
(57)【要約】
【目的】免疫調節剤、抗再狭窄剤または抗腫瘍剤の同定、設計および合成のための新規な
哺乳動物起源のラパマイシン -ＦＫＢＰ１２結合タンパクを提供すること。
【構成】免疫調節剤、抗再狭窄剤または抗腫瘍剤の同定、設計および合成のための新規な
哺乳動物起源のラパマイシン -ＦＫＢＰ１２結合タンパクおよびそれらの断片、ならびに
、これらタンパクに対応するＤＮＡ、ｃＤＮＡ、アンチセンスＲＮＡおよびＤＮＡセグメ
ント。さらに、これらタンパクを単離する方法、ならびに、これらタンパクに関連する治
療上の使用。
【効果】免疫調節剤、抗再狭窄剤または抗腫瘍剤の同定、設計および合成のための新規な
哺乳動物起源のラパマイシン -ＦＫＢＰ１２結合タンパクなどが提供される。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 測 定 し た 場 合 に 分 子 量 が 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ で あ る 単 離 さ れ た タ ン パ ク
ま た は か か る タ ン パ ク の 断 片 で あ っ て 、 ヒ ト か ら 得 る こ と が で き 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ － ラ パ マ
イ シ ン 複 合 体 に 結 合 す る タ ン パ ク ま た は 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ － ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 と の 結 合 特 性 を 示 し 、 ヒ ト 起 源 の タ ン パ ク の ア ミ ノ
酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 測 定 し た 場 合 に 分 子 量 が 約 ２ １ ０ ｋ
Ｄ ａ で あ る 、 単 離 さ れ た タ ン パ ク で あ っ て 、 ヒ ト か ら 得 る こ と が で き 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ － ラ
パ マ イ シ ン 複 合 体 に 結 合 す る タ ン パ ク ま た は 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク ま た は そ の 断 片 、 あ る い は 請 求 項 ２ に 記 載 の Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ １ ２ － ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 と の 結 合 特 性 を 示 す 単 離 さ れ た タ ン パ ク を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ が ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ３ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ４ に て 定 義 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン よ り 誘 導 さ れ た ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ に て 定 義 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン よ り 誘 導 さ れ た ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ４ に 係 る ｃ Ｄ Ｎ Ａ よ り 誘 導 さ れ た ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ４ に 係 る ｃ Ｄ Ｎ Ａ よ り 誘 導 さ れ た ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ の タ ン パ ク に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 新 規 な 免 疫 調 節 お よ び ／ ま た は 抗 腫 瘍 活 性 試 薬 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 請 求
項 ９ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 免 疫 抑 制 薬 を 服 用 し て い る 個 体 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 試 料 中 の 親 化 合 物 お よ び ／ ま た は
代 謝 産 物 を 測 定 す る た め の 請 求 項 ９ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 測 定 し た 場 合 に 分 子 量 が 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ で あ り 、 哺 乳 動 物 細 胞 由 来
の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ － ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 に 結 合 す る 、 タ ン パ ク を 単 離 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 緩 衝 剤 、 キ レ ー ト 剤 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 お よ び 還 元 剤 、 好 ま し く は 低 濃 度 の 塩
の 存 在 下 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で 、 哺 乳 動 物 細 胞 を 溶 解 し 、 未 破 壊 細 胞 、
細 胞 核 、 お よ び 、 細 胞 膜 画 分 と 細 胞 破 砕 物 を 含 む 溶 解 物 を 生 成 さ せ 、
　 ｂ ） タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で 、 該 溶 解 物 か ら 未 破 壊 細 胞 お よ び 細 胞 核 を 前
除 去 し 、 前 清 澄 化 溶 解 物 を 調 製 し 、
　 ｃ ） 該 前 清 澄 化 溶 解 物 に 由 来 す る 、 膜 タ ン パ ク を 含 有 す る 哺 乳 動 物 細 胞 の 細 胞 膜 画 分 を
濃 縮 し 、
　 ｄ ） タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で 、 タ ン パ ク の 有 害 な 変 性 を 引 き 起 こ す こ と な
く 、 タ ン パ ク を 可 溶 化 す る 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 中 に 該 膜 タ ン パ ク を 可 溶 化 し 、 可
溶 化 タ ン パ ク お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 破 砕 物 を 得 て 、
　 ｅ ） 哺 乳 動 物 細 胞 破 砕 物 か ら 可 溶 化 タ ン パ ク を 分 離 し 、
　 ｆ ） 緩 衝 剤 、 還 元 剤 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 二 価 カ チ オ ン 、 好 ま
し く は 塩 を 含 有 す る 緩 衝 液 中 に 可 溶 化 タ ン パ ク を 含 有 す る 溶 液 を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ
ッ ク ス と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス へ の 結 合 を
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可 能 に し 、 か つ 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で 、 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス
に 対 す る 結 合 親 和 性 を 有 す る タ ン パ ク を 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス に 吸 着 さ せ 、
　 ｇ ） タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で 、 工 程 （ ｆ ） の 溶 液 か ら ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト
リ ッ ク ス を 分 離 す る こ と に よ り 、 工 程 （ ｆ ） の ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス に は 結 合 し な
い 可 溶 化 タ ン パ ク を 含 有 す る 溶 液 （ ｇ ） を 得 て 、
　 ｈ ） 溶 液 （ ｇ ） を 、 分 子 量 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ の 所 望 の タ ン パ ク の 単 離 を 促 進 す る Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
１ ２ の Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク と 複 合 体 を 形 成 し た ラ パ マ イ シ ン ま た は ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 （
Ｌ Ａ Ｆ と の 関 係 に お い て Ｉ Ｃ ５ ０ ＜ ５ ０ ０ ｎ Ｍ ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、
融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 ま た は 融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ
シ ン 類 似 物 複 合 体 に 結 合 し た 分 子 量 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ の 所 望 の タ ン パ ク を 含 有 す る 混 合 物 （
ｈ ） を 得 て 、
　 ｉ ） 融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 ま た は 融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ タ ン パ ク
： ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 複 合 体 に 結 合 し た 分 子 量 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ の 所 望 の タ ン パ ク を 含 有 す
る 混 合 物 （ ｈ ） を 、 該 融 合 タ ン パ ク に 結 合 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス と 共 に 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス へ の 結 合 を 可 能 に し 、 か つ 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度
お よ び 時 間 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン
複 合 体 ま た は 融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 複 合 体 に 結 合 さ せ 、
　 ｊ ） 結 合 し た 複 合 体 を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス （ ｉ ） を 、 分 子 量 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ
ａ の 所 望 タ ン パ ク 以 外 の タ ン パ ク の 結 合 を 解 離 す る 緩 衝 液 で す す ぎ 、
　 ｋ ） 緩 衝 液 を 用 い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス （ ｊ ） か ら 、 分 子 量 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ
の タ ン パ ク ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン の 複 合 体 、 あ る い は 、 分 子 量 約 ２ １ ０
ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 複 合 体 を 溶 出 さ せ 、
　 ｌ ） 工 程 （ ｋ ） で 溶 出 し た タ ン パ ク を サ イ ズ に よ っ て 分 離 す る 、
　 こ と を 含 む 、 単 離 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 免 疫 調 節 剤 あ る い は 抗 真 菌 剤 、 抗 増 殖 剤 ま た は 抗 腫 瘍 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 試 験 物 質 を 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ -ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 に 結 合 す る 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン
パ ク と 、 好 ま し く は 固 体 担 体 に 結 合 し て い る タ ン パ ク と 組 み 合 わ せ る 工 程 、
　 ｂ ） 該 試 験 物 質 と 、 工 程 （ ａ ） の （ 好 ま し く は 固 形 担 体 に 結 合 さ せ た ） タ ン パ ク と を 、
該 試 験 物 質 が 該 タ ン パ ク に 結 合 す る の に 適 当 な 条 件 下 で 維 持 す る 工 程 、 お よ び
　 ｃ ） 該 試 験 物 質 の 結 合 が 工 程 （ ｂ ） で 発 生 し た か ど う か を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 免 疫 調 節 剤 あ る い は 抗 真 菌 剤 、 抗 増 殖 剤 ま た は 抗 腫 瘍 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 試 験 物 質 を 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ － ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 に 結 合 す る 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン
パ ク と 、 好 ま し く は 固 形 担 体 に 結 合 し て い る タ ン パ ク と 組 み 合 わ せ る 工 程 、
　 ｂ ） 該 試 験 物 質 と 、 工 程 （ ａ ） の （ 好 ま し く は 固 形 担 体 に 結 合 さ せ た ） タ ン パ ク と を 、
該 試 験 物 質 が 該 タ ン パ ク に 結 合 す る の に 適 当 な 条 件 下 で 維 持 す る 工 程 、 お よ び
　 ｃ ） 該 試 験 物 質 の 存 在 が 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ -ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 に 結 合 す る タ ン パ ク の 活
性 を 調 節 し た か ど う か を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ と 複 合 体 を 形 成 し た 場 合 に 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ － ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 に 結 合 す
る 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 測 定 し た 分 子 量 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ の 哺 乳 動 物 タ ン パ ク に 結 合 す る 、
生 物 学 的 試 料 中 の 、 ラ パ マ イ シ ン 、 ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 ま た は ラ パ マ イ シ ン 代 謝 物 を 検 出
す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） 生 物 学 的 試 料 を Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ と 組 み 合 わ せ 、 ラ パ マ イ シ ン ま た は ラ パ マ イ シ ン 類 似
物 が 該 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す れ ば 、 ラ パ マ イ シ ン ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 複 合 体 ま た は ラ パ マ イ
シ ン 類 似 物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 複 合 体 を 含 有 す る 第 １ の 混 合 物 を 形 成 さ せ る 工 程 ；
　 ｂ ） そ の 第 １ の 混 合 物 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の Ｇ Ｓ Ｔ － Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ -ラ パ マ イ シ ン 複 合
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体 に 結 合 す る タ ン パ ク に 、 好 ま し く は 固 形 担 体 に 結 合 し て い る タ ン パ ク に 添 加 す る こ と に
よ り 、 第 ２ の 混 合 物 を 調 製 す る 工 程 ；
　 ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 第 ２ の 混 合 物 を 、 ラ パ マ イ シ ン ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 複 合 体 ま た は ラ パ マ イ
シ ン 類 似 物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 複 合 体 が 、 そ れ ら が 存 在 す る な ら ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ -ラ
パ マ イ シ ン 複 合 体 に 結 合 す る タ ン パ ク に 結 合 す る の に 適 当 な 条 件 下 で 維 持 す る 工 程 ； お よ
び
　 ｄ ） ラ パ マ イ シ ン ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 複 合 体 、 ま た は ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 複
合 体 と 、 該 タ ン パ ク と の 結 合 が 工 程 （ ｃ ） で 発 生 し た か ど う か を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 、 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 移 植 拒 絶 反 応 、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 疾 患 、 充 実 性 腫 瘍 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 真 菌
感 染 お よ び 増 殖 過 多 血 管 疾 患 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 病 状 の 治 療 に 用 い る た め の 請 求 項
４ に 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン か ら 誘 導 さ れ る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 移 植 拒 絶 反 応 、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 疾 患 、 充 実 性 腫 瘍 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 真 菌
感 染 お よ び 増 殖 過 多 血 管 疾 患 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 病 状 の 治 療 用 の 医 薬 を 調 製 す る た
め の 請 求 項 ４ に 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ る 免 疫 調 節 量 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 移 植 拒 絶 反 応 、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 疾 患 、 充 実 性 腫 瘍 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 真 菌
感 染 お よ び 増 殖 過 多 血 管 疾 患 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 病 状 の 治 療 に 用 い る た め の 請 求 項
４ に 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ る ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 移 植 拒 絶 反 応 、 自 己 免 疫 疾 患 、 炎 症 疾 患 、 充 実 性 腫 瘍 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 真 菌
感 染 お よ び 増 殖 過 多 血 管 疾 患 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 病 状 の 治 療 用 の 医 薬 を 調 製 す る た
め の 請 求 項 ４ に 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ る 免 疫 調 節 量 の ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 移 植 拒 絶 反 応 が 腎 臓 、 心 臓 、 肝 臓 、 肺 、 骨 髄 、 膵 臓 （ 島 細 胞 ） 、 角 膜 、 小 腸 、 皮 膚 同 種
移 植 片 ま た は 心 臓 弁 異 種 移 植 片 に 拮 抗 す る も の で あ る 、 請 求 項 １ ６ ま た は １ ８ に て 特 定 さ
れ る 用 途 の た め の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は 請 求 項 １ ７ ま た は １ ９ 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 が 狼 瘡 、 関 節 リ ウ マ チ 、 真 性 糖 尿 病 、 重 症 筋 無 力 症 お よ び 多 発 性 硬 化 症 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ ま た は １ ８ に て 特 定 さ れ る 用 途 の た め の ア ン チ セ ン
ス Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は 請 求 項 １ ７ ま た は １ ９ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 炎 症 疾 患 が 乾 癬 、 皮 膚 炎 、 湿 疹 、 脂 漏 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 お よ び 眼 ブ ド ウ 膜 炎 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ ま た は １ ８ に て 特 定 さ れ る 用 途 の た め の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ
ま た は Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は 請 求 項 １ ７ ま た は １ ９ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 増 殖 過 多 血 管 疾 患 が 再 狭 窄 ま た は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 で あ る 、 請 求 項 １ ６ ま た は １
８ に て 特 定 さ れ る 用 途 の た め の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は 請 求 項 １ ７ ま
た は １ ９ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 測 定 し た 場 合 に 分 子 量 が 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ で あ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド で あ っ て 、
（ ａ ） ヒ ト 細 胞 材 料 の 試 料 を 準 備 し ；
（ ｂ ） 細 胞 膜 タ ン パ ク を 含 む 細 胞 材 料 の 抽 出 物 を 調 製 し ；
（ ｃ ） 該 抽 出 物 を 、
　 （ ｉ ） ラ パ マ イ シ ン 、 お よ び
　 （ ｉ ｉ ） Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２
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の 複 合 体 を 含 む ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 と 、 該 材 料 が 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 と 特 異 的 に 結 合 し
う る 条 件 下 で 接 触 さ せ て 、 そ れ と 結 合 さ せ ；
（ ｄ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 と 結 合 し な い 材 料 を そ の ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 お よ び そ れ と 結 合
し た 材 料 よ り 分 離 し ；
（ ｅ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 と 結 合 し た 材 料 を そ こ か ら 解 離 さ せ ； お よ び
（ ｆ ） 分 子 量 が 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ の ポ リ ペ プ チ ド を 、 そ の ア フ ィ ニ テ ィ ー 試 薬 よ り 解 離 さ せ
た 他 の 材 料 よ り 分 離 す る
こ と を 含 む 工 程 に よ り 調 製 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ラ パ マ イ シ ン の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク に 関 す る 。 さ ら に 詳 し く は 、 本 発 明 は
、 免 疫 調 節 剤 、 抗 再 狭 窄 剤 ま た は 抗 腫 瘍 剤 の 同 定 、 設 計 お よ び 合 成 の た め の 哺 乳 動 物 起 源
の 新 規 な ラ パ マ イ シ ン -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 結 合 タ ン パ ク に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ラ パ マ イ シ ン は 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ ハ イ グ ロ ス コ ピ カ ス （ Streptomyces hygroscop
icus） に よ っ て 生 産 さ れ る マ ク ロ ラ イ ド 系 抗 生 物 質 で あ り 、 最 初 は 、 抗 真 菌 剤 と し て の そ
の 性 質 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た 。 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） や ミ ク ロ
ス ポ ラ ム ・ ジ プ セ ウ ム （ Microsporum gypseum） な ど の カ ビ の 増 殖 に 悪 影 響 を 及 ぼ す 。 ラ
パ マ イ シ ン 、 そ の 製 造 お よ び そ の 抗 生 物 質 活 性 に つ い て は 、 特 許 文 献 １ （ ス レ ン ド ラ ・ セ
ー ガ ル （ Surendra Sehgal） ら 、 1975年 12月 30日 付 で 発 行 ） に 記 載 さ れ て い る 。 1977年 に
は 、 マ ー テ ル ， ア ー ル ・ ア ー ル （ Martel， R.R.） ら に よ り 、 非 特 許 文 献 １ に 、 実 験 的 な ア
レ ル ギ ー 脳 炎 お よ び ア ジ ュ バ ン ト 関 節 炎 に 対 す る ラ パ マ イ シ ン の 免 疫 抑 制 性 が 報 告 さ れ た
。 1989年 に は 、 非 特 許 文 献 ２ な ら び に 非 特 許 文 献 ３ が 、 別 々 に 、 同 種 異 系 移 植 手 術 に お け
る イ ン ビ ボ で の 拒 絶 反 応 を 阻 害 す る 際 の ラ パ マ イ シ ン の 有 効 性 に つ い て 報 告 し た 。 続 い て
、 ラ パ マ イ シ ン の 免 疫 抑 制 性 お よ び 拒 絶 反 応 阻 害 性 に つ い て 記 載 す る 数 多 く の 論 文 が 発 表
さ れ た が 、 臨 床 研 究 に つ い て は 、 ヒ ト に お け る 移 植 手 術 の 際 の 拒 絶 反 応 を 阻 害 す る の に ラ
パ マ イ シ ン を 使 用 す る こ と か ら 始 ま っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ラ パ マ イ シ ン は 、 単 独 （ 特 許 文 献 ２ ） で 、 あ る い は 、 ピ シ バ ニ ル と 組 み 合 わ せ て （ 特 許
文 献 ３ ） 、 抗 腫 瘍 活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 非 特 許 文 献 ４ は 、 ラ パ マ イ シ ン が 、
実 験 的 な ア レ ル ギ ー 脳 脊 髄 炎 モ デ ル 、 多 発 性 硬 化 症 の モ デ ル 、 ア ジ ュ バ ン ト 関 節 炎 モ デ ル
、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の モ デ ル に 有 効 で あ り 、 Ｉ ｇ Ｅ 様 抗 体 の 形 成 を 効 果 的 に 阻 害 し た こ と
を 開 示 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ラ パ マ イ シ ン の 免 疫 抑 制 効 果 は 、 非 特 許 文 献 ５ に 開 示 さ れ て い る 。 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ や
Ｆ Ｋ -５ ０ ６ な ど の マ ク ロ 環 状 分 子 も ま た 、 免 疫 抑 制 剤 と し て 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ て
お り 、 そ れ ゆ え 、 移 植 組 織 の 拒 絶 反 応 を 予 防 す る の に 有 用 で あ る （ 非 特 許 文 献 ５ ； 非 特 許
文 献 ６ ； 非 特 許 文 献 ７ ； お よ び 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ラ パ マ イ シ ン は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ 特 許 文 献 ５ ） 、 肺 炎 （ 特 許 文 献 ６ ） 、 イ ン
シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ 非 特 許 文 献 ８ ） 、 な ら び に 血 管 損 傷 後 の 平 滑 筋 細 胞 増 殖 お よ び 内
膜 肥 大 化 （ 非 特 許 文 献 ９ ） を 防 止 し た り 、 治 療 し た り す る の に 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ラ パ マ イ シ ン の モ ノ お よ び ジ ア シ ル 化 誘 導 体 （ ２ ８ 位 お よ び ４ ３ 位 で エ ス テ ル 化 ） は 、
抗 真 菌 剤 と し て 有 用 で あ る こ と が 示 さ れ て お り （ 特 許 文 献 ７ ） 、 ラ パ マ イ シ ン の 水 溶 性 プ
ロ ド ラ ッ グ を 製 造 す る の に 用 い ら れ て い る （ 特 許 文 献 ８ ） 。 最 近 、 ラ パ マ イ シ ン の 番 号 付
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け の 規 約 が 変 更 さ れ た ； そ れ ゆ え 、 ケ ミ カ ル ・ ア ブ ス ト ラ ク ツ の 命 名 法 に 従 え ば 、 上 記 の
エ ス テ ル は 、 ３ １ 位 お よ び ４ ２ 位 に お け る も の に な る 。 特 許 文 献 ９ は 、 免 疫 抑 制 剤 、 抗 炎
症 剤 、 抗 真 菌 剤 、 お よ び 抗 腫 瘍 剤 と し て 有 用 な 、 ラ パ マ イ シ ン の カ ー バ メ ー ト を 開 示 し て
い る 。 特 許 文 献 １ ０ は 、 ラ パ マ イ シ ン の フ ッ 素 化 エ ス テ ル を 開 示 し て い る 。 特 許 文 献 １ １
は 、 ラ パ マ イ シ ン の ア ミ ド エ ス テ ル を 開 示 し て い る 。 特 許 文 献 １ ２ は 、 ラ パ マ イ シ ン の ア
ミ ノ エ ス テ ル を 開 示 し て い る 。 特 許 文 献 １ ３ は 、 ラ パ マ イ シ ン の ス ル ホ ネ ー ト お よ び ス ル
フ ァ メ ー ト を 開 示 し て い る 。 特 許 文 献 １ ４ は 、 ラ パ マ イ シ ン の ス ル ホ ニ ル カ ー バ メ ー ト を
開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 特 許 文 献 ４ （ カ ル ネ （ Calne） ） は 、 ラ パ マ イ シ ン な ら び に そ の 誘 導 体 お よ び プ ロ ド ラ
ッ グ を 用 い て 哺 乳 動 物 に お け る 移 植 組 織 の 拒 絶 反 応 を 阻 害 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 ラ パ
マ イ シ ン と 共 に 用 い る た め に 挙 げ ら れ て い る 他 の 化 学 療 法 剤 は 、 ア ザ チ オ プ リ ン 、 コ ル チ
コ ス テ ロ イ ド 、 シ ク ロ ス ポ リ ン （ お よ び シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ ） 、 お よ び Ｆ Ｋ -５ ０ ６ 、 あ る
い は そ の 組 合 せ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ラ パ マ イ シ ン は 、 細 胞 内 の シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン を 遮 断 す る こ と に よ っ て 、 免 疫
抑 制 効 果 を 生 じ る 。 ラ パ マ イ シ ン は 、 Ｔ 細 胞 お よ び マ ス ト 細 胞 に お け る カ ル シ ウ ム 依 存 性
シ グ ナ ル カ ス ケ ー ド を 干 渉 す る よ う で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ０ ） 。 ラ パ マ イ シ ン は 、 Ｆ Ｋ -
５ ０ ６ 結 合 タ ン パ ク （ Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ） 系 統 群 の メ ン バ ー で あ る 幾 つ か の イ ム ノ フ ィ リ ン （ immu
nophilin） に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 特 に 、 ラ パ マ イ シ ン は 、 結 合 タ ン パ ク Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ １ ２ 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ３ 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ２ ５ （ 非 特 許 文 献 １ １ お よ び 非 特 許 文 献 １ ２ ； 非 特 許 文
献 １ ３ ） 、 お よ び Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ５ ２ （ 特 許 文 献 １ ５ ） に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ラ パ マ イ シ ン は 、 マ イ ト ジ ェ ン 誘 発 の Ｔ 細 胞 お よ び Ｂ 細 胞 の 増 殖 、 な ら び に 、 Ｉ Ｌ -２
、 Ｉ Ｌ -３ 、 Ｉ Ｌ -４ お よ び Ｉ Ｌ -６ を 含 む 数 種 の サ イ ト カ イ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る 増 殖 を
阻 害 す る こ と が で き る （ 非 特 許 文 献 １ ４ ） 。 そ れ は ま た 、 抗 体 産 生 を 阻 害 す る こ と が で き
る 。 ラ パ マ イ シ ン は 、 細 胞 周 期 の 進 行 に 伴 う タ ン パ ク 合 成 を 減 少 さ せ る ラ パ マ イ シ ン の 能
力 と 互 い に 関 係 が あ る と 思 わ れ る ｐ ７ ０ Ｓ ６ キ ナ ー ゼ の サ イ ト カ イ ン 誘 発 活 性 化 を 遮 断 す
る こ と が 示 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ５ ； 非 特 許 文 献 １ ６ ； 非 特 許 文 献 １ ７ ； 非 特 許 文 献
１ ８ ） 。 そ れ は ま た 、 ｃ ｄ ｋ ２ /サ イ ク リ ン Ｅ 複 合 体 の 活 性 化 を 阻 害 す る （ 非 特 許 文 献 １
９ ； 非 特 許 文 献 ２ ０ ； 非 特 許 文 献 ２ １ ） 。 ラ パ マ イ シ ン の 効 果 は 、 ｐ ７ ０ ｓ ６ キ ナ ー ゼ や
ｃ ｄ ｋ ２ /サ イ ク リ ン Ｅ へ の 直 接 結 合 に よ っ て 媒 介 さ れ る の で は な く 、 こ れ ら キ ナ ー ゼ の
活 性 化 状 態 を 調 節 す る 上 流 成 分 へ の ラ パ マ イ シ ン -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 の 作 用 に よ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 一 般 に 、 ラ パ マ イ シ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン お よ び Ｆ Ｋ ５ ０ ６ な ど の 免 疫 抑 制 剤 の 作 用 が 、
そ れ ら の 各 々 の 細 胞 内 受 容 体 タ ン パ ク （ イ ム ノ フ ィ リ ン と 呼 ば れ る ） と の 複 合 体 の 形 成 に
依 存 す る こ と は 受 け 入 れ ら れ て い る 。 こ れ ら の 免 疫 抑 制 剤 が そ れ ら の 各 々 の イ ム ノ フ ィ リ
ン と 結 合 す る こ と は 、 イ ム ノ フ ィ リ ン の シ ス -ト ラ ン ス ペ プ チ ジ ル プ ロ リ ル イ ソ メ ラ ー ゼ
（ Ｐ Ｐ Ｉ ase） 活 性 を 阻 害 す る が 、 Ｐ Ｐ Ｉ ase阻 害 は 、 免 疫 抑 制 活 性 を 媒 介 す る ほ ど 充 分 で
は な い （ 非 特 許 文 献 ２ ２ ） 。 デ ィ ー ル ス -ア ル ダ ー 付 加 物 で あ る ２ 種 の ラ パ マ イ シ ン 類 似
物 （ 一 方 は ４ -フ ェ ニ ル -１ ,２ ,４ -ト リ ア ゾ リ ン -３ ,５ -ジ オ ン と の 付 加 物 で あ り 、 他 方 は
４ -メ チ ル -１ ,２ ,４ -ト リ ア ゾ リ ン -３ ,５ -ジ オ ン と の 付 加 物 ） は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ に 結 合 し 、 そ
の Ｐ Ｐ Ｉ ase活 性 を 阻 害 し た が 、 検 出 可 能 な 免 疫 抑 制 活 性 を 示 さ な か っ た 。 モ ル 大 過 剰 の
フ ェ ニ ル -ト リ ア ゾ リ ン ジ オ ン ・ デ ィ ー ル ス -ア ル ダ ー 付 加 物 は 、 マ イ ト ジ ェ ン 誘 発 の マ ウ
ス 胸 腺 細 胞 増 殖 に お け る Ｄ Ｎ Ａ 合 成 へ の ラ パ マ イ シ ン の 効 果 を 競 合 的 に 阻 害 す る こ と が 示
さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ３ ） 。 最 近 の 証 拠 は 、 シ ク ロ フ ィ リ ン -シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ や Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ -Ｆ Ｋ ５ ０ ６ な ど の バ イ ナ リ ー イ ム ノ フ ィ リ ン -薬 物 複 合 体 が 、 特 定 の 標 的 タ ン パ ク
に 作 用 す る こ と に よ っ て シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン を 遮 断 す る こ と を 可 能 に す る 新 し い
機 能 を 獲 得 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 シ ク ロ フ ィ リ ン -シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ お よ び Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ -Ｆ Ｋ ５ ０ ６ 複 合 体 の 両 方 の 分 子 標 的 は 、 Ｃ ａ ＋ ２ /カ ル モ デ ュ リ ン （ calmodulin） 依

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-14344 A 2007.1.25



存 性 セ リ ン /ス レ オ ニ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ カ ル シ ネ ウ リ ン （ calcineurin） と し て 同 定 さ れ て
い る （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ； 非 特 許 文 献 ２ ５ ； 非 特 許 文 献 ２ ６ ； 非 特 許 文 献 ２ ７ ； 非 特 許 文 献
２ ８ ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ラ パ マ イ シ ン の 抗 菌 活 性 お よ び 免 疫 抑 制 活 性 は 、 ラ パ マ イ シ ン と 、 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ 結 合 タ ン
パ ク （ Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ） 系 統 群 の あ る メ ン バ ー と 、 少 な く と も １ 種 の 付 加 的 な 第 ３ の タ ン パ ク （
ラ パ マ イ シ ン の 標 的 （ Ｔ Ｏ Ｒ ） と 呼 ば れ る ） と か ら な る 複 合 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ の 系 統 群 に つ い て は 、 ア ー ミ ス テ ッ ド （ Armistead） お よ び ハ ー デ ィ ン グ （ Harding）
に よ っ て 総 説 が 与 え ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ９ ） 。 ラ パ マ イ シ ン の 抗 菌 活 性 に お け る 関
連 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 分 子 は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ０ ） 。 哺 乳 動
物 細 胞 に つ い て 、 関 連 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ は 研 究 中 で あ る 。 ２ 種 の Ｔ Ｏ Ｒ タ ン パ ク （ Ｔ Ｏ Ｒ １ お よ び
Ｔ Ｏ Ｒ ２ ） は 酵 母 に お い て 同 定 さ れ て い る が （ 非 特 許 文 献 ３ １ ） 、 ヒ ト 細 胞 中 に お け る ラ
パ マ イ シ ン の 標 的 は 、 不 明 の ま ま で あ る 。 酵 母 Ｔ Ｏ Ｒ ２ の カ ル ボ キ シ 末 端 は 、 ２ 種 の タ ン
パ ク （ す な わ ち 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ３ -キ ナ ー ゼ の ｐ １ １ ０ サ ブ ユ ニ ッ ト お よ
び Ｖ Ｐ Ｓ ３ ４ ） と 、 ２ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ 、 ま た 、 酵 母 液 胞 選 別 タ ン パ ク
は Ｐ Ｉ  ３ Ｋ 活 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 し か し 、 ジ ェ イ ・ ブ レ ニ ス （ J. Blenis）
ら は 、 ラ パ マ イ シ ン -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 複 合 体 が 、 ｐ １ １ ０ ， ｐ ８ ５  Ｐ Ｉ  ３ Ｋ 複 合 体 に よ っ
て 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ 刺 激 さ れ た 細 胞 に 対 す る そ の 効 果 を 直 接 媒 介 し な い こ と を 報 告 し て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 3,929,992号
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 4,885,171号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 4,401,653号
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 5,100,899号
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 5,078,999号
【 特 許 文 献 ６ 】 米 国 特 許 第 5,080,899号
【 特 許 文 献 ７ 】 米 国 特 許 第 4,316,885号
【 特 許 文 献 ８ 】 米 国 特 許 第 4,650,803号
【 特 許 文 献 ９ 】 米 国 特 許 第 5,118,678号
【 特 許 文 献 １ ０ 】 米 国 特 許 第 5,100,883号
【 特 許 文 献 １ １ 】 米 国 特 許 第 5,118,677号
【 特 許 文 献 １ ２ 】 米 国 特 許 第 5,130,307号
【 特 許 文 献 １ ３ 】 米 国 特 許 第 5,117,203号
【 特 許 文 献 １ ４ 】 米 国 特 許 第 5,194,447号
【 特 許 文 献 １ ５ 】 WO 93/07269
【 非 特 許 文 献 １ 】 カ ナ デ ィ ア ン ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ フ ィ ジ オ ロ ジ カ ル ・ フ ァ ー マ コ ロ ジ
ー （ Canadian Journal of Physiological Pharmacology） 55,48-51(1977)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 カ ル ネ 、 ア ー ル ・ ワ イ （ Calne， R.Y.） ら 、 ラ ン セ ッ ト （ Lancet） 1989,
no.2,p.227
【 非 特 許 文 献 ３ 】 モ リ ス 、 ア ー ル ・ イ ー （ Morris， R.E.） お よ び メ イ ザ ー 、 ビ ー ・ エ ム （
Meiser， B.M.） 、 メ デ ィ カ ル ・ サ イ エ ン ス ・ リ サ ー チ （ Medical Science Research） 1989
,No.17,p.609-10
【 非 特 許 文 献 ４ 】 ア ー ル ・ ア ー ル ・ マ ー テ ル （ R.R. Martel） ら 、 カ ナ デ ィ ア ン ・ ジ ャ ー
ナ ル ・ オ ブ ・ フ ィ ジ オ ロ ジ ー ・ ア ン ド ・ フ ァ ー マ コ ロ ジ ー （ Can. J. Physiol. Pharmacol
.） 55,48(1977)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 FASEB 3,3411(1989)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 FASEB 3,5256(1989)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 ア ー ル ・ ワ イ ・ カ ル ネ （ R.Y. Calne） ら 、 ラ ン セ ッ ト （ Lancet） 1183(1
978)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 フ ィ フ ス ・ イ ン ト ・ コ ン フ ・ イ ン フ ラ ム ・ レ ス ・ ア ソ ク （ Fifth Int. C
onf. Inflamm. Res. Assoc.） 121(要 約 ),(1990)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 モ リ ス 、 ア ー ル （ Morris， R.） ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ハ ー ト ・ ア ン ド ・ ラ
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） 48： 2545-2558
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-127
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 免 疫 調 節 剤 、 抗 再 狭 窄 剤 ま た は 抗 腫 瘍 剤 の 同 定 、 設 計 お よ び 合 成 の た め の 新 規 な 哺 乳 動
物 起 源 の ラ パ マ イ シ ン -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 結 合 タ ン パ ク の 提 供 が 望 ま れ て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 本 発 明 は 、 Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ -ラ パ マ イ シ ン の 複 合 体 に 結 合 す る 単 離 さ れ 、 ク ロ ー ン
化 さ れ 、 か つ 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク に 関 す る 。 こ れ ら タ ン パ ク は 、 モ ル ト （ Molt） ４ Ｔ 細
胞 白 血 病 の 膜 調 製 物 か ら 単 離 さ れ る 。 ４ 種 の 新 規 な タ ン パ ク の サ イ ズ は 、 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 移 動 法
に よ っ て 、 １ ２ ５ ± １ ２ キ ロ ダ ル ト ン （ ｋ Ｄ ａ ） 、 １ ４ ８ ± １ ４ ｋ Ｄ ａ 、 ２ ０ ８ ± １ ５ ｋ
Ｄ ａ お よ び ２ １ ０ ± ２ ０ ｋ Ｄ ａ で あ る と 推 定 さ れ 、 そ れ ぞ れ 、 １ ２ ５ ｋ Ｄ ａ 、 １ ４ ８ ｋ Ｄ
ａ 、 ２ ０ ８ ｋ Ｄ ａ 、 お よ び ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ と し て 表 さ れ て い る 。 こ れ ら ４ 種 の タ ン パ ク は 、
エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク は 、 酵 素 阻 害 剤 ア ッ セ イ や 結 合 ア ッ セ イ な ど の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ に 用 い て 、 内 因 性 の 複 合 体 お よ び リ ガ ン ド 、 な ら び に 、 そ れ ら の 機 能 を 調 節 す る 新 規 な
外 因 性 の 化 合 物 （ ラ パ マ イ シ ン 様 ） を 同 定 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 再 狭 窄 や 免 疫 調
節 に 対 し て 、 ま た 、 抗 腫 瘍 剤 と し て 、 治 療 上 の 利 点 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る ア ッ セ イ に
用 い る こ と も で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と は 、 こ れ ら タ ン パ ク を 大
量 に 生 産 す る こ と を 可 能 に す る だ け で な く 、 関 連 の ア ン チ セ ン ス 療 法 を 開 発 す る 基 礎 を も
提 供 す る 。 免 疫 調 節 活 性 （ 移 植 手 術 の 拒 絶 反 応 、 対 宿 主 性 移 植 片 病 、 狼 瘡 な ど の 自 己 免 疫
疾 患 、 重 症 筋 無 力 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 I型 糖 尿 病 、 な ら び に 、 乾 癬 、
皮 膚 炎 、 湿 疹 、 脂 漏 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 肺 炎 、 喘 息 、 お よ び 眼 の ブ ド ウ 膜 炎 な ど の 炎 症 疾
患 に 対 す る 使 用 ） 、 抗 再 狭 窄 活 性 お よ び 抗 腫 瘍 活 性 を 用 い て ア ン チ セ ン ス 療 法 を 実 施 す る
た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 使 用 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク は 、 Ｔ 細 胞 白 血 病 細 胞 系 モ ル ト ４ の 細 胞 （ ATCC1582、 ア メ リ カ ン ・ タ
イ プ ・ セ ル ・ カ ル チ ャ ー （ American Type Cell Culture） 、 12301パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ
ブ （ Parklawn Drive） 、 ロ ッ ク ビ ル （ Rockville） 、 MD、 USA、 20852） 、 Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫
、 Ｂ Ｊ Ａ Ｂ 、 ま た は 正 常 な ヒ ト Ｔ 細 胞 な ど の 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 低 張 圧 緩 衝 液 Ａ （ １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 pＨ ７ .５ 、 ２ ０ ｍ Ｍ  
Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .４ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ お よ び ２ ｍ Ｍ  β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
（ ２ -Ｍ Ｅ ） ） な ど の 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 お よ び 還 元 剤 （ ２ -Ｍ Ｅ ） を 含 有 す る 緩 衝 液 中
で 溶 解 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 核 お よ び 未 破 壊 細 胞 は 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る
温 度 で 遠 心 分 離 に よ っ て 取 り 除 か れ る 。 次 い で 、 こ れ ら 細 胞 の 膜 画 分 は 、 １ ０ ０ ,０ ０ ０
ｇ の 超 遠 心 分 離 に よ っ て 濃 縮 ま た は ペ レ ッ ト 化 す る こ と が で き る 。 膜 ペ レ ッ ト の 界 面 活 性
剤 に よ る 可 溶 化 は 、 Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ Ｏ （ ３ -[(３ -コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-１ -
プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト ； １ ２ ｍ Ｍ ） ま た は ト リ ト ン Ｘ １ ０ ０ （ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ４
-イ ソ オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル ） を 含 む 緩 衝 液 Ｂ （ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ .２ 、 １
０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 １ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ 、 ２ ｍ Ｍ  
Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 ２ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ μ ｇ /ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ
ン Ａ お よ び ア ン チ ペ イ ン ） な ど の 界 面 活 性 剤 含 有 緩 衝 液 中 で 実 施 す る 。 次 い で 、 可 溶 化 さ
れ た 膜 タ ン パ ク は 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で １ ０ ０ ,０ ０ ０ ｇ の 超 遠 心 分 離
に よ っ て 、 破 砕 物 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 可 溶 化 さ れ た 膜 タ ン パ ク を 含 有 す
る 上 清 を 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 存 在 下 、 グ ル タ
チ オ ン 樹 脂 な ど の ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 に 前 吸 着 さ せ る 。 上 清 か ら 樹 脂 を 除 去 す る た め に 遠
心 分 離 し た 後 、 こ の 上 清 を 、 次 い で 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ に
複 合 体 化 し た ラ パ マ イ シ ン ま た は ラ パ マ イ シ ン 類 似 体 、 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ --
ラ パ マ イ シ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ に 複 合 体 化 し た ラ パ マ イ シ ン
ま た は ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 、 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ --ラ パ マ イ シ ン と 共 に イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 可 溶 化 膜 タ ン パ ク の 混 合 物 は 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 で 、 ア フ
ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 と イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 ラ パ マ イ シ ン ま た は ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 、 Ｆ Ｋ Ｂ
Ｐ 融 合 タ ン パ ク お よ び 結 合 タ ン パ ク の 複 合 体 を 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 最 も 非 特 異 的 な
タ ン パ ク を 、 界 面 活 性 剤 含 有 緩 衝 液 、 例 え ば 、 緩 衝 液 Ｃ （ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ .２
、 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 １ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ ま た は
１ ０ ｍ Ｍ  ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ μ
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ｇ /ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン Ａ お よ び ア ン チ ペ イ ン 、 な ら び に ０ .
１ ％ ト リ ト ン Ｘ １ ０ ０ （ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ４ -イ ソ オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル ） ）
を 用 い て 、 す す い だ 後 、 こ れ ら タ ン パ ク を 、 樹 脂 か ら 解 離 さ せ る の に 充 分 な 界 面 活 性 剤 を
含 有 す る 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 ラ エ ム リ （ Laemli） 、 ネ イ チ ャ ー （ Nature） 227： 680,1970に
記 載 の 、 必 要 に 応 じ て グ リ セ ロ ー ル ま た は 色 素 を 含 む ラ エ ム リ 緩 衝 液 ） な ど の 変 性 条 件 下
で 、 ま た は 、 ５ ｍ Ｍ グ ル タ チ オ ン な ど の ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 適 当 な 溶 出 化 合 物 を 含 有
す る 緩 衝 液 な ど の 非 変 性 条 件 下 で 、 樹 脂 か ら 溶 出 さ せ る 。 次 い で 、 Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） を 用 い て 、 こ れ ら タ ン パ ク を サ イ ズ に よ っ て 分 離
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 タ ン パ ク の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 な ら び に 、 上 記 タ ン パ ク の 遺 伝 子 に
対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 。 本 発 明 は さ ら に 、
上 記 タ ン パ ク と 少 な く と も 機 能 的 に 相 同 ま た は 等 価 で あ る 他 の 哺 乳 動 物 種 の タ ン パ ク 、 な
ら び に 、 か か る 相 同 ま た は 等 価 タ ン パ ク の Ｄ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 、 お よ び か か る 相 同 ま た は 等
価 タ ン パ ク の 遺 伝 子 に 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含
む 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 に 対 し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク の 等 価 物 は 、 上 記 タ ン パ ク に 対 し て 実 質 的 に
類 似 し て い る が 、 同 一 で は な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 タ ン パ ク 、 タ ン パ ク 断 片 お よ び ／
ま た は 切 断 さ れ た 形 態 で あ る と 見 な さ れ 、 か か る 等 価 物 は 上 記 タ ン パ ク に 類 似 し た ラ パ マ
イ シ ン -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 に 結 合 す る 特 性 お よ び 機 能 を 示 す 。 そ れ ゆ え 、 本 明 細 書 で は 、 本
発 明 の １ ２ ５ ｋ Ｄ ａ 、 １ ４ ８ ｋ Ｄ ａ 、 ２ ０ ８ ｋ Ｄ ａ 、 お よ び ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク に 言 及
す る こ と は 、 上 記 の １ ２ ５ ｋ Ｄ ａ 、 １ ４ ８ ｋ Ｄ ａ 、 ２ ０ ８ ｋ Ｄ ａ 、 お よ び ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ タ
ン パ ク と 実 質 的 に 類 似 し て い る が 、 同 一 で は な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 相 同 ま た は 等 価
タ ン パ ク 、 な ら び に 、 断 片 化 お よ び ／ ま た は 切 断 さ れ た 形 態 を 示 し 、 含 む も の と 理 解 す べ
き で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ れ ら タ ン パ ク あ る い は 相 同 ま た は 等 価 タ ン パ ク は 、 様 々 な 細 胞 タ イ プ か ら 同 様 の 方 法
に よ っ て 、 お よ び ／ ま た は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ っ て 、 生 成 さ せ る こ と が で き 、 ま た 、 部
位 特 異 的 変 異 誘 発 処 理 を 含 む 手 法 に よ っ て 改 変 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、
こ れ ら タ ン パ ク の １ つ ま た は 全 部 を 、 単 離 に 有 利 な 融 合 相 手 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｓ オ リ ゴ マ ー
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ -ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ な ど ） と の 融 合
タ ン パ ク と し て 発 現 す る よ う に 構 築 す る こ と が で き る 。 可 溶 形 に な る 変 異 や 切 断 を 部 位 特
異 的 変 異 誘 発 処 理 に よ っ て 導 入 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 単 離 が 有 利 に な り う る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 結 合 親 和 性 を 保 持 し て い る が 、 活 性 タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 配 列 よ り 少 な
い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 、 切 断 形 お よ び タ ン パ ク 断 片 を 含 む 。 本 発
明 は ま た 、 こ れ ら タ ン パ ク に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 、 そ れ
ら の 使 用 と を 含 む 。 こ の よ う な 使 用 に は 、 免 疫 調 節 お よ び ／ ま た は 抗 腫 瘍 活 性 の た め の 新
規 な 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 や 、 免 疫 抑 制 薬 を 服 用 し て い る 個 体 か ら 得 た 生 物 学 的
試 料 中 の 親 化 合 物 お よ び ／ ま た は 代 謝 物 を 測 定 す る 方 法 が 含 ま れ る 。 免 疫 調 節 活 性 （ 移 植
手 術 の 拒 絶 反 応 、 対 宿 主 性 移 植 片 病 、 狼 瘡 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 、 重 症 筋 無 力 症 、 多 発 性 硬
化 症 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 I型 糖 尿 病 、 な ら び に 、 乾 癬 、 皮 膚 炎 、 湿 疹 、 脂 漏 症 、 炎 症 性
腸 疾 患 、 肺 炎 、 喘 息 、 お よ び 眼 の ブ ド ウ 膜 炎 な ど の 炎 症 疾 患 に 対 す る 使 用 ） 、 お よ び 抗 腫
瘍 活 性 を 用 い て ア ン チ セ ン ス 療 法 （ ミ リ ガ ン （ Milligan） ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ メ デ ィ
シ ナ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J. Med. Chem.） 36： 1923-1936,1993） を 実 施 す る た め の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ク ロ ー ン の 使 用 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク は 、 当 業 者 に 周 知 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 製 造 す る こ と も で き る
。 つ ま り 、 課 題 の タ ン パ ク の 遺 伝 子 は 、 こ の タ ン パ ク を 、 リ シ ン Ｃ な ど の プ ロ テ ア ー ゼ で
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切 断 す る こ と に よ っ て 部 分 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 て 、 得 ら れ た タ ン パ ク 断 片 を 微 孔 Ｈ Ｐ Ｌ
Ｃ に よ っ て 単 離 し た 後 、 断 片 の 配 列 決 定 （ マ ツ ダ イ ラ （ Matsudaira） 、 ア ・ プ ラ ク テ ィ カ
ル ・ ガ イ ド ・ ト ゥ ー ・ プ ロ テ イ ン ・ ア ン ド ・ ペ プ チ ド ・ ピ ュ リ フ ィ ケ ー シ ョ ン ・ フ ォ ア ・
マ イ ク ロ シ ー ク エ ン シ ン グ （ A Practical Guide To Protein and Peptide Purification 
for Microsequencing） 中 、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス （ Academic Press） (サ ン デ ィ エ ゴ ,CA,
1989)） を 行 う こ と に よ っ て ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 決 定 さ れ た 配 列 は 、
ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 直 接 ス ク リ ー ニ ン グ し た り 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て
プ ロ ー ブ を 生 成 さ せ た り す る の に 用 い る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 製 造
す る の に 用 い る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は ヒ ト Ｔ 細 胞 ま た は 細 胞 系 モ ル ト （ Molt） ４
、 ジ ュ ル カ ッ ト （ Jurkat） 、 あ る い は そ の 他 の も の な ど か ら 作 成 し て 、 ク ロ ー ン を 得 る こ
と が で き る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン を 用 い て 、 タ ン パ ク の 全 長 遺 伝 子 、 つ ま り 完 全 オ ー プ ン リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が ク ロ ー ン 化 さ れ る ま で 、 付 加 的 な 配 列 を 含 む 付 加 的 な ク ロ ー ン を 同
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 　 あ る 種 の タ ン パ ク が 、 タ ン パ ク の サ イ ズ か ら 当 初 予 想 さ れ た も の よ り 長 い オ ー プ ン リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に よ っ て コ ー ド さ れ 得 る こ と は 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ ら
タ ン パ ク は 、 完 全 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム か ら 翻 訳 さ れ た 前 駆 体 タ ン パ ク （ 例 え
ば 、 Ｉ Ｌ -１ β ） や 、 下 流 の 開 始 コ ド ン を 用 い て 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク （ 例 え ば 、 Ｂ 型 肝 炎
表 面 抗 原 ） の 切 断 産 物 を 表 す 場 合 が あ る 。 こ の 知 見 を 考 慮 し て 、 こ こ で 用 い る 「 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
」 な る 用 語 は 、 上 で 考 察 し た よ う に 、 本 発 明 の タ ン パ ク ま た は タ ン パ ク 断 片 を 、 同 時 に ま
た は 別 々 に 、 あ る い は 切 断 さ れ た 形 で コ ー ド す る 遺 伝 子 の 完 全 な オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム に 対 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 任 意 の 部 分 を 意 味 す る も の と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 相 補 的 な 方 策 で は 、 本 発 明 の タ ン パ ク に 対 す る 遺 伝 子 は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ ： Ｒ Ａ Ｐ Ａ を ク
ロ ー ニ ン グ 用 ト ラ ッ プ と し て 用 い た イ ン タ ラ ク テ ィ ブ 酵 母 ク ロ ー ニ ン グ （ interactive ye
ast cloning） 技 術 に よ っ て 同 定 し て も よ い 。 こ れ ら の 方 策 を 組 み 合 わ せ て 、 ク ロ ー ン の
同 定 を 早 め る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ４ つ の タ ン パ ク の い ず れ か の 遺 伝 子 を コ ー ド す る 関 連 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 当 該 技 術 分
野 で 標 準 的 な 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 イ ー ・ コ リ （ E. coli） 、 酵 母 、 ま た は バ キ ュ ロ ウ
イ ル ス 感 染 細 胞 あ る い は 哺 乳 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 単 離 は 、 上 記 の よ う に
実 施 す る こ と が で き 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 単 離 に 有 利 な 融 合 相 手 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｓ オ リ ゴ マ ー 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ -ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ な ど ） と の 融 合 タ ン パ ク を 発
現 す る よ う に 製 造 す る こ と が で き る 。 可 溶 形 に な る 変 異 を 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 処 理 に よ っ
て 導 入 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 単 離 が 有 利 に な り う る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の よ う な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 使 用 に は 、 組 換 え タ ン パ ク の 製 造 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、
こ の よ う な 組 換 え タ ン パ ク 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 対 応 の 天 然 タ ン パ ク 、 あ
る い は そ の 断 片 （ ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー を 含 む ） は 、 こ れ ら タ ン パ ク に 対 す る 抗 体 の 生 成 に
有 用 で あ る 。 簡 単 に 言 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 技 術 分 野
で 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 、 組 換 え タ ン パ ク 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 対 応 の 天
然 タ ン パ ク 、 あ る い は そ の 断 片 （ 担 体 タ ン パ ク （ 例 え ば 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア
ニ ン ま た は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） に 結 合 し た ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー を 含 む ） で 動 物 を 免 疫 す
る こ と に よ っ て 誘 発 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 天 然 タ ン パ ク
、 あ る い は 、 イ ー ・ コ リ （ E. coli） 、 酵 母 、 ま た は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 あ る い は
哺 乳 動 物 細 胞 、 あ る い は 細 胞 産 物 に 由 来 す る 組 換 え タ ン パ ク の 精 製 法 に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ の よ う な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 使 用 に は 、 組 換 え タ ン パ ク の 製 造 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、
こ の よ う な 組 換 え タ ン パ ク 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 対 応 の 天 然 タ ン パ ク は 、
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免 疫 調 節 お よ び ／ ま た は 抗 腫 瘍 活 性 の た め の 合 成 化 合 物 、 天 然 物 、 外 因 性 ま た は 内 因 性 の
物 質 な ど の 新 規 な 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に 有 用 で あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ し う る 天
然 物 に は 、 細 胞 溶 解 物 、 細 胞 上 清 、 植 物 抽 出 物 、 お よ び 真 菌 や 最 近 の 天 然 ブ ロ ス が 含 ま れ
る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 競 合 結 合 ア ッ セ イ の 一 例 と し て は 、 マ ト リ ッ ク ス に （ 共
有 結 合 的 に ま た は 非 共 有 結 合 的 に ） 結 合 さ せ た こ れ ら タ ン パ ク の １ つ を 、 上 記 の 化 合 物 、
天 然 物 、 細 胞 溶 解 物 ま た は 細 胞 上 清 、 お よ び 標 識 し た ラ パ マ イ シ ン ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 を 含
有 す る 緩 衝 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。 こ れ ら 化 合 物 、 天 然 物 、 外 因 性 ま
た は 内 因 性 の 物 質 が 、 こ の 複 合 体 ま た は 特 異 的 抗 体 の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 能 力 を 評 価
す る こ と が で き る 。 複 合 体 を 標 識 す る 方 法 の 例 に は 、 放 射 標 識 、 蛍 光 ま た は 化 学 ル ミ ネ セ
ン ス 標 識 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ と の 融 合 タ ン パ ク 、 お よ び 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ （ Ａ Ｃ Ｈ Ｅ ） な ど の
酵 素 へ の 結 合 が 含 ま れ る 。 酵 素 ア ッ セ イ の 一 例 と し て は 、 上 記 タ ン パ ク は 、 合 成 化 合 物 、
天 然 物 、 外 因 性 ま た は 内 因 性 の 物 質 な ど の 新 規 な 薬 剤 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 基 質 と
共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 タ ン パ ク の 酵 素 活 性 が 評 価 す る こ と が で き る 。 免 疫 抑 制 薬 を 服
用 し て い る 個 体 か ら 得 た 生 物 学 的 試 料 中 の 親 化 合 物 お よ び ／ ま た は 代 謝 物 を 測 定 す る 方 法
は 、 こ れ ら タ ン パ ク を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 抑 制 剤 ま た は 抗 腫 瘍 剤 と し て 有 用 で あ り う る 物 質 を 同 定 す る 方 法 を 含 む
。 か か る 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 利 用 し て い る ：
　 ａ ） 試 験 物 質 を 、 本 発 明 の ４ つ の 哺 乳 動 物 タ ン パ ク （ 約 １ ２ ５ ｋ Ｄ ａ 、 約 １ ４ ８ ｋ Ｄ ａ
、 約 ２ ０ ８ ｋ Ｄ ａ 、 ま た は 約 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ ； 固 形 担 体 に 結 合 さ れ て い る ） の １ つ と 組 み 合
わ せ る 工 程 、
　 ｂ ） 該 試 験 物 質 と 、 工 程 （ ａ ） の 固 形 担 体 に 結 合 さ せ た タ ン パ ク と を 、 該 試 験 物 質 が 該
タ ン パ ク に 結 合 す る の に 適 当 な 条 件 下 で 維 持 す る 工 程 、 お よ び
　 ｃ ） 該 試 験 物 質 の 結 合 が 工 程 （ ｂ ） で 発 生 し た か ど う か を 決 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 工 程 を 伴 う 、 免 疫 抑 制 剤 ま た は 抗 腫 瘍 剤 と し て 有 用 で あ り う る 物
質 を 同 定 す る 方 法 を 含 む 。
　 ａ ） 試 験 物 質 を 、 本 発 明 の 哺 乳 動 物 タ ン パ ク （ 固 形 担 体 に 結 合 さ れ て い る ） の １ つ と 組
み 合 わ せ る 工 程 、
　 ｂ ） 該 試 験 物 質 と 、 工 程 （ ａ ） の 固 形 担 体 に 結 合 さ せ た タ ン パ ク と を 、 該 試 験 物 質 が 該
タ ン パ ク に 結 合 す る の に 適 当 な 条 件 下 で 維 持 す る 工 程 、 お よ び
　 ｃ ） 該 試 験 物 質 の 存 在 が 、 哺 乳 動 物 タ ン パ ク の 活 性 を 調 節 し た か ど う か を 決 定 す る 工 程
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ と 複 合 体 を 形 成 し た 場 合 に 、 本 発 明 の ４ つ の 上 記 タ ン パ ク の
１ つ と 結 合 す る ラ パ マ イ シ ン 、 ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 ま た は ラ パ マ イ シ ン 代 謝 物 を 、 生 物 学
的 試 料 中 に 検 出 す る 方 法 を 含 む 。 か か る 方 法 は 、 以 下 の 工 程 か ら な る ：
　 ａ ） 生 物 学 的 試 料 を Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ と 組 み 合 わ せ 、 ラ パ マ イ シ ン 、 ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 ま た は
ラ パ マ イ シ ン 代 謝 物 が 該 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す れ ば 、 ラ パ マ イ シ ン ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 、
ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 、 ま た は ラ パ マ イ シ ン 代 謝 物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 を 含
有 す る 第 １ の 混 合 物 を 得 る 工 程 、
　 ｂ ） 第 １ の 混 合 物 を 本 発 明 の タ ン パ ク （ 固 形 担 体 に 結 合 さ れ て い る ） の １ つ に 添 加 す る
こ と に よ り 、 第 ２ の 混 合 物 を 調 製 す る 工 程 、
　 ｃ ） 工 程 （ ｂ ） の 第 ２ の 混 合 物 を 、 ラ パ マ イ シ ン ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 、 ラ パ マ イ シ ン 類 似
物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 、 ま た は ラ パ マ イ シ ン 代 謝 物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 が 、 存 在 す る な ら ば 、
本 発 明 の タ ン パ ク に 結 合 す る の に 適 当 な 条 件 下 で 維 持 す る 工 程 、 お よ び
　 ｄ ） ラ パ マ イ シ ン ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 、 ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 、 ま た は ラ
パ マ イ シ ン 代 謝 物 ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 と 、 該 タ ン パ ク と の 結 合 が 工 程 （ ｃ ） で 発 生 し た か ど
う か を 決 定 す る 工 程 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】
　 ま た 、 ア ン チ セ ン ス 治 療 剤 を 生 成 す る た め に cＤ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 使 用 す る こ と も 本 発 明
に 包 含 さ れ る 。 こ れ は 、 ミ リ ガ ン （ Milligan） ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ メ デ ィ シ ナ ル ・ ケ
ミ ス ト リ ー （ J. Med. Chem.） 36:14:1924-1936に 記 載 さ れ て い る よ う な 当 該 分 野 の 技 術 を
用 い る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 こ の 開 示 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 の 目 的 の た め に
、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ は 、 天 然 の バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る ま た は 修 飾 さ れ た バ
ッ ク ボ ー ン を 利 用 す る 本 発 明 の ４ つ の タ ン パ ク （ １ ２ ５ ｋ Ｄ ａ 、 １ ４ ８ ｋ Ｄ ａ 、 ２ ０ ８ ｋ
Ｄ ａ ま た は ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ ） の う ち の １ つ を コ ー ド す る cＤ Ｎ Ａ ク ロ ー ン 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ お よ
び Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 包 含 す る と 理 解 さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ バ ッ ク ボ ー ン の か か る 修 飾 は 、
ミ リ ガ ン （ Milligan） ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ メ デ ィ シ ナ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J. Med. Ch
em.） 36:14:1924-1936に 記 載 さ れ て い る 。 最 近 開 示 さ れ た （ ミ リ ガ ン （ Milligan） ら 、 ジ
ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ メ デ ィ シ ナ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J. Med. Chem.） 36:14:1924-1936） 当 該
分 野 の 技 術 に よ り 創 製 さ れ る ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 免 疫 応 答 を 調 節 す る の に 有 用 で あ り
、 従 っ て 腎 臓 、 心 臓 、 肝 臓 、 肺 、 骨 髄 、 膵 臓 （ 島 細 胞 ） 、 角 膜 、 小 腸 お よ び 皮 膚 同 種 移 植
お よ び 心 臓 弁 異 種 移 植 の よ う な 移 植 拒 絶 の 治 療 ま た は 抑 制 に ； 狼 瘡 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、
糖 尿 病 、 重 症 筋 無 力 症 お よ び 多 発 性 硬 化 症 の よ う な 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 乾 癬 、 皮 膚 炎 、 湿
疹 、 脂 漏 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 お よ び 眼 ブ ド ウ 膜 炎 の よ う な 炎 症 性 疾 患 の 治 療 ま た は 抑 制 に 有
用 で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 抗 腫 瘍 、 抗 真 菌 活 性 お よ び 抗 増 殖 活 性 を 有
し 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 固 形 腫 瘍 、 成 人 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン パ 腫 、 真 菌 感
染 症 お よ び 再 発 狭 窄 症 お よ び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の よ う な 過 増 殖 血 管 疾 患 の 治 療 に も
有 用 で あ り 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に お け る 上 記 疾
患 お よ び 症 状 の 治 療 法 よ り な る 。 該 方 法 は 、 本 発 明 の 関 連 す る ア ン チ セ ン ス 治 療 剤 の 有 効
量 を 、 投 与 の 必 要 な 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と よ り な る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 上 記 疾 患 状 態 の 治 療 ま た は 抑 制 の た め に 投 与 す る 場 合 に は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 分 子
は 、 哺 乳 動 物 に 経 口 的 、 非 経 口 的 、 鼻 内 、 気 管 支 内 、 経 皮 的 、 局 所 的 、 膣 内 、 ま た は 直 腸
内 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 分 子 を 免 疫 抑 制 剤 ま た は 抗 炎 症 剤 と し て 用 い る 場 合 、 そ れ ら は １
ま た は そ れ 以 上 の 他 の 免 疫 調 節 剤 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 か
か る 他 の 免 疫 調 節 剤 に は 、 ア ゼ チ オ プ リ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン お よ び メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ン の よ
う な コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 ラ パ マ イ シ ン 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ 、 Ｆ Ｋ
-５ ０ ６ 、 Ｏ Ｋ Ｔ -３ お よ び Ａ Ｔ Ｇ が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明
の 複 合 体 を 、 免 疫 抑 制 を 誘 導 す る ま た は 炎 症 症 状 を 治 療 す る た め の か か る 他 の 薬 ま た は 剤
と 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 所 望 の 効 果 を 得 る た め に 必 要 な 該 剤 の そ れ ぞ れ の 量 は よ り 少
量 で す む 。 か か る 併 用 療 法 の 基 礎 は ス テ プ コ ウ ス キ ー （ Stepkowski） に よ り 確 立 さ れ て お
り 、 彼 の 結 果 が 示 す と こ ろ に よ る と 、 下 治 療 用 量 （ subtherapeutic dose） の ラ パ マ イ シ
ン お よ び シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ の 併 用 に よ り 、 心 臓 同 種 移 植 生 存 時 間 を 著 し く 延 長 し た （ ト ラ
ン ス プ ラ ン テ ー シ ョ ン ・ プ ロ シ ー デ ィ ン グ ズ （ Transplantation Proc.） 23:507(1991)）
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 般 に こ れ ら の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 で の 治 療 は 、 該 化 合 物 の 最 適 用 量 未 満 の 少 用 量 で 開
始 す る 。 そ の 後 、 該 条 件 下 で 最 適 効 果 に 到 達 す る ま で 投 与 量 を 増 や す 。 正 確 な 投 与 量 は 、
治 療 さ れ る 個 々 の 対 象 に つ い て の 経 験 に 基 づ き 、 投 与 す る 医 師 が 決 定 す る 。 一 般 に 、 本 発
明 の ア ン チ セ ン ス 化 合 物 は 、 有 害 な 副 作 用 を 全 く 起 こ さ ず に 有 効 な 結 果 を 与 え る 濃 度 に て
最 も 望 ま し く 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 上 記 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 の 治 療 価 値 に 鑑 み れ ば 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の １ ２ ５ ｋ Ｄ
ａ 、 １ ４ ８ ｋ Ｄ ａ 、 ２ ０ ８ ｋ Ｄ ａ お よ び ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク を コ ー ド す る cＤ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン 由 来 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 化 合 物 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物
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を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク を 単 離 す る た め の 以 下 の 方 法 並 び に そ れ か ら 単 離 さ
れ る タ ン パ ク よ り な る 。
　 哺 乳 動 物 細 胞 か ら タ ン パ ク を 単 離 す る 方 法 は 以 下 の 工 程 か ら な る 。
　 １ ． 関 心 の あ る 哺 乳 動 物 細 胞 を 増 殖 さ せ 収 穫 す る 。 上 記 の と お り 、 該 細 胞 は Ｔ 細 胞 由 来
（ 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 正 常 ヒ ト Ｔ 細 胞 ） 、 Ｂ 細 胞 由 来 （ 例 え ば 、 Ｅ Ｂ Ｖ 形
質 転 換 Ｂ 細 胞 、 正 常 ヒ ト Ｂ 細 胞 ） 、 肥 満 細 胞 、 ま た は ラ パ マ イ シ ン に 感 受 性 の 他 の 細 胞 源
で あ っ て も よ い 。 該 細 胞 は 、 収 穫 後 直 ち に 加 工 し て も 、 ま た は 加 工 前 に 例 え ば ペ レ ッ ト に
て 凍 結 保 存 し て も よ い 。 凍 結 保 存 し た 細 胞 は 、 － ７ ０ ～ ８ ０ ℃ で 凍 結 保 存 さ れ る ド ラ イ ア
イ ス お よ び エ タ ノ ー ル 浴 中 で 使 用 す る ま で 保 存 し て も よ い 。 関 心 の 細 胞 を 増 殖 さ せ 収 穫 す
る こ の 工 程 は 、 本 方 法 の 第 １ 工 程 ま た は 本 方 法 の た め の 単 な る 予 備 工 程 と 考 え て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ２ ． タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 （ 例 え ば 、 ４ ℃ ） で 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ
Ｓ 、 ト リ ス ， ｐ Ｈ ７ .５ ） 、 低 塩 （ 例 え ば 、 １ ０ ～ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ま た は Ｋ Ｃ ｌ ） 、 キ
レ ー ト 剤 （ 例 え ば 、 １ ～ ２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ０ .４ ｍ Ｍ  
Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ ） お よ び 還 元 剤 （ 例 え ば 、 ２ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ ま た は １ ～ ２ ０ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー
ル ） を 含 有 す る 緩 衝 液 中 で 細 胞 を 溶 解 す る 。 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 音 波 溶 解 、 ダ ウ ン シ ン グ （
douncing） な ど の 細 胞 溶 解 を 起 こ す こ と の で き る い ず れ の 方 法 で 処 理 し て も よ い と 理 解 さ
れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ３ ． タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 （ 例 え ば 、 ４ ℃ ） に て 遠 心 分 離 す る こ と に よ り
、 ラ イ ゼ ー ト か ら 破 壊 さ れ て い な い 細 胞 ま た は 細 胞 核 を 前 除 去 す る 。 例 え ば １ ６ ０ ０ ｇ 、
１ ０ 分 間 の 遠 心 分 離 が 、 破 壊 さ れ て い な い 細 胞 お よ び 細 胞 核 を ラ イ ゼ ー ト か ら 前 除 去 す る
の に 十 分 で あ る こ と が 判 明 し た 。 こ の 工 程 は 強 制 的 な も の で は な い が 、 後 続 す る 工 程 の た
め の よ り 清 澄 な 調 製 物 を 与 え る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ４ ． つ い で 、 前 清 澄 化 ラ イ ゼ ー ト 中 の 膜 画 分 を 、 例 え ば 超 遠 心 分 離 に よ り 濃 縮 す る 。 こ
の 濃 縮 の 一 例 と し て 、 １ ０ ０ ,０ ０ ０ ｇ で １ ～ 1.５ 時 間 の 超 遠 心 分 離 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ５ ． つ い で 膜 タ ン パ ク （ 例 え ば 、 貫 膜 、 内 因 性 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク ） を 可 溶 化 す る 。
こ れ は 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 （ 例 え ば 、 ４ ℃ ） に て 、 タ ン パ ク を 有 害 に 変
性 す る こ と な く こ れ を 可 溶 化 す る 界 面 活 性 剤 、 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 ２ ０ ～ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ま
た は Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ ， ｐ Ｈ ７ .２ ） 、 塩 （ 例 え ば 、 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ＋ ２ ０ ｍ Ｍ  
Ｋ Ｃ ｌ ） 、 還 元 剤 （ 例 え ば 、 １ ～ ２ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ ま た は １ ～ ２ ０ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
） 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 ５ μ ｇ /ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 リ
ュ ー ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン Ａ お よ び ア ン チ パ イ ン ） 、 二 価 カ チ オ ン （ 例 、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  
Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ） を 含 有 す る 緩 衝 液 中 、 工 程 ４ の ペ レ ッ ト を イ ン キ
ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 行 っ て も よ い 。 こ の 工 程 で 有 用 な 界 面 活 性 剤 と し て は 、 例 え ば 、
Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ Ｏ （ ３ -[(３ -コ ラ ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ]-１ -プ ロ パ ン ス ル ホ ナ ー
ト ） ま た は ト リ ト ン Ｘ １ ０ ０ （ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ４ -イ ソ オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー テ
ル ） が 挙 げ ら れ る 。 こ の 工 程 の 後 、 該 混 合 物 は 可 溶 化 膜 タ ン パ ク お よ び 非 可 溶 化 細 胞 破 片
を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ６ ． 該 可 溶 化 膜 タ ン パ ク を 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 に す る 温 度 （ 例 え ば 、 ４ ℃ ） に て 、 例
え ば 超 遠 心 分 離 （ 例 え ば 、 １ ０ ０ ,０ ０ ０ ｇ 、 １ ～ １ .５ 時 間 ） に よ り 非 可 溶 化 細 胞 破 片 か
ら 分 離 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ７ ． ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 に 直 接 結 合 す る タ ン パ ク の 吸 収 を 許 容 し 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小
限 に 抑 え る 温 度 （ 例 え ば 、 ４ ℃ ） お よ び 時 間 に て 、 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 ２ ０ ～ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ
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ス ま た は Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ ， ｐ Ｈ ７ .２ ） 、 塩 （ 例 え ば 、 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ＋ ２ ０ ｍ
Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ ） 、 還 元 剤 （ 例 え ば 、 １ ～ ２ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ ま た は １ ０ ～ ２ ０ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ
ト ー ル ） 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 ５ μ ｇ /ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ
ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン Ａ お よ び ア ン チ ペ イ ン ） 、 二 価 カ チ オ ン （ 例 え ば 、 ０ ～
５ ｍ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ） を 含 有 す る 緩 衝 液 中 、 可 溶 化 膜 タ ン パ ク を
含 有 す る 上 清 を ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ８ ． つ い で 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 （ 例 え ば 、 ４ ℃ ） で 、 遠 心 分 離 に よ り
上 清 か ら 該 樹 脂 を 除 去 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ９ ． つ い で 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク の 融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン ま た は 類 似
物 複 合 体 に 対 す る 結 合 を 許 容 し 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 限 に 抑 え る 温 度 お よ び 時 間 （ 例 え ば
、 ４ ℃ お よ び １ ～ ２ 時 間 ） に て 、 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 ２ ０ ～ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ま た は Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ
Ｓ ， ｐ Ｈ ７ .２ ） 、 塩 （ 例 え ば 、 １ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ＋ ２ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ ） 、 還
元 剤 （ 例 え ば 、 １ ～ ２ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ ま た は １ ～ ２ ０ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ） 、 プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 ５ μ ｇ /ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 、
ペ プ ス タ チ ン Ａ お よ び ア ン チ ペ イ ン ） 、 二 価 カ チ オ ン （ 例 え ば 、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２

、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ） を 含 有 す る 緩 衝 液 中 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ ＋ タ ン パ ク [こ れ は 所 望 の
エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク の 単 離 を 促 進 し 、 ま た 、 こ れ に よ り 融 合 タ ン パ ク が ア フ ィ ニ テ ィ ー
樹 脂 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム （ 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 、 ヒ ス チ ジ ノ リ ゴ マ ー -
Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 、 ビ オ チ ン -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ な ど ） に 結 合 す る ]の 融 合 タ ン パ ク に 複 合 体 化 さ せ
た ラ パ マ イ シ ン ま た は ラ パ マ イ シ ン 類 似 物 （ Ｌ Ａ Ｆ に お い て Ｉ Ｃ ５ ０ ＜ ５ ０ ０ ｎ Ｍ ） と 共
に 該 上 清 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 １ ０ ． エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク お よ び 融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン ま た は ア ナ ロ
グ の 複 合 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 に 対 す る 結 合 を 許 容 し 、 タ ン パ ク 分 解 を 最 小 に す る 温 度
お よ び 時 間 （ 例 え ば 、 ４ ℃ お よ び ０ .５ ～ ２ 時 間 ） に て 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク お よ び 融
合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 を 含 有 す る 工 程 ９ の 混 合 物 を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー
樹 脂 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 １ １ ． 非 特 異 的 タ ン パ ク の 結 合 を 解 離 す る が 所 望 の タ ン パ ク お よ び Ｒ Ａ Ｐ Ａ － Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ
間 の 複 合 化 を 解 離 し な い 緩 衝 液 、 例 え ば 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 ２ ０ ～ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ま た は Ｈ
Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ ， ｐ Ｈ ７ .２ ） 、 塩 （ 例 え ば 、 １ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 Ｋ Ｃ ｌ ） 、 還 元
剤 （ 例 え ば 、 １ ～ ２ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ ま た は １ ０ ～ ２ ０ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル ） 、 プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 ５ μ ｇ /ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 、
ペ プ ス タ チ ン Ａ お よ び ア ン チ ペ イ ン ） 、 二 価 カ チ オ ン （ 例 え ば 、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２

、 ０ ～ ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ） お よ び 非 特 異 的 タ ン パ ク の 結 合 を 解 離 す る が 該 ４ つ の タ ン パ
ク お よ び Ｒ Ａ Ｐ Ａ -融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ タ ン パ ク 間 の 複 合 化 を 解 離 し な い 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば 、
ト リ ト ン Ｘ １ ０ ０ （ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ４ -イ ソ オ ク チ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル ） ） を 含
有 す る 緩 衝 液 を 用 い て 、 ほ と ん ど の 非 特 異 的 タ ン パ ク を 該 樹 脂 か ら 洗 い 流 す 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 １ ２ ． 該 樹 脂 か ら 該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク お よ び 融 合 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ タ ン パ ク ： ラ パ マ イ シ ン
複 合 体 を 、 そ れ を 樹 脂 か ら 解 離 す る の に 十 分 な 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 グ
リ セ ロ ー ル ま た は 染 料 を 含 む ま た は 含 ま な い ラ エ ム リ （ Laemli） 緩 衝 液 、 ラ エ ム リ （ Laem
li） 、 ネ ー チ ャ ー （ Nature） 227:680,1970） の よ う な 適 当 な 緩 衝 液 、 ま た は グ ル タ チ オ ン
、 ヒ ス チ ジ ン の よ う な ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 用 の 適 当 な 溶 出 化 合 物 を 用 い て 溶 出 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 １ ３ ． つ い で 、 該 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク を サ イ ズ に よ り 分 離 す る 。 こ れ は 、 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び サ イ ズ 排 除 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 包 含 す る （ し か し 、
こ れ に 限 定 さ れ る わ け で は な い ） 、 該 タ ン パ ク を サ イ ズ に よ り 分 離 す る い ず れ の 方 法 で 行
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っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 工 程 ８ に お い て 、 Ｌ Ａ Ｆ に お い て Ｉ Ｃ ５ ０ ＜ ５ ０ ０ ｎ Ｍ で あ る ラ パ マ イ シ ン ま た
は ラ パ マ イ シ ン ア ナ ロ グ を 緩 衝 液 に 置 換 す る 方 法 で あ る 対 照 法 に よ り 単 離 さ れ た タ ン パ ク
を 比 較 す る こ と も 有 用 で あ り 得 、 ラ パ マ イ シ ン ： Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 に 結 合 す る タ ン パ ク を よ
り 容 易 に 識 別 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 製 造 す
る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 タ ン パ ク を 適 当 な エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ （ 例 え ば 、 リ シ ン Ｃ ）
で 消 化 す る こ と に よ り 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 、 得 ら れ た タ ン パ ク 断 片 を 小 口 径 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に
よ り 単 離 し 、 つ い で 断 片 を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 、 問 題 の タ ン パ ク の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ
ン グ す る こ と が で き る （ マ ツ ダ イ ラ （ Matsudaira） 、 ア ・ プ ラ ク テ ィ カ ル ・ ガ イ ド ・ ツ ー
・ プ ロ テ イ ン ・ ア ン ド ・ ペ プ チ ド ・ ピ ュ リ フ ィ ケ ー シ ョ ン ・ フ ォ ー ・ ミ ク ロ シ ー ク エ ン シ
ン グ （ A Practical Guide to Protein and Peptide Purification for Microsequencing
） 、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス （ Academic Press） 、 サ ン ジ エ ゴ （ San Diego） CA， 1989） 。
つ い で 、 決 定 さ れ た 配 列 を 用 い て 、 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 、 モ
ル ト （ Molt） ４ 、 ジ ュ ル カ ト （ Jurkat） な ど に つ い て の も の ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
に 使 用 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 作 製 し ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き
る （ サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook） 、 フ リ ッ チ ュ （ Fritsch） お よ び マ ニ ア タ ス （ Maniatas）
、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ （ Molecular Cloning） 、 ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル
（ A Laboratory Manual） 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ プ レ ス （ Cold Spring Har
bor Press） 1989） 。 タ ン パ ク の 全 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る ま で 、 こ れ ら の ク ロ ー ン を
用 い て 追 加 的 配 列 を 含 有 す る 追 加 的 ク ロ ー ン を 同 定 す る こ と が で き る （ サ ム ブ ル ッ ク （ Sa
mbrook） 、 フ リ ッ チ ュ （ Fritsch） お よ び マ ニ ア タ ス （ Maniatas） 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ
ー ニ ン グ （ Molecular Cloning） 、 ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ A Laboratory Manual
） 、 コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ・ プ レ ス （ Cold Spring Harbor Press） 1989） 。 補
足 的 な 戦 略 に お い て は 、 ク ロ ー ニ ン グ の た め の ト ラ ッ プ と し て Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ ： Ｒ Ａ Ｐ Ａ を
用 い て 、 相 互 作 用 す る 酵 母 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 遺 伝 子 を 同 定 し て も よ い （ チ エ ン （ Ch
ien） ら 、 プ ロ シ ー デ ィ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ナ チ ュ ラ ル ・ ア カ デ ミ ッ ク ・ サ イ エ ン シ ー ズ （ Pro
c. Natl. Acad. Sci.） 88:9578-9582,1991） 。 ま た 、 こ れ ら の 戦 略 を 組 み 合 わ せ て 該 ク ロ
ー ン の 同 定 を 速 め て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 大 腸 菌 、 酵 母 ま た は バ ク ロ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 中 、 当 該 分 野 に
お け る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 関 連 す る cＤ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 単
離 は 上 記 の と お り に 行 う こ と が で き 、 あ る い は 該 cＤ Ｎ Ａ は 単 離 に お い て 利 点 を 与 え る 融
合 相 手 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｓ オ リ ゴ マ ー 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ c、 グ ル タ チ オ ン  Ｓ -ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ な ど ） と の 融 合 タ ン パ ク と し て 作 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 可 溶 形 態 を 生 じ さ
せ る 突 然 変 異 は 、 特 定 部 位 の 突 然 変 異 誘 発 に よ り 起 こ す こ と が で き 、 単 離 に お け る 利 点 を
与 え る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 同 様 の 手 法 を 用 い て 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 イ ヌ お よ び 他 の 哺 乳 動 物 種 に お け る 相 同
体 を 得 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 該 タ ン パ ク の ヒ ト ク ロ ー ン の 単 離 の 際 に は 、 該 ク ロ ー ン
を 用 い て 他 の 哺 乳 動 物 種 に お け る 相 同 体 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 ま た
、 こ れ ら の 相 同 体 を 用 い て 、 免 疫 調 節 活 性 を 有 す る 化 合 物 、 内 因 性 リ ガ ン ド 、 外 因 性 リ ガ
ン ド に つ い て 結 合 測 定 法 を 進 め 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ （ high throu
gh put screening assay） を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 か か る 免 疫 調 節 活 性 を 有 す る 化 合 物 、 内 因 性 リ ガ ン ド お よ び 外 因 性 リ ガ ン ド は 、 免 疫 応
答 を 調 節 す る の に 有 用 で あ り 、 従 っ て 腎 臓 、 心 臓 、 肝 臓 、 肺 、 骨 髄 、 膵 臓 （ 島 細 胞 ） 、 角
膜 、 小 腸 お よ び 皮 膚 同 種 移 植 お よ び 心 臓 弁 異 種 移 植 の よ う な 移 植 拒 絶 の 治 療 ま た は 抑 制 に
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； 狼 瘡 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 、 重 症 筋 無 力 症 お よ び 多 発 性 硬 化 症 の よ う な 自 己 免 疫
疾 患 お よ び 乾 癬 、 皮 膚 炎 、 湿 疹 、 脂 漏 症 、 炎 症 性 腸 疾 患 お よ び 眼 ブ ド ウ 膜 炎 の よ う な 炎 症
性 疾 患 の 治 療 ま た は 抑 制 に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ま た 、 上 記 の 化 合 物 、 内 因 性 リ ガ ン ド お よ び 外 因 性 リ ガ ン ド は 、 抗 腫 瘍 、 抗 真 菌 活 性 お
よ び 抗 増 殖 活 性 を 有 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 は 固 形 腫 瘍 、 成 人 Ｔ 細 胞 白 血 病 ／ リ ン
パ 腫 、 真 菌 感 染 症 お よ び 再 発 狭 窄 症 お よ び ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の よ う な 過 増 殖 血 管 疾
患 の 治 療 に も 有 用 で あ り 得 る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 免 疫 調 節 剤 、 抗 再 狭 窄 剤 ま た は 抗 腫 瘍 剤 の 同 定 、 設 計 お よ び 合 成 の た
め の 新 規 な 哺 乳 動 物 起 源 の ラ パ マ イ シ ン -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ 結 合 タ ン パ ク な ど が 提 供 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 実 施 例 １
　 本 発 明 の タ ン パ ク は 、 グ ル タ チ オ ン  Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -Ｆ Ｋ ５ ０ ６ 結 合 タ ン パ ク
１ ２ （ Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ） の 融 合 タ ン パ ク を 利 用 し て 単 離 し た 。 Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ は 、 プ ラ
ス ミ ド 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ を 含 有 す る 組 換 え 大 腸 菌 に よ り 生 産 さ れ る 。 該 細 胞 を 増 殖 さ
せ 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で 誘 導 し 、 デ ィ ー ・ ビ ー ・ ス ミ ス （ D.B. Smith） お よ び ケ イ ・ エ ス ・ ジ ョ ン
ソ ン （ K.S. Johnson） 、 ジ ー ン （ Gene） 67,31,1988お よ び ケ イ ・ エ ル ・ グ ア ン （ K.L. Gua
n） お よ び ジ ェ イ ・ イ ー ・ デ ィ ク ソ ン （ J.E. Dixon） 、 ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト
リ ー （ Anal. Biochem.） 192,262,1991に 記 載 の 標 準 的 な 技 術 を 用 い て 該 融 合 タ ン パ ク を 単
離 し た 。 セ ン ト リ コ ン １ ０ フ ィ ル ト レ ー シ ョ ン ユ ニ ッ ト （ Centricon 10 filtration unit
)(ア ミ コ ン （ Amicon） ） を 用 い て グ ル タ チ オ ン お よ び Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ を 含 有 す る 溶
液 を ５ 回 交 換 し て グ ル タ チ オ ン を 除 去 し 緩 衝 液 を 交 換 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 標 準 培 地 （ １ ０ ０ Ｕ /ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ ｕ ｇ /ｍ ｌ  Ｌ -グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ
を 含 有 す る Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ ） 中 で モ ル ト ４ 細 胞 （ １ × １ ０ ９ ） を 増 殖 さ せ た 。 該 細 胞 を
収 穫 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ７ .０ 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ ） で ３ 回 洗 浄
し 、 ド ラ イ ア イ ス -エ タ ノ ー ル 浴 中 で フ ラ ッ シ ュ 凍 結 し 、 － ８ ０ ℃ で 保 存 し た 。 氷 上 、 該
細 胞 を 解 か し 、 Ｂ 乳 棒 の 付 き ダ ウ ン ス （ dounce） ホ モ ジ ナ イ ザ ー を 用 い て ５ ｍ ｌ の 緩 衝 液
Ａ （ １ ０ ｍ Ｍ ヘ ペ ス ， ｐ Ｈ ７ .５ 、 ２ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .４ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ
Ｓ Ｆ お よ び ２ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ ） 中 で 溶 解 し た 。 １ ６ ０ ０ ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ
り 破 片 を 清 澄 化 し 、 １ ０ ０ ,０ ０ ０ ｇ 遠 心 分 離 （ １ 時 間 ） に よ り 膜 画 分 を 濃 縮 し た 後 、 １
２ ｍ Ｍ  Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ Ｏ を 含 有 す る ３ ｍ ｌ の 緩 衝 液 Ｂ （ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス ， ｐ Ｈ ７ .２ 、 １ ０ ０
ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 １ ｍ Ｍ  ２ -Ｍ Ｅ 、 ２ ｍ Ｍ  Ｃ aＣ
l２ 、 ２ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ μ ｇ /ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 、 ペ プ ス タ チ ン Ａ お
よ び ア ン チ ペ イ ン ） 中 、 ４ ℃ で ２ 時 間 、 １ ０ ０ ,０ ０ ０ ｇ ペ レ ッ ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 該 可 溶 化 膜 タ ン パ ク を １ ０ ０ ,０ ０ ０ ｇ 遠 心 分 離 に よ り 該 破 片 か ら 分 離 し た 。 緩 衝 液 Ｂ
中 で 膨 潤 さ せ た ０ .４ ｍ ｌ グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス 樹 脂 に 上 清 を ３ ～ １ ８ 時 間 前 吸 収 さ
せ た 後 、 ４ ℃ で ２ 時 間 、 複 合 化 ラ パ マ イ シ ン -Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ （ 緩 衝 液 Ｂ 中 ４ ℃ に て
１ ～ ２ 時 間 、 ６ ６ ０ ｕ ｇ  Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ ＋ ６ ０ ｕ ｇ  Ｒ Ａ Ｐ Ａ を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ
と に よ り 行 っ た ） と 共 に 上 清 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 、 該 上 清 を １ ０ ０ ｕ ｌ グ ル タ
チ オ ン 樹 脂 （ １ ： １ 緩 衝 液 Ｂ ） と 共 に ４ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 特 異 的 タ ン パ
ク を 緩 衝 液 Ｃ （ 緩 衝 液 Ｂ ＋ ０ .１ ％ ト リ ト ン × １ ０ ０ ） で ５ 回 洗 浄 し 、 ９ ５ ℃ で ３ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し ミ ク ロ 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 、 ラ エ ム リ （ Laemli） 緩 衝 液 中 樹 脂 か ら 該
タ ン パ ク を 溶 出 し た 。 該 タ ン パ ク は 、 ７ ％ Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 つ い で 銀 染 色 を 用 い て サ イ
ズ に よ り 分 離 し た 。 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ 、 ２ ０ ８ ｋ Ｄ ａ 、 １ ４ ８ ｋ Ｄ ａ お よ び １ ２ ５ ｋ Ｄ ａ の 分
子 量 の タ ン パ ク に 相 当 す る ４ つ の 帯 が 、 Ｒ Ａ Ｐ Ａ ＋ Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ （ 対 Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ
Ｂ Ｐ 単 独 ） を 含 有 す る 試 料 中 、 よ り 高 濃 度 で 存 在 し た 。
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【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｌ Ａ Ｆ と 称 さ れ る マ イ ト ジ ェ ン 刺 激 胸 腺 細 胞 増 殖 検 定 は 、 ラ パ マ イ シ ン ま た は デ メ ト キ
シ ラ パ マ イ シ ン の よ う な ア ナ ロ グ に よ り 抑 制 さ れ 、 免 疫 抑 制 に お け る ラ パ マ イ シ ン ア ナ ロ
グ の 相 対 活 性 を 示 す 。 免 疫 抑 制 ア ナ ロ グ で あ る デ メ ト キ シ ラ パ マ イ シ ン （ 表 １ ） と 複 合 体
化 さ せ た Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ を 用 い て 同 一 の タ ン パ ク を 単 離 し た 。 デ ィ ー ル ス ア ル ダ ー 付 加
体 は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ に 結 合 し Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ の Ｐ Ｐ Ｉ ア ー ゼ 活 性 を 阻 害 し た が 、 検 出 可 能 な 免
疫 抑 制 活 性 を 示 さ ず 、 従 っ て ラ パ マ イ シ ン の 標 的 に 結 合 し な い 。 類 似 の 単 離 方 法 （ す な わ
ち ラ パ マ イ シ ン ： Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ を 置 換 す る ） に お い て Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ と 複 合
体 化 し て い る こ れ ら の ２ 個 の 化 合 物 を 用 い る こ と に よ り 、 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク の バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド 値 が 得 ら れ た （ ラ パ マ イ シ ン 無 し )(表 １ ） 。 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ は 、 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ に 結 合 し
Ｆ Ｋ ５ ０ ６ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 の カ ル シ ニ ュ ー リ ン と の 結 合 に よ り そ の 作 用 の 少 な く と も い
く つ か を 仲 介 す る 免 疫 抑 制 化 合 物 で あ る 。 Ｆ Ｋ ５ ０ ６ は 、 類 似 の 方 法 に お い て Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ
Ｋ Ｂ Ｐ と 複 合 体 化 さ せ た 場 合 、 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク の バ ッ ク グ ラ ン ド 値 を 与 え た に 過 ぎ
な か っ た （ 表 １ ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ラ パ マ イ シ ン が そ の 効 果 を 媒 介 す る た め に は 多 種 の Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ と 結 合 し な け れ ば な ら な い
こ と が 知 ら れ て い る 。 本 発 明 の タ ン パ ク が Ｒ Ａ Ｐ Ａ -Ｇ Ｓ Ｔ -Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ 複 合 体 に 結 合 し 、 ラ
パ マ イ シ ン ま た は Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ の 個 々 に 結 合 し な い こ と を 実 証 す る た め に 、 単 離 修 飾 操 作
を 用 い た 。 そ の 修 飾 操 作 は 、 （ １ ） ラ パ マ イ シ ン の 代 わ り に ラ パ マ イ シ ン -４ ２ -ビ オ チ ン
グ リ シ ナ ー ト エ ス テ ル （ 両 方 共 、 Ｌ Ａ Ｆ 検 定 に て 等 し い 免 疫 抑 制 活 性 を 示 す ） 、 （ ２ ） 非
外 因 性 Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ お よ び （ ３ ） グ ル タ チ オ ン -樹 脂 の 代 わ り に ス ト レ パ タ ビ ジ ン － 複 合 樹 脂
を 用 い る こ と か ら な る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル の ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク だ け を こ の 修 飾
単 離 操 作 を 用 い て 単 離 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク を 、 Ｇ Ｓ Ｔ --Ｆ Ｋ Ｂ Ｐ １ ２ --ラ パ マ イ シ ン 複 合 体 を 用 い 、 Ｂ Ｊ Ａ
Ｂ 細 胞 （ Ｂ 細 胞 リ ン パ 腫 ） な ら び に フ ィ コ ー ル ・ ハ イ パ ッ ク （ Ficoll-Hypaque） お よ び Ｔ
細 胞 カ ラ ム を 介 し て 精 製 さ れ た 正 常 な ヒ ト Ｔ リ ン パ 球 か ら 単 離 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 部 分 ア ミ ノ 酸 組 成 物 の 分 析 結 果 を 以 下 の 表 ２ に 示 す 。 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 の 割 合 は 測 定 し な
か っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 例 ２
　 本 発 明 の ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ （ ２ １ ０ ± ２ ０ ｋ Ｄ ａ ） タ ン パ ク を 、 前 記 の よ う に 、 ア フ ィ ニ テ
ィ ー マ ト リ ッ ク ス 操 作 を 用 い 、 ４ × １ ０ １ １ 個 の モ ル ト （ Molt） ４ 細 胞 か ら 単 離 し た 。 結
合 タ ン パ ク を グ リ セ ロ ー ル お よ び 色 素 不 含 の １ × ラ エ ム リ （ Ｌ aemli） 緩 衝 液 （ ０ .０ ６ ２
５ Ｍ  ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ６ .８ 、 ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ .３ ７ Ｍ  β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ） で
ア フ ィ ニ テ ィ ー マ ト リ ッ ク ス か ら 溶 出 し 、 セ ン ト リ コ ン （ centricon） １ ０ ０ （ マ サ チ ュ
ー セ ッ ツ 州 、 ビ バ リ ー 、 ア ミ コ ン （ Amicon） ） を 用 い る 遠 心 分 離 操 作 に よ り ３ 回 連 続 し て
、 最 初 の ２ 回 は ４ ℃ で 、 ３ 回 目 は １ ８ ℃ で 濃 縮 し た 。 濃 縮 試 料 は 、 最 初 の ２ 回 は グ リ セ ロ
ー ル お よ び 色 素 不 含 の 等 容 量 の ２ × ラ エ ム リ 緩 衝 液 で 、 ３ 回 目 は 等 容 量 の ２ × ラ エ ム リ 緩
衝 液 で 、 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 セ ン ト リ コ ン １ ０ ０ フ ィ ル タ ー よ
り 溶 出 し た 。 試 料 中 の タ ン パ ク を １ .５ ｍ ｍ 厚 の ７ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ ３ ８ ： １
） の Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し た 。 該 タ ン パ ク を 、 ４ ℃ で 一 夜 、 ５ ０ ｍ Ａ で ０ .０ ３ ７ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ 含 有 の １ ０ × ト リ ス ／ グ リ シ ン 緩 衝 液 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ハ ー キ ュ レ ス 、 バ イ オ ラ ッ
ド （ Biorad） ） 中 の ポ リ ビ ニ リ ジ ン  ジ フ ル オ リ ド 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ （ バ イ オ ラ ッ ド ） に 移 動 さ
せ た 。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 上 の タ ン パ ク を 、 １ ０ ％ エ タ ノ ー ル 、 ２ ％ 酢 酸 中 、 ア ミ ド ブ ラ ッ ク （ バ イ
オ ラ ッ ド ） で 染 色 し 、 適 当 な バ ン ド を 取 り 出 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ お よ び 水 で リ ン ス し 、 凍 結 貯 蔵 し
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た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
配 列 決 定 操 作
　 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 上 の タ ン パ ク （ 約 ３ μ ｇ ） を 、 ジ ェ イ ・ フ ェ ル ナ ン デ ス （ J.Fernandez） ら
が ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ Anal. Biochem.） 201:255-64,1992に 記 載 す る
変 法 を 用 い 、 ト リ プ シ ン で そ の 場 で 消 化 し た 。 簡 単 に は 、 湿 ら す 前 に 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ を １ ｍ ｍ
２ の 断 片 に 切 断 し 、 該 タ ン パ ク を ３ ７ ℃ で ６ 時 間 、 ０ .２ μ ｇ ト リ プ シ ン を 含 む １ ０ ％ ア
セ ト ニ ト リ ル 、 お よ び １ ％ 還 元 ト リ ト ン （ カ ル バ イ オ ケ ム （ CalBiochem） ） 含 有 の １ ０ ０
ｍ Ｍ  ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ ， ｐ Ｈ 緩 衝 液 中 に 消 化 し 、 つ づ い て ０ .２ μ ｇ の ト リ プ シ ン を 加 え 、
一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 フ ラ グ メ ン ト を 音 波 処 理 で 該 膜 よ り 溶 出 し 、 該 フ ラ グ メ ン ト 含
有 の 緩 衝 液 を ミ ク ロ フ ュ ー ジ 遠 心 分 離 操 作 に よ り 分 離 し た 。 該 膜 を ２ × 逆 抽 出 し た （ す な
わ ち 、 ５ ０ μ ｌ の 緩 衝 液 を 膜 に 加 え 、 音 波 処 理 し 、 ミ ク ロ フ ュ ー ジ に て 遠 心 分 離 に 付 し 、
溶 液 を 溶 出 フ ラ グ メ ン ト 含 有 の 原 緩 衝 液 と 一 緒 に プ ー ル し た ） 。 試 料 （ １ ４ ０ -１ ４ ５ μ
ｌ ） を 、 ダ ブ リ ュ ・ レ ー ン （ W. Lane） ら が ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ プ ロ テ イ ン ・ ケ ミ ス ト リ
ー （ J. Protein Chem.） ， 10(2):151-60,1991に て 前 記 す る よ う に 、 ４ ０ ダ イ オ ー ド ア レ
イ 検 出 器 を 備 え た フ ュ ー レ ッ ト ・ パ ッ カ ー ド （ Hewlett Packard） Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ １ ０ ９ ０ 上 の
バ イ ダ ッ ク （ Vydac） Ｃ １ ８  ２ .１ ｍ ｍ × １ ５ ０ ｍ ｍ 逆 相 カ ラ ム を 用 い る 細 孔 高 性 能 液 体
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 し た 。 複 数 の フ ラ ク シ ョ ン を 収 集 し 、 複 数 の 波 長 （ ２ １ ０
、 ２ ７ ７ お よ び ２ ９ ２ ｎ ｍ ） で 吸 収 に つ い て 測 定 し た 。 分 解 、 シ ン メ ト リ ー お よ び 紫 外 線
吸 収 お よ び ス ペ ク ト ル （ ２ １ ０ ｎ ｍ 、 ２ ７ ７ ｎ ｍ お よ び ２ ９ ２ ｎ ｍ ） に 基 づ き 、 配 列 決 定
に つ い て の 最 適 フ ラ ク シ ョ ン を 選 択 し た 。 最 適 フ ラ ク シ ョ ン の ア リ コ ー ト （ ５ ％ ） を 、 フ
ィ ニ ガ ン ・ レ ー ザ ー マ ッ ト （ Finnigan lasermat） 上 の 、 マ ト リ ッ ク ス ・ ア シ ス テ ッ ド ・
レ ー ザ ー ・ デ ソ ー プ シ ョ ン ・ タ イ ム ・ オ ブ ・ フ ラ イ ト ・ マ ス ・ ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー 、 Ｍ Ａ
Ｌ Ｄ Ｅ -Ｔ Ｏ Ｆ -Ｍ Ｓ に よ り 、 フ ラ グ メ ン ト の 均 一 性 お よ び 長 さ に つ い て 分 析 し た 。 選 択 し
た 最 適 フ ラ ク シ ョ ン を 、 マ イ ク ロ カ ー ト リ ッ ジ お よ び 製 造 者 が 推 奨 す る ケ ミ ス ト リ ー サ イ
ク ル を 用 い 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ４ ７ ７ Ａ タ ン パ ク シ ー ケ ン サ ー 上 の 自 動 エ ド マ
ン （ Edman） デ グ ラ デ ー シ ョ ン に よ り 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
配 列 比 較
　 イ ン テ リ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス ・ ス ー ツ （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 イ ン テ リ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス ）
を 用 い て 比 較 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
配 列
　 前 記 方 法 を 用 い 、 本 発 明 の ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ （ ２ １ ０ ± ２ ０ ｋ Ｄ ａ ） タ ン パ ク が ペ プ チ ド フ
ラ グ メ ン ト を 含 有 し 、 そ の う ち の ４ 個 が 以 下 に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る と 決 定 し た ：
　 ａ ） Ｉ Ｌ Ｌ Ｎ Ｉ Ｅ Ｈ Ｒ ；
　 ｂ ） Ｌ Ｉ Ｒ Ｐ Ｙ Ｍ Ｅ Ｐ Ｉ Ｌ Ｋ ；
　 ｃ ） Ｄ Ｘ Ｍ Ｅ Ａ Ｑ Ｅ ； お よ び
　 ｄ ） Ｑ Ｌ Ｄ Ｈ Ｐ Ｌ Ｐ Ｔ Ｖ Ｈ Ｐ Ｑ Ｖ Ｔ Ｙ Ａ Ｙ Ｍ （ Ｋ ）
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 当 該 ア ミ ノ 酸 に つ い て の 一 文 字 記 号 が 解 る で あ ろ う （ そ の 定 義 は ま た
、 ラ バ ー ト ・ ス ト ラ イ ヤ ー （ Lubert Stryer） に よ る ダ ブ リ ュ ・ エ ッ チ ・ フ リ ー マ ン ・ ア
ン ド ・ カ ン パ ニ ー （ W.H. Freeman and Company） １ ９ ８ ８ 、 ザ ・ テ キ ス ト ・ バ イ オ ケ ミ ス
ト リ ー （ the text Biochemistry） 第 ３ 版 の ２ １ 頁 に 記 載 さ れ て い る ） 。 当 業 者 で あ れ ば
さ ら に 、 配 列 ｃ ） に お け る Ｘ が 今 だ 未 同 定 ア ミ ノ 酸 を 示 唆 し 、 配 列 ｄ ） 中 の 括 弧 は そ の 位
置 に あ る ア ミ ノ 酸 が お そ ら く リ ジ ン で あ る こ と を 示 唆 す る こ と が わ か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 前 記 し た よ う に 、 本 発 明 は 本 明 細 書 に 記 載 の タ ン パ ク の 断 片 形 ま た は 切 形 を 包 含 す る 。
こ れ は 、 前 記 ａ ） ～ ｄ ） に 挙 げ た ４ 個 の う ち １ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 を そ の ア ミ ノ 酸 配 列
の 一 部 ま た は 全 部 と し て 有 す る タ ン パ ク を 包 含 す る 。 後 に 示 す 請 求 の 範 囲 の た め に 、 １ ま
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た は そ れ 以 上 の 「 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 」 を 包 含 す る と 称 さ れ る タ ン パ ク は 、 該 タ ン パ ク が 全
体 と し て １ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 ａ ） ～ ｄ ） か ら な る と し て も 、 ま た は 前 記 し た １ ま た は
そ れ 以 上 の 配 列 が 該 タ ン パ ク の い ず れ か の 部 分 を 形 成 す る と し て も 、 前 記 し た 配 列 の 一 つ
を 含 有 す る い ず れ か の タ ン パ ク で あ る と 理 解 さ れ る 。 こ れ は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が
、 タ ン パ ク の ア ミ ノ 酸 連 鎖 を 開 始 お よ び 停 止 す る タ ン パ ク の セ ク シ ョ ン を 包 含 す る タ ン パ
ク の ア ミ ノ 酸 配 列 上 の す べ て の 位 置 を 包 含 す る と 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ れ ら の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 遺 伝 子 銀 行 の デ ー タ ベ ー ス に お け る 配 列 と 比 較 し た 。 受 入
番 号 Ｌ ３ ４ ０ ７ ５ （ ブ ラ ウ ン （ Brown） ら 、 ネ イ チ ャ ー （ Nature） ３ ６ ９ ， ７ ５ ６ － ７ ５
８ （ １ ９ ９ ４ ） ） と 配 列 が 同 じ で あ っ た 。 Ｓ Ｅ Ｐ 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 以 下 の よ う に ク ロ ー
ン し た ： １ 単 位 の Ｔ aq ポ リ メ ラ ー ゼ （ パ ー キ ン ・ エ ル マ ー （ Perkin Elmer） を 有 す る １
× Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ  ト リ ス -Ｈ Ｃ l、 ｐ Ｈ ８ .３ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ
ｌ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ  ｄ
Ｇ Ｔ Ｐ ； パ ー キ ン ・ エ ル マ ー ） 中 、 ２ μ ｇ の モ ル ト （ Molt） ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ カ リ フ ォ ル ニ ア
州 、 パ ロ  ア ル ト 、 ク ロ ン テ ク （ Clontech） ） を 、 次 の オ リ ゴ マ ー 対 の １ つ を 含 有 す る ３
つ の 別 々 の 反 応 に よ り 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 間 、 ３ ０ サ イ ク ル に つ い て ６ ６ ℃ で ４ 分 間 、 ７ ２
℃ で １ ０ 分 間 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 増 幅 し た ：
【 ０ ０ ６ ９ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 以 前 に 記 載 さ れ て い る 方 法 で あ っ て 、 当 該 分 野 に お け る 公 知 方 法
に よ り 合 成 し 、 単 離 し た （ ケ ミ カ ル ・ ア ン ド ・ エ ン ザ イ マ テ ィ ッ ク ・ シ ン セ シ ス ・ オ ブ ・
ジ ン ・ フ ラ グ メ ン ト （ Chemical and Enzymatic Synthesis of Gene Fragments） 、 エ ッ チ
・ ジ ー ・ ガ ッ シ ン お よ び ア ン ・ ラ ン グ （ H.G.Gassinお よ び Anne Lang） ， ベ ル ラ グ ・ ケ ミ
ー （ Verlag Chemie） ， FLA， 1982） 。 各 々 、 Ｓ Ｅ Ｐ ３ 、 Ｓ Ｅ Ｐ ４ お よ び Ｓ Ｅ Ｐ ５ と 命 名 し
た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 、 Ｔ ４  Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ １ 単 位 ） お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を 効 果 的 に 連 結
す る よ う に 修 飾 さ れ た ５ ０ ｎ ｇ の ｐ ｃ II（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 イ ン ビ ト ロ
ゲ ン 、 Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト ） 含 有 の 緩 衝 液 中 、 １ ５ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｐ Ｃ
Ｒ -ｐ ｃ II生 成 物 を 得 た 。 Ｐ Ｃ Ｒ -ｐ ｃ II生 成 物 を イ ン ビ ト ロ ゲ ン か ら 入 手 可 能 な コ ン ピ テ
ン ト ・ イ ー ・ コ リ ・ Ｉ Ｎ Ｖ α Ｆ 細 胞 に 形 質 転 換 し た 。 ミ ニ プ レ プ （ miniprep） Ｄ Ｎ Ａ を キ
ア ゲ ン ・ ミ ニ プ レ プ ・ キ ッ ト （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 チ ャ ト ス ワ ー ス 、 キ ア ゲ ン （ Quiagen
） ） を 用 い て 調 製 し 、 適 当 な 大 き さ の 生 成 物 含 有 の ク ロ ー ン を 、 市 販 さ れ て い る Ｈ ｉ ｎ ｄ
IIIま た は Ｓ ａ ｌ Ｉ で の 制 限 酵 素 消 化 、 電 気 泳 動 、 お よ び 標 品 と の 比 較 に よ り 同 定 し た 。
Ｓ ｅ ｐ １ お よ び Ｓ ｅ ｐ １ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ （ ０ .１ ３ μ ｇ ） お よ び 、 各 々 、 ２ ５
０ ピ コ モ ル の
【 化 ２ 】
　
　
を 含 有 す る 第 一 の 鎖 合 成 反 応 で 、 タ イ ム ・ セ イ バ ー ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ・ シ ン セ シ ス ・ キ ッ ト （ Ti
me Saver cDNA synthesis kit） （ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ 、 フ ァ ー マ シ ア
（ Pharmacia） ） を 用 い て 製 造 し た 。 Ｓ ｅ ｐ ２ お よ び Ｓ ｅ ｐ １ の 第 二 の 鎖 合 成 は 、 各 々 、
２ ５ ０ ピ コ モ ル の
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【 化 ３ 】
　
　
を 添 加 し て タ イ ム ・ セ イ バ ー ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ・ シ ン セ シ ス ・ キ ッ ト を 用 い て 行 っ た 。 つ い で 、
そ の Ｓ ｅ ｐ ２ お よ び Ｓ ｅ ｐ １  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 前 記 し た よ う に 、 各 々 、
【 化 ４ 】
　
　
　
　
を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た 。 Ｓ ｅ ｐ ２  Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を Ｔ Ａ ク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト （ イ
ン ビ ト ロ ゲ ン ） を 用 い て ｐ ｃ IIに ク ロ ー ン し た 。 Ｓ ｅ ｐ １  Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を Ｈ indIIIお よ
び Ｓ alＩ で 消 化 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り ｐ ｃ IIベ ク タ ー よ り 分 離 し た 。 Ｓ ｅ ｐ １ （
Ｈ indIII-Ｓ alＩ ） フ ラ グ メ ン ト を フ ァ ー マ シ ア 市 販 の セ フ ァ グ ラ ス （ Sephaglas） バ ン ド
プ ロ プ ・ キ ッ ト を 用 い て 単 離 し 、 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ９ の Ｈ indIIIお よ び Ｓ
alＩ 部 位 に ク ロ ー ン し た （ サ ム ブ ロ ッ ク （ Sambrook） ら 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ・
コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー （ Molecular Cloning Cold Spring Harbor） ， 1989） 。
単 離 し た Ｓ ｅ ｐ ２ （ Ｈ indIII、 Ａ spＩ ） と Ｓ ｅ ｐ ３ （ Ａ spＩ 、 Ｓ alＩ ） フ ラ グ メ ン ト ま た
は Ｓ ｅ ｐ ４ （ Ｈ indII、 Ａ ccII/Ｍ roＩ ） と Ｓ ｅ ｐ ５ （ Ａ ccIII/Ｍ roＩ 、 Ｓ alＩ ） フ ラ グ メ
ン ト の ｐ Ｕ Ｃ １ ８ （ Ｈ indIII、 Ｓ alＩ ） ベ ク タ ー へ の 連 結 お よ び コ ン ピ テ ン ト ・ イ ー ・ コ
リ ・ Ｉ Ｎ Ｖ α 細 胞 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン ） の 形 質 転 換 を 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 （ サ ム ブ ロ ッ ク
ら 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ， 1989） を 介 し て 行
い 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ８ -Ｓ ｅ ｐ ２ ３ お よ び ｐ Ｕ Ｃ １ ８ -Ｓ ｅ ｐ ４ ５ を 得 た 。 そ れ は 、 各 々 、 添 付 し
た 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 全 長 ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ６ ８ -５ ３ ２ ６ お よ び ４ ９ ６ ４ -
７ ６ ５ ３ を 含 有 す る 。 ｐ Ｕ Ｃ １ ９ -Ｓ ｅ ｐ １ （ Ｅ coＲ Ｖ 、 Ｓ alＩ ） 、 Ｓ ｅ ｐ ２ ３ （ Ｅ coＲ
Ｖ 、 Ｂ stＥ II） お よ び Ｓ ｅ ｐ ４ ５ （ Ｂ stＥ II、 Ｓ al１ ） フ ラ グ メ ン ト の 連 結 お よ び コ ン ピ
テ ン ト ・ イ ー ・ コ リ ・ Ｉ Ｎ Ｖ α Ｆ 細 胞 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン ） の 形 質 転 換 は 、 当 該 分 野 に お け
る 当 業 者 に 公 知 の 方 法 （ サ ム ブ ロ ッ ク ら 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ コ ー ル ド ・ ス プ
リ ン グ ・ ハ ー バ ー ， 1989） に よ り 行 い 、 全 長 ク ロ ー ン を 得 る こ と が で き る 。 こ の タ ン パ ク
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 配 列 番 号 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ － シ ロ リ マ ス エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 、 Ｇ Ｓ Ｔ -Ｓ Ｅ
Ｐ 、 と 称 さ れ る 縮 合 タ ン パ ク は 、 以 下 に 示 す よ う に 、 Ｓ ｅ ｐ ４ お よ び Ｓ ｅ ｐ ５ フ ラ グ メ ン
ト を プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ -Ｋ Ｇ （ グ ア ン ・ ケ イ お よ び ジ キ ソ ン ・ ジ ェ イ ・ イ ー （ Guan, K
.お よ び Dixon, J.E.） （ 1991） ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー （ Anal. Biochem.）
192,262-267） に サ ブ ク ロ ー ン す る こ と に よ り 操 作 し た 。 簡 単 に は 、 Ｓ ｅ ｐ ４ を 市 販 の Ｈ i
ndIII制 限 酵 素 で 消 化 し 、 そ の 制 限 部 位 を Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の ク レ ノ ー フ ラ グ メ ン ト （
ギ ブ コ （ Gibco） ） で 満 た し 、 Ｄ Ｎ Ａ を フ ェ ノ ー ル -ク ロ ロ ホ ル ム お よ び エ タ ノ ー ル で 抽 出
し 、 当 該 分 野 に お け る 当 業 者 に 公 知 の 技 法 を 用 い て 沈 降 さ せ た （ サ ム ブ ロ ッ ク ら 、 モ レ キ
ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ， 1989） 。 Ｓ Ｅ Ｐ ４ （ Ｈ indIII
-ク レ ノ ー ） を さ ら に Ｍ roＩ 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り ｐ ｃ IIベ ク タ
ー よ り 単 離 し 、 Ｓ Ｅ Ｐ ４ -Ｈ indIII-ク レ ノ ー -Ｍ roＩ フ ラ グ メ ン ト と し て 単 離 し た 。 Ｓ ｅ
ｐ ５ フ ラ グ メ ン ト を Ｓ alＩ お よ び Ｍ roＩ で 消 化 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り ｐ ｃ IIベ ク
タ ー か ら 単 離 し 、 Ｓ Ｅ Ｐ ５ -Ｓ alＩ -Ｍ roＩ と し て 単 離 す る こ と に よ り 製 造 し た 。 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ
-Ｋ Ｇ （ グ ア ン ・ ケ イ お よ び ジ キ ソ ン ・ ジ ェ イ ・ イ ー （ Guan, Kお よ び Dixon, J.E.） （ 199
1） ア ナ リ テ ィ カ ル ・ バ イ オ ケ ミ ス ト リ ー 192,262-2679） を Ｎ coＩ で 消 化 し 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ の ク レ ノ ー フ ラ グ メ ン ト で 満 た し 、 Ｄ Ｎ Ａ を フ ェ ノ ー ル -ク ロ ロ ホ ル ム お よ び エ
タ ノ ー ル で 抽 出 し 、 当 該 分 野 に お け る 公 知 技 術 を 用 い て 沈 降 さ せ た （ サ ム ブ ロ ッ ク ら 、 モ
レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ コ ー ル ド ・ ス プ リ ン グ ・ ハ ー バ ー ， 1989） 。 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ -Ｋ Ｇ
（ Ｎ coＩ 、 ク レ ノ ー ） を さ ら に Ｓ alＩ で 消 化 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 未 消 化 ベ ク タ
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ー よ り 分 離 し 、 当 該 分 野 に お け る 公 知 操 作 を 用 い て 、 ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｅ Ｘ -Ｋ Ｇ -Ｎ coＩ -ク
レ ノ ー -Ｓ alＩ と し て 単 離 し た 。 当 該 分 野 に お け る 公 知 操 作 を 用 い て 、 該 ベ ク タ ー 、 ｐ Ｇ
Ｅ Ｘ -Ｋ Ｇ -Ｎ coＩ -ク レ ノ ー -Ｓ alＩ と Ｓ ｅ ｐ ４ （ Ｈ indIII、 Ｍ roＩ ） お よ び Ｓ ｅ ｐ ５ （ Ｍ
roＩ 、 Ｓ alＩ ） フ ラ グ メ ン ト の 連 結 な ら び に イ ー ・ コ リ 株 Ｉ Ｎ Ｖ α Ｆ 細 胞 （ イ ン ビ ト ロ ゲ
ン ） へ の 形 質 転 換 に よ り プ ラ ス ミ ド 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ -Ｓ ｅ ｐ ４ ５ を 得 た 。 こ の 縮 合 タ ン パ ク の
Ｄ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 フ ラ グ （ flag） 配 列 を 、 Ａ sp Ｔ yr Ｌ ys Ａ sp Ａ sp Ａ sp Ａ sp Ｌ ysに つ い て の コ ー デ
ィ ン グ 配 列 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い 、 Ｓ Ｅ Ｐ 範 囲 内 の ア ミ ノ 酸 末 端 で 、 ま た は
Ｓ Ｅ Ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｐ ４ 、 ５ も し く は 他 の フ ラ グ メ ン ト の カ ル ボ キ シ 末 端 で 加 え る こ と が で き る
。 縮 合 タ ン パ ク は 、 コ ネ チ カ ッ ト 州 、 ニ ュ ー ヘ ー ブ ン の Ｉ Ｂ Ｉ か ら 市 販 さ れ て い る キ ッ ト
を 用 い 、 抗 -フ ラ グ 特 異 的 抗 体 を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 単 離 で
き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 配 列 番 号 １ に 示 す よ う な 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ９ -Ｓ ｅ ｐ １ （ Ｅ coＲ Ｖ 、 Ｓ alＩ ） 、 Ｓ ｅ ｐ ２ ３ （
Ｅ coＲ Ｖ 、 Ｂ stＥ II） お よ び Ｓ ｅ ｐ ４ ５ （ Ｂ stＥ II、 Ｓ alＩ ） フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る 形
質 転 換 宿 主 細 胞 は ま た 、 ア メ リ カ 合 衆 国 、 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、 ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク
ラ ウ ン ・ ド ラ イ ブ ・ １ ２ ３ ０ １ 番 の ジ ・ ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に 寄 託 さ れ 、 す で に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 名 称 が 与 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
実 施 例 ３
　 本 発 明 の ２ １ ０ ｋ Ｄ ａ タ ン パ ク は ま た 、 次 の ラ パ マ イ シ ン ア ナ ロ グ を 用 い 、 実 施 例 １ に
記 載 の 操 作 に よ り 単 離 で き る ：
　 ａ ） ４ ２ -デ オ キ シ -４ ２ -[１ -(１ ,１ -ジ メ チ ル エ ト キ シ )-２ -オ キ ソ エ ト キ シ ]ラ パ マ イ
シ ン （ 米 国 特 許 第 5,233,036号 に 記 載 ） ；
　 ｂ ） ４ ２ -[Ｏ -(１ ,１ -ジ メ チ ル エ チ ル )ジ メ チ ル シ リ ル ]ラ パ マ イ シ ン （ 米 国 特 許 第 5,12
0,842号 に 記 載 ） ；
　 ｃ ） Ｎ -[１ ,１ -ジ メ チ ル エ ト キ シ )カ ル ボ ニ ル ]-Ｎ -メ チ ル グ リ シ ン と の ラ パ マ イ シ ン ４
２ -エ ス テ ル （ 米 国 特 許 第 5,130,307号 に 記 載 ） ；
　 ｄ ） ５ -[１ ,１ -ジ メ チ ル エ ト キ シ )-２ -[[(１ ,１ -ジ メ チ ル エ ト キ シ )カ ル ボ ニ ル ]ア ミ ノ
]-５ Ｎ -オ キ ソ ペ ン タ ン 酸 酢 酸 エ チ ル 溶 媒 和 物 ３ /４ 水 和 物 と の ラ パ マ イ シ ン ４ ２ -エ ス テ
ル （ 米 国 特 許 第 5,130,307号 参 照 ） ；
　 ｅ ） Ｎ -[１ ,１ -ジ メ チ ル エ ト キ シ )カ ル ボ ニ ル ]グ リ シ ル グ リ シ ン と の ラ パ マ イ シ ン ４ ２
-エ ス テ ル （ 米 国 特 許 第 5,130,307号 参 照 ） ；
　 ｆ ） Ｎ ２ ,Ｎ ６ -ビ ス [(１ ,１ -ジ メ チ ル エ ト キ シ )カ ル ボ ニ ル ]-Ｌ -リ ジ ン と の ラ パ マ イ シ
ン ４ ２ -エ ス テ ル （ 米 国 特 許 第 5,130,307号 参 照 ） ；
【 ０ ０ ７ ５ 】
［ 配 列 表 ］
配 列 番 号 ： １
配 列 の 長 さ ： ７ ６ ５ ３
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 二 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 ｔ ｏ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
ハ イ ポ セ テ ィ カ ル 配 列 ： Ｎ ｏ
ア ン チ セ ン ス ： Ｎ ｏ
起 源
　 生 物 名 ： モ ル ト ４ ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 細 胞
　 株 名 ： Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ８ ２ 株
配 列 ：
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AAG ATG CTT GGA ACC GGA CCT GCC GCC GCC ACC ACC GCT GCC ACC ACA　 　 　 48
　 　 Met Leu Gly Thr Gly Pro Ala Ala Ala Thr Thr Ala Ala Thr Thr
　 　 　 1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15
　
TCT AGC AAT GTG AGC GTC CTG CAG CAG TTT GCC AGT GGC CTA AAG AGC　 　 　 96
Ser Ser Asn Val Ser Val Leu Gln Gln Phe Ala Ser Gly Leu Lys Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30
　
CGG AAT GAG GAA ACC AGG GCC AAA GCC GCC AAG GAG CTC CAG CAC TAT　 　  144
Arg Asn Glu Glu Thr Arg Ala Lys Ala Ala Lys Glu Leu Gln His Tyr
　 　 　 　 　 　  35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45
　
GTC ACC ATG GAA CTC CGA GAG ATG AGT CAA GAG GAG TCT ACT CGC TTC　 　  192
Val Thr MET Glu Leu Arg Glu MET Ser Gln Glu Glu Ser Thr Arg Phe
　 　 　 　  50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60
　
TAT GAC CAA CTG AAC CAT CAC ATT TTT GAA TTG GTT TCC AGC TCA GAT　 　  240
Tyr Asp Gln Leu Asn His His Ile Phe Glu Leu Val Ser Ser Ser Asp
　 　  65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75
　
GCC AAT GAG AGG AAA GGT GGC ATC TTG GCC ATA GCT AGC CTC ATA GGA　 　  288
Ala Asn Glu Arg Lys Gly Gly Ile Leu Ala Ile Ala Ser Leu Ile Gly
 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90　 　 　 　 　 　 　 　 　 95
　
GTG GAA GGT GGG AAT GCC ACC CGA ATT GGC AGA TTT GCC AAC TAT CTT　 　  336
Val Glu Gly Gly Asn Ala Thr Arg Ile Gly Arg Phe Ala Asn Tyr Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 100　 　 　 　 　 　 　 　  105　 　 　 　 　 　 　 　  110
　
CGG AAC CTC CTC CCC TCC AAT GAC CCA GTT GTC ATG GAA ATG GCA TCC　 　  384
Arg Asn Leu Leu Pro Ser Asn Asp Pro Val Val MET Glu MET Ala Ser
　 　 　 　 　 　 115　 　 　 　 　 　 　 　  120　 　 　 　 　 　 　 　  125
　
AAG GCC ATT GGC CGT CTT GCC ATG GCA GGG GAC ACT TTT ACC GCT GAG　 　  432
Lys Ala Ile Gly Arg Leu Ala MET Ala Gly Asp Thr Phe Thr Ala Glu
　 　 　 　 130　 　 　 　 　 　 　 　  135　 　 　 　 　 　 　 　  140
　
TAC GTG GAA TTT GAG GTG AAG CGA GCC CTG GAA TGG CTG GGT GCT GAC　 　  480
Tyr Val Glu Phe Glu Val Lys Arg Ala Leu Glu Trp Leu Gly Ala Asp
　 　 145　 　 　 　 　 　 　 　  150　 　 　 　 　 　 　 　  155
　
CGC AAT GAG GGC CGG AGA CAT GCA GCT GTC CTG GTT CTC CGT GAG CTG　 　  528
Arg Asn Glu Gly Arg Arg His Ala Ala Val Leu Val Leu Arg Glu Leu
160　 　 　 　 　 　 　 　  165　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175
　
GCC ATC AGC GTC CCT ACC TTC TTC TTC CAG CAA GTG CAA CCC TTC TTT　 　  576
Ala Ile Ser Val Pro Thr Phe Phe Phe Gln Gln Val Gln Pro Phe Phe
　 　 　 　 　 　 　 　 180　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190
　
GAC AAC ATT TTT GTG GCC GTG TGG GAC CCC AAA CAG GCC ATC CGT GAG　 　  624
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Asp Asn Ile Phe Val Ala Val Trp Asp Pro Lys Gln Ala Ile Arg Glu
　 　 　 　 　 　 195　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205
　
GGA GCT GTA GCC GCC CTT CGT GCC TGT CTG ATT CTC ACA ACC CAG CGT　 　  672
Gly Ala Val Ala Ala Leu Arg Ala Cys Leu Ile Leu Thr Thr Gln Arg
　 　 　 　 210　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220
　
GAG CCG AAG GAG ATG CAG AAG CCT CAG TGG TAC AGG CAC ACA TTT GAA　 　  720
Glu Pro Lys Glu MET Gln Lys Pro Gln Trp Tyr Arg His Thr Phe Glu
　 　 225　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235
　
GAA GCA GAG AAG GGA TTT GAT GAG ACC TTG GCC AAA GAG AAG GGC ATG　 　  768
Glu Ala Glu Lys Gly Phe Asp Glu Thr Leu Ala Lys Glu Lys Gly MET
240　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255
　
AAT CGG GAT GAT CGG ATC CAT GGA GCC TTG TTG ATC CTT AAC GAG CTG　 　  816
Asn Arg Asp Asp Arg Ile His Gly Ala Leu Leu Ile Leu Asn Glu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270
　
GTC CGA ATC AGC AGC ATG GAG GGA GAG CGT CTG AGA GAA GAA ATG GAA　 　  864
Val Arg Ile Ser Ser MET Glu Gly Glu Arg Leu Arg Glu Glu MET Glu
　 　 　 　 　 　 275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285
　
GAA ATC ACA CAG CAG CAG CTG GTA CAC GAC AAG TAC TGC AAA GAT CTC　 　  912
Glu Ile Thr Gln Gln Gln Leu Val His Asp Lys Tyr Cys Lys Asp Leu
　 　 　 　 290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300
　
ATG GGC TTC GGA ACA AAA CCT CGT CAC ATT ACC CCC TTC ACC AGT TTC　 　  960
MET Gly Phe Gly Thr Lys Pro Arg His Ile Thr Pro Phe Thr Ser Phe
　 　 305　 　 　 　 　 　 　 　  310　 　 　 　 　 　 　 　  315
　
CAG GCT GTA CAG CCC CAG CAG TCA AAT GCC TTG GTG GGG CTG CTG GGG　 　 1008
Gln Ala Val Gln Pro Gln Gln Ser Asn Ala Leu Val Gly Leu Leu Gly
320　 　 　 　 　 　 　 　  325　 　 　 　 　 　 　 　  330　 　 　 　 　 　 　 　  335
　
TAC AGC TCT CAC CAA GGC CTC ATG GGA TTT GGG ACC TCC CCC AGT CCA　 　 1056
Tyr Ser Ser His Gln Gly Leu MET Gly Phe Gly Thr Ser Pro Ser Pro
　 　 　 　 　 　 　 　 340　 　 　 　 　 　 　 　  345　 　 　 　 　 　 　 　  350
　
GCT AAG TCC ACC CTG GTG GAG AGC CGG TGT TGC AGA GAC TTG ATG GAG　 　 1104
Ala Lys Ser Thr Leu Val Glu Ser Arg Cys Cys Arg Asp Leu MET Glu
　 　 　 　 　 　 355　 　 　 　 　 　 　 　  360　 　 　 　 　 　 　 　  365
　
GAG AAA TTT GAT CAG GTG TGC CAG TGG GTG CTG AAA TGC AGG AAT AGC　 　 1152
Glu Lys Phe Asp Gln Val Cys Gln Trp Val Leu Lys Cys Arg Asn Ser
 　 　 　  370　 　 　 　 　 　 　 　  375　 　 　 　 　 　 　 　  380
　
AAG AAC TCG CTG ATC CAA ATG ACA ATC CTT AAT TTG TTG CCC CGC TTG　 　 1200
Lys Asn Ser Leu Ile Gln MET Thr Ile Leu Asn Leu Leu Pro Ara Leu
　 　 385　 　 　 　 　 　 　 　  390 　 　 　 　 　 　 　 　 395
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GCT GCA TTC CGA CCT TCT GCC TTC ACA GAT ACC CAG TAT CTC CAA GAT　 　 1248
Ala Ala Phe Arg Pro Ser Ala Phe Thr Asp Thr Gln Tyr Leu Gln Asp
400　 　 　 　 　 　 　 　  405　 　 　 　 　 　 　 　  410　 　 　 　 　 　 　 　  415
　
ACC ATG AAC CAT GCC CTA AGC TGT GTC AAG AAG GAG AAG GAA CGT ACA　 　 1296
Thr MET Asn His Ala Leu Ser Cys Val Lys Lys Glu Lys Glu Arg Thr
　 　 　 　 　 　 　 　 420　 　 　 　 　 　 　 　  425　 　 　 　 　 　 　 　  430
　
GCG GCC TTC CAA GCC CTG GGG CTA CTT TCT GTG GCT GTG AGG TCT GAG　 　 1344
Ala Ala Phe Gln Ala Leu Gly Leu Leu Ser Val Ala Val Arg Ser Glu
　 　 　 　 　 　 435　 　 　 　 　 　 　 　  440　 　 　 　 　 　 　 　  445
　
TTT AAG GTC TAT TTG CCT CGC GTG CTG GAC ATC ATC CGA GCG GCC CTG　 　 1392
Phe Lys Val Tyr Leu Pro Arg Val Leu Asp Ile Ile Arg Ala Ala Leu
　 　 　 　 450　 　 　 　 　 　 　 　  455　 　 　 　 　 　 　 　  460
　
CCC CCA AAG GAC TTC GCC CAT AAG AGG CAG AAG GCA ATG CAG GTG GAC　 　 1440
Pro Pro Lys Asp Phe Ala His Lys Arg Gln Lys Ala MET Gln Val Asp
　 　 465　 　 　 　 　 　 　 　  470　 　 　 　 　 　 　 　  475
　
GCC ACA GTC TTC ACT TGC ATC AGC ATG CTG GCT CGA GCA ATG GGG CCA　 　 1488
Ala Thr Val Phe Thr Cys Ile Ser MET Leu Ala Arg Ala MET Gly Pro
480　 　 　 　 　 　 　 　  485　 　 　 　 　 　 　 　  490　 　 　 　 　 　 　 　  495
　
GGC ATC CAG CAG GAT ATC AAG GAG CTG CTG GAG CCC ATG CTG GCA GTG　 　 1536
Gly Ile Gln Gln Asp Ile Lys Glu Leu Leu Glu Pro MET Leu Ala Val
　 　 　 　 　 　 　 　 500　 　 　 　 　 　  　 　 505　 　 　 　 　 　 　 　  510
　
GGA CTA AGC CCT GCC CTC ACT GCA GTG CTC TAC GAC CTG AGC CGT CAG　 　 1584
Gly Leu Ser Pro Ala Leu Thr Ala Val Leu Tyr Asp Leu Ser Arg Gln
　 　 　 　 　 　 515　 　 　 　 　 　 　 　  520　 　 　 　 　 　 　 　  525
　
ATT CCA CAG CTA AAG AAG GAC ATT CAA GAT GGG CTA CTG AAA ATG CTG　 　 1632
Ile Pro Gln Leu Lys Lys Asp Ile Gln Asp Gly Leu Leu Lys MET Leu
　 　 　 　 530　 　 　 　 　 　 　 　  535　 　 　 　 　 　 　 　  540
　
TCC CTG GTC CTT ATG CAC AAA CCC CTT CGC CAC CCA GGC ATG CCC AAG　 　 1680
Ser Leu Val Leu MET His Lys Pro Leu Arg His Pro Gly MET Pro Lys
　 　 545　 　 　 　 　 　 　 　  550　 　 　 　 　 　 　 　  555
　
GGC CTG GCC CAT CAG CTG GCC TCT CCT GGC CTC ACG ACC CTC CCT GAG　 　 1728
Gly Leu Ala His Gln Leu Ala Ser Pro Gly Leu Thr Thr Leu Pro Glu
560　 　 　 　 　 　 　 　  565　 　 　 　 　 　 　 　  570　 　 　 　 　 　 　 　  575
　
GCC AGC GAT GTG GGC AGC ATC ACT CTT GCC CTC CGA ACG CTT GGC AGC　 　 1776
Ala Ser Asp Val Gly Ser Ile Thr Leu Ala Leu Arg Thr Leu Gly Ser
　 　 　 　 　 　 　 　 580　 　 　 　 　 　 　 　  585　 　 　 　 　 　 　 　  590
　
TTT GAA TTT GAA GGC CAC TCT CTG ACC CAA TTT GTT CGC CAC TGT GCG　 　 1824
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Phe Glu Phe Glu Gly His Ser Leu Thr Gln Phe Val Arg His Cys Ala
　 　 　 　 　 　 595　 　 　 　 　 　 　 　  600　 　 　 　 　 　 　 　  605
　
GAT CAT TTC CTG AAC AGT GAG CAC AAG GAG ATC CGC ATG GAG GCT GCC　 　 1872
Asp His Phe Leu Asn Ser Glu His Lys Glu Ile Arg MET Glu Ala Ala
　 　 　 　 610　 　 　 　 　 　 　 　  615　 　 　 　 　 　 　 　  620
　
CGC ACC TGC TCC CGC CTG CTC ACA CCC TCC ATC CAC CTC ATC AGT GGC　 　 1920
Arg Thr Cys Ser Arg Leu Leu Thr Pro Ser Ile His Leu Ile Ser Gly
　 　 625　 　 　 　 　 　 　 　  630　 　 　 　 　 　 　 　  635
　
CAT GCT CAT GTG GTT AGC CAG ACC GCA GTG CAA GTG GTG GCA GAT GTG　 　 1968
His Ala His Val Val Ser Gln Thr Ala Val Gln Val Val Ala Asp Val
640　 　 　 　 　 　 　 　  645　 　 　 　 　 　 　 　  650　 　 　 　 　 　 　 　  655
　
CTT AGC AAA CTG CTC GTA GTT GGG ATA ACA GAT CCT GAC CCT GAC ATT　 　 2016
Leu Ser Lys Leu Leu Val Val Gly Ile Thr Asp Pro Asp Pro Asp Ile
　 　 　 　 　 　 　 　 660　 　 　 　 　 　 　 　  665　 　 　 　 　 　 　 　  670
　
CGC TAC TGT GTC TTG GCG TCC CTG GAC GAG CGC TTT GAT GCA CAC CTG　 　 2064
Arg Tyr Cys Val Leu Ala Ser Leu Asp Glu Arg Phe Asp Ala His Leu
　 　 　 　 　 　 675　 　 　 　 　 　 　 　  680　 　 　 　 　 　 　 　  685
　
GCC CAG GCG GAG AAC TTG CAG GCC TTG TTT GTG GCT CTG AAT GAC CAG　 　 2112
Ala Gln Ala Glu Asn Leu Gln Ala Leu Phe Val Ala Leu Asn Asp Gln
　 　 　 　 690　 　 　 　 　 　 　 　  695　 　 　 　 　 　 　 　  700
　
GTG TTT GAG ATC CGG GAG CTG GCC ATC TGC ACT GTG GGC CGA CTC AGT　 　 2160
Val Phe Glu Ile Arg Glu Leu Ala Ile Cys Thr Val Gly Arg Leu Ser
　 　 705　 　 　 　 　 　 　 　  710　 　 　 　 　 　 　 　  715
　
AGC ATG AAC CCT GCC TTT GTC ATG CCT TTC CTG CGC AAG ATG CTC ATC　 　 2208
Ser MET Asn Pro Ala Phe Val MET Pro Phe Leu Arg Lys MET Leu Ile
720　 　 　 　 　 　 　 　  725　 　 　 　 　 　 　 　  730　 　 　 　 　 　 　 　  735
　
CAG ATT TTG ACA GAG TTG GAG CAC AGT GGG ATT GGA AGA ATC AAA GAG　 　 2256
Gln Ile Leu Thr Glu Leu Glu His Ser Gly Ile Gly Arg Ile Lys Glu
　 　 　 　 　 　 　 　 740　 　 　 　 　 　 　 　  745　 　 　 　 　 　 　 　  750
　
CAG AGT GCC CGC ATG CTG GGG CAC CTG GTC TCC AAT GCC CCC CGA CTC　 　 2304
Gln Ser Ala Arg MET Leu Gly His Leu Val Ser Asn Ala Pro Arg Leu
　 　 　 　 　 　 755　 　 　 　 　 　 　 　  760　 　 　 　 　 　 　 　  765
　
ATC CGC CCC TAC ATG GAG CCT ATT CTG AAG GCA TTA ATT TTG AAA CTG　 　 2352
Ile Arg Pro Tyr MET Glu Pro Ile Leu Lys Ala Leu Ile Leu Lys Leu
　 　 　 　 770　 　 　 　 　 　 　 　  775　 　 　 　 　 　 　 　  780
　
AAA GAT CCA GAC CCT GAT CCA AAC CCA GGT GTG ATC AAT AAT GTC CTG　 　 2400
Lys Asp Pro Asp Pro Asp Pro Asn Pro Gly Val Ile Asn Asn Val Leu
　 　 785　 　 　 　 　 　 　 　  790　 　 　 　 　 　 　 　  795
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GCA ACA ATA GGA GAA TTG GCA CAG GTT AGT GGC CTG GAA ATG AGG AAA　 　 2448
Ala Thr Ile Gly Glu Leu Ala Gln Val Ser Gly Leu Glu MET Arg Lys
800　 　 　 　 　 　 　 　  805　 　 　 　 　 　 　 　  810　 　 　 　 　 　 　 　  815
　
TGG GTT GAT GAA CTT TTT ATT ATC ATC ATG GAC ATG CTC CAG GAT TCC　 　 2496
Trp Val Asp Glu Leu Phe Ile Ile Ile MET Asp MET Leu Gln Asp Ser
　 　 　 　 　 　 　 　 820　 　 　 　 　 　 　 　  825　 　 　 　 　 　 　 　  830
　
TCT TTG TTG GCC AAA AGG CAG GTG GCT CTG TGG ACC CTG GGA CAG TTG　 　 2544
Ser Leu Leu Ala Lys Arg Gln Val Ala Leu Trp Thr Leu Gly Gln Leu
　 　 　 　 　 　 835　 　 　 　 　 　 　 　  840　 　 　 　 　 　 　 　  845
　
GTG GCC AGC ACT GGC TAT GTA GTA GAG CCC TAC AGG AAG TAC CCT ACT　 　 2592
Val Ala Ser Thr Gly Tyr Val Val Glu Pro Tyr Arg Lys Tyr Pro Thr
　 　 　 　 850　 　 　 　 　 　 　 　  855　 　 　 　 　 　 　 　  860
　
TTG CTT GAG GTG CTA CTG AAT TTT CTG AAG ACT GAG CAG AAC CAG GGT　 　 2640
Leu Leu Glu Val Leu Leu Asn Phe Leu Lys Thr Glu Gln Asn Gln Gly
　 　 865　 　 　 　 　 　 　 　  870　 　 　 　 　 　 　 　  875
　
ACA CGC AGA GAG GCC ATC CGT GTG TTA GGG CTT TTA GGG GCT TTG GAT　 　 2688
Thr Arg Arg Glu Ala Ile Arg Val Leu Gly Leu Leu Gly Ala Leu Asp
880　 　 　 　 　 　 　 　  885　 　 　 　 　 　 　 　  890　 　 　 　 　 　 　 　  895
　
CCT TAC AAG CAC AAA GTG AAC ATT GGC ATG ATA GAC CAG TCC CGG GAT　 　 2736
Pro Tyr Lys His Lys Val Asn Ile Gly MET Ile Asp Gln Ser Arg Asp
　 　 　 　 　 　 　 　 900　 　 　 　 　 　 　 　  905　 　 　 　 　 　 　 　  910
　
GCC TCT GCT GTC AGC CTG TCA GAA TCC AAG TCA AGT CAG GAT TCC TCT　 　 2784
Ala Ser Ala Val Ser Leu Ser Glu Ser Lys Ser Ser Gln Asp Ser Ser
　 　 　 　 　 　 915　 　 　 　 　 　 　 　  920　 　 　 　 　 　 　 　  925
　
GAC TAT AGC ACT AGT GAA ATG CTG GTC AAC ATG GGA AAC TTG CCT CTG　 　 2832
Asp Tyr Ser Thr Ser Glu MET Leu Val Asn MET Gly Asn Leu Pro Leu
　 　 　 　 930　 　 　 　 　 　 　 　  935　 　 　 　 　 　 　 　  940
　
GAT GAG TTC TAC CCA GCT GTG TCC ATG GTG GCC CTG ATG CGG ATC TTC　 　 2880
Asp Glu Phe Tyr Pro Ala Val Ser MET Val Ala Leu MET Arg Ile Phe
　 　 945　 　 　 　 　 　 　 　  950　 　 　 　 　 　 　    955
　
CGA GAC CAG TCA CTC TCT CAT CAT CAC ACC ATG GTT GTC CAG GCC ATC　 　 2928
Arg Asp Gln Ser Leu Ser His His His Thr MET Val Val Gln Ala Ile
960　 　 　 　 　 　 　 　  965　 　 　 　 　 　 　 　  970　 　 　 　 　 　 　 　  975
　
ACC TTC ATC TTC AAG TCC CTG GGA CTC AAA TGT GTG CAG TTC CTG CCC　 　 2976
Thr Phe Ile Phe Lys Ser Leu Gly Leu Lys Cys Val Gln Phe Leu Pro
　 　 　 　 　 　 　 　 980　 　 　 　 　 　 　 　  985　 　 　 　 　 　 　 　  990
　
CAG GTC ATG CCC ACG TTC CTT AAT GTC ATT CGA GTC TGT GAT GGG GCC　 　 3024
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Gln Val MET Pro Thr Phe Leu Asn Val Ile Arg Val Cys Asp Gly Ala
　 　 　 　 　 　 995　 　 　 　 　 　 　 　  100O 　 　 　 　 　 　 　  1005
　
ATC CGG GAA TTT TTG TTC CAG CAG CTG GGA ATG TTG GTG TCC TTT GTG　 　 3072
Ile Arg Glu Phe Leu Phe Gln Gln Leu Gly MET Leu Val Ser Phe Val
　 　 　 　 10lO　 　 　 　 　 　 　 　 1015 　 　 　 　 　 　 　  1020
　
AAG AGC CAC ATC AGA CCT TAT ATG GAT GAA ATA GTC ACC CTC ATG AGA　 　 3120
Lys Ser His Ile Arg Pro Tyr MET Asp Glu Ile Val Thr Leu MET Arg
　 　 1025　 　 　 　 　 　 　 　 1030　 　 　 　 　 　 　 　 1035
　
GAA TTC TGG GTC ATG AAC ACC TCA ATT CAG AGC ACG ATC ATT CTT CTC　 　 3168
Glu Phe Trp Val MET Asn Thr Ser Ile Gln Ser Thr Ile Ile Leu Leu
1040　 　 　 　 　 　 　 　 1045　 　 　 　 　 　 　 　 1050　 　 　 　 　 　 　 　 1055
　
ATT GAG CAA ATT GTG GTA GCT CTT GGG GGT GAA TTT AAG CTC TAC CTG　 　 3216
Ile Glu Gln Ile Val Val Ala Leu Gly Gly Glu Phe Lys Leu Tyr Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 1060　 　 　 　 　 　 　 　 1065　 　 　 　 　 　 　 　 1070
　
CCC CAG CTG ATC CCA CAC ATG CTG CGT GTC TTC ATG CAT GAC AAC AGC　 　 3264
Pro Gln Leu Ile Pro His MET Leu Arg Val Phe MET His Asp Asn Ser
　 　 　 　 　 　 1075　 　 　 　 　 　 　 　 1080　 　 　 　 　 　 　 　 1085
　
CCA GGC CGC ATT GTC TCT ATC AAG TTA CTG GCT GCA ATC CAG CTG TTT　 　 3312
Pro Gly Arg Ile Val Ser Ile Lys Leu Leu Ala Ala Ile Gln Leu Phe
　 　 　 　 1090　 　 　 　 　 　 　 　 1095　 　 　 　 　 　 　 　 1100
　
GGC GCC AAC CTG GAT GAC TAC CTG CAT TTA CTG CTG CCT CCT ATT GTT　 　 3360
Gly Ala Asn Leu Asp Asp Tyr Leu His Leu Leu Leu Pro Pro Ile Val
　 　 1105　 　 　 　 　 　 　 　 1110　 　 　 　 　 　 　 　 1115
　
AAG TTG TTT GAT GCC CCT GAA GCT CCA CTG CCA TCT CGA AAG GCA GCG　 　 3408
Lys Leu Phe Asp Ala Pro Glu Ala Pro Leu Pro Ser Arg Lys Ala Ala
1120　 　 　 　 　 　 　 　 1125　 　 　 　 　 　 　 　 1130　 　 　 　 　 　 　 　 1135
　
CTA GAG ACT GTG GAC CGC CTG ACG GAG TCC CTG GAT TTC ACT GAC TAT　 　 3456
Leu Glu Thr Val Asp Arg Leu Thr Glu Ser Leu Asp Phe Thr Asp Tyr
　 　 　 　 　 　 　 　 1140　 　 　 　 　 　 　 　 1145　 　 　 　 　 　 　 　 1150
　
GCC TCC CGG ATC ATT CAC CCT ATT GTT CGA ACA CTG GAC CAG AGC CCA　 　 3504
Ala Ser Arg Ile Ile His Pro Ile Val Arg Thr Leu Asp Gln Ser Pro
　 　 　 　 　 　 1155　 　 　 　 　 　 　 　 1160　 　 　 　 　 　 　 　 1165
　
GAA CTG CGC TCC ACA GCC ATG GAC ACG CTG TCT TCA CTT GTT TTT CAG　 　 3552
Glu Leu Arg Ser Thr Ala MET Asp Thr Leu Ser Ser Leu Val Phe Gln
　 　 　 　 1170　 　 　 　 　 　 　 　 1175　 　 　 　 　 　 　 　 1180
　
CTG GGG AAG AAG TAC CAA ATT TTC ATT CCA ATG GTG AAT AAA GTT CTG　 　 3600
Leu Gly Lys Lys Tyr Gln Ile Phe Ile Pro MET Val Asn Lys Val Leu
　 　 1185　 　 　 　 　 　 　 　 1190　 　 　 　 　 　 　 　 1195
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GTG CGA CAC CGA ATC AAT CAT CAG CGC TAT GAT GTG CTC ATC TGC AGA　 　 3648
Val Arg His Arg Ile Asn His Gln Arg Tyr Asp Val Leu Ile Cys Arg
1200　 　 　 　 　 　 　 　 1205　 　 　 　 　 　 　 　 1210　 　 　 　 　 　 　 　 1215
　
ATT GTC AAG GGA TAC ACA CTT GCT GAT GAA GAG GAG GAT CCT TTG ATT　 　 3696
Ile Val Lys Gly Tyr Thr Leu Ala Asp Glu Glu Glu Asp Pro Leu Ile
　 　 　 　 　 　 　 　 1220　 　 　 　 　 　 　 　 1225　 　 　 　 　 　 　 　 1230
　
TAC CAG CAT CGG ATG CTT AGG AGT GGC CAA GGG GAT GCA TTG GCT AGT　 　 3744
Tyr Gln His Arg MET Leu Arg Ser Gly Gln Gly Asp Ala Leu Ala Ser
　 　 　 　 　 　 1235　 　 　 　 　 　 　 　 1240　 　 　 　 　 　 　 　 1245

GGA CCA GTG GAA ACA GGA CCC ATG AAG AAA CTG CAC GTC AGC ACC ATC　 　 3792
Gly Pro Val Glu Thr Gly Pro MET Lys Lys Leu His Val Ser Thr Ile
　 　 　 　 1250　 　 　 　 　 　 　 　 1255　 　 　 　 　 　 　 　 1260
　
AAC CTC CAA AAG GCC TGG GGC GCT GCC AGG AGG GTC TCC AAA GAT GAC　 　 3840
Asn Leu Gln Lys Ala Trp Gly Ala Ala Arg Arg Val Ser Lys Asp Asp
　 　 1265　 　 　 　 　 　 　 　 1270　 　 　 　 　 　 　 　 1275
　
TGG CTG GAA TGG CTG AGA CGG CTG AGC CTG GAG CTG CTG AAG GAC TCA　 　 3888
Trp Leu Glu Trp Leu Arg Arg Leu Ser Leu Glu Leu Leu Lys Asp Ser
1280　 　 　 　 　 　 　 　 1285　 　 　 　 　 　 　 　 1290　 　 　 　 　 　 　 　 1295
　
TCA TCG CCC TCC CTG CGC TCC TGC TGG GCC CTG GCA CAG GCC TAC AAC　 　 3936
Ser Ser Pro Ser Leu Arg Ser Cys Trp Ala Leu Ala Gln Ala Tyr Asn
　 　 　 　 　 　 　 　 1300　 　 　 　 　 　 　 　 1305　 　 　 　 　 　 　 　 1310
　
CCG ATG GCC AGG GAT CTC TTC AAT GCT GCA TTT GTG TCC TGC TGG TCT　 　 3984
Pro MET Ala Arg Asp Leu Phe Asn Ala Ala Phe Val Ser Cys Trp Ser
　 　 　 　 　 　 1315　 　 　 　 　 　 　 　 1320　 　 　 　 　 　 　 　 1325
　
GAA CTG AAT GAA GAT CAA CAG GAT GAG CTC ATC AGA AGC ATC GAG TTG　 　 4032
Glu Leu Asn Glu Asp Gln Gln Asp Glu Leu Ile Arg Ser Ile Glu Leu 
　 　 　 　 1330　 　 　 　 　 　 　 　 1335　 　 　 　 　 　 　 　 1340　 　 　 　 　 　
　
GCC CTC ACC TCA CAA GAC ATC GCT GAA GTC ACA CAG ACC CTC TTA AAC　 　 4080
Ala Leu Thr Ser Gln Asp Ile Ala Glu Val Thr Gln Thr Leu Leu Asn
　 　 1345　 　 　 　 　 　 　 　 1350　 　 　 　 　 　 　 　 1355　 　 　 　 　 　 　 　
　
TTG GCT GAA TTC ATG GAA CAC AGT GAC AAG GGC CCC CTG CCA CTG AGA　 　 4128
Leu Ala Glu Phe MET Glu His Ser Asp Lys Gly Pro Leu Pro Leu Arg
1360　 　 　 　 　 　 　 　 1365　 　 　 　 　 　 　 　 1370　 　 　 　 　 　 　 　 1375
　
GAT GAC AAT GGC ATT GTT CTG CTG GGT GAG AGA GCT GCC AAG TGC CGA　 　 4176
Asp Asp Asn Gly Ile Val Leu Leu Gly Glu Arg Ala Ala Lys Cys Arg
　 　 　 　 　 　 　 　 1380　 　 　 　 　 　 　 　 1385　 　 　 　 　 　 　 　 1390
　
GCA TAT GCC AAA GCA CTA CAC TAC AAA GAA CTG GAG TTC CAG AAA GGC　 　 4224
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Ala Tyr Ala Lys Ala Leu His Tyr Lys Glu Leu Glu Phe Gln Lys Gly
　 　 　 　 　 　 1395　 　 　 　 　 　 　 　 1400　 　 　 　 　 　 　 　 1405
　
CCC ACC CCT GCC ATT CTA GAA TCT CTC ATC AGC ATT AAT AAT AAG CTA　 　 4272
Pro Thr Pro Ala Ile Leu Glu Ser Leu Ile Ser Ile Asn Asn Lys Leu
　 　 　 　 1410　 　 　 　 　 　 　 　 1415　 　 　 　 　 　 　 　 1420
　
CAG CAG CCG GAG GCA GCG GCC GGA GTG TTA GAA TAT GCC ATG AAA CAC　 　 4320
Gln Gln Pro Glu Ala Ala Ala Gly Val Leu Glu Tyr Ala MET Lys His
　 　 1425　 　 　 　 　 　 　 　 1430　 　 　 　 　 　 　 　 1435
　
TTT GGA GAG CTG GAG ATC CAG GCT ACC TGG TAT GAG AAA CTG CAC GAG　 　 4368
Phe Gly Glu Leu Glu Ile Gln Ala Thr Trp Tyr Glu Lys Leu His Glu 
1440　 　 　 　 　 　 　 　 1445　 　 　 　 　 　 　 　 1450　 　 　 　 　 　 　 　 1455
　
TGG GAG GAT GCC CTT GTG GCC TAT GAC AAG AAA ATG GAC ACC AAC AAG　 　 4416
Trp Glu Asp Ala Leu Val Ala Tyr Asp Lys Lys MET Asp Thr Asn Lys
　 　 　 　 　 　 　 　 1460　 　 　 　 　 　 　 　 1465　 　 　 　 　 　 　 　 1470
　
GAC GAC CCA GAG CTG ATG CTG GGC CGC ATG CGC TGC CTC GAG GCC TTG　 　 4464
Asp Asp Pro Glu Leu MET Leu Gly Arg MET Arg Cys Leu Glu Ala Leu
　 　 　 　 　 　 1475　 　 　 　 　 　 　 　 1480　 　 　 　 　 　 　 　 1485
　
GGG GAA TGG GGT CAA CTC CAC CAG CAG TGC TGT GAA AAG TGG ACC CTG　 　 4512
Gly Glu Trp Gly Gln Leu His Gln Gln Cys Cys Glu Lys Trp Thr Leu
　 　 　 　 1490　 　 　 　 　 　 　 　 1495　 　 　 　 　 　 　 　 1500
　
GTT AAT GAT GAG ACC CAA GCC AAG ATG GCC CGG ATG GCT GCT GCA GCT　 　 4560
Val Asn Asp Glu Thr Gln Ala Lys MET Ala Arg MET Ala Ala Ala Ala
　 　 1505　 　 　 　 　 　 　 　 1510　 　 　 　 　 　 　 　 1515
　
GCA TGG GGT TTA GGT CAG TGG GAC AGC ATG GAA GAA TAC ACC TGT ATG　 　 4608
Ala Trp Gly Leu Gly Gln Trp Asp Ser MET Glu Glu Tyr Thr Cys MET
1520　 　 　 　 　 　 　 　 1525　 　 　 　 　 　 　 　 1530　 　 　 　 　 　 　 　 1535
　
ATC CCT CGG GAC ACC CAT GAT GGG GCA TTT TAT AGA GCT GTG CTG GCA　 　 4656
Ile Pro Arg Asp Thr His Asp Gly Ala Phe Tyr Arg Ala Val Leu Ala
　 　 　 　 　 　 　 　 1540　 　 　 　 　 　 　 　 1545　 　 　 　 　 　 　 　 1550
　
CTG CAT CAG GAC CTC TTC TCC TTG GCA CAA CAG TGC ATT GAC AAG GCC　 　 4704
Leu His Gln Asp Leu Phe Ser Leu Ala Gln Gln Cys Ile Asp Lys Ala
　 　 　 　 　 　 1555　 　 　 　 　 　 　 　 1560　 　 　 　 　 　 　 　 1565
　
AGG GAC CTG CTG GAT GCT GAA TTA ACT GCA ATG GCA GGA GAG AGT TAC　 　 4752
Arg Asp Leu Leu Asp Ala Glu Leu Thr Ala MET Ala Gly Glu Ser Tyr
　 　 　 　 1570　 　 　 　 　 　 　 　 1575　 　 　 　 　 　 　 　 1580
　
AGT CGG GCA TAT GGG GCC ATG GTT TCT TGC CAC ATG CTG TCC GAG CTG　 　 4800
Ser Arg Ala Tyr Gly Ala MET Val Ser Cys His MET Leu Ser Glu Leu 
　 　 1585　 　 　 　 　 　 　 　 1590　 　 　 　 　 　 　 　 1595
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GAG GAG GTT ATC CAG TAC AAA CTT GTC CCC GAG CGA CGA GAG ATC ATC　 　 4848
Glu Glu Val Ile Gln Tyr Lys Leu Val Pro Glu Arg Arg Glu Ile Ile
1600　 　 　 　 　 　 　 　 1605　 　 　 　 　 　 　 　 1610　 　 　 　 　 　 　 　 1615
　
CGC CAG ATC TGG TGG GAG AGA CTG CAG GGC TGC CAG CGT ATC GTA GAG　 　 4896
Arg Gln Ile Trp Trp Glu Arg Leu Gln Gly Cys Gln Arg Ile Val Glu
　 　 　 　 　 　 　 　 1620　 　 　 　 　 　 　 　 1625　 　 　 　 　 　 　 　 1630
　
GAC TGG CAG AAA ATC CTT ATG GTG CGG TCC CTT GTG GTC AGC CCT CAT　 　 4944
Asp Trp Gln Lys Ile Leu MET Val Arg Ser Leu Val Val Ser Pro His
　 　 　 　 　 　 1635　 　 　 　 　 　 　 　 1640　 　 　 　 　 　 　 　 1645
　
GAA GAC ATG AGA ACC TGG CTC AAG TAT GCA AGC CTG TGC GGC AAG AGT　 　 4992
Glu Asp MET Arg Thr Trp Leu Lys Tyr Ala Ser Leu Cys Gly Lys Ser
　 　 　 　 1650　 　 　 　 　 　 　 　 1655　 　 　 　 　 　 　 　 1660
　
GGC AGG CTG GCT CTT GCT CAT AAA ACT TTA GTG TTG CTC CTG GGA GTT　 　 5040
Gly Arg Leu Ala Leu Ala His Lys Thr Leu Val Leu Leu Leu Gly Val
　 　 1665　 　 　 　 　 　 　 　 1670　 　 　 　 　 　 　 　 1675　 　 　 　 　
　
GAT CCG TCT CGG CAA CTT GAC CAT CCT CTG CCA ACA GTT CAC CCT CAG　 　 5088
Asp Pro Ser Arg Gln Leu Asp His Pro Leu Pro Thr Val His Pro Gln
1680　 　 　 　 　 　 　 　 1685　 　 　 　 　 　 　 　 1690　 　 　 　 　 　 　 　 1695
　
GTG ACC TAT GCC TAC ATG AAA AAC ATG TGG AAG AGT GCC CGC AAG ATC　 　 5136
Val Thr Tyr Ala Tyr MET Lys Asn MET Trp Lys Ser Ala Arg Lys Ile
　 　 　 　 　 　 　 　 1700　 　 　 　 　 　 　 　 1705　 　 　 　 　 　 　 　 1710
　
GAT GCC TTC CAG CAC ATG CAG CAT TTT GTC CAG ACC ATG CAG CAA CAG　 　 5184
Asp Ala Phe Gln His MET Gln His Phe Val Gln Thr MET Gln Gln Gln
　 　 　 　 　 　 1715　 　 　 　 　 　 　 　 1720　 　 　 　 　 　 　 　 1725
　
GCC CAG CAT GCC ATC GCT ACT GAG GAC CAG CAG CAT AAG CAG GAA CTG　 　 5232
Ala Gln His Ala Ile Ala Thr Glu Asp Gln Gln His Lys Gln Glu Leu
　 　 　 　 1730　 　 　 　 　 　 　 　 1735　 　 　 　 　 　 　 　 1740
　
CAC AAG CTC ATG GCC CGA TGC TTC CTG AAA CTT GGA GAG TGG CAG CTG　 　 5280
His Lys Leu MET Ala Arg Cys Phe Leu Lys Leu Gly Glu Trp Gln Leu
　 　 1745　 　 　 　 　 　 　 　 1750　 　 　 　 　 　 　 　 1755
　
AAT CTA CAG GGC ATC AAT GAG AGC ACA ATC CCC AAA GTG CTG CAG TAC　 　 5328
Asn Leu Gln Gly Ile Asn Glu Ser Thr Ile Pro Lys Val Leu Gln Tyr
1760　 　 　 　 　 　 　 　 1765　 　 　 　 　 　 　 　 1770　 　 　 　 　 　 　 　 1775
　
TAC AGC GCC GCC ACA GAG CAC GAC CGC AGC TGG TAC AAG GCC TGG CAT　 　 5376
Tyr Ser Ala Ala Thr Glu His Asp Arg Ser Trp Tyr Lys Ala Trp His
　 　 　 　 　 　 　 　 1780　 　 　 　 　 　 　 　 1785　 　 　 　 　 　 　 　 1790
　
GCG TGG GCA GTG ATG AAC TTC GAA GCT GTG CTA CAC TAC AAA CAT CAG　 　 5424
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Ala Trp Ala Val MET Asn Phe Glu Ala Val Leu His Tyr Lys His Gln
　 　 　 　 　 　 1795　 　 　 　 　 　 　 　 1800　 　 　 　 　 　 　 　 1805
　
AAC CAA GCC CGC GAT GAG AAG AAG AAA CTG CGT CAT GCC AGC GGG GCC　 　 5472
Asn Gln Ala Arg Asp Glu Lys Lys Lys Leu Arg His Ala Ser Gly Ala
　 　 　 　 1810　 　 　 　 　 　 　 　 1815　 　 　 　 　 　 　 　 1820
　
AAC ATC ACC AAC GCC ACC ACT GCC GCC ACC ACG GCC GCC ACT GCC ACC　 　 5520
Asn Ile Thr Asn Ala Thr Thr Ala Ala Thr Thr Ala Ala Thr Ala Thr
　 　 1825　 　 　 　 　 　 　 　 1830　 　 　 　 　 　 　 　 1835
　
ACC ACT GCC AGC ACC GAG GGC AGC AAC AGT GAG AGC GAG GCC GAG AGC　 　 5568
Thr Thr Ala Ser Thr Glu Gly Ser Asn Ser Glu Ser Glu Ala Glu Ser
1840　 　 　 　 　 　 　 　 1845　 　 　 　 　 　 　 　 1850　 　 　 　 　 　 　 　 1855
　
ACC GAG AAC AGC CCC ACC CCA TCG CCG CTG CAG AAG AAG GTC ACT GAG　 　 5616
Thr Glu Asn Ser Pro Thr Pro Ser Pro Leu Gln Lys Lys Val Thr Glu
　 　 　 　 　 　 　 　 1860　 　 　 　 　 　 　 　 1865　 　 　 　 　 　 　 　 1870
　
GAT CTG TCC AAA ACC CTC CTG ATG TAC ACG GTG CCT GCC GTC CAG GGC　 　 5664
Asp Leu Ser Lys Thr Leu Leu MET Tyr Thr Val Pro Ala Val Gln Gly 
　 　 　 　 　 　 1875　 　 　 　 　 　 　 　 1880　 　 　 　 　 　 　 　 1885
　
TTC TTC CGT TCC ATC TCC TTG TCA CGA GGC AAC AAC CTC CAG GAT ACA　 　 5712
Phe Phe Arg Ser Ile Ser Leu Ser Arg Gly Asn Asn Leu Gln Asp Thr
　 　 　 　 1890　 　 　 　 　 　 　 　 1895　 　 　 　 　 　 　 　 1900
　
CTC AGA GTT CTC ACC TTA TGG TTT GAT TAT GGT CAC TGG CCA GAT GTC　 　 5760
Leu Arg Val Leu Thr Leu Trp Phe Asp Tyr Gly His Trp Pro Asp Val
　 　 1905　 　 　 　 　 　 　 　 1910　 　 　 　 　 　 　 　 1915
　
AAT GAG GCC TTA GTG GAG GGG GTG AAA GCC ATC CAG ATT GAT ACC TGG　 　 5808
Asn Glu Ala Leu Val Glu Gly Val Lys Ala Ile Gln Ile Asp Thr Trp
1920　 　 　 　 　 　 　 　 1925　 　 　 　 　 　 　 　 1930　 　 　 　 　 　 　 　 1935
　
CTA CAG GTT ATA CCT CAG CTC ATT GCA AGA ATT GAT ACG CCC AGA CCC　 　 5856
Leu Gln Val Ile Pro Gln Leu Ile Ala Arg Ile Asp Thr Pro Arg Pro
　 　 　 　 　 　 　 　 1940　 　 　 　 　 　 　 　 1945　 　 　 　 　 　 　 　 1950
　
TTG GTG GGA CGT CTC ATT CAC CAG CTT CTC ACA GAC ATT GGT CGG TAC　 　 5904
Leu Val Gly Arg Leu Ile His Gln Leu Leu Thr Asp Ile Gly Arg Tyr
　 　 　 　 　 　 1955　 　 　 　 　 　 　 　 1960　 　 　 　 　 　 　 　 1965
　
CAC CCC CAG GCC CTC ATC TAC CCA CTG ACA GTG GCT TCT AAG TCT ACC　 　 5952
His Pro Gln Ala Leu Ile Tyr Pro Leu Thr Val Ala Ser Lys Ser Thr
　 　 　 　 1970　 　 　 　 　 　 　 　 1975　 　 　 　 　 　 　 　 1980
　
ACG ACA GCC CGG CAC AAT GCA GCC AAC AAG ATT CTG AAG AAC ATG TGT　 　 6000
Thr Thr Ala Arg His Asn Ala Ala Asn Lys Ile Leu Lys Asn MET Cys
　 　 1985　 　 　 　 　 　 　 　 1990　 　 　 　 　 　 　 　 1995
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GAG CAC AGC AAC ACC CTG GTC CAG CAG GCC ATG ATG GTG AGC GAG GAG　 　 6048
Glu His Ser Asn Thr Leu Val Gln Gln Ala MET MET Val Ser Glu Glu
2000　 　 　 　 　 　 　 　 2005　 　 　 　 　 　 　 　 2010　 　 　 　 　 　 　 　 2015
　
CTG ATC CGA GTG GCC ATC CTC TGG CAT GAG ATG TGG CAT GAA GGC CTG　 　 6096
Leu Ile Arg Val Ala Ile Leu Trp His Glu MET Trp His Glu Gly Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 2020　 　 　 　 　 　 　 　 2025　 　 　 　 　 　 　 　 2030
　
GAA GAG GCA TCT CGT TTG TAC TTT GGG GAA AGG AAC GTG AAA GGC ATG　 　 6144
Glu Glu Ala Ser Arg Leu Tyr Phe Gly Glu Arg Asn Val Lys Gly MET
　 　 　 　 　 　 2035　 　 　 　 　 　 　 　 2040　 　 　 　 　 　 　 　 2045
　
TTT GAG GTG CTG GAG CCC TTG CAT GCT ATG ATG GAA CGG GGC CCC CAG　 　 6192
Phe Glu Val Leu Glu Pro Leu His Ala MET MET Glu Arg Gly Pro Gln
　 　 　 　 2050　 　 　 　 　 　 　 　 2055　 　 　 　 　 　 　 　 2060
　
ACT CTG AAG GAA ACA TCC TTT AAT CAG GCC TAT GGT CGA GAT TTA ATG　 　 6240
Thr Leu Lys Glu Thr Ser Phe Asn Gln Ala Tyr Gly Arg Asp Leu MET
　 　 2065　 　 　 　 　 　 　 　 2070　 　 　 　 　 　 　 　 2075
　
GAG GCC CAA GAG TGG TGC AGG AAG TAC ATG AAA TCA GGG AAT GTC AAG　 　 6288
Glu Ala Gln Glu Trp Cys Arg Lys Tyr MET Lys Ser Gly Asn Val Lys
2080　 　 　 　 　 　 　 　 2085　 　 　 　 　 　 　 　 2090　 　 　 　 　 　 　 　 2095
　
GAC CTC ACC CAA GCC TGG GAC CTC TAT TAT CAT GTG TTC CGA CGA ATC　 　 6336
Asp Leu Thr Gln Ala Trp Asp Leu Tyr Tyr His Val Phe Arg Arg Ile
　 　 　 　 　 　 　 　 2100　 　 　 　 　 　 　 　 2105　 　 　 　 　 　 　 　 2010
　
TCA AAG CAG CTG CCT CAG CTC ACA TCC TTA GAG CTG CAA TAT GTT TCC　 　 6384
Ser Lys Gln Leu Pro Gln Leu Thr Ser Leu Glu Leu Gln Tyr Val Ser
　 　 　 　 　 　 2115　 　 　 　 　 　 　 　 2120　 　 　 　 　 　 　 　 2125
　
CCA AAA CTT CTG ATG TGC CGG GAC CTT GAA TTG GCT GTG CCA GGA ACA　 　 6432
Pro Lys Leu Leu MET Cys Arg Asp Leu Glu Leu Ala Val Pro Gly Thr
　 　 　 　 2130　 　 　 　 　 　 　 　 2135　 　 　 　 　 　 　 　 2140
　
TAT GAC CCC AAC CAG CCA ATC ATT CGC ATT CAG TCC ATA GCA CCG TCT　 　 6480
Tyr Asp Pro Asn Gln Pro Ile Ile Arg Ile Gln Ser Ile Ala Pro Ser
　 　 2145　 　 　 　 　 　 　 　 2150　 　 　 　 　 　 　 　 2155
　
TTG CAA GTC ATC ACA TCC AAG CAG AGG CCC CGG AAA TTG ACA CTT ATG　 　 6528
Leu Gln Val Ile Thr Ser Lys Gln Arg Pro Arg Lys Leu Thr Leu MET 
2160　 　 　 　 　 　 　 　 2165　 　 　 　 　 　 　 　 2170　 　 　 　 　 　 　 　 2175
　
GGC AGC AAC GGA CAT GAG TTT GTT TTC CTT CTA AAA GGC CAT GAA GAT　 　 6576
Gly Ser Asn Gly His Glu Phe Val Phe Leu Leu Lys Gly His Glu Asp
　 　 　 　 　 　 　 　 2180　 　 　 　 　 　 　 　 2185　 　 　 　 　 　 　 　 2190
　
CTG CGC CAG GAT GAG CGT GTG ATG CAG CTC TTC GGC CTG GTT AAC ACC　 　 6624
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Leu Arg Gln Asp Glu Arg Val MET Gln Leu Phe Gly Leu Val Asn Thr
　 　 　 　 　 　 2195　 　 　 　 　 　 　 　 2200　 　 　 　 　 　 　 　 2205
　
CTT CTG GCC AAT GAC CCA ACA TCT CTT CGG AAA AAC CTC AGC ATC CAG　 　 6672
Leu Leu Ala Asn Asp Pro Thr Ser Leu Arg Lys Asn Leu Ser Ile Gln
　 　 　 　 2210　 　 　 　 　 　 　 　 2215　 　 　 　 　 　 　 　 2220
　
AGA TAC GCT GTC ATC CCT TTA TCG ACC AAC TCG GGC CTC ATT GGC TGG　 　 6720
Arg Tyr Ala Val Ile Pro Leu Ser Thr Asn Ser Gly Leu Ile Gly Trp
　 　 2225　 　 　 　 　 　 　 　 2230　 　 　 　 　 　 　 　 2235
　
GTT CCC CAC TGT GAC ACA CTG CAC GCC CTC ATC CGG GAC TAC AGG GAG　 　 6768
Val Pro His Cys Asp Thr Leu His Ala Leu Ile Arg Asp Tyr Arg Glu
2240　 　 　 　 　 　 　 　 2245　 　 　 　 　 　 　 　 2250　 　 　 　 　 　 　 　 2255
　
AAG AAG AAG ATC CTT CTC AAC ATC GAG CAT CGC ATC ATG TTG CGG ATG　 　 6816
Lys Lys Lys Ile Leu Leu Asn Ile Glu His Arg Ile MET Leu Arg MET
　 　 　 　 　 　 　 　 2260　 　 　 　 　 　 　 　 2265　 　 　 　 　 　 　 　 2270
　
GCT CCG GAC TAT GAC CAC TTG ACT CTG ATG CAG AAG GTG GAG GTG TTT　 　 6864
Ala Pro Asp Tyr Asp His Leu Thr Leu MET Gln Lys Val Glu Val Phe
　 　 　 　 　 　 2275　 　 　 　 　 　 　 　 2280　 　 　 　 　 　 　 　 2285
　
GAG CAT GCC GTC AAT AAT ACA GCT GGG GAC GAC CTG GCC AAG CTG CTG　 　 6912
Glu His Ala Val Asn Asn Thr Ala Gly Asp Asp Leu Ala Lys Leu Leu
　 　 　 　 2290　 　 　 　 　 　 　 　 2295　 　 　 　 　 　 　 　 2300
　
TGG CTG AAA AGC CCC AGC TCC GAG GTG TGG TTT GAC CGA AGA ACC AAT　 　 6960
Trp Leu Lys Ser Pro Ser Ser Glu Val Trp Phe Asp Arg Arg Thr Asn
　 　 2305　 　 　 　 　 　 　 　 2310　 　 　 　 　 　 　 　 2315
　
TAT ACC CGT TCT TTA GCG GTC ATG TCA ATG GTT GGG TAT ATT TTA GGC　 　 7008
Tyr Thr Arg Ser Leu Ala Val MET Ser MET Val Gly Tyr Ile Leu Gly
2320　 　 　 　 　 　 　 　 2325　 　 　 　 　 　 　 　 2330　 　 　 　 　 　 　 　 2335
　
CTG GGA GAT AGA CAC CCA TCC AAC CTG ATG CTG GAC CGT CTG AGT GGG　 　 7056
Leu Gly Asp Arg His Pro Ser Asn Leu MET Leu Asp Arg Leu Ser Gly
　 　 　 　 　 　 　 　 2340　 　 　 　 　 　 　 　 2345　 　 　 　 　 　 　 　 2350
　
AAG ATC CTG CAC ATT GAC TTT GGG GAC TGC TTT GAG GTT GCT ATG ACC　 　 7104
Lys Ile Leu His Ile Asp Phe Gly Asp Cys Phe Glu Val Ala MET Thr
　 　 　 　 　 　 2355　 　 　 　 　 　 　 　 2360　 　 　 　 　 　 　 　 2365
　
CGA GAG AAG TTT CCA GAG AAG ATT CCA TTT AGA CTA ACA AGA ATG TTG　 　 7152
Arg Glu Lys Phe Pro Glu Lys Ile Pro Phe Arg Leu Thr Arg MET Leu
　 　 　 　 2370　 　 　 　 　 　 　 　 2375　 　 　 　 　 　 　 　 2380
　
ACC AAT GCT ATG GAG GTT ACA GGC CTG GAT GGC AAC TAC AGA ATC ACA　 　 7200
Thr Asn Ala MET Glu Val Thr Gly Leu Asp Gly Asn Tyr Arg Ile Thr
　 　 2385　 　 　 　 　 　 　 　 2390　 　 　 　 　 　 　 　 2395
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TGC CAC ACA GTG ATG GAG GTG CTG CGA GAG CAC AAG GAC AGT GTC ATG　 　 7248
Cys His Thr Val MET Glu Val Leu Arg Glu His Lys Asp Ser Val MET
2400　 　 　 　 　 　 　 　 2405　 　 　 　 　 　 　 　 2410　 　 　 　 　 　 　 　 2415
　
GCC GTG CTG GAA GCC TTT GTC TAT GAC CCC TTG CTG AAC TGG AGG CTG　 　 7296
Ala Val Leu Glu Ala Phe Val Tyr Asp Pro Leu Leu Asn Trp Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 2420　 　 　 　 　 　 　 　 2425　 　 　 　 　 　 　 　 2430
　
ATG GAC ACA AAT ACC AAA GGC AAC AAG CGA TCC CGA ACG AGG ACG GAT　 　 7344
MET Asp Thr Asn Thr Lys Gly Asn Lys Arg Ser Arg Thr Arg Thr Asp
　 　 　 　 　 　 2435　 　 　 　 　 　 　 　 2440　 　 　 　 　 　 　 　 2445
　
TCC TAC TCT GCT GGC CAG TCA GTC GAA ATT TTG GAC GGT GTG GAA CTT　 　 7392
Ser Tyr Ser Ala Gly Gln Ser Val Glu Ile Leu Asp Gly Val Glu Leu
　 　 　 　 2450　 　 　 　 　 　 　 　 2455　 　 　 　 　 　 　 　 2460
　
GGA GAG CCA GCC CAT AAG AAA ACG GGG ACC ACA GTG CCA GAA TCT ATT　 　 7440
Gly Glu Pro Ala His Lys Lys Thr Gly Thr Thr Val Pro Glu Ser Ile
　 　 2465　 　 　 　 　 　 　 　 2470　 　 　 　 　 　 　 　 2475
　
CAT TCT TTC ATT GGA GAC GGT TTG GTG AAA CCA GAG GCC CTA AAT AAG　 　 7488
His Ser Phe Ile Gly Asp Gly Leu Val Lys Pro Glu Ala Leu Asn Lys
2480　 　 　 　 　 　 　 　 2485　 　 　 　 　 　 　 　 2490　 　 　 　 　 　 　 　 2495
　
AAA GCT ATC CAG ATT ATT AAC AGG GTT CGA GAT AAG CTC ACT GGT CGG　 　 7536
Lys Ala Ile Gln Ile Ile Asn Arg Val Arg Asp Lys Leu Thr Gly Arg
　 　 　 　 　 　 　 　 2500　 　 　 　 　 　 　 　 2505　 　 　 　 　 　 　 　 2510
　
GAC TTC TCT CAT GAT GAC ACT TTG GAT GTT CCA ACG CAA GTT GAG CTG　 　 7584
Asp Phe Ser His Asp Asp Thr Leu Asp Val Pro Thr Gln Val Glu Leu
　 　 　 　 　 　 2515　 　 　 　 　 　 　 　 2520　 　 　 　 　 　 　 　 2525
　
CTC ATC AAA CAA GCG ACA TCC CAT GAA AAC CTC TGC CAG TGC TAT ATT　 　 7632
Leu Ile Lys Gln Ala Thr Ser His Glu Asn Leu Cys Gln Cys Tyr Ile
　 　 　 　 2530　 　 　 　 　 　 　 　 2535　 　 　 　 　 　 　 　 2540
　
GGC TGG TAC CCT TTC TGG TAA
Gly Trp Tyr Pro Phe Trp
　 　 2545
【 ０ ０ ７ ６ 】
配 列 番 号 ： ２
配 列 の 長 さ ： ３ ４ ２ ３
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 二 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 ｔ ｏ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
ハ イ ポ セ チ カ ル 配 列 ： Ｎ ｏ
ア ン チ セ ン ス ： Ｎ ｏ
起 源
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　 生 物 名 ： モ ル ト ４ ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 細 胞
　 株 名 ： Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ８ ２ 株
配 列 ：
　
ATG TCC CCT ATA CTA GGT TAT TGG AAA ATT AAG GGC CTT GTG CAA CCC　 　 　 48
MET Ser Pro Ile Leu Gly Tyr Trp Lys Ile Lys Gly Leu Val Gln Pro
　 1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15
　
ACT CGA CTT CTT TTG GAA TAT CTT GAA GAA AAA TAT GAA GAG CAT TTG　 　 　 96
Thr Arg Leu Leu Leu Glu Tyr Leu Glu Glu Lys Tyr Glu Glu His Leu
　 　 　 　 　 　  20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30
　
TAT GAG CGC GAT GAA GGT GAT AAA TGG CGA AAC AAA AAG TTT GAA TTG　 　  144
Tyr Glu Arg Asp Glu Gly Asp Lys Trp Arg Asn Lys Lys Phe Glu Leu
　 　 　 　  35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45
　
GGT TTG GAG TTT CCC AAT CTT CCT TAT TAT ATT GAT GGT GAT GTT AAA　 　  192
Gly Leu Glu Phe Pro Asn Leu Pro Tyr Tyr Ile Asp Gly Asp Val Lys
　 　  50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60
　
TTA ACA CAG TCT ATG GCC ATC ATA CGT TAT ATA GCT GAC AAG CAC AAC　 　  240
Leu Thr Gln Ser MET Ala Ile Ile Arg Tyr Ile Ala Asp Lys His Asn
 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75　 　 　 　 　 　 　 　 　 80
　
ATG TTG GGT GGT TGT CCA AAA GAG CGT GCA GAG ATT TCA ATG CTT GAA　 　  288
MET Leu Gly Gly Cys Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ile Ser MET Leu Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90　 　 　 　 　 　 　 　 　 95
　
GGA GCG GTT TTG GAT ATT AGA TAC GGT GTT TCG AGA ATT GCA TAT AGT　 　  336
Gly Ala Val Leu Asp Ile Arg Tyr Gly Val Ser Arg Ile Ala Tyr Ser
　 　 　 　 　 　 100　 　 　 　 　 　 　 　  105　 　 　 　 　 　 　 　  110
　
AAA GAC TTT GAA ACT CTC AAA GTT GAT TTT CTT AGC AAG CTA CCT GAA　 　  384
Lys Asp Phe Glu Thr Leu Lys Val Asp Phe Leu Ser Lys Leu Pro Glu
　 　 　 　 115　 　 　 　 　 　 　 　  120　 　 　 　 　 　 　 　  125
　
ATG CTG AAA ATG TTC GAA GAT CGT TTA TGT CAT AAA ACA TAT TTA AAT　 　  432
MET Leu Lys MET Phe Glu Asp Arg Leu Cys His Lys Thr Tyr Leu Asn
　 　 130　 　 　 　 　 　 　 　  135　 　 　 　 　 　 　 　  140
　
GGT GAT CAT GTA ACC CAT CCT GAC TTC ATG TTG TAT GAC GCT CTT GAT　 　  480
Gly Asp His Val Thr His Pro Asp Phe MET Leu Tyr Asp Ala Leu Asp
145　 　 　 　 　 　 　 　  150　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160
　
GTT GTT TTA TAC ATG GAC CCA ATG TGC CTG GAT GCG TTC CCA AAA TTA　 　  528
Val Val Leu Tyr MET Asp Pro MET Cys Leu Asp Ala Phe Pro Lys Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 165　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175
　
GTT TGT TTT AAA AAA CGT ATT GAA GCT ATC CCA CAA ATT GAT AAG TAC　 　  576
Val Cys Phe Lys Lys Arg Ile Glu Ala Ile Pro Gln Ile Asp Lys Tyr
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　 　 　 　 　 　 180　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190
　
TTG AAA TCC AGC AAG TAT ATA GCA TGG CCT TTG CAG GGC TGG CAA GCC　 　  624
Leu Lys Ser Ser Lys Tyr Ile Ala Trp Pro Leu Gln Gly Trp Gln Ala
　 　 　 　 195　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205
　
ACG TTT GGT GGT GGC GAC CAT CCT CCA AAA TCG GAT CTG GTT CCG CGT　 　  672
Thr Phe Gly Gly Gly Asp His Pro Pro Lys Ser Asp Leu Val Pro Arg
　 　 210　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220
　
GGT GGA TCC CCG GGA ATT TCC GGT GGT GGT GGT GGT GGA ATT CTA GAC　 　  720
Gly Gly Ser Pro Gly Ile Ser Gly Gly Gly Gly Gly Gly Ile Leu Asp
225　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240
　
GAC TCC ATG AGC TTC AAG TAT GCA AGC CTG TGC GGC AAG AGT GGC AGG　 　  768
Asp Ser MET Ser Phe Lys Tyr Ala Ser Leu Cys Gly Lys Ser Gly Arg
　 　 　 　 　 　 　 　 245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255
　
CTG GCT CTT GCT CAT AAA ACT TTA GTG TTG CTC CTG GGA GTT GAT CCG　 　  816
Leu Ala Leu Ala His Lys Thr Leu Val Leu Leu Leu Gly Val Asp Pro
　 　 　 　 　 　 260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270
　
TCT CGG CAA CTT GAC CAT CCT CTG CCA ACA GTT CAC CCT CAG GTG ACC　 　  864
Ser Arg Gln Leu Asp His Pro Leu Pro Thr Val His Pro Gln Val Thr
　 　 　 　 275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285
　
TAT GCC TAC ATG AAA AAC ATG TGG AAG AGT GCC CGC AAG ATC GAT GCC　 　  912
Tyr Ala Tyr MET Lys Asn MET Trp Lys Ser Ala Arg Lys Ile Asp Ala
　 　 290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300
　
TTC CAG CAC ATG CAG CAT TTT GTC CAG ACC ATG CAG CAA CAG GCC CAG　 　  960
Phe Gln His MET Gln His Phe Val Gln Thr MET Gln Gln Gln Ala Gln
305　 　 　 　 　 　 　 　  310　 　 　 　 　 　 　 　  315　 　 　 　 　 　 　 　  320
　
CAT GCC ATC GCT ACT GAG GAC CAG CAG CAT AAG CAG GAA CTG CAC AAG　 　 1008
His Ala Ile Ala Thr Glu Asp Gln Gln His Lys Gln Glu Leu His Lys
　 　 　 　 　 　 　 　 325　 　 　 　 　 　 　 　  330　 　 　 　 　 　 　 　  335
　
CTC ATG GCC CGA TGC TTC CTG AAA CTT GGA GAG TGG CAG CTG AAT CTA　 　 1056
Leu MET Ala Arg Cys Phe Leu Lys Leu Gly Glu Trp Gln Leu Asn Leu
　 　 　 　 　 　 340　 　 　 　 　 　 　 　  345　 　 　 　 　 　 　 　  350
　
CAG GGC ATC AAT GAG AGC ACA ATC CCC AAA GTG CTG CAG TAC TAC AGC　 　 1104
Gln Gly Ile Asn Glu Ser Thr Ile Pro Lys Val Leu Gln Tyr Tyr Ser
　 　 　 　 355　 　 　 　 　 　 　 　  360　 　 　 　 　 　 　 　  365
　
GCC GCC ACA GAG CAC GAC CGC AGC TGG TAC AAG GCC TGG CAT GCG TGG　 　 1152
Ala Ala Thr Glu His Asp Arg Ser Trp Tyr Lys Ala Trp His Ala Trp
　 　 370　 　 　 　 　 　 　 　  375　 　 　 　 　 　 　 　  380
　

10

20

30

40

50

(38) JP 2007-14344 A 2007.1.25



GCA GTG ATG AAC TTC GAA GCT GTG CTA CAC TAC AAA CAT CAG AAC CAA　 　 1200
Ala Val MET Asn Phe Glu Ala Val Leu His Tyr Lys His Gln Asn Gln
385　 　 　 　 　 　 　 　  390　 　 　 　 　 　 　 　  395　 　 　 　 　 　 　 　  400
　
GCC CGC GAT GAG AAG AAG AAA CTG CGT CAT GCC AGC GGG GCC AAC ATC　 　 1248
Ala Arg Asp Glu Lys Lys Lys Leu Arg His Ala Ser Gly Ala Asn Ile
　 　 　 　 　 　 　 　 405　 　 　 　 　 　 　 　  410　 　 　 　 　 　 　 　  415
　
ACC AAC GCC ACC ACT GCC GCC ACC ACG GCC GCC ACT GCC ACC ACC ACT　 　 1296
Thr Asn Ala Thr Thr Ala Ala Thr Thr Ala Ala Thr Ala Thr Thr Thr
　 　 　 　 　 　 420　 　 　 　 　 　 　 　  425　 　 　 　 　 　 　 　  430
　
GCC AGC ACC GAG GGC AGC AAC AGT GAG AGC GAG GCC GAG AGC ACC GAG　 　 1344
Ala Ser Thr Glu Gly Ser Asn Ser Glu Ser Glu Ala Glu Ser Thr Glu
　 　 　 　 435　 　 　 　 　 　 　 　  440　 　 　 　 　 　 　 　  445
　
AAC AGC CCC ACC CCA TCG CCG CTG CAG AAG AAG GTC ACT GAG GAT CTG　 　 1392
Asn Ser Pro Thr Pro Ser Pro Leu Gln Lys Lys Val Thr Glu Asp Leu
　 　 450　 　 　 　 　 　 　 　  455　 　 　 　 　 　 　 　  460
　
TCC AAA ACC CTC CTG ATG TAC ACG GTG CCT GCC GTC CAG GGC TTC TTC　 　 1440
Ser Lys Thr Leu Leu MET Tyr Thr Val Pro Ala Val Gln Gly Phe Phe
465　 　 　 　 　 　 　 　  470　 　 　 　 　 　 　 　  475　 　 　 　 　 　 　 　  480
　
CGT TCC ATC TCC TTG TCA CGA GGC AAC AAC CTC CAG GAT ACA CTC AGA　 　 1488
Arg Ser Ile Ser Leu Ser Arg Gly Asn Asn Leu Gln Asp Thr Leu Arg
　 　 　 　 　 　 　 　 485　 　 　 　 　 　 　 　  490　 　 　 　 　 　 　 　  495
　
GTT CTC ACC TTA TGG TTT GAT TAT GGT CAC TGG CCA GAT GTC AAT GAG　 　 1536
Val Leu Thr Leu Trp Phe Asp Tyr Gly His Trp Pro Asp Val Asn Glu
　 　 　 　 　 　 500　 　 　 　 　 　 　 　  505　 　 　 　 　 　 　 　  510
　
GCC TTA GTG GAG GGG GTG AAA GCC ATC CAG ATT GAT ACC TGG CTA CAG　 　 1584
Ala Leu Val Glu Gly Val Lys Ala Ile Gln Ile Asp Thr Trp Leu Gln
　 　 　 　 515　 　 　 　 　 　 　 　  520　 　 　 　 　 　 　 　  525
　
GTT ATA CCT CAG CTC ATT GCA AGA ATT GAT ACG CCC AGA CCC TTG GTG　 　 1632
Val Ile Pro Gln Leu Ile Ala Arg Ile Asp Thr Pro Arg Pro Leu Val
　 　 530　 　 　 　 　 　 　 　  535　 　 　 　 　 　 　 　  540
　
GGA CGT CTC ATT CAC CAG CTT CTC ACA GAC ATT GGT CGG TAC CAC CCC　 　 1680
Gly Arg Leu Ile His Gln Leu Leu Thr Asp Ile Gly Arg Tyr His Pro
545　 　 　 　 　 　 　 　  550　 　 　 　 　 　 　 　  555　 　 　 　 　 　 　 　  560
　
CAG GCC CTC ATC TAC CCA CTG ACA GTG GCT TCT AAG TCT ACC ACG ACA　 　 1728
Gln Ala Leu Ile Tyr Pro Leu Thr Val Ala Ser Lys Ser Thr Thr Thr
　 　 　 　 　 　 　 　 565　 　 　 　 　 　 　 　  570　 　 　 　 　 　 　 　  575
　
GCC CGG CAC AAT GCA GCC AAC AAG ATT CTG AAG AAC ATG TGT GAG CAC　 　 1776
Ala Arg His Asn Ala Ala Asn Lys Ile Leu Lys Asn MET Cys Glu His

10

20

30

40

50

(39) JP 2007-14344 A 2007.1.25



　 　 　 　 　 　 580　 　 　 　 　 　 　 　  585　 　 　 　 　 　 　 　  590
　
AGC AAC ACC CTG GTC CAG CAG GCC ATG ATG GTG AGC GAG GAG CTG ATC　 　 1824
Ser Asn Thr Leu Val Gln Gln Ala MET MET Val Ser Glu Glu Leu Ile
　 　 　 　 595　 　 　 　 　 　 　 　  600　 　 　 　 　 　 　 　  605
　
CGA GTG GCC ATC CTC TGG CAT GAG ATG TGG CAT GAA GGC CTG GAA GAG　 　 1872
Arg Val Ala Ile Leu Trp His Glu MET Trp His Glu Gly Leu Glu Glu
　 　 610　 　 　 　 　 　 　 　  615　 　 　 　 　 　 　 　  620
　
GCA TCT CGT TTG TAC TTT GGG GAA AGG AAC GTG AAA GGC ATG TTT GAG　 　 1920
Ala Ser Arg Leu Tyr Phe Gly Glu Arg Asn Val Lys Gly MET Phe Glu
625　 　 　 　 　 　 　 　  630　 　 　 　 　 　 　 　  635　 　 　 　 　 　 　 　  640
　
GTG CTG GAG CCC TTG CAT GCT ATG ATG GAA CGG GGC CCC CAG ACT CTG　 　 1968
Val Leu Glu Pro Leu His Ala MET MET Glu Arg Gly Pro Gln Thr Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 645　 　 　 　 　 　 　 　  650　 　 　 　 　 　 　 　  655
　
AAG GAA ACA TCC TTT AAT CAG GCC TAT GGT CGA GAT TTA ATG GAG GCC　 　 2016
Lys Glu Thr Ser Phe Asn Gln Ala Tyr Gly Arg Asp Leu MET Glu Ala
　 　 　 　 　 　 660　 　 　 　 　 　 　 　  665　 　 　 　 　 　 　 　  670
　
CAA GAG TGG TGC AGG AAG TAC ATG AAA TCA GGG AAT GTC AAG GAC CTC　 　 2064
Gln Glu Trp Cys Arg Lys Tyr MET Lys Ser Gly Asn Val Lys Asp Leu
　 　 　 　 675　 　 　 　 　 　 　 　  680　 　 　 　 　 　 　 　  685
　
ACC CAA GCC TGG GAC CTC TAT TAT CAT GTG TTC CGA CGA ATC TCA AAG　 　 2112
Thr Gln Ala Trp Asp Leu Tyr Tyr His Val Phe Arg Arg Ile Ser Lys
　 　 690　 　 　 　 　 　 　 　  695　 　 　 　 　 　 　 　  700
　
CAG CTG CCT CAG CTC ACA TCC TTA GAG CTG CAA TAT GTT TCC CCA AAA　 　 2160
Gln Leu Pro Gln Leu Thr Ser Leu Glu Leu Gln Tyr Val Ser Pro Lys
705　 　 　 　 　 　 　 　  710　 　 　 　 　 　 　 　  715　 　 　 　 　 　 　 　  720
　
CTT CTG ATG TGC CGG GAC CTT GAA TTG GCT GTG CCA GGA ACA TAT GAC　 　 2208
Leu Leu MET Cys Arg Asp Leu Glu Leu Ala Val Pro Gly Thr Tyr Asp
　 　 　 　 　 　 　 　 725　 　 　 　 　 　 　 　  730　 　 　 　 　 　 　 　  735
　
CCC AAC CAG CCA ATC ATT CGC ATT CAG TCC ATA GCA CCG TCT TTG CAA　 　 2256
Pro Asn Gln Pro Ile Ile Arg Ile Gln Ser Ile Ala Pro Ser Leu Gln
　 　 　 　 　 　 740　 　 　 　 　 　 　 　  745　 　 　 　 　 　 　 　  750
　
GTC ATC ACA TCC AAG CAG AGG CCC CGG AAA TTG ACA CTT ATG GGC AGC　 　 2304
Val Ile Thr Ser Lys Gln Arg Pro Arg Lys Leu Thr Leu MET Gly Ser
　 　 　 　 755　 　 　 　 　 　 　 　  760　 　 　 　 　 　 　 　  765
　
AAC GGA CAT GAG TTT GTT TTC CTT CTA AAA GGC CAT GAA GAT CTG CGC　 　 2352
Asn Gly His Glu Phe Val Phe Leu Leu Lys Gly His Glu Asp Leu Arg
　 　 770　 　 　 　 　 　 　 　  775　 　 　 　 　 　 　 　  780
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CAG GAT GAG CGT GTG ATG CAG CTC TTC GGC CTG GTT AAC ACC CTT CTG　 　 2400
Gln Asp Glu Arg Val MET Gln Leu Phe Gly Leu Val Asn Thr Leu Leu
785　 　 　 　 　 　 　 　  790　 　 　 　 　 　 　 　  795　 　 　 　 　 　 　 　  800
　
GCC AAT GAC CCA ACA TCT CTT CGG AAA AAC CTC AGC ATC CAG AGA TAC　 　 2448
Ala Asn Asp Pro Thr Ser Leu Arg Lys Asn Leu Ser Ile Gln Arg Tyr
　 　 　 　 　 　 　 　 805　 　 　 　 　 　 　 　  810　 　 　 　 　 　 　 　  815
　
GCT GTC ATC CCT TTA TCG ACC AAC TCG GGC CTC ATT GGC TGG GTT CCC　 　 2496
Ala Val Ile Pro Leu Ser Thr Asn Ser Gly Leu Ile Gly Trp Val Pro
　 　 　 　 　 　 820　 　 　 　 　 　 　 　  825　 　 　 　 　 　 　 　  830
　
CAC TGT GAC ACA CTG CAC GCC CTC ATC CGG GAC TAC AGG GAG AAG AAG　 　 2544
His Cys Asp Thr Leu His Ala Leu Ile Arg Asp Tyr Arg Glu Lys Lys
　 　 　 　 835　 　 　 　 　 　 　 　  840　 　 　 　 　 　 　 　  845
　
AAG ATC CTT CTC AAC ATC GAG CAT CGC ATC ATG TTG CGG ATG GCT CCG　 　 2592
Lys Ile Leu Leu Asn Ile Glu His Arg Ile MET Leu Arg MET Ala Pro
　 　 850　 　 　 　 　 　 　 　  855　 　 　 　 　 　 　 　  860
　
GAC TAT GAC CAC TTG ACT CTG ATG CAG AAG GTG GAG GTG TTT GAG CAT　 　 2640
Asp Tyr Asp His Leu Thr Leu MET Gln Lys Val Glu Val Phe Glu His
865　 　 　 　 　 　 　 　  870　 　 　 　 　 　 　 　  875　 　 　 　 　 　 　 　  880
　
GCC GTC AAT AAT ACA GCT GGG GAC GAC CTG GCC AAG CTG CTG TGG CTG　 　 2688
Ala Val Asn Asn Thr Ala Gly Asp Asp Leu Ala Lys Leu Leu Trp Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 885　 　 　 　 　 　 　 　  890　 　 　 　 　 　 　 　  895
　
AAA AGC CCC AGC TCC GAG GTG TGG TTT GAC CGA AGA ACC AAT TAT ACC　 　 2736
Lys Ser Pro Ser Ser Glu Val Trp Phe Asp Arg Arg Thr Asn Tyr Thr
　 　 　 　 　 　 900　 　 　 　 　 　 　 　  905　 　 　 　 　 　 　 　  910
　
CGT TCT TTA GCG GTC ATG TCA ATG GTT GGG TAT ATT TTA GGC CTG GGA　 　 2784
Arg Ser Leu Ala Val MET Ser MET Val Gly Tyr Ile Leu Gly Leu Gly
　 　 　 　 915　 　 　 　 　 　 　 　  920　 　 　 　 　 　 　 　  925
　
GAT AGA CAC CCA TCC AAC CTG ATG CTG GAC CGT CTG AGT GGG AAG ATC　 　 2832
Asp Arg His Pro Ser Asn Leu MET Leu Asp Arg Leu Ser Gly Lys Ile
　 　 930　 　 　 　 　 　 　 　  935　 　 　 　 　 　 　 　  940
　
CTG CAC ATT GAC TTT GGG GAC TGC TTT GAG GTT GCT ATG ACC CGA GAG　 　 2880
Leu His Ile Asp Phe Gly Asp Cys Phe Glu Val Ala MET Thr Arg Glu
945　 　 　 　 　 　 　 　  950　 　 　 　 　 　 　 　  955　 　 　 　 　 　 　 　  960
　
AAG TTT CCA GAG AAG ATT CCA TTT AGA CTA ACA AGA ATG TTG ACC AAT　 　 2928
Lys Phe Pro Glu Lys Ile Pro Phe Arg Leu Thr Arg MET Leu Thr Asn
　 　 　 　 　 　 　 　 965　 　 　 　 　 　 　 　  970　 　 　 　 　 　 　 　  975
　
GCT ATG GAG GTT ACA GGC CTG GAT GGC AAC TAC AGA ATC ACA TGC CAC　 　 2976
Ala MET Glu Val Thr Gly Leu Asp Gly Asn Tyr Arg Ile Thr Cys His
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　 　 　 　 　 　 980　 　 　 　 　 　 　 　  985　 　 　 　 　 　 　 　  990
　
ACA GTG ATG GAG GTG CTG CGA GAG CAC AAG GAC AGT GTC ATG GCC GTG　 　 3024
Thr Val MET Glu Val Leu Arg Glu His Lys Asp Ser Val MET Ala Val
　 　 　 　 995　 　 　 　 　 　 　 　  1000　 　 　 　 　 　 　 　 1005
　
CTG GAA GCC TTT GTC TAT GAC CCC TTG CTG AAC TGG AGG CTG ATG GAC　 　 3072
Leu Glu Ala Phe Val Tyr Asp Pro Leu Leu Asn Trp Arg Leu MET Asp
　 　 1010　 　 　 　 　 　 　 　 1015　 　 　 　 　 　 　 　 1020
　
ACA AAT ACC AAA GGC AAC AAG CGA TCC CGA ACG AGG ACG GAT TCC TAC　 　 3120
Thr Asn Thr Lys Gly Asn Lys Arg Ser Arg Thr Arg Thr Asp Ser Tyr
1025　 　 　 　 　 　 　 　 1030　 　 　 　 　 　 　 　 1035　 　 　 　 　 　 　 　 1040
　
TCT GCT GGC CAG TCA GTC GAA ATT TTG GAC GGT GTG GAA CTT GGA GAG　 　 3168
Ser Ala Gly Gln Ser Val Glu Ile Leu Asp Gly Val Glu Leu Gly Glu
　 　 　 　 　 　 　 　 1045　 　 　 　 　 　 　 　 1050　 　 　 　 　 　 　 　 1055
　
CCA GCC CAT AAG AAA ACG GGG ACC ACA GTG CCA GAA TCT ATT CAT TCT　 　 3216
Pro Ala His Lys Lys Thr Gly Thr Thr Val Pro Glu Ser Ile His Ser
　 　 　 　 　 　 1060　 　 　 　 　 　 　 　 1065　 　 　 　 　 　 　 　 1070
　
TTC ATT GGA GAC GGT TTG GTG AAA CCA GAG GCC CTA AAT AAG AAA GCT　 　 3264
Phe Ile Gly Asp Gly Leu Val Lys Pro Glu Ala Leu Asn Lys Lys Ala
　 　 　 　 1075　 　 　 　 　 　 　 　 1080　 　 　 　 　 　 　 　 1085
　
ATC CAG ATT ATT AAC AGG GTT CGA GAT AAG CTC ACT GGT CGG GAC TTC　 　 3312
Ile Gln Ile Ile Asn Arg Val Arg Asp Lys Leu Thr Gly Arg Asp Phe
　 　 1090　 　 　 　 　 　 　 　 1095　 　 　 　 　 　 　 　 1100
　
TCT CAT GAT GAC ACT TTG GAT GTT CCA ACG CAA GTT GAG CTG CTC ATC　 　 3360
Ser His Asp Asp Thr Leu Asp Val Pro Thr Gln Val Glu Leu Leu Ile
1105　 　 　 　 　 　 　 　 1110　 　 　 　 　 　 　 　 1115　 　 　 　 　 　 　 　 1120
　
AAA CAA GCG ACA TCC CAT GAA AAC CTC TGC CAG TGC TAT ATT GGC TGG　 　 3408
Lys Gln Ala Thr Ser His Glu Asn Leu Cys Gln Cys Tyr Ile Gly Trp
　 　 　 　 　 　 　 　 1125　 　 　 　 　 　 　 　 1130　 　 　 　 　 　 　 　 1135
　
TAC CCT TTC TGG TAA
Tyr Pro Phe Trp
　 　 　 　 　 　 1140
【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供哺乳动物来源的新型雷帕霉素-FKBP12结合蛋白，
用于鉴定，设计和合成免疫调节，抗再狭窄或抗肿瘤剂。解决方案：本
发明包括新的哺乳动物来源的雷帕霉素-FKBP12结合蛋白，用于免疫调
节，抗再狭窄或抗肿瘤剂的鉴定，设计和合成，以及蛋白质和DNA，
cDNA，反义RNA和DNA片段的片段。对应于蛋白质。本发明还包括分
离蛋白质的方法和与蛋白质有关的治疗用途。 Ž
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