ ８ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ６ ０ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-CCCACGATGTATGAATGGTGGACTTTGTGTGACTCCTGGTTTCTGCATC-3'（ 配 列 番 号 ： ４ ９ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ － １ １ ３ １
[図 １ ９ 、 配 列 番 号 ： ４ ５ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ４ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ － １ １ ３ １ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 １ ９ （ 配 列 番 号 ： ４ ５ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ － １ １ ３ １ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ４ ６ － １ ４ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ２
８ ３ － １ ２ ８ ５ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ７ ９ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ４ １ ,５ ２ ８ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ７ ． ９ ７ の 見 積 も り ｐ Ｉ を
持 つ 。 図 ２ ０ （ 配 列 番 号 ： ４ ６ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ２ ０ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ ポ リ ペ
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プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ８ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ２ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２
４ ９ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ８ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １
９ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ５ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ １
の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ３ の Ａ Ｔ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合
部 位 モ チ ー フ Ａ （ Ｐ -ｌ ｏ ｏ ｐ ） ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ０ 、 約 ア ミ ノ
酸 ２ ３ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ４
～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ６ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ８ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン シ ス テ
イ ン パ タ ー ン シ グ ネ ー チ ャ ー 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ － １ １ ３ １ は １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 １
６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ２ ５ ６ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ２ ０ （ 配 列 番 号 ： ４ ６ ） に 示 し た 全 長 配 列 の BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析
に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ は 新 規 な Ｅ Ｇ Ｆ 様 相 同 体 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。  
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ２ ４ ２ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ４ ５ と 命 名 す る 。 構 築
し た Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ４ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を
含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク
ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-AAGTTCCAGTGCCGCACCAGTGGC-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ２ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-TTGGTTCCACAGCCGAGCTCGTCG-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ３ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ４ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-GAGGAGGAGTGCAGGATTGAGCCATGTACCCAGAAAGGGCAATGCCCACC-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ４ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ２ ２ １ － １ １ ３ ３
[図 ２ １ 、 配 列 番 号 ： ５ ０ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ２ ２ １ － １ １ ３ ３ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ２ １ （ 配 列 番 号 ： ５ ０ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ２ ２ １ － １ １ ３ ３ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ３ － ３ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ７ ９ －
８ ８ １ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ８ ２ ア ミ ノ 酸 長
で あ り 、 約 ２ ８ ,９ ９ １ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ４ ． ６ ２ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図
２ ２ （ 配 列 番 号 ： ５ １ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら
れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ２ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ ポ リ ペ プ チ ド の
分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ の シ グ ナ ル ペ
プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ８ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ６ ～ 約
ア ミ ノ 酸 １ ３ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ９ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ３ ～ 約 ア ミ
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ノ 酸 ２ １ ７ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ～ 約
ア ミ ノ 酸 １ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ 、 約
ア ミ ノ 酸 １ １ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸
２ １ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ０ ～
約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ６ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ９ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位
； 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ５ の 原 核 生 物 膜 リ ポ タ ン パ ク 脂 質 結 合 部 位 ； 及 び 約 ア ミ
ノ 酸 １ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー ン 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ２ ２ １ － １
１ ３ ３ は １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ２ ６ ３ が
付 与 さ れ た 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ れ が 極 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 レ セ プ
タ ー 、 ア ポ リ ポ プ ロ テ イ ン Ｅ レ セ プ タ ー 及 び ニ ワ ト リ 卵 母 細 胞 レ セ プ タ ー Ｐ ９ ５ に 対 し て
相 同 性 を 持 つ こ と を 示 唆 し て い る 。 図 ２ ２ （ 配 列 番 号 ： ５ １ ） に 示 し た 全 長 配 列 の BLAST
及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ は こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 一
部 に 対 し て ２ ８ ％ ～ ４ ５ ％ の 範 囲 の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 持 ち 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 と の 全 体
的 な 同 一 性 は 約 ３ ３ ％ で あ る こ と が 示 さ れ た 。  
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ２ ４ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ３ ３ と 命 名 し 、 コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は 推 定 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ タ ン パ ク 質 と 幾 分 の 相 同 性 を 有 す る 。 構 築 し
た Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ３ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含
む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ
ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：  
5'-CCAACTACCAAAGCTGCTGGAGCC-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ７ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：  
5'-GCAGCTCTATTACCACGGGAAGGA-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ８ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-TCCTTCCCGTGGTAATAGAGCTGC-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ９ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ３ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-GGCAGAGAACCAGAGGCCGGAGGAGACTGCCTCTTTACAGCCAGG-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ０ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ４ ３ ４ － １ １ ３ ９
[図 ２ ３ 、 配 列 番 号 ： ５ ５ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ４ ３ ４ － １ １ ３ ９ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ２ ３ （ 配 列 番 号 ： ５ ５ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ４ ３ ４ － １ １ ３ ９ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ７ ３ － １ ７ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ４
５ ７ － １ ４ ５ ９ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ２ ８ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ４ ８ ,８ ８ ６ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ３ ９ の 見 積 も り ｐ Ｉ を
持 つ 。 図 ２ ４ （ 配 列 番 号 ： ５ ６ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
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要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ２ ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ２ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 依 存 性 プ
ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ８ の チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２
３ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ５ 、 約 ア
ミ ノ 酸 ２ ４ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ６ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ３ の Ｎ -ミ リ
ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ０ の ア ミ ド 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ０
～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー ン ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ５ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ５ の
ヒ ス チ ジ ン 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ シ グ ネ ー チ ャ ー 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ４ ３ ４ － １ １ ３ ９ は １
９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ２ ５ ２ が 付 与 さ れ た
。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ れ が ヒ ト 及 び ラ ッ ト 前 立 腺 の 酸 ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 前 駆 体 タ ン パ ク 質 と 、 各 々 ３ ０ ％ 及 び ３ １ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る こ と を
示 唆 し て い る 。  
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ ２ ４ ６ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ２ ７ と 命 名 す る 。 構 築
し た Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ２ ７ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を
含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ ５ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク
ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-TGGAATACCGCCTCCTGCAG-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ３ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-CTTCTGCCCTTTGGAGAAGATGGC-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ４ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ２ ７ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-GGACTCACTGGCCCAGGCCTTCAATATCACCAGCCAGGACGAT-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ５ ） 　 全 長 ク ロ ー
ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の
Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ
ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３
５ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 構 築 の た
め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ５ ８ － １ １ ６ ７
[図 ２ ５ 、 配 列 番 号 ： ６ １ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ ５ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ５ ８ － １ １ ６ ７ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ２ ５ （ 配 列 番 号 ： ６ １ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ５ ８ － １ １ ６ ７ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ ６ ７ － ６ ６ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ３
２ ３ － ２ ３ ２ ５ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ５ ５ ２ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ６ １ ,６ ７ ４ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ９ ５ の 見 積 も り ｐ Ｉ を
持 つ 。 図 ２ ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ２ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ ５ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ２ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ ５ ポ リ ペ
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プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ８ ６ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ０
～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ７ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ２ ２ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ５ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸
２ ２ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ３ ～
約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ ６ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ５ ０ ３ ～ 約 ア
ミ ノ 酸 ５ ０ ９ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ５ ８ － １ １ ６ ７ は １ ９ ９
７ 年 ９ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ７ ４ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ２ ６ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ ５ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ の 一 部 が ヒ ト 、 マ ウ ス
及 び ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル プ レ キ シ ン (plexin)タ ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 し 、 よ っ て Ｐ
Ｒ Ｏ ２ ３ ５ が 新 規 な プ レ キ シ ン タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。  
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ ２ ４ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ５ ４ と 命 名 し 、 当 該 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 と 幾 分 の 構 造 的
相 同 性 を 示 し た 。 構 築 し た Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ５ ４ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に
よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ の
全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-ATCGTTGTGAAGTTAGTGCCCC-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ８ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-ACCTGCGATATCCAACAGAATTG-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ９ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ５ ４ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-GGAAGAGGATACAGTCACTCTGGAAGTATTAGTGGCTCCAGCAGTTCC-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ０ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ８ － １ １ ４ １
[図 ２ ７ 、 配 列 番 号 ： ６ ６ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ８ － １ １ ４ １ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ２ ７ （ 配 列 番 号 ： ６ ６ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ８ － １ １ ４ １ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ９ － ９ １ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ ２ ５
－ １ ０ ２ ７ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ １ ２ ア ミ ノ
酸 長 で あ り 、 約 ３ ４ ,５ ５ ４ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ９ ． ３ ９ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ
。 図 ２ ８ （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な
ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与
え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ２ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ ポ リ ペ プ チ
ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ８ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ９ ８ ～
約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ６ ～ 約 ア ミ ノ
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酸 ２ ４ ０ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ １ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ
酸 １ ８ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ５
～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ３ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ５ ～ 約
ア ミ ノ 酸 ３ １ １ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ０ の
ア ミ ド 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ８ － １ １ ４ １ は １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ２ ６ ５ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ２ ８ （ 配 列 番 号 ： ６ ７ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ の
一 部 が ヒ ト ｃ -ｍ ｙ ｂ タ ン パ ク 質 と ６ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 し 、 よ っ て 膜 貫 通 タ ン パ
ク 質 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の 新 規 な メ ン バ ー で あ る こ と を 示 唆 し て い る
。  
【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ ２ ５ ０ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ４ ３ と 命 名 す る 。 構 築
し た Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ４ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を
含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク
ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-AAAGGTGCGTACCCAGCTGTGCC-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ３ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-TCCAGTCGGCAGAAGCGGTTCTGG-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ４ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ４ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-CCTGGTGCTGGATGGCTGTGGCTGCTGCCGGGTATGTGCACGGCGGCTGGG-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ５ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ４ ７ ３ － １ １ ７ ６
[図 ２ ９ 、 配 列 番 号 ： ７ １ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ５ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ４ ７ ３ － １ １ ７ ６ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ２ ９ （ 配 列 番 号 ： ７ １ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ４ ７ ３ － １ １ ７ ６ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ － １ ２ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ７ ６ ０ －
７ ６ ２ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ５ ０ ア ミ ノ 酸 長
で あ り 、 約 ２ ６ ,８ ２ ５ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ８ ． ３ ６ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図
３ ０ （ 配 列 番 号 ： ７ ２ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら
れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ３ ０ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ ポ リ ペ プ チ ド の
分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ の シ グ ナ ル ペ
プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ８
１ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ８ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ８ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸
１ ３ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ２ 、
約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ９ 、 及 び 約 ア
ミ ノ 酸 ２ ０ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ５ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ４ ９ ～ 約 ア ミ ノ

10

20

30

40

50

(121) JP 2006-6329 A 2006.1.12



酸 ６ ５ の イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 結 合 タ ン パ ク 質 シ グ ネ ー チ ャ ー ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ７ ～ 約
ア ミ ノ 酸 １ ２ ４ の ウ ィ ル ブ ラ ン ド C1ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ６ の ト
ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン １ 相 同 ブ ロ ッ ク ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ の Ｉ Ｇ Ｆ 結 合 タ
ン パ ク 質 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ４ ７ ３ － １ １ ７ ６ は １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 １ ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ９ １ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ３ ０ （ 配 列 番 号 ： ７ ２ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ の
一 部 が Ｃ Ｔ Ｇ Ｆ と 有 意 な 相 同 性 を 有 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ が 新 規 な 成 長 因 子 で あ る こ と
を 示 唆 し て い る 。  
【 実 施 例 １ ９ 】
【 ０ ２ ５ ２ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ７ ０ ５ と 命 名 す る 。 構 築
し た Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ７ ０ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を
含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク
ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：  
5'-TGGAAGGAGATGCGATGCCACCTG-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ８ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：  
5'-TGACCAGTGGGGAAGGACAG-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ９ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ３ ：  
5'-ACAGAGCAGAGGGTGCCTTG-3'（ 配 列 番 号 ： ８ ０ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：  
5'-TCAGGGACAAGTGGTGTCTCTCCC-3'（ 配 列 番 号 ： ８ １ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：  
5'-TCAGGGAAGGAGTGTGCAGTTCTG-3'（ 配 列 番 号 ： ８ ２ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ７ ０ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-ACAGCTCCCGATCTCAGTTACTTGCATCGCGGACGAAATCGGCGCTCGCT-3'（ 配 列 番 号 ： ８ ３ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ６ ０ － １ １ ８ ０
[図 ３ １ 、 配 列 番 号 ： ７ ６ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ６ ０ － １ １ ８ ０ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ３ １ （ 配 列 番 号 ： ７ ６ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ６ ０ － １ １ ８ ０ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ １ ４ － ３ １ ６ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ７
８ ４ － １ ７ ８ ６ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ９ ０ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ５ １ ,６ ３ ６ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ２ ９ の 見 積 も り ｐ Ｉ を
持 つ 。 図 ３ ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ７ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ３ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ７ ～ ア ミ ノ 酸 ４ １ ８ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ８
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９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ３ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ５ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部
位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ３ の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 接 着 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸
９ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ２ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ ８ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ
Ｐ 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ 、 約 ア ミ ノ
酸 ３ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ ９ ～ 約 ア ミ ノ
酸 ６ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ７ 、
約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ５ 、 約 ア ミ ノ
酸 ２ ６ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ４
～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ５ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ５ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ ３ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ４ ６ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ７ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ８ ３ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ
酸 ２ ６ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ４ の ア ス パ ラ ギ ン 及 び ア ス パ ラ ギ ン 酸 ヒ ド ロ キ シ ル 化 部 位 。 ク
ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ６ ０ － １ １ ８ ０ は １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 １ ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ９ ７ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ３ ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ７ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ の
一 部 が ヒ ト の ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン タ ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９
が 一 又 は 複 数 の ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン 様 ド メ イ ン を 有 す る こ と を 示 し て い る 。  
【 実 施 例 ２ ０ 】
【 ０ ２ ５ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ２ ８ と 命 名 す る 、 又 は
Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ を コ ー ド す る 延 長 し た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 構 築 し 、 そ れ は Ｉ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ
ン Ｃ -プ ロ テ イ ナ ー ゼ エ ン ハ ン サ ー タ ン パ ク 質 及 び Ｉ 型 プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｃ -プ ロ テ イ ナ ー ゼ
エ ン ハ ン サ ー タ ン パ ク 質 前 駆 体 に 対 し て 類 似 性 を 示 し た 。 構 築 し た Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ２ ８ コ ン
セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を
同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ
と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-CCGATTCATAGACCTCGAGAGT-3'（ 配 列 番 号 ： ８ ６ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-GTCAAGGAGTCCTCCACAATAC-3'（ 配 列 番 号 ： ８ ７ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ２ ８ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-GTGTACAATGGCCATGCCAATGGCCAGCGCATTGGCCGCTTCTGT-3'（ 配 列 番 号 ： ８ ８ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ９ ６ ９ － １ １ ８ ５
[図 ３ ３ 、 配 列 番 号 ： ８ ４ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ９ ６ ９ － １ １ ８ ５ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ３ ３ （ 配 列 番 号 ： ８ ４ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ９ ６ ９ － １ １ ８ ５ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ０ ７ － ３ ０ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ５
５ ２ － １ ５ ５ ４ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ １ ５ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ４ ５ ,７ １ ６ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ８ ． ８ ９ の 見 積 も り ｐ Ｉ を
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持 つ 。 図 ３ ４ （ 配 列 番 号 ： ８ ５ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ３ ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ５ ～ ア ミ ノ 酸 ３ ５ ９ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ
酸 １ ９ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ８ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ４ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ６ 、 約
ア ミ ノ 酸 １ １ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸
２ ８ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ９ ～
約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ６ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ０ ～ 約 ア
ミ ノ 酸 ３ ３ ６ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ２ の 細
胞 接 着 配 列 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ９ ６ ９ － １ １ ８ ５ は １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 １ ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ０ ０ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ３ ４ （ 配 列 番 号 ： ８ ５ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ れ
が 一 又 は 複 数 の プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｃ -プ ロ テ イ ナ ー ゼ エ ン ハ ン サ ー タ ン パ ク 質 前 駆 体 又 は プ
ロ コ ラ ー ゲ ン Ｃ -プ ロ テ イ ナ ー ゼ エ ン ハ ン サ ー タ ン パ ク 質 様 ド メ イ ン を 有 す る こ と を 示 唆
し て い る 。 全 長 配 列 の BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７
は 、 プ ロ コ ラ ー ゲ ン Ｃ -プ ロ テ イ ナ ー ゼ エ ン ハ ン サ ー タ ン パ ク 質 前 駆 体 及 び プ ロ コ ラ ー ゲ
ン Ｃ -プ ロ テ イ ナ ー ゼ エ ン ハ ン サ ー タ ン パ ク 質 と ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 す （ 各 々 、 ４ ７
％ 及 び ５ ４ ％ ） 。  
【 実 施 例 ２ １ 】
【 ０ ２ ５ ６ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ ３ ６ と 命 名 す る 。 構 築
し た Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ ３ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を
含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク
ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：  
5'-TCGCGGAGCTGTGTTCTGTTTCCC-3'（ 配 列 番 号 ： ９ １ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：  
5'-ACACCTGGTTCAAAGATGGG-3'（ 配 列 番 号 ： ９ ２ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：  
5'-TTGCCTTACTCAGGTGCTAC-3'（ 配 列 番 号 ： ９ ３ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：  
5'-TAGGAAGAGTTGCTGAAGGCACGG-3'（ 配 列 番 号 ： ９ ４ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：  
5'-ACTCAGCAGTGGTAGGAAAG-3'（ 配 列 番 号 ： ９ ５ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ ３ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-TGATCGCGATGGGGACAAAGGCGCAAGCTCGAGAGGAAACTGTTGTGCCT-3'（ 配 列 番 号 ： ９ ６ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ － １ ２ １ ６
[図 ３ ５ 、 配 列 番 号 ： ８ ９ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
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が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ － １ ２ １ ６ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ３ ５ （ 配 列 番 号 ： ８ ９ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ － １ ２ １ ６ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ５ ２ － ５ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ９ ４ ９ －
９ ５ １ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ９ ９ ア ミ ノ 酸 長
で あ り 、 約 ３ ２ ,５ ８ ３ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ８ ． ２ ９ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図
３ ６ （ 配 列 番 号 ： ９ ０ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら
れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ３ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド の
分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ の シ グ ナ ル ペ
プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ５ ～ ア ミ ノ 酸 ２ ５ ６ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ５ ～ 約 ア
ミ ノ 酸 １ ８ ９ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ４ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ
及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １
１ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ４ 、 約
ア ミ ノ 酸 ２ １ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ３ 、 及 び 約 ア ミ
ノ 酸 ２ ５ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ２ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ －
１ ２ １ ６ は １ ９ ９ ７ 年 １ １ 月 ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ３ ２
が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ３ ６ （ 配 列 番 号 ： ９ ０ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 配 列 の BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン
メ ン ト 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ が Ａ ３ ３ 抗 原 前 駆 体 （ ３ ０ ％ ） 及 び コ ク サ ッ キ ー 及 び ア デ ノ
ウ イ ル ス レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 （ ２ ９ ％ ） と ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 し た 。  
【 実 施 例 ２ ２ 】
【 ０ ２ ５ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ７ ５ と 命 名 す る 。 構 築
し た Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ７ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を
含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク
ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：  
5'-AGTTCTGGTCAGCCTATGTGCC-3'（ 配 列 番 号 ： ９ ９ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：  
5'-CGTGATGGTGTCTTTGTCCATGGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ０ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：  
5'-CTCCACCAATCCCGATGAACTTGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ １ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ８ ７ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-GAGCAGATTGACCTCATACGCCGCATGTGTGCCTCCTATTCTGAGCTGGA-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ２ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 組 織 （ LIB6） か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ９ ５ － １ ２ ２ ８
[図 ３ ７ 、 配 列 番 号 ： ９ ７ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列
が 得 ら れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ９ ５ 配 列 の 特 徴 付 け で 使 用 す る た め 及 び 他 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ９ ５ 配 列 か ら 以 下 の よ う な 付 加 的 プ ロ ー ブ を
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作 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-TGCTGCTGCTCCAGCCTGTAACC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ３ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-CTGGCCGTAGCTGAAATTGCGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ４ ）  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-ACTCAGTAGTCCCAGCACCCAGGGCCTGCAAGAGCAGGCACGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ５ ）  
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ９ ５ － １ ２ ２ ８ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ３ ７ （ 配 列 番 号 ： ９ ７ ） に 含 ま れ る
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ９ ５ － １ ２ ２ ８ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ １ ０ － １ １ ２ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ４
０ ９ － １ ４ １ １ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ３ ３ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ４ ７ ,７ ８ ７ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． １ １ の 見 積 も り ｐ Ｉ を
持 つ 。 図 ３ ８ （ 配 列 番 号 ： ９ ８ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ３ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ２ 、
約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ３ ～ ア ミ ノ 酸 １ ２ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸
２ ７ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ７ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ ８ 、
約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ０ 、 約 ア ミ ノ
酸 ２ ６ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ０ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３
８ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ５ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５
７ の 腎 臓 ジ ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ９ ５ － １ ２ ２ ８ は １ ９ ９ ７ 年 １
２ 月 １ ０ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ５ ２ ８ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ３ ８ （ 配 列 番 号 ： ９ ８ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 は 、 そ の 一
部 が 種 々 の ジ ペ プ チ ダ ー ゼ タ ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ
Ｏ ３ ２ ３ が 新 規 な ジ ペ プ チ ダ ー ゼ タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。  
【 実 施 例 ２ ３ 】
【 ０ ２ ６ ０ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 構 築 し た コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る
配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ の 全 長 コ ー ド 化 配
列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た
。 　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-GCCTTTGACAACCTTCAGTCACTAGTGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ８ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-CCCCATGTGTCCATGACTGTTCCC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ９ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-TACTGCCTCATGACCTCTTCACTCCCTTGCATCATCTTAGAGCGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ １ ０ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 脳 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ９ ８ １ － １ ２ ３ ４
[図 ３ ９ 、 配 列 番 号 ： １ ０ ６ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配
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列 が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ６ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ９ ８ １ － １ ２ ３ ４ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ３ ９ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ６ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ９ ８ １ － １ ２ ３ ４ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ １ ２ － ８ １ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２
７ ３ ２ － ２ ７ ３ ４ 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ６ ４ ０ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ７ １ ,９ ５ ０ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ７ ． １ ２ の 見 積 も り ｐ Ｉ を
持 つ 。 図 ４ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の
重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ
ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ４ ０ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ ポ リ
ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ の
シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ ２ ８ ～ ア ミ ノ 酸 ５ ４ ３ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ２
７ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ０ ～ 約
ア ミ ノ 酸 ３ ９ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸
４ １ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ ６ 、
約 ア ミ ノ 酸 ４ ８ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ９ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ６ ０ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ １ ０ の Ｎ -グ リ
コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ７ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 依 存 性 プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ４ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ７ ３ ～ 約 ア
ミ ノ 酸 ７ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９
７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ３ 、 約 ア
ミ ノ 酸 ３ ９ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４
３ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ ９ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ５ ３ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ３ ７ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化
部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ９ ８ １ － １ ２ ３ ４ は １ ９ ９ ７ 年 １ １ 月 ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ
れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ３ ９ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ４ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 は 、 そ の
一 部 が Ｌ Ｉ Ｇ -Ｉ タ ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １
が 新 規 な Ｌ Ｉ Ｇ -Ｉ 関 連 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。  
【 実 施 例 ２ ４ 】
【 ０ ２ ６ ２ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(登 録 商 標 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 検 索 し 、 Ｔ Ｉ Ｅ リ ガ ン ド フ ァ ミ リ ー と 相 同 性 を 示 す Ｅ Ｓ Ｔ （ #2
939340） を 同 定 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ を ク ロ ー ン 化 す る た め に 、 Clontech, Inc., (Palo Al
to, CA)か ら 購 入 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 カ タ ロ グ 番 号 #6528-1か ら 調 製 し た ヒ ト 胎 児 肺 ラ イ ブ ラ リ
を 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 し た 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ は 、 Invitrogen, San Diego, CA か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ て
形 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ
ー ゼ ア ダ プ タ ー の 平 滑 末 端 で 結 合 さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 当 に サ イ ズ
分 割 を し 、 定 ま っ た 方 向 で 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ
Ｋ ５ Ｂ は 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持 た な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253
:1278-1280 (1991)を 参 照 さ れ た い ） に 独 特 の Ｘ ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー
ン 化 し た 。  
　 上 述 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ
ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０ － １ ０
０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 典 型 的 に は ４ ０ － ５
５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に
、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 掲 の Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biolog
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yに 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い で ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い た 興 味
あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン の 単 離 に 使 用 し た 。  
　 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 以 下 の 通 り ：  
5'-TTCAGCACCAAGGACAAGGACAATGACAACT-3'（ 配 列 番 号 ： １ １ ３ ）  
5'-TGTGCACACTTGTCCAAGCAGTTGTCATTGTC-3'（ 配 列 番 号 ： １ １ ４ ）  
5'-GTAGTACACTCCATTGAGGTTGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ １ ５ ）  
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が 同 定 さ れ 、 全 体 が 配 列 決 定 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ７ ０ － １ １ ３ ０ －
Ｐ １ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ４ １ （ 配 列 番 号 ： １ １ １ ） に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４
７ ０ － １ １ ３ ０ － Ｐ １ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置
２ １ ５ － ２ １ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ２ ５ ３ － １ ２ ５ ５ に
停 止 コ ド ン を 持 つ （ 図 ４ １ 、 配 列 番 号 ： １ １ １ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ４
６ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ 反 を 図 ４ ２ （ 配 列 番 号 ： １ １ ２ ） に 示 す 。  
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 図 ４ ２ （ 配 列 番 号 ： １ １ ２ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ４ ２ に 示
す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ 配 列
（ 図 ４ ２ ； 配 列 番 号 ： １ １ ２ ） の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸
１ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸
２ ５ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ １ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部
位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ １ の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 接 着 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸
１ ７ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ０ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ -及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ -依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化
部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ２ 、 約
ア ミ ノ 酸 ２ ４ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸
２ ５ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ２ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ３ の N-ミ リ ス ト イ ル 化
部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ２ の 細 胞 接 着 部 位 。  
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ７ ０ － １ １ ３ ０ － Ｐ １ は １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 ２ ８ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄
託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ２ ２ が 付 与 さ れ た 。 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン は 、 こ こ に 提
供 す る 表 示 で は な く 実 際 の 正 し い 配 列 を 有 す る と 理 解 さ れ る 。  
　 図 ４ ２ （ 配 列 番 号 ： １ １ ２ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 法 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ ハ ゛ ー シ ゛ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ３ ５ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 と Ｔ Ｉ Ｅ -２ Ｌ １ （ ３ ２ ％ ） 及 び Ｔ Ｉ Ｅ -２ Ｌ ２ （ ３ ４ ％ ） の 両 方 と
の 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 が 示 さ れ た 。 「 Ｔ Ｉ Ｅ 」 と い う 略 語 は 、 「 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 含
有 Ｉ ｇ 及 び Ｅ Ｇ Ｆ 相 同 ド メ イ ン (tyrosine kinase containing Ig and EGF homology doma
ins)」 の 頭 文 字 を 表 し 、 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 類 の 新 た な フ ァ ミ リ ー を 指 す の に 作
ら れ た 。  
【 実 施 例 ２ ５ 】
【 ０ ２ ６ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(登 録 商 標 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 検 索 し 、 腫 瘍 壊 死 因 子 レ セ プ タ ー （ Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ） フ ァ ミ リ ー の ポ
リ ペ プ チ ド の メ ン バ ー と 相 同 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た Ｅ Ｓ Ｔ （ Incyte EST no.
 3003460） を 同 定 し た 。  
　 BLAST（ Altschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） 及 び 「 phrap」 （ P
hil Green, University of Washington, Seattle, Washington） の 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用
い て Incyte EST no. 3003460及 び 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築
し た 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で 「 <concen01>」 と 命 名 し 、 ま た こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ ８ ２
５ と も 呼 ぶ 。 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ ８ ２ ５ 及 び 「 <concen01>」 コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ３
６ ４ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ
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ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合 成 し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ か ら
３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え
る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 典 型 的 に は ４ ０ － ５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 全 長 ク ロ ー ン
に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上
掲 の Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biologyに 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い で ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い た 興 味 あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー
ン の 単 離 に 使 用 し た 。 　 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 以 下 の 通 り ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ４ ８ ２ ５ .ｆ １ ） ：  
5'-CACAGCACGGGGCGATGGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ １ ８ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ４ ８ ２ ５ .ｆ ２ ） ：  
5'-GCTCTGCGTTCTGCTCTG-3'（ 配 列 番 号 ： １ １ ９ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ４ ８ ２ ５ .Ｇ Ｉ Ｔ Ｒ .ｆ ） ：  
5'-GGCACAGCACGGGGCGATGGGCGCGTTT-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ０ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ４ ８ ２ ５ .ｒ １ ） ：  
5'-CTGGTCACTGCCACCTTCCTGCAC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ １ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ４ ８ ２ ５ .ｒ ２ ） ：  
5'-CGCTGACCCAGGCTGAG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ２ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ４ ８ ２ ５ .Ｇ Ｉ Ｔ Ｒ .ｒ ） ：  
5'-GAAGGTCCCCGAGGCACAGTCGATACA-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ３ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ ８ ２ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ４ ４ ８ ２ ５ .ｐ １ ） ：  
5'-GAGGAGTGCTGTTCCGAGTGGGACTGCATGTGTGTCCAGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ４ ）  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ４ ４ ８ ２ ５ .Ｇ Ｉ Ｔ Ｒ .ｐ ） ：  
5'-AGCCTGGGTCAGCGCCCCACCGGGGGTCCCGGGTGCGGCC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ５ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。  
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 小 腸 組 織 （ LIB231） か ら 単 離 し た 。 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Invitrogen, San Dieg
o, CA か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ て 形 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ
ｔ Ｉ 部 位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー の 平 滑 末 端 で
結 合 さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 当 に サ イ ズ 分 割 を し 、 定 ま っ た 方 向 で 適
当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ は 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持
た な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253:1278-1280 (1991)を 参 照 さ
れ た い ） に 独 特 の Ｘ ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー ン 化 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 が 与 え ら れ た ［ こ こ で 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ３ ６ ５ － １ ２ ０ ６ と 命 名 す る ］ 。 Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ３ ６ ５
－ １ ２ ０ ６ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ４ ３ （ 配 列 番 号 ： １ １ ６ ） に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ
４ ７ ３ ６ ５ － １ ２ ０ ６ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置
１ ２ １ － １ ２ ３ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ４ ４ － ８ ４ ６ に 停 止
コ ド ン を 持 つ （ 図 ４ ３ ； 配 列 番 号 ： １ １ ６ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ４ １ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ２ ６ ,０ ０ ０ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ３ ４ の 見 積 も り ｐ Ｉ を
持 つ 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ タ ン パ ク 質 を 図 ４ ４ （ 配 列 番 号 ： １ １ ７ ） に 示 す 。  
　 図 ４ ４ （ 配 列 番 号 ： １ １ ７ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ４ ４ に 示
す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 配 列
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（ 図 ４ ４ ； 配 列 番 号 ： １ １ ７ ） の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸
１ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ３ ～ ア ミ ノ 酸 １ ８ ３ の 膜 貫 通 ド
メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ０ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ ～
約 ア ミ ノ 酸 １ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ 、 約
ア ミ ノ 酸 ３ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ８ ～
約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ６ ～ 約 ア ミ ノ
酸 １ ６ ２ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ７ の 原 核 生 物 膜
タ ン パ ク 脂 質 結 合 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ３ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ
タ ー ン 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ３ ６ ５ － １ ２ ０ ６ は １ ９ ９ ７ 年 １ １ 月 ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託
さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ３ ６ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ４ ４ （ 配 列 番 号 ： １ １ ７ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 配 列 の 分 析 は 、 そ の 一 部 が 腫 瘍 壊
死 因 子 レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 よ っ て Ｐ
Ｒ Ｏ ３ ６ ４ が 腫 瘍 壊 死 因 子 レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の 新 規 な メ ン バ ー で あ る こ と を 示 し て い
る 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 詳 細 な 検 査 に よ り 、 Nocenti等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 6216-
6221 (1997)に 報 告 さ れ た マ ウ ス Ｇ Ｉ Ｔ Ｒ タ ン パ ク 質 と の 配 列 相 同 性 が 明 ら か に な っ た 。
従 っ て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ は Nocentini等 に 報 告 さ れ た マ ウ ス Ｇ Ｉ Ｔ Ｒ タ ン パ ク 質 の ヒ ト 対 応
物 を 代 表 す る 。  
【 実 施 例 ２ ６ 】
【 ０ ２ ６ ６ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 最 初 の コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 同 定 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ６ ２ ６ .i
nitと 命 名 し た 。 最 初 の コ ン セ ン サ ス 配 列 を BLAST及 び phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用 い て
延 長 さ せ 、 最 初 の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 上 述 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り 延 長
さ せ た 。 延 長 し た 構 築 配 列 を こ こ で <comsen01>と 命 名 す る 。 構 築 し た <concen01>Ｄ Ｎ Ａ コ
ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー
ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-TGGCTGCCCTGCAGTACCTCTACC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ８ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-CCCTGCAGGTCATTGGCAGCTAGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ９ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-AGGCACTGCCTGATGACACCTTCCGCGACCTGGGCAACCTCACAC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ３ ０ ）  
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 組 織 （ LIB228） か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ８ ４ － １ ３ １ ９
[図 ４ ５ 、 配 列 番 号 ： １ ２ ６ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配
列 が 得 ら れ た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ８ ４ － １ ３ １ ９ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ４ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ６ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ８ ４ － １ ３ １ ９ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
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、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ５ １ ４ － ５ １ ６ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １
９ ３ ３ － １ ９ ３ ５ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ７ ３
ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ５ ０ ,７ ０ ８ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ９ ． ２ ８ の 見 積 も り ｐ Ｉ
を 持 つ 。 図 ４ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々
の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ４ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ ポ
リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６
の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ５ ～ ア ミ ノ 酸 １ ５ ７ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー ン ；
約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ ０ の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 接 着 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ８ ２
～ 約 ア ミ ノ 酸 ８ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ７ ～ 約 ア ミ ノ
酸 ２ ４ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ７
の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ７ の フ ォ ン ・ ウ ィ ル ブ ラ ン
ド 因 子 C型 ド メ イ ン 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ８ ４ － １ ３ １ ９ は １ ９ ９ ８ 年 ４ 月 ２ ６ 日 に Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ７ ０ ４ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ４ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 は 、 そ の
一 部 が 、 Ａ Ｌ Ｓ 、 Ｓ Ｌ Ｉ Ｔ 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ 及 び 血 小 板 糖 タ ン パ ク 質 Ｖ を 含 む ロ
イ シ ン リ ピ ー ト リ ッ チ タ ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ５
２ ６ が タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 含 ま れ る 新 規 な タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て
い る 。  
【 実 施 例 ２ ７ 】
【 ０ ２ ６ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(登 録 商 標 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 検 索 し 、 マ ウ ス Ｇ Ｆ Ｒ α ３ （ 「 グ リ ア 細 胞 系 誘 導 神 経 栄 養 性 因
子 フ ァ ミ リ ー レ セ プ タ ー ア ル フ ァ ア 」 ） と ６ １ ％ の 同 一 性 を 有 す る Incyte Ｅ Ｓ Ｔ （ INC35
74209） を 同 定 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ の 対 応 す る 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の パ ネ ル を 以 下 の プ ラ イ マ ー で ス ク リ ー ニ ン グ し た ：  
ｎ ｅ ｗ ａ ３ .Ｆ ：  
5'-GCCTCTCGCAGCCGGAGACC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ３ ３ ）  
ｎ ｅ ｗ ａ ３ .Ｒ ：  
5'-CAGGTGGGATCAGCCTGGCAC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ３ ４ ）  
ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology (199
5)に 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 強 い Ｐ Ｃ Ｒ
産 物 が 分 析 し た 全 て の ラ イ ブ ラ リ で 同 定 さ れ た （ 胎 児 肺 、 胎 児 腎 臓 、 及 び 胎 盤 ） 。  
　 こ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 、 ヒ ト 胎 児 肺 -ｐ Ｒ Ｋ
５ ベ ク タ ー を 選 択 し 、 ｎ ｅ ｗ ａ ３ .Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い た ダ グ ／ バ ン グ （ dug-/bung-） 宿
主 で 増 殖 さ せ た プ ラ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ か ら の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の 延 長 に よ り ポ ジ テ ィ ブ ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ク ロ ー ン に つ い て 濃 縮 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組
織 か ら 単 離 し た 。  
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー は 、 Invitrogen, San Diego, CA か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ
て 形 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ
ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー の 平 滑 末 端 で 結 合 さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 当 に サ イ
ズ 分 割 を し 、 定 ま っ た 方 向 で 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ
Ｒ Ｋ ５ Ｂ は 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持 た な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 2
53:1278-1280 (1991)を 参 照 ） に 独 特 の Ｘ ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー ン 化 し
た 。 ポ ジ テ ィ ブ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 濃 縮 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー 延 長 反 応 は 、 加 熱 開 始 し
た 後 に 添 加 し た 10μ lの 10xＰ Ｃ Ｒ バ ッ フ ァ （ Perkin Elmer） 、 1μ lの ｄ Ｎ Ｔ Ｐ （ 20mM） 、
1μ lの ラ イ ブ ラ リ Ｄ Ｎ Ａ （ 200ng） 、 1μ lの プ ラ イ マ ー 、 86.5μ lの Ｈ ２ Ｏ 及 び 1μ lの Ampl
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itaq(Perkin Elmer, USA） を 含 む 。 反 応 は ９ ５ ℃ で １ 分 間 変 性 さ せ 、 ６ ０ ℃ で １ 分 間 ア ニ
ー ル し 、 次 い で ７ ２ ℃ で ２ ０ 分 間 伸 展 さ せ た 。 Ｄ Ｎ Ａ を フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出
し 、 エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ 、 次 い で エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ 宿 主 細 菌 に
移 行 さ せ た 。 全 形 質 転 換 混 合 物 の １ ０ プ レ ー ト に 蒔 い て コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ た 。 コ ロ ニ ー
を ナ イ ロ ン 膜 上 に 載 せ 、 IncyteＥ Ｓ Ｔ か ら 誘 導 さ れ た オ リ ゴ プ ロ ー ブ で ス ク リ ー ニ ン グ し
た ：  
ｎ ｅ ｗ ａ ３ .プ ロ ー ブ ：  
5'-TCTCGCAGCCGGAGACCCCCTTCCCACAGAAAGCCGACTCA-3'（ 配 列 番 号 ： １ ３ ５ ） 　 ５ つ の ポ ジ
テ ィ ブ ク ロ ー ン が 同 定 さ れ た 。 コ ロ ニ ー 精 製 及 び ２ 回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ の 後 に 純 粋 な ポ
ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 単 離 し た ク ロ ー ン の う ち ２ つ を 配 列 決 定 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ
４ ８ ６ １ ３ 及 び Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ４ （ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ３ の ス プ ラ イ シ ン グ 形 態 ） と 命 名
す る 。  
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ３ － １ ２ ６ ８ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ４ ７ （ 配 列 番 号 ： １ ３ １ ） に 示
す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ３ － １ ２ ６ ８ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ８ － ４ ０ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ２ ３
８ － １ ２ ４ ０ に 停 止 コ ド ン を 持 つ （ 図 ４ ７ ； 配 列 番 号 ： １ ３ １ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド 前 駆 体 は ４ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ４ ４ ,５ １ １ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ８ ． １
５ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ タ ン パ ク 質 を 図 ４ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ） に
示 す 。  
　 図 ４ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ４ ８ に 示
す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ 配 列
（ 図 ４ ８ ； 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ） の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸
１ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ９ ５ ～ ア ミ ノ 酸 ９ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 １
４ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ９ ～ ア ミ ノ 酸 ３ １ ３ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ；
約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ５ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３
０ ０ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ７ 及 び 約 ア ミ ノ
酸 ３ ７ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ０ の 原 核 生 物 膜 タ ン パ ク 脂 質 結 合 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６
１ ３ － １ ２ ６ ８ は １ ９ ９ ８ 年 ４ 月 ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ７
５ ２ が 付 与 さ れ た 。  
【 ０ ２ ７ １ 】
　 以 下 に 議 論 す る よ う に 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ３ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と Ｇ Ｆ Ｒ α １ 及 び
Ｇ Ｆ Ｒ α ２ と の 配 列 比 較 に よ り 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ は Ｇ Ｆ Ｒ α レ セ プ タ ー フ ァ
ミ リ ー の 新 規 な メ ン バ ー で あ り 、 マ ウ ス Ｇ Ｆ Ｒ α ３ の ヒ ト 相 同 体 で あ る こ と が 示 さ れ た 。
従 っ て 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ３ ー １ ２ ６ ８ は ヒ ト Ｇ Ｆ Ｒ α ３ と 称 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し
、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ４ は そ の ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 を コ ー ド す る 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 ４ ８ ； 配 列 番 号 ： １ ３ ２ に 示 す ） の BLAST-2及 び Fas
tA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 に 基 づ く Ｇ Ｆ Ｒ α フ ァ ミ リ ー 間 の ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 を 以 下 に 提
供 す る 。  
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配 列 比 較 か ら 、 ヒ ト Ｇ Ｆ Ｒ α ３ は 、 Ｇ Ｆ Ｒ α １ 又 は Ｇ Ｆ Ｒ α ２ の い ず れ よ り も 、 そ の 齧 歯
類 相 同 体 と の 関 係 が 少 な い こ と が わ か る 。 Ｇ Ｆ Ｒ α ３ は 、 Ｇ Ｆ Ｒ α １ と Ｇ Ｆ Ｒ α ２ 相 互 間
よ り も Ｇ Ｆ Ｒ α １ 及 び Ｇ Ｆ Ｒ α ２ に 対 し て 関 係 が 薄 い こ と が わ か る 。
【 実 施 例 ２ ８ 】
【 ０ ２ ７ ２ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(登 録 商 標 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 検 索 し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と 相 同 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｅ
Ｓ Ｔ （ Incyte EST no. 1302516） を 同 定 し た 。 Incyte EST no. 1302516の 基 づ く プ ロ ー ブ
を 、 ヒ ト 神 経 膠 腫 細 胞 系 Ｇ ６ １ か ら 誘 導 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に 使
用 し た 。 特 に INC1302516は 以 下 の ４ つ の プ ロ ー ブ を 作 成 す る の に 使 用 し た ：  
5'-ACTTCTCAGTGTCCATAAGGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ３ ８ ）  
5'-GAACTAAAGAGAACCGATACCATTTTCTGGCCAGGTTGTC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ３ ９ ）  
5'-CACCACAGCGTTTAACCAGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ４ ０ ）  
5'-ACAACAGGCACAGTTCCCAC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ４ １ ）  
９ つ の ポ ジ テ ィ ブ が 同 定 さ れ 特 徴 づ け ら れ た 。 ３ つ の ク ロ ー ン は 全 コ ー ド 化 領 域 を 含 み 配
列 中 に 同 定 さ れ た 。 ま た 、 部 分 的 ク ロ ー ン も 胎 児 肺 ラ イ ブ ラ リ か ら 同 定 さ れ 、 コ ー ド 化 ア
ミ ノ 酸 は 変 化 さ せ な い １ つ の ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 除 い て 神 経 膠 腫 誘 導 配 列 と 一 致 し た 。  
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 が 与 え ら れ た ［ こ こ で 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ９ １ ０ １ － １ １ ２ ２ と 命 名 す る ］ 。 Ｄ Ｎ Ａ ２ ９ １ ０ １
－ １ １ ２ ２ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ４ ９ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ６ ） に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ
２ ９ １ ０ １ － １ １ ２ ２ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置
２ ８ ５ － ２ ８ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ３ ２ ０ － １ ３ ２ ２ に
停 止 コ ド ン を 持 つ （ 図 ４ ９ ； 配 列 番 号 ： １ ３ ６ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ４
５ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ３ ９ ,０ ２ ９ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ０ ６ の 見 積 も り ｐ
Ｉ を 持 つ 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ タ ン パ ク 質 を 図 ５ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ） に 示 す 。  
　 図 ５ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ５ ０ に 示
す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ 配 列
（ 図 ５ ０ ； 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ） の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸
１ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ～ ア ミ ノ 酸 ２ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５
５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ８ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約
ア ミ ノ 酸 １ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ２
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７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ２ ～ 約 ア
ミ ノ 酸 ２ ８ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ５ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 及 び 約
ア ミ ノ 酸 ２ ２ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ３ の ア ミ ド 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ２ ９ １ ０ １ － １ １ ２
２ は １ ９ ９ ８ 年 ３ 月 ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ６ ５ ３ が 付 与 さ
れ た 。  
　 図 ５ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ） に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ 配 列 の 分 析 は 、 そ れ が 新 規 な Ｖ Ｅ
Ｇ Ｆ 関 連 タ ン パ ク 質 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -Ｅ ） で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。  
【 実 施 例 ２ ９ 】
【 ０ ２ ７ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て Ｅ Ｇ Ｆ 様 相 同 体 を
コ ー ド す る コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ
４ ４ ８ ５ １ と 命 名 し 、 そ れ は ま た 、 IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 179903と 完 全 に 対 応 す る 。
Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ ８ ５ １ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー
ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ４ ８ ５ １ .ｆ １ ） ：  
5'-GTGAGCATGAGCGAGCCGTCCAC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ４ ４ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ４ ８ ５ １ .ｒ １ ） ：  
5'-GCTATTACAACGGTTCTTGCGGCAGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ４ ５ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ ８ ５ １ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ４ ４ ８ ５ １ .ｐ １ ） ：  
5'-TTGACTCTCTGGTGAATCAGGACAAGCCGAGTTTTGCCTTCCAG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ４ ６ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 盤 組 織 （ LIB90） か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ６ ４ ６ － １ ３ ２ ７
[図 ５ １ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ２ ]） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配
列 が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ６ ４ ６ － １ ３ ２ ７ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ５ １ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ２ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ６ ４ ６ － １ ３ ２ ７ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ２ ３ － ２ ２ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １
２ ８ ５ － １ ２ ８ ７ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ５ ４
ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ３ ９ ,３ ６ ２ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ８ ． ３ ５ の ｐ Ｉ を 持
つ 。 図 ５ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ５ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ８ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ８ ４ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １
４ ０ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ０ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２
９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ３ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ；
約 ア ミ ノ 酸 ６ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ９ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ７
１ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ７ ～ 約 ア
ミ ノ 酸 ２ ３ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３
１ ２ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ２ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ
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ノ 酸 １ ６ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ３ の リ パ ー ゼ 、 セ リ ン 活 性 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ６ ４ ６
－ １ ３ ２ ７ は １ ９ ９ ８ 年 ３ 月 ２ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ７ ０
５ が 付 与 さ れ た 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ れ が リ ポ タ ン パ ク 質 リ
パ ー ゼ Ｈ プ ロ テ イ ン と 有 意 な 配 列 相 同 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ が
新 規 な リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ 相 同 体 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 よ り 詳 細 に は 、 Dayhoffデ
ー タ ベ ー ス （ ハ ゛ ー シ ゛ ョ ン 35.45 Swiss Prot 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ ア ミ ノ
酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： LIPL_HUMAN, LIPH_
HUMAN, D83548_1, A24059_1, P_R30740, D88666_1, A43357, A46696, B43357及 び A49488
。  
【 実 施 例 ３ ０ 】
【 ０ ２ ７ ６ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で <consen01>と 命 名 す る 。 <concen01>
Ｄ Ｎ Ａ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す
る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-CAGCAATATTCAGAAGCGGCAAGGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ４ ９ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-CATCATGGTCATCACCACCATCATCATC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ５ ０ ）  
さ ら に 、 <consen01>Ｄ Ｎ Ａ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-GGTTACTACAAGCCAACACAATGTCATGGCAGTGTTGGACAGTGCTGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ５ １ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 （ LIB28） か ら 単 離 し た 。  
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ８ ２ ９ － １ ３ ４ ６
[図 ５ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ４ ７ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７ １ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配
列 が 得 ら れ た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ８ ２ ９ － １ ３ ４ ６ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ５ ３ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ７ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ８ ２ ９ － １ ３ ４ ６ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ３ ４ － １ ３ ６ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １
４ ４ ２ － １ ４ ４ ４ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ３ ６
ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ４ ９ ,４ ２ ９ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ４ ． ８ ０ の 見 積 も り ｐ Ｉ
を 持 つ 。 図 ５ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７ １ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々
の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ５ ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７ １ ポ
リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６
の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ５ ～ ア ミ ノ 酸 １ １ ９ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 依 存 性
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ６ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ ０ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３
７ ７ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ２ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸
２ ４ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ８ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー ン 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ８ ２ ９ － １
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３ ４ ６ は １ ９ ９ ８ 年 ４ 月 ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ７ ４ ９ が 付
与 さ れ た 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７ １ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 は 、 そ れ が テ ス チ カ ン (testican)タ
ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７ １ が 新 規 な テ ス チ カ ン
相 同 体 で あ る こ と を 示 し て い る 。  
【 実 施 例 ３ １ 】
【 ０ ２ ７ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で 「 <consen01>」 と 命 名 す る 。 こ こ に
提 供 す る デ ー タ に 基 づ い て 、 Ａ Ｒ Ｓ 及 び Ｅ ４ ８ 抗 原 と 相 同 性 を 示 す Incyte EST 2777282を
同 定 し た 。 構 築 し た 「 <consen01>」 配 列 及 び こ こ に 提 供 す る 他 の デ ー タ に 基 づ い て 、 Incy
te EST 2777282を 得 て 全 体 を 配 列 決 定 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ４ ０ ５ － １ ３ ５ ７ （ 図 ５ ５ 、
配 列 番 号 ： １ ５ ２ ） と 称 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ の 誘 導
タ ン パ ク 質 配 列 を 得 た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ４ ０ ５ － １ ３ ５ ７ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ５ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ２ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ４ ０ ５ － １ ３ ５ ７ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ４ － ８ ６ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ４ ５ ９
－ ４ ６ １ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ ２ ５ ア ミ ノ 酸
長 で あ り 、 約 １ ３ ,１ １ ５ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ５ ． ９ ０ の ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ５
６ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら
れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ５ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ ポ リ ペ プ チ ド の
分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ 及 び 約 ア ミ ノ
酸 ４ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ０ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ～ ア ミ ノ 酸 ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３
３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ８ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ０ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ；
及 び 約 ア ミ ノ 酸 ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ の 原 核 生 物 膜 リ ポ タ ン パ ク 脂 質 結 合 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ
Ｎ Ａ ５ ６ ４ ０ ５ － １ ３ ５ ７ は １ ９ ９ ８ 年 ５ 月 ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番
号 ２ ０ ９ ８ ４ ９ が 付 与 さ れ た 。  
【 実 施 例 ３ ２ 】
【 ０ ２ ７ ９ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ １ ０ ６ と 命 名 し 、 そ れ は
ま た 、 Incyte ESTク ロ ー ン 番 号 1988930に 完 全 に 対 応 し て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ １ ０ ６ コ ン セ
ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同
定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と
し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-GCGAGAACTGTGTCATGATGCTGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ５ ６ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
5'-GTTTCTGAGACTCAGCAGCGGTGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ５ ７ ）  
さ ら に 、 ３ ８ １ ０ ６ Ｄ Ｎ Ａ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
5'-CACCGTGTGACAGCGAGAAGGACGGCTGGATCTGTGAGAAAAGGCACAAC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ５ ８ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
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て Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 骨 髄 組 織 （ LIB255） か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ３ ５ ２ － １ ３ ５ ８
[図 ５ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ５ ４ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配
列 が 得 ら れ た 。  
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ３ ５ ２ － １ ３ ５ ８ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ５ ７ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ４ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ３ ５ ２ － １ ３ ５ ８ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ ７ － ６ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ９ ４ ６
－ ９ ４ ８ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ９ ３ ア ミ ノ 酸
長 で あ り 、 約 ３ ２ ,５ ６ ２ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ６ ． ５ ３ の ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ５
８ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ リ
ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら
れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ５ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ ポ リ ペ プ チ ド の
分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ の シ グ ナ ル ペ
プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ～ ア ミ ノ 酸 ５ ４ の 可 能 な Ｉ Ｉ 型 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ ３
～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ ７ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ３ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約
ア ミ ノ 酸 １ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ９ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２
４ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ８ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８
８ の Ｃ 型 レ ク チ ン ド メ イ ン シ グ ネ ー チ ャ ー ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ４ の
ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー ン 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ３ ５ ２ － １ ３ ５ ８ は １ ９ ９ ８ 年 ５ 月 ６ 日
に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ８ ４ ６ が 付 与 さ れ た 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 は 、 そ れ が Ｃ Ｄ ２ ３ タ ン パ ク 質 タ ン
パ ク 質 と 有 意 な 配 列 類 似 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ が 新 規 な Ｃ Ｄ ２ ３
相 同 体 で あ る こ と を 示 し て い る 。 よ り 詳 細 に は 、 Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ ハ ゛ ー シ ゛ ョ ン 3
5.45 Swiss Prot 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と
の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： S34198, A07100-1, A05303_1, P_R41689, P_P828
39, A10871_1, P_R12796, P_R47199, A46274及 び P_R32188。  
【 実 施 例 ３ ３ 】
【 ０ ２ ８ １ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ８ １ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た 企 業 の シ グ ナ ル 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て Ｄ Ｎ Ａ ５ ９
２ ０ ５ － １ ４ ２ １ を 同 定 し た 。 上 述 の シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 IncyteＥ
Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番 号 170079と 命 名 さ れ る LIFESEQ(商 品 名 )か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の
同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、
GenBank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、
存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ A
ltschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ
ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較
物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washin
gton） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス
配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ５ ７ ２ １ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ５ ７ ２ １ 配 列 と IncyteＥ Ｓ Ｔ 番 号 388964と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 Incyte
Ｅ Ｓ Ｔ 番 号 388964を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の
配 列 を 図 ５ ９ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ９ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ ０ ５ － １ ４ ２ １ と 命 名 す
る 。  
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ ０ ５ － １ ４ ２ １ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ５ ９ （ 配 列 番 号 ： １ ５ ９ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ ０ ５ － １ ４ ２ １ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み

10

20

30

40

50

(137) JP 2006-6329 A 2006.1.12



、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ５ ５ － ５ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置
３ ０ ４ － ３ ０ ６ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ５ ９ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ８
３ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ６ ０ ； 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ） 。 図 ６ ０ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ８ １ ２ タ ン
パ ク 質 は 、 約 ９ ， ２ ０ １ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ９ ． ３ ０ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ６ ０ （ 配 列
番 号 ： １ ６ ０ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ８ １ ２ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド
ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置
は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ６ ０ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ８ １ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ
り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ；
約 ア ミ ノ 酸 ７ ３ ～ ア ミ ノ 酸 ７ ７ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ａ 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸
化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ ０ ５ － １ ４ ２ １ は １ ９ ９ ８ 年 ６ 月 ２ ３ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託
さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ０ ０ ９ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ６ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８
１ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： P_W3580
2, P_W35803, PSCI_RAT, S68231, GEN13917, PSC2_RAT, CC10_HUMAN, UTER_RABIT, AF008
595_1,及 び A56413。  
【 実 施 例 ３ ４ 】
【 ０ ２ ８ ３ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う な ア ミ ラ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 単 離 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ
配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ７ ６ ４ ２ 又 は Ｄ Ｎ Ａ ３ ７ ６ ４ ２ .initと 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ７ ６
４ ２ 配 列 は 、 次 い で 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ
ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の
発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し 、 そ れ ら の 間 の 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 性
検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzy
mology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLAS
Tス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Ph
il Green, University of Washington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ
ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 得 ら れ た 構 築 物 及 び コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６
１ ５ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ５ 分 子 の 配 列 か ら オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 生 成 さ せ 、 上 記 実 施 例 ２ の パ ラ グ ラ フ １ に 記 載 し た よ う に 調 製
し た ヒ ト 腎 臓 ラ イ ブ ラ リ （ LIB227） を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 使 用 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ
ク タ ー は ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ で あ り （ ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で
あ る ； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 ） 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ サ イ ズ カ ッ ト は ２ ８
０ ０ ｂ ｐ 未 満 で あ っ た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ８ ６ １ ５ .ｆ １ ） ：  
5'-AAGCTGCCGGAGCTGCAATG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ６ ３ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ８ ６ １ ５ .ｆ ２ ） ：  
5'-TTGCTTCTTAATCCTGAGCGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ６ ４ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ８ ６ １ ５ .ｆ ３ ） ：  
5'-AAAGGAGGACTTTCGACTGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ６ ５ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ８ ６ １ ５ .ｒ １ ） ：  
5'-AGAGATTCATCCACTGCTCCAAGTCG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ６ ６ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ８ ６ １ ５ .ｒ １ ） ：  
5'-TGTCCAGAAACAGGCACATATCAGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ６ ７ ）  
さ ら に 、 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ５ 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ４ ８ ６ １ ５ .ｐ １ ） ：  
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5'-AGACAGCGGCACAGAGGTGCTTCTGCCAGGTTAGTGGTTACTTGGATGAT-3'（ 配 列 番 号 ： １ ６ ８ ）  
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。  
　 全 長 ク ロ ー ン ［ Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ７ ４ － １ ４ ０ １ ］ が 同 定 さ れ 、 そ れ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ７ ３ － １ ７ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ
し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ５ ７ ７ － １ ５ ７ ９ に 停 止 シ グ ナ ル を 持 つ （ 図 ６ １ 、 配 列 番 号 ： １
６ １ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ６ ８ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ５ ４ ,３ ９ ３ ダ ル
ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ５ ． ６ ３ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ６ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ） に
示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ６ ２ に 示 す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位
置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ６ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に
よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド
； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ８ の Ｎ -グ
リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ９ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ８ の ア ミ ド 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ～ 約
ア ミ ノ 酸 ２ ４ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ７ の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 接 着 部 位
； 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ３ の ア ミ ノ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ク ラ ス -Ｖ ピ リ ド キ
サ ル リ ン 酸 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ４ の イ ン タ ー ロ イ キ ン -７ 反 部
位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ７ ４ － １ ４ ０ １ は １ ９ ９ ８ 年 ４ 月 １ ４ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ７ ７ ４ が 付 与 さ れ た 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド （ 図 ６ ２ ； 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は
、 そ れ が 公 知 の タ ン パ ク 質 と 有 意 な 類 似 性 を 持 た な い こ と を 示 唆 し て い る 。 し か し 、 Dayh
offデ ー タ ベ ー ス （ ハ ゛ ー シ ゛ ョ ン 35.45 Swiss Prot 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ と
以 下 の Dayhoff配 列 と の 或 る 程 度 の 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： YMN0_YEAST, ATFCA4_43, S4
4168, P_W14549及 び RABTCRG4_1。  
【 実 施 例 ３ ５ 】
【 ０ ２ ８ ５ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ３ ６ ３ と 命 名 し た 。 コ ン
セ ン サ ス 構 築 に は 、 ジ ェ ネ ン テ ク が 独 自 に 開 発 し た Ｅ Ｓ Ｔ を 用 い た 。 ジ ェ ネ ン テ ク Ｅ Ｓ Ｔ
は 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ ３ ０ ５ ９ 及 び Ｄ Ｎ Ａ １ ９ ４ ６ ３ と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ３ ６ ３ コ ン セ
ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同
定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ
と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｆ １ ） ：  
5'-TGAGAGGCCTCTCTGGAAGTTG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ １ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｆ ２ ） ：  
5'-GTCAGCGATCAGTGAAAGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ２ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｆ ３ ） ：  
5'-CCAGAATGAAGTAGCTCGGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ３ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｆ ４ ） ：  
5'-CCGACTCAAAATGCATTGTC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ４ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｆ ５ ） ：  
5'-CATTTGGCAGGAATTGTCC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ５ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｆ ６ ） ：  
5'-GGTGCTATAGGCCAAGGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ６ ）  
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逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｒ １ ） ：  
5'-CTGTATCTCTGGGCTATGTCAGAG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ７ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｒ ２ ） ：  
5'-CTACATATAATGGCACATGTCAGCC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ８ ）  
さ ら に 、 ３ ４ ３ ６ ３ Ｄ Ｎ Ａ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｐ １ ） ：  
5'-CGTCTTCCTATCCTTACCCGACCTCAGATGCTCCCTTCTGCTCCTG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ７ ９ ）  
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 皮 膚 腫 瘍 組 織 （ LIB324） か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ６ ８ ９ － １ ３ ８ ５
[図 ６ ３ 、 配 列 番 号 ： １ ６ ９ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ の 誘 導 タ ン パ ク 質
配 列 が 得 ら れ た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ６ ８ ９ － １ ３ ８ ５ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ６ ３ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ９ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ６ ８ ９ － １ ３ ８ ５ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ３ ７ － １ ３ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １
３ ５ ５ － １ ３ ５ ７ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ０ ６
ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ４ ６ ,９ ２ ７ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ５ ． ２ １ の ｐ Ｉ を 持
つ 。 図 ６ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の
重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ
ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ６ ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ ポ
リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９
の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ３ ～ ア ミ ノ 酸 ２ １ ２ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部
位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ １ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ４ ０ ３ ～
約 ア ミ ノ 酸 ４ ０ ８ の 小 胞 体 標 的 化 配 列 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ６ ８ ９ － １ ３ ８ ５ は １ ９ ９ ８
年 ５ 月 １ ４ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ８ ６ ９ が 付 与 さ れ た 。  
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 は 、 そ れ が プ ロ テ イ ン ジ ス ル フ ィ
ド イ ソ メ ラ ー ゼ と 有 意 な 配 列 類 似 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ が 新 規
な プ ロ テ イ ン ジ ス ル フ ィ ド イ ソ メ ラ ー ゼ で あ る こ と を 示 し て い る 。 よ り 詳 細 に は 、 Dayhof
fデ ー タ ベ ー ス （ ハ ゛ ー シ ゛ ョ ン 35.45 Swiss Prot 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ ア
ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： CELC30H7_2, C
ELC06A6_3, CELF42G8_3, S57942, ER72_CAEEL, CELC07A12_3, CEH06O01_4及 び P_R51696。
 
【 実 施 例 ３ ６ 】
【 ０ ２ ８ ７ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ２ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た 企 業 の シ グ ナ ル 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て Ｄ Ｎ Ａ ６ ０
６ １ ５ － １ ４ ８ ３ を 同 定 し た 。 上 述 の シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 IncyteＥ
Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番 号 121249と 命 名 さ れ る LIFESEQ(商 品 名 )か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の
同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、
GenBank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceut
icals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、
存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ A
ltschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ
ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較
物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washin
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gton） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス
配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ２ ５ ０ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ２ ５ ０ 配 列 IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 1437250と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み て
、 IncyteＥ Ｓ Ｔ 番 号 1437250を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ６ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ０ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ６ １ ５ － １ ４ ８
３ と 命 名 す る 。  
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ６ １ ５ － １ ４ ８ ３ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ６ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ０ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ６ １ ５ － １ ４ ８ ３ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ １ ０ － １ １ ２ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド
位 置 １ ３ １ ６ － １ ３ １ ８ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ６ ５ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前
駆 体 は ４ ０ ２ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ６ ６ ； 配 列 番 号 ： １ ８ １ ） 。 図 ６ ６ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ
１ １ ２ ６ タ ン パ ク 質 は 、 約 ４ ５ ， ９ ２ １ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ８ ． ６ ０ の ｐ Ｉ を 有 す る
。 図 ６ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ８ １ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ２ ６ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ６ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ２ ６ ポ リ
ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ の
シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ６ ６ ～ ア ミ ノ 酸 ７ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４
２ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ７ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６
０ ６ １ ５ － １ ４ ８ ３ は １ ９ ９ ８ 年 ６ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２
０ ９ ９ ８ ０ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ６ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ８ １ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
１ ２ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： NOMR_
HUMAN, MMUSMYOC3_1, HS454G6_1, P_R98225, RNU78105_1, RNU72487_1, AF035301_1, CEE
LC48E7_4及 び CEF11C3_3。  
【 実 施 例 ３ ７ 】
【 ０ ２ ８ ９ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ０ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ３ ６ ０ と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ
Ａ ３ ４ ３ ６ ０ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ０ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン
を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ０ .ｆ １ ） ：  
5'-GCCATAGTCACGACATGGATG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ８ ４ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ０ .ｆ ２ ） ：  
5'-GGATGGCCAGAGCTGCTG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ８ ５ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ０ .ｆ ３ ） ：  
5'-AAAGTACAAGTGTGGCCTCATCAAGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ８ ６ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ０ .ｒ １ ） ：  
5'-TCTGACTCCTAAGTCAGGCAGGAG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ８ ７ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ４ ３ ６ ３ .ｒ ２ ） ：  
5'-ATTCTCTCCACAGACAGCTGGTTC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ８ ８ ）  
さ ら に 、 ３ ４ ３ ６ ０ Ｄ Ｎ Ａ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ３ ４ ３ ６ ０ .ｐ １ ） ：  
5'-GTACAAGTGTGGCCTCATCAAGCCCTGCCCAGCCAACTACTTTGCG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ８ ９ ）  
【 ０ ２ ９ ０ 】
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　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ０ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 大 動 脈 内 皮 細 胞 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ １ ４ － １ ４ ８ ６
[図 ６ ７ 、 配 列 番 号 ： １ ８ ２ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ０ の 誘 導 タ ン パ ク 質
配 列 が 得 ら れ た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ １ ４ － １ ４ ８ ６ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ６ ７ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ２ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ １ ４ － １ ４ ８ ６ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ １ ２ － ３ １ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ９
８ ４ － ９ ８ ６ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ２ ４ ア ミ
ノ 酸 長 で あ り 、 約 ２ ４ ,９ ６ ３ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ９ ． ６ ４ の ｐ Ｉ を 持 つ 。
図 ６ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ０ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要
な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に
与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ６ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ０ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ４ ～ ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ の Ａ Ｔ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ -結 合 部 位 モ チ ー
フ Ａ （ Ｐ -ｌ ｏ ｏ ｐ ） ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ １ １ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ １ ４ － １ ４ ８ ６ は １ ９ ９ ８ 年 １ ０ 月 ２ ８ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ３ ５ ９ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ６ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ ハ ゛ ー シ ゛ ョ ン 35.45 Swiss Prot 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ
Ｏ １ １ ３ ０ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： P
_W06547, 216_HUMAN, D87120_1, MMU72677_1, LAU04889_1, 及 び D69319。  
【 実 施 例 ３ ８ 】
【 ０ ２ ９ １ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ５ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た 企 業 の シ グ ナ ル 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て Ｄ Ｎ Ａ ５ ９
８ ４ ６ － １ ５ ０ ３ を 同 定 し た 。 上 述 の シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 LIFESEQ(
商 品 名 )か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ
ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス
（ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ
グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン
ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-48
0 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０
の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, Unive
rsity of Washington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構
築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ２ ５ ０ と 命 名 す る 。  
　 こ こ に 提 供 す る 開 示 に 鑑 み て 、 Ｅ Ｓ Ｔ 2169375（ 微 小 血 管 内 皮 細 胞 ラ イ ブ ラ リ か ら の ラ
イ ブ ラ リ ３ ０ ９ -ENDCNOT03-） を 含 む Incyteク ロ ー ン を 購 入 し 、 さ ら に 試 験 し て 配 列 決 定
し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ６ ９ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ０ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５
９ ８ ４ ６ － １ ５ ０ ３ と 命 名 す る 。  
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ６ － １ ５ ０ ３ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ６ ９ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ０ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ６ － １ ５ ０ ３ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ６ － ８ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置
２ ９ ０ ９ － ２ ９ １ １ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ６ ９ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体
は ９ ４ １ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ７ ０ ； 配 列 番 号 ： １ ９ １ ） 。 図 ７ ０ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ １
５ ４ タ ン パ ク 質 は 、 約 １ ０ ７ ， １ ４ ４ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ６ ． ２ ６ の ｐ Ｉ を 有 す る 。
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図 ７ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ９ １ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ５ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要
な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に
与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ７ ０ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ５ ４ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ ０ ～ ア ミ ノ 酸 ７ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ８
、 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ７ ６ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ ６ ４ 、 及 び 約
ア ミ ノ 酸 ９ ０ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ０ ５ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ０ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ３ ６ ０ の 中 性 亜 鉛 メ タ ロ ペ プ チ ダ ー ゼ 、 亜 鉛 -結 合 領 域 シ グ ネ ー チ ャ ー 。 ク ロ ー ン Ｄ
Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ６ － １ ５ ０ ３ は １ ９ ９ ８ 年 ６ 月 １ ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託
番 号 ２ ０ ９ ９ ７ ８ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ７ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ９ １ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
１ ５ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： AB011
097_1, AMPN_HUMAN, RNU76997_1, I59331, GEN14047, HSU62768_1, P_R51281, CET07F10_
1, SSU66371_1, 及 び AMPRE_HUMAN。  
【 実 施 例 ３ ９ 】
【 ０ ２ ９ ３ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た 企 業 の シ グ ナ ル 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て Ｄ Ｎ Ａ ６ ４
８ ８ ３ － １ ５ ２ ６ を 同 定 し た 。 上 述 の シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 IncyteＥ
Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番 号 7874と 称 さ れ る Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の LIFESEQ(商 品 名 )か ら の 同 定
が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenB
ank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceutical
s、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存 在
す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 海 綿 体 の 組 織 か ら 構 築 し た ラ イ ブ ラ リ か ら 一 又 は 複 数 の Ｅ Ｓ Ｔ を
誘 導 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul等 , Metho
ds in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド
せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム
「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し
て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 構 築 物 は 、 「 Ｄ Ｎ Ａ １ ８ ３ １ ３ 」 、 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ２
８ １ ２ 」 及 び Incyte EST番 号 3202349と 称 す る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 を 含 ん で い た 。 そ こ か ら 得 ら れ
た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ １ １ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ １ １ と Incyte EST番 号 3202349と の 間 の 相 同 性 に 鑑 み て 、 Incyte EST番 号 3
202349を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ７
１ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ２ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ３ － １ ５ ２ ６ と 命 名 す る 。  
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ３ － １ ５ ２ ６ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ７ １ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ２ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ３ － １ ５ ２ ６ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ９ － １ １ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １
０ １ ４ － １ ０ １ ６ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ７ １ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は
３ ３ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ７ ２ ； 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ） 。 図 ７ ２ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４
４ タ ン パ ク 質 は 、 約 ３ ８ ， ０ ３ ７ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ９ ． ８ ７ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ７
２ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ
リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え
ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ７ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ４ ポ リ ペ プ チ
ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３
７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ７ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ １ の
膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ ５ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２
１ ９ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ３ の 細 胞 接 着 配 列 。 ク
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ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ３ － １ ５ ２ ６ は １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 ９ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ２ ５ ３ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ７ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
２ ４ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： AF008
554_1, P_485334, G02297, HUMN33S11_1, HUMN33S10_1, YO13_CAEEL, GEN13255, S49758,
 E70107, 及 び ERP5_MEDSA。  
【 実 施 例 ４ ０ 】
【 ０ ２ ９ ５ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た 企 業 の シ グ ナ ル 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て Ｄ Ｎ Ａ ６ ４
８ ８ ５ － １ ５ ２ ９ を 同 定 し た 。 上 述 の シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 IncyteＥ
Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番 号 56853と 命 名 さ れ る LIFESEQ(商 品 名 )か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同
定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 Ge
nBank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceutic
als、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存
在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Alt
schul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物
は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washingt
on） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配
列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ ２ １ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ ２ １ 配 列 IncyteＥ Ｓ Ｔ 番 号 2481345と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 Incyte
Ｅ Ｓ Ｔ 番 号 2481345を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物
の 配 列 を 図 ７ ３ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ４ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ５ － １ ５ ２ ９ と 命 名
す る 。  
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ５ － １ ５ ２ ９ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ７ ３ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ４ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ５ － １ ５ ２ ９ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ １ ９ － １ ２ １ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド
位 置 １ ７ ２ ７ － １ ７ ２ ９ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ７ ３ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前
駆 体 は ５ ３ ６ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ７ ４ ； 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ） 。 図 ７ ４ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ２ ４ ６ タ ン パ ク 質 は 、 約 ６ １ ,４ ５ ０ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ９ ． １ ７ の ｐ Ｉ を 有 す る
。 図 ７ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ６ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ７ ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ６ ポ リ
ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ の
シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ８ ～ ア ミ ノ 酸 １ １ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸
１ ７ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ６ 、
約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ７ 、 及 び 約 ア
ミ ノ 酸 ４ ９ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ０ ２ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ６ ～ 約 ア ミ ノ
酸 ３ １ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ０ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ７ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ８
の ス ル フ ァ タ ー ゼ タ ン パ ク 質 相 同 ブ ロ ッ ク 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ５ － １ ５ ２ ９ は １ ９
９ ８ 年 １ １ 月 ３ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ４ ５ ７ が 付 与 さ れ た 。
 
　 図 ７ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
２ ４ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： P_R51
355, CELK09C4_1, BCU44852_1.1DS_HUMAN, G65169, E64903, ARSA_HUMAN, GL6S_HUMAN, H
SARSF_1, 及 び GEN12648。  
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【 実 施 例 ４ １ 】
【 ０ ２ ９ ７ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 新 規 な 分 泌 分 子 で あ る Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ ０ ０ を 、 Incyteの 企 業 デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品
名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） 及 び GenBankの 公 的 デ ー タ ベ ー ス に 対 す
る BLAST法 に 使 用 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 同 定 し て seqextプ ロ グ ラ ム に よ り 構 築 物 フ
ァ イ ル の 作 成 に 使 用 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Alt
schul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物
は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washingt
on） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配
列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ５ ７ ３ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ５ ７ ３ 配 列 及 び そ の 構 築 物 で 同 定 さ れ た 配 列 に 対 す る 関 係 に 基 づ い て  
構 築 物 中 の 配 列 の 一 つ を 含 む ク ロ ー ン の 一 つ （ IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 2623992） を 購
入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 Incyteク ロ ー ン 2623992は 乳 房 表 皮 ケ ラ チ ノ
サ イ ト か ら の Ｒ Ｎ Ａ で 構 成 さ れ た ラ イ ブ ラ リ か ら の も の で あ る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配
列 を 図 ７ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ６ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ９ － １ ５ ４ １ と 命 名 す る
。 　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ９ － １ ５ ４ １ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ７ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ６ ） に 含 ま
れ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ９ － １ ５ ４ １ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含
み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ４ － ２ ６ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位
置 ３ ５ ４ － ３ ５ ６ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ７ ５ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は
１ １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ７ ６ ； 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ） 。 図 ６ ０ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７
４ タ ン パ ク 質 は 、 約 １ ２ ， ３ ６ ３ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ８ ． ３ １ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ７
６ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ
リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え
ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ７ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ４ ポ リ ペ プ チ
ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ １ ～ ア ミ ノ 酸 ７ ５ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ ６ ～
約 ア ミ ノ 酸 ９ ６ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ １ の イ ン シ ュ リ ン フ ァ ミ リ ー タ ン パ
ク 質 相 同 ブ ロ ッ ク 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ９ － １ ５ ４ １ は １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 ９ 日 に Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ２ ５ ０ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ７ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
２ ７ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： CEW05
B2_9, AF016922_1（ イ ン シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 １ ） , B48151, A53640, BTIGF2REC_1（ イ ン
シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 ２ ） , HSNFIGEN12_1, TXA3_RADMA（ ニ ュ ー ロ ト キ シ ン ３ ） , CXM1_CON
GE, P_P61301, TXA4_RADMA（ ニ ュ ー ロ ト キ シ ン ４ ） 。  
【 実 施 例 ４ ２ 】
【 ０ ２ ９ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た 企 業 の シ グ ナ ル 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て Ｄ Ｎ Ａ ６ ４
９ ０ ３ － １ ５ ５ ３ を 同 定 し た 。 上 述 の シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 IncyteＥ
Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番 号 86809と 命 名 さ れ る LIFESEQ(商 品 名 )か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同
定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 Ge
nBank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceutic
als、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存
在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Alt
schul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物
は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washingt
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on） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 構 築 物 中 の Ｅ Ｓ Ｔ は 、 腫 瘍 、 細 胞
系 、 又 は 疾 患 細 胞 か ら 同 定 さ れ た も の を 含 ん で い た 。 一 又 は 複 数 の Ｅ Ｓ Ｔ は 、 疾 患 結 腸 組
織 か ら 単 離 下 Ｒ Ｎ Ａ か ら 構 築 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 得 た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ
ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ８ ８ ２ ２ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ８ ８ ２ ２ 配 列 IncyteＥ Ｓ Ｔ 番 号 1695434と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 Incyte
Ｅ Ｓ Ｔ 番 号 1695434を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物
の 配 列 を 図 ７ ７ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ８ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ３ － １ ５ ５ ３ と 命 名
す る 。  
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ３ － １ ５ ５ ３ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ７ ７ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ８ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ３ － １ ５ ５ ３ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ９ ３ － ９ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置
３ ７ ２ － ３ ７ ４ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ７ ７ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ９
３ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ７ ８ ； 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ） 。 図 ７ ８ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ タ
ン パ ク 質 は 、 約 １ ０ ， １ １ １ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ９ ． ７ ０ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ７ ８ （
配 列 番 号 ： １ ９ ９ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ
プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ
た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ７ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の
分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ の シ グ ナ ル ペ
プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ～ ア ミ ノ 酸 ２ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸
１ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ８ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ８ ９ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ８ ６ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ９ ２ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ３ － １ ５ ５ ３ は １ ９ ９ ８ 年
９ 月 １ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ２ ２ ３ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ７ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
２ ８ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： SR5C_
ARATH, CELC17H12_11, MCPD_ENTAE, JQ2283, INVO_LEMCA, P_R07309, ADEVBCAGN_4, AF20
947_1, CELT23H2_1, 及 び MDH_STRAR。  
【 実 施 例 ４ ３ 】
【 ０ ３ ０ ０ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ９ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た 企 業 の シ グ ナ ル 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て Ｄ Ｎ Ａ ６ ４
９ ０ ５ － １ ５ ５ ８ を 同 定 し た 。 上 述 の シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 IncyteＥ
Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番 号 10559と 命 名 さ れ る LIFESEQ(商 品 名 )か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同
定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 Ge
nBank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceutic
als、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存
在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Alt
schul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物
は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washingt
on） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配
列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ２ ０ ３ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ２ ０ ３ 配 列 と IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 3037763と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み
て 、 IncyteＥ Ｓ Ｔ 番 号 3037763を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ７ ９ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ０ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ５ － １ ５
５ ８ と 命 名 す る 。  
【 ０ ３ ０ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ５ － １ ５ ５ ８ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ７ ９ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ０ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ５ － １ ５ ５ ８ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
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、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ １ ０ － １ １ ２ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド
位 置 １ ３ ２ ８ － １ ３ ３ ０ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ７ ９ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前
駆 体 は ４ ０ ６ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ８ ０ ； 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ） 。 図 ８ ０ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ２ ９ ４ タ ン パ ク 質 は 、 約 ４ ６ ， ０ ３ ８ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ６ ． ５ ０ の ｐ Ｉ を 有 す る
。 図 ８ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ９ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン
に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ８ ０ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ９ ４ ポ リ
ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ の
シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ １ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ８ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 ２ ５ ２ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ０ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及
び ｃ Ｇ Ｍ Ａ 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ８ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ７ の
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ５
２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ８ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ６ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化
部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ６ の ア ミ ド 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９
０ ５ － １ ５ ５ ８ は １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 １ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３
２ ３ ３ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ８ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
２ ９ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： 17363
6, AF028740_1, AB006686S3_1, P_R98225, RNU78105_1, CELC48E7_4, CEF11C3_3, SCP1_M
ESAU, TPM3_HUMAN, 及 び CELK05B2_3。  
【 実 施 例 ４ ４ 】
【 ０ ３ ０ ２ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ３ ４ ７ と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ
Ａ ４ ７ ３ ４ ７ コ ン セ ン サ ス 配 列 及 び Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ３ ４ ７ が 誘 導 さ れ た 構 築 物 の IncyteＥ Ｓ Ｔ
に 対 す る そ の 相 同 性 に 基 づ い て 、 Incyteク ロ ー ン 1430305を 購 入 し て 全 体 を 配 列 決 定 し た
。 そ れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ を コ ー ド す る 配 列 を 同 定 し た 。  
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ９ － １ ５ ６ ６ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ８ １ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ２ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ９ － １ ５ ６ ６ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ２ １ － １ ２ ３ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８
６ ５ － ８ ６ ７ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ４ ８ ア ミ
ノ 酸 長 で あ り 、 約 ２ ６ ,７ ３ ４ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ７ ． ９ ０ の ｐ Ｉ を 持 つ 。
図 ８ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ３ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要
な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に
与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ８ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ～ ア ミ ノ 酸 ２ ８ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １
６ ７ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ４ の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、
ト リ プ シ ン フ ァ ミ リ ー 、 ヒ ス チ ジ ン 活 性 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ４ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ４ 、 約 ア ミ
ノ 酸 １ ９ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ２ の セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 、 ト リ プ シ ン フ ァ ミ リ ー 、 ヒ ス チ ジ ン タ ン パ ク 質 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ４ ～ 約 ア
ミ ノ 酸 ２ ０ ７ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ５ の ク リ ン グ ル (kringle)ド メ イ ン タ ン
パ ク 質 相 同 ブ ロ ッ ク ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ８ の ア ッ プ ル ド メ イ ン 。 ク
ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ９ － １ ５ ６ ６ は １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 １ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ２ ３ ２ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ８ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ３ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
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３ ０ ３ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： AB009
849_1, P_W08475, AF024605_1, A42048_1, TRY3_RAT, MMAE00066414, TRY1_RAT, MMAE000
663_4, MMAE000665_2, 及 び MMAE00066412。  
【 実 施 例 ４ ５ 】
【 ０ ３ ０ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ７ ４ ５ と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ
Ａ ３ ５ ７ ４ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン
を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ５ ７ ４ ５ .ｆ １ ） ：  
5'-GTGTTCTGCTGGAGCCGATGCC-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ６ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ５ ７ ４ ５ .ｆ ２ ） ：  
5'-GACATGGACAATGACAGG-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ７ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ５ ７ ４ ５ .ｆ ３ ） ：  
5'-CCTTTCAGGATGTAGGAG-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ８ ）  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ５ ７ ４ ５ .ｆ ４ ） ：  
5'-GATGTCTGCCACCCCAAG-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ９ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ５ ７ ４ ５ .ｒ １ ） ：  
5'-GCATCCTGATATGACTTGTCACGTGGC-3'（ 配 列 番 号 ： ２ １ ０ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ３ ５ ７ ４ ５ .ｒ ２ ） ：  
5'-TACAAGAGGGAAGAGGAGTTGCAC-3'（ 配 列 番 号 ： ２ １ １ ）  
さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ７ ４ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ３ ５ ７ ４ ５ .ｐ １ ） ：  
5'-GCCCATTATGACGGCTACCTGGCTAAAGACGGCTCGAAATTCTACTGCAGCC-3'（ 配 列 番 号 ： ２ １ ２ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 骨 髄 組 織 （ LIB255） か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ６ － １ ５ ６ ７
[図 ８ ３ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ４ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ の 誘 導 タ ン パ ク 質
配 列 が 得 ら れ た 。  
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ６ － １ ５ ６ ７ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ８ ３ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ４ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ６ － １ ５ ６ ７ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ３ － ２ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ ８ ９
－ ６ ９ １ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ２ ２ ア ミ ノ 酸
長 で あ り 、 約 ２ ５ ,７ ９ ４ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ６ ． ２ ４ の ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ８
４ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ
リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え
ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ８ ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ ポ リ ペ プ チ
ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ４ の
小 胞 体 標 的 化 配 列 ； 約 ア ミ ノ 酸 ４ ５ ～ ア ミ ノ 酸 ４ ９ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸
８ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ４ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ３ の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 型 ペ プ チ
ジ ル -プ ロ リ ル シ ス -ト ラ ン ス イ ソ メ ラ ー ゼ 相 同 ブ ロ ッ ク ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸
２ １ ５ の Ｅ Ｆ -ハ ン ド カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 相 同 ブ ロ ッ ク 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０
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６ － １ ５ ６ ７ は １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 １ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ２
１ ９ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ８ ４ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
３ ０ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： AF040
252_1, P_R28980, S71238, CELC05C8_1, VFU52045_1, S75144, FKB3_BOVIN, CELC50F2_6,
 CELB0511_12, 及 び P_R41781。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ６ － １ ５ ６ ７ 配 列 は 、 IncyteESTク ロ ー ン 番 号 2813577の 挿 入 物 の 単 離 及
び 配 列 決 定 に よ っ て も 得 ら れ た 。  
【 実 施 例 ４ ６ 】
【 ０ ３ ０ ６ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ５ ７ ７ ３ を 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ に お い て 、 酵 母 ス ク リ ー ニ ン グ
に よ っ て 単 離 し 、 そ れ は 好 ま し く は 一 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 5'末 端 を 表 現 す る 。  
　 全 長 ク ロ ー ン ［ Ｄ Ｎ Ａ ６ １ ８ ７ ３ － １ ５ ７ ４ ］ が 単 離 さ れ 、 そ れ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ７ － ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク
レ オ チ ド 位 置 ６ ４ ３ － ６ ４ ５ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ （ 図 ８ ５ ； 配 列 番 号 ： ２ １ ３ ）
。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ １ ２ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ２ ４ ,０ ２ ４ ダ ル ト ン の
算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ２ ６ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ８ ６ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ） に 示 し た
全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ２ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ８ ６ に 示 す よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド
メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は
、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ８ ６ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ
り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド ；
約 ア ミ ノ 酸 １ ４ １ ～ ア ミ ノ 酸 １ ６ ０ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ７ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸
８ ０ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ９ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ９ ７ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６
１ ８ ７ ３ － １ ５ ７ ４ は １ ９ ９ ８ 年 ８ 月 １ ８ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２
０ ３ １ ３ ２ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ８ ６ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
３ １ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： GCINT
ALPH_1, GIBMUC1A_1, P_R96298, AF001406_1, PVU88874_1, P_R85151, AF041409_1, CELC
50F2_7, C45875, 及 び AB009510_21。  
【 実 施 例 ４ ７ 】
【 ０ ３ ０ ７ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ３ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ７ ６ と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ
Ａ ６ ４ ８ ７ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 、 及 び Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ １ １ と 称 さ れ る ジ ェ ネ ン テ ク が 独 自 に
開 発 し た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 配 列 相 同 性 の 検 索 に に 基 づ い て 、 Merck／ ワ シ ン ト ン 大 学 EST配 列
（ R80613と 称 す る ） が 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ７ ６ 及 び Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ １ １ と 有 意 な 相 同 性 を 持 つ こ
と が わ か っ た 。 従 っ て 、 Merck／ ワ シ ン ト ン 大 学 ESTク ロ ー ン 番 号 R80613を 購 入 し 、 そ の 挿
入 物 を 得 て 配 列 決 定 す る こ と に よ り Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ３ の タ ン パ ク 質 配 列 を 誘 導 し た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ６ ６ － １ ５ ７ ５ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ８ ７ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ５ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ６ ６ － １ ５ ７ ５ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ １ ５ － １ １ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １
０ ３ ６ － １ ０ ３ ８ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ０ ７
ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ３ ５ ,０ ９ ８ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ８ ． １ １ の ｐ Ｉ を 持
つ 。 図 ８ ８ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ６ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ３ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の
重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ
ン に 与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ８ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ３ ポ
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リ ペ プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸
１ ２ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ６ ～ ア ミ ノ 酸 １ ５ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ８ 、 約
ア ミ ノ 酸 ２ ３ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ５ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ５ の 膜 貫 通 ド
メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ９ 及 び 約
ア ミ ノ 酸 ２ ０ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ７ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ５ ～ 約 ア ミ
ノ 酸 １ ７ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４
６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ３ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ ３ ～
約 ア ミ ノ 酸 ６ １ の Ａ Ｔ Ｐ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 部 位 モ チ ー フ Ａ (Ｐ -ｌ ｏ ｏ ｐ )。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６
４ ９ ６ ６ － １ ５ ７ ５ は １ ９ ９ ９ 年 １ 月 １ ２ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２
０ ３ ５ ７ ５ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ８ ８ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ６ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
３ １ ３ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： CELT2
7A1_3, CEF09C06_7, U93688_9, H64896, YDCX_ECOLI, 及 び RNU06101_1。  
【 実 施 例 ４ ８ 】
【 ０ ３ ０ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 Merck／ ワ シ ン ト ン 大 学 を 検 索 し 、 配 列 を 登 録 番 号 W39620と し て 同 定 し た （ ソ ア レ ス 副
甲 状 腺 腫 瘍 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 ） 。 こ の 配 列 を デ ー タ ベ ー ス に 入 れ 、 他 の 配 列 と 比 較 し
て 他 の 配 列 と 整 列 さ れ る こ と が で き た 。  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ７ ２ ２ １ と 命 名 し た 。  
　 Merckの W39620を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 購 入 し て 全 体 を 配 列 決 定 し た 。 上 記 の よ う に 単
離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ７ ３ ０ ０ － １ ６ ０ ５ [図 ８ ９ 、 配 列 番
号 ： ２ １ ７ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ７ ３ ０ ０ － １ ６ ０ ５ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ８ ９ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ７ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ７ ３ ０ ０ － １ ６ ０ ５ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ ７ － １ ０ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６
２ ３ － ６ ２ ５ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ ７ ２ ア ミ
ノ 酸 長 で あ り 、 約 １ ９ ,２ ０ ６ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ５ ． ３ ６ の ｐ Ｉ を 持 つ 。
図 ９ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要
な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に
与 え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ９ ０ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ ポ リ ペ
プ チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ の シ
グ ナ ル ペ プ チ ド ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ５ ８ ～ ア ミ ノ 酸 ７ ５ の チ オ レ ド キ シ ン フ ァ ミ リ ー タ ン パ
ク 質 相 同 ブ ロ ッ ク 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ７ ３ ０ ０ － １ ６ ０ ５ は １ ９ ９ ８ 年 ８ 月 ２ ５ 日 に Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ １ ６ ３ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ９ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
３ ７ ６ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： XAG_X
ENLA, AF025474_1, NP77_XENLA, D69100, S75124, ER60_SCHMA, H69466, A57254, AB0022
34_1, 及 び TATHIORDH_1。  
【 実 施 例 ４ ９ 】
【 ０ ３ ０ ９ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た 企 業 の シ グ ナ ル 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し て Ｄ Ｎ Ａ ６ ８
８ ７ ２ － １ ６ ２ ０ を 同 定 し た 。 上 述 の シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 IncyteＥ
Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番 号 10298と 命 名 さ れ る LIFESEQ(商 品 名 )か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同
定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 Ge
nBank） 及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceutic
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als、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存
在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Alt
schul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物
は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washingt
on） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配
列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ２ ５ ９ と 命 名 す る 。 ジ ェ ネ ン テ ク が 独 自 に 開 発 し た EST配 列 を 構
築 に 使 用 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ５ １ ６ と 命 名 す る 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ２ ５ ９ 配 列 と IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 3507924と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み
て 、 IncyteＥ Ｓ Ｔ 番 号 3507924を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ９ １ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ９ ） に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ ７ ２ － １ ６
２ ０ と 命 名 す る 。  
【 ０ ３ １ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ ７ ２ － １ ６ ２ ０ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ９ １ （ 配 列 番 号 ： ２ １ ９ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ ７ ２ － １ ６ ２ ０ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ５ － ８ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置
１ ２ ６ ７ － １ ２ ６ ９ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ９ １ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体
は ３ ９ ４ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ９ ２ ； 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ） 。 図 ９ ２ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３
８ ７ タ ン パ ク 質 は 、 約 ４ ４ ， ３ ３ ９ の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ７ ． １ ０ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図
９ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ７ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な
ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与
え ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ９ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ７ ポ リ ペ プ
チ ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ の シ グ
ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ６ の 膜 貫 通 ド メ イ ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ７ ６
～ 約 ア ミ ノ 酸 ８ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ２ ～ 約 ア ミ ノ
酸 ３ ０ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ １ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ７ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３
８ ０ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ０ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ９ ２
～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ２ ２ の ミ エ リ ン Ｐ ０ タ ン パ ク 質 相 同 ブ ロ ッ ク 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ ７ ２
－ １ ６ ２ ０ は １ ９ ９ ８ 年 ８ 月 ２ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ １ ６
０ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ９ ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
３ ８ ７ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： P_W36
955, MYP0_HETFR, HS46KDA_1, AF049498_1, MYO0_HUMAN, AF030454_1, A53268, SHPTCRA_
1, P_W14146, 及 び GEN12838。  
【 実 施 例 ５ ０ 】
【 ０ ３ １ １ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ５ ６ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ３ ０ と 命 名 す る 。 独 自
に 開 発 し た ジ ェ ネ ン テ ク Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 を コ ン セ ン サ ス 構 築 に 用 い 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ７ ５ ３
と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ３ ０ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す
る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ５ ６ １ の 全 長 コ ー ド
化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成
し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） の 対 を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ９ ６ ３ ０ .ｆ １ ） ：  
5'-CTGCCTCCACTGCTCTGTGCTGGG-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ３ ）  
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ ４ ９ ６ ３ ０ .ｒ １ ） ：  
5'-CAGAGCAGTGGATGTTCCCCTGGG-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ４ ）  
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さ ら に 、 ４ ０ ６ ３ ０ Ｄ Ｎ Ａ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 成 し 、 そ れ は 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し て い た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ （ ４ ９ ６ ３ ０ .ｐ １ ） ：  
5'-CTGAACAAGATGGTCAAGCAAGTGACTGGGAAAATGCCCATCCTC-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ５ ）  
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 。 次 い で 、 ポ ジ
テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い
て Ｐ Ｒ Ｏ １ ５ ６ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 乳 房 腫 瘍 組 織 か ら 単 離 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ５ ３ ８ － １ ６ ７ ０
[図 ９ ３ 、 配 列 番 号 ： ２ ２ １ ］ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ５ ６ １ の 誘 導 タ ン パ ク 質
配 列 が 得 ら れ た 。  
【 ０ ３ １ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ５ ３ ８ － １ ６ ７ ０ の 全 コ ー ド 化 配 列 が 図 ９ ３ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ １ ） に 含 ま れ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ５ ３ ８ － １ ６ ７ ０ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ９ － ３ １ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ７ ７
－ ３ ７ ９ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ １ ６ ア ミ ノ 酸
長 で あ り 、 約 １ ２ ,９ １ ０ ダ ル ト ン の 見 積 も り 分 子 量 及 び 約 ６ ． ４ １ の ｐ Ｉ を 持 つ 。 図 ９
４ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ５ ６ １ 配 列 の 分 析 に よ り 、 種 々 の 重 要 な ポ
リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か に な り 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え
ら れ た 位 置 は 、 お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 図 ９ ４ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ５ ６ １ ポ リ ペ プ チ
ド の 分 析 に よ り 、 以 下 の 存 在 が 明 ら か に な っ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ の シ グ ナ
ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ８ ６ ～ ア ミ ノ 酸 ９ ０ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ～
約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ １ の Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ
ノ 酸 ６ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ １ の ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ａ ２ ヒ ス チ ジ ン 活 性 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７
６ ５ ３ ８ － １ ６ ７ ０ は １ ９ ９ ８ 年 １ ０ 月 ６ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２
０ ３ ３ １ ３ が 付 与 さ れ た 。  
　 図 ９ ４ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ） に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を
用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
５ ６ １ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た ： P_R63
053, P_R25416, P_R63055, P_P93363, P_R63046, PA2A_VIPAA, P_W58476, GEN13747, PA2
X_HUMAN, 及 び PA2A_CRODU。  
　 上 記 に 加 え て 、 配 列 相 同 性 検 索 に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ３ ０ コ ン セ ン サ ス 配 列 と IncyteES
Tク ロ ー ン 番 号 1921092と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た 。 従 っ て 、 IncyteESｔ ク ロ
ー ン 番 号 1921092を 購 入 し 、 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 す る こ と に よ り 、 図 ９ ３ （ 配 列 番 号 ：
２ ２ １ ） に 示 す Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ５ ３ ８ － １ ６ ７ ０ を 得 た 。  
【 実 施 例 ５ １ 】
【 ０ ３ １ ３ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離  
　 Swiss-Prot公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら の 約 ９ ５ ０ の 既 知 の 分 泌 タ ン パ ク 質 か ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） 配 列 （ あ る と す れ ば 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス の 検
索 に 使 用 し た 。 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス は 公 的 な Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば GenBank） 及 び
企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA
） を 含 ん で い た 。 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2［ Altschul等 , Metho
ds in Enzymology, 266: 460-480(1996)］ を 用 い 、 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の ６ フ レ ー ム 翻 訳 に 対 す る
Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 配 列 の 比 較 と し て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス
コ ア が ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 と な る 比 較 物 を 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ P
hil Green, University of Washington, Seattle, Washington） で コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配
列 に 集 団 化 し て 構 築 し た 。  
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ８ ７ の 完 全 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 登 録 番 号 AB000114_1及 び AB009589_1（ ヒ ト オ
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ス テ オ モ ジ ュ リ ン (osteomodulin)） と し て GenBankに 開 示 さ れ て い る 。 関 連 し て い る が 異
な る タ ン パ ク 質 、 角 膜 ケ ラ チ ン リ ン 酸 は 、 Funderburgh等 , J. Biol. Chem., 271: 31431-
31436 (1996)に 開 示 さ れ て い る 。  
　 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 上 記 よ う に phrapを 使 用 し て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て 構 築
し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ５ ４ と 命 名 す る 。 幾 つ か の 場 合 に は 、
コ ン セ ン サ ス 配 列 は BLAST及 び phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用 い て 伸 長 さ せ 、 上 で 検 討 し た
Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り 伸 長 さ せ た 中 間 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 取 り
出 さ れ た  
　 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ５ ４ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含
む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ
ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 正 方 向
及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 対 は 、 一 般 に ２ ０ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば
し ば お よ そ １ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配
列 は 典 型 的 に は ４ ０ － ５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 幾 つ か の 場 合 に は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 が 約 １ －
１ ． ５ ｋ ｂ ｐ よ り 大 き な 場 合 に 更 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 。 全 長 ク ロ ー ン に つ
い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 掲 の
Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biologyに 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で
の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い で ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い た 興 味 あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン の
単 離 に 使 用 し た 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 対 （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） を 合 成 し た ：  
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
　 5'-TCACGATGATCCTGACAATGC-3'(配 列 番 号 ： ２ ２ ８ ) 
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：  
　 5'-AATAATGAAGGTCAAAGTGCCCTT-3'(配 列 番 号 ： ２ ２ ９ ) 
さ ら に 、 次 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ を コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ５ ４ 配 列 か ら 構 築 し た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：  
　 5'-TGCTCCTTCTTGTTCTGGGCTCTCATG-3'(配 列 番 号 ： ２ ３ ０ ) 
【 ０ ３ １ ４ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 Invitrogen, San 
Diego, CAの 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ て 作 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位
を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ 化 ア ダ プ タ ー の 平 滑 末 端 で 結 合 さ
せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 切 に サ イ ズ 分 割 を し 、 決 め ら れ た 方 向 で 適 当 な
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持 た な
い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253:1278-1280 (1991)） に 独 特 の Ｘ
ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー ン 化 し た 。  
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の
全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ こ こ で 、 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ８ ７ と 命 名 さ れ る [図 ９ ５ 、 配 列 番 号 ： ２ ２ ６ ]）
及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。  
　 上 記 で 同 定 し た 全 長 ク ロ ー ン は 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ６ ８ － ２ ７ ０ に 見 掛 け の 翻 訳 開 始
部 位 、 及 び ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ５ ３ １ － １ ５ ３ ３ に 停 止 シ グ ナ ル を 持 つ 単 一 の オ ー プ ン リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 有 し て い た （ 図 ９ ５ ； 配 列 番 号 ： ２ ２ ６ ） 。 予 想 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド 前 駆 体 は 、 ４ ２ １ ア ミ ノ 酸 長 で あ り ［ 図 ９ ６ ； （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ ） ］ 、 約 ４ ９ ,４ ９
２ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ５ ． ５ １ の 見 積 も り ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ９ ６ （ 配 列 番 号 ： ２
２ ７ ） に 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ９ ６ に 示 す 様 々 な 重 要 な ポ リ ペ
プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 証 明 さ れ た が 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 対 し て 与
え ら れ る 位 置 は お よ そ 上 記 の 通 り で あ る 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ 配 列 （ 図 ９ ６ ； 配 列 番 号 ： ２
２ ７ ） の 分 析 に よ り 以 下 の 存 在 が 証 明 さ れ た ： 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ３ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ７ 、 約
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ア ミ ノ 酸 １ ２ １ ～ ア ミ ノ 酸 １ ２ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２
４ ２ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ６ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ２ ０ の Ｎ -グ リ コ シ ル 化
部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ５ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ ７ の
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ０ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ ６ の Ｎ -ミ リ ス ト イ
ル 化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ８ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸
２ ３ ９ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー ン 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ８ ７ は １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 １ ６
日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ８ １ が 付 与 さ れ た 。  
　 こ の ク ロ ー ン は 、 I. Ohnoに よ り １ ９ ９ ６ 年 １ ２ 月 ２ ６ 日 に GenBankに 提 出 さ れ た （ AB00
0114_1） 及 び I. Ohnoに よ り １ ９ ９ ７ 年 １ ２ 月 ５ 日 に GenBankに 提 出 さ れ た （ AB009589-1）
ヒ ト オ ス テ オ モ ジ ュ リ ン と 同 じ で あ る 。  
【 実 施 例 ５ ２ 】
【 ０ ３ １ ５ 】
心 臓 新 生 児 肥 大 の 刺 激  
　 こ の ア ッ セ イ は 新 生 児 心 臓 の 肥 大 を 刺 激 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 測 定 す る よ う
に 設 計 さ れ て い る 。 １ 日 齢 の Harlan Sprague Dawleyラ ッ ト か ら 筋 細 胞 を 得 た 。 細 胞 （ 7.5
x104/mlで 180μ l、 血 清 ＜ 0.1%、 新 た に 単 離 ） を DMEM/F12＋ 4%FCSで 予 め コ ー ト し た ９ ６ ウ
ェ ル プ レ ー ト に １ 日 目 に 添 加 し た 。 試 験 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 試 験 試 料 を ２ 日 目
に 20μ Lの 容 量 で ウ ェ ル に 直 接 添 加 し た 。 さ ら に ２ 日 後 に 細 胞 を ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト
で 染 色 し 、 次 の 日 に 視 覚 に よ り ス コ ア を つ け た 。 イ ン キ ュ ベ ー タ 条 件 は 重 要 で あ り 5%の Ｃ
Ｏ ２ を 含 む 。  
　 活 性 基 準 ： 1-100μ Mの フ ェ ニ ル エ フ リ ン (phenylephrine)、 0.1-1.0μ Mの Ｐ Ｇ Ｆ -２ ア ル
フ ァ 、 1-10nMの エ ン ド セ リ ン 、 1-10nMの CT1（ Ｌ Ｉ Ｆ ） 。 ア ッ セ イ 反 応 に Ｃ ａ 濃 度 が 重 要
で あ る た め Ｐ Ｂ Ｓ は 含 有 し な い 。 ア ッ セ イ 媒 体 は 以 下 を 含 む ： DMEM/F12（ 2.44gmの 重 炭 酸
塩 を 含 む ） 、 10μ g/mlの ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 1μ g/mlの イ ン シ ュ リ ン 、 1μ g/mlの ア プ ロ チ
ニ ン 、 2mmol/Lの グ ル タ ミ ン 、 100U/mlの ペ ニ シ リ ン G、 100μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン 。
マ ン ニ ト ー ル （ 4%） を 含 む タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー は 1/10（ 0.4%） 及 び 1/100（ 0.04%） で は
ポ ジ テ ィ ブ シ グ ナ ル （ ス コ ア 3.5） を 与 え た が 、 1/1000(0.004%)で は 与 え な か っ た 。 従 っ
て 、 マ ン ニ ト ー ル を 含 む 試 験 試 料 バ ッ フ ァ ー は 実 行 し な か っ た 。 二 次 ア ッ セ イ は 細 胞 か ら
の 条 件 培 地 中 で の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る Ａ Ｎ Ｐ レ ベ ル （ ng/ml） の 測 定 か ら な る 。 Ａ Ｎ Ｐ メ ッ
セ ー ジ の 増 加 は 数 時 間 後 の 細 胞 か ら の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 測 定 で き る 。  
【 ０ ３ １ ６ 】
　 結 果 を 細 胞 サ イ ズ の 視 覚 的 観 察 に よ り 評 価 し ： 条 件 培 地 に つ い て は ス コ ア =3.5又 は そ れ
以 上 を ポ ジ テ ィ ブ と 考 え ； 精 製 タ ン パ ク 質 に つ い て は ス コ ア ＝ 3.0又 は そ れ 以 上 を ポ ジ テ
ィ ブ と 考 え た 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ６ 、 及 び Ｐ
Ｒ Ｏ １ ３ １ ２ 精 製 ポ リ ペ プ チ ド は 、 下 記 の 表 ４ に 示 す よ う に 、 新 生 児 心 臓 肥 大 を 刺 激 し 、
こ の ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ な ス コ ア が つ け ら れ る こ と が 観 察 さ れ た 。  
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【 実 施 例 ５ ３ 】
【 ０ ３ １ ７ 】
Ｆ ２ ａ に よ り 誘 導 さ れ た 心 臓 新 生 児 肥 大 の 促 進
　 こ の ア ッ セ イ は 新 生 児 心 臓 の 肥 大 を 刺 激 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 測 定 す る よ う
に 設 計 さ れ て い る 。 １ 日 齢 の Harlan Sprague Dawleyラ ッ ト か ら 筋 細 胞 を 得 た 。 細 胞 （ 7.5
x10<SUP>4</SUP>/mlで 180μ l、 血 清 ＜ 0.1%、 新 た に 単 離 ） を DMEM/F12＋ 4%FCSで 予 め コ ー
ト し た ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に １ 日 目 に 添 加 し た 。 試 験 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド （ 20μ l/ウ ェ ル
） を 含 有 す る 試 験 試 料 を １ 日 目 に ウ ェ ル に 直 接 添 加 し た 。 次 い で ２ 日 後 に Ｐ Ｇ Ｆ （ 20μ l/
ウ ェ ル ） を 最 終 濃 度 10<SUP>-6</SUP>Mで 添 加 し た 。 次 い で 細 胞 を ４ 日 目 に 染 色 し 、 ５ 日 目
に ス コ ア を つ け た 。 視 覚 的 ス コ ア は 細 胞 サ イ ズ に 基 づ き 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 に 比 較 し て サ イ
ズ の 増 加 を 示 さ な い 細 胞 を 0.0と ス コ ア 付 け し 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 に 比 較 し て サ イ ズ の 小 か
ら 中 程 度 の 増 加 を 示 す 細 胞 を 1.0と ス コ ア 付 け し 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 に 比 較 し て サ イ ズ の 大
き な 増 加 を 示 す 細 胞 を 2.0と ス コ ア 付 け し た 。 1.0又 は そ れ 以 上 の ス コ ア を ポ ジ テ ィ ブ と 考
え た 。
　 ア ッ セ イ 反 応 に Ｃ ａ 濃 度 が 重 要 で あ る た め Ｐ Ｂ Ｓ は 含 有 し な い 。 プ レ ー ト は DMEM/F12＋
4%FCS（ 200μ l/ウ ェ ル ） で コ ー ト し た 。 ア ッ セ イ 媒 体 は 以 下 を 含 む ： DMEM/F12（ 2.44gmの
重 炭 酸 塩 を 含 む ） 、 10μ g/mlの ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 1μ g/mlの イ ン シ ュ リ ン 、 1μ g/mlの ア
プ ロ チ ニ ン 、 2mmol/Lの グ ル タ ミ ン 、 100U/mlの ペ ニ シ リ ン Ｇ 、 100μ g/mlの ス ト レ プ ト マ
イ シ ン 。 マ ン ニ ト ー ル （ 4%） を 含 む タ ン パ ク 質 バ ッ フ ァ ー は 1/10（ 0.4%） 及 び 1/100（ 0.0
4%） で は ポ ジ テ ィ ブ シ グ ナ ル （ ス コ ア 3.5） を 与 え た が 、 1/1000(0.004%)で は 与 え な か っ
た 。 従 っ て 、 マ ン ニ ト ー ル を 含 む 試 験 試 料 バ ッ フ ァ ー は 実 行 し な か っ た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 精 製 ポ リ ペ プ チ ド は 、
下 記 の 表 ５ に 示 す よ う に 、 上 記 の 方 法 に よ り ア ッ セ イ し た と き ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 示 し た
。
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【 実 施 例 ５ ４ 】
【 ０ ３ １ ８ 】
心 臓 成 人 肥 大 の 阻 害
　 こ の ア ッ セ イ は 心 臓 成 人 肥 大 の 阻 害 を 測 定 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 心 室 筋 細 胞 を 成
体 （ 250g） Harlan Sprague Dawlwyラ ッ ト か ら 新 た に 単 離 し 、 細 胞 を 2000細 胞 /180μ lウ ェ
ル 容 積 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 ２ 日 目 に Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 試 験 試 料 （ 20μ l） を
添 加 し た 。 ５ 日 目 に 細 胞 を 固 定 し た 後 に 染 色 し た 。 数 時 間 後 に 細 胞 か ら の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り Ａ
Ｎ Ｐ メ ッ セ ー ジ の 増 加 も 測 定 で き る 。 結 果 は 細 胞 サ イ ズ の 視 覚 的 ス コ ア に 基 づ く ： 0＝ 阻
害 無 し 、 -1＝ 小 さ な 阻 害 、 -2＝ 大 き な 阻 害 。 0未 満 の 祖 コ ア を ポ ジ テ ィ ブ と 考 え た 。 活 性
参 照 は 、 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て の 0.1mMの フ ェ ニ ル エ フ ィ ン （ Ｐ Ｅ ） に 相 当 す る 。 2の ス コ
ア は 極 め て ポ ジ テ ィ ブ と 考 え る 。 ア ッ セ イ 媒 体 は 以 下 を 含 む ： 100mMの イ ン シ ュ リ ン 、 0.2
%の Ｂ Ｓ Ａ 、 5mMの ク レ チ ン 、 2mMの L-カ ル ニ チ ン 、 5mMの タ ウ リ ン 、 100U/mlの ペ ニ シ リ ン
Ｇ 、 100μ g/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン (Ｃ Ｃ Ｔ 媒 体 )中 に 懸 濁 し た Ｍ １ ９ ９ (修 飾 )-グ ル タ ミ
ン フ リ ー 、 Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 フ ェ ノ ー ル レ ッ ド 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の 内 側 ６ ０ ウ ェ ル の み
を 使 用 し た 。 こ れ ら の 中 で 、 ６ ウ ェ ル を ネ ガ テ ィ ブ 及 び ポ ジ テ ィ ブ （ Ｐ Ｅ ） 対 照 用 に と っ
て お い た 。 最 初 に 、 視 覚 的 ス コ ア 系 と 平 行 し て 感 受 性 の 相 対 的 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 定
量 的 Ｐ Ｃ Ｒ を 実 行 し た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ は 、 上 記 の ア ッ セ イ で 心 臓 成 人 肥 大 の 阻 害 に お い て ポ ジ
テ ィ ブ な 結 果 を 示 し た 。
【 実 施 例 ５ ５ 】
【 ０ ３ １ ９ 】
内 皮 細 胞 増 殖 の 刺 激
　 こ の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 副 腎 皮 質 毛 細 管 内 皮 細 胞 （ Ａ Ｃ Ｅ ） 成 長 を 刺 激
す る 能 力 を 示 す か 否 か を 測 定 す る 用 に 設 計 さ れ て い る 。
　 ウ シ 副 腎 皮 質 毛 細 管 内 皮 （ Ａ Ｃ Ｅ ） 細 胞 （ 初 代 培 養 か ら の も の 、 最 大 12-14継 代 ） を ９
６ ウ ェ ル の プ レ ー ト に お い て 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル 当 た り 500細 胞 ／ ウ ェ ル で プ レ ー テ ィ ン
グ し た 。 ア ッ セ イ 媒 体 は 、 低 グ ル コ ー ス DMEM、 10%子 ウ シ 血 清 、 2mMグ ル タ ミ ン 、 及 び 1xペ
ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン ／ フ ァ ン ギ ゾ ン を 含 む 。 対 照 ウ ェ ル は 以 下 を 含 む ： （ １ )
Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 無 添 加 ； （ ２ ） Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 の み ； （ ３ ） Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 ＋ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ (5ng/ml)； 及 び
（ ４ ） Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 ＋ Ｆ Ｇ Ｆ (5ng/ml)。 次 い で 、 対 照 及 び 試 験 試 料 （ 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル
容 量 ） を ウ ェ ル に 添 加 し た （ 各 々 、 1%、 0.1%及 び 0.01%希 釈 ） 。 細 胞 培 地 を 37℃ ／ 5%Ｃ Ｏ
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２ で 6-7日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ べ ー シ ョ ン の 後 、 ウ ェ ル 中 の 培 地 を 吸 引 し て
細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 1x洗 浄 し た 。 次 い で 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 反 応 混 合 物 （ 100マ イ ク ロ リ ッ ト
ル 、 0.1M酢 酸 ナ ト リ ウ ム , pH5.5, 0.1% ト リ ト ン X-100, 10mMの リ ン 酸 ｐ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル
） を 殻 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 37℃ で 2時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 10マ イ ク ロ リ ッ ト ル
の 1Nの NaOHの 添 加 に よ り 反 応 を 停 止 さ せ た 。 光 学 密 度 （ Ｏ Ｄ ） を 405nmで マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト で 測 定 し た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 、 （ １ ） 細 胞 の み の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 対 す る 、 及 び （ ２
） Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に よ る 最 大 阻 害 に 対 す る （ 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 、 Ｏ Ｄ 405nmで 測 定 し た ） 増
殖 増 加 の 倍 数 と し て 計 算 し た 。 最 大 阻 害 に つ い て の 活 性 参 照 と し て Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ 3-10ng/ml
） 及 び Ｆ Ｇ Ｆ （ 1-5ng/ml） を 使 用 し た 。 ア ッ セ イ の 結 果 は 、 観 察 さ れ た 刺 激 が バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド を 越 え て &gt;=50%で あ る 場 合 に 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 と 考 え た 。 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ 5ng/ml） 対 照
は 1%希 釈 に お い て 1.24倍 の 刺 激 を 与 え ； Ｆ Ｇ Ｂ （ 5ng/ml） 対 照 は 1%希 釈 に お い て 1.46倍 の
刺 激 を 与 え た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ５ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ４ 、 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ は 、 下 記 の 表 ６ に 示 す よ う に 、 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 と 検 定
さ れ た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ５ ６ 】
【 ０ ３ ２ １ 】
血 管 内 皮 成 長 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） に 刺 激 さ れ た 内 皮 細 胞 成 長 増 殖 の 阻 害
　 内 皮 細 胞 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 増 殖 を 阻 害 す る 様 々 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 試 験 し た 。
特 に 、 ウ シ 副 腎 皮 質 毛 細 管 内 皮 （ Ａ Ｃ Ｅ ） 細 胞 （ 初 代 培 養 か ら の も の 、 最 大 12-14継 代 ）
を ９ ６ ウ ェ ル の プ レ ー ト に お い て 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル 当 た り 500細 胞 ／ ウ ェ ル で プ レ ー テ
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ィ ン グ し た 。 ア ッ セ イ 媒 体 は 、 低 グ ル コ ー ス DMEM、 10%子 ウ シ 血 清 （ 牛 胎 児 で は な い ） 、 2
mMグ ル タ ミ ン 、 及 び 1xペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン ／ フ ァ ン ギ ゾ ン を 含 む 。 対 照 ウ ェ
ル は 以 下 を 含 む ： （ １ )Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 無 添 加 ； （ ２ ） Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 の み ； （ ３ ） Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 ＋ 5
ng/mlＦ Ｇ Ｆ ； （ ４ ） Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 ＋ 5ng/mlＶ Ｅ Ｇ Ｆ ； （ ５ ） Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 ＋ 3ng/mlＶ Ｅ Ｇ Ｆ
＋ 1ng/mlＴ Ｇ Ｔ -ベ ー タ ； 及 び （ ６ ） Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 ＋ 3ng/mlＶ Ｅ Ｇ Ｆ ＋ 5ng/mlＬ Ｉ Ｆ 。 次 い
で 、 試 験 試 料 、 ポ リ -Hisタ グ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド （ 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル 容 量 ） を ウ ェ ル
に 添 加 し た （ 各 々 、 1%、 0.1%及 び 0.01%希 釈 ） 。 細 胞 培 地 を 37℃ ／ 5%Ｃ Ｏ <SUB>２ </SUB>で
6-7日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ べ ー シ ョ ン の 後 、 ウ ェ ル 中 の 培 地 を 吸 引 し て 細 胞
を Ｐ Ｂ Ｓ で 1x洗 浄 し た 。 次 い で 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 反 応 混 合 物 （ 100マ イ ク ロ リ ッ ト ル 、 0
.1M酢 酸 ナ ト リ ウ ム , pH5.5, 0.1% ト リ ト ン X-100, 10mMの リ ン 酸 ｐ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） を
各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 37℃ で 2時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 10マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 1N
の NaOHの 添 加 に よ り 反 応 を 停 止 さ せ た 。 光 学 密 度 （ Ｏ Ｄ ） を 405nmで マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト で 測 定 し た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 、 刺 激 な し の 細 胞 に 対 す る 、 （ OD405nmで の 酸 性 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 活 性 を 測 定 し た と き の ） Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ 3ng/mｌ ） 刺 激 増 殖 の 阻 害 パ ー セ ン ト と し て 計
算 し た 。 Ｔ Ｇ Ｆ -ベ ー タ は 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -刺 激 Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 増 殖 の 70-90%を ブ ロ ッ ク す る た め 、
Ｔ Ｇ Ｆ -ベ ー タ を 1ng/mlに お い て 活 性 対 照 と し て 用 い た 。 以 下 の 表 ７ に 示 す 結 果 は 、 癌 治
療 、 特 に 腫 瘍 血 管 形 成 の 阻 害 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 有 用 性 を 示 す 。 表 ７ に 示 さ れ
る 数 値 （ 相 対 的 阻 害 ） は 、 刺 激 な し の 細 胞 に 対 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺
激 増 殖 の 阻 害 パ ー セ ン ト を 算 定 し 、 次 い で Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 細 胞 増 殖 の 70-90%を 阻 害 す る こ と
が 知 ら れ て い る １ ng/mlの Ｔ Ｇ Ｆ -β に よ り 得 ら れ た 阻 害 パ ー セ ン ト で そ の パ ー セ ン ト を 割
る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 結 果 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 内 皮 細 胞 成 長 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 の
30%又 は そ れ 以 上 の 阻 害 を 示 し た 場 合 （ 30%以 上 の 相 対 的 阻 害 ） を ポ ジ テ ィ ブ と 考 え た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
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【 実 施 例 ５ ７ 】
【 ０ ３ ２ ３ 】
内 皮 細 胞 に お け る ｃ -ｆ ｏ ｓ の 誘 導
　 こ の ア ッ セ イ は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 内 皮 細 胞 に お い て ｃ -ｆ ｏ ｓ を 誘 導 す る 能 力 を 示
す か 否 を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ て い る 。
　 成 長 培 地 （ 50%の ハ ム の Ｆ １ ２ ｗ ／ ｏ Ｇ Ｈ Ｔ ： 低 グ ル コ ー ス 、 及 び グ リ シ ン な し の 50%Ｄ
Ｍ Ｅ Ｍ ： Ｎ ａ Ｈ Ｃ Ｏ ３ 、 1%グ ル タ ミ ン 、 10mMの Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 10%の Ｆ Ｂ Ｓ 、 10ng/mlの ｂ Ｆ
Ｇ Ｆ ） 中 の ヒ ト 静 脈 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC, Cell Systems） を 1x10４ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 細
胞 密 度 で ９ ６ ウ ェ ル マ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー テ ィ ン グ の 次
の 日 、 成 長 培 地 を 除 き 、 細 胞 を 100μ l／ ウ ェ ル の 試 験 試 料 と 対 照 （ ポ ジ テ ィ ブ 対 照 ： 成 長
培 地 ； ネ ガ テ ィ ブ 対 照 ： 10mMの Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 140mMの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 4%（ w/v） マ ン ニ ト ー ル 、
pH6.8） で 処 理 す る こ と に よ り 、 細 胞 を 飢 餓 さ せ た 。 細 胞 を 5%Ｃ Ｏ ２ 中 で 37℃ に お い て 30
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 を 取 り 除 い て 、 Ｄ Ｎ Ａ キ ッ ト プ ロ ト コ ー ル （ Chiron Diagn
ostics, cat.#6005-037） の 最 初 の 部 分 に 従 っ た 。 こ こ で 、 下 記 の 各 大 文 字 の 試 薬 ／ バ ッ
フ ァ ー は キ ッ ト か ら 利 用 可 能 で あ っ た 。
　 簡 単 に は 、 試 験 に 必 要 な Ｔ Ｍ 溶 菌 バ ッ フ ァ ー (TM Lysis Buffer)及 び プ ロ ー ブ の 量 を 製
造 者 に よ り 提 供 さ れ た 情 報 に 基 づ い て 計 算 し た 。 適 当 な 量 の 解 凍 プ ロ ー ブ を Ｔ Ｍ 溶 菌 バ ッ
フ ァ ー に 添 加 し た 。 捕 獲 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (Capture Hybridization Buf
fer)を 室 温 ま で 温 め た 。 ｂ Ｄ Ｎ Ａ 条 片 を 金 属 条 片 ホ ル ダ ー に セ ッ ト ア ッ プ し 、 100μ ｌ の
捕 獲 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー を 必 要 な 各 ｂ -Ｄ Ｎ Ａ ウ ェ ル に 添 加 し 、 少 な く と
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も 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 内 の 試 験 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー タ か ら 取 り 除 き 、 真 空
マ ニ フ ォ ー ル ド を 使 用 し て 培 地 を 穏 や か に 除 い た 。 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル
に 100μ ｌ の プ ロ ー ブ を 伴 う 溶 菌 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー を 各 ｂ -Ｄ Ｎ Ａ ウ ェ ル
に ピ ペ ッ ト で 素 早 く 添 加 し た 。 つ い で 、 プ レ ー ト を 15分 間 55℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ
ン キ ュ ベ ー タ ー か ら の 取 り 出 し 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ア ダ プ タ ー ヘ ッ ド を 備 え た ボ ル テ ッ ク
ス ミ キ サ ー に プ レ ー ト を 配 し 、 1分 の 間 、 #2の 設 定 で ボ ル テ ッ ク ス し た 。 80μ lの 溶 菌 液 を
取 り 除 き 、 捕 獲 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー を 含 む ｂ Ｄ Ｎ Ａ ウ ェ ル に 添 加 し 、 ピ ペ
ッ ト で 上 下 し て 混 合 し た 。 プ レ ー ト を 少 な く と も 16時 間 の 間 53℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 次 の 日 に 、 ｂ Ｄ Ｎ Ａ キ ッ ト プ ロ ト コ ー ル の 第 ２ の 部 分 に 従 っ た 。 す な わ ち 、 プ レ ー ト を
イ ン キ ュ ベ ー タ ー か ら 取 り 除 き 、 ベ ン チ に 配 置 し て 10分 間 冷 却 し た 。 必 要 な 添 加 の 容 積 は
製 造 者 に よ り 適 用 さ れ た 情 報 に 基 づ い て 計 算 し た 。 Ａ Ｌ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ
ー 中 に 1:100の 希 釈 の ア ン プ リ フ ァ イ ア ー 濃 縮 物 （ Amplifier Concentrate） （ 20fm/μ l）
を 作 成 す る こ と に よ り 50μ lの ア ン プ リ フ ァ イ ア ー 作 用 液 を 調 製 し た 。 つ い で 、 プ レ ー ト
を イ ン キ ュ ベ ー タ ー か ら 取 り 除 い て 10分 間 冷 却 し た 。 標 識 プ ロ ー ブ 作 用 液 を 、 Ａ Ｌ ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー 中 に 1:100の 希 釈 で 標 識 濃 縮 物 （ 40pmoles/μ l） を 作 成 す る
こ と に よ り 調 製 し た 。 10分 の 冷 却 期 間 後 、 ア ン プ リ フ ァ イ ア ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混
合 物 を 除 去 し 、 プ レ ー ト を 洗 浄 剤 Ａ で 2回 洗 浄 し た 。 50μ lの 標 識 プ ロ ー ブ 作 用 液 を 各 ウ ェ
ル に 添 加 し 、 ウ ェ ル を 53℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10分 間 の 冷 却 後 、 基 質 を 室 温 ま
で 温 め た 。 ア ッ セ イ に 必 要 な 各 モ ル の 基 質 に 3μ lの 基 質 エ ン ハ ン サ ー を 添 加 し て 、 プ レ ー
ト を 10分 間 冷 却 し 、 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 を 取 り 除 き 、 プ レ ー ト を 洗 浄 剤 Ａ
で 2回 、 洗 浄 剤 Ｄ で 3回 洗 浄 し た 。 50μ lの エ ン ハ ン サ ー を 伴 う 基 質 溶 液 を 各 ウ ェ ル に 添 加
し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｒ Ｌ Ｕ を 適 当 な 照 度 計 で 読 み と っ た 。
　 複 製 を 平 均 化 し 変 動 係 数 を 決 定 し た 。 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 （ 上 述 の プ ロ テ イ ン ３ ２ ／ Ｈ Ｅ Ｐ
Ｅ Ｓ バ ッ フ ァ ー ） 値 に 対 す る 増 加 倍 数 の 活 性 の 測 定 は 化 学 発 光 単 位 （ Ｒ Ｌ Ｕ ） に よ っ て 示
さ れ た 。 結 果 を 下 記 の 表 ８ に 示 し 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 値 に 対 し て 少 な く と も ２ 倍 の 値 を 示 す
試 料 は ポ ジ テ ィ ブ と 考 え た 。
ネ ガ テ ィ ブ 対 照 ＝ 1.00%希 釈 で 1.00RLU。 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 ＝ 1.00%希 釈 で 8.39RLU。
【 ０ ３ ２ ５ 】
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【 実 施 例 ５ ８ 】
【 ０ ３ ２ ６ 】
ヒ ト 静 脈 内 皮 細 胞 Ｃ ａ フ ラ ッ ク ス ア ッ セ イ
　 こ の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が ヒ ト の 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC, Cell Systems
） に お け る カ ル シ ウ ム フ ラ ッ ク ス を 刺 激 す る 能 力 を 示 す か 否 か を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ
て い る 。 Ｃ ａ 流 入 (influx)は 、 あ る 種 の リ ガ ン ド が そ の レ セ プ タ ー に 結 合 す る 際 の 良 好 に
実 証 さ れ た 反 応 で あ る 。 こ の Ｃ ａ 流 入 ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ 反 応 を も た ら す 試 験 化
合 物 は 、 特 定 の レ セ プ タ ー に 結 合 し て ヒ ト 内 皮 細 胞 に お け る 生 物 学 的 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を
活 性 化 す る と 言 え る 。 こ れ は 究 極 的 に 、 例 え ば 細 胞 分 裂 、 細 胞 増 殖 の 阻 害 、 内 皮 管 形 成 、
細 胞 泳 動 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し う る 。
　 成 長 培 地 （ 50:50グ リ シ ン 無 し 、 1%グ ル タ ミ ン 、 10mMの Hepes、 10%FBS、 10ng/mlの bFGF
） 中 の ヒ ト 静 脈 の 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC, Cell Systems） を 、 ９ ６ ウ ェ ル の microtiter 
View Plate-96（ Packard Instrument Company Part#6005182） マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
に 2x10<SUP>4</SUP>細 胞 ／ ウ ェ ル の 細 胞 密 度 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー テ ィ ン グ の 次
の 日 、 細 胞 を バ ッ フ ァ ー （ HBSS＋ 10mMの Hepes） で 3回 洗 浄 し 、 100μ l／ ウ ェ ル を 残 し た 。
次 い で 100μ l／ ウ ェ ル の 8μ Mの Ｆ ｌ ｕ ｏ -３ （ 2x） を 添 加 し た 。 細 胞 を 37℃ /5%Ｃ Ｏ ２ に お
い て 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ べ ー シ ョ ン の 後 、 細 胞 を バ ッ フ ァ ー （ 上 記 ）
で 3x洗 浄 し 、 100μ l／ ウ ェ ル を 残 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 試 験 試 料 は 、 異 な る ９ ６ ウ
ェ ル プ レ ー ト 上 で 、 バ ッ フ ァ ー 中 5x濃 度 で 調 製 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 は 50μ Mイ オ ノ マ イ
シ ン （ 5x） に 相 当 し ； ネ ガ テ ィ ブ 対 照 は プ ロ テ イ ン ３ ２ に 相 当 す る 。 細 胞 プ レ ー ト 及 び 試
料 プ レ ー ト を Ｆ Ｌ Ｉ Ｐ Ｒ （ Molecular Devices） マ シ ン で 走 ら せ た 。 Ｆ Ｌ Ｉ Ｐ Ｒ マ シ ン は 2
5μ lの 試 験 試 料 を 細 胞 に 添 加 し 、 2秒 ご と に 1分 間 、 次 い で 3秒 ご と に 3分 間 読 み 取 り を 行 っ
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た 。
　 曲 線 の ベ ー ス ラ イ ン か ら 最 大 値 ま で 上 昇 す る 蛍 光 変 化 （ Δ 変 化 ） を 計 算 し 、 複 製 を 平 均
化 し た 。 蛍 光 増 加 の 速 度 を 監 視 し 、 1000よ り 大 き な Δ 変 化 及 び 60秒 以 内 の 上 昇 を 有 す る 試
料 の み を ポ ジ テ ィ ブ と 考 え た 。 下 記 の 表 ９ に お い て 、 結 果 は ポ ジ テ ィ ブ 対 照 に 対 し て 表 現
し た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 ５ ９ 】
【 ０ ３ ２ ８ 】
内 皮 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導
　 内 皮 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を ヒ ト 静 脈 の 臍 静
脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC, Cell Systems） 中 で 試 験 し た 。
　 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ た ー た ー プ レ ー ト （ Amersham Life Science, cytostar-Tシ
ン チ レ ー テ ィ ン グ マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 無 菌 、 組 織 培 地 処 理 、 個 々 に ラ ッ ピ ン グ ） で 10%の
血 清 （ CSG-媒 体 、 Cell Systems） 中 、 ウ ェ ル 当 た り 2x10 4 細 胞 の 密 度 で 全 容 量 100μ ｌ で プ
レ ー テ ィ ン グ し た 。 ２ 日 目 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 試 験 試 料 を 1%、 0.33%及 び 0
.11%希 釈 の ３ 段 階 で 添 加 し た 。 細 胞 無 し の ウ ェ ル を ブ ラ ン ク と し て 用 い 、 細 胞 の み の ウ ェ
ル を ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と し て 用 い た 。 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て ス タ ウ ロ ス ポ リ ン の ３ ｘ ス ト ッ
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ク の 1:3連 続 希 釈 50μ lを 用 い た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 能 力 は 、
カ ル シ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 結 合 タ ン パ ク 質 の メ ン バ ー で あ る ア ネ キ シ ン Ｖ の 検 出 の た め に ９
６ ウ ェ ル を プ ロ セ ッ シ ン グ し て ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る こ と に よ り 決 定 し た 。
　 0.2mlの ア ネ キ シ ン Ｖ -ビ オ チ ン の ス ト ッ ク 溶 液 （ 100μ g/ml） を 、 4.6mlの 2 x Ｃ ａ ２ ＋

結 合 バ ッ フ ァ ー 及 び 2.5%BSA中 に 希 釈 し た (1:25希 釈 )。 50μ lの 希 釈 ア ネ キ シ ン Ｖ -ビ オ チ
ン 液 を 、 1.0μ g/mlの 最 終 濃 度 に な る ま で 各 ウ ェ ル （ 対 照 を 除 く ） に 添 加 し た 。 試 料 を ３

５ Ｓ -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 直 接 添 加 の 前 に ア ネ キ シ ン -ビ オ チ ン と 共 に 10-15分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 ３ ５ Ｓ -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 2 x Ｃ ａ ２ ＋ 結 合 バ ッ フ ァ ー 、 2.5%BSA中 に
希 釈 し 、 最 終 濃 度 が 3 x 10 4 cpm／ ウ ェ ル に な る ま で 全 て の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 次 い で プ レ
ー ト を 密 封 し 、 1000rpmで 15分 間 遠 心 分 離 し 、 2時 間 の 間 、 軌 道 シ ェ イ カ ー 上 に 配 し た 。 分
析 は 1450 Microbeta Trilux (Wallac)で 実 施 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 越 え る パ ー セ ン ト
が ネ ガ テ ィ ブ 対 照 を 越 え る 毎 分 当 た り の カ ウ ン ト の パ ー セ ン ト 量 を 表 す 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド を 越 え る パ ー セ ン ト が 30%以 上 の も の が ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 考 え ら れ る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３
０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ は 、 上 記 の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を
与 え た （ 内 皮 細 胞 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た ） 。
【 実 施 例 ６ ０ 】
【 ０ ３ ２ ９ 】
内 皮 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）
　 内 皮 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 、 100ng/mlの Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ 、 0.1%の Ｂ Ｓ Ａ 、 1Xｐ ｅ ｎ ｎ ／ ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ を 補 充 し た 0%血 清 培 地 中 で ９ ６ ウ ェ ル フ
ォ ー マ ッ ト を 使 用 し て 、 ヒ ト 静 脈 の 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ HUVEC, Cell Systems） 中 で 試 験 し
た 。 使 用 し た ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト は Falconに よ り 製 造 さ れ た （ 番 号 3072） 。 ９ ６ ウ ェ ル の
コ ー テ ィ ン グ は 、 Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 中 の 0.2%ゼ ラ チ ン 100μ lで ＞ 30分 間 ゼ ラ チ ン 化 を 起 こ す こ と
に よ り 調 製 し た 。 ゼ ラ チ ン 混 合 物 を 全 部 吸 引 し た 後 、 10%血 清 含 有 培 地 中 で 最 終 濃 度 2x104
細 胞 /mlの 最 終 濃 度 － ウ ェ ル 当 た り 100μ l容 量 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 試 験 試 料 を 添 加 す る 前 に 細 胞 を 24時 間 成 長 さ せ た 。
　 全 て の ウ ェ ル に 、 100ng/mlの Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 、 0.1%の Ｂ Ｓ Ａ 、 1Xｐ ｅ ｎ ｎ ／ ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ を 補 充
し た 0%血 清 培 地 中 100μ lを 添 加 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 試 験 試 料 を 1%、 0.33
%及 び 0.11%の 希 釈 で 三 つ 組 で 添 加 し た 。 細 胞 の 無 い ウ ェ ル を ブ ラ ン ク と し て 使 用 し 、 細 胞
だ け の ウ ェ ル を ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と し て 使 用 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 、 3x原 液 の ス タ ウ
ロ ス ポ リ ン の 50μ lの 1:3の 連 続 希 釈 物 を 使 用 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 先 立 っ て 、 細 胞 を 24か ら
35時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 、 Boehringer マ ニ ュ ア ル ［ Boehringer, 細 胞 死 検 出 ELISA plus, カ タ ロ
グ 番 号 1920685］ に 従 っ て ア ポ ト ー シ ス 調 製 溶 液 の レ ベ ル を 決 定 す る の に 使 用 し た 。 試 料
調 製 ： ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 1krpmで 10分 間 ス ピ ン 沈 降 さ せ （ 200g） 、 高 速 反 転 に よ り 上
清 を 除 去 し 、 プ レ ー ト を ペ ー パ ー タ オ ル 上 に 上 下 逆 に 置 い て 残 り の 液 体 を 除 去 し た 。 各 ウ
ェ ル に 、 100μ lの 1X溶 菌 バ ッ フ ァ ー を 添 加 し て 振 盪 さ せ ず に 30分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 プ レ ー ト を 1krpmで 10分 間 ス ピ ン 沈 降 さ せ 、 20μ lの 溶 菌 液 （ 細 胞 質 画 分 ） を ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 Ｍ Ｔ Ｐ に 移 し た 。 80μ lの 免 疫 試 薬 混 合 物 を 各 ウ ェ ル で 20μ l溶 菌 液 に 加
え た 。 Ｍ Ｔ Ｐ を 粘 着 性 ホ イ ル で カ バ ー し 、 そ れ を 軌 道 振 盪 機 （ 200rpm） に 配 す る こ と に よ
り 2時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 2時 間 後 、 上 清 を 吸 引 に よ り 除 去 し 、 ウ ェ ル 当 た り 25
0μ lの 1Xイ ン キ ュ べ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー で 3回 ウ ェ ル を リ ン ス し た （ 吸 引 で 除 去 し た ） 。
各 ウ ェ ル に 基 質 溶 液 を 添 加 し （ 100μ l） 、 軌 道 振 盪 機 で 室 温 に お い て 250rpmで 、 光 度 測 定
分 析 に 十 分 な 発 色 が さ れ る ま で イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ 約 10-20分 後 ） 。 参 照 波 長 492nmと し
て 405nmで プ レ ー ト を 読 む の に ９ ６ ウ ェ ル リ ー ダ ー を 用 い た 。 Ｐ Ｉ Ｎ ３ ２ （ 対 照 バ ッ フ ァ
ー ） に つ い て 得 ら れ た レ ベ ル を 100%に 設 定 し た 。 レ ベ ル ＞ 130%の 試 料 を ア ポ ト ー シ ス 誘 導
に つ い て の ポ ジ テ ィ ブ と 考 え た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ ５ は 、 上 記 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 し た と き に
ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 与 え た 。

10

20

30

40

50

(164) JP 2006-6329 A 2006.1.12



【 実 施 例 ６ １ 】
【 ０ ３ ３ ０ 】
内 皮 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 検 出 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ）
　 内 皮 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 、 10継 代 未 満 の
Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ 細 胞 を 用 い て ゼ ラ チ ン 化 Ｔ -１ ７ ５ フ ラ ス コ 内 で の ヒ ト 静 脈 の 臍 静 脈 内 皮 細 胞 （ H
UVEC, Cell Systems） 中 で 試 験 し た 。 １ 日 目 に 細 胞 を 分 裂 さ せ ［ 6cmの ゼ ラ チ ン 化 デ ィ ッ
シ ュ 当 た り 420,000細 胞 -（ 11x10 3 細 胞 /cm 2 Falcon, Pharmacia） ］ 、 血 清 （ CS-C, Cell Sy
stem） 含 有 培 地 中 で 終 夜 又 は 16～ 24時 間 成 長 さ せ た 。
　 ２ 日 目 に 、 細 胞 を 5mlの Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し ； 3mlの 0%血 清 培 地 を Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ （ 100ng/ml） と と
も に 添 加 し ； そ し て 30μ lの Ｐ Ｒ Ｏ 試 験 化 合 物 （ 最 終 希 釈 1%） を 添 加 し た 。 細 胞 を 含 む 混
合 物 、 培 地 お 試 験 Ｐ Ｒ Ｏ 化 合 物 を 回 収 の 前 に 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 次 い で 細 胞 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 の た め に 回 収 し た 。 培 地 を 吸 引 し 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 1回 洗 浄
し た 。 Ｔ -１ ７ ５ フ ラ ス コ 内 で 細 胞 に 5mlの 1xト リ プ シ ン を 添 加 し 、 細 胞 を そ れ ら が プ レ ー
ト か ら 放 出 さ れ る ま で （ 約 5-10分 間 ） 放 置 し た 。 5mlの 成 長 培 地 を 添 加 す る こ と に よ り ト
リ プ シ ン 化 を 停 止 さ せ た 。 細 胞 を 4℃ に お い て 1000rpmで 5分 間 ス ピ ン さ せ た 。 培 地 を 吸 引
し 、 10mlの 10%血 清 補 充 培 地 （ Cell Systems） 中 に 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ 、 5μ lの ア ネ キ シ ン -
Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ Bio Vison） を 添 加 し て 冷 却 管 を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に 提 示 し た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ は 、 上 記 の ア ッ セ イ に よ っ て ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 与 え た
。
【 実 施 例 ６ ２ 】
【 ０ ３ ３ １ 】
イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  
　 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 細 胞 又 は 組 織 調 製 物 内 で の 核 酸 配 列 の 検 出 及 び
位 置 測 定 の た め の 強 力 で 多 用 途 の 技 術 で あ る 。 そ れ は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 発 現 部 位 の 同 定 、
転 写 物 の 組 織 分 布 の 分 析 、 ウ イ ル ス 感 染 の 同 定 と 位 置 測 定 、 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 に お け る
変 化 の 追 跡 及 び 染 色 体 マ ッ ピ ン グ に お け る 補 助 に 有 用 で あ る 。  
　 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Lu及 び Gillett, Cell Vision 1: 169-176 (199
4)の プ ロ ト コ ー ル の 最 適 化 バ ー ジ ョ ン に 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 ３ ３ Ｐ -標 識 リ ボ プ ロ ー ブ を
用 い て 実 施 さ れ る 。 簡 単 に は 、 ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 ヒ ト 組 織 を 切 片 化 し 、 脱
パ ラ フ ィ ン し 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ 20g/ml） で 15分 間 37℃ で 脱 タ ン パ ク し 、 さ ら に 上 掲 の
Lu及 び Gillettに 記 載 さ れ た よ う に イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 。 (３ ３ -Ｐ )Ｕ
Ｔ Ｐ -標 識 ア ン チ セ ン ス リ ボ プ ロ ー ブ を Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 か ら 生 成 し 、 ５ ５ ℃ で 終 夜 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン す る 。 ス ラ イ ド を Kodak NTB2TM核 ト ラ ッ ク エ マ ル シ ョ ン に 浸 漬 し て ４ 週 間 露
出 す る 。  
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 ３ ３ Ｐ -リ ボ プ ロ ー ブ 合 成  
　 6.0μ l（ 125mCi） の ３ ３ Ｐ -Ｕ Ｔ Ｐ （ Amersham BF 1002, SA＜ 2000 Ci/mmol） を ス ピ ー
ド 真 空 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 ３ ３ Ｐ -Ｕ Ｔ Ｐ を 含 む 各 管 に 以 下 の 成 分 を 添 加 し た ：  
　 2.0μ lの 5ｘ 転 写 バ ッ フ ァ ー  
　 1.0μ lの Ｄ Ｔ Ｔ （ 100mM）  
　 2.0μ lの Ｎ Ｔ Ｐ 混 合 物 （ 2.5mM: 各 10μ lの 10mM GTP, CTP及 び ATP+10μ lの H2O） 　 1.0μ
lの Ｕ Ｔ Ｐ （ 50μ M）  
　 1.0μ lの Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｉ ｎ  
　 1.0μ lの Ｄ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト （ 1μ g）  
　 1.0μ lの Ｈ ２ Ｏ  
　 1.0μ lの Ｒ Ｎ Ａ ポ メ ラ ー ゼ （ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に つ い て T3＝ AS, T7=S,通 常 ）  
　 管 を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 1.0μ lの RQ1 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ を 添 加 し 、 次 い で ３ ７
℃ で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 90μ lの Ｔ Ｅ （ 10mMト リ ス pH7.6／ 1mMの Ｅ Ｄ Ｔ Ａ pH8.0
） を 添 加 し 、 混 合 物 を DE81紙 に ピ ペ ッ ト し た 。 残 り の 溶 液 を Microcon-50限 外 濾 過 ユ ニ ッ
ト に 負 荷 し 、 プ ロ グ ラ ム １ ０ を 用 い て ス ピ ン さ せ た （ 6分 間 ） 。 濾 過 ユ ニ ッ ト を 第 ２ の 管
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に 変 換 し 、 プ ロ グ ラ ム ２ を 用 い て ス ピ ン さ せ た （ 3分 間 ） 。 最 終 回 収 ス ピ ン の 後 、 100μ l
の Ｔ Ｅ を 添 加 し た 。 1μ lの 最 終 生 成 物 を DE81紙 に ピ ペ ッ ト し 6mlの BIOFLUOR IITMで 数 え た
。  
　 プ ロ ー ブ を Ｔ Ｂ Ｅ ／ 尿 素 ゲ ル 上 で 走 ら せ た 。 1-3μ lの プ ロ ー ブ 又 は 5μ lの Ｒ Ｎ Ａ  Ｍ ｒ
ｋ Ｉ Ｉ Ｉ を 3μ lの 負 荷 バ ッ フ ァ ー に 添 加 し た 。 加 熱 ブ ロ ッ ク 上 で 95℃ に ３ 分 間 加 熱 し た 後
、 ゲ ル を 即 座 に 氷 上 に 置 い た 。 ゲ ル の ウ ェ ル を フ ラ ッ シ ン グ し 、 試 料 を 負 荷 し 、 180-250
ボ ル ト で 45分 間 走 ら せ た 。 ゲ ル を サ ラ ン ラ ッ プ で ラ ッ プ し 、 － 70℃ 冷 凍 機 内 で 補 強 ス ク リ
ー ン を 持 つ Ｘ Ａ Ｒ フ ィ ル ム に １ 時 間 か ら 終 夜 露 出 し た 。  
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 ３ ３ Ｐ -ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  
　 Ａ ． 凍 結 切 片 の 前 処 理  
　 ス ラ イ ド を 冷 凍 機 か ら 取 り 出 し 、 ア ル ミ ニ ウ ム ト レ イ に 配 置 し て 室 温 で ５ 分 間 解 凍 し た
。 ト レ イ を 55℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ に 5分 間 配 置 し て 凝 結 を 減 ら し た 。 ス ラ イ ド を 蒸 気 フ ー
ド 内 に お い て 4%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 5分 間 固 定 し 、 0.5ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で 5分 間 室 温 で 洗 浄
し た （ 25ml 20xSSC + 975ml SQ H2O） 。 0.5μ g/mlの プ ロ テ イ ナ ー ゼ 中 、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分
間 の 脱 タ ン パ ク の 後 （ 250mlの 予 備 加 熱 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 無 し Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ バ ッ フ ァ ー 中 の 10mg/ml
ス ト ッ ク 12.5μ l） 、 切 片 を 0.5ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で 10分 間 室 温 で 洗 浄 し た 。 切 片 を 、 70%、 95%、 10
0%エ タ ノ ー ル 中 、 各 2分 間 脱 水 し た 。  
　 Ｂ ． パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 の 前 処 理 ：  
　 ス ラ イ ド を 脱 パ ラ フ ィ ン し 、 Ｓ Ｑ  Ｈ ２ Ｏ 中 に 配 置 し 、 2ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で 室 温 に お い て 各 々 ５
分 間 ２ 回 リ ン ス し た 。 切 片 を 20μ g/mlの プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ 250ｍ ｌ の Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 無 し Ｒ
Ｎ ａ ｓ ｅ バ ッ フ ァ ー 中 10mg/mlを 500μ ｌ ； ３ ７ ℃ 、 １ ５ 分 間 ） － ヒ ト 胚 又 は ８ ｘ プ ロ テ イ
ナ ー ゼ Ｋ （ 250mlの Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ バ ッ フ ァ ー 中 100μ l、 ３ ７ ℃ 、 ３ ０ 分 間 ） － ホ ル マ リ ン 組
織 で 脱 タ ン パ ク し た 。 続 く 0.5ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で の リ ン ス 及 び 脱 水 は 上 記 の よ う に 実 施 し た 。  
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 Ｃ ． プ レ ハ イ ブ リ ッ ド 化 ：  
　 ス ラ イ ド を Ｂ ｏ ｘ バ ッ フ ァ ー （ 4ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 50%ホ ル ム ア ミ ド ） － 飽 和 濾 紙 で 列 を 作 っ た
プ ラ ス チ ッ ク ボ ッ ク ス に 並 べ た 。 組 織 を 50μ lの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー （ 3.7
5gデ キ ス ト ラ ン 硫 酸 ＋ 6mlＳ Ｑ  Ｈ ２ Ｏ ） で 被 覆 し 、 ボ ル テ ッ ク ス し 、 キ ャ ッ プ を 外 し て ２
分 間 マ イ ク ロ 波 で 加 熱 し た 。 氷 上 で 冷 却 し た 後 、 18.75mlの ホ ル ム ア ミ ド 、 3.75ｍ ｌ の 20
ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 及 び 9mlの Ｓ Ｑ  Ｈ ２ Ｏ を 添 加 し 、 組 織 を 良 く ボ ル テ ッ ク ス し 、 42℃ で 1-4時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。  
　 Ｄ ． ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ：  
　 ス ラ イ ド 当 た り 1.0ｘ 10６ cpmの プ ロ ー ブ 及 び 1.0μ lの ｔ Ｒ Ｎ Ａ （ 50mg/mlス ト ッ ク ） を 9
5℃ で 3分 間 加 熱 し た 。 ス ラ イ ド を 氷 上 で 冷 却 し 、 ス ラ イ ド 当 た り 48μ lの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー を 添 加 し た 。 ボ ル テ ッ ク ス の 後 、 50μ lの ３ ３ Ｐ 混 合 物 を ス ラ イ ド 上
の プ レ ハ イ ブ リ ッ ド 50μ lに 添 加 し た 。 ス ラ イ ド を 55℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。  
　 Ｅ ． 洗 浄 ：  
　 洗 浄 は 、 2xＳ Ｓ Ｃ 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で 2x10分 間 、 室 温 で 実 施 し （ 400mlの 20ｘ SSC＋ 16mlの 0.25
M EDTA、 Ｖ ｆ ＝ 4L） 、 次 い で Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ａ 処 理 を 37℃ で 30分 間 行 っ た （ 250mlＲ Ｎ ａ ｓ ｅ
バ ッ フ ァ ー 中 10mg/mlを 500μ ｌ ＝ 20μ g/ml） 。 ス ラ イ ド を 2x10分 間 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で 室 温 に お
い て 洗 浄 し た 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 は 次 の 通 り ： 55℃ で 2時 間 、 0.1xＳ Ｓ Ｃ 、 Ｅ
Ｄ Ｔ Ａ （ 20mlの 20ｘ SSC＋ 16mlの EDTA、 Ｖ ｆ ＝ 4L） 。  
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 Ｆ ． オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド  
　 こ こ に 開 示 し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 二 つ に つ い て イ ン サ イ ツ 分 析 を 実 施 し た 。 こ れ ら の 分 析 に
対 し て 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 次 の 通 り で あ る ：  
（ １ ） Ｄ Ｎ Ａ ２ ３ ３ ３ ９ － １ １ ３ ０ （ Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CAC GGG CGC TGT GTG CTG GAG-3'(配 列 番 号 ：
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２ ３ １ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA TGG TGG GGA CCG CAG GGT GAC-3'(配 列 番 号 ：
２ ３ ２ ) 
p3：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CCG CCA CGA GGA GCT GTT ACG-3'(配 列 番 号 ：
２ ３ ３ ) 
p4：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA TGA CCT GCA GGC ATG GGA GAA-3'(配 列 番 号 ：
２ ３ ４ ) 
p5：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GGC CGC CAC GAG GAG CTG TTA-3'(配 列 番 号 ：
２ ３ ５ ) 
p6：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA GGG GCT CTG GGG CTG GGT C-3'(配 列 番 号 ： ２
３ ６ ) 
（ ２ ） Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ４ ９ ７ － １ １ ３ ０ （ Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CAA CAC CAA GGG GCA AGA TG-3'(配 列 番 号 ：
２ ３ ７ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA GGG CTT TTG GTG GGA GAA GTT-3'(配 列 番 号 ：
２ ３ ８ ) 
（ ３ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ４ ２ － １ １ ３ ４ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TCG CTG CTG TGC CTG GTG TTG-3'(配 列 番 号 ：
２ ３ ９ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA CCG CTG CAG CCT CTT GAT GGA-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ ０ ) 
【 ０ ３ ３ ６ 】
（ ４ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ６ － １ １ ９ １ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CCC TCC TGC CTT CCC TGT CC-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ １ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA GTG GTG GCC GCG ATT ATC TGC-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ ２ ) 
（ ５ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ － １ １ ３ １ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TCA GAA AAG CGC AAC AGA GAA-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ ３ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA TGT CTT CCA TGC CAA CCT TC-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ ４ ) 
（ ６ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ２ ２ １ － １ １ ３ ３ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GCA GCG ATG GCA GCG ATG AGG-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ ５ ) 
p2：  
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5'-CTA GAA ATT AAC CCT CAC TAA AGG GAC AGA CGG GGC AGC AGG GAG TG-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ ６ ）  
【 ０ ３ ３ ７ 】
（ ７ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ８ － １ １ ４ １ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GGG AAG ATG GCG AGG AGG AG-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ ７ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA CCA AGG CCA CAA ACG GAA ATC-3'(配 列 番 号 ：
２ ４ ８ ) 
（ ８ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ３ ４ ７ ３ － １ １ ７ ６ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GCG AGG ACG GCG GCT TCA-3'(配 列 番 号 ： ２ ４
９ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA AGA GTC GCG GCC GCC CTT TTT-3'(配 列 番 号 ：
２ ５ ０ ) 
（ ９ ） Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ － １ ２ １ ６ （ Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GAG TCC TTC GGC GGC TGT T-3'(配 列 番 号 ： ２
５ １ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA CGG GTG CTT TTG GGA TTC GTA-3'(配 列 番 号 ：
２ ５ ２ ) 
【 ０ ３ ３ ８ 】
（ １ ０ ） Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ３ ６ ５ － １ ２ ０ ６ （ Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC AAC CCG AGC ATG GCA CAG CAC-3'(配 列 番 号 ：
２ ５ ３ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA TCT CCC AGC CGC CCC TTC TC-3'(配 列 番 号 ：
２ ５ ４ ) 
（ １ １ ） Ｄ Ｎ Ａ ２ ９ １ ０ １ － １ １ ２ ２ （ Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GGC GGA ATC CAA CCT GAG TAG-3'(配 列 番 号 ：
２ ５ ５ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA GCG GCT ATC CTC CTG TGC TC-3'(配 列 番 号 ：
２ ５ ６ ) 
（ １ ２ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ８ ７ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ ）  
p1：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC CCC GAG TGT TTT CCA AGA-3'(配 列 番 号 ： ２ ５
７ ) 
p2：  
5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA CAA GTT TAC TAG CCC ATC CAT-3'(配 列 番 号 ：
２ ５ ８ ) 
p3：  
5'-GGA TTC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TGG ATG GGC TAG TAA ACT TGA-3'(配 列 番 号 ：
２ ５ ９ ) 
p4：  
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5'-CTA TGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GGA CCC TTC TGC TCC TTC TTG TT-3'(配 列 番 号 ：
２ ６ ０ ) 
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 Ｇ ． 結 果  
　 こ こ に 開 示 し た 上 記 の １ ２ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に つ い て イ ン サ イ ツ 分 析 を 実 施 し た 。 こ れ ら の
分 析 か ら の 結 果 は 次 の 通 り で あ る ：  
（ １ ） Ｄ Ｎ Ａ ２ ３ ３ ９ － １ １ ３ ０ （ Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ ）  
　 胎 児 の 下 肢 に お い て 、 骨 格 筋 と 骨 （ 初 期 骨 膜 ） と の 間 の 結 合 組 織 界 面 で 顕 著 な 発 現 パ タ
ー ン が 観 察 さ れ た 。 ま た 発 現 は 脈 管 組 織 に 隣 接 し て も 観 察 さ れ 、 よ っ て 血 管 形 成 に 関 連 し
て い る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 体 壁 で は 、 下 肢 発 現 に 類 似 し た 発 現 パ タ ー ン が 観 察 さ れ た 。 発
現 は 気 管 の 平 滑 筋 で 見 ら れ た 。 ま た 、 発 現 は 固 有 層 の 平 滑 筋 ／ 結 合 組 織 に お け る 小 腸 及 び
胃 で 見 ら れ た 。 臍 静 脈 平 滑 筋 も ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た 。 発 育 中 の 下 肢 、 腸 及 び 体 壁 に お け る
高 度 に 組 織 化 さ れ た 発 現 パ タ ー ン は 、 こ れ ら の 部 位 に お け る 顕 著 な 役 割 を 示 唆 し て い る 。
可 能 性 は 、 血 管 形 成 及 び パ タ ー ニ ン グ を 含 ん で い る 。  
　 胎 児 の 胸 腺 の 髄 並 び に 胎 児 脳 の 大 脳 皮 質 （ 皮 質 性 ニ ュ ー ロ ン ） に お い て 発 現 が 増 加 す る
可 能 性 が 見 ら れ た 。 以 下 の 胎 児 組 織 は ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 示 さ な か っ た ： 脊 髄 、 甲 状 腺 、
副 甲 状 腺 、 肝 臓 及 び 胎 盤 。  
　 全 て の 成 人 組 織 は ネ ガ テ ィ ブ で あ る と 試 験 さ れ た 。  
【 ０ ３ ４ ０ 】
（ ２ ） Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ４ ９ ７ － １ １ ３ ０ （ Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ ）  
　 胎 児 の 下 肢 で は 、 軟 骨 内 骨 形 成 の 部 位 に お い て 、 発 育 中 の 骨 の 骨 細 胞 及 び 骨 膜 ／ 軟 骨 膜
に お い て 高 い 発 現 が 観 察 さ れ た 。 こ の 分 布 は 、 骨 形 成 ／ 分 化 に お け る 役 割 を 示 唆 し て い る
。 甲 状 腺 上 皮 細 胞 に 全 体 に 発 現 の 僅 か な 増 加 が 見 ら れ た 。 体 壁 で は 、 骨 細 胞 並 び に 発 育 中
の 骨 の 骨 膜 ／ 軟 骨 膜 お い て 高 い 発 現 が 観 察 さ れ た 。 こ の こ と は 、 骨 形 成 及 び 分 化 に お け る
役 割 を 示 唆 し て い る 。 以 下 の 胎 児 組 織 で は 発 現 は 見 ら れ な か っ た ： 胸 腺 、 気 管 、 脳 （ 大 脳
皮 質 ） 、 脊 髄 、 小 腸 、 副 腎 、 肝 臓 、 胃 、 胎 盤 及 び 臍 。  
　 成 人 組 織 で は 、 良 性 乳 房 上 皮 、 ア ポ ク リ ン 化 生 の 領 域 及 び 硬 化 性 腺 疾 患 に 発 現 が 見 ら れ
た 。 さ ら に 、 浸 潤 乳 房 腺 管 癌 細 胞 全 体 に 発 現 が 見 ら れ た 。 成 人 肝 臓 、 心 臓 又 は 肝 細 胞 癌 で
は 発 現 は 見 ら れ な か っ た 。  
　 成 人 皮 膚 の 鱗 屑 状 上 皮 及 び 成 人 副 腎 皮 質 で 発 現 の 可 能 性 が 見 ら れ た 。 他 の 全 て の 組 織 は
ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。 胎 児 の 多 ブ ロ ッ ク 組 織 は 以 下 を 含 む ： 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲 状 腺 、
肺 、 心 臓 、 大 血 管 、 小 腸 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 脳 、 脊 髄 、 体 壁 、 骨 盤 及 び 下 肢 。 成 人 の 多
ブ ロ ッ ク 組 織 は 以 下 を 含 む ： 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 筋 、 大 動 脈 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 膵 臓 、
肺 及 び 皮 膚 。  
【 ０ ３ ４ １ 】
（ ３ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ４ ２ － １ １ ３ ４ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ ）  
肺 癌 、 腫 瘍 ブ ロ ッ ク 、 及 び 乳 癌 に お け る 発 現  
　 正 常 チ ン パ ン ジ ー 胸 腺 の 多 核 貪 食 細 胞 並 び に 試 験 し た 一 つ 胃 癌 の う ち の 一 つ 、 一 つ の 結
腸 直 腸 癌 の う ち の 一 つ 、 五 つ の 乳 ガ ン の う ち に 二 つ 及 び 四 つ の 肺 癌 の う ち の 一 つ で 発 現 が
観 察 さ れ た 。 発 現 は 、 骨 肉 腫 の 悪 性 細 胞 及 び 僅 か に 分 化 し た 脂 肪 肉 腫 に よ り 観 察 さ れ た 。
精 巣 奇 形 腫 及 び 試 験 し た 五 つ の 乳 ガ ン の う ち の 一 つ の 悪 性 細 胞 に お い て 可 能 な シ グ ナ ル が
見 ら れ た 。 肺 癌 の 一 つ で は 、 肺 性 リ ン パ 組 織 内 の 高 度 な 上 皮 細 動 脈 全 体 に 散 乱 し た シ グ ナ
ル が 見 ら れ た 。  
　 試 験 し た 胎 児 の 組 織 （ E12-E16週 ） は 以 下 を 含 む ： 胎 盤 、 臍 帯 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲
状 腺 、 肺 、 心 臓 、 大 動 脈 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 脳 、 眼 、 脊 髄 、 体 壁 、 胎
盤 及 び 下 肢 。 試 験 し た ヒ ト 成 人 組 織 は 以 下 を 含 む ： 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 筋 、 大 動 脈 、 脾
臓 、 肺 、 皮 膚 、 骨 肉 腫 、 眼 、 胃 、 胃 癌 、 結 腸 、 結 腸 癌 、 腎 細 胞 癌 、 胎 盤 、 膀 胱 粘 膜 及 び 胆
嚢 、 及 び ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン 誘 発 性 肝 臓 障 害 及 び 肝 硬 変 。 試 験 し た ア カ ゲ ザ ル 組 織 は 大 脳
皮 質 （ ｒ ｍ ） 及 び 海 馬 （ ｒ ｍ ） を 含 む 。 試 験 し た チ ン パ ン ジ ー 組 織 は 以 下 を 含 む ： 甲 状 腺
、 副 甲 状 腺 、 卵 巣 、 神 経 、 舌 、 胸 腺 、 副 腎 胃 粘 膜 及 び 唾 液 腺 。  
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肺 の 腺 癌 及 び 扁 平 上 皮 癌 に お け る 発 現  
　 八 つ の 腺 癌 及 び 七 つ の 扁 平 上 皮 癌 を 試 験 し た 。 全 て の 腫 瘍 に お い て ア ク チ ン が 強 い ポ ジ
テ ィ ブ で あ り 、 全 て が イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 に 適 し て い る こ と を 示 し た
。 発 現 は 、 以 下 の 六 つ の 腫 瘍 で 観 察 さ れ た ：  
６ ７ ２ ７ － ９ ５ 扁 平 上 皮 癌 　 　 － 新 生 上 皮 全 体 で 強 く 発 現  
９ ５ ５ ８ － ９ ５ 扁 平 上 皮 癌 　 　 － 新 生 上 皮 全 体 で 発 現  
１ ２ ２ ３ ５ － ９ ５ 腺 癌 　 　 　 　 － イ ン サ イ ツ 及 び 浸 潤 腫 瘍 細 胞 全 体 で 発 現  
６ ５ ４ ５ － ９ ５ 及 び ４ １ ８ ７ － ９ ７ 扁 平 上 皮 癌  
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 － 腫 瘍 間 質 全 体 で 発 現 、 腫 瘍 細 胞 全 体 で 発 現 は 見 ら れ ず  
１ ２ ９ ５ ４ － ９ ４ 扁 平 上 皮 癌 　 － 間 質 細 胞 全 体 で 弱 い 発 現 の 可 能 性 。  
【 ０ ３ ４ ２ 】
（ ４ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ６ － １ １ ９ １ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ ）  
　 胎 児 組 織 に お い て 、 間 葉 全 体 に 渡 っ て 低 レ ベ ル の 発 現 が 見 ら れ た 。 膜 状 組 織 及 び 甲 状 腺
の 胎 盤 性 間 質 細 胞 で 中 程 度 の 発 現 が 観 察 さ れ た 。 ま た 、 皮 質 性 ニ ュ ー ロ ン に お い て も 低 レ
ベ ル の 発 現 が 見 ら れ た 。 成 人 組 織 は 全 て ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。  
　 試 験 し た 胎 児 の 組 織 （ E12-E16週 ） は 以 下 を 含 む ： 胎 盤 、 臍 帯 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲
状 腺 、 肺 、 心 臓 、 大 動 脈 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 脳 、 眼 、 脊 髄 、 体 壁 、 骨
盤 及 び 下 肢 。 試 験 し た 成 人 組 織 は 以 下 を 含 む ： 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 筋 、 大 動 脈 、 脾 臓 、
リ ン パ 節 、 膵 臓 、 肺 及 び 皮 膚 。  
【 ０ ３ ４ ３ 】
（ ５ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ － １ １ ３ １ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ ）  
　 高 度 に 特 有 の 発 現 パ タ ー ン が 以 下 の よ う に 観 察 さ れ た ： ヒ ト 胚 に お い て 、 発 現 は 、 Ｇ Ｉ
管 の 外 平 滑 筋 層 、 呼 吸 器 軟 骨 、 分 岐 状 呼 吸 器 上 皮 、 骨 芽 細 胞 、 腱 、 生 殖 腺 、 視 神 経 頭 及 び
発 育 表 皮 に お い て 観 察 さ れ た 。 成 体 で は 、 発 現 は 、 チ ン パ ン ジ ー 舌 の 上 皮 先 端 、 胎 盤 及 び
膀 胱 の 基 底 上 皮 ／ 筋 上 皮 細 胞 に お い て 観 察 さ れ た 。 ま た 、 発 現 は 、 成 人 肺 の 肺 胞 裏 打 ち 細
胞 、 陰 茎 の 勃 起 組 織 に 並 列 す る 間 葉 細 胞 、 及 び 大 脳 皮 質 （ お そ ら く グ リ ア 細 胞 ） に お い て
も 見 ら れ た 。 腎 臓 で は 、 発 現 は 疾 患 に お い て の み 、 甲 状 腺 化 尿 細 管 を 取 り 囲 む 細 胞 で 見 ら
れ た 。  
　 試 験 し た ヒ ト 胎 児 組 織 （ E12-E16） は 以 下 を 含 む ： 胎 盤 、 臍 帯 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲
状 腺 、 肺 、 心 臓 、 大 血 管 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 脳 、 眼 、 脊 髄 、 体 壁 、 骨
盤 及 び 下 肢 。 試 験 し た ヒ ト 成 体 組 織 は 以 下 を 含 む ： 腎 臓 （ 正 常 及 び 末 期 ） 、 副 腎 、 心 筋 、
大 動 脈 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 胆 嚢 、 膵 臓 、 肺 、 皮 膚 、 眼 （ 網 膜 を 含 む ） 、 胎 盤 、 膀 胱 、 及 び
肝 臓 （ 正 常 、 慢 性 、 急 性 障 害 ） 。  
　 試 験 し た 非 ヒ ト 霊 長 類 は 以 下 を 含 む ： チ ン パ ン ジ ー 組 織 （ 唾 液 腺 、 胃 、 甲 状 腺 、 副 甲 状
腺 、 皮 膚 、 胸 腺 、 卵 巣 、 リ ン パ 節 ） ： ア カ ゲ ザ ル 組 織 （ 大 脳 皮 質 、 海 馬 、 小 脳 、 陰 茎 ） 。
 
【 ０ ３ ４ ４ 】
（ ６ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ２ ２ １ － １ １ ３ ３ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ ）  
　 発 現 は 、 胎 児 の 脾 臓 、 成 体 の 脾 臓 、 胎 児 の 肝 臓 、 成 体 の 甲 状 腺 及 び 成 体 の リ ン パ 節 （ チ
ン パ ン ジ ー ） の 血 管 内 皮 に 限 ら れ て い た 。 発 現 の 付 加 的 部 位 は 発 育 中 の 脊 髄 神 経 節 に 見 ら
れ た 。 他 の 全 て の 組 織 は ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。  
　 試 験 し た ヒ ト 胎 児 組 織 （ E12-E16） は 以 下 を 含 む ： 胎 盤 、 臍 帯 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲
状 腺 、 肺 、 心 臓 、 大 血 管 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 脳 、 眼 、 脊 髄 、 体 壁 、 骨
盤 及 び 下 肢 。 試 験 し た ヒ ト 成 体 組 織 は 以 下 を 含 む ： 腎 臓 （ 正 常 及 び 末 期 ） 、 副 腎 、 心 筋 、
大 動 脈 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 胆 嚢 、 膵 臓 、 肺 、 皮 膚 、 眼 （ 網 膜 を 含 む ） 、 膀 胱 、 肝 臓 （ 正 常
、 慢 性 、 急 性 障 害 ） 。 試 験 し た 非 ヒ ト 霊 長 類 は 以 下 を 含 む ： チ ン パ ン ジ ー 組 織 （ 唾 液 腺 、
胃 、 甲 状 腺 、 副 甲 状 腺 、 皮 膚 、 胸 腺 、 卵 巣 、 リ ン パ 節 ） ： ア カ ゲ ザ ル 組 織 （ 大 脳 皮 質 、 海
馬 、 小 脳 、 陰 茎 ） 。  
【 ０ ３ ４ ５ 】
（ ７ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ８ － １ １ ４ １ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ ）  
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ヒ ト 成 体 及 び 胎 児 組 織 に お け る 発 現 パ タ ー ン  
　 胎 児 の 胎 盤 の 血 管 の サ ブ セ ッ ト を 内 張 す る 上 皮 に お い て 発 現 が 観 察 さ れ た 。 内 皮 発 現 は
こ れ ら の 組 織 ブ ロ ッ ク に 限 定 さ れ て い た 。 ま た 発 現 は 胎 盤 の 中 間 栄 養 芽 細 胞 全 体 に も 観 察
さ れ た 。  
　 試 験 し た 胎 児 組 織 （ E12-E16） は 以 下 を 含 む ： 胎 盤 、 臍 帯 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲 状 腺
、 肺 、 大 血 管 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 脳 、 眼 、 脊 髄 、 体 壁 、 骨 盤 及 び 下 肢
。 試 験 し た 成 体 組 織 は 以 下 を 含 む ： 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 筋 、 大 動 脈 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、
膵 臓 、 肺 、 皮 膚 、 大 脳 （ ｒ ｍ ） 、 海 馬 （ ｒ ｍ ） 、 小 脳 （ ｒ ｍ ） 、 陰 茎 、 眼 、 膀 胱 、 胃 、 胃
癌 、 結 腸 、 結 腸 癌 、 甲 状 腺 （ チ ン パ ン ジ ー ） 、 副 甲 状 腺 （ チ ン パ ン ジ ー ） 、 卵 巣 （ チ ン パ
ン ジ ー ） 及 び 軟 骨 肉 腫 、 ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン 誘 発 性 肝 臓 障 害 及 び 肝 硬 変 。  
炎 症 組 織 （ 乾 癬 、 Ｉ Ｂ Ｄ 、 炎 症 性 腎 臓 、 炎 症 性 肺 、 肝 炎 （ 肝 臓 ブ ロ ッ ク ） 、 正 常 扁 桃 腺 、
成 人 及 び チ ン パ ン ジ ー 多 ブ ロ ッ ク ） に お け る 発 現  
　 こ の 分 子 は 免 疫 刺 激 性 で あ り （ Ｍ Ｌ Ｒ 及 び 同 時 刺 激 に お い て Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 促 進 し
） 、 プ ロ 炎 症 特 性 を 有 す る （ イ ン ビ ボ で 好 中 球 浸 潤 を 誘 導 す る ） こ と が 示 さ れ た 。 上 に 示
し た よ う に 、 こ の 分 子 は 胎 児 組 織 の サ ブ セ ッ ト で 、 上 皮 ／ 内 膜 及 び 胎 盤 に お い て 発 現 さ れ
る こ と が 示 さ れ た が 、 こ れ ら の 組 織 の 種 々 の 正 常 成 体 組 織 又 は 血 管 で 発 現 さ れ る こ と は 見
ら れ な か っ た 。 非 炎 症 性 組 織 に 比 較 し た 場 合 の 炎 症 性 ヒ ト 組 織 の 血 管 に お け る こ の 分 子 の
発 現 に つ い て 評 価 を 実 施 し た 。 要 す る に 、 発 現 は 慢 性 的 炎 症 に 罹 患 し た 肺 に お け る 大 血 管
の 上 皮 ／ 内 膜 、 乾 癬 性 皮 膚 の 表 層 表 皮 血 管 、 慢 性 硬 化 性 腎 炎 の 検 体 の 細 動 脈 及 び 扁 桃 の 毛
包 周 囲 洞 を 含 む 毛 細 管 で 見 ら れ た 。  
　 発 現 は 、 正 常 皮 膚 （ ヒ ト 包 皮 検 体 ） 、 正 常 肺 、 炎 症 性 （ ８ の Ｉ Ｂ Ｄ 検 体 ） 又 は 正 常 大 腸
、 慢 性 炎 症 性 又 は 硬 変 性 肝 臓 、 正 常 成 人 組 織 、 又 は 副 腎 で は 観 察 さ れ な か っ た 。  
【 ０ ３ ４ ６ 】
（ ８ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ４ ７ ３ － １ １ ７ ６ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ ）  
ヒ ト 成 体 及 び 胎 児 組 織 に お け る 発 現 パ タ ー ン  
　 正 常 成 体 皮 膚 の 表 皮 線 維 芽 細 胞 に お い て 強 い 発 現 が 見 ら れ た 。 ま た 、 強 い 発 現 は 、 ２ つ
の 硬 変 性 肝 臓 に お い て も 活 性 肝 性 線 症 の 部 位 で 見 ら れ た 。 さ ら に 、 副 腎 皮 質 の 策 状 (fasic
ulata)細 胞 全 体 に 中 程 度 の 発 現 が 見 ら れ た 。 発 現 の 局 在 化 は 、 細 胞 外 マ ト リ ク ス 形 成 ／ タ
ー ン オ ー バ ー に お け る こ の 分 子 の 役 割 を 支 持 し て い る 。  
ヒ ト 乳 癌 及 び 正 常 乳 房 組 織 、 及 び 肺 癌 に お け る 発 現  
　 試 験 し た 二 つ の 乳 房 腫 瘍 に お い て 弱 い 拡 散 性 シ グ ナ ル が 見 ら れ た 。 良 性 及 び 悪 性 上 皮 細
胞 で 発 現 は 見 ら れ な か っ た が 、 間 葉 細 胞 、 特 に 異 栄 養 性 骨 化 を 含 む 組 織 修 復 の 領 域 に お い
て 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 観 察 さ れ た 。 シ グ ナ ル は 同 じ 細 胞 集 団 に 局 在 す る が
、 同 じ 領 域 （ 乳 房 腫 瘍 ０ ２ ） に お い て シ グ ナ ル が 有 意 に 強 い こ と が わ か っ た 。 最 も ポ ジ テ
ィ ブ な 細 胞 は 線 維 芽 細 胞 の 形 態 を 有 す る が 、 平 滑 筋 細 胞 は ネ ガ テ ィ ブ で あ る こ と が わ か っ
た 。 シ グ ナ ル は 肺 組 織 の 方 が 弱 い が 、 こ の 断 片 は 乳 房 腫 瘍 ス ラ イ ド に 比 較 し て 見 ら れ る 組
織 修 復 が 少 な か っ た 。 正 常 肺 及 び 腎 臓 組 織 は 実 質 的 に ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。  
　 要 す る に 、 こ の 実 験 は 、 組 織 修 復 及 び ／ 又 は コ ラ ー ゲ ン 沈 積 に 含 ま れ る 間 葉 細 胞 で の 発
現 を 示 し た 。 シ グ ナ ル は 、 浸 潤 性 乳 癌 又 は 良 性 炎 症 性 状 態 に よ る 組 織 破 壊 （ 管 破 裂 ） の い
ず れ か に 隣 接 す る 良 性 線 維 芽 様 細 胞 に お い て 特 に 強 か っ た 。 注 目 す べ き こ と は 、 良 性 の 類
骨 の 沈 積 が Ｒ Ｎ Ａ の 強 い 発 現 と 関 連 し て い る と 思 わ れ る 事 実 で あ る 。  
正 常 ヒ ト 結 腸 及 び 結 腸 癌 に お け る 発 現  
　 腫 瘍 細 胞 に お い て ポ ジ テ ィ ブ な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を 示 す 組 織 断 片 は 無 か
っ た 。 可 変 強 度 の ポ ジ テ ィ ブ シ グ ナ ル が 、 線 維 芽 又 は 平 滑 筋 分 化 の い ず れ か の 間 葉 細 胞 で
観 察 さ れ た 。 ポ ジ テ ィ ブ シ グ ナ ル を 持 つ 線 維 芽 細 胞 は 、 浸 潤 性 腫 瘍 が い わ ゆ る 線 維 形 成 反
応 （ コ ラ ー ゲ ン 性 線 維 の 沈 積 を 伴 う 線 維 芽 細 胞 増 殖 ） を 誘 発 す る な ら ば 、 こ の 腫 瘍 に 隣 接
し て 観 察 さ れ た 。 ポ ジ テ ィ ブ な 線 維 芽 細 胞 は 、 組 織 修 復 の 領 域 （ 肉 芽 形 成 又 は 肉 芽 腫 性 反
応 ） で も 見 ら れ た 。 ポ ジ テ ィ ブ な 平 滑 筋 細 胞 は 中 程 度 の サ イ ズ の 殆 ど の 動 脈 血 管 で 見 ら れ
た 。  
【 ０ ３ ４ ７ 】
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（ ９ ） Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ － １ ２ １ ６ （ Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ ）  
炎 症 性 ヒ ト 組 織 （ 乾 癬 、 Ｉ Ｂ Ｄ 、 炎 症 性 腎 臓 、 炎 症 性 肺 、 肝 炎 、 正 常 扁 桃 腺 、 成 人 及 び チ
ン パ ン ジ ー 多 ブ ロ ッ ク ） で の 発 現  
　 発 現 は 、 主 に 炎 症 性 ヒ ト 組 織 で 、 少 数 の 正 常 ヒ ト 及 び 非 ヒ ト 霊 長 類 組 織 で 評 価 し た 。 発
現 は 、 結 腸 の 粘 膜 上 皮 、 気 管 大 気 道 上 皮 、 口 腔 粘 膜 （ 舌 ） 、 扁 桃 陰 窩 粘 膜 、 胎 盤 粘 膜 、 前
立 腺 粘 膜 、 腺 性 胃 粘 膜 、 上 皮 細 胞 、 胸 腺 ハ ッ サ ル 小 体 、 肝 細 胞 、 胆 管 上 皮 、 及 び 胎 盤 上 皮
を 含 む 評 価 し た 各 上 皮 構 造 で 見 ら れ た 。 上 皮 構 造 の 外 側 で の 発 現 の 唯 一 の 証 拠 は 、 反 応 性
肥 厚 を 持 つ 扁 桃 で の 濾 胞 の 胚 中 心 に お け る 弱 く て 低 い 、 不 整 合 発 現 で あ っ た 。  
　 非 ヒ ト 霊 長 類 組 織 （ チ ン パ ン ジ ー ） に お い て ： 扁 桃 上 皮 の 表 皮 に 弱 い 拡 散 性 発 現 が 見 ら
れ た ； ハ ッ サ ル 小 体 の 胸 腺 上 皮 に 弱 い 発 現 が 見 ら れ た ； 胃 に お い て は 、 腺 性 粘 膜 の 上 皮 に
お い て 温 和 な 拡 散 性 発 現 が 観 察 さ れ た 。  
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 ヒ ト 組 織 に お い て ：  
（ １ ） 肝 臓 （ 慢 性 胆 管 炎 、 小 葉 過 形 成 、 ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン 毒 性 を 含 む 多 ブ ロ ッ ク ） に お
い て 、 拡 散 性 で 低 か ら 中 程 度 の 発 現 が 肝 細 胞 及 び 胆 管 上 皮 に 存 在 し た 。 発 現 は 小 葉 周 辺 ／
門 脈 周 辺 肝 細 胞 に お い て 最 も 優 勢 で あ っ た 。 慢 性 硬 化 性 胆 管 炎 を 持 つ 肝 臓 断 片 に お け る 胆
管 上 皮 で 最 も 優 勢 で あ っ た 。  
（ ２ ） 表 皮 の 乾 癬 試 料 に お い て 弱 い 発 現 が 観 察 さ れ た 。  
（ ３ ） 慢 性 間 質 性 肺 炎 又 は 慢 性 気 管 支 炎 を 持 つ 肺 に お い て 、 大 気 道 の 粘 膜 上 皮 に 低 い 拡 散
性 発 現 が 見 ら れ た ； 肺 胞 上 皮 に も 弱 い 拡 散 性 発 現 が 見 ら れ た 。 気 管 支 ／ 細 気 管 支 の 粘 膜 下
腺 の 上 皮 に は 発 現 は 無 か っ た 。  
（ ４ ） 胎 盤 上 皮 及 び 胆 嚢 の 粘 膜 上 皮 と も に 中 程 度 の 拡 散 性 発 現 が 観 察 さ れ た 。  
（ ５ ） 前 立 腺 上 皮 で は 、 低 い 拡 散 性 発 現 が 見 ら れ た 。  
（ ６ ） 扁 桃 粘 膜 及 び 陰 窩 の 上 皮 に 高 い 拡 散 性 発 現 が 観 察 さ れ た ； シ グ ナ ル は 扁 桃 陰 窩 に 並
ぶ 粘 膜 細 胞 で 最 も 高 か っ た 。 皮 質 濾 胞 の 胚 中 心 （ Ｂ リ ン パ 球 領 域 ） に お い て 弱 い 不 整 合 な
拡 散 性 発 現 が あ っ た ； し か し な が ら 、 リ ン パ 構 造 又 は リ ン パ 球 性 炎 症 を 持 つ 評 価 し た 多 の
組 織 で は 、 Ｂ リ ン パ 球 で の 発 現 の あ る も の は 無 か っ た 。  
（ ７ ） 炎 症 性 腸 疾 患 及 び ポ リ ー プ ／ 腺 腫 性 変 化 を 持 つ 結 腸 で は 、 粘 膜 上 皮 に お け る 低 い 発
現 が 見 ら れ 、 発 現 は 絨 毛 先 端 で 最 も 高 か っ た 。 ポ リ ー プ を 持 つ 一 検 体 で は 、 隣 接 す る 粘 膜
に 比 較 し た 場 合 、 ポ リ ー プ の 形 成 異 常 上 皮 に お け る 発 現 の 増 加 の 証 拠 は 無 か っ た 。 多 く の
断 片 に 存 在 す る 反 応 性 粘 膜 リ ン パ 組 織 に お け る 明 ら か な 発 現 は 無 か っ た 。  
　 発 現 の 無 い 組 織 は 以 下 を 含 む ： 心 臓 、 末 梢 神 経 、 及 び 筋 肉 （ 心 臓 、 平 滑 ） 。  
【 ０ ３ ４ ９ 】
（ １ ０ ） Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ３ ６ ５ － １ ２ ０ ６ （ Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ ）  
　 発 現 は 、 胎 児 に お い て 、 椎 骨 体 の 前 側 表 面 を 内 張 り す る 筋 膜 で 観 察 さ れ た 。 発 現 は 、 胎
児 網 膜 全 体 で も 見 ら れ た 。 胎 児 ニ ュ ー ロ ン 全 体 で 低 レ ベ ル の 発 現 が 起 こ っ た 。 多 の 組 織 は
全 て ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。  
【 ０ ３ ５ ０ 】
（ １ １ ） Ｄ Ｎ Ａ ２ ９ １ ０ １ － １ １ ２ ２ （ Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ ）  
　 胎 児 組 織 に お い て ： 発 現 は 、 軟 骨 原 基 の 縁 に お け る 発 育 中 の 下 肢 骨 （ 即 ち 、 外 縁 周 辺 ）
に お い て ： 発 育 中 の 腱 、 血 管 平 滑 筋 及 び 細 胞 包 含 発 育 骨 格 筋 の 筋 細 胞 及 び 筋 小 管 に お い て
観 察 さ れ た 。 ま た 発 現 は 骨 端 成 長 板 で も 観 察 さ れ た 。 胎 児 リ ン パ 節 で は 、 発 現 は 発 育 中 の
リ ン パ 節 の 辺 縁 洞 で 見 ら れ た 。 発 現 は 胸 腺 皮 質 の 被 膜 下 領 域 で 観 察 さ れ 、 お そ ら く 、 こ の
領 域 で 見 ら れ る 被 膜 下 上 皮 細 胞 又 は 増 殖 中 の 胸 腺 細 胞 の い ず れ か を 表 し て い る 。 さ ら に 発
現 は 以 下 の 組 織 で 見 ら れ た ： 気 管 の 平 滑 筋 に お け る 発 現 ； 脳 の 大 脳 皮 質 に お け る 皮 質 ニ ュ
ー ロ ン で の 局 所 的 発 現 ； 小 腸 の 平 滑 筋 で の 発 現 ； 胸 腺 上 皮 全 体 の 全 般 的 な 発 現 ； 肝 臓 の 管
板 細 胞 に お け る 発 現 ； 胃 の 壁 在 性 平 滑 筋 で の 発 現 ； 胎 児 皮 膚 の 扁 平 上 皮 の 基 底 層 で の 発 現
； 胎 盤 の 栄 養 芽 層 絨 毛 に お け る 間 質 細 胞 で の 発 現 ； 及 び 動 脈 の 壁 及 び 臍 帯 の 静 脈 で の 発 現
。 発 現 パ タ ー ン は 、 こ の 分 子 が 細 胞 分 化 ／ 増 殖 に 含 ま れ る こ と を 示 唆 し て い る 。  
　 胎 児 の 脾 臓 、 脊 髄 、 又 は 副 腎 で は 発 現 が 観 察 さ れ な か っ た 。  
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　 高 い 発 現 は 以 下 の 部 位 で 観 察 さ れ た ：  
（ １ ） チ ン パ ン ジ ー の 卵 巣 － 成 熟 中 の 濾 胞 の 顆 粒 膜 、 低 い 強 度 の シ グ ナ ル が 包 膜 細 胞 全 体
で 観 察 さ れ た ； , 
（ ２ ） チ ン パ ン ジ ー の 副 甲 状 腺 － 高 い 発 現 が 主 細 胞 全 体 で 見 ら れ た ；  
（ ３ ） ヒ ト 胎 児 の 精 巣 － 発 育 中 の 管 を 取 り 囲 む 間 質 細 胞 全 体 に 中 程 度 の 発 現 が 見 ら れ た 。
（ ４ ） ヒ ト 胎 児 の 肺 － 発 育 中 の 気 管 支 樹 に お け る 軟 骨 細 胞 で 高 い 発 現 が 見 ら れ 、 分 岐 し て
い る 気 管 支 上 皮 で 低 レ ベ ル の 発 現 が 見 ら れ た 。  
　 試 験 し た 胎 児 の 組 織 （ E12-E16週 ） は 以 下 を 含 む ： 胎 盤 、 臍 帯 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲
状 腺 、 肺 、 心 臓 、 大 血 管 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 脳 、 眼 、 脊 髄 、 体 壁 、 骨
盤 及 び 下 肢 。 試 験 し た 成 人 組 織 は 以 下 を 含 む ： 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 筋 、 大 動 脈 、 脾 臓 、
リ ン パ 節 、 膵 臓 、 肺 、 皮 膚 、 大 脳 皮 質 （ ｒ ｍ ） 、 海 馬 （ ｒ ｍ ） 、 小 脳 （ ｒ ｍ ） 、 陰 茎 、 眼
、 膀 胱 、 胃 、 胃 癌 、 結 腸 、 結 腸 癌 及 び 軟 骨 肉 腫 、 ア セ ト ア ミ ノ フ ェ ン 誘 発 性 肝 臓 障 害 及 び
肝 硬 変 。  
【 ０ ３ ５ １ 】
（ １ ２ ） Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ８ ７ （ Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ ）  
　 強 く 特 異 的 な 発 現 が 、 内 軟 骨 及 び 骨 膜 性 骨 形 成 の 全 て の 部 位 で 骨 芽 細 胞 に お い て 見 ら れ
た 。 さ ら な る 発 現 部 位 は 、 発 育 中 の 肺 性 動 脈 及 び 大 動 脈 幹 を 含 ん で い た 。 そ れ 以 外 は 、 全
て の 胎 児 組 織 は ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。 試 験 し た 組 織 は 以 下 を 含 む ： 胎 盤 、 臍 帯 、 脳 、 脊 髄
、 眼 、 視 神 経 、 気 管 、 肺 、 心 臓 、 胸 腺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 食 道 、 小 腸 、 膵 臓 、 副 腎 、 甲 状 腺 、
体 壁 及 び 下 肢 。  
　 試 験 し た 成 人 組 織 は 全 て ネ ガ テ ィ ブ で あ り 、 以 下 を 含 む ： 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 筋 、 大
動 脈 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 膵 臓 、 肺 及 び 皮 膚 。 多 ブ ロ ッ ク に お け る 全 て の 成 人 組 織 は ベ ー タ
-ア ク チ ン に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た 。  
　 こ の 分 子 の 可 能 な 役 割 は 、 骨 マ ト リ ク ス 沈 積 及 び ／ 又 は 骨 芽 細 胞 成 長 の 制 御 で あ る 。  
【 実 施 例 ６ ３ 】
【 ０ ３ ５ ２ 】
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用  
　 以 下 の 方 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用 を 記 述 す る 。  
　 （ 各 々 、 図 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 、 ９ 、 １ １ 、 １ ３ 、 １ ５ 、 １ ７ 、 １ ９ 、 ２ １ 、 ２ ３ 、 ２ ５ 、
２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ３ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ９ 、 ４ １ 、 ４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 、 ４ ９ 、 ５ １ 、 ５
３ 、 ５ ５ 、 ５ ７ 、 ５ ９ 、 ６ １ 、 ６ ３ 、 ６ ５ 、 ６ ７ 、 ６ ９ 、 ７ １ 、 ７ ３ 、 ７ ５ 、 ７ ７ 、 ７ ９
、 ８ １ 、 ８ ３ 、 ８ ５ 、 ８ ７ 、 ８ ９ 、 ９ １ 、 ９ ３ 及 び ９ ５ 、 各 々 、 配 列 番 号 ： ３ 、 ８ 、 １ ３
、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ 、 ５ ０ 、 ５ ５ 、 ６ １ 、 ６ ６ 、 ７ １ 、 ７ ６ 、
８ ４ 、 ８ ９ 、 ９ ７ 、 １ ０ ６ 、 １ １ １ 、 １ １ ６ 、 １ ２ ６ 、 １ ３ １ 、 １ ３ ６ 、 １ ４ ２ 、 １ ４ ７
、 １ ５ ２ 、 １ ５ ４ 、 １ ５ ９ 、 １ ６ １ 、 １ ６ ９ 、 １ ８ ０ 、 １ ８ ２ 、 １ ９ ０ 、 １ ９ ２ 、 １ ９ ４
、 １ ９ ６ 、 １ ９ ８ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ０ ２ 、 ２ ０ ４ 、 ２ １ ３ 、 ２ １ ５ 、 ２ １ ７ 、 ２ １ ９ 、 ２ ２ １
及 び ２ ２ ６ に 示 さ れ た よ う な ） 全 長 又 は 成 熟 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 の コ ー ド 化
配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 又 は ヒ ト 組 織 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ の 同 種
Ｄ Ｎ Ａ （ Ｐ Ｒ Ｏ の 天 然 発 生 変 異 体 を コ ー ド す る も の 等 ） の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の プ ロ ー
ブ と し て 用 い ら れ 得 る 。  
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び い ず れ か の ラ イ ブ ラ リ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は 、
以 下 の 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 実 施 さ れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て
い る 遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ た 放 射 標 識 プ ロ ー ブ の フ ィ ル タ ー へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は
、 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 5x Ｓ Ｓ Ｃ 、 0.1%Ｓ Ｄ Ｓ 、 0.1%ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 50mMリ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 pH6.8、 2xデ ン ハ ー ド 液 、 及 び 10%デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 溶 液 中 で 42℃ で 20時 間 実
施 し た 。 フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は 、 0.1xＳ Ｓ Ｃ 及 び 0.1%Ｓ Ｄ Ｓ 水 溶 液 中 で 、 42℃ で 実 施 し た 。
 
　 全 長 天 然 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 所 望 の 同 一 性 を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 い で こ の 分 野 で 知
ら れ た 標 準 的 技 術 を 用 い て 同 定 で き る 。  
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【 実 施 例 ６ ４ 】
【 ０ ３ ５ ３ 】
大 腸 菌 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現  
　 こ の 実 施 例 は 、 大 腸 菌 で の 組 換 え 発 現 に よ る 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 調 製 を 例 示 す る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７
１ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １
２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ３ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ （ 各 々 配 列 番 号 ： ２ ０ 、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 ８ ９ 、 １ １
６ 、 １ ３ ６ 、 １ ５ ２ 、 １ ９ ６ 、 １ ９ ８ 、 ２ ０ ２ 、 ２ １ ３ 、 ２ １ ５ 及 び ２ １ ７ ） を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 選 択 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 最 初 に 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー は 、 選
択 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 制 限 酵 素 部 位 に 対 応 す る 制 限 酵 素 部 位 を 持 た な け れ ば な ら な い 。
種 々 の 発 現 ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。 好 適 な ベ ク タ ー の 例 は 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ （ 大 腸 菌 か ら 誘
導 さ れ た も の ； Bolivar等 , Gene, 2:95 (1977)参 照 ） で あ り 、 ア ン ピ シ リ ン 及 び テ ト ラ サ
イ ク リ ン 耐 性 に つ い て の 遺 伝 子 を 含 む 。 ベ ク タ ー は 、 制 限 酵 素 で 消 化 さ れ 脱 リ ン 酸 さ れ る
。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 配 列 は 、 次 い で ベ ク タ ー に 結 合 さ せ る 。 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 抗 生 物
質 耐 性 遺 伝 子 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ -hisリ ー ダ ー （ 最 初 の ６ つ の Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ コ ド ン 、
ポ リ -His配 列 、 及 び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む ） 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ 、
Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２
７ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ３ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １
３ ７ ６ の コ ー ド 化 領 域 、 ラ ム ダ 転 写 終 結 区 、 及 び ａ ｒ ｇ Ｕ 遺 伝 子 を 含 む 。  
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 は 、 次 い で 、 上 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い た 選 択 し
た 大 腸 菌 の 形 質 転 換 に 使 用 さ れ る 。 形 質 転 換 体 は 、 そ れ ら の Ｌ Ｂ プ レ ー ト で 成 長 す る 能 力
に よ り 同 定 さ れ 、 次 い で 抗 生 物 質 耐 性 ク ロ ー ン が 選 択 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が 単 離 さ
れ 、 制 限 分 析 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 で 確 認 さ れ る 。  
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン は 、 抗 生 物 質 を 添 加 し た Ｌ Ｂ ブ ロ ス な ど の 液 体 培 地 で 終 夜 成 長 さ せ
る こ と が で き る 。 終 夜 培 地 は 、 続 い て 大 規 模 培 地 の 播 種 に 用 い ら れ る 。 次 に 細 胞 を 最 適 密
度 で 成 長 さ せ 、 そ の 間 に 発 現 プ ロ モ ー タ ー が 作 動 す る 。  
　 更 に 数 時 間 の 培 養 の 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 採 集 で き る 。 遠 心 分 離 で 得 ら れ た 細 胞 ペ
レ ッ ト は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 試 薬 を 用 い て 可 溶 化 さ れ 、 次 い で 可 溶 化 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ
７ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
３ １ ３ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド を
緊 密 に 結 合 さ せ る 条 件 下 で 精 製 で き る 。  
【 実 施 例 ６ ５ 】
【 ０ ３ ５ ４ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の の 発 現  
　 こ の 実 施 例 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 で の 組 換 え 発 現 に よ る 潜 在 的 に グ リ コ シ ル 化 形 態 の Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 を 例 示 す る 。  
　 発 現 ベ ク タ ー と し て ベ ク タ ー ｐ Ｒ Ｋ ５ （ 1989年 3月 15日 発 行 の EP 307,247参 照 ） を 用 い
た 。 場 合 に よ っ て は 、 Ｐ Ｒ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た 制 限 酵 素 で ｐ Ｒ Ｋ ５ に 結 合 さ せ 、 上 掲 の S
ambrook等 に 記 載 さ れ た よ う な 結 合 方 法 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ へ の
挿 入 を 行 う 。 得 ら れ た ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｒ Ｋ ５ -(Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ )と 呼 ば れ る 。  
　 一 実 施 態 様 で は 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 は ２ ９ ３ 細 胞 と す る こ と が で き る 。 ヒ ト ２ ９ ３ 細
胞 （ ATCC CCL 1573） は 、 子 ウ シ 胎 児 血 清 及 び 場 合 に よ っ て は 滋 養 成 分 又 は 抗 生 物 質 を 添
加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ な ど の 媒 質 中 で 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て 成 長 さ せ て 集 密 化 し た 。 約 10μ
gの ｐ Ｒ Ｋ ５ -(Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ )を 約 1μ gの Ｖ Ａ  Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
（ Thimmappaya等 , Cell, 31:543 (1982))と 混 合 し 、 500μ lの 1mMト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ 、 0.1mMの
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 0.227Mの Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ に 溶 解 さ せ た 。 こ の 混 合 物 に 、 滴 状 の 、 500μ lの 50mMの Ｈ
Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ pH7.35） 、 280mmの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 1.5mMの Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ を 添 加 し 、 25℃ で 10分 間 析 出
物 を 形 成 さ せ た 。 析 出 物 を 懸 濁 し 、 ２ ９ ３ 細 胞 に 加 え て 37℃ で 約 4時 間 定 着 さ せ た 。 培 養
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培 地 を 吸 引 し 、 2mlの Ｐ Ｂ Ｓ 中 20%グ リ セ ロ ー ル を 30秒 間 添 加 し た 。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 次 い で
無 血 清 培 地 で 洗 浄 し 、 新 鮮 な 培 地 を 添 加 し 、 細 胞 を 約 5日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。  
　 形 質 移 入 の 約 24時 間 後 、 培 養 培 地 を 除 去 し 、 培 養 培 地 （ の み ） 又 は 200μ Ci/mlの ３ ５ Ｓ
-シ ス テ イ ン 及 び 200μ Ci/mlの ３ ５ Ｓ -メ チ オ ニ ン を 含 む 培 養 培 地 で 置 換 し た 。 12時 間 の イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 条 件 培 地 を 回 収 し 、 ス ピ ン フ ィ ル タ ー で 濃 縮 し 、 15%Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル
に 添 加 し た 。 処 理 し た ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 現 す 選 択 さ れ た 時 間
に わ た っ て フ ィ ル ム に 暴 露 し た 。 形 質 転 換 し た 細 胞 を 含 む 培 地 は 、 更 な る イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン を 施 し （ 無 血 清 培 地 で ） 、 培 地 を 選 択 さ れ た バ イ オ ア ッ セ イ で 試 験 し た 。  
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 こ れ に 換 わ る 技 術 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 Somparyac等 , Pro
c. Natl. Acad. Sci., 12:7575 (1981)に 記 載 さ れ た デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 法 を 用 い て ２ ９ ３
細 胞 に 一 過 的 に 導 入 し て も よ い 。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 で 最 大 密 度 ま で 成 長
さ せ 、 700μ gの ｐ Ｒ Ｋ ５ -(Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ )を 添 加 す る 。 細 胞 は 、 ま ず ス ピ ナ ー フ
ラ ス コ か ら 遠 心 分 離 に よ っ て 濃 縮 し て Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ － デ キ ス ト ラ ン 沈 殿 物 を
細 胞 ペ レ ッ ト 上 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 20%グ リ セ ロ ー ル で 90秒 間 処 理 し 、 組
織 培 養 培 地 で 洗 浄 し 、 組 織 培 養 培 地 、 5μ ｇ /mlウ シ イ ン シ ュ リ ン 及 び 0.1μ g/mlウ シ ト ラ
ン ス フ ェ リ ン を 含 む ス ピ ナ ー フ ラ ス コ に 再 度 導 入 し た 。 約 4日 後 に 、 条 件 培 地 を 遠 心 分 離
し て 濾 過 し 、 細 胞 及 び 細 胞 片 を 除 去 し た 。 次 い で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 さ
れ た 遺 伝 子 を 含 む 試 料 を 濃 縮 し 、 透 析 又 は カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択 し た 方 法 に
よ っ て 精 製 で き る 。  
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ る
こ と が で き る 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ -(Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ )核 酸 は 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 又 は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ キ
ス ト ラ ン な ど の 公 知 の 試 薬 を 用 い て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と が で き る 。 上 記 し た よ
う に 、 細 胞 培 地 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 培 地 を 培 養 培 地 （ 単 独 ） 又 は ３ ５ Ｓ -メ チ オ ニ ン 等
の 放 射 性 標 識 を 含 む 培 地 に 置 換 す る こ と が で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 同 定 し た
後 、 培 養 培 地 を 無 血 清 培 地 に 置 換 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 培 地 を 約 6日 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 次 い で 条 件 培 地 を 収 集 す る 。 次 い で 、 発 現 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 培 地 を
濃 縮 し て 、 選 択 し た 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。  
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る エ ピ ト ー プ タ グ 遺 伝 子 を 宿 主 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に
お い て 発 現 さ せ て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 は ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ク タ
ー か ら サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 サ ブ ク ロ ー ン 挿 入 物 は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 受 け て バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 中 に ポ リ -hisタ グ 等 の 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ タ グ と フ レ ー ム 内 で 融
合 で き る 。 ポ リ -hisタ グ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 挿 入 物 は 、 次 い で 、 安 定
な ク ロ ー ン の 選 択 の た め の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 等 の 選 択 マ ー カ ー を 含 む Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー に サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 最 後 に 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー で （ 上 記 の よ う に ） 形
質 移 入 し た 。 発 現 を 確 認 す る た め に 、 上 記 の よ う に 標 識 化 を 行 っ て も よ い 。 次 い で 、 発 現
さ れ た ポ リ -hisタ グ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 発 現 遺 伝 子 を 含 む 培 地 を 濃 縮 し 、 Ｎ
ｉ ２ ＋ -キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択 さ れ た 方 法 に よ り 精 製 で き る
。 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ
２ １ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ 、 Ｐ
Ｒ Ｏ ２ ６ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８
、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ２ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ４ 、 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ２ ４ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ９ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ 、 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ７ は 、 上 述 の 方 法 に よ り Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 置
い て 安 定 に 発 現 さ れ た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２
３ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お
い て 一 過 性 の 手 法 に よ り 発 現 さ れ た 。  
【 実 施 例 ６ ６ 】
【 ０ ３ ５ ６ 】
酵 母 菌 で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現  
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　 以 下 の 方 法 は 、 酵 母 菌 中 で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 組 換 え 発 現 を 記
載 す る 。  
　 第 １ に 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー か ら の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 内 生 産 又
は 分 泌 の た め の 酵 母 菌 発 現 ベ ク タ ー を 作 成 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
及 び プ ロ モ ー タ ー を 選 択 し た プ ラ ス ミ ド の 適 当 な 制 限 酵 素 部 位 に 挿 入 し て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 細 胞 内 発 現 を 指 示 す る 。 分 泌 の た め に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た プ ラ ス ミ ド に 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は 他 の 哺 乳 類 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
、 又 は 、 例 え ば 酵 母 菌 ア ル フ ァ 因 子 分 泌 シ グ ナ ル ／ リ ー ダ ー 配 列 、 及 び （ 必 要 な ら ば ） Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め の リ ン カ ー 配 列 と と も に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
 
　 酵 母 菌 株 Ａ Ｂ １ １ ０ 等 の 酵 母 菌 は 、 次 い で 上 記 の 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し 、 選 択 さ
れ た 発 酵 培 地 中 で 培 養 で き る 。 形 質 転 換 し た 酵 母 菌 上 清 は 、 10%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で の 沈 降
及 び Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 分 離 で 分 析 し 、 次 い で ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 で ゲ ル の 染 色 を す
る こ と が で き る 。  
　 続 い て 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 発 酵 培 地 か ら 遠 心 分 離 に よ り 酵 母 菌 細 胞 を 除 去 し
、 次 い で 選 択 さ れ た カ ー ト リ ッ ジ フ ィ ル タ ー を 用 い て 培 地 を 濃 縮 す る こ と に よ っ て 単 離 及
び 精 製 で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 濃 縮 物 は 、 選 択 さ れ た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 樹 脂 を 用 い て さ ら に 精 製 し て も よ い 。  
【 実 施 例 ６ ７ 】
【 ０ ３ ５ ７ 】
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 発 現  
　 以 下 の 方 法 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 中 に お け る 組 換 え 発 現 を 記 載 す る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る エ
ピ ト ー プ タ グ の 上 流 に 融 合 さ せ た 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ は 、 ポ リ -Hisタ グ 及 び 免 疫
グ ロ ブ リ ン タ グ （ Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 な ど ） を 含 む 。 ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ Navogen） な ど の 市
販 さ れ て い る プ ラ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ る プ ラ ス ミ ド を 含 む 種 々 の プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と
が で き る 。 簡 単 に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー
ド 化 配 列 の 所 定 部 分 ［ 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 又 は タ ン パ ク
質 が 細 胞 外 で あ る 場 合 の 成 熟 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 な ど ］ が 、 ５ '及 び ３ '領 域 に 相
補 的 な プ ラ イ マ ー で Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る 。 ５ 'プ ラ イ マ ー は 、 隣 接 す る （ 選 択 さ れ た
） 制 限 酵 素 部 位 を 包 含 し て い て も よ い 。 生 成 物 は 、 次 い で 、 選 択 さ れ た 制 限 酵 素 で 消 化 さ
れ 、 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。  
　 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 上 記 の プ ラ ス ミ ド 及 び BaculoGoldＴ Ｍ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ （ Ph
armingen） を 、 Spodoptera frugiperda（ 「 Ｓ ｆ ９ 」 ） 細 胞 （ ATCC CRL 1711） 中 に リ ポ フ
ェ ク チ ン （ GIBCO-BRLか ら 市 販 ） を 用 い て 同 時 形 質 移 入 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る 。 28℃
で 4-5日 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 放 出 さ れ た ウ イ ル ス を 回 収 し 、 更 な る 増 幅 に 用 い た 。 ウ
イ ル ス 感 染 及 び タ ン パ ク 質 発 現 は 、 O'Reilley等 , Baculovirus expression vectors: A l
aboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に 記 載 さ れ て い る よ う に 実
施 し た 。 　
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 次 い で 、 発 現 さ れ た ポ リ -hisタ グ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 Ｎ ｉ ２ ＋ -キ レ ー ト
ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 以 下 の よ う に 精 製 さ れ る 。 抽 出 物 は 、 Rupert等 , 
Nature, 362:175-179 (1993)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 組 み 換 え Ｓ ｆ ９
細 胞 か ら 調 製 し た 。 簡 単 に は 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 洗 浄 し 、 超 音 波 処 理 用 バ ッ フ ァ ー （ 25mlの Ｈ
ｅ ｐ ｅ ｓ 、 pH7.9； 12.5mMの Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ； 0.1mMの Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ； 10%の グ リ セ ロ ー ル ； 0.1%の
Ｎ Ｐ -４ ０ ； 0.4Mの Ｋ Ｃ ｌ ） 中 に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で 2回 20秒 間 超 音 波 処 理 し た 。 超 音 波 処 理
物 を 遠 心 分 離 で 透 明 化 し 、 上 清 を 負 荷 バ ッ フ ァ ー （ 50mMリ ン 酸 塩 、 300mMＮ ａ Ｃ ｌ 、 10%の
グ リ セ ロ ー ル 、 pH7.8） で 50倍 希 釈 し 、 0.45μ ｍ フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ
ア ガ ロ ー ス カ ラ ム （ Qiagenか ら 市 販 ） を 5mlの 総 容 積 で 調 製 し 、 25mlの 水 で 洗 浄 し 、 25ml
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の 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 平 衡 さ せ た 。 濾 過 し た 細 胞 抽 出 物 は 、 毎 分 0.5mlで カ ラ ム に 負 荷 し た
。 カ ラ ム を 、 分 画 回 収 が 始 ま る 点 で あ る Ａ ２ ８ ０ の ベ ー ス ラ イ ン ま で 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 洗
浄 し た 。 次 に 、 カ ラ ム を 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 非 特 異 的 に 溶 離 す る 二 次 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ 50
mMの リ ン 酸 塩 ； 300mMの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 10%の グ リ セ ロ ー ル 、 pH6.0） で 洗 浄 し た 。 Ａ ２ ８ ０ の
ベ ー ス ラ イ ン に 再 度 到 達 し た 後 、 カ ラ ム を 二 次 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 で 0か ら 500mMの イ ミ ダ ゾ
ー ル 勾 配 で 展 開 し た 。 1mlの 分 画 を 回 収 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び 銀 染 色 又 は ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ （ Qiagen） に 複 合 し た Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。
溶 離 し た Ｈ ｉ ｓ １ ０ -タ グ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 分 画 を プ ー ル し 、 負 荷 バ ッ フ ァ ー で
透 析 し た 。  
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 あ る い は 、 Ｉ ｇ Ｇ タ グ （ 又 は Ｆ ｃ タ グ ） -Ｐ Ｒ Ｏ の 精 製 は 、 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン Ａ 又 は
プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 公 知 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 用 い て 実
施 で き る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２
３ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ 、 及 び
Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 し た Ｓ ｆ ９ 昆 虫 細 胞 で 発 現 さ れ た 。 発 現 は 実 際
に は 0.5-2Lの ス ケ ー ル で 実 施 し た が 、 容 易 に よ り 大 き な （ 例 え ば 8L） 調 製 に ス ケ ー ル ア ッ
プ で き る 。 タ ン パ ク 質 は Ｉ ｇ Ｇ 作 成 物 （ イ ム ノ ア ド ヘ シ ン ） と し て 発 現 さ れ 、 そ こ で は タ
ン パ ク 質 細 胞 外 領 域 が ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン 及 び ／ 又 は ポ リ -Hisタ グ 形 態 を
含 む Ｉ ｇ Ｇ １ 定 常 領 域 配 列 に 融 合 し て い る 。  
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 続 い て 、 対 応 す る コ ー ド 化 配 列 を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ Ｉ ｇ Ｇ
融 合 物 に 対 す る pb.PH.IgG及 び ポ リ -Hisタ グ に 対 す る pb.PH.His.c） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し
、 そ の ベ ク タ ー 及 び Baculogold(登 録 商 標 )バ キ ュ ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ （ Pharmingen） を １ ０
５ ス ポ ド プ テ ラ グ ル ヒ ペ ル ダ （ Spodoptera frugiperda） （ 「 Ｓ ｆ ９ 」 ） 細 胞 （ ATCC CRL 
1711） に リ ポ フ ェ ク チ ン （ Gibco BRL） を 用 い て 同 時 形 質 移 入 し た 。 pb.PH.IgG及 び PH.His
.cは 、 市 販 の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ Pharmingen） の 修 飾 物 で あ
り 、 Ｈ ｉ ｓ 又 は Ｆ ｃ タ グ 配 列 を 含 む よ う に 修 飾 さ れ た ポ リ リ ン カ ー 領 域 を 持 つ 。 細 胞 を 、
10%の Ｆ Ｂ Ｓ （ Hyclone） を 添 加 し た Hinkの Ｔ Ｎ Ｍ -Ｆ Ｍ 培 地 で 成 長 さ せ た 。 細 胞 は 、 28℃
で 5日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 回 収 し 、 続 い て 10%Ｆ Ｂ Ｓ を 添 加 し た Hinkの Ｔ Ｎ Ｍ -
Ｆ Ｈ 培 地 に お け る Ｓ ｆ ９ 細 胞 感 染 に よ る 約 10の 感 染 効 率 （ Ｍ Ｏ Ｉ ） で の 最 初 の ウ イ ル ス 増
幅 に 用 い た 。 細 胞 を 28℃ で 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 回 収 し 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス
発 現 ベ ク タ ー に お け る 作 成 物 の 発 現 を 、 1mlの 上 清 の 25mLの ヒ ス チ ジ ン タ グ タ ン パ ク 質 用
の Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ ビ ー ズ （ QIAGEN） 又 は Ｉ ｇ Ｇ タ グ タ ン パ ク 質 用 の プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ
ロ ー ス CL-4Bビ ー ズ （ Pharmacia） へ の バ ッ チ 結 合 、 次 い で ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ り 周 知
の 濃 度 の タ ン パ ク 質 標 準 と 比 較 す る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 に よ り 測 定 し た 。  
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 第 １ の ウ イ ル ス 増 幅 上 清 を Ｅ Ｓ Ｆ -９ ２ １ 培 地 （ Expression System LLC） で 成 長 さ せ た
Ｓ ｆ ９ 細 胞 の ス ピ ナ ー 培 地 （ 500ml） の 約 0.1の Ｍ Ｏ Ｉ で の 感 染 に 使 用 し た 。 細 胞 は 28℃ で
3日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 回 収 し て 濾 過 し た 。 バ ッ チ 結 合 及 び Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
を 、 ス ピ ナ ー 培 地 の 発 現 が 確 認 さ れ る ま で 、 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 し た 。  
　 形 質 移 入 細 胞 か ら の 条 件 培 地 （ 0.5～ 3L） を 、 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 除 去 し 0.22ミ ク ロ
ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 す る こ と に よ り 回 収 し た 。 ポ リ -Hisタ グ 作 成 物 に つ い て は 、 配
列 を 含 む タ ン パ ク 質 を Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム （ Qiagen） を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 前 に 、
イ ミ ダ ゾ ー ル を 条 件 培 地 に 5mMの 濃 度 ま で 添 加 し た 。 条 件 培 地 を 、 0.3Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び 5mM
イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 20mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ , pH7.4バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た 6mlの Ni2+-NTAカ ラ
ム に 4-5ml/分 の 流 速 で ４ ℃ に お い て ポ ン プ 供 給 し た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を さ ら に 平 衡 バ ッ フ
ァ ー で 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 を 0.25Mイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 溶 離 し た 。 高 度
に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て 10mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 0.14Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び 4%の マ ン ニ
ト ー ル を 含 む 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー , pH6.8中 で 25mlの G25 Superfine（ Pharmacia） を 用 い て 脱
塩 し 、 － 80℃ で 貯 蔵 し た 。 　  
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　 タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ Ｆ ｃ 含 有 ） 作 成 物 を 以 下 の よ う に し て 条 件 培 地 か ら 精
製 し た 。 条 件 培 地 を 、 20mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー , pH6.8で 平 衡 化 し た 5mlの プ ロ
テ イ ン Ａ カ ラ ム （ Pharmacia） に 負 荷 し た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 強 く 洗 浄
し た 後 、 100mMの ク エ ン 酸 , pH3.5で 溶 離 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 は 、 1mlの 画 分 を 275mL
の 1Mト リ ス バ ッ フ ァ ー , pH9を 含 む 管 に 回 収 す る こ と に よ り 即 座 に 中 性 化 し た 。 高 度 に 精
製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て ポ リ -Hisタ グ タ ン パ ク 質 に つ い て 上 記 し た 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー
中 で 脱 塩 し た 。 タ ン パ ク 質 の 均 一 性 は Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 電 気 泳 動
及 び エ ド マ ン (Edman)分 解 に よ る Ｎ -末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 に よ り 評 価 で き る 。  
【 ０ ３ ６ １ 】
　 あ る い は 、 修 飾 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 法 を ｈ ｉ ｇ ｈ -５ 細 胞 取 り 込 み に 使 用 し て も よ い 。 こ
の 方 法 で は 、 所 望 の 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ ｆ ｕ （ Stratagene） 等 の 適 当 な 系 で 増
幅 さ れ て も 、 又 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー の 含 ま れ る エ ピ ト ー プ タ グ の 上 流 （ 5'-
） に 融 合 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ は 、 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 及 び 免 疫 グ ロ ブ
リ ン タ グ （ Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 等 ） を 含 む 。 種 々 の プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が で き 、 ｐ Ｉ Ｅ
-１ （ Novagen） 等 の 市 販 の プ ラ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 含 む 。 ｐ Ｉ Ｅ -１ 及 び
ｐ Ｉ Ｅ -２ ベ ク タ ー は 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 昆 虫 細 胞 に お け る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ｉ ｅ １
プ ロ モ ー タ ー か ら の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 構 成 的 発 現 の た め に 設 計 さ れ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド
は 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 方 向 に お い て の み 相 違 し 、 未 感 染 昆 虫 細 胞 に お け る ｉ ｅ １ 媒
介 遺 伝 子 発 現 に 重 要 で あ る こ と が 知 ら れ た 全 て の プ ロ モ ー タ ー 配 列 並 び に ｈ ｒ ５ エ ン ハ ン
サ ー 成 分 を 含 む 。 ｐ Ｉ Ｅ -１ 及 び ｐ Ｉ Ｅ -２ は 翻 訳 開 始 部 位 を 含 み 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造
に 使 用 で き る 。 簡 単 に は 、 所 望 の 配 列 又 は 配 列 の 所 望 の 部 分 （ 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外
ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 な ど ） を 、 ５ '及 び ３ '領 域 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー で の Ｐ Ｃ Ｒ に
よ り 増 幅 す る 。 ５ 'プ ラ イ マ ー は 隣 接 す る （ 選 択 さ れ た ） 制 限 酵 素 部 位 を 導 入 し て も よ い
。 生 成 物 は 、 次 い で 、 選 択 さ れ た 制 限 酵 素 で 消 化 し て 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ
れ る 。 例 え ば 、 ｐ Ｉ Ｅ ｌ -１ の 誘 導 体 は ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ （ pb.PH.IgG） の Ｆ ｃ 領 域 又 は ８ ヒ ス チ
ジ ン （ pb.PH.His） タ グ 下 流 （ 3'-） を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ベ ク タ ー 作 成 物 は
確 認 の た め に 配 列 決 定 さ れ る 。  
　 Ｈ ｉ ｇ ｈ -５ 細 胞 は 、 27℃ 、 Ｃ Ｏ ２ 無 し 、 pen/strep無 し の 条 件 下 で 50%の 集 密 度 ま で 成
長 さ せ た 。 150mmプ レ ー ト 各 々 に つ い て 、 30μ gの Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ｐ Ｉ Ｅ ベ ー ス
ベ ク タ ー を 1mlの Ｅ ｘ -細 胞 培 地 （ 媒 質 ： Ex-細 胞 401＋ 1/100の L-Ｇ ｌ ｕ  JRH Biosciences 
#14401-78P（ 注 ： こ の 媒 質 は 光 感 受 性 ） ） と 混 合 し 、 別 の 管 に お い て 、 100μ lの セ ル フ ェ
ク チ ン （ CellFECTIN(Gibco BRL #10362-010)(ボ ル テ ッ ク ス で 混 合 )） を 1mlの Ｅ ｘ -細 胞 培
地 と 混 合 し た 。 ２ つ の 溶 液 を 混 合 し 、 室 温 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 8mlの Ｅ
ｘ -細 胞 培 地 を 2mlの Ｄ Ｎ Ａ ／ セ ル フ ェ ク チ ン 混 合 物 に 添 加 し 、 Ｅ ｘ -細 胞 培 地 で １ 回 洗 浄
し た Ｈ ｉ ５ 細 胞 上 に 層 形 成 さ せ た 。 次 い で プ レ ー ト を 暗 中 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次
い で Ｄ Ｎ Ａ ／ セ ル フ ェ ク チ ン 混 合 物 を 吸 引 し 、 細 胞 を Ｅ ｘ -細 胞 で １ 回 戦 乗 し て 過 剰 の セ
ル フ ェ ク チ ン を 除 去 し た 。 30mlの 新 鮮 な Ｅ ｘ -細 胞 培 地 を 添 加 し 、 細 胞 を ２ ８ ℃ で ３ 日 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 回 収 し て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 ベ ク タ ー で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 を 、 1mlの 上 清 の 25mLの ヒ ス チ ジ ン タ グ タ ン パ ク 質 用 の Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ ビ ー
ズ （ QIAGEN） 又 は Ｉ ｇ Ｇ タ グ タ ン パ ク 質 用 の プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス CL-4Bビ ー ズ （ Pha
rmacia） へ の バ ッ チ 結 合 、 次 い で ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ り 周 知 の 濃 度 の タ ン パ ク 質 標 準
と 比 較 す る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 に よ り 測 定 し た 。  
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 形 質 移 入 細 胞 か ら の 条 件 培 地 （ 0.5～ 3L） を 、 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 除 去 し 0.22ミ ク ロ
ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 す る こ と に よ り 回 収 し た 。 ポ リ -Hisタ グ 作 成 物 に つ い て は 、 タ
ン パ ク 質 作 成 物 を Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム （ Qiagen） を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 前 に 、 イ ミ
ダ ゾ ー ル を 条 件 培 地 に 5mMの 濃 度 ま で 添 加 し た 。 条 件 培 地 を 、 0.3Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び 5mMイ ミ
ダ ゾ ー ル を 含 む 20mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ , pH7.4バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た 6mlの Ni2+-NTAカ ラ ム に
4-5ml/分 の 流 速 で ４ ８ ℃ に お い て ポ ン プ 供 給 し た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を さ ら に 平 衡 バ ッ フ ァ
ー で 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 を 0.25Mイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 溶 離 し た 。 高 度 に
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精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て 10mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 0.14Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び 4%の マ ン ニ ト
ー ル を 含 む 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー , pH6.8中 で 25mlの G25 Superfine（ Pharmacia） を 用 い て 脱 塩
し 、 － 80℃ で 貯 蔵 し た 。  
　 タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ Ｆ ｃ 含 有 ） 作 成 物 を 以 下 の よ う に し て 条 件 培 地 か ら 精
製 し た 。 条 件 培 地 を 、 20mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー , pH6.8で 平 衡 化 し た 5mlの プ ロ
テ イ ン Ａ カ ラ ム （ Pharmacia） に 負 荷 し た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 強 く 洗 浄
し た 後 、 100mMの ク エ ン 酸 , pH3.5で 溶 離 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 は 、 1mlの 画 分 を 275mL
の 1Mト リ ス バ ッ フ ァ ー , pH9を 含 む 管 に 回 収 す る こ と に よ り 即 座 に 中 性 化 し た 。 高 度 に 精
製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て ポ リ -Hisタ グ タ ン パ ク 質 に つ い て 上 述 し た 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー
中 で 脱 塩 し た 。 配 列 の 均 一 性 は Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 及 び エ ド マ ン (Edman)分 解
に よ る Ｎ -末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 及 び 所 望 又 は 必 要 に 応 じ て 他 の 分 析 手 法 に よ り 評 価 で き
る 。  
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １
８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ２ ３ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ 、
Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７
１ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ １ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ 、 Ｐ Ｒ
Ｏ １ １ ５ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ２ 、 Ｐ Ｒ
Ｏ １ ３ ７ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ７ 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ５ ６ １ は 、 ｈ ｉ ｇ ｈ -５ 細 胞 を 導 入 す る 上 記
の 改 変 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 法 に よ り 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。  
【 実 施 例 ６ ８ 】
【 ０ ３ ６ ３ 】
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 調 製  
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 を
例 示 す る 。  
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 の た め の 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 上 掲 の
Godingに 記 載 さ れ て い る 。 用 い ら れ 得 る 免 疫 原 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 精 製 Ｐ Ｒ Ｏ
融 合 タ ン パ ク 質 、 細 胞 表 面 に 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 す る 細
胞 を 含 む 。 免 疫 原 の 選 択 は 、 当 業 者 が 過 度 の 実 験 を す る こ と な く な す こ と が で き る 。  
　 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ 等 の マ ウ ス を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 乳 化 し て 皮 下 又 は 腹 腔 内 に
1-100マ イ ク ロ グ ラ ム で 注 入 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 免 疫 原 で 免 疫 化 す る 。 あ る い は 、 免
疫 原 を Ｍ Ｐ Ｌ － Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト （ Ribi Immunochemical Researh, Hamilton, MT） に
乳 化 し 、 動 物 の 後 足 蹠 に 注 入 し て も よ い 。 免 疫 化 し た マ ウ ス は 、 次 い で 10か ら 12日 後 に 、
選 択 し た ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 化 し た 付 加 的 免 疫 源 で 追 加 免 疫 す る 。 そ の 後 、 数 週 間 、 マ ウ
ス を さ ら な る 免 疫 化 注 射 で 追 加 免 疫 す る 。 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 検 出 の た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ
セ イ で 試 験 す る た め に 、 レ ト ロ オ ー ビ タ ル 出 血 に よ り 血 清 試 料 を マ ウ ス か ら 周 期 的 に 採 取
し て も よ い 。  
　 適 当 な 抗 体 力 価 が 検 出 さ れ た 後 、 抗 体 に 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 な 動 物 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 静 脈 内 注 射 の 最 後 の 注 入 を す る こ と が で き る 。 3か ら 4日 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し て 脾 臓 を 取
り 出 し た 。 次 い で 脾 臓 細 胞 を （ 35%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て ） 、 Ａ Ｃ Ｔ Ｔ か ら 番
号 Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ９ ７ で 入 手 可 能 な Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ Ｕ .１ 等 の 選 択 さ れ た マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 系
に 融 合 さ せ た 。 融 合 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 成 さ れ 、 次 い で 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 含 む ９
６ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 蒔 き 、 非 融 合 細 胞 、 骨 髄 腫 ハ イ ブ リ ッ ド 、 及 び 脾 臓 細 胞 ハ イ
ブ リ ッ ド の 増 殖 を 阻 害 し た 。  
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 に つ い て の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る
「 ポ ジ テ ィ ブ 」 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 決 定 は 技 術 常 識 の 範 囲 内 で あ る 。  
　 ポ ジ テ ィ ブ ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 系 の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 腹 腔 内 注 入 し 、 抗 -Ｐ Ｒ
Ｏ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 を 生 成 さ せ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 組 織
培 養 フ ラ ス コ 又 は ロ ー ラ ー ボ ト ル で 成 長 さ せ る こ と も で き る 。 腹 水 中 に 生 成 さ れ た モ ノ ク
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ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、 そ れ に 続 く ゲ ル 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ －
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 の プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ へ の 親 和 性
に 基 づ く ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と も で き る 。  
【 ０ ３ ６ ４ 】
材 料 の 寄 託  
　 次 の 材 料 を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン , １ ０ ８ ０ １ 　 ユ ニ バ ー シ
テ ィ ・ ブ ル バ ー ド 、 マ ナ ッ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９ 米 国 (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ )に 寄 託
し た ：  
材 料 　 　 　 　 　 　 　 ATCC寄 託 番 号 　  　  寄 託 日  
DNA35916-1161　 　  209419　 　 　 　 　 　  1997年 10月 28日  
DNA23339-1130　 　  209282　 　 　 　 　 　  1997年  9月 18日  
DNA16451-1388 　 　 209776　 　 　 　 　 　  1998年  4月 14日  
DNA27865-1091 　 　 209296　 　 　 　 　 　  1997年  9月 23日  
DNA27864-1155 　 　 209375　 　 　 　 　 　  1997年 10月 16日  
DNA28497-1130　 　  209279　 　 　 　 　 　  1997年  9月 18日  
DNA26847-1395　 　  209772　 　 　 　 　 　  1998年  4月 14日  
DNA30942-1134 　 　 209254　 　 　 　 　 　  1997年  9月 16日  
DNA32286-1191 　 　 209385　 　 　 　 　 　  1997年 10月 16日  
DNA33094-1131 　 　 209256　 　 　 　 　 　  1997年  9月 16日  
DNA33221-1133　 　  209263　 　 　 　 　 　  1997年  9月 16日  
DNA34434-1139　 　  209252　 　 　 　 　 　  1998年  9月 16日  
DNA35558-1167 　 　 209374　 　 　 　 　 　  1997年 10月 16日  
DNA35638-1141 　 　 209265　 　 　 　 　 　  1997年  9月 16日  
DNA33473-1176 　 　 209391　 　 　 　 　 　  1997年 10月 17日  
DNA38260-1180　 　  209397　 　 　 　 　 　  1997年 10月 17日  
DNA39969-1185　 　  209400　 　 　 　 　 　  1997年 10月 17日  
DNA40628-1216 　 　 209432　 　 　 　 　 　  1997年 11月  7日  
DNA35595-1228 　 　 209528　 　 　 　 　 　  1997年 12月 10日  
DNA40981-1234 　 　 209439　 　 　 　 　 　  1997年 11月  7日  
DNA47470-1130-P1　 209422　 　 　 　 　 　  1997年 10月 28日  
【 ０ ３ ６ ５ 】
DNA47365-1206　 　  209436　 　 　 　 　 　  1997年 11月  7日  
DNA44184-1319 　 　 209704　 　 　 　 　 　  1998年  3月 26日  
DNA48613-1268 　 　 209752　 　 　 　 　 　  1998年  4月  7日  
DNA29101-1122 　 　 209653　 　 　 　 　 　  1998年  3月  5日  
DNA49646-1327　 　  209705　 　 　 　 　 　  1998年  3月 26日  
DNA49829-1346　 　  209749　 　 　 　 　 　  1998年  4月  7日  
DNA56405-1357 　 　 209849　 　 　 　 　 　  1998年  5月  6日  
DNA56352-1358 　 　 209846　 　 　 　 　 　  1998年  5月  6日  
DNA59205-1421 　 　 203009　 　 　 　 　 　  1998年  6月 23日  
DNA53974-1401　 　  209774　 　 　 　 　 　  1998年  4月 14日  
DNA57689-1385　 　  209869　 　 　 　 　 　  1998年  5月 14日  
DNA60615-1483 　 　 209980　 　 　 　 　 　  1998年  6月 16日  
DNA59814-1486 　 　 203359　 　 　 　 　 　  1998年 10月 28日  
DNA59846-1503 　 　 209978　 　 　 　 　 　  1998年  6月 16日  
DNA64883-1526　 　  203253　 　 　 　 　 　  1998年  9月  9日  
DNA64885-1529　 　  203457　 　 　 　 　 　  1998年 11月  3日  
DNA64889-1541 　 　 203250　 　 　 　 　 　  1998年  9月  9日  
DNA64903-1553 　 　 203223　 　 　 　 　 　  1998年  9月 15日  
DNA64905-1558 　 　 203233　 　 　 　 　 　  1998年  9月 15日  
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DNA65409-1566　 　  203232　 　 　 　 　 　  1998年  9月 15日  
DNA65406-1567　 　  203219　 　 　 　 　 　  1998年  9月 15日  
DNA61873-1574 　 　 203132　 　 　 　 　 　  1998年  8月 18日  
DNA64966-1575 　 　 203575　 　 　 　 　 　  1999年  1月 12日  
DNA67300-1605 　 　 203163　 　 　 　 　 　  1998年  8月 25日  
DNA68872-1620　 　  203160　 　 　 　 　 　  1998年  8月 25日  
DNA76538-1670　 　  203313　 　 　 　 　 　  1998年 10月  6日  
DNA33087　 　 　 　 　 203381　 　 　 　 　 　  1997年 10月 16日  
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 こ れ ら の 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 及
び そ の 規 則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 に 従 っ て 行 わ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付 か ら ３ ０ 年 間
、 寄 託 の 生 存 培 養 物 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は ブ ダ ペ ス ト 条 約 の
条 項 に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 す る
こ と が で き 、 こ れ は 、 何 れ が 最 初 に 来 よ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の 発 行 時 又 は 任 意 の 米
国 又 は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限 的 に 入 手 可 能 と す る
こ と を 保 証 し 、 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官 規 則 (特 に 参 照 番 号 ８ ８
６ Ｏ Ｇ ６ ３ ８ の ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ 第 １ ． １ ４ 条 を 含 む )に 従 っ て 権 利 を 有 す る と 米 国 特 許 庁 長 官
が 決 定 し た 者 に 子 孫 を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。  
　 本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 材 料 の 培 養 物 が 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ て い た 場 合 に 死
亡 も し く は 損 失 又 は 破 壊 さ れ た な ら ば 、 材 料 は 通 知 時 に 同 一 の 他 の も の と 速 や か に 取 り 替
え る こ と に 同 意 す る 。 寄 託 物 質 の 入 手 可 能 性 は 、 特 許 法 に 従 い あ ら ゆ る 政 府 の 権 限 下 で 認
め ら れ た 権 利 に 違 反 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る ラ イ セ ン ス で あ る と み な さ れ る も の で は な い
。 　 上 記 の 文 書 に よ る 明 細 書 は 、 当 業 者 に 本 発 明 を 実 施 で き る よ う に す る た め に 十 分 で あ
る と 考 え ら れ る 。 寄 託 し た 態 様 は 、 本 発 明 の あ る 側 面 の 一 つ の 説 明 と し て 意 図 さ れ て お り
、 機 能 的 に 等 価 な あ ら ゆ る 作 成 物 が こ の 発 明 の 範 囲 内 に あ る た め 、 寄 託 さ れ た 作 成 物 に よ
り 、 本 発 明 の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ こ で の 材 料 の 寄 託 は 、 こ こ に 含 ま れ る 文
書 に よ る 説 明 が 、 そ の ベ ス ト モ ー ド を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 側 面 の 実 施 を 可 能 に す る た め
に 不 十 分 で あ る こ と を 認 め る も の で は な い し 、 そ れ が 表 す 特 定 の 例 証 に 対 し て 請 求 の 範 囲
を 制 限 す る も の と 解 釈 さ れ る も の で も な い 。 実 際 、 こ こ に 示 し 記 載 し た も の に 加 え て 、 本
発 明 を 様 々 に 変 形 す る こ と は 、 前 記 の 記 載 か ら 当 業 者 に と っ て は 明 ら か な も の で あ り 、 添
付 の 請 求 の 範 囲 内 に 入 る も の で あ る 。  
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ６ ７ 】
【 図 １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） を 示 す 図 で
あ り 、 配 列 番 号 ： ３ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ １ ６ -１ １ ６ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ２ 】 図 １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ３ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番
号 ： ４ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ） を 示 す 図 で
あ り 、 配 列 番 号 ： ８ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ３ ３ ３ ９ -１ １ ３ ０ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ４ 】 図 ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ８ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番
号 ： ９ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ７ ９ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） を 示 す 図
で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ３ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ １ ６ ４ ５ １ -１ ３ ８ ８ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー
ン で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ３ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ： １ ４ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ） を 示 す 図
で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ５ -１ ０ ９ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー
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ン で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ５ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ： １ ６ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） を 示 す 図
で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -１ １ ５ ５ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー
ン で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ０ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配
列 番 号 ： ２ １ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ５ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ４ ９ ７ -１ １ ３ ０ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ５ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ２ ６ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ０ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ３ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４ ７ -１ ３ ９ ５ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ３ ０ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ３ １ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ５ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ３ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ４ ２ -１ １ ３ ４ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ３ ５ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ３ ６ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ０ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ４ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ６ -１ １ ９ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： ４ ０ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ４ １ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ５ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ４ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ -１ １ ３ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 図 １ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ４ ５ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ４ ６ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ２ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ０ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ５ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ２ ２ １ -１ １ ３ ３ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ５ ０ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ５ １ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ５ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ５ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ４ ４ ３ ４ -１ １ ３ ９ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ５ ５ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ５ ６ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ３ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ １ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ６ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ５ ８ -１ １ ６ ７ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ６ １ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ６ ２ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ６ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ６ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ８ -１ １ ４ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
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ー ン で あ る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： ６ ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ６ ７ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ １ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ７ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ４ ７ ３ -１ １ ７ ６ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ２ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ７ １ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ７ ２ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ９ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ６ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ７ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ６ ０ -１ １ ８ ０ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ７ ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ７ ７ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ４ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ８ ４ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ９ ６ ９ -１ １ ８ ５ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ８ ４ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ８ ５ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ９ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ８ ９ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ -１ ２ １ ６ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ８ ９ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ９ ０ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ２ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ９ ７ ） を 示 す
図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ９ ７ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ５ ９ ５ -１ ２ ２ ８ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： ９ ７ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ９ ８ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ０ ６ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ０ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ９ ８ １ -１ ２ ３ ４ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ４ ０ 】 図 ３ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ０ ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ０ ７ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ １ １ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ １ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ７ ０ -１ １ ３ ０ -Ｐ １ 」 と 命 名 さ
れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ １ １ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ １ ２ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ １ ６ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ １ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ３ ６ ５ -１ ２ ０ ６ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ １ ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ １ ７ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ２ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ６ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ２ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ８ ４ -１ ３ １ ９ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ２ ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ２ ７ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ３ １ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ３ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ８ ６ １ ３ -１ ２ ６ ８ 」 と 命 名 さ れ る
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ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ４ ８ 】 図 ４ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ３ １ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ３ ２ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ３ ６ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ３ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ９ １ ０ １ -１ １ ２ ２ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ５ ０ 】 図 ４ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ３ ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ３ ７ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ９ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ４ ２ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ４ ２ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ６ ４ ６ -１ ３ ２ ７ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ５ ２ 】 図 ５ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ４ ２ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ４ ３ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ７ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ４ ７ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ４ ７ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ８ ２ ９ -１ ３ ４ ６ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ５ ４ 】 図 ５ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ４ ７ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ４ ８ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ８ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ２ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ５ ２ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ４ ０ ５ -１ ３ ５ ７ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ５ ６ 】 図 ５ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ５ ２ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ５ ３ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ９ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ４ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ５ ４ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ３ ５ ２ -１ ３ ５ ８ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ５ ８ 】 図 ５ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ５ ４ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ５ ５ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ８ １ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ９ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ５ ９ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ ０ ５ -１ ４ ２ １ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ６ ０ 】 図 ５ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ５ ９ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ６ ０ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ８ ６ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ６ １ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ６ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ７ ４ -１ ４ ０ １ 」 と 命 名 さ れ る
ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ６ ２ 】 図 ６ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ６ １ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ６ ２ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ７ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ６ ９ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ６ ９ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ６ ８ ９ -１ ３ ８ ５ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ６ ４ 】 図 ６ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ６ ９ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ７ ０ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ２ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ８ ０ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ８ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ６ １ ５ -１ ４ ８ ３ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ６ ６ 】 図 ６ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ８ ０ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ８ １ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ８ ２ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ８ ２ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ １ ４ -１ ４ ８ ６ 」 と 命 名 さ れ

10

20

30

40

50

(184) JP 2006-6329 A 2006.1.12



る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ６ ８ 】 図 ６ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ８ ２ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ８ ３ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ５ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ０ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ９ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ６ -１ ５ ０ ３ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ７ ０ 】 図 ６ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ９ ０ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ９ １ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ２ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ９ ２ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ３ -１ ５ ２ ６ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ７ ２ 】 図 ７ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ９ ２ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ９ ３ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ４ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ４ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ９ ４ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ５ -１ ５ ２ ９ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ７ ４ 】 図 ７ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ９ ４ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ９ ５ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ６ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ９ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ８ ９ -１ ５ ４ １ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ７ ６ 】 図 ７ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ９ ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ９ ７ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ８ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ８ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： １ ９ ８ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ３ -１ ５ ５ ３ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ７ ８ 】 図 ７ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ９ ８ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： １ ９ ９ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ９ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ０ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ０ ５ -１ ５ ５ ８ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ８ ０ 】 図 ７ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ０ ０ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ ０ １ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ２ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ２ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ９ -１ ５ ６ ６ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ８ ２ 】 図 ８ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ０ ２ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ３ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ４ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ４ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ５ ４ ０ ６ -１ ５ ６ ７ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ８ ４ 】 図 ８ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ０ ４ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ ０ ５ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ １ ３ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ １ ３ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ １ ８ ７ ３ -１ ５ ７ ３ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ８ ６ 】 図 ８ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ １ ３ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ １ ４ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ １ ５ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ １ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ９ ６ ６ -１ ５ ７ ５ 」 と 命 名 さ れ

10

20

30

40

50

(185) JP 2006-6329 A 2006.1.12



る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ８ ８ 】 図 ８ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ １ ５ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ １ ６ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ７ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ １ ７ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ １ ７ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ７ ３ ０ ０ -１ ６ ０ ５ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ９ ０ 】 図 ８ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ １ ７ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ １ ８ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ８ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ １ ９ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ １ ９ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ ７ ２ -１ ６ ２ ０ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ９ ２ 】 図 ９ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ １ ９ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ０ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ５ ６ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ２ １ ） を
示 す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ ２ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ５ ３ ８ -１ ６ ７ ０ 」 と 命 名 さ れ
る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ９ ４ 】 図 ９ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ２ １ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ２ ） を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ６ ） を 示
す 図 で あ り 、 配 列 番 号 ： ２ ２ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ８ ７ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ９ ６ 】 図 ９ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ２ ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ２ ２ ７ ） を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ３ 】
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【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】
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【 図 ３ ５ 】
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摘要(译)

刺激或抑制包括人类在内的哺乳动物的血管生成和/或心血管形成的组合
物和方法。 基于针对一种或多种上述用途鉴定的多肽或其拮抗剂的药物
组合物。 通过该组合物诊断，预防或治疗的疾病包括诸如伤口的创伤，
各种癌症以及包括动脉粥样硬化和心脏肥大的血管疾病。 还提供了新颖
的多肽和编码该多肽的核酸分子。 还提供了包含这些核酸序列的载体和
宿主细胞，与异源多肽融合的嵌合分子，与本发明多肽结合的抗体以及
制备该多肽的方法。 [选择图]无
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