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(54)【発明の名称】 ニューロトニンおよびその利用

(57)【要約】
【課題】Isaacs症候群の過興奮性の病因となる物質を特
定し、有効な診断治療法を確立すること。
【解決手段】Isaacs症候群患者からの血清を利用するイ
ムノスクリーニング手法により、神経細胞由来のｃＤＮ
Ａライブラリーから特定のｃＤＮＡを分離した。そのヌ
クレオチド配列を解明するとともに、これに基づくクロ
ーニングにより新規タンパク質、ニューロトニンを得て
そのアミノ酸配列構造を決定した。新規な本タンパク質
は、Isaacs症候群のキー物質と目され、末梢神経障害の
研究、臨床応用に有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】下記の性状を有する末梢神経細胞タンパク
質（以下「ニューロトニン」という）。
ａ）Isaacs患者、またはそれ以外の末梢神経障害患者の
末梢神経細胞に見出され、
ｂ）前記患者の血液中に見出される抗体と反応し、
ｃ）ウサギに免疫するとIsaacs症候群様の症状を引き起
こし、かつ
ｄ）SDS-PAGEにより求めた分子量約６６ｋDaを持つ
【請求項２】ニューロトニンをコードするｃＤＮＡ。
【請求項３】ニューロトニンをコードするか、あるいは
図１または２に示すヌクレオチド配列の全てのヌクレオ
チド配列を含むＤＮＡ。
【請求項４】ニューロトニンをコードするか、あるいは
図１または２に示すヌクレオチド配列の全てまたは一部
に実質的に対応する１つ以上のヌクレオチド配列を含む
か、あるいは前記配列のいずれかと実質的に相同性であ
るかもしくは前記配列のいずれかとハイブリダイズする
配列を含む核酸分子。
【請求項５】マウスニューロトニンをコードするマウス
ｃＤＮＡ。
【請求項６】マウスニューロトニンをコードするか、あ
るいは図３または４に示すヌクレオチド配列の全てのヌ
クレオチド配列を含むＤＮＡ。
【請求項７】マウスニューロトニンをコードするか、あ
るいは図３または４に示すヌクレオチド配列の全てまた
は一部に実質的に対応する１つ以上のヌクレオチド配列
を含むか、または前記配列のいずれかと実質的に相同性
であるかもしくは前記配列のいずれかとハイブリダイズ
するマウスニューロトニンをコードする配列を含む核酸
分子。
【請求項８】請求項２または５に記載のｃＤＮＡ、ある
いは請求項３、４、６または７のいずれかに記載の核酸
分子に対するアンチセンスＲＮＡまたはアンチセンスＤ
ＮＡ。
【請求項９】請求項２または５に記載のｃＤＮＡ、また
は請求項３、４、６もしくは７のいずれかに記載の核酸
分子、あるいはそれらの一部から転写されたＲＮＡを認
識し切断するリボザイム。
【請求項10】請求項２～８の何れかに記載の核酸分子を
含む発現ベクター、クローニングベクターまたはコスミ
ド。
【請求項11】請求項10のベクターまたはコスミドを保持
する形質転換体。
【請求項12】請求項２～８の何れかに記載の核酸分子を
含有する原核細胞、真核細胞または突然変異生物細胞。
【請求項13】図５または６に示すアミノ酸配列を有する
ニューロトニン。
【請求項14】上記患者の血液に見出される抗体と結合す
る活性を有する下記a)またはb)に記載のタンパク質。
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a) 図５または６に示されるアミノ酸配列のポリペプチ
ド、図５または６に示されるアミノ酸配列において１も
しくは複数のアミノ酸が欠失、置換もしくは付加および
／または挿入されたアミノ酸配列を有するポリペプチ
ド、またはニューロトニンの抗原性部分を構成するアミ
ノ酸配列を含む合成ポリペプチド、あるいは機能的に等
価なこれらの変異体、あるいはこれらのアミノ酸配列を
さらに含む融合ポリペプチドの形態のポリペプチド
b)請求項２～４の何れかに記載の塩基配列からなるＤＮ
ＡにハイブリダイズするＤＮＡがコードするタンパク質
【請求項15】末梢神経細胞にある「１４－３－３」タン
パク質と結合でき、下記a)またはb)に記載のタンパク
質。
a) 図５または６に示されるアミノ酸配列のポリペプチ
ド、図５または６に示されるアミノ酸配列において１も
しくは複数のアミノ酸が欠失、置換もしくは付加および
／または挿入されたアミノ酸配列を有するポリペプチ
ド、またはニューロトニンの抗原性部分を構成するアミ
ノ酸配列を含む合成ポリペプチド、あるいは機能的に等
価なこれらの変異体、あるいはこれらのアミノ酸配列を
さらに含む融合ポリペプチドの形態のポリペプチド
b)請求項２～４の何れかに記載の塩基配列からなるＤＮ
ＡにハイブリダイズするＤＮＡがコードするタンパク質
【請求項16】請求項13から15の何れかに記載のタンパク
質の免疫学的に活性なドメインまたはそのドメインを有
する断片。
【請求項17】図７または８に示されるアミノ酸配列のポ
リペプチド、図７または８に示されるアミノ酸配列にお
いて１個以上のアミノ酸が欠失、置換もしくは付加およ
び／または挿入されたアミノ酸配列を有するポリペプチ
ド、あるいはニューロトニンの抗原性部分を構成するア
ミノ酸配列を含む合成ポリペプチド、または機能的に等
価なこれらの変異体、あるいはこれらのアミノ酸配列を
さらに含む融合ポリペプチドの形態のポリペプチド。
【請求項18】請求項13～17の何れかに記載のタンパク質
を含む、請求項13～17の何れかに記載のタンパク質を認
識する抗体を分析するための免疫学的分析用試薬。
【請求項19】Isaacs症候群またはそれ以外の末梢神経障
害の診断または治療効果の判定を目的とするものである
請求項18に記載の免疫学的分析用試薬。
【請求項20】請求項13～17の何れかに記載のタンパク質
と反応する抗体を含む、請求項13～17の何れかに記載の
タンパク質を分析するための免疫学的分析用試薬。
【請求項21】Isaacs症候群またはそれ以外の末梢神経障
害の診断または治療効果の判定を目的とするものである
請求項20に記載の免疫学的分析用試薬。
【請求項22】分析すべき請求項13～17の何れかに記載の
タンパク質が、末梢神経細胞に存在するものである請求
項21の免疫学的分析用試薬。
【請求項23】被験者の体液中に存在する抗体であって、
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請求項13～17の何れかに記載のタンパク質と反応する抗
体を分析することによるニューロトニンの検出方法。
【請求項24】次の工程を含む、請求項13～17の何れかに
記載のタンパク質と結合するリガンドのスクリーニング
方法。
a)リガンドの候補化合物を請求項13～17の何れかに記載
のタンパク質と接触させる工程、および
b)前記タンパク質に対する結合活性を示す候補化合物を
選択する工程
【請求項25】請求項13～17の何れかに記載のタンパク質
をアンチリガンドとして用い、請求項24の方法によって
得ることができるリガンドを両者の親和性に基づいて該
タンパク質を測定する方法。
【請求項26】次の工程を含む、請求項13～17の何れかに
記載のタンパク質と上記リガンドとの結合を阻害する化
合物のスクリーニング方法。
a)候補化合物の存在下で、請求項13～17の何れかに記載
のタンパク質と上記リガンドとを接触させる工程、およ
び
b)前記タンパク質と上記リガンドとの結合を阻害する活
性を示す候補化合物を選択する工程
【請求項27】請求項26のスクリーニング方法によって得
ることができる化合物。
【請求項28】請求項26のスクリーニング方法によって得
ることができる化合物を含む、ニューロトニン阻害剤。
【請求項29】請求項26のスクリーニング方法によって得
ることができる化合物を含む、末梢神経障害の治療用薬
剤。
【請求項30】請求項13～17の何れかに記載のタンパク質
に結合する抗体。
【請求項31】前記抗体がモノクローナル抗体である請求
項30に記載の抗体。
【請求項32】末梢神経障害の原因となる抗体に対するモ
ノクローナル抗体。
【請求項33】請求項13～17の何れかに記載のタンパク質
または該タンパク質をコードする遺伝子の発現を指標
に、該タンパク質を発現する細胞を検出または分離する
方法。
【請求項34】細胞が末梢神経細胞である、請求項33に記
載の方法。
【請求項35】請求項30～32の何れかに記載の抗体を含
む、請求項13～17の何れかに記載のタンパク質を発現す
る細胞の検出または分離用試薬。
【請求項36】請求項２～７のＤＮＡもしくはその一部、
またはそれらから転写されたＲＮＡとハイブリダイズで
きるヌクレオチド配列を有する核酸分子を含み、これら
のＤＮＡまたはＲＮＡを検出するための試薬。
【請求項37】請求項３または６に記載のＤＮＡの発現が
改変されているかまたは該改変を誘導することができる
トランスジェニック非ヒト脊椎動物。
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【請求項38】末梢神経障害モデル動物である、請求項37
に記載の動物。
【請求項39】請求項37に記載の非ヒト脊椎動物であっ
て、内因性に有する請求項３または６に記載のＤＮＡの
発現が抑制されているノックアウト非ヒト脊椎動物。
【請求項40】他の遺伝子がノックアウトされている請求
項37に記載の非ヒト脊椎動物。
【請求項41】請求項37～40の何れかに記載の非ヒト脊椎
動物から由来する細胞。
【請求項42】請求項３または６に記載のＤＮＡの内因性
プロモーターの活性を上昇または低下させる化合物のス
クリーニング方法であって、
a)被検化合物の存在下、請求項３または６に記載のＤＮ
Ａの内因性プロモーターの下流に結合されている遺伝子
の発現を検出する工程、および
b)該発現を上昇または低下させる化合物を選択する工
程、を含む方法。
【請求項43】請求項３または６に記載のＤＮＡの内因性
プロモーターの活性を上昇または低下させる化合物のス
クリーニング方法であって、
a)請求項37～40に記載の非ヒト脊椎動物または該動物に
由来する細胞に被検化合物を適用する工程、および
b)ノックインされた遺伝子の発現を上昇または低下させ
る化合物を選択する工程、を含む方法。
【請求項44】Isaacs症候群またはそれ以外の末梢神経障
害の研究のために、およびIsaacs症候群またはそれ以外
の末梢神経障害の改善作用を有する物質のスクリーニン
グのために使用する、ニューロトニンで免疫された動
物。
【請求項45】VGKC機能の抑制、神経終末におけるシグナ
ル伝達不全、または有痛性筋痙攣を改善するタンパク質
または非タンパク性物質をスクリーニングするための、
ニューロトニンで免疫されたウサギ。
【請求項46】ニューロトニンもしくはその関連タンパク
質またはそれ以外の末梢神経障害の原因となる抗体をマ
ーカーとして、上記モノクローナル抗体との特異的結合
を検出することで、被検者からの試料検体中のニューロ
トニンもしくはその関連タンパク質または末梢神経障害
の原因となる抗体のレベルを測定することによりIsaacs
症候群、またはそれ以外の末梢神経障害を診断するため
の診断マーカー。
【請求項47】Isaacs症候群あるいはそれ以外の末梢神経
障害を診断するためのデータを供する検査方法であり、
被検者からの試料検体中のニューロトニンまたは末梢神
経障害の原因となる抗体レベルを測定することを特徴と
する検査方法。
【請求項48】血液の透析濾過により血中のニューロトニ
ン抗体または末梢神経障害の原因となる抗体を、濾過材
に固定化した上記モノクローナル抗体に結合させること
により体内のニューロトニン抗体または末梢神経障害の
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原因となる抗体を低減せしめることを可能とする、ニュ
ーロトニンまたは末梢神経障害の原因となる抗体の存在
に起因するしびれを解除して治療するための血液濾過
材。
【請求項49】製剤上許容される担体と一緒に、請求項13
～17の何れかに記載の少なくとも１つのポリペプチドを
含み該ポリペプチドの免疫応答を、あるいは細胞中に挿
入された請求項2～8の何れかに記載の核酸分子を有する
ウィルス細胞または宿主細胞を含み、挿入された核酸分
子によりコードされるポリペプチドの免疫応答を刺激す
るための、ヒトまたはヒト以外の動物におけるIsaacs症
候群あるいはそれ以外の末梢神経障害にたいする免疫応
答を刺激するワクチン組成物。
【請求項50】末梢神経障害患者から分離された末梢神経
・筋系の細胞とインキュベートすることにより、特異的
に請求項31または32に記載のモノクローナル抗体と結合
させて、末梢神経障害の原因となる抗体を排除し、末梢
神経となる細胞をインビトロで再生するための該抗体を
含む細胞培養用媒体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の技術分野】本発明は、ニューロトニンおよびそ
の利用に関する。詳しくは、ニューロトニン、ニューロ
トニンをコードするｃＤＮＡ、核酸分子、ニューロトニ
ンに対するモノクローナル抗体など、およびそれらの利
用に関する。
【０００２】
【発明の技術的背景】末梢神経障害は、運動神経筋接合
部終末において神経の興奮伝達の欠陥に由来し筋疾患を
も伴うことが多いために、感覚異常、運動障害、自律神
経障害など様々の病態が知られている。その病因も多様
であり、詳しくは不明な場合も多い。それらのうち、末
梢神経のＶＧＫＣ（Voltage gated potassium channe
l）異常、神経末端からの持続的なアセチルコリンの放
出を伴う神経・筋疾患として、Isaacs症候群が知られ、
これは持続性筋線維活動症候群ともいわれている。その
臨床的特徴として、四肢の筋硬直、有痛性筋痙攣、手指
の開排制限などの筋収縮後の弛緩困難、歩行障害、発汗
過多などの症状が観察されている。発症の機作は不明で
あるが、胸腺腫との合併の存在、血中に免疫複合体を有
する症例が見られることから、自己免疫疾患機序の存在
も想定されている。
【０００３】このようなIsaacs症候群を始めとする末梢
神経障害の治療方法として、今のところ選択的かつ有効
な方法がないのが実情であり、血漿交換による方法、ビ
タミンB
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投与などの対処的な治療法に留まる。本格的

な高齢化社会の到来を間近に控えて、上記末梢神経障害
に加えて、糖尿病の合併症である末梢性多発性神経炎、
筋の全般的な有痛性痺れなどにも有効に治療できる方法
が待たれている。
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【０００４】本発明者は、Isaacs症候群患者から単離さ
れたｃＤＮＡが、ある特定のタンパク質をコードして、
そのタンパク質が患者の血中に増加している事実を捉え
た。そこで、鋭意研究を進めた結果、上記ｃＤＮＡおよ
びそのタンパク質を同定して、本病態に関わる因子であ
ることを突き止めるとともに、それらの配列構造を決定
し、これらの核酸分子とタンパク質を利用した診断治療
に係る本発明を完成した。本発明に係るＤＮＡ分子およ
びタンパク質は、末梢神経障害に関する基礎研究ならび
に臨床応用に資するさまざまな物質および方法を提供す
る。
【０００５】
【発明の目的】本発明は、ニューロトニン、ニューロト
ニンをコードするｃＤＮＡの構造と機能に基づき、核酸
分子、ニューロトニンに対するモノクローナル抗体、こ
れらを利用して、関連する臨床検査薬、治療薬、新規な
ベクター、抗ニューロトニン抗体を結合する血液濾過
材、培養媒体、トランスジェニック動物、スクリーニン
グ用動物などを提供することを目的とする。
【０００６】
【発明の概要】本発明に係るタンパク質は、下記の性状
を有する末梢神経細胞タンパク質（以下「ニューロトニ
ン」という）である。
ａ）Isaacs患者、またはそれ以外の末梢神経障害患者の
末梢神経細胞に見出され、
ｂ）前記患者の血液中に見出される抗体と反応し、
ｃ）ウサギに免疫するとIsaacs症候群様の症状を引き起
こし、かつ
ｄ）SDS-PAGEにより求めた分子量約６６ｋDaを持つ
本発明に係るｃＤＮＡは、ニューロトニンをコードする
ｃＤＮＡである。
【０００７】さらに本発明に係るＤＮＡは、ニューロト
ニンをコードするか、あるいは図１または２に示すヌク
レオチド配列の全てのヌクレオチド配列を含むＤＮＡで
ある。ニューロトニンをコードするか、あるいは図１ま
たは２に示すヌクレオチド配列の全てまたは一部に実質
的に対応する１つ以上のヌクレオチド配列を含むか、あ
るいは前記配列のいずれかと実質的に相同性であるかも
しくは前記配列のいずれかとハイブリダイズする配列を
含む核酸分子も本発明に含まれる。
【０００８】本発明に係るＤＮＡには、マウスニューロ
トニンをコードするか、あるいは図３または４に示すヌ
クレオチド配列の全てのヌクレオチド配列を含むＤＮＡ
も包含される。また、マウスニューロトニンをコードす
るマウスｃＤＮＡも本発明に属する。さらに、マウスニ
ューロトニンをコードするか、あるいは図３または４に
示すヌクレオチド配列の全てまたは一部に実質的に対応
する１つ以上のヌクレオチド配列を含むか、または前記
配列のいずれかと実質的に相同性であるかもしくは前記
配列のいずれかとハイブリダイズするマウスニューロト
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7
ニンをコードする配列を含む核酸分子も本発明に含まれ
る。
【０００９】さらに上記ｃＤＮＡまたは上記核酸分子の
何れかに対するアンチセンスＲＮＡもしくはアンチセン
スＤＮＡ、上記のｃＤＮＡまたは上記核酸分子、または
それらの一部から転写されたＲＮＡを認識し切断するリ
ボザイムも本発明に含まれる。本発明に係る発現ベクタ
ー、クローニングベクターまたはコスミドは、上記ｃＤ
ＮＡ、または上記核酸分子の何れかを含む。
【００１０】本発明に係る形質転換体は、上記ベクター
またはコスミドを保持する形質転換体である。本発明に
係る原核細胞、真核細胞または突然変異生物細胞は、上
記核酸分子の何れかを含有する。本発明に係るニューロ
トニンは、図５または６に示すアミノ酸配列を有する。
【００１１】本発明に係るタンパク質は、上記患者の血
液に見出される抗体と結合する活性を有し、下記a)また
はb)の特徴を有するタンパク質である。
a) 図５または６に示されるアミノ酸配列のポリペプチ
ド、図５または６に示されるアミノ酸配列において１も
しくは複数のアミノ酸が欠失、置換もしくは付加および
／または挿入されたアミノ酸配列を有するポリペプチ
ド、またはニューロトニンの抗原性部分を構成するアミ
ノ酸配列を含む合成ポリペプチド、あるいは機能的に等
価なこれらの変異体、あるいはこれらのアミノ酸配列を
さらに含む融合ポリペプチドの形態のポリペプチド
b)図１～４の何れかに記載の塩基配列からなるＤＮＡに
ハイブリダイズするＤＮＡがコードするタンパク質
また本発明に係るタンパク質は、末梢神経細胞にある
「１４－３－３」タンパク質と結合でき、下記a)または
b)の特徴を有するタンパク質である。
a) 図５または６に示されるアミノ酸配列のポリペプチ
ド、図５または６に示されるアミノ酸配列において１も
しくは複数のアミノ酸が欠失、置換もしくは付加および
／または挿入されたアミノ酸配列を有するポリペプチ
ド、またはニューロトニンの抗原性部分を構成するアミ
ノ酸配列を含む合成ポリペプチド、あるいは機能的に等
価なこれらの変異体、あるいはこれらのアミノ酸配列を
さらに含む融合ポリペプチドの形態のポリペプチド
b)図１～４の何れかに記載の塩基配列からなるＤＮＡに
ハイブリダイズするＤＮＡがコードするタンパク質
さらに本発明は、上記タンパク質の免疫学的に活性なド
メインまたはそのドメインを有する断片を含むものであ
る。
【００１２】本発明に係るポリペプチドは、図７または
８に示されるアミノ酸配列のポリペプチド、図７または
８に示されるアミノ酸配列において１個以上のアミノ酸
が欠失、置換もしくは付加および／または挿入されたア
ミノ酸配列を有するポリペプチド、あるいはニューロト
ニンの抗原性部分を構成するアミノ酸配列を含む合成ポ
リペプチド、または機能的に等価なこれらの変異体、あ
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るいはこれらのアミノ酸配列をさらに含む融合ポリペプ
チドの形態のポリペプチドも包含する。
【００１３】本発明に係る免疫学的分析用試薬は、上記
のタンパク質の何れかを含む、当該タンパク質を認識す
る抗体を分析するための分析用試薬でもある。また、上
記免疫学的分析用試薬は、Isaacs症候群またはそれ以外
の末梢神経障害の診断または治療効果の判定を目的とす
るものである。本発明に係る免疫学的分析用試薬は、上
記のタンパク質の何れかと反応する抗体を含む、当該タ
ンパク質を分析するための免疫学的分析用試薬である。
【００１４】また、上記免疫学的分析用試薬は、Isaacs
症候群またはそれ以外の末梢神経障害の診断または治療
効果の判定を目的とするものでもある。さらに、上記免
疫学的分析用試薬は、その分析すべき上記タンパク質の
何れかが末梢神経細胞に存在するものである。本発明の
ニューロトニンの検出方法は、被験者の体液中に存在す
る抗体であって、上記タンパク質の何れかと反応する抗
体を分析することによる。
【００１５】本発明による上記タンパク質と結合するリ
ガンドのスクリーニング方法は、次の工程を含む。
a)リガンドの候補化合物を上記のタンパク質と接触させ
る工程、および
b)前記タンパク質に対する結合活性を示す候補化合物を
選択する工程
本発明による測定方法は、上記スクリーニング方法によ
って得ることができるリガンドを、上記タンパク質の何
れかをアンチリガンドとして用い、両者の親和性に基づ
いて該タンパク質を測定する方法である。
【００１６】本発明によるスクリーニング方法には、上
記タンパク質の何れかと上記リガンドとの結合を阻害す
る化合物をスクリーニングする方法も含まれ、これは次
の工程を有する。
a)候補化合物の存在下で、上記のタンパク質と上記リガ
ンドとを接触させる工程、および
b)前記タンパク質とそのリガンドとの結合を阻害する活
性を示す候補化合物を選択する工程
本発明に係る化合物は、上記スクリーニング方法によっ
て得ることができる化合物も含む。
【００１７】本発明に係るニューロトニン阻害剤は、上
記スクリーニング方法によって得ることができる化合物
を含む。本発明に係る末梢神経障害の治療用薬剤は、上
記スクリーニング方法によって得ることができる化合物
を含む。本発明に係る抗体は、上記タンパク質の何れか
に結合する抗体である。
【００１８】前記抗体には、モノクローナル抗体が含ま
れる。当該モノクローナル抗体には末梢神経障害の原因
となる抗体に対するモノクローナル抗体が含まれる。本
発明による方法には上記タンパク質の何れかまたは該タ
ンパク質をコードする遺伝子の発現を指標に、該タンパ
ク質を発現する細胞を検出または分離する方法が含まれ
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9
る。この方法は細胞が末梢神経細胞である場合を含む。
【００１９】本発明に係る上記タンパク質の何れかを発
現する細胞の検出または分離用試薬は、上記抗体を含
む。本発明に係る試薬には、上記ＤＮＡまたはその一
部、あるいはそれらから転写されたＲＮＡとハイブリダ
イズできるヌクレオチド配列を有する核酸分子を含み、
これらのＤＮＡまたはＲＮＡを検出するための試薬が含
まれる。
【００２０】本発明に係るトランスジェニック非ヒト脊
椎動物は、上記ＤＮＡの発現が改変されているかまたは
該改変を誘導することができるトランスジェニック非ヒ
ト脊椎動物である。上記動物は、末梢神経障害モデル動
物でもある。本発明に係るノックアウト非ヒト脊椎動物
は、上記非ヒト脊椎動物であって、内因性に有する上記
ＤＮＡの発現が抑制されているノックアウト非ヒト脊椎
動物である。
【００２１】上記ノックアウト非ヒト脊椎動物には、他
の遺伝子がノックアウトされている非ヒト脊椎動物も含
まれる。本発明に係る細胞には、上記非ヒト脊椎動物の
何れから由来する細胞が含まれる。本発明に係るスクリ
ーニング方法には、図１～４に記載のＤＮＡの内因性プ
ロモーターの活性を上昇または低下させる化合物のスク
リーニング方法も含まれ、これは、
a)被検化合物の存在下、図１～４に記載のＤＮＡの内因
性プロモーターの下流に結合されている遺伝子の発現を
検出する工程、および
b)該発現を上昇または低下させる化合物を選択する工
程、
を含む方法である。
【００２２】また、上記スクリーニング方法は、図１～
４に記載のＤＮＡの内因性プロモーターの活性を上昇ま
たは低下させる化合物のスクリーニング方法であって、
a)上記の非ヒト脊椎動物または該動物に由来する細胞
に、被検化合物を適用する工程、および
b)ノックインされた遺伝子の発現を上昇または低下させ
る化合物を選択する工程、
を含む方法でもある。
【００２３】本発明に係るニューロトニンで免疫された
動物とは、Isaacs症候群またはそれ以外の末梢神経障害
の研究のために、およびIsaacs症候群またはそれ以外の
末梢神経障害の改善作用を有する物質のスクリーニング
のために使用する、ニューロトニンで免疫された動物で
ある。本発明に係るウサギとは、VGKC機能の抑制、神経
終末におけるシグナル伝達不全、または有痛性筋痙攣を
改善するタンパク質または非タンパク性物質をスクリー
ニングするためのニューロトニンで免疫されたウサギで
ある。
【００２４】本発明に係る診断マーカーは、ニューロト
ニンもしくはその関連タンパク質またはそれ以外の末梢
神経障害の原因となる抗体をマーカーとして、上記モノ
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クローナル抗体との特異的結合を検出することで、被検
者からの試料検体中のニューロトニンもしくはその関連
タンパク質抗体または末梢神経障害の原因となる抗体の
レベルを測定することによりIsaacs症候群、またはそれ
以外の末梢神経障害を診断するための診断マーカーであ
る。
【００２５】本発明による検査方法とは、Isaacs症候群
あるいはそれ以外の末梢神経障害を診断するためのデー
タを供する検査方法であり、被検者からの試料検体中の
ニューロトニンまたは末梢神経障害の原因となる抗体レ
ベルを測定することを特徴とする検査方法である。本発
明に係る血液濾過剤とは、血液の透析濾過により血中の
ニューロトニン抗体または末梢神経障害の原因となる抗
体を、濾過材に固定化した上記モノクローナル抗体に結
合させることにより体内のニューロトニン抗体または末
梢神経障害の原因となる抗体を低減せしめることを可能
とする、ニューロトニンまたは末梢神経障害の原因とな
る抗体の存在に起因するしびれを解除して治療するため
の血液濾過材である。
【００２６】本発明に係るワクチン組成物とは、製剤上
許容される担体と一緒に、上記の少なくとも１つのポリ
ペプチドを含み該ポリペプチドの免疫応答を、あるいは
細胞中に挿入された上記の核酸分子の何れかを有するウ
ィルス細胞または宿主細胞を含み、挿入された核酸分子
によりコードされるポリペプチドの免疫応答を刺激する
ための、ヒトまたはヒト以外の動物におけるIsaacs症候
群あるいはそれ以外の末梢神経障害にたいする免疫応答
を刺激するワクチン組成物である。
【００２７】本発明に係る細胞培養用媒体とは、末梢神
経障害患者から分離された末梢神経・筋系の細胞とイン
キュベートすることにより、特異的に上記のモノクロー
ナル抗体と結合させて、末梢神経障害の原因となる抗体
を排除し、末梢神経となる細胞をインビトロで再生する
ための該抗体を含む細胞培養用媒体である。
【００２８】
【発明の具体的説明】本発明に係るタンパク質は、下記
の性状を有する末梢神経細胞タンパク質（以下「ニュー
ロトニン」という）である。
ａ）Isaacs症候群患者、またはそれ以外の末梢神経障害
患者の末梢神経細胞に見出され、
ｂ）前記患者の血液中に見出される抗体と反応し、
ｃ）ウサギに免疫するとIsaacs症候群様の症状を引き起
こし、かつ
ｄ）SDS-PAGEにより求めた分子量約６６ｋDaを持つ
以下、本発明を、ニューロトニンをコードするｃＤＮ
Ａ、関連核酸分子、ニューロトニン、ニューロトニンの
生理機能、関連タンパク質、医用材料および動物への応
用の順に詳細に説明する。
【００２９】本明細書において、「末梢神経障害」と
は、Isaacs症候群を除く末梢神経の障害をいうが、文中



(7) 特開２００２－２３３３８３

10

20

30

40

50

11
では必要に応じてIsaacs症候群を含めた広義の意味に使
うこともある。「VGKC」とは、Voltage gated potassiu
m channelの略であり、電位依存性カリウムチャンネル
をいう。「ニューロトニンおよびその関連タンパク質」
および「ニューロトニンもしくはその関連タンパク質」
において、「その関連タンパク質」には、ニューロトニ
ン抗体も含まれる。
ニューロトニンをコードするｃＤＮＡ
ニューロトニンをコードするｃＤＮＡは、ヒトゲノムに
対応するｃＤＮＡライブラリーに対してIsaacs症候群患
者の血清などを用いるイムノスクリーニング手法を適用
して調製できる。すなわち、ＮＢ－１細胞などの神経由
来のｃＤＮＡライブラリーは、常法によりｍＲＮＡを分
離し、公知の技術によりλベクターなどに組み込んで、
ｍＲＮＡ混合物に逆転写酵素が作用することによって作
成される。これにニューロトニン抗体を含む血清を使用
して、ニューロトンを発現しているｃＤＮＡを含むクロ
ーンが同定される。
【００３０】本発明者が、上記のようにIsaacs症候群患
者の血清を用いてイムノスクリーニングを行うことによ
り、新規タンパク質をコードしているｃＤＮＡを得た過
程において、鎖長が異なる2つのｃＤＮＡが見出され
た。このタンパク質をコードする長いｃＤＮＡを「long
 cＤＮＡ」と称し、最初に得られた386アミノ酸のタン
パク質をコードしている短いｃＤＮＡを「short cＤＮ
Ａ」と称する。
【００３１】図１、２にニューロトニンをコードするｃ
ＤＮＡについて、「short cＤＮＡ」、「long cＤＮ
Ａ」のヌクレオチド配列をそれぞれ示す。本発明に係る
ＤＮＡは、ニューロトニンをコードするか、あるいは図
１または２に示すヌクレオチド配列の全てを含むＤＮＡ
である。これにはニューロトニンのアミノ酸情報、開始
および終結コドンを含むＤＮＡの他に、スプライシング
を受ける前の情報を担うゲノム構造遺伝子のＤＮＡも包
含される。
【００３２】さらにニューロトニンをコードするか、あ
るいは図１または２に示すヌクレオチド配列の全てまた
は一部に実質的に対応する１つ以上のヌクレオチド配列
を含むか、あるいは前記配列のいずれかと実質的に相同
性であるかもしくは前記配列のいずれかとハイブリダイ
ズする配列を含む核酸分子もまた本発明に属する。本発
明に係る核酸分子は、一本鎖または二本鎖のＤＮＡ,ｃ
ＤＮＡまたはＲＮＡであってもよい。
【００３３】ここで「実質的に相同性」である配列に
は、約５０％以上、例えば60％以上の配列同一性を有す
る配列、および機能的に等価な対立遺伝子変異体の配
列、および単一または複数の塩基の置換、付加、および
／または削除により修飾された関連配列が包含される。
同様に「機能的に等価」とは、ニューロトニンと同様の
作用を示すポリペプチドに対応することを意味する。
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【００３４】図１、２に示す配列または上記の定義のよ
うに実質的に相同な配列あるいは機能的に等価な配列と
ハイブリダイズする核酸分子もまた、本発明の範囲内に
含まれる。ここで，用いられる「ハイブリダイズ」と
は、非緊縮（ノンストリンジェントな）条件（６ｘSSC,
1% SDS, 10% Dextran, 100g/ml salmon sperm ＤＮＡ、
室温）において結合し、低い緊縮条件（２ｘSSC,室温、
より好ましくは２ｘSSC，30℃）にて、またはより高い
緊縮条件、例えば２ｘSSC、65℃にて洗浄された配列と
定義される。ここでSSCとは、Standard Saline Citrate
の略で、 0.15M NaCl, 0.015Mクエン酸ナトリウムpH 7.
2を意味する。
【００３５】ニューロトニンに対する抗体のポリペプチ
ドをコードする１つ以上のヌクレオチド配列を含み、こ
の配列が図１または２に示されるニューロトニンをコー
ドする配列からの１つ以上の抗原決定基をコードする領
域を組み込んだ核酸分子もまた遺伝子工学の公知の方法
を利用して作成することができる。このような核酸分子
も本発明に含まれる。
【００３６】ニューロトニンをコードする構造遺伝子お
よびそれからのＤＮＡ、それから産生されるｃＤＮＡ、
あるいは図１または２に示すヌクレオチド配列の全てま
たは一部に実質的に対応する１つ以上のヌクレオチド配
列を含むか、または前記配列のいずれかと実質的に相同
性であるか、もしくは機能的に等価な配列、あるいは前
記配列のいずれかとハイブリダイズする配列を含むＤＮ
Ａ、それらのＤＮＡから転写されるＲＮＡを検出するに
は、これらのＤＮＡ鎖またはＲＮＡ鎖とのハイブリダイ
ゼーションを利用する原理に基づき、これらの核酸分子
を含む試薬が好ましく用いられる。さらにこれらの核酸
分子は、ＰＣＲプライマーまたは相同部分を探索するた
めのハイブリダイゼーション・プローブとして利用する
ことができる。
【００３７】通常は、そのプローブは放射性アイソトー
プか、より好ましくは蛍光色素、化学発光など非アイソ
トープを利用して、５’末端ラベル、ニックトランスレ
ーション法、ランダムプライマー法などにより標識する
ことができる。かかるＤＮＡ，それから転写されたＲＮ
Ａを検出する試薬は、in  situハイブリダイゼーショ
ン、サザンハイブリダイゼーション、ノーザンハイブリ
ダイゼーション、プラークハイブリダイゼーション、コ
ロニーハイブリダイゼーションなどにおいて、ハイブリ
ダイゼーション用プローブとして好ましく利用される。
【００３８】このようなプローブは、ゲノムライブラリ
ーまたはｃＤＮＡライブラリーから、核酸レベルでのハ
イブリダイゼーションにより目的クローンの検索にも好
ましく使用される。
ニューロトニン
本発明に係るニューロトニンは、図５または６に示すア
ミノ酸配列を有するタンパク質であるか、あるいは上記
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ｃＤＮＡ、このｃＤＮＡに対応する遺伝子、または上記
のヌクレオチド塩基配列のいずれかにハイブリダイズす
るＤＮＡによりによりコードされるタンパク質である。
ニューロトニンは、上記患者の血液に見出される抗体と
結合する活性を有し、さらに末梢神経細胞にある「１４
－３－３タンパク質」と結合することができる。
【００３９】ニューロトニンは、Isaacs症候群またはこ
れ以外の末梢神経障害患者の血清などを利用するイムノ
スクリーニングにより取得することができる。あるい
は、そのｃＤＮＡが得られれば、公知の組替えＤＮＡ技
術を利用してｃＤＮＡの転写・翻訳により調製すること
もできる。さらに、本発明に係るタンパク質は、図５ま
たは６に示されるアミノ酸配列のポリペプチド、図５ま
たは６に示されるアミノ酸配列において１個もしくは複
数のアミノ酸が欠失、置換もしくは付加および／または
挿入されたアミノ酸配列を有するポリペプチド、または
ニューロトニンの抗原性部分を構成するアミノ酸配列を
含む合成ポリペプチド、あるいは機能的に等価なこれら
の変異体ポリペプチド、あるいはこれらのアミノ酸配列
をさらに含む融合ポリペプチドの形態のポリペプチドに
まで拡張され、これらのポリペプチドもまた本発明に含
まれる。また、本発明に係るタンパク質は、生物起源の
タンパク質の他に、人工的に一部もしくは全部合成され
たもの、または生物起源のタンパク質を改変して得られ
たものであってもよい。本発明に係る生物起源のタンパ
ク質には、遺伝子組替え技術に基づき製造されたものも
包含される。
【００４０】ここで用いられる「ポリペプチド」とは、
完全長のタンパク質、およびこれより配列の短いポリペ
プチド両方を含む。これにより上記ニューロトニンの免
疫学的に活性なドメインまたはそのドメインを有する断
片も本発明に包含される。「免疫学的に活性」とは、該
タンパク質に対する抗体に対するエピトープを含み抗原
性を有することをいう。したがって、そのようなドメイ
ンを含む断片は、抗原性を保持する。同様にニューロト
ニンの抗原性部分を構成するアミノ酸配列を含む合成ポ
リペプチドもまた本発明に係るタンパク質に含まれる。
【００４１】ポリペプチドのアミノ酸配列に関して上記
で用いられた「機能的に等価」なる用語は、アミノ酸配
列において単一または複数のアミノ酸の欠失、置換、付
加および／または挿入により修飾されたアミノ酸配列で
あるか、あるいは、アミノ酸配列において、例えばリン
酸化もしくは脱リン酸化、グルコシル化もしくは脱グル
コシル化などにより化学的にアミノ酸残基の側鎖が修飾
された配列であるが、それにも関わらず、ニューロトニ
ンと実質的に同等の作用あるいは活性が維持されている
ことに対応している。このような機能的に等価な変異体
は、天然の生物学的変異として発生することがあり、あ
るいは公知技術を利用して製造することもできる。例え
ば、機能的に等価な組替えポリペプチドは、特定部位の
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突然変異誘発、不特定部位の突然変異誘発、またはアミ
ノ酸の酵素的開裂および／または連結反応などの公知技
術を用いて製造することができる。
【００４２】上記のタンパク質、すなわちニューロトニ
ンおよびその関連タンパク質は、それらのタンパク質を
認識して結合する抗体を分析するために使用することが
できる。その目的のための免疫学的分析用試薬は、上記
タンパク質のいずれかを含み、これとの抗原抗体反応お
よび該反応とリンクした検知手段の測定を通じて検体中
の抗体を検出することができる。そのための検知手段に
は、蛍光もしくは化学的発光を含む分光学的諸法の他
に、免疫抗体法、放射能を利用する方法など公知の検出
手段を適宜適用できる。
【００４３】このような免疫学的分析用試薬は、疾病マ
ーカーとしての上記抗体とニューロトニンもしくはその
関連タンパク質との特異的結合を検出し分析するもので
もあることから診断にも利用することができる。すなわ
ち、被検者からの試料検体中のニューロトニンの特異的
抗体または末梢神経障害の原因となる抗体のレベルを測
定することによりIsaacs症候群、またはそれ以外の末梢
神経障害を診断、または治療効果を判定する目的として
利用することもできる。
【００４４】他の適用例として、後述するモノクローナ
ル抗体の製造において、抗体を産生する融合細胞の検出
のため、すなわち多くの融合細胞の中から目的の特異抗
体を産生している融合細胞を効率的に検出する目的に使
用できる。例えば、抗原であるニューロトニンなどのタ
ンパク質を固相支持体に固定化し、それに結合する融合
細胞上清中の抗体を検出することによる。
【００４５】上記ニューロトニンもしくはその関連タン
パク質と結合できる物質、あるいは結合できるリガンド
を有する化合物は、上記抗体を含めニューロトニンの機
能を調節する物質として、またはその分析に利用できる
物質として有用である。さらに抗ニューロトニンの抗体
産生に抑制作用を示す化合物、抗ニューロトニン抗体の
作用に影響を及ぼし得る化合物、あるいは抗体がニュー
ロトニンに結合するのをブロックできる化合物などであ
ってもよい。これらの化合物は、Isaacs症候群またはそ
れ以外の末梢神経障害において何らかの薬理学的作用を
発揮することができる。
【００４６】そのような物質を選別するスクリーニング
方法とは、好ましくは次の工程を含む。
a)リガンドの候補化合物を上記ニューロトニンもしくは
その関連タンパク質と接触させる工程、および
b)前記タンパク質に対する結合活性を示す候補化合物を
選択する工程
上記のタンパク質を分析するには、このタンパク質をア
ンチリガンドとして、上記スクリーニング方法によって
得ることができるリガンドとの特異的結合を通じて測定
することによる。



(9) 特開２００２－２３３３８３

10

20

30

40

50

15
【００４７】さらに、上記タンパク質とそのリガンドと
の結合を阻害する化合物のスクリーニング方法とは、好
ましくは次の工程を含む。
a)候補化合物の存在下で、上記ニューロトニンもしくは
その関連タンパク質とリガンドとを接触させる工程、お
よび
b)前記タンパク質とそのリガンドとの結合を阻害する活
性を示す候補化合物を選択する工程
かかるスクリーニング方法によって得ることができるリ
ガンドまたは化合物は、ニューロトニンもしくはその関
連タンパク質の阻害剤となり得るものである。従って、
上記のスクリーニングで得られる化合物は、ニューロト
ニンもしくはその関連タンパク質との結合を利用するこ
とにより、Isaacs症候群を始めとする末梢神経障害の治
療用薬剤として使用することができる。
マウスニューロトニンをコードするｃＤＮＡ
マウスのｃＤＮＡライブラリーから、マウスニューロト
ニンをコードするｃＤＮＡを、ハイブリダイゼーション
・クローニングにより単離することができる。そのため
のプローブとして、上記ニューロトニンｃＤＮＡの完全
長配列を使用し、ポジティブクローンを含むプラークの
スクリーニングを行ってもよい。
【００４８】このようにして単離され、ヌクレオチド配
列分析がなされたマウスのニューロトニンをコードする
ｃＤＮＡのヌクレオチド配列を図３および４に示す。本
発明に係るＤＮＡとは、マウスニューロトニンをコード
するか、あるいは図３または４に示すヌクレオチド配列
の全てのヌクレオチド配列を含むＤＮＡである。さらに
マウスニューロトニンをコードするか、あるいは図３ま
たは４に示すヌクレオチド配列の全てまたは一部に実質
的に対応する１つ以上のヌクレオチド配列を含むか、あ
るいは前記配列のいずれかと実質的に相同性であるか、
もしくは前記配列のいずれかとハイブリダイズする配列
を含む核酸分子もまた本発明に包含される。本発明に係
る核酸は、一本鎖または二本鎖のＤＮＡ,ｃＤＮＡまた
はＲＮＡであってもよい。
【００４９】ここで「実質的に相同性」である配列に
は、約５０％以上、例えば60％以上の配列同一性を有す
る配列、および機能的に等価な対立遺伝子変異体、さら
に単一または複数の塩基の置換、付加、および／または
削除により修飾された関連配列が包含される。「機能的
に等価」とは、ニューロトニンと同様の作用を示すポリ
ペプチドをコードする配列を有することを意味する。
【００５０】図１、２に示す配列または上記定義のよう
に実質的に相同な配列あるいは機能的に等価な配列とハ
イブリダイズする核酸分子もまた、本発明の範囲内に含
まれる。ここで，用いられる「ハイブリダイズ」とは、
上記に定義したとおりである。ニューロトニンに対する
抗体のポリペプチドをコードする１つ以上のヌクレオチ
ド配列を含み、この配列が図３または４に示されるニュ
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ーロトニンをコードする配列からの１つ以上の抗原決定
基をコードする領域を組み込んだ核酸分子もまた公知の
遺伝子工学技術を利用して作成することができる。
【００５１】ヒトニューロトニンをコードするＤＮＡま
たは核酸分子について記載した事柄、利用などについて
は、そのままマウスニューロトニンおよびその関連タン
パク質をコードする核酸についてもあてはまる。
マウスニューロトニン
本発明に係るマウスニューロトニンは、図７または８に
示されるアミノ酸配列のポリペプチドである。さらに本
発明は、図７または８に示されるアミノ酸配列において
１個以上のアミノ酸が欠失、置換もしくは付加および／
または挿入されたアミノ酸配列を有するポリペプチド、
あるいはニューロトニンの抗原性部分を構成するアミノ
酸配列を含む合成ポリペプチド、または機能的に等価な
これらの変異体、あるいはこれらのアミノ酸配列をさら
に含む融合ポリペプチドの形態のポリペプチドまで拡張
される。ここで用いられた「ポリペプチド」および「機
能的に等価」とは、上記で定義したとおりである。
【００５２】ヒトニューロトニンについて記載した事
柄、利用などについては、そのままマウスニューロトニ
ンおよびその関連タンパク質についてもあてはまる。
ニューロトニンおよびニューロトニン遺伝子の生理機能
発明者らがIsaacs症候群患者の血清中に存在する対応抗
体を利用したイムノスクリーニング法によって新規に発
見したタンパク質であるニューロトニンのアミノ酸配列
情報を担う構造遺伝子が、ヒトゲノム中に存在する。そ
の位置、発現生理およびその調節機能などの詳細は今の
ところ不明である。さらにIsaacs症候群またはそれ以外
の末梢神経障害がニューロトニンの過剰発現に由来する
のか、異所性発現による影響なのか、あるいはニューロ
トニンおよびその抗体と末梢神経障害との関係について
も今後の解明に待たねばならない。
【００５３】ヒトからのニューロトニンは、ヒト以外の
動物に免疫するとするIsaacs症候群様の症状を引き起こ
すタンパク質である。動物は、霊長類からヒツジ、ウサ
ギ、ラット、マウスなど免疫応答を示すものなら種を問
わない。例えば、ウサギの場合、全長５１１個のアミノ
酸からなるニューロトニンを用いてGSTとの融合タンパ
ク質を作成し、これを抗原としてウサギに免疫する。接
種して６週間ほど後には、後肢の痺れなど、Isaacs症候
群に類似した症状の末梢神経障害が誘発されることが認
められる。このニューロトニンを免疫したウサギの筋肉
では、正常の筋肉組織と比べると、筋細胞の大きさが不
均一になり、神経の変性も観察される。
【００５４】Isaacs症候群の患者では、ニューロトニン
遺伝子の発現が亢進し、これによりコードされるニュー
ロトニンに結合する抗体の血中レベルが上昇している。
その遺伝子の発現の原因、ニューロトニンの生理機能、
Isaacs症候群の病態との関係などは不明である。ニュー
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ロトニンに対する抗体産生も増大していることから、自
己免疫疾患的な機序を基盤とする末梢神経障害の様相も
ある。これらの観察または実験結果を総合すると、新規
に発見され同定されたニューロトニンは、Isaacs症候群
あるいはその他の末梢神経障害に関係するタンパク質で
あることが示されている。
【００５５】マウスニューロトニンのｃＤＮＡは、対応
するヒトｃＤＮＡの塩基配列と85%以上の相同性がある
が、マウスニューロトニンｃＤＮＡから導き出されるア
ミノ酸配列レベルにおいては、相同性を示す他の因子は
存在せず、機能もわかっていない。マウスニューロトニ
ン遺伝子も、ヒトニューロトニン遺伝子と同様に機能し
ており、ヒトのニューロトニンをマウスに免疫すると、
後肢がしびれるなどIsaacs症候群に類似した末梢神経障
害を誘発することが考えられる。
【００５６】上記遺伝子の発現に関連して、そのＤＮＡ
の内因性プロモーターの活性を上昇または低下させる化
合物は、
a)被検化合物の存在下、当該ＤＮＡの内因性プロモータ
ーの下流に結合されている遺伝子の発現を検出する工
程、
b)該発現を上昇または低下させる化合物を選択する工
程、
を含む方法によりスクリーニングすることができる。
【００５７】ヒトニューロトニンｃＤＮＡの塩基配列を
アミノ酸配列に変換し、モチーフ検索を行うと、主なモ
チーフは存在しないが、そのＣ末端側に脂質による修飾
がなされる部位の存在が判明している。ニューロトニン
のＣ末端側部分による免疫でウサギが後肢の痺れを示し
たこと、痺れを訴える患者の血清に見られるニューロト
ニンに対する抗体は、ニューロトニンのＣ末端側に対す
るものが多く見出される事実などから、ニューロトニン
は、膜タンパク質であり、少なくともそのＣ末端側は膜
内に存在して機能している。
【００５８】これまで本発明者の研究により、ニューロ
トニンのＣ末端部分は、「１４－３－３タンパク質」に
結合することが明らかにされている。この「１４－３－
３タンパク質」は、細胞内に存在し、セリン残基がリン
酸化されたタンパク質を認識し、種々のシグナル伝達の
モジュレータとしての役割が想定されている。したがっ
て、ニューロトニンに代わり、あるいは競争的に「１４
－３－３タンパク質」に結合または相互作用をすること
ができるタンパク質または非タンパク性物質は、ニュー
ロトニンに類似した影響を「１４－３－３タンパク質」
に及ぼすことができる。このようなタンパク質または非
タンパク性物質は、明らかにIsaacs症候群またはそれ以
外の末梢神経障害において何らかの薬理学的作用を発揮
することが可能である。
【００５９】Isaacs症候群またはそれ以外の末梢神経障
害のうち、一部の患者の血清には、ＶＧＫＣ抗体が検出

18
されたことがこれまで報告されており、これらの病態に
おいてＶＧＫＣの機能異常の関与が示唆されている。さ
らにこれらの患者の血清にはニューロトニンに対する種
々の抗体も存在すること、とくにそのＣ末端側に対する
抗体が多くの患者に見られたことが本発明者らの研究に
より明らかになり、これらの抗体も同様にニューロトニ
ンの生理機能と関連して症状に関与している。このた
め、これらの抗体に結合できる抗体、抗体産生に抑制作
用を示す化合物、または抗体の作用に影響を及ぼし得る
化合物、抗体がニューロトニンに結合するのをブロック
できる化合物などは、Isaacs症候群またはそれ以外の末
梢神経障害において何らかの薬理学的作用を発揮するこ
とができる。
関連核酸分子
本発明に係る上記ニューロトニン遺伝子、そのｍＲＮ
Ａ，ｃＤＮＡあるいはこれらに関連する核酸分子を組替
えＤＮＡ技術により組み込んだアンチセンスＲＮＡおよ
びアンチセンスＤＮＡ，リボザイム、コスミドなども本
発明の範囲に包含される。これらの組替えＤＮＡ、核酸
分子もまた、遺伝子診断および遺伝子治療の方法の確
立、医薬品開発において適用される各種の遺伝子クロー
ニング操作において、必要に応じて利用することが可能
である。
・アンチセンスＲＮＡ、アンチセンスＤＮＡ
ニューロトニンの翻訳情報を担うｍＲＮＡ鎖と、これと
相補的になっているアンチセンス鎖とからハイブリダイ
ゼーションにより作成された二本鎖ＲＮＡもしくはＤＮ
Ａ、あるいは上記ｃＤＮＡあるいは上記核酸分子に対す
るアンチセンスＲＮＡ、アンチセンスＤＮＡは、相補的
なｍＲＮＡとハイブリダイゼーションして翻訳を阻害し
相当する遺伝子の発現の抑制機能を有するため、アンチ
センス医療、ノックアウトマウスの作成に応用できる。
【００６０】アンチセンス医療では、遺伝子レベルでの
発症の機作の解明、治療方法の開発などに、アンチセン
スＲＮＡ、アンチセンスＤＮＡが利用される。またニュ
ーロトニン遺伝子の発現を調節する目的にもこれらのＲ
ＮＡ、ＤＮＡを利用することができる。標的となる遺伝
子の発現を抑制するためには、細胞内にアンチセンスＲ
ＮＡを注入するか、これを作るＤＮＡを導入してもよ
い。
・リボザイム
酵素活性部位が解明されたリボザイムの中で、ニューロ
トニンのＲＮＡ、上記ｃＤＮＡまたは上記核酸分子から
転写された関連ＲＮＡ、またはそれらの一部から転写さ
れた関連ＲＮＡの任意の塩基配列を特異的に切断するよ
うに設計され、化学的な合成により作成されたリボザイ
ムあるいは、その酵素活性部位の塩基配列を有しＲＮＡ
切断活性があるオリゴＤＮＡも本発明に包含される。
・コスミド
プラスミド由来の複製起点およびλバクテリオファージ
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のcos部位などの必要な要素の他に、ニューロトニン遺
伝子またはそのＤＮＡ断片、関連核酸を組み込んだ環状
ＤＮＡは、プラスミドと同様に複製されるため、ベクタ
ーとして利用できる。このような人工核酸粒子は、比較
的大きいＤＮＡ断片であっても挿入できるため、クロー
ニング目的のために大腸菌などの細菌に効率よく導入す
ることができる。また、遺伝子ライブラリーを作るのに
も好適である。
・発現ベクターおよびクローニングベクター
形質転換された上記核酸を含有する原核細胞微生物、真
核細胞微生物は、問題とするタンパク質の大量発現に使
用することができる。
【００６１】本発明に係るニューロトニンをコードする
ヌクレオチド配列は、一群の公知技術および発現システ
ム、例えば大腸菌、枯草菌などの原核細胞における発現
系、酵母、形質転換哺乳類細胞などの真核細胞における
発現系、ならびにトランスジェニック哺乳類における発
現系などを適宜利用することによりクローン化し、発現
を達成することができる。
【００６２】上記の核酸分子を含む真核細胞または原核
細胞を上記ポリペプチドが発現する条件下で培養し、こ
のようにして産生されたポリペプチドを回収することか
らなるニューロトニン関連の合成ポリペプチドの製造方
法も好ましく用いることができる。以上より、本発明の
範囲は、本発明に係る核酸分子またはヌクレオチド配列
を含むクローニングベクターおよび発現ベクターも包含
している。かかる発現ベクターは、本発明の核酸分子と
リーディングフレームを適合させて結合された適切な制
御配列、例えば開始および停止コドンなどの翻訳調節要
素およびプロモーター－オペレーター領域、リボソーム
結合部位、終了停止配列などの転写調節要素を含んでい
る。
【００６３】本発明に係るベクターには、遺伝子工学分
野での公知の、または文献に記載された技術に用いられ
るプラスミド、バクテリオファージおよびウィルス（真
核ウィルスも含む）などが挙げられ、これらのベクター
は、公知のさまざまな発現システムにおいて使用するこ
とができる。好ましいウィウルス性ベクターとしてバキ
ュロウィルス、アデノウィルスおよびワクシニアウィル
スなどを例示することができる。
【００６４】様々な公知技術を使用することによって本
発明に係る核酸分子またはヌクレオチド配列の発現の目
的で、上記のベクターまたはコスミドを原核細胞または
真核細胞内に挿入することができる。あるいは、トラン
スジェニック動物を作成するため生殖系列細胞または体
細胞にこれらベクターまたはコスミドを保持している形
質転換体を作成することができる。
【００６５】さらに本発明は、本発明に係る核酸分子ま
たはヌクレオチド分子を有する、形質転換もしくはトラ
ンスフェクションされた、真核もしくは原核宿主細胞ま
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たはトランスジェニック微生物も含む。これらの形質転
換体などを製造するため、公知の形質転換技術またはト
ランスフェクション技術を使用することができる。哺乳
類細胞発現システムは、ニューロトニンがジスルフィド
結合、グリコシレーション、脂質付加などの翻訳後修飾
を多かれ少なかれ必要とするならば、哺乳類宿主細胞が
抗原のネイティブな形態およびエピトープの良好な再生
を可能とすることから、より好ましい。すなわち、真核
発現システムは、抗原のネイティブな形態の再生に乏し
く不溶性タンパク質を産生するおそれがある大腸菌（E.
coli）に対して、翻訳後修飾を遂行しうるからである。
この目的により好ましく用いることができる動物細胞と
して、ヒトまたは動物の繊維芽細胞またはミエローマセ
ルライン、例えばHela-ヒトセルライン、BHK‐幼児ハム
スター腎臓細胞、VERO－サル腎臓セルライン、FR3T3-Fi
sherラット繊維芽細胞、NIH3T3－マウス繊維芽細胞セル
ライン、C127I－マウス乳癌セルライン、CV-1-アフリカ
グリーンモンキー腎臓繊維芽細胞、3T6－マウス胚繊維
芽細胞、L細胞‐マウスセルライン、CHO－チャイニーズ
ハムスター卵巣セルライン、NSONSI‐SP2および他のマ
ウスミエローマセルライン、YB2/0およびY3などの他の
マウスミエローマセルラインおよびラットミエローマセ
ルラインなどを挙げることができる。
【００６６】異なったクラスの哺乳類セルラインに適切
なベクターは、種々知られているが、一般的にこれら
は、ニューロトニンまたはそのフラグメントをコードす
るヌクレオチド配列に作動的に結合されたプロモーター
および／またはエンハンサーを含む。好適なプロモータ
ーとして、SV40初期または後記プロモーター、例えばPS
VLベクター、サイトメガロウィルス（CMV）プロモータ
ー、マウスメタロチオネインIプロモーターおよびマウ
ス乳癌ウィルスLTR（long terminal repeat）などが挙
げられる。ベクターは、好適なマーカー、例えばジヒド
ロ葉酸還元酵素またはグルタミン合成酵素などの遺伝子
などを含んでいる。
【００６７】宿主細胞のトランスフェクションは、標準
的な公知技術を使用して行うことができる。そのために
例えば、リン酸カルシウム法、リン酸カルシウムの代わ
りにDEAE－デキストランまたはポリブレンを用いる方
法、プロトプラスト融合法、赤血球ゴースト融合法、リ
ポソーム融合法もしくはリポフェクション法、直接マイ
クロインジェクション法、ジーンキャノンまたはエレク
トロポレーションを用いた哺乳類セルラインのトランス
フェクション方法が確立されている。一般的に線状ＤＮ
Ａは環状ＤＮＡよりも容易に導入される。
関連タンパク質
ニューロトニンに関連した合成ポリペプチドは、ニュー
ロトニンと同様に以下に述べる抗体産生、ワクチン製造
などにおいて利用することができる。かかる合成ポリペ
プチドは、発現制御配列に作動的に結合した、上記のヌ
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クレオチド配列を含む組替えＤＮＡを含む宿主細胞、ま
たはこのような組替えＤＮＡ分子を含むビヒクルまたは
ベクターを含む宿主細胞中での発現により製造すること
ができる。あるいは、ポリペプチドは本発明に係る裸の
ＤＮＡ分子を宿主細胞に直接注入することによっても発
現させることができる。
【００６８】このようにして発現された合成ポリペプチ
ドは、ニューロトニンのすべてまたは一部の免疫原性を
示す部分を含む融合ポリペプチドおよびそれに融合した
組替え分子のＤＮＡによってコードされた付加的ポリペ
プチドであってもよい。例えばグルタチオン‐Ｓ‐トラ
ンスフェラーゼ、ホスファターゼ、β‐ガラクトシダー
ゼ、ウレアーゼ、ＨＢコア（hepatitisＢcore）抗原な
どのタンパク質にカップリングされた本発明に係る合成
ニューロトニンまたは他のポリペプチドを含む融合タン
パク質を製造することが望ましい。大抵の融合タンパク
質は、２つのコード配列が、同調したリーディングフレ
ームとともに結合された組替え遺伝子の発現により形成
される。あるいはポリペプチドは、インビトロで化学的
手段により結合することができる。このような融合また
はハイブリッド誘導体もまた本発明に包含され、合成ポ
リペプチドは、例えば公知のMerrifield固相合成法など
の化学的手段を使用することにより製造することができ
る。
・抗体タンパク質
ニューロトニンおよびその関連タンパク質に対する抗体
は、Isaacs症候群およびそれ以外の末梢神経患者におい
て産生されている。したがって、患者の血清にはニュー
ロトニンに対する種々の抗体も存在するが、本発明者ら
の研究により特にそのＣ末端側部分に対する抗体が多く
の患者に見出されている。これらの抗体もニューロトニ
ンの生理機能と密接に関連して症状に関与している。こ
のため、これらの抗ニューロトニン抗体に結合できる抗
体もまた、Isaacs症候群または末梢神経障害において何
らかの薬理学的作用を発揮することができる。
【００６９】上記抗体は、抗原となるタンパク質を動物
に接種して免疫することにより調製することができる。
そのための動物として、広く利用されている、ウサギ、
ヒツジ、マウス、ラットなどが挙げられる。しかしなが
ら、産生される抗体はいずれもポリクローナルであり、
しかも動物由来の抗体であるためヒトにとっては異物で
ある。
【００７０】抗体の中で、モノクローナル抗体は、単一
のエピトープに特異的に結合する均一な抗体で特に有用
で好ましい抗体である。すなわち、ニューロトニンに対
するモノクローナル抗体、VGKC抗体に対するモノクロー
ナル抗体、末梢神経障害の原因となる抗体またはそれ以
外の上記の関連タンパク質などに対するモノクローナル
抗体などは、本発明の範囲に含まれる。
【００７１】これらのモノクローナル抗体の製造は、抗
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原となるニューロトニンなどで免疫した動物脾臓からの
リンパ球細胞とＨＡＴ感受性の骨髄腫細胞とのハイブリ
ドーマ細胞を調製しクローン化する従来の確立された細
胞融合技術を利用してもよく、また公知の遺伝子組替え
技術を利用しても大量に生産することができる。ヒト化
モノクローナル抗体を得るには、マウス、ラットなどか
らの動物細胞の抗体ｃＤＮＡとヒト抗体ｃＤＮＡとの融
合を含む遺伝子組替え技術によるキメラまたはヒト化抗
体の産生がある。ヒト由来細胞・腫瘍細胞クローンの利
用、マウス腫瘍細胞とヒト細胞との融合、トランスジェ
ニックマウス利用によるヒト抗体の産生方法も挙げられ
る。
【００７２】上記抗体の一般的な用途として、ニューロ
トニン、その関連タンパク質、「１４－３－３タンパク
質」に関連する検査薬、診断薬、治療薬、研究用試薬、
分析用試薬、免疫スクリーニング用抗体などが挙げられ
る。これらの抗体の利用態様について一例を挙げると、
ニューロトニンもしくはその関連タンパク質と反応する
抗体を含み、該抗体がニューロトニンなどと検知可能に
結合することに基づく、ニューロトニンもしくはその関
連タンパク質を測定するための免疫学的分析用試薬が示
される。ここで検知可能とは、分光学的諸方法の他に免
疫抗体法、放射能を利用する方法など公知の検出手段を
適宜適用できる状態にすることをいう。具体的な利用態
様として、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素標識
抗体測定法（ＥＬＩＳＡ）などが挙げられる。ＲＩＡで
は、125Ｉまたは131Ｉなどで標識した上記抗体を固相支
持体に固定化し、その放射活性を測定することによる。
またＥＬＩＳＡでは、同様に抗体を支持体に固定し、ア
ルカリホスファターゼまたは西洋ワサビペルオキシダー
ゼなどを結合させた二次抗体を添加して酵素反応を行い
比色、蛍光を測定することによる。
【００７３】また、上記抗体を利用する態様の別の例と
して、Isaacs症候群またはそれ以外の末梢神経障害を診
断したり、その治療の効果を判定するためのデータを供
する検査方法が示される。これは、被検者からの試料検
体中のニューロトニンもしくはその関連タンパク質、ニ
ューロトニン抗体または末梢神経障害の原因となる抗体
レベルを測定することを特徴とする検査方法である。
【００７４】また、ニューロトニンもしくはその関連タ
ンパク質、あるいは末梢神経障害の原因となる抗体をマ
ーカーとして、上記抗体との特異的結合を検出すること
で、被検者からの試料検体中のニューロトニンもしくは
その関連タンパク質のレベルあるいは末梢神経障害の原
因となる抗体のレベルを測定する。その結果はIsaacs症
候群またはそれ以外の末梢神経障害を診断するために、
または治療効果の判定のために供される。これらの分析
用試薬は、分析対象とするニューロトニンもしくはその
関連タンパク質などが本来、神経細胞に存在するもので
ある。しかしながら、被験者の体液中に存在する上記抗
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体を分析することにより、ニューロトニンもしくはその
関連タンパク質を検出することができる。
【００７５】ニューロトニンもしくはその関連タンパク
質をコードする遺伝子の発現を手がかりに、該タンパク
質が産生されている細胞を検出または分離することがで
きる。例えば、ニューロトニンおよび関連タンパク質に
対する抗体、好ましくはそのモノクローナル抗体を検出
手段として使用することにより、フローサイトメトリー
（Flow cytometry）の技術を利用することにより、これ
らのタンパク質を発現している細胞を分離または検出す
ることができる。このための検出または分離用試薬とし
て、上記の抗体、より好ましくはそれらのモノクローナ
ル抗体に、例えば蛍光物質を標識として付加した抗体を
含むものが使用される。具体的にはその検出は、細胞に
結合した抗体の蛍光励起を追跡することにより行われ、
分離は自動選別機能を備えたセルソーター（Cell sorte
r）による。
【００７６】この方法を使用することにより、細胞集団
の中から、ニューロトニンを発現している末梢神経細胞
を特異的に検出または分離することができる。例えば、
下記トランスジェニック非ヒト脊椎動物またはノックア
ウト非ヒト脊椎動物に由来する末梢神経細胞は、この手
法を利用して検出・分離することができ、これらの細胞
はニューロトニン遺伝子の発現とその調節を調べるため
の有用な材料を提供する。
【００７７】本発明に係る核酸分子またはヌクレオチド
分子を含み、形質転換されたまたはトランスフェクショ
ンされた真核または原核宿主細胞またはトランスジェニ
ック微生物もまた本発明に含まれる。さらに上記モノク
ローナル抗体を産生するＢ細胞と腫瘍細胞との融合細胞
も含まれる。上記抗体およびフローサイトメトリーを組
合わせて利用することにより、目的とする上記形質転換
体や融合細胞などの分離にも利用することができる。
医用材料としての応用
本発明に係るニューロトニンおよびその関連タンパク質
は、上記の分析、検査、診断、治療用として利用される
ことの他に、血液濾過材、細胞培養媒体、薬物送達シス
テムの担体、ワクチンなど、種々の医用材料にも応用す
ることができる。以下、その利用態様の例を挙げるが、
これらのみに限定されるものではない。
【００７８】血液の透析濾過により血中のニューロトニ
ン抗体または末梢神経障害の原因となる抗体を、濾過材
に固定化した上記モノクローナル抗体に結合させ、次い
で濾過した血液を再び患者に戻せば、体内のニューロト
ニン抗体または末梢神経障害の原因となる抗体を低減せ
しめることができる。このような全血透析に代わる血液
の濾過は、ニューロトニンもしくはその抗体、または末
梢神経障害の原因となる抗体に起因するしびれを解除す
る治療法を提供する。本発明は、その目的のための抗体
を結合させた血液濾過材としての利用もある。
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【００７９】他の利用態様として、末梢神経障害患者か
ら分離された末梢神経・筋系の細胞とインキュベートす
ることにより、特異的にニューロトニンに反応するモノ
クローナル抗体と結合させて、末梢神経障害の原因に関
与する抗体を排除し、末梢神経となる細胞をインビトロ
で再生するための該抗体を含む細胞培養用媒体の利用も
挙げられる。
【００８０】ヒト型抗体は、ヒトに対する抗原性がない
ため、Isaacs症候群を始めとする末梢神経障害の原因に
関与するニューロトニンあるいは他のタンパク質、生体
成分などに直接反応し、その機能を失わせる治療目的、
あるいは有効な生理活性物質、薬効を有する化合物を目
的部位まで有効に送達するためのＤＤＳ（Drug Deliver
y System）担体としての利用が挙げられる。反応の均一
性から、ヒト型モノクローナル抗体は特に好適に使用す
ることができる。
【００８１】本発明に係るワクチン組成物とは、製剤上
許容される担体と一緒に、本発明に含まれる上記のタン
パク質の中で、１つのポリペプチドを含み該ポリペプチ
ドの免疫応答を、あるいは細胞中に挿入された上記の何
れかの核酸分子を有するウィルス細胞または宿主細胞を
含み、挿入された核酸分子によりコードされるポリペプ
チドの免疫応答を刺激するための、ヒトまたはヒト以外
の動物におけるIsaacs症候群あるいはそれ以外の末梢神
経障害にたいする免疫応答を刺激するワクチン組成物で
ある。
【００８２】かかるワクチン組成物は、ワクチン製造分
野において公知の方法により製造することができる。従
来からのワクチン処方は、１つ以上の薬剤的に許容され
る担体または希釈剤の存在のもとに、適切であれば、１
つ以上の好適なアジュバント、例えば水酸化アルミニウ
ム、サポニン、Quil  Ａまたはその精製された形態、ム
ラミルジペプチド、鉱油、またはノバソームなどと一緒
に、１つ以上の本発明に係るポリペプチドを含むことが
できる。好ましい担体としては、患者にペプチドまたは
ポリペプチドを導入するのに使用されるビヒクルとして
好適な生理食塩水溶液などの液体媒体を挙げることがで
きる。防腐剤などの添加成分が含まれていてもよい。
【００８３】他のワクチン処方として、本発明に係る核
酸分子を挿入されたウィルス、または宿主細胞、例えば
ワクシニアウィルス、アデノウィルス、サルモネラ族な
どの微生物を含んでもよい。これは、挿入された核酸分
子によってコードされるポリペプチドに対する免疫応答
を刺激するためである。したがって、ヒトまたはヒト以
外の動物におけるIsaacs症候群あるいはそれ以外の末梢
神経障害にたいする免疫応答を刺激するワクチン組成物
の製造に本発明に係る核酸分子またはポリペプチドを使
用する方法も本発明に含まれる。
【００８４】このようなワクチンの投与は、従来の経
路、例えば、経口または非経口（例えば、任意に間隔を
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おいた筋肉内注射、例えば７～２８日間隔での２回の注
射）など任意に利用できる。
動物
ニューロトニン遺伝子およびニューロトニンの機能およ
びその発現調節を探り、これに基づきIsaacs症候群を始
めとする末梢神経障害の診断治療の方法を確立し、治療
薬を開発するためには、疾患モデル動物が有用である。
すなわち、本発明に係る末梢神経障害モデル動物は、ニ
ューロトニンをコードするＤＮＡか、あるいは図１また
は２に示すヌクレオチド配列、図３または４に示すヌク
レオチド配列と相同性を有するかまたはハイブリダイズ
するＤＮＡの発現が改変されているか、あるいはそのよ
うな改変を誘導できるトランスジェニック非ヒト脊椎動
物である。
【００８５】さらに有用なトランスジェニック非ヒト動
物として、非ヒト脊椎動物であって、内因性のニューロ
トニン遺伝子ＤＮＡまたは関連ＤＮＡの発現が抑制され
ているノックアウト非ヒト脊椎動物、他の遺伝子がノッ
クアウトされている非ヒト脊椎動物が挙げられる。他の
遺伝子とは、ニューロトニンをコードする遺伝子以外の
ものをいい、末梢神経細胞の他のタンパク質、例えば
「１４－３－３」タンパク質などをコードする遺伝子な
どであってもよい。非ヒト脊椎動物の種類は特に限定さ
れない。これらの動物も末梢神経障害のモデル動物とし
て上記の目的に利用することができる。
【００８６】その中で特に好ましく使用される非ヒト脊
椎動物として、上記遺伝子をノックアウトしたトランス
ジェニック・マウスは容易に作成することができる。か
かるマウスは、ノックアウトされた遺伝子の機能の他
に、末梢神経障害の機作の解明、その診断治療の方法の
確立、薬剤開発の研究、ワクチンの検定などに広く利用
することができる。このようなトランスジェニックマウ
スは、ノックアウトする遺伝子と転写の向きを逆にした
ＤＮＡをマウス受精卵に入れて作る公知の方法、あるい
はアンチセンスＲＮＡを加える周知のアンチセンス法に
より作成できる。これらの場合、マウスゲノムからのニ
ューロトニン遺伝子をもとにターゲティングベクターを
介して行うことができる。さらに胚性幹細胞、すなわち
ＥＳ細胞（embryonic  stem  cells）を利用する方法な
ども挙げられる。
【００８７】ニューロトニンで免疫された動物は、Isaa
cs症候群あるいはそれ以外の末梢神経障害の改善作用を
有する化合物のスクリーニングに使用することができ
る。このような動物は、特に限定されないが、免疫応答
を示すものであればその種類を問わない。そのための動
物として、広く利用されている、ウサギ、ヒツジ、マウ
ス、ラットなどが挙げられる。
【００８８】例えば、上記のようにヒトニューロトニン
で免疫したウサギは、ヒトニューロトニンに対する抗体
が６週間前後には産生されており、Isaacs症候群に似た
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症状を呈する。このIsaacs類似の症状を示すウサギは、
上記モノクローナル抗体などの抗体類の機能、ワクチン
・薬剤類の効能を調べたり、ニューロトニンに結合する
因子をブロックする化合物、タンパク質に結合してその
機能を調整する化合物、VGKC機能の抑制、神経終末にお
けるシグナル伝達不全、または有痛性筋痙攣を改善する
タンパク質または非タンパク性物質などのスクリーニン
グに使用することができる。
【００８９】上記ニューロトニン遺伝子の発現に関連し
て、そのＤＮＡの内因性プロモーターの活性を上昇また
は低下させる化合物は、上記「関連タンパク質」の項に
記載した方法とは別の方法として、
a)非ヒト脊椎動物または該動物に由来する細胞に、被検
化合物を適用する工程、
b)ノックインされた遺伝子の発現を上昇または低下させ
る化合物を選択する工程、
を含む方法によりスクリーニングすることができる。
【００９０】
【発明の効果】本発明によれば、Isaacs症候群のキー物
質ともいうべきニューロトニンが同定されその構造が明
らかにされたため、これに対するモノクローナル抗体、
これらの物質の機能をモジュレートできる化合物、その
化合物をスクリーニングできる動物などを作成または調
製することができる。ニューロトニン、その関連物質お
よび動物を利用してIsaacs症候群を含む末梢神経障害の
検査方法、診断・治療方法を確立することができる。
【００９１】本発明によれば、ニューロトニン遺伝子の
存在が、そのｃＤＮＡの単離と同定により明らかとな
り、ニューロトニンあるいは末梢神経障害の原因となる
抗体に対する抗体、モノクローナル抗体、トランスジェ
ニックマウスの利用などにより、ニューロトニン遺伝子
の機能およびその発現の機構、調節機作などの研究に有
力な手段を与え、さらに末梢神経における機能不全の機
作と実体の解明などに資するものである。
【００９２】
【実施例】以下、本発明を実施例に基づいてさらに説明
するが、本発明の範囲は、これらの記載に限定されるも
のではない。
【００９３】
【実施例１】・Isaacs症候群患者の血清が認識する抗原
（ニューロトニン）の遺伝子クローニング
ニューロトニンをコードするｃＤＮＡは、ヒトゲノムの
対応する遺伝子が発現しているIsaacs症候群患者の血清
抗体を用いてイムノスクリーニングから得た。ヒト神経
芽腫由来細胞（ＮＢ－１）株からAcid guanidine/pheno
l chloroform法により全ＲＮＡを抽出し、さらにオリゴ
（ｄＴ）ビーズを用いてアフィニティークロマトグラフ
ィーによりｍＲＮＡを分離した（Anal. Biochem.,162:1
59, 1987）。λZAPベクター（STRATAGENE社）を用い
て、ｃＤＮＡライブラリーを常法に従い作成した。pico
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Blue immunoscreening Kit（STRATAGENE社）により上記
患者の血清によるイムノスクリーニングを行った。得ら
れた陽性クローン（ファージ）をヘルパーファージによ
りプラスミドpBluescript II SK(+)へと変換した。pBlu
escript II SK(+)に挿入されたＤＮＡの塩基配列はM13P
rimerM4およびM13PrimerRV(Takara)を用いてダイターミ
ネーター法（Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 74:5463,1
977）に基づきABI PRISM377 ＤＮＡ Sequencing System
 (Perkin Elmer社)により決定した。Isaacs症候群患者
の血清が認識する抗原（ニューロトニン）をコードする
ｃＤＮＡの３’末端から塩基配列を決定し、Poly(Ａ)+

鎖を含む塩基配列を明らかにした（図１）。この塩基配
列をGenBankによりホモロジー・サーチした結果、類似
の配列は報告されておらず新規な遺伝子であることが判
明した。このｃＤＮＡ（「short cＤＮＡ」と名づけ
た）は、全部で1347個のヌクレオチドから構成されてお
り、386アミノ酸からなる新規タンパク質をコードして
いる。
【００９４】このｃＤＮＡによりコードされるタンパク
質を得ようとしたが、開始メチオニンが得られていなか
ったため、この塩基配列を用いて上記ｃＤＮＡライブラ
リーから５’-ＲＡＣＥ（Rapid Amplification of cDNA
 Ends）法（Proc. Natl.Acad.Sci. USA., 85:8998-900
2, 1988）により、PCRを行ったところ、全長５１１個の
アミノ酸からなるタンパク質、すなわちニューロトニン
に対応するｃＤＮＡ（「long cＤＮＡ」と名づけた）が
得られた。
【００９５】図１、２に「short cＤＮＡ」、「long c
ＤＮＡ」ヌクレオチド配列をそれぞれ示す。
【００９６】
【実施例２】・大腸菌での組み替えタンパク質の発現
実施例１のイムノスクリーニングで得られたｃＤＮＡク
ローンからニューロトニンの一部分をコードするshort 
ｃＤＮＡを抽出した。EcoRI/XhoIの認識配列を末端に持
つshort ｃＤＮＡを、グルタチオンS-トランスフェラー
ゼ（GST）融合タンパク質発現ベクターpGEX-5X-3に挿入
してサブクローニングした。このshortｃＤＮＡを組み
込んだpGEX-5X-3をBL21大腸菌株に42℃、４５秒のヒー
トショックにより導入し、BL21/shortｃＤＮＡ-ＧＳＴ 
gene/pGEX-5X-3を得た。このBL21を0.1mg/mLアンピシリ
ンを含むLB培地で培養し、0.1mM isopropylthio？β-D-
galactoside（IPTG）を添加して37℃でさらに２時間培
養し、前記融合タンパク質の発現を誘導した。遠心分離
法により回収したBL21をPBS(Phosphate buffered salin
e)で洗浄後、1mg/mLリゾチーム消化し、0.1% Triton X-
100により可溶化した。可溶化されたGST融合タンパク質
を含むBL21由来タンパク質懸濁液をグルタチオンセファ
ロース４B（GS4B）に適用後、PBSで洗浄し50mM還元型グ
ルタチオンン/PBSにより目的とするGST－shortニューロ
トニン融合タンパク質を精製した。さらにSDS-電気泳動
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法(SDS-PAGE)により、分子量、均一性、サブユニット構
造などを調べた。
・ニューロトニンをコードする完全長ｃＤＮＡ組み替え
タンパク質の大腸菌での発現
実施例１で得られたEcoRI/XhoIの認識配列を末端に持つ
完全長ｃＤＮＡの3'末端に、２分子のインフルエンザ赤
血球凝集素（hemagglutinin;HA）-tagを付加したニュー
ロトニンｃＤＮＡを、発現ベクターとしてグルタチオン
S-トランスフェラーゼ（GST）融合タンパク質発現ベク
ターpGEX-5X-1に挿入してサブクローニングした。この
ｃＤＮＡを組み込んだpGEX-5X-1をBL21大腸菌株に42
℃、４５秒のヒートショックにより導入し、BL21/long 
cＤＮＡ-ＧＳＴ gene/pGEX-5X-１を得た。このBL21を0.
1mg/mLアンピシリンを含むLB培地で培養し、0.1mM isop
ropylthio？β-D- galactoside（IPTG）を添加して30℃
でさらに３時間培養し、Ｎ末端にGST、Ｃ末端にＨＡを
融合した融合タンパク質（ＧＳＴ-ニューロトニン-HAH
A）の発現を誘導した。遠心分離法により回収したBL21
をPBSで洗浄後、1mg/mLリゾチーム消化し、0.1% Triton
 X-100により可溶化した。可溶化された上記GST融合タ
ンパク質を含むBL21由来タンパク質懸濁液を、グルタチ
オンセファロース４B（GS4B）に適用後PBSで洗浄し、50
mM還元型グルタチオンン/Tris-HCl（pH8.0）により目的
とするGST－ニューロトニン－ＨＡＨＡ融合タンパク質
を精製した。
【００９７】発現の確認は、50mM還元型グルタチオン溶
出画分をPBSで200倍、2,000倍に希釈して25mMTris-HCl
(pH6.8)、0.25%SDS、0.05%メルカプトエタノール、0.1%
グリセロールで処理した後、８％SDS-PAGEに適用した。
SDS-PAGE後、上記融合タンパク質（ＧＳＴ-ニューロト
ニン-HAHA）は、エレクトロブロッティング法によりナ
イロン膜に転写した。このナイロン膜は５％スキムミル
クを含むPBSで室温、60分間ブロッキングを行い、0.5％
スキムミルクを含むPBSで400倍に希釈した抗HAモノクロ
ーナル抗体（Boehringer mannheim社）で室温、60分間
免疫反応を行わせた。反応後、0.1%Tween20/PBSで洗浄
してから、西洋ワサビペルオキシダーゼ(Horse radish 
peroxidase)結合－抗マウス・免疫グロブリンＧ（anti
‐mouceＩｇＧ－ＨＲＰ）を２次抗体として室温で60分
免疫反応させ、0.1%Tween20/PBSで洗浄して、HRP活性を
検出することにより目的抗原を検出した。HRP活性の検
出にはECL(Amersham社)を用いた（Clin. Chem.,25:153
1, 1979）。結果を図９に示した。上記GST-ニューロト
ニン-ＨＡＨＡ融合タンパク質の分子量サイズからニュ
ーロトニンの分子量は約６６ｋDAと推測された。
・In vitroにおける完全長ｃＤＮＡ組み替えタンパク質
の発現
ニューロトニンｃＤＮＡ（図２）の末端を制限酵素EcoR
Iで修飾し、pBluescriptIIKSベクターに挿入した。その
後、このpBluescript（１μｇ）とTNT-coupledTranslat
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ion System（Promega社）を用いて、in vitro translat
ion法により、ニューロトニンを試験管内で〔35Ｓ〕ラ
ベル体として発現させた。〔35Ｓ〕ラベルしたタンパク
質は10%SDS-PAGEに適用し、イメージアナライザー（BAS
2000,Fujix）により放射活性を検出した。ニューロトニ
ンｃＤＮＡからインビトロで翻訳されるニューロトニン
のSDS-PAGEによる分子量は約約６６ｋDAであることが認
められた。
【００９８】
【実施例３】・ノーザンブロッティング法によるニュー
ロトニン遺伝子の発現確認
NB-1細胞、A549細胞株、Jurkat細胞株およびHeLa細胞株
よりそれぞれ常法によりｍＲＮＡを採取した。このｍＲ
ＮＡ１μｇを１％アガロースゲル電気泳動で分離し、ナ
イロン膜にコンタクトブロッティング法で転写した。こ
のナイロン膜を80℃、2時間処理し、デンハルト液中
で、42℃、2時間のプレハイブリダイゼーションを行っ
た。次いで32Ｐ放射ラベルしたニューロトニンｃＤＮＡ
をプローブとして42℃、12時間ハイブリダイズさせた。
反応後のナイロン膜を300mM  NaCl、30mM sodium citra
teで洗浄後、15mM  NaCl、1.5mM sodium citrateを使っ
て50℃で再度洗浄を行った。目的のｍＲＮＡは、Ｘ線フ
ィルムを感光させることにより検出した。得られたオー
トラジオグラフから、ニューロトニン遺伝子が、神経細
胞のNB-1細胞に強く発現していることを認めた。
・ニューロトニンのウサギへの免疫（図10、11）
全長５１１個のアミノ酸からなるニューロトニンを用い
てGSTとの融合タンパク質を作成し、これを抗原として
アジュバントとともに常法に従い、３羽のウサギに免疫
した。６週間後には、３羽のウサギ全部に後肢の痺れ、
筋硬直、これらに基づく歩行障害など、Isaacs症候群に
類似した症状の末梢神経障害を誘発することが認められ
た（図１０）。このニューロトニンを免疫したウサギか
ら採取した筋肉をＨＥ染色して顕微鏡で観察すると、正
常の筋肉組織と比べると、筋細胞の大きさが不均一にな
り、神経細胞の変性も観察された（図1１）。
【００９９】次に、５羽のウサギを用いて、ヒトニュー
ロトニンをＣ末端側部分、Ｎ末端側部分およびそれらの
中間部の3区分に分割し、これらを別々にウサギに免疫
したところ、ニューロトニンのＣ末端側部分を免疫した
ウサギに、上記症状が誘発され、他の部分を免疫した場
合にはそうした結果は得られなかった。ニューロトニン
を免疫したウサギから得た血清を、抗ニューロトニン抗
血清として以下の実験に使用した。
・ウェスタンブロッティング法による各種細胞における
ニューロトニン遺伝子の発現の確認
実施例１で調製したＧＳＴ－shortニューロトニン融合
タンパク質（陽性コントロール）およびNB-1神経細胞、
HEK（human embryonic kidney）-293Tを用いて、ニュー
ロトニン遺伝子の発現状態をウェスタンブロッティング
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法で確認した。
【０１００】まず試料とする各種細胞から、1%NP-40で
可溶化した細胞溶解液を調製した。各細胞溶解液は、25
mM Tris-HCl(pH6.8)、0.25% SDS、 0.05%メルカプトエ
タノール、0.1%グリセロールで処理し、8%  SDS-PAGEに
より分離した。SDS-PAGE後，各種細胞由来タンパク質
は、エレクトロブロッティング法によりニトロセルロー
ス（NC）膜に転写した。このNC膜に対して、抗ニューロ
トニン抗血清を、2.0mg/mLのＧＳＴ－shortニューロト
ニン融合タンパク質と５％スキムミルクを加えたTBS(Tr
is Buffered  Saline)により1，000倍に希釈して室温で
60分免疫反応させた。また陰性コントロールとして同じ
抗体溶液をNC膜と反応させる実験、あるいは抗体溶液の
ＧＳＴ－shortニューロトニン融合タンパク質をGSTのみ
に代えた実験を同時に行った。反応後のNC膜を0.1%Twee
n20/TBSで洗浄し、HRP標識抗ウサギIgG抗体を2次抗体と
して室温で60分間免疫反応させ、0.1%Tween20/TBSで洗
浄し、HRP活性を検出することにより目的抗原を検出し
た。HRP活性の検出にはECL(Amersham社)を用いた（Cli
n. Chem.,25:1531, 1979）。その結果、ニューロトニン
が、NB-1細胞に産生されていることを認めた。
【０１０１】
【実施例４】・患者血清中の抗ヒトニューロトニン抗体
の検出（図1２）
上記のとおり調製したGST－shortニューロトニン-融合
タンパク質を抗原として用い、ウェスタンブロッティン
グ法によってヒト血清中の抗ニューロトニン抗体の検出
を行った。
【０１０２】まずGST－shortニューロトニン-融合タン
パク質（100ng／lane）をSDS-PAGEにより泳動によりNC
膜に転写した。１次抗体として、Isaacs症候群患者（5
名）、糖尿病などの合併症として手足の有痛性痺れを訴
えるIsaacs症候群以外の末梢神経障害患者（30名）およ
び健常者（8名）からの血清を用いた。その血清中の抗
ニューロトニン抗体の有無を調べるため、TBSで1,000倍
に希釈した血清試料を上記NC膜に対して室温で60分間免
疫反応させた。0.1% Tween20/TBSでNC膜を洗浄した後、
HRP標識抗ヒトIgG抗体を２次抗体として室温で６０分免
疫反応させた。0.1% Tween20/TBSでNC膜を洗浄してか
ら、HRP活性を検出することを通じて、目的抗原と反応
したヒトIgGを検出した。HRP活性の検出は上記の方法に
よった。
【０１０３】その結果、抗ニューロトニン抗体は、Isaa
cs症候群患者から5名中４名、非Isaacs症候群の末梢神
経障害患者30名から７名が検出されたが、健常者（8
名）からは、抗体は検出されなかった。図11にその一部
の結果を示す。抗体が検出された患者血清について、Is
aacs症候群患者では、陽性の４名は、いずれもニューロ
トニンのＣ末端側に対する抗体であり、非Isaacs症候群
の末梢神経障害患者でも、陽性の上記７名は同様であっ
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たが、他に2名においてニューロトニンのＮ末端側部分
に対する抗体がさらに検出された。
【０１０４】
【実施例5】マウスゲノムのハイブリダイゼーションク
ローニングによるニューロトニンコードｃＤＮＡの検出
ライブラリーとして、マウス肝臓由来のMouse Genomic 
Library (Clontech社)を使用し、プローブには、上記ヒ
トニューロトニンｃＤＮＡの完全長配列を使用した。プ
ローブは、放射性同位元素[32P]によりBca BEST Labeli
ng Kit(Takara社)を用いて標識した。ファージＤＮＡ
は、Gene Screen Plus (Du Pont社)に１プレートにつき
２枚ずつ写し取り、標識したプローブと反応液（1 M Na
Cl,1% SDS（Sodium Dodecyl Sulfate）, 10% Dextran, 
100g/ml salmon sperm ＤＮＡ）中にて、一晩ハイブリ
ダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーションの終
了後、フィルターは、２X SSC（Standard Saline Citra
teの略、 0.15M NaCl, 0.015Mクエン酸ナトリウムpH 7.
2を意味する）で室温で２回、２X SSC／１％SDSで６５
℃で２回、0.1X SSCで室温で２回洗浄した後、オートラ
ジオグラフィーにより、ポジティブプラークを検出し
た。同様の条件下でセカンドおよびサードスクリーニン
グを行い、ポジティブプラークをイメージアナライザー
（Fujix社）を使用して検出し、単離した。
【０１０５】解析に用いたファージＤＮＡは、Wizard 
TM Lambda Preps ＤＮＡ Purification System（Promeg
a社）を用いて精製した。その結果、９個のポジティブ
クローンが得られた。
・サザンブロット解析
ハイブリダイゼーションクローニングにより得られた９
個のポジティブクローンが、開始メチオニンに相当する
ＡＴＧを含む領域を含有しているかを調べるため以下の
分析を行った。
【０１０６】精製したゲノムファージＤＮＡ１ngを制限
酵素Saclで消化し、0.5%アガロース電気泳動法により分
離した。ゲルはエチジウムブロマイド染色し、ゲノムＤ
ＮＡが消化されたことを確認した後、ブロッティング  
ストーン法により、アルカリ性緩衝液（0.4M NaOH, 0.6
M NaCl）にて一晩かけてゲル中のＤＮＡをフィルター上
にトランスファーさせた。50mM NaOH, 1M Tris-HCl(pH
8.0)で中和したフィルターは風乾後、プレハイブリダイ
ゼーション溶液（1% SDS, 1M NaCl, 10% Dextran）に浸
したフィルターは、６５℃にて３０分間、プレハイブリ
ダイゼーションを行った。
【０１０７】次に、ニューロトニンのｃＤＮＡの開始メ
チオニンに相当するＡＴＧを含む領域およびその近傍配
列を特異的に認識するプローブを、放射性同位元素
[32P]によりBca BEST Labeling Kit(Takara社)を用いて
標識した。このプローブと100g/ml salmon sperm ＤＮ
Ａを先ほどのプレハイブリダイゼーション溶液に加え
て、６５℃にて一晩ハイブリダイゼーションを行った。*
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*このハイブリダイゼーションの終了後、フィルターは、
２X SSCで室温で２回、２XSSC／１％SDSで６５℃で２
回、0.1X SSCで室温で２回洗浄した。その後、フィルタ
ーをイメージングプレートに感光し、ポジティブプラー
クをイメージアナライザー（Fujix社）を使用して検出
し、単離した。
【０１０８】その結果、上記９クローンのうち、３クロ
ーンに開始メチオニンに相当するコドンＡＴＧを含む
５’領域が存在することが判明した。すなわち、一つの
クローンに約２ｋｂ、二つのクローンに約７ｋｂのバン
ドが検出された。これら３つのクローンは、５’の上流
領域を含んでいるゲノムＤＮＡであることが判明した。
【０１０９】
【実施例6】マウスｃＤＮＡの単離
マウスゲノムのハイブリダイゼーションクローニングに
よりマウスニューロトニンをコードするｃＤＮＡを以下
のようにして得ることができる。ライブラリーとして、
マウス胎児由来のMouse Embryo Lambda cＤＮＡ Librar
y (STRATAGENE社)を使用し、プローブには、上記ヒトニ
ューロトニンｃＤＮＡの完全長配列を使用した。プロー
ブは、放射性同位元素[32P]によりBca BEST Labeling K
it(Takara社)を用いて標識した。ファージＤＮＡは、Ge
ne Screen Plus (Du Pont社)に１プレートにつき２枚ず
つ写し取り、標識したプローブと反応液（1 M NaCl,1% 
SDS, 10% Dextran, 100g/ml salmon sperm ＤＮＡ）中
にて、６５℃で８時間反応させた。フィルターは、２X 
SSCで室温で２回、２X SSC／１％SDSで６５℃で２回、
0.1X SSCで室温で２回洗浄した後、オートラジオグラフ
ィーにより、ポジティブプラークを検出した。同様の条
件下でセカンドおよびサードスクリーニングを行い、ポ
ジティブプラークをイメージアナライザー（Fujix社）
を使用して検出し、単離した。
【０１１０】解析に用いたファージＤＮＡは、Wizard 
TM Lambda Preps ＤＮＡ Purification System（Promeg
a社）を用いて精製した。その結果、１個のポジティブ
クローンを得た。精製したゲノムファージＤＮＡ１を制
限酵素E coRI, Xholによって切断した後、インサートを
切り出した。インサートは、さらにクローニングベクタ
ー、pBluescriptII のE coRI, Xhol部位にサブクローニ
ングした。これによりマウスニューロトニンをコードす
るｃＤＮＡを得ることができた。ｃＤＮＡの塩基配列の
解析は、ABI PRISM377 ＤＮＡ Sequencing System (Per
kin Elmer社)により配列を決定した。
【０１１１】解析された塩基配列をアミノ酸配列に変換
したところ、開始メチオニンを含んでおり、ヒトニュー
ロトニンの核酸塩基配列と８５％以上の配列相同性があ
ることが判明した。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、ヒトニューロトニン・コーディングｃ
ＤＮＡ（short）のヌクレオチド配列を示す。
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【図２】図２は、ヒトニューロトニン・コーディングｃ
ＤＮＡ（long）のヌクレオチド配列を示す。
【図３】図３は、マウスニューロトニン・コーディング
ｃＤＮＡ（short）のヌクレオチド配列を示す。
【図４】図４は、マウスニューロトニン・コーディング
ｃＤＮＡ（long）のヌクレオチド配列を示す。
【図５】図５は、ヒトニューロトニン（short）のアミ
ノ酸配列を示す。
【図６】図６は、ヒトニューロトニン（long）のアミノ
酸配列を示す。
【図７】図７は、マウスニューロトニン（short）のア
ミノ酸配列を示す。
【図８】図８は、マウスニューロトニン（long）のアミ
ノ酸配列を示す。
【図９】図９は、ウェスタンブロッティングによるニュ*
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*ーロトニンの検出および分子量の推定を示す写真であ
る。ＮＢ-１神経細胞とともにラット（ＰＣ－１２）の
結果も示す。
【図１０】図１０は、ウサギにヒトニューロトニンを免
疫することによる末梢神経障害の誘発を示す写真であ
る。ニューロトニンによる免疫前後のウサギの後肢の変
化を示す。免疫後の後肢は、痺れて歩行障害を呈してい
る。
【図１１】図１１は、ニューロトニンによる免疫による
ウサギの筋肉組織異常を示す写真である。
【図１２】図１２は、ヒトニューロトニンを用いて、ヒ
ト血清中のニューロトニン抗体を検出した結果を示す写
真である。anti‐humanＩｇＭ－ＨＲＰは、西洋ワサビ
ペルオキシダーゼ結合－抗ヒト・免疫グロブリンＭを意
味する。

【図１】 【図２】

【図５】
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【図８】
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/04 G01N33/15 G01N33/50 G01N33/53 G01N33/566 G01N33/577 G01N33/68

CPC分类号 A01K2217/05 A61P25/02 C07K14/47 C07K16/18 G01N33/6896 G01N2500/00

FI分类号 A01K67/027 A61K39/00.H A61K45/00 A61M1/34.500 A61M1/36.545 A61P25/02 C07K14/47 C07K16
/18 C07K19/00 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12N9/00 C12P21/08 C12Q1/04 G01N33/15.Z G01N33
/50.Z G01N33/53.D G01N33/566 G01N33/577.B C12N15/00.ZNA.A C12N5/00.A A61M1/34.100 A61M1
/36.165 C12N15/00.A C12N15/00.AZN.A C12N5/00.101 C12N5/10

F-TERM分类号 2G045/AA25 2G045/AA29 2G045/AA34 2G045/AA35 2G045/AA40 2G045/BB06 2G045/BB20 2G045
/CA25 2G045/CB01 2G045/CB17 2G045/CB21 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA14 2G045/DA36 
2G045/DA77 2G045/FB02 2G045/FB03 4B024/AA01 4B024/BA43 4B024/BA61 4B024/CA01 4B024
/CA04 4B024/CA07 4B024/EA06 4B024/GA11 4B024/HA12 4B024/HA15 4B050/CC03 4B050/DD07 
4B050/DD11 4B050/LL01 4B050/LL03 4B063/QA01 4B063/QA08 4B063/QA19 4B063/QQ08 4B063
/QQ79 4B063/QQ96 4B063/QR48 4B063/QR56 4B063/QS33 4B063/QX02 4B064/AG01 4B064/AG27 
4B064/CA19 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA91Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065
/BA02 4B065/CA24 4B065/CA25 4B065/CA27 4B065/CA44 4B065/CA46 4C077/AA12 4C077/BB01 
4C077/KK13 4C077/MM04 4C077/MM09 4C077/NN04 4C077/PP01 4C084/AA17 4C084/NA14 4C084
/ZA202 4C085/AA03 4C085/BB11 4C085/CC03 4C085/CC08 4C085/EE01 4C085/EE06 4C085/FF02 
4C085/GG03 4C085/GG08 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/BA10 4H045/BA41 4H045/CA40 4H045
/DA76 4H045/DA86 4H045/EA21 4H045/EA50 4H045/EA61 4H045/FA74 4H045/HA06

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：指定引起艾萨克斯综合征过度兴奋的物质，并建立诊断/
治疗疾病的有效方法。解决方案：使用来自Isaacs综合征患者的血清，
通过免疫筛选技术从源自神经细胞的cDNA文库中分离特定的cDNA。阐
明了其核苷酸序列，并通过基于序列的克隆获得了新的蛋白质神经调节
素，并测定了其氨基酸序列。这种新蛋白质被认为是艾萨克斯综合征的
关键物质，可用于研究外周神经元疾病和临床应用。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/7d82f2e1-7724-4064-8591-c7b172dd58e2
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/018897863/publication/JP2002233383A?q=JP2002233383A

