
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】新規タンパク質シノビオリン (Synoviolin)と、これをコードする遺伝子を提出す
る。
【解決手段】このタンパク質は滑膜組織に特異的に発現するとともに、慢性関節リウマチ
（ RA）患者において本タンパク質を認識する自己抗体の存在を伴う。タンパク質またはそ
の抗体は、 RAの特異的な診断マーカーとして期待できる。また遺伝子またはタンパク質を
利用して、 RAの治療薬スクリーニングの可能性を与える。さらに、 synoviolin遺伝子のト
ランスジェニック動物を提供する。トランスジェニック動物は、 RAのモデル動物として、
RA治療薬開発に利用することができる。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 （ ａ ） か ら （ ｅ ） の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 の 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠
失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に
同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｅ ） 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列
か ら な り 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の 部 分 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ 、 ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 ま た は ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
次 の （ １ ） － （ ３ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 活 性 を 有 す る 請 求 項 ３ に
記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド 。
（ １ ） 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 患 者 の 血 液 中 に 見 出 さ れ る 抗 体 と 結 合 す る
（ ２ ） シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド S1-5と 結 合 す る
（ ３ ） 滑 膜 増 生 を 促 進 す る
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ 、 ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転 換
細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 し 、 該 形 質 転 換 細 胞 ま た は そ の 培 養 上 清 か ら 発 現 さ
せ た 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ
ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は
ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 分 析 す る た め の 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
【 請 求 項 １ ０ 】
慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 診 断 、 ま た は 治 療 効 果 の 判 定 を 目 的 と す る も の で あ る 請 求 項 ９ の 免 疫
学 的 分 析 用 試 薬 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ
ン パ ク 質 を 分 析 す る た め の 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 診 断 、 ま た は 治 療 効 果 の 判 定 を 目 的 と す る も の で あ る 請 求 項 １ １ に 記
載 の 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
分 析 す べ き 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 が 滑 膜 細 胞 に 存 在 す る も の で あ る 請 求 項 １ ２ の 免
疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
【 請 求 項 １ ４ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 中 の 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ
ド に 結 合 す る 抗 体 の 測 定 方 法 。
(1)生 体 試 料 を 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る
工 程 、 お よ び
(2) 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 を 検 出 す
る 工 程
【 請 求 項 １ ５ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 中 の 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ
ド の 測 定 方 法 。
(1)生 体 試 料 を 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(2)請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 結 合 す る 、 請 求 項 ８ に
記 載 の 抗 体 を 検 出 す る 工 程
【 請 求 項 １ ６ 】
配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 に 相 補 的 な 少
な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 中 の 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 測 定
方 法 。
(1)生 体 試 料 を 請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(2)請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 請 求 項 １
６ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 工 程
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ６ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 測 定 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 に 、 該
タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 検 出 ま た は 分 離 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
細 胞 が リ ウ マ チ 滑 膜 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
細 胞 が 未 分 化 間 葉 系 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 の 検 出 ま た は
分 離 用 試 薬 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 検 出 方 法 で あ っ て 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の マ ー カ ー が
、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 請 求 項 ３ に 記 載 の
ペ プ チ ド 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び 請 求 項 ３ に 記 載 の ペ プ チ
ド に 結 合 す る 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も ひ と つ の マ ー カ ー で あ る 方 法 。
i)  被 検 者 の 生 体 試 料 中 に 存 在 す る 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ii) 工 程  i)の 検 出 結 果 を 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ と 関 連 付 け る 工 程
【 請 求 項 ２ ４ 】
生 体 試 料 が 被 検 者 の 血 液 で あ り 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の マ ー カ ー が 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ
ク 質 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 ３ に 記 載 の ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 で あ る 請
求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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生 体 試 料 が 被 検 者 の 滑 膜 組 織 ま た は 滑 膜 細 胞 で あ り 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の マ ー カ ー が 請 求
項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ／ ま た は 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 で あ る 請 求
項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 被 験 化 合 物 の 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 結 合 す る 活
性 の 検 出 方 法 。
ａ ） 被 験 化 合 物 を 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 被 験 化 合 物 と 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 結 合 を 観 察 す る 工 程
【 請 求 項 ２ ７ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 結 合 す る 活 性 を 有 す る 化
合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 被 験 化 合 物 の 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ
ド に 対 す る 結 合 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 結 合 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 ２ ８ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る 活 性 の
検 出 方 法 。
ａ ） 被 験 化 合 物 存 在 下 で 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と そ の リ ガ ン ド と を
接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 結 合 す る リ ガ ン ド 、 お よ び ／ ま た は 被 験 化 合 物 を 検
出 す る 工 程
【 請 求 項 ２ ９ 】
リ ガ ン ド が シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド S1-5で あ る 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る 化 合 物
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 と そ の
リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 阻 害 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 ３ １ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 被 験 化 合 物 の 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す
る 活 性 を 検 出 す る 方 法 。
ａ ） 前 記 タ ン パ ク 質 の リ ガ ン ド の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 、 被 験 化 合 物 と 前 記 タ ン パ ク 質
を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 タ ン パ ク 質 を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 検 出 す る 工 程
【 請 求 項 ３ ２ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ３ に 記 載 の タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 活 性 を 有 す
る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の 前 記 タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル 伝 達
を 調 節 す る 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 調 節 の 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 ３ ３ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 活 性 の 検 出 方 法 で
あ っ て 、
ａ ） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る
工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 、
【 請 求 項 ３ ４ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 。
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ａ ） 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 発 現 を 調 節 す る 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 活 性 に 差 を 有 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 ３ ５ 】
請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 を 有 効 成 分 と し
て 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン 刺 激 剤 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 ３ ０ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 を 有 効 成 分 と し
て 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン と シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と の 結 合 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 ３ ０ ま た は 請 求 項 ３ ２ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 を 有
効 成 分 と し て 含 む 、 滑 膜 増 生 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 １ 若 し く は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 ３ に 記 載 の 蛋 白 質 若 し く は
ペ プ チ ド 、 お よ び 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 成 分 を
有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 が 改 変 さ れ て い る か 、 ま た は 該
改 変 を 誘 導 す る こ と が で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 外 来 的 に 導 入 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ９ に 記
載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
慢 性 関 節 リ ウ マ チ モ デ ル 動 物 で あ る 、 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎
動 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
内 因 性 に 持 つ 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 が 抑 制
さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
他 の 遺 伝 子 が ノ ッ ク イ ン さ れ て い る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎
動 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 ４ ０ ま た は 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 に 由 来 す る 細 胞
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ ー タ
ー の 活 性 を 調 節 す る 活 性 の 検 出 方 法 。
　 ａ ） 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下
に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る 発 現 系 に 、 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お
よ び
　 ｂ ） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 発 現 系 が 、 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 ま た は こ の 動 物 に
由 来 す る 細 胞 で あ る 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ ー タ
ー の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
　 ａ ） 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ２ に 記 載 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 調 節 す る 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
　 ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 、 前 記 活 性 に 差 が あ る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
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【 請 求 項 ４ ８ 】
請 求 項 ３ ４ 、 ま た は 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化
合 物 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る た め の
医 薬 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ （ 以 下 RAと 省 略 す る ） に 関 連 す る 新 規 な タ ン パ ク 質 、 こ の
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て こ れ ら タ ン パ ク 質 や ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 用 途 に 関 す る も の で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 RAの 特 異 的 な 診 断 マ ー カ ー と し て 期 待 で き
る 新 規 な タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 ま た 、 RAの 治 療 薬 開 発 に 新 し い ア プ ロ ー チ を 与 え る 新 規 な
遺 伝 子 に も 関 連 し て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 RAは 、 関 節 の 滑 膜 組 織 に 異 常 な 増 殖 が 見 ら れ る 全 身 性 の 慢 性 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 滑 膜 細
胞 （ synovial cell） は 、 関 節 の 滑 膜 で １ － ６ 層 の 上 皮 様 層 を 形 成 す る 繊 維 芽 細 胞 様 の 細
胞 で 、 滑 液 に プ ロ テ オ グ リ カ ン や ヒ ア ル ロ ン 酸 を 供 給 す る も の と さ れ て い る 。 RA患 者 の 関
節 で は 、 滑 膜 組 織 の 増 殖 、 そ の 結 果 と し て 引 き 起 こ さ れ る 多 層 構 造 、 滑 膜 細 胞 の 他 の 組 織
へ の 浸 潤 と い っ た よ う な 症 状 が 観 察 さ れ る 。 ま た RA患 者 の 血 清 中 に は 、 自 己 の IgGの Fc領
域 に 対 す る 自 己 抗 体 が 存 在 す る こ と か ら 、 自 己 免 疫 疾 患 の ひ と つ と し て 考 え ら れ て い る が
そ の 病 因 に つ い て は 未 だ に 解 明 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 前 述 の 自 己 の IgGを 認 識 す る 自 己 抗 体 の 存 在 は 、 RAの 特 徴 的 な 診 断 指 標 と し て 古 く か ら
利 用 さ れ て き た 。 最 近 で は 、 変 性 ヒ ト IgGを 主 成 分 と す る 自 己 抗 体 検 出 用 キ ッ ト が 商 業 的
に 供 給 さ れ て い る 。 な お 、 こ の 自 己 抗 体 は RA因 子 と も 呼 ば れ て い る 。 RA因 子 の 検 出 に 基 づ
く RAの 診 断 は 、 疾 患 に 対 す る 特 異 性 、 抗 体 が 生 じ る シ ス テ ム の 解 明 が な さ れ て お ら ず 病 因
と の 関 連 が は っ き り し て い な い 、 と い っ た 問 題 点 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 RAの 病 態 を 、 生 体 内 に お け る 多 彩 な 免 疫 反 応 と 骨 破 壊 を 伴 っ た 関 節 滑 膜 の 増 殖 性 疾 患 と
い う ２ つ の 側 面 か ら と ら え た 場 合 、 前 者 の 免 疫 反 応 に 関 し て は 多 く の 研 究 が な さ れ 、 そ の
分 子 機 序 が 明 ら か に さ れ つ つ あ る 。 し か し 後 者 の 関 節 滑 膜 細 胞 の 研 究 に 関 し て は 、 そ れ が
RAの 主 座 で あ る の に も 関 わ ら ず 、 そ の 細 胞 生 物 学 的 な 特 徴 す ら 明 ら か に さ れ て い な い の が
現 状 で あ る 。 RAの よ う な 、 慢 性 ・ 難 治 性 疾 患 の 発 症 や 進 展 の 背 後 に あ る 分 子 機 序 を 解 明 す
る こ と は 、 疾 患 の 診 断 、 予 防 、 そ し て 治 療 に 必 要 不 可 欠 で あ る 。 更 に 、 高 齢 化 の 進 行 が と
ど ま る 気 配 の 無 い 現 状 で は 、 加 齢 性 疾 患 で も あ る RAの 病 態 解 明 は 社 会 的 に 見 て も 重 要 な 課
題 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 RAの 診 断 や 治 療 に 新 し い ア プ ロ ー チ を も た ら す 新 規 な タ ン パ ク 質 、 な ら び に
こ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 新 規 な 遺 伝 子 の 提 供 を 課 題 と し て い る 。 本 発 明 が 提 供 す る タ
ン パ ク 質 と そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RAの 病 因 に よ り 密 接 に 関 連 し 、 診 断 に
お い て は 有 用 な 情 報 を 与 え 、 治 療 技 術 の 開 発 に 当 た っ て は 創 薬 に 結 び つ く も の で あ る 。 さ
ら に 本 発 明 は 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 お
よ び 該 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ た ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 提 供 す る こ と を 課 題 と し て い る 。 こ れ ら の
動 物 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の 機 能 を 解 析 し 、 モ デ ル 動 物 と し て RAの 治 療 法 や 治 療 薬 を 開 発 す
る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 RA患 者 の 培 養 ヒ ト 滑 膜 細 胞 を 免 疫 原 と し て 得 た 抗 ヒ ト 滑 膜 細 胞 抗 体 を 用
い 、 RA患 者 の 滑 膜 細 胞 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 RA患
者 の 滑 膜 組 織 で 発 現 し て い る 新 規 な 遺 伝 子 の 単 離 に 成 功 し た 。 そ し て こ の 遺 伝 子 が コ ー ド
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す る タ ン パ ク 質 を 、 こ の 遺 伝 子 が 発 現 し て い る 組 織 で あ る 滑 膜 細 胞 （ synovial cell） に
ち な ん で シ ノ ビ オ リ ン （ Synoviolin） と 名 づ け た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 前 記 培 養 滑 膜 細 胞 の 分 子 量 約  80kDa、 140kDa、 そ し て  220kDa 分 画 に 対
す る 抗 ヒ ト 滑 膜 細 胞 抗 体 の 反 応 性 が 、 前 記 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 産 物 に よ り 吸 収 さ れ
る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 こ れ ら の バ ン ド や 、 前 記 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 産 物 が 、 RA
患 者 の 血 中 に 存 在 す る 抗 体 と の 反 応 性 を 示 す こ と を 見 出 し た 。 更 に 、 抗 ヒ ト 滑 膜 細 胞 抗 体
は 、 RA患 者 の 滑 膜 組 織 に 対 し て 強 い 反 応 性 を 示 す こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 本 発 明 者 ら は 、 生 化 学 的 な 結 合 実 験 に よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン の 天 然 リ ガ ン ド で あ る シ
ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド （ 以 下 、 SLと 省 略 す る ） の 存 在 を 明 ら か に し た 。 SLは 、 シ ノ ビ オ リ ン
の リ ガ ン ド と し て 本 発 明 者 ら が 初 め て 単 離 し た タ ン パ ク 質 で あ る 。 し か し SLを コ ー ド す る
DNAの 塩 基 配 列 に 基 づ く 検 索 を 試 み た と こ ろ 、 S1-5と 呼 ば れ る 公 知 の 遺 伝 子 が 、 5'末 端 領
域 と 3'末 端 領 域 に お い て 共 通 の 塩 基 配 列 を 含 む こ と が 明 ら か と な っ た 。 本 発 明 者 ら が 単 離
し た SLと S1-5は 、 DNAの 部 分 配 列 の み な ら ず 遺 伝 子 の 大 き さ 、 発 現 産 物 の 分 子 量 な ど が ほ
ぼ 同 じ で あ り 、 同 一 の タ ン パ ク 質 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 S1-5［ "FBNL"(fibrillin-like) 
ま た は  "EFEMP1"(EGF-containing fibrillin-like extracellular matrix protein 1) と
も 呼 ば れ る ］ は 、 ヒ ト ２ 倍 体 繊 維 芽 細 胞 （ human diploid fibroblast） で 過 剰 発 現 し て い
る 遺 伝 子 と し て 単 離 さ れ た （ Lecka-Czernik, B. et al., Molecular and Cellular Biolo
gy, 15, 120-128, 1995） 。 構 造 的 に は 、 DNA合 成 を 促 進 す る EGF様 ド メ イ ン （ Epidermal G
rowth Factor-like domein） を 持 つ 。 S1-5に つ い て は 構 造 と 核 酸 合 成 の 促 進 活 性 （ 細 胞 増
殖 活 性 ） は 見 出 さ れ て い る 。 ま た 、 最 近 S1-5の 変 異 が  Malattia Leventinese（ ML） お よ
び  Doyne honeycomb retinal dystrophy（ DHRD） と 関 連 し て い る こ と が 報 告 （ Stone, E. 
M. et al., Nature Genetics 22, 199-202, 1999） さ れ て い る も の の 、 RAと の 関 連 に つ い
て は 知 ら れ て い な い 。 ま た シ ノ ビ オ リ ン と の 親 和 性 に つ い て は 、 本 発 明 者 ら に よ る ま っ た
く 新 規 な 知 見 で あ る こ と は 言 う ま で も な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス お よ び
シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ た ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 製 し 、 そ の 表 現 型 を 観 察 し た 。
シ ノ ビ オ リ ン 分 子 を マ ウ ス で 過 剰 に 発 現 さ せ た 場 合 、 関 節 で は 滑 膜 の 増 生 、 骨 、 軟 骨 破 壊
が 認 め ら れ 、 慢 性 リ ウ マ チ 関 節 炎 と 酷 似 し た 症 状 を 示 し た 。 一 方 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を
完 全 （ ホ モ ） に 欠 損 さ せ た 場 合 に は 、 胎 生 期 の マ ウ ス で 不 完 全 な 肢 芽 発 生 と 骨 格 形 成 が 認
め ら れ た 。 こ れ ら の 表 現 型 に よ る と 、 滑 膜 組 識 だ け で な く 、 軟 骨 ・ 骨 組 識 の 発 生 ・ 分 化 ・
再 生 、 お よ び 代 謝 へ の シ ノ ビ オ リ ン の 関 与 が 示 唆 さ れ る 。 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン 強 発 現 マ ウ
ス の 関 節 症 の 病 変 化 部 位 で は 、 滑 膜 、 軟 骨 、 骨 組 識 へ の 代 謝 、 再 生 が 積 極 的 に 誘 導 さ れ て
い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 シ ノ ビ オ リ ン 分 子 が RAを 含 む 関 節 症 へ 関 与 し て い る こ と を 明 確 に
示 す も の で あ る 。 更 に 、 シ ノ ビ オ リ ン 強 発 現 マ ウ ス が 関 節 症 モ デ ル 動 物 と し て 有 用 で あ る
こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 新 規 な 知 見 に 基 づ い て 、 シ ノ ビ オ リ ン と そ の 遺 伝 子 、 そ の 抗 体
、 あ る い は リ ガ ン ド の 治 療 や 診 断 へ の 有 用 性 を 明 ら か に す る こ と に よ り 本 発 明 を 完 成 し た
。 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 し
、 RAの 疾 患 モ デ ル と し て の 有 用 性 を 示 し た 。 ま た 本 発 明 者 ら は シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を lacZ
遺 伝 子 に 置 換 し た ノ ッ ク イ ン 動 物 を 作 成 し た 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の ノ ッ ク イ ン 動 物 は 、
シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 欠 損 に よ る 影 響 の 解 析 が 可 能 と な る 他 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 内 因
性 プ ロ モ ー タ ー に よ り 発 現 さ れ る LacZ（ β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 と し て ） の 検 出 に よ り
、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の ノ ッ ク イ
ン 動 物 を 利 用 し て 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ
と が 可 能 と な る 。 リ ウ マ チ 患 者 の 関 節 で の シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 亢 進 を 抑 制 す る こ と
に よ り 、 滑 膜 増 生 を 防 ぎ 疾 患 を 寛 解 さ せ る こ と も 可 能 と 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 者 ら が 見 出 し た 遺 伝 子 は 、 RAの 疾 患 の 主 座 で あ る 滑 膜 組 織 の 増 殖 に 密 接 に 関 連 し
て お り 、 診 断 に お い て は き わ め て 重 要 な 情 報 を 与 え る も の で あ る 。 ま た 、 RAの 病 因 で あ る
滑 膜 組 織 の 増 殖 に 関 与 す る 本 発 明 の 遺 伝 子 、 そ の 発 現 産 物 、 発 現 産 物 に 対 す る 自 己 抗 体 、
更 に 発 現 産 物 の リ ガ ン ド も 、 RAの 病 態 を 説 明 す る 上 で 不 可 欠 な 物 資 と 考 え ら れ る 。 特 に シ
ノ ビ オ リ ン を 認 識 す る 自 己 抗 体 が RA患 者 の 血 中 に 見 出 さ れ る こ と は 、 RAの 診 断 上 ま っ た く
新 し い ア プ ロ ー チ を も た ら す も の で あ る 。 ま た こ れ ら の 物 質 は 、 RAの 治 療 方 法 の 開 発 に お
い て も 、 今 ま で に 無 い 新 し い ア プ ロ ー チ を も た ら す も の で も あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と し て 同 定 さ れ た S1-5の 変 異 が 、 MLお よ び DHRDに 関 連 し て
い る こ と か ら 、 シ ノ ビ オ リ ン も ま た 、 こ れ ら の 疾 患 の 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 従 っ て
、 シ ノ ビ オ リ ン は こ れ ら の 疾 患 の 診 断 に 利 用 さ れ 得 る 他 、 シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と シ ノ ビ
オ リ ン と の 結 合 を 調 節 す る 化 合 物 や 、 シ ノ ビ オ リ ン の リ ガ ン ド と し て 作 用 す る 化 合 物 等 は
、 こ れ ら の 疾 患 に 対 す る 医 薬 の 候 補 と な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン は 発 生 に お い て 未 分 化 間 葉 系 細 胞 で 発 現 し て い る 。 し た が っ て シ ノ
ビ オ リ ン を 細 胞 マ ー カ ー と し て 未 分 化 間 葉 系 細 胞 を セ ル ソ ー タ ー な ど に よ り 分 離 す る こ と
が で き る 。 分 離 さ れ た 未 分 化 間 葉 系 細 胞 は 、 試 験 管 内 で の 組 織 再 生 の た め に 利 用 す る こ と
が で き る 。 試 験 管 内 で 関 節 を 再 構 築 す る こ と が で き れ ば 、 慢 性 リ ウ マ チ 患 者 の み な ら ず 、
関 節 破 壊 に 苦 し む 多 く の 患 者 に 対 す る 再 生 医 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 、 そ の 抗 体 、 そ れ を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 そ れ ら の 用 途 、 シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と そ の 用 途 、 な ら び に シ ノ ビ オ リ ン
遺 伝 子 の 発 現 が 改 変 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 お よ び そ の 用 途 に 関 す る 。
〔 １ 〕 下 記 （ ａ ） か ら （ ｅ ） の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 の 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠
失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に
同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ ｅ ） 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列
か ら な り 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
〔 ２ 〕 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の 部 分 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 ３ 〕 〔 １ 〕 、 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 ま た は
ペ プ チ ド 。
〔 ４ 〕 次 の （ １ ） － （ ３ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 活 性 を 有 す る 〔 ３
〕 に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド 。
（ １ ） 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 患 者 の 血 液 中 に 見 出 さ れ る 抗 体 と 結 合 す る
（ ２ ） シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド S1-5と 結 合 す る
（ ３ ） 滑 膜 増 生 を 促 進 す る
〔 ５ 〕 〔 １ 〕 、 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 。
〔 ６ 〕 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 〔 ５ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転
換 細 胞 。
〔 ７ 〕 〔 ６ 〕 に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 し 、 該 形 質 転 換 細 胞 ま た は そ の 培 養 上 清 か ら 発
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現 さ せ た 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ
チ ド の 製 造 方 法 。
〔 ８ 〕 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 。
〔 ９ 〕 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 含 む 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た
は ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 分 析 す る た め の 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
〔 １ ０ 〕 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 診 断 、 ま た は 治 療 効 果 の 判 定 を 目 的 と す る も の で あ る 〔 ９ 〕
の 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
〔 １ １ 〕 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 を 含 む 、 〔 ３ 〕 に 記 載
の タ ン パ ク 質 を 分 析 す る た め の 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
〔 １ ２ 〕 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 診 断 、 ま た は 治 療 効 果 の 判 定 を 目 的 と す る も の で あ る 〔 １ １
〕 に 記 載 の 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
〔 １ ３ 〕 分 析 す べ き 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 が 滑 膜 細 胞 に 存 在 す る も の で あ る 〔 １ ２ 〕
の 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 。
〔 １ ４ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 中 の 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分
ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 測 定 方 法 。
(1)生 体 試 料 を 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工
程 、 お よ び
(2)〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 を 検 出 す る
工 程
〔 １ ５ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 中 の 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分
ペ プ チ ド の 測 定 方 法 。
(1)生 体 試 料 を 〔 ８ 〕 に 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(2)〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 結 合 す る 、 〔 ８ 〕 に 記 載
の 抗 体 を 検 出 す る 工 程
〔 １ ６ 〕 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 に 相
補 的 な 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
〔 １ ７ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 生 体 試 料 中 の 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
測 定 方 法 。
(1)生 体 試 料 を 〔 １ ６ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
(2)〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 〔 １ ６ 〕 に 記
載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 工 程
〔 １ ８ 〕 〔 １ ６ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 測 定 用 キ ッ ト 。
〔 １ ９ 〕 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 指 標
に 、 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 検 出 ま た は 分 離 す る 方 法 。
〔 ２ ０ 〕 細 胞 が リ ウ マ チ 滑 膜 細 胞 で あ る 、 〔 １ ９ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ １ 〕 細 胞 が 未 分 化 間 葉 系 細 胞 で あ る 、 〔 １ ９ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ ２ 〕 〔 ８ 〕 に 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 の 検 出 ま
た は 分 離 用 試 薬 。
〔 ２ ３ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 検 出 方 法 で あ っ て 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の マ
ー カ ー が 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 、 〔 ３ 〕 に 記 載
の ペ プ チ ド 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び 〔 ３ 〕 に 記 載 の ペ プ チ ド
に 結 合 す る 抗 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も ひ と つ の マ ー カ ー で あ る 方 法 。
i)  被 検 者 の 生 体 試 料 中 に 存 在 す る 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ii) 工 程  i)の 検 出 結 果 を 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ と 関 連 付 け る 工 程
〔 ２ ４ 〕 生 体 試 料 が 被 検 者 の 血 液 で あ り 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の マ ー カ ー が 〔 ３ 〕 に 記 載 の
タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び ／ ま た は 〔 ３ 〕 に 記 載 の ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 で あ
る 〔 ２ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ ５ 〕 生 体 試 料 が 被 検 者 の 滑 膜 組 織 ま た は 滑 膜 細 胞 で あ り 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の マ ー カ
ー が 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ／ ま た は 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 で あ る
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〔 ２ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ２ ６ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 被 験 化 合 物 の 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 結 合
す る 活 性 の 検 出 方 法 。
ａ ） 被 験 化 合 物 を 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 被 験 化 合 物 と 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 結 合 を 観 察 す る 工 程
〔 ２ ７ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と 結 合 す る 活 性 を 有
す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 〔 ２ ６ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 被 験 化 合 物 の 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド に
対 す る 結 合 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 結 合 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 ２ ８ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る
活 性 の 検 出 方 法 。
ａ ） 被 験 化 合 物 存 在 下 で 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と そ の リ ガ ン ド と を 接
触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 結 合 す る リ ガ ン ド 、 お よ び ／ ま た は 被 験 化 合 物 を 検
出 す る 工 程
〔 ２ ９ 〕 リ ガ ン ド が シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド S1-5で あ る 〔 ２ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ３ ０ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 〔 ２ ８ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 と そ の リ ガ
ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 阻 害 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 ３ １ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 被 験 化 合 物 の 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を
調 節 す る 活 性 を 検 出 す る 方 法 。
ａ ） 前 記 タ ン パ ク 質 の リ ガ ン ド の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 、 被 験 化 合 物 と 前 記 タ ン パ ク 質
を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 タ ン パ ク 質 を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 検 出 す る 工 程
〔 ３ ２ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 活 性
を 有 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 〔 ３ １ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の 前 記 タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を
調 節 す る 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 調 節 の 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 ３ ３ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 活 性 の 検 出
方 法 で あ っ て 、
ａ ） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工
程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 、
〔 ３ ４ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 〔 ３ ３ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
現 を 調 節 す る 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 活 性 に 差 を 有 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 ３ ５ 〕 〔 ２ ７ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 を 有 効 成
分 と し て 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン 刺 激 剤 。
〔 ３ ６ 〕 〔 ３ ０ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 を 有 効 成
分 と し て 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン と シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と の 結 合 阻 害 剤 。
〔 ３ ７ 〕 〔 ３ ０ 〕 ま た は 〔 ３ ２ 〕 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物
を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 滑 膜 増 生 阻 害 剤 。
〔 ３ ８ 〕 〔 １ 〕 若 し く は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 若 し く
は ペ プ チ ド 、 お よ び 〔 ５ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 成 分 を
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有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
〔 ３ ９ 〕 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 が 改 変 さ れ て い る か 、 ま た
は 該 改 変 を 誘 導 す る こ と が で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
〔 ４ ０ 〕 〔 １ 〕 ま た は ２ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 外 来 的 に 導 入 さ れ て い る 、 〔 ３ ９ 〕
に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
〔 ４ １ 〕 慢 性 関 節 リ ウ マ チ モ デ ル 動 物 で あ る 、 〔 ４ ０ 〕 に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 脊 椎 動 物 。
〔 ４ ２ 〕 内 因 性 に 持 つ 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 が
抑 制 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 。
〔 ４ ３ 〕 他 の 遺 伝 子 が ノ ッ ク イ ン さ れ て い る 、 〔 ４ ２ 〕 に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 脊 椎 動 物 。
〔 ４ ４ 〕 〔 ４ ０ 〕 ま た は 〔 ４ ２ 〕 に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 に 由 来 す る
細 胞 。
〔 ４ ５ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ
ー タ ー の 活 性 を 調 節 す る 活 性 の 検 出 方 法 。
　 ａ ） 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に レ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る 発 現 系 に 、 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 ｂ ） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
〔 ４ ６ 〕 前 記 発 現 系 が 、 〔 ４ ３ 〕 に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 ま た は こ の
動 物 に 由 来 す る 細 胞 で あ る 〔 ４ ５ 〕 に 記 載 の 方 法 。
〔 ４ ７ 〕 次 の 工 程 を 含 む 、 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ
ー タ ー の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
　 ａ ） 〔 ４ ５ 〕 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 調 節 す る 活 性 を 測 定 す る 工 程 、 お よ び
　 ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 、 前 記 活 性 に 差 が あ る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
〔 ４ ８ 〕 〔 ３ ４ 〕 、 ま た は 〔 ４ ７ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き
る 化 合 物 を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る た め
の 医 薬 組 成 物 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 〔 ２ ７ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物
を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン の 刺 激 方 法 に 関 す る 。 あ る い は 本 発 明 は 、 〔 ３ ０ 〕
に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 シ
ノ ビ オ リ ン と シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と の 結 合 阻 害 方 法 に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 〔 ３ ０ 〕
ま た は 〔 ３ ２ 〕 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 を 投 与 す る 工 程 を
含 む 、 滑 膜 増 生 阻 害 方 法 に 関 す る 。 加 え て 本 発 明 は 、 〔 １ 〕 若 し く は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 若 し く は ペ プ チ ド 、 お よ び 〔 ５ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 成 分 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 滑 膜 増 生 促 進 方 法 に 関
す る 。 更 に 本 発 明 は 、 〔 ３ ４ 〕 、 ま た は 〔 ４ ７ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得
る こ と が で き る 化 合 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を
調 節 す る た め の 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 〔 ２ ７ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物
の 、 シ ノ ビ オ リ ン の 刺 激 剤 の 製 造 に お け る 使 用 に 関 す る 。 あ る い は 本 発 明 は 、 〔 ３ ０ 〕 に
記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 の 、 シ ノ ビ オ リ ン と シ ノ ビ オ
リ ン リ ガ ン ド と の 結 合 阻 害 剤 の 製 造 に お け る 使 用 に 関 す る 。 更 に 本 発 明 は 、 〔 ３ ０ 〕 ま た
は 〔 ３ ２ 〕 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る 化 合 物 の 、 滑 膜 増 生 阻 害 剤 の
製 造 に お け る 使 用 に 関 す る 。 加 え て 本 発 明 は 、 〔 １ 〕 若 し く は 〔 ２ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 〔 ３ 〕 に 記 載 の 蛋 白 質 若 し く は ペ プ チ ド 、 お よ び 〔 ５ 〕 に 記 載 の ベ ク タ ー か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る い ず れ か の 成 分 の 、 滑 膜 増 生 促 進 剤 の 製 造 に お け る 使 用 に 関 す る 。 更
に 本 発 明 は 、 〔 ３ ４ 〕 、 ま た は 〔 ４ ７ 〕 に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が

10

20

30

40

50

(11) JP 2007-325595 A 2007.12.20



で き る 化 合 物 の 、 〔 １ 〕 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る た め の 医 薬 品 製 剤 の
製 造 に お け る 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： １ に 示 す 塩 基 配 列 の 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 を 含 む シ ノ ビ オ リ ン を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 に お い て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNAま た は RNA
で あ っ て よ い 。 ま た 、 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む も の で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に よ る
シ ノ ビ オ リ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 前 記 RA患 者 の 滑 膜 細 胞 か ら 公 知 の 方 法 に
よ り ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る （ Nucleic Acid Res. 16:7583-7600, 1988） 。 具 体 的
に は 、 滑 膜 組 織 や 培 養 細 胞 と し て 回 収 し た RA患 者 の 関 節 炎 を 発 症 し た 組 織 に 由 来 す る 滑 膜
細 胞 か ら 抽 出 し た mRNAを も と に cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 得 る （ Nucleic Acid Research, 16, 7
583, 1988） 。 配 列 番 号 ： １ に 示 し た 塩 基 配 列 に 基 づ い て 設 定 し た プ ロ ー ブ を 用 い て 、 こ
の ラ イ ブ ラ リ ー か ら ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て シ ノ
ビ オ リ ン 遺 伝 子 を 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 先 に 述 べ た シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を も 含 む 。 本 発 明 に お い て シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 言 う 。 機 能 的
に 同 等 な タ ン パ ク 質 と は 、 第 １ に シ ノ ビ オ リ ン と 免 疫 学 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 示 す こ と
が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 に お け る シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 と は 、 シ ノ
ビ オ リ ン を 特 異 的 に 認 識 し 、 RA患 者 の 血 清 中 に 存 在 す る 抗 体 と 反 応 す る も の で あ れ ば 、 シ
ノ ビ オ リ ン の ド メ イ ン で あ る こ と が で き る 。 あ る い は こ の 免 疫 学 的 に 活 性 な ド メ イ ン を 含
む タ ン パ ク 質 の 断 片 で あ る こ と も で き る 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 RA患 者 血 清 パ ネ ル と 正 常 者
の 血 清 を 使 っ て シ ノ ビ オ リ ン の 断 片 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 当 業 者 で あ れ ば 容
易 に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 学 的 な 特 性 の み な ら ず
SL（ S1-5） と の 結 合 特 性 に 基 づ い て も 定 義 さ れ る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 SL（ S1-5） と の 親
和 性 を 備 え る シ ノ ビ オ リ ン の 断 片 を 含 む 。 こ れ ら の 変 異 体 は 、 SL（ S1-5） を 使 っ て 候 補 タ
ン パ ク 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 当 業 者 で あ れ ば 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る
。 た と え ば 本 発 明 者 ら が 見 出 し た  SL（ S1-5） は 、 実 施 例 に 示 し た よ う に シ ノ ビ オ リ ン の c
DNAに お い て 1233-1592番 目 に 相 当 す る 120ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ノ ビ オ リ ン と の 結 合 に 必 要 な
領 域 と し て 要 求 す る 。 し た が っ て 、 こ の 領 域 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
、 あ る い は こ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 は 本 発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同
等 な タ ン パ ク 質 を 構 成 す る 。 SLと し て は  accession number AAA65590 (nucleotide acces
sion U03877)、 I38449、 NP_061489 (nucleotide accession NM_018894)、 NP_004096 (nuc
leotide accession NM_004105)、 ま た は  Q12805 に 特 定 さ れ る  S1-5タ ン パ ク 質 や 、 そ れ
ら に 類 似 し た タ ン パ ク 質 で あ っ て ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ２ ） に 結 合 す
る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と が で き る （ Lecka-Czernik, B. et al., Mol. Cel
l. Biol. 15, 120-128, 1995; Heon, E. et al., Arch. Ophthalmol. 114, 193-198, 199
6; Ikegawa, S. et al., Genomics 35, 590-592, 1996; Katsanis, N. et al., Hum. Gen
et. 106, 66-72, 2000; Giltay, R. et al., Matrix Biol. 18, 469-480, 1999; Stone, 
E. M. et al., Nat. Genet. 22, 199-202, 1999） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 と し て は 、 滑 膜 増 生 を 促 進 す る 活
性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス は 、 有 意 な 頻 度 で 関 節 炎 を 伴 う 指 の 膨 脹 が 認 め ら れ た 。 組 織 学 的 に は 、 こ れ
ら の 指 関 節 で は 滑 膜 増 生 を 伴 う 骨 破 壊 と 異 常 な 骨 新 生 が 認 め ら れ た 。 ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン タ
ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 滑 膜 増 生 を 促 進 す る 活 性 に 基 づ い て も 定 義 さ れ
る 。 滑 膜 増 生 の 促 進 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 に よ り 検 証 す る こ と が で き る 他 、
関 節 へ の 局 所 的 な 遺 伝 子 導 入 、 あ る い は イ ン ビ ト ロ 培 養 滑 膜 細 胞 に お い て タ ン パ ク 質 を 発
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現 さ せ る こ と に よ り 検 証 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 得 る 方 法 は 、 後 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 と し て は 、 正 常 な 骨 形 成 ま た は 四
肢 の 発 達 に 貢 献 す る 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 シ ノ ビ オ リ ン は 発 生 に お い て
頭 頂 骨 、 四 肢 、 耳 な ど の 骨 お よ び 軟 骨 が 形 成 さ れ る 部 位 に 強 く 発 現 し て お り 、 四 肢 形 成 期
に お い て は  Apical Ectodermal Ridge（ AER;外 胚 葉 頂 堤 ） お よ び 軟 骨 ・ 骨 原 基 に 強 い 発 現
が 観 察 さ れ た 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ に よ り 内 因 性 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ た ノ ッ ク ア ウ
ト マ ウ ス 胚 は 、 頭 頂 部 か ら 臀 部 ま で の 長 さ が 短 く 、 頭 蓋 や 四 肢 の 形 成 が 未 熟 で あ る 傾 向 が
認 め ら れ 、 ホ モ 接 合 体 で は 肢 芽 、 上 下 顎 骨 お よ び 耳 に 形 態 異 常 を 示 し 高 い 確 率 で 胎 生 致 死
と な っ た 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ホ モ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 胎 生 期 に お い て 肢 芽 の 発 生 異
常 が 認 め ら れ 、 ま た 、 軟 骨 及 び 骨 へ の 形 成 が 認 め ら れ ず 、 肢 芽 と 軟 骨 、 骨 の 発 生 部 位 に シ
ノ ビ オ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ た こ と か ら 、 シ ノ ビ オ リ ン 分 子 が 骨 格 形 成 お よ び 四 肢 の 発 達
に 関 与 し て い る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 explant法 に よ る 培 養 系 を 用 い た 解 析 で は 、 シ ノ ビ オ リ ン ノ ッ ク ア ウ ト （ lacZ遺 伝 子 の
ノ ッ ク イ ン ） マ ウ ス 胎 仔 の 肢 芽 由 来 の 細 胞 に お け る LacZの 発 現 は 軟 骨 ・ 骨 お よ び 肢 の 原 基
と な る と 考 え ら れ る 未 分 化 間 葉 系 細 胞 に の み 認 め ら れ た 。 さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー
ゼ 染 色 、 Kossaの 染 色 な ど に よ り 、 骨 ・ 軟 骨 形 成 能 が ホ モ ノ ッ ク ア ウ ト 由 来 の 細 胞 で は 遅
延 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 正 常 な 骨 形 成 ま た は 四 肢 の 発 達 へ の 関 与 は 、 ノ ッ ク ア ウ ト
動 物 の 作 製 に よ り 検 証 す る こ と が で き る 他 、 イ ン ビ ト ロ 培 養 に お け る 骨 ・ 軟 骨 細 胞 の マ ー
カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 解 析 や 骨 形 成 能 の 解 析 な ど を 利 用 し て 行 う こ と も 考 え ら れ る 。 ま た あ
る 蛋 白 質 が 正 常 な 骨 形 成 ま た は 四 肢 の 発 達 に 貢 献 す る 活 性 を 有 す る こ と は 、 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 抑 制 さ れ た ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 や 培 養 細 胞 に お い て 、 当 該 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が コ ー ド す る 蛋 白 質 の 投 与 、 あ る い は 当 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAま た は RNAの 発 現
に よ っ て 失 わ れ た 機 能 が 相 補 さ れ る こ と に よ っ て も 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 加 え て 本 発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 シ ノ ビ オ リ ン が 有 す
る 生 化 学 的 な 活 性 に 基 づ い て も 定 義 さ れ る 。 シ ノ ビ オ リ ン の 生 化 学 的 な 活 性 と は 、 た と え
ば チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ や ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 示 す こ と が で き る 。 こ れ ら の 生 化 学 的 な
活 性 は 、 シ ノ ビ オ リ ン に 見 出 さ れ た 各 種 の モ チ ー フ や 、 実 施 例 の 結 果 に 裏 付 け ら れ て い る
。 す な わ ち 本 発 明 は 、 シ ノ ビ オ リ ン が 有 す る 少 な く と も 一 つ の 生 化 学 的 な 活 性 を 維 持 し た
シ ノ ビ オ リ ン の 断 片 を 含 む 。 シ ノ ビ オ リ ン の 生 化 学 的 な 活 性 の 確 認 方 法 や 、 そ れ ぞ れ の 生
化 学 的 な 活 性 を 保 持 し て い る 領 域 に つ い て は 後 に 具 体 的 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ れ ら の シ ノ ビ オ リ ン に 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ
ク 質 と す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 FLAGタ グ 、 HAタ グ 、 あ る い は ヒ ス チ ジ ン タ グ な ど の
付 加 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 が 付 加 さ れ 、 前 記 シ ノ ビ オ リ ン に 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 と し て
の 少 な く と も 一 つ の 性 状 を 維 持 し た タ ン パ ク 質 は 、 前 記 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 に 含 ま
れ る 。 付 加 す る タ ン パ ク 質 が 、 シ ノ ビ オ リ ン と は 異 な る 活 性 を 有 し て い る 場 合 も 、 シ ノ ビ
オ リ ン が 有 す る 少 な く と も 一 つ の 機 能 を 維 持 し て い る 場 合 に は 、 そ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、
本 発 明 に 置 け る 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 記 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 変 異 を 含 む 塩 基 配 列 で 構 成 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド も 、 当 業 者 に よ っ て 公 知 の 方 法 （ 実 験 医 学 別 冊 ・ 遺 伝 子 工 学 ハ ン ド ブ ッ ク , pp246-25
1、 羊 土 社 、 1991年 発 行 ） で 単 離 す る こ と が で き る 。 た と え ば 類 似 す る 遺 伝 子 を 含 む ラ イ
ブ ラ リ ー を 対 象 に 、 配 列 番 号 ： １ に 示 す 塩 基 配 列 （ ま た は そ の 断 片 ） を プ ロ ー ブ と し て ス
ク リ ー ニ ン グ す れ ば 、 相 同 性 の 高 い 塩 基 配 列 を 持 っ た DNAを ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能
で あ る 。 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー と し て は 、 配 列 番 号 ： １ の 塩 基 配 列 に 対 し て ラ ン ダ ム に
変 異 を 入 れ た も の 、 ヒ ト 以 外 の 種 に 由 来 す る 滑 膜 組 織 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー 等 を 示 す こ と が
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で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 与 え ら れ た 塩 基 配 列 に 対 し て ラ ン ダ ム に 変 異 を 加 え る 方 法 と し て は 、 た と え ば DNAの 亜
硝 酸 処 理 に よ る 塩 基 対 の 置 換 が 知 ら れ て い る （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 79:7258-7
260, 1982） 。 こ の 方 法 で は 、 変 異 を 導 入 し た い セ グ メ ン ト を 亜 硝 酸 処 理 す る こ と に よ り
、 特 定 の セ グ メ ン ト 内 に ラ ン ダ ム に 塩 基 対 の 置 換 を 導 入 す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た
、 目 的 と す る 変 異 を 任 意 の 場 所 に も た ら す 技 術 と し て は gapped duplex法 等 が あ る （ Metho
ds in Enzymol., 154:350-367, 1987） 。 変 異 を 導 入 す べ き 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し た 環
状 ２ 本 鎖 の ベ ク タ ー を １ 本 鎖 と し 、 目 的 と す る 部 位 に 変 異 を 持 つ 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 制 限 酵 素 に よ り 切 断 し て 線 状 化 さ せ た ベ ク タ ー 由 来 の 相 補 １ 本
鎖 DNAを 、 前 記 環 状 １ 本 鎖 ベ ク タ ー に ア ニ ー ル さ せ 、 前 記 合 成 ヌ ク レ オ チ ド と の 間 の ギ ャ
ッ プ を DNAポ リ メ ラ ー ゼ で 充 填 し 、 更 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 完 全 な ２ 本 鎖 環 状
ベ ク タ ー と す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 改 変 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 数 は 、 典 型 的 に は 50ア ミ ノ 酸 以 内 で あ り 、 好 ま し く は 30ア ミ ノ 酸
以 内 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 5ア ミ ノ 酸 以 内 （ 例 え ば 、 1ア ミ ノ 酸 ） で あ る と 考 え ら れ る
。
　 ア ミ ノ 酸 を 人 為 的 に 置 換 す る 場 合 、 性 質 の 似 た ア ミ ノ 酸 に 置 換 す れ ば 、 も と の タ ン パ ク
質 の 活 性 が 維 持 さ れ や す い と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に は 、 上 記 ア ミ ノ 酸 置 換 に
お い て 保 存 的 置 換 が 加 え ら れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン 蛋 白 質 （ 配 列 番 号
： ２ ） と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 保 存 的 置 換 は 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 に 重 要
な ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る 場 合 な ど に お い て 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な
ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 保 存 的 置 換 に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 の グ ル ー プ と し て は 、 例 え ば 、 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば
リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） 、 酸 性 ア ミ ノ 酸  (例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン
酸 ） 、 非 荷 電 極 性 ア ミ ノ 酸  (例 え ば グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ
オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン ） 、 非 極 性 ア ミ ノ 酸  (例 え ば ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン
、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 β 分 岐
ア ミ ノ 酸  (例 え ば ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） 、 お よ び 芳 香 族 ア ミ ノ 酸  (例 え ば
チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 ま た 、 非 保 存 的 置 換 に よ り タ ン パ ク 質 の 活 性 な ど を よ り 上 昇 （ 例 え ば 恒 常 的 活 性 化 型 タ
ン パ ク 質 な ど を 含 む ） ま た は 下 降 （ 例 え ば ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ な ど を 含 む ） さ せ る こ と
も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、 欠
失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 は 、 天 然 に 存 在 す る 蛋 白 質 を 含 む 。 一 般 に 真
核 生 物 の 遺 伝 子 は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 遺 伝 子 等 で 知 ら れ て い る よ う に 、 多 型 現 象 (polymor
phism)を 有 す る 。 こ の 多 型 現 象 に よ っ て 生 じ た 塩 基 配 列 の 変 化 に よ っ て 、 １ ま た は 複 数 個
の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ る 場 合 が あ る 。 こ の よ う に 自
然 に 存 在 す る 蛋 白 質 で あ っ て 、 か つ 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し
く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 、 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 お よ び ／ ま た は 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し
、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 は 、 本 発 明
に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 実 際 に 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を 複 数 の 個 体 か ら ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 塩 基 配 列
を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 １ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 し た ク ロ ー ン を 確 認 し た 。 こ の よ う な ア ミ ノ
酸 配 列 に 変 異 を 含 む 蛋 白 質 、 並 び に そ れ を コ ー ド す る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 本 発 明 者 ら が 確 認 し た １ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 し た ク ロ ー ン の 塩 基 配 列
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を 配 列 番 号 ： ６ に 、 そ し て こ の 塩 基 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ：
７ に 示 し た 。 配 列 番 号 ： ６ の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 ： １ に お け る 1293-1295に 相 当 す る gca
を 欠 損 し て い る 。 そ の 結 果 、 配 列 番 号 ： ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ： ２ に お け
る 412位 の Alaを 欠 損 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 あ る い は 多 型 現 象 に よ っ て 塩 基 配 列 に 変 化 は あ っ て も 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 わ ら な い 場 合
も あ る 。 こ の よ う な 塩 基 配 列 の 変 異 は 、 サ イ レ ン ト 変 異 と 呼 ば れ る 。 サ イ レ ン ト 変 異 を 有
す る 塩 基 配 列 か ら な る 遺 伝 子 も 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 な お こ こ で 言 う 多 型 現 象 と は 、 集 団
内 に お い て 、 あ る 遺 伝 子 が 個 体 間 で 異 な る 塩 基 配 列 を 有 す る こ と を 言 う 。 多 型 現 象 は 、 異
な る 遺 伝 子 が 見 出 さ れ る 割 合 と は 無 関 係 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の 他 、 シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 得 る 方 法 と し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 利 用 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 配 列 番 号 ： １ に 示 す よ う な 本
発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は そ の 断 片 を プ ロ ー ブ と
し 、 こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 離 す る の で あ る 。 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 実 施 す れ ば 、 塩 基 配 列 と し て は 相 同 性
の 高 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 選 択 さ れ 、 そ の 結 果 と し て 単 離 さ れ る タ ン パ ク 質 に は シ ノ ビ オ
リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 可 能 性 が 高 ま る 。 相 同 性 の 高 い 塩 基 配 列 と は
、 た と え ば 70%以 上 、 望 ま し く は 90%以 上 の 同 一 性 を 示 す こ と が で き る 。
　 な お ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 具 体 的 に は 例 え ば  6× SSC、 40%ホ ル ム ア ミ ド 、 25℃
で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 、 1× SSC、 55℃ で の 洗 浄 と い っ た 条 件 を 示 す こ と が で き る
。 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 塩 濃 度 、 ホ ル ム ア ミ ド の 濃 度 、 あ る い は 温 度 と い っ た 条 件 に 左
右 さ れ る が 、 当 業 者 で あ れ ば こ れ ら の 条 件 を 必 要 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 得 ら れ る よ う に
設 定 す る こ と は 自 明 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 た と え ば ヒ ト 以 外 の 動 物 種 に お け る
シ ノ ビ オ リ ン の ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 単 離 が 可 能 で あ る 。 ヒ ト 以 外 の
動 物 種 、 す な わ ち マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 あ る い は ヤ ギ 等 の 動 物 種 か ら 得 る こ と
が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る シ ノ ビ オ リ ン の ホ モ ロ グ は 、 本 発 明 に お け る 機 能
的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の 由 来 を 問 わ な い 。 す な わ ち 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA
の ほ か 、 合 成 に よ っ て 得 る こ と も で き る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し う る 限 り
、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に 基 づ く 任 意 の 塩 基 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
　 ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン （ 配 列 番 号 ： ２ ） に 変 異 を 導 入 し て 得 た タ ン パ ク 質 や 、 上 記 の よ う な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 等 を 利 用 し て 単 離 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る タ ン
パ ク 質 は 、 通 常 、 ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン （ 配 列 番 号 ： ２ ） と ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 高 い 相 同 性
を 有 す る 。 高 い 相 同 性 と は 、 少 な く と も 30％ 以 上 、 好 ま し く は 50％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く
は 80％ 以 上 （ 例 え ば 、 95％ 以 上 ） の 配 列 の 同 一 性 を 指 す 。 塩 基 配 列 や ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一
性 は 、 イ ン タ ー ネ ッ ト を 利 用 し た ホ モ ロ ジ ー 検 索 サ イ ト を 利 用 し て 行 う こ と が で き る ［ 例
え ば 日 本 DNAデ ー タ バ ン ク （ DDBJ） に お い て 、 FASTA、 BLAST、 PSI-BLAST、 お よ び  SSEARCH
 等 の 相 同 性 検 索 が 利 用 で き る ［ 例 え ば 日 本 DNAデ ー タ バ ン ク （ DDBJ） の ウ ェ ブ サ イ ト の 相
同 性 検 索 （ Search and Analysis） の ペ ー ジ  ; http://www.ddbj.nig.ac.jp/E-mail/homol
ogy-j.html］ 。 ま た 、 National Center for Biotechnology Information (NCBI) に お い
て 、 BLASTを 用 い た 検 索 を 行 う こ と が で き る （ 例 え ば NCBIの ホ ー ム ペ ー ジ の ウ ェ ブ サ イ ト
の BLASTの ペ ー ジ ; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; Altschul, S.F. et al., J. M
ol. Biol., 1990, 215(3):403-10; Altschul, S.F. & Gish, W., Meth. Enzymol., 1996,
 266:460-480; Altschul, S.F. et al., Nucleic Acids Res., 1997, 25:3389-3402） ］
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 例 え ば  Advanced BLAST 2.1に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 の 算 出 は 、 プ ロ グ ラ ム に bla
stpを 用 い 、 Expect値 を 10、 Filterは 全 て OFFに し て 、 Matrixに BLOSUM62を 用 い 、 Gap exis
tence cost、 Per residue gap cost、 お よ び  Lambda ratioを そ れ ぞ れ  11、 1、 0.85（ デ
フ ォ ル ト 値 ） に 設 定 し て 検 索 を 行 い 、 同 一 性 （ identity） の 値 （ %） を 得 る こ と が で き る
（ Karlin, S. and S. F. Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-68; Ka
rlin, S. and S. F. Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-7） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の タ ン パ ク 質 生 産 以 外 の 用 途 も 提 供 す る も の で あ
る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る シ ノ ビ オ リ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 、 あ る い は そ の 一 部 に 対 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス
は 、 遺 伝 子 の 転 写 を 有 効 に 阻 害 す る た め に 、 15-20ヌ ク レ オ チ ド 程 度 の 鎖 長 と す る こ と が
好 ま し い 。 シ ノ ビ オ リ ン が 滑 膜 細 胞 の 異 常 な 増 殖 を 支 え て い る と す れ ば 、 RAの 治 療 に お い
て シ ノ ビ オ リ ン の ア ン チ セ ン ス が 果 た す 役 割 は 大 き い 。 遺 伝 子 発 現 の 制 御 と い う 観 点 か ら
見 る と 、 ア ン チ セ ン ス の み な ら ず リ ボ ザ イ ム の 設 計 も 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 配 列 番 号 ：
１ で 示 す DNAの コ ー ド 領 域 か ら 転 写 さ れ た RNAを 認 識 し 、 こ れ を 切 断 す る リ ボ ザ イ ム を 設 計
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 と 相 補 的 な 少 な く と
も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 長 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 好 ま し く は 上 記 の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 鎖 と 相 補 的 な 20ヌ ク レ オ
チ ド 以 上 、 よ り 好 ま し く は 25ヌ ク レ オ チ ド 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 30ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の
鎖 長 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 こ こ で 「 相 補 鎖 」 と は 、 A:T（ た だ し RNAの 場 合 は  U
） 、 G:Cの 塩 基 対 か ら な る 2本 鎖 核 酸 の 一 方 の 鎖 に 対 す る 他 方 の 鎖 を 指 す 。 ま た 、 「 相 補 的
」 と は 、 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 領 域 で 完 全 に 相 補 配 列 で あ る 場 合 に 限 ら
れ ず 、 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 よ り 好 ま し く は 90％ 、 さ ら に 好 ま し
く は 95％ 以 上 の 塩 基 配 列 上 の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 む 。 相 同 性 を 決 定 す る た め の ア
ル ゴ リ ズ ム は 本 明 細 書 に 記 載 し た も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 上 記
の 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 少 な く と
も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 長 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と が 好
ま し い 。 特 異 的 と は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 下 で 、 他 の タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 有 意 に 生 じ な
い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 検 出 や 増 幅 を 可 能 と す る プ ロ ー ブ
や プ ラ イ マ ー と し て 有 用 で あ る 。 本 発 明 に よ る プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー は 、 与 え ら れ た ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー の 基 で 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ズ が 可 能 と な る よ う に 少 な く と も 15mer程 度
の 鎖 長 を 備 え 、 配 列 番 号 ： １ に 示 し た 塩 基 配 列 の 中 で も 、 シ ノ ビ オ リ ン に 特 異 的 な 配 列 に
対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 塩 基 配 列 を 持 つ も の が 好 ま し い 。 与 え ら れ た 塩 基 配 列 に 基 づ
い て 、 プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー に 有 用 な 塩 基 配 列 を 設 定 す る こ と は 当 業 者 に と っ て 自 明 で あ
る 。 本 発 明 に 基 づ い て 提 供 さ れ る シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 特 異 プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー を 利 用 す
れ ば 、 滑 膜 細 胞 標 本 の イ ン サ イ チ ュ に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や PCRが 可 能 と な る
。 シ ノ ビ オ リ ン は RA患 者 の 滑 膜 組 織 に 強 発 現 し て い る こ と か ら 、 そ の 細 胞 内 に お け る 発 現
状 態 の 把 握 は 、 RA関 節 炎 症 状 を 把 握 す る た め の 重 要 な 情 報 を 与 え る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 新 規 な タ ン パ ク 質 で あ る シ ノ ビ オ リ ン は 、 RA患 者 滑 膜 組 織 か ら 得 る こ と が
で き る 。 滑 膜 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る こ と が で き る の で 、 こ の 培 養 物 か ら シ ノ ビ オ リ
ン を 回 収 す る こ と が 可 能 で あ る 。 具 体 的 に は 、 RA患 者 か ら 滑 膜 切 除 術 （ synovectomy） に
よ り 外 科 的 に 切 除 さ れ た 滑 膜 組 織 等 を も と に こ の 組 織 か ら 滑 膜 細 胞 を 分 離 す る 。 分 離 し た
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細 胞 を 培 養 す れ ば 、 滑 膜 細 胞 を 付 着 性 細 胞 と し て 回 収 す る こ と が で き る （ J. Clin. Inves
t. 92:186-193, 1993） 。 回 収 し た 細 胞 か ら は 、 公 知 の タ ン パ ク 質 精 製 技 術 を 組 み 合 わ せ
て シ ノ ビ オ リ ン を 抽 出 ・ 精 製 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 滑 膜 細 胞 か ら 抽 出 さ れ る ヒ ト ・ シ ノ ビ オ リ ン の み な ら ず 、 シ ノ ビ オ リ ン と 機
能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を も 含 む も の で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と し て は 、
人 工 的 か 自 然 に 生 じ た も の か を 問 わ ず 、 ヒ ト ・ シ ノ ビ オ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ：
２ ） に お い て １ も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 付 加 お よ び ／ ま た は 挿 入 な ど に よ
り 変 異 し た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 が 含 ま れ
る 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 の 変 異 数 や 変 異 部 位 は 、 シ ノ ビ オ リ ン の 機 能 が 保
持 さ れ る 限 り 制 限 は な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン の 断 片 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 使 っ た 消 化 に よ り 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 配
列 番 号 ： １ に 示 し た シ ノ ビ オ リ ン を コ ー ド す る DNAを ラ ン ダ ム に 切 断 し 、 そ れ を フ ァ ー ジ
ベ ク タ ー に 挿 入 し て ド メ イ ン ペ プ チ ド を 提 示 し た フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る こ と に
よ っ て も 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 シ ノ ビ オ リ ン を 認 識 す る 抗 体 で イ
ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ す れ ば 、 免 疫 学 的 に 活 性 な ド メ イ ン を 決 定 す る こ と が で き る 。 免 疫 学
的 に 活 性 な ド メ イ ン を 特 定 す る た め の 手 法 は 、 そ の ま ま リ ガ ン ド と の 結 合 活 性 を 持 つ ド メ
イ ン を 特 定 す る た め の 手 法 と し て も 利 用 す る こ と が で き る 。 ク ロ ー ニ ン グ し た フ ァ ー ジ に
つ い て 、 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を 決 定 す れ ば 、 活 性 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 も 明 ら か に す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 糖 鎖 等 の 生 理 的 な
修 飾 、 蛍 光 や 放 射 性 物 質 の よ う な 標 識 、 あ る い は 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 と い っ た 各 種 の
修 飾 を 加 え た タ ン パ ク 質 で あ る こ と が で き る 。 こ と に 後 に 述 べ る 遺 伝 子 組 み 換 え 体 に お い
て は 、 発 現 さ せ る 宿 主 に よ っ て 糖 鎖 に よ る 修 飾 に 差 異 が 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 し か し た と
え 糖 鎖 の 修 飾 に 違 い を 持 っ て い て も 、 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ た シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 と
同 様 の 性 状 を 示 す も の で あ れ ば 、 い ず れ も 本 発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン 、 ま た は 機 能 的 に 同
等 な タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン は 、 生 体 材 料 の み な ら ず 、 こ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 適 当 な 発 現 系 に 組 み
込 ん で 遺 伝 子 組 み 換 え 体 （ recombinant） と し て 得 る こ と も で き る 。 シ ノ ビ オ リ ン を 遺 伝
子 工 学 的 な 手 法 に よ っ て 得 る た め に は 、 先 に 述 べ た シ ノ ビ オ リ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 適 当 な 発 現 系 に 組 み 込 ん で 発 現 さ せ れ ば 良 い 。 本 発 明 に 応 用 可 能 な ホ ス ト ／ ベ ク
タ ー 系 と し て は 、 発 現 ベ ク タ ー pGEX-5X-3と 大 腸 菌 を 示 す こ と が で き る 。 pGEX-5X-3は 外 来
遺 伝 子 を グ ル タ チ オ ン  S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ
る こ と が で き る （ Gene, 67:31-40, 1988） の で 、 シ ノ ビ オ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 組 み
込 ん だ pGEX-5X-3を ヒ ー ト シ ョ ッ ク で BL21の よ う な 大 腸 菌 株 に 導 入 し 、 適 当 な 培 養 時 間 の
後 に  isopropylthio-β -D-galactoside（ IPTG） を 添 加 し て GST融 合 シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 を
誘 導 す る 。 シ ノ ビ オ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 滑 膜 細 胞 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー 等 を 鋳 型 と
し て PCR等 で 増 幅 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る GSTは グ ル タ チ オ ン セ フ
ァ ロ ー ス 4Bに 吸 着 す る た め 、 発 現 生 成 物 は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 容 易
に 分 離 ・ 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン の  recombinant を 得 る た め の ホ ス ト ／ ベ ク タ ー 系 と し て は 、 こ の 他 に も
次 の よ う な も の を 応 用 す る こ と が で き る 。 ま ず 細 菌 を ホ ス ト に 利 用 す る 場 合 に は 、 ヒ ス チ
ジ ン タ グ 、 HAタ グ 、 Flagタ グ 等 を 利 用 し た 融 合 タ ン パ ク の 発 現 用 ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い
る 。 酵 母 で は 、 Pichia属 酵 母 が 糖 鎖 を 備 え た タ ン パ ク 質 の 発 現 に 有 効 な こ と が 公 知 で あ る
。 糖 鎖 の 付 加 と い う 点 で は 、 昆 虫 細 胞 を ホ ス ト と す る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 利 用 し
た 発 現 系 も 有 用 で あ る （ Bio/Technology, 6:47-55, 1988） 。 更 に 、 哺 乳 動 物 の 細 胞 を 利
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用 し て 、 CMV、 RSV、 あ る い は SV40等 の プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し た ベ ク タ ー の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン が 行 わ れ て お り 、 こ れ ら の ホ ス ト ／ ベ ク タ ー 系 は 、 い ず れ も シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 系
と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 利 用 し て 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 新 規 な タ ン パ ク 質 シ ノ ビ オ リ ン 、 ま た は そ の 免 疫 学 的 に 同 等
な タ ン パ ク 質 は 、 そ の 免 疫 学 的 な 特 性 を 利 用 し て RAの 診 断 に お い て 有 用 で あ る 。 RA患 者 の
血 中 に は シ ノ ビ オ リ ン を 認 識 す る 抗 体 が 高 い 頻 度 で 検 出 さ れ 、 正 常 者 の 血 中 に は 実 質 的 に
検 出 さ れ な い 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン を 抗 原 と し て 被 検 者 が 有 す る 抗 体
を 免 疫 学 的 に 分 析 す れ ば 、 RAの 診 断 に お い て 有 用 な 情 報 を 与 え る 。 す な わ ち 、 被 検 者 の 体
液 中 に シ ノ ビ オ リ ン に 反 応 す る 抗 体 が 検 出 さ れ た と き に は 、 被 検 者 が RAで あ る と 診 断 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 抗 体 の 免 疫 学 的 分 析 方 法 に は 多 く の 方 法 が 一 般 に 普 及 し て い る 。 抗 原 感 作 プ レ ー ト を サ
ン プ ル 中 の 抗 体 と 反 応 さ せ 、 プ レ ー ト 表 面 に 捕 捉 さ れ る 検 出 対 象 と な る 抗 体 を 、 抗 体 特 異
的 な 標 識 抗 体 で 検 出 す る 方 法 は 、 抗 体 の 免 疫 学 的 分 析 方 法 と し て は も っ と も ポ ピ ュ ラ ー な
方 法 で あ る （ Immunochemistry, 8:871-879, 1971） 。 標 識 に 酵 素 を 用 い た 方 法 は ELISA法
と 呼 ば れ 、 広 く 普 及 し て い る 。 ま た 抗 原 を 吸 着 さ せ た ラ テ ッ ク ス 粒 子 を サ ン プ ル と 混 合 し
、 免 疫 学 的 な 凝 集 反 応 と し て 抗 体 を 検 出 す る 方 法 も 公 知 で あ る （ Am. J. Med., 21:888-89
2, 1956） 。 免 疫 学 的 粒 子 凝 集 反 応 は １ 試 薬 で 迅 速 な 分 析 が 可 能 な 方 法 で あ り 、 大 規 模 な
ス ク リ ー ニ ン グ に は 好 適 な 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 更 に 、 最 近 で は イ ム ノ ク ロ マ ト グ ラ フ 法 が 簡 易 分 析 方 法 と し て 一 般 化 し て い る 。 こ の 方
法 を 抗 体 の 免 疫 学 的 分 析 方 法 に 応 用 す る に は 、 標 識 シ ノ ビ オ リ ン と 抗 シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 と
の 反 応 を サ ン プ ル 中 の 抗 体 が 阻 害 す る よ う な 反 応 系 を 構 成 す る 。 具 体 的 に は 、 た と え ば 標
識 シ ノ ビ オ リ ン と サ ン プ ル を 最 初 に 接 触 さ せ 、 ク ロ マ ト グ ラ フ 的 な 展 開 に よ っ て 試 薬 成 分
で あ る 抗 シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 と 接 触 す る よ う に 配 置 す る 。 サ ン プ ル 中 に シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 が
存 在 す る 場 合 に は 、 既 に 標 識 シ ノ ビ オ リ ン が 反 応 し て し ま っ て い る の で 、 試 薬 成 分 で あ る
抗 シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 と は も は や 反 応 す る こ と が で き な い 。 抗 シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 を 固 定 し て
お い て 、 そ の 領 域 に お け る 標 識 シ ノ ビ オ リ ン の 反 応 状 態 を 観 察 す れ ば 、 サ ン プ ル の 滴 下 の
み で イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 多 く の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 、 抗 体 を ク ラ ス 別 に 分 析 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 定 の
ク ラ ス の 抗 体 に 関 す る 情 報 が 必 要 な 場 合 に は 、 IgGや IgMと い っ た イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の ク ラ
ス を 識 別 し う る 抗 体 を 組 み 合 わ せ れ ば 良 い 。 感 染 症 で は 、 通 常 、 感 染 初 期 の IgM抗 体 測 定
値 の 上 昇 、 そ の 後 に 続 く IgM抗 体 測 定 値 の 低 下 と IgG抗 体 測 定 値 の 上 昇 と い う 遷 移 が 観 察 さ
れ る 。 こ の よ う な ク ラ ス 別 の 抗 体 測 定 値 が 、 本 発 明 に お い て も RAの 臨 床 的 な 症 状 と 関 連 性
を 持 つ 可 能 性 が あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 抗 体 の ク ラ ス 別 測 定 に よ り 、 薬 効 の 判 定 や 、 RA発
症 の 予 知 に 結 び つ く 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 抗 体 の 検 出 に お い て は 、 抗 原 分 子 そ の も の の み な ら ず 、 化 学 的 に 合 成 し た オ リ ゴ ペ プ チ
ド を 抗 原 と し て 用 い る 方 法 が 採 用 さ れ る こ と も 多 い 。 こ れ は 、 特 に 優 勢 な エ ピ ト ー プ 、 あ
る い は 臨 床 的 に な ん ら か の 意 味 を 持 つ エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な 分 析 系 と し た ほ う が 非 特 異 的
な 反 応 の 影 響 を 受 け に く く な る た め で あ る 。 シ ノ ビ オ リ ン に つ い て も 、 こ の よ う な ア プ ロ
ー チ は 有 効 で あ る 。 具 体 的 に は 、 先 に 述 べ た 免 疫 学 的 に 活 性 な ド メ イ ン ペ プ チ ド を 得 る 方
法 に 基 づ い て 、 エ ピ ト ー プ と し て 機 能 す る ド メ イ ン を 決 定 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ
は 少 な く と も 3ア ミ ノ 酸 残 基 で 構 成 で き る 場 合 の あ る 事 が 知 ら れ て い る 。 ま た 他 の タ ン パ
ク 質 と の 免 疫 学 的 な 識 別 は 、 少 な く と も 8ア ミ ノ 酸 残 基 で 可 能 と な る と い わ れ て い る 。 し
た が っ て 、 シ ノ ビ オ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ た 少 な く と も 連 続 し た 8ア ミ ノ 酸 残
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基 、 通 常 ９ ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は １ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 、 よ り 好 ま し く は １ １ ア ミ ノ 酸 残
基 か ら な り 、 患 者 血 清 中 の 抗 体 と 反 応 す る 断 片 は 、 本 発 明 に お け る 抗 体 検 出 用 の 抗 原 と し
て 望 ま し い 。 更 に 、 エ ピ ト ー プ を 構 成 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド に 対 し て 、 様 々 な 修 飾 を 加 え て
免 疫 学 的 な 反 応 性 を 向 上 さ せ る 方 法 も 当 業 者 に は 公 知 で あ る 。 た と え ば 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ
ミ ン の よ う な 不 活 性 タ ン パ ク 質 、 あ る い は 無 意 味 な ア ミ ノ 酸 配 列 の 付 加 と い っ た 修 飾 が 免
疫 学 的 な 反 応 性 の 向 上 に 寄 与 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 に 基 づ く RAの 検 出 方 法 に 有 用 な シ ノ ビ オ リ ン 、 ま た は そ の 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ
ク 質 、 あ る い は そ れ ら の 部 分 ペ プ チ ド は 、 こ れ ら の 分 子 を 認 識 す る 抗 体 を 分 析 す る た め の
免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 と す る こ と が で き る 。 本 発 明 に よ る 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 は 、 RAの 診 断
や 治 療 効 果 の 判 定 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン は 、 RAの 治 療 や 予 防 を 目 的 と し た ワ ク チ ン の 開 発 を も 可 能 と
す る 。 シ ノ ビ オ リ ン が そ の リ ガ ン ド と の 結 合 に よ っ て 滑 膜 細 胞 の 増 殖 を も た ら し て い る と
考 え ら れ る た め 、 シ ノ ビ オ リ ン と リ ガ ン ド と の 結 合 を ブ ロ ッ ク す る 抗 体 を 与 え る ワ ク チ ン
が 提 供 さ れ れ ば 、 RAの 治 療 や 予 防 が 実 現 す る 。 シ ノ ビ オ リ ン の ワ ク チ ン を 得 る に は 、 シ ノ
ビ オ リ ン の エ ピ ト ー プ と な る ド メ イ ン ペ プ チ ド を 中 心 に 、 も と も と ヒ ト の タ ン パ ク で あ る
シ ノ ビ オ リ ン の ド メ イ ン ペ プ チ ド に よ る 免 疫 刺 激 を も た ら す ア ジ ュ バ ン ト や キ ャ リ ア タ ン
パ ク 質 と の 組 み 合 わ せ に よ り 製 剤 化 す る 方 法 が 一 般 的 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 シ ノ ビ オ リ ン を 認 識 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン 、
ま た は 免 疫 学 的 に 同 等 の タ ン パ ク 質 、 あ る い は そ の 断 片 を 免 疫 原 と し て 、 公 知 の 方 法 に よ
り シ ノ ビ オ リ ン の 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 通 常 の 免 疫 操 作 に よ っ て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 得 る こ と も で き る し （ Harlow, E. & Lane, D.; Antibodies; A Laboratry manual. Col
d Spring Harbor, New York, 1988） 、 抗 体 産 生 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と も で き る （ Kohler, G. & Milstein, C., Nature 256: 495-7, 
1975） 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 高 い 感 度 と 特 異 性 を 達 成 す る た め
の 重 要 な ツ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 免 疫 に は 、 本 発 明 に 基 づ く シ ノ ビ オ リ ン （ も し く は そ れ と 免 疫 学 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質
、 ま た は そ れ ら の 断 片 ） を 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト と と も に 免 疫 動 物 に 免 疫 す る 。 免 疫 原 と し
て 有 用 な シ ノ ビ オ リ ン の 断 片 と し て 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 示 す こ と が で
き る 。
Syno-P3（ SLALTGAVVAHAYYC／ 配 列 番 号 ： ３ ） 、
Syno-P2（ TCRMDVLRASLPAQS／ 配 列 番 号 ： ４ ） 、 お よ び
Syno-P1（ GAATTTAAGTSATAC／ 配 列 番 号 ： ５ ）
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ れ ら の ペ プ チ ド を 担 体 蛋 白 質 と 結 合 さ せ て 調 製 さ れ た 免 疫 原 は 、 シ ノ ビ オ リ ン に 対 し
て 特 異 的 で 、 か つ 十 分 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を 与 え る 。 免 疫 原 を 得 る た め の 担 体 蛋 白
質 に は 、 ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)、 あ る い は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)等 を 用 い る こ
と が で き る 。 免 疫 動 物 に は 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 あ る い は ヒ ツ ジ な ど が 一 般
に 利 用 さ れ る 。 ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 フ ロ イ ン ト の コ ン プ リ ー ト ア ジ ュ バ ン ト （ FCA）
等 が 一 般 に 用 い ら れ る （ Adv. Tubercl. Res., 1:130-148, 1956） 。 適 当 な 間 隔 で 免 疫 を
追 加 し 、 抗 体 価 の 上 昇 を 確 認 し た と こ ろ で 採 血 し 抗 血 清 を 得 る こ と が で き る 。 更 に そ の 抗
体 画 分 を 精 製 す れ ば 、 精 製 抗 体 と す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 あ る い は ま た 、 抗 体 産 生 細 胞 を 採 取 し て 細 胞 融 合 法 な ど に よ り ク ロ ー ニ ン グ す れ ば 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と も で き る 。 こ の と き の 抗 体 産 生 細 胞 と は 、 免 疫 動 物 に 由 来 す
る も の の 他 、 シ ノ ビ オ リ ン に 対 す る 自 己 抗 体 を 産 生 す る RA患 者 か ら 採 取 し た 抗 体 産 生 細 胞
を 利 用 す る こ と も で き る 。 更 に 、 こ う し て 得 ら れ た 免 疫 動 物 に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
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体 産 生 細 胞 の 抗 体 遺 伝 子 を も と に 、 キ メ ラ 抗 体 や ヒ ト 化 抗 体 の 構 築 が 可 能 で あ る 。 抗 体 を
ヒ ト に 投 与 す る 場 合 、 動 物 の 抗 体 は 異 物 と し て 排 除 さ れ る た め 望 ま し く な い 。 そ こ で 抗 原
性 の 強 い 抗 体 の 定 常 領 域 を ヒ ト の 抗 体 で 置 換 し た キ メ ラ 抗 体 や 、 あ る い は 定 常 領 域 の み な
ら ず 可 変 領 域 の フ レ ー ム ワ ー ク ま で ヒ ト の 遺 伝 子 で 置 換 し た ヒ ト 化 抗 体 が 必 要 に な る 。 そ
の 点 、 RA患 者 の 抗 体 産 生 細 胞 に 由 来 す る 抗 体 の 可 変 領 域 を 利 用 す れ ば 、 ヒ ト 型 の 抗 体 を 再
構 成 で き る の で 、 よ り 容 易 に 安 全 性 の 高 い 抗 体 の 構 築 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 に 基 づ い て 提 供 さ れ る シ ノ ビ オ リ ン を 認 識 す る キ メ ラ 抗 体 、 あ る い は ヒ ト 化 抗 体
は 、 RA患 者 の 滑 膜 細 胞 を 標 的 と し た 薬 物 移 送 シ ス テ ム （ Drug Delivery System; DDS） に
有 用 で あ る 。 本 発 明 に よ る シ ノ ビ オ リ ン を 認 識 す る 抗 体 を 使 っ た DDSに お い て 、 抗 体 と リ
ン ク さ せ る こ と に よ り 有 用 性 が 期 待 で き る 物 質 と し て は 、 Fasリ ガ ン ド や 、 抗 SL抗 体 な ど
を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 あ る い は 本 発 明 の 抗 体 は 、 シ ノ ビ オ リ ン の 検 出 に 有 用 で あ る 。 シ ノ ビ オ リ ン は RA患 者 の
滑 膜 組 織 に お い て 強 発 現 し て い る 。 し た が っ て 、 滑 膜 細 胞 、 滑 膜 組 織 、 あ る い は 体 液 中 に
お け る シ ノ ビ オ リ ン の 検 出 は 、 RAの 診 断 に お い て 有 用 な 情 報 を 与 え る 。 具 体 的 に は 、 滑 膜
組 織 や 血 液 中 に シ ノ ビ オ リ ン が 検 出 さ れ る と き に は 、 RAが 進 行 し て い る と 考 え ら れ る 。 本
発 明 の 抗 体 は 、 シ ノ ビ オ リ ン の 免 疫 学 的 検 出 用 試 薬 と す る こ と が で き る 。 組 織 や 血 中 に 存
在 す る タ ン パ ク 質 を 、 抗 体 を 用 い て 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 は 公 知 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体
を 含 む 免 疫 学 的 分 析 用 試 薬 は 、 RAの 診 断 や 治 療 効 果 の 判 定 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た 本 発 明 の 抗 体 は 、 シ ノ ビ オ リ ン を 発 現 す る 細 胞 の 分 離 あ る い は 検 出 に 利 用 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 の シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 は 、 発 生 に お い て は AERで 発 現 が 見 ら れ る 他
、 滑 膜 、 骨 ・ 軟 骨 お よ び 肢 の 原 基 と な る 未 分 化 間 葉 系 細 胞 に お い て 強 く 発 現 し て い た 。 従
っ て シ ノ ビ オ リ ン は 、 AERお よ び 未 分 化 間 葉 系 細 胞 の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ う る 。 す な
わ ち シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 を 指 標 に 、 AERお よ び 未 分 化 間 葉 系 細 胞 を 検 出 し た り 分 離 し た り
す る こ と が で き る 。 抗 体 は 適 宜 蛍 光 等 に よ り 標 識 さ れ る 。 例 え ば 、 シ ノ ビ オ リ ン に 対 す る
抗 体 を 用 い 、 セ ル ソ ー テ ィ ン グ 等 に よ り シ ノ ビ オ リ ン を 発 現 す る 細 胞 を 分 離 す る こ と が で
き る 。 分 離 さ れ た 未 分 化 間 葉 系 細 胞 は 、 試 験 管 内 に お け る 骨 ・ 軟 骨 の 形 成 、 あ る い は 関 節
の 再 構 築 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 未 分 化 間 葉 系 細 胞 か ら は 、 試 験 管 内 （ in vitro） ま た は 生 体 内 （ in vivo） に お い て 、
骨 、 軟 骨 、 筋 、 腱 、 脂 肪 、 お よ び 骨 髄 等 の 間 質 （ stroma） が 形 成 さ れ る （ S. A. Kuznetso
v et al., J. Bone Miner. Res. 12, 1335-47, 1997; D. J. Prockop Science 276, 71-4
, 1997; C. M. Thompson and R. A. Young, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 4587-90, 
1995; A. I. Caplan, J. Orthop. Res. 9, 641-50, 1991; A. J. Friedenstein, Int. Re
v. Cytol. 47, 327-59, 1976; M. Owen and A. J. Friedenstein, in "Cell and Molecul
ar Biology of Vertebrate Hard Tissues", D. Evered and S. Harnett, Eds., Wiley, C
hichester, UK, 1988, pp. 42-60; A. J. Friedenstein et al., Cell Tissue Kinet. 20
, 263-72, 1987; B. A. Ashton et al., Clin. Orthop. Relat. Res. 151, 294-307, 198
0; I. Bab et al., Clin. Orthop. Relat. Res. 187, 243-54, 1984; S. E. Haynesworth
 et al., Bone 13, 81-8, 1992; A. I. Caplan, Clin. Plast. Surg. 21, 429-35, 1994;
 例 え ば Genzyme社 の ウ ェ ブ サ イ ト も 参 照 , http://www.genzymebiosurgery.com/） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 例 え ば 、 未 分 化 間 葉 系 細 胞 を 試 験 管 内 に お い て 分 化 さ せ 、 脂 肪 細 胞 系 列 （ adipocytic l
ineage） 、 軟 骨 細 胞 （ chondrocytic lineage） 、 お よ び 骨 細 胞 系 列 （ osteocytic lineage
） の 細 胞 を 形 成 さ せ る こ と が で き る （ M. F. Pittenger et al., Science 284, 143-7, 19
99） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 は 、 例 え ば 、 1-メ チ ル -3-イ ソ ブ チ ル キ サ ン チ ン 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、
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イ ン シ ュ リ ン 、 お よ び イ ン ド メ タ シ ン 処 理 に よ り 誘 導 す る こ と が で き る （ M. F. Pittenge
r, 米 国 特 許 第 5827740号 , 1998） 。 軟 骨 細 胞 へ の 分 化 は 、 例 え ば 、 遠 心 等 に よ り 細 胞 を 微
小 塊 に し た 後 、 血 清 を 含 ま な い 培 地 中 で  transforming growth factor (TGF)-β 3 で 刺 激
す る こ と に よ り 分 化 さ せ る こ と が で き る （ A. M. Mackay et al., Tissue Eng. 4, 415-28
, 1998;  J. U. Yoo et al., J. Bone Joint Surg. Am. 80A, 1745-57, 1998） 。 骨 細 胞
へ の 分 化 は 、 例 え ば  10％ ウ シ 胎 児 血 清 の 存 在 下 、 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 β -グ リ セ ロ ー ル リ ン
酸 、 お よ び ア ス コ ル ビ ン 酸 で 誘 導 す る こ と が で き る （ S. A. Kuznetsov et al., J. Bone 
Miner. Res. 12, 1335-47, 1997; D. J. Prockop Science 276, 71-4, 1997; C. M. Thom
pson and R. A. Young, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 4587-90, 1995; A. I. Caplan
, J. Orthop. Res. 9, 641-50, 1991; A. J. Friedenstein, Int. Rev. Cytol. 47, 327-
59, 1976; M. Owen and A. J. Friedenstein, in "Cell and Molecular Biology of Vert
ebrate Hard Tissues", D. Evered and S. Harnett, Eds., Wiley, Chichester, UK, 198
8, pp. 42-60; S. P. Bruder et al., J. Cell. Biochem. 64, 278-94, 1997; N. Jaiswa
l et al., J. Cell. Biochem. 64, 295-312, 1997; S. P. Bruder et al., J. Bone Mine
r. Res. 13, 655-63 1998） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ま た 、 生 体 内 に お い て も 、 例 え ば 未 分 化 間 葉 系 細 胞 の 子 宮 内 （ in utero） へ の 移 植 に よ
り 、 軟 骨 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 筋 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 骨 髄 間 質 細 胞 、 胸 腺 間 質 細 胞 へ 分 化 さ せ る
こ と が で き る （ K. W. Liechty et al., Nature Medicine 6, 1282-1286, 2000） 。 こ れ ら
の 方 法 に よ り 、 分 離 さ れ た 未 分 化 間 葉 系 細 胞 か ら 、 試 験 管 内 ま た は 生 体 内 に お い て 組 織 を
再 構 築 さ せ る こ と が で き る 。 再 構 築 さ れ た 組 織 や 器 官 は 、 再 生 医 学 的 応 用 が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン は 、 リ ウ マ チ 滑 膜 細 胞 で 強 発 現 し て い る こ と か ら 、 リ ウ マ チ 滑 膜 細
胞 に 対 す る 細 胞 マ ー カ ー と し て も 用 い ら れ 得 る 。 本 発 明 の 抗 体 を 細 胞 の 分 離 ま た は 検 出 用
試 薬 と し て 用 い る 場 合 に は 、 抗 体 を 他 の 溶 媒 や 溶 質 と 組 み 合 わ せ て 組 成 物 と す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 蒸 留 水 、 pH緩 衝 試 薬 、 塩 、 タ ン パ ク 質 、 界 面 活 性 剤 な ど を 組 み 合 わ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン は RA患 者 の 滑 膜 組 織 に お い て 強 発 現 し て い る 。 ま た 、 RA患 者 の 血 中 に お い
て は 、 シ ノ ビ オ リ ン を 認 識 す る 抗 体 （ 自 己 抗 体 ） が 高 い 頻 度 で 検 出 さ れ る 。 他 方 健 常 者 の
血 中 で は 、 シ ノ ビ オ リ ン の 抗 体 は 実 質 的 に 検 出 す る こ と が で き な い 。 更 に シ ノ ビ オ リ ン は
、 イ ン ビ ト ロ に お い て 培 養 滑 膜 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 。 こ れ は 、 滑 膜 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す
る リ ガ ン ド に 対 し て 、 シ ノ ビ オ リ ン が 競 合 す る た め で あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 情 報 を
基 に 、 次 の よ う な 機 序 が 予 想 で き る 。 す な わ ち 、 シ ノ ビ オ リ ン の 滑 膜 細 胞 に お け る 強 発 現
が 、 滑 膜 細 胞 に 対 し て 増 殖 促 進 作 用 を 持 つ シ ノ ビ オ リ ン の リ ガ ン ド と の 結 合 を 促 し 、 結 果
と し て 滑 膜 細 胞 の 増 殖 が 促 進 さ れ る 。 そ し て こ の 滑 膜 細 胞 の 異 常 増 殖 こ そ が RAの 病 態 に 他
な ら な い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 以 上 の 知 見 に 基 づ い て 、 本 発 明 は 次 の 工 程 を 含 む 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 検 出 方 法 、 あ る
い は 診 断 方 法 を 提 供 す る 。
i) 被 検 者 の 生 体 試 料 中 に 存 在 す る RAの マ ー カ ー を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ii) 工 程  i)の 検 出 結 果 を 、 RAと 関 連 付 け る 工 程
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 に お け る RAの 検 出 方 法 、 あ る い は 診 断 方 法 に お け る マ ー カ ー は 、 以 下 に 示 す い ず
れ か の マ ー カ ー を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の マ ー カ ー の 測 定 方 法 は 、 既 に 述 べ た と お
り で あ る 。
・ シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
・ シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 、
・ シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ペ プ チ ド 、
・ シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 、 お よ び
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・  シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 た と え ば 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 血 液 試 料 中 に 、 シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能
的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 が 見 出 さ れ れ ば 、 そ の 患 者 は RAで
あ る 可 能 性 が 高 い 。 あ る い は 、 患 者 か ら 採 取 さ れ た 滑 膜 組 織 に お け る シ ノ ビ オ リ ン ま た は
シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 RAに 起 因 す る 滑 膜 組 織 の 増 成 を 示 し
て い る 。 蛋 白 質 の 発 現 は 、 蛋 白 質 や mRNAの 存 在 を 指 標 と し て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 上 記 の よ う な 機 序 に 基 づ い て 、 本 発 明 の シ ノ ビ オ リ ン と そ の 遺 伝 子 の 提 供 に よ り 、
RAの 治 療 薬 開 発 の 新 た な ア プ ロ ー チ が も た ら さ れ る 。 ま ず 本 発 明 の シ ノ ビ オ リ ン に よ り 、
シ ノ ビ オ リ ン に 対 す る 結 合 活 性 を 指 標 と し て シ ノ ビ オ リ ン の リ ガ ン ド を 検 出 す る こ と が で
き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む シ ノ ビ オ リ ン に 対 す る 結 合 活 性 の 検 出 方 法 に
関 す る 。
ａ ） 被 験 化 合 物 を 、 シ ノ ビ オ リ ン も し く は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 、 ま
た は ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 被 験 化 合 物 と 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 結 合 を 観 察 す る 工 程
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 更 に 上 記 検 出 方 法 に 基 づ い て 、 シ ノ ビ オ リ ン に 対 す る リ ガ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ が 可 能
と な る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 具 体 的 に は 次 の 工 程 を 含 む 。
ａ ） 上 記 の シ ノ ビ オ リ ン に 対 す る 結 合 活 性 の 検 出 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の シ ノ ビ オ リ
ン も し く は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 に 対 す る 結 合 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ
び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 結 合 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ ０ ７ １ 】
　 リ ガ ン ド の 候 補 化 合 物 は 、 天 然 の 物 質 や そ の 変 異 体 の み な ら ず 、 低 分 子 の 有 機 化 合 物 で
あ っ て も 良 い 。 前 記 タ ン パ ク 質 と 候 補 化 合 物 の 結 合 に つ い て は 、 候 補 化 合 物 を 標 識 し て お
け ば 直 接 検 出 す る こ と が で き る 。 あ る い は 既 知 の SLと の 結 合 阻 害 を 指 標 と し て 確 認 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 S1-5の よ う な 本 発 明 の 蛋 白 質 と の 結 合 活 性 を 有 す る こ と が 明
ら か な 分 子 の 共 存 下 で 、 候 補 化 合 物 と 本 発 明 の 蛋 白 質 を 接 触 さ せ る の で あ る 。 あ る い は 、
候 補 化 合 物 と 本 発 明 の 蛋 白 質 の 接 触 後 に 、 更 に SLを 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 候 補 化 合 物
の 結 合 活 性 を 評 価 す る こ と も で き る 。 結 合 阻 害 を 指 標 と す る 場 合 に は 、 標 識 の 必 要 な の は
こ の 既 知 の SLの み と な る の で 、 簡 便 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 と な る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 対 照 と し て は 、 被 験 化 合 物 の 不 存 在 下 で 工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 う こ と が 好 適 で あ る 。
あ る い は 、 工 程 ａ ） に 比 べ 、 被 験 化 合 物 を よ り 低 い 濃 度 で 含 む 場 合 で あ っ て も よ い 。 ま た
、 例 え ば 被 験 化 合 物 の 代 わ り に シ ノ ビ オ リ ン に 結 合 す る こ と が 分 か っ て い る 分 子 を 用 い て
工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 い 、 そ の 分 子 よ り も よ り 高 い 結 合 活 性 を 持 つ 化 合 物 を 選 択 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 他 実 施 例 に 示 し た 遺 伝 子 に 基 づ く リ ガ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 可 能 で あ る 。 例 え
ば 市 販 の  Two-hybrid system を 利 用 し 、 候 補 リ ガ ン ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む ラ イ ブ
ラ リ ー か ら シ ノ ビ オ リ ン に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 天 然 の リ ガ ン ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る と き に 有 用 な 方 法 で あ
る 。 あ る い は 、 cDNAを 組 み 込 ん だ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー と 標 識 シ ノ ビ オ リ ン を 用 い た 発 現
ス ク リ ー ニ ン グ に よ り リ ガ ン ド を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 こ
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 、 シ ノ ビ オ リ ン の 天 然 リ ガ ン ド で あ る SLを 発 見 し た 。 SLは
、 滑 膜 細 胞 表 面 に あ る シ ノ ビ オ リ ン に 結 合 し て 細 胞 増 殖 を 刺 激 し て い る 可 能 性 が 有 る の で
、 SLの 血 中 レ ベ ル の 測 定 が RAの 病 態 と 関 連 す る 可 能 性 が あ る 。 SLは 、 シ ノ ビ オ リ ン と の 結
合 活 性 に 基 づ い て 、 測 定 す る こ と が で き る 。 も ち ろ ん 抗 SL抗 体 に よ り イ ム ノ ア ッ セ イ を 行
う こ と も 可 能 で あ る し 、 両 者 を 組 み 合 わ せ た サ ン ド イ ッ チ 法 に よ っ て SLを 測 定 す る こ と も
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で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 シ ノ ビ オ リ ン を 培 養 滑 膜 細 胞 に 添 加 す る と 、 細 胞 増 殖 に 対 し て 抑 制 的 に
作 用 す る こ と を 確 認 し た 。 こ れ を 、 培 地 中 の SLの 中 和 で 説 明 す る と 、 シ ノ ビ オ リ ン と そ の
リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る こ と が 滑 膜 細 胞 の 異 常 増 殖 抑 制 に つ な が り 、 結 果 と し て RAの
治 療 効 果 を も た ら す も の と 考 え ら れ る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が
で き る リ ガ ン ド は 、 シ ノ ビ オ リ ン と そ の 天 然 リ ガ ン ド と の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る の で 、
RAの 滑 膜 細 胞 の 増 殖 を 効 果 的 に 抑 制 す る 活 性 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） を 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ま た 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る シ オ ノ ビ オ リ ン の リ ガ ン ド
に は 、 上 記 SLと 同 様 に シ ノ ビ オ リ ン の 活 性 を 刺 激 す る 活 性 （ ア ゴ ニ ス ト ） が 期 待 で き る 。
シ ノ ビ オ リ ン を 刺 激 す る リ ガ ン ド は 、 シ ノ ビ オ リ ン 刺 激 剤 、 あ る い は 骨 形 成 促 進 剤 と し て
有 用 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 シ ノ ビ オ リ ン を 刺 激 す る リ ガ ン ド は 、 骨 粗 鬆 症 、 骨 折 、 あ
る い は ス ポ ー ツ 外 傷 等 の 治 療 薬 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ れ ら の 結 合 活 性 の 検 出 方 法 、 並 び に ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 発 展 さ せ 、 更 に 本 発 明 は シ
ノ ビ オ リ ン 、 ま た は そ の 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 と シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻
害 す る 活 性 の 検 出 方 法 、 お よ び 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 に 基 づ く
、 シ ノ ビ オ リ ン と シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る 活 性 の 検 出 方 法 は 以 下 の 工 程
を 含 む 。
ａ ） 被 験 化 合 物 存 在 下 で 、 シ ノ ビ オ リ ン も し く は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 ま
た は ペ プ チ ド と そ の リ ガ ン ド と を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に 結 合 す る リ ガ ン ド 、 お よ び ／ ま た は 被 験 化 合 物 を 検
出 す る 工 程
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 そ し て 上 記 検 出 方 法 に 基 づ い て 、 シ ノ ビ オ リ ン 、 ま た は そ の 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質
と シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ る 。
す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
ａ ） 上 記 検 出 方 法 に 基 づ い て 、 被 験 化 合 物 の シ ノ ビ オ リ ン も し く は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的
に 同 等 な 蛋 白 質 と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 阻 害 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 対 照 と し て は 、 被 験 化 合 物 の 不 存 在 下 で 工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 う こ と が 好 適 で あ る 。
あ る い は 、 工 程 ａ ） に 比 べ 、 被 験 化 合 物 を よ り 低 い 濃 度 で 含 む 場 合 で あ っ て も よ い 。 ま た
、 例 え ば 被 験 化 合 物 の 代 わ り に 、 シ ノ ビ オ リ ン と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 害 す る こ と が
分 か っ て い る 分 子 を 用 い て 工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 い 、 そ の 分 子 よ り も よ り 高 い 結 合 活 性
を 持 つ 化 合 物 を 選 択 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン ま た は そ の 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 に 対 す
る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 化 合 物 を 得 る こ と も で き る 。 シ ノ ビ オ リ ン の リ ガ ン ド と
し て は 、 例 え ば 実 施 例 に 記 載 の SL（ S1-5） を 用 い る こ と が で き る 。 具 体 的 に は  accession
 number AAA65590、 I38449、 NP_061489、 NP_004096、 ま た は  Q12805 に 特 定 さ れ る S1-5タ
ン パ ク 質 や 、 シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 限 り 、 そ れ ら に 類 似 し た タ
ン パ ク 質 を 用 い る こ と が で き る （ Lecka-Czernik, B. et al., Mol. Cell. Biol. 15, 120
-128, 1995; Heon, E. et al., Arch. Ophthalmol. 114, 193-198, 1996; Ikegawa, S. e
t al., Genomics 35, 590-592, 1996; Katsanis, N. et al., Hum. Genet. 106, 66-72, 
2000; Giltay, R. et al., Matrix Biol. 18, 469-480, 1999; Stone, E. M. et al., Na
t. Genet. 22, 199-202, 1999） 。 シ ノ ビ オ リ ン と シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と の 接 触 は 、 候
補 化 合 物 を 適 用 す る 前 も し く は 後 、 ま た は 同 時 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 こ こ で ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 化 合 物 と し て は 、 シ ノ ビ オ リ ン 側 に 結 合 し て リ ガ ン ド と の
結 合 を ブ ロ ッ ク す る も の と 、 リ ガ ン ド 側 を ブ ロ ッ ク す る も の が 考 え ら れ る 。 シ ノ ビ オ リ ン
側 に 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る に は 、 リ ガ ン ド を 標 識 し て お き 候 補 化 合 物 と 競
合 さ せ る と 良 い 。 リ ガ ン ド 側 に 結 合 す る 化 合 物 が 候 補 と な っ て い れ ば 、 そ の 逆 と な る 。 い
ず れ の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て も 、 標 識 に 当 た っ て は 放 射 性 同 位 元 素 を 用 い る の が 、 活 性
に 対 す る 影 響 が 小 さ い た め 望 ま し い 。 こ う し て 得 る こ と が で き る シ ノ ビ オ リ ン の ア ン タ ゴ
ニ ス ト に つ い て も 、 滑 膜 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 作 用 を 持 つ も の と 推 測 さ れ 、 RAの 治 療 効 果
を 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド で あ る S1-5は 、 Malattia Leventinese（ ML） お よ び  Doyne
 honeycomb retinal dystrophy（ DHRD） の 原 因 遺 伝 子 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Ston
e, E. M. et al., Nature Genetics 22, 199-202, 1999） 。 こ れ ら の 疾 患 は 、 結 晶 腔 （ dr
usen） と 呼 ば れ る 沈 着 物 を 生 じ 、 加 齢 黄 斑 変 性 症 （ age-related macular degeneration; 
AMD） と 類 似 し た 症 状 を 示 す 。 こ れ ら の こ と か ら 、 シ ノ ビ オ リ ン も ま た 、 MLお よ び DHRDに
関 与 し て い る 可 能 性 が あ る 。 シ ノ ビ オ リ ン の 変 異 や 多 型 の 検 査 に よ り 、 MLお よ び DHRDの 診
断 を 行 う こ と が 考 え ら れ る 。 ま た 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ る 、 シ ノ ビ オ
リ ン の リ ガ ン ド と し て 作 用 す る 化 合 物 や 、 シ ノ ビ オ リ ン と S1-5と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化
合 物 等 は 、 こ れ ら の 疾 患 の 予 防 や 治 療 に 貢 献 す る 医 薬 と し て の 利 用 が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の シ ノ ビ オ リ ン を 用 い て 、 化 合 物 の シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 調
節 す る 活 性 を 評 価 し た り 、 あ る い は シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 化 合 物 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 被 験 化 合 物 の
シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 活 性 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
ａ ） シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 、 被 験 化 合 物 と シ ノ ビ オ リ ン を 接 触
さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） シ ノ ビ オ リ ン を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 検 出 す る 工 程
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 活 性 を 有
す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
ａ ） 前 記 の 方 法 に よ っ て 、 被 験 化 合 物 の シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 活 性
を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 調 節 の 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 対 照 と し て は 、 被 験 化 合 物 の 不 存 在 下 で 工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 う こ と が 好 適 で あ る 。
あ る い は 、 工 程 ａ ） に 比 べ 、 被 験 化 合 物 を よ り 低 い 濃 度 で 含 む 場 合 で あ っ て も よ い 。 ま た
、 例 え ば 被 験 化 合 物 の 代 わ り に 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 促 進 ま た は 阻 害 す る
活 性 を 有 す る こ と が 分 か っ て い る 分 子 を 用 い て 工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 い 、 そ の 分 子 よ り
も よ り 高 い 調 節 活 性 を 持 つ 化 合 物 を 選 択 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 と は 、 シ ノ ビ オ リ ン に 与 え ら れ た 刺
激 が 、 異 な る 分 子 に 伝 え ら れ る こ と を 言 う 。 刺 激 の 種 類 は 限 定 さ れ な い 。 生 体 に お け る シ
グ ナ ル 伝 達 に は 、 多 く の 様 式 が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 代 表 的 な シ グ ナ ル 伝 達 は 、
蛋 白 質 の 修 飾 に よ る 活 性 の 調 節 で あ る 。 た と え ば 、 あ る 種 の 蛋 白 質 は 、 リ ン 酸 化 や ア セ チ
ル 化 に よ っ て 、 そ の 蛋 白 質 の 活 性 が 調 節 さ れ て い る 。 ま た 蛋 白 質 の 切 断 に よ っ て 、 そ の 活
性 が 制 御 さ れ る も の も 知 ら れ て い る 。 蛋 白 質 の 切 断 を よ り 特 異 的 に 行 う た め に 、 ユ ビ キ チ
ン の よ う な 分 子 の 存 在 が 重 要 で あ る 。 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 シ グ ナ ル の 伝 達 に よ っ て 生 じ る シ
グ ナ ル 伝 達 を 構 成 す る 分 子 の 活 性 や 構 造 の 変 化 を 指 標 と し て 検 出 す る こ と が で き る 。 あ る
い は 、 シ グ ナ ル 伝 達 の た め の 複 合 体 の 形 成 を 指 標 と し て 、 シ グ ナ ル 伝 達 を 検 出 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
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　 シ グ ナ ル 伝 達 と し て は 、 特 に リ ン 酸 化 ま た は 脱 リ ン 酸 化 シ グ ナ ル が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 増
殖 シ グ ナ ル の 多 く は 蛋 白 質 リ ン 酸 化 ま た は 脱 リ ン 酸 化 に よ る 蛋 白 質 修 飾 を 介 し て 下 流 の シ
グ ナ ル 分 子 に 伝 達 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の シ ノ ビ オ リ ン も 細 胞 増 殖 作 用 を 有
す る こ と か ら 、 シ ノ ビ オ リ ン を 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 も ま た 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 に よ り 伝 達 さ
れ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 実 際 、 本 発 明 者 ら は 、 シ ノ ビ オ リ ン 発 現 に よ る リ ン 酸 化 作 用 を 見
出 し た 。 従 っ て 、 シ ノ ビ オ リ ン を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 、 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 の 検 出 に よ り
測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 細 胞 増 殖 ま た は 分 化 に 関 わ る 受 容 体 は 、 そ の 酵 素 活 性 部 位 と し て 次 の よ う な ド メ イ ン を
有 し て い る （ 実 験 医 学 別 冊 、 Bioscience用 語 ラ イ ブ ラ リ ー 、 改 訂 版 サ イ ト カ イ ン ・ 増 殖 因
子 、 羊 土 社 、 1998年 発 行 ） 。
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン （ VEGF受 容 体 、 PDGF受 容 体 、 HGF受 容 体 、 EGF受 容 体 な ど ） 、
チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ ド メ イ ン （ RPTPな ど ） 、 ま た は
セ リ ン /ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン （ TGFβ 受 容 体 な ど ）
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン も こ れ ら の 酵 素 活 性 を 直 接 ま た は 間 接 的 に 保 持 し て い る と 予 想 さ れ る 。 酵
素 活 性 を 間 接 的 に 有 す る と は 、 シ ノ ビ オ リ ン 分 子 内 に 酵 素 活 性 サ イ ト は 持 た な い が 、 シ ノ
ビ オ リ ン に 会 合 す る 分 子 が 酵 素 活 性 を 持 つ こ と を 言 う 。 こ の よ う な 分 子 と し て は 例 え ば TN
F受 容 体 や GM-CSF受 容 体 な ど が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 例 え ば チ ロ シ ン 、 セ リ ン 、 お
よ び /ま た は ス レ オ ニ ン の リ ン 酸 化 活 性 を 検 出 す る こ と に よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ
ナ ル 伝 達 を 評 価 す る こ と が で き る 。 こ の と き 、 シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド の 存 在 下 で 、 被 験 化
合 物 の 作 用 を 評 価 す る こ と に よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド に よ っ て ト リ ガ ー さ れ る シ ノ ビ
オ リ ン の シ グ ナ ル 伝 達 に 与 え る 被 験 化 合 物 の 影 響 を 評 価 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、
シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド に よ る シ オ ノ ビ オ リ ン に 対 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 、 ま た は 抑 制 す
る 活 性 を 検 出 す る こ と が で き る 。 シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド と し て は 、 本 明 細 書 に お い て 述 べ
ら れ た シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド S1-5を 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド
の 不 存 在 下 で 被 験 化 合 物 の 作 用 を 評 価 す る こ と に よ り 、 被 験 化 合 物 に よ る シ ノ ビ オ リ ン に
対 す る 刺 激 活 性 を 評 価 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 蛋 白 質 の リ ン 酸 化 を 検 出 す る に は 、 シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 、
例 え ば 被 験 化 合 物 お よ び  [ 3 2 P]正 リ ン 酸 と と も に シ ノ ビ オ リ ン 発 現 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト
す る 。 次 い で こ の 細 胞 の 溶 解 物 か ら 免 疫 沈 降 に よ り リ ン 酸 化 さ れ た 蛋 白 質 を 回 収 す る 。 回
収 し た 蛋 白 質 は SDS-PAGEで 展 開 後 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 、 リ ン 酸 化 を 検 出 す る
こ と が で き る 。 リ ン 酸 化 ア ミ ノ 酸 は 、 TLCや そ の 他 の 公 知 の ペ プ チ ド 分 析 に よ り 同 定 す る
こ と が で き る 。
　 あ る い は 、 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 な ど 、 リ ン 酸 化 蛋 白 質 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 用 い て 特
定 の ア ミ ノ 酸 の リ ン 酸 化 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 一 般 に 、 細 胞 内 に お け る シ グ ナ ル 伝 達 因 子 の リ ン 酸 化 は 、 次 々 に 複 数 の 分 子 に 伝 達 さ れ
る 。 つ ま り 一 連 の 伝 達 経 路 は 、 カ ス ケ ー ド を 構 成 し て い る 。 そ の た め 、 細 胞 内 の 蛋 白 質 全
体 の リ ン 酸 化 レ ベ ル の 変 化 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 そ の 細 胞 に 起 き た リ ン 酸 化 シ グ ナ ル
の 大 き さ を 比 較 す る こ と が で き る 。 細 胞 内 の 全 蛋 白 質 を 対 象 に リ ン 酸 化 レ ベ ル を 評 価 す る
方 法 は 公 知 で あ る 。 た と え ば 、 細 胞 を シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド 等 で 刺 激 後 、 タ ン パ ク 質 を SD
S-APGEで 展 開 し 、 フ ィ ル タ ー に ブ ロ ッ ト し た 後 、 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 な ど を 用 い た ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 蛋 白 質 全 体 の リ ン 酸 化 レ ベ ル を 評 価 す る こ と が で き る 。 ま た 、
例 え ば [ 3 2 P]正 リ ン 酸 で 細 胞 を 標 識 し 、 細 胞 を シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド 等 で 刺 激 後 、 細 胞 タ
ン パ ク 質 を 二 次 元 電 気 泳 動 で 展 開 す る 。 タ ン パ ク 質 を ク マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し 、 オ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 う 。 リ ン 酸 化 さ れ た ス ポ ッ ト を 検 出 す る こ と に よ り 、 リ ン 酸 化 レ ベ ル
を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】

10

20

30

40

50

(25) JP 2007-325595 A 2007.12.20



　 あ る い は 、 シ ノ ビ オ リ ン の 基 質 と な る リ ン 酸 化 蛋 白 質 に お け る リ ン 酸 化 の レ ベ ル の 変 化
を 特 異 的 に 測 定 す る こ と も で き る 。 シ ノ ビ オ リ ン の 基 質 と な る リ ン 酸 化 蛋 白 質 は 、 た と え
ば 上 記 の 二 次 元 電 気 泳 動 に お い て リ ン 酸 化 さ れ た ス ポ ッ ト を 回 収 し 、 マ イ ク ロ シ ー ク エ ン
ス や マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 同 定 さ れ た 基 質 蛋 白 質 の リ
ン 酸 化 レ ベ ル の 変 化 は 、 例 え ば 基 質 蛋 白 質 に 対 す る 特 異 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 を 行 い 、 SD
S-APGEで 展 開 後 、 [ 3 2 P]の 取 り 込 み を オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で 測 定 し た り 、 あ る い は 抗
リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど に よ っ て 評 価 す る こ と が で
き る （ バ イ オ マ ニ ュ ア ル シ リ ー ズ 　 分 子 生 物 学 研 究 の た め の タ ン パ ク 実 験 法 　 竹 縄 忠 臣 　
稲 垣 昌 樹 　 編 ） 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 上 記 方 法 に 用 い る 細 胞 と し て は 、 滑 膜 細 胞 （ 例 え ば RTF） や 外 来 的 に シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝
子 を 導 入 し た 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。 被 験 化 合 物 に よ り シ ノ ビ オ リ ン に よ る リ ン 酸 化 ま た
は 脱 リ ン 酸 化 の レ ベ ル が 低 下 す れ ば 、 こ の 化 合 物 は シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻
害 す る 化 合 物 と 判 断 さ れ る 。 ま た 被 験 化 合 物 に よ り シ ノ ビ オ リ ン に よ る リ ン 酸 化 ま た は 脱
リ ン 酸 化 の レ ベ ル が 上 昇 す れ ば 、 こ の 化 合 物 は シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 促 進 す
る 化 合 物 と 判 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 例 え ば シ ノ ビ オ リ ン が 受 容 体 型 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と し て 機 能 し 、 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を 介
し て 下 流 の 分 子 を 活 性 化 し シ グ ナ ル を 伝 達 す る 場 合 、 被 験 化 合 物 に よ り チ ロ シ ン リ ン 酸 化
が 抑 制 さ れ れ ば 、 こ の 化 合 物 は シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 化 合 物 と 判 断
さ れ る 。 ま た 本 発 明 は 、 例 え ば チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は セ リ
ン /ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ な ど の 蛋 白 質 キ ナ ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 阻 害 剤 を 用 い て 、
シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 の 好 適 な 他 の 一 例 と し て は 、 ユ ビ キ チ ン 化 シ グ
ナ ル が 挙 げ ら れ る 。 蛋 白 質 構 造 予 測 シ ス テ ム （ SMART: Simple Modular Architecture Res
earch Tool (ウ ェ ブ サ イ ト も 参 照  http://smart.embl-heidelberg.de/) Schultz et al.,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 5857-5864, 1998; Schultz et al., Nucleic Acids R
es. 28, 231-234, 2000） に よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン に  Ring finger モ チ ー フ （ Joazeiro, C.
 A. et al., Secience 286, 309-312, 1999） の 存 在 が 示 さ れ た 。 こ の モ チ ー フ は 蛋 白 質
の 分 解 に 関 わ る E3ユ ビ キ チ ン -蛋 白 質 リ ガ ー ゼ に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ま た Ring 
finger モ チ ー フ は 、 E2ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素 の 結 合 部 位 と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 従 っ て 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る ユ ビ キ チ ン 化 シ グ ナ ル を 検 出 す る こ と に よ り 、 シ ノ ビ オ リ
ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 評 価 す る こ と が で き る 。 ユ ビ キ チ ン 化 シ グ ナ ル は 、 例 え ば 抗 ユ ビ
キ チ ン 抗 体 を 用 い て 基 質 蛋 白 質 の ユ ビ キ チ ン 化 を 検 出 す る こ と に よ り 、 評 価 さ れ る 。 ま た
、 シ ノ ビ オ リ ン と E2ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素 ま た は 基 質 蛋 白 質 と の 結 合 、 あ る い は シ ノ ビ オ リ
ン を 含 む ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 複 合 体 な ど を 検 出 し て も よ い 。 具 体 的 に は 、 例 え ば タ グ を 付
け た シ ノ ビ オ リ ン を 発 現 す る ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 を 破 砕 し 、 [ 3 2 P]
標 識 ユ ビ キ チ ン を 添 加 し 反 応 後 、 抗 タ グ 抗 体 に よ り 免 疫 沈 降 す る 。 SDS-PAGEに よ り 展 開 し
、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 う こ と に よ り シ ノ ビ オ リ ン の ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 を 検
出 す る こ と が で き る （ Hashizume, R. et al., J. Biol. Chem. 276, 14537-14540, 2001
） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン の 基 質 蛋 白 質 に お け る ユ ビ キ チ ン 化 の レ ベ ル の 変 化 を 特 異 的 に 測 定 す る こ
と も で き る 。 シ ノ ビ オ リ ン の 基 質 蛋 白 質 は 、 た と え ば シ ノ ビ オ リ ン を ベ イ ト と し た 酵 母 tw
o-hybridス ク リ ー ニ ン グ な ど に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 同 定 さ れ た 基 質 蛋 白 質 の ユ
ビ キ チ ン 化 レ ベ ル の 変 化 は 、 タ グ つ き 基 質 を 精 製 し 、 そ こ に 、 精 製 し た E1、 E2、 E3お よ び
ユ ビ キ チ ン を 添 加 し 、 反 応 後 、 抗 タ グ 抗 体 で 免 疫 沈 降 し 、 抗 ユ ビ キ チ ン 抗 体 に よ る 染 色 に
よ っ て 評 価 す る こ と が で き る （ Yokouchi, M. et al., J. Biol. Chem. 274, 31707-31712
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, 1999） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 被 験 化 合 物 に よ り シ ノ ビ オ リ ン に よ る ユ ビ キ チ ン 化 シ グ ナ ル の 活 性 化 が 低 下 す れ ば 、 こ
の 化 合 物 は シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 化 合 物 と 判 定 さ れ る 。 ま た 被 験 化
合 物 に よ り シ ノ ビ オ リ ン に よ る ユ ビ キ チ ン 化 シ グ ナ ル の 活 性 化 が 上 昇 す れ ば 、 こ の 化 合 物
は シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 促 進 す る 化 合 物 と 判 定 さ れ る 。 例 え ば シ ノ ビ オ リ ン
と E2ユ ビ キ チ ン 活 性 化 酵 素 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る ユ ビ キ
チ ン 化 シ グ ナ ル を 有 効 に 阻 害 す る こ と が で き る 。 ま た 本 発 明 は 、 ユ ビ キ チ ン 化 シ グ ナ ル に
関 与 す る 酵 素 の 阻 害 剤 を 用 い て 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 遮 断 す る 方 法 を 提 供
す る 。 例 え ば E2ユ ビ キ チ ン 結 合 酵 素 、 あ る い は E3ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ の 阻 害 剤 を 細 胞 に 適
用 す る こ と に よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 以 上 の よ う な 方 法 に よ り シ ノ ビ オ リ ン を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 活 性 を 有 す る 化
合 物 を 選 択 す る こ と が で き る 。 シ ノ ビ オ リ ン に よ る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 シ
ノ ビ オ リ ン の 活 性 化 に 起 因 す る 疾 患 の 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る 。 例 え ば シ ノ ビ オ リ ン に よ
る シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 滑 膜 増 生 阻 害 と し て 有 用 で あ る 。 こ の 化 合 物 を 投 与
す る こ と に よ り 滑 膜 増 生 を 抑 制 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り RAな ど の 滑 膜 増 生 を 伴 う 疾 患
の 予 防 お よ び 治 療 を 行 う こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 こ れ ら の 化 合 物 は MLお よ び DHRDに 対 す
る 医 薬 と し て も 用 い ら れ 得 る 。 あ る い は 、 こ の シ グ ナ ル 伝 達 を 促 進 す る 化 合 物 は 、 シ ノ ビ
オ リ ン 刺 激 剤 、 あ る い は 骨 形 成 促 進 剤 な ど に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 骨 粗 鬆 症 、 骨
折 、 あ る い は ス ポ ー ツ 外 傷 等 の 治 療 薬 と し て 利 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 見 に 基 づ い て 、 た と え ば 次 の よ う な RAお よ び シ ノ ビ オ リ ン が 関
与 す る そ の 他 の 疾 患 に 関 す る 新 た な 研 究 が 可 能 と な る 。 ま ず 、 シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 を 制 御
し て い る プ ロ モ ー タ ー や エ ン ハ ン サ ー の 構 造 決 定 が 可 能 と な る 。 す な わ ち 、 配 列 番 号 ： １
に 示 し た シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を も と に ゲ ノ ム の ク ロ ー ニ ン グ を 進 め 、 発 現 制 御
領 域 の 配 列 を 分 析 す る こ と が で き る 。 そ の 結 果 得 ら れ る シ ノ ビ オ リ ン の 転 写 調 節 領 域 は 、
シ ノ ビ オ リ ン の 転 写 調 節 因 子 の 探 索 に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の シ ノ ビ オ リ ン ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 に お い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を ノ ッ ク イ ン
し 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に マ ー カ ー 遺 伝 子 を 発 現 さ せ れ ば
、 こ の 動 物 ま た は こ の 動 物 由 来 の 細 胞 を 用 い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 に シ ノ ビ オ
リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 転 写 調 節 因
子 の 認 識 配 列 を ２ 本 鎖 と し て 与 え れ ば 、 デ コ イ 核 酸 医 薬 と し て 機 能 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 動 物 に お け る 本 発 明 の 蛋 白 質 の 生 物 学 的 な
役 割 を 調 べ る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の た め に は 、 例 え ば 本 発 明 の DNAを 導 入 し て 、 本 発 明
の 蛋 白 質 を 過 剰 発 現 ま た は 異 所 発 現 （ ま た は 異 時 発 現 ） さ せ 、 そ の 効 果 を 検 証 す る こ と に
よ っ て そ の 役 割 を 調 べ る こ と が で き る 。 遺 伝 子 を 全 身 に 導 入 す る に は 、 本 発 明 の DNAの ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す れ ば よ い 。 あ る い は 、 ジ ー ン タ ー ゲ テ ィ ン グ や ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 等 の 投 与 に よ り 本 発 明 の DNAの 発 現 や 機 能 を 抑 制 す る  
loss-of-function（ 機 能 喪 失 ） 実 験 も 有 効 で あ る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 本 発 明 の DNAの 発
現 が 改 変 さ れ て い る か 、 ま た は 該 改 変 を 誘 導 す る こ と が で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト
脊 椎 動 物 を 提 供 す る 。 発 現 の 改 変 は 、 野 生 型 と 比 較 し て 改 変 さ れ て い て も よ く 、 改 変 を 誘
導 す る 場 合 に お い て は 、 誘 導 前 と 比 較 し て 改 変 し て い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 に お い て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と は 、 外 来 的 に 核 酸 が ゲ ノ ム に 導 入 さ れ た 動 物
が 含 ま れ る 。 ま た 、 「 DNAの 発 現 」 と は 、 DNAの 転 写 レ ベ ル で あ っ て も よ く 、 そ の 転 写 産 物
の 翻 訳 レ ベ ル で あ っ て も よ い 。 ま た 「 改 変 を 誘 導 す る 」 と は 、 例 え ば 外 的 な 刺 激 や 時 期 特
異 的 に 発 現 の 改 変 が 誘 導 さ れ た り 、 掛 け 合 わ せ に よ る 後 代 に お い て 発 現 が 改 変 さ れ る こ と
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を 含 む 。 ま た 、 一 部 の 細 胞 ま た は 組 織 に お け る 発 現 の 改 変 も 含 ま れ る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 と し て は 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ
サ ギ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 な ら び に ウ シ 等 ） が 好 ま し く 、 特 に げ っ 歯 類 、 例 え ば
マ ウ ス ま た は ラ ッ ト な ど を 用 い る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 に は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAが
外 来 的 に 導 入 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 例 え ば 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAを 発 現 す る ベ ク タ ー を 、
受 精 卵 に 導 入 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ベ ク タ ー の 導 入 は 、 ベ ク タ ー と 卵 を 混 合 後 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム に よ る 処 理 、 エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン 、 ま た は 倒 立 顕 微 鏡 下 に お け る マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 等 に よ り 行 う こ と
が で き る 。 ま た は 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） に 本 発 明 の ベ ク タ ー を 導 入 し 、 選 別 し た ES細 胞
を 受 精 卵 （ 肺 盤 胞 ） に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ り 導 入 し て も よ い 。
　 得 ら れ た 受 精 卵 は 、 輸 精 管 結 紮 雄 個 体 と の 交 配 に よ り 偽 妊 娠 さ せ た レ シ ピ エ ン ト の 卵 管
内 に 移 植 し 、 産 仔 を 得 る こ と が で き る 。 産 仔 の 尾 な ど か ら DNAを 調 製 し 、 PCRに よ り 導 入 DN
Aの 保 持 を 確 認 す る （ Brigid Hogan et al. eds., "Manipulating the Mouse Embryo : A 
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 1994, Gordon, J. W. et al., P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7380-7384, 1980; Jaenisch, R. and B. Mintz, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 71: 1250-1254, 1974） 。 生 殖 系 列 に 遺 伝 子 が 導 入 さ れ た キ メ ラ 動
物 か ら は 、 正 常 動 物 と 交 配 す る こ と に よ り ヘ テ ロ 接 合 体 が 得 ら れ る 。 ヘ テ ロ 接 合 体 同 士 の
交 配 に よ り ホ モ 接 合 体 を 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物
に は 、 こ れ ら の 子 孫 も 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の DNAを 生 体 内 で 発 現 さ せ る た め に 用 い る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 全 身 発
現 性 の プ ロ モ ー タ ー や 、 そ の 他 の 組 織 特 異 的 、 時 期 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で
き る 。
　 全 身 性 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば β ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば
、 pCAGGS等 に 含 ま れ て い る 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 連 結 さ れ た ニ ワ ト
リ β ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 部 位 特 異 的 ま た は 時 期 特 異 的 に 本 発 明
の DNAを 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る 場 合 、 Cre-loxPの 系 な ど を 利 用 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 部 位 特 異 的 ま た は 時 期 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に Creリ
コ ン ビ ナ ー ゼ 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 し 、 別 に 汎 用 プ ロ モ ー タ ー の
下 流 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAを 連 結 さ せ た ベ ク タ ー を 保 持 す る ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る 。 こ の 時 、 プ ロ モ ー タ ー と 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
DNAと の 間 に 一 対 の loxPに 挟 ま れ た ス ト ッ プ コ ド ン ま た は 転 写 終 結 シ グ ナ ル 等 を 挿 入 し て
お く 。 ２ つ の 個 体 を 掛 け 合 わ せ る こ と に よ り 、 Creの 発 現 に 伴 な っ て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 に は 、 内 因 性 の 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ
ー ド す る DNAの 発 現 が 抑 制 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 が 含 ま れ る 。 こ
の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 例 え ば 、 ジ ー ン タ ー ゲ テ ィ ン グ に よ り 製 造 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 を 作 製 す る に は 、 例 え ば 本 発 明
の DNAの 一 部 ま た は 全 部 を 置 換 、 欠 失 、 付 加 お よ び ／ ま た は 挿 入 等 に よ り 欠 損 さ せ た タ ー
ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 胚 性 幹 (ES)細 胞 に 導 入 し 、 染 色 体 DNAと 相 同 組 み 換 え を 起 し た 細 胞
を 選 択 す る 。 相 同 組 み 換 え 体 の 選 択 の た め に は 公 知 の ポ ジ テ ィ ブ ・ ネ ガ テ ィ ブ 選 択 を 行 う
こ と が で き る 。 ポ ジ テ ィ ブ 選 択 用 マ ー カ ー と し て は 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 な ど の 薬 剤
耐 性 遺 伝 子 、 ネ ガ テ ィ ブ 選 択 用 マ ー カ ー と し て は 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 (DT)-A遺 伝 子 や  HSV-t
k遺 伝 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ や PCR等 に よ り 、 正 し く 組 み 換 え ら れ た
細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た 細 胞 は 、 8細 胞 期 程 度 の 受 精 卵 ま た は 胚 盤 胞 の 胚
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盤 胞 腔 な ど に 注 入 し 、 輸 精 管 結 紮 雄 と 交 配 さ せ て 作 製 し た 偽 妊 娠 メ ス 個 体 の 子 宮 内 に 移 植
す る 。 産 仔 の ゲ ノ ム DNA解 析 は 上 記 と 同 様 に 行 い 、 ヘ テ ロ 接 合 体 お よ び ホ モ 個 体 を 得 る こ
と が で き る 。 目 的 の 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る だ け で な く 、 他 の 遺 伝 子 を ノ ッ ク イ ン す る
こ と も で き る 。 ノ ッ ク イ ン す る 遺 伝 子 に 特 に 制 限 は な い 。 例 え ば lacZ遺 伝 子 等 の マ ー カ ー
遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ま た 、 内 因 性 の 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAの 発 現 が 抑 制 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 は 、 ア ン チ セ ン ス 法 ま た は リ ボ ザ イ ム 法 を 利 用 し て 作 製 す る こ と も
で き る 。 ア ン チ セ ン ス 法 に お い て は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAの 転 写 産 物 に 相 補
的 な RNAを コ ー ド す る DNAを 含 む ベ ク タ ー を 、 ま た 、 リ ボ ザ イ ム 法 に お い て は 、 例 え ば 本 発
明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAの 転 写 産 物 を 切 断 す る RNAを コ ー ド す る DNAを 含 む ベ ク タ ー を
、 上 記 と 同 様 に 哺 乳 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 に 導 入 し 、 こ れ を 哺 乳 動 物 の 胚 に 注 入 し 、 該 胚 か ら
個 体 を 得 れ ば よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン が RAの 滑 膜 細 胞 増 殖 症 状 を も た ら し て い る こ と か ら 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 に は 次 の よ う な 用 途 が 考 え ら れ る 。 す な わ ち 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 、 あ る い は SLの 遺
伝 子 を 、 適 当 な 動 物 に 組 み 込 ん で ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と し 、 こ れ を 強 発 現 さ せ れ ば RA
の モ デ ル と す る こ と が で き る 。 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お い て 、 滑 膜 増 殖 機 構 を 制
御 す る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ を 進 め る こ と が 可 能 と な る 。 あ る い は 、 ヒ ト の シ ノ ビ オ リ ン
／ SLで RA症 状 を 起 こ さ な い 動 物 に お い て は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 強 発 現 さ せ る こ と で 、 シ ノ
ビ オ リ ン や SLの 供 給 源 と し て 活 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 滑 膜 増 生 を 伴 う 関 節 炎 な ど
、 RAと 共 通 す る 症 状 を 起 す 。 す な わ ち こ の 動 物 は 慢 性 関 節 リ ウ マ チ モ デ ル 動 物 と な る 。 こ
の 動 物 を 用 い て 、 RAに 対 す る 医 薬 候 補 化 合 物 を 含 む 、 種 々 の 化 合 物 の 試 験 ま た は ス ク リ ー
ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 被 験 化 合 物 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 投 与 し 、 症 状 の 寛 解
ま た は 増 悪 を 観 察 し て 化 合 物 の 効 果 を 検 証 し た り 、 あ る い は ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が
で き る 。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 利 用 し た 試 験 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 と
し て は 、 以 下 の 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
　 関 節 異 常 を 寛 解 ま た は 増 悪 さ せ る 化 合 物 を 試 験 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て
、 （ ａ ） 本 発 明 の DNAが 外 来 的 に 導 入 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 に 被
験 化 合 物 を 投 与 す る 工 程 、 お よ び （ ｂ ） 投 与 さ れ た 動 物 の 関 節 異 常 を 評 価 す る 工 程 、 を 含
む 方 法 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ま た シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 シ ノ ビ オ リ ン の 作 用 の 抑 制 に よ る 副 作
用 を 調 べ た り 、 そ の 副 作 用 を 低 減 す る 薬 剤 の ア ッ セ イ や ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 す る こ と が
で き る 。 ま た ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 に 局 所 的 、 ま た は 一 過 的 に シ ノ ビ オ リ ン を 発 現 さ せ 、 シ ノ
ビ オ リ ン の 効 果 を 特 異 的 に 検 証 す る こ と も で き る 。 ま た 、 SL（ S1-5） と ML/DHRDと の 関 連
よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン が SLの 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 可 能 性 が あ る こ と に よ り 、 シ ノ
ビ オ リ ン ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 MLお よ び DHRDの モ デ ル と な り 得 る 。 例 え ば 組 織 特 異 的 、 時
期 特 異 的 に シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を （ ホ モ ま た は ヘ テ ロ に ） ノ ッ ク ア ウ ト す る こ と が 考 え ら
れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の ノ ッ ク ア ウ ト 時 に マ ー カ ー 遺 伝 子 等 を 導 入 し た ノ ッ ク イ ン 動 物 を
用 い 、 化 合 物 の シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 上 昇 ま た は 下 降 さ せ る 活 性 を 検 出 す る こ と が
で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 被 験 化 合 物 の シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を
調 節 す る 活 性 の 検 出 方 法 に 関 す る 。
ａ ） 被 験 化 合 物 を 前 記 ノ ッ ク イ ン 動 物 ま た は ノ ッ ク イ ン 細 胞 に 適 用 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 、
【 ０ １ １ ２ 】
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　 こ の 検 出 方 法 は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用
す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 で あ り 、 ａ ） 上 記 ノ ッ ク イ ン 動 物 ま た は ノ ッ ク イ ン 細 胞 に 、 被 験 化 合 物 を 適 用
す る 工 程 、 ｂ ） マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 、 お よ び ｃ ） ノ ッ ク イ ン さ れ
た 遺 伝 子 の 発 現 を 上 昇 ま た は 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 工 程 、 を 含 む 方 法 で あ る 。
　 す な わ ち 、 被 験 化 合 物 を 適 用 し た 動 物 ま た は 細 胞 に お い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検
出 し 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 上 昇 ま た は 低 下 さ せ る 化 合 物 を 選 択 す る 。 LacZを マ ー カ ー
に 用 い た 場 合 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 検 出 は 、 実 施 例 に 記 載 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で
き る 。 こ の 方 法 に よ り 、 個 体 を 用 い た 試 験 や ス ク リ ー ニ ン グ に 加 え 、 例 え ば 器 官 や 組 織 を
単 離 し て 用 い た り 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 得 ら れ た 細 胞 を 用 い て 同 様 の 試 験 や ス ク
リ ー ニ ン グ を 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 個 体 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ に お い て は 、 被 験 化 合 物 は 、 適 当 な ル ー ト を 介 し て 投 与 さ
れ る 。 被 験 化 合 物 は 、 例 え ば 静 脈 注 射 、 皮 下 注 射 、 筋 肉 内 注 射 、 腹 腔 内 注 入 、 経 口 投 与 、
経 腸 投 与 、 経 鼻 投 与 な ど の 公 知 の 投 与 方 法 に よ り 投 与 さ れ 得 る 。 試 験 管 培 養 系 を 用 い て ス
ク リ ー ニ ン グ を 行 う 場 合 は 、 被 験 化 合 物 は 例 え ば 培 地 中 に 添 加 さ れ る 。 ま た は 、 マ イ ク ロ
イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 等 に よ り 細 胞 内 に 注 入 さ れ て も よ い 。 被 験 化 合 物 が 遺 伝 子 で あ る 場 合 は
、 naked DNAと し て 、 所 望 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 と 組 み 合 わ せ て 、 あ る い は 公 知 の
発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 細 胞 に 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と が で き る 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の
プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 配 列 を 含 む 核 酸 は 、 デ コ イ と し て 作 用 し 、 シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 を 抑 制
す る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 活 性 は 、 た と え ば 以 下 の 工 程 に よ っ て 検 出 す る こ
と が で き る 。
ａ ） シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る 発 現 系 に 、 被 験 化 合 物 を 接 触
さ せ る 工 程 、 お よ び
ｂ ） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
【 ０ １ １ ５ 】
　 そ し て こ の 検 出 方 法 に 基 づ い て 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン ま た は
シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 調 節 す る
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。
　 ａ ） 前 記 活 性 の 検 出 方 法 に 基 づ い て 、 被 験 化 合 物 の シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と
機 能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 調 節 す る 活 性 を 測 定 す る
工 程 、 お よ び
　 ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 、 前 記 活 性 に 差 が あ る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ １ １ ６ 】
　 対 照 と し て は 、 被 験 化 合 物 の 不 存 在 下 で 工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 っ た 場 合 、 あ る い は 工
程 ａ ） に 比 べ 被 験 化 合 物 を よ り 低 い 濃 度 で 含 む 場 合 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 例 え ば 別 の
化 合 物 を 用 い て 工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 い 、 そ の 化 合 物 よ り も よ り 高 い 作 用 を 持 つ 化 合 物
を 選 択 す る こ と も で き る 。 遺 伝 子 の 発 現 に は 、 転 写 レ ベ ル の 発 現 、 お よ び 翻 訳 レ ベ ル の 発
現 が 含 ま れ る 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 結 合 さ れ て い る 遺 伝 子
は 、 天 然 の シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 自 体 で あ っ て も よ く 、 人 工 的 に 連 結 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 で あ っ て も よ い 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 内 因 性 プ ロ モ ー タ ー 活 性 は 、 例 え ば 下 流 に 連 結
さ れ て い る 遺 伝 子 の cDNA断 片 を プ ロ ー ブ と し た ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 RT-PCR
、 該 遺 伝 子 が コ ー ド す る 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 免 疫 沈
降 、 ELISA等 に よ り 、 該 遺 伝 子 の 転 写 産 物 ま た は 翻 訳 残 物 を 検 出 す る こ と に よ り 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
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　 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 結 合 し た 構 築 物
を 作 製 す れ ば 、 こ れ を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 得 ら れ た 形 質 転 換 細 胞 を 用 い て 、
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 に ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と も で き る 。 こ の よ う な 構 築 物
は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 上 流 領 域 の ゲ ノ ム DN
Aの 下 流 に 、 所 望 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 連 結 さ せ る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 レ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 特 に 制 限 は な く 、 LacZ、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ （ CAT） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 GFP（ green fluorescent protein） 等 を 挙 げ る こ と が で
き る 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 低 下 さ せ る 化 合 物 は 、 RAの 治 療 薬 の 候 補 と な る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 試 験 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 被 験 化 合 物 と し て は 特 に 制 限 は な く 、 無 機
化 合 物 、 有 機 化 合 物 、 ペ プ チ ド 、 蛋 白 質 、 天 然 ま た は 合 成 低 分 子 化 合 物 、 天 然 ま た は 合 成
高 分 子 化 合 物 、 組 織 ま た は 細 胞 抽 出 液 、 微 生 物 の 培 養 上 清 や 、 植 物 、 海 洋 生 物 由 来 の 天 然
成 分 な ど が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 発 現 産 物 ま た は 発
現 cDNAラ イ ブ ラ リ ー な ど を 用 い る こ と も で き る 。 ま た 、 上 述 し た 、 シ ノ ビ オ リ ン に 結 合 す
る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ や 、 シ ノ ビ オ リ ン と SLと の 結 合 を 阻 害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ
ン グ に よ り 得 ら れ た 化 合 物 を 被 験 化 合 物 と し て 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 化 合 物 の 投 与 方 法 は 特 に 制 限 は な く 、 in vitroで あ れ ば 、 培 養 液 へ の 添 加 を 含 む 細 胞 へ
の 接 触 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク タ ー や ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 を 用 い た 細 胞 へ の 導 入 な ど
に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 in vivoで あ れ ば 、 動 脈 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 皮 下 注 射 、
腹 腔 内 投 与 、 経 口 投 与 、 経 腸 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 点 眼 、 経 鼻 投 与 、 関 節 等 へ の 局 所 注 入 な
ど 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 行 い う る 。 化 合 物 は 、 適 宜 組 成 物 と し て 投 与 さ れ る 。 例 え ば
水 、 生 理 食 塩 水 、 緩 衝 液 、 塩 、 安 定 剤 、 保 存 剤 、 懸 濁 剤 な ど と 混 合 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 で は な く 通 常 の 動 物 ま た は そ の 動 物 に 由 来 す る 細 胞 等 を 用 い て 行 う こ と も 可 能
で あ る 。 た と え ば 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的
に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 活 性 の 検 出 方 法 に 関 す る 。
ａ ） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で 、 シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 、
【 ０ １ ２ １ 】
　 そ し て こ の 検 出 方 法 に 基 づ い て 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 す な わ ち 本 発 明 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン ま た は
シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 に 関 す る 。
ａ ） 前 記 活 性 の 検 出 方 法 に 基 づ い て 、 被 験 化 合 物 の シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機
能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 活 性 に 差 を 有 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 ０ １ ２ ２ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン ま た は シ ノ ビ オ リ ン と 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、
先 に 述 べ た よ う な 方 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に は
、 先 に 述 べ た よ う な そ の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 被 験 化 合 物 と し て 用 い る こ と が
で き る あ ら ゆ る 化 合 物 を 被 験 化 合 物 と す る こ と が で き る 。 対 照 と し て は 上 記 と 同 様 、 被 験
化 合 物 の 不 存 在 下 で 工 程 ａ ） と 同 じ 操 作 を 行 う 場 合 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 試 験 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 RAや シ ノ ビ オ リ ン
が 関 与 す る そ の 他 の 疾 患 に 対 す る 医 薬 の 候 補 と な り 、 RA等 の 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 に 利 用
す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 有 効 成 分 以 外 に 適 宜 他 の 溶 質 や 溶 媒 と 組 み 合 わ せ
て 医 薬 組 成 物 と す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 単 離 さ れ る 化 合 物
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を 医 薬 品 と し て 用 い る 場 合 に は 、 単 離 さ れ た 化 合 物 自 体 を 直 接 患 者 に 投 与 す る 以 外 に 、 公
知 の 製 剤 学 的 方 法 に よ り 製 剤 化 し た 医 薬 組 成 物 と し て 投 与 を 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 例 え ば 、 薬 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 も し く は 媒 体 、 具 体 的 に は 、 滅 菌 水 や 生 理 食 塩 水 、 植
物 油 、 乳 化 剤 、 懸 濁 剤 な ど と 適 宜 組 み 合 わ せ て 製 剤 化 し て 投 与 す る こ と が 考 え ら れ る 。 本
発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 水 溶 液 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 ト ロ ー チ 、 バ ッ カ ル 錠 、 エ リ キ シ ル 、 懸
濁 液 、 シ ロ ッ プ 、 点 鼻 液 、 ま た は 吸 入 液 な ど の 形 態 で あ り 得 る 。 化 合 物 の 含 有 率 は 適 宜 決
定 す れ ば よ い 。 患 者 へ の 投 与 は 、 一 般 的 に は 、 例 え ば 、 動 脈 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 皮 下 注
射 、 経 口 投 与 、 関 節 内 注 入 、 そ の 他 の 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 行 い う る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 投 与 量 は 、 患 者 の 体 重 や 年 齢 、 投 与 方 法 、 症 状 な ど に よ り 変 動 す る が 、 当 業 者 で あ れ ば
適 当 な 投 与 量 を 適 宜 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 的 な 投 与 量 は 、 薬 剤 の 有 効 血 中 濃 度
や 代 謝 時 間 に よ り 異 な る が 、 １ 日 の 維 持 量 と し て 約 0.1mg/kg～ 約 1.0g/kg、 好 ま し く は 約 0
.1mg/kg～ 約 10mg/kg、 よ り 好 ま し く は 約 0.1mg/kg～ 約 1.0mg/kgで あ る と 考 え ら れ る 。 投 与
は １ 回 か ら 数 回 に 分 け て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 該 化 合 物 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ
ー ド さ れ う る も の で あ れ ば 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 遺
伝 子 治 療 を 行 う こ と も 考 え ら れ る 。
　 な お 本 明 細 書 に お い て 引 用 さ れ た 全 て の 先 行 技 術 文 献 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ２ ６ 】
［ 実 施 例 １ ］ 　 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 の 作 製
　 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 は 、 以 下 の よ う な 操 作 で 調 製 し た 滑 膜 細 胞 を 免 疫 原 と し て 用 い て 得 た
。 １ ０ 人 の 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)患 者 の 滑 膜 除 去 手 術 に よ り 摘 出 さ れ た 関 節 滑 膜 組 織 を 、
無 菌 的 な 状 態 で phosphate buffered saline（ PBS） で 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 組 織 を 約 5mm立
方 の 大 き さ に 細 断 し 、 37℃ 、 20分  0.25%ト リ プ シ ン /PBS消 化 を 行 っ た 。 消 化 さ れ た 滑 膜 組
織 よ り 余 分 な 組 織 片 を 取 り 除 き 、 得 ら れ た 細 胞 を 10%牛 胎 仔 血 清 を 含 む ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ
ー グ ル 培 地 （ Virology, 8, 396, 1959） （ 10%FCS-DMEM） を 用 い て 懸 濁 し 、 細 胞 培 養 用 の
滅 菌 シ ャ ー レ 上 で 、 5%CO 2 、 37℃ 、 24時 間 培 養 し た 。 培 養 上 清 を 捨 て 、 10%FCS-DMEMを 用 い
て 洗 浄 し 非 接 着 細 胞 を 取 り 除 き 、 シ ャ ー レ に 付 着 し た 細 胞 と し て リ ウ マ チ 患 者 由 来 滑 膜 細
胞 を 取 得 し た （ The Journal of Clinical Investigation, 92, 186, 1993） 。 培 養 さ れ た
細 胞 を プ ー ル し て 、 RA患 者 由 来 の 以 下 の 滑 膜 細 胞 と し て 実 験 に 用 い た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 1× 10 5  個 の 患 者 由 来 滑 膜 細 胞 を 、 10%FCS-DMEM 20mLに 懸 濁 し て 76cm 2  の 培 養 フ ラ ス コ
中 で 培 養 し た 。 ３ 日 ご と に 培 地 を 交 換 し 、 2週 間 後 に 培 養 面 を 細 胞 が 満 た し た 状 態 に な っ
た と こ ろ で 培 地 を 除 き 、 0.05%EDTA/PBSと 0.1%ト リ プ シ ン /PBSを 7mLづ つ 加 え て 細 胞 を 剥 が
し て 回 収 し た 。 回 収 し た 細 胞 を PBSで 洗 浄 し て 培 地 成 分 を 除 去 し 、 1mLの PBSに 懸 濁 し て 免
疫 原 と し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の 免 疫 原 を 、 作 成 後 2時 間 以 内 に ウ サ ギ （ １ 羽 ） の 耳 に 静 脈 注 射 す る こ と に よ り 免 疫
し た 。 免 疫 は 1週 間 間 隔 で 合 計 6回 行 っ た 。 6回 目 の 免 疫 の と き に 、 ウ サ ギ の 耳 か ら 数 mL採
血 し て 抗 血 清 を 試 験 し た と こ ろ 、 蛍 光 抗 体 法 に よ っ て リ ウ マ チ 患 者 の 滑 膜 細 胞 と 反 応 す る
こ と が 確 認 で き た 。 6回 目 の 免 疫 操 作 の 更 に 1週 間 後 に カ テ ー テ ル を 使 っ て 心 臓 か ら 可 能 な
限 り の 血 液 を 採 取 し た 。 こ の 血 液 を 4℃ で 一 晩 放 置 し て 凝 固 さ せ 血 清 を 分 離 し た 。 血 清 に
は 保 存 剤 と し て 0.1%の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 と し て 4℃ で 保 存 し た
。
【 ０ １ ２ ９ 】
［ 実 施 例 ２ ］ 　 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 が 認 識 す る 抗 原 （ シ ノ ビ オ リ ン ） の 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 実 施 例 １ で 得 た RA患 者 10名 分 の 滑 膜 細 胞 か ら Acid guanidine/phenol chloroform法 に て
total RNAを 抽 出 し 、 poly Tビ ー ズ を 用 い mRNAを 精 製 し た （ Analytical Biochemistry, 16
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2, 159, 1987） 。 λ ZAPベ ク タ ー （ STRATAGENE社 ） を 用 い て RA患 者 滑 膜 細 胞 の cDNAラ イ ブ
ラ リ ー を 常 法 に 従 い 作 製 し た 。 picoBlue immunoscreening kit（ STRATAGENE社 ） に よ り 、
上 記 実 施 例 １ の 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 に よ る immunoscreeningを 行 っ た （ 図 １ ） 。 得 ら れ た 陽
性 ク ロ ー ン （ フ ァ ー ジ ） を ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ に よ り プ ラ ス ミ ド pBluescript II SK(+)へ と
変 換 し た 。 pBluescripte II SK(+)に 挿 入 さ れ た DNAの 塩 基 配 列 は M13PrimerM4及 び M13Prim
erRV（ Takara） を 用 い ダ イ タ ー ミ ネ ー タ ー 法 （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 74, 5463,
 1977） に 基 づ き ABI PRISM 377 DNA Sequencer（ PERKIN ELMER） に よ り 決 定 し た 。 前 述 の
抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 が 認 識 す る 抗 原 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 「 シ ノ ビ オ リ ン 」 と 名 付 け た ） の
３ '末 端 か ら 塩 基 配 列 を 決 定 し 、 poly(A) +  鎖 を 含 む 2990bpの 塩 基 配 列 を 明 ら か に し た （ 配
列 番 号 ： １ の 42-3031番 目 ） 。 こ の 塩 基 配 列 を 用 い 、 滑 膜 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 5'-RA
CE（ Rapid Amplification of cDNA Ends） 法 （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 85:8998-9
002, 1988） に よ り 全 長 シ ノ ビ オ リ ン の 翻 訳 領 域 と 5'-非 翻 訳 領 域 の 一 部 及 び poly(A) +  鎖
を 含 む 3031bpの 塩 基 配 列 を 決 定 し た （ 配 列 番 号 ： １ ） 。 こ の 塩 基 配 列 を  GenBank に よ り
ホ モ ロ ジ ー サ ー チ し た 結 果 、 類 似 の 配 列 は 報 告 さ れ て お ら ず 新 規 な 遺 伝 子 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
［ 実 施 例 ３ ］ 　 大 腸 菌 で の 部 分 シ ノ ビ オ リ ン 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現
　 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 を 用 い た イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ で 得 ら れ た cDNAク ロ ー ン か ら 、 シ ノ ビ
オ リ ン の 一 部 を コ ー ド す る cDNA（ 1799bp; 配 列 番 号 ： １ の 1233-3031番 ） を 制 限 酵 素 EcoRI
及 び XhoI処 理 し 抽 出 し た 。 EcoRI/XhoIの 認 識 配 列 を 末 端 に 持 つ cDNAを 、 グ ル タ チ オ ン  S-
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 融 合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー pGEX-5X-3に 挿 入 し て サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 シ ノ ビ オ リ ン cDNAの 一 部 を 挿 入 し た pGEX-5X-3を BL21大 腸 菌 株 に 42℃ 、 45秒
ヒ ー ト シ ョ ッ ク に よ り 導 入 し 、 BL21/synoviolin-GST gene/pGEX-5X-3を 得 た 。 こ の BL21を
0.1mg/mLア ン ピ シ リ ン を 含 む LB培 地 で 培 養 し 、 0.1mM isopropylthio-β -D-galactoside（
IPTG） を 添 加 し て 37℃ で 更 に 2時 間 培 養 し 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し た 。 遠 心 分
離 法 で 回 収 し た BL21を PBSで 洗 浄 後 、 1mg/mLリ ゾ チ ー ム 消 化 し 0.1% TritonX-100に よ り 可
溶 化 し た 。 可 溶 化 さ れ た GST融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む BL21由 来 タ ン パ ク 質 懸 濁 液 を グ ル タ チ
オ ン セ フ ァ ロ ー ス 4B（ GS4B） に 適 用 後 PBSで 洗 浄 し 、 50mM還 元 型 グ ル タ チ オ ン /PBSに よ り
目 的 と す る GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
［ 実 施 例 ４ ］ 　 大 腸 菌 で の 全 長 シ ノ ビ オ リ ン 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現
　 実 施 例 ２ で 得 ら れ た シ ノ ビ オ リ ン を コ ー ド す る cDNA（ 1851bp; 配 列 番 号 ： １ の 60-1910
番 ） の 3'-末 端 に 、 ２ 分 子 の イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 （ hemagglutinin； HA） -tagを 付
加 し た シ ノ ビ オ リ ン cDNA（ syno-HAHA） を 、 グ ル タ チ オ ン  S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)融
合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー pGEX-5X-1に 挿 入 し て サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 syno-HAHA遺 伝 子
を 挿 入 し た pGEX-5X-1を BL21大 腸 菌 株 に 42℃ 、 45秒 ヒ ー ト シ ョ ッ ク に よ り 導 入 し 、 BL21/sy
no-HAHA/pGEX-5X-1を 得 た 。 こ の BL21を 0.1mg/mlア ン ピ シ リ ン を 含 む LB培 地 で 培 養 し 、 0.1
mM isopropylthio-β -D-galactoside（ IPTG） を 添 加 し て 30℃ で 更 に 3時 間 培 養 し N末 端 に G
ST、 C末 端 に HAを 融 合 し た シ ノ ビ オ リ ン （ GST-シ ノ ビ オ リ ン -HAHA） タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘
導 し た 。 遠 心 分 離 法 で 回 収 し た BL21を PBSで 洗 浄 し た 後 、 1mg/mlリ ゾ チ ー ム 消 化 し 0.1% Tr
itonX-100に よ り 可 溶 化 し た 。 可 溶 化 し た GST-シ ノ ビ オ リ ン -HAHAタ ン パ ク 質 を 含 む BL21由
来 タ ン パ ク 質 懸 濁 液 を グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 4B（ GS4B） に 適 用 後 PBSで 洗 浄 し 、 50mM
還 元 型 グ ル タ チ オ ン /Tris-HCl（ pH8.0） に よ り 目 的 と す る GST-シ ノ ビ オ リ ン -HAHAタ ン パ
ク 質 を 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 発 現 の 確 認 は 、 50mM還 元 型 グ ル タ チ オ ン 溶 出 画 分 を PBSで 200倍 、 2000倍 希 釈 し 、 25mM T
ris-HCl（ pH6.8） 、 0.25% sodium dodecyl sulfate（ SDS） 、 0.05%メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
、 0.1%グ リ セ ロ ー ル で 処 理 し た 後 、 8% SDS polyacrylamide電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） に 適 用
し た 。 SDS-PAGE後 、 GST-シ ノ ビ オ リ ン -HAHAタ ン パ ク 質 は 、 エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法
に よ り ナ イ ロ ン 膜 に 転 写 し た 。 こ の ナ イ ロ ン 膜 は 、 5%ス キ ン ミ ル ク を 含 む PBSで 室 温 、 60
分 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 い 、 0.5%ス キ ム ミ ル ク を 含 む PBSで 400倍 に 希 釈 し た 抗 HAモ ノ ク ロ ー ナ
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ル 抗 体 （ Boehringer mannheim社 ） で 室 温 、 60分 免 疫 反 応 さ せ た 。 反 応 後 、 0.1% Tween20/
PBSで 洗 浄 し 、 horse radish peroxidase（ HRP） 標 識 マ ウ ス IgG抗 体 を 2次 抗 体 と し て 室 温
で 60分 免 疫 反 応 さ せ 、 0.1% Tween20/PBSで 洗 浄 し 、 HRP活 性 を 検 出 す る こ と に よ り 目 的 抗
原 を 検 出 し た 。 HRP活 性 の 検 出 に は ECLキ ッ ト （ Amersham社 ） を 用 い た （ Clinical Chemist
ry. 25, p1531, 1979） 。 結 果 を 図 ２ に 示 し た 。 上 記 GST-シ ノ ビ オ リ ン -HAHA融 合 タ ン パ ク
質 の 分 子 量 サ イ ズ か ら 、 シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 の 分 子 量 は 約 80kDaと 推 測 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
［ 実 施 例 ５ ］ 　 in vitroに お け る 全 長 シ ノ ビ オ リ ン 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 （ 配 列 番 号 ： １ ） の 末 端 を 制 限 酵 素 EcoRI修 飾 し 、 pBluescript II 
KSベ ク タ ー に 挿 入 し た （ syno/pBluescript） 。 そ の 後 、 syno/pBluescript（ 1μ g） と TNT-
coupled Translation System（ Promega社 ） を 用 い in vitro translation法 に よ り 、 シ ノ
ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 を 試 験 管 内 で [ 3 5 S]ラ ベ ル 体 と し て 発 現 さ せ た 。 [ 3 5 S]ラ ベ ル し た シ ノ
ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 は 、 10% SDS-PAGEに 適 用 し イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー （ BAS2000, Fujix）
に よ り 放 射 活 性 を 検 出 し た 。 結 果 を 図 ３ に 示 し た 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 か ら 試 験 管 内 で 翻
訳 さ れ る シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 の SDS-PAGEに よ る 分 子 量 は 、 約 80kDaで あ る こ と が 認 め
ら れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
［ 実 施 例 ６ ］ 　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 確 認
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た RA患 者 由 来 の 滑 膜 細 胞 、 A549細 胞 株 、 Jurkat細 胞 株 そ し て HeLa細 胞
株 よ り 常 法 に 従 い mRNAを 採 取 し た 。 こ の mRNA 1μ gを 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し
、 ナ イ ロ ン 膜 に コ ン タ ク ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 で 転 写 し た 。 ナ イ ロ ン 膜 を 80℃ 、 2時 間 処 理
し 、 デ ン ハ ル ト 液 中 で 42℃ 、 2時 間 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ イ シ ョ ン を 行 っ た 。 次 い で 3 2 P放
射 ラ ベ ル し た シ ノ ビ オ リ ン の cDNA（ 1799bp; 配 列 番 号 ： １ の 1233-3031番 ） を プ ロ ー ブ と
し て 42℃ 、 12時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 反 応 後 の ナ イ ロ ン 膜 を 300mM NaCl、 30mM sodiu
m citrateで 洗 浄 後 、 15mM NaCl、 1.5mM sodium citrateを 使 っ て 50℃ で 再 度 洗 浄 を 行 っ た
。 目 的 の mRNAは X線 フ ィ ル ム を 感 光 さ せ る こ と に よ り 検 出 し た 。 こ の 結 果 得 ら れ た オ ー ト
ラ ジ オ グ ラ フ を 図 ４ に 示 し た 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 が 、 RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 に 強 く 発 現 し
て い る こ と を 認 め た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
［ 実 施 例 ７ ］ 　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る 各 種 細 胞 に お け る シ ノ ビ オ リ ン の 発 現
確 認
　 以 下 の 細 胞 を 試 料 と し て 、 シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 状 態 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 で 確
認 し た 。
・  実 施 例 １ で 調 製 し た RA患 者 由 来 の 滑 膜 細 胞
・ ヒ ト 臍 帯 血 管 内 皮 細 胞 （ HUVEC）
・ HEK（ human embryonic kidney） -293T
・ 実 施 例 ３ で 調 製 し た GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 （ 陽 性 コ ン ト ロ ー ル ）
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ま ず 試 料 と す る 各 種 細 胞 か ら 、 1%NP-40で 可 溶 化 し た 細 胞 溶 解 液 を 調 製 し た 。 各 細 胞 溶
解 液 は 25mM Tris-HCl（ pH6.8） 、 0.25% sodium dodecyl sulfate（ SDS） 、 0.05%メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル 、 0.1%グ リ セ ロ ー ル で 処 理 し 、 8% SDS polyacrylamide電 気 泳 動 （ SDS-PAGE
） に よ り 分 離 し た 。 SDS-PAGE後 各 種 細 胞 由 来 タ ン パ ク 質 は 、 エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法
に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ NC） 膜 に 転 写 し た 。 こ の NC膜 に 対 し 、 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 を 、 2.
0mg/mLの GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と 5%ス キ ム ミ ル ク を 加 え た  Tris buffered
 saline（ TBS） で 1000倍 に 希 釈 し て 室 温 で 60分 免 疫 反 応 さ せ た 。 ま た 、 陰 性 コ ン ト ロ ー ル
と し て 同 じ 抗 体 溶 液 を NC膜 と 反 応 さ せ る 実 験 、 あ る い は 抗 体 溶 液 中 の GST-部 分 シ ノ ビ オ リ
ン 融 合 タ ン パ ク 質 を GSTの み に 代 え た 実 験 を 同 時 に 行 っ た 。 反 応 後 の NC膜 を  0.1% Tween20
/TBSで 洗 浄 し 、 horse radish peroxidase（ HRP） 標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 を ２ 次 抗 体 と し て
室 温 で 60分 免 疫 反 応 さ せ 、 0.1% Tween20/TBSで 洗 浄 し 、 HRP活 性 を 検 出 す る こ と に よ り 目
的 抗 原 を 検 出 し た 。 HRP活 性 の 検 出 に は ECLキ ッ ト （ Amersham社 ） を 用 い た （ Clinical Che
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mistry, 25, p1531, 1979） 。 結 果 を 図 ５ に 示 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 コ ン ト ロ ー ル 実 験 （ 図 ５ ;+GST） に お い て RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 に 検 出 さ れ 、 HUVECお よ び
HEK-293T細 胞 に 検 出 さ れ な い 220kDaタ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 の 免 疫 反 応 を GS
T-部 分 シ ノ ビ オ リ ン は 阻 害 し 、 約 140kDaタ ン パ ク 質 、 な ら び に 185kDaタ ン パ ク 質 に 対 す る
免 疫 反 応 も 一 部 阻 害 し た （ 図 ５ ;+GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン ） 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 220kDa以 外 の バ ン ド で 観 察 さ れ た 反 応 性 は 、 他 の 抗 体 と の 反 応 性 を も と に フ ィ ブ ロ ネ ク
チ ン （ 分 子 量 約 240kDa） 、 あ る い は ラ ミ ニ ン の サ ブ ユ ニ ッ ト （ 分 子 量 約 200kDa） 等 と 推 測
さ れ 、 こ の 実 験 の 結 果 に 基 づ け ば シ ノ ビ オ リ ン の 分 子 量 は 約 220kDaで あ る こ と が 推 測 さ れ
た 。 し か し な が ら 、 実 施 例 ５ で 確 認 し た シ ノ ビ オ リ ン の 分 子 量 は 約 80kDaで あ る 。 両 者 の
差 か ら 、 シ ノ ビ オ リ ン が SDSで は 解 離 し な い 多 量 体 構 造 を と っ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た
。
【 ０ １ ３ ９ 】
［ 実 施 例 ８ ］ 　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 に お け る シ ノ ビ オ
リ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 確 認
　 実 施 例 １ で 調 製 し た RA患 者 由 来 の 滑 膜 細 胞 を  1% NP-40で 可 溶 化 し た 細 胞 破 砕 画 分 を 調
製 し た 。 こ の 滑 膜 細 胞 破 砕 液 は 、 25mM Tris-HCl（ pH6.8） 、 0.25%sodium dodecyl sulfat
e（ SDS） 、 0.05%メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 0.1%グ リ セ ロ ー ル で 処 理 し 、 8% SDS polyacryla
mide電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） に よ り 分 離 し た 。 SDS-PAGE後 、 滑 膜 細 胞 由 来 タ ン パ ク 質 は 、 エ
レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ NC） 膜 に 転 写 し た 。 こ の NC膜 に 対 し
、 5%ス キ ン ミ ル ク を 加 え た  Tris buffered saline（ TBS） で 室 温 、 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し
た 後 、 RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 を 免 疫 し 得 ら れ た 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 （ 図 中 の 免 疫 後 ） を 5%ス キ
ン ミ ル ク を 加 え た TBSで 1000倍 希 釈 し て 室 温 、 1時 間 免 疫 反 応 さ せ た 。 同 時 に 、 ウ サ ギ に 滑
膜 細 胞 を 免 疫 す る 前 に 採 取 し た 血 清 （ プ レ イ ミ ュ ー ン ） を 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た
。 反 応 後 の NC膜 を 0.1% Tween20/TBSで 洗 浄 し 、 horse radish peroxidase（ HRP） 標 識 抗 ウ
サ ギ IgG抗 体 を 2次 抗 体 と し て 室 温 、 1時 間 免 疫 反 応 さ せ 、 0.1% Tween20/TBSで 洗 浄 し 、 HRP
活 性 を 検 出 す る こ と に よ り 目 的 抗 原 を 検 出 し た 。 HRP活 性 の 検 出 に は ECLキ ッ ト （ Amersham
社 ） を 用 い た （ Clinical Chemistry. 25, p1531, 1979） 。 結 果 を 図 ６ に 示 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
［ 実 施 例 ９ ］ 　 免 疫 染 色 法 に よ る 各 種 細 胞 や 滑 膜 組 織 に お け る シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 確 認
　 免 疫 染 色 法 は 、 滑 膜 細 胞 を 常 法 に 従 い ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 固 定 し 、 実 施 例 １ の 抗 滑 膜 細
胞 抗 血 清 を 用 い た 免 疫 染 色 を 行 っ た 。 1% 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） で 30分 ブ ロ ッ キ ン グ を
行 っ た 標 本 に 、 1%BSAで 100倍 希 釈 し た 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 を 室 温 で 60分 免 疫 反 応 さ せ た 。 ま
た 抗 血 清 に よ る 観 察 と と も に 、 こ の 抗 血 清 か ら 精 製 し た 精 製 抗 滑 膜 細 胞 抗 体 を 用 い た 実 験
も 行 っ た 。 精 製 抗 滑 膜 細 胞 抗 体 は 、 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を リ ガ ン ド と し
て イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 リ ガ ン ド に は 、 配 列 番 号 ： １ の 1233
-3031番 ま で の シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 1799bp挿 入 し た GST-融 合 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー pGEX-
5X-3を BL21に 導 入 後 発 現 さ せ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム
を フ ァ ル マ シ ア 社 の 方 法 に よ り 作 製 し て GST-部 分 syno-GSカ ラ ム と し た 。 精 製 抗 滑 膜 細 胞
抗 体 を 用 い る 場 合 の コ ン ト ロ ー ル に は 、 GSTを リ ガ ン ド と し て 同 じ よ う に 抗 血 清 を イ ム ノ
ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 し て 得 た 抗 GST抗 体 を 用 い た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 反 応 後 の 標 本 を PBSで 洗 浄 後 、 fluorescein isothiocyanate標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 を ２ 次
抗 体 と し て 免 疫 反 応 さ せ た 。 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 に 免 疫 反 応 す る 抗 原 の 確 認 は 、 共 焦 点 レ ー
ザ ー 顕 微 鏡 で 行 っ た 。 結 果 を 図 ７ に 示 し た 。 本 抗 血 清 は RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 に 強 く 免 疫 反
応 す る こ と が 認 め ら れ 、 こ の 免 疫 反 応 は 実 施 例 ３ で 作 製 し た GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ
ン パ ク 質 に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と が 確 認 で き た （ 図 ７ 上 段 ） 。 更 に こ の 抗 血 清 か ら 精 製 し
た 精 製 抗 滑 膜 細 胞 抗 体 で は 、 免 疫 反 応 が 更 に 強 ま り 強 陽 性 と な る こ と も 確 認 で き た （ 図 ７
下 ） 。
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【 ０ １ ４ ２ 】
　 RA患 者 由 来 滑 膜 組 織 の 染 色 は 、 常 法 に 従 い 滑 膜 組 織 を ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 固 定 し て 行 っ
た 。 1% BSAで 30分 ブ ロ ッ キ ン グ し た 標 本 に 対 し て 、 1% BSAで 100倍 希 釈 し た 抗 滑 膜 細 胞 抗
血 清 を 室 温 で 60分 間 免 疫 反 応 さ せ た 。 反 応 後 の 標 本 を PBSで 洗 浄 し 、 HRP標 識 抗 ウ サ ギ IgG
抗 体 を ２ 次 抗 体 と し て 免 疫 反 応 さ せ た 。 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 に 免 疫 反 応 す る 抗 原 は 、 HRP活
性 に 基 づ く  3,3'-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 四 塩 酸 塩 の 発 色 に よ り 確 認 し た 。 前 述 の ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 と 同 様 に し て 、 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い た 抗 滑 膜 細
胞 抗 血 清 吸 収 試 験 を 滑 膜 組 織 染 色 に 対 し て 行 っ た 。 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質
を 2.0mg/mLあ る い は GST（ 2.0mg/mL） を 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 に 加 え 組 織 染 色 を 行 っ た 。 結 果
は 図 ８ に 示 し た 。 コ ン ト ロ ー ル で 認 め ら れ た 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 の 滑 膜 組 織 に 対 す る 染 色 性
は 、 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 に よ り 弱 め ら れ る こ と が 認 め ら れ た （ 図 ８ ） 。
加 え て 上 記 GST-部 分 Syno-GSか ら の 精 製 抗 体 を 使 っ た 滑 膜 組 織 に 対 す る 免 疫 染 色 は 、 GST-G
Sか ら 得 ら れ た 抗 体 と 比 較 し 、 強 陽 性 に 反 応 す る こ と が 認 め ら れ た （ 図 ９ ） 。
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 （ 実 施 例 ８ ） お よ び 免 疫 染 色 法 の 結 果 よ り 、 抗 滑 膜 細 胞 抗
血 清 が 認 識 す る シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 は RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 及 び 滑 膜 組 織 に 発 現 し て い
る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
［ 実 施 例 １ ０ ］ 　 RA患 者 血 清 中 抗 シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 の 存 在
　 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ
っ て RA患 者 血 清 中 の 抗 シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 の 検 出 を 試 み た 。 実 施 例 ７ と 同 様 の 操 作 に よ り 、
ま ず GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 （ 100ng/lane） を SDS-PAGEに よ り 泳 動 し 、 NC膜
に 転 写 し た 。 １ 次 抗 体 と し て RA患 者 血 清 （ ５ 例 ） を  Tris buffered saline（ TBS） で 1000
倍 希 釈 し 、 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 転 写 し た NC膜 に 対 し て 室 温 で 60分 免 疫
反 応 さ せ た 。 0.1% Tween20/TBSで NC膜 を 洗 浄 し た 後 HRP標 識 抗 ヒ ト IgG抗 体 を ２ 次 抗 体 と し
て 室 温 で 60分 免 疫 反 応 さ せ 、 0.1% Tween20/TBSで 洗 浄 し 、 HRP活 性 を 検 出 す る こ と に よ り
目 的 抗 原 と 反 応 し た ヒ ト IgGを 検 出 し た 。 HRP活 性 の 検 出 は 実 施 例 ７ と 同 様 に 行 っ た 。 結 果
を 図 １ ０ に 示 し た 。 RA患 者 の 血 清 中 （ ５ 例 中 ５ 例 ） に は GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ
ク 質 に 対 す る 抗 IgG抗 体 が 存 在 す る こ と が 認 め ら れ た （ 図 １ ０ ） 。 一 方 、 変 形 性 関 節 症 （ O
A） 患 者 由 来 血 清 及 び 正 常 ヒ ト 血 清 中 に は GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン を 認 識 す る 抗 体 は 認 め ら
れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
［ 実 施 例 １ １ ］ 　 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に よ る シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド の 同 定
　 実 施 例 ２ で 作 製 し た RA患 者 滑 膜 細 胞 由 来 の cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 シ ノ ビ オ リ
ン リ ガ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た （ 竹 縄 忠 臣 、 渡 邉 俊 樹 編 、 バ イ オ マ ニ ュ ア ル UPシ リ
ー ズ "タ ン パ ク 質 の 分 子 間 相 互 作 用 実 験 法 "、 pp. 66-67、 羊 土 社 ; Kaelin, W. G. et al.,
 Cell 70, 351-364, 1992; Skolnik, E. Y. et al., Cell 65, 83-90, 1991; Sambrook, 
J. et al., Molecular Cloning, a laboratory manual second edition, Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press 12.16-12.20, 1989） 。 ラ イ ブ ラ リ ー フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 （ XL1-Blu
e MRF'） に 37℃ 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 感 染 さ せ 、 Topア ガ ロ ー ス と 混 和 後 プ レ ー ト に
広 げ た 。 42℃ で 3.5時 間 培 養 後 、 10mM IPTG に 浸 漬 し た 後 乾 燥 さ せ た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ
ン ブ レ ン を プ レ ー ト に 載 せ 、 さ ら に 37℃ で 3.5時 間 培 養 を 行 っ た 。 メ ン ブ レ ン を 回 収 後 、
洗 浄 バ ッ フ ァ ー ［ 10mM Tris-HCl (pH8.0), 0.5% Skim milk, 0.1% TritonX-100, 150mM N
aCl, 1mM EDTA, 5mM MgCl2 , 1mM DTT, protease inhibitor（ complete, Boehringer Mann
heim社 ） ］ で 5分 間 の 洗 浄 を 5回 行 っ た 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー ［ 10mM Tris-HCl (pH8
.0), 5% Skim milk, 0.1% Triton X-100, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 5mM MgCl2 , 1mM DTT, 
5% glycerol, protease inhibitor（ complete, Boehringer Mannheim社 ） ］ に 1時 間 浸 漬
し た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 5分 間 の 洗 浄 を 5回 行 っ た 後 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Aで  3 2 Pラ ベ ル
し た  GST-シ ノ ビ オ リ ン （ 実 施 例 ３ で 精 製 し た  GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 ） を
プ ロ ー ブ と し て 加 え （ 約 10 6  cpm/ml） 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 メ ン ブ レ ン 1枚 の カ ウ ン ト
が 約 1kcpmに な る ま で 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 変 え な が ら 洗 浄 を 繰 り 返 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ
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ィ ー に よ り シ グ ナ ル を 検 出 し た 。 そ の 結 果 、 シ ノ ビ オ リ ン に 結 合 す る ク ロ ー ン が 得 ら れ た
。 こ の ク ロ ー ン を シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド （ SL） と 名 付 け た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 SLの cDNAに つ い て 、 そ の 5'末 端 付 近 の 100bp、 な ら び に 3'末 端 付 近 の 100bpに つ い て 塩 基
配 列 を 決 定 し た 。 得 ら れ た 塩 基 配 列 情 報 を 基 に デ ー タ ベ ー ス の 検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 末 端
部 分 の 100bpに お い て は S1-5［ Lecka-Czernik, B. et al., Molecular and Cellular Biol
ogy, 15, 120-128, 1995; accession number U03877 (cDNA), AAA65590 (protein)、 "EFE
MP1"と も 呼 ば れ る : Stone, E. M. et al., Nature Genetics 22, 199-202, 1999; access
ion number Q12805 (protein)］ と 呼 ば れ る 公 知 の 遺 伝 子 と 共 通 の 配 列 で あ る こ と が 明 ら
か と な っ た 。 両 者 の 遺 伝 子 と そ の 翻 訳 産 物 の 大 き さ は ほ ぼ 同 じ で あ り 、 同 一 の タ ン パ ク 質
で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
［ 実 施 例 １ ２ ］ 　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る SL遺 伝 子 の 発 現
　 実 施 例 ６ と 同 様 に 各 種 細 胞 よ り mRNAを 採 取 し 、 実 施 例 １ １ で 得 ら れ た SLの cDNAを プ ロ ー
ブ と し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 行 っ た 。 用 い た 細 胞 は 以 下 の と お り で あ る 。 RA患 者
由 来 滑 膜 細 胞 は 、 SL遺 伝 子 を 強 発 現 し て い る こ と が 認 め ら れ た （ 図 １ １ ） 。
HEK-293T
実 施 例 １ で 調 製 し た RA患 者 由 来 の 滑 膜 細 胞
A549
HeLa
【 ０ １ ４ ７ 】
［ 実 施 例 １ ３ ］ 　 シ ノ ビ オ リ ン と SLの 結 合
　 SL cDNAを 実 施 例 ３ と 同 様 に pGEXベ ク タ ー に 挿 入 し 、 GST-SL融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 し 、 1
0% SDS-PAGEに GST-SL（ 500ng） 、 コ ン ト ロ ー ル と し て GST（ 1μ g） を 適 用 し た 。 SDS-PAGE
後 、 エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り ナ イ ロ ン 膜 に 転 写 し た 。 こ の ナ イ ロ ン 膜 を 、 6M g
uanidine hydrochrolide、 5mM 2-Mercaptoethanolを 含 む 50mM Tris-HCl（ pH8.0） で 1時 間
、 室 温 で 変 性 さ せ 、 5mM 2-Mercaptoethanol、 0.05% Tween20を 含 む 50mM Tris-HCl（ pH8.0
） で 4℃ 、 一 晩 再 生 し た 。 再 生 さ れ た ナ イ ロ ン 膜 は 、 Blocking buffer［ 10mM Tris-HCl (p
H8.0), 5% Skim milk, 0.1% Triton X-100, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 5mM MgCl2 , 1mM DTT
, 5% glycerol, protease inhibitor（ complete, Boehringer Mannheim社 ） ］ で 処 理 し 、
Blocking buffer（ 0.5% skim milk以 外 は 上 記 と 同 じ 組 成 )で 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 TNT-coup
led Translation System（ Promega社 ） 及 び pcDNA3-HA-シ ノ ビ オ リ ン -HAHA（ 配 列 番 号 ： １
の シ ノ ビ オ リ ン cDNA 1851bp;60-1910に HA-tagを 付 加 し た シ ノ ビ オ リ ン cDNAを 発 現 ベ ク タ
ー pcDNA3に 挿 入 し た ） を 用 い 、 in vitro translationを 行 い [ 3 5 S]ラ ベ ル し た HA-シ ノ ビ オ
リ ン -HAHA融 合 タ ン パ ク 質 （ [ 3 5 S]HA-シ ノ ビ オ リ ン -HAHA） を プ ロ ー ブ と し て 用 い ナ イ ロ ン
膜 上 の GST-SL及 び GSTと 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。 そ の ナ イ ロ ン 膜 は 、 10mM Tris-HCl (pH8
.0), 0.5% Skim milk, 0.1% TritonX-100, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 5mM MgCl2 , 1mM DTT,
 protease inhibitor（ complete, Boehringer Mannheim社 ） で 洗 浄 し 、 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ
ザ ー （ BAS2000, Fujix） で 放 射 活 性 を 検 出 し た 。 ナ イ ロ ン 膜 に 転 写 さ れ た GST-SL融 合 タ ン
パ ク 質 と [ 3 5 S]HA-シ ノ ビ オ リ ン -HAHAは 、 両 者 の 結 合 が 観 察 さ れ た 。 ま た コ ン ト ロ ー ル で
あ る GSTと [ 3 5 S]HA-シ ノ ビ オ リ ン -HAHAと の 結 合 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 １ ２ ） 。 こ の 結 果
か ら 、 シ ノ ビ オ リ ン と SLは 、 タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 に よ り 結 合 す る こ と が 推 測 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ま た 実 施 例 １ ４ で は 、 シ ノ ビ オ リ ン に よ る 培 養 物 中 の シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド の 中 和 を 通
じ て 滑 膜 細 胞 の 増 殖 が 阻 害 さ れ る こ と を 示 唆 す る 結 果 が 得 ら れ て い る 。 こ れ ら の 結 果 に 基
づ い て 、 SLの シ ノ ビ オ リ ン 結 合 部 位 に 相 当 す る 構 造 を 持 っ た SLの 変 異 体 は 、 シ ノ ビ オ リ ン
-SL間 の 結 合 に 対 す る 拮 抗 阻 害 作 用 に よ っ て 滑 膜 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 作 用 を 持 つ 可 能 性
が 考 え ら れ る 。 更 に 、 シ ノ ビ オ リ ン の SL結 合 部 位 に 相 当 す る 構 造 を 持 っ た シ ノ ビ オ リ ン 変
異 体 に つ い て も 、 SL変 異 体 と 同 様 の 拮 抗 阻 害 作 用 を 期 待 で き る 可 能 性 が 有 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】

10

20

30

40

50

(37) JP 2007-325595 A 2007.12.20



［ 実 施 例 １ ４ ］ 　 MTTア ッ セ イ
　 実 施 例 １ で 調 製 し た RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 を 5× 10 3  cell/wellと な る よ う に  96 well pla
teを 用 い 調 製 し 、 GSTま た は GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン を 最 終 濃 度 0.01～ 1μ Mと な る よ う に 細
胞 上 清 に 添 加 し た 。 培 養 ３ 日 後  3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetraz
olium bromide (MTT)/PBSを 細 胞 上 清 に 添 加 し 、 37℃ 、 5% CO 2  の 条 件 で ３ 時 間 培 養 を 行 っ
た 。 培 養 後 細 胞 上 清 を 取 り 除 き dimethyl sulfoxideに よ り MTT formazanの 結 晶 を 溶 解 し 吸
光 度 測 定 を 行 っ た （ Journal of Immunological Methods, 65, 55, 1983） 。 10%-FCS/DMEM
、 37℃ 、 5% CO 2  の 条 件 下 で の RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 増 殖 は GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン （ 1μ M）
に よ っ て 有 意 に 抑 制 さ れ た （ 図 １ ３ ） 。
【 ０ １ ５ ０ 】
［ 実 施 例 １ ５ ］ 　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス の 作 製
　 シ ノ ビ オ リ ン 蛋 白 質 を コ ー ド す る DNAの N末 に Flagタ グ を 連 結 さ せ 、 3'側 下 流 に ポ リ A シ
グ ナ ル を 結 合 さ せ た シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 導 入 用 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 ベ ク タ ー は pCAGGS（
Niwa, H. et al., Gene 108: 193-9, 1991） を 基 に し て 構 築 し 、 プ ロ モ ー タ ー に は 、 β ア
ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー に は 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 期 エ ン ハ ン サ ー （
human cytomegalovirus immediate early enhancer） を 用 い た （ 図 １ ４ ） 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 導 入 用 ベ ク タ ー は 、 顕 微 鏡 下 で マ ニ ピ ュ レ ー タ ー に 接 続 し た 微 小 ガ
ラ ス ピ ペ ッ ト を 用 い マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 に よ り マ ウ ス の 卵 細 胞 に 導 入 し た 。 受 精
卵 の 雄 性 前 核 に DNAを 注 入 し 、 注 入 し た 操 作 卵 は 、 精 管 結 紮 雄 マ ウ ス と の 交 配 に よ り 偽 妊
娠 を 誘 起 し た 雌 マ ウ ス （ レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス ） の 卵 管 内 に 移 植 し た 。 移 植 19日 後 に 自 然 分
娩 ま た は 帝 王 切 開 に よ り 仔 マ ウ ス を 得 た 。 帝 王 切 開 の 場 合 は 、 別 に 準 備 し て お い た 雌 マ ウ
ス を 里 親 と し て 仔 マ ウ ス を 哺 育 さ せ た 。 各 出 産 仔 の 尾 か ら DNAを 採 取 し 、 PCR法 を 用 い て 導
入 遺 伝 子 が 保 持 さ れ て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 そ の 結 果 、 シ ノ ビ オ リ ン 強 発 現 マ ウ ス に は 顕 著 な 関 節 の 腫 脹 が 認 め ら れ た 。 シ ノ ビ オ リ
ン 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス に お け る 関 節 症 発 症 率 は 33％ （ 10匹 ／ 30匹 ） で あ っ た こ と か ら 、 関 節
の 腫 脹 は 自 然 発 症 的 な マ ウ ス の 奇 形 （ C57B6マ ウ ス の 水 頭 症 発 症 率 は １ ％ 未 満 ） で は な く
、 シ ノ ビ オ リ ン 分 子 の 関 与 に よ る も の と 考 え ら れ る 。 シ ノ ビ オ リ ン 強 発 現 マ ウ ス の 左 後 肢
を 軟 X線 撮 影 し た 写 真 を 示 す （ 図 １ ５ ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
[実 施 例 １ ６ ]　 関 節 の 組 識 学 的 検 討
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス （ 1匹 ） の 指 関 節 の 組 識 学 的 な 検 討 を 行 っ た 。 指 関 節 部
分 の 組 識 切 片 を ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ ジ ン （ HE） 染 色 し た 。 ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ ジ ン 染 色 は
、 公 知 の 方 法 に よ り 実 施 し た 。
　 HE染 色 の 結 果 、 関 節 症 を 呈 し た 部 分 に お い て は 著 し い 滑 膜 増 生 に 伴 う 骨 破 壊 と 異 常 な 骨
新 生 が 認 め ら れ た （ 図 １ ６ ） 。 一 方 、 対 照 と し た 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス の 正 常 な 指 関 節 に お い
て は 、 上 記 所 見 は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 １ ７ 上 ） 。
　 ま た 、 指 関 節 に お け る 抗 Flag抗 体 に よ る 免 疫 染 色 を 行 っ た 結 果 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 導
入 マ ウ ス に お い て は 、 増 生 を 示 し た 滑 膜 組 織 お よ び 軟 骨 細 胞 に シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 が 認 め
ら れ た （ 図 １ ８ ） が 、 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス の 正 常 な 指 関 節 に お い て は 上 記 所 見 は 観 察 さ れ な
か っ た （ 図 １ ７ 下 ） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
[実 施 例 １ ７ ]　 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 作 成
　 マ ウ ス シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 断 片 の 翻 訳 開 始 点 （ 第 一 メ チ オ ニ ン を 翻 訳 す る ATGコ ド ン ）
に lacZ遺 伝 子 を 導 入 し 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て ネ オ
マ イ シ ン 耐 性 （ neo） 遺 伝 子 を 導 入 し 、 ま た ジ フ テ リ ア 毒 素 A（ DT-A） 遺 伝 子 も 結 合 さ せ 非
相 同 的 な 組 換 え を 起 こ し た 細 胞 株 を 排 除 で き る よ う に し た （ 図 １ ９ ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 こ の タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を マ ウ ス の ES細 胞  TT-2 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り
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導 入 し 相 同 組 み 換 え を 生 じ た 細 胞 株 を 選 抜 し た 。 得 ら れ た 細 胞 を マ ウ ス の 胚 胎 盤 胞 ま た は
8細 胞 期 胚 に 注 入 し 直 接 仮 親 の 卵 管 に 移 植 す る か 、 一 日 培 養 し て 胚 盤 胞 ま で 発 生 し た も の
を 仮 親 の 子 官 に 移 植 し た 。 そ の 後 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 と 同 様 の 手 法 に よ り
、 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を 作 製 し た 。 得 ら れ た ヘ テ ロ 変 異 マ ウ ス （ F1） 同 士 を 交 配 さ せ 、 ヘ
テ ロ 及 び ホ モ 変 異 マ ウ ス を 得 た 。 こ う し て 得 ら れ た 変 異 マ ウ ス に お い て は 、 本 来 シ ノ ビ オ
リ ン が 発 現 す べ き 組 織 で 、 シ ノ ビ オ リ ン に 代 わ っ て LacZタ ン パ ク 質 （ β -ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ ） が 発 現 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 遺 伝 子 型 は サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ り 確 認 し た 。 野 生 型 マ ウ ス （ １ ４ 匹 ） お よ び シ ノ ビ
オ リ ン ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ ３ ２ 匹 ） に 関 し て は 、 生 後 2週 齢 ほ ど の マ ウ ス の 尾 先
端 3mm程 度 か ら DNAを 抽 出 し た 。 シ ノ ビ オ リ ン ホ モ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 、 胎 生 14.5日 の
胎 仔 か ら 実 体 顕 微 鏡 下 に 尾 部 お よ び 上 、 下 肢 の 一 部 を 採 取 し 、 DNAを 抽 出 し た 。 得 ら れ た D
NAを 制 限 酵 素 PstIで DNAを 消 化 し た も の を 用 い た 。 解 析 結 果 を 図 ２ ０ に 示 す 。 野 生 型 で は 6
.5kbp、 ホ モ 変 異 マ ウ ス で は 8.5kbp、 ヘ テ ロ 変 異 マ ウ ス で は 両 方 の 位 置 に バ ン ド が 検 出 さ
れ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 確 認 し た 。 野 生 型 、 ヘ テ ロ
ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 、 お よ び ホ モ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ 胎 生 12.5日 の 胚 全 体 ） か ら mRNAを
抽 出 し 、 1.2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 各 レ ー ン に 20μ gず つ 電 気 泳 動 し た 。 そ の 結 果 、 ホ モ ノ ッ
ク ア ウ ト マ ウ ス （ -/-） で は シ ノ ビ オ リ ン mRNAは 検 出 さ れ ず 、 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
（ +/-） で は 、 野 生 型 （ +/+） に 比 べ 弱 い mRNAの 発 現 が 見 ら れ た （ 図 ２ １ ） 。
【 ０ １ ５ ８ 】
[実 施 例 １ ８ ]　 シ ノ ビ オ リ ン 発 現 部 位 の 検 討
　 実 施 例 １ ７ で 得 た 変 異 マ ウ ス に お け る シ ノ ビ オ リ ン 発 現 部 位 を LacZ染 色 に よ り 検 討 し た
。 す な わ ち 、 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β -D-galactoside（ X-Gal） を 用 い て 胚 全 体 を
発 色 さ せ 、 LacZ（ β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 と し て ） の 発 現 分 布 を 調 べ た 。 観 察 し た 胚 の
数 は 、 ３ ２ 個 で あ る 。
　 そ の 結 果 、 胎 生 12.5日 齢 で は 、 頭 頂 骨 お よ び 四 肢 に 、 13.5日 齢 で は 耳 お よ び 四 肢 に LacZ
の 強 い 発 現 が 認 め ら れ た （ 図 ２ ２ ） 。 い ず れ も 骨 お よ び 軟 骨 が 形 成 さ れ る 部 位 で あ っ た 。
更 に 四 肢 形 成 期 に お け る 四 肢 組 識 切 片 の LacZ染 色 お よ び HE染 色 を 行 っ た 結 果 、 Apical Ect
odermal Ridge（ AER;外 胚 葉 頂 堤 ） お よ び 軟 骨 ・ 骨 原 基 （ ま た は 軟 骨 ・ 骨 ） に 強 い 発 現 が
観 察 さ れ た （ 図 ２ ３ ） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 さ ら に 、 胎 生 13日 齢 の 肢 芽 （ limb bud） を 取 り だ し 、 凍 結 切 片 を 作 製 後 、 ヘ マ ト キ シ リ
ン ・ エ オ ジ ン （ HE） 染 色 ま た LacZ染 色 を 行 っ た 。 具 体 的 に は 、 凍 結 切 片 を PBS(-)で 5分 、 3
回 洗 浄 し 、 X-gal染 色 液 ［ X-gal (20mg/ml) 1.25ml, HEPES (1M) 2.2ml, フ ェ リ シ ア ン 化
カ リ ウ ム 溶 液  (100mM) 1.5ml, NaCl (5M) 150μ l, MgCl 2  (1M) 65μ l, 10× PBS(-) 5ml 
を ミ リ Q水 （ ミ リ ポ ア ） で 50mlと し た も の ］ に 切 片 を の せ た ス ラ イ ド グ ラ ス を 浸 し 、 37℃
で 反 応 を 開 始 さ せ た 。 染 色 後 、 エ タ ノ ー ル シ リ ー ズ お よ び キ シ レ ン で 脱 水 し 、 封 入 し た 。
そ の 結 果 、 LacZの 青 色 の 染 色 が 、 未 分 化 間 葉 系 の 細 胞 （ 骨 ・ 軟 骨 の 原 基 ） に 濃 染 さ れ て い
た （ 図 ２ ４ お よ び ２ ５ ） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
[実 施 例 １ ９ ]　 表 現 型 の 検 討
　 更 に シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 表 現 型 に つ い て 検 討 を 行 っ た 。
　 胎 生 12.5日 齢 で は 、 ホ モ は ヘ テ ロ と 比 較 し 、 頭 頂 部 か ら 臀 部 ま で の 長 さ が 短 く 、 頭 蓋 や
四 肢 の 形 成 が 未 熟 で あ る 傾 向 が 認 め ら れ た が 、 胎 生 13日 齢 で は ヘ テ ロ と 野 生 型 の 表 現 型 の
間 に 顕 著 な 差 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ２ ６ ） 。 な お 、 ホ モ マ ウ ス で は 出 生 が 認 め ら れ ず 、
さ ら に 少 な く と も 胎 生 17日 以 降 の ホ モ の 胎 仔 の 生 存 が 確 認 で き な か っ た こ と に よ り 、 胎 生
致 死 と 考 え ら れ た （ 表 １ ） 。
【 ０ １ ６ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ２ 】
　 胎 生 14.5日 齢 で は 、 ヘ テ ロ と ホ モ の 間 に お い て 、 頭 頂 部 か ら 臀 部 ま で の 長 さ に 顕 著 な 差
は 認 め ら れ な か っ た 。 し か し 、 ヘ テ ロ で は 指 及 び 関 節 が 形 成 さ れ て い る の に 対 し 、 ホ モ で
は 形 成 さ れ ず 、 肢 芽 異 常 が 認 め ら れ た （ 図 ２ ７ ） 。
　 更 に 、 ホ モ で 異 常 を 示 し た 後 肢 に 対 し LacZお よ び HE染 色 を 行 っ た 結 果 、 AER及 び 未 分 化
間 葉 系 細 胞 の 濃 縮 部 位 （ 将 来 指 骨 を 形 成 す る 部 位 ） に シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 を 反 映 す る LacZ
の 発 現 が 認 め ら れ た （ 図 ２ ８ ） 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 胎 生 15.5日 齢 で は 、 ホ モ は 肢 芽 、 上 下 顎 骨 お よ び 耳 に 形 態 異 常 を 示 し 、 死 亡 し て い た （
図 ２ ９ ） 。 更 に ア ル シ ャ ン ブ ル ー に よ り 軟 骨 組 識 、 ア リ ザ リ ン レ ッ ド に よ り 骨 （ 石 灰 化 ）
組 識 の 染 色 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 マ ウ ス の 表 皮 ・ 真 皮 ・ 内 容 物 を 取 り 除 き 、 固 定 液 （ エ タ
ノ ー ル ： 過 酸 化 水 素 水 ＝ ９ ： １ ） に 漬 け 、 そ の 後 ア ル コ ー ル シ リ ー ズ で 脱 水 後 、 ア リ ザ リ
ン レ ッ ド お よ び ア ル シ ャ ン ブ ル ー に よ り 染 色 し 、 ア ル カ リ 溶 液 に よ り 組 識 を 透 明 化 し た 。
透 明 化 終 了 後 、 グ リ セ リ ン 溶 液 中 に 保 存 し 染 色 を 観 察 し た 。 結 果 、 ホ モ で は 軟 骨 組 識 （ 青
く 染 色 ） 、 及 び 骨 （ 石 灰 化 ） 組 識 （ 赤 く 染 色 ） の い ず れ も 形 成 が 認 め ら れ な か っ た （ 図 ３
０ ） 。
　 以 上 の 結 果 よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ホ モ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 胎 生 期 に お い て 肢 芽
の 発 生 異 常 が 認 め ら れ 、 ま た 、 軟 骨 及 び 骨 へ の 形 成 が 認 め ら れ ず 、 肢 芽 と 軟 骨 、 骨 の 発 生
部 位 に シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 が 認 め ら れ た こ と か ら 、 シ ノ ビ オ リ ン 分 子 の 骨 格 形 成 へ の 関 与
が 強 く 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
[実 施 例 ２ ０ ]　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お け る 関 節 炎 用 カ ク テ ル 投 与
　 マ ウ ス に お け る コ ラ ー ゲ ン 誘 導 関 節 炎 （ CIA） は 、 ヒ ト 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の 関 節 炎 モ デ
ル と し て 広 く 利 用 さ れ て い る 。 実 施 例 １ ７ で 作 製 し た シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ
ウ ス （ ヘ テ ロ 接 合 体 ） ま た は 野 生 型 マ ウ ス に 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗 体 カ ク テ ル を 投 与 し 、 惹 起 さ
れ る 関 節 炎 を 観 察 し た 。 そ の 結 果 、 シ ノ ビ オ リ ン の ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 、 野 生
型 に 比 べ 関 節 炎 の 惹 起 が 弱 い こ と が 判 明 し た （ 図 ３ １ ） 。 こ の 結 果 か ら も 、 シ ノ ビ オ リ ン
が RAに お け る 関 節 炎 誘 発 に 貢 献 し て い る こ と が 支 持 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
[実 施 例 ２ １ ]　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 胎 仔 肢 芽 細 胞 の 初 代 培 養 の 解 析
　 ノ ッ ク ア ウ ト （ KO） マ ウ ス よ り 得 ら れ た （ explant法 ） 細 胞 の う ち 、 軟 骨 ・ 骨 お よ び 肢
の 原 基 と な る と 考 え ら れ る 未 分 化 間 葉 系 細 胞 に の み LacZ染 色 、 す な わ ち シ ノ ビ オ リ ン の 発
現 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 胎 仔 肢 芽 細 胞 の 初 代 培 養 に お い て 、 LacZ陽 性 の コ ロ ニ ー （ す な わ
ち シ ノ ビ オ リ ン 発 現 細 胞 ） と ア ル シ ャ ン ブ ル ー 染 色 陽 性 の コ ロ ニ ー は 一 致 し て お り 、 さ ら
に 双 核 の 典 型 的 な 軟 骨 細 胞 に お い て も LacZ（ β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 と し て ） の 染 色 （
シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 ） が 見 ら れ る こ と か ら 、 骨 ・ 軟 骨 分 化 に シ ノ ビ オ リ ン が 関 与 し て い る
こ と が 支 持 さ れ た 。 さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 、 Kossaの 染 色 な ど に よ り 、 骨
・ 軟 骨 形 成 能 が ホ モ ノ ッ ク ア ウ ト 由 来 の 細 胞 で は 遅 延 し て い る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ３ ２
～ ３ ８ ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 Kossa染 色 は 、 細 胞 を 洗 浄 後 、 硝 酸 銀 溶 液 （ 5% w/v） で 置 換 し 、 蒸 留 水 で 軽 く 洗 浄 後 、
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チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 （ 5% w/v） で 還 元 ・ 定 着 を 行 い 、 洗 浄 後 、 ケ ル ン エ ヒ ト ロ ー ト 液
（ 0.1% w/v ケ ル ン エ ヒ ト ロ ー ト （ ヌ ク レ ア ・ フ ァ ス ト レ ッ ド ） , 5% w/v 硫 酸 ア ル ミ ニ ウ
ム ） で 対 比 染 色 を 行 っ た （ 関  正 次 , 「 組 織 検 査 法 － 組 織 構 造 と 局 所 化 学 － 」 , 257-258, 
杏 林 書 院 , 1961; リ ゾ ン , L., 今 泉  正 訳 , 「 組 織 化 学 お よ び 細 胞 化 学 － 理 論 と 方 法 」 , 6
25-636, 白 水 社 , 1962; 佐 野  豊 , 「 組 織 化 学 研 究 法 － 理 論 と 術 式 」 , 616-621, 南 山 堂 , 
1965） 。 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 の 検 出 は 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 組 織 染 色 キ
ッ ト （ Sigma, Diagnostic Kits and reagents, alkaline phosphatase (AP), leukocyte,
 Cat. No. 86-R） に よ り 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
[実 施 例 ２ ２ ]　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 由 来 の 細 胞 を 用 い た 被 験 化 合 物 の
ア ッ セ イ
　 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 へ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ lacZ遺 伝 子 ノ ッ ク イ ン ） の 初 代 培 養 細
胞 を 用 い て 、 被 験 試 料 が シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 に 及 ぼ す 効 果 を β -galア ッ セ イ に よ り
評 価 し た 。 ３ 回 継 代 し た シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 へ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 初 代 培 養 細 胞 を
24ウ ェ ル プ レ ー ト に 1ウ ェ ル 当 た り  0、 1× 10 3 、 3× 10 3 、 1× 10 4 、 3× 10 4 、 お よ び  1× 10 5

 細 胞 播 き 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM） 中 で 一 晩 培 養
し た 。 ま ず 、 無 刺 激 条 件 の ま ま 細 胞 培 養 に 細 胞 溶 解 液 （ プ ロ メ ガ 社 製 ） を 細 胞 層 が 完 全 に
覆 わ れ る の に 十 分 な 量 （ 100μ l/well） 加 え 、 培 養 プ レ ー ト を 振 と う 機 に 移 し 、 細 胞 層 が
溶 解 液 に 常 に 浸 さ れ る よ う に 室 温 で 15分 ゆ っ く り と 振 と う し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 細 胞 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 は 、 次 の よ う に し て 測 定 し た 。 得 ら れ た 細 胞 抽 出 液  20
μ l に 、 Mg溶 液 （ 0.1M MgCl 2 , 4.5M β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） を  1μ l、 ONPG溶 液 (o-ni
trophenyl-β -D-galactopyranoside)（ 0.1M リ ン 酸 緩 衝 液  (pH7.5)中 に  4mg/ml の 濃 度 ）
を  22μ l、 お よ び  0.1M リ ン 酸 緩 衝 液  (pH7.5) 57μ l を 加 え 、 全 量  を  100μ l と し た 。
乾 燥 し な い よ う に 注 意 し て 、 37℃ で 6時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 150μ l の  1M 炭 酸 ナ ト リ
ウ ム （ Na 2 CO 3  21.2g を  H 2 O に 溶 か し て  200 ml に メ ス ア ッ プ し 、 0.45μ m フ ィ ル タ ー で
濾 過 し た も の ） を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 420nmの 吸 光 度 を 測 定 し て β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
活 性 を 定 量 し た 。 実 験 は ３ 連 で 行 っ た 。 そ の 結 果 、 lacZ遺 伝 子 ノ ッ ク イ ン マ ウ ス 細 胞 に お
い て 細 胞 数 に 依 存 し た β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た （ 図 ３ ９ ） 。 β -ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ 活 性 を 指 標 と し て プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 評 価 （ β -galア ッ セ イ ） で き る こ と が 確 認 さ
れ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 次 に 初 代 培 養 細 胞 に 各 種 薬 剤 を 添 加 し て 同 様 の β -galア ッ セ イ を 行 い 、 シ ノ ビ オ リ ン プ
ロ モ ー タ ー 活 性 に 対 す る 各 種 薬 剤 の 影 響 を 評 価 し た 。 陰 性 対 照 と し て 、 培 地 の み を 添 加 し
て 同 様 の 測 定 を 行 っ た 。 被 験 薬 剤 と し て は 、 プ レ ド ニ ソ ロ ン （ Prednisolone） (0.01-1 μ
M)、 お よ び 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate(TPA; 0.001-0.1 μ M)を 用 い た 。 プ レ
ド ニ ソ ロ ン は ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 剤 、 TPAは プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Cの 活 性 化 剤 で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ウ エ ル 当 た り 5× 10 4  の 初 代 培 養 細 胞 を 撒 き 、 一 晩 培 養 後 に 上 記 濃 度 の 各 薬 剤 を 添 加 し
た 。 薬 剤 添 加 後 に ７ ２ 時 間 培 養 し て 、 各 ウ エ ル の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 を 測 定 し プ ロ
モ ー タ ー 活 性 を 評 価 し た 。 そ の 結 果 、 こ れ ら の 薬 剤 に よ り 、 濃 度 依 存 的 に シ ノ ビ オ リ ン プ
ロ モ ー タ ー 活 性 が 影 響 を 受 け る こ と が 判 明 し た （ 図 ４ ０ ） 。 す な わ ち 、 本 発 明 に 基 づ く ア
ッ セ イ 系 に よ っ て 、 薬 剤 の シ ノ ビ オ リ ン プ ロ モ ー タ ー に 与 え る 活 性 を 評 価 し う る こ と が 裏
付 け ら れ た 。 以 上 の 結 果 か ら 、 こ の よ う な ア ッ セ イ に よ り 、 各 種 の 薬 剤 が シ ノ ビ オ リ ン プ
ロ モ ー タ ー 活 性 に 及 ぼ す 効 果 を 評 価 す る こ と が 可 能 と な り 、 シ ノ ビ オ リ ン プ ロ モ ー タ ー 活
性 を 促 進 ま た は 抑 制 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 [実 施 例 ２ ３ ]　 抗 シ ノ ビ オ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 シ ノ ビ オ リ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 以 下 の よ う に 調 製 し た 。 免 疫 用 の ペ プ チ ド
と し て 、 以 下 に 示 す ヒ ト シ ノ ビ オ リ ン の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ３ 種 類 の ペ プ チ ド を 合 成
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し た 。 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 抗 原 性 を 有 す る と 推 測 さ れ た 領 域 か ら 選 択 し た 。
Syno-P3（ SLALTGAVVAHAYYC／ 配 列 番 号 ： ３ ） 、
Syno-P2（ TCRMDVLRASLPAQS／ 配 列 番 号 ： ４ ） 、 お よ び
Syno-P1（ GAATTTAAGTSATAC／ 配 列 番 号 ： ５ ）
【 ０ １ ７ ２ 】
　 各 合 成 ペ プ チ ド に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の Cysを 介 し て 、 ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） を
結 合 さ せ た 。 KLHを 結 合 し た 各 合 成 ペ プ チ ド の  50μ gを  0.1ml 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し 、 フ ロ
イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ FCA） 0.1mlを 加 え て 免 疫 原 を 作 製 し た 。 各 免 疫 原 を そ れ ぞ れ
８ 匹 の マ ウ ス （ BALB/Cメ ス 、 5週 齢 ） 背 部 皮 下 に 0.2ml注 射 し 免 疫 し た 。 免 疫 は 2週 間 毎 に
計 4回 行 い 、 そ の 1週 間 後 に さ ら に 1回 免 疫 し た 。 最 終 免 疫 の 8日 後 に 、 心 臓 か ら 採 血 し 血 清
200μ l以 上 を 分 取 し た 。 ELISAに よ っ て 抗 体 価 の 上 昇 を 確 認 で き た 個 体 か ら 脾 細 胞 を 採 取
し 、 細 胞 融 合 を 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 各 免 疫 原 に つ き ３ 個 体 の マ ウ ス 血 清 に つ い て 、 ELISAに よ る 抗 体 価 の 測 定 結 果 を 図 ４ １
～ 図 ４ ３ に 示 し た 。 各 血 清 試 料 は ３ 連 で ア ッ セ イ を 行 い 、 そ の 平 均 値 を グ ラ フ に 示 し た 。
い ず れ の 免 疫 原 を 用 い た 場 合 に も 、 抗 体 価 が 上 昇 し た 個 体 が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の 免 疫 原
が い ず れ も シ ノ ビ オ リ ン の 免 疫 原 と し て 有 用 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 （ P3U1） と マ ウ ス 脾 細 胞 を 1:10で 混 和 し 、 ５ ０ ％ の PEG（ 和 光 純 薬 社 P
EG1540） 存 在 下 で 細 胞 融 合 さ せ た 。 融 合 後 、 脾 細 胞 数 が  5× 10 5  個 /mlと な る よ う に 96ウ
ェ ル プ レ ー ト に 播 い た 。 HAT培 地 中 で 10～ 14日 培 養 し た 後 、 細 胞 の 増 殖 を 確 認 し 、 培 養 上
清 の 検 定 し た 。 培 養 上 清 の 検 定 に は 、 各 合 成 ペ プ チ ド を 固 相 化 し た ELISAプ レ ー ト を 用 い
た 。 検 定 の 操 作 は 次 の と お り で あ る 。 ELISAプ レ ー ト に 培 養 上 清 を 反 応 さ せ た 後 、 抗 マ ウ
ス IgGヤ ギ -poxを 用 い て 陽 性 ウ ェ ル を 選 択 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ に 供 す る ウ ェ ル を 選 択 し 、
他 の 陽 性 ウ ェ ル の 細 胞 に つ い て は 凍 結 保 存 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 数 日 後 、 一 株 に つ き 96ウ ェ ル プ レ ー ト １ 枚 、 100細 胞 /プ レ ー ト （ 20細 胞 /ml） と な る よ
う に 撒 き 、 10～ 14日 間 培 養 し た 。 コ ロ ニ ー を 判 定 し 、 培 養 上 清 の 検 定 を 行 っ た 。 培 養 上 清
の 検 定 は 、 上 清 50μ lを 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 用 抗 原 固 相 化 ELISAプ レ ー ト に 適 用 し て 行 っ た
。 第 二 抗 体 は 、 抗 マ ウ ス IgGヤ ギ -poxを 使 用 し た 。 選 択 し た コ ロ ニ ー は 、 培 養 後 、 リ ク ロ
ー ニ ン グ し 、 10～ 14日 間 培 養 し て コ ロ ニ ー 判 定 お よ び 培 養 上 清 の 検 定 を 上 記 と 同 様 に 実 施
し た 。 親 株 別 に ウ ェ ル を 選 択 し 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト で 培 養 し 、 上 清 を 回 収 し て ク ロ ー ン の
チ ェ ッ ク を 行 い 、 抗 体 の サ ブ ク ラ ス お よ び 抗 体 産 生 を 検 定 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ の 結 果 、 シ
ノ ビ オ リ ン に 対 す る 高 い 親 和 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ と
し て 、 Syno-P2（ 配 列 番 号 ： ４ ） を 免 疫 原 と し て 得 ら れ た ２ つ の ク ロ ー ン 10Dbお よ び 7Bcが
選 択 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
[実 施 例 ２ ４ ]　 抗 シ ノ ビ オ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 患 者 試 料 の シ ノ ビ オ リ ン の 検
出
〈 １ 〉 抗 シ ノ ビ オ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 患 者 由 来 滑 膜 細 胞 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ
　 実 施 例 ２ ３ で 得 ら れ た Syno-P2を 認 識 す る ２ 種 の 抗 シ ノ ビ オ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 1
0Dbお よ び 7Bc） を 用 い て 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 患 者 （ RA） 由 来 滑 膜 細 胞 の 蛋 白 質 を SDS-PAGE
で 分 離 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 行 っ た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 の 操 作 は
、 抗 体 と し て 実 施 例 ２ ３ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 10Dbお よ び 7Bcを 、 そ し て 標 識 抗 体 と し て
抗 マ ウ ス IgGヒ ツ ジ -HRPを 用 い る 他 は 実 施 例 ８ に 記 載 の と お り で あ る 。 対 照 と し て 、 変 形
性 関 節 症 患 者 （ OA） 由 来 の 滑 膜 細 胞 も 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 RA患 者 由 来 の 滑 膜 細 胞 で 特 異
的 な シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た （ 図 ４ ４ A） 。 実 施 例 ２ ３ で 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 R
A患 者 の 滑 膜 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 RAの 検 出 に 有 用 で あ る 。
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【 ０ １ ７ ７ 】
〈 ２ 〉 抗 シ ノ ビ オ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 の 蛍 光 免 疫 染 色
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 10Dbを 用 い て 、 RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 の 蛍 光 免 疫 細 胞 化 学 解 析 を 行 っ
た 。 免 疫 染 色 の 操 作 は 、 抗 体 と し て 実 施 例 ２ ３ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 10Dbを 、 そ し て 標 識
抗 体 と し て 抗 マ ウ ス IgGヒ ツ ジ -FITCを 用 い る 他 は 実 施 例 ９ に 記 載 の と お り で あ る 。 シ ノ ビ
オ リ ン 蛋 白 質 の シ グ ナ ル は 、 RA患 者 由 来 滑 膜 細 胞 で 強 く 検 出 さ れ た が 、 二 次 抗 体 の み を 反
応 さ せ た 対 照 で は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 ４ ４ B） 。
【 ０ １ ７ ８ 】
〈 ３ 〉 抗 シ ノ ビ オ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る RA患 者 由 来 滑 膜 組 織 の 免 疫 染 色
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 10Dbお よ び 7Bcを 用 い て 、 RA患 者 か ら 採 取 し た 滑 膜 組 織 切 片 の 免 疫
染 色 を 行 っ た 。 免 疫 染 色 の 操 作 は 、 抗 体 と し て 実 施 例 ２ ３ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 10Dbお よ
び 7Bcを 、 そ し て 標 識 抗 体 と し て 抗 マ ウ ス IgGヒ ツ ジ -HRPを 用 い る 他 は 実 施 例 ９ に 記 載 の と
お り で あ る 。 シ ノ ビ オ リ ン 蛋 白 質 の シ グ ナ ル は 、 RA患 者 由 来 滑 膜 組 織 で 強 く 検 出 さ れ た （
図 ４ ５ ） 。 同 時 に 行 っ た HE染 色 に よ り 、 滑 膜 細 胞 の 増 殖 層 が 観 察 さ れ 、 そ の 部 分 が モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で 染 色 さ れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 RA患 者 の 滑 膜 組 織 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 以 上 の よ う に 、
シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 を 用 い て 患 者 試 料 中 の シ ノ ビ オ リ ン を 検 出 す る こ と に よ り 、 RAの 検 査 お
よ び 診 断 を 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
[実 施 例 ２ ５ ]　 シ ノ ビ オ リ ン の ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 の 検 出
　 E3ユ ビ キ チ ン -蛋 白 質 リ ガ ー ゼ は 、 自 己 ユ ビ キ チ ン 化 を す る こ と が 知 ら れ て い る （ Hashi
zume R et al., J. Biol. Chem. 276, 14537-14540, 2001） 。 そ こ で 、 シ ノ ビ オ リ ン に つ
い て 自 己 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 が あ る か ど う か 検 討 し た 。 pCAGGSベ ク タ ー に FLAG-シ ノ ビ オ リ
ン 遺 伝 子 を 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド を 、 HEK-293細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 36時 間 後 細
胞 を 回 収 し た 。 Buffer A [15 mM Tris-HCl pH 7.5、 0.5 M NaCl、 0.35% NP-40、 1 mM PMS
F、 2μ g/ml aprotinin、 2μ g/ml leupeptin] に て 細 胞 破 砕 液 を 得 た 。 細 胞 破 砕 液 を 高 速
遠 心 器 に て 遠 心 分 離 し 、 そ の 上 清 0.6 mlに 、 3μ gの 抗 FLAG抗 体 お よ び 7.5μ lの プ ロ テ イ ン
Aビ ー ズ を 添 加 し 、 一 晩 免 疫 沈 降 を 行 っ た 。 Buffer Aも し く は 0.1% SDS を 添 加 し た  Buffe
r Aに て 3回 、 Buffer B [25 mM Tris-HCl pH 7.5, 50 mM NaCl, 0.01% Nonidet P-40, 10%
 glycerol, 1 mM EDTA] に て 2回 ビ ー ズ を 洗 浄 し 、 30μ lの ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 反 応 液  [50
 mM Tris-HCl pH 7.4, 5 mM MgCl2 , 2 mM

 NaF, 10 nM okadaic acid, 2 mM ATP, 0.6 mM 
DTT, 1.5μ g GST-HA-ユ ビ キ チ ン , 40 ng 酵 母 由 来 E1, 0.3μ g UbcH5c(E2)] を 添 加 し 、 37
℃ で 30分 反 応 さ せ た 。 0.1 M DTTを 含 む  2× Laemmli SDS-loading bufferを 30μ l加 え 、 ボ
イ ル し た 後 、 SDS-PAGEに て 展 開 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 一 次 抗 体
に は 抗 FLAG抗 体 （ SIGMA） お よ び 抗 HA抗 体 （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） を 用 い
た 。 HRP活 性 の 検 出 は 実 施 例 ７ と 同 様 に 行 っ た 。 な お 、 コ ン ト ロ ー ル と し て   FLAG-シ ノ ビ
オ リ ン 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 の 破 砕 液 の み （ 免 疫 沈 降 前 ） 、 ま た は 、 細
胞 破 砕 液 を 免 疫 沈 降 操 作 し て 得 た 溶 液 （ す な わ ち FLAG-シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質 と そ の 免
疫 複 合 体 の み ） を 用 い た 。 さ ら に 、 GST-HA-ユ ビ キ チ ン 、 ATP、 E1ま た は E2の い ず れ か を 添
加 し な い 反 応 も 行 っ た （ GST-HA-ユ ビ キ チ ン 非 添 加 の 場 合 は GSTを 用 い て 反 応 を 行 っ た ） 。
0.1% SDS添 加 Buffer A洗 浄 に よ り immunopurificationし た シ ノ ビ オ リ ン を 用 い た 結 果 を 図
４ ６ に 示 し た 。 抗 HA抗 体 に よ る ブ ロ ッ ト に お い て 、 シ ノ ビ オ リ ン の 分 子 量 （ 図 ４ ６  ＊ 印
） よ り 約 35 kDa大 き な サ イ ズ の バ ン ド が 検 出 さ れ た （ 図 ４ ６  矢 印 ） 。 こ の バ ン ド は 抗 FLA
G抗 体 に よ る ブ ロ ッ ト に も 見 ら れ 、 GST-HA-ユ ビ キ チ ン が シ ノ ビ オ リ ン に 付 加 し た も の と 考
え ら れ た 。 さ ら に 、 ATP、 E1ま た は E2の い ず れ か を 欠 損 し た 反 応 系 で は 、 シ ノ ビ オ リ ン の
自 己 ユ ビ キ チ ン 化 が 起 こ ら な い こ と が 示 さ れ た 。 Buffer Aの み で ビ ー ズ を 洗 浄 し た 場 合 に
も 同 様 の 結 果 と な っ た 。 こ れ ら の 結 果 よ り 、 １ ） シ ノ ビ オ リ ン を 含 む 免 疫 複 合 体 に E1お よ
び E2依 存 的 な ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ 活 性 が 存 在 し 、 か つ 、 immunopurificationの 結 果 よ り 、
２ ） シ ノ ビ オ リ ン は E3ユ ビ キ チ ン -蛋 白 質 リ ガ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
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【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 は 、 滑 膜 の 発 達 、 な ら び に 骨 ・ 軟 骨 お よ び 四 肢 の 発 達 に 関 与 す る 新 規 な 蛋 白 質 を
コ ー ド す る 遺 伝 子 「 シ ノ ビ オ リ ン 」 を 提 供 し た 。 本 発 明 の 遺 伝 子 は RAに 関 与 し て お り 、 RA
患 者 で は 、 こ の 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 抗 体 が 産 生 さ れ て い る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 お よ び タ ン パ
ク 質 は 、 RAの 診 断 に 有 用 な 新 規 な マ ー カ ー と な る 。 本 発 明 の 「 シ ノ ビ オ リ ン 」 は 、 RA患 者
の 関 節 滑 膜 細 胞 に 強 発 現 し て お り 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や イ ン サ イ チ ュ
PCRに よ り 、 RA疾 患 の 診 断 や 治 療 効 果 の 判 定 に 貢 献 す る 。 更 に 、 RA患 者 の 血 中 に は シ ノ ビ
オ リ ン に 対 す る 抗 体 を 高 頻 度 で 見 出 す こ と が で き る 。 こ れ を マ ー カ ー と す る こ と で RAの 特
異 的 な 診 断 を 可 能 と す る 。 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る シ ノ ビ オ リ ン 蛋 白 質 、 ま た は そ の 部
分 ペ プ チ ド は 患 者 血 清 中 の シ ノ ビ オ リ ン に 対 す る 抗 体 の 検 出 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ま た 、 シ ノ ビ オ リ ン は 未 分 化 間 葉 系 細 胞 に お い て 発 現 し て い る 。 シ ノ ビ オ リ ン を 細 胞 マ
ー カ ー と し て 利 用 す れ ば 、 胚 の 細 胞 な ど か ら 未 分 化 間 葉 系 細 胞 を 回 収 す る こ と が で き る 。
未 分 化 間 葉 系 細 胞 は 骨 、 軟 骨 に 分 化 す る 細 胞 で あ り 、 再 生 医 学 的 応 用 が 期 待 さ れ て い る 。
す な わ ち 、 シ ノ ビ オ リ ン を 細 胞 マ ー カ ー と し て 回 収 し た 未 分 化 間 葉 系 細 胞 を 試 験 管 内 ま た
は 生 体 内 で 分 化 さ せ 、 骨 ・ 軟 骨 の 形 成 や 関 節 の 再 構 築 を 行 え ば 、 傷 害 を 受 け た 骨 ・ 軟 骨 組
織 や 関 節 を 新 た に 再 生 さ せ る こ と も 可 能 に な る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の シ ノ ビ オ リ ン 、 並 び に そ の リ ガ ン ド は 、 RAの 主 要 な 病 態 で あ る 関 節 滑 膜 細 胞 の
増 殖 に 密 接 に 関 連 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ
る シ ノ ビ オ リ ン 、 あ る い は そ の リ ガ ン ド は 、 RAの 治 療 方 法 の 開 発 に 当 た っ て 重 要 な 知 見 を
与 え る 。 よ り 具 体 的 に は 、 シ ノ ビ オ リ ン と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 に 関 与 す る 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 こ れ ま で と は ま っ た く 異 な っ た ア プ ロ ー チ で RA治 療 技 術 の 開
発 を 進 め る こ と が で き る の で あ る 。 さ ら に シ ノ ビ オ リ ン の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、
高 い 頻 度 で 関 節 の 滑 膜 が 増 生 し 、 関 節 炎 を 伴 う 指 関 節 の 膨 脹 を 起 し た 。 本 発 明 に よ り 提 供
さ れ る シ ノ ビ オ リ ン の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 RAの モ デ ル と し て 、 そ の 治 療 技 術 や 医
薬 品 の 開 発 に 極 め て 有 用 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 に よ る イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ に お け る 陽 性 コ ロ ニ ー の
写 真 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 大 腸 菌 で の シ ノ ビ オ リ ン 組 み 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 試 験 管 内 で の シ ノ ビ オ リ ン cDNAか ら 翻 訳 さ れ る シ ノ ビ オ リ ン タ ン パ ク 質
発 現 を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ の 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 シ ノ ビ オ リ ン の cDNAを プ ロ ー ブ と す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る
シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 発 現 の 分 析 結 果 を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ の 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 各 種 細 胞 破 砕 液 の 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法
の 結 果 と 、 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン に よ る 抗 体 吸 収 実 験 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 矢 印 は 吸
収 さ れ た バ ン ド を 示 す 。 各 バ ン ド の 分 子 量 は 上 か ら 順 に 、 約 220、 185、 お よ び  140kDaで
あ っ た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 滑 膜 細 胞 破 砕 液 に 対 す る 滑 膜 細 胞 抗 血 清 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ 法 の 結 果 を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ の 写 真 で あ る 。 左 の レ ー ン （ プ レ イ ミ ュ ー ン ） は
滑 膜 細 胞 免 疫 前 の ウ サ ギ 抗 血 清 、 右 の レ ー ン （ 免 疫 後 ） は 滑 膜 細 胞 抗 血 清 を 用 い た 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 滑 膜 細 胞 の 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 （ A） お よ び 精 製 抗 滑 膜 細 胞 抗 体 （ B） に よ
る 蛍 光 免 疫 染 色 の 結 果 を 示 す 蛍 光 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 滑 膜 組 織 の 抗 滑 膜 細 胞 抗 血 清 に よ る 免 疫 染 色 と 、 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン
に よ る 抗 体 吸 収 実 験 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 滑 膜 組 織 の 精 製 抗 滑 膜 細 胞 抗 体 に よ る 免 疫 染 色 の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真
で あ る 。 GSTア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ り 精 製 し た 抗 血 清 （ 上 パ ネ ル ） お よ び GST-部 分 シ
ノ ビ オ リ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ り 精 製 し た 抗 血 清 （ 下 パ ネ ル ） を 用 い た 結 果 を 示 す
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。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 各 種 ヒ ト 血 清 中 の 抗 シ ノ ビ オ リ ン 抗 体 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
法 に よ る 検 出 結 果 を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム の 写 真 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 SLの cDNAを プ ロ ー ブ と す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る 滑 膜 細
胞 に お け る SL遺 伝 子 の 発 現 を 分 析 し た 結 果 を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 [ 3 5 S]ラ ベ ル し た HA-シ ノ ビ オ リ ン -HAHAと GST-SL融 合 タ ン パ ク 質 と
の 結 合 を 示 す オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ の 写 真 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 滑 膜 細 胞 の 増 殖 に 対 す る シ ノ ビ オ リ ン の 影 響 を MTTア ッ セ イ で 分 析
し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 GST-部 分 シ ノ ビ オ リ ン を 用 い た 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 導 入 用 ベ ク タ ー の 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 CMVエ
ン ハ ン サ ー を 有 す る β -ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー に よ り シ ノ ビ オ リ ン は 全 身 的 に 発 現 す る 。
抗 Flagタ グ （ Flag-tag） 抗 体 に よ り 、 Flagタ グ 融 合 シ ノ ビ オ リ ン 蛋 白 質 の 発 現 が 確 認 で き
る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 関 節 炎 を 呈 す る
指 関 節 を 示 す 写 真 で あ る 。 シ ノ ビ オ リ ン 強 制 発 現 マ ウ ス の 指 の 外 見 お よ び 軟 Ｘ 線 像 を 示 す
。 右 端 に 正 常 マ ウ ス の 指 の 軟 Ｘ 線 像 を 比 較 と し て 示 し た 。 シ ノ ビ オ リ ン 強 制 発 現 マ ウ ス は
顕 著 な 指 の 膨 脹 を 示 し た 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 関 節 炎 を 呈 す る 指
関 節 の 組 織 学 的 所 見 を 示 す 写 真 で あ る 。 顕 著 な 膨 脹 を 示 し た 指 の 関 節 部 分 に お い て 著 し い
滑 膜 増 生 に 伴 う 骨 破 壊 と 異 常 な 骨 新 生 が 認 め ら れ た 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 遺 伝 子 導 入 マ ウ ス の 正 常 な 指 関 節 の 組 織 学 的 所 見 を 示 す 写 真 で あ る
。 関 節 軟 骨 の 異 常 、 骨 破 壊 お よ び 滑 膜 の 増 生 は 認 め ら れ な い 。 右 下 パ ネ ル は 抗 Flag抗 体 に
よ る 免 疫 染 色 の 結 果 を 示 す 。 陽 性 シ グ ナ ル は 観 察 さ れ な い 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 関 節 炎 を 呈 す る 指
関 節 に お け る シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 を 示 す 写 真 で あ る 。 抗 Flag抗 体 に よ り 免 疫 染 色 を 行 っ た
。 顕 著 な 膨 脹 を 示 し た 指 の 関 節 部 位 に お い て 増 生 し た 滑 膜 組 織 お よ び 軟 骨 細 胞 に シ ノ ビ オ
リ ン の 発 現 が 認 め ら れ た 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 を 欠 損 さ せ る タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 構 造 を
示 す 図 で あ る 。 マ ウ ス シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 断 片 の 翻 訳 開 始 点 （ 第 一 メ チ オ ニ ン を 翻 訳 す る
ATGコ ド ン ; "*"で 示 す ） に lacZ遺 伝 子 を 導 入 し 、 ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン マ ー カ ー 遺 伝 子
と し て ネ オ マ イ シ ン 耐 性 （ neo） 遺 伝 子 を 導 入 し た 。 ま た ジ フ テ リ ア 毒 素 A（ DT-A） 遺 伝 子
も 結 合 さ せ ネ ガ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン マ ー カ ー と し た 。 相 同 組 み 換 え を 起 し た 個 体 は シ ノ ビ
オ リ ン 遺 伝 子 の 発 現 が 欠 損 す る 代 わ り に β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 発 現 し 、 そ の 酵 素 活 性 を
利 用 た LacZ染 色 に よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 を 検 出 で き る （ 図
２ ２ 参 照 ） 。 遺 伝 子 型 確 認 の た め の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 （ 図 ２ ０ 参 照 ） に 用 い た プ ロ ー ブ
の 位 置 も 図 示 し た 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス の 遺 伝 子 型 の 解 析 の 結 果 を 示 す 写 真
で あ る 。 生 後 約 ２ 週 齢 の マ ウ ス 尾 （ 野 生 型 お よ び ヘ テ ロ 欠 損 マ ウ ス ） ま た は 胎 生 14.5日 胎
仔 （ ホ モ 欠 損 マ ウ ス ） よ り DNAを 抽 出 し 、 PstIで 消 化 後 に 、 図 １ ９ に 示 し た プ ロ ー ブ を 用
い た サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の 結 果 を 示
す 写 真 で あ る 。 野 生 型 （ +/+） 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ +/-） 、
お よ び ホ モ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ -/-） よ り mRNAを 抽 出 し 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 断 片 を プ
ロ ー ブ に ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た （ 上 パ ネ ル ） 。 下 パ ネ ル に ア ガ ロ ー ス ゲ ル の Et
Br染 色 を 示 し た 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 LacZ染 色 に よ り シ ノ ビ オ リ ン 発 現 部 位 を 検 討 し た 結 果 を 示 す 写 真 で
あ る 。 胎 生 12.5日 齢 ま た は 胎 生 13.5日 齢 の 野 生 型 お よ び ヘ テ ロ 欠 損 マ ウ ス を LacZに よ り 染
色 し た 。 シ ノ ビ オ リ ン の 胎 生 期 に お け る 発 現 は 、 頭 頂 骨 、 四 肢 、 耳 な ど の 、 骨 お よ び 軟 骨
が 形 成 さ れ る 部 位 に 強 く 認 め ら れ た 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 四 肢 形 成 期 に お け る シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 を 示 す 写 真 で あ る 。 四 肢 形
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成 期 に お け る シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 は 、 FGF4、 BMP2、 BMP4 の 発 現 と 同 様 、 Apical Ectoderm
al Ridge（ AER; 外 胚 葉 頂 堤 ） に 強 く 認 め ら れ た 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 ヘ テ ロ 欠 損 マ ウ ス の 胎 生 13日 齢 の 肢 芽 （ limb bud） の 凍 結 切 片 の La
cZ染 色 を 示 す 写 真 で あ る 。 4時 間 染 色 を 行 っ た 。 LacZの 青 色 が 未 分 化 間 葉 系 の 細 胞 （ 骨 ・
軟 骨 の 原 基 ） に 濃 染 さ れ て い る 。 オ リ ジ ナ ル 倍 率  × 40。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 ヘ テ ロ 欠 損 マ ウ ス の 胎 生 13日 齢 の 肢 芽 （ limb bud） の 凍 結 切 片 の La
cZ染 色 を 示 す 写 真 で あ る 。 4時 間 染 色 を 行 っ た 。 LacZの 青 色 が 未 分 化 間 葉 系 の 細 胞 （ 骨 ・
軟 骨 の 原 基 ） に 濃 染 さ れ て い る 。 オ リ ジ ナ ル 倍 率  × 200。 A, B,お よ び  C は 、 図 ２ ４ に 対
応 す る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 胎 生 12.5日 齢 お よ び 胎 生 13日 齢 に お け る シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ホ モ 欠
損 マ ウ ス の 表 現 型 を 示 す 写 真 で あ る 。 胎 生 12.5日 齢 お よ び 胎 生 13日 齢 に お け る シ ノ ビ オ リ
ン 遺 伝 子 ホ モ 欠 損 マ ウ ス は 、 ヘ テ ロ 欠 損 マ ウ ス と 比 較 し 、 頭 頂 部 か ら 臀 部 ま で の 長 さ が 短
く 、 頭 蓋 や 四 肢 の 形 成 が 未 熟 で あ る 傾 向 が 認 め ら れ た 。 胎 生 13日 齢 の へ テ ロ 欠 損 マ ウ ス と
野 生 型 マ ウ ス の 表 現 型 に は 、 顕 著 な 差 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 胎 生 14.5日 齢 に お け る シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス の 表 現 型 を 示
す 写 真 で あ る 。 胎 生 14.5日 齢 の シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ホ モ 欠 損 マ ウ ス に 肢 芽 異 常 が 認 め ら れ
た 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 胎 生 14.5日 齢 の シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ホ モ 欠 損 マ ウ ス の 後 肢 に お け る
LacZの 発 現 （ シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 を 反 映 ） を 示 す 写 真 で あ る 。 ホ モ 欠 損 マ ウ ス の 異 常 な 後
肢 に お い て LacZは 、 AERお よ び 未 分 化 間 葉 系 細 胞 の 濃 縮 部 位 に 発 現 が 認 め ら れ た 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 胎 生 15.5日 齢 の シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス の 表 現 型 を 示 す 写 真
で あ る 。 ホ モ 欠 損 マ ウ ス は 、 肢 芽 異 常 、 上 顎 、 下 顎 骨 の 異 常 、 耳 の 形 態 異 常 が 認 め ら れ た
。 心 臓 の 拍 動 は 認 め ら れ ず 、 生 存 し て い な か っ た 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 胎 生 15.5日 齢 に お け る シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス の 骨 格 を 示 す
写 真 で あ る 。 ア ル シ ャ ン ブ ル ー 、 ア リ ザ リ ン レ ッ ド 染 色 を 示 す 。 ア ル シ ャ ン ブ ル ー に よ っ
て 染 色 さ れ る 軟 骨 お よ び ア リ ザ リ ン レ ッ ド に よ っ て 染 色 さ れ る 石 灰 化 し た 骨 は 、 シ ノ ビ オ
リ ン ホ モ 欠 損 マ ウ ス に 認 め ら れ な か っ た 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 シ ノ ビ オ リ ン ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お け る 、 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗 体 カ ク
テ ル を 用 い た マ ウ ス 関 節 炎 モ デ ル を 示 す 写 真 で あ る 。 野 生 型 マ ウ ス ［ 373(+/+)］ ま た は シ
ノ ビ オ リ ン ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ［ 372(-/+)］ に 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗 体 カ ク テ ル を 投 与 し
て 関 節 炎 を 惹 起 さ せ た （ 図 中  +） 。 非 投 与 の 野 生 型 マ ウ ス （ -） も 観 察 し た ［ 371(+/+)］
。 そ の 結 果 、 前 肢 お よ び 後 肢 共 に 、 関 節 の 膨 脹 お よ び 発 赤 と も に 野 生 型 に 比 べ シ ノ ビ オ リ
ン ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 軽 度 で あ っ た 。 す な わ ち 、 野 生 型 マ ウ ス で 誘 発 さ れ る 関
節 炎 に 比 べ 、 シ ノ ビ オ リ ン ヘ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス で は 関 節 炎 の 惹 起 が 弱 い こ と が 判 明
し た 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ホ モ 欠 損 マ ウ ス （ 13dpc胎 仔 ） の 肢 芽 よ り 得 ら
れ た 初 代 培 養 細 胞 の LacZ染 色 お よ び ア ル シ ャ ン ブ ル ー 染 色 を 示 す 写 真 で あ る 。 LacZ陽 性 の
コ ロ ニ ー （ す な わ ち シ ノ ビ オ リ ン 発 現 細 胞 ） と ア ル シ ャ ン ブ ル ー 染 色 陽 性 の コ ロ ニ ー は 一
致 し て い る 。 こ の 結 果 は 、 骨 ・ 軟 骨 分 化 に シ ノ ビ オ リ ン が 関 与 し て い る こ と を 示 唆 す る 。
継 代 数 1（ p1） 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ は 、 13dpcマ ウ ス 胎 仔 の 肢 芽 よ り 得 ら れ た 初 代 培 養 細 胞 の LacZ染 色 を 示
す 写 真 で あ る 。 野 生 型 （ +/+） 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ヘ テ ロ （ +/-） ま た は ホ モ （ -/-） 欠
損 マ ウ ス 由 来 の 細 胞 が 示 さ れ て い る 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス （ lacZ遺 伝 子 の ノ ッ
ク イ ン ） で の み LacZの 発 現 が 見 ら れ る 。 継 代 数 1（ p1） 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ヘ テ ロ 欠 損 マ ウ ス （ 13dpc胎 仔 ） の 肢 芽 よ り 得
ら れ た 初 代 培 養 細 胞 の LacZ染 色 お よ び ア ル シ ャ ン ブ ル ー 染 色 を 示 す 写 真 で あ る 。 LacZ陽 性
の コ ロ ニ ー （ す な わ ち シ ノ ビ オ リ ン 発 現 細 胞 ） と ア ル シ ャ ン ブ ル ー 染 色 陽 性 の コ ロ ニ ー は
一 致 し て い る 。 継 代 数 1（ p1） 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 野 生 型 マ ウ ス （ 13dpc胎 仔 ） の 肢 芽 よ り 得 ら れ た 初 代 培 養 細 胞 の Lac
Z染 色 お よ び ア ル シ ャ ン ブ ル ー 染 色 を 示 す 写 真 で あ る 。 LacZに よ る 染 色 は 観 察 さ れ な い 。
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継 代 数 1（ p1） 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ヘ テ ロ 欠 損 マ ウ ス （ 13dpc胎 仔 ） の 肢 芽 よ り 得
ら れ た 初 代 培 養 細 胞 の LacZ染 色 を 示 す 写 真 で あ る 。 ２ 核 の 典 型 的 な 軟 骨 細 胞 に お い て も 、
LacZ染 色 （ シ ノ ビ オ リ ン の 発 現 ） が 認 め ら れ る （ 200倍 の 像 を 参 照 ） 。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 マ ウ ス 胎 仔 の 肢 芽 よ り 得 ら れ た 初 代 培 養 細 胞 の  von Kossa染 色 を 示
す 写 真 で あ る 。 野 生 型 （ WT） 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 ヘ テ ロ （ Hetero） ま た は ホ モ （ Homo）
欠 損 マ ウ ス 由 来 の 細 胞 が 示 さ れ て い る 。 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス （ Homo） に お い て
骨 形 成 能 の 低 下 が 認 め ら れ る 。 継 代 数 1（ p1） 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 シ ノ ビ オ リ ン ホ モ 欠 損 マ ウ ス 胎 仔 の 肢 芽 よ り 得 ら れ た 初 代 培 養 細 胞
（ 継 代 数 3; p3） の LacZ染 色 を 示 す 写 真 で あ る 。 サ ブ コ ン フ ル エ ン ト に な る ま で 培 養 し た
。 LacZ染 色 （ overnight） を 行 っ た 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン エ オ シ ン （ HE） 染 色 を 行 っ た 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 へ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ lacZ遺 伝 子 ノ ッ ク
イ ン ） の 初 代 細 胞 の β -galア ッ セ イ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 試 料 は ３ 連 で 測 定 し 、 そ の 平
均 と 標 準 偏 差 を 示 し た 。
【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ は 、 シ ノ ビ オ リ ン 遺 伝 子 へ テ ロ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ lacZ遺 伝 子 ノ ッ ク
イ ン ） の 初 代 細 胞 の β -galア ッ セ イ に よ り 、 シ ノ ビ オ リ ン プ ロ モ ー タ ー 活 性 に 対 す る 各 種
薬 剤 の 影 響 を 調 べ た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 試 料 は ３ 連 で 測 定 し 、 そ の 平 均 と 標 準 偏 差 を 示
し た 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ は 、 Syno-P3を 免 疫 し た マ ウ ス 血 清 の ELISAの 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 3個
体 （ No.1～ 3） か ら 得 た 血 清 を 図 示 し た 倍 率 で 希 釈 し て ELISAを 行 っ た 。 非 免 疫 マ ウ ス の 血
清 （ 図 中 、 正 常 ） を 対 照 に 用 い た 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ ２ は 、 Syno-P2を 免 疫 し た マ ウ ス 血 清 の ELISAの 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 3個
体 （ No.1～ 3） か ら 得 た 血 清 を 図 示 し た 倍 率 で 希 釈 し て ELISAを 行 っ た 。 非 免 疫 マ ウ ス の 血
清 （ 図 中 、 正 常 ） を 対 照 に 用 い た 。
【 図 ４ ３ 】 図 ４ ３ は 、 Syno-P1を 免 疫 し た マ ウ ス 血 清 の ELISAの 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 3個
体 （ No.1～ 3） か ら 得 た 血 清 を 図 示 し た 倍 率 で 希 釈 し て ELISAを 行 っ た 。 非 免 疫 マ ウ ス の 血
清 （ 図 中 、 正 常 ） を 対 照 に 用 い た 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ４ は 、 抗 シ ノ ビ オ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る RAお よ び OA患 者 由 来 滑 膜
細 胞 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ A） お よ び 蛍 光 免 疫 染 色 （ B） の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る
。
【 図 ４ ５ 】 図 ４ ５ は 、 抗 シ ノ ビ オ リ ン モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る RA患 者 由 来 滑 膜 組 織 の 免
疫 染 色 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 ヘ マ ト キ シ リ ン ・ エ オ シ ン （ HE） 染 色 像 も 示 し た 。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ６ は 、 シ ノ ビ オ リ ン の 自 己 ユ ビ キ チ ン 化 活 性 を 示 す 写 真 で あ る 。 FLAG-シ
ノ ビ オ リ ン を 、 GST-HA-ユ ビ キ チ ン 、 ATP、 E1、 お よ び E2の 存 在 下 で 反 応 さ せ 、 抗 FLAG抗 体
お よ び 抗 HA抗 体 に よ り シ ノ ビ オ リ ン の ユ ビ キ チ ン 化 を 検 出 し た 。 CE: 細 胞 抽 出 液 。 IP: 免
疫 沈 降 物 。
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ９ 】 【 図 ３ ９ 】
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【 図 ４ ２ 】 【 図 ４ ３ 】

(49) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 １ 】

(50) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ 】

(51) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ 】

(52) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ４ 】

(53) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ５ 】

(54) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ６ 】

(55) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ７ 】

(56) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ８ 】

(57) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

(58) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 １ １ 】

(59) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 １ ２ 】

(60) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 １ ５ 】

(61) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 １ ６ 】

(62) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 １ ７ 】

(63) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 １ ８ 】

(64) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ０ 】

(65) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ １ 】

(66) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ２ 】

(67) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ３ 】

(68) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ４ 】

(69) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ５ 】

(70) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ６ 】

(71) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ７ 】

(72) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ８ 】

(73) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ２ ９ 】

(74) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ ０ 】

(75) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ １ 】

(76) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ ２ 】

(77) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ ３ 】

(78) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ ４ 】

(79) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ ５ 】

(80) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ ６ 】

(81) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ ７ 】

(82) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ３ ８ 】

(83) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ４ ４ 】

(84) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ４ ５ 】

(85) JP 2007-325595 A 2007.12.20



【 図 ４ ６ 】

【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
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【 手 続 補 正 １ 】
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【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ： １ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 滑 膜 組 織 、 軟 骨 お よ び 骨 組 織 の 発 生 、 分 化 、 お よ び 再 生 を 促 進 す る 活 性 を 有 す る 、 請 求
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項 ２ に 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 次 の （ １ ） － （ ３ ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 活 性 を 有 す る 請 求 項 ２
ま た は ３ に 記 載 の 蛋 白 質 。
（ １ ） 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 患 者 の 血 液 中 に 見 出 さ れ る 抗 体 と 結 合 す る
（ ２ ） シ ノ ビ オ リ ン リ ガ ン ド S1-5と 結 合 す る
（ ３ ） 滑 膜 増 生 を 促 進 す る
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 に 記 載 の ベ ク タ ー を 保 持 す る 形 質 転
換 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 に 記 載 の 形 質 転 換 細 胞 を 培 養 し 、 該 形 質 転 換 細 胞 ま た は そ の 培 養 上 清 か ら 発 現
さ せ た 蛋 白 質 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 蛋 白 質 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、 ま た は 配 列 番 号 ： ３ ～ ５ に 記 載 の
い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 次 の 工 程 を 含 む 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は
配 列 番 号 ： ３ ～ ５ に 記 載 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に 対 す る 、 被 験 化 合
物 の 結 合 活 性 を 検 出 す る 方 法 。
ａ ） 被 験 化 合 物 を 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は 配
列 番 号 ： ３ ～ ５ に 記 載 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 工 程 、 お
よ び
ｂ ） 被 験 化 合 物 と 前 記 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド と の 結 合 を 観 察 す る 工 程
【 請 求 項 １ ０ 】
　 次 の 工 程 を 含 む 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、 お よ び ／ ま た は
配 列 番 号 ： ３ ～ ５ に 記 載 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド と 結 合 す る 活 性 を 有
す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 請 求 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質
、 お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ： ３ ～ ５ に 記 載 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に
対 す る 、 被 験 化 合 物 の 結 合 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 結 合 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 １ １ 】
　 次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 蛋 白 質 と S1-5と の 結 合 に 対 す る 、 被 験 化 合
物 の 阻 害 活 性 を 検 出 す る 方 法 。
ａ ） 被 験 化 合 物 存 在 下 で 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 蛋 白 質 と S1-5と を 接 触 さ せ る 工 程
ｂ ） 前 記 蛋 白 質 に 結 合 す る 前 記 S1-5、 お よ び ／ ま た は 被 験 化 合 物 を 検 出 す る 工 程
【 請 求 項 １ ２ 】
　 次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 蛋 白 質 と S1-5と の 結 合 を 阻 害 す る 化 合 物 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 請 求 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 蛋 白 質 と S1-5と の 結 合
に 対 す る 、 被 験 化 合 物 の 阻 害 活 性 を 検 出 す る 工 程
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 阻 害 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 １ ３ 】
　 次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 蛋 白 質 に よ る 滑 膜 細 胞 増 殖 に 対 す る 、 被 験
化 合 物 の 調 節 活 性 を 検 出 す る 方 法 。
ａ ） 前 記 蛋 白 質 の リ ガ ン ド の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 、 被 験 化 合 物 と 前 記 蛋 白 質 を 接 触 さ
せ る 工 程 、 お よ び
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ｂ ） 前 記 蛋 白 質 を 介 す る 滑 膜 細 胞 増 殖 を 検 出 す る 工 程
【 請 求 項 １ ４ 】
　 次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の 蛋 白 質 に よ る 滑 膜 細 胞 増 殖 を 調 節 す る 活 性
を 有 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 請 求 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 前 記 蛋 白 質 に よ る 滑 膜 細 胞 増 殖 に 対 す る 、 被 験 化
合 物 の 調 節 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 調 節 活 性 が 高 い 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 １ ５ 】
　 次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 対 す る 、 被 験 化 合 物 の 調
節 活 性 を 検 出 す る 方 法 。
ａ ） 被 験 化 合 物 の 存 在 下 で 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 培 養 す る
工 程 、 お よ び
ｂ ） 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程
【 請 求 項 １ ６ 】
　 次 の 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 。
ａ ） 請 求 項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 対 す
る 、 被 験 化 合 物 の 調 節 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 お よ び
ｂ ） 対 照 と 比 較 し て 前 記 活 性 に 差 を 有 す る 被 験 化 合 物 を 選 択 す る 工 程
【 請 求 項 １ ７ 】
　 SI-5を 有 効 成 分 と し て 含 む 、 シ ノ ビ オ リ ン 刺 激 剤 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 外 来 的 に 導 入 さ れ て い る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非
ヒ ト 脊 椎 動 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ モ デ ル 動 物 で あ る 、 請 求 項 に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊
椎 動 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 に 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 に 由 来 す る 細 胞 。
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