
(57)【要約】
本発明は広く、組織分化因子（ TDF）類似体に関する。さらに具体的には、本発明は、 TDF
様受容体の機能モジュレータとして働く分子の同定、設計および産生に有用な、構造に基
づく方法および組成物に関する。さらに本発明は、 TDFに関連した疾患を検出、予防、お
よび治療する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： 1～ 208、 配 列 番 号 ： 1～ 208を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ の 変 異
体 、 類 似 体 、 相 同 体 、 ま た は 断 片 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 組 織 分 化 因 子 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 膜 全 域 で シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 、 請 求 項 1記 載
の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 を コ ー ド す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 3記 載 の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 核 酸 分 子 に 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 し た プ ロ モ ー タ ー を さ ら に 含 む 、 請 求 項 4記 載 の ベ ク
タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 5記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 。
【 請 求 項 ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 8記 載 の 抗 体 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 5記 載 の 核 酸 分 子 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 、 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 （ a） 化 合 物 の 発 現 を 提 供 す る 条 件 下 で 、 請 求 項 5記 載 の 核 酸 を 含 む 細 胞 を 培 養 す る 段 階
； お よ び
　 （ b） 発 現 さ れ た 化 合 物 を 回 収 す る 段 階
を 含 む 、 化 合 物 を 生 成 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 （ a） 試 料 を 提 供 す る 段 階 ；
　 （ b） 該 試 料 を 、 化 合 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ c） 該 化 合 物 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 し 、 こ れ に よ り 試 料 中 の 化 合 物 の
存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 段 階
を 含 む 、 試 料 に お け る 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 （ a） 試 料 を 提 供 す る 段 階 ；
　 （ b） 該 試 料 を 、 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ c） 該 核 酸 分 子 に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 測 定 し 、 こ れ に よ り 試 料 中 の 核
酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 段 階
を 含 む 、 試 料 に お け る 請 求 項 3記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 （ a） 化 合 物 を 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
　 （ b） 該 化 合 物 が 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 結 合 し て い る か ど う か を 決 定 す る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 そ の よ う な 治 療 ま た は 予 防 を 必 要 と し て い る 対 象 に 、 該 対 象 の 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た
疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 の 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、
組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 が 、 組 織 変 性 疾 患 お よ び 組 織 再 生 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 組 織 変 性 疾 患 が 、 腎 臓 病 、 外 傷 性 脳 損 傷 、 脳 梗 塞 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 関 節 炎 、
気 腫 、 骨 粗 し ょ う 症 、 心 筋 症 、 肝 硬 変 、 退 化 性 神 経 疾 患 、 ホ ル ト オ ー ラ ム 病 、 眼 疾 患 、 糖
尿 病 性 腎 症 、 変 性 骨 疾 患 、 腎 臓 病 、 歯 周 病 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 糖 尿 病 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬
化 症 、 心 血 管 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 免 疫 疾 患 、 骨 疾 患 、 生 殖 器 の 疾 患 、 造 血 器 疾 患 、 お よ び
癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 組 織 再 生 が 、 筋 肉 、 樹 枝 状 組 織 、 神 経 、 腎 臓 、 脳 、 骨 、 皮 膚 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 精 巣 、
心 臓 、 脾 臓 、 軟 骨 、 神 経 、 歯 周 、 歯 質 、 肝 臓 、 脈 管 組 織 、 結 合 組 織 、 リ ン パ 組 織 、 造 血 組
織 、 お よ び 腎 組 織 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 そ の よ う な 治 療 ま た は 予 防 を 必 要 と し て い る 対 象 に 、 該 対 象 の 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た
疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 の 請 求 項 5記 載 の 核 酸 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 組
織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 対 象 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 一 つ 以 上 の 容 器 内 に 、 請 求 項 7記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書 を 含
む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 一 つ 以 上 の 容 器 内 に 、 請 求 項 11に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書 を
含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 一 つ 以 上 の 容 器 内 に 、 請 求 項 12に 記 載 の 薬 学 的 組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書 を
含 ん だ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 （ a） 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 試 験 試 料 を 提 供 す る 段 階 ；
　 （ b） 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 試 験 試 料 を 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 （ c） 化 合 物 /組 織 分 化 因 子 受 容 体 の 複 合 体 の レ ベ ル を 検 出 す る 段 階 ；
　 （ d） 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 試 料 に お け る 組 織 分 化 因 子 受 容 体 の 発 現 レ ベ ル を 定 量 化
す る 段 階 ； お よ び
　 （ e） 対 照 試 料 と 比 較 し た 、 第 1の 対 象 に お け る 組 織 分 化 因 子 受 容 体 の 発 現 レ ベ ル の 変 化
が 、 疾 患 の 存 在 ま た は 疾 患 に 対 す る 素 因 を 示 す 場 合 に お い て 、 段 階 (a)の 試 料 中 の 組 織 分
化 因 子 受 容 体 の 量 と 、 該 疾 患 に 罹 患 し て い な い ま た は 罹 患 す る 傾 向 が な い こ と が わ か っ て
い る 第 2の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 対 照 試 料 中 の 組 織 分 化 因 子 受 容 体 の 量 と を 比 較 す る 段 階
を 含 む 、 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 に お け る 、 組 織 分 化 因 子 受 容 体 の レ ベ ル 変 化 に 関 連 す る 疾 患
の 存 在 ま た は そ の 疾 患 に 対 す る 素 因 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 化 合 物 が 、 配 列 番 号 ： 1～ 208か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 化 合 物 と 少
な く と も 90%同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 化 合 物 で あ り 、 病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分
な 量 の 該 化 合 物 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す
る 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ９ 】
　 病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 請 求 項 8記 載 の 抗 体 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を
含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 配 列 番 号 ： 1～ 208、 ま た は そ の 断 片 、 変 異 体 、 ま た は 相 同 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る
化 合 物 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 、 少 な く と も 一 つ の 化 合 物 を 、 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ
と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 が 、 腎 臓 病 、 外 傷 性 脳 損 傷 、 脳 梗 塞 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬
化 症 、 関 節 炎 、 気 腫 、 骨 粗 し ょ う 症 、 心 筋 症 、 肝 硬 変 、 退 化 性 神 経 疾 患 、 ホ ル ト オ ー ラ ム
病 、 眼 疾 患 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 変 性 骨 疾 患 、 腎 臓 病 、 歯 周 病 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 糖 尿 病 、 ア テ
ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 心 血 管 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 免 疫 疾 患 、 骨 疾 患 、 生 殖 器 の 疾 患 、 造 血
器 疾 患 、 お よ び 癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 配 列 番 号 ： 1～ 208か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 に 使
用 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 す る 薬 剤 の 製 造 に お け る 、 配 列 番 号 ： 1～ 208か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 a） 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 段 階 ；
　 b） 候 補 化 合 物 と TDFRP化 合 物 と の 間 に 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 該 候 補 化 合
物 を 、 請 求 項 1記 載 の TDFRP化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 c） 複 合 体 の 共 結 晶 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 該 複 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 ；
　 d） x線 回 折 に よ り 該 複 合 体 の 構 造 原 子 座 標 を 測 定 す る 段 階 ； お よ び
　 e） 該 複 合 体 の 構 造 の モ デ ル を 作 り 、 該 TDFRP化 合 物 に 対 す る 候 補 複 合 体 の 結 合 を 測 定 す
る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の TDFRP化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 化 合 物 の 結 晶 生 成 、 お よ び 、 請 求 項 34記 載 の 方 法 に よ り 生 成 さ れ た 試 験 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 a） 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 段 階 ；
　 b） 候 補 化 合 物 と TDFRP化 合 物 と の 間 に 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 該 候 補 化 合
物 を 、 請 求 項 1記 載 の TDFRP化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 ；
　 c） 核 磁 気 共 鳴 分 析 ま た は 質 量 分 析 法 に よ り 、 該 複 合 体 の 結 合 ま た は 構 造 を 決 定 す る 段
階 ； お よ び 、 随 意 に
　 e） 該 複 合 体 の 構 造 モ デ ル を 作 る 段 階
を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の TDFRP化 合 物 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 み が 行 わ れ た 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物
で あ り 、 調 節 領 域 で あ る 第 1の セ グ メ ン ト と 、 配 列 番 号 ： 1～ 208か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ
る 化 合 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 第 2の セ グ メ ン ト と を 有 し 、 か つ 該 第 1
の セ グ メ ン ト が 動 作 可 能 な 状 態 で 第 2の セ グ メ ン ト に 結 合 し て い る 核 酸 化 合 物 を 含 む 、 非
ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物
。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 第 1の セ グ メ ン ト が 、 調 節 可 能 な 発 現 エ レ メ ン ト で あ る か 、 細 胞 ま た は 組 織 特 異 的 調 節
に さ ら さ れ て い る エ レ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 37記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物
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。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 37記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 、 ま た は 請 求 項 37記 載 の
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 か ら 培 養 さ れ た 、 組 織 ま た は 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 広 く 、 組 織 分 化 因 子 （ TDF） 類 似 体 に 関 す る 。 さ ら に 具 体 的 に は 、 本 発 明 は 、 T
DF様 受 容 体 の 機 能 モ ジ ュ レ ー タ と し て 働 く 分 子 の 同 定 、 設 計 お よ び 産 生 に 有 用 な 、 構 造 に
基 づ く 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 細 胞 分 化 は 、 胚 形 成 の 最 中 に 始 ま り 、 成 人 組 織 の 修 復 お よ び 再 生 機 構 に お い て 、 生 命 体
の 一 生 を 通 し て 様 々 な 度 合 い で 継 続 す る 、 組 織 形 態 形 成 の 中 心 的 な 特 性 で あ る 。 成 人 組 織
に お け る 形 態 形 成 の 度 合 い は 組 織 の 種 類 に よ っ て 多 様 で あ り 、 特 に 特 定 の 組 織 内 に お け る
細 胞 の タ ー ン オ ー バ ー の 度 合 い に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 細 胞 の 分 化 へ の 刺 激 を 規 制 す る 細 胞 事 象 お よ び 分 子 事 象 は 、 徹 底 的 に 研 究 さ れ て い る 領
域 で あ る 。 医 学 お よ び 獣 医 学 の 分 野 で 、 細 胞 の 分 化 お よ び 組 織 形 態 形 成 を 規 制 す る 因 子 の
発 見 に よ り 、 損 傷 の あ る 、 ま た は 罹 患 し た 哺 乳 動 物 の 組 織 を 修 復 お よ び 再 生 す る 能 力 が 、
著 し く 向 上 さ れ る こ と が 期 待 さ れ て い る 。 ヒ ト お よ び 獣 医 学 的 治 療 に お け る 特 に 有 用 な 領
域 と し て 、 再 建 外 科 、 な ら び に 、 例 え ば 関 節 炎 、 気 腫 、 骨 粗 し ょ う 症 、 心 筋 症 、 肝 硬 変 、
退 化 性 神 経 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 お よ び 癌 を 含 む 組 織 変 性 疾 患 の 治 療 、 な ら び に 組 織 、 臓 器
、 お よ び 肢 の 再 生 な ど が 含 ま れ る 。 「 形 態 発 生 の 」 お よ び 「 形 態 形 成 の 」 と い う 単 語 は 、
し ば し ば 同 じ 意 味 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 細 胞 の 分 化 に 関 与 す る と 思 わ れ る 多 く の 因 子 が 、 近 年 に な り 単 離 さ れ た 。 近 年 、 当 技 術
分 野 で 「 ポ リ ペ プ チ ド の ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β （ TGF-β ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー
」 と 呼 ば れ る 、 構 造 上 関 連 の あ る ポ リ ペ プ チ ド の 「 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 」 の 明 確 な サ ブ フ
ァ ミ リ ー が 、 真 の 組 織 モ ル フ ォ ゲ ン （ morphogen） と し て 同 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 真 の 組 織 形 態 形 成 ポ リ ペ プ チ ド の 明 確 な 「 サ ブ フ ァ ミ リ ー 」 の メ ン バ ー は 、 6ま た は 7つ
の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 骨 格 を 含 む 形 態 形 成 的 に 活 性 な C末 端 ド メ イ ン 内 の 、 多 量 の ア ミ
ノ 酸 配 列 の 相 同 性 を 共 有 し 、 様 々 な 臓 器 お よ び 組 織 に お け る 、 組 織 特 異 的 な 形 態 形 成 を 誘
導 す る イ ン ビ ボ 活 性 を 共 有 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 適 切 な 細 胞 表 面 の 分 子 を 結 合 し
、 形 態 形 成 的 に 寛 容 な 状 況 で 、 細 胞 が 増 殖 お よ び 分 化 す る よ う に 傾 向 付 け る 、 さ も な け れ
ば 刺 激 す る こ と に よ り 、 明 ら か に 前 駆 細 胞 と 接 触 し 、 相 互 作 用 す る 。 TGFβ ポ リ ペ プ チ ド
ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 様 々 な メ ン バ ー を 結 合 す る 細 胞 表 面 の 受 容 体 に 関 す る 近 年 の 研 究 に
よ り 、 ペ プ チ ド は 、 I型 お よ び II型 受 容 体 と 呼 ば れ る 二 つ の 異 な っ た 受 容 体 と 相 互 作 用 す
る こ と に よ り 、 そ の 活 性 が 仲 介 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 I型 ま た は II型 受 容 体 は 、
両 方 と も セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ で あ り 、 本 質 的 に キ ナ ー ゼ と 、 一 回 膜 を 貫 通 す る の
に 十 分 な だ け 短 く 延 長 し た 疎 水 性 の 配 列 と か ら 成 る 細 胞 内 ド メ イ ン 、 お よ び 高 濃 度 の 保 存
さ れ た シ ス テ イ ン を 特 徴 と す る 細 胞 外 ド メ イ ン と い っ た 同 様 の 構 造 を 共 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ れ ら の 形 態 形 成 ポ リ ペ プ チ ド に は 、 す べ て の 血 管 形 成 、 結 合 組 織 の 形 成 、 お よ び 自 然
に 発 生 す る 組 織 に よ り 必 要 と さ れ る 交 感 神 経 支 配 を 含 む 、 新 た な 臓 器 特 異 的 な 組 織 の 形 成
を も た ら す 、 細 胞 お よ び 分 子 事 象 の 発 達 の カ ス ケ ー ド を 誘 導 す る 能 力 が あ る 。 ポ リ ペ プ チ
ド は 、 歯 周 組 織 、 歯 質 、 肝 臓 、 お よ び 網 膜 組 織 を 含 む 神 経 組 織 と 同 様 、 軟 骨 お よ び 骨 の 両
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方 の 形 態 形 成 を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 真 の 組 織 形 態 形 成 ポ リ ペ プ チ ド は 、 C末 端 ド メ イ ン に お い て 高 度 な 配 列 の 相 同 性 を 共 有
し 、 ま た 単 に 線 維 性 の （ 瘢 痕 ） 組 織 の 形 成 を 誘 導 す る だ け で は な く 、 機 能 組 織 の 形 成 の 原
因 と な る 一 連 の 完 全 な 事 象 を 、 他 の 力 を 借 り ず に 誘 導 す る こ と が で き る と い う 点 で 、 TGF
β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と は 異 な る 、 ポ リ ペ プ チ ド の 明 確 な サ ブ フ ァ ミ リ ー
と し て 当 技 術 分 野 で 認 め ら れ て い る 。 具 体 的 に は 、 形 態 形 成 ポ リ ペ プ チ ド フ ァ ミ リ ー の メ
ン バ ー は 、 形 態 形 成 的 に 寛 容 な 状 況 に お い て 、 細 胞 の 増 殖 お よ び 細 胞 の 分 化 を 刺 激 す る 、
ま た 分 化 さ れ た 細 胞 の 成 長 お よ び 維 持 を 補 助 す る こ と が で き る 。 形 態 形 成 ポ リ ペ プ チ ド は
ま た 、 明 ら か に 内 分 泌 因 子 、 傍 分 泌 因 子 、 ま た は 自 己 分 泌 因 子 と し て の 機 能 を 果 た す こ と
が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 生 物 学 的 活 性 の 結 果 、 例 え ば 、 骨 折 な ど の 骨 の 損 傷 の 再 生 治 療 を 誘 導 す る た め
の 治 療 用 組 成 物 、 な ら び に 骨 減 少 症 の 骨 組 織 な ど 、 罹 病 組 織 に お け る 健 全 な 代 謝 特 性 を 維
持 ま た は 修 復 す る た め の 治 療 用 組 成 物 を 含 む 、 損 傷 し た ま た は 罹 患 し た 哺 乳 動 物 組 織 を 治
療 す る た め の 、 モ ル フ ォ ゲ ン に 基 づ く 治 療 法 の 開 発 に 向 け て 、 多 大 な 努 力 が 払 わ れ て き た
。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 TGFβ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド に 類 似 し た 特 性 を 有 す る 組 成 物 、 お
よ び TGFβ 様 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル 異 常 を 特 徴 と す る 症 状 を 有 す る 対 象 の 、 予 防 的 治 療 お
よ び 治 療 上 の 処 置 方 法 に 関 連 し て い る 。 特 に 、 組 成 物 お よ び 方 法 は 、 骨 の 形 態 形 成 タ ン パ
ク 質 様 の 特 性 を 有 し 、 こ れ に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ： 1～ 208、 そ し て さ ら に 配 列 番 号 ： 1～ 208の ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
、 TDFRP化 合 物 を 含 む 。 さ ら に 、 変 異 体 、 類 似 体 、 相 同 体 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 お
よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 そ し て こ れ ら を 組 み 入 れ た 小 分 子 な ど も 含 ま れ る 。 一 つ の 態
様 に お い て 、 TDFRP化 合 物 は 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が TGFβ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 受 容 体 な ど
の 、 組 織 分 化 因 子 受 容 体 （ TDFR） を 発 現 す る 細 胞 の 細 胞 膜 全 体 の シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る
。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は TDFRP化 合 物 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 。 さ
ら に 別 の 態 様 に お い て 、 単 離 さ れ た 核 酸 は ベ ク タ ー で あ り 、 こ の ベ ク タ ー は 、 核 酸 に 動 作
可 能 な 状 態 で 結 合 す る こ と の で き る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 随 意 に 含 ん で い て も よ く 、 プ ロ モ
ー タ ー に よ っ て 核 酸 分 子 が 発 現 さ れ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 性 で あ
る 。 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 ベ ク タ ー は 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物
の 細 胞 、 ま た は よ り 好 ま し く は ヒ ト の 細 胞 に 形 質 転 換 さ れ る 。 ま た さ ら に 別 の 態 様 に お い
て 、 ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に 感 染 し 、 ウ ィ ル ス に 感 染 し た 動 物 に お い て 配 列 番 号 ： 1
～ 208の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 TDFRP化 合 物 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 有 す る 薬
学 的 組 成 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 TDFRP化 合 物 に 対 す る 抗 体 、 ま た は TDFRP化 合 物 に
免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 そ れ ら の 抗 体 の 断 片 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い が Fab、 (Fab) 2 、 Fv、 ま た は Fc断 片 な ど の 、 抗 体 断 片 で あ る 。 別 の 態 様
に お い て 、 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 さ ら
に 別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 は 、 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 ま た さ ら に 別 の 態 様 に
お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： 1～ 208、 ま た は 配 列 番 号 ： 1～ 208の 少 な く と も 6つ の 隣 接
し た ア ミ ノ 酸 残 基 に 免 疫 特 異 的 な 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含
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む 。 ま た 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： 1～ 208の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 配 列 を 有
す る 薬 学 的 組 成 物 と 、 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 TDFRP化 合 物 の 生 成 方 法 で あ り 、 TDFRP化 合 物 の 発 現
を も た ら す 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： 1～ 208を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 細 胞 を 培 養 す る 段 階 、 お
よ び 発 現 し た TDFRP化 合 物 を 回 収 す る 段 階 を 備 え た 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の TDFRP化 合 物 の 存 在 ま た は 量 を 測 定
す る 方 法 で あ り 、 試 料 を 提 供 す る 段 階 、 そ の 試 料 を 、 TDFRP化 合 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す
る 配 列 番 号 ： 1～ 208に 対 す る 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び TDFRP化 合 物
に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 中 の TDFRP化 合 物 の 存 在 ま た
は 量 を 測 定 す る 段 階 を 備 え た 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 配 列 番 号 ： 1～ 208を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の
存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 方 法 で あ り 、 試 料 を 提 供 す る 段 階 、 そ の 試 料 を 、 核 酸 分 子 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た プ
ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 中 の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す
る 段 階 を 備 え た 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： 1～ 208に 結 合 す る 候 補 化 合 物 を 同 定 す る 方 法
で あ り 、 化 合 物 を TDFRP化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 、 候 補 化 合 物 が TDFRP化 合 物 に 結 合 す る か
ど う か を 決 定 す る 段 階 を 備 え た 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る 方
法 で あ り 、 そ の よ う な 治 療 ま た は 予 防 を 必 要 と し て い る 対 象 に 、 対 象 の 組 織 分 化 因 子 に 関
連 し た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 の TDFRP化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法
を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 は 、 組 織 変 性 疾 患 お よ び 組 織
再 生 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 組 織 変 性 疾 患 は 、 腎 臓 病 、 外 傷 性 脳
損 傷 、 脳 梗 塞 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 関 節 炎 、 気 腫 、 骨 粗 し ょ う 症 、 心 筋 症 、 肝 硬 変
、 退 化 性 神 経 疾 患 、 ホ ル ト オ ー ラ ム （ Holt-Oram） 病 、 眼 疾 患 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 変 性 骨 疾
患 、 腎 臓 病 、 歯 周 病 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 糖 尿 病 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 心 血 管 疾 患 、 炎
症 性 疾 患 、 免 疫 疾 患 、 骨 疾 患 、 生 殖 器 の 疾 患 、 造 血 疾 患 、 ま た は 癌 で あ る 。 別 の 態 様 に お
い て 、 組 織 再 生 は 、 筋 肉 、 樹 枝 状 組 織 、 神 経 、 腎 臓 、 脳 、 骨 、 皮 膚 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 精
巣 、 心 臓 、 脾 臓 、 軟 骨 、 神 経 、 歯 周 、 歯 質 、 肝 臓 、 脈 管 、 結 合 、 リ ン パ 管 、 造 血 、 ま た は
腎 臓 組 織 の 再 生 を 含 む 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 対 象 の 組 織 分 化 因 子 に 関 連
し た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な 量 の 請 求 項 5記 載 の 核 酸 を 、 治 療 ま た は 予 防 が
望 ま れ る 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す
る 方 法 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 対 象 は ヒ ト で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 対 象 は 動 物
で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 薬 学 的 TDFRP組 成 物 お よ び そ の 内 容 物 の 使 用 説 明 書 の
入 っ て い る 、 一 つ 以 上 の 容 器 を 備 え た キ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 に お い て 、 組 織 分 化 因 子 受 容 体
の レ ベ ル 変 化 に 関 連 す る 疾 患 の 存 在 、 ま た は そ の 疾 患 に か か る 傾 向 を 決 定 す る 方 法 で あ り
、 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 か ら 得 た 試 験 試 料 を 提 供 す る 段 階 、 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 か ら 得 た 試 験
試 料 を 、 TDFRP化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 、 化 合 物 と 組 織 分 化 因 子 受 容 体 と の 複 合 体 の レ ベ
ル を 検 出 す る 段 階 、 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 か ら 得 た 試 験 試 料 中 の 組 織 分 化 因 子 受 容 体 の 発 現
レ ベ ル を 定 量 化 す る 段 階 、 段 階 (a)の 試 料 中 の 組 織 分 化 因 子 受 容 体 の 量 と 、 疾 患 に 罹 患 し
て い な い ま た は 罹 患 す る 傾 向 が な い こ と が わ か っ て い る 第 2の 哺 乳 動 物 対 象 か ら 得 た 対 照
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試 料 中 に 存 在 す る 組 織 分 化 因 子 受 容 体 の 量 と を 比 較 す る 段 階 を 備 え た 方 法 を 含 む 。 こ の と
き 、 対 照 試 料 と 比 較 し た 第 1の 哺 乳 動 物 対 象 に お け る 組 織 分 化 因 子 受 容 体 の 発 現 レ ベ ル の
変 化 に よ り 、 疾 患 の 存 在 ま た は 素 因 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り
、 病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 の 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 含 む 。 こ の と
き 化 合 物 は 、 配 列 番 号 ： 1～ 208を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 化 合 物 と 、 少 な く と も 90%同 一
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 病 理 的 状 態 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 哺
乳 動 物 に 対 し 、 配 列 番 号 ： 1～ 208ま た は そ の 少 な く と も 6つ の 隣 接 し た ア ミ ノ 酸 に 免 疫 特
異 的 な 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を 、 病 理 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 な 量 投 与 す る こ と を 含 む 方
法 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た
疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ り 、 哺 乳 動 物 に 、 TDFRP化 合 物 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る 少 な
く と も 一 つ の 化 合 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 含 む 。 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 組 織 分 化
因 子 に 関 連 し た 疾 患 は 、 腎 臓 病 、 外 傷 性 脳 損 傷 、 脳 梗 塞 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 関 節
炎 、 気 腫 、 骨 粗 し ょ う 症 、 心 筋 症 、 肝 硬 変 、 退 化 性 神 経 疾 患 、 ホ ル ト オ ー ラ ム 病 、 眼 疾 患
、 糖 尿 病 性 腎 症 、 変 性 骨 疾 患 、 腎 臓 病 、 歯 周 病 、 糖 尿 病 性 腎 症 、 糖 尿 病 、 ア テ ロ ー ム 性 動
脈 硬 化 症 、 心 血 管 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 免 疫 疾 患 、 骨 疾 患 、 生 殖 器 の 疾 患 、 造 血 疾 患 、 ま た
は 癌 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 組 織 分 化 因 子 に 関
連 し た 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ る 化 合 物 を 含 む 。 こ の と き 、 化 合 物 は 配 列 番 号 ： 1～ 208で あ
る 。 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た 疾 患 の 、 治 療 用 薬 剤 製 造
の た め の 化 合 物 の 使 用 を 含 む 。 こ の と き 、 化 合 物 は 配 列 番 号 ： 1～ 208で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 TDFRP化 合 物 に 結 合 す る 候 補 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ
り 、 候 補 化 合 物 を 提 供 す る 段 階 、 試 験 化 合 物 と TDFRP化 合 物 と の 間 に 複 合 体 が 形 成 さ れ た
状 態 で 候 補 化 合 物 を TDFRP化 合 物 に 接 触 さ せ る 段 階 、 複 合 体 の 共 結 晶 が 形 成 さ れ る 状 況 下
で 複 合 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 x線 回 折 に よ り 複 合 体 の 構 造 原 子 座 標 を 決 定 す る 段
階 、 お よ び 複 合 体 の モ デ ル を 作 っ て 候 補 化 合 物 の TDFRP化 合 物 に 対 す る 結 合 を 測 定 す る 段
階 を 備 え た 方 法 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 候 補 化 合 物 と TDFRP化 合 物 と の
結 晶 調 合 液 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 複 合 体 は 結 晶 化 さ れ ず 、 複 合 体 の 結 合 を 測 定 す る
た め に 、 複 合 体 を 核 磁 気 分 光 法 ま た は 質 量 分 析 法 に 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 調 節 領 域 で あ る 第 1の 配 列 セ グ メ ン ト と TDFRP化 合 物 を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 第 2の 配 列 セ グ メ ン ト と を 有 す る 、 配 列 番 号 ： 1～ 20
8を コ ー ド す る 核 酸 を 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ん だ 、 例 え ば こ れ に 限 定 さ
れ な い が マ ウ ス な ど の 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 を 提 供 す る 。 こ の と き 、 第 1
の 配 列 セ グ メ ン ト は 、 動 作 可 能 な 状 態 で 第 2の 配 列 セ グ メ ン ト に 結 合 し て い る 。 一 つ の 態
様 に お い て 、 第 1の セ グ メ ン ト は 、 調 節 可 能 な 発 現 エ レ メ ン ト で あ る か 、 ま た は 細 胞 特 異
的 も し く は 組 織 特 異 的 な 調 節 に さ ら さ れ た エ レ メ ン ト で あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発
明 は 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 哺 乳 動 物 に 由 来 す る 、 ま た は 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
哺 乳 動 物 か ら 培 養 さ れ た 組 織 ま た は 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
定 義
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ポ リ ペ プ チ ド の ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β （ TGF-
β ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 」 と は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 TGF-β 、 ア ク チ ビ ン 、 イ ン ヒ
ビ ン 、 抗 ミ ュ ラ ー ホ ル モ ン （ AMH） 、 ミ ュ ラ ー 管 抑 制 物 質 （ MIS） 、 骨 形 態 形 成 ポ リ ペ プ チ
ド （ BMP） お よ び ミ オ ス タ チ ン な ど の 、 多 く の 多 機 能 サ イ ト カ イ ン か ら 成 る 、 多 面 的 機 能
を 備 え た ポ リ ペ プ チ ド 因 子 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の こ と を い う 。 き わ め て 類 似 性 の 高 い TG
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F-β の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 TGF-β 1、 TGF-β 2、 お よ び TGF-β 3は 、 上 皮 起 源 の も の を 含 む 、
多 く の 細 胞 種 の 細 胞 増 殖 を 強 力 に 阻 害 す る 。 し か し な が ら 、 ほ と ん ど の 間 葉 細 胞 は 、 成 長
の 過 程 で TGF-β に よ っ て 刺 激 さ れ る 。 加 え て 、 TGF-β は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 合 成 お よ
び イ ン テ グ リ ン の 発 現 を 強 力 に 誘 導 し 、 免 疫 反 応 を 調 節 す る 。 骨 形 成 タ ン パ ク 質 （ OP） と
し て も 知 ら れ る BMPは 、 骨 お よ び 軟 骨 形 成 の 強 力 な 誘 導 因 子 で あ り 、 腹 部 中 胚 葉 の 誘 導 、
神 経 組 織 の 分 化 、 お よ び 器 官 形 成 に お い て 、 発 達 上 の 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 当 初 、 脳 下 垂
体 か ら の 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ FSH） 分 泌 の 活 性 剤 と し て 同 定 さ れ た こ と に 因 ん で 命 名 さ れ
た ア ク チ ビ ン は 、 赤 血 球 生 成 を 促 進 し 、 背 部 中 胚 葉 の 誘 導 を 仲 介 し 、 ま た 神 経 細 胞 の 生 存
に 効 果 を も た ら す こ と で も 知 ら れ て い る 。 TGF-β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る い く つ か の
成 長 因 子 は 、 胚 パ タ ー ン 形 成 お よ び 組 織 の 恒 常 性 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 こ れ ら の
不 適 切 な 機 能 が 、 線 維 症 、 関 節 リ ウ マ チ 、 お よ び 発 癌 な ど の 病 理 学 的 に 関 連 し て い る 。 本
明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 組 織 分 化 因 子 （ TDF） と い う 用 語 は 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、
ポ リ ペ プ チ ド の TGF-β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の す べ て の メ ン バ ー を 含 む 。 TGF-β ス ー パ ー フ
ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 TGF-β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 受 容 体 の 拮 抗 物 質 ま た は 作 用 物 質 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β （ TGF-β ） ス ー パ ー フ
ァ ミ リ ー 受 容 体 」 と は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β （ TGF-β ） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー
ポ リ ペ プ チ ド 、 な ら び に そ の 断 片 、 類 似 体 、 お よ び 相 同 体 の 多 面 発 現 効 果 を 仲 介 す る 、 ポ
リ ペ プ チ ド 受 容 体 の こ と を い う 。 こ の よ う な 受 容 体 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 I型
お よ び II型 セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 の 、 特 徴 的 な 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。 ま た
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 組 織 分 化 因 子 受 容 体 （ TDF） と い う 用 語 は 、 こ れ に 限 定 さ れ
な い が 、 受 容 体 の TGF-β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の す べ て の メ ン バ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 」 と は 、 共 役 電 子 系 （ 芳 香 族 基 ） を 有 す
る 少 な く と も 一 つ の 環 を 含 ん だ 側 鎖 を 有 す る 疎 水 性 の ア ミ ノ 酸 の こ と を 指 す 。 芳 香 族 基 は
、 ア ル キ ル 基 、 ア ル ケ ニ ル 基 、 ア ル キ ニ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 ス ル フ ァ ニ ル 基 、 ニ ト ロ
基 、 お よ び ア ミ ノ 基 、 そ の 他 の 置 換 基 に よ り 、 さ ら に 置 換 さ れ て い る こ と も あ る 。 遺 伝 的
に コ ー ド さ れ る 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 お よ び ト リ プ ト
フ ァ ン が 含 ま れ る 。 通 常 み ら れ る 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ な い 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 に は 、 フ ェ ニ ル
グ リ シ ン 、 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 β -2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン 、 1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ
ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 、 4-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3-フ
ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 お よ び 4-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 」 と は 、 飽 和 も し く は 不 飽 和 の 直 鎖 、 分
岐 鎖 、 ま た は 環 状 炭 化 水 素 側 鎖 を 有 す る 非 極 性 ア ミ ノ 酸 の こ と を 指 す 。 遺 伝 的 に コ ー ド さ
れ る 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン が 含 ま
れ る 。 ま た コ ー ド さ れ な い 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 ノ ル ロ イ シ ン （ Nle） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 酸 性 ア ミ ノ 酸 」 と は 、 pK値 が 7未 満 の 側 鎖 を 有 す る 親 水
性 ア ミ ノ 酸 の こ と を い う 。 酸 性 ア ミ ノ 酸 は 一 般 に 、 水 素 イ オ ン の 喪 失 に よ り 、 生 理 的 pHで
、 マ イ ナ ス に 帯 電 し た 側 鎖 を 有 す る 。 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ る 酸 性 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 ア ス
パ ラ ギ ン 酸 （ aspartic acid, aspartate） お よ び グ ル タ ミ ン 酸 （ glutamic acid, glutama
te） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 」 と は 、 pK値 が 7を 超 え る 側 鎖 を 有 す る
親 水 性 ア ミ ノ 酸 の こ と を い う 。 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 は 一 般 に 、 ヒ ド ロ ニ ウ ム イ オ ン と の 関 連 に
よ り 、 生 理 的 pHで 、 プ ラ ス に 帯 電 し た 側 鎖 を 有 す る 。 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ る 塩 基 性 ア ミ ノ
酸 の 例 に は 、 ア ル ギ ニ ン 、 リ ジ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン が 含 ま れ る 。 ま た 、 遺 伝 的 に コ ー ド
さ れ な い 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 非 環 状 ア ミ ノ 酸 オ ル ニ チ ン 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン
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酸 、 2,4-ジ ア ミ ノ 酪 酸 、 お よ び ホ モ ア ル ギ ニ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 極 性 ア ミ ノ 酸 」 と は 、 生 理 的 pHで 非 荷 電 で は あ る が 、 二
つ の 原 子 に よ り 共 有 さ れ る 電 子 対 が 、 一 方 の 原 子 側 に よ り 近 接 し た 結 合 を 有 す る 側 鎖 の あ
る 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 の こ と を い う 。 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ る 極 性 ア ミ ノ 酸 の 例 に は 、 ア ス パ
ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン が 含 ま れ る 。 ま た 、 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ な い 極 性 ア ミ ノ 酸 の 例 に
は 、 N-ア セ チ ル リ ジ ン お よ び メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 当 業 者 に よ っ て 認 め ら れ て い る よ う に 、 上 記 の 分 類 は 絶 対 的 な も の で は な い 。 ア ミ ノ 酸
に よ っ て は 、 ひ と つ 以 上 の 固 有 性 を 示 し 、 そ の た め に ひ と つ 以 上 の カ テ ゴ リ ー に 含 ま れ る
も の も あ る 。 例 え ば 、 チ ロ シ ン は 芳 香 環 と 極 性 ヒ ド ロ キ シ ル 基 の 両 方 を 有 し て い る 。 し た
が っ て 、 チ ロ シ ン は 二 つ の 特 性 を 有 し 、 芳 香 族 と 極 性 の カ テ ゴ リ ー 両 方 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 対 象 」 と は 、 好 ま し く は ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 で あ る が 、
例 え ば 家 畜 （ 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ な ど ） 、 農 業 用 の 家 畜 （ 例 え ば ウ シ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ マ
な ど ） 、 お よ び 実 験 用 の 動 物 （ 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト な ど ） で あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 、 化 合 物 の 「 有 効 量 」 と は 、 目 的 と す る 治 療 お よ び /ま た
は 予 防 効 果 を 得 る の に 十 分 な 量 、 例 え ば 、 例 え ば 上 述 の TGF-β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー ポ リ ペ
プ チ ド に 関 連 し た 疾 患 な ど の 、 治 療 さ れ る 疾 患 に ま つ わ る 症 状 の 予 防 ま た は 減 少 を も た ら
す 量 の こ と を い う 。 対 象 に 投 与 さ れ る 化 合 物 の 量 は 、 疾 患 の 種 類 お よ び 重 症 度 、 な ら び に
一 般 的 健 康 状 態 、 年 齢 、 性 別 、 体 重 、 お よ び 薬 剤 に 対 す る 耐 性 な ど の 個 々 の 特 性 に よ っ て
決 ま る 。 さ ら に 、 疾 患 の 度 合 い 、 重 症 度 、 お よ び 種 類 に も よ る 。 当 業 者 は 、 こ れ ら の 、 ま
た そ の 他 の 要 因 に 基 づ い て 適 切 な 用 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 治 療 ま た は 予 防
的 効 果 を 得 る た め に 十 分 な 、 本 発 明 の 化 合 物 の 有 効 量 は 、 体 重 1 kgに つ き 1日 約 0.0001 mg
か ら 約 10,000 mgの 範 囲 で あ る 。 好 ま し く は 、 用 量 の 範 囲 は 、 体 重 1 kgに つ き 1日 約 1 mgか
ら 約 100 mg で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 化 合 物 同 士 を 組 み 合 わ せ て 、 ま た は 本 発 明 の 化 合 物
と ひ と つ 以 上 の そ の 他 の 治 療 用 化 合 物 と を 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 ま た は 「 精 製 さ れ た 」 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の
生 物 活 性 部 分 は 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド の 発 生 源 で あ る 細 胞 ま た は 組 織 か
ら の 細 胞 物 質 、 ま た は そ の 他 の 含 有 ポ リ ペ プ チ ド を 実 質 的 に 含 ん で い な い か 、 ま た は 科 学
的 に 合 成 さ れ た 場 合 に お い て は 、 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は そ の 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ん
で い な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 実 質 的 に 細 胞 物 質 を 含 ま な い 」 と い う 表 現 は 、 組 織 分 化
因 子 に 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド の 調 合 液 を 含 み 、 細 胞 か ら 単 離 ま た は 組 換 え に よ り 生 成 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 細 胞 の 細 胞 成 分 か ら は 単 離 さ れ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 「 実 質
的 に 細 胞 物 質 を 含 ま な い 」 と い う 用 語 は 、 （ 乾 燥 重 量 で ） 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し て い な い
ポ リ ペ プ チ ド （ 本 明 細 書 に お い て 「 混 入 ポ リ ペ プ チ ド 」 と も 呼 ば れ る ） の 約 30%未 満 、 よ
り 好 ま し く は 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド の 約 20%未 満 、 さ ら に 好 ま し く
は 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド の 約 10%未 満 、 そ し て も っ と も 好 ま し く は
組 織 分 化 因 子 に 関 連 し て い な い ポ リ ペ プ チ ド の 約 5%未 満 で あ る 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た
ポ リ ペ プ チ ド の 調 合 液 を 含 む 。 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 活 性
部 分 が 組 換 え に よ り 生 成 さ れ た 場 合 、 こ れ は ま た 好 ま し く は 、 実 質 的 に 培 養 の 培 地 を 含 ま
な い 。 す な わ ち 、 培 地 は 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド の 調 合 液 の 容 積 の 、 約 20
%未 満 、 よ り 好 ま し く は 10%未 満 、 も っ と も 好 ま し く は 5%未 満 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 実 質 的 に 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は そ の 他 の 化 学 物 質 を 含 ま
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な い 」 と い う 表 現 は 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド の 調 合 液 を 含 み 、 こ の と き ポ
リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 に 関 与 し た 、 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は そ の 他 の 化 学 物 質
か ら は 単 離 さ れ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 「 実 質 的 に 、 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は そ の 他 の 化
学 物 質 を 含 ま な い 」 と い う 表 現 は 、 （ 乾 燥 重 量 で ） 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は 組 織 分 化 因 子 に
関 連 し て い な い 化 学 物 質 の 約 30%未 満 、 好 ま し く は 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は 組 織 分 化 因 子 に
関 連 し て い な い 化 学 物 質 の 約 20%未 満 、 さ ら に 好 ま し く は 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は 組 織 分 化
因 子 に 関 連 し て い な い 化 学 物 質 の 約 10%未 満 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 前 駆 的 化 学 物 質 ま た
は 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し て い な い 化 学 物 質 の 約 50%未 満 で あ る 、 組 織 分 化 因 子 に 関 連 し た
ポ リ ペ プ チ ド の 調 合 液 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 変 異 体 」 と い う 用 語 は 、 本 発 明 の 化 合 物 と は 異 な る が 、
そ れ ら の 本 質 的 な 特 性 を 保 持 し た 化 合 物 の こ と を い う 。 変 異 体 の 非 制 限 的 な 例 に 、 通 常 変
性 型 変 異 体 と し て 知 ら れ る 参 照 化 合 物 に 関 し て 、 保 存 的 置 換 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 が あ る 。 変 異 体 の ヒ ト 以 外 の 別 の 例 と し て 、 本 発 明 の 化 合 物 と 構
造 的 に は 異 な る が 、 同 じ 活 性 ド メ イ ン を 保 持 し て い る 化 合 物 が あ る 。 変 異 体 は 、 N末 端 も
し く は C末 端 の 延 長 、 キ ャ ッ プ さ れ た ア ミ ノ 酸 、 活 性 ア ミ ノ 酸 側 鎖 官 能 基 の 修 飾 （ 例 え ば
、 リ ジ ン 残 基 か ら の 分 岐 ） 、 ペ グ 化 、 お よ び /ま た は ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 の 切 断 を 含 む 。
通 常 変 異 体 は 、 全 体 に 極 め て 類 似 し て お り 、 多 く の 領 域 で 本 発 明 の 化 合 物 と 同 一 で あ る 。
し た が っ て 、 変 異 体 は 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 、 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 、 ま た は そ の 両 方 の 変 化
を 含 む こ と が あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 小 分 子 」 と は 、 分 子 量 が 約 5 kDa未 満 、 よ り 好 ま し く は
約 2 kDa未 満 で あ る 組 成 物 の こ と を い う 。 小 分 子 は 、 例 え ば 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ
チ ド 、 グ リ コ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 リ ポ 多 糖 類 、 こ れ ら の 組 み 合
わ せ 、 ま た は 他 の 有 機 も し く は 無 機 分 子 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
詳 細
I.　 本 発 明 の 組 成 物
A.　 TDFRPポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 組 織 分 化 因 子 の 機 能 的 類 似 体 で あ る 化 合 物 、 す な わ ち 、 例 え ば TGFβ ス ー パ
ー フ ァ ミ リ ー 受 容 体 作 用 物 質 と し て 作 用 す る こ と に よ り 、 TGFβ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー タ ン
パ ク 質 を 機 能 的 に 模 倣 し て い る 化 合 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 腎 細 胞 、 間 葉 細 胞
な ど の 対 象 の 細 胞 お よ び 組 織 の 成 長 ま た は 分 化 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 合 成 、 イ ン テ グ リ
ン の 発 現 、 骨 お よ び 軟 骨 の 形 成 、 腹 部 中 胚 葉 の 誘 導 を 促 進 し 、 神 経 組 織 の 分 化 を 促 進 し 、
器 官 形 成 を 促 進 し 、 赤 血 球 の 生 成 を 促 進 し 、 背 部 中 胚 葉 お よ び 神 経 細 胞 の 成 長 を 誘 導 し 、
組 織 の 恒 常 性 を 促 進 し 、 免 疫 反 応 を 誘 導 す る こ と が 望 ま れ て い る 対 象 へ の 投 与 に 適 し て い
る 。 こ れ に 対 し て 、 線 維 症 、 関 節 リ ウ マ チ 、 ま た 中 で も 発 癌 な ど の 病 理 学 的 状 況 は 、 組 織
分 化 因 子 様 活 性 の 過 度 な 結 果 で あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 TGFβ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 受
容 体 の 機 能 的 拮 抗 物 質 で あ る 化 合 物 を 提 供 す る こ と が 、 本 発 明 の 更 な る 目 的 で あ る 。 TGF
β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 受 容 体 の 部 分 拮 抗 物 質 お よ び 部 分 作 用 物 質 で あ る 化 合 物 を 提 供 す る
こ と も ま た 、 本 発 明 の 目 的 で あ る 。 本 発 明 の こ れ ら の 化 合 物 は 、 脳 梗 塞 お よ び 外 傷 性 脳 損
傷 と 同 様 に 、 急 性 お よ び 慢 性 療 法 の 腎 臓 病 の 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 TGFβ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 受 容 体 の 機 能 モ ジ ュ レ ー タ と し て 作 用 す る
化 合 物 を 同 定 、 設 計 、 お よ び 生 成 す る の に 有 用 な 、 構 造 に 基 づ く 方 法 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 化 合 物 は 、 小 分 子 、 よ り 詳 し く は 、 本 明 細 書 に お い て 配 列 番 号 ： 1～ 208と し て 同 定 さ
れ て い る 一 般 構 造 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち 下 記 に 詳 細 を 記 す 、 TDF関 連 ペ プ チ ド
（ 以 下 「 TDFRP」 ） を 含 む 。 変 異 体 、 類 似 体 、 相 同 体 、 ま た は 種 の 相 同 体 な ど の こ れ ら の
化 合 物 の 断 片 も ま た 、 こ れ ら の 変 性 形 態 と 同 様 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の TDFRPポ リ
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ペ プ チ ド は 、 例 え ば 配 列 番 号 ： 17の よ う に N末 端 に 、 ま た は 配 列 番 号 ： 18の よ う に C末 端 に
、 ま た ま た は 配 列 番 号 ： 19の よ う に N末 端 と C末 端 の 両 方 が キ ャ ッ プ さ れ う る 。 本 発 明 の TD
FRPポ リ ペ プ チ ド は 、 PEG化 さ れ た り 、 ま た は 、 例 え ば リ ジ ン 残 基 の よ う な 活 性 側 鎖 を 含 む
任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 分 岐 等 の 修 飾 が 行 わ れ て も よ い 。 本 発 明 の TDFRPポ リ ペ プ チ
ド は 、 直 線 で あ る こ と も 環 状 で あ る こ と も あ る 。 TDFRPの 末 端 配 列 の 長 さ は 多 様 で あ り う
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 TDFRP化 合 物 は 、 天 然 ア ミ ノ 酸 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 、 d-ア ミ ノ 酸 お よ び l-ア ミ ノ 酸 、 ま た
そ れ ら の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 通 常 み ら れ る 遺 伝
的 に コ ー ド さ れ な い ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 こ れ ら の 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ な い ア ミ ノ 酸 は 、 β -
ア ラ ニ ン （ β -ALA） 、 お よ び 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 （ Dap） 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン
酸 （ Dpr） 、 4-ア ミ ノ 酪 酸 な ど 、 そ の 他 の ω -ア ミ ノ 酸 ； α -ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 （ Aib） ； ε -
ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 （ Aha） ； δ -ア ミ ノ バ レ リ ア ン 酸 （ Ava） ； N-メ チ ル グ リ シ ン ま た は サ
ル コ シ ン （ MeGly） ； オ ル ニ チ ン （ Orn） ； シ ト ル リ ン （ Cit） ； t-ブ チ ル ア ラ ニ ン （ t-BuA
） ； t-ブ チ ル グ リ シ ン （ t-BuG） ； N-メ チ ル イ ソ ロ イ シ ン （ Melle） ； フ ェ ニ ル グ リ シ ン （
Phg） ； シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ラ ニ ン （ Cha） ； ノ ル ロ イ シ ン （ NLE） ； 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン （ 2
-Nal） ； 4-ク ロ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe（ 4-CI） ） ； 2-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe
（ 2-F） ） ； 3-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe（ 3-F） ） ； 4-フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
（ Phe（ 4-F） ） ； ペ ニ シ ラ ミ ン （ Pen） ； 1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン
酸 （ Tic） ； β -2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン （ Thi） ； メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド （ MSO） ； ホ モ ア ル
ギ ニ ン （ hArg） ； N-ア セ チ ル リ ジ ン （ AcLys） ； 2,3-ジ ア ミ ノ 酪 酸 （ Dab） ； 2,3-ジ ア ミ ノ
酪 酸 （ Dbu） ； P-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Phe（ pNH2） ） ； N-メ チ ル バ リ ン （ MeVal） ；
ホ モ シ ス テ イ ン （ Cys） お よ び ホ モ セ リ ン （ hSer） を 含 み 、 ま た こ れ ら に 限 ら れ な い 。 化
合 物 の 、 非 天 然 の 変 異 体 は 、 突 然 変 異 誘 発 技 術 ま た は 直 接 合 成 に よ り 生 成 さ れ る 。 本 発 明
の 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 の TDFRP化 合 物 は プ ロ ド ラ ッ グ で あ る 。 す な わ ち 、 例 え ば
イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ に お い て 生 体 系 と 接 触 し て 増 加 す る な ど の よ う に 、 TDFRP化 合
物 の 生 物 活 性 は 変 化 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 TDFRPは 配 列 番 号 ： 1に 示 さ れ る 一 般 構 造 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 X 9 X 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 X 1 5 X 1 6 X 1 7 X 1 8 X 1 9 X 2 0 （ 配 列 番 号 ： 1） 、 こ の と き X 1
～ X 2 0 は そ れ ぞ れ に 独 立 し て 変 化 し 、 ま た こ の と き Xは 任 意 の 天 然 の ア ミ ノ 酸 、 ま た は 非 天
然 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 こ の と き 最 高 17ま で の ア ミ ノ 酸 が 欠 如 し て い る こ と が あ る 。 こ の 態
様 の あ る 局 面 に お い て 、 欠 如 し て い る ア ミ ノ 酸 は 、 連 続 し た 、 ま た は 離 れ た も の で あ る 。
別 の 態 様 に お い て 、 TDFRPは 、 配 列 番 号 ： 1に 示 さ れ た 一 般 構 造 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ
り 、 こ の と き X 1 ～ X 2 0 は そ れ ぞ れ に 独 立 し て 変 化 し 、 ま た こ の と き Xは 任 意 の 天 然 の ア ミ ノ
酸 、 ま た は 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 で あ り ； さ ら に こ の と き 、 ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も 二 つ の
Cys残 基 を 含 み 、 ま た こ の と き 、 最 高 17ま で の ア ミ ノ 酸 が 欠 如 し て い る こ と が あ る 。 こ の
態 様 の 局 面 に お い て 、 欠 如 し て い る ア ミ ノ 酸 は 、 連 続 し た 、 ま た は 離 れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 TDFRPは 配 列 番 号 ： 2に 示 さ れ る 一 般 構 造 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 CX 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 X 9 X 1 0 X 1 1 X 1 2 X 1 3 X 1 4 （ 配 列 番 号 ： 2） 、 こ の と き X 1 ～ X 1 4 は そ れ ぞ れ に
独 立 し て 変 化 し 、 ま た こ の と き 、 X 1 は Tyr、 Ile、 お よ び 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 、 任 意 の 脂 肪 族 ア
ミ ノ 酸 、 ま た は 任 意 の 極 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 2 は Phe、 Val、 任 意 の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 、 ま た
は 任 意 の 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 3 は Aspま た は 任 意 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 4 は Asp、 Gl
uま た は 任 意 の 酸 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 5 は Ser、 Asnま た は 任 意 の 極 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 6
は Serま た は 任 意 の 極 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 7 は Asn、 Glnま た は 任 意 の 極 性 ア ミ ノ 酸 で あ り
； X 8 は Valま た は 任 意 の 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 9 は Ile、 Val、 Leuま た は 任 意 の 脂 肪 族 ア
ミ ノ 酸 で あ り ； X 1 0 は Lysま た は 任 意 の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 1 1 は Lysま た は 任 意 の 塩 基
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性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 1 2 は Tyrま た は 任 意 の 極 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； X 1 3 は Argま た は 任 意 の 塩
基 性 ア ミ ノ 酸 で あ り ； か つ X 1 4 は Serま た は 任 意 の 極 性 ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 2の 順 列 の よ う な 、 し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 順 列 に 基 づ い た 典
型 的 な TDFRP配 列 は 、 本 明 細 書 に お い て は 配 列 番 号 ： 3～ 208と し て 同 定 さ れ 、 下 記 の 表 1-4
で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ れ ら の 化 合 物 は 、 小 分 子 、 よ り 詳 し く は 、 本 明 細 書 に お い て 配 列 番 号 ： 3～ 38と し て
同 定 さ れ 、 表 1に 説 明 さ れ る ペ プ チ ド を 含 む 。 こ れ ら の 化 合 物 の 変 異 体 、 類 似 体 、 相 同 体
、 ま た は 種 の 相 同 体 な ど の 断 片 も ま た 、 こ れ ら の 変 性 形 態 と 同 様 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 化 合 物 は 、 配 列 番 号 ： 3～ 38と し て 開 示 す る 配 列 内 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 に お い て 、 単 一 、
二 基 、 三 基 、 ま た は 多 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 含 む 。
置 換 に は 、 天 然 ア ミ ノ 酸 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 、 d-ア ミ ノ 酸 お よ び l-ア ミ ノ 酸 、 お よ び そ れ ら
の 任 意 の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。 化 合 物 は 、 配 列 番 号 ： 3～ 38の 、 例 え ば 、 長 さ に し て 少
な く と も 約 3つ の ア ミ ノ 酸 か ら の 断 片 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

10

(13) JP 2006-507804 A 2006.3.9



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
　 単 一 、 二 基 、 ま た は 三 基 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 、 配 列 番 号 ： 38と 同 じ 長 さ の 典 型 的 な
化 合 物 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 表 2に 示 し た 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 配 列 番 号
： 1～ 37は 細 か く 説 明 さ れ て は い な い が 、 記 述 さ れ て い る よ う に 、 同 様 に 修 正 す る こ と が
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で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 表 ２ 】
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【 ０ ０ ５ ３ 】
　 配 列 番 号 ： 38の 典 型 的 な 断 片 （ こ れ も 説 明 を 目 的 と し て 選 択 さ れ る ） を 表 3に 示 す 。 表 3
に 表 さ れ た 配 列 断 片 は 、 皆 明 ら か に 11の ア ミ ノ 酸 を 有 し て い る が 、 例 え ば 3つ 以 上 の ア ミ
ノ 酸 か ら 始 ま る 、 よ り 小 さ い 、 ま た は よ り 大 き い 断 片 も 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 化 合 物 は ま た 、 小 分 子 、 よ り 詳 し く は 、 本 明 細 書 に お い て 配 列 番 号 ： 160～ 208と し て
同 定 さ れ 、 表 4に 示 さ れ た ペ プ チ ド （ こ れ も 説 明 を 目 的 と し て 選 択 さ れ る ） を 含 む 。 こ れ
ら の 化 合 物 の 変 異 体 、 類 似 体 、 相 同 体 、 ま た は 種 の 相 同 体 な ど の 断 片 も ま た 、 こ れ ら の 変
性 形 態 と 同 様 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(17) JP 2006-507804 A 2006.3.9



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 化 合 物 は 、 配 列 番 号 ： 1～ 208の 類 似 体 ま た は 相 同 体 を 含 ん で い る
。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 例 え ば 、 好 ま し く は 50%以 上 の ア ミ ノ 酸 の 一 致 度 、 よ り 好 ま し く は 7
5%以 上 の ア ミ ノ 酸 の 一 致 度 、 ま た さ ら に 好 ま し く は 90%以 上 の ア ミ ノ 酸 の 一 致 度 で 、 配 列
番 号 ： 1～ 208に 対 す る 相 同 性 を 有 す る 類 似 体 ま た は 相 同 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 配 列 の 相 同 性 は 、 規 定 パ ラ メ ー タ 付 き の 配 列 分 析 用 の ソ フ ト ウ ェ ア （ ウ ィ ス コ ン シ ン 大
学 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー セ ン タ ー 、 遺 伝 コ ン ピ ュ ー タ グ ル ー プ の 配 列 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ
ケ ー ジ ［ Sequence Analysis Software Package of the Genetics Computer Group, Unive
rsity of Wisconsin Biotechnology Center］ 、 1710 University Avenue, Madison, Wis.
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 53705） を 使 用 し て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 参 照 配 列 に 対 す る 相 同 性 が 100%未 満 で あ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 場 合 、 非 相 同 的 位 置 は 、
参 照 配 列 の 保 存 的 置 換 で あ る こ と が 好 ま し い が 、 必 ず し も そ う で な く て も よ い 。 保 存 的 置
換 は 一 般 的 に 、 以 下 の 群 内 で の 置 換 を 含 む ： グ リ シ ン お よ び ア ラ ニ ン ； バ リ ン 、 イ ソ ロ イ
シ ン 、 お よ び ロ イ シ ン ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 ； ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ
ミ ン ； セ リ ン お よ び  ト レ オ ニ ン ； リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン ； な ら び に 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ
ン お よ び チ ロ シ ン 。 こ の よ う に 、 本 発 明 に は 、 例 え ば 、 配 列 、 構 造 、 機 能 、 お よ び 抗 原 特
性 や そ の 他 の 機 能 に お け る 、 対 応 す る 親 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と の 相 同 性 を 維 持 す る
よ う に 変 化 し た 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 変 化 は 、 例 え ば 、 分 子 特 性 が
広 範 に 類 似 し て い る ア ミ ノ 酸 間 で の 変 化 な ど 、 ア ミ ノ 酸 の 同 類 変 化 を 含 む も の で あ る 。 例
え ば 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン お よ び イ ソ ロ イ シ ン な ど の 脂 肪 族 基 内 で の 置 き 換 え は
、 同 類 間 の 置 き 換 え と 考 え る こ と が で き る 。 ま た 時 と し て 、 グ リ シ ン と こ れ ら の う ち の 一
つ と の 置 換 を 同 類 間 の 置 き 換 え と み な す こ と も あ る 。 そ の 他 の 同 類 間 で の 置 き 換 え に は 、
脂 肪 族 基 に つ い て は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 間 ； ア ミ ド 基 に つ い て は 、 ア ス
パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン 間 ； ヒ ド ロ キ シ ル 基 に つ い て は 、 セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン 間 ；
芳 香 族 基 に つ い て は 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン お よ び ト リ プ ト フ ァ ン 間 ； 塩 基 性 基 に
つ い て は 、 リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 間 ； ま た 、 硫 黄 含 有 基 に つ い て は 、 メ チ
オ ニ ン お よ び シ ス テ イ ン 間 で の 置 き 換 え が 含 ま れ る 。 時 と し て メ チ オ ニ ン お よ び ロ イ シ ン
の 群 間 の 置 換 を 、 保 存 的 置 換 と み な す こ と も で き る 。 保 存 的 置 換 グ ル ー プ と し て 、 ア ス パ
ラ ギ ン 酸 -グ ル タ ミ ン 酸 ； ア ス パ ラ ギ ン -グ ル タ ミ ン ； バ リ ン -ロ イ シ ン -イ ソ ロ イ シ ン ； ア
ラ ニ ン -バ リ ン ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン -チ ロ シ ン ； お よ び リ ジ ン -ア ル ギ ニ ン が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 全 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 伸 張 な ど の 挿 入 を 含 む 、 改 変 さ れ た 配 列 を 有 し つ
つ 、 TDF作 用 物 質 ま た は 拮 抗 物 質 の 適 切 な 特 性 を 維 持 す る 化 合 物 を 提 供 す る 。 加 え て 、 配
列 の 改 変 に は 、 化 合 物 の 全 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら の 切 り 取 り で あ る 、 任 意 の ま た は 計 画 さ
れ た 内 部 切 除 が 含 ま れ る 。 し か し な が ら 、 化 合 物 は 、 そ の TDF様 の 機 能 特 性 を 維 持 し て い
る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 配 列 番 号 ： 1～ 208内 の 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 置 き 換 え る
残 基 と 似 た 、 物 理 的 お よ び /ま た は 化 学 的 特 性 を 有 す る 、 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 と 置 き 換 え ら
れ る 。 好 ま し く は 、 ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 は 、 以 下 で 詳 し く 説 明 さ れ る よ う に 、 ア ミ ノ 酸
が 、 指 定 さ れ た 種 類 と 同 じ 種 類 に 含 ま れ る 別 の ア ミ ノ 酸 と 置 き 換 え ら れ る 。 挿 入 、 欠 失 、
お よ び 置 換 は 、 そ れ ら に よ っ て 化 合 物 の 機 能 特 性 が 失 わ れ な い 場 合 に お い て 適 切 で あ る 。
改 変 さ れ た 化 合 物 の 機 能 性 は 、 改 変 さ れ た 化 合 物 の TDF様 特 性 の 分 析 用 に 設 計 さ れ た 、 以
下 に 説 明 さ れ る イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ 分 析 に 基 づ い て 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 配 列 番 号 ： 1～ 208の ア ミ ノ 酸 残 基 、 配 列 番 号 ： 1～ 208の 類 似 体 ま た は 相 同 体 は 、 遺 伝 的
に コ ー ド さ れ る l-ア ミ ノ 酸 、 天 然 の 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ な い l-ア ミ ノ 酸 、 合 成 d-ア ミ ノ 酸
、 ま た は 上 述 の す べ て の d-光 学 異 性 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
B.　 TDFRP核 酸 配 列
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 そ の 変 性 型 変 異 体 を 含 む 、 配 列 番 号 ： 1～ 208を コ ー ド す る 、 一 つ 以
上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 従 っ て 、 配 列 番 号 ： 1～ 208を コ ー ド す る 任 意 の 核 酸 配 列 と
、 低 い 親 和 性 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る 核 酸 配 列 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る と み
な さ れ る 。 例 え ば 、 約 20～ 40塩 基 の 核 酸 配 列 に 対 し 、 一 般 的 な プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 洗 浄 の 手 順 は 以 下 の と お り で あ る ： （ 1） プ レ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ： 5× デ ン ハ ー ト 溶 液 、 6× SSC（ 175 gの NaCl、 10 Nの NaOHで pHを 7.0
に 調 節 し た 800 mlの H 2 0中 の 88.2 gの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 20× SSC） 、 0.1%の SDS
、 お よ び 100 μ g/mlの 変 性 し た サ ケ 精 子 DNA中 で 、 標 的 と す る 変 性 DNAを 含 ん だ ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス フ ィ ル タ ー を 、 55℃ で 3～ 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 、 （ 2） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン ： プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 と プ ロ ー ブ 中 で 、 フ ィ ル タ ー を 42℃ で 14～ 48時 間 イ
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ン キ ュ ベ ー ト す る 、 （ 3） 洗 浄 ： 6× SSCお よ び 0.1%の SDS中 、 室 温 で 15分 間 の 洗 浄 を 3回 行
い 、 続 い て 6× SSCお よ び 0.1%の SDS中 、 55℃ で 最 終 洗 浄 を 1～ 1.5分 行 う 。 そ の 他 の 同 様 な
手 順 、 例 え ば ホ ル ム ア ミ ド な ど の 有 機 溶 媒 の 使 用 も 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 体 、 言 い 換 え る と 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 、 相 同 、 ま た は 関 連 の あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 天 然 の 代 替 形 態 を 含 む 。 ま た は 、 非 天 然 の 変 異
体 が 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 突 然 変 異 誘 発 技 術 ま た は 直 接 合 成 技 術 に よ り 生 成 さ れ る こ と も
あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
C.　 TDFRP組 換 え 発 現 ベ ク タ ー
　 本 発 明 の 別 の 局 面 に は 、 TDFRPを コ ー ド す る 一 つ 以 上 の 核 酸 配 列 を 含 ん だ ベ ク タ ー が 含
ま れ る 。 一 つ 以 上 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え 発 現 に つ い て 、 核 酸 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の す べ て 、 ま た は 一 部 分 を 含 む 核 酸 が 、 以 下 に 説 明 さ れ る 、 当
技 術 分 野 で は 周 知 の 組 換 え DNA技 術 に よ り 、 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 ま た は 発 現 ベ
ク タ ー （ す な わ ち 、 挿 入 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 に 必 要 な
因 子 を 含 ん だ ベ ク タ ー ） に 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 一 般 に 、 組 換 え DNA技 術 に お い て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 し ば し ば プ ラ ス ミ ド の 形 態 で
あ る 。 本 明 細 書 に お い て 、 プ ラ ス ミ ド が ベ ク タ ー の 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 形 態 で あ る こ
と か ら 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 は ほ と ん ど 同 じ 意 味 で 使 用 さ れ る 。 し か し な
が ら 、 本 発 明 は 、 同 等 の 機 能 を 有 す る 、 ウ ィ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 複 製 の 欠 損 し た レ ト
ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス ） な ど の 、 厳 密 に 言 う と プ ラ ス ミ
ド で は な い 発 現 ベ ク タ ー の 他 の 形 態 を 含 む こ と を 目 的 と し て い る 。 こ の 様 な ウ ィ ル ス ベ ク
タ ー は 、 対 象 へ の 感 染 と 、 そ の 対 象 に お け る 化 合 物 の 発 現 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 内 で の 核 酸 の 発 現 に 適 し た 形 態 で 、 TDF様 の
特 性 を 有 す る 化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 。 つ ま り こ れ は 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 、 発
現 さ れ る べ き 核 酸 配 列 に 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 し て い る 、 発 現 に 使 わ れ る 宿 主 細 胞 に 基 づ
い て 選 択 さ れ た 、 一 つ 以 上 の 調 節 配 列 を 含 む こ と を 意 味 し て い る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内
に お け る 「 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 」 と は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 可 能 に す る よ う な 形
で の （ 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 /翻 訳 シ ス テ ム 、 ま た は ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 内 に 取 り 込 ま
れ た 場 合 の 宿 主 細 胞 に お い て ） 、 該 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 調 節 配 列 と の 結 合 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 「 調 節 配 列 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び そ の 他 の 発 現 調 節 因 子
（ 例 え ば ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ） を 含 む 。 こ の 様 な 調 節 配 列 に つ い て は 、 例 え ば 、 Goed
del、 「 GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185」 、 Academic Press, 
San Diego, Calif. （ 1990） な ど に 記 載 さ れ て い る 。 調 節 配 列 に は 、 多 様 な 宿 主 細 胞 に お
け る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 成 的 な 発 現 を 導 く も の と 、 特 定 の 宿 主 細 胞 の み の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 発 現 を 導 く も の （ 例 え ば 組 織 特 異 的 な 調 節 配 列 ） と が 含 ま れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 設
計 が 、 形 質 転 換 さ れ る べ き 宿 主 細 胞 の 選 択 や 、 目 的 と す る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の レ ベ ル な
ど の 要 因 に 基 づ く こ と が 、 当 業 者 ら に よ り 認 め ら れ て い る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 宿
主 細 胞 に 取 り 入 れ 、 そ れ に よ っ て 、 本 明 細 書 に 記 さ れ て い る 要 領 で 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ
る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 TDFRPお よ び TDFRP由 来 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド な ど ） を 含 む 、
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 生 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
D.　 TDFRP発 現 性 の 宿 主 細 胞
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 一 つ 以 上 の TDFRPを コ ー ド す る 核 酸 を 含 ん だ 、 TDFRP発 現 性 の 宿 主
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細 胞 に 関 連 す る 。 本 発 明 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 に お い て 、 TDFR
Pを 発 現 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 TDFRPは 、 大 腸 菌 な ど の 細 菌 性 細 胞 、
昆 虫 細 胞 （ バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 ） 、 例 え ば 酵 母 や 酵 母 細 胞 な ど の 真 菌 細
胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 の 細 胞 に お い て 発 現 さ れ る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 に つ い て は 、 Goeddel、
「 GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185」 、 Academic Press, San D
iego, Calif. （ 1990） に 、 よ り 詳 し く 説 明 さ れ て い る 。 一 方 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、
例 え ば 、 T7プ ロ モ ー タ ー 調 節 配 列 お よ び T7ポ リ メ ラ ー ゼ を 使 用 し て 、 イ ン ビ ト ロ で 転 写 お
よ び 翻 訳 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 原 核 生 物 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 融 合 ま た は 非 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か の
発 現 を 導 く 、 構 成 性 ま た は 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー に よ り 、 ほ と ん ど の 場 合
大 腸 菌 に お い て 起 こ る 。 融 合 ベ ク タ ー は 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 通 常 は 組 換 え ポ リ
ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端 に 多 数 の ア ミ ノ 酸 を 追 加 す る 。 こ の 様 な 融 合 ベ ク タ ー は 一 般 的 に 次
の 三 つ の 目 的 を 果 た す ： （ i） 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 増 加 す る ； （ ii） 組 換 え ポ リ
ペ プ チ ド の 溶 解 度 を 増 加 す る ； お よ び （ iii） ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に お い て リ ガ ン ド と し
て 働 く こ と に よ っ て 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 助 け る 。 し ば し ば 、 融 合 発 現 ベ ク タ ー
に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 が 融 合 部 分 と 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド と の 接 合 部 に 導 入 さ
れ 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 後 は 、 融 合 部 分 か ら 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る こ と が 可
能 に な る 。 こ の よ う な 酵 素 、 お よ び そ の 同 起 源 の 認 識 配 列 は 、 Xa因 子 、 ト ロ ン ビ ン お よ び
エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ を 含 む 。 代 表 的 な 融 合 発 現 ベ ク タ ー に 、 そ れ ぞ れ グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 マ ル ト ー ス E結 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド Aを 、 標 的 と
な る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ せ る 、 pGEX（ Pharmacia Biotech Inc、 Smithお よ び John
son、 1988. Gene 67： 31-40） 、 pMAL（ New England Biolabs、 Beverly、 Mass） お よ び pRI
T5（ Pharmacia、 Piscataway、 N. J.） を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 適 切 な 誘 導 性 の 非 融 合 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て 、 pTrc（ Amrannら 、 （ 1988） Gene
 69： 301-315） お よ び pET 11d（ Studierら 、 「 GENE EXPRESSION TECHNOLOGY： METHODS IN
 ENZYMOLOGY 185」 、 Academic Press、 San Diego, Calif.（ 1990） 60-89） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 大 腸 菌 に お け る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 最 大 に す る 一 つ の 方 法 は 、 組 換 え ポ リ ペ プ
チ ド を タ ン パ ク 質 分 解 性 に 切 断 す る 能 力 の 損 な わ れ た 宿 主 細 菌 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド を
発 現 さ せ る こ と で あ る 。 例 え ば 、 Gottesman、 「 GENE EXPRESSION TECHNOLOGY： METHODS I
N ENZYMOLOGY 185」 、 Academic Press、 San Diego, Calif.（ 1990） 119-128参 照 。 も う 一
つ の 方 法 は 、 各 ア ミ ノ 酸 の そ れ ぞ れ の コ ド ン が 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ 例 え ば 、 Wadaら 、 1992
. Nucl. Acids Res. 20： 2111-2118参 照 ） な ど の 発 現 宿 主 に お い て 選 択 的 に 使 用 さ れ る も
の と な る よ う に 、 核 酸 の 核 酸 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る た め に 改 変 す る こ と で あ る
。 本 発 明 の 核 酸 配 列 の こ の 様 な 改 変 は 、 標 準 的 な DNA合 成 技 術 に よ り 遂 行 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 TDFRP発 現 ベ ク タ ー は 、 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 酵 母 サ ッ カ ロ マ
イ セ ス ・ セ ル ヴ ィ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） に お け る 発 現 の ベ ク タ ー の 例 に は 、
pYepSec1（ Baldariら 、 1987. EMBO J. 6: 229-234） 、 pMFa（ Kurjanお よ び Herskowitz, 1
982. Cell 30： 933-943） 、 pJRY88（ Schultzら 、 1987. Gene 54： 113-123） 、 pYES2（ Inv
itrogen Corporation, San Diego, Calif.） 、 お よ び picZ（ InVitrogen Corp, San Diego
, Calif.） が 含 ま れ る 。 ま た は 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 TDFRPを 昆
虫 細 胞 に 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 培 養 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば 、 SF9細 胞 ） 中 の ポ リ ペ プ チ ド
発 現 に 使 用 さ れ る バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 pAcシ リ ー ズ （ Smithら 、 1983. Mol. Cel
l. Biol. 3： 2156-2165） お よ び pVLシ リ ー ズ （ Lucklowお よ び Summers, 1989. Virology 1
70： 31-39） を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 哺 乳 動 物
の 細 胞 中 に 発 現 さ れ る 。 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー の 例 に は 、 pCDM8（ Seed, 1987. Nature 32
9： 840） お よ び pMT2PC（ Kaufmanら 、 1987. EMBO J. 6： 187-195） が 含 ま れ る 。 哺 乳 動 物
の 細 胞 中 に 使 用 さ れ る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー の 制 御 機 能 は 、 し ば し ば ウ ィ ル ス 調 節 エ レ メ ン
ト に よ り 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 通 常 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ ィ
ル ス 2、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、 お よ び シ ミ ア ン ウ ィ ル ス 40か ら 生 じ る 。 原 核 お よ び 真 核
細 胞 の 両 方 に 適 し た そ の 他 の 発 現 系 に つ い て は 、 例 え ば 、 Sambrookら 、 「 MOLECULAR CLON
ING： A LABORATORY MANUAL」 第 2版 、 Cold Spring Harbor Laboratory、 Cold Spring Harb
or Laboratory Press、 Cold Spring Harbor, N. Y.、 1989、 16お よ び 17章 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 組 換 え 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の 種 類 の 細 胞 に お い て （ 例 え
ば 、 組 織 特 異 的 調 節 エ レ メ ン ト は 、 核 酸 の 発 現 に 使 用 さ れ る ） 、 核 酸 の 発 現 を 選 択 的 に 導
く こ と が で き る 。 組 織 特 異 的 調 節 エ レ メ ン ト は 、 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る 。 適 切 な 組 織
特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 非 制 限 的 例 に は 、 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー （ 肝 臓 特 異 的 ； Pinkert
ら 、 1987. Genes Dev. 1:268-277） 、 リ ン パ 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ Calameお よ び Eaton、 1
988. Adv. Immunol. 43： 235-275） 、 特 に T細 胞 受 容 体 の プ ロ モ ー タ ー （ Winotoお よ び Bal
timore、 1989. EMBO J. 8： 729-733） お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Banerjiら 、 1983. Cell 33
： 729-740； Queenお よ び Baltimore、 1983. Cell 33： 741-748） 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 プ ロ
モ ー タ ー （ 例 え ば ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト プ ロ モ ー タ ー ； Byrneお よ び Ruddle、 1989. Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 86： 5473-5477） 、 膵 臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ Edlundら 、 1985. S
cience 230： 912-916） 、 お よ び 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 乳 清 プ ロ モ ー タ ー ； 米
国 特 許 第 4,873, 316号 、 お よ び 欧 州 特 許 公 開 公 報 第 264,166号 ） が 含 ま れ る 。 発 達 の 調 節
プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 例 え ば 、 マ ウ ス ホ ッ ク ス プ ロ モ ー タ ー （ Kesselお よ び Gruss、 1990.
 Science 249： 374-379） お よ び α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン プ ロ モ ー タ ー （ Campesお よ び Tilghm
an、 1989. Genes Dev. 3： 537-546） を も 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ア ン チ セ ン ス 方 向 で 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 し た 、 本 発 明 の DNA分
子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 す な わ ち 、 DNA分 子 は 、 TDRFP mRNAに 対 し ア ン
チ セ ン ス な RNA分 子 の 発 現 （ DNA分 子 の 転 写 に よ る ） を 可 能 に す る よ う な 方 法 で 、 調 節 配 列
に 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 し て い る 。 ア ン チ セ ン ス 方 向 で ク ロ ー ン 化 し た 核 酸 に 動 作 可 能 な
状 態 で 結 合 し た 、 様 々 な 細 胞 の 種 類 で の ア ン チ セ ン ス RNA分 子 の 持 続 的 な 発 現 を 管 理 す る
調 節 配 列 を 選 ぶ こ と が で き る 。 例 え ば 、 構 成 性 の 、 組 織 特 異 的 ま た は 細 胞 型 特 異 的 な ア ン
チ セ ン ス RNAの 発 現 を 管 理 す る ウ ィ ル ス プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は エ ン ハ ン サ ー 、 ま た は
調 節 配 列 を 選 ぶ こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ
ー ジ ミ ド 、 ま た は 内 部 で 、 高 性 能 の 調 節 領 域 の 制 御 下 で ア ン チ セ ン ス 核 酸 が 生 成 さ れ る 弱
毒 化 ウ ィ ル ス の 形 態 で 存 在 し 、 そ の 活 性 は 、 ベ ク タ ー が 取 り 込 ま れ る 細 胞 型 に よ り 決 定 さ
れ る 。 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 を 使 用 し た 遺 伝 子 発 現 調 節 の 論 議 に つ い て は 、 例 え ば 、 Weintr
aubら 、 「 Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis」 、 Reviews-Trend
s in Genetics, Vol. 1 (1) 1986を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 取 り 込 ま れ た 宿 主 細 胞 に 関 連 す る
。 「 宿 主 細 胞 」 お よ び 「 組 み 換 え 宿 主 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お い て は ほ と ん ど
同 じ 意 味 で 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 用 語 が 、 特 定 の 対 象 細 胞 の み で は な く 、 そ の 子 孫 ま た は
潜 在 的 な 子 孫 の 細 胞 を も 意 味 す る こ と が わ か っ て い る 。 突 然 変 異 ま た は 周 囲 条 件 の 影 響 に
よ り 、 特 定 の 変 化 が 後 に 続 く 世 代 に 発 生 す る こ と が あ る た め 、 こ れ ら の 子 孫 は 事 実 上 は 親
細 胞 と 同 一 で は な い が 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 任 意 の 原 核 ま た は 真 核 細 胞 で あ る 。 例 え ば 、 TDFRPは 、 大 腸 菌 な ど の 細 菌
性 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 、 ま た は 哺 乳 動 物 の 細 胞 （ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の 卵 巣 細 胞 （
CHO） ま た は COS細 胞 な ど ） に 発 現 す る 。 他 の 適 切 な 宿 主 細 胞 も 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 通 常 の 形 質 転 換 、 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に よ り 、 ベ ク タ ー DNAを 原 核 ま た は
真 核 細 胞 内 に 取 り 込 む こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 形 質 転 換 」 お よ び 「
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は 塩 化 カ ル シ ウ ム の 共 沈 殿
、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 仲 介 の 移 入 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な ど
を 含 む 、 外 来 の 核 酸 （ 例 え ば DNA） を 宿 主 細 胞 中 に 取 り 込 む 、 当 技 術 分 野 で 認 め ら れ て い
る 様 々 な 技 術 を 指 す こ と を 意 図 し て い る 。 宿 主 細 胞 の 適 切 な 転 換 ま た は 移 入 法 は 、 Sambro
okら 、 （ 「 MOLECULAR CLONING： A LABORATORY MANUAL」 第 2版 、 Cold Spring Harbor Labo
ratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N. Y., 1989） 、
お よ び そ の 他 の 実 験 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 の 確 実 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に つ い て 、 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー お よ び
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 技 術 に よ っ て は 、 ご く 少 量 の 細 胞 の み が 、 外 来 の DNAを ゲ ノ ム 中 に
組 み 込 み う る こ と が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 要 素 を 同 定 お よ び 選 択 す る た め 、 選 択 マ ー カ
ー （ 例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 通 常 、 標 的 と な る 遺 伝 子 と と も に 宿
主 細 胞 中 に 取 り 込 ま れ る 。 様 々 な 選 択 マ ー カ ー と し て 、 G418、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン お よ び メ
ト ト レ キ セ ー ト な ど の 薬 物 に 対 す る 耐 性 を 与 え る マ ー カ ー が 含 ま れ る 。 TDFRPを コ ー ド す
る マ ー カ ー と 同 じ ベ ク タ ー 、 ま た は 別 の ベ ク タ ー に て 、 宿 主 細 胞 に 、 選 択 マ ー カ ー を コ ー
ド す る 核 酸 を 取 り 入 れ る こ と が で き る 。 取 り 込 ま れ た 核 酸 が 確 実 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 細 胞 は 、 薬 物 選 択 法 （ 例 え ば 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ 細 胞 は 生 き 延 び る が 、
そ の 他 の 細 胞 は 死 亡 す る ） に よ っ て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 培 養 物 に お け る 原 核 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 な ど 、 本 発 明 の 化 合 物 を 含 ん だ 宿 主 細 胞 を 、 組
み 換 え TDFRPの 生 成 （ す な わ ち 発 現 ） に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 方
法 は 、 本 発 明 の （ TDFRPを コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー が 取 り 込 ま れ て い る ） 宿 主 細 胞
を 、 TDFRPの 生 成 に 適 し た 培 地 に お い て 培 養 す る こ と を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 方 法 は
さ ら に 、 培 地 ま た は 宿 主 細 胞 か ら TDFRPを 単 離 す る 段 階 を 含 む 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 精
製 は 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て お り 、 イ オ ン 交 換 精 製 技 術 、 ま た は 、 例 え ば 化 合
物 に 対 す る 抗 体 に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 技 術 を 含 む 。 本 発 明 の 化 合 物 に 対 す る 抗 体 の 生
成 法 を 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
E.　 TDFRP由 来 の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 融 合 ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は ま た 、 TDFRP由 来 の キ メ ラ ま た は 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 化 合 物 を 提 供 す る 。
本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る TDFRP由 来 の 「 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 融 合 ポ リ ペ プ
チ ド 」 は 、 例 え ば 、 TDFRPと は 異 な っ た 、 同 一 も し く は 別 の 生 命 体 （ 非 TDFRP） か ら 派 生 し
た ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 、 実 質 的 に TDFRPと 相 同 で は な い ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 、 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 し た TDFRPを 含 む 。 TDFRP由 来 の 融
合 ポ リ ペ プ チ ド 内 で 、 TDFRPは 、 TDFRP全 体 ま た は そ の 一 部 に 相 当 す る 。 一 つ の 態 様 に お い
て 、 TDFRP由 来 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 配 列 番 号 ： 1～ 208の 断 片 の よ う な 、 少 な く
と も 一 つ の TDFRPの 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 TDFRP由 来 の 融 合 ポ
リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 二 つ の TDFRPの 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 含 む 。 ま た 別 の 態 様 に
お い て 、 TDFRP由 来 の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 三 つ の TDFRPポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学
的 に 活 性 な 部 分 を 含 む 。 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 内 で 、 「 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 し た 」 と い う 用
語 は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド お よ び 非 TDFRPポ リ ペ プ チ ド が フ レ ー ム 単 位 で 互 い に 融 合 し て い
る 状 態 を 意 味 す る 。 非 TDFRPポ リ ペ プ チ ド は 、 TDFRPの N末 端 ま た は C末 端 に 融 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 TDFRP配 列 が GST（ グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ ） 配 列 の N末 端 ま た は C末 端 に 融 合 し た 、 GST-TDFRP融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
こ の よ う な 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 み 換 え TDFRPの 精 製 を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 法 に よ っ て 容
易 に す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の N末 端 に 非 相 同 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む TDFRP
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 特 定 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 ） に お い て 、 TDFRP
の 発 現 お よ び /ま た は 分 泌 を 、 非 相 同 シ グ ナ ル 配 列 の 使 用 に よ り 増 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 TDFRP配 列 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー
フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー か ら 派 生 し た 配 列 に 融 合 し て い る 、 TDFRP-免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 の TDFRP-免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 薬 学 的 組 成 物 に 組
み 込 ん で 対 象 に 投 与 し 、 細 胞 表 面 で の TDFと TDF受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 間 の 相 互 作 用 を 抑 制 し
、 そ れ に よ り TDF-仲 介 シ グ ナ ル 伝 達 を イ ン ビ ボ で 抑 圧 す る こ と が で き る 。 ま た TDFRP-免 疫
グ ロ ブ リ ン 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 必 要 な 抗 原 を 有 す る 特 定 の 細 胞 ま た は 組 織 を 化 合
物 の 標 的 に す る な ど 、 TDFRPの 生 物 学 的 利 用 能 に 影 響 を 与 え る た め に 使 用 さ れ る 。 TDF/TDF
受 容 体 相 互 作 用 の 阻 害 は 、 細 胞 生 存 の 調 節 （ 例 え ば 、 促 進 ま た は 阻 害 ） に 加 え 、 増 殖 性 お
よ び 分 化 性 の 疾 患 の 両 方 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の TDFRP-免 疫 グ ロ ブ
リ ン 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を 、 免 疫 原 と し て 使 用 し 、 対 象 に お い て 抗 TDFRP抗 体 を 精 製 し 、 TDF
RPリ ガ ン ド を 精 製 し 、 か つ ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 に お い て 、 TDFと TDFリ ガ ン ド と の 相 互 作 用
を 阻 害 す る 分 子 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
II.　 TDRPの 調 製
A.　 TDFRPの ペ プ チ ド 合 成
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 例 え ば 固 相 ま た は 液 相 ペ プ チ ド 合 成 な ど の 、 標 準 的 ペ プ チ ド 合 成
技 術 を 使 用 し て 、 TDFRPを 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 配 列 番 号 ： 1～ 208
と し て 開 示 す る 化 合 物 は 、 例 え ば 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 使 用 し て
、 固 体 ま た は 液 体 支 持 相 上 で 、 化 学 的 に 合 成 さ れ た も の で あ る 。 Fields, G. B.（ 1997）
「 Solid-Phase Peptide Synthesis. Academic Press」 、 San Diegoを 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 TDFRPは 、 Fmoc（ 塩 基 に 不 安 定 な 保 護 基 ） ま た は Boc（ 酸 に 不 安 定 な α -ア ミ ノ 保 護 基 ）
ペ プ チ ド 合 成 の い ず れ か に よ り 生 成 さ れ る 。 合 成 の 後 TDFRPは 、 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば C-18、 C-8、 お よ び C-4カ ラ ム
を 使 用 し た 逆 相 HPLC、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 反 応 に 基 づ い た ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 精 製 法 な ど の 標 準 ポ リ ペ プ チ ド 精 製 技 術 を 使
用 し た 適 切 な 精 製 手 順 に よ り 、 実 質 的 に 、 前 駆 的 化 学 物 質 ま た は そ の 他 の 化 学 物 質 を 含 ま
な い 状 態 に な る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
B.　 組 換 え DNA技 術 を 使 用 し た TDFRPの 生 成
　 別 の 態 様 に お い て 、 TDFRPは 、 組 換 え DNA技 術 に よ り 生 成 さ れ る 。 例 え ば 、 細 菌 、 酵 母 、
バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス ま た は 真 核 細 胞 に お け る 化 合 物 の 過 剰 発 現 に よ り 、 十 分 な 量 の 化 合 物 が
生 成 さ れ る 。 化 合 物 の 、 例 え ば 、 反 応 混 合 物 、 細 胞 溶 解 物 、 ま た は 他 の 未 精 製 物 質 な ど の
、 異 質 成 分 か ら な る 混 合 物 か ら の 精 製 は 、 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 精 製 法 な ど 、 当 技 術 分 野 で 周 知
の 方 法 に よ っ て 遂 行 さ れ る 。 こ れ ら は 、 切 断 可 能 な 、 ま た は さ も な け れ ば 不 活 性 な エ ピ ト
ー プ ま た は 配 列 に 融 合 す る の に 伴 い 、 配 列 番 号 ： 1～ 208に よ っ て 示 さ れ た 化 合 物 の 発 現 に
よ り 、 容 易 と な る 。 精 製 法 に 加 え て 、 発 現 系 の 選 択 は 、 当 業 者 に は 周 知 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 分 析 、 特 性 付 け 、 ま た は 治 療 の
た め に 、 対 応 す る 化 合 物 が （ 構 成 的 に 、 ま た は 組 織 の 分 化 も し く は 発 達 の 特 定 の 段 階 に お
い て 、 ま た は 病 状 に お い て ） 選 択 的 に 発 現 し て い る 組 織 に 対 す る マ ー カ ー と し て 、 組 換 え
化 合 物 を 発 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 一 つ 以 上 の 化 合 物 の 組 換 え 発 現 の た め 、 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
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列 の す べ て 、 ま た は 一 部 を 含 む 核 酸 を 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー （ 挿 入 さ れ た ペ プ チ ド の コ ー
ド 化 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 に 必 要 な エ レ メ ン ト を 含 ん だ ベ ク タ ー ） に 挿 入 す る 。 態 様 に よ
っ て は 、 調 節 エ レ メ ン ト は 非 相 同 性 で あ る （ す な わ ち 天 然 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー で は な い ）
。 一 方 、 転 写 お よ び 翻 訳 の 必 要 シ グ ナ ル は 、 遺 伝 子 の 天 然 プ ロ モ ー タ ー お よ び /ま た は そ
の 隣 接 領 域 に よ っ て も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 様 々 な 宿 主 ベ ク タ ー 系 が 、 ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 発 現 の た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら は
、 以 下 に 制 限 さ れ な い が 、 以 下 を 含 む ： （ i） ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス な ど
に 感 染 し た 哺 乳 動 物 の 細 胞 系 ； （ ii） バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス な ど に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 ； （ ii
i） 酵 母 ベ ク タ ー を 含 ん だ 酵 母 ； ま た は （ iv） バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 DNA、 プ ラ ス ミ ド DNA
、 も し く は コ ス ミ ド DNAに よ り 形 質 転 換 し た 細 菌 。 使 用 す る 宿 主 ベ ク タ ー 系 に 基 づ い て 、
多 数 の 適 切 な 転 写 お よ び 翻 訳 エ レ メ ン ト の う ち 、 い ず れ か 一 つ が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー 内 の プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー 配 列 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ て い る よ
う に 、 植 物 、 動 物 、 昆 虫 、 ま た は 菌 類 の 調 節 配 列 を 使 用 す る 。 例 え ば 、 酵 母 お よ び そ の 他
の 菌 類 の プ ロ モ ー タ ー /エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト （ GAL4プ ロ モ ー タ ー 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド
ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 ホ ス フ ォ グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー な ど ） を 使 用 す る こ と が で き る 。 一 方 、 ま た は 加 え て 、 こ れ ら は 、
例 え ば （ i） 膵 臓 細 胞 内 で 活 性 で あ る イ ン ス リ ン 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Hanahanら 、 1985. Natu
re 315： 115-122参 照 ） ； （ ii） リ ン パ 細 胞 内 で 活 性 で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 制 御 領
域 （ Grosschedlら 、 1984. Cell 38： 647-658） ； （ iii） 肝 臓 内 で 活 性 で あ る ア ル ブ ミ ン
遺 伝 子 制 御 領 域 （ Pinckertら 、 1987. Genes and Dev 1： 268-276） ； （ iv） 脳 の 乏 突 起 膠
細 胞 内 で 活 性 で あ る ミ エ リ ン 塩 基 性 ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 制 御 領 域 （ Readheadら 、 1987. Ce
ll 48： 703-712） ； お よ び （ v） 視 床 下 部 内 で 活 性 で あ る ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン 遺
伝 子 制 御 領 域 （ Masonら 、 1986. Science 234： 1372-1378） な ど の 、 動 物 の 転 写 制 御 領 域
を 含 む こ と も あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 発 現 ベ ク タ ー ま た は そ れ ら の 誘 導 体 に は 、 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 動 物 の ウ ィ ル ス （ ワ ク シ
ニ ア ウ ィ ル ス ま た は ア デ ノ ウ ィ ル ス な ど ） ； 昆 虫 の ウ ィ ル ス （ バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス な ど ） ；
酵 母 ベ ク タ ー ； バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー （ λ フ ァ ー ジ ） ； プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー お よ び
コ ス ミ ド ベ ク タ ー な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 挿 入 さ れ た 、 標 的 と な る 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 、 ま た は 特 定 の 目 的 に 合 う よ う な 配 列 に
よ り コ ー ド 化 さ れ た 発 現 ペ プ チ ド を 修 飾 ま た は プ ロ セ シ ン グ す る 宿 主 細 胞 種 が 選 択 さ れ る
。 加 え て 、 特 定 の プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 が 、 選 ば れ た 宿 主 種 内 で の 特 定 の 誘 導 因 子 の 存
在 下 で 増 強 さ れ 、 そ れ に よ り 、 遺 伝 子 操 作 を さ れ た 化 合 物 の 発 現 の 制 御 が 促 進 さ れ る 。 さ
ら に 、 発 現 ペ プ チ ド の 翻 訳 お よ び 翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ お よ び 修 飾 （ グ リ コ シ ル 化 、 リ ン
酸 化 な ど ） に つ い て 、 様 々 な 宿 主 細 胞 に 、 特 性 お よ び 特 有 の 機 構 が あ る 。 適 切 な 細 胞 系 ま
た は 宿 主 系 は 、 目 的 と さ れ る 、 異 種 の ペ プ チ ド の 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ が 確 実 に 遂 行 さ
れ る よ う に 選 択 さ れ る 。 例 え ば 、 細 菌 系 内 で の ペ プ チ ド 発 現 は 、 非 グ リ コ シ ル 化 さ れ た コ
ア ペ プ チ ド の 生 成 に 使 用 さ れ る が 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 内 で の 発 現 は 、 非 相 同 ペ プ チ ド の 「 天
然 」 グ リ コ シ ル 化 を 確 実 に す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
C.　 TDFRP由 来 の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 ま た は 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 の 調 製
　 本 発 明 の TDFRP由 来 の キ メ ラ ま た は 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 、
標 準 組 換 え DNA技 術 に よ り 生 成 さ れ る 。 例 え ば 、 異 な っ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の DNA断 片 コ ー
ド は 、 例 え ば 、 連 結 の た め の 平 滑 末 端 ま た は 粘 着 末 端 の 使 用 、 適 切 な 末 端 を 提 供 す る 制 限
酵 素 消 化 、 必 要 に 応 じ た 付 着 末 端 の 穴 埋 め 、 不 適 切 な 接 合 を 避 け る た め の ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 処 理 、 お よ び 酵 素 の 連 結 な ど の 、 従 来 の 技 術 に 基 づ い て 連 結 さ れ る 。 別 の 態 様 に
お い て 、 融 合 遺 伝 子 は 、 自 動 DNA合 成 装 置 を 含 む 従 来 の 技 術 に よ っ て 合 成 さ れ る 。 一 方 、
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遺 伝 子 断 片 の PCR増 幅 は 、 後 に ア ニ ー ル お よ び 再 増 幅 に よ り キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 生 成 す る
、 二 つ の 連 続 し た 遺 伝 子 断 片 の 間 に 相 補 的 な 突 出 部 を 生 み 出 す 、 ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 使
用 し て 行 わ れ る （ Ausubelら （ 編 ） 「 CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY」 、 John 
WILEY & Sons, 1992参 照 ） 。 さ ら に 、 融 合 部 分 が す で に コ ー ド さ れ た 多 く の 発 現 ベ ク タ ー
（ 例 え ば 、 GSTポ リ ペ プ チ ド ） が 市 販 さ れ て い る 。 TDFRPを コ ー ド す る 核 酸 は 、 融 合 部 分 が
TDFRPコ ー ド 核 酸 配 列 に 結 合 さ れ る よ う に 、 こ の 様 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
D.　 TDFRPポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ の 調 製
　 加 え て 、 TDFRPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 断 片 の ラ イ ブ ラ リ を 使 用 し て 、 TDFRP化 合 物 の 変
異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ と そ れ に 続 く 選 択 の た め の 、 TDFRP断 片 の 集 団 を 生 成 す る こ と が で
き る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 コ ー ド 配 列 の 断 片 の ラ イ ブ ラ リ は 、 一 つ の 分 子 に つ き 、 約 1
回 の み の 切 断 が 起 こ る よ う な 状 況 の 下 で 、 TDFRPを コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 二 本 鎖 PCR断 片 を
ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 処 理 し 、 二 本 鎖 の DNAを 変 性 し 、 DNAを 復 元 し て 、 切 断 さ れ た 別 々 の
部 分 の セ ン ス と ア ン チ セ ン ス の ペ ア を 含 む 二 本 鎖 の DNAを 形 成 し 、 S1ヌ ク レ ア ー ゼ で の 処
理 に よ っ て 、 再 形 成 さ れ た 二 本 鎖 か ら 単 鎖 部 分 を 除 去 し て 、 そ の 結 果 得 ら れ る 断 片 ラ イ ブ
ラ リ を 連 結 し て 発 現 ベ ク タ ー に す る こ と に よ り 生 成 で き る 。 こ の 方 法 に よ り 、 N末 端 、 C末
端 、 お よ び 様 々 な サ イ ズ の TDFRPポ リ ペ プ チ ド の 内 部 断 片 を コ ー ド す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ が
派 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 点 突 然 変 異 ま た は 切 断 に よ っ て で き た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ の 遺 伝 子 産 物 、 お よ
び 特 定 の 特 性 を 持 つ 遺 伝 子 産 物 の cDNAラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ の 様 々 な 技 術 が 、 当 技
術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 TDFRPの コ ン ビ ナ ト リ ア ル 突 然 変 異 誘 発
に よ っ て 生 成 さ れ た DNAラ イ ブ ラ リ を 、 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 適 し て い る 。 大 き
な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に 最 も 広 く 使 用 さ れ て い る 技 術 は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ
ト 分 析 の 影 響 を 受 け や す く 、 通 常 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ の 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー
ン 化 、 そ の 結 果 と し て 生 じ る ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ を 有 す る 適 切 な 細 胞 の 形 質 転 換 、 お よ
び 標 的 と な る 活 性 の 検 出 に よ り 、 そ の 生 産 物 が 検 出 さ れ た 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る ベ ク タ
ー の 単 離 が 促 進 さ れ る よ う な 状 況 下 で の 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 遺 伝 子 の 発 現 を 含 む 。 ラ イ ブ
ラ リ 中 の 機 能 的 突 然 変 異 体 の 頻 度 を 高 め る 新 し い 技 術 で あ る 再 帰 的 集 合 突 然 変 異 誘 発 （ re
cursive ensemble mutagenesis, REM） を 、 ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 と あ わ せ て 使 用 し て 、 TDF
RP変 異 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 Arkinお よ び Yourvan, 1992. Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 89： 7811-7815； Delgraveら 、 1993. Polypeptide Engineering 6： 327-331を 参 照 の
こ と 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 TDFRP変 異 体 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ は ま た 、 潜 在 的 TDFRP配 列 の 変 性 集 合 が 、 個 々 の ポ リ ペ
プ チ ド と し て 、 ま た は TDFRP配 列 の セ ッ ト を 含 む 、 よ り 大 き な 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば
、 フ ァ ー ジ 提 示 法 ） の セ ッ ト と し て 発 現 可 能 と な る よ う に 、 合 成 ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を
遺 伝 子 配 列 と 酵 素 連 結 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 潜
在 的 TDFRP変 異 体 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ を 生 成 す る た め 、 多 種 の 方 法 が 存 在 す る 。 変 性 遺 伝
子 配 列 の 化 学 的 合 成 が 、 自 動 DNA合 成 装 置 を 使 用 し て 行 わ れ 、 合 成 遺 伝 子 が 適 切 な 発 現 ベ
ク タ ー に 連 結 さ れ る 。 一 つ の 化 合 物 中 に お い て 、 遺 伝 子 の 変 性 セ ッ ト を 使 用 す る こ と に よ
り 、 標 的 と な る 潜 在 的 TDFRP配 列 の セ ッ ト を コ ー ド す る す べ て の 配 列 の 提 供 が 可 能 と な る
。 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 法 は 、 当 技 術 分 野 で は 周 知 の も の で あ る 。 Narang, 1983
. Tetrahedron 39： 3； Itakuraら 、 1984. Annu. Rev. Biochem. 53： 323； Itakuraら 、 19
84. Science 198： 1056； Ikeら 、 1983. Nucl. Acids Res. 11： 477参 照 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
E.　 抗 TDFRP抗 体
　 本 発 明 は 、 抗 TDFRP抗 体 を も た ら す 免 疫 原 と し て の 使 用 に 適 し た 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び
ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 含 ん だ 化 合 物 を 提 供 す る 。 化 合 物 を 使 用 し て 、 Fv、 Fabま た は (Fab) 2
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な ど 、 本 発 明 の 任 意 の TDFRPに 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 ま た は そ の 他 の
多 価 抗 体 を 含 む 、 全 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 を 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 単 離 さ れ た TDFRPポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 、 ま た は そ の 一 部 分 ま た は 断 片 を 免 疫 原 と し て 使
用 し て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 TDFR
Pま た は TDFポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 TFDポ リ ペ プ チ ド の 全
長 を 使 用 す る こ と も で き る が 、 本 発 明 で は TDFRPま た は TDFRP断 片 を 含 ん だ 化 合 物 の 、 免 疫
原 と し て の 使 用 を 提 供 し て い る 。 TDFRPペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： 1～ 208に 示 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 の 少 な く と も 4つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 ま た 、 ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ た 抗 体
が TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRPに よ り 特 定 の 免 疫 複 合 体 を 形 成 す る よ う 、 TDFRPエ ピ ト ー
プ を 含 ん で い る 。 好 ま し く は 抗 原 ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 5、 8、 10、 15、 20、 ま た は 30の
ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 使 用 に よ り 、 ま た 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て は 、
短 い よ り も 長 い 抗 原 ペ プ チ ド の 方 が 好 ま し い 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 抗 原 ペ プ チ ド に 含 ま れ た 少 な く と も 一 つ の エ ピ ト ー プ は
、 ポ リ ペ プ チ ド の 表 面 に 位 置 す る TDFポ リ ペ プ チ ド の 一 部 （ 例 え ば 、 親 水 性 の 領 域 ） で あ
る 。 抗 体 の 生 成 を 標 的 と し た 手 段 と し て 、 親 水 性 お よ び 疎 水 性 の 領 域 を 示 す ハ イ ド ロ パ シ
ー プ ロ ッ ト を 、 フ ー リ エ 変 換 の 有 無 に 関 わ ら ず 、 Kyte Doolittle法 ま た は Hopp Woods法 な
ど を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る （ Hoppお よ び Woods, 1
981. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78： 3824-3828； Kyteお よ び Doolittle, 1982. J. Mol.
 Biol. 157： 105-142参 照 。 こ れ ら は い ず れ も 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て
い る ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る よ う に 、 そ れ ら の TDFRPま た は そ の 誘 導 体 を 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ
チ ド 組 成 物 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 し た 抗 体 の 生 成 に お い て 、 免 疫 原 と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ヒ ト の TDFRPポ リ ペ プ チ ド の 抗 体 が 開 示 さ れ る 。 当 技 術 分 野
で 周 知 の 様 々 な 手 順 を 、 配 列 番 号 ： 1～ 208の TDFRPポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 す る ポ リ ク ロ ー
ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 、 ま た は 相 同 体 の 生 成
に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の い く つ か の ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 の た め 、 様 々 な 適 切 な 宿 主 動 物 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ
ウ ス 、 ま た は そ の 他 の 哺 乳 動 物 ） に 、 天 然 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 合 成 変 異 体 、 ま た は
前 述 の 誘 導 体 を 接 種 す る 。 適 切 な 免 疫 原 性 の 調 合 液 は 、 組 み 換 え 技 術 に よ っ て 発 現 さ れ た
TDFRPま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た TDFRPな ど を 含 む 。 調 合 液 は さ ら に ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。
免 疫 反 応 を 増 加 す る た め に 使 用 さ れ る 多 様 な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト
（ 完 全 お よ び 不 完 全 ） 、 ミ ネ ラ ル ゲ ル （ 例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど ） 、 界 面 活 性 物 質
（ 例 え ば 、 リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 原 油 エ マ
ル ジ ョ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル な ど ） 、 カ ル メ ッ ト ・ ゲ ラ ン 桿 菌 （ BCG） お よ び コ リ ネ バ
ク テ リ ウ ム ・ パ ル ヴ ム （ Corynebacterium parvum） 、 ま た は 同 類 の 免 疫 活 性 化 合 物 な ど の
よ う な ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 必 要 に 応 じ て 、 TDF
ま た は TDFRPに 向 け ら れ た 抗 体 分 子 を 哺 乳 動 物 か ら （ 例 え ば 、 血 液 な ど か ら ） 単 離 し 、 ポ
リ ペ プ チ ド Aク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 良 く 知 ら れ た 技 術 に よ っ て さ ら に 精 製 て 、 IgG画 分
を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 特 定 の TDFRP、 ま た は そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 、 ま た は 相 同 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 生 成 に は 、 細 胞 系 の 継 続 的 な 培 養 に よ っ て 抗 体 分 子 の 生 成 を 提 供 す る 、 任 意 の 技
術 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Kohler & Milstein,
 1975. Nature 256： 495-497参 照 ） ； ト リ オ ー マ 法 ； ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Kozbo
rら 、 1983. Immunol. Today 4： 72参 照 ） 、 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る EBV
ハ イ ブ リ ド ー マ 法 （ Coleら 、 1985.「 MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY」 、 Ala
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n R. Liss, INC., pp. 77-96参 照 ） な ど が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ヒ ト モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 の 実 施 に 使 用 さ れ 、 ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ の 使 用 に よ り （ Coteら
、 1983. Proc Natl Acad Sci USA 80： 2026-2030参 照 ） 、 ま た は EBウ ィ ル ス に よ り ヒ ト B
細 胞 を イ ン ビ ト ロ で 形 質 転 換 す る こ と に よ り （ Coleら 、 1985.「 MONOCLONAL ANTIBODIES A
ND CANCER THERAPY」 、 Alan R. Liss, INC., pp. 77-96参 照 ） 生 成 さ れ る 。 上 述 の 引 用 は
い ず れ も 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 。 リ ジ ン な ど の 活 性 ア ミ ノ 酸 の 側
鎖 が 合 成 樹 状 細 胞 （ dendromeric trees） に 加 え ら れ 、 TDFRP化 合 物 の 免 疫 原 性 の 特 性 が 増
進 さ れ る 。 さ ら に 、 CPGジ ヌ ク レ オ チ ド 法 を 使 用 し て 、 TDFRP化 合 物 の 免 疫 原 性 の 特 性 を 高
め る こ と も で き る 。 本 発 明 に よ る と 、 こ れ ら の 技 術 を 、 TDFRP化 合 物 （ 米 国 特 許 第 4,946,7
78号 参 照 ） に 特 異 的 な 単 鎖 抗 体 の 生 成 に 適 応 さ せ る こ と が で き る 。 加 え て 、 こ れ ら の 方 法
を 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ の 構 成 に 適 応 さ せ る こ と に よ り （ Huseら 、 1989. Science 246： 12
75-1281参 照 ） 、 TDFRP化 合 物 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 、
ま た は 相 同 体 へ の 標 的 と な る 特 異 性 を 備 え た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル Fab断 片 の 、 迅 速 活 効 果 的
な 同 定 が 可 能 に な る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の 技 術 に よ り 、 非 ヒ ト 抗 体 を 「 ヒ ト 化 」 す る こ と
が で き る 。 米 国 特 許 第 5,225,539号 参 照 。 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 以 下 の 断 片 を 含 む 、 T
DFRP化 合 物 に 対 す る イ デ ィ オ タ イ プ を 含 ん だ 抗 体 断 片 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ
て 生 成 さ れ る ： （ i） 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 生 成 さ れ た F(ab') 2 断 片 ； （ ii） F(
ab') 2 断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 の 還 元 に よ り 生 成 さ れ た Fab断 片 ； （ iii） パ パ イ ン お よ び
還 元 化 合 物 を 含 ん だ 抗 体 分 子 の 処 理 に よ り 生 成 さ れ た Fab断 片 ； な ら び に （ iv） Fv断 片 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 加 え て 、 標 準 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 作 ら れ る 、 ヒ ト の 部 分 と 非 ヒ ト の 部 分 の 両 方 を 含
ん だ キ メ ラ 抗 体 、 お よ び ヒ ト 化 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ど の 、 組 み 換 え 抗 TDFRP抗 体
は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 こ の 様 な キ メ ラ 抗 体 お よ び ヒ ト 化 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 、 例 え ば 以 下 に 説 明 さ れ て い る 、 組 換 え DNA技 術 に よ っ て
生 成 さ れ る ： 国 際 出 願 第 PCT/US86/02269号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 184,187号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 1
71,496号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 173,494号 ； PCT国 際 公 開 公 報 第 86/01533号 ； 米 国 特 許 第 4,816,
567号 ； 米 国 特 許 第 5,225,539号 ； 欧 州 特 許 出 願 第 125,023号 ； Betterら 、 1988. Science 2
40： 1041-1043； Liuら 、 1987. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84： 3439-3443； Liuら 、 198
7. J. Immunol. 139： 3521-3526； Sunら 、 1987. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84： 214-2
18； Nishimuraら 、 1987. Cancer Res. 47： 999-1005； Woodら 、 1985. Nature 314： 446-4
49； Shawら 、 1988. J. Natl. Cancer Inst. 80： 1553-1559） ； MORRISON (1985) Science
 229： 1202-1207； Oiら 、 (1986) BioTechniques 4： 214； Jonesら 、 1986. Nature 321： 5
52-525； Verhoeyanら 、 1988. Science 239： 1534； お よ び Beidlerら 、 1988. J. Immunol.
 141： 4053-4060。 上 述 の 引 用 は 、 い ず れ も 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い
る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 TDFRP化 合 物 に 対 し て 、 標 的 と な る 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の ス ク リ
ー ニ ン グ 法 は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ ELISA） お よ び そ の 他 の 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の
免 疫 を 介 し た 技 術 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 TDFRPポ リ ペ
プ チ ド の 特 定 の ド メ イ ン に 特 異 的 な 抗 体 の 選 択 は 、 こ の 様 な ド メ イ ン を 有 す る TDFRPポ リ
ペ プ チ ド の 断 片 に 結 合 し た 、 大 量 の ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 促 進 さ れ る 。 従 っ て 、 TDFRP、
ま た は そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 、 ま た は 相 同 体 内 の 、 目 的 ド メ イ ン に 特 異 的 な 抗 体 も ま
た 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 抗 TDFRP抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の （ 例 え ば 、 適 切 な 生 理 学 的 試 料 内 の TDFポ リ
ペ プ チ ド ま た は TDFRP化 合 物 の レ ベ ル の 測 定 、 診 断 、 ポ リ ペ プ チ ド の 画 像 化 に お け る 使 用
な ど ） 、 TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP化 合 物 の 局 在 化 お よ び /ま た は 定 量 に 関 連 し た 方 法
に 使 用 さ れ る 。 規 定 の 態 様 に お い て 、 抗 体 由 来 の 結 合 ド メ イ ン を 含 ん だ 、 TDFRP、 ま た は
そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 、 ま た は 相 同 体 は 、 薬 理 活 性 の 化 合 物 （ 以 下 「 治 療 薬 」 と 称 す
） と し て 使 用 さ れ る 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 抗 TDFRP抗 体 （ 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 使 用 し て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー ま た は 免 疫 沈 降 な ど の 標 準 的 技 術 に よ り 、 TDFRP化 合 物 ま た は TDFポ リ ペ プ チ ド を
単 離 す る こ と が で き る 。 抗 TDFRP抗 体 は 、 細 胞 の 天 然 TDFポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 宿 主 細 胞 中
に 発 現 さ れ た 、 組 み 換 え に よ り 生 成 さ れ た TDFRPの 生 成 を 促 進 す る 。 さ ら に 、 抗 TDFRP抗 体
を 使 用 し て 、 TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRPの 量 、 お よ び 発 現 パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 、
TDF ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は （ 例 え ば 、 細 胞 溶 解 液 ま た は 細 胞 上 清 中 の ） TDFRP化 合 物 を 検
出 す る こ と が で き る 。 抗 TDFRP抗 体 を 使 用 し 、 例 え ば 治 療 法 の 効 能 を 測 定 す る た め に 、 臨
床 試 験 の 手 順 の 一 部 と し て 組 織 中 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 監 視 し て 、 診 断 用 に 使 用 す る こ
と が で き る 。 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 と 結 合 さ せ る （ 物 理 的 に 連 結 さ せ る ） こ と に よ り 、 検
出 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例 に は 、 種 々 の 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光
体 、 発 光 体 、 生 物 発 光 体 、 お よ び 放 射 性 物 質 な ど が 含 ま れ る 。 適 切 な 酵 素 の 例 と し て 、 ホ
ー ス ラ デ ィ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、
ま た は ア セ チ ル コ リ ン ス テ ラ ー ゼ な ど が 含 ま れ る ； 適 切 な 補 欠 分 子 族 の 複 合 体 の 例 に は ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン 複 合 体 が 含 ま れ る ； 適 切 な 蛍 光 体 の
例 に は ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ
ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン ・ フ ル オ レ セ イ ン 、 塩 化 ダ ン シ ル ま た は フ ィ コ エ リ ト
リ ン が 含 ま れ る ； 発 光 体 の 例 と し て は ル ミ ノ ー ル が 含 ま れ る ； 生 物 発 光 体 の 例 に は ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 お よ び エ ク オ リ ン が 含 ま れ る ； ま た 、 適 切 な 放 射 性 物 質 の 例 に
は 3 2 P、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 3 3 P、 1 4 C、 1 3 C、 ま た は 3 Hが 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
III.　 TDFRPの 結 合 ま た は 生 物 活 性 の 測 定
A.　 TDF作 用 物 質 お よ び 拮 抗 物 質
　 TDFRP化 合 物 は 、 TDFそ の も の と し て の 機 能 に 加 え 、 TDF受 容 体 作 用 物 質 （ す な わ ち 模 倣
体 ） ま た は TDF受 容 体 拮 抗 物 質 の い ず れ か と し て 機 能 す る 。 TDFR（ ま た は TDF） の 作 用 物 質
は 、 天 然 の 形 態 の TDFポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 な 生 物 活 性 、 ま た は そ の サ ブ セ ッ ト を
保 有 す る こ と が で き る 。 TDFR（ ま た は TDF） の 拮 抗 物 質 は 、 例 え ば 、 TDF受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む 、 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 系 の 下 流 ま た は 上 流 部 分 に 競 争 的 に 結 合 す る こ と に よ り 、
天 然 の 形 態 の TDFポ リ ペ プ チ ド の 一 つ 以 上 の 活 性 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 機 能
が 限 定 さ れ た 変 異 体 で の 治 療 に よ り 、 特 定 の 生 物 活 性 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 一 つ の 態
様 に お い て 、 天 然 の 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 の サ ブ セ ッ ト を 有 す る 変 異 体 で 対 象 を
治 療 し た 場 合 、 天 然 の 形 態 の TDFポ リ ペ プ チ ド で の 治 療 に 比 べ 、 対 象 に 起 こ る 副 作 用 が 少
な い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 従 っ て 、 配 列 番 号 ： 1～ 208と し て 開 示 す る 化 合 物 は 、 TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDF受 容 体
の 作 用 物 質 ま た は 拮 抗 物 質 と し て 、 例 え ば TDF I型 ま た は TDF II型 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞
の 細 胞 膜 の 全 域 で 、 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ の 様 な 細 胞 内 で の シ グ
ナ ル 伝 達 の 調 節 は 、 配 列 番 号 ： 1～ 208と し て 開 示 す る 化 合 物 と 、 細 胞 表 面 に あ る 一 つ 以 上
の 受 容 体 と の 特 定 な 結 合 に よ る 相 互 作 用 の 結 果 起 こ る も の と 思 わ れ る 。 特 定 な 結 合 と は 、
平 衡 解 離 定 数 10 6  M - 1 を 超 え る ペ プ チ ド と TDF受 容 体 と の 結 合 を 意 味 す る 。 細 胞 表 面 境 界 の
膜 構 造 は ま た 、 結 合 に よ る 相 互 作 用 の 特 異 性 を 高 め る 。 TDF作 用 物 質 ま た は 拮 抗 物 質 活 性
に 対 す る TDFRPの 突 然 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ （ 例 え ば 切 断 に よ る 変 異 体 ） を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と に よ り 、 TDF作 用 物 質 （ す な わ ち 模 倣 体 ） ま た は TDFRP拮 抗 物 質 と し て 機 能 す る TD
FRPポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 が 同 定 で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
B.　 TDFRP結 合 の 測 定
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 TDFRP結 合 の 分 析 と は 、 TDF受 容 体 と リ ガ ン ド と の 間 で の 結 合 に 適
し て お り 、 TDF受 容 体 と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 量 を 分 析 す る よ う な 条 件 下 で TDF受 容 体 、 そ
の 高 分 子 リ ガ ン ド お よ び TDFRPが 混 ぜ 合 わ さ れ る 、 競 合 ア ッ セ イ 方 式 の 事 を 指 す 。 TDFRPが
存 在 し な い 場 合 の 結 合 量 、 既 知 の 阻 害 剤 が 存 在 す る 場 合 の 結 合 量 、 ま た は そ の 両 方 の よ う
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な 、 適 切 な 対 照 群 と 、 結 合 量 を 比 較 す る 。 結 合 量 は 、 任 意 の 適 切 な 方 法 に よ っ て 分 析 す る
こ と が で き る 。 結 合 の 分 析 法 に は 、 例 え ば ELISA、 放 射 性 受 容 体 結 合 測 定 、 シ ン チ レ ー シ
ョ ン 近 接 ア ッ セ イ 、 細 胞 表 面 受 容 体 結 合 分 析 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー 移 動 分 析 、 液 体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 膜 ろ 過 分 析 、 そ の 他 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な 、 典 型 的 な リ ガ ン ド と 受 容 体 の 結 合 の 分 析 に お い て 、 事 前 に 選 択
さ れ た 受 容 体 に 対 す る 既 知 の 定 量 可 能 な 親 和 性 を 有 す る 生 成 さ れ た ペ プ チ ド （ 例 は 、 Ten 
Dijkeら 、 (1994) Science 264： 101-103を 参 照 。 こ の 開 示 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込
ま れ て い る ） は 、 検 出 可 能 な 成 分 、 例 え ば 放 射 性 同 位 体 に よ る 標 識 、 色 原 体 標 識 、 ま た は
 蛍 光 発 生 標 識 な ど に よ り 標 識 化 さ れ る 。 精 製 さ れ た 受 容 体 、 受 容 体 結 合 ド メ イ ン の 断 片
、 ま た は 標 的 と な る 受 容 体 を そ の 表 面 に 発 現 す る 細 胞 の 一 定 分 量 を 、 様 々 な 濃 度 の 非 標 識
ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 標 識 ペ プ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ペ プ チ ド の 相 対 的 結 合 親 和 性
は 、 候 補 物 （ 非 標 識 ペ プ チ ド ） の 、 標 識 ペ プ チ ド と 受 容 体 と の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 定 量
す る こ と に よ り 、 測 定 さ れ る 。 こ の 分 析 を 行 う 際 、 一 定 濃 度 の 受 容 体 と ペ プ チ ド が 、 非 標
識 ペ プ チ ド の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 標 識 ペ プ チ ド を 加 え る 前 に 、
受 容 体 を TDFRP類 似 体 と あ ら か じ め イ ン キ ュ ベ ー ト し て お く こ と に よ り 、 感 受 性 が 増 加 さ
れ る 。 標 識 化 さ れ た 競 合 体 を 加 え た 後 、 十 分 な 時 間 を お く こ と に よ り 競 合 体 を 十 分 に 結 合
さ せ 、 遊 離 し た 標 識 ペ プ チ ド と 結 合 し た 標 識 ペ プ チ ド を 単 離 し 、 ど ち ら か 一 方 を 測 定 す る
。 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 実 施 に お い て 有 用 な 標 識 に は 、 放 射 線 標 識 （ 1 2 5 I、 1 3 1 I、 1 1 1 Inま
た は 7 7 Brな ど ） 、 色 原 体 標 識 、 分 光 学 的 標 識 （ Molecular Probes, INC., Eugene, Oreg.
に よ っ て 、 Haughland (1994)「 Handbook of Fluorescent and Research Chemicals」  第 5
版 に 開 示 さ れ た も の な ど ） ま た は 、 化 学 発 光 ま た は 蛍 光 発 光 物 質 と あ わ せ て 使 用 さ れ る 、
例 え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は β -ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど 、 タ ー ン オ ー バ ー の 率 の 高 い 複 合 酵 素 が 含 ま れ る 。 最 大 の 結 合 シ グ ナ
ル と は 、 分 析 用 の 混 合 物 中 に 、 天 然 リ ガ ン ド は 存 在 す る が TDFRPは 存 在 し な い 状 態 で 測 定
さ れ た シ グ ナ ル の こ と で あ る 。 ま た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル と は 、 天 然 リ ガ ン ド な し で
測 定 さ れ た 結 合 シ グ ナ ル の こ と で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 有 用 な 、 典 型 的 な リ ガ ン ド と 受 容 体 結 合 分 析 に お い て 、 事 前 に 選 択 さ れ
た 受 容 体 に 対 す る 既 知 の 定 量 可 能 な 親 和 性 を 有 す る 生 成 さ れ た ペ プ チ ド （ 例 は 、 Ten Dijk
eら 、 (1994) Science 264： 101-103を 参 照 。 こ の 開 示 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ
て い る ） は 、 検 出 可 能 な 成 分 、 例 え ば 放 射 性 同 位 体 に よ る 標 識 、 色 原 体 標 識 、 ま た は  蛍
光 発 生 標 識 な ど に よ り 標 識 化 さ れ て い る 。 精 製 さ れ た 受 容 体 、 受 容 体 結 合 ド メ イ ン の 断 片
、 ま た は 標 的 と な る 受 容 体 を そ の 表 面 に 発 現 す る 細 胞 の 一 定 分 量 を 、 様 々 な 濃 度 の 非 標 識
化 合 物 の 存 在 下 で 、 標 識 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ペ プ チ ド の 相 対 的 結 合 親 和 性 は 、
候 補 物 （ 非 標 識 ペ プ チ ド ） の 、 標 識 ペ プ チ ド と 受 容 体 と の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 定 量 す る
こ と に よ り 、 測 定 さ れ る 。 こ の 分 析 を 行 う 際 、 一 定 濃 度 の 受 容 体 と ペ プ チ ド が 、 非 標 識 ペ
プ チ ド の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 標 識 ペ プ チ ド を 加 え る 前 に 、 受 容
体 を TDFRP化 合 物 と あ ら か じ め イ ン キ ュ ベ ー ト し て お く こ と に よ り 、 感 受 性 が 増 加 さ れ る
。 標 識 化 さ れ た 競 合 体 を 加 え た 後 、 十 分 な 時 間 を お く こ と に よ り 競 合 体 を 十 分 に 結 合 さ せ
、 遊 離 し た 標 識 ペ プ チ ド と 結 合 し た 標 識 ペ プ チ ド を 単 離 し 、 ど ち ら か 一 方 を 測 定 す る 。 ス
ク リ ー ニ ン グ 法 の 実 施 に お い て 有 用 な 標 識 に は 、 放 射 線 標 識 （ 1 2 5 I、 1 3 1 I、 5 1 Cr、 1 1 1 In
ま た は 7 7 Brな ど ） 、 色 原 体 標 識 、 分 光 学 的 標 識 （ Molecular Probes, INC., Eugene, Oreg
.に よ っ て 、 Haughland (1994)「 Handbook of Fluorescent and Research Chemicals」 第 5
版 に 開 示 さ れ た も の な ど ） ま た は 、 化 学 発 光 ま た は 蛍 光 発 光 物 質 と あ わ せ て 使 用 さ れ る 、
例 え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は β -ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ な ど の 、 タ ー ン オ ー バ ー の 率 の 高 い 複 合 酵 素 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 TDFRP結 合 分 析 と は 、 TDFRP結 合 リ ガ ン ド と TDFRP化 合 物 の 結 合 に 適
し た 条 件 下 で 、 TDFRP結 合 リ ガ ン ド と TDFRP化 合 物 を 混 ぜ 合 わ せ 、 例 え ば 、 ス キ ャ ッ チ ャ ー
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ド ま た は 非 線 形 回 帰 分 析 に よ る 解 離 定 数 の 測 定 お よ び 平 衡 結 合 定 数 の 導 出 な ど 、 TDFRP結
合 リ ガ ン ド と TDFRP化 合 物 の 結 合 度 を 分 析 す る こ と を 指 す 。 結 合 の 量 は 、 適 切 な 対 照 群 、
既 知 の 阻 害 剤 の 存 在 下 で の 結 合 量 、 ま た は そ の 両 方 と 比 較 さ れ る 。 結 合 量 は 、 任 意 の 適 切
な 方 法 に よ り 算 定 さ れ る 。 結 合 分 析 法 に は 、 例 え ば 、 ELISA、 放 射 性 受 容 体 結 合 測 定 、 シ
ン チ レ ー シ ョ ン 近 接 ア ッ セ イ 、 細 胞 表 面 受 容 体 結 合 分 析 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー 移 動 分 析 、 液 体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 膜 ろ 過 分 析 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 TDFRPの TDFRP結 合 リ ガ ン ド と の 結 合 を 直 接 測 定 す る 、 生 物 物 理 学 的 分 析 と は 、 核 磁 気 共
鳴 、 蛍 光 発 光 、 蛍 光 偏 光 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ BIACORチ ッ プ ） な ど で あ る 。 TDFRP結 合
リ ガ ン ド は 、 TDF受 容 体 、 抗 TDFRP抗 体 、 脂 質 、 小 分 子 、 な ら び に DNAお よ び RNAな ど の 核 酸
を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 特 定 な 結 合 は 、 例 え ば 、 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 分 析 、 EL
ISA、 FRET、 免 疫 沈 降 、 SPR、 NMR（ 2D-NMR） 、 質 量 分 析 法 な ど 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知
の 、 標 準 的 分 析 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 TDF受 容 体 、
抗 TDFRP抗 体 、 脂 質 、 小 分 子 、 な ら び に DNAお よ び RNAな ど の 核 酸 を 含 む 、 TDFRPペ プ チ ド お
よ び TDFRP結 合 リ ガ ン ド の 共 結 晶 も ま た 、 分 子 の 相 互 作 用 を 測 定 す る 手 段 と し て 、 本 発 明
に よ り 提 供 さ れ る 。 TDFRPリ ガ ン ド お よ び TDFRP化 合 物 の 結 合 に 適 し た 条 件 は 、 化 合 物 お よ
び そ の リ ガ ン ド に 基 づ い て お り 、 当 技 術 分 野 の 通 常 の 技 術 に よ り 容 易 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
C.　 TDFRPの 生 物 活 性 の 測 定
　 生 物 活 性 、 す な わ ち TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP化 合 物 の 、 作 用 物 質 ま た は 拮 抗 物 質 と
し て の 特 性 は 、 TDFRP化 合 物 ま た は TDFポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 の 測 定 の た め に 開 発 さ れ た
、 従 来 型 の 任 意 の 、 イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ 分 析 を 使 用 す る こ と に よ り 明 ら か に さ れ る
。 損 傷 を 受 け た 骨 、 肝 臓 、 腎 臓 、 ま た は 神 経 組 織 、 セ メ ン ト 質 お よ び /ま た は 歯 周 靭 帯 を
含 む 歯 周 組 織 、 胃 腸 お よ び 腎 組 織 、 ま た 、 免 疫 細 胞 を 介 し て 損 傷 を 受 け た 組 織 な ど を 、 修
復 ま た は 再 生 す る た め に 使 用 さ れ る 、 TDFRPな ど の ペ プ チ ド ま た は 類 似 体 の 効 用 を 調 べ る
た め の 特 定 の イ ン ビ ボ 分 析 法 が 、 EP 0575,555号 ； 国 際 公 開 公 報 第 93/04692号 ； 国 際 公 開
公 報 第 93/05751号 ； 国 際 公 開 公 報 第 /06399号 ； 国 際 公 開 公 報 第 94/03200号 ； 国 際 公 開 公 報
第 94/06449号 ； お よ び 国 際 公 開 公 報 第 94/06420号 な ど を 含 む 、 公 開 さ れ た 文 書 に 開 示 さ れ
て い る 。 各 文 書 は 、 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 。 実 施 例 2は 、 TDFの イ
ン ビ ト ロ 機 能 分 析 を 例 示 し て い る 。 実 施 例 3は 、 TDFの イ ン ビ ボ 機 能 分 析 を 例 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
IV.　 TDFRPト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 例 え ば TDFRP化 合 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 有 す る 哺 乳 動 物 の よ
う な 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 使 用 し て 、 非 ヒ ト ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明
の 宿 主 細 胞 は 、 受 精 卵 、 ま た は TDFRPポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 が 取 り 入 れ ら れ た 、 胚 幹 細
胞 で あ る 。 こ の 様 な 宿 主 細 胞 を 使 用 し て 、 ゲ ノ ム 中 に お い て 外 因 性 TDFRP配 列 が 取 り 入 れ
ら れ た 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た は 内 因 性 TDFRP配 列 が 改 変 さ れ た 、 相 同 組
み 換 え 動 物 を 生 み 出 す こ と が で き る 。 こ の 様 な 動 物 は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド の 機 能 お よ び /
ま た は 活 性 の 研 究 、 そ し て ま た TDFRPポ リ ペ プ チ ド 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 同 定 お よ び /ま
た は 評 価 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 TDFRPを コ ー ド す る 核 酸 を 、 （ 例 え ば 、 微 量 注 入
法 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 感 染 に よ り ） 受 精 卵 母 細 胞 の 雄 性 前 核 に 取 り 入 れ 、 卵 母 細 胞 を 偽 妊 娠
し た 雌 の 代 理 母 動 物 内 で 発 育 さ せ る こ と に よ り よ っ て 創 出 さ れ る 。 TDFRP cDNA配 列 は 、 非
ヒ ト 動 物 の ゲ ノ ム 中 に 導 入 遺 伝 子 と し て 取 り 込 ま れ る 。 イ ン ト ロ ン 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ
ル 化 シ グ ナ ル も ま た 導 入 遺 伝 子 中 に 取 り 込 ま れ 、 導 入 遺 伝 子 発 現 の 効 率 を 上 げ る 。 組 織 特
異 的 な 調 節 配 列 は 、 TDFRP導 入 遺 伝 子 と 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 し 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド の 特
定 な 細 胞 へ の 発 現 を 誘 導 す る 。 胚 操 作 お よ び 微 量 注 入 法 に よ っ て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
、 特 に マ ウ ス な ど の 動 物 を 発 生 さ せ る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 慣 用 と な っ て お り 、 例
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え ば 米 国 特 許 第 4,736,866号 ； 米 国 特 許 第 4,870,009号 ； お よ び 米 国 特 許 第 4,873,191号 ；
ま た 、 Hogan, 1986. 「 MANIPULATING THE MOUSE EMBRYO」 、 Cold Spring Harbor Laborat
ory Press, Cold Spring Harbor, N. Y.な ど に 説 明 さ れ て い る 。 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 の 産 生 に も 、 同 様 の 方 法 が 使 用 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 動 物 は 、 ゲ ノ ム 中 の
TDFRP導 入 遺 伝 子 の 存 在 お よ び /ま た は 動 物 の 組 織 ま た は 細 胞 中 に お け る TDFRP mRNAの 発 現
に 基 づ い て 同 定 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 動 物 は 、 導 入 遺 伝 子 を 保 有 す る 動 物 を さ
ら に 繁 殖 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 。 ま た 、 導 入 遺 伝 子 を コ ー ド す る TDFRPポ リ ペ プ チ ド を
保 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を さ ら に 交 配 さ せ 、 他 の 導 入 遺 伝 子 を 保 有 す る 他 の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 生 み 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 相 同 組 み 換 え ベ ク タ ー に お い て 、 TDFRP遺 伝 子 が 、 付 加 的 な 核 酸 に よ り 5'末 端 お よ び 3'
末 端 に 隣 接 さ れ 、 ベ ク タ ー に 保 有 さ れ て い る 外 因 性 TDFRP遺 伝 子 と 胚 幹 細 胞 中 の 内 因 性 遺
伝 子 と の 間 に 相 同 組 み 換 え が 起 こ る 原 因 と な る 。 付 加 的 な 隣 接 核 酸 は 、 内 因 性 の 遺 伝 子 と
の 相 同 組 み 換 え を 成 功 さ せ る の に 十 分 な 長 さ を 有 し て い る 。 通 常 、 ベ ク タ ー 内 に は 、 （ 5'
末 端 お よ び 3'末 端 の 両 方 に ） 数 千 塩 基 の 隣 接 DNAが 含 ま れ て い る 。 相 同 組 み 換 え ベ ク タ ー
に つ い て の 説 明 は 、 Thomasら 、 1987. Cell 51： 503参 照 。 ベ ク タ ー は 次 に （ 例 え ば 、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な ど に よ り ） 胚 幹 細 胞 系 中 に 取 り 入 れ ら れ 、 組 み 込 ま れ た TDFRP遺 伝
子 が 内 因 性 遺 伝 子 と 相 同 的 に 組 換 え ら れ て い る 細 胞 が 選 択 さ れ る 。 Liら 、 1992. Cell 69
： 915参 照 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 選 択 さ れ た 細 胞 は 次 に 、 （ マ ウ ス な ど の ） 動 物 の 胚 盤 胞 に 注 入 さ れ 、 集 合 キ メ ラ を 形 成
す る 。 Bradley, 1987.「 TERATOCARCINOMAS AND EMBRYONIC STEM CELLS： A PRACTICAL APP
ROACH」 、 Robertson編 、 IRL, Oxford, pp. 113-152参 照 。 次 に キ メ ラ 胚 を 、 偽 妊 娠 し た 適
切 な 雌 の 代 理 母 動 物 中 に 注 入 し 、 出 産 ま で も た せ る 。 相 同 的 に 組 換 え ら れ た DNAを そ の 生
殖 細 胞 中 に 含 ん だ 子 孫 は 、 そ の す べ て の 細 胞 が 、 導 入 遺 伝 子 の 形 質 転 換 （ germline trans
mission） に よ り 相 同 的 に 組 換 え ら れ た DNAを 含 む よ う な 動 物 を 繁 殖 さ せ る た め に 使 用 さ れ
る 。 相 同 組 み 換 え ベ ク タ ー お よ び 相 同 組 み 換 え 動 物 を 作 る 方 法 は 、 Bradley, 1991. Curr.
 Opin. Biotechnol. 2： 823-829； PCT国 際 公 開 公 報 第 90/11354号 ； 国 際 公 開 公 報 第 91/011
40号 ； 国 際 公 開 公 報 第 92/0968号 ； お よ び 国 際 公 開 公 報 第 93/04169号 に さ ら に 説 明 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 TRFRP導 入 遺 伝 子 の 調 節 さ れ た 発 現 を 可 能 に す る よ う な 、 選 択 さ れ
た シ ス テ ム を 含 む 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す る こ と が で き る 。 こ の 様 な シ
ス テ ム の 一 例 に 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ P1の cre/loxPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム が あ る 。 cre/
loxPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム に つ い て の 説 明 は 、 Laksoら 、 1992. Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 89： 6232-6236を 参 照 。 リ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム の 別 の 例 に は 、 サ ッ カ ロ マ イ シ ス
・ セ ル ビ シ エ の FLPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム が あ る 。 O'Gormanら 、 1991. Science 251： 13
51-2085参 照 。 導 入 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 に cre/loxPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム が 使 用 さ れ る
場 合 、 Creリ コ ン ビ ナ ー ゼ お よ び 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子
を 含 ん だ 動 物 が 必 要 と な る 。 こ の 様 な 動 物 は 、 例 え ば 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 導 入 遺 伝 子 を 含 ん だ 動 物 と 、 リ コ ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 ん だ 動 物 の 、
二 種 類 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 交 配 さ せ て 、 「 二 重 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 発 生
さ せ る こ と に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の ク ロ ー ン を 、 Wilmutら 、
1997. Nature 385： 810-813に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 基 づ い て 作 り 出 す こ と も で き る 。 要
す る に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 細 胞 （ 例 え ば 体 細 胞 な ど ） を 単 離 し て 、 成 長 周 期 の 終
了 と G0期 の 開 始 を 誘 導 す る 。 こ の 休 止 細 胞 を 次 に 、 例 え ば 電 気 パ ル ス な ど を 使 用 し て 、 休
止 細 胞 が 単 離 さ れ た の と 同 種 の 動 物 の 除 核 さ れ た 卵 母 細 胞 に 融 合 さ せ る 。 次 に 、 再 生 さ れ
た 卵 母 細 胞 を 、 桑 実 胚 ま た は 未 分 化 胚 芽 細 胞 と な る よ う に 培 養 し 、 偽 妊 娠 し た 雌 の 代 理 母
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動 物 に 転 移 す る 。 こ の 雌 の 代 理 母 動 物 か ら 生 ま れ た 子 供 が 、 細 胞 （ 例 え ば 体 細 胞 な ど ） が
単 離 さ れ た 動 物 の ク ロ ー ン と な る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
V.　 薬 学 的 組 成 物
　 本 発 明 の 、 TDFRPを コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 抗 TDFRP抗 体 （ 本
明 細 書 に お い て 「 活 性 化 合 物 」 と も 呼 ば れ て い る ） 、 お よ び そ の 誘 導 体 、 断 片 、 類 似 体 お
よ び 相 同 体 が 、 投 与 に 適 し た 薬 学 的 組 成 物 に 組 み 込 ま れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 一 般 的 に
、 核 酸 分 子 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 抗 体 お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 本 明 細 書
に お い て 使 用 さ れ る 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 」 と は 、 あ り と あ ら ゆ る 溶 剤 、 分 散 媒 体 、
コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 性 お よ び 抗 真 菌 性 の 化 合 物 、 等 張 性 お よ び 吸 収 遅 延 性 の 化 合 物 な ど 、
薬 剤 投 与 と 互 換 性 の あ る も の を 含 む こ と を 意 図 す る 。 適 切 な 担 体 に つ い て は 、 当 分 野 の 標
準 的 参 考 書 で あ る Remington's Pharmaceutical Sciencesの 最 新 版 で 説 明 さ れ て お り 、 参
照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 。 こ の よ う な 担 体 ま た は 希 釈 剤 の 好 適 な 例 に は 、 水
、 生 理 食 塩 水 、 リ ン ガ ー 溶 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 、 お よ び 5%の ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン が 含
ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 リ ポ ソ ー ム お よ び 揮 発 性 の 油 な ど の 非 水 溶 性 賦 形 剤 な
ど も ま た 使 用 さ れ る 。 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 に 対 し て こ の よ う な 媒 体 お よ び 化 合 物 を 使 用 す
る こ と は 、 当 技 術 分 野 で は 周 知 の こ と で あ る 。 任 意 の 従 来 型 の 媒 体 ま た は 化 合 物 が 活 性 化
合 物 と 不 適 合 で あ る 場 合 を 除 い て 、 組 成 物 内 で の そ れ ら の 使 用 が 検 討 さ れ る 。 補 助 的 に 活
性 な 化 合 物 を 組 成 物 に 組 み 込 む こ と も で き る 。  
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 目 的 と す る 投 与 経 路 に 適 合 す る よ う に 考 案 さ れ る 。 投 与 経 路
の 例 と し て 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 な ど の 非 経 口 、 （ 吸 入 な ど の ） 経 口 、 （ 局 所 の
） 経 皮 、 経 粘 膜 的 、 お よ び 直 腸 経 由 の 投 与 な ど が 含 ま れ る 。 非 経 口 、 皮 内 、 ま た は 皮 下 に
使 用 さ れ る 溶 液 ま た は 懸 濁 液 に は 、 以 下 の 組 成 物 が 含 ま れ る ： 注 射 用 の 、 水 な ど の 滅 菌 さ
れ た 希 釈 剤 、 生 理 食 塩 水 、 不 揮 発 性 の 油 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 ポ リ ピ
レ ン グ リ コ ー ル ま た は そ の 他 の 合 成 溶 媒 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン な ど
の 抗 菌 性 化 合 物 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た は 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム な ど の 酸 化 防 止 剤 ； エ チ レ
ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） な ど の キ レ ー ト 化 合 物 ； 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 ま た は リ ン 酸 塩 な
ど の 緩 衝 剤 ； お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は デ キ ス ト ロ ー ス な ど の 強 直 性 の 調 節 の た め の 化
合 物 。 ま た pHは 、 塩 酸 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 酸 ま た は 塩 基 に よ り 調 節 で き る 。 ア
ン プ ル 、 使 い 捨 て 注 射 器 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク 製 の 複 数 回 投 与 用 の ビ ン に 注 射 用 の
調 合 液 を 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 注 入 用 に 適 し た 薬 学 的 組 成 物 は 、 滅 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 ） ま た は 懸 濁 液 と 、 滅 菌 注 射 溶 液
ま た は 懸 濁 液 の 即 時 調 合 用 の 滅 菌 粉 末 と を 含 む 。 静 脈 内 投 与 に 適 し た 担 体 に は 、 生 理 食 塩
水 、 静 菌 性 水 、 Cremophor EL(商 標 )（ BASF, Parsippany, N. J.） ま た は リ ン 酸 緩 衝 生 理
食 塩 水 （ PBS） が 含 ま れ る 。 す べ て の 場 合 に お い て 、 組 成 物 は 滅 菌 さ れ て お り 、 容 易 に 注
射 針 を 通 過 す る こ と が で き る 程 度 の 流 動 性 が な く て は な ら な い 。 ま た 、 製 造 、 保 存 状 態 に
お い て 安 定 し た も の な く て は な ら ず 、 細 菌 お よ び 真 菌 な ど の 微 生 物 に よ る 混 入 か ら 保 護 さ
れ て い な く て は な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ グ ル セ ロ ー ル 、
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 お よ び そ れ ら の 適 切
な 混 合 物 な ど を 含 む 溶 媒 ま た は 分 散 溶 媒 で あ る 。 適 切 な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン な ど
の コ ー テ ィ ン グ の 使 用 、 ま た 、 分 散 の 場 合 は 所 定 の 粒 径 の 維 持 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用
な ど に よ り 維 持 さ れ る 。 微 生 物 の 作 用 は 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー
ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル な ど 、 様 々 な 抗 菌 性 お よ び 抗 真 菌 性 の 化 合 物 に よ り 阻
止 さ れ る 。 多 く の 場 合 、 等 張 性 の 化 合 物 、 例 え ば 砂 糖 、 組 成 物 内 の マ ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト
ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど の 多 価 ア ル コ ー ル な ど を 含 む こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 モ ノ ス
テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン な ど 、 吸 収 を 遅 ら せ る 化 合 物 を 組 成 物 中 に 含 む こ
と に よ り 、 注 射 用 の 組 成 物 の 吸 収 が 延 長 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
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　 滅 菌 さ れ た 注 射 溶 液 は 、 上 記 に 挙 げ ら れ た 成 分 の 組 み 合 わ せ の 一 つ を 含 む 適 切 な 溶 媒 中
に 、 必 要 な 量 の 活 性 化 合 物 （ 例 え ば 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 TDFRP抗 体 ） を 組 み 入 れ
、 そ の 後 必 要 に 応 じ て フ ィ ル タ ー 処 理 で 滅 菌 を す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 通 常 分 散 液
は 、 活 性 化 合 物 を 塩 基 性 分 散 媒 体 、 お よ び 上 記 に 挙 げ ら れ た そ の 他 の 必 要 な 成 分 を 含 む 、
滅 菌 さ れ た 賦 形 剤 中 に 組 み 込 む こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 滅 菌 さ れ た 注 射 用 溶 液 の 生 成 の
た め の 、 滅 菌 粉 末 の 生 成 法 は 、 活 性 成 分 と 、 先 に 滅 菌 ・ ろ 過 さ れ た 溶 液 の 任 意 の 付 加 的 な
目 的 成 分 と を 有 す る 粉 末 を 生 成 す る 、 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 法 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 経 口 用 の 組 成 物 は 通 常 、 不 活 性 な 希 釈 剤 ま た は 食 用 の 担 体 を 含 む 。 こ れ ら の 組 成 物 は ゼ
ラ チ ン カ プ セ ル に 入 れ た り 、 ま た は 固 め て 錠 剤 に す る こ と が で き る 。 治 療 目 的 の 経 口 投 与
の た め 、 活 性 化 合 物 を 賦 形 剤 に 組 み 込 み 、 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ま た は カ プ セ ル な ど の 形 態 で
使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 う が い 薬 （ マ ウ ス ウ ォ ッ シ ュ ） と し て 使 用 さ れ る 液 体 担 体
を 使 用 し て 経 口 用 の 組 成 物 を 生 成 す る こ と も で き る 。 こ の と き 液 体 担 体 中 の 化 合 物 は 経 口
で 使 用 さ れ 、 口 内 を う が い し て 吐 き 出 す か 、 ま た は 飲 み 込 ま れ る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 結
合 化 合 物 お よ び /ま た は 佐 材 が 、 組 成 物 の 一 部 と し て 含 ま れ る 。 錠 剤 、 丸 薬 、 カ プ セ ル 、
ト ロ ー チ な ど は 、 以 下 の 任 意 の 成 分 、 ま た は 性 質 の 似 た 化 合 物 を 含 む ： 微 結 晶 性 セ ル ロ ー
ス ゴ ム ト ラ ガ カ ン ト ま た は ゼ ラ チ ン な ど の 結 合 剤 ； デ ン プ ン ま た は 乳 糖 な ど の 賦 形 剤 、 ア
ル ギ ン 酸 、 プ リ モ ゲ ル （ Primogel） 、 ま た は コ ー ン ス タ ー チ な ど の 崩 壊 化 合 物 ； ス テ ア リ
ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ま た は ス テ ロ テ ス （ Sterotes） な ど の 潤 滑 剤 ； コ ロ イ ド 状 酸 化 ケ イ 素 な
ど の 流 動 促 進 剤 ； 蔗 糖 ま た は サ ッ カ リ ン な ど の 甘 味 化 合 物 ； ま た は ペ パ ー ミ ン ト 、 メ チ ル
サ リ チ ル 酸 、 ま た は オ レ ン ジ 香 料 な ど の 香 料 添 加 化 合 物 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 に お い て は 、 化 合 物 は 、 例 え ば 二 酸 化 炭 素 な ど 、 適 切 な ス プ レ ー 用 高 圧
ガ ス を 含 ん だ 圧 力 容 器 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー 、 ま た は 噴 霧 器 か ら の エ ア ゾ ー ル ス プ レ ー の
形 態 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 全 身 投 与 は ま た 、 経 粘 膜 ま た は 経 皮 的 に も 行 わ れ る 。 経 粘 膜 ま た は 経 皮 投 与 に お い て 、
バ リ ア を 透 過 す る の に 適 し た 浸 透 剤 が 組 成 物 中 に 使 用 さ れ る 。 経 粘 膜 投 与 用 の こ の よ う な
浸 透 剤 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 的 に 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 、 胆 汁 塩 、 お
よ び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 な ど を 含 む 。 経 粘 膜 投 与 は 、 鼻 腔 用 ス プ レ ー ま た 座 薬 な ど の 使 用 に
よ り 行 わ れ る 。 経 皮 投 与 に つ い て は 、 活 性 化 合 物 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の と お り 、 軟 膏 、
膏 薬 、 ゲ ル 、 ク リ ー ム と し て つ く ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 化 合 物 は ま た 、 （ 例 え ば 、 カ カ オ 脂 お よ び そ の 他 の グ リ セ リ ド な ど 、 従 来 か ら の 座 剤 の
基 材 を 使 用 し た ） 座 薬 、 ま た は 直 腸 か ら 使 用 す る 停 留 浣 腸 の 形 態 で の 薬 学 的 組 成 物 と し て
も 生 成 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 活 性 化 合 物 は 、 移 植 片 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 投 与 シ ス テ ム を 含
む 放 出 制 御 形 態 で 、 体 内 か ら 急 速 に 除 去 さ れ な い よ う に 化 合 物 を 保 護 す る 担 体 を 備 え て 生
成 さ れ る 。 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 酸 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ト
エ ス テ ル 、 お よ び ポ リ 乳 酸 な ど の 生 体 分 解 性 、 生 体 適 合 性 の ポ リ マ ー を 使 用 す る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 形 態 の 生 成 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の も の で あ る 。 材 料 は Alza Cor
porationお よ び Nova Pharmaceuticals, Inc.か ら 購 入 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁
液 （ ウ ィ ル ス 抗 原 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 感 染 し た 細 胞 を 標 的 と し た リ ポ ソ ー ム を 含 む ）
も ま た 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 米 国 特
許 第 4,522,811号 に 説 明 さ れ て い る よ う に 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に 基 づ い て 生 成 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 経 口 ま た は 非 経 口 用 の 組 成 物 を 投 与 量 ユ ニ ッ ト の 形 態 で 形 成 す る こ と は 、 投 与 の 簡 易 化
お よ び 投 与 量 を 均 一 に す る た め に 、 特 に 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 投 与 量
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ユ ニ ッ ト 形 態 と は 、 治 療 を 受 け る 対 象 に 対 す る 投 与 単 位 と し て 適 し た 、 物 理 的 に 別 々 の ユ
ニ ッ ト を 意 味 し 、 各 ユ ニ ッ ト は 目 的 の 薬 学 的 担 体 と 関 連 し た 、 目 的 の 治 療 効 果 を 生 み 出 す
よ う に 算 出 さ れ た 、 規 定 量 の 活 性 化 合 物 を 含 ん で い る 。 本 発 明 の 投 与 ユ ニ ッ ト 形 態 の 詳 細
は 、 活 性 化 合 物 の 独 特 の 特 性 、 目 的 と さ れ る 特 定 の 治 療 効 果 、 お よ び こ の よ う な 個 々 の 治
療 の た め の 活 性 化 合 物 を 調 合 す る 技 術 に 内 在 す る 限 界 に よ っ て 決 定 さ れ 、 ま た そ れ ら に 直
接 依 存 し て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 を ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し 、 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 静 脈 注 射 、 局 所 投 与 （ 米 国 特 許 第 5,328,470号 参 照
） 、 ま た は 定 位 注 射 （ Chenら 、 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91： 3054-3057参 照 ）
な ど に よ り 対 象 に 与 え ら れ る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー の 薬 学 的 製 剤 に は 、 適 切 な 希 釈 剤 中 の
遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー 、 ま た は 遺 伝 子 を 提 供 す る 賦 形 剤 が 組 み 込 ま れ た 、 持 続 放 出 基 質 が 含
ま れ る 。 一 方 、 完 全 な 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー が 、 例 え ば レ ト ロ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の よ う な 組
み 換 え 細 胞 か ら 無 傷 で 生 成 で き る 場 合 、 薬 学 的 製 剤 に は 、 遺 伝 子 提 供 シ ス テ ム を 作 る 一 つ
以 上 の 細 胞 が 含 ま れ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 投 与 説 明 書 と と も に 、 容 器 、 包 み 、 ま た は デ ィ
ス ペ ン サ ー に 内 包 さ れ る 。 薬 学 的 組 成 物 は 、 管 理 の た め の 指 示 と 共 に 、 容 器 、 パ ッ ク 、 ま
た は デ ィ ス ペ ン サ ー に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
VI.　 ス ク リ ー ニ ン グ 法 お よ び 検 出 法
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 以 下 に よ り 詳 し く 説 明 さ れ る 通 り 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド の 発 現 （ 例
え ば 遺 伝 子 治 療 の 使 用 に お け る 宿 主 細 胞 中 の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 介 し て ） に 使 用 さ れ
、 TDFRP mRNA（ 例 え ば 、 生 体 試 料 中 に お け る ） 、 ま た は TDFRP遺 伝 子 の 遺 伝 子 損 傷 を 検 出
し 、 TDFRPの 活 性 を 調 節 す る 。 加 え て 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 、 TDFポ リ ペ プ チ ド
の 不 十 分 な ま た は 過 度 の 生 成 、 ま た は TDF野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し て 活 性 が 低 下 し た
、 ま た は 異 常 と な っ た TDFポ リ ペ プ チ ド の 形 態 の 生 成 を 特 徴 と す る 疾 患 の 治 療 に 加 え 、 TDF
ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は TDFRP活 性 ま た は 発 現 を 調 節 す る 薬 剤 ま た は 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 TDFRP抗 体 を 使 用 し て 、 TDF、 ま た は TDFRPポ リ
ペ プ チ ド を 検 出 、 単 離 し 、 そ れ ら の 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら
に 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 に よ り 同 定 さ れ た 新 し い 化 合 物 お よ び 、 上
記 に 説 明 さ れ た そ れ ら の 治 療 に お け る 用 途 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
VII.　 ス ク リ ー ニ ン グ 分 析
　 本 発 明 は 、 モ ジ ュ レ ー タ の 同 定 方 法 、 す な わ ち 、 TDFRPま た は TDFポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す
る 、 ま た は 、 TDFRPま た は TDFポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 を 、 刺 激 ま た は 阻 害 す る 効 果
の あ る （ 本 明 細 書 に お い て 「 ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 」 と も 呼 ば れ る ） 候 補 薬 ま た は 試 験 化 合
物 、 す な わ ち （ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 、 小 分 子 そ の 他 の 薬 剤 な ど の ） 化 合 物 を 提 供 す
る 。 本 発 明 は ま た 、 こ こ に 説 明 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 を 含 む
。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 TDFRPま た は TDFポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 生 物 活
性 部 分 と 結 合 す る 、 ま た は そ の 活 性 を 調 節 す る 候 補 薬 ま た は 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 分 析 法 を 含 む 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 以 下 を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の ラ イ ブ ラ リ の 組
み 合 わ せ に お け る 、 多 数 の 方 法 の い ず れ か を 使 用 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る ： 生 物 学 的 ラ
イ ブ ラ リ ； 空 間 的 に ア ド レ ス 可 能 な 平 行 固 体 相 、 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ； 形 状 解 析 （ デ コ
ン ボ ル ー シ ョ ン ） を 要 す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ 法 ； 「 1ビ ー ズ 、 1化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ 法 ； お よ
び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 選 択 を 使 用 し た 合 成 ラ イ ブ ラ リ 法 。 生 物 学 的
ラ イ ブ ラ リ 法 は 、 ペ プ チ ド ・ ラ イ ブ ラ リ に 限 定 さ れ る が 、 他 の 4つ の 方 法 は 、 ペ プ チ ド 、
非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー ま た は 化 合 物 の 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ に 適 用 で き る 。 Lam, 1997. Antic
ancer Drug Design 12： 145参 照 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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　 真 菌 性 、 細 菌 性 、 ま た は 藻 類 の 抽 出 物 な ど の 、 化 学 的 お よ び /ま た は 生 物 学 的 混 合 物 の
ラ イ ブ ラ リ は 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ た も の で あ り 、 当 業 者 に 周 知 の 分 析 法 と 同 様 に
、 説 明 さ れ て い る 任 意 の 分 析 法 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 分 子 ラ イ ブ ラ リ
の 合 成 方 法 の 例 は 、 以 下 の 科 学 文 献 に 見 る こ と が で き る ： DeWittら 、 1993. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A. 90: 6909； Erbら 、 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91： 1
1422； Zuckermannら 、 1994. J. Med. Chem. 37： 2678； Choら 、 1993. Science 261： 1303
； Carrellら 、 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33： 2059； Carellら 、 1994. Angew. 
Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061； お よ び Gallopら 、 1994. J. Med. Chem. 37： 1233。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ は 、 溶 液 中 （ Houghten, 1992. Biotechniques 13： 412-421参 照 ）
、 ま た は ビ ー ズ 上 （ Lam, 1991. Nature 354： 82-84） 、 ま た は チ ッ プ 上 （ Fodor, 1993. N
ature 364： 555-556） 、 バ ク テ リ ア （ Ladner、 米 国 特 許 第 5,223,409） 、 胞 子 （ Ladner、
米 国 特 許 第 5,233,409） 、 プ ラ ス ミ ド （ Cullら 、 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89：
1865-1869） 、 ま た は フ ァ ー ジ 上 （ Scottお よ び Smith, 1990. Science 249： 386-390； Dev
lin, 1990. Science 249： 404-406； Cwirlaら 、 1990. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
 87： 6378-6382； Felici, 1991. J. Mol. Biol. 222： 301-310； Ladner、 米 国 特 許 第 5,23
3,409） に 表 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 化 合 物 が TDFRPポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 能 力 は 、 例 え ば 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド が TD
FRP標 的 分 子 と 結 合 、 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 標 的
分 子 と は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド が 結 合 、 ま た は 相 互 作 用 す る 分 子 、 例 え ば 、 TDFRPと 相 互 作
用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 の 表 面 上 の 分 子 、 第 2の 細 胞 の 表 面 上 の 分 子 、 細 胞 外
の 環 境 中 に あ る 分 子 、 細 胞 膜 の 内 壁 面 に 関 連 し た 分 子 、 ま た は 細 胞 質 の 分 子 な ど で あ る 。
TDFRP標 的 分 子 は 、 非 TDFRP分 子 、 ま た は TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 TDFRP標 的 分 子 は 、 細 胞 外 シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 化 合 物 の 、
膜 に 結 合 し た TDF受 容 体 分 子 へ の 結 合 に よ り 発 生 し た シ グ ナ ル ） の 、 細 胞 膜 を 通 っ て 、 細
胞 中 へ の 伝 達 を 促 進 す る 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 成 分 で あ る 。 標 的 は 、 例 え ば 、 触 媒 作 用 、
ま た は 下 流 シ グ ナ ル 分 子 と TDF受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と の 関 連 を 促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド を 有
す る 、 第 2の 細 胞 内 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 こ の よ う な 相 互 作 用 、 お よ
び そ の 結 果 起 こ る 、 説 明 さ れ た 分 析 に よ っ て 測 定 さ れ た 生 物 学 的 反 応 を 作 動 さ せ る 、 ま た
は 拮 抗 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 TDFRPポ リ ペ プ チ ド が TDFRP標 的 分 子 と 結 合 、 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 は 、 上 述 の 、 直 接
結 合 の 測 定 法 の 一 つ に よ っ て 決 定 さ れ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド が TDF
RP標 的 分 子 と 結 合 、 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 は 、 標 的 分 子 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て
決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 標 的 分 子 の 活 性 は 、 標 的 の 第 2の 細 胞 メ ッ セ ン ジ ャ ー （ 細 胞 内 Ca 2 +

、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 IP3な ど ） の 誘 導 の 検 出 、 標 的 お よ び 適 切 な 基 質 の 触 媒 ・ 酵 素
活 性 の 検 出 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 検 出 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る
核 酸 に 、 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 し た TDFRP反 応 性 の 調 節 エ レ メ ン ト を 含 む ） の 誘 導 の 検 出
、 ま た は 、 例 え ば 細 胞 生 存 、 細 胞 分 化 ま た は 細 胞 の 増 殖 な ど の 細 胞 応 答 の 検 出 に よ り 決 定
さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 分 析 法 は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 生 物 活 性
部 分 に 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ 、 試 験 化 合 物 が TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 生 物 活 性 部
分 に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 ん だ 無 細 胞 分 析 で あ る 。 試 験 化 合 物 と TDFRPポ リ ペ
プ チ ド と の 結 合 は 、 上 述 の 要 領 で 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 測 定 さ れ る 。 こ の よ う な 態 様 の 一
つ に お い て 、 分 析 法 は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 生 物 活 性 部 分 に 、 TDFRPと 結 合 す
る 既 知 の 化 合 物 を 接 触 さ せ て 分 析 用 混 合 物 を つ く り 、 分 析 用 混 合 物 に 試 験 化 合 物 を 接 触 さ
せ る こ と 、 ま た 、 試 験 化 合 物 が TDFRPポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を
含 む 。 こ の と き 、 試 験 化 合 物 が TDFRPポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 の 測 定 は 、 既 知 の
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化 合 物 と 比 較 し た 、 試 験 化 合 物 が TDFRP、 ま た は そ の 生 物 活 性 部 分 と 選 択 的 に 結 合 す る 能
力 を 測 定 す る こ と を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ま た さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 分 析 法 は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 生 物 活 性 部
分 に 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ 、 試 験 化 合 物 が TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 生 物 活 性 部 分
の 活 性 （ 例 え ば 刺 激 、 ま た は 阻 害 ） を 調 節 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 ん だ 無 細 胞 分 析 で
あ る 。 試 験 化 合 物 が TDFRPの 活 性 を 調 節 す る 能 力 は 、 例 え ば 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド が TDFRP
標 的 分 子 と 結 合 す る 能 力 を 、 直 接 結 合 を 測 定 す る 上 述 の 方 法 の 一 つ で 測 定 す る こ と に よ っ
て 決 定 さ れ る 。 代 替 的 な 態 様 に お い て 、 試 験 化 合 物 が TDFRPの 活 性 を 調 節 す る 能 力 は 、 TDF
RPポ リ ペ プ チ ド が TDFRP標 的 分 子 を さ ら に 調 節 す る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ
る 。 例 え ば 、 適 切 な 基 質 上 の 標 的 分 子 の 触 媒 ・ 酵 素 活 性 は 、 上 述 の 要 領 で 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ま た 別 の 態 様 に お い て 、 無 細 胞 分 析 は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 生 物 活 性 部 分
に TDFRPポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 既 知 の 化 合 物 を 接 触 さ せ て 分 析 用 の 混 合 物 を 作 り 、 分 析
用 混 合 物 に 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ て 、 試 験 化 合 物 が TDFRPポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能
力 を 測 定 す る こ と を 含 む 。 こ の と き 、 試 験 化 合 物 が TDFRPポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能
力 の 測 定 は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド が TDFRP標 的 分 子 の 活 性 と 選 択 的 に 結 合 、 ま た は そ れ を 調
節 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 上 述 の 分 析 法 の 一 つ 以 上 の 態 様 に お い て 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 標 的
分 子 の い ず れ か を 固 定 し 、 分 析 法 を 自 動 化 す る と 同 時 に 、 一 つ ま た は 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド
の 、 錯 体 を 形 成 し て い な い 形 態 か ら の 、 錯 体 を 形 成 し て い る 形 態 の 単 離 を 促 進 す る こ と が
望 ま れ る 。 試 験 化 合 物 と TDFRPポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 、 ま た は 候 補 化 合 物 の 存 在 下 、 お よ
び 不 在 下 に お け る TDFRPポ リ ペ プ チ ド と 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 は 、 反 応 物 質 を 入 れ る の に
適 し た 任 意 の 容 器 中 で 起 こ る 。 こ の よ う な 容 器 の 例 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 試
験 管 、 お よ び マ イ ク ロ 遠 心 分 離 管 が 含 ま れ る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド が
生 成 さ れ 、 そ れ に よ り 一 つ ま た は 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド が 基 質 に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る
領 域 が 加 わ る 。 例 え ば 、 GST-TDFRP融 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は GST標 的 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は
、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ Sigma Chemical, St. Louis, Mo.） 、 ま た は グ ル タ
チ オ ン 誘 導 体 化 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 吸 着 さ れ 、 次 に 試 験 化 合 物 、 ま た は 試 験 化
合 物 お よ び 非 吸 着 標 的 ポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRPポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か と 混 ぜ 合 わ さ れ
、 こ の 混 合 物 は 、 複 合 体 形 成 を も た ら す 条 件 下 （ 例 え ば 、 塩 お よ び pHの 生 理 学 的 条 件 ） で
イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ
ル を 洗 浄 し 、 結 合 し て い な い 成 分 、 ビ ー ズ の 場 合 は 固 定 化 さ れ た 基 質 、 上 述 の 直 接 ま た は
間 接 的 に 測 定 さ れ た 複 合 体 を 除 去 す る 。 一 方 、 複 合 体 は 基 質 か ら 解 離 さ れ 、 TDFRPポ リ ペ
プ チ ド の 結 合 ま た は 活 性 レ ベ ル が 、 標 準 的 な 方 法 で 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 基 質 上 に ポ リ ペ プ チ ド を 固 定 化 す る 別 の 方 法 を 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 分 析
に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 接 合 を 使 用 し て
、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 標 的 分 子 の い ず れ か を 固 定 化 す る す る こ と が で き る 。 ビ
オ チ ン 化 さ れ た TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は 標 的 分 子 は 、 当 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方
法 （ 例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 キ ッ ト 、 Pierce Chemicals, Rockford, Ill.） を 使 用 し て 、 ビ オ
チ ン -NHS（ N-ヒ ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 イ ミ ド ） か ら 生 成 さ れ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 覆 わ れ た
96ウ ェ ル プ レ ー ト （ Pierce Chemical） の ウ ェ ル 中 で 固 定 化 さ れ る 。 一 方 、 TDFRPポ リ ペ プ
チ ド ま た は 標 的 分 子 と よ く 反 応 は す る が 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 標 的 分 子 の 結 合
を 妨 げ る こ と の な い 抗 体 は 、 プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 に 被 覆 さ れ 、 結 合 し て い な い 標 的 分 子 ま
た は TDFRPポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 の 接 合 に よ り ウ ェ ル 中 に 閉 じ 込 め ら れ る 。 こ の よ う な 複
合 体 の 検 出 法 に は 、 GST-固 体 複 合 体 に つ い て 上 述 さ れ た も の に 加 え 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド
ま た は 標 的 分 子 と 関 連 し た 酵 素 活 性 の 検 出 に 基 づ く 酵 素 結 合 分 析 法 と と も に 、 TDFRPポ リ
ペ プ チ ド ま た は 標 的 分 子 と よ く 反 応 す る 抗 体 を 使 用 し た 、 複 合 体 の 免 疫 検 出 法 が 含 ま れ る
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。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 細 胞 に 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ 、 細 胞 中 の TDFRP mRNAま た は ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 を 測 定 す る 方 法 に お い て 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ が 同 定 さ れ
る 。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の TDFRP mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 、 候 補 化 合 物
の 不 在 下 で の TDFRP mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 次 に 、 こ の 比 較 に
基 づ い て 、 候 補 化 合 物 が TDFRP mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ と し て 同 定 さ
れ る 。 例 え ば 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の TDFRP mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 、 不 在 下
で の 発 現 よ り も 多 い （ 統 計 的 に 著 し く 多 い ） 場 合 、 候 補 化 合 物 は 、 TDFRP mRNAま た は ポ リ
ペ プ チ ド 発 現 の 刺 激 剤 と し て 同 定 さ れ る 。 一 方 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の TDFRP mRNAま た
は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 、 不 在 下 で の 発 現 よ り も 少 な い （ 統 計 的 に 著 し く 少 な い ） 場 合 、
候 補 化 合 物 は 、 TDFRP mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 阻 害 剤 と し て 同 定 さ れ る 。 細 胞 内 で
の TDFRP mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、 TDFRP mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド の 検 出
に つ い て 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ た 方 法 に よ り 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 局 面 に お い て 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド は 、 2-ハ イ ブ リ ッ ド （ two-hybri
d） 分 析 ま た は 3-ハ イ ブ リ ッ ド （ three hybrid） 分 析 （ 米 国 特 許 第 5,283,317号 ； Zervosら
、 1993. Cell 72： 223-232； Maduraら 、 1993. J. Biol. Chem. 268： 12046-12054； Barte
lら 、 1993. Biotechniques 14： 920-924； Iwabuchiら 、 1993. Oncogene 8： 1693-1696；
お よ び Brent WO 94/10300） に お い て 「 ベ イ ト （ bait） ポ リ ペ プ チ ド 」 と し て 使 用 さ れ 、 T
DFRP（ 「 TDFRP結 合 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 TDFRP-bp」 ） と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る 他 の
ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し 、 ま た TDFRP活 性 を 調 節 す る 。 こ の よ う な TDFRP結 合 ポ リ ペ プ チ ド は
ま た 、 例 え ば 、 TDFRP経 路 の 上 流 ま た は 下 流 因 子 と し て 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド に よ る シ グ ナ
ル 伝 達 に 関 わ る 可 能 性 が 高 い 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 2-ハ イ ブ リ ッ ド （ two-hybrid） シ ス テ ム は 、 単 離 可 能 な DNA結 合 お よ び 活 性 ド メ イ ン を
含 む 、 ほ と ん ど の 転 写 因 子 の モ ジ ュ ラ ー と し て の 特 質 に 基 づ い て い る 。 簡 潔 に い う と 、 分
析 は 二 つ の 異 な っ た DNA構 成 を 使 用 す る 。 一 つ の 構 成 に お い て 、 TDFRPを コ ー ド す る 遺 伝 子
は 、 既 知 の 転 写 因 子 （ 例 え ば GAL-4） の DNA結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 融 合 す る 。
別 の 構 成 に お い て 、 未 確 認 の ポ リ ペ プ チ ド （ 「 プ レ イ （ pray） 」 ま た は 「 試 料 」 ） を コ ー
ド す る 、 DNA配 列 の ラ イ ブ ラ リ か ら の DNA配 列 が 、 既 知 の 転 写 因 子 の 活 性 ド メ イ ン を コ ー ド
す る 遺 伝 子 と 融 合 す る 。 「 ベ イ ト 」 お よ び 「 プ レ イ 」 ポ リ ペ プ チ ド が 相 互 作 用 し 、 イ ン ビ
ボ で TDFRP依 存 的 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 場 合 、 転 写 因 子 の DNA結 合 ド メ イ ン と 活 性
ド メ イ ン が 近 接 す る 。 こ れ ら が 近 接 す る こ と に よ り 、 転 写 因 子 に 反 応 す る 転 写 調 節 部 分 と
、 動 作 可 能 な 状 態 で 結 合 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば LacZ） の 転 写 が 可 能 に な る 。 レ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 検 出 さ れ 、 機 能 的 転 写 因 子 を 含 む 細 胞 群 体 が 単 離 さ れ て 、 TDFRPと
相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 を 得 る た め に 使 用 さ れ
る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ま た さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 TDFRP原 子 座 標 に 関 わ る 構 造 情 報 を 含 ん だ シ ス テ ム が 、
例 え ば 、 x線 回 折 の よ う な 生 物 物 理 学 的 技 術 に よ っ て 得 ら れ る 。 TDFRPペ プ チ ド と 化 合 物 の
間 の 結 合 を x線 回 折 に よ っ て 分 析 し 、 例 え ば 標 的 ポ リ ペ プ チ ド と 薬 剤 複 合 体 の よ う な 、 TDF
RP複 合 体 の x線 結 晶 構 造 が 決 定 さ れ る 。 ま た 、 NMRを 使 用 し て 、 化 合 物 が TDFRPポ リ ペ プ チ
ド と 結 合 し た 後 に 見 ら れ る 、 化 学 シ フ ト の 変 化 が 分 析 さ れ る 。 こ の よ う な 方 法 を 使 い 、 TD
FRPポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 相 互 作 用 に 基 づ い て 化 合 物 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 前 述 の ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 に よ っ て 同 定 さ れ た TDFRP化 合 物 、 お よ び
本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る 各 種 治 療 に お け る そ れ ら の 化 合 物 の 用 法 に 関 連 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
VIII.　 検 出 の 方 法
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A.　 TDFRP発 現 の 検 出
　 生 体 試 料 中 の TDFRPの 存 在 ま た は 不 在 を 検 出 す る た め の 例 示 的 方 法 は 、 対 象 か ら 生 体 試
料 を 採 取 し 、 生 体 試 料 に 化 合 物 、 す な わ ち 、 生 体 試 料 中 で TDFRPの 存 在 が 検 出 で き る よ う
に TDFRPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 （ 例 え ば mRNA、 ゲ ノ ム
DNA） を 検 出 す る こ と の で き る 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 TDFRP mRNAま た は ゲ ノ ム D
NAを 検 出 す る 化 合 物 は 、 TDFRP mRNAま た は ゲ ノ ム DNAを ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と の で き る
、 標 識 化 さ れ た 核 酸 プ ロ ー ブ で あ る 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 少 な く と も 5、 15、 30、 5
0、 100、 250ま た は 500ヌ ク レ オ チ ド 分 の 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な 、 TDFRP核 酸
の 全 長 分 、 ま た は そ の 一 部 分 で あ り 、 TDFRP mRNAま た は ゲ ノ ム DNAを 、 厳 し い 条 件 下 で 特
異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 適 し た も の で あ る 。 本 発 明 の 、 診 断 分 析 に お い て 使 用 さ れ
る 、 他 の 適 切 な プ ロ ー ブ に つ い て 本 明 細 書 に お い て 説 明 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 TDFRPポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 化 合 物 の 例 と し て は 、 配 列 番 号 ： 1～ 208に 対 抗 す
る 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と が で き 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 を 備 え た 抗 体
が あ る 。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ っ て も 良 い が 、 よ り 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る
。 ま た 、 そ れ ら の 無 傷 な 抗 体 、 ま た は 断 片 （ 例 え ば 、 Fabま た は F(ab') 2 ） を 使 用 す る こ と
が で き る 。 「 標 識 化 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 関 し て は 、 直 接 標 識 化
さ れ た 別 の 化 合 物 と の 反 応 性 に よ る 、 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 間 接 的 な 標 識 化 と と も に 、 検
出 可 能 な 物 質 と プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 と の 結 合 （ 物 理 的 連 結 ） に よ る 、 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体
の 直 接 的 な 標 識 化 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 間 接 的 な 標 識 化 の 例 に は 、 蛍 光 標 識 さ れ た 二 次
抗 体 、 お よ び 蛍 光 標 識 さ れ た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に よ っ て 検 出 で き る よ う に 、 ビ オ チ ン に
よ っ て 端 末 標 識 さ れ た DNAプ ロ ー ブ を 使 用 し た 、 一 次 抗 体 の 検 出 が 含 ま れ る 。 「 生 体 試 料
」 と い う 用 語 は 、 対 象 の 体 内 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 お よ び 体 液 と 同 時 に 、 対 象 か ら 単 離 さ
れ た 組 織 、 細 胞 お よ び 生 体 液 を 含 む こ と を 意 図 し て い る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 検 出 法 を 使
用 し て 、 生 体 試 料 の 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ に お け る TDFRP mRNA、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま
た は ゲ ノ ム DNAが 検 出 さ れ る 。 例 え ば 、 TDFRP mRNAの イ ン ビ ト ロ の 検 出 法 に は 、 ノ ー ザ ン
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び イ ン サ イ チ ュ ー （ in situ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含
ま れ る 。 TDFRPポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ト ロ の 検 出 法 に は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ ELISA
） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 、 お よ び 免 疫 蛍 光 発 光 法 が 含 ま れ る 。 ま た 、 TDFRP
ゲ ノ ム DNAの イ ン ビ ト ロ の 検 出 法 に は 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 さ ら
に 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ボ 検 出 法 に は 、 対 象 へ の 標 識 化 さ れ た 抗 TDFRP抗 体 の 取 り
込 み が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 標 準 的 な イ メ ー ジ ン グ 技 術 に よ り 、 対 象 の 体 内 に お け
る 、 そ の 存 在 お よ び 位 置 を 検 出 す る こ と の で き る 放 射 性 マ ー カ ー で 標 識 化 さ れ る 。 一 つ の
態 様 に お い て 、 生 体 試 料 は 、 対 象 か ら 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を 含 む 。 一 方 、 生 体 試 料
は 、 対 象 か ら 得 ら れ た mRNA分 子 、 ま た は 対 象 か ら 得 ら れ た ゲ ノ ム DNA分 子 を 含 む 。 好 適 な
生 体 試 料 は 、 従 来 の 方 法 に よ り 対 象 か ら 単 離 さ れ た 末 梢 血 白 血 球 試 料 で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 方 法 は さ ら に 、 対 照 対 象 か ら 対 照 生 体 試 料 を 採 取 す る 段 階 、 対 照 試
料 と 化 合 物 、 す な わ ち 、 生 体 試 料 中 で TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 mRNAま た は ゲ ノ ム DNAの 存 在 が
検 出 で き る よ う に 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 mRNA、 ま た は ゲ ノ ム DNAを 検 出 す る こ と の で き る
化 合 物 と 接 触 さ せ る 段 階 、 対 照 試 料 中 の TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 mRNA、 ま た は ゲ ノ ム DNAの 存
在 と 、 試 験 試 料 中 の TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 mRNA、 ま た は ゲ ノ ム DNAの 存 在 と を 比 較 す る 段 階
を 含 む 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 生 体 試 料 中 の TDFRPの 存 在 を 検 出 す る キ ッ ト を 含 む 。 例 え ば 、 キ ッ ト は
以 下 を 含 む ： 標 識 化 さ れ た 化 合 物 、 す な わ ち 、 生 体 試 料 中 の TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は mRN
Aを 検 出 す る こ と の で き る 化 合 物 ； 試 料 中 の TDFRPの 量 を 測 定 す る 手 段 ； お よ び 、 試 料 中 の
TDFRPの 量 を 標 準 値 と 比 較 す る 手 段 。 化 合 物 ま た は 化 合 物 は 、 適 切 な 容 器 内 に 入 れ ら れ る
。 キ ッ ト は さ ら に 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 を 検 出 す る キ ッ ト の 使 用 説 明 書 を 含 ん
で い る 。
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【 ０ １ ５ ４ 】
B.　 予 測 医 学
　 本 発 明 は ま た 、 診 断 分 析 、 予 測 分 析 、 薬 理 ゲ ノ ム 学 、 お よ び 臨 床 試 験 の 監 視 を 予 測 （ 予
想 ） を 目 的 と し て 使 用 し 、 対 象 を 予 防 的 に 治 療 す る 、 予 測 医 学 の 分 野 に 関 連 す る 。 従 っ て
、 本 発 明 の 一 つ の 局 面 は 、 TDFRP標 的 分 子 の 活 性 と 同 様 、 TDFRP標 的 分 子 の 発 現 を 測 定 す る
、 生 体 試 料 （ 例 え ば 血 液 、 結 成 、 細 胞 、 組 織 ） と の 関 連 に お け る 診 断 分 析 に 関 連 し 、 そ の
結 果 、 異 常 の あ る TDFRP標 的 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 疾 患 に 個 体 が 罹
患 し て い る か 、 ま た は 疾 患 を 発 現 す る 危 険 が あ る か ど う か を 決 定 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 個 体 が 、 TDFRP標 的 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 疾 患 を
発 現 す る 危 険 に あ る か ど う か を 決 定 す る 、 予 測 （ ま た は 予 想 ） 分 析 法 を 提 供 す る 。 こ の よ
う な 分 析 法 を 予 測 ま た は 予 想 目 的 で 使 用 す る こ と に よ り 、 TDFRP標 的 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ
て 特 徴 付 け ら れ る 、 ま た は そ れ に 関 連 す る 疾 患 が 発 現 す る 前 に 、 個 体 を 予 防 的 に 治 療 す る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し て 、 本 発 明 の TDFRPが そ の 多 型 よ り も TDFRP
標 的 分 子 に 対 し て よ り 強 い 親 和 性 を 有 す る 場 合 （ ま た は 逆 の 場 合 ） に 、 個 体 が 、 TDFRP標
的 分 子 ま た は 標 的 ポ リ ペ プ チ ド 多 型 を 発 現 し て い る か ど う か を 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 対 象 の 、 特 定 の 組 織 （ ま た は 血 液 ） 中 の 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル は 、 既 定 の 薬 剤
が 対 象 に 投 与 さ れ た 場 合 の 、 毒 性 、 効 能 、 ク リ ア ラ ン ス 率 、 代 謝 率 を 表 す 。 本 明 細 書 に 説
明 さ れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 さ ら に 、 対 象 に お け る こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を
測 定 し 、 対 象 の こ れ ら の 薬 剤 に 対 す る 反 応 の 予 想 を 補 助 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 別 の
局 面 は 、 個 体 に お け る TDFRPポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 測 定 し 、 そ れ に よ り 個 体 に 適 し た 治 療 的
ま た は 予 防 的 な 化 合 物 を 選 択 す る 方 法 （ 本 明 細 書 に お い て 「 薬 理 ゲ ノ ム 学 」 と 呼 ば れ る ）
を 提 供 す る 。 薬 理 ゲ ノ ム 学 は 、 個 体 の 遺 伝 子 型 （ 例 え ば 、 特 定 の 化 合 物 に 反 応 す る 個 体 の
能 力 を 測 定 す る た め に 検 査 さ れ た 、 個 体 の 遺 伝 子 型 ） に 基 づ い た 、 個 体 の 治 療 ま た は 予 防
的 治 療 用 の 化 合 物 （ 例 え ば 薬 剤 ） の 選 択 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
C.　 予 測 分 析
　 TDFRP化 合 物 と 、 例 え ば TDF受 容 体 の よ う な TDFRP化 合 物 の 標 的 分 子 と の 結 合 を 使 用 し て
、 TDFRP化 合 物 の 標 的 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 （ 上 述 ） と 関 連 し た 疾 患 を 有 す る 、 ま た は そ
の 発 現 の 危 険 の あ る 対 象 が 同 定 さ れ る 。 一 方 、 予 測 分 析 を 使 用 し て 、 疾 患 ま た は 疾 患 を 有
す る 、 ま た は そ の 発 現 の 危 険 の あ る 対 象 が 同 定 さ れ る 。 こ の よ う に 本 発 明 は 、 異 常 の あ る
TDFRP化 合 物 の 標 的 と な る 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 疾 患 の 同 定 法 を 提 供 し 、
こ の と き 試 験 試 料 は 対 象 か ら 採 取 さ れ て い る 。 ま た 、 TDFRP化 合 物 の 結 合 ま た は 活 性 が 検
出 さ れ 、 こ の と き 、 TDFRP化 合 物 の 結 合 ま た は 活 性 の 変 化 の 存 在 が 、 異 常 の あ る TDFRP化 合
物 の 標 的 と な る 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 疾 患 を 有 す る 、 ま た は そ の 発 現 の 危
険 の あ る 対 象 の 診 断 に 役 立 つ 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 「 試 験 試 料 」 と は 、 標 的 と な
る 対 象 か ら 採 取 さ れ た 生 体 試 料 の こ と を さ す 。 例 え ば 試 験 試 料 と は 、 （ 例 え ば 血 清 の よ う
な ） 生 体 液 、 細 胞 試 料 ま た は 組 織 の こ と で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 予 測 分 析 を 使 用 し て 、 異 常 の あ る TDFRP化 合 物 の 標 的 と
な る 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 、 TDF関 連 の 疾 患 ま た は 疾 患 を 治 療 す る た め に 、 対 象 に 化
合 物 （ 例 え ば 作 用 物 質 、 拮 抗 物 質 、 ペ プ チ ド 模 倣 体 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 小
分 子 ま た は そ の 他 の 薬 剤 候 補 ） を 投 与 す る こ と が で き る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 こ の よ う な 方 法 を 使 用 し て 、 対 象 の TDF関 連 疾 患 を 、 化 合 物 で 効 果 的 に 治 療 で
き る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 本 発 明 は 、 対 象 の 、 異 常 の あ る TDFRP
化 合 物 の 標 的 と な る 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 を 、 化 合 物 で 効 果 的 に 治 療 で き る か ど
う か の 決 定 方 法 で あ り 、 試 験 試 料 を 採 取 し 、 TDFRP化 合 物 を 使 用 し て （ 例 え ば 、 TDFRP化 合
物 の 標 的 分 子 の 存 在 が 、 異 常 の あ る TDFRP化 合 物 の 標 的 と な る 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た
疾 患 を 化 合 物 の 投 与 に よ り 治 療 す る こ と の で き る 対 象 の 診 断 に 役 立 つ 場 合 ） 、 TDFRP化 合
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物 の 標 的 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 対 象 か ら 採 取 さ れ た 、 血 液 ま た は 組 織 試 料 中 の TDFRP化 合 物 の 標 的 分 子 レ ベ ル が 測 定 さ
れ 、 疾 患 を 持 た な い 個 体 か ら 採 取 さ れ た 血 液 試 料 ま た は 同 一 組 織 タ イ プ か ら の 試 料 に お い
て 見 ら れ る レ ベ ル と 比 較 さ れ る 。 健 常 な 対 象 か ら 採 取 し た 試 料 と 比 較 し て 、 TDF関 連 の 疾
患 を 有 す る と 思 わ れ る 対 象 か ら 採 取 さ れ た 試 料 中 の 、 TDFRP化 合 物 の 標 的 分 子 が 過 多 （ ま
た は 過 少 ） で あ る こ と は 、 検 査 を 受 け た 対 象 に TDF関 連 の 疾 患 が あ る こ と を 表 す 。 明 確 な
診 断 を 下 す た め に は 、 さ ら に 進 ん だ 検 査 が 必 要 と さ れ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 予 測 ポ リ ペ プ チ ド 」 と 称 さ れ て い る 、 特 定 の TDFRP化 合 物 の 標 的 分
子 の 過 剰 発 現 （ ま た は 過 少 発 現 ） の 度 合 い が 、 疾 患 を 有 す る 対 象 の 、 特 定 の タ イ プ の 治 療
ま た は 処 理 に 対 す る 反 応 度 を 表 す こ と が 知 ら れ て い る 、 数 多 く の 疾 患 が 存 在 す る 。 こ の よ
う に 、 試 料 中 の TDFRP化 合 物 の 標 的 分 子 の 検 出 方 法 を 、 例 え ば 、 対 象 の 治 療 ま た は 処 理 に
反 応 す る 可 能 性 を 評 価 す る た め の 予 防 法 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 対 象 か ら 採 取 さ れ
た 適 切 な 組 織 ま た は 血 液 試 料 中 の 、 該 当 す る 予 測 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 測 定 さ れ 、 適 切
な 対 照 群 、 例 え ば 同 じ 疾 患 を 持 ち 、 治 療 に 対 し て 好 適 に 反 応 し た 対 象 に お け る レ ベ ル と 比
較 さ れ る 。 対 照 群 と 比 較 し た 、 試 料 中 で の 予 測 ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 （ ま た は 過 少 発 現
） の 度 合 い は 、 対 象 が 治 療 ま た は 処 理 に 対 し て 好 適 に 反 応 し な い 可 能 性 を 予 測 す る 。 対 照
群 と 比 較 し て 、 過 剰 発 現 （ ま た は 過 少 発 現 ） の 度 合 い が 高 い ほ ど 、 対 象 が 治 療 に 反 応 す る
可 能 性 は 低 く な る 。 本 明 細 書 に お い て 「 予 測 ポ リ ペ プ チ ド 」 と 称 さ れ て い る 、 特 定 の 標 的
ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 （ ま た は 過 少 発 現 ） の 度 合 い に よ り 、 対 象 が 疾 患 を 発 現 す る か ど
う か が 表 さ れ る 、 数 多 く の 疾 患 が 存 在 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ の よ う に 、 試 料 中 の TDFRP標 的 分 子 の 検 出 法 を 、 対 象 が 疾 患 を 発 現 す る か ど う か の 予
想 法 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 疾 患 を 発 現 す る 危 険 の あ る 対 象 か ら 採 取 し た 、 適 切 な
組 織 ま た は 血 液 試 料 中 の 、 該 当 す る 予 想 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 測 定 さ れ 、 適 切 な 対 照 群
、 例 え ば 、 疾 患 を 発 現 す る 危 険 の な い 対 象 に お け る レ ベ ル と 比 較 さ れ る 。 対 照 群 と 比 較 し
た 、 試 料 中 で の 予 測 ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 （ ま た は 過 少 発 現 ） の 度 合 い は 、 対 象 が 疾 患
を 発 現 す る 可 能 性 を 予 測 す る 。 対 照 群 と 比 較 し て 、 過 剰 発 現 （ ま た は 過 少 発 現 ） の 度 合 い
が 高 い ほ ど 、 対 象 が 疾 患 を 発 現 す る 可 能 性 が 高 く な る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る 方 法 は 、 例 え ば 臨 床 設 定 に お い て 、 TDFRP化 合 物 の 標 的 分 子
に 関 連 す る 疾 患 ま た は 疾 患 の 症 状 を 表 し て い る 、 ま た は 家 族 歴 を も つ 患 者 の 診 断 の た め に
活 用 さ れ る 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る TDFRP化 合 物 の よ う な 、 少 な く と も 一 つ の プ ロ ー
ブ 試 薬 を 含 ん だ 、 あ ら か じ め 同 梱 さ れ た 診 断 キ ッ ト を 使 用 し て 行 わ れ る 。 さ ら に 、 TDFRP
化 合 物 の 標 的 が 発 現 し て い る 任 意 の 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 を 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る
予 測 分 析 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
IX.　 治 療 法
　 本 発 明 は 、 異 常 の あ る TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し
た 疾 患 の 発 現 の 危 険 が あ る （ ま た は 発 現 し や す い ） 、 ま た は 疾 患 を 持 っ て い る 対 象 を 治 療
す る 、 予 防 法 お よ び 治 療 法 の 両 方 を 提 供 す る 。 TDF受 容 体 な ど の TDFお よ び TDFRP標 的 分 子
は 、 細 胞 の 分 化 に 関 与 し て い る 。 細 胞 の 分 化 は 、 組 織 形 態 形 成 の 重 要 な 特 性 で あ る 。 組 織
形 態 形 成 と は 、 成 体 の 組 織 の 修 復 お よ び 再 生 機 構 に 関 わ る 工 程 で あ る 。 成 体 組 織 に お け る
形 態 形 成 の 度 合 い は 、 そ れ ぞ れ の 組 織 に よ っ て 多 様 で あ り 、 特 に 既 定 の 組 織 に お け る 細 胞
の タ ー ン オ ー バ ー の 度 合 い に 関 連 し て い る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 骨 の 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の
一 員 で あ る 。 Ozkaynakら （ EMBOJ. 9： 2085-2093,1990） は 、 新 種 の ウ シ の 骨 形 成 タ ン パ ク
質 の 相 同 体 を 精 製 し 、 「 骨 形 成 タ ン パ ク 質 -1」 （ OP-1） と 名 付 け た 。 著 者 は 、 ペ プ チ ド 配
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列 を 使 用 し て ヒ ト ゲ ノ ム お よ び OP-1の ク ロ ー ン で あ る cDNAを ク ロ ー ン 化 し 、 後 に BMP-7と
命 名 し た 。 BMP-7 cDNAは 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 431ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド を 予 測 し
た 。 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る TDFRPは 、 骨 の 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 領 域 の 構 成
ミ ー ム で あ り 、 例 え ば 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 BMP-7（ OP-1） お よ び 関 連 ペ プ チ ド を
含 む 。 生 物 活 性 領 域 は 、 例 え ば BMP-7の フ ィ ン ガ ー 1お よ び フ ィ ン ガ ー 2領 域 を 含 む 。 Gropp
eら （ Nature 420： 636-642,2002） は 、 BMP-7に 結 合 し た 拮 抗 物 質 Noggin（ 602991） の 結 晶
構 造 を 報 告 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 こ の よ う に 、 TDFRP化 合 物 は 、 BMPポ リ ペ プ チ ド に よ る 治 療 に 反 応 し や す い 疾 患 お よ び 疾
患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 以 下 に 挙 げ る 参 照 文 献 （ 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る ） は
、 様 々 な 病 状 の 予 防 お よ び 治 療 に お け る 、 BMP-7の 効 能 を 決 定 す る イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン
ビ ボ 分 析 に つ い て 説 明 し て お り 、 こ の よ う な 分 析 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た TDFRP化 合 物
の 生 物 活 性 を 決 定 す る の に 適 し て い る 。 こ の よ う に 、 TDF関 連 の 疾 患 を 治 療 す る 能 力 、 そ
し て ま た 疾 患 に か か っ た ま た は 損 傷 を 受 け た 組 織 お よ び 臓 器 を 修 復 お よ び 再 生 す る 能 力 を
、 例 え ば 阻 害 ま た は 促 進 す る な ど 変 更 す る と き に 、 本 発 明 の TDFRPは 有 用 で あ る 。 特 に 、
再 建 外 科 や 、 腎 臓 病 、 脳 損 傷 、 脳 梗 塞 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 関 節 炎 、 気 腫 、 骨 粗 し
ょ う 症 、 心 筋 症 、 肝 硬 変 、 退 化 性 神 経 疾 患 、 炎 症 性 疾 患 、 お よ び 癌 を 含 む 組 織 変 性 疾 患 の
治 療 、 な ら び に 組 織 、 臓 器 、 お よ び 四 肢 の 再 生 を 含 む 分 野 に お い て 、 TDFRPに 基 づ い た ヒ
ト お よ び 獣 医 科 的 治 療 が 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の TDFRPを 使 用 し て 、 筋 肉 、 骨 、 皮
膚 、 上 皮 、 心 臓 、 神 経 、 内 分 泌 腺 、 血 管 、 軟 骨 、 歯 周 、 肝 臓 、 腎 組 織 お よ び 結 合 組 織 、 ま
た は 機 能 的 TDRFP標 的 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る 任 意 の 組 織 の 、 成 長 お よ び 分 化 を 促 進 ま
た は 阻 害 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 、 異 常 の あ る TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分
子 の 発 現 に 関 連 す る 疾 患 に は 、 ウ ィ ル ス 感 染 、 癌 、 回 復 中 の 、 神 経 変 性 疾 患 、 例 え ば ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 免 疫 疾 患 、 お よ び 骨 の 疾 患 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 TDFRP
に 基 づ く 治 療 用 の 組 成 物 は 、 例 え ば 骨 減 少 症 の 骨 組 織 の よ う な 罹 患 組 織 に お け る 健 全 な 代
謝 特 性 の 保 存 、 ま た は 修 復 、 な ら び に 、 骨 折 の よ う な 骨 の 損 傷 の 再 生 治 療 の 誘 導 に 有 用 で
あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 Markerら （ Genomics 28： 576-580,1995） は 、 ホ ル ト オ ー ラ ム 症 候 群 （ 142900） 突 然 変
異 に よ り 障 害 を き た し た 様 々 な 解 剖 学 的 位 置 に お け る 、 BMP-7転 写 物 の 分 布 を 研 究 し た 。
ホ ル ト オ ー ラ ム の 患 者 に お け る 、 心 臓 、 前 肢 の 近 位 お よ び 遠 位 、 鎖 骨 お よ び 肩 甲 骨 を 含 む
変 化 し た 構 造 、 お よ び そ の 他 の 影 響 を 受 け て い な い 組 織 で BMP-7が 発 現 し て い る こ と が わ
か っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 Solurshら （ Biochem Biophys. Res. Commun. 218： 438-443,1996） は 、 原 条 期 か ら 前 肢
芽 期 を 含 む 3日 間 の ラ ッ ト の 組 織 切 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 OP-1の 発 生 的 な
発 現 、 お よ び 一 時 的 な 発 現 を 調 査 し た 。 OP-1発 現 E11.5日 目 に 、 眼 胞 の 神 経 上 皮 で 検 出 さ
れ 、 発 現 は 推 定 網 膜 神 経 お よ び 発 達 中 の 水 晶 体 板 に 限 定 さ れ た 。 E12.5か ら E13.5日 目 に は
、 網 膜 神 経 、 レ ン ズ 、 お よ び 発 達 中 の 角 膜 に お け る 発 現 が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 Youお よ び Kruse（ Invest. Ophthal. Vis. Sci. 43： 72-81, 2002） は 、 TGFBフ ァ ミ リ ー
の 一 員 で あ る ア ク チ ビ ン Aお よ び BMP-7に よ っ て 誘 導 さ れ る 、 角 膜 筋 線 維 芽 細 胞 の 分 化 お よ
び シ グ ナ ル 伝 達 の 研 究 を し た 。 ア ク チ ビ ン A誘 導 の SMAD2の リ ン 酸 化 、 お よ び BMP-7誘 導 の S
MAD1の 両 方 が 、 フ ォ リ ス タ チ ン に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と が わ か っ た 。 TGFBタ ン パ ク 質 は 、
角 膜 に お い て 異 な っ た 機 能 を 有 し て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 TDFRP化 合 物 は 、 冠 状 動 脈 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 予 防 ま た は 治 療 に 使 用 さ れ る 。 BMP
の 誘 導 お よ び そ れ に 続 く 脈 管 、 平 滑 筋 細 胞 の 成 長 の 阻 害 、 お よ び /ま た は 脈 管 、 骨 形 成 の
誘 導 は 、 ス タ チ ン に よ り 冠 状 動 脈  ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 患 者 の 血 小 板 の 安 定 性 を 増
加 す る 機 構 の 一 因 と な る （ Emmanueleら 、 Biochem Biophys Res Commun. 2003 Feb 28； 30
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2 (1)： 67-72） 。 さ ら に 、 Daviesら （ J Am Soc Nephrol. 2003 Jun； 14 (6)： 1559-67）
に よ る 研 究 は 、 慢 性 腎 不 全 の 病 態 生 理 的 要 因 と し て の BMP-7欠 乏 に 対 比 し 、 脈 管 硬 化 の 有
力 な 治 療 法 と し て の 効 能 を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 TDFRP化 合 物 は 、 例 え ば 乳 癌 お よ び 前 立 腺 癌 な ど の 癌 の 治 療 に 使 用 さ れ る 。 Schwalbeら
（ Int J Oncol. 2003 Ju1； 23 (1)： 89-95） は 、 正 常 な 胸 組 織 、 お よ び 胸 部 の 170例 の 侵
襲 性 腺 管 癌 か ら 採 取 し た 腫 瘍 組 織 の 試 料 を 、 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 分 析 し た 。 BMP-7の 発
現 は 、 正 常 な 胸 組 織 の 終 末 小 体 に お い て は 認 め ら れ た が 、 乳 管 で は 認 め ら れ な か っ た 。 BM
P-7タ ン パ ク 質 は 、 170例 の 腫 瘍 試 料 の す べ て に お い て 検 出 さ れ た 。 BMP-7の 発 現 は 、 乳 癌
の 予 後 診 断 お よ び 治 療 の 重 要 な マ ー カ ー で あ る 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の レ ベ ル （ p</=0.01
） お よ び プ ロ ゲ ス ト ロ ン 受 容 体 の レ ベ ル （ p</=0.01） と 大 い に 関 連 し て い る 。 さ ら に 、 Ma
sudaら （ Prostate. 2003 Mar 1； 54 (4)： 268-74） は 、 骨 転 移 性 前 立 腺 癌 に お け る 、 骨 の
形 態 形 成 タ ン パ ク 質 7の 発 現 の 増 加 を 実 証 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 TDFRP化 合 物 を 使 用 し て 、 腎 機 能 障 害 お よ び 尿 管 閉 塞 、 急 性 お よ び 慢 性 腎 不 全 、 腎 線 維
症 、 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 な ど の 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る 。 Klahr J（ Nephrol. 2003 M
ar-Apr； 16 (2)： 179-85） は 、 治 療 が 損 傷 を 受 け た 時 点 で 開 始 さ れ た 場 合 、 BMP-7治 療 に
よ り 、 尿 管 閉 塞 症 （ UUO） の ラ ッ ト モ デ ル に お け る 腎 損 傷 が 著 し く 低 下 し た こ と を 実 証 し
た 。 ま た そ れ に 続 く 研 究 に よ り 、 腎 線 維 症 が 起 こ っ た 後 に 投 与 さ れ た 場 合 に も 、 BMP-7治
療 が 腎 線 維 症 を 軽 減 さ せ た こ と が 示 さ れ た 。 賦 形 剤 に よ り 治 療 さ れ た グ ル ー プ で 測 定 さ れ
た レ ベ ル に 比 べ 、 こ の 治 療 プ ロ ト コ ル が 腎 機 能 を 著 し く 増 加 さ せ る こ と も わ か っ て い る 。
BMP-7は ま た 、 ラ ッ ト に つ い て 、 ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン の 単 回 投 与 に よ り 誘 導 さ れ た 糖 尿 病
性 腎 症 を 、 部 分 的 に 改 善 す る 。 こ れ は ま た 、 糸 球 体 ろ 過 率 （ GFR） を 回 復 さ せ 、 タ ン パ ク
質 の 排 泄 を 減 少 さ せ 、 ま た 、 組 織 学 を 正 常 に 向 け て 修 復 し た 。 TDFRPを 、 慢 性 腎 不 全 な ど
の 腎 臓 病 の 予 防 ま た は 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。 Klahrら （ Kidney Int Suppl. 2002 
May； (80)： 23-6） の 研 究 は 、 BMP-7の 投 与 に よ っ て 、 尿 管 閉 塞 お よ び 糖 尿 病 性 腎 症 の 動 物
に お け る 腎 機 能 お よ び 構 造 が 維 持 さ れ 、 ま た 回 復 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 TDFRP化 合 物 は 、 糖 尿 病 性 腎 症 の 予 防 ま た は 治 療 に 使 用 さ れ る 。 Wangら （ Kidney Int. 2
003 Jun； 63 (6)： 2037-49） は 、 BMP-7が 、 GFR、 尿 ア ル ブ ミ ン の 排 泄 、 お よ び 糸 球 体 の 組
織 学 を 正 常 に 向 け て 回 復 さ せ な が ら 、 糖 尿 病 性 腎 臓 肥 大 を 部 分 的 に 改 善 す る こ と を 示 し た
。 BMP-7発 現 の 回 復 は 、 修 復 反 応 の 成 功 と 、 不 運 な 損 傷 反 応 の 改 善 に 関 連 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 TDFRPは 、 腎 線 維 症 の 予 防 ま た は 治 療 に 使 用 さ れ る 。 近 頃 、 ヒ ト の 組 み 換 え 骨 形 態 形 成
タ ン パ ク 質 （ BMP） 7の 外 因 性 の 投 与 が 、 実 験 的 腎 臓 病 を 有 す る げ っ 歯 類 に お い て 、 腎 糸 球
体 お よ び 間 質 の 線 維 症 を 改 善 す る こ と が 明 ら か に さ れ た （ Wangお よ び Hirschberg, Am J P
hysiol Renal Physiol. 2003 May； 284 (5)： F1006-13） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 TDFRP化 合 物 は 、 組 織 の 修 復 を 促 進 す る た め に 使 用 さ れ る 。 Grandeら （ J Bone Joint Su
rg Am. 2003； 85-A Suppl 2： 111-6） は 、 BMP-7ま た は Shh遺 伝 子 の い ず れ か を 加 え る こ と
で 、 修 復 組 織 の 質 が 著 し く 高 め ら れ 、 そ の 結 果 、 よ り 滑 ら か な 表 面 お よ び よ り ガ ラ ス 質 の
軟 骨 が 得 ら れ る こ と を 実 証 し た 。 し か し な が ら 、 Shh遺 伝 子 が 与 え ら れ た グ ル ー プ と BMP-7
遺 伝 子 が 与 え ら れ た グ ル ー プ と の 間 に は 、 軟 骨 期 の 存 続 に 顕 著 な 違 い が あ っ た 。 す な わ ち
、 後 者 の グ ル ー プ の 軟 骨 下 区 画 の 方 が だ い ぶ 速 く 骨 に 変 換 す る よ う で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 TDFRP化 合 物 を 使 用 し て 、 生 物 活 性 分 子 の 直 接 キ ャ ッ ピ ン グ に 影 響 を 及 ぼ す 、 ま た は 修
復 性 歯 質 の 形 成 お よ び 歯 冠 ま た は 根 部 歯 髄 の 鉱 化 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 口 腔 の 疾 患 を 予
防 ま た は 治 療 す る こ と が で き る （ Goldbergら 、 Am J Dent. 2003 Feb;16 (1):66-76） さ ら
に 、 TDFRPを 、 歯 周 病 の 予 防 ま た は 治 療 に 使 用 す る こ と も で き る 。 Ad-BMP-7遺 伝 子 の 供 給
に よ っ て 治 療 さ れ た 骨 病 変 は 、 迅 速 な 軟 骨 形 成 お よ び そ れ に 続 く 骨 形 成 、 セ メ ン ト 質 形 成
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お よ び 歯 周 の 骨 の 損 傷 の 予 測 可 能 な ブ リ ッ ジ を 表 す 。 こ れ ら の 結 果 は BMPの イ ン ビ ト ロ 遺
伝 子 転 写 を 使 用 し た 歯 周 の 組 織 工 学 の 成 功 例 を 実 証 し 、 歯 周 の 欠 陥 を 修 復 す る 新 し い 方 法
を 提 供 す る （ Jinら 、 J Periodontol. 2003 Feb； 74 (2)： 202-13） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 TDFRPは 、 脳 梗 塞 な ど の 外 傷 性 脳 損 傷 の 予 防 ま た は 治 療 に 使 用 さ れ る （ Cairnsお よ び Fin
kelstein, Phys Med Rehabil Clin N Am. 2003 Feb； 14 (1 SUPPL)： S135-42参 照 ） 。 虚
血 後 の BMP-7の 静 脈 内 投 与 は 、 脳 梗 塞 の ラ ッ ト の 運 動 機 能 を 改 善 す る （ Changら 、 Stroke. 
2003 Feb； 34 (2)： 558-64） 。 さ ら に 、 Changら （ Neuropharmacology. 2002 Sep； 43 (3)
： 418-26） は 、 骨 の 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 が 、 脳 梗 塞 の ラ ッ ト に お け る 胎 児 の 腎 臓 組 織 の 移
植 に 誘 導 さ れ た 神 経 防 護 作 用 に 関 連 す る こ と を 実 証 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 細 胞 基 盤 の 軟 骨 修 復 後 の リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン は 長 期 に わ た る 可 能 性 が あ り 、 そ の 結 果 、
TDFRP化 合 物 で の 対 象 の 治 療 に よ る 、 患 者 の 生 産 性 お よ び 生 活 の 質 の 低 下 が も た ら さ れ る
。 BMP-7を 発 現 す る 遺 伝 子 組 み 換 え の 行 わ れ た 軟 骨 細 胞 の 移 植 に よ り 、 実 験 的 軟 骨 の 損 傷
に お け る 、 修 復 組 織 の ガ ラ ス 様 の 外 観 が 増 し た （ Hidakaら 、 J Orthop Res. 2003 Ju1； 21
 (4)： 573-83） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 TDFRP化 合 物 を 、 骨 の 組 織 工 学 に 使 用 す る こ と が で き る 。 Luら （ Biochem Biophys Res C
ommun. 2003 Jun 13； 305 (4)： 882-90） は 、 筋 肉 由 来 細 胞 に よ る 骨 芽 細 胞 の 表 現 型 の 発
現 の 誘 導 に お け る BMPポ リ マ ー 基 質 の 効 能 を 示 し 、 骨 の 組 織 工 学 の 新 し い 枠 組 み を 提 示 し
た 。 TDFRP化 合 物 は 、 骨 移 植 に 使 用 さ れ る （ Reesお よ び Haddad, Hosp Med. 2003 Apr； 64 
(4)： 205-9） 。 TDFRPは ま た 、 骨 の 治 癒 を 促 進 す る の に も 使 用 さ れ る 。 Maniscalcoら （ Act
a Biomed Ateneo Parmense. 2002； 73 (1-2)： 27-33） は 、 単 側 性 創 外 固 定 器 を 用 い る 骨
接 合 術 に 関 連 し た BMP-7を 使 用 す る こ と に よ り 、 新 し い 脛 骨 の 皮 下 骨 折 に お け る BMP-7タ ン
パ ク 質 の 治 療 の 可 能 性 を 立 証 し た 。 さ ら に 、 TDFRP化 合 物 は 、 腰 の 再 建 外 科 の よ う な 、 骨
組 織 の 再 生 に 使 用 さ れ る 。 Cookら （ J Arthroplasty. 2001 Dec； 16 (8 Suppl 1)： 88-94
） は 、 臨 床 前 モ デ ル に お い て 、 細 切 さ れ た 海 綿 骨 お よ び 同 種 骨 移 植 と 併 せ て BMP-7を 使 用
す る こ と に よ り 、 移 植 片 の 生 物 活 性 が 顕 著 に 向 上 さ れ 、 そ の 結 果 、 新 し い 骨 形 成 と 移 植 片
の 結 合 が 増 加 し 、 ま た 早 く な る こ と を 実 証 し た 。 股 関 節 再 置 換 術 に お け る BMP-7の 臨 床 的
使 用 は ま た 、 同 種 骨 の み の 移 植 の 場 合 と 比 較 し て よ り 困 難 な 生 物 学 的 環 境 に お い て 、 よ り
多 く 、 よ り 早 い 新 し い 骨 の 形 成 を も た ら す 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 TDFRP化 合 物 を 使 用 し て 、 癌 の 切 除 手 術 に 加 え 、 外 傷 か ら 生 じ る 後 天 的 お よ び 先 天 的 な
骨 格 異 常 、 お よ び 発 達 異 常 な ど の 骨 格 異 常 を 治 療 す る こ と が で き る 。 Rutherfordら （ Drug
 News Perspect. 2003 Jan-Feb； 16 (1)： 5-10） は 、 局 部 的 骨 再 生 が こ れ ら の 制 限 を 提 示
し て い る た め 、 骨 の 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 7の 体 外 遺 伝 子 治 療 の 近 年 の 進 歩 に つ い て 論 じ て
い る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 TDFRPは 、 血 液 生 成 に 関 す る 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 に 使 用 さ れ る 。 Detmerお よ び Walker
（ Cytokine. 2002 Jan 7； 17 (1)： 36-42） に よ る 研 究 は 、 個 々 の BMPが 造 血 の 前 駆 体 の 発
達 を 規 制 す る サ イ ト カ イ ン の 補 体 の 一 部 を 形 成 す る こ と を 示 し 、 ま た 特 に 、 胎 児 の 、 お よ
び 最 終 的 な 赤 血 球 生 成 の 規 制 に お け る 、 BMP-4の 役 割 を 指 摘 し て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 TDFRPは 、 不 妊 な ど の 繁 殖 障 害 の 治 療 に 使 用 さ れ る 。 Zhaoら （ Dev Biol. 2001 Dec 1； 2
40 (1)： 212-22） は 、 BMP-7の 突 然 変 異 が 、 精 子 形 成 お よ び 副 睾 丸 に お け る BMP-8a突 然 変
異 体 の 表 現 型 に 悪 影 響 を 及 ぼ す こ と を 実 証 し た 。 こ れ ら は 、 BMP-8aと 同 様 に 、 BMP-7が 精
子 形 成 お よ び 副 睾 丸 の 機 能 維 持 の 両 方 に 関 与 し て い る こ と を 表 し て お り 、 ま た さ ら に 、 BM
P-8お よ び BMP-7が 、 こ れ ら の 二 つ の シ ス テ ム に お い て 、 同 一 ま た は 類 似 し た 受 容 体 を 通 し
て シ グ ナ ル を 送 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
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X.　 疾 患 お よ び 疾 患
　 TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 生 物 活 性 レ ベ ル が （ 疾 患 ま た は 疾 患 に 罹 患 し て
い な い 対 象 と 比 べ て ） 増 加 し て い る こ と を 特 徴 と す る 疾 患 お よ び 疾 患 は 、 活 性 を 拮 抗 （ 低
減 ま た は 阻 害 ） し 、 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 投 与 す る こ と の で き る TDFRPに 基 づ く 治 療 化 合
物 に よ っ て 治 療 で き る 。 使 用 さ れ る 治 療 化 合 物 は 、 限 定 さ れ な い が 、 以 下 を 含 む ： （ i）
前 述 の TDFRPペ プ チ ド 、 ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 断 片 、 ま た は 相 同 体 ； （ ii） 前 述 の
ペ プ チ ド に 対 す る 抗 TDFRP抗 体 ； （ iii） TDFRPペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； （ iv） TDFRPペ
プ チ ド の コ ー ド 化 配 列 内 へ の 非 相 同 挿 入 の た め ） 「 正 常 に 機 能 し な い 」 ア ン チ セ ン ス 核 酸
お よ び 核 酸 の 投 与 。 こ れ ら は 、 TDFRPペ プ チ ド の 内 在 性 の 機 能 を 相 同 組 み 換 え に よ り 「 ノ
ッ ク ア ウ ト 」 す る た め に 使 用 さ れ る 。 （ Capecchi, 1989. Science 244： 1288-1292参 照 ）
； ま た は （ v） 前 述 の ペ プ チ ド と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 間 の 相 互 作 用 を 変 え る モ ジ ュ レ
ー タ （ 本 発 明 の 追 加 的 ペ プ チ ド 類 似 体 、 ま た は 本 発 明 の ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 阻
害 剤 、 作 用 物 質 お よ び 拮 抗 物 質 ） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 TDFま た は TDFRP標 的 分 子 の 生 物 活 性 レ ベ ル が （ 疾 患 ま た は 疾 患 に 罹 患 し て い な い 対 象 と
比 べ て ） 減 少 し て い る こ と を 特 徴 と す る 疾 患 お よ び 疾 患 は 、 TDF活 性 を 増 加 す る （ 作 用 物
質 と な る ） TDFRPに 基 づ く 治 療 化 合 物 に よ っ て 治 療 で き る 。 活 性 を 上 方 制 御 す る 治 療 剤 は
、 治 療 的 ま た は 予 防 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 使 用 さ れ る 治 療 剤 に は TDFRPペ プ チ ド 、
ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 断 片 ま た は 相 同 体 、 ま た は 生 体 利 用 率 を 増 加 さ せ る 作 用 物 質
な ど が 含 ま れ 、 ま た こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 レ ベ ル の 増 加 ま た は 減 少 は 、 患 者 の 組 織 試 料 を （ 例 え ば 生 検 組 織 な ど か ら ） 採 取 し 、 イ
ン ビ ト ロ で そ れ ら の RNAま た は ペ プ チ ド の レ ベ ル 、 構 造 お よ び /ま た は 発 現 さ れ た ペ プ チ ド
（ ま た は 前 述 の ペ プ チ ド の mRNA） の 活 性 を 分 析 す る こ と に よ っ て 、 TDF誘 起 ペ プ チ ド お よ
び /ま た は RNAを 定 量 化 す る こ と に よ り 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の
方 法 に は 、 （ 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 免 疫 沈 降 と そ れ に 続 く ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム （ SDS） ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 免 疫 細 胞 化 学 な ど に よ る ） 免 疫 測 定 、 お
よ び /ま た は mRNAの 発 現 を 検 出 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 （ 例 え ば 、 ノ ー ザ ン 分 析
、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど ） を 含 み 、 ま た こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
A.　 予 防 的 方 法
　 一 つ の 局 面 に お い て 本 発 明 は 、 TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 発 現 、 ま た は 少
な く と も 一 つ の TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 活 性 を 調 節 す る TDFRPま た は TDFRP
類 似 体 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 対 象 に お け る 、 異 常 の あ る TDFポ リ ペ プ チ ド ま た
は TDFRP標 的 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 す る 疾 患 ま た は 状 態 を 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 異 常 の あ る TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 が 原 因 と な る 、 ま た
は そ れ ら に よ り も た ら さ れ る 疾 患 の 危 機 に あ る 対 象 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ る 任 意 の 診 断
ま た は 予 測 分 析 、 ま た は そ れ ら の 組 み 合 わ せ に よ り 同 定 さ れ る 。 疾 患 ま た は 疾 患 を 予 防 す
る 、 ま た は そ の 進 行 を 遅 ら せ る よ う 、 予 防 的 化 合 物 を 、 異 常 に 特 徴 的 な 症 状 が 発 現 す る 前
に 投 与 す る こ と が で き る 。 異 常 の 種 類 に よ り 、 例 え ば TDFRP、 TDFRP類 似 体 、 ま た は TDF作
用 物 質 ま た は TDF拮 抗 化 合 物 と し て 作 用 す る 抗 TDFRP抗 体 を 、 対 象 の 治 療 に 使 用 す る こ と が
で き る 。 適 切 な 化 合 物 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 に 基 づ い て 決 定 さ れ
る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
B.　 治 療 法
　 本 発 明 の 別 の 局 面 は 、 対 象 に お け る TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 発 現 ま た は
活 性 を 、 治 療 目 的 で 調 節 す る 方 法 を 含 む 。 本 発 明 の 調 節 方 法 は 、 細 胞 を 、 細 胞 に 関 連 す る
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、 TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 活 性 の う ち 一 つ 以 上 を 調 節 す る 、 本 発 明 の 化 合
物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド の 天 然 の 同 種
の リ ガ ン ド 、 TDFRPペ プ チ ド 、 抗 TDFRP抗 体 、 TDFRP類 似 体 、 ま た は 小 分 子 な ど の 、 TDFポ リ
ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 に つ い て は 、 本 明 細 書 に 説 明 す る
。 一 つ の 態 様 に お い て 、 化 合 物 は 、 一 つ 以 上 の TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 活
性 を 促 進 さ せ る 。 こ の よ う な 刺 激 性 化 合 物 に は 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 細 胞 中 に 組
み 込 ま れ た TDFRPを コ ー ド す る 核 酸 分 子 が 含 ま れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 例 え ば 抗 TDFRP抗
体 の よ う な 、 化 合 物 は 、 一 つ 以 上 の TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 活 性 を 阻 害 す
る 。 こ れ ら の 調 節 方 法 は 、 （ 例 え ば 、 化 合 物 で 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り ） イ ン ビ ト ロ で
、 ま た は 、 （ 例 え ば 、 化 合 物 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り ） イ ン ビ ボ で 、 実 行 さ れ る 。 こ
の よ う に 、 本 発 明 は 、 TDFポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は TDFRP標 的 分 子 、 ま た は そ れ ら を コ ー ド す
る 核 酸 分 子 の 、 異 常 な 発 現 ま た は 活 性 を 特 徴 と す る 、 TDF関 連 の 疾 患 ま た は 疾 患 に 苦 し ん
で い る 個 体 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 化 合 物 （ 例 え ば 本
明 細 書 に 説 明 さ れ て い る ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 ） 、 ま た は TDF ポ リ
ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 調 節 す る （ 上 方 制 御 ま た は 下 方 制 御 す
る ） 化 合 物 の 組 み 合 わ せ の 投 与 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 低 減 し た 、 ま た は 異
常 な TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 補 う 治 療 と し て 、 TDFRPポ
リ ペ プ チ ド 、 ま た は TDFRPを コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標 的 分 子 の 活 性 の 促 進 は 、 TDFポ リ ペ プ チ ド ま た は TDFRP標
的 分 子 が 異 常 に 下 方 制 御 さ れ て い る よ う な 状 態 、 お よ び /ま た は TDF活 性 の 増 加 が 有 益 な 効
果 を 有 す る と 思 わ れ る よ う な 状 態 に お い て 好 ま し い 。 こ の よ う な 状 態 の 一 例 と し て 、 対 象
が 、 異 常 な 細 胞 増 殖 、 お よ び /ま た は 分 化 を 特 徴 と す る 疾 患 （ 例 え ば 線 維 症 な ど ） を 有 し
て い る 場 合 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
C.　 TDFRPに 基 づ く 治 療 薬 の 生 物 学 的 作 用 の 決 定
　 本 発 明 の 多 様 な 態 様 に お い て 、 適 切 な イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 分 析 が 行 わ れ 、 特 定 の
TDFRPに 基 づ く 治 療 薬 の 硬 化 、 お よ び そ の 投 与 が 、 対 象 の 病 気 に 冒 さ れ た 組 織 の 治 療 に 適
応 さ れ る か ど う か が 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 各 種 の 特 定 な 態 様 に お い て 、 患 者 の 疾 患 に 含 ま れ る 典 型 的 な 細 胞 型 に イ ン ビ ト ロ 分 析 が
実 施 さ れ 、 既 定 の TDFRPに 基 づ く 治 療 薬 が 、 細 胞 型 に 好 ま し い 効 果 を 与 え る か ど う か が 決
定 さ れ る 。 治 療 に 使 用 さ れ る 化 合 物 は 、 ヒ ト 対 象 で の 検 査 に 先 立 ち 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ニ ワ ト リ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ウ サ ギ な ど を 含 む 適 切 な 動 物 モ デ ル に お
い て 検 査 さ れ る 。 同 様 に 、 イ ン ビ ボ 検 査 に お い て も 、 ヒ ト 対 象 へ の 投 与 に 先 立 ち 、 当 技 術
分 野 で 知 ら れ て い る 、 任 意 の 動 物 モ デ ル シ ス テ ム が 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
D.　 本 発 明 の 組 成 物 の 、 予 防 的 お よ び 治 療 的 使 用
　 本 発 明 の TDFRP化 合 物 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 以 下 を 含 む 疾 患 に 関 わ る 、 有 力 な
予 防 的 お よ び 治 療 的 使 用 に 有 用 で あ る ： 発 達 、 分 化 、 お よ び 骨 細 胞 の 活 性 化 に 関 わ る 、 対
象 の 様 々 な 疾 患 ； 赤 血 球 お よ び 血 小 板 の よ う な 、 血 液 循 環 系 の 細 胞 の 疾 患 ま た は 病 変 ； 自
己 免 疫 疾 患 お よ び 炎 症 性 疾 患 ； 心 血 管 疾 患 ； 代 謝 異 常 ； 生 殖 器 の 疾 患 、 腎 臓 病 、 糖 尿 病 、
脳 損 傷 、 癌 増 殖 お よ び 転 移 ； ウ ィ ル ス 感 染 、 癌 治 療 、 歯 周 病 ； 組 織 再 生 ； 球 性 リ ン パ 芽 球
性 白 血 病 ； 神 経 膠 腫 ； 神 経 疾 患 ； 神 経 変 性 疾 患 ； ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ； パ ー キ ン ソ ン 病 ； お
よ び 、 血 液 生 成 疾 患 。 後 記 、 「 治 療 法 」 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 一 例 と し て 、 TDFRPポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 を コ ー ド す る cDNAは 遺 伝 子 治 療 に お い て 有 用 で
あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド は そ れ を 必 要 と し て い る 対 象 に 投 与 さ れ た 場 合 に 有 用 で あ る 。 非 限 定
的 な 例 と し て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 上 述 の 疾 患 に 苦 し ん で い る 患 者 の 治 療 に 、 効 能 を 有 す
る 。
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【 ０ １ ９ ３ 】
　 TDFRPポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 新 し い 核 酸 、 お よ び TDFRPポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 、 ま た は
そ の 断 片 は 両 方 と も 、 診 断 用 の 使 用 に お い て も 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 抗 菌 性 の 分 子 （ ペ プ
チ ド の 中 に は 抗 菌 特 性 を 有 す る も の が あ る こ と が わ か っ て い る ） と し て の 用 法 も あ る 。 こ
れ ら の 物 質 は さ ら に 、 TGF-β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド が 、 対 象 に お い て 過 剰 発 現
ま た は 過 少 発 現 し て い る 場 合 の 、 治 療 ま た は 診 断 法 に お け る 使 用 の た め 、 免 疫 特 異 的 に 本
発 明 の 新 規 の 物 質 と 結 合 す る 抗 体 の 発 生 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 非 限 定 的 に 例 示 す る こ と を 意 図 し た も の で あ る
。 こ こ に 引 用 さ れ て い る 文 献 は す べ て 、 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る 。
 
【 ０ １ ９ ５ 】
実 施 例 1　 構 造 に 基 づ く 、 理 論 的 医 薬 品 設 計 シ ス テ ム お よ び 方 法
　 上 述 の TDFRP化 合 物 は 、 例 え ば BMP-7（ OP-1） お よ び BMP-2な ど 、 そ し て こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 骨 の 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 の 構 造 上 の 模 倣 体 、 特 に こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 領
域 （ 例 え ば フ ィ ン ガ ー 1、 フ ィ ン ガ ー 2な ど ） の 構 造 上 の 模 倣 体 で あ る 。 結 晶 化 の 状 態 、 結
晶 構 造 を 得 る 、 ま た は 得 ら れ た 結 晶 構 造 を 理 解 す る 方 法 、 お よ び 構 造 モ デ ル に 基 づ い た 、
こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 領 域 に つ い て の 論 議 な ど に 関 す る 説 明 は 、 Griffithら 、 Pr
oc Natl Acad Sci U S A. 1996 Jan 23； 93 (2)： 878-83、 お よ び Scheuflerら 、 J Mol Bi
ol. 1999 Mar 19； 287 (1)： 103-15を 参 照 の こ と 。 そ れ ぞ れ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 込
ま れ て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 こ の TDFRP化 合 物 は 、 部 分 的 に 、 x線 結 晶 法 お よ び 核 磁 気 共 鳴 な ど の よ う な 構 造 モ デ ル に
基 づ い て 設 計 お よ び 精 製 さ れ て お り 、 ま た 以 下 の 参 考 文 献 （ す べ て 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み
込 ま れ て い る ） は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た TDFRP化 合 物 の 結 晶 化 、 生 成 、 お よ び 構 造 分 析
に 適 し た モ デ ル で あ る 。 結 晶 性 ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し た 、 構 造 に 基 づ い た 医 薬 品 の 設 計 方
法 は 、 少 な く と も 米 国 特 許 第 6,329,184号 お よ び 米 国 特 許 第 6,403,330号 で 、 と も に Uppenb
ergに よ り 説 明 さ れ て い る 。 タ ン パ ク 質 の 結 晶 成 長 を 改 良 す る た め に 、 x線 ト ポ グ ラ フ ィ ー
お よ び 回 折 法 を 使 用 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 6,468,346号 で Arnowitzら に よ り 説 明 さ れ て
い る 。 ブ ラ ッ グ 反 射 を 自 動 的 に 選 択 す る 方 法 お よ び 器 具 、 お よ び 結 晶 の 方 向 性 を 自 動 的 に
測 定 す る シ ス テ ム は 、 米 国 特 許 第 6,198,796号 で 、 Yokoyamaら に よ り 説 明 さ れ て い る 。 構
造 の 決 定 の た め の 、 1 3 C、 1 5 N、 お よ び 2 Hに よ る NMR用 の タ ン パ ク 質 の 生 成 お よ び 標 識 化 の
方 法 は 、 米 国 特 許 第 6,376,253号 で 、 Andersonら に よ り 説 明 さ れ て い る 。 巨 大 タ ン パ ク 質
ま た は 複 合 タ ン パ ク 質 の NMR分 光 法 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 6,198,281号 で 、 Wandら に よ り
説 明 さ れ て い る 。 ま た 、 生 体 分 子 を 標 的 と す る リ ガ ン ド の 設 計 に お け る 核 磁 気 共 鳴 の 使 用
に つ い て は 、 米 国 特 許 第 5,989,827号 で 、 Fesikら に よ り 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 核 磁 気 共 鳴 に よ る 、 骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 模 倣 体 の 理 論 的 な 医 薬 品 設 計 の 工 程 は 、 （ TD
F受 容 体 な ど の ） 標 的 分 子 に 対 す る 潜 在 的 リ ガ ン ド で あ る 候 補 TDFRP化 合 物 の 、 二 次 元 的 1 5

N/ 1 H NMR相 関 分 光 法 を 使 用 し た 同 定 、 b） 候 補 TDFRP化 合 物 を 標 的 分 子 に 結 合 さ せ る こ と に
よ る 、 二 元 複 合 体 の 形 成 、 お よ び 、 c） 二 元 複 合 体 の 三 次 元 的 構 造 の 決 定 と 、 そ れ に よ る
標 的 分 子 上 の 候 補 TDFRP化 合 物 の 空 間 的 方 向 性 の 測 定 な ど の 段 階 を 含 む 。 x線 結 晶 法 に よ る
骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 模 倣 体 の 理 論 的 医 薬 品 設 計 の 工 程 も 、 同 様 の 方 法 で 行 わ れ る が 、 構
造 デ ー タ は ま ず 、 標 的 分 子 （ ま た は 複 合 体 の 共 結 晶 ） に 対 す る 潜 在 的 リ ガ ン ド で あ る 、 候
補 TDFRP化 合 物 の 結 晶 を 形 成 し 、 x線 照 射 後 の 原 子 反 射 の デ ー タ セ ッ ト を 収 集 す る こ と に よ
っ て 得 ら れ る 。 こ れ ら の 技 法 は 、 こ こ に 提 供 さ れ て い る 内 容 と 照 ら し 合 わ せ 、 当 業 者 に は
周 知 の も の で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 次 に 候 補 TDFRP化 合 物 を 精 製 し て 、 標 的 分 子 へ の 候 補 TDFRP化 合 物 の 親 和 性 を 増 加 す る 。
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精 製 と は 、 TDFRP化 合 物 の 抑 制 お よ び 環 化 、 ま た は 立 体 配 座 の 制 約 を 誘 起 す る 非 古 典 型 ア
ミ ノ 酸 を 組 み 込 む こ と 含 む 。 抑 制 、 環 化 ま た は 堅 化 さ れ た TDFRP化 合 物 は 、 TDFRP化 合 物 の
配 列 の 少 な く と も 二 つ の 位 置 に 、 ア ミ ノ 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 類 似 体 が 挿 入 さ れ 、 そ れ に よ り
、 架 橋 を 形 成 す る 処 置 の 後 、 抑 制 、 環 化 、 ま た は 堅 化 さ れ た TDFRP化 合 物 と 架 橋 す る こ と
の で き る 化 学 官 能 基 が 提 供 さ れ る 条 件 の 下 で 、 合 成 さ れ る 。 環 化 は 、 回 転 誘 起 の ア ミ ノ 酸
が 取 り 込 ま れ た 場 合 に 支 持 さ れ る 。 TDFRP化 合 物 を 架 橋 す る こ と の で き る ア ミ ノ 酸 の 例 に
は 、 ジ ス ル フ ィ ド を 形 成 す る シ ス テ イ ン 、 ラ ク ト ン ま た は ラ ク タ ム を 形 成 す る ア ス パ ラ ギ
ン 酸 、 お よ び 遷 移 金 属 を キ レ ー ト し て 架 橋 を 形 成 す る γ -カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 （ Gla）
（ Bachem） な ど の キ レ ー ト 剤 が あ る 。 保 護 γ -カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 は 、 Zee-Chengお よ
び Olson（ Biophys. Biochem. Res. Commun., 94： 1128-1132 (1980)） に よ っ て 説 明 さ れ
た 合 成 法 を 修 正 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 ペ プ チ ド 配 列 が 、 架 橋 す る こ と の で き る 少
な く と も 二 つ の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い る 場 合 、 TDFRP化 合 物 は 、 ペ プ チ ド を 架 橋 し 、 抑 制 、
環 化 、 ま た は 堅 化 さ れ た TDFRP化 合 物 を 形 成 す る た め に 、 例 え ば ジ ス ル フ ィ ド を 形 成 す る
シ ス テ イ ン 残 基 の 酸 化 、 ま た キ レ ー ト を 形 成 す る 金 属 イ オ ン の 追 加 な ど に よ り 、 処 理 さ れ
る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 は 、 体 系 的 に 架 橋 を 生 成 す る 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 四 つ の シ ス テ イ ン 残 基 が
ペ プ チ ド 中 に 組 み 込 ま れ た 場 合 、 異 な っ た 保 護 基 が 使 用 さ れ る （ Hiskey、 「 The Peptides
： Analysis, Synthesis, Biology」 、 Vol. 3, Grossお よ び Meienhofer編 、 Academic Pres
s： New York, pp. 137-167 (1981)； Ponsantiら 、 Tetrahedron, 46: 8255-8266 (1990)参
照 ） 。 ま ず シ ス テ イ ン の 第 1の ペ ア が 脱 保 護 さ れ て 酸 化 さ れ 、 次 に 第 2の セ ッ ト が 脱 保 護 さ
れ て 酸 化 さ れ る 。 こ の よ う に し て 、 既 定 の セ ッ ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 が 形 成 さ れ る 。 ま た
一 方 、 架 橋 が 異 な っ た 化 学 的 性 質 と な る よ う に 、 シ ス テ イ ン の ペ ア お よ び キ レ ー ト ア ミ ノ
酸 類 似 体 の ペ ア が 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 例 え ば 1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 塩 （ Kazmierskiら 、 J. Am. Ch
em. Soc., 113： 2275-2283 (1991)） ； (2S,3S)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 (2S,3R)-メ チ
ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 (2R,3S)-メ チ ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン お よ び (2R,3R)-メ チ ル -フ ェ ニ
ル ア ラ ニ ン （ Kazmierskiお よ び Hruby, Tetrahedron Lett. (1991)） ； 2-ア ミ ノ テ ト ラ ヒ
ド ロ ナ フ タ レ ン -2-カ ル ボ ン 酸 （ Landis, Ph. D. Thesis, University of Arizona (1989)
） ； ヒ ド ロ キ シ -1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ ン -3-カ ル ボ ン 酸 塩 （ Miyakeら 、 J. Tak
eda Res. Labs, 43： 53-76 (1989)） ； β -カ ル ボ リ ン （ Dお よ び L） （ Kazmierski, Ph. D.
 Thesis, University of Arizona (1988)） ； HIC（ ヒ ス チ ジ ン イ ソ キ ノ リ ン カ ル ボ ン 酸 ）
（ Zechelら 、 Int. J. Pep. Protein Res., 43 (1991)） ； お よ び HIC（ ヒ ス チ ジ ン 環 状 尿
素 ） な ど を 含 み 、 ま た こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 特 定 な 立 体 構 造 の モ チ ー フ を 取 り 入 れ る た
め 、 TDFRP化 合 物 に 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 が 組 み 込 ま れ る 。 ま た こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 以
下 を 含 む 特 定 の 二 次 構 造 を 誘 導 ま た は 支 持 す る た め 、 ア ミ ノ 酸 類 似 体 お よ び ペ プ チ ド 模 倣
体 が ペ プ チ ド に 取 り 込 ま れ る ： LL-Acp-(LL-3-ア ミ ノ -2-プ ロ ペ ン イ ド ン -6-カ ル ボ ン 酸 )、
β 回 転 誘 導 ジ ペ プ チ ド 類 似 体 （ Kempら 、 J. Org. Chem. 50： 5834-5838 (1985)） ； β シ ー
ト 誘 導 類 似 体 （ Kempら 、 Tetrahedron Lett. 29： 5081-5082 (1988)） ； β 回 転 誘 導 類 似 体
（ Kempら 、 Tetrahedron Lett., 29： 5057-5060 (1988)） ； へ リ ッ ク ス 誘 導 類 似 体 （ Kemp
ら 、 Tetrahedron Lett., 29： 4935-4938 (1988)） ； γ 回 転 誘 導 類 似 体 （ Kempら 、 J. Org.
 Chem. 54： 109： 115 (1989)） ； お よ び 以 下 の 参 考 文 献 に 提 供 さ れ た 類 似 体 ： Nagaiお よ
び Sato, Tetrahedron Lett., 26： 647； 14 650 (1985)； DiMaioら 、 J. Chem. Soc. Perki
n Trans. p. 1687 (1989)； さ ら に 、 Gly-Ala回 転 類 似 体 （ Kahnら 、 Tetrahedron Lett., 3
0： 2317 (1989)） ； ア ミ ド 結 合 イ ソ エ ー テ ル （ Jonesら 、 Tetrahedron Lett., 29： 3853-3
856 (1988)） テ ト ラ ゾ ル (Zabrockiら 、 J. Am. Chem. Soc. 110： 5875-5880 (1988))； DTC
（ Samanenら 、 Int. J. Protein Pep. Res., 35： 501： 509 (1990)） ； お よ び Olsonら 、 J.
 Am. Chem. Sci., 112： 323-333 (1990)お よ び Garveyら 、 J. Org. Chem., 56： 436 (1990
)に 記 載 の 類 似 体 。 構 造 的 に 制 限 さ れ た 模 倣 体 の β 回 転 お よ び β バ ル ジ 、 そ し て そ れ ら を
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含 ん だ ペ プ チ ド に つ い て は 、 1995年 8月 8日 発 行 の 米 国 特 許 第 5,440,013号 で 、 Kahnに よ り
説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 一 旦 TDFRP化 合 物 の 三 次 元 構 造 （ ま た は そ の 改 良 型 ） が 決 定 さ れ る と 、 そ の 治 療 能 力 （
拮 抗 物 質 ま た は 作 用 物 質 と し て の ） が 、 GRAM、 DOCK、 ま た は AUTODOCKな ど の ド ッ キ ン グ プ
ロ グ ラ ム を 使 用 し た コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル に よ っ て 検 査 さ れ る 。 TDFRP化 合 物 の 三 次 元 構 造
、 お よ び そ の 複 合 体 の 結 合 の 解 明 を 助 け る た め に 使 用 さ れ る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に は
、 QUANTA、 CHARMM、 INSIGHT、 SYBYL、 MACROMODE、 お よ び ICM、 MOLMOL、 RASMOL、 お よ び GR
ASP（ Kraulis, J. Appl. Crystallogr. 24： 946-950 (1991)） が 含 ま れ る 。 こ れ ら の プ ロ
グ ラ ム お よ び そ の 他 の す べ て 、 ま た は ほ と ん ど が 、 イ ン タ ー ネ ッ ト の ウ ェ ブ サ イ ト （ Worl
d Wide Web） か ら 入 手 で き る 。 TDFRP化 合 物 の 理 論 的 な 設 計 は 、 修 飾 さ れ た TDFRP化 合 物 の
形 状 お よ び 化 学 構 造 が 、 TDFRP化 合 物 と そ の リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 に ど れ ほ ど 良 く 合 う 、
ま た は 干 渉 す る か を 解 明 す る た め の 、 潜 在 的 因 子 と TDFRP化 合 物 と の コ ン ピ ュ ー タ に よ る
組 み 合 わ せ を 含 む 。 さ ら に コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 、 治 療 効 果 の 高 い TDFRP化
合 物 の 、 例 え ば TDFR結 合 部 位 と の 引 き 合 い 、 反 発 、 お よ び 立 体 障 害 が 推 定 さ れ る 。 こ れ ら
の 特 性 は よ り 強 い 結 合 の 制 約 と 一 致 し て い る た め 、 通 常 結 合 が 強 い ほ ど （ 例 え ば 立 体 障 害
が 少 な い ほ ど 、 お よ び /ま た は 引 力 が 大 き い ほ ど ） 、 TDFRP化 合 物 は 、 強 力 な 、 有 力 な 治 療
薬 と な る 。 さ ら に 、 TDFRP化 合 物 の 設 計 が 特 異 的 で あ る ほ ど 、 関 連 し た TDFR（ 例 え ば ALK3
受 容 体 に 特 異 的 で ALK6受 容 体 に 特 異 的 で な い 、 ま た は そ の 反 対 ） の 干 渉 を 受 け に く い 。 こ
れ に よ り 、 他 の 標 的 物 と の 不 要 な 相 互 作 用 に よ る 潜 在 的 副 作 用 が 最 小 限 に 抑 え ら れ る 。 例
え ば 、 ALK3受 容 体 は 腎 組 織 で よ り 一 般 的 に 見 ら れ る が 、 ALK6受 容 体 は 骨 組 織 に よ り 一 般 的
に 見 ら れ る ； 天 然 BMP-7タ ン パ ク 質 は ALK6と よ り 高 い 親 和 性 で 結 合 し 、 腎 臓 病 に お け る BMP
-7療 法 の 潜 在 的 副 作 用 は 骨 形 成 で あ る 。 TDFRP化 合 物 は 、 ALK3へ の 特 異 性 が 高 く 、 ま た ALK
6受 容 体 へ の 親 和 性 が 低 く な る よ う に 選 択 、 設 計 さ れ て お り 、 そ の た め 腎 臓 病 の 治 療 を 受
け て い る 対 象 に お け る 、 望 ま し く な い 骨 形 成 が 低 減 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 初 め に 、 治 療 効 果 の 高 い TDFRP化 合 物 は 、 組 み 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に よ っ て 作 ら れ
た 任 意 の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ 、 例 え ば 、 （ Scottお よ び Smith, Science, 249： 386-390 (1
990)； Cwirlaら 、 Proc. Natl. Acad. Sci., 87： 6378-6382 (1990)； Devlinら 、 Science,
 249： 404-406 (1990)） ま た は 化 学 ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ
る 。 こ の 方 法 で 選 択 さ れ た 治 療 薬 候 補 の TDFRP化 合 物 は 次 に 、 一 つ 以 上 の 有 望 な 、 治 療 効
果 の 高 い TDFRP化 合 物 が 同 定 さ れ る ま で 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ プ ロ グ ラ ム に よ り 、 体
系 的 に 修 飾 さ れ る 。 こ の よ う な 分 析 は 、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 開 発 に お い て 効 果 的 で
あ る こ と が わ か っ て い る （ Lamら 、 Science 263： 380-384 (1994)； Wlodawerら 、 Ann. Rev
. Biochem. 62： 543-585 (1993)； Appelt, Perspectives in Drug Discovery and Design
 1： 23-48 (1993)； Erickson, Perspectives in Drug Discovery and Design 1： 109-128
 (1993)） 。 TDF-1の 類 似 体 を 分 類 お よ び 生 成 す る 、 コ ン ピ ュ ー タ に 基 づ く 方 法 は 、 PCT国
際 公 開 公 報 第 02/37313号 で 、 Keckに よ り 示 さ れ て お り 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ て い る よ う な
TDFRP化 合 物 の 選 択 と 直 接 関 連 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 こ の よ う な コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ は 、 無 数 の 本 質 的 に 任 意 の 化 学 的 修 飾 と は 対 照 的 な
、 有 限 数 の 理 論 的 化 学 的 修 飾 の 選 択 を 可 能 に す る が 、 ど ち ら の 一 つ で あ れ 有 用 な 薬 剤 と な
る 。 そ れ ぞ れ の 化 学 的 修 飾 に は 、 追 加 的 な 化 学 処 置 が 必 要 と な る 。 こ れ ら は 有 限 数 の 化 合
物 の 合 成 の た め に は 妥 当 な こ と で は あ る が 、 す べ て の 可 能 な 修 飾 が 合 成 を 必 要 と す る 場 合
、 急 速 に 負 担 と な る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 三 次 元 構 造 の 分 析 法 と 、 コ ン ピ ュ ー
タ モ デ リ ン グ を 使 用 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の 候 補 TDFRP化 合 物 の 多 く を 迅 速 に ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と が で き 、 無 数 の TDFRP化 合 物 の 面 倒 な 合 成 を す る こ と な く 、 い く つ か の 候
補 治 療 薬 と し て 有 望 な TDFRP化 合 物 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 さ ら に 、 候 補 治 療 TDFRP化 合 物 の 、 TDFRPま た は そ の 断 片 に 結 合 す る 能 力 が 、 任 意 の 標 準

10

20

30

40

50

(49) JP 2006-507804 A 2006.3.9



的 結 合 分 析 （ ハ イ ス ル ー プ ッ ト 結 合 分 析 を 含 む ） に よ り 検 査 さ れ る 。 一 方 、 潜 在 的 薬 剤 に
よ る 、 TDFRPの 生 物 活 性 を 調 節 （ 阻 害 ま た は 促 進 ） す る 能 力 が 検 査 さ れ る 。 適 切 な 潜 在 的
薬 剤 が 同 定 さ れ る と 、 リ ガ ン ド と 候 補 治 療 TDFRP化 合 物 の 間 に 形 成 さ れ た 結 合 複 合 体 上 で
、 第 2の 構 造 分 析 が 任 意 的 に 行 わ れ る 。 こ こ に 記 述 さ れ た す べ て の ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 に
つ い て 、 候 補 TDFRP治 療 化 合 物 の 構 造 の さ ら な る 改 良 が 通 常 必 要 と さ れ 、 例 え ば x線 結 晶 法
ま た は NMRに よ る さ ら な る 構 造 分 析 を 含 む 、 特 定 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 分 析 に よ り 提 供 さ
れ る 、 任 意 の お よ び /ま た は す べ て の 段 階 （ 処 理 ） の 連 続 的 な 繰 り 返 し に よ っ て そ れ が 行
わ れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
実 施 例 2　 生 物 活 性 の イ ン ビ ト ロ 分 析
A.　 ALK-3、 ALK-6お よ び BMPR-2の 放 射 性 リ ガ ン ド 受 容 体 結 合 分 析 ：
　 一 般 的 手 順 ： こ れ ら の 分 析 は 、 1 2 5 Iで 標 識 化 さ れ た TDF-1（ BMP-7ま た は OP-1） と 候 補 TD
FRP化 合 物 、 ま た は 標 識 の つ い て い な い TDF-1と の 間 の 、 そ れ ぞ れ の 受 容 体 （ ALK-3、 ALK-6
ま た は BMPR-2） と の 結 合 に 関 す る 競 合 に 基 づ い て い る 。 要 す る に 、 手 順 は 、 PBS中 の 3%の B
SAで ウ ェ ル を ブ ロ ッ ク し 、 続 い て ウ ェ ル を 洗 浄 す る こ と に よ り 、 96ウ ェ ル の Removawellプ
レ ー ト 上 の 受 容 体 を 固 定 す る こ と を 含 む 。 結 合 緩 衝 液 中 で 生 成 さ れ た 、 濃 度 が 増 加 し た 、
標 識 化 さ れ て い な い TDF-1ま た は TDFRP化 合 物 、 ま た は 対 照 群 （ 標 識 化 さ れ て い な い TDF-1
） を 次 に 加 え る 。 プ レ ー ト を 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 一 定 量 の 1 2 5 Iで 標 識 化
さ れ た TDF-1（ 250,000か ら 350,000 cpm） を ウ ェ ル に 加 え 、 さ ら に 冷 所 （ 4℃ )） で 20時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ウ ェ ル の 内 容 物 を 吸 引 し 、 洗 浄 用 の 緩 衝 液 で 4回 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、
自 動 γ 線 測 定 器 で 、 1 2 5 Iで 標 識 化 さ れ た TDF-1に 結 合 し た 受 容 体 の 数 を 計 数 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
B.　 HK-2細 胞 の 培 養 お よ び サ イ ト カ イ ン 生 成 の 測 定
　 固 定 化 さ れ た PTEC由 来 の HK-2（ ヒ ト 腎 臓 -2） 細 胞 （ ATCC番 号 CRL-2190） を 、 上 皮 成 長 因
子 （ EGF： 5 ng/mL） お よ び ウ シ の 下 垂 体 エ キ ス （ 40 ug/mL） に よ り 補 完 さ れ た 、 無 血 清 ケ
ラ チ ノ サ イ ト 培 地 （ GIBCO番 号 17005-042） 中 で 、 前 述 の 要 領 で （ Ryan et al (1994) Kidn
ey International 45： 48-57） 48時 間 培 養 す る 。 各 ウ ェ ル 中 3× 10 5 細 胞 の 密 度 で 、 細 胞 を
24ウ ェ ル の プ レ ー ト に 移 す 。 24時 間 後 、 細 胞 を TNF-α （ 5 ng/mL） を 含 ん だ 新 鮮 な 培 地 で 2
0時 間 培 養 す る 。 対 照 群 に は 培 地 の み を 使 用 す る 。 次 に 細 胞 を 新 鮮 な 培 地 で 2回 洗 浄 し 、 培
地 の み （ 培 地 対 照 群 お よ び TNF対 照 群 の ウ ェ ル ） ま た は 3つ の 異 な っ た 濃 度 の TDF-1（ 40、 2
00ま た は 1000 ng/mL） ま た は 3つ の 異 な っ た 濃 度 の TDFRP化 合 物 （ 4、 20ま た は 100 uM） で
さ ら に 6時 間 培 養 す る 。 培 養 中 、 細 胞 を 5%C0 2 中 、 37℃ の 湿 気 の あ る 環 境 に 維 持 す る 。 培 養
の 最 後 に 、 培 地 を 除 去 し 、 分 析 ま で 冷 凍 保 存 す る 。 IL-6お よ び sICAM培 養 上 清 の 濃 度 を 、
特 定 の ELISAに よ り 測 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
C.　 IL-6の ELISA
　 捕 獲 抗 体 を 、 担 体 タ ン パ ク 質 な し で 、 pH 7.4の PBS中 、 使 用 濃 度 ま で 希 釈 す る 。 61 uLの
ス ト ッ ク 抗 体 （ 360 ug/mL） を 、 10.939 mLの PBSに 加 え 、 緩 や か に 撹 拌 す る 。 そ の 後 速 や
か に 、 各 ウ ェ ル に つ き 100 uLず つ の 希 釈 さ れ た 捕 獲 抗 体 で 、 96ウ ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー ト
（ Immulon 4 HBX） を 覆 う 。 プ レ ー ト を 密 封 し 、 冷 所 （ 4℃ ） で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
（ PBS： 8.1 mM Na 2 HPO 4 、 1.5 mM KH 2 PO 4 、 137 mM NaCl、 2.7 mM KCl、 pH 7.4、 0.2 umろ
過 。 ） 翌 日 ウ ェ ル を 空 に し 、 ウ ェ ル を 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液 （ 洗 浄 用 緩
衝 液 ： 0.05%の Tween-20を 含 む pH 7.4の PBS） で 3回 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 各 プ レ ー ト に つ き 35 mLの ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 調 製 す る 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 の 調 製
に は 、 0.35グ ラ ム の BSAお よ び 1.75グ ラ ム の 蔗 糖 を 35 mL、 pH 7.4の PBSに 加 え 、 緩 や か に
混 ぜ 合 わ せ る 。 300 uLの ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 プ レ ー ト を 室 温 で 最 低 1
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ウ ェ ル を 空 に し 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液 で 、 3
回 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
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　 試 薬 用 希 釈 剤 中 で 、 2倍 の 段 階 希 釈 法 に よ り 、 8ポ イ ン ト の 標 準 曲 線 を 作 成 す る 。 ス ト ッ
ク ス タ ン ダ ー ド で あ る 、 組 み 換 え IL-6の 70 ng/mLを 、 試 薬 用 希 釈 剤 中 、 初 期 濃 度 2400 ng/
mLま で 希 釈 す る 。 さ ら に ス タ ン ダ ー ド を 、 試 薬 用 希 釈 剤 を 使 用 し て 、 使 用 領 域 、 1200、 60
0、 300、 150、 75、 37.5、 18.75お よ び 9.375 ng/mLま で 希 釈 す る 。 （ 試 薬 用 希 釈 剤 の 調 製
に は 、 0.4グ ラ ム の BSAを 、 40 mLの pH 7.4の PBSに 加 え 、 緩 や か に 撹 拌 す る 。 ） さ ら に 、 24
 uLの 各 試 料 培 地 （ HK-2細 胞 培 養 物 か ら の ） を 376 uLの 試 薬 用 希 釈 剤 で 希 釈 す る 。 各 ウ ェ
ル に 100 uLの ス タ ン ダ ー ド 、 ま た は 試 料 を 加 え 、 プ レ ー ト を 密 封 し て 、 冷 所 （ 4℃ ） で 一
晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 翌 日 ウ ェ ル を 空 に し 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液 で 、 3回 洗 浄 す る 。 試 薬 用
希 釈 剤 中 で 、 各 プ レ ー ト に つ き 11 mLの 検 出 抗 体 の 使 用 希 釈 液 を 調 製 す る 。 61 uLの ス ト ッ
ク 検 出 抗 体 （ 0.1～ 10 ug/mL） を 10.939 mLの 試 薬 用 希 釈 剤 に 加 え 、 緩 や か に 撹 拌 す る 。 10
0 uLの 検 出 抗 体 の 使 用 希 釈 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 プ レ ー ト を 密 封 し て 、 室 温 で 2時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ウ ェ ル を 空 に し 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液 で 、 3回 洗 浄
す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 試 薬 用 希 釈 剤 中 で 、 各 プ レ ー ト に つ き 11 mLの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPの 使 用 希 釈 液 を
調 製 す る 。 55 uLの ス ト ッ ク 溶 液 （ # 890803、 R&D Systems） を 10.945 mLの 試 薬 用 希 釈 剤
に 加 え 、 緩 や か に 撹 拌 す る 。 100 uLの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPの 使 用 希 釈 液 を 各 ウ ェ ル に
加 え る 。 プ レ ー ト を 密 封 し て 、 室 温 で 20分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト を 直 射 日 光 の 当
た る 場 所 に お か な い よ う に す る 。 ウ ェ ル を 空 に し 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液
で 、 3回 洗 浄 す る 。 各 プ レ ー ト に つ き 11 mLの 、 新 鮮 な 基 質 溶 液 を 調 製 す る 。 5.5 mLの 呈 色
試 薬 A（ H 2 O 2 ） と 5.5 mLの 呈 色 試 薬 B（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） （ #DY999、 R&D Systems
） を 混 ぜ る 。 100 uLの 基 質 溶 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 プ レ ー ト を カ バ ー し て 、 室 温 で 20分
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト を 直 射 日 光 の 当 た る 場 所 に お か な い よ う に す る 。 50 uLの
停 止 液 （ 2Nの H 2 SO 4 ） を 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 各 プ レ ー ト に 6 mLの ス ト ッ ク 溶 液 を 加 え 、 プ
レ ー ト を 軽 く 叩 い て 、 完 全 に 混 ぜ 合 わ せ る 。 450 nm、 波 長 補 正 550 nmに セ ッ ト し た マ イ ク
ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Dynex Revelation 4.22） を 使 用 し て 、 直 ち に 各 ウ ェ ル の 光 学 濃 度
を 測 定 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
D.　 ICAM-1の ELISA
　 捕 獲 抗 体 を 、 担 体 タ ン パ ク 質 な し で 、 pH 7.4の PBS中 、 使 用 濃 度 ま で 希 釈 す る 。 61 uLの
ス ト ッ ク 抗 体 （ 720 ug/mL） を 、 10.939 mLの PBSに 加 え 、 緩 や か に 撹 拌 す る 。 そ の 後 速 や
か に 、 各 ウ ェ ル に つ き 100 uLず つ の 希 釈 さ れ た 捕 獲 抗 体 で 、 96ウ ェ ル の マ イ ク ロ プ レ ー ト
（ Immulon 4 HBX） を 覆 う 。 プ レ ー ト を 密 封 し 、 冷 所 （ 4℃ ） で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
（ PBS： 8.1 mM Na 2 HPO 4 、 1.5 mM KH 2 PO 4 、 137 mM NaCl、 2.7 mM KCl、 pH 7.4、 0.2 umろ
過 。 ）
【 ０ ２ １ ３ 】
　 翌 日 ウ ェ ル を 空 に し 、 ウ ェ ル を 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液 （ 洗 浄 用 緩 衝 液
： 0.05%の Tween-20を 含 む pH 7.4の PBS） で 3回 洗 浄 す る 。 各 プ レ ー ト に つ き 35 mLの ブ ロ ッ
キ ン グ 緩 衝 液 を 調 製 す る 。 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 の 調 製 に は 、 0.35グ ラ ム の BSAお よ び 1.75
グ ラ ム の 蔗 糖 を 35 mL、 pH 7.4の PBSに 加 え 、 緩 や か に 混 ぜ 合 わ せ る 。 300 uLの ブ ロ ッ キ ン
グ 緩 衝 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 プ レ ー ト を 室 温 で 最 低 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ウ ェ ル を
空 に し 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液 で 、 3回 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 試 薬 用 希 釈 剤 中 で 、 2倍 の 段 階 希 釈 法 に よ り 、 8ポ イ ン ト の 標 準 曲 線 を 作 成 す る 。 ス ト ッ
ク ス タ ン ダ ー ド で あ る 、 組 み 換 え sICAM-1の 55 ng/mLを 、 試 薬 用 希 釈 剤 中 、 初 期 濃 度 2000 
ng/mLま で 希 釈 す る 。 さ ら に ス タ ン ダ ー ド を 、 試 薬 用 希 釈 剤 を 使 用 し て 、 使 用 領 域 、 1000
、 500、 250、 125、 62.5、 31.25、 15.625お よ び 7.813 ng/mLま で 希 釈 す る 。 （ 試 薬 用 希 釈
剤 の 調 製 に は 、 0.4グ ラ ム の BSAを 、 40 mLの pH 7.4の PBSに 加 え 、 緩 や か に 撹 拌 す る 。 ）  
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さ ら に 、 160 uLの 各 試 料 培 地 （ HK-2細 胞 培 養 物 か ら の ） を 240 uLの 試 薬 用 希 釈 剤 で 希 釈 す
る 。 各 ウ ェ ル に 100 uLの ス タ ン ダ ー ド 、 ま た は 試 料 を 加 え 、 プ レ ー ト を 密 封 し て 、 冷 所 （
4℃ ） で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 翌 日 ウ ェ ル を 空 に し 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用
緩 衝 液 で 、 3回 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 試 薬 用 希 釈 剤 中 で 、 各 プ レ ー ト に つ き 11 mLの 検 出 抗 体 の 使 用 希 釈 液 を 調 製 す る 。 61 uL
の ス ト ッ ク 検 出 抗 体 （ 18 ug/mL） を 10.939 mLの 試 薬 用 希 釈 剤 に 加 え 、 緩 や か に 撹 拌 す る
。 100 uLの 検 出 抗 体 の 使 用 希 釈 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 プ レ ー ト を 密 封 し て 、 室 温 で 2時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ウ ェ ル を 空 に し 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液 で 、 3回 洗 浄 す る 。 試 薬 用 希 釈
剤 中 で 、 各 プ レ ー ト に つ き 11 mLの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPの 使 用 希 釈 液 を 調 製 す る 。 55 
uLの ス ト ッ ク 溶 液 （ # 890803、 R&D Systems） を 10.945 mLの 試 薬 用 希 釈 剤 に 加 え 、 緩 や か
に 撹 拌 す る 。 100 uLの ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -HRPの 使 用 希 釈 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 プ レ ー
ト を 密 封 し て 、 室 温 で 20分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト を 直 射 日 光 の 当 た る 場 所 に お か
な い よ う に す る 。 ウ ェ ル を 空 に し 、 各 ウ ェ ル に つ き 340 uLの 洗 浄 用 緩 衝 液 で 、 3回 洗 浄 す
る 。 各 プ レ ー ト に つ き 11 mLの 、 新 鮮 な 基 質 溶 液 を 調 製 す る 。 5.5 mLの 呈 色 試 薬 A（ H 2 O 2 ）
と 5.5 mLの 呈 色 試 薬 B（ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） （ #DY999、 R&D Systems） を 混 ぜ る 。 10
0 uLの 基 質 溶 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 プ レ ー ト を カ バ ー し て 、 室 温 で 20分 イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 プ レ ー ト を 直 射 日 光 の 当 た る 場 所 に お か な い よ う に す る 。 50 uLの 停 止 液 （ 2Nの H 2 S
O 4 ） を 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 各 プ レ ー ト に 6 mLの 停 止 液 を 加 え 、 プ レ ー ト を 軽 く 叩 い て 、 完
全 に 混 ぜ 合 わ せ る 。 450 nm、 波 長 修 正 550 nmに セ ッ ト し た マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ Dy
nex Revelation 4.22） を 使 用 し て 、 直 ち に 各 ウ ェ ル の 光 学 濃 度 を 測 定 す る 。  
【 ０ ２ １ ７ 】
E.　 結 果
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 典 型 的 な TDFRP化 合 物 と み な さ れ る 、 配 列 番 号 ： 45に つ い て の 効
能 デ ー タ を 以 下 に 表 す 。 ま ず 、 上 述 の 競 争 的 結 合 分 析 に よ り 、 特 異 的 に Ser-Thr I型 受 容
体 1A（ BMPR-1A、 別 名 は ALK3） に 結 合 す る 、 配 列 番 号 ： 21の TFDRP候 補 化 合 物 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 図 1は 、 ED 5 0  6.5 nMで 、 固 定 化 さ れ た BMPR-1A受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD） か ら 得 ら
れ た 、 TDF-1と 入 れ 替 わ る 、 標 識 化 さ れ た TDF-1を 示 す （ 結 合 は 下 降 す る 「 応 答 」 に よ り 表
さ れ る ） 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 図 2は 、 配 列 番 号 ： 45お よ び 配 列 番 号 ： 16（ CIVNSSDDFLCKKYRS） 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル の
ペ プ チ ド を 示 す 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル は 、 標 識 化 さ れ た TDF-1と ALK3受 容 体 と の 特 定 な 結 合
を 阻 害 し な い が 、 配 列 番 号 ： 45は ED 5 0  ～ 240 uMで 阻 害 す る 。 配 列 番 号 ： 45は 、 競 争 結 合
デ ー タ に 関 し て は 、 Ser-Thr 2型 受 容 体 （ BMPR-2） と 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 図 3は 、 ED 5 0  6.3 nMで 、 固 定 化 さ れ た BMPR-2受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD） か ら 得 ら
れ た 、 TDF-1と 入 れ 替 わ る 、 標 識 化 さ れ た TDF-1を 示 す （ 結 合 は 下 降 す る 「 応 答 」 に よ り 表
さ れ る ） 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 図 4は 、 対 照 群 ペ プ チ ド TP2.009（ 配 列 番 号 ： 16） は 、 標 識 化 さ れ た TDF-1と BMPR-2受 容
体 と の 特 定 な 結 合 を 阻 害 し な い が 、 配 列 番 号 ： 45は 阻 害 す る こ と を 示 す 。 配 列 番 号 ： 45は
TDF-1と 同 様 、 TNF-α （ 腫 瘍 壊 死 因 子 α ） に よ る 炎 症 性 の 刺 激 の 後 、 HK2ヒ ト 形 質 転 換 腎 臓
の 近 位 尿 細 管 細 胞 に お け る 、 細 胞 の 炎 症 マ ー カ ー IL-6の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 図 5は 、 IL-6の 、 HK2細 胞 培 養 物 中 の TNF-α に 対 す る 用 量 依 存 的 反 応 を 示 す 。 こ れ ら の デ
ー タ に 基 づ き 、 5 ng/mlの TNF-α が 炎 症 性 の 刺 激 剤 と し て 選 択 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
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　 図 6は 、 炎 症 性 の 刺 激 の 後 の 、 HK2細 胞 倍 地 中 の IL-6レ ベ ル へ の 、 配 列 番 号 ： 45（ TP2.00
3） の 有 効 な 効 果 を 示 す 。 白 抜 き の カ ラ ム は 、 IL-6の 非 炎 症 性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル で
あ り 、 黒 い カ ラ ム は 、 TNF-α に よ る 炎 症 性 の 刺 激 後 の IL-6レ ベ ル で あ る 。 TDF-1（ 緑 の カ
ラ ム ） と 同 様 、 配 列 番 号 ： 45（ TP2.003） （ 青 の カ ラ ム ） は 、 IL-6レ ベ ル を 用 量 依 存 的 に
減 少 さ せ 、 従 っ て 、 ED 5 0  ～ 10 uMで HK2細 胞 に 対 す る 抗 炎 症 性 の 効 果 を 有 す る 。 TDF-1と 同
様 、 配 列 番 号 ： 45は 、 TNF-α （ 腫 瘍 壊 死 因 子 α ） に よ る 炎 症 性 の 刺 激 の 後 の 、 HK2ヒ ト 形
質 転 換 腎 臓 の 近 位 尿 細 管 細 胞 に お け る 、 細 胞 の 炎 症 マ ー カ ー ICAM-1の レ ベ ル を 減 少 さ せ る
。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 図 7は 、 炎 症 性 の 刺 激 の 後 の 、 HK2細 胞 倍 地 中 の ICAM-1レ ベ ル へ の 、 配 列 番 号 ： 45の 有 効
な 効 果 を 示 す 。 白 抜 き の カ ラ ム は 、 ICAM-1の 非 炎 症 性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル で あ り 、 黒
い カ ラ ム は 、 TNF-α に よ る 炎 症 性 の 刺 激 後 の ICAM-1レ ベ ル で あ る 。 TDF-1（ 中 央 の 薄 い 灰
色 の カ ラ ム ） と 同 様 、 配 列 番 号 ： 45（ 一 番 右 側 の 濃 い 灰 色 の カ ラ ム ） は 、 ICAM-1レ ベ ル を
用 量 依 存 的 に 減 少 さ せ 、 従 っ て 、 ED 5 0  < 4 uMで HK2細 胞 に 対 す る 抗 炎 症 性 の 効 果 を 有 す る
。 TDF-1と 同 様 、 配 列 番 号 ： 45は 、 HK2細 胞 に お け る Ser-Thrシ グ ナ ル 伝 達 を 誘 導 す る 。 Ser
-Thrシ グ ナ ル 経 路 に お い て 、 リ ガ ン ド （ TDF-1ま た は TP2.003） 1型 受 容 体 （ ALK3） お よ び 2
型 受 容 体 （ BMPR2） の 両 方 と 結 合 し 、 受 容 体 の オ リ ゴ マ ー 化 を 誘 導 す る 。 2型 受 容 体 は 、 自
ら が リ ン 酸 化 し た 後 、 1型 受 容 体 を リ ン 酸 化 さ せ 、 こ れ に よ り Smad 1、 5、 ま た は 8の う ち
の 一 つ （ 以 下 Smad1と 呼 ぶ ） が リ ン 酸 化 さ れ る 。 リ ン 酸 化 さ れ た Smad1は 次 に Smad4に よ っ
て 確 保 さ れ 、 核 に 運 ば れ る 。 従 っ て 、 核 内 の Smad1の 濃 度 の 検 出 が 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 誘 導
の 診 断 と な る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 図 8は 、 核 内 の Smad1蓄 積 の 、 TDF-1用 量 依 存 的 な 反 応 を 表 す 。 右 側 の カ ラ ム 内 で 、 HK2細
胞 の 位 相 差 画 像 が 細 胞 の 密 集 に 近 接 し て 現 れ て お り 、 左 側 の 画 像 は 核 内 の Smad1の 蛍 光 標
識 を 表 し て い る こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 図 9は 、 核 内 の Smad1蓄 積 の 、 配 列 番 号 ： 45用 量 依 存 的 な 反 応 を 表 す 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 図 10は 、 配 列 番 号 ： 43（ TP2.007） が TDF-1と 同 様 、 IL-6レ ベ ル を 基 礎 レ ベ ル 以 下 に 下 げ
る こ と を 表 す 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 図 11は 、 TP3.004お よ び TP3.005（ 配 列 番 号 ： 20お よ び 配 列 番 号 ： 21） が 抗 炎 症 活 性 を 示
さ な い こ と を 表 す 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 図 12は 、 TP2.005お よ び TP2.006（ 配 列 番 号 ： 42お よ び 配 列 番 号 ： 45） が 抗 炎 症 活 性 を 示
さ な い こ と を 表 す 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 図 13は 、 TP2.008（ 配 列 番 号 ： 15） が 非 常 に 弱 い 抗 炎 症 活 性 を 示 す こ と を 表 す 。
【 ０ ２ ３ １ 】
実 施 例 3　 生 物 活 性 の イ ン ビ ボ 分 析
　 ラ ッ ト モ デ ル に お け る 全 長 BMP-7の 生 物 活 性 の イ ン ビ ボ 分 析 に つ い て 、 本 明 細 書 に 参 照
と し て 組 み 込 ま れ て い る 、 「 Bone Morphogenetic Proteins」 Sampath, K.編 中 の Boroveck
iら 、 「 The Role of Bone Morphogenetic Proteins in Kidney Development and Repair
」 pp 263-288 (Birkhauser Verlag, Basel Switzerland (2002) に 説 明 さ れ て い る 。 ラ ッ
ト に 全 身 的 に 投 与 さ れ た BMP-7は 、 残 遺 腎 臓 （ 腎 臓 の 5/6を 摘 出 ） に お け る 末 期 腎 不 全 の 進
行 を 中 断 さ せ る 。 そ こ に 引 用 さ れ て い る 第 2の 分 析 法 は 、 BMP-7が 片 側 性 尿 管 閉 塞 （ UUO）
の ラ ッ ト に 全 身 的 に 投 与 さ れ た 場 合 の 短 期 的 予 防 を 開 示 し て い る 。 こ れ ら の げ っ 歯 類 モ デ
ル は 、 本 発 明 の TDFRP化 合 物 に よ り 予 防 的 お よ び 治 療 的 な 処 置 が 可 能 な 腎 臓 病 の 、 哺 乳 動
物 モ デ ル と な る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
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等 価 物
　 発 明 の 特 定 な 態 様 の 前 述 の 詳 細 な 記 述 に よ り 、 他 と は 異 な る 生 物 活 性 ペ プ チ ド に つ い て
説 明 さ れ て い る こ と が 明 ら か で あ る 。 特 定 の 態 様 が 、 本 明 細 書 に 詳 細 に 開 示 さ れ て い る が
、 こ れ は 例 示 の み を 目 的 と し た も の で あ り 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図
し た も の で は な い 。 特 に 、 本 発 明 者 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て 定 義 さ れ る 本 発 明 の 精 神
お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 様 々 な 置 き 換 え 、 変 更 、 お よ び 修 正 が 、 本 発 明 に 加 え
ら れ る こ と を 考 慮 に 入 れ て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ３ 】
【 図 １ 】 ED 5 0  6.5 nMで 、 固 定 化 さ れ た BMPR-1A受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD） か ら 得 ら
れ た 、 TDF-1と 入 れ 替 わ る 、 標 識 化 さ れ た TDF-1を 示 す （ 結 合 は 下 降 す る 「 応 答 」 に よ り 表
さ れ る ） 。
【 図 ２ 】 配 列 番 号 ： 45お よ び 配 列 番 号 ： 16（ CIVNSSDDFLCKKYRS） 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル の ペ
プ チ ド を 示 す 。 陰 性 コ ン ト ロ ー ル は 、 標 識 化 さ れ た TDF-1と ALK3受 容 体 と の 特 定 な 結 合 を
阻 害 し な い が 、 配 列 番 号 ： 45は ED 5 0  ～ 240 uMで 阻 害 す る 。 配 列 番 号 ： 45は 、 競 争 結 合 デ
ー タ に 関 し て は 、 Ser-Thr 2型 受 容 体 （ BMPR-2） と 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 図 ３ 】 ED 5 0  6.3 nMで 、 固 定 化 さ れ た BMPR-2受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン （ ECD） か ら 得 ら れ
た 、 TDF-1と 入 れ 替 わ る 、 標 識 化 さ れ た TDF-1を 示 す （ 結 合 は 下 降 す る 「 応 答 」 に よ り 表 さ
れ る ） 。
【 図 ４ 】 対 照 群 ペ プ チ ド TP2.009（ 配 列 番 号 ： 16） は 、 標 識 化 さ れ た TDF-1と BMPR-2受 容 体
と の 特 定 な 結 合 を 阻 害 し な い が 、 配 列 番 号 ： 45は 阻 害 す る こ と を 示 す 。 配 列 番 号 ： 45は TD
F-1と 同 様 、 TNF-α （ 腫 瘍 壊 死 因 子 α ） に よ る 炎 症 性 の 刺 激 の 後 、 HK2ヒ ト 形 質 転 換 腎 臓 の
近 位 尿 細 管 細 胞 に お け る 、 細 胞 の 炎 症 マ ー カ ー IL-6の レ ベ ル を 低 下 さ せ る 。
【 図 ５ 】 IL-6の 、 HK2細 胞 培 養 物 中 の TNF-α に 対 す る 用 量 依 存 的 反 応 を 示 す 。 こ れ ら の デ
ー タ に 基 づ き 、 5 ng/mlの TNF-α が 炎 症 性 の 刺 激 剤 と し て 選 択 さ れ た 。
【 図 ６ 】 炎 症 性 の 刺 激 の 後 の 、 HK2細 胞 倍 地 中 の IL-6レ ベ ル へ の 、 配 列 番 号 ： 45（ TP2.003
） の 有 効 な 効 果 を 示 す 。 白 抜 き の カ ラ ム は 、 IL-6の 非 炎 症 性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル で あ
り 、 黒 い カ ラ ム は 、 TNF-α に よ る 炎 症 性 の 刺 激 後 の IL-6レ ベ ル で あ る 。 TDF-1（ 緑 の カ ラ
ム ） と 同 様 、 配 列 番 号 ： 45（ TP2.003） （ 青 の カ ラ ム ） は 、 IL-6レ ベ ル を 用 量 依 存 的 に 減
少 さ せ 、 従 っ て 、 ED 5 0  ～ 10 uMで HK2細 胞 に 対 す る 抗 炎 症 性 の 効 果 を 有 す る 。 TDF-1と 同 様
、 配 列 番 号 ： 45は 、 TNF-α （ 腫 瘍 壊 死 因 子 α ） に よ る 炎 症 性 の 刺 激 の 後 の 、 HK2ヒ ト 形 質
転 換 腎 臓 の 近 位 尿 細 管 細 胞 に お け る 、 細 胞 の 炎 症 マ ー カ ー ICAM-1の レ ベ ル を 減 少 さ せ る 。
【 図 ７ 】 炎 症 性 の 刺 激 の 後 の 、 HK2細 胞 倍 地 中 の ICAM-1レ ベ ル へ の 、 配 列 番 号 ： 45の 有 効
な 効 果 を 示 す 。 白 抜 き の カ ラ ム は 、 ICAM-1の 非 炎 症 性 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル で あ り 、 黒
い カ ラ ム は 、 TNF-α に よ る 炎 症 性 の 刺 激 後 の ICAM-1レ ベ ル で あ る 。 TDF-1（ 中 央 の 薄 い 灰
色 の カ ラ ム ） と 同 様 、 配 列 番 号 ： 45（ 一 番 右 側 の 濃 い 灰 色 の カ ラ ム ） は 、 ICAM-1レ ベ ル を
用 量 依 存 的 に 減 少 さ せ 、 従 っ て 、 ED 5 0  < 4 uMで HK2細 胞 に 対 す る 抗 炎 症 性 の 効 果 を 有 す る
。 TDF-1と 同 様 、 配 列 番 号 ： 45は 、 HK2細 胞 に お け る Ser-Thrシ グ ナ ル 伝 達 を 誘 導 す る 。 Ser
-Thrシ グ ナ ル 経 路 に お い て 、 リ ガ ン ド （ TDF-1ま た は TP2.003） 1型 受 容 体 （ ALK3） お よ び 2
型 受 容 体 （ BMPR2） の 両 方 と 結 合 し 、 受 容 体 の オ リ ゴ マ ー 化 を 誘 導 す る 。 2型 受 容 体 は 、 自
ら が リ ン 酸 化 し た 後 、 1型 受 容 体 を リ ン 酸 化 さ せ 、 こ れ に よ り Smad 1、 5、 ま た は 8の う ち
の 一 つ （ 以 下 Smad1と 呼 ぶ ） が リ ン 酸 化 さ れ る 。 リ ン 酸 化 さ れ た Smad1は 次 に Smad4に よ っ
て 確 保 さ れ 、 核 に 運 ば れ る 。 従 っ て 、 核 内 の Smad1の 濃 度 の 検 出 が 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 誘 導
の 診 断 と な る 。
【 図 ８ 】 核 内 の Smad1蓄 積 の 、 TDF-1用 量 依 存 的 な 反 応 を 表 す 。 右 側 の カ ラ ム 内 で 、 HK2細
胞 の 位 相 差 画 像 が 細 胞 の 密 集 に 近 接 し て 現 れ て お り 、 左 側 の 画 像 は 核 内 の Smad1の 蛍 光 標
識 を 表 し て い る こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 図 ９ 】 核 内 の Smad1蓄 積 の 、 配 列 番 号 ： 45用 量 依 存 的 な 反 応 を 表 す 。
【 図 １ ０ 】 配 列 番 号 ： 43（ TP2.007） は 、 TDF-1と 同 様 、 IL-6レ ベ ル を 基 礎 レ ベ ル 以 下 に 下
げ る 。
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【 図 １ １ 】 TP3.004お よ び TP3.005（ 配 列 番 号 ： 20お よ び 配 列 番 号 ： 21） は 、 抗 炎 症 活 性 を
示 さ な い 。
【 図 １ ２ 】 TP2.005お よ び TP2.006（ 配 列 番 号 ： 42お よ び 配 列 番 号 ： 45） は 、 抗 炎 症 活 性 を
示 さ な い 。
【 図 １ ３ 】 TP2.008（ 配 列 番 号 ： 15） は 、 非 常 に 弱 い 抗 炎 症 活 性 を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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