
(57)【要約】
ノッチシグナル伝達モジュレーターを検出する方法について述べる。本方法は、候補モジ
ュレーター存在下で免疫系細胞におけるノッチシグナル伝達を観察する工程を含む。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触
さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触
さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出
す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触
さ せ 、
（ ｄ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｅ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出
す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触 さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る 工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法
。
【 請 求 項 ５ 】
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触 さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触 さ せ 、
（ ｄ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｅ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る
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工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 請 求 項 １ ～ ３ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る 工 程 を 含 む 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う か を 測 定 す る 工 程 を 含 む 先 行
請 求 項 の い ず れ か に 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 し て 少 な く と も ２ ０ ％ の 最 適 性 を 示 す 免 疫
細 胞 活 性 を 提 供 す る こ と を 含 む 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 し て 少 な く と も ７ ０ ％ の 最 適 性 を 示 す 免 疫
細 胞 活 性 を 提 供 す る こ と を 含 む 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 有 機 化 合 物 、 無 機 化 合 物 、 ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 抗 体 、 抗 体 断 片 、 サ イ ト カ イ ン 及 び サ イ ト カ イ ン 断 片 か ら な る グ ル ー プ か ら 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 観 察 工 程 に 少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 観 察 す る 工
程 が 含 ま れ る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 内 因 性 標 的 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
少 な く と も 1つ の 標 的 遺 伝 子 が 、 Ｃ Ｂ Ｆ － １ 、 Ｈ ｅ ｓ － １ 、 Ｈ ｅ ｓ － ５ 、 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） 、
Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｃ Ｄ － ２ ３ 、 Ｄ ｌ ｘ － １ 、 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ 、 Ｃ Ｄ － ４ 、 Ｎ ｕ ｍ ｂ 、 Mastermind及
び Ｄ ｓ ｈ か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 が レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ～ １
５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 が 、 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 放
射 標 識 又 は 蛍 光 標 識 を 有 す る 遺 伝 子 、 及 び 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 遺
伝 子 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 が 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 感 受 性 を 示 す プ ロ モ ー タ ー 領 域 の
転 写 制 御 下 に あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ～ １ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 感 受 性 を 示 す プ ロ モ ー タ ー 領 域 が 、 Ｃ Ｂ Ｆ － １ 、 Ｈ ｅ ｓ － １ 、 Ｈ ｅ
ｓ － ５ 、 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） 、 Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｃ Ｄ － ２ ３ 、 Ｄ ｌ ｘ － １ 、 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ 、 Ｃ Ｄ － ４ 、
Ｎ ｕ ｍ ｂ 、 Mastermind又 は Ｄ ｓ ｈ プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 が 、
ｉ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 、 及 び
ii） 第 ２ シ グ ナ ル 、 及 び ／ 又 は 、
iii） 第 ３ シ グ ナ ル
に 感 受 性 を 示 す プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 転 写 制 御 下 に あ り 、 第 ２ と 第 ３ シ グ ナ ル が 異 な る こ と
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を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
第 ２ シ グ ナ ル が 、 免 疫 系 細 胞 に 特 異 的 な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 活 性 化 す る 結 果 生 じ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
免 疫 系 細 胞 に 特 異 的 な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が Ｔ 細 胞 受 容 体 （ Ｔ Ｃ Ｒ ） シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
免 疫 系 細 胞 に 特 異 的 な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が Ｂ 細 胞 受 容 体 （ Ｂ Ｃ Ｒ ） シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
免 疫 系 細 胞 に 特 異 的 な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が ト ー ル 様 受 容 体 （ Ｔ Ｌ Ｒ ） シ グ ナ ル 伝 達 経 路 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
第 ３ シ グ ナ ル が 、 免 疫 系 細 胞 に 特 異 的 な 共 刺 激 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ４
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
共 刺 激 が 、 Ｂ ７ タ ン パ ク 質 で あ る Ｂ ７ ． １ － Ｃ Ｄ ８ ０ 、 Ｂ ７ ． ２ － Ｃ Ｄ ８ ６ 、 Ｂ ７ Ｈ １ 、
Ｂ ７ Ｈ ２ 、 Ｂ ７ Ｈ ３ 、 Ｂ ７ Ｒ Ｐ １ 、 Ｂ ７ Ｒ Ｐ ２ 、 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ 、 Ｉ Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ２
４ 、 Ｃ Ｄ ２ ７ 、 Ｃ Ｄ ３ ０ 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 、 Ｃ Ｄ ３ ８ 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｃ Ｄ ４ ４ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 Ｃ Ｄ ４
９ 、 Ｃ Ｄ ６ ９ 、 Ｃ Ｄ ７ ０ 、 Ｃ Ｄ ９ ５ （ Ｆ ａ ｓ ） 、 Ｃ Ｄ １ ３ ４ 、 Ｃ Ｄ １ ３ ４ Ｌ 、 Ｃ Ｄ １ ５ ３
、 Ｃ Ｄ １ ５ ４ 、 ４ － １ Ｂ Ｂ 、 ４ － １ Ｂ Ｂ － Ｌ 、 Ｌ Ｆ Ａ － １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２
、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ３ 、 Ｏ Ｘ ４ ０ 、 Ｏ Ｘ ４ ０ Ｌ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｎ Ｃ Ｅ ／ Ｒ Ａ Ｎ Ｋ リ ガ ン ド 、 Ｆ ａ ｓ リ ガ
ン ド 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II、 Ｄ Ｅ Ｃ ２ ０ ５ － Ｃ Ｄ ２ ０ ５ 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ４ － ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体
、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ６ （ マ ン ノ ー ス 受 容 体 ） 、 Ｔ Ｌ Ｒ １ ～ ９ 等 の ト ー ル 様 受 容 体 （ Ｔ Ｌ
Ｒ ） 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ７ （ Langerin） 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ９ （ Ｄ Ｃ － Ｓ Ｉ Ｇ Ｎ ） 、 Ｆ Ｃ γ 受 容 体 ２ （ Ｃ Ｄ
３ ２ ） 、 Ｃ Ｄ ６ ４ （ Ｆ Ｃ γ 受 容 体 １ ） 、 Ｃ Ｄ ６ ８ 、 Ｃ Ｄ ８ ３ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ 、 Ｃ Ｄ ５ ４ 、 Ｂ Ｄ
Ｃ Ａ － ２ 、 Ｂ Ｄ Ｃ Ａ － ３ 、 Ｂ Ｄ Ｃ Ａ － ４ 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 サ イ ト カ イ ン 、 成 長 因 子 及
び 成 長 因 子 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 、 並 び に そ れ ら の 変 異 体 、 誘 導 体 、 ア ナ ロ グ 及 び 断 片 か ら な
る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ に よ り 観 察 す る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ ３ ～ ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 核 酸 ア ッ セ イ に よ り 観 察 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ ３ ～ ２ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ノ ッ チ を 活 性 化 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 が 活 性 化 さ れ 、 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形
態 の ノ ッ チ を も た ら す か 、 活 性 ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を も た ら す こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求
項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 分 子 量 が 約 １ ０ ０ ０ 未 満 で あ る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項 の い ず
れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 分 子 量 が 約 ５ ０ ０ 未 満 で あ る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項 の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
免 疫 系 細 胞 が Ｔ 細 胞 又 は Ｔ 細 胞 前 駆 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
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Ｔ 細 胞 受 容 体 の 活 性 化 に よ り Ｔ 細 胞 が 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
抗 原 又 は 抗 原 決 定 基 に よ り Ｔ 細 胞 が 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 又 は 抗 Ｔ Ｃ Ｒ 抗 体 に よ り Ｔ 細 胞 が 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 又 は 抗 Ｔ Ｃ Ｒ 抗 体 が 支 持 体 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ５ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 又 は 抗 Ｔ Ｃ Ｒ 抗 体 が 特 定 の 支 持 体 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３
６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
Ｔ 細 胞 が カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア に よ っ て 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
Ｔ 細 胞 が プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 又 は Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ に よ っ て 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
Ｔ 細 胞 が 共 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
Ｔ 細 胞 が Ｃ Ｄ ２ ８ の 活 性 化 に よ っ て 共 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
Ｔ 細 胞 受 容 体 が 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 又 は Ｃ Ｄ ２ ８ リ ガ ン ド に よ っ て 共 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
Ｔ 細 胞 が 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 又 は 抗 Ｔ Ｃ Ｒ 抗 体 に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 又 は Ｃ Ｄ
２ ８ リ ガ ン ド に よ っ て 共 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ３ ～ ４ ２ の い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
免 疫 系 細 胞 が 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ １ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
免 疫 系 細 胞 が Ｂ 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ３ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
ノ ッ チ 、 ノ ッ チ の 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 、 又 は ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を コ ー ド す る 発 現 ベ
ク タ ー を 免 疫 系 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ノ ッ チ レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 免 疫 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
先 行 請 求 項 の い ず れ か の 方 法 に よ り 同 定 す る こ と が 可 能 な モ ジ ュ レ ー タ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
先 行 請 求 項 の い ず れ か の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た モ ジ ュ レ ー タ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
免 疫 系 の 疾 患 又 は 症 状 、 或 い は 免 疫 系 に 関 係 の あ る 疾 患 又 は 症 状 の 治 療 用 薬 剤 の 調 製 に お
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け る 請 求 項 ４ ８ 又 は ４ ９ に 記 載 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 ５ １ 】
疾 患 が Ｔ 細 胞 に 介 在 さ れ る 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の モ ジ ュ レ ー タ
ー の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
疾 患 が Ｂ 細 胞 に 介 在 さ れ る 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の モ ジ ュ レ ー タ
ー の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
疾 患 が Ａ Ｐ Ｃ に 介 在 さ れ る 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の モ ジ ュ レ ー タ
ー の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 ４ ８ 又 は ４ ９ に 記 載 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 少 な く と も １ つ を 治 療 有 効 量 と 、 薬 学 上 許
容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 及 び ／ 又 は 賦 形 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 が ノ ッ チ リ ガ ン ド に よ っ て 活 性 化 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 先 行 請 求 項
の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
ノ ッ チ リ ガ ン ド が 細 胞 又 は 細 胞 膜 上 に 提 示 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
ノ ッ チ リ ガ ン ド が 支 持 体 に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た デ ル タ Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン 及 び 少 な く と も １ つ の デ ル タ
Ｅ Ｇ Ｆ ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 を 含 む 粒 子 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た デ ル タ 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は そ の 活 性 部 分 を 有 す る タ
ン パ ク 質 を 含 む 粒 子 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス が ビ ー ズ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ ８ 又 は ５ ９ の 粒 子 。
【 請 求 項 ６ １ 】
複 数 の 上 記 タ ン パ ク 質 が 特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ５ ８ ～ ６ ０ の い ず れ か に 記 載 の 粒 子 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
（ ａ ） 免 疫 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 内 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｃ ） 遺 伝 子 発 現 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） ど の 遺 伝 子 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 測 定 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な り 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 化 及 び 免 疫 細 胞 活 性 化 の 併 用 に 反 応 し
て 免 疫 細 胞 内 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
（ ａ ） 免 疫 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 内 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｃ ） 遺 伝 子 発 現 を 観 察 し 、
（ ｄ ） 上 記 細 胞 に お い て 遺 伝 子 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る
か ど う か を 測 定 し 、 ま た
（ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） に お け る 遺 伝 子 発 現 を 、 細 胞 が 活 性 化 さ れ ず 又 は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 が
活 性 化 さ れ な い 対 照 と 比 較 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な り 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 化 又 は 免 疫 細 胞 活 性 化 い ず れ か 単 独 の
場 合 に 比 べ 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 化 及 び 免 疫 細 胞 活 性 化 の 併 用 に 反 応 し て 免 疫 細 胞 内
で よ り 顕 著 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
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マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 遺 伝 子 発 現 を 観 察 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ 又 は ６ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
免 疫 細 胞 が Ｔ 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ６ ２ ～ ６ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
請 求 項 ６ ２ ～ ６ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
（ ａ ） 免 疫 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 上 記 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
（ ｃ ） 任 意 で 上 記 細 胞 に 、 ノ ッ チ 、 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 の ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ
イ ン を コ ー ド す る 核 酸 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
（ ｄ ） 任 意 で ノ ッ チ リ ガ ン ド を 提 供 し 、
（ ｅ ） 試 験 に 供 す る １ 若 し く は ２ 以 上 の 化 合 物 に 上 記 細 胞 を 暴 露 し 、 ま た
（ ｆ ） 試 験 に 供 す る 化 合 物 に 暴 露 し た 細 胞 と 未 暴 露 の 細 胞 と に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達
の 違 い を 測 定 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
（ ａ ） 免 疫 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 し 、
（ ｂ ） 任 意 で ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 上 記 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
（ ｃ ） 上 記 細 胞 に 、 ノ ッ チ 、 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 の ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を
コ ー ド す る 核 酸 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
（ ｄ ） 任 意 で ノ ッ チ リ ガ ン ド を 提 供 し 、
（ ｅ ） 試 験 に 供 す る １ 若 し く は ２ 以 上 の 化 合 物 に 上 記 細 胞 を 暴 露 し 、 ま た
（ ｆ ） 試 験 に 供 す る 化 合 物 に 暴 露 し た 細 胞 と 未 暴 露 の 細 胞 と に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達
の 違 い を 測 定 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
免 疫 細 胞 を 活 性 化 す る 工 程 を 含 む 請 求 項 ６ ７ 又 は ６ ８ に 記 載 の ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 観 察 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る こ と を 特 徴 と す
る 先 行 請 求 項 の い ず れ か に 記 載 の 方 法 又 は ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ １ 】
Ｉ Ｌ － １ ０ の 産 生 を 観 察 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 又 は ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
Ｔ Ｎ Ｆ の 産 生 を 観 察 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 又 は ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
Ｉ Ｆ Ｎ γ の 産 生 を 観 察 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 又 は ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
Ｉ Ｌ － ５ の 産 生 を 観 察 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 又 は ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
Ｉ Ｌ － １ ３ の 産 生 を 観 察 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 又 は ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
（ ｉ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 、 及 び
（ ii） ノ ッ チ 、 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 の ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を コ ー ド す る 発
現 ベ ク タ ー
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に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ た 免 疫 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
（ ｉ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 、 及 び
（ ii） 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 の ノ ッ チ を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 免 疫 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
（ ｉ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 、 及 び
（ ii） ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 免 疫 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 請 求 項 ７ ６ ～ ７ ８ の い ず れ か に 記 載 の 免 疫 細 胞 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
分 子 量 が 約 １ ０ ０ ０ 未 満 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 及 び 不 在 下 で 免 疫 系 細 胞 に お け る
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る
か ど う か を 測 定 す る 工 程 を 含 む ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
（ ａ ） 分 子 量 が 約 １ ０ ０ ０ 未 満 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 免 疫 系 細 胞 を 接 触 さ せ 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｃ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う か を 測 定 す る
工 程 か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 分 子 量 が 約 ５ ０ ０ 未 満 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ ０ 又 は ８ １
に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 か
か る 方 法 に よ り 同 定 す る こ と が 可 能 な 新 規 モ ジ ュ レ ー タ ー 及 び そ れ ら を 療 法 に 使 用 す る こ
と に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 は 、 脊 椎 動 物 及 び 無 脊 椎 動 物 の 細 胞 運 命 決 定 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て
い る 。 ノ ッ チ は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 胚 段 階 や 幼 虫 発 達 段 階 な ど の 多 く の 段 階 で 、 ま た 神 経
発 生 に お け る 重 要 な 役 割 及 び 中 胚 葉 細 胞 や 内 胚 葉 細 胞 の 分 化 を 含 む 広 汎 な 機 能 を 包 含 す る
種 々 の 細 胞 で 発 現 さ れ る 。 哺 乳 類 ノ ッ チ 遺 伝 子 に は 少 な く と も ４ 種 類 あ る （ ノ ッ チ １ 、 ノ
ッ チ ２ 、 ノ ッ チ ３ 、 ノ ッ チ ４ ） 。 脊 椎 動 物 及 び 低 級 脊 椎 動 物 の タ ン パ ク 質 に 最 も 似 て い る
ノ ッ チ １ は 広 く 発 現 さ れ 、 初 期 発 達 に 重 要 で あ る 。 近 年 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 が 、 胸 腺 に
お け る 幼 弱 Ｔ 細 胞 系 譜 の 決 定 に 貢 献 し て い る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
Ｔ 細 胞 は 胸 腺 で 成 熟 す る 間 に 、 非 自 己 抗 原 と 自 己 抗 原 を 識 別 す る 能 力 を 獲 得 す る が 、 こ の
過 程 を 「 自 己 寛 容 」 と い う 。 し か し 、 非 自 己 抗 原 に 対 す る 寛 容 は 、 特 異 的 条 件 下 に お い て
、 そ の 抗 原 を 有 す る ペ プ チ ド 断 片 で 免 疫 す る こ と に よ り 誘 導 さ れ る 。 多 発 性 硬 化 症 、 関 節
リ ウ マ チ 、 糖 尿 病 な ど の 自 己 免 疫 疾 患 で は 、 寛 容 の 適 切 な 制 御 が 行 わ れ な い 。 寛 容 を 再 樹
立 す る た め の 改 良 療 法 が 自 己 免 疫 疾 患 に 望 ま れ て い る 。 同 様 に ア レ ル ギ ー 症 状 又 は ド ナ ー
個 人 か ら の 臓 器 や 組 織 の 移 植 に お い て も 特 定 の 外 来 抗 原 又 は 外 来 抗 原 の プ ロ フ ィ ー ル に 対
す る 寛 容 を 誘 導 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
ノ ッ チ 及 び そ の リ ガ ン ド で あ る デ ル タ （ Delta） 及 び セ ラ ー ト （ Serrate） が 末 梢 免 疫 系 の
成 人 正 常 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ る こ と か ら 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 が Ｔ 細 胞 の 獲 得 免 疫 能 力 に
役 割 を 担 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。 Ｔ 細 胞 は ノ ッ チ １ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 構 成 的 に 発 現 す る 。 デ
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ル タ は 、 末 梢 リ ン パ 様 組 織 の Ｔ 細 胞 サ ブ セ ッ ト に お い て の み 発 現 さ れ る 。 セ ラ ー ト は 、 抗
原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ｓ ） の サ ブ セ ッ ト に 限 定 し て 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の 観 察 結 果 か ら は 、
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 が 末 梢 で の 不 応 答 （ 寛 容 又 は ア ネ ル ギ ー ） 、 連 結 抑 制 （ linked suppr
ession） 及 び 感 染 性 寛 容 の 誘 導 に 中 心 的 役 割 を 果 た し 、 ノ ッ チ 受 容 体 リ ガ ン ド フ ァ ミ リ ー
が 胚 発 達 期 以 降 も 継 続 し て 免 疫 系 に お け る 細 胞 運 命 決 定 を 調 節 し て い る と の 知 見 を 支 え る
も の で あ る （ Hoyne et al.） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
従 っ て Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ １ ４ ２ に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 操 作 し
て 、 免 疫 療 法 や 、 Ｔ 細 胞 介 在 型 疾 患 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 特 に 、
ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 、 移 植 片 拒 絶 、 腫 瘍 に 誘 発 さ れ る Ｔ 細 胞 系 の 異 常 、 ま た 例 え ば マ ラ
リ ヤ 病 原 虫 （ Plasmodium sp.） 、 ミ ク ロ フ ィ ラ リ ア 、 蠕 虫 類 (Helminths)、 マ イ コ バ ク テ
リ ア 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseudomonas） 、 ト キ ソ プ ラ ズ
マ 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 、 Ｂ 型 イ ン フ ル エ ン ザ 、 麻 疹 、 Ｃ 型 肝 炎 又 は ト キ ソ カ ラ に よ る 感 染 症
が 対 象 と な る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
他 の Ｔ 細 胞 に 抗 原 特 異 的 寛 容 を 伝 達 し 得 る 調 節 性 Ｔ 細 胞 の ク ラ ス を 創 出 で き る こ と が 近 年
示 さ れ 、 こ の 方 法 は 感 染 性 寛 容 と 呼 ば れ る （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ １ ４ ２ ） 。 こ れ ら の 細 胞 の 機
能 的 活 性 は 、 そ の 細 胞 表 面 又 は 抗 原 提 示 細 胞 表 面 に お い て ノ ッ チ リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 を 過
剰 発 現 さ せ る こ と に よ り 模 倣 で き る 。 具 体 的 に は 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 は ノ ッ チ リ ガ ン ド タ ン パ
ク 質 の デ ル タ 又 は セ ラ ー ト フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 過 剰 発 現 さ せ る こ と に よ り 創 出 で き る
。 デ ル タ 又 は セ ラ ー ト に 誘 導 さ れ 、 あ る 抗 原 エ ピ ト ー プ に 特 異 的 な Ｔ 細 胞 は 、 同 じ 若 し く
は 関 連 の あ る 抗 原 上 の 他 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る Ｔ 細 胞 に 寛 容 を 伝 達 す る こ と も で き 、 こ
の 現 象 を 「 エ ピ ト ー プ の 拡 散 」 と い う 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
ノ ッ チ リ ガ ン ド の 発 現 は 癌 に お い て も 役 割 を 担 っ て い る 。 実 際 、 腫 瘍 細 胞 の 中 に は ノ ッ チ
リ ガ ン ド 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 認 め ら れ る も の が あ る 。 か よ う な 腫 瘍 細 胞 は 、
特 異 的 抗 原 に よ る 再 刺 激 に 対 し Ｔ 細 胞 を 不 応 答 に す る こ と が で き る が 、 そ れ に よ り 腫 瘍 細
胞 が 如 何 に し て 正 常 Ｔ 細 胞 の 応 答 を 阻 止 す る か が 説 明 で き る 。 Ｔ 細 胞 に お け る イ ン ビ ボ で
の ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る こ と に よ り 、 腫 瘍 細 胞 が 腫 瘍 特 異
的 抗 原 を 認 識 す る Ｔ 細 胞 に 免 疫 寛 容 を 誘 発 す る こ と を 回 避 で き る 可 能 性 が あ る 。 逆 に 、 Ｔ
細 胞 が 腫 瘍 細 胞 に 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と が 可 能 と な る （ Ｗ Ｏ ０ ０ ／ １ ３ ５ ９ ９ ０ ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 者 ら に よ る Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ １ ４ ２ 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ６ ０ ８ ９ 、 Ｗ Ｏ ０
１ ３ ５ ９ ９ ０ に ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 及 び そ れ に 影 響 を 受 け る 疾 患 に 関 す る 記 載 が あ る
。 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｇ Ｂ ９ ７ ／ ０ ３ ０ ５ ８ （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ １ ４ ２ ） 、 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｇ Ｂ ９ ９ ／ ０ ４ ２
３ ３ （ Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ６ ０ ８ ９ ） 、 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｇ Ｂ ０ ０ ／ ０ ４ ３ ９ １ （ Ｗ Ｏ ０ １ ３ ５ ９ ９ ０ ）
の テ キ ス ト を 参 考 の た め 本 明 細 書 に 添 付 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
し か し な が ら 、 免 疫 系 の 、 又 は 免 疫 系 に 関 連 す る 疾 患 や 症 状 、 特 に （ 限 定 は さ れ な い が ）
Ｔ 細 胞 介 在 型 疾 患 や 障 害 の 検 出 、 予 防 及 び 治 療 に 有 用 な さ ら な る 診 断 又 は 治 療 用 組 成 物 を
提 供 す る こ と が 当 技 術 分 野 で 依 然 と し て 要 求 さ れ て い る 。 本 発 明 で は 新 規 な ノ ッ チ シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 有 効 な 方 法 を 提 供 す る こ と に よ り こ の 問 題 に 対 処 し
た 。 当 技 術 分 野 で は 多 数 の ア ッ セ イ 法 が 公 知 で あ る が 、 本 発 明 は 、 本 発 明 者 ら の ノ ッ チ シ
グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 す る 知 見 に 基 づ き 、 ま た 新 規 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 上 で 有 効 な ア
ッ セ イ は 免 疫 系 細 胞 を 用 い て 実 施 す る こ と が 必 要 で あ る と の 認 識 に 基 づ い て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 特 徴 の １ つ と し て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 及 び 不 在 下 で 免 疫 系 細 胞 に お け
る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 上 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す
る か ど う か を 測 定 す る 工 程 を 含 む ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 を 提
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供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 接 触 さ せ 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｃ ） 上 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う か を 測 定 す る 工 程
か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
「 接 触 さ せ る 」 と は 、 細 胞 が 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 相 互 作 用 す る こ と が で き る よ う に 引 き
合 わ せ る こ と を 意 味 す る 。 か か る 接 触 が 水 性 溶 液 又 は 緩 衝 溶 液 に お い て 行 わ れ る こ と が 好
ま し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触
さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る 工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ
ー タ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触
さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る 工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ
ー タ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 中 の ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触
さ せ 、
（ ｄ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｅ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る 工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ
ー タ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触 さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る 工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
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（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触 さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る 工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 上 記 細 胞 を 接 触 さ せ 、
（ ｄ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｅ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う
か を 測 定 す る 工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
免 疫 細 胞 の 活 性 化 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 し て 少 な く と も ２ ０
％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ の 最 適 性 を 示 す こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は い ず れ の 有 機 化 合 物 又 は 無 機 化 合 物 で も よ い 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー
が 、 天 然 型 又 は 合 成 小 分 子 化 合 物 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片
、 サ イ ト カ イ ン 又 は サ イ ト カ イ ン 断 片 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
好 適 実 施 態 様 に お い て は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 観 察 工 程 に 少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 の
発 現 レ ベ ル を 観 察 す る 工 程 が 含 ま れ る 。 か か る 標 的 遺 伝 子 は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 内
因 性 標 的 遺 伝 子 又 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の い ず れ で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 公 知 の 内 因 性 標 的 遺 伝 子 に は 、 Deltex、 Ｈ ｅ ｓ － １ 、 Ｈ
ｅ ｓ － ５ 、 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） 、 Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｃ Ｄ － ２ ３ 、 Ｄ ｌ ｘ － １ 、 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ 、 Ｃ Ｄ － ４
、 Ｎ ｕ ｍ ｂ 、 Mastermind及 び Ｄ ｓ ｈ か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
当 技 術 分 野 で は 多 数 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 標 準 的 と な っ て お り 、 そ の 中 に は 酵 素 活 性 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 、 放 射 標 識 又 は 蛍 光 標 識 を 有 す る 遺 伝 子 、 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ
を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 が 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 感 受 性 を 示 す プ ロ モ ー タ ー 領 域 の
転 写 制 御 下 に あ る こ と が 好 ま し い 。 少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 が 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達
及 び 第 ２ シ グ ナ ル 及 び ／ 又 は 第 ３ シ グ ナ ル （ 第 ２ と 第 ３ シ グ ナ ル は 異 な る ） に 感 受 性 を 示
す プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 転 写 制 御 下 に あ る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 に 用 い る シ グ ナ ル と し て は 、 補 助 シ グ ナ ル （ 当 分 野 で Ｔ 及 び Ｂ 細 胞 受 容 体 シ グ ナ ル
伝 達 に お け る 共 刺 激 シ グ ナ ル と し て 知 ら れ る ） の 存 在 下 及 び 不 在 下 に お い て 、 Ｔ 細 胞 受 容
体 （ Ｔ Ｃ Ｒ ） シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 Ｂ 細 胞 受 容 体 （ Ｂ Ｃ Ｒ ） シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 ト ー ル 様 受
容 体 （ Ｔ Ｌ Ｒ ） シ グ ナ ル 伝 達 経 路 等 の 免 疫 系 細 胞 に 特 異 的 な シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 活 性 化 す
る 結 果 生 じ る シ グ ナ ル が 例 示 で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 に 用 い る シ グ ナ ル の 他 の 例 と し て は 、 Ｂ ７ タ ン パ ク 質 で あ る Ｂ ７ ． １ － Ｃ Ｄ ８ ０ 、
Ｂ ７ ． ２ － Ｃ Ｄ ８ ６ 、 Ｂ ７ Ｈ １ 、 Ｂ ７ Ｈ ２ 、 Ｂ ７ Ｈ ３ 、 Ｂ ７ Ｒ Ｐ １ 、 Ｂ ７ Ｒ Ｐ ２ 、 Ｃ Ｔ Ｌ
Ａ ４ 、 Ｉ Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ２ ４ 、 Ｃ Ｄ ２ ７ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ 、 Ｃ Ｄ ３ ０ 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 、 Ｃ Ｄ ３
８ 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｃ Ｄ ４ ４ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 Ｃ Ｄ ４ ９ 、 Ｃ Ｄ ６ ９ 、 Ｃ Ｄ ７ ０ 、 Ｃ Ｄ ９ ５ （ Ｆ ａ ｓ
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） 、 Ｃ Ｄ １ ３ ４ 、 Ｃ Ｄ １ ３ ４ Ｌ 、 Ｃ Ｄ １ ５ ３ 、 Ｃ Ｄ １ ５ ４ 、 ４ － １ Ｂ Ｂ 、 ４ － １ Ｂ Ｂ － Ｌ
、 Ｌ Ｆ Ａ － １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ３ 、 Ｏ Ｘ ４ ０ 、 Ｏ Ｘ ４ ０ Ｌ 、 Ｔ
Ｒ Ａ Ｎ Ｃ Ｅ ／ Ｒ Ａ Ｎ Ｋ リ ガ ン ド 、 Ｆ ａ ｓ リ ガ ン ド 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II、 Ｄ Ｅ Ｃ ２ ０ ５ － Ｃ Ｄ
２ ０ ５ 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ４ － ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ６ （ マ ン ノ ー ス 受 容 体
） 、 Ｔ Ｌ Ｒ １ ～ ９ 等 の ト ー ル 様 受 容 体 （ Ｔ Ｌ Ｒ ） 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ７ （ Langerin） 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ９
（ Ｄ Ｃ － Ｓ Ｉ Ｇ Ｎ ） 、 Ｆ Ｃ γ 受 容 体 ２ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ） 、 Ｃ Ｄ ６ ４ （ Ｆ Ｃ γ 受 容 体 １ ） 、 Ｃ Ｄ
６ ８ 、 Ｃ Ｄ ８ ３ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ 、 Ｃ Ｄ ５ ４ 、 Ｂ Ｄ Ｃ Ａ － ２ 、 Ｂ Ｄ Ｃ Ａ － ３ 、 Ｂ Ｄ Ｃ Ａ － ４ 、 ケ
モ カ イ ン 受 容 体 、 サ イ ト カ イ ン 、 成 長 因 子 及 び 成 長 因 子 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 、 並 び に そ れ ら
の 変 異 体 、 誘 導 体 、 ア ナ ロ グ 及 び 断 片 等 の 免 疫 系 細 胞 に 特 異 的 な 共 刺 激 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
一 好 適 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｔ 細 胞 又 は Ｔ 細 胞 前 駆 体 又 は 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ
Ｃ ） に お い て 行 わ れ る 。 Ａ Ｐ Ｃ は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II分 子 を 発 現 で き 、 抗 原 を Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細
胞 に 対 し て 提 示 で き る 細 胞 で あ る 。 Ａ Ｐ Ｃ が 、 例 え ば ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 等 の 樹 状 細 胞 な
ど の 骨 髄 系 統 細 胞 、 、 単 球 又 は マ ク ロ フ ァ ー ジ 又 は 一 次 細 胞 又 は Ｂ 系 統 細 胞 で あ る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 は プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ 又 は 核 酸 ア ッ セ イ に よ り 観 察 で
き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 の 別 の 特 徴 に 従 い 、
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 を 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 接 触 さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 （ 工 程 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） は ど の 順 番 で 実 施 し
て も よ い ） ま た 、
（ ｄ ） 上 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う か を 測 定 す る 工 程
か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
少 な く と も １ つ の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ 又 は 核 酸 ア ッ セ イ に よ り 観 察 す
る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 分 子 量 が 約 １ ０ ０ ０ 未 満 で あ る こ と が 好 適 で あ り 、 約 ５ ０ ０ 未 満 で
あ る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
免 疫 系 細 胞 が Ｔ 細 胞 又 は Ｔ 細 胞 前 駆 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
Ｔ 細 胞 受 容 体 の 活 性 化 に よ り Ｔ 細 胞 が 活 性 化 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
Ｔ 細 胞 受 容 体 は 、 抗 原 又 は 抗 原 決 定 基 に よ り 活 性 化 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
Ｔ 細 胞 受 容 体 は 、 支 持 体 に 結 合 し て い る こ と を 好 ま し く す る 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 又 は 抗 Ｔ Ｃ Ｒ 抗
体 に よ り 、 活 性 化 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 又 は 抗 Ｔ Ｃ Ｒ 抗 体 が 特 定 の 支 持 体
に 結 合 し て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
Ｔ 細 胞 が 共 活 性 化 さ れ る こ と が 好 ま し く 、 Ｃ Ｄ ２ ８ に よ っ て 活 性 化 さ れ る こ と が 好 適 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 、 又 は Ｂ ７ の 活 性 ド メ イ ン 等 の Ｃ Ｄ ２ ８ リ ガ ン ド で Ｔ 細 胞 受 容 体 が 共 活 性
化 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
Ｔ 細 胞 が 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 で 活 性 化 さ れ 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 で 共 活 性 化 さ れ る こ と が 好 ま し い
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。
【 ０ ０ ３ ９ 】
或 い は Ｔ 細 胞 が 、 カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア 、 又 は プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 又 は Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー
ゼ の ア ク チ ベ ー タ ー に よ っ て 活 性 化 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
ノ ッ チ 、 ノ ッ チ の 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 、 又 は ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を コ ー ド す る 発 現 ベ
ク タ ー 、 ま た 所 望 の 場 合 は ノ ッ チ レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 免 疫 系 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る
こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
好 適 な 実 施 態 様 に お い て 本 発 明 の 方 法 は 、
ｉ ） 免 疫 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を さ ら な る 作 用 因 子 で 活 性 化 し 、 ま た
ii） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 上 記 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 活 性 化 及 び ／ 又 は 免 疫 細 胞 の 活 性
化 を 調 節 す る か ど う か を 測 定 す る こ と か ら な る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
一 実 施 態 様 で ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 は 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド の 活 性 部 分 、 例
え ば ノ ッ チ リ ガ ン ド Ｅ Ｃ ド メ イ ン で 活 性 化 さ れ て も よ い 。 ノ ッ チ リ ガ ン ド は 膜 又 は 支 持 体
に 結 合 し て い る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、 特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た デ ル タ リ ガ ン ド の 活
性 部 分 を 有 す る 粒 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス が ビ ー ズ で あ る こ と が 好 ま し い 。 ビ ー ズ は 例 え ば 磁 気 ビ ー ズ （
例 ； “ Dynal” の 商 標 名 で 市 販 ） 又 は セ フ ァ ロ ー ズ ビ ー ズ 等 の ポ リ マ ー 状 ビ ー ズ が 用 い る
こ と が で き る 。 デ ル タ リ ガ ン ド の 複 数 の 活 性 部 分 が 特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し て
い る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 可 能 な 、 又 は 同 定 さ れ た モ ジ ュ レ
ー タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 と し て 、 免 疫 系 の 疾 患 又 は 症 状 、 或 い は 免 疫 系 に 関 係 の あ る 疾 患
又 は 症 状 の 治 療 用 薬 剤 の 調 製 に お け る 本 発 明 モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 を 提 供 す る 。 疾 患 が Ｔ
細 胞 に 介 在 さ れ る 疾 患 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 と し て 、 治 療 有 効 量 の 本 発 明 モ ジ ュ レ ー タ ー 少 な く と も １ つ と 、
薬 学 上 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 及 び ／ 又 は 賦 形 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 が 、 ノ ッ チ 受 容 体 活 性 化 能 を 有 す る 作 用 因 子 で 活 性 化 さ れ る こ と
が 好 ま し い 。 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド の 生 物 的 に 活 性 な 断
片 又 は 誘 導 体 で あ る こ と が 好 適 で あ る 。 ノ ッ チ リ ガ ン ド は 可 溶 性 、 又 は 細 胞 上 に 提 示 さ れ
た 、 又 は 支 持 体 に 結 合 し た も の の い ず れ で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 有 す る か 、 コ ー ド す る こ
と が 好 適 で あ る 。 例 え ば 、 か か る モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド の 細 胞 外 ド メ イ ン の
セ グ メ ン ト 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｆ C セ グ メ ン ト を 有 す る か 、 コ ー ド し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド の Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン 及 び 少 な
く と も １ つ の Ｅ Ｇ Ｆ ド メ イ ン 又 は そ れ ら の 断 片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ 又 は 対 立 変
異 体 を 含 む タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る か 、 コ ー ド す る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド の Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン 、 及 び 少
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な く と も １ ～ ２ ０ 、 好 適 に は 少 な く と も ３ ～ １ ５ 、 例 え ば 少 な く と も ３ ～ ８ の Ｅ Ｇ Ｆ 反 復
モ チ ー フ を 有 す る か 、 コ ー ド す る こ と が 好 ま し い 。 か か る Ｄ Ｓ Ｌ 及 び Ｅ Ｇ Ｆ 配 列 は 哺 乳 類
配 列 又 は そ れ に 相 当 す る 配 列 で あ る こ と が 好 適 で あ る 。 好 ま し い 配 列 に は ヒ ト 配 列 が 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、 デ ル タ Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン 及 び 少 な く と も １ つ の デ ル タ Ｅ Ｇ Ｆ
ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 を 含 む 粒 子 を 提 供 す る 。 か か る タ ン パ ク 質 に 、 特 定 の 支 持 体
マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し た デ ル タ 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は そ の 活 性 部 分 が 含 ま れ る こ と が 好 適 で
あ る 。 一 実 施 態 様 で 特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス は ビ ー ズ で あ る 。 複 数 の こ れ ら タ ン パ ク 質
が 特 定 の 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス に 結 合 し て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
或 い は 、 又 は さ ら に 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 ノ ッ チ 細 胞 内 ド メ
イ ン （ Notch IC） 又 は そ の 断 片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ 若 し く は 対 立 変 異 体 、 ノ ッ
チ 細 胞 内 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の 断 片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ 、
ア ナ ロ グ 若 し く は 対 立 変 異 体 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 デ ル タ 又 は そ の 断 片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ
、 ア ナ ロ グ 若 し く は 対 立 変 異 体 、 或 い は デ ル タ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 断
片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ 若 し く は 対 立 変 異 体 が 含 ま れ る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
或 い は 、 又 は さ ら に 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 セ ラ ー ト ／ ジ ャ グ
ド 又 は そ の 断 片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ 若 し く は 対 立 変 異 体 、 セ ラ ー ト ／ ジ ャ グ ド
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 断 片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ 若 し く は 対 立
変 異 体 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
或 い は 、 又 は さ ら に 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 ノ ッ チ 又 は そ の 断
片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ 若 し く は 対 立 変 異 体 、 ノ ッ チ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 又 は そ の 断 片 、 誘 導 体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ 若 し く は 対 立 変 異 体 が 含 ま れ て い て も よ
い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
或 い は 、 又 は さ ら に 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝
達 レ プ レ ッ サ ー の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ バ ー ジ ョ ン 、 又 は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ プ レ ッ サ
ー の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ バ ー ジ ョ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ て い て も よ
い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
或 い は 、 又 は さ ら に 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド 若
し く は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の ダ ウ ン ス ト リ ー ム 構 成 因 子 の 発 現 や 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー ト す る 能 力 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 抗 体 、 抗 体 断 片 、 抗 体 誘 導 体 、 又 は 抗 体
、 抗 体 断 片 、 抗 体 誘 導 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ て い る こ と が 好 適 で あ る
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 内 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｃ ） 遺 伝 子 発 現 を 観 察 し 、 ま た
（ ｄ ） ど の 遺 伝 子 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る か を 測 定 す る 工 程
（ 順 不 同 ） か ら な り 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 化 及 び 免 疫 細 胞 活 性 化 の 併 用 に 反 応 し て 免
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疫 細 胞 内 で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 内 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 し 、
（ ｃ ） 遺 伝 子 発 現 を 観 察 し 、
（ ｄ ） 上 記 細 胞 に お い て 遺 伝 子 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る
か ど う か を 測 定 し 、 ま た
（ ｅ ） 工 程 （ ｄ ） に お け る 遺 伝 子 発 現 を 、 細 胞 が 活 性 化 さ れ ず 又 は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 が
活 性 化 さ れ な い 対 照 と 比 較 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な り 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 化 又 は 免 疫 細 胞 活 性 化 い ず れ か 単 独 の
場 合 に 比 べ 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 化 及 び 免 疫 細 胞 活 性 化 の 併 用 に 反 応 し て 免 疫 細 胞 内
で よ り 顕 著 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 を 検 出 す る 方 法 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
実 施 態 様 の １ つ に お い て は 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 遺 伝 子 発 現 を 観 察 し 、 好 ま し く は 免
疫 細 胞 が Ｔ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、 上 述 の 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 遺 伝 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、 上 述 の 方 法 に よ り 検 出 し た 遺 伝 子 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 免 疫
疾 患 の 治 療 に 使 用 す る こ と を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 し 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 上 記 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
（ ｃ ） 任 意 で 上 記 細 胞 に 、 ノ ッ チ 、 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 の ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ
イ ン を コ ー ド す る 核 酸 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
（ ｄ ） 任 意 で ノ ッ チ リ ガ ン ド を 提 供 し 、
（ ｅ ） 試 験 に 供 す る １ 若 し く は ２ 以 上 の 化 合 物 に 上 記 細 胞 を 暴 露 し 、 ま た
（ ｆ ） 試 験 に 供 す る 化 合 物 に 暴 露 し た 細 胞 と 未 暴 露 の 細 胞 と に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達
の 違 い を 測 定 す る 工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 免 疫 細 胞 の 培 養 物 を 提 供 し 、
（ ｂ ） 任 意 で ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 上 記 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
（ ｃ ） 上 記 細 胞 に 、 ノ ッ チ 、 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 の ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を
コ ー ド す る 核 酸 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、
（ ｄ ） 任 意 で ノ ッ チ リ ガ ン ド を 提 供 し 、
（ ｅ ） 試 験 に 供 す る １ 若 し く は ２ 以 上 の 化 合 物 に 上 記 細 胞 を 暴 露 し 、 ま た
（ ｆ ） 試 験 に 供 す る 化 合 物 に 暴 露 し た 細 胞 と 未 暴 露 の 細 胞 と に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達
の 違 い を 測 定 す る
工 程 （ 順 不 同 ） か ら な る ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
ア ッ セ イ に 、 免 疫 細 胞 を 活 性 化 す る さ ら な る 工 程 が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
サ イ ト カ イ ン の 産 生 、 例 え ば Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｔ Ｎ Ｆ 、 Ｉ Ｆ Ｎ 、 Ｉ Ｌ － ５ 又 は Ｉ Ｌ － １ ３ の 産
生 を 観 察 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
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（ ｉ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 、 及 び
（ ii） ノ ッ チ 、 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 の ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を コ ー ド す る 発
現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 免 疫 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ｉ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 、 及 び
（ ii） 構 成 的 に 活 性 な 剪 断 形 態 の ノ ッ チ を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 免 疫 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ｉ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ ポ ー タ ー 構 築 物 、 及 び
（ ii） ノ ッ チ Ｉ Ｃ ド メ イ ン を コ ー ド す る 発 現 ベ ク タ ー
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 免 疫 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
免 疫 細 胞 は 、 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、 分 子 量 が 約 １ ０ ０ ０ 未 満 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 及
び 不 在 下 で 免 疫 系 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う か を 測 定 す る 工 程 を 含 む ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ
レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 の さ ら な る 特 徴 と し て 、
（ ａ ） 分 子 量 が 約 １ ０ ０ ０ 未 満 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 免 疫 系 細 胞 を 接 触 さ せ 、
（ ｂ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 ま た
（ ｃ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る か ど う か を 測 定 す る
工 程 か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 分 子 量 が 約 ５ ０ ０ 未 満 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
非 限 定 的 実 施 例 及 び 添 付 の 図 面 を 参 照 し な が ら 、 本 発 明 の 種 々 の 好 ま し い 特 徴 や 実 施 態 様
を よ り 詳 細 に 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
別 途 特 記 し な い 限 り 本 発 明 の 実 施 に は 、 当 技 術 分 野 の 専 門 家 で あ れ ば 実 施 可 能 な 化 学 、 分
子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 及 び 免 疫 学 に お け る 常 法 を 採 用 す る 。 か か る 技 術 は 文
献 に 収 載 さ れ て い る 。 J. Sambrook, E. F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989, Molecular
 Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Books 1-3, Cold Spring Harbor Lab
oratory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic supplements; Current Pro
tocols in Molecular Biology, ch. 9, 13, and 16, John Wiley & Sons, New York, N. 
Y.); B. Roe, J. Crabtree, and A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: Essen
tial Techniques, John Wiley & Sons; J. M. Polak and James O'D. McGee, 1990, In S
itu Hybridization: Principles and Practice; Oxford University Press; M. J. Gait 
(Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press; and,
 D. M. J. Lilley and J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure 
Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic P
ress. を 参 照 の こ と 。 一 般 的 な こ れ ら の 教 本 を 参 考 文 献 と し て 添 付 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー を 検 出 す る ア ッ セ イ 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

こ こ に 用 い る 「 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 」 な る 用 語 は 、 「 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 」 な る 表 現
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と 同 義 で あ り 、 ノ ッ チ 受 容 体 の 活 性 化 を も た ら す 、 或 い は 活 性 化 に よ っ て も た ら さ れ る （
又 は 活 性 化 を 含 む ） １ 若 し く は ２ 以 上 の 上 流 又 は 下 流 の イ ベ ン ト を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 胚 に お け る 二 細 胞 期 の 運 命 決 定 を 指 示 す る 。 ノ ッ チ は シ ョ ウ ジ
ョ ウ バ エ に お い て 2種 の 異 な る リ ガ ン ド で あ る デ ル タ と セ ラ ー ト の 受 容 体 と し て 機 能 す る
膜 透 過 タ ン パ ク 質 と し て 初 め て 見 い 出 さ れ た 。 脊 椎 動 物 は 複 数 の ノ ッ チ 受 容 体 及 び リ ガ ン
ド を 発 現 す る 。 こ れ ま で に 少 な く と も 4種 類 の ノ ッ チ 受 容 体 （ ノ ッ チ １ 、 ノ ッ チ ２ 、 ノ ッ
チ ３ 、 ノ ッ チ ４ ） が ヒ ト 細 胞 で 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
ノ ッ チ タ ン パ ク 質 は 、 Furin様 転 換 酵 素 に よ り 分 解 す る 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 と し て
合 成 さ れ る 。 Furin様 転 換 酵 素 は 2本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を も た ら し 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド 鎖
は 成 熟 受 容 体 を 形 成 す べ く さ ら に プ ロ セ シ ン グ さ れ る 。 細 胞 膜 に 存 在 す る ノ ッ チ 受 容 体 に
は 、 2つ の ノ ッ チ タ ン パ ク 質 分 解 産 物 で あ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー が 含 ま れ 、 そ の 1つ に は 細 胞 外
ド メ イ ン 、 膜 透 過 ド メ イ ン 及 び 細 胞 内 ド メ イ ン の 一 部 か ら な る Ｎ 末 端 断 片 が 含 ま れ 、 他 方
に は 細 胞 ド メ イ ン の 大 部 分 が 含 ま れ る 。 受 容 体 を 活 性 化 す る ノ ッ チ の タ ン パ ク 質 分 解 過 程
が 生 じ 、 Furin様 転 換 酵 素 に 促 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
ノ ッ チ 受 容 体 は 、 ３ ６ 個 ま で の 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） 様 反 復 を 有 す る 細 胞 外 ド メ イ ン と
細 胞 膜 ド メ イ ン と を 有 す る 膜 透 過 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ジ ス ル フ ィ ド 様 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 分
子 と し て 膜 に 挿 入 す る 。 ノ ッ チ の 細 胞 質 ド メ イ ン cytoplasmicは 、 6個 の ア ン キ リ ン ankyri
n様 反 復 、 ポ リ グ ル タ ミ ン の ス ト レ ッ チ （ Ｏ Ｐ Ａ ） 及 び Ｐ Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 を 有 す る 。 Ｒ Ａ Ｍ ２
３ と 名 付 け ら れ た さ ら な る ド メ イ ン が ア ン キ リ ン 反 復 の 近 傍 に 位 置 し 、 ア ン キ リ ン 様 反 復
と 同 様 に 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の Hairless［ Ｓ ｕ （ Ｈ ） ］ 及 び 脊 椎 動 物 の Ｃ Ｂ Ｆ １ （ Tamura
） の 抑 制 因 子 と し て 知 ら れ る 転 写 因 子 と の 結 合 に 関 与 し て い る 。 ノ ッ チ リ ガ ン ド は そ の 細
胞 外 ド メ イ ン に お い て 、 全 て の ノ ッ チ リ ガ ン ド の 特 徴 で あ る シ ス テ イ ン リ ッ チ Ｄ Ｓ Ｌ （ e
lta- errate- ag2） ド メ イ ン と 共 に 複 数 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 も 示 す （ Atravanis-Tsakonas） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
ノ ッ チ 受 容 体 は 、 デ ル タ 、 セ ラ ー ト 、 ス カ ブ ロ ウ （ Scabrous） 等 の 細 胞 外 リ ガ ン ド が 、 ノ
ッ チ の 細 胞 外 ド メ イ ン に お け る Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 に 結 合 す る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 デ ル
タ が 活 性 化 す る た め に は 分 解 が 必 要 で あ る 。 デ ル タ は Ａ Ｄ Ａ Ｍ  デ ィ ス イ ン テ グ リ ン メ タ
ロ プ ロ テ ア ー ゼ （ disintegrin metalloprotease）  Kuzbanianに よ っ て 細 胞 表 面 で 分 解 し
、 こ の 分 解 現 象 に よ り 可 溶 性 及 び 活 性 型 の デ ル タ が 放 出 さ れ る 。 Ｔ Ａ Ｎ － １ と し て も 知 ら
れ 、 細 胞 外 ド メ イ ン が 切 断 さ れ て い る ヒ ト ノ ッ チ 1タ ン パ ク 質 の 発 癌 性 変 異 体 は 構 造 的 に
活 性 で あ り 、 Ｔ 細 胞 リ ン パ 性 白 血 病 に 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
ｃ ｄ ｃ １ ０ ／ ア ン キ リ ン 細 胞 内 ド メ イ ン 反 復 は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 と の 物 理
的 相 互 作 用 を 促 進 す る 。 最 も 顕 著 に は 、 ｃ ｄ ｃ １ ０ ／ ア ン キ リ ン 反 復 は 、 Hairless［ Ｓ ｕ
（ Ｈ ） ］ の サ プ レ ッ サ ー と 相 互 作 用 を 行 う 。 Ｓ ｕ （ Ｈ ） は 、 Ｂ 細 胞 の Epstein-Barr virus
に 誘 導 さ れ る 不 死 化 に 関 与 す る 哺 乳 類 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る Ｃ プ ロ モ ー タ ー 結 合 因
子 － １ ［ Ｃ Ｂ Ｆ － １ ］ の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る ホ モ ロ グ で あ る 。 少 な く と も 培 養 細 胞
に お い て Ｓ ｕ （ Ｈ ） は 、 細 胞 質 で ｃ ｄ ｃ １ ０ ／ ア ン キ リ ン 反 復 と 会 合 し 、 ノ ッ チ 受 容 体 が
そ の リ ガ ン ド で あ る デ ル タ と 隣 接 細 胞 上 で 相 互 作 用 す る の を 受 け 、 核 内 へ と 移 行 す る こ と
が 示 さ れ て い る 。 Ｓ ｕ （ Ｈ ） は 、 数 種 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 内 で み ら れ る 応 答 エ レ メ ン
ト を 有 し 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 重 要 な 下 流 タ ン パ ク 質 で あ る こ と が わ か っ て
い る 。 Ｓ ｕ （ Ｈ ） の 転 写 へ の 関 与 は Hairlessに よ っ て 調 節 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ノ ッ チ （ NotchIC） の 細 胞 内 ド メ イ ン も ま た 直 接 的 な 核 機 能 を 有 し て い る （ Lieber） 。 近
年 の 研 究 に よ り 、 ノ ッ チ の 活 性 化 に は 、 ノ ッ チ の 細 胞 内 ド メ イ ン に お け る ６ 個 の ｃ ｄ ｃ １
０ ／ ア ン キ リ ン 反 復 が 核 に 到 達 し て 転 写 活 性 に 参 加 す る こ と が 必 要 で あ る こ と が 実 際 に 示
さ れ て い る 。 ノ ッ チ の 細 胞 内 尾 部 に お け る タ ン パ ク 質 開 裂 部 位 は ｇ ｌ ｙ １ ７ ４ ３ 及 び ｖ ａ
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ｌ １ ７ ４ ４ （ 部 位 ３ 又 は Ｓ ３ と 呼 ば れ る ） の 間 で 同 定 さ れ て い る （ Schroeter） 。 核 へ の
進 入 の た め に NotchICを 放 出 す る タ ン パ ク 質 開 裂 過 程 は プ レ セ ニ リ ン （ Presenilin） 活 性
に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
細 胞 内 ド メ イ ン は 核 内 で 蓄 積 し て 、 核 内 に お い て Ｃ Ｓ Ｌ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 Ｃ Ｂ Ｆ １ （
Hairless、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の Ｓ ｕ （ Ｈ ） 、 線 虫 の Ｌ ａ ｇ － ２ ） と 転 写 活 性 複 合 体 を 形 成
す る こ と が 示 さ れ て い る （ Schroeter; Struhl） 。 NotchIC－ Ｃ Ｂ Ｆ １ 複 合 体 は 次 に 、 ｂ Ｈ
Ｌ Ｈ タ ン パ ク 質 Ｈ Ｅ Ｓ （ split様 の hairyエ ン ハ ン サ ー ） １ 及 び ５ 等 の 標 的 遺 伝 子 を 活 性 化
す る （ Weinmaster） 。 か か る ノ ッ チ の 機 能 は 哺 乳 類 ノ ッ チ ホ モ ロ グ に つ い て も 報 告 さ れ て
い る （ Lu） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
ノ ッ チ リ ガ ン ド の デ ル タ 又 は セ ラ ー ト ／ ジ ャ グ ド （ Jagged） と の 結 合 に 応 答 し た 場 合 に の
み NotchICプ ロ セ シ ン グ が 生 じ る 。 ゴ ル ジ （ Munro; Ju） に お け る 発 生 期 ノ ッ チ 受 容 体 に お
け る 翻 訳 後 修 飾 は 、 ２ 種 類 の リ ガ ン ド の ど ち ら が 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ る か を 少 な く と も 部
分 的 に 制 御 し て い る よ う で あ る 。 ノ ッ チ 受 容 体 は 、 Notch／ Linモ チ ー フ に 結 合 す る グ リ コ
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 で あ る フ リ ン ジ （ Fringe） に よ り 、 そ の 細 胞 外 ド メ イ ン に お
い て 修 飾 さ れ る 。 フ リ ン ジ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 に Ｏ 結 合 フ コ ー ス 基 を 付 加 す る こ と に よ っ て
ノ ッ チ を 修 飾 す る （ Moloney; Bruckner） 。 フ リ ン ジ に よ る 修 飾 は リ ガ ン ド 結 合 を 回 避 す
る も の で は な い が 、 リ ガ ン ド に 誘 導 さ れ る ノ ッ チ の 構 造 変 化 に 影 響 す る 可 能 性 が あ る 。 ま
た 、 フ リ ン ジ の 作 用 は ノ ッ チ を 修 飾 し て ノ ッ チ が セ ラ ー ト ／ ジ ャ グ ド リ ガ ン ド と 機 能 的 に
相 互 作 用 を 行 う こ と を 妨 げ る が 、 優 先 的 に デ ル タ と 相 互 作 用 さ せ る こ と が 近 年 の 研 究 か ら
示 唆 さ れ て い る （ Panin; Hicks） 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ は 単 一 の フ リ ン ジ 遺 伝 子 を も つ が 、
脊 椎 動 物 は 複 数 の 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Radical, Manic and Lunatic F
ringes） （ Irvine） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
従 っ て ノ ッ チ 受 容 体 か ら の シ グ ナ ル ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン は 種 々 の 経 路 を 介 し て も た ら さ れ
る 。 よ り よ く 定 義 さ れ た 経 路 に は 、 ノ ッ チ の 細 胞 内 ド メ イ ン （ NotchIC） の タ ン パ ク 質 開
裂 が 含 ま れ 、 か か る ド メ イ ン は 核 ま で 移 動 し て Ｃ Ｓ Ｌ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の Ｃ Ｂ Ｆ １ （
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の hairless、 Ｓ ｕ （ Ｈ ） 、 線 虫 の Ｌ ａ ｇ － ２ の 抑 制 因 子 ） と 転 写 活 性 複
合 体 を 形 成 す る 。 NotchIC－ Ｃ Ｂ Ｆ １ 複 合 体 は 次 に ｂ Ｈ Ｌ Ｈ タ ン パ ク 質 Ｈ Ｅ Ｓ （ split様 の
hairyエ ン ハ ン サ ー ） １ 及 び ５ 等 の 標 的 遺 伝 子 を 活 性 化 す る 。 ノ ッ チ は ま た 、 細 胞 質 亜 鉛
フ ィ ン ガ ー を 有 す る タ ン パ ク 質 Deltexを 伴 う Ｃ Ｂ Ｆ １ 非 依 存 型 様 式 で シ グ ナ ル を 送 る こ と
も で き る （ 図 ３ ） 。 Ｃ Ｂ Ｆ １ と は 異 な り Deltexは ノ ッ チ 活 性 化 を 受 け て 核 に 移 行 す る こ と
は な く 、 そ の 代 わ り に Ｇ ｒ ｂ ２ と 相 互 作 用 し て Ｒ ａ ｓ － Ｊ Ｎ Ｋ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 調 節 す
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
上 述 し た と お り 、 ノ ッ チ の 内 因 性 モ ジ ュ レ ー タ ー は い く つ か 既 に 知 ら れ て い る 。 ノ ッ チ リ
ガ ン ド の デ ル タ や セ ラ ー ト が そ の 例 で あ る 。 本 発 明 の 目 的 は 、 新 規 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ
ジ ュ レ ー タ ー を 見 い 出 す こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

こ こ に お い て 、 「 調 節 す る 」 な る 用 語 は 、 Ｔ 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 又 は そ の 標 的 シ グ ナ ル
伝 達 経 路 に お け る 生 物 活 性 の 変 化 若 し く は 改 変 を 意 味 す る 。 「 モ ジ ュ レ ー タ ー 」 な る 用 語
は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に お け る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は イ ン ヒ ビ タ ー を 意 味 す る 。 す な わ ち
、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 正 常 な 生 物 活 性 を 阻 害 す る 、 少 な く と も あ る 程 度 ま で 阻 害 す
る 化 合 物 を 意 味 す る 。 便 宜 上 か か る 化 合 物 を 本 発 明 に お い て は イ ン ヒ ビ タ ー 又 は ア ン タ ゴ
ニ ス ト と 称 す る 。 或 い は 、 「 モ ジ ュ レ ー タ ー 」 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の ア ゴ ニ ス ト 、 す
な わ ち 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 正 常 な 生 物 活 性 を 少 な く と も あ る 程 度 ま で 刺 激 又 は ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 化 合 物 を 意 味 す る 。 便 宜 上 か か る 化 合 物 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー タ
ー 又 は ア ゴ ニ ス ト と 称 す る 。
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候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー



【 ０ ０ ９ １ 】
「 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 」 な る 用 語 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 機 能 し 得
る 、 又 は し 得 る と 考 え ら れ る １ 若 し く は ２ 以 上 の 分 子 に 言 及 す る 場 合 に 用 い ら れ る 。 か か
る 分 子 と し て は 例 え ば 有 機 「 小 分 子 」 又 は ポ リ ペ プ チ ド が あ る 。 こ れ ら 分 子 や ポ リ ペ プ チ
ド が 候 補 分 子 に 複 数 若 し く は ラ イ ブ ラ リ ー と し て 含 ま れ る こ と が 好 適 で あ る 。 こ れ ら の 分
子 は 公 知 の モ ジ ュ レ ー タ ー に 由 来 し て い て も よ い 。 「 由 来 す る 」 と は 、 公 知 の ノ ッ チ シ グ
ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る 開 始 配 列 か ら 完 全 に 又 は 部 分 的 に 無 作 為 抽 出 し た ポ リ ペ プ
チ ド が そ の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 分 子 に 好 ま し く は 含 ま れ る こ と を 意 味 す る 。 所 定 の パ ラ メ
ー タ ー を 使 用 す る BLASTア ル ゴ リ ズ ム を 用 い た 場 合 に 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 公 知 ノ ッ チ モ
ジ ュ レ ー タ ー 分 子 に 対 す る 候 補 分 子 の 相 同 性 を 少 な く と も ４ ０ ％ 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含
ま れ る こ と が 最 も 好 ま し く 、 か か る 相 同 性 が 少 な く と も ６ ０ ％ あ る こ と が よ り 好 ま し く 、
少 な く と も ７ ５ ％ あ る こ と が よ り 一 層 好 ま し く 、 又 は 例 え ば ８ ５ ％ 若 し く は ９ ０ ％ 、 ひ い
て は ９ ５ ％ を 超 え る 相 同 性 を 示 す こ と が さ ら に 一 層 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 有 機 化 合 物 又 は 他 の 化 学 物 資 で あ っ て よ い 。 本 実 施 態 様
で は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ２ 又 は ３ 以 上 の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 を も つ 有 機 化 合 物 で あ る
。 こ こ に お い て 「 ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 」 な る 用 語 は 、 少 な く と も 炭 素 原 子 又 は 水 素 原 子 を 含
み 、 ま た 任 意 に 他 の 好 適 置 換 基 を １ 若 し く は ２ 以 上 含 む 基 を 意 味 す る 。 か か る 置 換 基 と し
て は 、 ハ ロ 基 、 ア ル コ キ シ 基 、 ニ ト ロ 基 、 ア ル キ ル 基 、 環 式 基 な ど が 例 示 さ れ る 。 置 換 基
が 環 式 基 で あ る 可 能 性 に 加 え 、 置 換 基 の 組 合 せ が 環 式 基 を 形 成 し て も よ い 。 ヒ ド ロ カ ル ビ
ル 基 が 炭 素 原 子 を ２ 個 以 上 有 す る 場 合 、 そ れ ら 炭 素 は 必 ず し も 互 い に 結 合 し て い な く て も
よ い 。 例 え ば 、 炭 素 の う ち 少 な く と も ２ 個 が 適 切 な エ レ メ ン ト 又 は 基 を 介 し て 結 合 し て い
て も よ い 。 従 っ て ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 に ヘ テ ロ 原 子 が 含 ま れ て い て も よ い 。 当 業 者 に は 好 適
な ヘ テ ロ 原 子 は 明 ら か で あ り 、 硫 黄 、 窒 素 及 び 酸 素 が 例 示 さ れ る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に
は 環 式 基 が 少 な く と も 一 つ 含 ま れ て い て も よ い 。 環 式 基 は 、 非 融 合 多 環 式 基 等 の 多 環 式 基
で あ っ て も よ い 。 別 の ヒ ド ロ カ ル ビ ル 基 に 結 合 し た 環 式 基 が 作 用 因 子 に 少 な く と も 一 つ 含
ま れ て い る 適 用 例 が い く つ か あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
好 適 実 施 態 様 の 一 つ に お い て 、 候 補 化 合 物 は ア ミ ノ 酸 配 列 又 は そ の 化 学 的 誘 導 体 、 或 い は
そ れ ら の 組 合 せ で あ る 。 別 の 好 適 実 施 態 様 に お い て は 、 候 補 化 合 物 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で
あ り 、 か か る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は セ ン ス 配 列 若 し く は ア ン チ セ ン ス 配 列 の い ず れ で も よ い
。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
「 抗 体 」 な る 用 語 に は 無 処 理 の 分 子 と 共 に 、 エ ピ ト ー プ 決 定 基 と の 結 合 能 を 有 す る Ｆ ａ ｂ
、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） ２ 、 Ｆ ｖ 及 び ｓ ｃ Ｆ ｖ 等 、 上 記 分 子 の 断 片 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 抗 体 断 片
に は 、 そ の 抗 原 又 は 受 容 体 と 選 択 的 に 結 合 す る 能 力 が 保 持 さ れ 、 以 下 の も の が 列 挙 で き る
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ ｉ ） 抗 体 分 子 の 一 価 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 断 片 Ｆ ａ ｂ は 、 全 抗 体 を 酵 素 パ パ イ ン で 消 化 し
、 無 処 理 の Ｌ 鎖 及 び 一 本 の Ｈ 鎖 の 一 部 を 得 て 作 製 で き る 。
（ ii） 抗 体 分 子 の 断 片 Ｆ ａ ｂ ´ は 、 全 抗 体 を ペ プ シ ン 処 理 し 、 次 い で 還 元 す る こ と に よ り
、 無 処 理 の Ｌ 鎖 及 び Ｈ 鎖 の 一 部 が 作 出 さ れ て 得 ら れ る 。 抗 体 分 子 １ 個 か ら ２ 個 の Ｆ ａ ｂ ´
断 片 を 得 る 。
（ iii） Ｆ （ ａ ｂ ´ ） 2 は 、 全 抗 体 を 酵 素 ペ プ シ ン で 処 理 し 、 そ の 後 還 元 さ せ な い で 得 ら れ
る 抗 体 断 片 で あ る 。 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） 2 は 、 ２ 個 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 保 持 さ れ る Ｆ ａ
ｂ ´ 断 片 ２ 個 の ダ イ マ ー で あ る 。
（ iv） 融 合 １ 本 鎖 分 子 と し て Ｈ 鎖 及 び Ｌ 鎖 の 可 変 領 域 を 有 す る 遺 伝 子 工 学 的 に 得 た 断 片 を
含 む ｓ ｃ Ｆ ｖ 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
上 述 の 断 片 を 得 る 一 般 的 な 作 製 法 に つ い て は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る （ 例 え ば 本 明 細 書 に
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参 考 と し て 添 付 し た Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor Laboratory, New York (1988) を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー は 合 成 化 合 物 で あ っ て も 自 然 に 単 離 し た 化 合 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 と は 、 ノ ッ チ 活 性 化 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路
の 下 流 で の イ ベ ン ト 、 下 流 標 的 遺 伝 子 の 転 写 調 節 及 び 下 流 に お け る 他 の 非 転 写 イ ベ ン ト （
例 え ば 既 存 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 ） を 含 む シ グ ナ ル 伝 達 に ノ ッ チ 受 容 体 を 介 し て 参 加 す
る 分 子 を 意 味 す る 。 よ り 具 体 的 に は 上 記 タ ン パ ク 質 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 標 的 遺
伝 子 を 活 性 化 す る ド メ イ ン 、 又 は そ れ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 非 常 に 重 要 な 構 成 因 子 は ノ ッ チ 受 容 体 ／ ノ ッ チ リ ガ ン ド
の 相 互 作 用 で あ る 。 従 っ て ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 は 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド 又 は 受 容 体 又 は そ れ ら
の 分 解 産 物 の 発 現 、 性 質 、 活 性 量 の 変 化 に 関 係 し て い る 。 ま た ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 は 、 ノ
ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 膜 タ ン パ ク 質 、 Ｇ タ ン パ ク 質 、 プ ロ テ ア ー ゼ や キ ナ ー ゼ （ 例 ； セ リ
ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ ） 、 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 リ ガ ー ゼ （ 例 ； ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ ） 、
グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 発 現 、 性 質 、 活 性 量 の 変 化 に 関 係 し て い る 。 或 い は ノ ッ
チ シ グ ナ ル 伝 達 は 、 転 写 因 子 等 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 エ レ メ ン ト の 発 現 、 性 質 、 活 性 量 の 変 化 に 関
係 し て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 発 明 に お い て ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 は 特 異 的 シ グ ナ ル 伝 達 を 意 味 し 、 こ れ は 検 出 さ れ た シ
グ ナ ル が 、 サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 伝 達 な ど の よ う に 有 意 の 妨 害 若 し く は 競 合 要 因 か ら よ り
も 、 実 質 的 に 若 し く は 少 な く と も プ レ ド ミ ナ ン ト に ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 か ら 、 好 ま し
く は ノ ッ チ ／ ノ ッ チ リ ガ ン ド 相 互 作 用 か ら も た ら さ れ る こ と を 意 味 す る 。 実 施 態 様 の １ つ
に お い て 「 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 」 な る 用 語 は サ イ ト カ イ ン の シ グ ナ ル 伝 達 は 意 味 し な い 。
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に つ い て は 以 下 に 詳 述 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
タ ン パ ク 質 や ポ リ ペ プ チ ド は 「 成 熟 」 タ ン パ ク 質 の 形 態 で も 、 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 や 前 駆
体 等 の 大 き な タ ン パ ク 質 で も よ い 。 例 え ば 、 分 泌 配 列 又 は リ ー ダ ー 配 列 又 は プ ロ 配 列 （ 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
等 ） を 含 む 付 加 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と が 精 製 を す る 上 で 好 都 合 で あ る 。 同 様 に か か る
付 加 配 列 は 、 組 換 え に よ る 作 製 過 程 に お い て 安 定 性 を 増 す た め に 望 ま し い 場 合 が あ る 。 か
か る 場 合 、 最 終 産 物 を 得 る た め に 付 加 配 列 が 開 裂 （ 例 え ば 化 学 的 に 又 は 酵 素 に よ り ） し て
も よ い 。 し か し 場 合 に よ っ て は 、 付 加 配 列 が 所 望 の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル を も 付 与 す る も
の で あ っ て も よ く （ Ｉ ｇ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 の 場 合 の よ う に ） 、 そ の 場 合 、 投 与 す る 際 の
最 終 産 物 に 付 加 配 列 が 存 在 す る よ う に 除 去 さ れ な い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
一 実 施 態 様 に お い て ノ ッ チ を 活 性 化 す る ノ ッ チ リ ガ ン ド は 細 胞 上 又 は 細 胞 膜 上 （ 細 胞 由 来
が 好 適 ） で 発 現 さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 合 成 化 合 物 で あ っ て も 自 然 に 単 離 し た 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 合 成
又 は 天 然 型 モ ジ ュ レ ー タ ー の 種 々 の 例 を 以 下 に 列 挙 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 、 ノ ッ チ 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 又 は
１ 若 し く は ２ 以 上 の ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 構 成 因 子 に 対 す る 阻 害 能 を 有 す る 分 子 が 全 て
含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 活 性
化 能 又 は 伝 達 能 を 有 す る 化 合 物 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 種 が 挙 げ ら れ る 。 或 い は 、 ノ ッ チ
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候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー ： ア ン タ ゴ ニ ス ト



シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 活 性 化 能 又 は 伝 達 能 を 有 す
る 化 合 物 を 抑 制 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー は ノ ッ チ シ
グ ナ ル 伝 達 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
特 に あ る 実 施 態 様 に お い て モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド 発 現 を 減 少 さ せ
又 は 阻 止 す る 能 力 を も つ 。 こ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド 発 現
を 減 少 さ せ 又 は 阻 止 す る 核 酸 配 列 で あ っ て も よ い 。 か か る 内 因 性 モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 ト
ー ル 様 受 容 体 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 等 の サ イ ト カ
イ ン 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 （ Ｂ Ｍ Ｐ ） 等 の 成 長 因 子 、 Ｂ Ｍ Ｐ 受 容 体 や ア ク チ ビ ン 類 か ら 選 択
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に は 上 記 い ず
れ か の 誘 導 体 、 断 片 、 変 異 体 、 模 倣 体 、 ア ナ ロ グ 及 び ホ モ ロ グ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
好 適 実 施 態 様 に お い て モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド の 発 現 を 亢 進 さ せ る 能 力 を も つ
化 合 物 の 産 生 を 低 減 又 は 阻 止 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の タ イ プ の 内 因 性 化 合 物 に は 、 Noggin、 Chordi
n、 Follistatin、 Ｘ ｎ ｒ ３ 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 が 含 ま れ る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、
上 記 い ず れ か の 誘 導 体 、 断 片 、 変 異 体 、 模 倣 体 、 ア ナ ロ グ 及 び ホ モ ロ グ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
或 い は か か る 核 酸 配 列 は 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド 、 又 は Noggin、 Chordin、 Follistatin、 Ｘ ｎ ｒ
３ 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 、 そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 変 異 体 及 び ホ モ ロ グ 等 の ノ ッ チ リ ガ ン
ド の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ せ る 能 力 を も つ ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の ア ン チ セ ン ス 構 築 物 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
別 の 好 適 実 施 態 様 で ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 阻 害 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ － ノ ッ チ リ
ガ ン ド 相 互 作 用 の 調 節 能 を も つ 分 子 で あ る 。 あ る 分 子 が ノ ッ チ と そ の リ ガ ン ド の 相 互 作 用
を 、 好 ま し く は 治 療 に 奏 功 す る に 十 分 な 程 度 に 阻 害 す る こ と が で き る と き 、 か か る 分 子 は
ノ ッ チ － ノ ッ チ リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 調 節 す る と み な さ れ る 。 か か る 実 施 態 様 で モ ジ ュ レ ー
タ ー は 、 ト ー ル 様 受 容 体 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 等 の サ イ ト カ イ ン 、 Ｂ Ｍ
Ｐ 等 の 成 長 因 子 、 Ｂ Ｍ Ｐ 受 容 体 や ア ク チ ビ ン 類 、 そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 変 異 体 、 模 倣 体
、 ホ モ ロ グ 及 び ア ナ ロ グ か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い 。 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 Noggin、 Chordin、 Follistatin、
Ｘ ｎ ｒ ３ 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 、 そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 変 異 体 、 模 倣 体 、 ホ モ ロ グ 及 び
ア ナ ロ グ 等 の ノ ッ チ リ ガ ン ド の 発 現 を 亢 進 さ せ る こ と が で き る 作 用 因 子 の 産 生 を 低 減 又 は
阻 止 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ０ 】
モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 受 容 体 又 は 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 場 合 、 そ の 受 容 体 は 活 性 化
さ れ る こ と が 好 ま し い 。 従 っ て 例 え ば 、 作 用 因 子 が 核 酸 配 列 の 場 合 、 そ の 受 容 体 は 発 現 さ
れ る と 構 成 的 に 活 性 と な る 。
【 ０ １ １ １ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 阻 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の ダ ウ ン ス ト リ
ー ム モ ジ ュ レ ー タ ー （ 例 ； Ｄ ｓ ｈ 、 Ｎ ｕ ｍ ｂ 、 及 び そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 変 異 体 、 模 倣
体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ な ど ） 、 ノ ッ チ 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 回 避 し 、 又 は ノ ッ チ シ グ ナ ル
伝 達 経 路 に 抑 制 さ れ る 遺 伝 子 発 現 を 誘 導 す る 化 合 物 、 及 び ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の ド ミ
ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ バ ー ジ ョ ン （ Notch IC、 Deltex、 及 び そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 変 異 体 、
模 倣 体 、 ホ モ ロ グ 、 ア ナ ロ グ な ど ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 に は 、 シ グ
ナ ル 伝 達 経 路 を 伝 達 す る よ り む し ろ ブ ロ ッ ク す る よ う に 修 飾 し た ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路
の 野 生 型 構 成 因 子 の 変 異 体 も ま た 含 め る も の と す る 。 か か る モ ジ ュ レ ー タ ー の 例 と し て は
、 細 胞 内 ド メ イ ン の タ ン パ ク 質 分 解 が 最 早 不 可 能 と な る よ う に 修 飾 さ れ た ノ ッ チ 受 容 体 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の ア ゴ ニ ス ト に は 、 ノ ッ チ 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 、 又 は １ 若 し く
は ２ 以 上 の ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 構 成 因 子 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト で き る 分 子 で あ れ ば 全
て 含 ま れ る 。 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー
に は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 伝 達 能 や 活 性 化 能 を 有 す る 化 合 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 ノ ッ チ 活 性 化 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の ダ ウ
ン ス ト リ ー ム イ ベ ン ト 、 ダ ウ ン ス ト リ ー ム 標 的 遺 伝 子 の 転 写 調 節 及 び 他 の 非 転 写 ダ ウ ン ス
ト リ ー ム イ ベ ン ト （ 例 え ば 既 存 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 ） を 含 む シ グ ナ ル 伝 達 に ノ ッ チ 受
容 体 を 介 し て 参 加 す る 分 子 が 含 ま れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 か か る モ ジ ュ レ ー タ ー は ノ ッ チ
シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 標 的 遺 伝 子 を 活 性 化 さ せ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
本 発 明 の 特 徴 の １ つ と し て モ ジ ュ レ ー タ ー は ノ ッ チ の ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 又 は ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ ア ナ ロ グ の シ グ ナ ル 伝 達 能 を 保 持 す る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 若 し
く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 、 変 異 体 、 誘 導 体 、 模 倣 体 又 は ホ モ ロ グ で あ っ て よ い 。 本 発
明 で ノ ッ チ と い う 場 合 、 ノ ッ チ １ 、 ノ ッ チ ２ 、 ノ ッ チ ３ 、 ノ ッ チ ４ 及 び こ れ ら 以 外 の ノ ッ
チ の ホ モ ロ グ や ア ナ ロ グ の こ と を 指 す 。 ノ ッ チ の ア ナ ロ グ に は 、 Ｅ Ｂ Ｎ Ａ ２ 、 Ｂ Ａ Ｒ Ｆ ０
、 Ｌ Ｍ Ｐ ２ Ａ 等 の Epstein Barr virus（ Ｅ Ｂ Ｖ ） 由 来 の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 特 に 好 適
な 実 施 態 様 で は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー は ノ ッ チ 細 胞 内 ド メ イ ン （ NotchIC） 又 は そ の サ ブ 断 片
、 変 異 体 、 誘 導 体 、 模 倣 体 、 ア ナ ロ グ 又 は ホ モ ロ グ で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 す る モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 ノ ッ チ 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路
、 又 は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の １ 若 し く は ２ 以 上 の 構 成 因 子 を 活 性 化 す る こ と が で き る
分 子 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
上 記 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ プ レ ッ サ ー の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ
バ ー ジ ョ ン で も よ い 。 別 の 実 施 態 様 に お い て モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 レ プ
レ ッ サ ー に 対 す る 阻 害 能 を 有 す る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 化 の
モ ジ ュ レ ー タ ー は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の ポ ジ テ ィ ブ ア ク チ ベ ー タ ー で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
あ る 実 施 態 様 に お い て モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド の 発 現 を 誘 導 又 は 亢
進 す る 能 力 を 有 す る 。 か か る 分 子 と し て は 、 ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド の 発 現 を 誘 導 又 は
亢 進 す る 能 力 を 有 す る 核 酸 配 列 で も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
一 実 施 態 様 で モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 標 的 細 胞 に お い て ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド を コ ー ド す
る 内 因 性 遺 伝 子 の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と が で き る 。 か か る モ ジ ュ レ ー タ
ー は 特 に 、 標 的 細 胞 に お い て 内 因 性 ノ ッ チ 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン す る こ と が で き る 免 疫 抑 制 サ イ ト カ イ ン 、 又 は こ の よ う な サ イ ト カ イ ン を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い 。 免 疫 抑 制 サ イ ト カ イ ン に は Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｉ
Ｌ － １ ３ 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β 及 び Ｆ Ｌ Ｔ ３ リ ガ ン ド が 含 ま れ る 。 従 っ て 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に は
さ ら に 上 記 い ず れ か の 断 片 、 誘 導 体 、 変 異 体 、 模 倣 体 、 ア ナ ロ グ 及 び ホ モ ロ グ が 含 ま れ る
。
【 ０ １ １ ９ 】
内 因 性 ア ゴ ニ ス ト と し て は 、 Noggin、 Chordin、 Follistatin、 Ｘ ｎ ｒ ３ 、 線 維 芽 細 胞 成 長
因 子 が 列 挙 で き る 。 従 っ て 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 変 異 体 、 模
倣 体 、 ア ナ ロ グ 及 び ホ モ ロ グ 、 或 い は 上 記 の １ 若 し く は ２ 以 上 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
別 の 実 施 態 様 で は 、 か か る モ ジ ュ レ ー タ ー は ノ ッ チ リ ガ ン ド 、 又 は ノ ッ チ リ ガ ン ド を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い 。 ノ ッ チ リ ガ ン ド に は 、 造 血 幹 細 胞 を 例 と す る 種 々
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候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー ： ア ゴ ニ ス ト



の 哺 乳 類 細 胞 の 膜 上 に 存 在 す る ノ ッ チ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 能 を 一 般 的 に 有 す る 内
因 性 ノ ッ チ リ ガ ン ド が 含 ま れ る 。 こ れ ま で に 同 定 さ れ て い る 哺 乳 類 ノ ッ チ リ ガ ン ド の 具 体
例 と し て は 、 デ ル タ 又 は デ ル タ 様 １ （ Genbank Accession No. AF003522-Homo sapiens）
、 デ ル タ ３ （ Genbank Accession No. AF084576-Rattus norvegicus） 及 び デ ル タ 様 ３ （ Mu
s musculus） （ Genbank Accession No.NM_016941-Homo sapiens） 、 及 び 米 国 特 許 第 ６ １
２ １ ０ ４ ５ 号 （ Millennium） 、 デ ル タ ４ （ Genbank Accession Nos. AB043894 and AF2534
68-Homo sapiens） 、 及 び 例 え ば セ ラ ー ト １ と セ ラ ー ト ２ （ Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ０ １ ５ ７ １ 、 Ｗ Ｏ
９ ６ ／ ２ ７ ６ １ ０ 、 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ９ ７ ３ ４ ） の セ ラ ー ト フ ァ ミ リ ー 、 ジ ャ グ ド １ （ Jagged
-1） （ Genbank Accession No.U73936-Homo sapiens） 及 び ジ ャ グ ド ２ （ Genbank Accessio
n No. AF029778-Homo sapiens） 、 及 び Ｌ Ａ Ｇ － ２ が 挙 げ ら れ る 。 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 間
に お け る 相 同 性 は 高 い 。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 態 様 の １ つ に お い て モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 構 成 的 に 活 性 な ノ ッ チ 受 容 体 又 は ノ ッ チ 細 胞
内 ド メ イ ン 、 又 は か か る 受 容 体 や 細 胞 内 ド メ イ ン を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
別 の 実 施 態 様 で ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ノ ッ チ 受 容 体 の ダ ウ ン ス ト リ ー
ム で 機 能 す る 。 従 っ て 、 例 え ば ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の ア ク チ ベ ー タ ー は 、 構 成 的 に 活 性 な
Deltexポ リ ペ プ チ ド 又 は か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い
。 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 他 の ダ ウ ン ス ト リ ー ム 構 成 因 子 に は 、 Deltex-1、 Deltex-2、
Deltex-3、 Deltexの サ プ レ ッ サ ー （ Ｓ ｕ Ｄ ｘ ） 、 Numb及 び そ の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 Numb会 合
キ ナ ー ゼ （ Ｎ Ａ Ｋ ） 、 Notchless、 Dishevelled（ Ｄ ｓ ｈ ） 、 ｅ ｍ ｂ ５ 、 フ リ ン ジ 遺 伝 子 （
Radical、 Lunatic及 び Manic等 ） 、 Ｐ Ｏ Ｎ 、 Ｌ Ｎ Ｘ 、 Disabled、 Numblike、 Ｎ ｕ ｒ ７ ７ 、
Ｎ Ｆ ｋ Ｂ ２ 、 Mirror、 Warthog、 Engrailed-１ 及 び Engrailed-２ 、 Lip-1及 び そ れ ら の ホ モ
ロ グ 、 Deltexに 調 節 さ れ る Ｒ ａ ｓ ／ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ カ ス ケ ー ド に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ノ ッ チ
の タ ン パ ク 質 分 解 に 関 与 す る プ レ セ ニ リ ン （ Presenilin） 等 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ノ ッ チ の 標
的 遺 伝 子 の 転 写 調 節 に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 従 っ て 本 発 明 に 用 い る 候 補 モ ジ
ュ レ ー タ ー に は 、 上 記 い ず れ か の 構 成 的 に 活 性 な 形 態 、 そ れ ら の ア ナ ロ グ 、 ホ モ ロ グ 、 誘
導 体 、 変 異 体 、 模 倣 体 及 び 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 す る モ ジ ュ レ ー タ ー は ま た 、 ノ ッ チ が 活 性 化 さ れ る 結 果 と し
て 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 か か る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 て を 指 す 。
【 ０ １ ２ ４ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 活 性 化 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の イ ン ヒ ビ タ ー を 抑 制 す る こ と
に よ っ て も 達 成 さ れ る 。 そ の 場 合 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 イ ン ヒ ビ
タ ー を 抑 制 で き る 分 子 が 含 ま れ る 。 か か る 分 子 と し て は 、 ノ ッ チ 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド 又 は ノ
ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の ダ ウ ン ス ト リ ー ム 構 成 因 子 の 発 現 を 減 少 さ せ る こ と が で き る 化 合
物 の 産 生 や 活 性 を 低 減 又 は 妨 害 す る ポ リ ペ プ チ ド や 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と が 好 ま し い 。 好 適 実 施 態 様 の １ つ に お い て 上 記 モ ジ ュ レ ー タ ー
は 、 ト ー ル 様 受 容 体 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 等 の サ
イ ト カ イ ン 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 （ Ｂ Ｍ Ｐ ） 等 の 成 長 因 子 、 Ｂ Ｍ Ｐ 受 容 体 や ア ク チ ビ ン 類 の
ポ リ ペ プ チ ド を 抑 制 す る 能 力 を も つ 。
【 ０ １ ２ ５ 】

ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 胚 に お け る 二 細 胞 期 の 運 命 決 定 を 指 示 す る 。 ノ ッ チ は シ ョ ウ ジ
ョ ウ バ エ に お い て 2種 の 異 な る リ ガ ン ド で あ る デ ル タ と セ ラ ー ト の 受 容 体 と し て 機 能 す る
膜 透 過 タ ン パ ク 質 と し て 初 め て 見 い 出 さ れ た 。 脊 椎 動 物 は 複 数 の ノ ッ チ 受 容 体 及 び リ ガ ン
ド を 発 現 す る （ 後 述 す る ） 。 こ れ ま で に 少 な く と も 4種 類 の ノ ッ チ 受 容 体 （ Notch-1、 Notc
h-2、 Notch-3、 Notch-4） が ヒ ト 細 胞 で 同 定 さ れ て い る （ 例 と し て 、 GenBank Accession N
os. AF308602, AF308601, U95299 - Homo sapiensを 参 照 ） 。
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ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド



【 ０ １ ２ ６ 】
ノ ッ チ タ ン パ ク 質 は 、 フ ー リ ン （ Furin） 様 転 換 酵 素 に よ り 分 解 す る 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド
前 駆 体 と し て 合 成 さ れ る 。 フ ー リ ン 様 転 換 酵 素 は 2本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を も た ら し 、 か か
る ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は 成 熟 受 容 体 を 形 成 す べ く さ ら に プ ロ セ シ ン グ さ れ る 。 細 胞 膜 に 存 在 す
る ノ ッ チ 受 容 体 に は 、 2つ の ノ ッ チ タ ン パ ク 質 分 解 産 物 で あ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー が 含 ま れ 、
そ の 1つ に は 細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 透 過 ド メ イ ン 及 び 細 胞 内 ド メ イ ン の 一 部 か ら な る Ｎ 末 端
断 片 が 含 ま れ 、 他 方 に は 細 胞 ド メ イ ン の 大 部 分 が 含 ま れ る 。 受 容 体 を 活 性 化 す る ノ ッ チ の
タ ン パ ク 質 分 解 過 程 は 、 ゴ ル ジ 装 置 で 生 じ 、 フ ー リ ン 様 転 換 酵 素 に 促 進 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
ノ ッ チ 受 容 体 は 、 ３ ６ 個 ま で の 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） 様 反 復 ［ Notch１ ／ ２ ＝ ３ ６ 、 Not
ch３ ＝ ３ ４ 、 Notch４ ＝ ２ ９ ］ を 有 す る 細 胞 外 ド メ イ ン 、 ３ 個 の シ ス テ イ ン リ ッ チ 反 復 （ L
in－ Notch（ Ｌ ／ Ｎ リ ピ ー ト ） 、 及 び 細 胞 膜 ド メ イ ン を 有 す る 膜 透 過 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な
る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ヘ テ ロ ダ イ マ ー 分 子 と し て 膜 に 挿 入 す る 。 ノ ッ チ の 細 胞 質 ド メ イ ン は
、 6個 の ア ン キ リ ン （ ankyrin） 様 反 復 、 ポ リ グ ル タ ミ ン の ス ト レ ッ チ （ Ｏ Ｐ Ａ ） 及 び Ｐ Ｅ
Ｓ Ｔ 配 列 を 有 す る 。 Ｒ Ａ Ｍ ２ ３ と 名 付 け ら れ た さ ら な る ド メ イ ン が ア ン キ リ ン 反 復 の 近 傍
に 位 置 し 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の Hairless［ Ｓ ｕ （ Ｈ ） ］ 及 び 脊 椎 動 物 の Ｃ Ｂ Ｆ １ （ Tamura
） の サ プ レ ッ サ ー と し て 知 ら れ る 転 写 因 子 と の 結 合 に 関 与 し て い る 。 ノ ッ チ リ ガ ン ド は そ
の 細 胞 外 ド メ イ ン に お い て 、 全 て の ノ ッ チ リ ガ ン ド の 特 徴 で あ る シ ス テ イ ン リ ッ チ Ｄ Ｓ Ｌ
（ elta- errate ag2） ド メ イ ン と 共 に 複 数 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 も 示 す （ Artavanis-Tsakonas
） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
ノ ッ チ 受 容 体 は 、 デ ル タ 、 セ ラ ー ト 、 ス カ ブ ロ ウ （ Scabrous） 等 の 細 胞 外 リ ガ ン ド が 、 ノ
ッ チ の 細 胞 外 ド メ イ ン に お け る Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 に 結 合 す る こ と に よ っ て 活 性 化 さ れ る 。 デ ル
タ が 活 性 化 す る た め に は 分 解 が 必 要 で あ る 。 デ ル タ は Ａ Ｄ Ａ Ｍ  デ ィ ス イ ン テ グ リ ン メ タ
ロ プ ロ テ ア ー ゼ （ disintegrin metalloprotease）  Kuzbanianに よ っ て 細 胞 表 面 で 分 解 し
、 こ の 分 解 現 象 に よ り 可 溶 性 及 び 活 性 型 の デ ル タ が 放 出 さ れ る 。 Ｔ Ａ Ｎ － １ と し て も 知 ら
れ 、 細 胞 外 ド メ イ ン が 切 断 さ れ て い る ヒ ト ノ ッ チ １ タ ン パ ク 質 の 発 癌 性 変 異 体 は 構 造 的 に
活 性 で あ り 、 Ｔ 細 胞 リ ン パ 性 白 血 病 に 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
ｃ ｄ ｃ １ ０ ／ ア ン キ リ ン 細 胞 内 ド メ イ ン 反 復 は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 と の 物 理
的 相 互 作 用 を 促 進 す る 。 最 も 顕 著 に は 、 ｃ ｄ ｃ １ ０ ／ ア ン キ リ ン 反 復 は 、 Hairless［ Ｓ ｕ
（ Ｈ ） ］ の 抑 制 因 子 と 相 互 作 用 を 行 う 。 Ｓ ｕ （ Ｈ ） は 、 Ｂ 細 胞 の Epstein-Barr virusに 誘
導 さ れ る 不 死 化 に 関 与 す る 哺 乳 類 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る Ｃ プ ロ モ ー タ ー 結 合 因 子 －
１ ［ Ｃ Ｂ Ｆ － １ ］ の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る ホ モ ロ グ で あ る 。 少 な く と も 培 養 細 胞 に お
い て Ｓ ｕ （ Ｈ ） は 、 細 胞 質 で ｃ ｄ ｃ １ ０ ／ ア ン キ リ ン 反 復 と 会 合 し 、 ノ ッ チ 受 容 体 が そ の
リ ガ ン ド で あ る デ ル タ と 隣 接 細 胞 上 で 相 互 作 用 す る の を 受 け 、 核 内 へ と 移 行 す る こ と が 示
さ れ て い る 。 Ｓ ｕ （ Ｈ ） は 、 数 種 の 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 内 で み ら れ る 応 答 エ レ メ ン ト を
有 し 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 重 要 な ダ ウ ン ス ト リ ー ム タ ン パ ク 質 で あ る こ と が
わ か っ て い る 。 Ｓ ｕ （ Ｈ ） の 転 写 へ の 関 与 は Hairlessに よ っ て 調 節 さ れ る と 考 え ら れ て い
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
ノ ッ チ （ NotchIC） の 細 胞 内 ド メ イ ン も ま た 直 接 的 な 核 機 能 を 有 し て い る （ Lieber） 。 近
年 の 研 究 に よ り 、 ノ ッ チ の 活 性 化 に は 、 ノ ッ チ の 細 胞 内 ド メ イ ン に お け る ６ 個 の ｃ ｄ ｃ １
０ ／ ア ン キ リ ン 反 復 が 核 に 到 達 し て 転 写 活 性 に 参 加 す る こ と が 必 要 で あ る こ と が 実 際 に 示
さ れ て い る 。 ノ ッ チ の 細 胞 内 尾 部 に お け る タ ン パ ク 質 開 裂 部 位 は ｇ ｌ ｙ １ ７ ４ ３ 及 び ｖ ａ
ｌ １ ７ ４ ４ （ 部 位 ３ 又 は Ｓ ３ と 呼 ば れ る ） の 間 で 同 定 さ れ て い る （ Schroeter） 。 核 へ の
進 入 の た め に ｃ ｄ ｃ １ ０ ／ ア ン キ リ ン 反 復 を 放 出 す る タ ン パ ク 質 開 裂 過 程 は プ レ セ ニ リ ン
（ Presenilin） 活 性 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
細 胞 内 ド メ イ ン は 核 内 で 蓄 積 し て 、 核 内 に お い て Ｃ Ｓ Ｌ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 Ｃ Ｂ Ｆ １ （
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Hairless、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の Ｓ ｕ （ Ｈ ） 、 線 虫 の Ｌ ａ ｇ － ２ ） と 転 写 活 性 複 合 体 を 形 成
す る こ と が 示 さ れ て い る （ Schroeter; Struhl） 。 NotchIC－ Ｃ Ｂ Ｆ １ 複 合 体 は 次 に 、 ｂ Ｈ
Ｌ Ｈ タ ン パ ク 質 Ｈ Ｅ Ｓ （ split様 の hairyエ ン ハ ン サ ー ） １ 及 び ５ 等 の 標 的 遺 伝 子 を 活 性 化
す る （ Weinmaster） 。 か か る ノ ッ チ の 機 能 は 哺 乳 類 ノ ッ チ ホ モ ロ グ に つ い て も 報 告 さ れ て
い る （ Lu） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
ノ ッ チ リ ガ ン ド の デ ル タ 又 は セ ラ ー ト ／ ジ ャ グ ド （ Jagged） と の 結 合 に 応 答 し た 場 合 に の
み Ｓ ３ プ ロ セ シ ン グ が 生 じ る 。 ゴ ル ジ に お け る 発 生 期 ノ ッ チ 受 容 体 に お け る 翻 訳 後 修 飾 （
Munro; Ju） は 、 ２ 種 類 の リ ガ ン ド の ど ち ら が 細 胞 表 面 で 発 現 さ れ る か を 少 な く と も 部 分
的 に 制 御 し て い る よ う で あ る 。 ノ ッ チ 受 容 体 は 、 Notch／ Linモ チ ー フ に 結 合 す る グ リ コ シ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 で あ る フ リ ン ジ （ Fringe） に よ り 、 そ の 細 胞 外 ド メ イ ン に お い
て 修 飾 さ れ る 。 フ リ ン ジ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 に Ｏ 結 合 フ コ ー ス 基 を 付 加 す る こ と に よ っ て ノ
ッ チ を 修 飾 す る （ Moloney; Bruckner） 。 フ リ ン ジ に よ る 修 飾 は リ ガ ン ド 結 合 を 回 避 す る
も の で は な い が 、 リ ガ ン ド に 誘 導 さ れ る ノ ッ チ の 構 造 変 化 に 影 響 す る 可 能 性 が あ る 。 ま た
、 フ リ ン ジ の 作 用 は ノ ッ チ を 修 飾 し て ノ ッ チ が セ ラ ー ト ／ ジ ャ グ ド リ ガ ン ド と 機 能 的 に 相
互 作 用 を 行 う こ と を 妨 げ る が 、 優 先 的 に デ ル タ と 結 合 さ せ る こ と が 近 年 の 研 究 か ら 示 唆 さ
れ て い る （ Panin; Hicks） 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ は 単 一 の フ リ ン ジ 遺 伝 子 を も つ が 、 脊 椎 動
物 は 複 数 の 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Radical, Manic and Lunatic Fringes
） （ Irvine） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
ノ ッ チ 受 容 体 か ら の シ グ ナ ル 伝 達 は ２ 種 類 の 異 な る 経 路 を 介 し て も た ら さ れ る （ 図 １ ） 。
よ り よ く 定 義 さ れ た 経 路 に は 、 ノ ッ チ の 細 胞 内 ド メ イ ン （ NotchIC） の タ ン パ ク 質 開 裂 が
含 ま れ 、 か か る ド メ イ ン は 核 ま で 移 動 し て Ｃ Ｓ Ｌ フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の Ｃ Ｂ Ｆ １ （ シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ の Hairless、 Ｓ ｕ （ Ｈ ） 、 線 虫 の Ｌ ａ ｇ － ２ の 抑 制 因 子 ） と 転 写 活 性 複 合 体
を 形 成 す る 。 NotchIC－ Ｃ Ｂ Ｆ １ 複 合 体 は 次 に ｂ Ｈ Ｌ Ｈ タ ン パ ク 質 Ｈ Ｅ Ｓ （ split様 の hair
yエ ン ハ ン サ ー ） １ 及 び ５ 等 の 標 的 遺 伝 子 を 活 性 化 す る 。 ノ ッ チ は ま た 、 細 胞 質 亜 鉛 フ ィ
ン ガ ー を 有 す る タ ン パ ク 質 Deltexを 伴 う Ｃ Ｂ Ｆ １ 非 依 存 型 様 式 で シ グ ナ ル を 送 る こ と も で
き る 。 Ｃ Ｂ Ｆ １ と は 異 な り Deltexは ノ ッ チ 活 性 化 を 受 け て 核 に 移 行 す る こ と は な く 、 そ の
代 わ り に Ｇ ｒ ｂ ２ と 相 互 作 用 し て Ｒ ａ ｓ － Ｊ Ｎ Ｋ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 調 節 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
従 っ て ノ ッ チ 受 容 体 か ら の シ グ ナ ル 伝 達 は ２ 種 類 の 異 な る 経 路 を 介 し て 生 じ る 。 そ れ ら の
経 路 を 図 １ に 図 示 す る 。 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 標 的 遺 伝 子 に は Deltex、 Ｈ ｅ ｓ フ ァ ミ
リ ー 遺 伝 子 （ 特 に Ｈ ｅ ｓ － １ ） 、 Splitの エ ン ハ ン サ ー ［ Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） ］ 複 合 体 遺 伝 子 、
Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｃ Ｄ － ２ ３ 、 Ｃ Ｄ － ４ 及 び Ｄ ｌ ｌ － １ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
細 胞 内 結 合 タ ン パ ク 質 の Deltexは 、 そ の 相 互 作 用 部 位 を 離 れ る 際 に Ｓ ｕ （ Ｈ ） を ノ ッ チ の
細 胞 内 尾 部 と 置 き 換 え る 。 Deltexは 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー を も つ 細 胞 質 タ ン パ ク 質 で あ る （ Arta
vanis-Tsakonas; Osborne） 。 Deltexは ノ ッ チ の 細 胞 内 ド メ イ ン に お け る ア ン キ リ ン 反 復
と 相 互 作 用 を 行 う 。 Deltexが Ｇ ｒ ｂ ２ と の 相 互 作 用 に よ り Ｒ ａ ｓ － Ｊ Ｎ Ｋ シ グ ナ ル 伝 達 経
路 を 調 節 し 、 ノ ッ チ 経 路 活 性 化 を 促 進 す る こ と が 研 究 の 結 果 示 さ れ て い る （ Matsuno） 。 D
eltexは ま た Ｓ ｕ （ Ｈ ） が ノ ッ チ 細 胞 内 尾 部 と 結 合 す る こ と を 阻 止 す る 結 合 タ ン パ ク 質 と
し て も 作 用 す る 。 従 っ て Ｓ ｕ （ Ｈ ） は 核 内 へ と 放 出 さ れ 、 核 内 に お い て 転 写 モ ジ ュ レ ー タ
ー と し て 作 用 す る 。 脊 椎 動 物 の Ｂ 細 胞 系 に お い て Ｓ ｕ （ Ｈ ） ホ モ ロ グ の Ｃ Ｂ Ｆ １ よ り む し
ろ Deltexの 方 が Ｅ ４ ７ 機 能 を 阻 止 す る こ と に 関 与 し て い る こ と が 近 年 の 研 究 結 果 か ら 示 唆
さ れ て い る （ Ordentlich） 。 ポ ジ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ に お い て ノ ッ チ が 活 性 化 さ
れ る 結 果 、 Deltexの 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 ヒ ト Deltex（ Ｄ Ｔ Ｘ １ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 配 列 は 、 GenBank Accession No. Ａ Ｆ ０ ５ ３ ７ ０ ０ に 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
Ｈ ｅ ｓ － １ （ Split-1の Humpエ ン ハ ン サ ー ） （ Takebayashi） は 基 本 的 な へ リ ッ ク ス － ル ー
プ － へ リ ッ ク ス 構 造 を 有 す る 転 写 因 子 で あ る 。 Ｈ ｅ ｓ － １ は Ｃ Ｄ ４ サ イ レ ン サ ー に お け る

10

20

30

40

50

(25) JP 2004-537314 A 2004.12.16



重 要 な 機 能 部 位 に 結 合 し 、 Ｃ Ｄ ４ 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る 。 従 っ て Ｈ ｅ ｓ － １ は Ｔ 細 胞 の 運
命 決 定 に 深 く 関 与 し て い る 。 Ｈ ｅ ｓ フ ァ ミ リ ー の 他 の 遺 伝 子 に は 、 Ｈ ｅ ｓ － ５ （ Splitホ
モ ロ グ の 哺 乳 類 エ ン ハ ン サ ー ） と Ｈ ｅ ｓ － ３ が 含 ま れ 、 Ｈ ｅ ｓ － ５ の 発 現 も ま た ノ ッ チ 活
性 化 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 。 Ｈ ｅ ｓ － １ の 発 現 は ノ ッ チ が 活 性 化 さ れ る こ
と に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 Mus musculus Ｈ ｅ ｓ － １ の 配 列 は GenBankに 登 録 番
号 Ｄ １ ６ ４ ６ ４ と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） 遺 伝 子 複 合 体 ［ Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） － Ｃ ］ （ Leimeister） に は ７ 種 の 遺 伝 子 が 含 ま
れ る が 、 そ の う ち Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） と Grouchoだ け が 変 異 体 と な っ た と き に 目 に 見 え る 表 現 型
を 示 す 。 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） は 、 そ の Split変 異 を 増 強 す る 能 力 か ら 命 名 さ れ 、 Splitは ノ ッ チ の
別 名 で あ る 。 実 際 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） － Ｃ 遺 伝 子 は 、 achaete－ scute複 合 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る
こ と に よ り デ ル タ を 抑 制 す る 。 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） の 発 現 は 、 ノ ッ チ が 活 性 化 す る 結 果 と し て ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ０ （ Ｉ Ｌ － １ ０ ） は 、 Ｔ ｈ １ 細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 抑 制
す る 能 力 を も ち 、 Ｔ ｈ ２ 細 胞 が 産 生 す る 因 子 と し て 最 初 に マ ウ ス で 特 徴 付 け ら れ た 。 そ の
後 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 角 化 細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 Ｔ ｈ ０ 、 及 び Ｔ ｈ １ 細 胞 な ど 、 他 の 種 々 の 細 胞
型 に よ っ て Ｉ Ｌ － １ ０ が 産 生 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 Ｉ Ｌ － １ ０ は 、 ウ イ ル ス 性 Ｉ
Ｌ － １ ０ と 命 名 さ れ て い る Epstein-Barr ｂ ｃ ｒ ｆ １ 遺 伝 子 と 高 い 相 同 性 を 示 す 。 Ｉ Ｌ －
１ ０ の 免 疫 刺 激 効 果 は 僅 か な り と も 報 告 さ れ て は い る が 、 主 と し て 免 疫 抑 制 サ イ ト カ イ ン
と し て 位 置 づ け ら れ て い る 。 Ｉ Ｌ － １ ０ に よ る Ｔ 細 胞 応 答 の 阻 害 は 、 主 と し て 抗 原 提 示 細
胞 の 補 機 能 が 減 少 す る こ と に よ っ て 促 進 さ れ る 。 Ｉ Ｌ － １ ０ は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 多 数 の
前 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る こ と を 抑 制 し 、 共 刺 激 分 子 及 び Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス IIの 発 現 を
阻 害 す る こ と が 明 白 に 報 告 さ れ て い る 。 Ｉ Ｌ － １ ０ は ま た 、 好 中 球 及 び エ オ シ ン 好 性 白 血
球 等 の 他 の 脊 髄 細 胞 に 対 し て 抗 炎 症 効 果 を 発 揮 す る 。 Ｂ 細 胞 上 に お い て Ｉ Ｌ － １ ０ は ア イ
ソ タ イ プ の ス イ ッ チ ン グ 及 び 増 殖 に 影 響 す る 。 さ ら に 近 年 に な っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ０ が 調 節 性
Ｔ 細 胞 の 誘 導 に 関 与 し 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 の 抑 制 効 果 に 対 す る メ デ ィ エ ー タ ー で あ る 可 能 性 が
報 告 さ れ た 。 Ｉ Ｌ － １ ０ が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に と っ て 直 接 的 な ダ ウ ン ス ト リ ー ム 標
的 で あ る か 否 か は 明 ら か で な い が 、 そ の 発 現 は ノ ッ チ の 活 性 化 に 伴 っ て 著 し く ア ッ プ レ ギ
ュ レ ー ト さ れ る こ と が 見 い 出 さ れ て い る 。 Ｉ Ｌ － １ ０ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は 、 GenBankに Ｇ Ｉ
１ ０ ４ １ ８ １ ２ と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
Ｃ Ｄ ２ ３ は 、 ヒ ト 白 血 球 分 化 抗 原 Ｃ Ｄ ２ ３ （ Ｆ Ｃ Ｅ ２ ） の こ と で あ り 、 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 及
び 増 殖 に と っ て 肝 要 な 分 子 で あ る 。 Ｃ Ｄ ２ ３ は Ｉ ｇ Ｅ に 対 し 、 低 親 和 性 受 容 体 で あ る 。 ま
た 、 切 断 化 分 子 が 分 泌 さ れ て 潜 在 的 な 分 裂 成 長 因 子 と し て 機 能 す る 。 Ｃ Ｄ ２ ３ の 配 列 は 、
GenBankに Ｇ Ｉ １ ７ ８ ３ ３ ４ ４ と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
Ｄ ｌ ｘ － １ （ distalless－ １ ） （ McGuiness） の 発 現 は ノ ッ チ 活 性 化 に 伴 い ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー ト さ れ る 。 Ｄ ｌ ｘ 遺 伝 子 の 配 列 は 、 GenBankに Ｕ ５ １ ０ ０ ０ － ３ と し て 登 録 さ れ て い
る 。
【 ０ １ ４ １ 】
Ｃ Ｄ ４ の 発 現 は ノ ッ チ 活 性 化 に 伴 い ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 Ｃ Ｄ ４ 抗 原 の 配 列 は 、 Ge
nBankに Ｘ Ｍ ０ ０ ６ ９ ６ ６ と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る 上 述 以 外 の 遺 伝 子 （ 例 え ば Numb、 Mastermind、 Ｄ ｓ ｈ
） 、 及 び そ の 発 現 が ノ ッ チ 活 性 化 に よ り 調 節 さ れ る 全 て の 遺 伝 子 は 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ
る 。
【 ０ １ ４ ３ 】

こ れ ま で に 同 定 さ れ て い る 哺 乳 類 ノ ッ チ リ ガ ン ド の 具 体 例 と し て は 、 デ ル タ １ （ Genbank 
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Accession No. AF003522-Homo sapiens） 、 デ ル タ ３ （ Genbank Accession No. AF084576-
Rattus norvegicus） 及 び デ ル タ 様 ３ （ Mus musculus） な ど の デ ル タ フ ァ ミ リ ー 、 セ ラ ー
ト １ 及 び セ ラ ー ト ２ （ Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ０ １ ５ ７ １ 、 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ７ ６ １ ０ 、 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ９ ７
３ ４ ） な ど の セ ラ ー ト フ ァ ミ リ ー 、 ジ ャ グ ド １ （ Jagged-1） 及 び ジ ャ グ ド ２ （ Genbank Ac
cession No. AF029778-Homo sapiens） 、 並 び に Ｌ Ａ Ｇ － ２ が 挙 げ ら れ る 。 フ ァ ミ リ ー メ
ン バ ー 間 に お け る 相 同 性 は 高 い 。 例 え ば ヒ ト ジ ャ グ ド ２ は セ ラ ー ト に 対 し 、 同 一 性 が ４ ０
． ６ ％ 、 類 似 性 が ５ ８ ． ７ ％ で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
標 準 的 手 法 を 用 い て 既 知 の 哺 乳 類 ノ ッ チ リ ガ ン ド の さ ら な る ホ モ ロ グ を 同 定 し て も よ い 。
「 ホ モ ロ グ 」 な る 用 語 は 、 例 え ば 上 述 し た も の の よ う に 既 知 の ノ ッ チ リ ガ ン ド の い ず れ か
と の 配 列 ホ モ ロ ジ ー （ ア ミ ノ 酸 若 し く は 核 酸 配 列 の ホ モ ロ ジ ー の ど ち ら か ） を 示 す 遺 伝 子
産 物 を 意 味 す る 。 通 常 、 既 知 ノ ッ チ リ ガ ン ド の ホ モ ロ グ は 、 か か る 既 知 ノ ッ チ リ ガ ン ド に
お い て 少 な く と も １ ０ 、 好 ま し く は 少 な く と も ２ ０ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ 、 好 適 に
は 少 な く と も １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 の 配 列 、 或 い は 上 記 ノ ッ チ リ ガ ン ド 配 列 の 全 長 に お い て 、
ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で 少 な く と も ２ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ３ ０ ％ 一 致 す る 。 ２ 若 し く は
３ 以 上 の ア ミ ノ 酸 若 し く は 核 酸 配 列 間 の 配 列 ホ モ ロ ジ ー を 計 算 す る 方 法 又 は ソ フ ト ウ エ ア
は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る （ http:　 HYPERLINK "http://www.ncbi.nlm.nih.gov" www.ncb
i.nlm.nih.gov. 及 び  Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995
), John Wiley & Sons, Inc.を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ５ 】
こ れ ま で に 同 定 さ れ て い る ノ ッ チ リ ガ ン ド に は 、 同 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 、 ２ ０ ～ ２
２ ア ミ ノ 酸 か ら な る 診 断 用 Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン （ . Delta, . Serate, . Lag2） が 、 ま た そ
の 細 胞 外 表 面 に １ ４ 個 以 下 若 し く は そ れ 以 上 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 が 存 在 す る 。 従 っ て 、 ノ ッ チ
リ ガ ン ド の ホ モ ロ グ に は 、 Ｎ 末 端 に Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン 、 細 胞 外 表 面 に １ ４ 個 以 下 若 し く は そ
れ 以 上 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
さ ら に ノ ッ チ リ ガ ン ド の 好 適 ホ モ ロ グ は 、 ノ ッ チ 受 容 体 へ の 結 合 能 を 有 す る 。 イ ン ビ ト ロ
結 合 ア ッ セ イ 等 の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ り 結 合 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
ノ ッ チ リ ガ ン ド の ホ モ ロ グ は 多 数 の 方 法 で 同 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 中 程 度 か ら 高 度 な
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 下 （ 例 え ば 、 約 ５ ０ ℃ ～ 約 ６ ０ ℃ に て ０ ． ０ ３ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及
び ０ ． ０ ３ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） に お い て 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド を コ ー ド す る 核 酸 の 全 部
又 は 一 部 を 含 む プ ロ ー ブ を 用 い て ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー
ブ す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 或 い は 、 保 存 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 変 異 体 や ホ モ ロ グ 内 の
配 列 を 標 的 と す る よ う に 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 一 般 に 用 い る 変 性 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て ホ モ ロ グ
を 得 て も よ い 。 か か る プ ラ イ マ ー に は １ 若 し く は ２ 以 上 の 変 性 部 分 が 含 ま れ 、 既 知 配 列 に
対 す る 単 一 配 列 プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る 際 の 条 件 よ り 緩 や か な ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 条 件 で 使 用 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
ポ リ ペ プ チ ド 物 質 は 、 適 当 な 宿 主 細 胞 で 組 換 え 発 現 さ せ て 得 た 哺 乳 類 細 胞 、 又 は 市 販 の 哺
乳 類 細 胞 か ら 精 製 し て よ い 。 或 い は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 構 築 物 を 用 い て も よ
い 。 さ ら な る 実 施 例 と し て 、 セ ラ ー ト や デ ル タ 遺 伝 子 等 の 内 因 性 遺 伝 子 を 活 性 化 で き る 核
酸 構 築 物 を 導 入 す る こ と に よ り 、 ノ ッ チ 、 又 は デ ル タ や セ ラ ー ト 等 の ノ ッ チ リ ガ ン ド を 過
剰 発 現 さ せ て も よ い 。 特 に 、 標 的 細 胞 の ゲ ノ ム に お い て セ ラ ー ト や デ ル タ プ ロ モ ー タ ー 等
の 天 然 型 プ ロ モ ー タ ー の 場 所 に 異 種 プ ロ モ ー タ ー を 挿 入 す る 異 種 組 換 え を 行 う こ と に よ り
遺 伝 子 を 活 性 化 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
本 発 明 の 活 性 化 分 子 は 、 別 の 実 施 態 様 に お い て ノ ッ チ タ ン パ ク 質 の 発 現 若 し く は 細 胞 膜 上
で の 提 示 、 又 は シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 調 節 す る 能 力 を も つ 。 標 的 細 胞 表 面 に お い て 完 全 に 機
能 的 な ノ ッ チ タ ン パ ク 質 の 提 示 を 強 化 す る 薬 剤 に は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の Kuzbanian遺 伝
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子 産 物 及 び 他 の ADAMALYSIN遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 等 の マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ
ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】

好 適 核 酸 配 列 に は 、 例 え ば ノ ッ チ リ ガ ン ド 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 因 子 の 発 現 を 減
少 さ せ 若 し く は 阻 害 す る よ う に 設 計 し た ア ン チ セ ン ス 構 築 物 と 並 び 、 ア ン チ セ ン ス ノ ッ チ
リ ガ ン ド 構 築 物 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 な ど の ア ン チ セ ン ス 構 築 物 が 含 ま れ る （ 上 記 を 参 照
） 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 合 成 １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 等 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で も よ い 。 し か し ア ン
チ セ ン ス が 、 遺 伝 的 ベ ク タ ー の 導 入 に よ り 患 者 自 身 の 細 胞 で 産 生 さ れ る ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ
Ａ で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。 か か る ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー 導 入 後 に お け る
所 望 の 特 異 性 を も つ ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 産 生 に 関 与 し て い る 。
【 ０ １ ５ １ 】
好 ま し く は 本 発 明 に 用 い る 核 酸 配 列 は セ ラ ー ト 及 び デ ル タ 、 好 ま し く は 樹 状 細 胞 等 の Ａ Ｐ
Ｃ ｓ に お い て デ ル タ １ 、 デ ル タ ３ 及 び デ ル タ ４ の 発 現 と 共 に セ ラ ー ト １ 及 び セ ラ ー ト ２ の
発 現 を 阻 害 す る 能 力 を も つ 。 特 に か か る 核 酸 配 列 は Ａ Ｐ Ｃ ｓ 又 は Ｔ 細 胞 に お い て セ ラ ー ト
の 発 現 阻 害 能 を 有 し て も 、 デ ル タ 発 現 に 対 す る 阻 害 能 は も た ず 、 又 は デ ル タ の 発 現 阻 害 能
を 有 し て も 、 セ ラ ー ト 発 現 に 対 す る 阻 害 能 は も た な い 。 或 い は 本 発 明 に 用 い る 核 酸 配 列 は
、 Ｃ Ｄ ４ + ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 等 の Ｔ 細 胞 又 は デ ル タ を 発 現 す る 他 の 免 疫 系 細 胞 （ 例 え ば 細 胞
表 面 受 容 体 に よ る 刺 激 に 応 答 し て ） に お け る デ ル タ 発 現 に 対 す る 阻 害 能 を 有 す る 。 特 に 、
Ｔ 細 胞 に お い て 核 酸 配 列 は デ ル タ 発 現 を 阻 害 す る 能 力 を 有 し て も よ い が 、 セ ラ ー ト 発 現 を
阻 害 す る こ と は で き な い 。 特 に 好 適 な 実 施 態 様 で は 核 酸 配 列 が 、 Ｔ 細 胞 と Ａ Ｐ Ｃ の 両 方 に
お い て ノ ッ チ リ ガ ン ド 発 現 を 、 例 え ば Ａ Ｐ Ｃ ｓ で セ ラ ー ト 発 現 を 、 Ｔ 細 胞 に お い て デ ル タ
発 現 を 阻 害 で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 分 子 に も 、 細 胞 膜 上 や シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る ノ ッ チ タ
ン パ ク 質 の 発 現 又 は 提 示 を 調 節 す る 能 力 を も つ ポ リ ペ プ チ ド 又 は か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。 完 全 に 機 能 的 な 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 と し て の 提 示 を
低 減 又 は 阻 止 す る 分 子 に は 、 ヒ ド ロ キ シ ム 酸 に 基 づ く イ ン ヒ ビ タ ー 等 の Ｍ Ｍ Ｐ 阻 害 剤 が 含
ま れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
ノ ッ チ と ノ ッ チ リ ガ ン ド と の 間 の 相 互 作 用 を 低 減 さ せ る の に 用 い る 物 質 と し て は 他 に も 外
因 性 ノ ッ チ 若 し く は ノ ッ チ リ ガ ン ド 又 は そ れ ら の 機 能 的 誘 導 体 が あ る 。 こ の よ う な ノ ッ チ
リ ガ ン ド 誘 導 体 は 、 Ｎ 末 端 に Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン を 有 す る こ と が 好 ま し く 、 細 胞 外 表 面 に お い
て 約 １ ４ 個 ま で 、 又 は そ れ を 超 え る 、 例 え ば 約 ３ ～ ８ 個 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 を 有 す る こ と が 好
ま し い 。 ヒ ト ジ ャ グ ド １ の デ ル タ ／ セ ラ ー ト ／ Ｌ Ａ Ｇ － ２ ド メ イ ン に 相 当 す る ペ プ チ ド 、
及 び ヒ ト ジ ャ グ ド １ の 細 胞 外 部 分 の 可 溶 形 態 を 発 現 す る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 か ら 得 た 上 清 は 、 ノ ッ
チ １ の 阻 害 に お い て ジ ャ グ ド １ の 効 果 を 模 倣 す る こ と が 判 明 し て い る （ Li） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
他 の ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 構 成 因 子 間
の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 抗 体 、 例 え ば ノ ッ チ リ ガ ン ド に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
あ る 物 質 が 、 ノ ッ チ － ノ ッ チ リ ガ ン ド 発 現 の 調 節 に 用 い る こ と が で き る か ど う か に つ い て
は 適 当 な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 調 べ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 は プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ 又 は 核 酸 ア ッ セ イ に よ り 観 察 で き る 。 ノ ッ チ 受
容 体 の 活 性 化 に よ り 、 そ の 細 胞 質 ド メ イ ン に タ ン パ ク 質 開 裂 が 生 じ 、 細 胞 核 へ と 移 入 す る
。 こ こ に お け る 「 検 出 可 能 な シ グ ナ ル 」 と は 、 ノ ッ チ の 開 裂 し た 細 胞 内 ド メ イ ン の 存 在 に
起 因 す る 検 出 可 能 な 発 現 の こ と で あ る 。 従 っ て ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 亢 進 は 、 開 裂 し た ノ
ッ チ ド メ イ ン の 細 胞 内 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 検 定 が 可 能 で あ る
。 ノ ッ チ 受 容 体 の 活 性 化 も ま た 一 連 の ダ ウ ン ス ト リ ー ム で の 反 応 を 触 媒 し 、 よ く 定 義 さ れ
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た 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変 化 を も た ら す 。 従 っ て 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 亢 進 は 、 例 え ば
特 異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞 内 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 、 核 酸 レ ベ ル で 検 定 す る こ と が で き る
。 本 発 明 の 一 好 適 実 施 態 様 で 行 う ア ッ セ イ は プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ で あ る 。 本 発 明 の 一 好 適
実 施 態 様 で 行 う ア ッ セ イ は 核 酸 ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
核 酸 ア ッ セ イ を 採 用 す る 利 点 は 、 こ の ア ッ セ イ が 高 感 度 で あ り 、 小 試 料 の 分 析 も 可 能 だ と
い う 点 に あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
所 定 の 時 間 に 測 定 す る 特 定 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞 内 濃 度 は 、 そ の 時 間 に お け る 相 当 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル を 反 映 す る も の で あ る 。 従 っ て 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の ダ ウ ン ス ト リ ー ム 標 的
遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 免 疫 系 Ｔ 細 胞 の 間 接 的 ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ っ て 測 定 で き
る 。 例 え ば 、 Deltex、 Ｈ Ｅ Ｓ － １ 及 び ／ 又 は Ｉ Ｌ － １ ０ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 例 え ば ア レ ル ギ ー の
誘 導 を 示 し 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 又 は Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ５ 、 Ｉ Ｌ － １ ３ 等 の サ イ ト カ イ
ン を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル は 応 答 性 の 向 上 を 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
本 発 明 に お い て 同 定 し た 多 く の 化 合 物 は 薬 剤 開 発 に 有 用 な リ ー ド 化 合 物 で あ る 。 有 用 な リ
ー ド 化 合 物 に は 、 抗 体 や ペ プ チ ド が 含 ま れ 、 遺 伝 子 療 法 の 意 味 す る と こ ろ に お い て 細 胞 内
で 発 現 さ れ る 細 胞 内 抗 体 も 含 ま れ 、 ペ プ チ ド 又 は 低 分 子 量 治 療 薬 の 開 発 用 モ デ ル と し て 用
い ら れ る 。 本 発 明 の 好 適 な 特 徴 と し て 、 リ ー ド 化 合 物 に お い て 認 め ら れ た 相 互 作 用 を 模 倣
す る 好 適 低 分 子 量 化 合 物 の 設 計 を 容 易 に す る た め 、 リ ー ド 化 合 物 及 び ノ ッ チ 受 容 体 若 し く
は ノ ッ チ リ ガ ン ド 、 又 は 他 の 標 的 ペ プ チ ド を 共 結 晶 化 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
Ｔ 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 節 能 を も つ 化 合 物 及 び ／ 又 は 標 的 分 子 を 種 々 の 薬 剤 ス ク リ ー
ニ ン グ 法 の い ず れ か で 同 定 す る の に 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 適 切 な 標 的 （ ア ミ ノ 酸 配 列 及 び
／ 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 な ど ） を 使 用 す る 。 か か る 試 験 に 使 用 す る 標 的 は 、 溶 液 中 で 遊 離
の 状 態 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ せ た 状 態 、 細 胞 表 面 に 担 持 さ れ て い る 状 態 、 又 は 細 胞 内 に 局
在 す る 状 態 の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ６ １ 】
本 発 明 は ま た 、 標 的 へ の 結 合 能 を 有 す る 中 和 抗 体 が 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 際 に 、 か か る
結 合 に 関 し て 試 験 化 合 物 と 競 合 さ せ る と い う 競 合 的 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 使 用 も
意 図 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 構 成 因 子 に 対 す る 結 合 能 及 び ／ 又 は 調 節 能 を 有 す る 抗 体 、 ペ プ
チ ド 模 倣 体 及 び 小 有 機 分 子 等 の 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ し 開 発 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 公 知
で あ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る フ ァ ー ジ 提 示 系 を 使 用
す る も の 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ た 大 腸 菌 や 他 の 微 生 物 の 培 養 物 を 用 い て 結 合 能 及 び ／ 又
は 調 節 能 を も つ 化 合 物 を 調 べ る も の が 含 ま れ る （ 例 と し て 、 G. Cesarini, FEBS Letters,
 307 (1): 66-70 (July 1992): H. Gram et al., J. Immunol. Meth., 161: 169-176 (19
93); and C. Summer et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89: 3756-3760 (May 1992)
を 参 照 ） 。 さ ら な る ラ イ ブ ラ リ ー 及 び ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 例 え ば 米 国 特 許 第 ６ ２ ８ １ ３ ４
４ 号 （ Phylos） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】

上 述 し た と お り 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド は 多 数 の 異 な る ド メ イ ン を 有 す る 。 種 々 の 天 然 型 ヒ ト ノ
ッ チ リ ガ ン ド に お け る 予 測 ／ 潜 在 的 ド メ イ ン 位 置 （ 前 駆 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 番 号 に 基 づ
く ） を い く つ か 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ６ ４ 】
【 表 １ 】
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【 ０ １ ６ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ６ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ １ ６ ７ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ １ ６ ８ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ １ ６ ９ 】

通 常 の Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン に は 、 以 下 の コ ン セ ン サ ス ア ミ ノ 酸 配 列 の 殆 ど 又 は 全 て が 含 ま れ て
い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン に は 、 以 下 の コ ン セ ン サ ス ア ミ ノ 酸 配 列 の 殆 ど 又 は 全 て が 含 ま れ て い る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ １ 】
【 表 ７ 】
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【 ０ １ ７ ２ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
種 々 の ソ ー ス 由 来 の ノ ッ チ リ ガ ン ド に お け る Ｄ Ｓ Ｌ ア ラ イ ン メ ン ト を 図 ３ ２ に 示 す 。
【 ０ １ ７ ３ 】
使 用 す る Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン は 、 例 え ば シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 、 ラ ッ ト 、 マ
ウ ス 、 ヒ ト な ど 、 い か な る 好 適 種 に 由 来 す る も の で あ っ て も よ い 。 Ｄ Ｓ Ｌ は 脊 椎 動 物 、 好
ま し く は 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト ノ ッ チ リ ガ ン ド 配 列 に 由 来 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
例 え ば 、 本 発 明 に 使 用 す る Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン は 、 ヒ ト ジ ャ グ ド １ の Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン に 対 し 、
少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、 好 ま し
く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 好
ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
或 い は 、 本 発 明 に 使 用 す る Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン は 、 ヒ ト ジ ャ グ ド ２ の Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン に 対 し 、
例 え ば 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、
好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０
％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
或 い は 、 本 発 明 に 使 用 す る Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン は 、 ヒ ト デ ル タ １ の Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン に 対 し 、 例
え ば 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、 好
ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％
、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
或 い は 、 本 発 明 に 使 用 す る Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン は 、 ヒ ト デ ル タ ３ の Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン に 対 し 、 例
え ば 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、 好
ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％
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、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
或 い は 、 本 発 明 に 使 用 す る Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン は 、 ヒ ト デ ル タ ４ の Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン に 対 し 、 例
え ば 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、 好
ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％
、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ９ 】

Ｅ Ｇ Ｆ や ノ ッ チ や ノ ッ チ リ ガ ン ド と 同 様 に 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 モ チ ー フ も 種 々 の タ ン パ ク 質 で 見 い
出 さ れ て お り 、 そ の 中 に は 血 液 凝 固 カ ス ケ ー ド に 関 与 す る も の も 含 ま れ る （ Furie and Fu
rie, 1988, Cell 53: 505-518） 。 例 え ば こ の モ チ ー フ は 、 血 液 凝 固 因 子 IX及 び Ｘ （ Rees 
et al., 1988, EMBO J. 7: 2053-2061; Furie and Furie, 1988, Cell 53: 505-518） 等
の 細 胞 外 タ ン パ ク 質 、 他 の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 遺 伝 子 （ Knust et al., 1987 EMBO J. 761-7
66; Rothberg et al., 1988, Cell 55: 1047-1059） 、 及 び ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン 等 い く つ
か の 細 胞 表 面 受 容 体 タ ン パ ク 質 （ Suzuki et al., 1987, EMBO J. 6: 1891-1897） 、 及 び
Ｌ Ｄ Ｌ 受 容 体 （ Sudhof et al., 1985, Science 228: 815-822） で 観 察 さ れ て い る 。 ト ロ
ン ボ モ ジ ュ リ ン や ウ ロ キ ナ ー ゼ の Ｅ Ｇ Ｆ 反 復 ド メ イ ン に タ ン パ ク 質 結 合 部 位 が マ ッ ピ ン グ
さ れ て い る （ Kurosawa et al., 1988, J. Biol. Chem 263: 5993-5996; Appella et al.,
 1987, J. Biol. Chem. 262: 4437-4440） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
PROSITEで 報 告 さ れ て い る よ う に Ｅ Ｇ Ｆ ド メ イ ン に は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 関 与 す る こ と
が わ か っ て い る （ Ｅ Ｇ Ｆ に お い て ） 6個 の シ ス テ イ ン 残 基 が 通 常 含 ま れ る 。 2本 鎖 β シ ー ト
か ら ル ー プ で Ｃ 末 端 に お け る 2本 鎖 短 シ ー ト に 続 く 主 要 構 造 が 提 唱 さ れ て い る が 、 そ れ は
必 要 条 件 で は な い 。 以 下 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン の 概 略 図 に 示 す よ う に 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン
間 の サ ブ ド メ イ ン は 、 そ れ ぞ れ 長 さ が 大 き く 異 な っ て い る 。
【 ０ １ ８ １ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
５ 番 目 と ６ 番 目 の シ ス テ イ ン の 間 の 領 域 に は 2個 の 保 存 さ れ た グ リ シ ン が 含 ま れ 、 少 な く
と も そ の い ず れ か 1個 は 殆 ど の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン に 普 通 存 在 し て い る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
用 い る Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン は 、 好 適 な 種 か ら で あ れ ば 何 に 由 来 し て い て も よ く 、 シ ョ ウ ジ ョ
ウ バ エ 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 又 は ヒ ト 等 が 列 挙 で き る 。 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ
ン は 脊 椎 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 好 ま し く は ヒ ト ノ ッ チ リ ガ ン ド 配 列 に 由 来 す る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
例 え ば 、 本 発 明 に 用 い る Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン は 、 ヒ ト ジ ャ グ ド １ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン に 対 し
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、 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、 好 ま
し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、
好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ４ 】
或 い は 、 本 発 明 に 用 い る Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン は 、 ヒ ト ジ ャ グ ド ２ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン に 対 し
、 例 え ば 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％
、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９
０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ５ 】
或 い は 、 本 発 明 に 用 い る Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン は 、 ヒ ト デ ル タ １ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン に 対 し 、
例 え ば 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、
好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０
％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
或 い は 、 本 発 明 に 用 い る Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン は 、 ヒ ト デ ル タ ３ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン に 対 し 、
例 え ば 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、
好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０
％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ７ 】
或 い は 、 本 発 明 に 用 い る Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン は 、 ヒ ト デ ル タ ４ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン に 対 し 、
例 え ば 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、
好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０
％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ８ 】
実 際 問 題 と し て 、 あ る ア ミ ノ 酸 配 列 が 別 の 配 列 と 少 な く と も Ｘ ％ の 相 同 性 を 示 す か ど う か
に つ い て は 、 従 来 用 い ら れ て い る 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ っ て 決 定 で き る 。
例 え ば 、 全 体 的 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト （ global sequence alignment） と も 言 わ れ る 照 会 配
列 と 対 象 配 列 と の 間 の 最 良 総 合 一 致 性 は 、 Brutlag et al（ Comp. App. Biosci. (1990) 6
:237-245） の ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ く Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ｄ Ｂ コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム な ど の プ ロ グ
ラ ム を 用 い て 決 定 で き る 。 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト で は 照 会 配 列 と 対 象 配 列 は 、 い ず れ も ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る か 、 或 い は い ず れ も ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 全 体 的 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
の 結 果 は 同 一 性 の 割 合 （ ％ ） と し て 得 ら れ る 。 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ｄ Ｂ ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト に 用
い る 好 適 な パ ラ メ ー タ ー は 次 の と お り 。 マ ト リ ッ ク ス ＝ Ｐ Ａ Ｍ ０ 、 k-tuple＝ ２ 、 ミ ス マ
ッ チ ペ ナ ル テ ィ ＝ １ 、 ジ ョ イ ニ ン グ ペ ナ ル テ ィ ＝ ２ ０ 、 ラ ン ダ ム 化 グ ル ー プ の 長 さ ＝ ０ 、
カ ッ ト オ フ ス コ ア ＝ １ 、 ウ ィ ン ド ウ サ イ ズ ＝ 配 列 の 長 さ 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ＝ ５ 、 ギ ャ
ッ プ サ イ ズ ペ ナ ル テ ィ ＝ ０ ． ０ ５ 、 ウ ィ ン ド ウ サ イ ズ ＝ ５ ０ ０ 又 は 対 象 ア ミ ノ 酸 配 列 の 長
さ の い ず れ か 短 い 方 。
【 ０ １ ８ ９ 】

こ こ に 用 い る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 及 び ／ 又 は 「 タ ン パ ク 質 」
な る 用 語 と 同 義 で あ る 。 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語 が 「 ペ プ チ ド 」 と う 用 語 と 同 義 の 場 合
も あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
「 ペ プ チ ド 」 は 通 常 、 １ ０ ～ ４ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 好 ま し く は １ ０ ～ ３ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 短
い ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 す 。
【 ０ １ ９ １ 】
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 適 当 な ソ ー ス か ら 調 製 し 、 単 離 し て よ く 、 或 い は 合 成 し て 作 製 し て も
よ く 、 ま た 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 を 用 い て 調 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
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こ こ に お い て 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 及 び ／ 又 は 「
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 と い う 用 語 と 同 義 で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ゲ ノ ム 又 は 合 成 又 は 組 換 え 起 源 の Ｄ Ｎ Ａ 若 し く は Ｒ Ｎ Ａ で よ い
。 こ れ ら は ま た 標 準 的 手 法 に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た も の で も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は ２ 本 鎖 又 は セ ン ス 若 し く は ア ン チ セ ン ス 鎖 の い ず れ か を 表 す １ 本 鎖 、 或 い は そ れ ら
の 組 合 せ で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ９ ４ 】
「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と は 、 長 さ が 少 な く と も １ ０ 塩 基 か ら １ ０ ０ ０ 塩 基 、 又 は １ ０ ０ ０
塩 基 を 超 え る ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ マ ー 態 の こ と で あ る 。 よ り 長 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 ） ク ロ ー ニ ン グ 法 を 用 い る 組 換 え 法 で 作 製 す る の が
一 般 的 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ せ た い 標 的 配 列 の 領 域 に フ ラ ン キ ン グ （ 隣 接
） す る 一 対 の プ ラ イ マ ー （ 例 ； 約 １ ５ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド ） を 作 製 し 、 そ れ ら の プ ラ イ マ
ー を 動 物 若 し く は ヒ ト 細 胞 か ら 得 た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 若 し く は ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 接 触 さ せ 、 所 望 の 領 域 を
増 幅 さ せ る 条 件 下 で ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 行 い 、 増 幅 し た 断 片 を 単 離 し （ 例 え
ば 反 応 混 合 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 す る こ と に よ り ） 、 そ し て 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 す る
こ と か ら な る 。 上 記 プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ が 好 適 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ
ン グ さ れ る よ う に 適 切 な 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 有 す る よ う に 設 計 す る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
核 酸 は Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ で よ く 、 Ｄ Ｎ Ａ が 好 ま し い 。 Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す る 場 合 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
中 間 体 を 介 し て 操 作 を 行 う 。 通 常 は 第 １ 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 調 製 し 、 ５ '及 び ／
又 は ３ '末 端 に 適 切 な 制 限 部 位 を 設 け る 。 便 宜 上 、 pBR322又 は pUC19に 基 づ く プ ラ ス ミ ド ベ
ク タ ー な ど の 標 準 的 な 実 験 用 ベ ク タ ー に お い て 配 列 を 操 作 す る （ 以 下 参 照 ） 。 好 適 な 手 法
の 詳 細 に つ い て は Molecular Cloning by Sambrook et al. (Cold Spring Harbor, 1989)
や 、 類 似 の 標 準 的 参 考 文 献 が 参 考 と な る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
公 開 文 献 又 は GenBank等 の デ ー タ ベ ー ス を 参 考 に し て 核 酸 の ソ ー ス を 確 定 す る 。 所 望 の 第 1
又 は 第 2配 列 を コ ー ド す る 核 酸 は 学 術 用 又 は 商 業 用 の ソ ー ス か ら の 材 料 入 手 が 可 能 で あ れ
ば そ こ か ら 得 れ ば よ く 、 又 は 配 列 デ ー タ の み が 入 手 可 能 で あ る 場 合 は 適 し た 配 列 を 合 成 又
は ク ロ ー ニ ン グ し て 得 ら れ る 。 こ の 場 合 は 通 常 、 対 象 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ に 関 す る 説 明
が あ る 文 献 ソ ー ス を 参 考 に し て 実 施 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
或 い は 限 ら れ た 配 列 デ ー タ し か 得 ら れ な い 場 合 、 又 は 公 知 の 核 酸 と 相 同 若 し く は 関 連 す る
核 酸 を 発 現 さ せ る こ と を 望 む 場 合 、 そ の 核 酸 例 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ ド メ イ ン 、 ア ン チ セ ン ス 配 列
、 又 は タ ン パ ク 質 結 合 ド メ イ ン 等 の 機 能 的 モ チ ー フ が 含 ま れ 、 そ れ ら の 変 異 体 、 誘 導 体 、
ア ナ ロ グ 及 び 断 片 も 含 ま れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 な る 用 語 は 、 か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を も 指 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
本 発 明 に 有 用 な Ｄ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 等 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 組 換 え 、 合 成 又 は 当 業
者 が 実 行 可 能 な い ず れ の 方 法 に よ っ て も 作 製 で き る 。 標 準 的 な 手 法 で ク ロ ー ニ ン グ し て も
よ い 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
一 般 的 に プ ラ イ マ ー は 、 所 望 の 核 酸 配 列 を １ ヌ ク レ オ チ ド ず つ 作 出 す る ス テ ッ プ ワ イ ズ 手
法 を 含 む 合 成 法 で 作 製 す る 。 こ の 方 法 で 行 う た め の 自 動 化 技 術 を 用 い る 技 術 は 当 技 術 分 野
で は 容 易 に 実 現 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
よ り 長 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 ） ク ロ ー ニ ン グ 法 を 用
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い る 組 換 え 法 で 作 製 す る の が 一 般 的 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ せ た い 標 的 配 列
の 領 域 を フ ラ ン キ ン グ （ 隣 接 ） す る 一 対 の プ ラ イ マ ー （ 例 ； 約 １ ５ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド ）
を 作 製 し 、 そ の プ ラ イ マ ー を 動 物 若 し く は ヒ ト 細 胞 か ら 得 た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 若 し く は ｃ Ｄ Ｎ Ａ と
接 触 さ せ 、 所 望 の 領 域 を 増 幅 さ せ る 条 件 下 で ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 行 い 、 増 幅
し た 断 片 を 単 離 し （ 例 え ば 反 応 混 合 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 す る こ と に よ り ） 、 そ し
て 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ を 回 収 す る こ と か ら な る 。 上 記 プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ が 好 適 な ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る よ う に 適 切 な 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 有 す る よ う に 設 計 す
る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
組 換 え 作 製 法 で は 宿 主 細 胞 に 、 本 発 明 の 発 現 系 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 込 む よ う に 遺
伝 子 工 学 に 基 づ く 操 作 を 施 す こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 へ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 法 と し
て は 、 Davis et al and Sambrook et al等 、 多 く の 標 準 的 実 験 室 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ て
い る 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 カ チ オ ン 性 脂 質
媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 ス ク レ ー プ
ロ ー デ ィ ン グ （ scrape loading） 、 弾 丸 導 入 （ ballistic intruduction） 、 感 染 等 の 方 法
が 有 効 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 薬 物 送 達 系 と し て イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 採 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
好 適 な 宿 主 の 代 表 的 な 例 と し て は 、 レ ン サ 球 菌 （ streptococci） 、 ブ ド ウ 球 菌 （ staphylo
cocci） 、 大 腸 菌 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 、 枯 草 菌 等 の 細 菌 細 胞 や 、 酵 母 細 胞 、 ア ス ペ ル ギ ル
ス 細 胞 等 の 真 菌 細 胞 や 、 ド ロ ソ フ ィ ラ Ｓ ２ 、 ス ポ ド プ テ ラ Ｓ ｆ ９ 等 の 昆 虫 細 胞 や 、 Ｃ Ｈ Ｏ
、 Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｎ Ｓ Ｏ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｃ １ ２ ７ 、 ３ Ｔ ３ 、 Ｂ Ｈ Ｋ ２ ９ ３ 、 Bowesメ ラ ノ ー マ 細 胞
等 の 動 物 細 胞 や 、 植 物 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
本 発 明 に 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 に は 極 め て 多 様 な 発 現 系 が 使 用 で き る 。 こ の よ う な ベ
ク タ ー と し て は 例 え ば 、 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 及 び ウ イ ル ス に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 例 え ば 、
細 菌 プ ラ ス ミ ド 由 来 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 由 来 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 由 来 、 酵 母 エ ピ ソ ー ム 由
来 、 挿 入 エ レ メ ン ト 由 来 、 酵 母 染 色 体 エ レ メ ン ト 由 来 、 ま た バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 Ｓ Ｖ ４ ０
の よ う な パ ポ バ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂
犬 病 ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 等 の ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー 、 並 び に こ れ ら の 組 合 せ に 由
来 す る ベ ク タ ー 、 例 え ば コ ス ミ ド や フ ァ ー ジ ミ ド の よ う に プ ラ ス ミ ド と バ ク テ リ オ フ ァ ー
ジ の 遺 伝 的 要 素 に 由 来 す る も の が 含 ま れ る 。 こ の 発 現 系 構 築 物 は 発 現 を 起 こ さ せ る だ け で
な く 発 現 を 調 節 す る 制 御 領 域 を 含 ん で い て も よ い 。 宿 主 内 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 保 持 、 増
殖 又 は 発 現 さ せ る 、 及 び ／ 又 は 宿 主 内 で ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に 適 し て い れ ば 通 常
い か な る 系 又 は ベ ク タ ー で も 発 現 に 使 用 し て よ い 。 例 え ば 、 Sambrook et al の 方 法 等 、
十 分 公 知 の ル ー テ ィ ン な 方 法 に 従 っ て 適 切 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 系 に 挿 入 し て よ い 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 を 小 胞 体 の 内 腔 に 、 ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 に 、 又 は 細 胞 外 環 境 に 分 泌 す
る た め に は 、 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド に 適 切 な 分 泌 シ グ ナ ル を 導 入 す る こ と が で き る 。 か か
る シ グ ナ ル は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 内 因 性 で も 異 種 シ グ ナ ル で も よ い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
本 発 明 に 用 い る 活 性 作 用 因 子 は 、 広 く 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 組 換 え 細 胞 培 養 物
か ら 回 収 ・ 精 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 又 は エ タ ノ
ー ル 沈 殿 、 酸 抽 出 、 ア ニ オ ン 又 は カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど
が あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 精 製 に 用 い ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ
ド が 単 離 及 び ／ 又 は 精 製 の 過 程 で 変 性 し た 場 合 は 、 十 分 公 知 の 方 法 に よ り タ ン パ ク 質 の リ
フ ォ ー ル デ ィ ン グ を 行 っ て 活 性 構 造 を 再 生 す る 。
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【 ０ ２ ０ ７ 】

本 明 細 書 に 記 載 あ る 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え 、 本 発 明 は ま た
そ れ ら の 変 異 体 、 誘 導 体 、 ア ナ ロ グ 、 ホ モ ロ グ 、 模 倣 体 及 び 断 片 を も 包 含 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
本 発 明 に お い て 、 所 定 の 配 列 の 変 異 体 と は 、 残 基 （ ア ミ ノ 酸 残 基 で あ れ 、 核 酸 残 基 で あ れ
） の 特 異 的 配 列 が 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が そ の 内 因 性 機 能 を 少 な く
と も １ つ は 保 持 す る 形 で 修 飾 さ れ て い る 配 列 の こ と を い う 。 変 異 配 列 は 、 天 然 型 タ ン パ ク
質 に 存 在 す る 少 な く と も １ つ の 残 基 の 付 加 、 欠 失 、 置 換 、 修 飾 、 交 換 及 び ／ 又 は 変 異 に よ
り 修 飾 で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド と の 関 連 に お い て 用 い る 「 誘 導 体 」 な る 用 語 に は 、
そ の 結 果 得 ら れ る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド が そ の 内 因 性 機 能 の 少 な く と も 1つ を 保 持
す る 限 り に お い て 、 配 列 に 対 し て ア ミ ノ 酸 残 基 1個 （ 又 は 2個 以 上 ） を 置 換 、 変 異 、 修 飾 、
交 換 、 欠 失 及 び ／ 又 は 付 加 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ １ ０ 】
こ こ に お い て ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 関 連 で 用 い る 「 ア ナ ロ グ 」 な る 用 語
は 、 内 因 性 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 機 能 を 少 な く と も 1つ 保 持 す る ポ リ ペ プ
チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む が 、 通 常 そ れ ら の 進 化 起 源 は 異 な る 。
【 ０ ２ １ １ 】
こ こ に お い て ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 関 連 で 用 い る 「 模 倣 体 」 な る 用 語 は
、 そ れ が 模 倣 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 内 因 性 機 能 を 少 な く と も 1つ 有 す
る 化 学 化 合 物 の こ と を 指 す 。
【 ０ ２ １ ２ 】
通 常 ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 調 節 に 必 要 な 輸 送 活 性 若 し く は 能 力 を 修 飾 配
列 が 保 持 す る 限 り に お い て 、 例 え ば １ 、 ２ 若 し く は ３ か ら １ ０ 若 し く は ２ ０ 個 の 置 換 を 行
う 。 ア ミ ノ 酸 の 置 換 に は 、 人 為 的 ア ナ ロ グ を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
本 発 明 で 用 い る タ ン パ ク 質 に は 、 サ イ レ ン ト な 変 化 を も た ら す ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入
又 は 置 換 が あ っ て も よ く 、 そ れ に よ り 、 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 。 ア ミ ノ 酸
の 意 図 的 な 置 換 は 、 極 性 、 電 荷 、 可 溶 性 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 及 び ／ 又 は 両 親 媒 性 に お け る
類 似 性 を 基 に し 、 輸 送 又 は 調 節 機 能 が 保 持 さ れ る 限 り に お い て 行 わ れ る 。 例 え ば 負 電 荷 ア
ミ ノ 酸 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ ミ ン 酸 が 含 ま れ 、 正 電 荷 ア ミ ノ 酸 に は リ シ ン 及 び
ア ル ギ ニ ン が 含 ま れ 、 ま た 同 様 の 親 水 価 を も つ 極 性 ヘ ッ ド 無 電 荷 グ ル ー プ の ア ミ ノ 酸 に は
、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、
セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 及 び チ ロ シ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
便 宜 上 、 主 要 な 天 然 型 ア ミ ノ 酸 （ 及 び そ の 関 連 す る コ ド ン ） に 対 す る １ 文 字 コ ー ド と ３ 文
字 コ ー ド を 以 下 に 記 す 。
【 ０ ２ １ ５ 】
【 表 １ ０ 】
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例 え ば 下 記 の 表 に 基 づ き 、 保 存 的 置 換 を 行 う こ と が で き る 。 第 ２ カ ラ ム の 同 じ ブ ロ ッ ク 内
の ア ミ ノ 酸 同 士 、 及 び 好 ま し く は 第 ３ カ ラ ム の 同 じ 行 に あ る ア ミ ノ 酸 同 士 は 、 互 い に 置 換
さ せ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
こ こ に 用 い る 「 タ ン パ ク 質 」 な る 用 語 に は 、 個 々 の 構 成 ポ リ ペ プ チ ド が 共 有 若 し く は 非 共
有 手 段 に よ っ て 結 合 し て い る 複 数 ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 と と も に １ 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 も
含 ま れ る 。 こ こ に 用 い る 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は 、 モ ノ マ ー が ア ミ
ノ 酸 で あ り 、 か つ ペ プ チ ド 結 合 若 し く は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 結 び 付 い て い る も の を
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指 す 。 サ ブ ユ ニ ッ ト 及 び ド メ イ ン な る 用 語 も ま た 生 物 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ
チ ド を 指 す 。
【 ０ ２ １ ７ 】
「 断 片 」 も ま た 変 異 体 で あ り 、 こ の 用 語 は 、 機 能 的 に 目 的 と す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 、 又 は 例 え ば 結 合 ア ッ セ イ に お け る 目 的 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
選 択 領 域 の こ と を 通 常 指 す 。 従 っ て 「 断 片 」 と は 、 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 部 分 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 の こ と で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
か か る 変 異 体 は 、 site-directed mutagenesis等 の 標 準 的 な 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ り 調 製 で
き る 。 挿 入 を 行 う 場 所 に 、 挿 入 部 位 の 片 側 に お い て 天 然 型 配 列 に 相 当 す る ５ '及 び ３ 'フ ラ
ン キ ン グ 領 域 と 共 に 挿 入 物 を コ ー ド す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る 。 配 列 が 適 当 な 酵 素 （ １ 若
し く は ２ 以 上 ） で 切 断 さ れ 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ が 切 断 部 に 結 合 す る よ う に 、 フ ラ ン キ ン グ 領 域 に
は 天 然 型 配 列 に お け る 部 位 に 相 当 す る 便 宜 的 な 制 限 部 位 が 含 ま れ る 。 次 に こ の Ｄ Ｎ Ａ は 、
本 発 明 に 従 っ て 発 現 さ れ 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 操 作 法 と し て 当 技 術 分 野 で 公 知 の 無 数 の 標 準 的 な 手 法 の 例 で あ り 、 他 の 公 知 の 手 法 を
用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 は コ ド ン 最 適 化 配 列 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 コ ド ン 最 適 化 は
、 Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 性 を 、 ひ い て は 遺 伝 子 発 現 を 増 強 す る 手 法 と し て 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る
。 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 と は 、 い く つ か の 異 な る コ ド ン が 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る こ と を
意 味 す る 。 例 え ば ロ イ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び セ リ ン は そ れ ぞ れ ６ 種 類 の 異 な る コ ド ン に よ
っ て コ ー ド さ れ る 。 異 な る コ ド ン を 使 用 す る 際 の 優 先 順 位 が 異 な る 生 物 ご と に み ら れ る 。
例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ 等 の ウ イ ル ス は 希 少 コ ド ン を 数 多 く 用 い る 。 希 少 コ ド ン を 、 汎 用 さ れ 相 当 す
る 哺 乳 類 コ ド ン で 代 替 す る よ う に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 変 化 さ せ る こ と に よ り 、 哺 乳 類 標 的
細 胞 に お け る 配 列 の 発 現 が 増 強 さ れ る こ と に な る 。 哺 乳 類 細 胞 や 他 の 種 々 の 生 物 に 関 す る
コ ド ン 使 用 表 が 当 技 術 分 野 で 公 知 と な っ て い る 。 配 列 の 少 な く と も 一 部 の コ ド ン が 最 適 化
さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 配 列 が そ の 全 体 に わ た っ て コ ド ン 最 適 化 さ れ て い る こ と が よ
り 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
「 相 同 性 」 な る 用 語 は 、 「 同 一 性 」 と い う 言 葉 と 同 じ 意 味 を も つ 。 相 同 配 列 に は 、 対 象 と
す る 配 列 と 、 少 な く と も ７ ５ 、 ８ ５ 若 し く は ９ ０ ％ の 同 一 性 を 示 し 、 好 ま し く は 少 な く と
も ９ ５ 若 し く は ９ ８ ％ の 同 一 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 が 含 ま れ る と 解 さ れ る 。 特 に 相 同 性 は
通 常 、 活 性 に 重 要 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 配 列 中 の 領 域 （ ５ １ 、 ５ ６ 及 び ５ ７ 番 目 の ア
ミ ノ 酸 な ど ） と の 関 連 で 検 討 さ れ る 。 相 同 性 は 類 似 性 と し て 捉 え る こ と も で き る が （ す な
わ ち 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 類 似 の 化 学 特 性 ・ 機 能 を 有 す る ） 、 本 発 明 の 文 脈 に お い て は 相 同 性
が 配 列 の 同 一 性 を 表 す こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ １ 】
相 同 性 の 比 較 は 、 肉 眼 に よ り 、 さ ら に 一 般 的 に は 、 容 易 に 入 手 可 能 な 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム
の 助 け を 借 り て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら 市 販 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム に よ り 、 ２ 若 し
く は ３ 以 上 の 配 列 間 に お け る 相 同 性 の 割 合 （ ％ ） が 計 算 で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
相 同 性 の 割 合 は 、 隣 接 す る 配 列 を 基 に 計 算 さ れ る 。 す な わ ち 、 一 方 の 配 列 を 他 方 の 配 列 と
並 べ 、 一 方 の 配 列 中 の 各 ア ミ ノ 酸 を 、 他 方 の 配 列 中 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 と 直 接 、 一 残 基 毎
に 比 較 す る の で あ る 。 こ れ は 、 「 ギ ャ ッ プ な し （ ungapped） 」 ア ラ イ ン メ ン ト と 呼 ば れ る
。 通 常 、 こ の よ う な ギ ャ ッ プ な し ア ラ イ ン メ ン ト は 、 比 較 的 残 基 数 の 少 な い 場 合 に 行 わ れ
る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
こ の 方 法 は 、 非 常 に 簡 便 か つ 堅 実 な 方 法 で あ る が 、 １ つ の 挿 入 部 又 は 欠 失 部 以 外 は 同 一 な
２ つ の 配 列 に お い て 、 か か る 挿 入 部 又 は 欠 失 部 以 降 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ア ラ イ ン メ ン ト か ら
外 れ て し ま う 結 果 に な る と い う こ と が 考 慮 さ れ ず 、 そ の 結 果 、 全 体 の ア ラ イ ン メ ン ト が 終
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了 し た と き の 相 同 性 の 割 合 が 大 き く 低 下 し て し ま う 可 能 性 が あ る 。 結 果 的 に 殆 ど の 配 列 比
較 法 は 、 全 体 と し て の 相 同 性 ス コ ア を 不 当 に 損 な う こ と な く 、 可 能 性 の あ る 挿 入 部 又 は 欠
失 部 を 考 慮 に 入 れ た 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 出 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 こ れ は 、 局
所 相 同 性 を 最 大 化 す る こ と を 意 図 し て 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 「 ギ ャ ッ プ 」 を 挿 入 す る こ
と に よ り 実 現 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
し か し な が ら 、 よ り 複 雑 な こ れ ら の 方 法 は 、 ア ラ イ ン メ ン ト で 生 じ る そ れ ぞ れ の ギ ャ ッ プ
に 「 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 」 を 課 す こ と に な り 、 同 数 の 同 一 ア ミ ノ 酸 に 対 し 、 配 列 ア ラ イ ン
メ ン ト 内 の ギ ャ ッ プ 数 が 少 な け れ ば 少 な い ほ ど （ 比 較 す る ２ つ の 配 列 間 に お け る 高 い 関 連
性 を 反 映 し て ） 、 ギ ャ ッ プ 数 の 多 い 場 合 よ り 高 い ス コ ア が 得 ら れ る 。 ギ ャ ッ プ の 存 在 に 対
し 相 対 的 に 高 い コ ス ト を 課 し 、 ギ ャ ッ プ 内 に 続 く 残 基 の 各 々 に 、 よ り 少 な い ペ ナ ル テ ィ を
課 す 「 ア フ ィ ン ギ ャ ッ プ コ ス ト 」 が 通 常 使 用 さ れ る 。 こ れ は 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る ギ ャ
ッ プ ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム で あ る 。 当 然 の こ と な が ら 高 い ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は 、 よ り 少
な い ギ ャ ッ プ で 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト を も た ら す 。 殆 ど の ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム は 、
ギ ャ ッ プ プ ロ グ ラ ム に 修 正 を 加 え る こ と を 認 め て い る 。 し か し 、 そ の よ う な ソ フ ト ウ エ ア
を 配 列 比 較 に 用 い る 際 に は 、 初 期 値 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 GCG Wisconsin 
Bestfit packageを 使 う 場 合 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 初 期 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は 、 ギ ャ ッ
プ １ 個 に つ き － １ ２ で 、 各 ギ ャ ッ プ 延 長 に つ き － ４ で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
従 っ て 相 同 性 割 合 （ ％ ） の 最 大 値 を 計 算 す る に は 、 ま ず 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 考 慮 し た
上 で 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 製 す る 必 要 が あ る 。 か か る ア ラ イ ン メ ン ト を 実 現 す る の に
適 し た コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は 、 GCG Wisconsin Bestfit package（ Devereux） で あ
る 。 配 列 比 較 を 行 え る ソ フ ト ウ エ ア の 例 と し て は 他 に も 、 BLAST package、 FASTA（ Atschu
l） 、 及 び GENEWORKの 比 較 ツ ー ル セ ッ ト が あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 BLAST及 び FAST
Aは い ず れ も オ フ ラ イ ン 及 び オ ン ラ イ ン で の サ ー チ に 利 用 で き る 。 し か し GCG Bestfitプ ロ
グ ラ ム を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
最 終 的 な 相 同 性 割 合 は 同 一 性 に 換 算 し て 求 め ら れ も の の 、 通 常 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ セ ス 自
体 は 、 オ ー ル オ ア ナ ッ シ ン グ （ all-or-nothing） と い う 考 え に 依 拠 し て 2つ の 配 列 を 比 較
す る も の で は な い 。 そ の 代 わ り 、 化 学 的 類 似 性 又 は 進 化 論 的 距 離 に 基 づ き 、 ２ つ １ 組 の 比
較 に ス コ ア を 与 え る 類 似 性 ス コ ア 拡 大 縮 小 マ ト リ ッ ク ス （ scaled similarity score matr
ix） が 一 般 的 に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な マ ト リ ッ ク ス の 中 で よ く 用 い ら れ る も の と し て 、
BLASTプ ロ グ ラ ム セ ッ ト の 初 期 マ ト リ ッ ク ス で あ る BLOSUM62 matrixが 例 示 さ れ る 。 GCG Wi
sconsinプ ロ グ ラ ム に は 一 般 的 に 公 開 初 期 値 を 、 カ ス タ ム シ ン ボ ル 比 較 表 （ custom symbol
 comparison table） （ 詳 細 は ユ ー ザ ー マ ニ ュ ア ル を 参 照 ） が あ る 場 合 は 、 そ れ ら の い ず
れ か を 使 用 す る 。 GCG packageに は 公 開 初 期 値 を 、 ま た 他 の ソ フ ト ウ エ ア に は 、 BLOSUM62
な ど の 初 期 マ ト リ ッ ク ス を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
ソ フ ト ウ エ ア が 一 旦 最 適 化 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 製 す る と 、 相 同 性 割 合 、 好 ま し く は 配 列 同
一 性 割 合 を 計 算 す る こ と が 可 能 に な る 。 通 常 ソ フ ト ウ エ ア は 配 列 比 較 の 一 部 と し て 上 記 計
算 を 行 い 、 数 字 で 結 果 を 出 す 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
本 発 明 に 用 い る 配 列 の 相 同 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は 変 異 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 例 え ば 種 々 の
ソ ー ス か ら 作 製 し た Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ す る な ど 、 数 多 く の 方 法 に よ り 得 る こ
と が で き る 。 ま た 、 他 の ウ イ ル ス 性 ／ 細 菌 性 、 若 し く は 細 胞 性 ホ モ ロ グ 、 特 に 哺 乳 類 細 胞
（ 例 ： ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ シ 及 び 霊 長 類 細 胞 ） か ら の 細 胞 性 ホ モ ロ グ を 得 て も よ く 、 通 常
か か る ホ モ ロ グ や そ の 断 片 は 、 本 明 細 書 に あ る 配 列 リ ス ト に 示 す 配 列 と 選 択 的 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 こ れ ら 配 列 は 、 そ れ が 作 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、
又 は 他 の 動 物 種 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ し 、 ま た 中 程 度 か ら 高 度 な ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー 下 で 対 象 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 部 又 は 一 部 を 含 む プ ロ ー ブ で か か る ラ イ ブ ラ
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リ ー を プ ロ ー ブ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 本 発 明 に 有 用 な ア ミ ノ 酸 及 び ／ 又 は ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 種 ホ モ ロ グ 及 び 対 立 変 異 体 を 得 る 際 に も 同 様 の 方 法 論 を 適 用 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
変 異 体 及 び 株 ／ 種 ホ モ ロ グ も ま た 、 本 発 明 に 用 い る 配 列 中 の 保 存 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す
る 変 異 体 及 び ホ モ ロ グ 内 の 配 列 を 標 的 と す る よ う に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー を 用 い る 縮 重 Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 得 ら れ る 。 保 存 配 列 は 、 例 え ば い く つ か の 変 異 体 ／ ホ モ ロ グ に お け る ア ミ ノ 酸
配 列 を 整 列 さ せ る こ と に よ っ て 予 測 で き る 。 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 当 技 術 分 野 で 公 知 の コ
ン ピ ュ ー タ ー ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 実 行 で き る 。 例 え ば GCG Wisconsin PileUp program 
は 広 く 使 わ れ て い る 。 縮 重 Ｐ Ｃ Ｒ で 用 い る プ ラ イ マ ー に は １ 若 し く は ２ 以 上 の 縮 重 位 置 が
あ り 、 公 知 の 配 列 に 対 す る 単 一 配 列 プ ラ イ マ ー で 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る の に 用 い ら れ る
ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 よ り 低 い 条 件 で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
或 い は 、 特 徴 付 け ら れ た 配 列 に site-directed mutagenesisを 行 う こ と に よ り 上 記 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 得 て も よ い 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 発 現 し て い る 特 定 宿 主
細 胞 に 対 す る コ ド ン 優 先 度 を 最 適 化 す る た め に サ イ レ ン ト な コ ド ン 変 化 が 配 列 に 要 求 さ れ
る 場 合 に 有 用 で あ る 。 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 導 入 す る た め 、 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は
コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 改 変 す る た め に 、 他 の 配 列 変 化 が 必 要 に な る 場 合 も あ
る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
本 発 明 の 第 一 段 階 で は 、 上 述 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の １ 若 し く は ２ 以 上 の 免 疫 系 細 胞 と 接
触 さ せ る 。 本 発 明 で 用 い る 免 疫 系 細 胞 に つ い て は 下 記 に 述 べ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
ノ ッ チ と い う 場 合 、 本 発 明 者 ら は ノ ッ チ １ 、 ノ ッ チ ２ 、 ノ ッ チ ３ 、 ノ ッ チ ４ 及 び そ の 他 の
ノ ッ チ ホ モ ロ グ や ア ナ ロ グ を 意 味 す る 。 「 NotchIC」 な る 用 語 に は 、 ノ ッ チ の 完 全 細 胞 内
ド メ イ ン 又 は か か る ド メ イ ン の 活 性 部 分 が 含 ま れ る 。 例 え ば 上 記 配 列 は 、 ヒ ト ノ ッ チ １ に
お け る 第 １ ８ ４ ８ ～ ２ ２ ０ ２ ア ミ ノ 酸 を 少 な く と も 含 む か コ ー ド す る 配 列 で あ り 、 或 い は
上 記 配 列 と 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ５ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８
０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％ 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も
９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 又 は 同 一 性 を 示 す 配 列 で あ る 。 上 記 配 列 と し て は 、 ヒ ト ノ ッ
チ ２ 、 ヒ ト ノ ッ チ ３ 又 は ヒ ト ノ ッ チ ４ に 由 来 す る も の も 好 適 で あ る 。 ノ ッ チ 配 列 に は 、 少
な く と も ノ ッ チ ア ン キ リ ン 反 復 ド メ イ ン を 、 ま た 任 意 で ノ ッ チ Ｌ Ｎ Ｒ ド メ イ ン 、 ノ ッ チ Ｒ
Ａ Ｍ ド メ イ ン 、 ノ ッ チ Ｏ Ｐ Ａ ド メ イ ン 及 び ／ 又 は ノ ッ チ Ｐ Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 が 含 ま れ る こ と が 好
適 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】

本 発 明 で 使 用 す る 細 胞 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 変 換 す る 能 力 を 有 す る 免 疫 系 細 胞 で
あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
本 発 明 に 用 い る の に 最 適 な の は Ｔ 細 胞 で あ る 。 Ｔ 細 胞 に は 、 Ｃ Ｄ ４ + 及 び Ｃ Ｄ ８ + 成 熟 Ｔ 細
胞 、 末 端 及 び 胸 腺 由 来 の 幼 若 Ｔ 細 胞 、 並 び に Ｎ Ｋ － Ｔ 細 胞 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
或 い は 、 上 記 免 疫 系 細 胞 は 、 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ） で も よ い 。 Ａ Ｐ Ｃ に は 、 指 間 状 （ in
terdigiting） 樹 状 細 胞 、 濾 胞 樹 状 細 胞 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ 、 Ｂ リ ン パ 球 、 Ｔ リ ン パ 球 等 の 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） 、 或 い は 上 皮 細 胞 や 線 維 芽 細 胞 や 内 皮
細 胞 の よ う に そ の 表 面 に Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II分 子 を 連 続 的 に 発 現 さ せ る 又 は 発 現 さ せ る た め の
活 性 を 有 す る 他 の 細 胞 型 が 含 ま れ る 。 Ａ Ｐ Ｃ の 前 駆 体 に は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 、 単 球 、 線 維
芽 細 胞 、 内 皮 細 胞 が 含 ま れ る 。 培 養 条 件 を 利 用 し て Ａ Ｐ Ｃ 又 は 前 駆 体 を 修 飾 し て も よ く 、
或 い は １ 若 し く は ２ 以 上 の 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ る な ど の 遺 伝 子 修 飾 を 施 し て も
よ い 。
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【 ０ ２ ３ ６ 】
Ｔ 細 胞 及 び Ａ Ｐ Ｃ は 患 者 か ら 単 離 し て も よ く 、 又 は ド ナ ー 個 体 若 し く は 別 の 個 体 か ら 単 離
し て も よ い 。 ヒ ト 細 胞 や マ ウ ス 細 胞 等 の 哺 乳 類 細 胞 が 好 ま し い 。 ヒ ト 由 来 の 細 胞 で あ る こ
と が 好 ま し い 。 Ａ Ｐ Ｃ 又 は Ａ Ｐ Ｃ 前 駆 体 は 、 樹 立 細 胞 株 又 は 初 代 細 胞 培 養 物 等 の 培 養 に よ
る 細 胞 増 殖 か ら 得 ら れ る 。 例 と し て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 、 Ｌ 細 胞 、 及 び Ｍ Ｒ Ｃ － ５ 等 の
ヒ ト 線 維 芽 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 で 用 い る の に 好 適 な 細 胞 株 に は 、 Jurkat、 Ｈ ９ 、 Ｃ
Ｅ Ｍ 、 Ｅ Ｌ ４ の 各 Ｔ 細 胞 、 ヒ ト Ｈ Ａ １ ． ７ や マ ウ ス Ｄ １ ０ 細 胞 等 の 長 期 Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン 、
Ｄ Ｏ １ １ ． １ ０ 細 胞 等 の Ｔ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 Ｕ ９ ３ ７ や Ｔ Ｈ Ｐ １ 細 胞 等 の マ ク ロ フ ァ
ー ジ 様 細 胞 、 Raji、 Ａ ２ ０ 及 び Ｍ １ 細 胞 な ど の Ｅ Ｂ Ｖ 形 質 転 換 細 胞 等 の Ｂ 細 胞 株 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ ） は 、 多 様 な 手 法 で 単 離 ・ 精 製 す る こ と が で き 、 か か る 手 法 と し て は 、 例
え ば Ｄ Ｃ 細 胞 を 抹 消 血 か ら 直 接 精 製 す る も の 、 Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ で 処 理 し て 抹 消 血 に 動 員 し た
後 に Ｃ Ｄ ３ ４ + 前 駆 細 胞 か ら 作 出 す る も の 、 或 い は 骨 髄 か ら 直 接 作 出 す る も の が あ る 。 抹
消 血 か ら 作 出 す る 場 合 は 、 接 着 性 前 駆 体 を Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ／ Ｉ Ｌ － ４ 混 合 物 （ Inaba et al
） で 処 理 す る こ と が で き 、 又 は 骨 髄 か ら 作 出 す る 場 合 は 、 非 接 着 性 Ｃ Ｄ ３ ４ + 細 胞 を Ｇ Ｍ
－ Ｃ Ｓ Ｆ と Ｔ Ｎ Ｆ － α で 処 理 す る こ と が で き る （ Caux et al） 。 Ｄ Ｃ は ま た 、 Sallusto a
nd Lanzavecchia J Exp Med (1994) 179(4) 1109-18 の 方 法 に そ の ま ま 習 い 、 精 製 末 梢 血
単 核 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 用 い て 接 着 性 Ｔ 細 胞 を Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ と Ｉ Ｌ － ４ で ２ 時 間 処 理 す る こ
と に よ り 、 ヒ ト ボ ラ ン テ ィ ア の 末 梢 血 か ら ル ー テ ィ ン で 調 製 で き る 。 必 要 に 応 じ て 、 磁 気
ビ ー ズ を 用 い て Ｃ Ｄ １ ９ + Ｂ 細 胞 及 び Ｃ Ｄ ３ + Ｔ 細 胞 、 Ｃ Ｄ ２ + Ｔ 細 胞 を 上 記 か ら 除 去 し て
も よ い （ Coffin et al） 。 培 養 条 件 と し て は 、 維 持 の た め に Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ や Ｉ Ｌ － ４ 等 の
他 の サ イ ト カ イ ン が 、 及 び ／ 又 は 樹 状 細 胞 や 他 の 抗 原 提 示 細 胞 の 活 性 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
本 発 明 に 用 い る Ｔ 細 胞 及 び Ｂ 細 胞 は 、 リ ン パ 腫 又 は 白 血 病 細 胞 株 等 の 細 胞 株 、 Ｔ 細 胞 ハ イ
ブ リ ド ー マ や Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 得 る こ と が 好 ま し い が 、 免 疫 系 疾 患 の 患 者 若 し く
は 移 植 手 術 の 被 移 植 者 か ら 、 又 は 関 係 の あ る 若 し く は 無 関 係 の ド ナ ー 個 体 か ら 単 離 し て も
よ い 。 Ｔ 細 胞 及 び Ｂ 細 胞 は 、 血 液 若 し く は 他 の 材 料 （ リ ン パ 節 、 脾 臓 又 は 骨 髄 な ど ） か ら
得 て も よ く 、 標 準 的 な 手 法 に よ り 増 強 若 し く は 精 製 し て よ い 。 或 い は 、 全 血 液 を 使 用 し て
も よ く 、 白 血 球 を 増 強 し た 血 液 若 し く は Ｔ 細 胞 の 材 料 と し て の 精 製 白 血 球 や 、 他 の 細 胞 型
を 用 い て も よ い 。 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 （ Ｃ Ｄ ４ + ） を 使 用 す る こ と が 特 に 好 ま し い 。 或 い は 、
Ｃ Ｄ ８ + Ｔ 細 胞 等 の 他 の Ｔ 細 胞 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
本 発 明 で 用 い る 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 上 述 の 免 疫 系 細 胞 と 接 触 さ せ る 。 そ の 後 の 段 階 で 、
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 誘 起 さ れ る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 調 節 を 検 出 す る 。 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝
達 に お け る 調 節 を 検 出 す る ア ッ セ イ に つ い て 以 下 に 説 明 す る 。 こ れ ら ア ッ セ イ の 多 く は 、
「 標 的 遺 伝 子 」 の 発 現 を 観 察 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

本 発 明 で 用 い る 標 的 遺 伝 子 は 内 因 性 標 的 遺 伝 子 （ す な わ ち ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 内 因
性 標 的 遺 伝 子 ） 又 は 合 成 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の い ず れ で も よ い 。
【 ０ ２ ４ １ 】

ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 内 因 性 標 的 遺 伝 子 に は Deltex、 Ｈ ｅ ｓ フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 （ 特 に
Ｈ ｅ ｓ － １ ） 、 Splitの エ ン ハ ン サ ー ［ Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） ］ 複 合 体 遺 伝 子 、 Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｃ Ｄ
－ ２ ３ 、 Ｄ ｌ ｘ － １ 、 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ 、 Ｃ Ｄ － ４ 、 Ｄ ｌ ｌ － １ 、 Numb、 Mastermind、 Ｄ ｓ ｈ が
含 ま れ る 。 ノ ッ チ 活 性 化 に よ り 発 現 が 調 節 さ れ る 遺 伝 子 は 全 て 本 発 明 の 目 的 に 用 い ら れ る
が 、 好 ま し い 内 因 性 標 的 遺 伝 子 と し て は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
細 胞 内 結 合 タ ン パ ク 質 の Deltexは 、 図 １ に 示 す よ う に そ の 相 互 作 用 部 位 を 離 れ る 際 に Ｓ ｕ
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（ Ｈ ） を ノ ッ チ の 細 胞 内 尾 部 と 置 き 換 え る 。 Deltexは 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー を も つ 細 胞 質 タ ン パ
ク 質 で あ る （ Artavanis-Tsakonas; Osborne） 。 Deltexは ノ ッ チ の 細 胞 内 ド メ イ ン に お け
る ア ン キ リ ン 反 復 と 相 互 作 用 を 行 う 。 Deltexが Ｇ ｒ ｂ ２ と の 相 互 作 用 に よ り Ｒ ａ ｓ － Ｊ Ｎ
Ｋ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 調 節 し 、 ノ ッ チ 経 路 活 性 化 を 促 進 す る こ と が 研 究 の 結 果 示 さ れ て い
る （ Matsuno） 。 Deltexは ま た Ｓ ｕ （ Ｈ ） が ノ ッ チ 細 胞 内 尾 部 と 結 合 す る こ と を 阻 止 す る
結 合 タ ン パ ク 質 と し て も 作 用 す る 。 従 っ て Ｓ ｕ （ Ｈ ） は 核 内 へ と 放 出 さ れ 、 核 内 に お い て
転 写 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 作 用 す る 。 脊 椎 動 物 の Ｂ 細 胞 系 に お い て Ｓ ｕ （ Ｈ ） ホ モ ロ グ の
Ｃ Ｂ Ｆ １ よ り む し ろ Deltexの 方 が Ｅ ４ ７ 機 能 を 阻 止 す る こ と に 関 与 し て い る こ と が 近 年 の
研 究 結 果 か ら 示 唆 さ れ て い る （ Ordentlich） 。 ポ ジ テ ィ ブ フ ィ ー ド バ ッ ク ル ー プ に お い て
ノ ッ チ が 活 性 化 さ れ る 結 果 、 Deltexの 発 現 が ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 ヒ ト Deltex（ Ｄ
Ｔ Ｘ １ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 は 、 GenBank Accession No. Ａ Ｆ ０ ５ ３ ７ ０ ０ に 登 録 さ れ て い る
。
【 ０ ２ ４ ３ 】
Ｈ ｅ ｓ － １ （ Split-1の Humpエ ン ハ ン サ ー ） （ Takebayashi） は 基 本 的 な へ リ ッ ク ス － ル ー
プ － へ リ ッ ク ス 構 造 を 有 す る 転 写 因 子 で あ る 。 Ｈ ｅ ｓ － １ は Ｃ Ｄ ４ サ イ レ ン サ ー に お け る
重 要 な 機 能 部 位 に 結 合 し 、 Ｃ Ｄ ４ 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る 。 従 っ て Ｈ ｅ ｓ － １ は Ｔ 細 胞 の 運
命 決 定 に 深 く 関 与 し て い る 。 Ｈ ｅ ｓ フ ァ ミ リ ー の 他 の 遺 伝 子 に は 、 Ｈ ｅ ｓ － ５ （ Splitホ
モ ロ グ の 哺 乳 類 エ ン ハ ン サ ー ） と Ｈ ｅ ｓ － ３ が 含 ま れ 、 Ｈ ｅ ｓ － ５ の 発 現 も ま た ノ ッ チ 活
性 化 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 。 Ｈ ｅ ｓ － １ の 発 現 は ノ ッ チ が 活 性 化 さ れ る こ
と に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 。 ヒ ト  Ｈ ｅ ｓ － １ の 配 列 は GenBankに 登 録 番 号 Ａ Ｋ ０
０ ０ ４ １ ５ 及 び Ａ Ｆ ２ ６ ４ ７ ８ ５ と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） 遺 伝 子 複 合 体 ［ Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） － Ｃ ］ （ Leimeister） に は ７ 種 の 遺 伝 子 が 含 ま
れ る が 、 そ の う ち Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） と Grouchoだ け が 変 異 体 と な っ た と き に 目 に 見 え る 表 現 型
を 示 す 。 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） は 、 そ の Split変 異 を 増 強 す る 能 力 か ら 命 名 さ れ 、 Splitは ノ ッ チ の
別 名 で あ る 。 実 際 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） － Ｃ 遺 伝 子 は 、 achaete－ scute複 合 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る
こ と に よ り デ ル タ を 抑 制 す る 。 Ｅ （ ｓ ｐ ｌ ） の 発 現 は 、 ノ ッ チ が 活 性 化 す る 結 果 と し て ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
Ｉ Ｌ － １ ０ （ イ ン タ ー ロ イ キ ン － １ ０ ） は 、 Ｔ ｈ ２ ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 が 産 生 す る 因 子 で あ る
。 Ｉ Ｌ － １ ０ は 、 マ ス ト 細 胞 増 殖 に お け る コ レ ギ ュ レ ー タ ー で あ り 、 Epstein-Barr bcrfi
遺 伝 子 と 高 い 相 同 性 を 示 す 。 Ｉ Ｌ － １ ０ が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に と っ て 直 接 的 な ダ ウ
ン ス ト リ ー ム 標 的 で あ る か 否 か は 明 ら か で な い が 、 そ の 発 現 は ノ ッ チ の 活 性 化 に 伴 っ て 著
し く ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る こ と が 見 い 出 さ れ て い る 。 Ｉ Ｌ － １ ０ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 は 、
GenBankに Ｇ Ｉ １ ０ ４ １ ８ １ ２ と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
Ｃ Ｄ ２ ３ は 、 ヒ ト 白 血 球 分 化 抗 原 Ｃ Ｄ ２ ３ （ Ｆ Ｃ Ｅ ２ ） の こ と で あ り 、 Ｂ 細 胞 の 活 性 化 及
び 増 殖 に と っ て 肝 要 な 分 子 で あ る 。 Ｃ Ｄ ２ ３ は Ｉ ｇ Ｅ に 対 し 、 低 親 和 性 受 容 体 で あ る 。 ま
た 、 切 断 化 分 子 が 分 泌 さ れ て 潜 在 的 な 分 裂 成 長 因 子 と し て 機 能 す る 。 Ｃ Ｄ ２ ３ の 配 列 は 、
GenBankに Ｇ Ｉ １ ７ ８ ３ ３ ４ ４ と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
Ｄ ｌ ｘ － １ （ distalless－ １ ） （ McGuiness） の 発 現 は ノ ッ チ 活 性 化 に 伴 い ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー ト さ れ る 。 Ｄ ｌ ｘ 遺 伝 子 の 配 列 は 、 GenBankに Ｕ ５ １ ０ ０ ０ － ３ と し て 登 録 さ れ て い
る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ （ 細 胞 毒 性 Ｔ リ ン パ 球 活 性 化 タ ン パ ク 質 ４ ） は Ｔ 細 胞 表 面 で 見 い 出 さ れ る 補 助
分 子 で あ り 、 ア レ ル ゲ ン 吸 入 後 に お け る 気 道 で の 炎 症 性 細 胞 の 動 員 や Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の 分
化 に 関 与 し て い る 。 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に は 、 Ｃ Ｂ Ｆ １ 応
答 エ レ メ ン ト が あ り 、 そ の 発 現 は ノ ッ チ 活 性 化 に よ っ て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る 。 Ｃ Ｔ Ｌ
Ａ ４ の 配 列 は GenBankに Ｌ １ ５ ０ ０ ６ と し て 登 録 さ れ て い る 。
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【 ０ ２ ４ ９ 】
Ｃ Ｄ ４ の 発 現 は ノ ッ チ 活 性 化 に 伴 い 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 。 Ｃ Ｄ ４ 抗 原 の 配 列 は 、 Ge
nBankに Ｘ Ｍ ０ ０ ６ ９ ６ ６ と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
上 記 以 外 に 有 用 な 標 的 遺 伝 子 に は 、 下 記 に 列 挙 す る ア ネ ル ギ ー 会 合 性 遺 伝 子 が 含 ま れ る （
GenBank登 録 番 号 を 付 記 す る ） 。
Ｇ Ｒ Ｇ ４ （ groucho関 連 タ ン パ ク 質 － Ｕ ６ １ ３ ６ ３ ） 、 Ikaros（ Ｌ ０ ３ ５ ４ ７ ） 、 Jumonji
（ Ｄ ３ １ ９ ６ ７ ） 、 Caspase 3（ Ｕ ５ ４ ８ ０ ３ ） 、 Ｓ Ｏ Ｃ Ｓ ２ （ Ｕ ８ ８ ３ ２ ７ ） 、 Ｔ ｒ ａ
ｆ ５ （ Ｄ ７ ８ １ ４ １ ） 、 Ｒ Ｐ Ｔ Ｐ σ （ Sigma－ Ｄ ２ ８ ５ ３ ０ ） 、 Ｒ Ｐ Ｔ Ｐ κ （ Kappa－ Ｌ １
０ １ ０ ６ ） 、 Ｐ Ｔ Ｐ － １ Ｂ （ Ｕ ２ ４ ７ ０ ０ ） 、 Ａ Ｇ Ｋ α （ Ａ Ａ ０ ６ ６ ０ ３ ２ ） 、 Ｌ Ｄ Ｈ Ａ
α （ Ｙ ０ ０ ３ ０ ９ ） 、 Ｐ ｇ ａ ｍ １ （ ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 ム タ ー ゼ － Ａ Ａ １ ６ １ ７ ９ ９ ） 、
Ｇ Ｂ Ｐ － ３ （ グ ア ニ ル 酸 結 合 タ ン パ ク 質 ３ － Ｕ ４ ４ ７ ３ １ ） 、 Ｒ Ｇ Ｓ － ２ （ Ｇ タ ン パ ク 質
シ グ ナ ル 伝 達 レ ギ ュ レ ー タ ー ２ － Ｕ ６ ７ １ ８ ７ ） 、 Ｒ ａ ｂ １ ０ （ Ａ Ａ １ １ ９ １ ９ ４ ） 、 Ｃ
Ｄ ９ ８ （ Ｕ ２ ５ ７ ０ ８ ） 、 ４ － １ Ｂ Ｂ － Ｌ （ Ｌ １ ５ ４ ３ ５ ） 、 Ｆ ａ ｓ Ｌ （ Ｕ ０ ６ ９ ４ ８ ）
、 Ｈ ｉ ｆ － １ （ 低 酸 素 症 誘 導 因 子 １ － Ａ Ｆ ０ ０ ３ ６ ９ ５ ） 、 Ｓ Ａ Ｔ Ｂ １ （ 核 マ ト リ ッ ク ス
接 着 性 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質 － Ｕ ０ ５ ２ ５ ２ ） 、 Ｅ ｌ ｆ － １ （ Ｕ １ ９ ６ １ ７ ） 、 Ｎ Ｆ Ｉ Ｌ
３ （ Ｕ ８ ３ １ ４ ８ ） 、 Ｒ Ｎ Ｆ １ ９ （ Ｇ Ｅ Ｇ － １ ５ ４ と も 呼 ば れ る － Ｘ ７ １ ６ ４ ２ ） 、 Ｍ ｌ
ｐ （ Markcks様 タ ン パ ク 質 － Ａ Ａ ２ ４ ５ ２ ４ ２ ） 、 Ｌ ａ ｄ ／ Ｔ Ｓ Ａ ｄ （ p56lck会 合 性 ア ダ
プ タ ー タ ン パ ク 質 － Ｅ Ｔ ６ ２ ４ １ ９ ） 、 Ｚ Ａ Ｐ － ７ ０ （ Ｕ ０ ４ ３ ７ ９ ） 、 Serpin 1b（ Ａ
Ａ １ ２ ５ ３ １ ０ ） 、 シ ト ス タ チ ン Ｃ （ Ｍ ５ ９ ４ ７ ０ ） 、 グ ル タ ミ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （
Ｘ ５ ７ ０ ２ ４ ） 、 Ｃ Ｄ ３ エ プ シ ロ ン （ Ｊ ０ ２ ９ ９ ０ ） 、 カ チ オ ン 依 存 性 マ ン ノ ー ス － ６ －
リ ン 酸 受 容 体 （ Ｘ ６ ４ ０ ６ ８ ） 、 γ － ア ミ ノ 酪 酸 受 容 体 会 合 タ ン パ ク 質 様 タ ン パ ク 質 １ （
Ｚ ３ １ １ ３ ７ ） 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー 様 タ ン パ ク 質 （ Ｄ ８ ８ ３ １ ５ ） 、 Ｍ
Ｃ Ｓ Ｆ （ Ｍ ２ １ ９ ５ ２ ） 、 カ ル シ ク リ ン （ Ｍ ３ ７ ７ ６ １ ） 、 ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ ２ ａ （ Ｚ
３ １ ２ ０ ２ ） 及 び Ｏ ｓ ｐ ９ ４ （ 浸 透 圧 ス ト レ ス タ ン パ ク 質 ９ ４ － Ｕ ２ ３ ９ ２ １ ） 。
標 的 ／ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が Ｉ Ｌ － ２ 又 は Ｎ Ｆ Ａ Ｔ で は な い こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ １ 】

本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 標 的 遺 伝 子 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で あ る 。 好 適 実 施 態 様 に お い
て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 感 受 性 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 又 は 応 答 エ レ メ
ン ト （ １ 又 は ２ 以 上 ） の 転 写 制 御 下 に あ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ 法 に は 種 々 多 様 な レ ポ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る が （ ス ク リ ー ニ ン グ
法 同 様 に ） 、 都 合 よ く 検 出 可 能 な （ 例 え ば 分 光 法 に よ り ） シ グ ナ ル を 発 す る も の が 好 ま し
い 。 例 を 挙 げ る と 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 吸 光 性 を 変 化 さ せ る 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 を コ ー
ド す る も の で も よ い 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
他 の 手 法 に は 、 酵 素 免 疫 吸 着 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 放 射 免 疫 測 定 法 （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 蛍 光 活
性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） な ど が あ る 。 互 い に 干 渉 し な い ２ つ の エ ピ ト ー プ に 反
応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 2部 位 （ two-site） に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 基
づ く 免 疫 測 定 法 を 利 用 し て も よ い 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 、 或 い は 他 の ア ッ セ イ 法 に 関 す る
記 載 は 種 々 の 文 献 に み ら れ る が 、 中 で も Hampton R et al (1990, Serological Methods, 
A Laboratory Manual, APS Press, St Paul MN) 及 び Maddox DE et al (1983) J Exp Med
 15(8): 121-1 に よ く 収 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
当 技 術 分 野 の 専 門 家 で あ れ ば 、 特 異 的 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の ア イ デ ン テ ィ テ ィ ー は 、 当 然 種
々 に 異 な る こ と を 認 識 し て い る 。 当 技 術 分 野 で こ れ ま で 使 用 さ れ て き た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
に は 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｃ Ａ Ｔ ） 遺 伝 子 、 グ リ ー ン 蛍
光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ ｌ ｕ ｃ ） 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 イ ン ベ ル
タ ー ゼ （ invertase） 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 エ キ
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ソ グ ル カ ナ ー ゼ （ exo-glucanase） 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が
含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 或 い は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 放 射 標 識 、 又
は Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ラ ン タ ン ナ イ ド ホ ス ホ ル （ lanthanide phosphor） 、 グ リ ー ン
蛍 光 融 合 タ ン パ ク 質 等 の 蛍 光 標 識 を 有 し て い て も よ い （ Stauber et alを 参 照 ） 。 或 い は
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ ア 配 列 、 二 次 抗 体 の 結 合 部 位 、 金 属 結 合 ド メ イ
ン 又 は エ ピ ト ー プ タ グ の よ う に 二 次 レ ポ ー タ ー に よ っ て 認 識 さ れ 得 る 規 定 の ポ リ ペ プ チ ド
エ ピ ト ー プ を 有 し て い て も よ い 。 当 技 術 分 野 の 専 門 家 で あ れ ば 、 本 発 明 で 開 示 す る 方 法 に
用 い る 特 異 的 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ １ 若 し く は 複 数 ） に は 色 々 な 種 類 が あ り 、 ま た 採 用 す る
個 々 の モ デ ル 系 に よ っ て も 異 な る の で 、 本 発 明 で 開 示 す る 方 法 は 何 ら 特 定 の レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 （ １ 若 し く は 複 数 ） に 限 定 さ れ る も の で は な い こ と は 十 分 理 解 す る と こ ろ で あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
さ ら に 例 を 挙 げ る と 、 Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ)、 Promega (Madison,WI)、 US
 Biochemical Corp (Cleveland, OH) 等 、 数 多 く の 企 業 が ア ッ セ イ 用 と し て キ ッ ト や プ ロ
ト コ ー ル を 市 販 し て い る 。 好 適 な レ ポ ー タ ー 分 子 又 は 標 識 と し て は 、 基 質 、 補 因 子 、 阻 害
剤 、 磁 気 ビ ー ズ な ど と 同 様 に 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 又 は 発 色 剤 が 含 ま
れ る 。 こ の よ う な 標 識 の 使 用 に つ い て は 、 米 国 特 許 Ａ ３ ８ １ ７ ８ ３ ７ 号 、 同 Ａ ３ ８ ５ ０ ７
５ ２ 号 、 同 Ａ ３ ９ ３ ９ ３ ５ ０ 号 、 同 Ａ ３ ９ ９ ６ ３ ４ ５ 号 、 同 Ａ ４ ２ ７ ７ ４ ３ ７ 号 、 同 Ａ ４
２ ７ ５ １ ４ ９ 号 、 同 Ａ ４ ３ ６ ６ ２ ４ １ 号 な ど に 教 示 が あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
本 発 明 の 方 法 に 用 い る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 敏 感 な プ ロ モ ー タ ー 領
域 及 び ／ 又 は 応 答 エ レ メ ン ト の 内 少 な く と も １ つ の 転 写 制 御 下 に あ る 。 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝
達 に 敏 感 な プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ／ 又 は 応 答 エ レ メ ン ト に は 、 Ｈ Ｅ Ｓ プ ロ モ ー タ ー 、 Delt
exプ ロ モ ー タ ー 、 ノ ッ チ プ ロ モ ー タ ー 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド プ ロ モ ー タ ー 、 Ｉ Ｌ － １ ０ プ ロ モ
ー タ ー 等 、 内 因 性 ノ ッ チ 標 的 遺 伝 子 の 調 節 エ レ メ ン ト が 含 ま れ る 。 本 発 明 に 用 い る 調 節 エ
レ メ ン ト に は ま た 、 単 一 の 又 は 複 数 の Ｃ Ｂ Ｆ １ 部 位 、 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ プ ロ モ ー タ ー 及 び Ａ Ｉ Ｒ
Ｅ プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る 。 か か る 調 節 エ レ メ ン ト は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 活 性 化
に よ り レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 が 増 加 す る よ う に 配 置 す る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
当 技 術 分 野 で 公 知 の 手 法 に よ り 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の １ 若 し く は ２ 以 上 の 複 製 を 宿 主 細 胞
に 挿 入 し て も よ い 。 本 発 明 に お い て 「 宿 主 細 胞 」 な る 用 語 は 、 本 発 明 に お け る 作 用 因 子 の
標 的 を 有 す る こ と が で き る 細 胞 を 全 て 含 む も の で あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 原 核 細 胞 、 又
は 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 哺 乳 類 細 胞 等 の 真 核 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 宿 主 細 胞 が 上 述 の 免
疫 系 細 胞 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 形 質 転 換 、 電 気 泳 動 等 の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 を 用 い る
こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 好 適 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 動 物 に 投 与 す る 場 合 は 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
、 ア デ ノ ウ イ ル ス 等 の 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 感 染 、 核 酸 の 直 接 注 入 、 或 い は 遺 伝
子 銃 を 用 い た 形 質 転 換 な ど い く つ か の 方 法 が 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
本 発 明 で は 、 宿 主 細 胞 は 哺 乳 類 細 胞 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ま た ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 内
に お い て 細 胞 膜 上 で 発 現 さ せ る か 、 或 い は 適 切 な リ ー ダ ー 配 列 に 先 導 さ れ る の で あ れ ば 培
養 培 地 中 に 分 泌 さ せ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
標 的 遺 伝 子 （ 内 因 性 で あ れ 、 合 成 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で あ れ ） の 発 現 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝
達 単 独 に 、 又 は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 と １ 若 し く は ２ 以 上 の さ ら な る 刺 激 シ グ ナ ル と の 組 合
せ に 依 存 す る 。
【 ０ ２ ６ １ 】

本 発 明 で 使 用 す る 標 的 遺 伝 子 （ 内 因 性 又 は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ） の 発 現 又 は 抑 制 は ノ ッ チ シ
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グ ナ ル 伝 達 に 依 存 す る 。 好 適 実 施 態 様 で は 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 若 し く は 抑 制 は さ ら に 、 補
助 シ グ ナ ル （ 又 は 「 共 刺 激 」 ） の 存 在 下 又 は 不 在 下 で 、 免 疫 細 胞 に 特 異 的 な 第 ２ 刺 激 に 依
存 す る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
実 施 態 様 の １ つ に お い て 第 ２ 刺 激 は 、 免 疫 細 胞 受 容 体 の 活 性 化 に よ り 生 じ る 。 免 疫 細 胞 受
容 体 に は 、 例 え ば Ｔ 細 胞 受 容 体 （ Ｔ Ｃ Ｒ ） 、 Ｂ 細 胞 受 容 体 （ Ｂ Ｃ Ｒ ） 、 ト ー ル 様 受 容 体 （
Ｔ Ｌ Ｒ ） な ど が あ る 。 Ｔ Ｃ Ｒ 又 は Ｂ Ｃ Ｒ シ グ ナ ル を 誘 発 す る 能 力 を 有 す る 分 子 と し て は 、
上 記 各 受 容 体 に 対 す る 特 異 的 抗 原 、 Ｔ Ｓ Ｓ １ 、 Ｓ Ｅ Ａ 、 Ｓ Ｅ Ｂ 、 Ｓ Ｅ Ｃ 、 Ｓ Ｅ Ｄ 、 Ｓ Ｅ Ｅ
等 の ス ー パ ー 抗 原 や 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ） 2 断 片 、 フ ァ ー ジ 提 示 ペ プ チ ド 、 Ｓ ｃ Ｆ Ｖ 等 の
Ｔ Ｃ Ｒ α β 鎖 に 対 す る 抗 体 や 、 ζ 及 び ε 鎖 を 含 む Ｃ Ｄ ３ タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 や 、 抗 Ｃ
Ｄ ２ ８ 抗 体 や 、 抗 Ｂ Ｃ Ｒ 抗 体 や 、 Ｌ Ｐ Ｓ 及 び 他 の 細 菌 産 物 や 、 Ｆ ｃ 受 容 体 、 補 体 受 容 体 、
マ ン ノ ー ス 受 容 体 、 他 の ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 等 の 食 作 用 に 関 与 す る 細 胞 受 容 体 や 、 Ｃ Ｄ
３ ６ 及 び α ｖ β ５ 等 の ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し た 細 胞 の 浄 化 に 関 与 す る 受 容 体 や 、 Ｄ Ｅ Ｃ ２
０ ５ 及 び Ｄ Ｃ － light等 の 樹 状 細 胞 受 容 体 や 、 Ｐ Ｍ Ａ 、 イ オ ノ マ イ シ ン 、 キ ナ ー ゼ 阻 害 剤
等 の Ｔ Ｃ Ｒ 及 び ／ 又 は Ｂ Ｃ Ｒ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 活 性 剤 が 列 挙 さ れ る 。 こ れ ら の 分 子 は 単
独 で 又 は 併 用 し て 使 用 し て よ く 、 抗 原 提 示 細 胞 上 に 提 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
本 発 明 の 実 施 態 様 の １ つ に お い て 、 以 下 の 工 程 か ら な る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 モ ジ ュ レ ー タ
ー の 検 出 法 を 提 供 す る 。
（ ａ ） 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 し 、
（ ｂ ） 上 記 細 胞 を 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 接 触 さ せ 、
（ ｃ ） ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 し 、 （ 工 程 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） は ど の 順 番 で 行 っ て
も よ い ） 、 ま た
（ ｄ ） 上 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 し て い る か ど う か を 測 定 す る
。
【 ０ ２ ６ ４ 】
上 記 ア ク チ ベ ー タ ー は 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 又 は 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 よ り 詳
細 に 述 べ る と Ｔ 細 胞 活 性 化 に は 、 細 胞 表 面 の Ｔ Ｃ Ｒ ／ Ｃ Ｄ ３ 複 合 体 に 端 を 発 す る 複 数 の 細
胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 イ ベ ン ト が 含 ま れ る 。 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 に よ り Ｔ Ｃ Ｒ ／ Ｃ Ｄ ３ 複 合 体 が 交 差
結 合 す る と Ｔ 細 胞 の 活 性 化 が 誘 導 さ れ 、 そ の 結 果 、 Ｉ Ｌ － ２ 等 の サ イ ト カ イ ン が 産 生 さ れ
る 。 Ｉ Ｌ － ２ は 、 そ の 高 親 和 性 受 容 体 に 結 合 し て 細 胞 増 殖 を 促 進 す る 。 さ ら に 、 Ｃ Ｄ ２ ８
等 の 共 刺 激 表 面 分 子 は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 に 補 助 シ グ ナ ル を も た ら し 、 例 え ば 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 と
結 合 し た 場 合 に Ｉ Ｌ － ２ 産 生 を 増 強 す る 。 Ｃ Ｄ ２ ８ は 、 Ｔ 細 胞 表 面 で 発 現 す る 抗 原 で あ り
、 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に も 関 与 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
免 疫 細 胞 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 補 助 又 は 共 刺 激 シ グ ナ ル に は 、 Ｂ ７ ． １ － Ｃ Ｄ ８ ０
、 Ｂ ７ ． ２ － Ｃ Ｄ ８ ６ 、 Ｂ ７ Ｈ １ 、 Ｂ ７ Ｈ ２ 、 Ｂ ７ Ｈ ３ 、 Ｂ ７ Ｒ Ｐ １ 、 Ｂ ７ Ｒ Ｐ ２ 等 の Ｂ
７ タ ン パ ク 質 、 Ｃ Ｔ Ｌ Ａ ４ 、 Ｉ Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ２ ４ 、 Ｃ Ｄ ２ ７ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ 、 Ｃ Ｄ ３
０ 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 、 Ｃ Ｄ ３ ８ 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｃ Ｄ ４ ４ 、 Ｃ Ｄ ４ ５ 、 Ｃ Ｄ ４ ９ 、 Ｃ Ｄ ６ ９ 、 Ｃ Ｄ ７
０ 、 Ｃ Ｄ ９ ５ （ Ｆ ａ ｓ ） 、 Ｃ Ｄ １ ３ ４ 、 Ｃ Ｄ １ ３ ４ Ｌ 、 Ｃ Ｄ １ ５ ３ 、 Ｃ Ｄ １ ５ ４ 、 ４ － １
Ｂ Ｂ 、 ４ － １ Ｂ Ｂ － Ｌ 、 Ｌ Ｆ Ａ － １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ３ 、 Ｏ Ｘ
４ ０ 、 Ｏ Ｘ ４ ０ Ｌ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｎ Ｃ Ｅ ／ Ｒ Ａ Ｎ Ｋ リ ガ ン ド 、 Ｆ ａ ｓ リ ガ ン ド 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス II
、 Ｄ Ｅ Ｃ ２ ０ ５ － Ｃ Ｄ ２ ０ ５ 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ４ － ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｃ Ｄ ２ ０
６ （ マ ン ノ ー ス 受 容 体 ） 、 Ｔ Ｌ Ｒ １ ～ ９ 等 の ト ー ル 様 受 容 体 （ Ｔ Ｌ Ｒ ） 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ７ （ La
ngerin） 、 Ｃ Ｄ ２ ０ ９ （ Ｄ Ｃ － Ｓ Ｉ Ｇ Ｎ ） 、 Ｆ Ｃ γ 受 容 体 ２ （ Ｃ Ｄ ３ ２ ） 、 Ｃ Ｄ ６ ４ （ Ｆ
Ｃ γ 受 容 体 １ ） 、 Ｃ Ｄ ６ ８ 、 Ｃ Ｄ ８ ３ 、 Ｃ Ｄ ３ ３ 、 Ｃ Ｄ ５ ４ 、 Ｂ Ｄ Ｃ Ａ － ２ 、 Ｂ Ｄ Ｃ Ａ －
３ 、 Ｂ Ｄ Ｃ Ａ － ４ 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 サ イ ト カ イ ン 、 増 殖 因 子 、 増 殖 因 子 受 容 体 ア ゴ ニ
ス ト 、 並 び に こ れ ら の 変 異 体 、 誘 導 体 、 ア ナ ロ グ 及 び そ れ ら の 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
実 施 態 様 の １ つ に お い て 第 ２ 刺 激 は 共 刺 激 で あ る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現

10

20

30

40

50

(48) JP 2004-537314 A 2004.12.16



は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 、 免 疫 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 及 び 共 刺 激 と い う ３ 種 類 の 異 な る 刺 激 に
依 存 し て い る 。 こ れ ら の 刺 激 に つ い て は 上 述 し た 。 こ れ ら の シ グ ナ ル は 全 て 同 時 に 、 或 い
は 決 め ら れ た 間 隔 を お い て （ 数 時 間 ず ら し て 、 或 い は 数 日 間 ず ら し て も よ い ） 伝 達 し て も
よ い 。 シ グ ナ ル は 実 質 的 に 同 時 に 伝 達 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ６ ７ 】

免 疫 細 胞 の 活 性 化 は 、 当 業 者 に 公 知 の 好 適 な 方 法 で あ れ ば い ず れ の 方 法 で 観 察 し て も よ い
。 例 え ば 細 胞 毒 性 活 性 を 観 察 す る 方 法 が あ る 。 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 に お い て は
、 活 性 化 後 ４ 時 間 以 内 に 細 胞 毒 性 活 性 が 増 強 さ れ る 。 か か る 細 胞 毒 性 活 性 は １ ８ 時 間 後 に
最 大 と な る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
一 旦 活 性 化 さ れ た 白 血 球 は 、 新 た に 種 々 の 細 胞 表 面 抗 原 を 発 現 さ せ る 。 例 え ば Ｎ Ｋ 細 胞 は
活 性 化 後 に 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 受 容 体 Ｈ Ｌ Ａ － Ｄ Ｒ 及 び Ｃ Ｄ ２ ５ Ｉ Ｌ － ２ 受 容 体 を 発 現 さ
せ る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 抗 原 の 発 現 を 観 察 す る こ と に よ り 活 性 化 の ア ッ セ イ を 行 う こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
Hara et al.の 「 ヒ ト Ｔ 細 胞 活 性 化 ： III,１ ２ － ０ － ホ ル ボ ー ル － １ ３ － 酢 酸 テ ト ラ デ カ
ノ イ ル に よ る リ ン 酸 化 ２ ８ ｋ Ｄ ／ ３ ２ ｋ Ｄ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 早 期 活 性 化 抗 原 （ Ｅ Ａ － １ ）
の 迅 速 な 誘 導 、 マ イ ト ジ ェ ン 及 び 抗 原 (Human T-cell Activation: III, Rapid Induction
 of a Phosphorylated 28kD/32kD Disulfidelinked Early Activation Antigen (EA-1) b
y 12-0-tetradecanoyl Phorbol-13-Acetate, Mitogens and Antigens)」 （ J. Exp. Med.,
 164: 1988 (1986)） 、 及 び  Cosulich et al.の 「 Ｔ 細 胞 活 性 化 初 期 に 関 与 す る 抗 原 （ Ｍ
Ｌ Ｒ ３ ） の 機 能 の 特 徴 化 (Functional Characterization of an Antigen (MLR3) Involved
 in an Early Step of T-Cell Activation)」 （ PNAS, 84: 4205 (1987)） は 、 活 性 化 後 ま
も な く Ｔ 細 胞 上 で 発 現 さ れ る 細 胞 表 面 抗 原 に つ い て 説 明 し て い る 。 こ れ ら の 抗 原 Ｅ Ａ － １
及 び Ｍ Ｌ Ｒ ３ は 、 そ れ ぞ れ ２ ８ ｋ Ｄ 及 び ３ ２ ｋ Ｄ の 主 要 構 成 要 素 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 で
あ る 。 Ｅ Ａ － １ と Ｍ Ｌ Ｒ ３ は Ｈ Ｌ Ａ ク ラ ス II抗 原 で は な く 、 Ｍ Ｌ Ｒ ３ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は Ｉ Ｌ － １ と の 結 合 を 阻 止 す る 。 こ れ ら の 抗 原 は 、 活 性 化 後 １ ８ 時 間 以 内 に 活 性 化 Ｔ 細 胞
上 に 出 現 し 、 ４ ８ 時 間 後 に お い て も 依 然 と し て 出 現 が 継 続 し て い る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
上 記 の 抗 原 は 、 白 血 球 の 活 性 化 を 検 出 す る 上 で も 有 用 で あ る 。 白 血 球 活 性 化 は さ ら に 、 欧
州 特 許 第 ３ ２ ５ ４ ８ ９ 号 （ 参 考 の た め 本 明 細 書 に 添 付 ） の 記 載 に 従 っ て 観 察 し て も よ い 。
こ の 方 法 の 概 略 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． Ｈ Ｂ － ９ ６ ２ ７ と 命 名 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に よ っ
て 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 認 識 す る 細 胞 抗 原 と 相 互 作 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ 「 抗 Ｌ ｅ ｕ ２ ３ 抗 体 」 ） を 用 い る 方 法 で あ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
抗 Ｌ ｅ ｕ ２ ３ 抗 体 は 、 活 性 化 さ れ 、 か つ 抗 原 で 刺 激 さ れ た 白 血 球 の 細 胞 表 面 抗 原 を 認 識 す
る 。 Ｌ ｅ ｕ ２ ３ 抗 原 は 、 活 性 化 後 ４ 時 間 以 内 に 活 性 化 Ｎ Ｋ 細 胞 上 で 発 現 し 、 活 性 化 か ら ７
２ 時 間 経 過 し て も な お 発 現 が 継 続 し て い る 。 Ｌ ｅ ｕ ２ ３ は 、 Ｎ － 結 合 型 糖 鎖 を 少 な く と も
２ つ 有 し 、 ２ ４ ｋ Ｄ の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら な る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 二 量 体 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
Ｎ Ｋ 細 胞 上 に お け る Ｌ ｅ ｕ ２ ３ の 出 現 が 、 細 胞 毒 性 の 発 生 と 相 関 し て い る こ と 、 ま た 数 種
の Ｔ 細 胞 上 に お け る Ｌ ｅ ｕ ２ ３ の 出 現 が 、 Ｔ 細 胞 抗 原 受 容 体 複 合 体 の 刺 激 と 相 関 し て い る
こ と か ら 、 抗 Ｌ ｅ ｕ ２ ３ 抗 体 は 白 血 球 に お け る 活 性 や 刺 激 を 観 察 す る 上 で 有 用 で あ る 。
免 疫 細 胞 の 活 性 を 観 察 す る 方 法 の 詳 細 に つ い て は さ ら に 、 'The Natural Killer Cell' Le
wis C. E. and J. O'D. McGee 1992. Oxford University Press; Trinchieri G. 'Biolog
y of Natural Killer Cells' Adv. Immunol. 1989 vol 47 pp187-376; 'Cytokines of th
e Immune Response' Chapter 7 in "Handbook of Immune Response Genes". Mak T. W. a
nd J. J. L. Simard 1998 に 記 載 さ れ て お り 、 参 考 の た め 本 明 細 書 に 添 付 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
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免 疫 細 胞 は 、 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル 伝 達 因 子 （ イ オ ノ マ イ シ ン 等 の カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア
な ど ） 及 び ／ 又 は ホ ル ボ ー ル ミ リ ス タ ー ト ア セ タ ー ト （ Ｐ Ｍ Ａ ） 等 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ
（ 例 ； プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 又 は Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ ） ア ク チ ベ ー タ ー で 活 性 化 さ れ る こ と が
好 適 で あ る 。 或 い は 、 例 え ば フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｐ Ｈ Ａ ） 等 の レ ク チ ン も ま た Ｔ 細 胞
の 活 性 化 に 用 い ら れ る （ Nowell, P. C. (1990) Cancer Res. 20: 462-466） 。 或 い は 例 え
ば 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 、 抗 Ｔ 細 胞 受 容 体 抗 体 （ 抗 Ｔ Ｃ Ｒ 抗 体 ） 及 び ／ 又 は 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 等 の
抗 体 も 用 い ら れ る 。 Ｂ 細 胞 抗 原 Ｂ ７ の 共 活 性 化 ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 な ど の Ｃ Ｄ ２
８ リ ガ ン ド も 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
イ オ ノ マ イ シ ン 等 の カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア を ア ク チ ベ ー タ ー と し て 用 い る 場 合 、 約 ５ μ
ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 、 好 ま し く は 約 １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 、 好 ま し く は 約 ２ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 未
満 、 好 ま し く は 約 ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 、 好 ま し く は 約 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 未 満 の 濃 度 で 用
い る 。 従 っ て 濃 度 は 、 例 え ば 約 ０ ． ０ １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ～ 約 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 、 好 ま し く は
約 ０ ． １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ～ 約 １ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 好 適 に は 約 ０ ． １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ～ 約 ２ ５ ０ ｎ
ｇ ／ ｍ ｌ 、 好 ま し く は 約 １ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ～ 約 ２ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 に あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
イ オ ノ マ イ シ ン 等 の カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア を ア ク チ ベ ー タ ー と し て 用 い る 場 合 、 約 １ ０
μ Ｍ 未 満 、 好 ま し く は 約 ５ μ Ｍ 未 満 、 好 ま し く は 約 ２ μ Ｍ 未 満 、 好 ま し く は 約 ０ ． ５ μ Ｍ
未 満 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ μ Ｍ 未 満 の 濃 度 で 用 い る 。 約 ０ ． ０ ０ １ ～ １ ０ μ Ｍ 、 例 え ば 約
０ ． ０ １ ～ ０ ． ５ μ Ｍ の 範 囲 で イ オ ノ フ ォ ア を 用 い る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ア ク チ ベ ー タ ー は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア に 加 え て 、 或 い は カ ル シ
ウ ム イ オ ノ フ ォ ア に 代 え て 細 胞 活 性 化 に 用 い る こ と が で き る 。 キ ナ ー ゼ ア ク チ ベ ー タ ー は
、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ ア ク チ ベ ー タ ー （ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ Ｋ Ｋ 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ Ｋ 、 Ｍ Ａ Ｐ Ｋ の 各 フ ァ ミ リ ー
に お け る １ 若 し く は ２ 以 上 の メ ン バ ー 、 及 び そ れ ら の 会 合 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 例 ； p38、 Ｅ
ｒ ｋ 及 び Ｊ ｎ ｋ 経 路 の ア ク チ ベ ー タ ー ） ） 、 又 は プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ ア ク チ ベ ー タ ー （
例 え ば Ｐ Ｍ Ａ 又 は Ｔ Ｐ Ａ に 対 す る ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル ） で あ る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を 用 い る 場 合 、 約 ５ ０ ｎ Ｍ 未 満 、 好 ま し く は 約 ２ ０ ｎ Ｍ 未 満 、 好 ま し
く は 約 １ ０ ｎ Ｍ 未 満 、 好 ま し く は 約 １ ｎ Ｍ 未 満 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ ｎ Ｍ 未 満 の 濃 度 で 用
い る 。 例 え ば 約 ０ ． ０ ０ １ ～ １ ０ ｎ Ｍ 、 例 え ば 約 ０ ． ０ １ ～ ０ ． ５ ｎ Ｍ の 範 囲 で イ オ ノ フ
ォ ア を 用 い る こ と が 好 適 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
免 疫 細 胞 は 、 ノ ッ チ 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 の レ ベ ル が 、 少 な く と も ３ ０ ％ の 最 適 レ ベ ル 、
好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ の 最 適 レ ベ ル 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ の 最 適 レ ベ ル 、
好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 最 適 レ ベ ル 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ の 最 適 レ ベ ル 、
好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の 最 適 レ ベ ル を 示 す よ う に 活 性 化 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 「
最 適 」 と は 、 用 い る 系 に お け る 応 答 （ 例 え ば レ ポ ー タ ー の 顕 現 に よ っ て 測 定 す る ） を 最 大
化 す る 活 性 レ ベ ル を 意 味 す る 。 ｘ ％ の 最 適 と は 、 用 い る 系 に お け る 最 適 応 答 の う ち 少 な く
と も ｘ ％ を も た ら す 活 性 レ ベ ル を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
最 適 な 免 疫 細 胞 活 性 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が 望 ま し い 場 合 も あ る が （ 例 え ば
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の イ ン ヒ ビ タ ー を よ り 簡 便 に 同 定 す る た め ） 、 そ れ 以 外 の 場 合 に お い
て は 、 準 最 適 な 免 疫 細 胞 活 性 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が 望 ま し い （ 例 え ば ノ ッ
チ シ グ ナ ル 伝 達 の ア ク チ ベ ー タ ー を よ り 簡 便 に 同 定 す る た め ） 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
同 様 に ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 に つ い て 、 最 適 な ノ ッ チ 活 性 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ を 行
う こ と が 望 ま し い 場 合 も あ る が （ 例 え ば ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の イ ン ヒ ビ タ ー を よ り 簡 便 に
同 定 す る た め ） 、 そ れ 以 外 の 場 合 に お い て は 、 準 最 適 な ノ ッ チ 活 性 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン
グ を 行 う こ と が 望 ま し い （ 例 え ば ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の ア ク チ ベ ー タ ー を よ り 簡 便 に 同 定
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す る た め ） 。
【 ０ ２ ８ １ 】
ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 化 は 、 ノ ッ チ 又 は 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 が 少 な く と も ３ ０ ％ の 最 適 レ
ベ ル 、 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ の 最 適 レ ベ ル 、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ の 最 適 レ
ベ ル 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の 最 適 レ ベ ル 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ の 最 適 レ
ベ ル 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の 最 適 レ ベ ル を 示 す よ う な 活 性 化 が 好 ま し い 。 「 最 適
」 と は 、 用 い る 系 に お け る 応 答 （ 例 え ば レ ポ ー タ ー の 顕 現 に よ っ て 測 定 す る ） を 最 大 化 す
る 活 性 レ ベ ル を 意 味 す る 。 ｘ ％ の 最 適 と は 、 用 い る 系 に お け る 最 適 応 答 の う ち 少 な く と も
ｘ ％ を も た ら す 活 性 レ ベ ル を 意 味 す る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】

ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 は 、 種 々 の 方 法 に よ り 免 疫 細 胞 に お い て 活 性 化 さ れ る 。 例 え ば 免 疫 細
胞 が 既 に ノ ッ チ を 発 現 し て い て も よ く 、 そ の 場 合 、 例 え ば ノ ッ チ リ ガ ン ド 若 し く は そ の 活
性 部 分 に よ っ て ノ ッ チ を 活 性 化 す る こ と に よ り ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 が 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
免 疫 細 胞 が 自 然 に ノ ッ チ を 発 現 す る こ と が な い 場 合 、 或 い は 発 現 （ 従 っ て シ グ ナ ル も ） を
亢 進 さ せ た い 場 合 、 か か る 免 疫 細 胞 に ノ ッ チ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ま た 例 え ば ノ ッ チ リ
ガ ン ド 又 は そ の 活 性 部 分 に よ っ て ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 活 性 化 す る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
或 い は 、 構 成 的 に 活 性 な ノ ッ チ の 剪 断 形 態 を 免 疫 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 そ の 場 合
、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 樹 立 す る た め に ノ ッ チ リ ガ ン ド 等 に よ る 活 性 化 は 必 要 で は な い 。
こ の よ う な 剪 断 型 ノ ッ チ は 例 え ば 参 考 文 献 と し て 添 付 し た Lu et al, PNAS Vol 93, pp566
3-5667 (May 1996)か ら も 知 ら れ て い る 。 こ の 文 献 に は 細 胞 外 ド メ イ ン が 欠 失 し た 剪 断 型
ノ ッ チ に つ い て の 記 載 が あ る （ Ｎ １ （ δ Ｅ Ｃ ） ） 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
或 い は 、 ノ ッ チ 細 胞 内 ド メ イ ン （ NotchIC） 又 は そ の 活 性 部 分 を 発 現 さ せ る 発 現 ベ ク タ ー
を 免 疫 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て も よ く 、 そ れ に よ り 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 樹 立 す る
た め の ノ ッ チ リ ガ ン ド な ど に よ る 活 性 化 は や は り 不 要 と な る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】

こ こ に 用 い る 「 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 」 な る 用 語 に は 、 免 疫 系 細 胞 を 活 性 化 す る シ グ ナ ル 伝 達
経 路 が 含 ま れ 、 か か る 免 疫 系 細 胞 と し て は 白 血 球 が 好 ま し く 、 リ ン パ 球 が よ り 好 ま し く 、
Ｔ 細 胞 が よ り 好 ま し い 。 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 、 Ｂ 細 胞 受 容 体 又 は ト ー ル 様
受 容 体 の 活 性 化 に よ っ て 活 性 化 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 と 関 連 し て い る こ と が 好 ま し い 。
免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 複 合 体 の 活 性 化 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 細 胞 内 シ グ ナ ル
伝 達 経 路 の い ず れ か に 関 連 し て い る こ と が 好 ま し く 、 こ こ で 複 合 体 と い う 用 語 は 、 共 刺 激
シ グ ナ ル を 発 生 す る 膜 タ ン パ ク 質 と 並 び Ｔ 細 胞 受 容 体 及 び Ｃ Ｄ ３ 分 子 の 両 方 の タ ン パ ク 質
鎖 を も 包 含 す る 。 こ れ ら の 免 疫 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 は 、 膜 受 容 体 複 合 体 の 構 成 因 子 に 対 す る
生 理 学 的 若 し く は 遺 伝 子 工 学 的 に 操 作 さ れ た リ ガ ン ド や 、 他 に も 細 胞 質 及 び ／ 又 は 核 と い
っ た 細 胞 内 で 作 用 す る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 タ ン パ ク 質 の ア ク チ ベ ー タ ー に よ っ て 活 性 化 さ れ
る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
リ ン パ 球 の 活 性 化 は 、 抗 原 ／ Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 や 受 容 体 構 成 因 子 に 対 す る 抗 体 に よ っ て リ ン パ
球 の 抗 原 受 容 体 が ク ラ ス タ ー 化 さ れ る こ と に よ り 刺 激 さ れ る （ 一 般 論 と し て は 例 え ば 、 Im
munobiology (4 t h  Edition, 1999） , Janeway, Travers, Walport and Capra, Elsevier 
Science出 版 を 参 照 )。
【 ０ ２ ８ ８ 】
シ グ ナ ル 伝 達 は 、 受 容 体 複 合 体 と 会 合 す る タ ン パ ク 質 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ が 活 性 化 さ れ る こ
と に よ り 開 始 さ れ る 。 受 容 体 の ク ラ ス タ ー 化 に よ り 酵 素 同 士 が 、 ま た 酵 素 と 受 容 体 構 成 因
子 と が 極 め て 接 近 し 、 上 記 キ ナ ー ゼ と 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 鎖 の 細 胞 質 尾 部 と の 双 方 に お け
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る チ ロ シ ン 残 基 の リ ン 酸 化 を も た ら す 。 こ れ ら の リ ン 酸 化 イ ベ ン ト は 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 関
与 す る 他 の タ ン パ ク 質 の た め の 、 ま た 酵 素 作 用 の 活 性 化 の た め の 相 互 作 用 部 位 を も た ら す
の に 寄 与 し て い る 。 チ ロ シ ン 残 基 か ら ホ ス ホ 基 を 取 り 除 く チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ も ま た
活 性 化 イ ベ ン ト と 活 性 化 の 程 度 を 調 節 す る こ と の 双 方 に 関 与 し て い る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
ｓ ｒ ｃ フ ァ ミ リ ー の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ は 、 上 記 の 受 容 体 が 仲 介 す る 活 性 化 に 関 与 す る 最 初
の キ ナ ー ゼ 類 を 代 表 す る も の で あ る 。 Ｔ 細 胞 に お い て は ｌ ｃ ｋ 及 び ｆ ｙ ｎ が 主 要 な 開 始 機
能 を 有 し 、 Ｚ Ａ Ｐ － ７ ０ 等 、 他 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 活 性 化 に 寄 与 す る 。 同 様 に Ｂ 細 胞 で
は ｆ ｙ ｎ 、 ｂ ｌ ｋ 及 び ｌ ｙ ｎ が 同 様 の 機 能 を 果 た し て キ ナ ー ゼ Ｓ ｙ ｋ を 活 性 化 す る 。 Ｔ 細
胞 受 容 体 複 合 体 （ Ｃ Ｄ ３ ） 又 は Ｂ 細 胞 受 容 体 複 合 体 （ Ｉ ｇ α ／ Ｉ ｇ β ） の 受 容 体 シ グ ナ ル
伝 達 鎖 は 、 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ ｓ （ immunoreceptor tyrosine-based activation motifs； 免 疫 受 容
体 チ ロ シ ン を 基 礎 と す る 活 性 化 モ チ ー フ ） と 呼 ば れ る 配 列 を 有 す る チ ロ シ ン に お い て チ ロ
シ ン リ ン 酸 化 さ れ る 。 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ は 、 Ｙ Ｘ Ｘ [Ｌ /Ｖ ]Ｘ 7 - 1 1 Ｙ Ｘ Ｘ [Ｌ /Ｖ ]と い う 標 準 配 列 を
有 し 、 Ｙ は チ ロ シ ン 、 Ｌ は ロ イ シ ン 、 Ｖ は バ リ ン で あ り 、 Ｘ は ど の ア ミ ノ 酸 を 示 す も の で
も よ い 。 こ れ ら の Ｉ Ｔ Ａ Ｍ ｓ は 、 Ｓ Ｈ ２ ホ ス ホ － チ ロ シ ン 結 合 ド メ イ ン を 介 し て 結 合 す る
他 の シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 に お い て 「 ド ッ キ ン グ 部 位 」 と し て 機 能 す る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
数 種 の 異 な る ク ラ ス の タ ン パ ク 質 が 、 上 述 の 活 性 化 受 容 体 に 動 員 さ れ る 。 ホ ス フ ォ リ パ ー
ゼ ｃ γ （ Ｐ Ｌ Ｃ γ ） が 動 員 さ れ 、 活 性 化 さ れ て イ ノ シ ト ー ル ト リ ホ ス フ ァ ー ト （ Ｉ Ｐ 3 ）
と ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （ Ｄ Ａ Ｇ ） と い う ２ 種 類 の 主 要 シ グ ナ ル 伝 達 メ デ ィ エ ー タ ー が 産
生 さ れ る 。 Ｉ Ｐ 3 に よ っ て 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン （ Ｃ ａ + + ） が 細 胞 内 の 貯 蔵 部 分 か ら 細 胞 質
へ と 放 出 さ れ 、 そ の 結 果 、 膜 に お け る カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル が 開 き 、 よ り 多 く の Ｃ ａ + + が 細
胞 内 へ と 流 れ 込 む 。 核 へ の シ グ ナ ル 伝 達 に 協 働 し て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 遺 伝 子 転 写 イ ベ
ン ト を 調 節 す る カ ル モ ジ ュ リ ン 及 び カ ル シ ノ イ リ ン を 含 む 多 数 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク
質 が 、 カ ル シ ウ ム 流 入 に よ り 活 性 化 さ れ 、 特 に 転 写 因 子 の Ｎ Ｆ Ａ Ｔ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー が
活 性 化 さ れ る 。 Ｄ Ａ Ｇ は 、 セ リ ン ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ ｃ （ Ｐ Ｋ Ｃ ）
フ ァ ミ リ ー に お け る 種 々 の メ ン バ ー （ そ の い く つ か は Ｃ ａ + + に よ っ て も 活 性 化 さ れ る ） の
活 性 化 に 関 与 す る 。 Ｐ Ｋ Ｃ は 、 種 々 の シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド に お い て 別 の タ ン パ ク 質 を
多 数 リ ン 酸 化 し 、 特 に 転 写 因 子 の Ｎ Ｆ κ Ｂ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 活 性 化 に よ り 、 や は り 核
へ の シ グ ナ ル 伝 達 を 促 進 す る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
小 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 タ ン パ ク 質 （ “ 小 Ｇ タ ン パ ク 質 ” ） も ま た チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ に よ っ て 活 性 化
さ れ る 受 容 体 か ら の シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し て い る 。 最 も よ く 知 ら れ て い る の が Ｒ ａ ｓ で あ
る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
上 記 小 Ｇ タ ン パ ク 質 Ｒ ａ ｓ は 、 Ｇ Ｔ Ｐ に 結 合 す る か 、 或 い は Ｇ Ｄ Ｐ に 結 合 す る か と い う ２
種 類 の 状 態 で 存 在 し て い る 。 Ｒ ａ ｓ の Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 型 は 、 こ の タ ン パ ク 質 の 活 性 型 で あ り 、
Ｇ Ｄ Ｐ 結 合 型 は 不 活 型 で あ る 。 Ｒ ａ ｓ 自 体 も Ｇ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ 活 性 を も っ て い る た め 、 リ ン 酸
を 除 去 し 、 Ｒ ａ ｓ を 不 活 型 に 転 化 す る こ と が で き る 。 小 Ｇ タ ン パ ク 質 は 通 常 、 不 活 型 で 見
い 出 さ れ 、 そ の 活 性 化 に は Ｇ Ｄ Ｐ の Ｇ Ｔ Ｐ へ の 交 換 を 促 す グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 子
（ Ｇ Ｅ Ｆ ） が 必 要 で あ る 。 リ ン パ 球 で は 、 Ｉ Ｔ Ａ Ｍ ｓ に 動 員 さ れ た ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質
に よ っ て 、 Ｒ ａ ｓ 、 及 び Ｒ ａ ｃ 等 の 他 の 小 Ｇ タ ン パ ク 質 が 、 活 性 化 さ れ た 受 容 体 に 動 員 さ
れ る 。 Ｇ Ｅ Ｆ ｓ も ま た 上 記 ア ダ プ タ ー に 結 合 し 、 こ れ ら Ｇ タ ン パ ク 質 の 活 性 化 に 寄 与 す る
。
【 ０ ２ ９ ３ 】
リ ン パ 球 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 と し て は 多 数 列 挙 で き る 。 Ｔ 細 胞
に 関 し て 主 要 な ２ 例 が Ｌ Ａ Ｔ 及 び Ｓ ｌ ｐ － ７ ６ で あ る 。 チ ロ シ ン リ ン 酸 化 に よ っ て 活 性 化
さ れ る Ｌ Ａ Ｔ は 、 膜 の 脂 質 ラ フ ト に 局 在 し 、 Ｇ ｒ ｂ ２ 、 Ｓ Ｏ Ｓ 、 Ｒ ａ ｓ 等 の 多 数 か つ 種 々
の ア ダ プ タ ー ・ シ グ ナ ル 伝 達 分 子 に 直 接 又 は 間 接 に 結 合 す る 。 Ｂ 細 胞 に お い て は Ｂ Ｌ Ｎ Ｋ
が 同 様 の ア ダ プ タ ー 機 能 を 有 す る 。 や は り Ｇ タ ン パ ク 質 活 性 を も ち 、 Ｖ ａ ｖ と 呼 ば れ る 別
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の ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 は Ｂ 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
Ｒ ａ ｓ 等 の 活 性 化 Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ド （
Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 経 路 ） と し て 知 ら れ る タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ド 数 種 の 活 性 化 に 関 与
し て い る 。 こ れ ら の カ ス ケ ー ド は 種 々 の 転 写 因 子 の リ ン 酸 化 及 び 活 性 化 を も た ら し 、 そ の
結 果 、 シ グ ナ ル を 送 達 し て 核 内 に お け る 遺 伝 子 発 現 イ ベ ン ト を 導 く 。 例 え ば 、 ｆ ｏ ｓ 及 び
ｊ ｕ ｎ の メ ン バ ー の ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ る 転 写 因 子 の Ａ Ｐ － １ フ ァ ミ リ ー は 、 上 記 Ｍ Ａ Ｐ
キ ナ ー ゼ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 重 要 な 標 的 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド は 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ キ ナ ー ゼ （ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ
Ｋ Ｋ ） と 呼 ば れ る カ ス ケ ー ド 上 の １ 番 目 の キ ナ ー ゼ に お け る 作 用 を 介 し て 活 性 化 さ れ た 小
Ｇ タ ン パ ク 質 に よ っ て 活 性 化 さ れ る と 一 般 的 に 説 明 さ れ る 。 同 様 に し て 次 に Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー
ゼ キ ナ ー ゼ （ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ Ｋ ） が リ ン 酸 化 及 び 活 性 化 さ れ 、 次 い で 単 一 ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 離
し た チ ロ シ ン と ト レ オ ニ ン の ２ つ の 部 位 で 作 用 が 生 じ 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ （ Ｍ Ａ Ｐ Ｋ ） タ ン
パ ク 質 が リ ン 酸 化 及 び 活 性 化 さ れ る 。 ２ 部 位 で リ ン 酸 化 し た Ｍ Ａ Ｐ Ｋ は い ず れ も 酵 素 的 に
活 性 と な り 、 核 へ の 移 行 が 可 能 と な り 、 核 に お い て 転 写 因 子 を リ ン 酸 化 す る 。 こ れ ま で に
３ 種 類 の 主 要 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ド が 定 義 さ れ て お り 、 そ れ ら は 全 て リ ン パ 球 に お い
て 活 性 で あ り 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ で あ る Ｅ ｒ ｋ （ 特 に リ ン パ 球 に お け る Ｅ ｒ ｋ １ 及 び Ｅ ｒ ｋ
２ ） 、 ｐ ３ ８ 及 び Ｊ ｎ ｋ （ 特 に リ ン パ 球 に お け る Ｊ Ｎ Ｋ １ 及 び Ｊ Ｎ Ｋ ２ ） の 活 性 化 を も た
ら す 。 Ｅ ｒ ｋ １ 及 び Ｅ ｒ ｋ ２ の ア ク チ ベ ー タ ー は Ｍ ｅ ｋ １ 及 び Ｍ ｅ ｋ ２ と 呼 ば れ る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
種 々 の 共 受 容 体 は 、 抗 原 － 受 容 体 に 仲 介 さ れ る リ ン パ 球 活 性 化 の 増 強 や 調 節 に 役 割 を 担 っ
て い る 。 Ｔ 細 胞 に お い て は Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ４ 、 Ｃ Ｄ ８ 及 び Ｃ Ｄ ４ ５ 、 Ｂ 細 胞 に お い て は Ｃ Ｄ
１ ９ 、 Ｃ Ｄ ２ １ 及 び Ｃ Ｄ ８ １ が 例 示 さ れ る 。 ま た さ ら に 、 共 刺 激 分 子 も ま た 免 疫 シ グ ナ ル
伝 達 の 増 強 や 修 飾 に 機 能 を 果 た す 。 例 え ば Ｃ Ｄ ２ ８ 、 Ｃ Ｄ ４ ０ 、 Ｏ Ｘ ４ ０ な ど は 、 細 胞 応
答 性 の 質 及 び 量 の 両 方 を 測 定 す る 上 で 役 立 つ キ ー シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 分 子 は ま た 、 リ ン パ 球 抗 原 受 容 体 ／ 共 受 容 体 複 合 体 か ら 拡 散 す る シ グ ナ ル に よ っ て
統 合 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 活 性 化 し 、 小 Ｇ タ ン パ ク 質 仲 介 カ ス ケ ー ド だ け で な く チ ロ
シ ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ 及 び セ リ ン ／ ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ を 有 す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
種 々 の サ イ ト カ イ ン （ 例 ： Ｉ Ｌ － ２ 、 Ｉ Ｌ － ４ 、 Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｉ Ｆ Ｎ ｇ 、 Ｉ Ｌ － １ ５ 等 ）
も ま た リ ン パ 球 の 応 答 性 を 調 節 す る 上 で 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン
に 対 す る 受 容 体 は 、 他 の 経 路 の 中 で も Janusキ ナ ー ゼ （ Ｊ Ａ Ｋ Ｓ ） と 呼 ば れ 、 受 容 体 に よ
っ て 活 性 化 さ れ る キ ナ ー ゼ を 含 む シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 用 い る 。 Ｊ Ａ Ｋ Ｓ に は 、 Ｊ Ａ Ｋ １ 、
２ 、 ３ 及 び Ｔ ｙ ｋ ２ が 含 ま れ る 。 こ れ ら は 、 シ グ ナ ル ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー ・ 転 写 ア ク チ ベ
ー タ ー （ Ｓ Ｔ Ａ Ｔ Ｓ ） と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー を リ ン 酸 化 す る 。 か か る リ ン 酸 化
に よ り 、 Ｓ Ｔ Ａ Ｔ Ｓ の ホ モ ダ イ マ ー 化 及 び へ テ ロ ダ イ マ ー 化 が 、 Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ホ ス フ ォ チ ロ シ
ン モ チ ー フ に 結 合 す る Ｓ Ｔ Ａ Ｔ Ｓ 自 身 の Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン に よ っ て 促 進 さ れ る 。 上 記 ダ イ マ
ー は そ の 後 核 へ と 移 行 し 、 核 に お い て 種 々 の サ イ ト カ イ ン 反 応 性 遺 伝 子 を 活 性 化 す る 。 か
か る 活 性 化 経 路 は Ｓ Ｏ Ｃ Ｓ タ ン パ ク 質 （ 例 ； Ｓ Ｏ Ｃ Ｓ １ 、 ２ 及 び ３ ） と 呼 ば れ る 阻 害 タ ン
パ ク 質 集 団 に よ っ て 調 節 さ れ る 。 種 々 の サ イ ト カ イ ン が 種 々 の Ｓ Ｔ Ａ Ｔ Ｓ を 活 性 化 す る 。
例 え ば 、 Ｉ Ｌ － ４ 受 容 体 は Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ６ を 活 性 化 し 、 Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ６ は Ｃ Ｄ ２ ３ 等 の Ｉ Ｌ － ４ 反
応 性 遺 伝 子 を 活 性 化 す る 機 能 を も つ 。 Ｉ Ｌ － １ ２ は 、 Ｉ Ｆ Ｎ γ 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 役 割
を 有 す る Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ４ を 活 性 化 す る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
種 々 の シ グ ナ ル の 統 合 及 び そ れ ら の 相 対 的 強 度 が 、 転 写 反 応 の 特 徴 、 遺 伝 子 ／ タ ン パ ク 質
発 現 プ ロ フ ィ ー ル 、 キ ネ テ ィ ッ ク ス を 決 定 し 、 ま た 、 そ れ ら が 細 胞 に お け る 反 応 性 の 全 体
と し て の 特 長 を 決 定 す る 。 例 え ば Ｔ 細 胞 で は 、 上 記 統 合 及 び 強 度 が 、 エ フ ェ ク タ ー Ｔ 細 胞
及 び 記 憶 Ｔ 細 胞 の 反 応 発 生 、 種 々 の サ イ ト カ イ ン プ ロ フ ィ ー ル や 他 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 に
影 響 し 、 或 い は 不 応 答 性 又 は ア ネ ル ギ ー 状 態 に Ｔ 細 胞 を 誘 導 す る 。 別 型 の Ｔ 細 胞 も ま た 、
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そ れ ら の 異 な る 潜 在 反 応 状 態 に 対 し て 異 な る 量 的 及 び 質 的 要 件 を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
Ａ Ｐ Ｃ ｓ に お い て は 異 な る 受 容 体 が 、 Ａ Ｐ Ｃ の 活 性 化 及 び 機 能 を 調 節 す る シ グ ナ ル を 伝 達
す る こ と も で き る 。 例 え ば 病 理 材 料 に 結 合 さ せ た Ｆ ｃ 受 容 体 、 ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 及 び
ト ー ル 様 受 容 体 （ Ｔ Ｌ Ｒ ｓ ） は 、 リ ン パ 球 が 病 原 体 を 排 除 す る た め に 最 有 効 な 反 応 を 示 せ
る よ う に 、 リ ン パ 球 に 正 し い シ グ ナ ル を 伝 達 す る こ と を 促 す 反 応 を Ａ Ｐ Ｃ に 誘 導 す る シ グ
ナ ル を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 点 に 関 し て は Ｔ Ｌ Ｒ ｓ が 特 に 重 要 で あ る 。 Ｔ Ｌ Ｒ ｓ
（ 例 ； Ｔ Ｌ Ｒ １ 、 Ｔ Ｌ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ な ど ） は 、 異 な る 分 子 集 団 （ 病 原 体 由 来 の こ と が 多
い 。 例 ； Ｌ Ｐ Ｓ 、 ウ イ ル ス 性 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｃ ｐ Ｇ モ チ ー フ ） が 結 合 す る こ と に よ り 活 性 化 さ れ
る 。 そ の 結 果 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ と 呼 ば れ る ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 が Ｔ Ｌ Ｒ の 細 胞 質 尾 部 に 結 合
し 、 さ ら に そ の 結 果 、 キ ナ ー ゼ カ ス ケ ー ド の 活 性 化 が も た ら さ れ 、 転 写 因 子 （ 特 に Ｎ Ｆ κ
Ｂ フ ァ ミ リ ー ） の 活 性 化 に 至 る 。 然 る 後 に 上 記 の 現 象 は 、 リ ン パ 球 、 特 に Ｔ 細 胞 （ 例 ； Ｂ
７ フ ァ ミ リ ー の 表 面 タ ン パ ク 質 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 等 の サ イ ト カ イ ン な ど ） の 活 性 化 と 分 化 を 促
進 す る 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 調 節 機 能 を 示 す 。
【 ０ ３ ０ ０ 】

１ 若 し く は ２ 以 上 の 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 観 察 す る ア ッ セ イ 、 及 び ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に お
け る 調 節 を 検 出 す る 他 の 方 法 に つ い て 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
本 発 明 は 、 化 合 物 の ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 調 節 能 を 調 べ る ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る セ ル ベ ー
ス ア ッ セ イ （ cell-based assay） を 提 供 す る こ と を 好 ま し く す る 。 一 実 施 態 様 に お い て 本
発 明 は 、 以 下 の 工 程 か ら な る ア ッ セ イ を 提 供 す る 。
（ ａ ） 免 疫 細 胞 培 養 物 を 提 供 し ；
（ ｂ ） 上 記 細 胞 に 任 意 に レ ポ ー タ ー 構 築 物 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し ；
（ ｃ ） 上 記 細 胞 に 任 意 に ノ ッ チ 遺 伝 子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し ；
（ ｄ ） 上 記 細 胞 を １ 若 し く は ２ 以 上 の 試 験 化 合 物 に 暴 露 し ； 及 び
（ ｅ ） 試 験 化 合 物 に 暴 露 し た 細 胞 と 、 未 暴 露 の 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 違 い を
測 定 す る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 免 疫 系 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に 対 す る 候 補 調 節 因 子 に よ
る 阻 害 又 は 増 強 の い ず れ か を 検 出 す る よ う に 設 定 さ れ て い る 。 そ の 方 法 は 、 必 要 に 応 じ て
合 成 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で 形 質 転 換 や ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン な ど を 行 っ た 免 疫 系 細 胞 を 、 適
切 な 緩 衝 液 中 で 十 分 量 の 候 補 調 節 因 子 と 混 合 し 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 観 察 す る と い う も
の で あ る 。 調 節 因 子 と し て は 、 小 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 又 は 上 述 し た よ う に 他 の リ ガ
ン ド で も よ い 。 標 準 的 な ア ッ セ イ 技 術 及 び 適 切 な 対 照 を 用 い る こ と に よ り 、 標 的 遺 伝 子 （
こ れ に つ い て も 上 述 し た ） の 活 性 量 を 各 試 験 化 合 物 に つ い て 測 定 す る 。 検 出 し た シ グ ナ ル
を 基 準 シ グ ナ ル と 比 較 し 、 基 準 シ グ ナ ル か ら み て 何 ら か の 調 節 が 生 じ て い れ ば そ れ を 測 定
す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
本 ア ッ セ イ は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル を 救 済 す る 能 力 を も つ 化 合 物 を 同 定 す る た め 、 ノ ッ チ シ グ
ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 既 知 の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 存 在 下 に お い て 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
種 々 多 様 な 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 法 の い ず れ か を 用 い て 、 免 疫 系 細 胞 に お け る ノ ッ チ シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 の 調 節 能 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 際 に 、 好 適 標 的 （ ア ミ ノ 酸 配 列 及 び ／ 又 は
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 な ど ） の １ 若 し く は ２ 以 上 を 使 用 し て よ い 。 そ の よ う な 試 験 に 供 す る 標
的 は 、 溶 液 中 で 遊 離 の 状 態 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ せ た 状 態 、 細 胞 表 面 に 担 持 さ れ て い る 状
態 、 又 は 細 胞 内 に 局 在 す る 状 態 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 セ ル ベ ー
ス ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 多 数 の 作 用 因 子 を 試 験 す る ス ク リ ー ニ ン グ 法 で あ る 。 特 徴 の １ つ と
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し て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 Geysen（ 欧 州 特 許 第 ０ １ ３ ８ ８ ５ ５ 号 、 １ ９ ８ ４ 年 ９ 月 １ ３
日 発 行 ） に 記 載 の 方 法 に 基 づ い た も の で も よ い 。 概 略 を 述 べ る と 、 多 数 の 異 な る 小 ペ プ チ
ド 候 補 調 節 因 子 を 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ン 又 は 他 の 物 の 表 面 な ど の 固 体 基 質 上 で 合 成 す る 。 こ
れ ら の ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 を 好 適 な 標 的 又 は そ の 断 片 と 反 応 さ せ 、 洗 浄 す る 。 そ の 後 、 当
技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 適 切 に 実 施 す る な ど し て 、 結 合 し た 物 質 を 検 出 す る 。 精 製 し た 標
的 も ま た 、 プ レ ー ト に 直 接 コ ー テ ィ ン グ し て 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 用 い る こ と が で き る
。 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ （ Ｈ Ｔ Ｓ ； 高 処 理 能 力 ス ク リ ー ニ ン グ ） に 用 い る プ レ
ー ト は 、 マ ル チ ウ エ ル プ レ ー ト で あ り 、 １ プ レ ー ト あ た り ９ ６ 個 、 ３ ８ ４ 個 、 若 し く は ３
８ ４ 個 を 超 え る ウ エ ル が あ る こ と が 好 ま し い 。 細 胞 は 「 ロ ー ン （ lawn） 」 と し て 播 種 で き
る 。 或 い は 、 非 中 和 抗 体 を 使 用 し て ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 す る こ と が で
き る 。 合 成 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 上 述 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ は ま
た 、 有 機 候 補 調 節 因 子 の 同 定 に も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
本 発 明 は ま た 、 標 的 へ の 結 合 能 を 有 す る 中 和 抗 体 が 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 際 に 、 か か る
結 合 に 関 し て 試 験 化 合 物 と 競 合 す る と い う 競 合 的 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 使 用 も 意
図 す る も の で あ る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
本 発 明 に よ る ア ッ セ イ 方 法 は 定 量 ア ッ セ イ に お け る と 同 様 に 、 試 験 化 合 物 の 小 規 模 及 び 大
規 模 い ず れ の ス ク リ ー ニ ン グ に も 適 し て い る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
種 々 の 核 酸 ア ッ セ イ も ま た 知 ら れ て い る 。 公 知 の 、 又 は 後 に 開 示 さ れ て い る 従 来 法 で あ れ
ば ど れ を 採 用 し て も よ い 。 好 適 な 核 酸 ア ッ セ イ と し て は 以 下 に 説 明 す る 増 幅 法 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ プ ロ テ ク シ ョ ン 法 、 ブ ロ ッ ト 法 、 分 光 分 析 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
ア ッ セ イ 、 遺 伝 子 チ ッ プ ア レ イ 法 、 ま た こ れ ら 以 外 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 な ど が 列
挙 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
標 的 遺 伝 子 の 存 在 、 増 幅 、 及 び ／ 又 は 発 現 は 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い 、 例 え ば
、 従 来 式 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 量 を 測 定 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 分 析 ） 、 又 は イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に よ り 試 料 か ら 直 接 測 定 さ れ る 。 当 技 術 分 野 の 専 門 家 で あ れ ば 、 所 望 す る 場 合
、 こ れ ら の 方 法 に 如 何 な る 変 更 を 加 え れ ば よ い か を 容 易 に 構 想 で き る 。
【 ０ ３ １ １ 】
分 析 を 行 う た め に 試 料 か ら 核 酸 を 作 製 す る に は 、 通 常 核 酸 増 幅 を 行 う こ と が 必 要 と な る 。
多 く の 増 幅 法 が 、 酵 素 鎖 反 応 （ ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 、 リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 、 又 は 自 己 維 持 的 配
列 複 製 ） 、 又 は ベ ク タ ー 自 身 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ベ ク タ ー の 全 体 又 は 部 分 の 複 製 に 依 存
し て い る 。 本 発 明 に お け る 増 幅 法 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 に 例 示 さ れ る 指 数 関 数 的 増 幅 で
あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ３ １ ２ 】
多 く の 標 的 及 び シ グ ナ ル 増 幅 法 が 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Landegren, U., et al
., Science 242: 229-237 (1988) 及 び Lewis, R., Genetic Engineering News 10: 1, 54
-55 (1990) に 、 そ れ ら の 方 法 に つ い て の 概 説 が 見 い 出 せ る 。 こ れ ら の 増 幅 法 を 本 発 明 の
方 法 に 用 い て も よ く 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 、 イ ン サ イ チ ュ ー で の Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ガ
ー ゼ 増 幅 反 応 （ Ｌ Ａ Ｒ ； ligase amplification reaction） 、 リ ガ ー ゼ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 、 Qbetaバ ク テ リ オ フ ァ ー ジ レ プ リ カ ー ゼ 法 、 転 写 に 基 づ く 増 幅 系 （ Ｔ Ａ Ｓ ； trans
cription-based amplification system） 、 転 写 産 物 配 列 決 定 に よ る ゲ ノ ム 増 幅 （ Ｇ Ａ Ｗ
Ｔ Ｓ ； genomic amplification with transcript sequencing） 、 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 法
（ Ｎ Ａ Ｓ Ｂ Ａ ； nucleic acid sequence-based amplification） 、 イ ン サ イ チ ュ ー で の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 種 々 の 増 幅 法 に 用 い る の に 適 し た プ ラ イ マ ー は 、 当 技
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術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
Ｐ Ｃ Ｒ は 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ が 創 出 す る プ ラ イ マ ー 伸 張 反 応 の 反 復 サ イ ク ル か ら な り 、
特 に 米 国 特 許 第 ４ ６ ８ ３ １ ９ ５ 号 及 び 同 ４ ６ ８ ３ ２ ０ ２ 号 で 説 明 さ れ て い る 核 酸 増 幅 法 で
あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 元 々 、 不 純 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る 手 段 と し て 開 発 さ れ た 。 こ の 技 術 は
反 応 液 を 繰 り 返 し 熱 し た り 冷 却 し た り の 温 度 サ イ ク ル を 基 礎 と し 、 そ れ に よ り プ ラ イ マ ー
を 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 こ れ ら プ ラ イ マ ー を 伸 張 す る こ と に よ り 、 娘 鎖 の 複 製 を
形 成 す る も の で あ る 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ は 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 第 １ 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 す る 際
に Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 を 使 用 す る 。 次 に こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 標 準 的 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ト コ ー ル に 則 っ て 増 幅
す る 。 合 成 と 変 性 の サ イ ク ル を 反 復 し て 行 う こ と に よ り 、 作 製 す る 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の 複 製 数 が
指 数 関 数 的 に 増 加 す る 。 し か し 反 応 成 分 が 限 ら れ て く る に 従 っ て 増 幅 速 度 が 低 下 し 、 や が
て 停 滞 期 に 達 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 に お け る 純 増 加 は 殆 ど 或 い は 全 く 認 め ら れ な く な る 。 反 応 開
始 時 点 に お け る 核 酸 標 的 の 複 製 数 が 多 い ほ ど 、 か か る 「 終 点 」 に 早 く 到 達 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ は
、 診 断 分 野 に お い て 、 あ ら ゆ る 既 知 の 核 酸 の 増 幅 に 用 い る こ と が で き る （ Mok et al., (1
994), Gynaecologic Oncology, 52: 247-252） 。
【 ０ ３ １ ４ 】
自 己 維 持 的 配 列 複 製 （ ３ Ｓ Ｒ ） は Ｔ Ａ Ｓ の 変 化 型 で あ り 、 酵 素 カ ク テ ル 及 び 適 切 な オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に 促 進 さ れ て 逆 転 写 酵 素 （ Ｒ Ｔ ） 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び ヌ ク レ ア ー
ゼ の 各 活 性 が 連 続 的 に 繰 り 返 し 展 開 す る 核 酸 鋳 型 の 等 温 下 で の 増 幅 が 含 ま れ る （ Guatelli
 et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 1874） 。 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ の 異 種 ２ 本 鎖
に お け る Ｒ Ｎ Ａ の 酵 素 分 解 を 熱 変 性 の 代 わ り に 利 用 す る 。 RNnase H及 び 他 の 全 酵 素 を 反 応
に 加 え 、 全 工 程 が 単 一 温 度 の 下 で 行 わ れ 、 さ ら に 試 薬 を 加 え る こ と も し な い 。 こ の 方 法 に
従 え ば 、 ４ ２ ℃ １ 時 間 で １ ０ 6 ～ １ ０ 9 の 増 幅 が 行 わ れ る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
ラ イ ゲ ー シ ョ ン （ 連 結 ） 増 幅 反 応 又 は ラ イ ゲ ー シ ョ ン 増 幅 系 で は 、 Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ 及 び オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ４ 個 （ 標 的 鎖 に つ い て ２ 個 ず つ ） を 用 い る 。 こ の 技 術 に 関 し て は 、 Wu, 
D. Y. and Wallace, R. B. (1989) Genomics 4: 560 に 記 載 が あ る 。 上 記 ４ 個 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ 上 の 隣 接 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し リ ガ ー ゼ に よ っ て 結 合 す る 。
こ の 反 応 は 、 熱 変 性 及 び サ イ ク ル 反 復 に よ っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
本 発 明 で は 、 他 の 増 幅 技 術 も 利 用 す る 。 例 え ば 、 ロ ー リ ン グ サ ー ク ル 増 幅 法 （ Lizardi et
 al., (1998) Nat Genet 19: 225） は 市 販 の 増 幅 技 術 （ Ｒ Ｃ Ａ Ｔ T M ） で あ り 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ に よ っ て 実 行 さ れ 、 線 状 又 は 幾 何 学 状 キ ネ テ ィ ッ ク ス の い ず れ か を 有 す る 環 状 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 等 温 条 件 下 で 複 製 で き る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
好 適 に 設 計 さ れ た プ ラ イ マ ー ２ 本 の 存 在 下 に お い て Ｄ Ｎ Ａ 鎖 置 換 及 び 大 量 分 枝 化 （ hyperb
ranching） に よ っ て 幾 何 学 的 増 幅 が 生 じ 、 １ 時 間 で 各 環 の 複 製 を １ ０ 1 2 以 上 作 製 す る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
１ 本 の プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 場 合 、 Ｒ Ｃ Ａ Ｔ で は 、 標 的 に 共 有 結 合 し て 何 千 個 も が タ ン デ
ム に 結 合 す る 、 該 標 的 の Ｄ Ｎ Ａ 複 製 の 線 状 鎖 が 数 分 間 の う ち に 作 製 さ れ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
さ ら に 、 鎖 置 換 増 幅 法 （ Ｓ Ｄ Ａ ； strand displacement amplification、 Walker et al., 
(1992) PNAS (USA) 80: 392） と い う 技 術 は 、 特 定 標 的 に 独 特 な 、 特 異 的 に 定 義 さ れ た 配
列 か ら 開 始 す る 。 し か し 温 度 サ イ ク ル に 依 拠 す る 他 の 方 法 と 異 な り 、 Ｓ Ｄ Ａ は 、 一 連 の プ
ラ イ マ ー 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 制 限 酵 素 を 使 用 す る こ と に よ り 、 上 述 の 独 特 な 核 酸 配
列 を 指 数 関 数 的 に 増 幅 さ せ る 等 温 法 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
Ｓ Ｄ Ａ は 、 標 的 作 製 期 と 指 数 関 数 的 増 幅 期 の 両 方 を 有 す る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
標 的 作 製 に お い て は 、 ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 熱 変 性 さ せ て １ 本 鎖 の 複 製 を ２ 本 得 る 。 特 別 に 作 出
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し た 一 連 の プ ラ イ マ ー （ 塩 基 配 列 を 複 製 す る 増 幅 プ ラ イ マ ー 及 び 新 た に 作 成 し た 鎖 を 置 換
す る バ ン パ ー プ ラ イ マ ー ） が Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ と 結 び 付 く こ と に よ り 、 指 数 関 数 的 増 幅
が 可 能 な 改 変 型 標 的 が 形 成 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
指 数 関 数 的 増 幅 の 過 程 は 、 標 的 作 製 期 か ら 改 変 型 標 的 （ 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 有 す る １ 本 鎖
部 分 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 ） に よ り 開 始 す る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
増 幅 プ ラ イ マ ー は 、 そ の 相 補 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に お い て 各 鎖 に 結 合 す る 。 次 に Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ は 、 改 変 型 標 的 を 個 々 の ヌ ク レ オ チ ド を 付 加 す る た め の 鋳 型 と し て 使 用 し 、 プ ラ イ マ ー
を そ の ３ ´ 側 か ら 伸 張 さ せ る 位 置 を 決 め る 。 従 っ て 伸 張 し た プ ラ イ マ ー は 、 両 末 端 に 完 全
な 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 有 す る ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 形 成 す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
次 に 、 制 限 酵 素 を 上 記 ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト に 、 そ の 制 限 酵 素 認 識 部 位 で 結 合 さ せ る 。
制 限 酵 素 は 、 上 記 ２ 重 鎖 （ double-sided） セ グ メ ン ト の 一 方 の 鎖 だ け を 開 裂 し て ニ ッ ク を
形 成 し た 後 に 上 記 認 識 部 位 か ら 解 離 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ は ニ ッ ク を 認 識 し て そ の 部
位 か ら 鎖 を 伸 張 し 、 既 に 作 製 済 の 鎖 を 置 換 す る 。 認 識 部 位 は こ の よ う に 繰 り 返 し ニ ッ ク さ
れ 、 制 限 酵 素 と Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ と に よ り 標 的 セ グ メ ン ト を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 繰 り 返 し
置 換 し な が ら 修 復 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
次 に 、 置 換 さ れ た 各 鎖 は 、 上 述 の よ う に 増 幅 プ ラ イ マ ー と の ア ニ ー リ ン グ に 供 さ れ る 。 こ
の プ ロ セ ス は 新 し い Ｄ Ｎ Ａ 鎖 に お い て ニ ッ ク 形 成 、 伸 張 及 び 置 換 を 繰 り 返 し な が ら 連 続 し
、 そ の 結 果 、 元 の Ｄ Ｎ Ａ 標 的 が 指 数 関 数 的 に 増 幅 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
別 の 実 施 態 様 で 本 発 明 は 、 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で の 遺 伝 子 発 現 の 検 出 法 を 提 供 す る 。 リ ボ 核 酸 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 す る 一 般 的 な ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に は 、 核 ラ ン － オ ン （ ru
n-on） ア ッ セ イ 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ （ Melton et al., N
uc. Acids Res. 12: 7035） が 含 ま れ る 。 採 用 可 能 な 検 出 法 に は 、 放 射 活 性 標 識 、 酵 素 標
識 、 化 学 発 光 （ ケ ミ ル ミ ネ セ ン ス ） 標 識 、 蛍 光 標 識 、 ま た 他 の 適 切 な 標 識 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ は 、 蛍 光 タ グ 又 は 蛍 光 染 色 で 標 識 し た プ ロ ー ブ を 使 用 し 、 サ イ ク ル を
規 定 回 数 行 っ た 後 の 産 物 蓄 積 量 の 測 定 と い う よ り む し ろ 蓄 積 し て い く Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 検 出 に
用 い ら れ る と い う 点 で 、 定 量 ア ッ セ イ に 用 い る 終 点 Ｐ Ｃ Ｒ と は 異 な る 。 蛍 光 が 有 意 な 増 加
を 示 す こ と に 基 づ い て 標 的 配 列 の 増 幅 が 最 初 に 検 出 さ れ た の が 、 サ イ ク ル 中 の ど の 時 点 で
あ る か に よ っ て 反 応 が 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
リ ボ 核 酸 プ ロ テ ク シ ョ ン （ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ プ ロ テ ク シ ョ ン ） ア ッ セ イ は 、 溶 液 中 の 特 異 的 Ｒ Ｎ
Ａ の 定 量 法 と し て 非 常 に 高 感 度 な 方 法 で あ る 。 リ ボ 核 酸 プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ は 、 標 的
と し て の 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ 又 は ポ リ （ Ａ ） 選 択 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ で 行 う こ と が で き る 。 リ ボ 核 酸 プ ロ
テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ の 感 度 は 、 高 度 に 特 異 的 な 活 性 に 対 し て 放 射 標 識 さ れ た 相 補 的 イ ン ビ
ト ロ 転 写 プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に 基 づ い て い る 。 か か る プ ロ ー ブ と 標 的 Ｒ Ｎ Ａ を 溶 液 中
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 後 、 こ の 混 合 物 を リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ （ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ ） で 希 釈 し 、 処
理 し 、 残 存 す る １ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 全 て 分 解 す る 。 プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 部 分 は 分 解
か ら 保 護 さ れ 、 上 記 混 合 物 を 、 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に お け る 電 気 泳 動 後 さ ら に
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に か け る こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 部 分 を 視 覚 化 で き る 。
保 護 さ れ た 断 片 は 高 分 解 能 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 さ れ る の で 、 リ
ボ 核 酸 プ ロ テ ク シ ョ ン ア ッ セ イ は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 特 性 を 正 確 に マ ッ ピ ン グ す る た め に 採 用 で き
る 。 標 的 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 過 剰 な モ ル 下 で プ ロ ー ブ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 場 合 、 得 ら れ る
シ グ ナ ル は 試 料 中 の 相 補 Ｒ Ｎ Ａ 量 と 正 比 例 す る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
例 え ば 、 Sambrook et al., 1989 の 第 １ ４ 章 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 で は 、
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標 的 核 酸 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と が 必 要 と
さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 選 択 す る ス ト ラ テ ジ ー に つ い て 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
本 明 細 書 に お い て プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 １ ０ ～ ５ ０ 個 、 好 ま し く は １ ５ ～ ３ ０ 個 、 最 も 好
ま し く は 少 な く と も ２ ０ 個 ほ ど で 、 均 等 物 と 同 一 の （ 又 は 相 補 の ） 連 続 塩 基 又 は そ れ よ り
多 く の 連 続 塩 基 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 プ ロ ー
ブ と し て 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 は 、 擬 陽 性 の 結 果 が 出 る こ と を 最 小 限 に す る た め に 十 分 な 長
さ を 有 し 、 十 分 に 明 瞭 で な け れ ば な ら な い 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 通 常 、 保 存 さ れ た 又 は 高
度 な 相 同 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ポ リ ペ プ チ ド 領 域 に 基 づ い て い る 。 プ ロ ー ブ と
し て 用 い る 核 酸 は 、 １ 若 し く は ２ 以 上 の 位 置 に お い て 変 性 し て い て も よ い 。
【 ０ ３ ３ １ 】
プ ロ ー ブ を 構 築 す る 領 域 と し て 好 ま し い も の に は 、 ５ ´ 及 び ／ 又 は ３ ´ コ ー ド 配 列 、 リ ガ
ン ド 結 合 部 位 を コ ー ド す る こ と が 予 測 さ れ る 配 列 な ど が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 で 開 示
し て い る 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン や そ の 断 片 の い ず れ も プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る 。 本 発
明 の 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 容 易 に 検 出 で き る よ う に 適 切 な 標 識 手
段 に よ り 標 識 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 適 切 な 標 識 手 段 と し て は 放 射 標 識 が あ る
。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 標 識 す る 好 適 な 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で は 十 分 公 知 の よ う に 、 ラ ン ダ ム プ ラ
イ ム 反 応 に お い て Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の Klenow断 片 と と も に 3 2 Ｐ  ｄ Ａ Ｔ Ｐ を 取 り 込 む こ
と に よ る 方 法 で あ る 。 通 常 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 3 2 Ｐ 標 識 Ａ Ｔ Ｐ 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
キ ナ ー ゼ で 末 端 標 識 さ れ て い る 。 し か し 、 断 片 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 識 に は 他 の 方
法 （ 例 ； 非 放 射 標 識 ） も 用 い ら れ 、 酵 素 標 識 、 適 切 な 蛍 光 体 に よ る 蛍 光 標 識 、 ビ オ チ ン 化
が そ れ に 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
好 ま し い の は 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列 や プ ロ ー ブ で
あ る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と は 、 ポ リ 核 酸 ハ イ ブ リ ッ ド が 安 定 を 保 つ
こ と が で き る 条 件 の こ と を 指 す 。 か か る 条 件 は 当 技 術 分 野 の 専 門 家 に は 自 明 で あ る 。 当 技
術 分 野 の 専 門 家 に は 明 ら か な よ う に 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は 、 そ の ハ イ ブ リ ッ ド の 融 点
（ Ｔ ｍ ） に 反 映 さ れ 、 配 列 相 同 性 が １ ％ 低 下 す る 毎 に 融 点 が 約 １ ～ １ ． ５ ℃ 低 下 す る 。 一
般 的 に ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 は ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 と 温 度 と の 関 係 で 決 ま る 。 通 常 は さ
ら に 高 度 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 行 い 、 そ の 後 、 種
々 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 洗 浄 を 行 う 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
こ こ に 用 い る 高 度 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー と は 、 ６ ５ ～ ６ ８ ℃ 下 で １ Ｍ の Ｎ ａ + に お い て 安
定 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 核 酸 配 列 だ け が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で き る 条 件 の こ と で あ
る 。 高 度 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 例 え ば ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ × Denhardt's、 １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ
（ 硫 酸 ド デ シ ル ナ ト リ ウ ム ） 、 ０ ． １ Ｎ ａ + ピ ロ リ ン 酸 及 び 非 特 異 的 コ ン ペ テ ィ タ ー と し
て 変 性 鮭 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 む 水 性 溶 液 に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ っ て 得 ら れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 高 度 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に お け る 洗 浄 を
数 段 階 に わ け て 行 い 、 最 終 洗 浄 （ 約 ３ ０ 分 間 ） は ０ ． ２ － ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 温 度 で 行 う 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
上 記 の 条 件 は 、 種 々 の 緩 衝 液 （ 例 ； ホ ル ム ア ミ ド を 基 剤 と す る 緩 衝 液 ） 及 び 温 度 を 用 い て
採 用 し 、 繰 り 返 し 行 う も の で あ る と 理 解 さ れ る 。 Denhardt's溶 液 及 び Ｓ Ｓ Ｃ は 、 他 の 好 適
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 と 同 様 に 当 業 者 に は 広 く 知 ら れ て い る （ Sambrook, et al.
, eds. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laborat
ory Press, New York or Ausubel, et al., eds. (1990) Current Protocols in Molecul
ar Biology, John Wiley & Sons, Inc.を 参 照 ） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ペ ア の 長 さ や Ｇ Ｃ
含 有 量 も ま た 影 響 す る の で 、 最 適 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 実 験 的 に 決 定 し な け れ
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ば な ら な い 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
遺 伝 子 発 現 は レ ポ ー タ ー 系 を 使 用 し て 検 出 し て も よ い 。 か か る レ ポ ー タ ー 系 に は 、 発 現 系
（ 例 え ば 観 察 を 行 っ て い る 遺 伝 子 の 発 現 系 ） の 制 御 下 に あ っ て 容 易 に 同 定 で き る マ ー カ ー
が 含 ま れ る 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る 検 出 及 び ソ ー テ ィ ン グ が 可 能 な 蛍 光 マ ー カ ー が 好 ま し い 。 特
に 好 ま し い の は Ｇ Ｆ Ｐ と ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 。 好 ま し い レ ポ ー タ ー と し て は 他 に も 細 胞
表 面 マ ー カ ー 、 す な わ ち 細 胞 表 面 で 発 現 す る の で 容 易 に 同 定 で き る タ ン パ ク 質 が あ る 。 従
っ て セ ル ベ ー ス ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 （ す な わ ち β － ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｃ Ａ Ｔ ） 又 は ル シ フ ェ
ラ ー ゼ な ど の 容 易 に ア ッ セ イ 可 能 な タ ン パ ク 質 ） の 発 現 が ノ ッ チ 活 性 に 依 存 す る 細 胞 株 を
構 築 す る こ と に よ り 設 計 で き る 。 例 え ば 、 上 記 各 種 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か １ つ を コ ー ド
す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に よ り 特 異 的 に 活 性 化 さ れ る 応 答 エ レ メ ン
ト の 制 御 下 に 置 い て も よ い 。 こ れ 以 外 の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に は 、 生 物 系 に お け る 反 応
を 直 接 評 価 す る ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 セ ル ベ ー ス ア ッ セ イ を 採 用 す る 場 合 は 、 同 定 し た 試
験 化 合 物 （ １ 若 し く は ２ 以 上 ） を さ ら に イ ン ビ ボ で 試 験 し て 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に
及 ぼ す そ の 効 果 を 測 定 す る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
一 般 的 に 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 さ せ て ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 測 定 す る 上 で 有 用 な レ ポ
ー タ ー 構 築 物 は 、 Sambrook et al (1989) の 一 般 的 教 示 に 従 っ て 構 築 し て よ い 。 本 発 明 に
お け る 構 築 物 は 通 常 、 目 的 と す る 遺 伝 子 の （ す な わ ち 内 因 性 標 的 遺 伝 子 の ） プ ロ モ ー タ ー
、 並 び に Ｇ Ｆ Ｐ や ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 所 望 の レ ポ ー タ ー 構 築 物 を コ ー ド す る コ ー デ ィ ン
グ 配 列 を 有 し て い る 。 Ｇ Ｆ Ｐ 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ベ ク タ ー は 当 技 術 分 野 で は
公 知 で あ り 市 販 も さ れ て い る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に つ い て は 以 下 に 詳 述 す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と に よ る 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 上 記 い
ず れ の 手 法 で 実 施 し て も よ い 。 例 え ば 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー す な わ ち Ｆ Ａ Ｃ Ｓ で ソ
ー テ ィ ン グ し て も よ い 。 全 般 的 な 内 容 に 関 し て は 、 Flow Cytometry and Cell Sorting: A
 Laboratory Manual (1992) A. Radbruch (Ed.), Springer Laboratory, New York を 参
照 の こ と 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 細 胞 の 研 究 及 び 精 製 に お い て 強 力 な 手 法 で あ る 。 フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー は 広 範 に 、 特 に 免 疫 学 や 細 胞 生 物 学 の 分 野 に お い て 利 用 さ れ て い る が 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
の 能 力 は 、 生 物 学 の 他 の 多 く の 分 野 に お い て 利 用 で き る 。 頭 文 字 の Ｆ ． Ａ ． Ｃ ． Ｓ ． は 、
Fluorescence Activated Cell Sorting を 表 し 、 「 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 」 と 互 換 性 の あ
る 用 語 で あ る 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ の 原 理 は 、 液 体 の 細 い 流 れ に 保 持 さ れ た 個 別 の 細 胞 を １ 若 し く は
２ 以 上 の レ ー ザ ー ビ ー ム に 通 す こ と に よ り 光 を 散 乱 さ せ 、 種 々 の 頻 度 で 蛍 光 染 色 を 発 光 さ
せ る と い う も の で あ る 。 光 電 子 増 倍 管 （ Ｐ Ｍ Ｔ ） は 光 を 電 子 シ グ ナ ル に 転 換 し 、 こ の 電 子
シ グ ナ ル を ソ フ ト ウ エ ア で 解 析 し て 細 胞 の デ ー タ を 作 成 す る 。 定 義 付 け さ れ た 特 徴 を 有 す
る 細 胞 サ ブ 集 団 が 同 定 さ れ 、 極 め て 高 純 度 （ ～ １ ０ ０ ％ ） に て 懸 濁 液 か ら 自 動 的 に ソ ー テ
ィ ン グ さ れ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
Ｆ Ａ Ｃ Ｓ は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に お け
る 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 す る の に 用 い ら れ る 。 こ れ は 、 か か る タ ン パ ク 質 産 物 を 標 識 す
る こ と に よ り 直 接 、 或 い は 構 築 物 中 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 使 用 し て 間 接 的 に 行 う こ と が で
き る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ や グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ
Ｆ Ｐ ） が 例 示 さ れ る 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 活 性 は 、 フ ル オ レ セ イ ン ジ ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ （ Ｆ Ｄ Ｇ ） 等 の 蛍 光 基 質 を 用 い る Ｆ Ａ Ｃ Ｓ に よ る 検 出 が 可 能 で あ る 。 Ｆ Ｄ Ｇ は 、 低 張 性
シ ョ ッ ク を 与 え る こ と に よ っ て 細 胞 内 に 導 入 さ れ 、 酵 素 に よ っ て 開 裂 し て 蛍 光 産 物 を 作 り
出 す 。 こ の 蛍 光 産 物 は 細 胞 内 に 留 め 置 か れ る 。 従 っ て １ 種 の 酵 素 で 大 量 の 蛍 光 産 物 を 産 出
で き る の で あ る 。 Ｇ Ｆ Ｐ 構 築 物 を 発 現 す る 細 胞 は 、 基 質 を 加 え る こ と な く 蛍 光 発 色 す る 。
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励 起 頻 度 が 異 な っ て も 同 一 チ ャ ネ ル で 蛍 光 発 色 す る Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 は 利 用 可 能 で あ る 。 Two-
laserＦ Ａ Ｃ Ｓ 機 器 で は 、 異 な る レ ー ザ ー 光 線 に よ っ て 励 起 さ れ る 細 胞 の 識 別 が 可 能 で あ
り 、 よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ 種 類 の ア ッ セ イ を 同 時 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
別 の セ ル ソ ー テ ィ ン グ 法 を 利 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 に は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な 核
酸 プ ロ ー ブ の 使 用 も 含 ま れ る 。 か か る プ ロ ー ブ は 、 別 々 に ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を
同 定 す る こ と に 用 い ら れ 、 そ れ ら の 細 胞 は そ の 後 マ ニ ュ ア ル ソ ー テ ィ ン グ 法 又 は Ｆ Ａ Ｃ Ｓ
ソ ー テ ィ ン グ 法 に よ り ソ ー テ ィ ン グ さ れ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 Sambro
ok et al (1989) の 一 般 的 な プ ロ ト コ ー ル を 用 い る 上 述 の 教 示 に 従 っ て 調 製 す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
好 適 実 施 態 様 に お い て 本 発 明 に は 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ セ ル ソ ー テ ィ ン グ 法 で 用 い る 蛍 光 体 に 結 合 さ
せ 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 使 用 も 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
所 謂 遺 伝 子 チ ッ プ ア レ イ や 高 密 度 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ を 使 用 し て 、 遺 伝 子 の 発 現 や 同 一 性 に 関 す
る 情 報 を 得 る 各 種 方 法 に つ い て の 記 載 も あ る （ Chee） 。 こ れ ら の 高 密 度 ア レ イ は 、 診 断 及
び 予 防 の 目 的 で 特 に 有 用 で あ る 。 In Vivo Expression Technology（ Ｉ Ｖ Ｅ Ｔ ） （ Camilli
） も 使 用 し て も よ い 。 Ｉ Ｖ Ｅ Ｔ で は 、 例 え ば 治 療 や 疾 患 の 過 程 に お い て 実 験 培 養 の 場 合 と
比 較 し て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 標 的 遺 伝 子 を 同 定 す る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
本 発 明 は ま た 、 ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ （ タ ン
パ ク 質 測 定 法 ） を 使 用 す る こ と の 利 点 は 、 ノ ッ チ の 活 性 を 直 接 測 定 で き る こ と で あ る 。 ポ
リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 測 定 す る た め に 利 用 可 能 な ア ッ セ イ 技 術 は 、 当 技 術 分 野 の 専 門 家 に は
十 分 公 知 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ 法 に は 、 放 射 免 疫 測 定 法 、 競 合 結 合 測 定 法 、 タ ン パ
ク 質 ゲ ル 測 定 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 抗 体 検 出 法 、 Ｆ
Ａ Ｃ Ｓ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ が 含 ま れ る 。 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 ゲ ル 上 に お け る 微 分
型 電 気 移 動 度 か ら 、 或 い は 質 量 分 光 法 等 の 他 の サ イ ズ 分 析 法 に よ り 検 出 で き る 。 検 出 法 は
配 列 特 異 的 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は Ｒ
Ｎ Ａ 分 子 を イ ン ビ ボ 又 は イ ン ビ ト ロ で 開 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
例 え ば Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ に よ り Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー を 作 製 で き る 。 Ｓ Ｅ Ｌ Ｅ Ｘ は 、 標 的 分 子 へ の 高
度 に 特 異 的 な 結 合 性 を 有 す る 核 酸 分 子 を イ ン ビ ト ロ で 進 化 さ せ る 方 法 で あ る 。 こ の 方 法 に
つ い て は 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ６ ５ ４ １ ５ １ 号 、 同 ５ ５ ０ ３ ９ ７ ８ 号 、 同 ５ ５ ６ ７ ５ ８ ８
号 、 同 ５ ２ ７ ０ １ ６ ３ 号 、 ま た Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ３ ８ ５ ７ ９ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
本 発 明 は い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 し て 結 合 す る 抗 体 を
含 む 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
抗 体 は 免 疫 し た 動 物 の 血 清 か ら 回 収 で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 従 来 法 に 従 い 、 免 疫 化
動 物 の 細 胞 か ら 調 製 し て よ い 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
本 発 明 の 抗 体 は 、 観 察 対 象 の 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 細 胞 を 同 定 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 Ｉ ｇ Ｅ 及 び Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 等 の 天 然 型 に 分 類 さ れ る 全 抗 体 で よ い が 、 Ｉ
ｇ Ｇ 抗 体 が 好 ま し い 。 さ ら に 本 発 明 に は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ （ ａ ｂ ´ ） ２ 、 Ｆ ｖ 、 Ｓ ｃ Ｆ ｖ 等 の
抗 体 断 片 が 含 ま れ る 。 Ｆ ｖ 及 び Ｓ ｃ Ｆ ｖ 等 の 小 断 片 は 、 そ の サ イ ズ の 小 さ さ 故 に 組 織 に お
け る 分 布 性 に 優 れ て お り 、 診 断 及 び 治 療 へ の 適 用 に 好 都 合 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
抗 体 は 標 識 を 含 ん で い て も よ い 。 特 に 好 適 な の は 、 イ ン ビ ボ の 神 経 細 胞 に お け る 抗 体 の 画
像 化 を 可 能 に す る 標 識 で あ る 。 こ の よ う な 標 識 と し て は 、 組 織 内 で 容 易 に 視 覚 化 で き る 放
射 活 性 標 識 又 は 金 属 粒 子 等 の 放 射 オ ペ ー ク （ redioopaque） 標 識 を 採 用 し て よ い 。 さ ら に
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蛍 光 標 識 や 、 組 織 内 に お け る 視 覚 化 が 可 能 で セ ル ソ ー テ ィ ン グ に 用 い ら れ る 他 の 標 識 で も
よ い 。
【 ０ ３ ５ １ 】
よ り 詳 細 に 述 べ る と 、 本 発 明 に 用 い る 抗 体 は 標 識 等 の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 を 含 む 改 変
抗 体 で あ っ て も よ い 。 特 に 好 適 な の は 、 イ ン ビ ボ で の 抗 体 分 布 を 画 像 化 で き る 標 識 で あ る
。 か か る 標 識 と し て は 、 患 者 の 体 内 で 容 易 に 視 覚 化 で き る 放 射 活 性 標 識 又 は 金 属 粒 子 等 の
放 射 オ ペ ー ク 標 識 が あ る 。 さ ら に 蛍 光 標 識 や 、 組 織 上 で の 視 覚 化 が 可 能 な 他 の 標 識 で も よ
い 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
本 明 細 書 記 載 の 抗 体 は 、 細 胞 培 養 か ら 作 製 す る こ と が で き る 。 細 菌 培 養 や 好 ま し く は 哺 乳
類 細 胞 培 養 に よ る 抗 体 の 作 製 に は 、 確 立 し た 手 法 に 基 づ い た 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 が 利 用 で き
る 。 抗 体 産 物 は 非 分 泌 細 胞 か ら 単 離 で き る が 、 選 択 し た 細 胞 培 養 系 は 任 意 に 抗 体 産 物 を 分
泌 す る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 又 は 哺 乳 類 宿 主 細 胞 の イ ン ビ ト ロ で の 増 殖 は 、 好 適 な 培 養 培 地 で 行 う
。 か か る 培 養 培 地 は 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ） 又 は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培
地 を 例 と す る 通 常 の 標 準 培 養 培 地 で あ り 、 そ れ ら は 哺 乳 類 血 清 （ 例 え ば ウ シ 胎 児 血 清 ） 又
は 微 量 元 素 及 び 増 殖 維 持 補 助 剤 （ 例 え ば 、 正 常 マ ウ ス 腹 膜 滲 出 細 胞 等 の 支 持 細 胞 、 脾 臓 細
胞 、 骨 髄 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ２ － ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 イ ン シ ュ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 低
密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 、 オ レ イ ン 酸 な ど ） を 任 意 に 補 充 さ れ て い る 。 細 菌 細 胞 や 酵 母 細 胞 で
あ る 宿 主 細 胞 の 増 殖 も 同 様 に 当 技 術 分 野 で 公 知 の 好 適 培 養 培 地 で 行 わ れ る 。 細 菌 の 場 合 は
、 Ｌ Ｂ 、 Ｎ Ｚ Ｃ Ｙ Ｍ 、 Ｎ Ｚ Ｙ Ｍ 、 Ｎ Ｚ Ｍ 、 Terrific Broth、 Ｓ Ｏ Ｂ 、 Ｓ Ｏ Ｃ 、 ２ × Ｙ Ｔ 、
又 は Ｍ ９ 最 小 培 地 等 の 培 地 が 例 示 さ れ 、 酵 母 の 場 合 は 、 Ｙ Ｐ Ｄ 、 Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ 、 最 小 培 地 、 又
は 完 全 最 小 Dropout培 地 等 の 培 地 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
イ ン ビ ト ロ で 作 製 す る と 、 比 較 的 純 粋 な 抗 体 調 製 物 が 得 ら れ 、 所 望 の 抗 体 を 大 量 に 得 る た
め の ス ケ ー ル ア ッ プ が 可 能 と な る 。 細 菌 細 胞 、 酵 母 又 は 哺 乳 類 細 胞 の 培 養 技 術 は 当 技 術 分
野 で は 公 知 で あ り 、 均 一 浮 遊 培 養 （ 例 ； エ ア リ フ ト リ ア ク タ ー 又 は 連 続 攪 拌 リ ア ク タ ー に
お い て ） 、 或 い は 固 定 化 又 は 封 込 み （ entrapped） 細 胞 培 養 （ 例 ； 中 空 糸 や マ イ ク ロ カ プ
セ ル 中 で 、 ア ガ ロ ー ス マ イ ク ロ ビ ー ズ や セ ラ ミ ッ ク カ ー ト リ ッ ジ 上 で ） な ど が あ る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
哺 乳 類 細 胞 を イ ン ビ ボ で 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て も 所 望 の 抗 体 を 大 量 に 得 る こ と が で き る
。 そ の た め に 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 組 織 適 合 性 哺 乳 動 物 に 注 入 し
て 抗 体 産 生 腫 瘍 の 増 殖 を 惹 起 す る 。 こ の 注 入 に 先 立 ち 、 任 意 で こ れ ら の 動 物 を 炭 化 水 素 、
特 に プ リ ス タ ン （ テ ト ラ メ チ ル － ペ ン タ デ カ ン ） 等 の 鉱 物 油 で 初 回 免 疫 （ プ ラ イ ム ） し て
も よ い 。 １ ～ ３ 週 間 後 に 上 記 哺 乳 動 物 の 体 液 か ら 抗 体 を 単 離 す る 。 例 え ば 、 好 適 骨 髄 腫 細
胞 を Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 抗 体 産 生 脾 臓 細 胞 と 融 合 さ せ て 得 た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 、 又 は
所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ Ｓ ｐ ２ ／ ０ 細 胞 株 由 来 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 、
プ リ ス タ ン で 任 意 に 前 処 理 し た Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 腹 腔 内 注 入 し 、 １ ～ ２ 週 間 後 に そ れ
ら の 動 物 か ら 腹 水 を 回 収 す る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
前 述 の 、 或 い は 他 の 方 法 に つ い て 、 例 え ば Kohler and Milstein, (1975) Nature 256: 49
5-497; 米 国 特 許 第 ４ ３ ７ ６ １ １ ０ 号 ; Harlow and Lane, Antibodies: a Laboratory Man
ual, (1988) Cold Spring Harbor で 検 討 さ れ て お り 、 そ れ ら を 参 考 文 献 と し て 本 明 細 書
に 添 付 す る 。 組 換 え 抗 体 分 子 の 調 製 法 は 上 記 参 考 文 献 に 収 載 さ れ て お り 、 ま た 例 え ば 、 欧
州 特 許 第 ０ ６ ２ ３ ６ ７ ９ 号 、 同 ０ ３ ６ ８ ６ ８ ４ 号 、 同 ０ ４ ３ ６ ５ ９ ７ 号 に も 記 載 が あ り 、
こ れ ら も 本 明 細 書 に 添 付 す る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
細 胞 培 養 上 清 を 、 好 ま し く は 、 例 え ば サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 又 は ド ッ ト ア ッ セ イ 等 の 酵 素
免 疫 測 定 法 、 或 い は 放 射 免 疫 測 定 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 所 望 の 抗 体 を 得 る 。
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【 ０ ３ ５ ８ 】
抗 体 を 単 離 す る に は 、 培 養 上 清 中 又 は 腹 水 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 例 え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ
ム と 共 沈 さ せ た り 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 吸 湿 性 材 料 に 対 し て 透 析 し た り 、 選 択 性
膜 で 濾 過 し た り な ど し て 濃 縮 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 及 び ／ 又 は 所 望 す る 場 合 に は 、 例 え ば
ゲ ル 濾 過 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ ル ロ ー ス 上 で の ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 及 び ／ 又 は 標 的 抗 原 や プ ロ テ イ ン Ａ を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
等 の （ 免 疫 ） ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 通 常 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に よ
り 抗 体 を 精 製 す る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
抗 体 は 、 抗 体 の 検 出 法 と 共 に 提 供 さ れ る こ と が 好 ま し く 、 か か る 方 法 と し て は 酵 素 法 、 蛍
光 法 、 放 射 性 同 位 体 法 や 他 の 手 法 が 可 能 で あ る 。 抗 体 及 び そ の 検 出 法 は 、 同 時 に 、 同 時 か
つ 別 々 に 、 又 は 連 続 し て 用 い る よ う な キ ッ ト と し て 提 供 で き る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
当 技 術 分 野 で 公 知 の い ず れ か の 手 法 に よ り 、 本 発 明 に お け る 抗 体 の 免 疫 特 異 的 結 合 性 の ア
ッ セ イ を 行 う 。 採 用 さ れ る 免 疫 測 定 法 に は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 放 射 免 疫 測 定 法
、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法 、 免 疫 沈 降 測 定 法 、 沈 降 反 応 法 、 ゲ ル 分 散 沈 降 反
応 、 免 疫 分 散 測 定 法 、 凝 集 測 定 法 、 補 体 固 定 測 定 法 、 免 疫 放 射 定 量 測 定 法 、 蛍 光 免 疫 測 定
法 、 プ ロ テ イ ン Ａ 免 疫 測 定 法 等 の 技 術 を 用 い る 競 合 的 及 び 非 競 合 的 ア ッ セ イ 系 を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 は さ れ な い 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 当 技 術 分 野 で は ル ー テ ィ ン で あ る （ 本 明 細
書 に そ の 全 容 を 添 付 し た Ausubel et al, eds, 1994, Current Protocols in Molecular B
iology, Vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., New York を 例 と し て 参 照 ） 。 免 疫 測 定 法 の
典 型 例 を 簡 潔 に 下 述 す る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
免 疫 沈 降 プ ロ ト コ ー ル は 通 常 以 下 の 工 程 で 行 わ れ る 。 す な わ ち 、 プ ロ テ イ ン ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 及 び ／ 又 は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 ア プ ロ チ ニ ン 、 バ ナ ジ ン 酸
ナ ト リ ウ ム ） を 加 え た Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 （ １ ％ Ｎ Ｐ － ４ ０ 又 は TritonＸ － １ ０ ０ 、 １ ％ デ オ
キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． １ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ １ Ｍ  リ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ７ ． ２ ） 、 １ ％ ト ラ ジ ロ ー ル （ Trasylol） ） 等 の 溶 解 緩 衝 液 に 細 胞 集 団 を
溶 解 し 、 こ の 細 胞 溶 解 液 に 目 的 抗 体 を 加 え 、 一 定 時 間 （ 例 え ば １ ～ ４ 時 間 ） ４ ℃ で イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し 、 プ ロ テ イ ン Ａ 及 び ／ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 細 胞 溶 解 液
に 加 え 、 お よ そ １ 時 間 強 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 こ れ ら ビ ー ズ を 溶 解 緩 衝 液 中 で 洗
浄 し て Ｓ Ｄ Ｓ ／ 試 料 緩 衝 液 に 再 懸 濁 す る こ と か ら な る 工 程 で あ る 。 目 的 抗 体 が 、 特 定 抗 原
を 免 疫 沈 降 さ せ る 能 力 は 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 評 価 で き る 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 通 常 以 下 の 工 程 で 行 わ れ る 。 す な わ ち 、 タ ン パ ク 質 試 料 を 調 製
し 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ 例 ； 抗 原 の 分 子 量 に 応 じ て ８ ％ ～ ２ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
） に お い て 上 記 タ ン パ ク 質 試 料 を 電 気 泳 動 に 付 し 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 試 料 を ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル か ら 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 又 は ナ イ ロ ン 等 の 膜 上 に 移 し 、 そ の 膜 を 、
ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ 例 ； ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ 又 は 無 脂 肪 乳 を 添 加 し た Ｐ Ｂ Ｓ ） 中 で ブ ロ ッ ク し 、 洗
浄 緩 衝 液 （ 例 ； Ｐ Ｂ Ｓ － Tween２ ０ ） で 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 希 釈 し た 一 次 抗 体
（ 目 的 抗 体 ） に 暴 露 し 、 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 希 釈 し た 酵 素 基 質 （
例 ； ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） や 放 射 活 性 分 子
（ 例 ； 3 2 Ｐ 又 は 1 2 5 Ｉ ） で 標 識 し た 二 次 抗 体 （ 例 え ば 抗 ヒ ト 抗 体 な ど の 一 次 抗 体 を 認 識 す
る も の ） に 露 出 し 、 洗 浄 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 後 に 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る こ と か ら な る 工 程 で
あ る 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 通 常 、 抗 原 を 調 製 し 、 こ の 抗 原 で ９ ６ ウ エ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ
エ ル を コ ー テ ィ ン グ し 、 酵 素 基 質 （ 例 ； ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 又 は ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） 等 の 検 出 可 能 な 化 合 物 で 標 識 し た 目 的 抗 体 を ウ エ ル に 加 え 、 一 定 時 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 か ら な る 方 法 で あ る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で は
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、 目 的 抗 体 は 必 ず し も 検 出 可 能 な 化 合 物 と 共 役 し て い な く て も よ く 、 代 わ り に 二 次 抗 体 （
目 的 抗 体 を 認 識 す る も の ） を 検 出 可 能 な 化 合 物 と 共 役 さ せ て ウ エ ル に 加 え る こ と が で き る
。 さ ら に 抗 原 で ウ エ ル を コ ー テ ィ ン グ す る 代 わ り に 、 抗 体 を ウ エ ル に コ ー テ ィ ン グ し て も
よ い 。 こ の 場 合 、 コ ー テ ィ ン グ 済 み の ウ エ ル に 目 的 抗 原 を 加 え た 後 に 、 検 出 可 能 な 化 合 物
と 共 役 さ せ た 二 次 抗 体 を 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
ア ッ セ イ を 行 う 際 に １ 若 し く は ２ 以 上 の 反 応 物 質 を 固 定 化 し て お く こ と が 好 都 合 で あ る 。
本 発 明 の 場 合 は 、 候 補 調 節 因 子 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド 、 免 疫 細 胞 活 性 化 因 子 、 又 は 免 疫 細 胞 共
刺 激 因 子 （ costimulus） の い ず れ か １ 若 し く は ２ 以 上 を 固 定 化 す る こ と が 好 都 合 で あ る 。
固 定 化 す る 手 法 に は 、 ア ミ ン 結 合 、 表 面 チ オ ー ル 結 合 、 リ ガ ン ド チ オ ー ル 結 合 、 ア ル デ ヒ
ド 結 合 等 を 用 い る 共 有 固 定 化 、 或 い は 固 定 化 し た 捕 捉 分 子 に 対 す る リ ガ ン ド の 高 親 和 結 合
力 に 依 拠 す る 高 親 和 性 捕 捉 化 が 含 ま れ る 。 捕 捉 分 子 と し て は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 抗 マ
ウ ス Ｉ ｇ 抗 体 、 リ ガ ン ド 特 異 的 抗 体 、 プ ロ テ イ ン Ａ 、 プ ロ テ イ ン Ｇ 、 タ グ 特 異 的 捕 捉 剤 が
列 挙 さ れ る 。 一 実 施 態 様 に お い て は 支 持 体 、 と り わ け ビ ー ズ 状 で あ る こ と を 好 ま し く す る
特 定 の 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 固 定 化 を 図 っ て い る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
臨 床 適 用 す る た め の 寛 容 Ｔ 細 胞 の 観 察 又 は 検 出 に 関 係 す る ア ッ セ イ で は 、 細 胞 内 ド メ イ ン
の 開 裂 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル の 検 出 工 程 に 先 立 っ て 試 料 を 患 者 か ら 取 り 出 す こ と が 一 般
に 行 わ れ て い る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
本 発 明 さ ら に 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 候 補 調 節 因 子 を 得 る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提
供 す る 。 こ の 方 法 は 、 そ の 開 裂 を 観 察 す る た め に 検 出 手 段 で 好 適 に 標 識 さ れ た 適 量 の ノ ッ
チ を 緩 衝 液 中 で 候 補 リ ガ ン ド の 試 料 と 混 合 し 、 ノ ッ チ に み ら れ る 開 裂 を 観 察 す る も の で あ
る 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
こ こ に 用 い る 「 試 料 」 な る 用 語 は 、 天 然 に 見 い 出 さ れ た （ 例 ； 生 物 標 本 又 は 他 の 標 本 か ら
） 、 或 い は 人 工 的 に 構 築 さ れ た （ 実 験 室 で 見 い 出 さ れ た 及 び ／ 又 は 作 製 さ れ た 因 子 ） 集 団
に お け る 、 無 機 分 子 、 有 機 分 子 又 は 生 化 学 分 子 を 指 す 。 生 物 試 料 は 生 物 全 体 を 意 味 す る と
捉 え て も よ い が 、 よ り 一 般 的 な 概 念 と し て は 、 そ の 生 物 の 組 織 、 細 胞 又 は 構 成 部 分 （ 例 ；
血 液 、 粘 液 、 唾 液 、 尿 を 含 む が そ れ ら に 限 定 は さ れ な い 体 液 ） の サ ブ セ ッ ト を 意 味 す る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
本 発 明 は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の 新 規 調 節 因 子 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 同 定 し た 調 節 因 子
は 治 療 用 薬 剤 と し て 使 用 さ れ る 。 す な わ ち 治 療 に 適 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】

一 般 的 に 免 疫 系 に お け る 体 液 性 ／ Ｔ Ｈ ２ ブ ラ ン チ に お い て は 、 Ｂ 細 胞 が 抗 体 を 産 生 す る こ
と に よ り 、 細 菌 や 寄 生 虫 な ど の 細 胞 外 免 疫 原 に 対 す る 防 御 を 指 示 し 、 他 方 、 細 胞 性 ／ Ｔ Ｈ
１ ブ ラ ン チ に お い て は 、 一 般 的 に ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 細 胞 毒 性 Ｔ リ ン パ 球 及 び 活 性 化
マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 に よ り 、 ウ イ ル ス や 癌 な ど の 細 胞 内 免 疫 原 を 対 象 と す る （ 米 国 特
許 第 ６ ０ ３ ９ ９ ６ ９ 号 ） 。 Ｔ Ｈ ２ 細 胞 は 、 好 酸 球 増 多 症 の 原 因 と な り 得 る 好 酸 球 の 動 員 、
増 殖 、 分 化 、 維 持 及 び 生 存 に 関 与 す る と 共 に 、 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 の 産 生 を 刺 激 す る サ イ ト カ イ ン
を 産 生 す る と 考 え ら れ て い る 。 好 酸 球 増 加 症 は 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 等
の 多 く の Ｔ Ｈ ２ 介 在 型 疾 患 の 特 徴 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
Ｔ Ｈ ２ 免 疫 応 答 、 Ｉ Ｌ － ４ ／ Ｉ Ｌ － ５ サ イ ト カ イ ン の 誘 導 、 及 び ／ 又 は 好 酸 球 増 加 症 に よ
っ て 実 質 的 に 誘 発 ／ 介 在 さ れ る と 考 え ら れ る 疾 患 に は 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 全 身 性
エ リ テ マ ト ー デ ス 、 Ommen's症 候 群 （ 過 好 酸 球 増 多 症 候 群 ） 、 ま た 皮 膚 及 び 全 身 性 リ ー シ
ュ マ ニ ア 症 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 感 染 症 、 ト リ パ ノ ソ ー マ 感 染 症 な ど の 寄 生 虫 感 染 症 、 ま た カ
ン ジ ダ 症 及 び ヒ ス ト プ ラ ズ マ 症 な ど の 真 菌 感 染 症 、 ハ ン セ ン 病 及 び 結 核 な ど の 細 胞 内 細 菌
感 染 症 が 含 ま れ る 。 ま た 、 ウ イ ル ス や 癌 に そ も そ も 由 来 す る も の の 、 Ｔ Ｈ ２ も 大 き く 病 理
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Ｔ Ｈ ２ 調 節



に 関 係 し て い る 疾 患 も ま た 本 発 明 に よ り 良 好 な 治 療 が 見 込 ま れ る こ と は 画 期 的 で あ る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
近 年 の 研 究 か ら 、 免 疫 系 は ２ 本 の 大 き な ア ー ム 、 す な わ ち 体 液 性 ア ー ム と 細 胞 性 ア ー ム と
に 分 岐 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 体 液 性 ア ー ム は 、 Ｂ 細 胞 に よ っ て 抗 体 を 産 生 す る こ と に
よ り 、 細 菌 及 び 寄 生 虫 等 の 細 胞 外 病 原 を 排 除 す る 上 で 重 要 で あ る 。 他 方 、 細 胞 性 ア ー ム は
、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 細 胞 毒 性 Ｔ リ ン パ 球 及 び 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 に よ り
ウ イ ル ス な ど の 細 胞 内 病 原 を 排 除 す る 上 で 重 要 で あ る 。 こ れ ら の ２ 種 類 の ア ー ム が 異 な る
Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 （ Ｔ Ｈ ） 集 団 及 び そ れ ら の 異 な る サ イ ト カ イ ン 産 生 プ ロ フ ィ ー ル に よ っ て
活 性 化 す る こ と が 近 年 明 ら か に な っ て い る 。 Ｔ ヘ ル パ ー １ 型 （ Ｔ Ｈ １ ） 細 胞 は 、 免 疫 応 答
の 細 胞 性 ア ー ム を 増 強 し 、 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ － ２ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ γ を プ レ ド ミ ナ ン ト に
産 生 す る と 考 え ら れ て い る 。 他 方 、 Ｔ ヘ ル パ ー ２ （ Ｔ Ｈ ２ ） 細 胞 は 免 疫 応 答 の 体 液 性 ア ー
ム を 増 強 し 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ３ （ Ｉ Ｌ － ３ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ４ （ Ｉ Ｌ － ４ ） 、
イ ン タ ー ロ イ キ ン － ５ （ Ｉ Ｌ － ５ ） 及 び 顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ
－ Ｃ Ｓ Ｆ ） 等 の サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る と 考 え ら れ て い る 。 Ｔ Ｈ ２ の 場 合 、 Ｉ Ｌ － ３ 、 Ｉ
Ｌ － ５ 及 び Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ が 、 好 酸 球 生 成 を 刺 激 す る と 考 え ら れ て い る 。 ま た 、 Ｉ Ｌ － ５ は
、 好 酸 球 の 終 末 分 化 及 び 細 胞 増 殖 を 容 易 に し 、 好 酸 球 の 生 存 、 バ イ ア ビ リ テ ィ ー 及 び 移 動
性 を 促 進 す る 。 こ れ に 対 し て Ｉ Ｌ － ４ は Ｉ ｇ Ｅ ク ラ ス 抗 体 の 産 生 を 刺 激 す る 。 Ｉ ｇ Ｅ は ア
レ ル ギ ー 及 び 喘 息 に お け る 重 要 な 要 素 で あ る 。 Ｉ Ｌ － ５ も ま た 好 酸 球 を 初 回 免 疫 し て 、 そ
れ に 続 く 他 の メ デ ィ エ ー タ ー の 作 用 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
一 方 、 Ｔ Ｈ １ サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｌ － ２ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ γ は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｎ Ｋ 細 胞 及
び Ｃ Ｔ Ｌ （ 細 胞 毒 性 Ｔ リ ン パ 球 ） の 活 性 化 に 重 要 で あ る 。 Ｉ Ｆ Ｎ γ も ま た 、 ウ イ ル ス 感 染
し た 細 胞 を 排 除 す る た め に Ｂ 細 胞 を 刺 激 し て 細 胞 親 和 性 抗 体 を 特 異 的 に 分 泌 す る 。 マ ク ロ
フ ァ ー ジ 由 来 サ イ ト カ イ ン で あ る Ｉ Ｆ Ｎ α は 、 Ｔ Ｈ ２ 型 応 答 に 拮 抗 す る こ と が 示 さ れ て い
る の は 興 味 深 い 。 Ｉ Ｆ Ｎ α も ま た Ｔ Ｈ ２ 細 胞 の 増 殖 や サ イ ト カ イ ン 産 生 を 阻 害 し 、 Ｔ Ｈ １
に よ る Ｉ Ｆ Ｎ γ 産 生 を 増 強 す る 。 Ｉ Ｆ Ｎ α は 、 Ｉ ｇ Ｅ 産 生 、 並 び に 抗 原 に 誘 導 さ れ る Ｉ Ｌ
４ ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 亢 進 も 阻 害 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
多 く の Ｔ Ｈ ２ 介 在 型 疾 患 に 共 通 す る 特 徴 は 、 好 酸 球 増 多 症 と 呼 ば れ る 好 酸 球 の 蓄 積 で あ る
。 例 え ば 、 好 酸 球 浸 潤 を 伴 う 慢 性 肺 炎 症 は 、 気 管 支 喘 息 の 極 め て 特 徴 的 な 症 状 で あ る 。 喘
息 患 者 の 血 液 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 及 び 肺 組 織 か ら 好 酸 球 の 増 加 が 認 め ら れ る が 、 ア レ ル ギ
ー や 前 炎 症 反 応 を 起 こ し て い る 肺 組 織 に お け る 好 酸 球 の 動 員 及 び 調 節 に 関 す る 機 構 は 未 だ
完 全 に は 解 明 さ れ て い な い 。 Ｔ リ ン パ 球 由 来 の メ デ ィ エ ー タ ー 及 び サ イ ト カ イ ン 、 並 び に
好 塩 基 球 、 マ ス ト 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 好 酸 球 等 の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 好 酸 球 の 細
胞 成 熟 、 化 学 走 性 及 び 活 性 化 の 増 強 に 関 与 し て い る 。 免 疫 系 （ 特 に Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 ） と 、
好 酸 球 及 び 好 酸 球 動 員 と の 間 に は 関 係 が あ る こ と が 証 明 さ れ て い る 。 こ の こ と は 、 喘 息 の
研 究 及 び ア レ ル ギ ー 性 肺 応 答 に 関 す る 動 物 モ デ ル の 研 究 の 結 果 か ら 、 気 道 に お け る Ｔ 細 胞
と 活 性 化 好 酸 球 の 数 が 密 接 に 相 関 し て い る こ と が 証 明 さ れ て い る こ と か ら も 支 持 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
本 発 明 に 従 い 、 Ｔ Ｈ ２ 応 答 を 低 減 さ せ る こ と に よ り 治 療 が 見 込 ま れ る 疾 患 と し て は 、 喘 息
、 ア レ ル ギ ー 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 初 期 Ｈ Ｉ Ｖ 疾 患 、 伝 染 性 単 核 細 胞 症 、 全 身 性 エ リ テ マ
ト ー デ ス 、 ま た 皮 膚 及 び 全 身 性 リ ー シ ュ マ ニ ア 症 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 感 染 症 、 ト リ パ ノ ソ ー
マ 感 染 症 な ど の 寄 生 虫 感 染 症 、 ま た カ ン ジ ダ 症 及 び ヒ ス ト プ ラ ズ マ 症 な ど の 真 菌 感 染 症 、
ハ ン セ ン 病 及 び 結 核 な ど の 細 胞 内 細 菌 感 染 症 が 列 挙 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】

特 に Ｔ Ｎ Ｆ ア ル フ ァ （ Ｔ Ｎ Ｆ α ） 及 び Ｔ Ｎ Ｆ ベ ー タ （ Ｔ Ｎ Ｆ β 若 し く は リ ン ホ ト キ シ ン ）
と い う 少 な く と も ２ 種 類 の Ｔ Ｎ Ｆ が こ れ ま で に 報 告 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ ト リ マ ー 分 子 と
し て 活 性 で あ り 、 受 容 体 同 士 を 交 叉 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 を 開 始 す る
と 考 え ら れ て い る （ Engelmann et al. (1990), J. Biol. Chem., 265: 14497-14504） 。
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【 ０ ３ ７ ６ 】
実 証 例 の い く つ か か ら は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α と Ｔ Ｎ Ｆ β が 主 要 な 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る こ と が
示 唆 さ れ て い る 。 こ れ ら 公 知 の Ｔ Ｎ Ｆ は 、 感 染 や 外 傷 と い っ た 種 々 の 刺 激 に 対 す る 炎 症 応
答 に 関 与 す る 多 種 多 様 な 標 的 細 胞 に 重 要 な 生 理 学 的 効 果 を 及 ぼ す 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は
い ず れ も 、 線 維 芽 細 胞 及 び 滑 液 細 胞 に 潜 在 的 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 及 び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン Ｅ ２ を
分 泌 さ せ 、 ま た 骨 細 胞 に 骨 再 吸 収 を 刺 激 さ せ る 。 ま た こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 好 中 球 に 対
す る 上 皮 細 胞 の 表 面 接 着 性 を 亢 進 さ せ る 。 ま た 上 皮 細 胞 に 凝 血 活 性 を 分 泌 さ せ て 、 血 塊 を
溶 解 さ せ る 能 力 を 低 減 さ せ る 。 さ ら に Ｔ Ｎ Ｆ α 及 び Ｔ Ｎ Ｆ β タ ン パ ク 質 は い ず れ も 、 酵 素
で あ る リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ の 発 現 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 脂 肪 細 胞 の 活 性 を 、 脂 質 を
貯 蔵 す る こ と か ら 変 更 さ せ る 。 Ｔ Ｎ Ｆ は ま た ピ ロ ゲ ン （ 発 熱 物 質 ） と し て 視 床 下 部 に 作 用
す る 「 急 性 相 反 応 物 質 」 と し て 知 ら れ る タ ン パ ク 質 の ク ラ ス を 肝 細 胞 に 合 成 さ せ る （ Selb
y et al. (1988), Lancet, 1 (8583): 483; Starnes, Jr. et al. (1988), J. Clin. Inv
est., 82: 1321; Oliff et al. (1987), Cell, 50: 555; and Waage et al. (1987), Lan
cet, 1 (8529): 355） 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
本 発 明 に よ り 治 療 が 期 待 で き る 疾 患 を 以 下 に 列 挙 す る 。
（ Ａ ） 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス （ Ｓ Ｌ Ｅ ） 、 関 節 リ ウ マ チ 、 リ ウ マ チ 脊 椎 炎 、 変 形 性 関 節
症 、 通 風 性 関 節 症 又 は 他 の 関 節 疾 患 、 甲 状 腺 炎 、 移 植 片 対 宿 主 疾 患 、 強 皮 症 、 糖 尿 病 、 グ
レ ー ブ ス 病 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 な ど の 急 性 及 び 慢 性 の 免 疫 及 び 自 己 免 疫 病 理 。
（ Ｂ ） 敗 血 症 候 群 、 全 身 敗 血 症 、 グ ラ ム 陰 性 敗 血 症 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 内 毒 素 性 シ ョ ッ
ク 、 毒 性 シ ョ ッ ク 症 候 群 、 悪 液 質 、 急 性 又 は 慢 性 細 菌 感 染 に よ る 循 環 虚 脱 及 び シ ョ ッ ク 、
急 性 及 び 慢 性 寄 生 虫 性 及 び ／ 又 は Ｈ Ｉ Ｖ や Ａ Ｉ Ｄ Ｓ （ 悪 液 質 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 痴
呆 症 候 群 及 び 感 染 症 ） 等 の 感 染 性 疾 患 （ 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 真 菌 ） 、 細 菌 若 し く は ウ イ ル ス
感 染 症 に よ る 発 熱 及 び 筋 痛 な ど の 感 染 症 。 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
（ Ｃ ） サ ル コ イ ド ー シ ス 、 慢 性 炎 症 性 腸 疾 患 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 及 び ク ロ ー ン 病 等 の 慢 性 炎 症
性 病 理 、 並 び に 播 種 性 血 管 内 凝 固 症 候 群 、 粥 状 硬 化 症 及 び 川 崎 病 等 の （ こ れ ら に 限 定 は さ
れ な い ） 血 管 炎 症 性 病 理 を 含 む 慢 性 炎 症 性 病 理 や 血 管 炎 症 性 病 理 な ど の 炎 症 性 疾 患 。
（ Ｄ ） 多 発 性 硬 化 症 及 び 急 性 横 断 性 脊 髄 炎 等 の 脱 髄 疾 患 を 含 む （ 限 定 は さ れ な い ） 神 経 変
性 疾 患 ； 皮 質 脊 髄 路 系 の 病 巣 等 の 錐 体 外 路 及 び 小 脳 の 疾 患 ； 基 底 ガ ン グ リ ア 又 は 小 脳 の 疾
患 ； ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 及 び 老 年 舞 踏 病 等 の 多 動 性 疾 患 ； Ｃ Ｎ Ｓ ド ー パ ミ ン 受 容 体 を 阻 止
す る 薬 剤 に 誘 発 さ れ る 薬 剤 誘 発 性 運 動 障 害 ； パ ー キ ン ソ ン 病 等 の 運 動 機 能 減 退 症 ； 進 行 性
核 上 性 麻 痺 ； 小 脳 の astructural 病 巣 等 の 小 脳 及 び 脊 髄 小 脳 障 害 ； 脊 髄 小 脳 変 性 症 （ 脊 髄
失 調 、 フ リ ー ド リ ッ ヒ 失 調 症 、 小 脳 皮 質 変 性 症 、 多 系 変 性 症 （ Mencel, Dejerine-Thomas,
 Shi-Drager, Mechadojoseph） ） ； 並 び に 全 身 性 障 害 （ Refsum病 、 無 β リ ポ た ん ぱ く 血 症
、 運 動 失 調 症 、 毛 細 血 管 拡 張 症 、 及 び ミ ト コ ン ド リ ア 多 系 障 害 ） ； 多 発 性 硬 化 症 、 急 性 横
断 性 骨 髄 炎 等 の 脱 髄 部 障 害 ； 神 経 性 筋 萎 縮 症 （ 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 小 児 脊 髄 性 筋 萎 縮 症
、 若 年 性 脊 髄 性 筋 萎 縮 症 等 の 前 角 細 胞 変 性 症 ） 等 の 運 動 ユ ニ ッ ト の 障 害 ； ア ル ツ ハ イ マ ー
病 ； 中 年 期 ダ ウ ン 症 候 群 ； び ま ん 性 Lewy小 体 病 ； Lewy小 体 型 老 年 痴 呆 ； Wernicke-Korsako
ff症 候 群 ； 慢 性 ア ル コ ー ル 依 存 症 ； Creutzfeldt-Jakob 病 ； 亜 急 性 硬 化 性 全 脳 炎 、 Haller
rorden-Spatz病 ； 及 び パ ン チ ド ラ ン カ ー 症 候 群 （ Dementia pugilistica） 、 又 は そ れ ら い
ず れ か の サ ブ セ ッ ト 。
（ Ｅ ） Ｔ Ｎ Ｆ 分 泌 腫 瘍 を 含 む 悪 性 疾 患 、 又 は 白 血 病 （ 急 性 、 慢 性 骨 髄 性 、 慢 性 リ ン パ 性 及
び ／ 又 は 骨 髄 異 形 成 症 候 群 ） 等 の （ し か し そ れ ら に 限 定 さ れ な い ） Ｔ Ｎ Ｆ が 関 与 す る 他 の
悪 性 疾 患 、 リ ン パ 腫 （ 悪 性 リ ン パ 腫 等 （ Burkittリ ン パ 腫 又 は 菌 状 息 肉 症 ） の ホ ジ キ ン 及
び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ） ； 癌 （ 大 腸 癌 等 ） 及 び そ の 転 移 ； 癌 性 血 管 形 成 ； 小 児 血 管 腫 。
（ Ｆ ） ア ル コ ー ル 性 肝 炎
（ Ｇ ） 眼 血 管 新 生 、 乾 癬 、 十 二 指 腸 潰 瘍 、 婦 人 生 殖 管 に お け る 血 管 新 生 等 の 血 管 新 生 や Ｖ
Ｅ Ｇ Ｆ ／ Ｖ Ｐ Ｆ に 関 連 す る 他 の 疾 患 。
（ Ｈ ） 　 粥 状 硬 化 症 、 鬱 血 性 心 不 全 、 脳 卒 中 及 び 血 管 炎 等 の 心 血 管 疾 患 。 或 い は 、
（ Ｉ ） 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ） 、 慢 性 肺 炎 症 疾 患 、 珪 肺 症 、 ア ス ベ ス ト 症 及 び 肺
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サ ル コ イ ド ー シ ス 等 の 肺 疾 患
本 発 明 の 一 実 施 態 様 は 、 「 Ｔ Ｎ Ｆ 介 在 型 疾 患 」 の 治 療 へ の 使 用 を 意 図 し て い る 。 自 発 的 又
は 実 験 的 疾 患 が 、 体 液 中 又 は 疾 患 部 位 隣 接 組 織 中 又 は 体 内 指 標 に お け る Ｔ Ｎ Ｆ レ ベ ル の 上
昇 を 伴 う 場 合 、 か か る 疾 患 又 は 医 学 症 状 は 「 Ｔ Ｎ Ｆ 介 在 型 疾 患 」 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
関 節 リ ウ マ チ 及 び 乾 癬 性 関 節 炎 等 の 疾 患 は 程 度 の 差 は あ れ 、 世 界 中 の 何 百 万 人 も の 人 々 を
苦 し め 、 障 害 を 残 す 慢 性 関 節 疾 患 で あ る 。 関 節 リ ウ マ チ は 、 滑 膜 由 来 で パ ン ヌ ス （ pannus
） と 呼 ぶ 増 殖 性 か つ 浸 潤 性 結 合 組 織 に よ っ て 軟 骨 と 骨 が 緩 や か に 磨 耗 し て い く 関 節 部 の 疾
患 で あ る 。 こ の 疾 患 は 、 皮 下 、 心 臓 血 管 系 、 肺 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 骨 格 筋 、 神 経 系 （ 中 枢
及 び 末 梢 ） 及 び 眼 等 の 関 節 外 組 織 と 同 様 に 、 滑 液 胞 、 腱 鞘 及 び 腱 等 の 関 節 周 囲 構 造 に 関 係
が あ る と 考 え ら れ る （ Silberberg (1985), Anderson's Pathology, Kissane (ed.), II: 
1828） 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
疾 患 の 重 症 度 は 多 岐 に わ た る が 、 多 く の 患 者 は 一 進 一 退 を 繰 り 返 し な が ら 、 全 体 と し て は
関 節 の 破 壊 や 変 形 が 徐 々 に 進 行 し て い く 。 臨 床 所 見 に は 、 痛 み 、 脆 弱 さ 、 腫 脹 及 び 罹 患 関
節 の 機 能 喪 失 を 伴 う 末 梢 関 節 の 対 称 性 多 発 性 関 節 炎 ； 朝 の こ わ ば り ； 及 び 軟 骨 消 失 、 骨 質
糜 爛 、 及 び 持 続 的 炎 症 後 の 関 節 亜 脱 臼 が 含 ま れ る 。 関 節 外 の 臨 床 所 見 に は 、 リ ウ マ チ 結 節
、 リ ウ マ チ 血 管 炎 、 強 膜 肺 炎 症 、 強 膜 炎 、 乾 燥 症 候 群 、 フ ェ ル テ ィ 症 候 群 （ Felty's synd
rome） (脾 腫 及 び 好 中 球 減 少 症 )、 持 続 的 炎 症 後 の 関 節 亜 脱 臼 が 含 ま れ る 。 関 節 外 臨 床 所 見
に は 、 リ ウ マ チ 結 節 、 リ ウ マ チ 血 管 炎 、 強 膜 肺 炎 症 、 強 膜 炎 、 乾 燥 症 候 群 、 フ ェ ル テ ィ 症
候 群  (脾 腫 及 び 好 中 球 減 少 症 )、 骨 粗 鬆 症 及 び 体 重 減 少 が 含 ま れ る （ Katz (1985), Am. J.
 Med., 79: 24 and Krane and Simon (1986), Advances in Rheumatology, Synderman (e
d.), 70(2): 263-284） 。 こ れ ら の 臨 床 症 状 は 罹 患 率 が 高 く 、 患 者 の 日 常 生 活 に 困 難 を も
た ら す 。
【 ０ ３ ８ ０ 】

「 療 法 」 な る 用 語 に は 、 治 療 効 果 、 軽 減 効 果 、 及 び 予 防 効 果 が 含 ま れ る 。 本 療 法 は 、 ヒ ト
又 は 動 物 い ず れ に も 適 用 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ １ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ 法 に よ り 同 定 さ れ た モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 免 疫 系 の 障 害 及 び ／ 又 は 疾 患 の
治 療 に 用 い ら れ る 。 特 に 本 発 明 化 合 物 は 、 Ｔ 細 胞 介 在 型 疾 患 又 は 障 害 の 治 療 に 用 い る こ と
が で き る 。 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 及 び そ れ に よ り 影 響 を 受 け る 疾 患 に つ い て は 、 本 発 明
者 ら の Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ １ ４ ２ 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ６ ０ ８ ９ 及 び Ｗ Ｏ ／ ０ ０ １ ３ ５ ９ ９ ０ に 詳 細
に 記 載 が あ る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
Ｔ 細 胞 介 在 型 と し て 示 さ れ る 疾 患 又 は 感 染 症 と し て は 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 移 植 片 拒 絶 反
応 、 自 己 免 疫 症 、 腫 瘍 を 原 因 と す る Ｔ 細 胞 系 の 異 常 、 並 び に マ ラ リ ヤ 病 原 虫 (Plasmodium 
sp.)、 ミ ク ロ フ ィ ラ リ ア 、 蠕 虫 、 マ イ コ バ ク テ リ ア 、 Ｈ Ｉ Ｖ 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 シ
ュ ー ド モ ナ ス 、 ト キ ソ プ ラ ズ マ 、 エ キ ノ コ ッ ク ス 、 Ｂ 型 イ ン フ ル エ ン ザ 、 麻 疹 、 Ｃ 型 肝 炎
、 ト キ ソ カ ラ の １ 若 し く は ２ 以 上 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｔ 細 胞 が 介 在 す
る 疾 患 の う ち 、 治 療 若 し く は 予 防 が 可 能 で あ る と 思 わ れ る も の に は 、 多 発 性 硬 化 症 、 関 節
リ ウ マ チ 、 又 は 糖 尿 病 が 含 ま れ る 。 本 発 明 は 臓 器 移 植 又 は 骨 髄 移 植 に も 用 い ら れ る 。 本 発
明 は 自 己 免 疫 疾 患 又 は 異 種 移 植 片 移 植 等 の 移 植 拒 絶 反 応 等 の 免 疫 障 害 を 治 療 す る 上 で 有 用
で あ る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
治 療 が 可 能 と 考 え ら れ る 疾 患 例 に は 一 般 的 に 自 己 免 疫 疾 患 と 呼 ば れ る グ ル ー プ が 含 ま れ る
。 自 己 免 疫 疾 患 の 範 囲 に は 臓 器 特 異 的 疾 患 （ 甲 状 腺 炎 、 膵 島 炎 、 多 発 性 硬 化 症 、 虹 彩 毛 様
体 炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 精 巣 炎 、 肝 炎 、 ア ジ ソ ン 病 、 重 症 筋 無 力 症 な ど ） か ら 関 節 リ ウ マ チ や
エ リ テ マ ト ー デ ス 等 の 全 身 性 疾 患 に 及 ぶ 。 他 の 疾 患 に は 、 ア レ ル ギ ー 反 応 等 の 免 疫 性 過 敏
症 が 含 ま れ る 。
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【 ０ ３ ８ ４ 】
よ り 詳 細 に は 臓 器 特 異 的 自 己 免 疫 疾 患 に は 、 多 発 性 硬 化 症 、 イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 、
数 タ イ プ の 貧 血 （ 再 生 不 良 性 、 溶 血 性 ） 、 自 己 免 疫 性 肝 炎 、 甲 状 腺 炎 、 膵 島 炎 、 虹 彩 毛 様
体 炎 、 強 膜 炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 、 精 巣 炎 、 重 症 筋 無 力 症 、 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 炎 症 性
腸 疾 患 （ ク ロ ー ン 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
全 身 性 自 己 免 疫 疾 患 に は 、 関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 関 節 炎 、 強 皮 症 及 び 全 身 性 硬 化 症 、 シ ェ
ー グ レ ン 症 候 群 、 未 分 化 結 合 織 症 候 群 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 、 各 種 形 態 の 脈 管 炎 （ 結 節
性 多 発 動 脈 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 肉 芽 腫 性 血 管 炎 、 ウ ェ ゲ ネ ル 肉 芽 腫 症 、 川 崎 病 、 過 敏 性 脈 管
炎 、 ヘ ノ ッ ホ ・ シ ェ ー ン ラ イ ン 紫 斑 病 （ Henoch-Schoenlein purpura） 、 ベ ー チ ェ ッ ト 症
候 群 、 高 安 動 脈 炎 、 巨 細 胞 性 動 脈 炎 、 閉 塞 性 血 栓 血 管 炎 ） 、 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 リ ウ マ チ
性 多 発 筋 痛 症 、 本 態 性 （ 混 合 ） ク リ オ グ ロ ブ リ ン 血 症 、 尋 常 性 乾 癬 、 及 び 乾 癬 性 関 節 炎 、
好 酸 球 性 若 し く は 非 好 酸 球 性 の 広 汎 性 筋 膜 炎 、 多 発 性 筋 炎 及 び 他 の 特 発 性 炎 症 性 筋 疾 患 、
再 発 性 脂 肪 組 織 炎 、 再 発 性 多 発 性 軟 骨 炎 、 リ ン パ 腫 様 肉 芽 腫 、 結 節 性 紅 斑 、 強 直 性 脊 髄 炎
、 ラ イ タ ー 症 候 群 （ Reiter's syndrome） 、 種 々 の 病 型 の 炎 症 性 皮 膚 炎 が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
障 害 を さ ら に 詳 細 に 以 下 列 挙 す る 。 関 節 炎 （ 関 節 リ ウ マ チ を 含 む ） を 含 む 望 ま し く な い 免
疫 反 応 及 び 炎 症 、 過 敏 症 を 伴 う 炎 症 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 喘 息 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、
コ ラ ー ゲ ン 疾 患 や 他 の 自 己 免 疫 疾 患 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 を 伴 う 炎 症 、 動 脈 硬 化 症 、
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 性 心 疾 患 、 再 潅 流 障 害 、 心 停 止 、 心 筋 梗 塞 、 血 管 性 炎 症 疾 患 、 呼 吸
窮 迫 症 候 群 又 は 他 の 心 肺 疾 患 、 消 化 器 潰 瘍 を 伴 う 炎 症 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 や 他 の 消 化 管 疾 患 、
肝 硬 変 や 他 の 肝 疾 患 、 甲 状 腺 炎 や 他 の 腺 疾 患 、 糸 球 体 腎 炎 や 他 の 腎 臓 及 び 泌 尿 器 疾 患 、 耳
炎 や 他 の 耳 鼻 咽 喉 疾 患 、 皮 膚 炎 や 他 の 皮 膚 疾 患 、 歯 周 病 や 他 の 歯 疾 患 、 精 巣 炎 又 は 副 睾 丸
炎 （ 精 巣 上 体 炎 ） 、 不 妊 症 、 睾 丸 外 傷 並 び に 他 の 免 疫 性 精 巣 疾 患 、 胎 盤 機 能 障 害 、 胎 盤 機
能 不 全 、 習 慣 性 流 産 、 子 癇 、 子 癇 前 症 並 び に 他 の 免 疫 及 び ／ 又 は 炎 症 性 婦 人 科 疾 患 、 後 部
ブ ド ウ 膜 炎 、 中 間 部 ブ ド ウ 膜 炎 、 前 部 ブ ド ウ 膜 炎 、 結 膜 炎 、 網 脈 絡 膜 炎 、 ブ ド ウ 膜 炎 （ uv
eoretinitis） 、 視 神 経 炎 、 眼 内 炎 （ 例 ； 網 膜 炎 又 は 嚢 胞 様 黄 斑 腫 ） 、 交 感 性 眼 炎 、 強 膜
炎 、 網 膜 色 素 変 性 症 、 変 性 眼 圧 疾 患 の 免 疫 及 び 炎 症 構 成 要 素 、 眼 外 傷 の 炎 症 構 成 要 素 、 感
染 性 眼 炎 症 、 増 殖 性 硝 子 網 膜 症 、 急 性 虚 血 性 視 神 経 障 害 、 過 剰 形 成 瘢 痕 （ 例 ； 緑 内 障 濾 過
手 術 後 の ） 、 眼 組 織 移 植 に 対 す る 免 疫 及 び ／ 又 は 炎 症 反 応 、 並 び に 他 の 免 疫 関 連 眼 疾 患 、
中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） 又 は 他 の 臓 器 の 両 方 に お い て 免 疫 及 び ／ 又 は 炎 症 を 抑 制 す る こ と が
有 効 で あ る 自 己 免 疫 疾 患 若 し く は 症 状 若 し く は 障 害 に 伴 う 炎 症 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 パ ー キ
ン ソ ン 病 治 療 に よ る 合 併 症 及 び ／ 又 は 副 作 用 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 痴 呆 症 候 群 、 Ｈ Ｉ Ｖ 脳 症 、 デ ビ ッ
ク 病 （ Devic's disease） 、 シ デ ナ ム 舞 踏 病 （ Sydenham's chorea） 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 並
び に 他 の 変 性 疾 患 、 中 枢 神 経 系 の 疾 患 又 は 障 害 、 脳 卒 中 に よ る 炎 症 構 成 要 素 、 ポ リ オ 後 症
候 群 、 精 神 疾 患 の 免 疫 及 び 炎 症 構 成 要 素 、 脊 髄 炎 、 脳 炎 、 亜 急 性 硬 化 性 全 脳 炎 、 脳 脊 髄 炎
、 急 性 神 経 障 害 、 亜 急 性 神 経 障 害 、 慢 性 神 経 障 害 、 Guillaim-Barre症 候 群 、 シ デ ナ ム 舞 踏
病 、 重 症 筋 無 力 症 、 偽 脳 腫 瘍 、 ダ ウ ン 症 候 群 、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 、 筋 萎 縮 性 側 策 硬 化 症
、 中 枢 神 経 系 圧 迫 又 は 中 枢 神 経 系 外 傷 又 は 中 枢 神 経 系 感 染 に よ る 炎 症 構 成 要 素 、 筋 萎 縮 症
又 は 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー に よ る 炎 症 構 成 要 素 、 さ ら に 中 枢 及 び 末 梢 神 経 系 に お け る 免 疫 及 び
炎 症 疾 患 又 は 症 状 又 は 障 害 、 外 傷 後 炎 症 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 感 染 症 、 手 術 又 は 臓 器 移 植
後 の 炎 症 性 合 併 症 又 は 副 作 用 、 遺 伝 子 療 法 に よ る 炎 症 性 及 び ／ 又 は 免 疫 性 合 併 症 及 び 副 作
用 （ 例 ； ウ イ ル ス 担 体 に よ る 感 染 の た め ） 、 或 い は Ａ Ｉ Ｄ Ｓ に 伴 う 炎 症 、 液 性 及 び ／ 又 は
細 胞 性 免 疫 反 応 の 抑 制 又 は 阻 害 、 単 球 又 は リ ン パ 球 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 単 球 又 は 白 血
球 増 殖 性 疾 患 （ 例 ； 白 血 病 ） を 治 療 若 し く は 軽 減 す る こ と 、 天 然 若 し く は 人 工 の 細 胞 や 、
角 膜 、 骨 髄 、 臓 器 、 水 晶 体 、 ペ ー ス メ ー カ ー 、 天 然 若 し く は 人 工 の 皮 膚 組 織 等 の 組 織 や 臓
器 を 移 植 す る 場 合 の 移 植 片 拒 絶 反 応 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
本 発 明 は 癌 治 療 に も 有 用 で あ り 、 特 に 上 皮 細 胞 が 癌 へ と 転 化 す る 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る
。 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の イ ン ヒ ビ タ ー を 用 い て 主 要 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 調 節 す る こ と に
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よ り 、 癌 に 対 す る 免 疫 応 答 を 亢 進 さ せ る の に 本 発 明 は 特 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 は 特 に 小 細
胞 肺 癌 、 及 び 腎 臓 癌 、 子 宮 癌 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 、 卵 巣 癌 、 結 腸 癌 、 乳 癌 等 の 腺 癌 に つ い
て 有 用 で あ る 。 従 っ て 本 出 願 は 悪 性 か つ 前 腫 瘍 性 疾 患 の 治 療 に 適 用 で き る 。 本 発 明 は 特 に
小 細 胞 肺 癌 、 及 び 腎 臓 癌 、 子 宮 癌 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 、 卵 巣 癌 、 結 腸 癌 、 乳 癌 等 の 腺 癌 に
つ い て 有 用 で あ る 。 例 え ば 本 発 明 に よ っ て 治 療 可 能 と な る 悪 性 疾 患 に は 、 急 性 及 び 慢 性 白
血 病 、 リ ン パ 腫 、 骨 髄 腫 や 、 線 維 肉 腫 、 粘 液 肉 腫 、 脂 肪 肉 腫 、 リ ン パ 血 管 内 皮 肉 腫 （ lymp
hangioendotheliosarcom） 、 血 管 肉 腫 、 内 皮 肉 腫 、 軟 骨 肉 腫 、 骨 原 性 肉 腫 、 脊 索 腫 、 リ ン
パ 管 肉 腫 、 滑 膜 腫 、 胸 膜 中 皮 腫 、 平 滑 筋 肉 腫 、 横 紋 筋 肉 腫 、 大 腸 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、
膵 臓 癌 、 乳 癌 、 鱗 細 胞 癌 、 基 底 細 胞 癌 、 腺 癌 、 汗 腺 癌 、 脂 腺 癌 、 乳 頭 状 癌 、 乳 頭 腺 癌 、 嚢
胞 腺 癌 、 甲 状 腺 髄 様 癌 、 気 管 支 原 性 癌 、 絨 毛 癌 、 腎 細 胞 癌 、 肝 臓 癌 、 胆 管 癌 精 上 皮 腫 、 胎
生 期 癌 、 子 宮 頸 癌 、 精 巣 癌 、 肺 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 上 皮 癌 、 神 経 膠 腫 （ グ リ オ ー マ
） 、 星 細 胞 腫 、 上 衣 細 胞 腫 、 松 果 体 腫 、 血 管 芽 腫 、 聴 神 経 腫 瘍 、 髄 芽 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 乏
突 起 膠 細 胞 腫 、 髄 膜 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 網 膜 芽 腫 等 の 肉 腫 が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】

本 発 明 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 化 合 物 の 少 な く と も １ 種 を 治 療 有 効 量 と 、 薬 学
上 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 若 し く は 賦 形 剤 （ そ れ ら を 併 用 す る こ と も 含 め て ） と を 投 与 す
る こ と か ら な る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
上 記 医 薬 組 成 物 は 、 ヒ ト 医 学 及 び 獣 医 学 に お け る ヒ ト 及 び 動 物 へ の 使 用 に 供 さ れ 、 通 常 １
若 し く は ２ 以 上 の 薬 学 上 許 容 さ れ る 希 釈 剤 、 担 体 若 し く は 賦 形 剤 を 含 ん で い る 。 治 療 に 使
用 す る 上 で 許 容 さ れ る 担 体 又 は 希 釈 剤 は 薬 学 分 野 で は 十 分 公 知 で あ り 、 例 え ば Remington'
s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.R. Gennaro edit. 1985) に 、 そ
れ ら に 関 す る 記 載 が み ら れ る 。 医 薬 担 体 、 賦 形 剤 若 し く は 希 釈 剤 は 、 意 図 す る 投 与 経 路 及
び 標 準 的 な 薬 学 的 運 用 例 に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 医 薬 組 成 物 に は 、 担 体 、 賦 形 剤 若 し く は
希 釈 剤 と し て （ 或 い は そ れ ら に 加 え て ） 、 （ １ 若 し く は ２ 以 上 の ） 適 切 な 結 合 剤 、 潤 滑 剤
、 懸 濁 化 剤 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 又 は 可 溶 化 剤 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
保 存 料 、 安 定 剤 、 染 料 、 さ ら に は 香 料 が 医 薬 組 成 物 に 含 ま れ る こ と も あ る 。 保 存 料 と し て
は 、 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ン 酸 、 ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 の エ ス テ ル が 例 示 さ れ る
。 酸 化 防 止 剤 及 び 懸 濁 化 剤 も 用 い ら れ る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
送 達 系 が 異 な る と 、 異 な る 組 成 物 ／ 処 方 要 件 が 必 要 と さ れ る 場 合 も あ る 。 例 を 挙 げ る と 本
発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 例 え ば 吸 入 用 若 し く は 摂 取 可 能 溶 液 用 の 鼻 腔 ス プ レ ー 若 し く は エ ア
ゾ ー ル と し て 、 ミ ニ ポ ン プ を 用 い て 投 与 又 は 粘 膜 経 路 か ら 投 与 す べ く 処 方 し 、 或 い は 、 非
経 口 経 路 に よ り 投 与 す る た め に 、 例 え ば 静 脈 内 、 筋 肉 内 若 し く は 皮 下 経 路 に よ り 送 達 す る
た め に 組 成 物 を 注 入 可 能 な 剤 型 に 処 方 す る 。 或 い は こ れ ら 両 方 の 経 路 か ら 送 達 す る よ う な
処 方 を 設 計 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
胃 腸 粘 膜 か ら 粘 膜 を 通 じ て 化 合 物 を 送 達 す る 場 合 、 胃 腸 管 を 通 過 す る 間 に 化 合 物 の 安 定 性
が 保 た れ な け れ ば な ら な い 。 例 え ば タ ン パ ク 質 分 解 に 耐 性 で あ り 、 酸 性 ｐ Ｈ に 対 し 安 定 で
あ り 、 胆 汁 の 洗 浄 効 果 に 耐 性 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
本 発 明 医 薬 組 成 物 は 必 要 に 応 じ て 吸 入 に よ り 、 又 は 座 剤 や ペ ッ サ リ ー の 剤 型 で 、 又 は ロ ー
シ ョ ン 、 液 剤 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 、 又 は 粉 剤 の 剤 型 で 、 又 は ス キ ン パ ッ チ を 用 い 、 局 所 的 に
塗 布 し て 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ま た 澱 粉 又 は ラ ク ト ー ス 等 の 賦 形 剤 を 含 む 錠 剤 の 剤
型 で 、 カ プ セ ル 剤 若 し く は 胚 珠 （ ovule） 剤 を 単 独 で 又 は 賦 形 剤 と 混 合 し て 、 或 い は 香 料
又 は 色 素 を 含 有 す る エ リ キ シ ル 剤 、 液 剤 又 は 懸 濁 剤 の 剤 型 で 、 経 口 投 与 す る こ と も 可 能 で
あ り 、 ま た 例 え ば 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 又 は 皮 下 へ 非 経 口 に 注 入 す る こ と も で き る 。 非 経 口 投
与 の 場 合 は 、 組 成 物 を 無 菌 水 性 溶 液 の 剤 型 で 使 用 す る こ と が 最 適 で あ り 、 か か る 溶 液 を 血
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液 と 等 張 と す る た め に 例 え ば 十 分 量 の 塩 又 は 単 糖 類 な ど 、 他 の 物 質 を 含 ん で い て も よ い 。
口 腔 内 又 は 舌 下 に 投 与 す る 場 合 、 常 法 に よ り 処 方 可 能 な 錠 剤 又 は ト ロ ー チ 剤 の 剤 型 で 組 成
物 を 投 与 し て よ い 。
【 ０ ３ ９ ４ 】

通 常 医 師 は 、 個 々 の 患 者 に と っ て 最 適 な 実 際 の 投 与 量 を 決 め る が 、 そ れ は 個 別 の 患 者 の 年
齢 、 体 重 、 反 応 性 に よ っ て 異 な る 。 以 下 の 投 与 量 は 、 平 均 的 な ケ ー ス を 挙 げ た も の で あ る
。 個 々 の 症 例 に 応 じ て 当 然 平 均 よ り 高 量 投 与 若 し く は 低 量 投 与 が 奏 功 す る 場 合 も あ る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
本 発 明 の 組 成 物 は 直 接 注 入 す る こ と に よ り 投 与 し て も よ い 。 組 成 物 は 非 経 口 、 粘 膜 、 筋 肉
内 、 静 脈 内 、 皮 下 、 眼 内 又 は 経 皮 投 与 用 と し て 処 方 し て も よ い 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
「 投 与 す る 」 な る 用 語 に は 、 ウ イ ル ス 又 は 非 ウ イ ル ス 方 法 に よ る 送 達 が 含 ま れ る 。 ウ イ ル
ス 送 達 機 構 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） ベ ク タ ー 、 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 及 び バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 非 ウ イ ル ス 送 達 機 構 に は 、
脂 質 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 、 カ チ オ
ン 性 界 面 両 親 媒 性 物 質 （ Ｃ Ｆ Ａ ｓ ） 、 及 び そ れ ら を 組 み 合 わ せ た も の が 含 ま れ る 。 こ の よ
う な 送 達 機 構 に は 、 粘 膜 、 鼻 腔 、 経 口 、 非 経 口 、 胃 腸 、 局 所 、 又 は 舌 下 の 経 路 が 含 ま れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
「 投 与 す る 」 な る 用 語 に は 、 例 え ば 吸 入 用 若 し く は 摂 取 可 能 溶 液 用 の 鼻 腔 ス プ レ ー 若 し く
は エ ア ゾ ー ル と し て 粘 膜 経 路 か ら の 送 達 や 、 例 え ば 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 内 、 関 節 内 、 髄 腔
内 、 腹 腔 内 又 は 皮 下 経 路 等 、 或 い は 消 化 管 経 路 （ 例 え ば Peyers patchesか ら ） 等 の 非 経 口
経 路 か ら の 注 入 に よ る 送 達 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
専 門 家 で あ れ ば 個 々 の 患 者 に と っ て 、 例 え ば 年 齢 、 体 重 及 び 症 状 に 応 じ て 最 適 な 投 与 経 路
や 投 与 量 を 容 易 に 決 め る こ と が で き る の で 、 こ れ ま で に 説 明 し た 投 与 経 路 及 び 投 与 量 は 単
に 指 針 と し て の も の で あ る 。 医 薬 組 成 物 が 単 位 投 与 形 態 で あ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に
は 、 ヒ ト 及 び 動 物 の 両 方 へ の 適 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】

本 発 明 の 特 徴 の １ つ に よ れ ば 、 免 疫 細 胞 を 使 用 し て 抗 原 又 は ア レ ル ゲ ン を 提 示 し 、 及 び ／
又 は 免 疫 細 胞 を 処 理 し て ノ ッ チ 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド 若 し く は ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 発 現
や 相 互 作 用 を 調 節 す る 。 従 っ て 例 え ば 抗 原 提 示 細 胞 （ Ａ Ｐ Ｃ ｓ ） を Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ や 他 の 定 義 さ
れ た 培 地 等 の 好 適 な 培 養 培 地 に お い て 、 任 意 に ウ シ 胎 児 血 清 等 の 血 清 存 在 下 で 培 養 す る 。
サ イ ト カ イ ン の 最 適 濃 度 は 滴 定 に よ っ て 決 定 で き る 。 一 般 的 に は 次 に 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝
達 経 路 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト 又 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る こ と が 可 能 な １ 若 し く は ２ 以 上
の 物 質 を 目 的 抗 原 と 共 に 培 養 培 地 に 加 え る 。 こ の 抗 原 は 物 質 （ １ 若 し く は 複 数 ） 添 加 の 前
、 後 、 若 し く は 実 質 的 に 同 時 に 加 え て よ い 。 通 常 、 上 記 物 質 （ １ 若 し く は 複 数 ） 及 び 抗 原
の 共 存 下 で 細 胞 を 少 な く と も １ 時 間 、 好 ま し く は 少 な く と も ３ 時 間 、 必 要 に 応 じ て 少 な く
と も １ ２ 時 間 以 上 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 必 要 に 応 じ 、 上 述 の と お り に 少 量 の
細 胞 を 検 定 し て 標 的 遺 伝 子 の 調 節 さ れ た 発 現 を 調 べ て も よ い 。 或 い は Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ １ ４
２ に 記 載 が あ る よ う に 、 表 面 マ ー カ ー 、 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 や 増 殖 を 観 察 し て Ｔ 細 胞 活 性
化 の 阻 害 を 調 べ る こ と に よ り 細 胞 活 性 を 測 定 し て も よ い 。 セ ラ ー ト な ど の 発 現 を 指 示 す る
核 酸 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ａ Ｐ Ｃ ｓ を 対 照 と し て も よ い 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
上 述 し た と お り 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 構 築 物 ／ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 、 Ａ Ｐ Ｃ に
お け る 該 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 が 可 能 な 条 件 下 で 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 該 ポ リ ペ プ チ ド
物 質 を 上 記 Ａ Ｐ Ｃ に 投 与 し て も よ い 。 同 様 に 、 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 構 築 物 を ト ラ ン ス フ
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ェ ク シ ョ ン 、 ウ イ ル ス 感 染 、 又 は ウ イ ル ス 形 質 導 入 に よ っ て Ａ Ｐ Ｃ ｓ に 導 入 し て も よ い 。
そ の 結 果 得 ら れ る ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 の レ ベ ル が 上 昇 し た Ａ Ｐ Ｃ ｓ は 直 ち に 使 用 に 供 す こ
と が で き る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
後 述 す る 技 術 は Ｔ 細 胞 と の 関 連 で 説 明 す る が 、 Ｂ 細 胞 に も 同 じ よ う に 適 用 で き る 。 用 い る
技 術 は 、 Ｔ 細 胞 を 通 常 Ａ Ｐ Ｃ ｓ と 共 培 養 す る 以 外 は 基 本 的 に Ａ Ｐ Ｃ ｓ 単 独 に 対 す る も の と
同 じ で あ る 。 し か し 、 ま ず 初 回 免 疫 （ 初 回 抗 原 投 与 ） し た Ａ Ｐ Ｃ ｓ を 調 製 し 、 次 に そ れ ら
の Ａ Ｐ Ｃ ｓ を Ｔ 細 胞 共 存 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 初 回 免 疫 し た
Ａ Ｐ Ｃ ｓ を 一 旦 調 製 し た 後 、 新 鮮 培 養 培 地 に 再 懸 濁 す る 前 に か か る Ａ Ｐ Ｃ ｓ を ペ レ ッ ト 状
に し て Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し て よ い 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば Ａ Ｐ Ｃ に 用 い る も の と は 異 な る 、 プ レ
セ ニ リ ン を 調 節 で き る 物 質 （ １ 若 し く は 複 数 ） で Ｔ 細 胞 を 処 理 す る こ と が 望 ま れ る 場 合 に
利 点 が あ り 、 そ の 場 合 Ｔ 細 胞 は 、 Ａ Ｐ Ｃ に 用 い た 異 な る 物 質 （ １ 若 し く は 複 数 ） と 接 触 す
る こ と は な い 。 或 い は 、 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る た め に Ｔ 細 胞 を 第 １ 物 質 （ 又 は 物
質 の セ ッ ト ） と コ イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 再 懸 濁 し て 、 Ａ Ｐ Ｃ 調 節 に 用 い る 物 質 （ １
若 し く は 複 数 ） 及 び Ｔ 細 胞 調 節 に 用 い る 物 質 （ １ 若 し く は 複 数 ） の 両 方 の 不 在 下 か つ 初 回
免 疫 し た Ａ Ｐ Ｃ 共 存 下 に て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。 或 い は Ｔ 細 胞 を Ａ Ｐ Ｃ ｓ 不 在 下 で 、
抗 Ｔ Ｃ Ｒ 抗 体 （ 例 ； 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 ） 等 の Ａ Ｐ Ｃ 代 替 物 を 用 い て 、 共 刺 激 分 子 （ 例 ； 抗 Ｃ Ｄ
２ ８ 抗 体 ） に 対 す る 抗 体 の 存 在 下 又 は 不 在 下 で 培 養 し 、 初 回 免 疫 す る 。 又 は Ｍ Ｈ Ｃ － ペ プ
チ ド 複 合 体 （ 例 ； テ ト ラ マ ー ） を 用 い て Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 通 常 少 な く と も １ 時 間 、 好 ま し く は 少 な く と も ３ 若 し く は ６ 時 間 、
３ ７ ℃ 下 で 好 適 培 地 に て 行 う 。 次 い で Ｔ 細 胞 を 抗 原 で 追 加 免 疫 し 、 Ａ Ｐ Ｃ ｓ に 暴 露 し な か
っ た 対 照 細 胞 と の 比 較 に お い て Ｉ Ｌ － ２ 産 生 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 免 疫 寛 容 が 誘 導 さ
れ た か ど う か を 調 べ る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
上 記 の 方 法 で 初 回 免 疫 し た Ｔ 細 胞 又 は Ｂ 細 胞 を 本 発 明 に 従 っ て 用 い る こ と に よ り 、 他 の Ｔ
細 胞 又 は Ｂ 細 胞 に 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る 。
本 発 明 を さ ら に 以 下 の 非 限 定 的 実 施 例 を 参 照 し な が ら 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ４ ０ ４ 】

マ ウ ス （ Balb／ ｃ 雌 、 ８ ～ １ ０ 週 齢 、 Ｃ ５ ７ Ｂ ／ ６ 雌 、 ８ ～ １ ０ 週 齢 、 Ｃ Ａ Ｒ Ｄ １ 雌 、 ８
～ １ ０ 週 齢 （ Ｄ ０ １ １ ． １ ０ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 Ｃ Ａ Ｒ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） ） か ら 脾
臓 を 摘 出 し 、 ０ ． ２ μ Ｍ 細 胞 ス ト レ イ ナ ー を 通 し て ２ ０ ｍ ｌ の Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 （ １ ０ ％ ウ シ
胎 児 血 清 に ２ ｍ M Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ
ト マ イ シ ン 、 ５ × １ ０ - 5 Ｍ  β － メ ル カ プ ト － エ タ ノ ー ル を 加 え た Ｒ １ ０ Ｆ － Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １
６ ４ ０ 培 地 （ Gibco Cat No 22409） ） に 移 し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 分 離 に か け （ １ １ ５ ０
ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 ） 、 培 地 を 除 去 し た 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
脾 臓 １ 個 毎 に ５ ｍ ｌ の Ａ Ｃ Ｋ 溶 解 緩 衝 液 （ 二 重 蒸 留 水 に ０ ． １ ５ Ｍ  Ｎ Ｈ 4 Ｃ ｌ 、 １ ． ０ Ｍ
 Ｋ Ｈ Ｃ Ｏ 3 、 ０ ． １ ｍ M Ｎ ａ 2 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 用 い て 上 記 細 胞 を ４ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た （ 赤 血 球 を 溶 解 さ せ る た め ） 。 こ れ ら の 細 胞 を Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 で 一 度 洗 浄 し 、 計 数 し た
。 製 造 者 マ ニ ュ ア ル に 従 い 、 Magnetic Associated Cell Sorter（ Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ） カ ラ ム （ Mil
tenyi Biotec, Bisley, UK: Cat No 130-042-401） 上 で 、 Ｃ Ｄ ４ （ Ｌ ３ Ｔ ４ ） ビ ー ズ （ Mi
ltenyi Biotec Cat No 130-049-201） を 用 い て ポ ジ テ ィ ブ 選 択 を 行 い 、 懸 濁 液 か ら Ｃ Ｄ ４
+ 細 胞 を 精 製 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ４ ０ ６ 】

以 下 の プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 ９ ６ ウ エ ル の 平 底 プ レ ー ト に 抗 体 を コ ー テ ィ ン グ し た 。
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【 ０ ４ ０ ７ 】
Ａ ） １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 （ Pharmingen, San Diego, US: Cat No 553058, Clone 
No 145-2C11） と 1μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｉ ｇ Ｇ ４ 抗 体 （ Pharmingen Cat No 555878） を 添 加 し た
ダ ル ベ ッ コ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ ） を プ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し た 。 コ ー テ ィ
ン グ 混 合 物 １ ０ ０ μ ｌ を 各 プ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し た 。 プ レ ー ト を 一 晩 ４ ℃ で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 次 に 各 ウ エ ル に 、 １ ０ ０ μ ｌ Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ 、 又 は １ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ノ ッ チ リ ガ ン ド （ マ ウ ス デ ル タ １ 細 胞 外 ド メ イ ン ／ Ｉ ｇ ４ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 ；
Ｆ ｃ － デ ル タ ） を 加 え た １ ０ ０ μ ｌ Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ の い ず れ か を 添 加 し た 。
上 記 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ２ ～ ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 細 胞 （ 実 施 例 １ 同 様 に 調 製 し
た も の ） を 加 え る 前 に Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
Ｂ ） 或 い は 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Pharmingen Cat No 554007） と １
μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｉ ｇ Ｇ ４ 抗 体 を 添 加 し た Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ し た 。 各 ウ エ
ル に コ ー テ ィ ン グ 混 合 物 を １ ０ ０ μ ｌ 加 え た 。 プ レ ー ト を 一 晩 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た 後 に Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 次 に 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 加 え た １ ０ ０ μ ｌ
の Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ 、 又 は 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と Ｆ ｃ － デ ル タ （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 加
え た １ ０ ０ μ ｌ の Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ の い ず れ か を 各 ウ エ ル に 添 加 し た 。 こ れ ら の プ レ ー ト を ３ ７ ℃
で ２ ～ ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 細 胞 （ 実 施 例 １ 同 様 に 調 製 し た も の ） を 加 え る 前 に
Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 再 度 洗 浄 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ４ ０ ９ 】

実 施 例 ２ （ Ａ ） 又 は ２ （ Ｂ ） に 従 っ て 事 前 コ ー テ ィ ン グ し た ９ ６ ウ エ ル の 平 底 プ レ ー ト で
Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 を 培 養 し た 。 細 胞 を 計 数 し た 後 、 ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 （ Pharminge
n Cat No 553294, Clone No 37.51） を 加 え た Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 に ２ × １ ０ 6 ／ ｍ ｌ で 再 懸 濁 し
た 。 各 ウ エ ル に １ ０ ０ μ ｌ の 細 胞 懸 濁 液 を 加 え た 。 次 に 各 ウ エ ル に Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 １ ０ ０ μ
ｌ を 加 え て 最 終 容 量 を ２ ０ ０ μ ｌ （ ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ エ ル 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 の 最 終 濃 度
は ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と し た 。 こ れ ら の プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ７ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
。
【 ０ ４ １ ０ 】
次 に １ ２ ５ μ ｌ の 上 清 を 各 ウ エ ル か ら 除 去 し 、 R & D Systems（ Abingdon, UK） 製 の 抗 体
ペ ア を 用 い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｉ Ｆ Ｎ ｇ 及 び Ｉ Ｌ － １ ３ を 調 べ る ま で － ２ ０ ℃ で
貯 蔵 し た 。 次 に こ れ ら の 細 胞 を 新 し い ウ エ ル に ３ 等 分 し て （ コ ー テ ィ ン グ せ ず ） 播 き 、 組
換 え ヒ ト Ｉ Ｌ － ２ （ ２ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Pepro Tech Inc, London, UK: Cat No 200-02）
を 加 え た Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 で 培 養 し た 。
結 果 を 図 ７ に 示 す 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ４ １ １ 】

実 施 例 ３ に お い て マ ウ ス （ Balb／ ｃ ） で 刺 激 し た Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 を ４ 、 １ ６ 及 び ２ ４ 時 間
後 に 回 収 し た 。 RNeasy T M Ｒ Ｎ Ａ 単 離 キ ッ ト （ Qiagen, Crawley, UK） を 製 造 者 指 針 に 従 っ
て 用 い 、 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。
【 ０ ４ １ ２ 】
そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ ( 1 2 - 1 8 ) 又 は ラ ン ダ ム デ カ マ ー （ decamer） 混 合 物 を
用 い 、 製 造 者 指 針 に 従 っ て SuperScript T M II Reverse Transcriptase（ Invitrogen, Paisl
ey, UK） を 使 用 し て 全 Ｒ Ｎ Ａ １ μ ｇ を 逆 転 写 し た 。 合 成 後 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ ( 1 2 - 1 8 ) と 、 ラ ン
ダ ム に デ カ マ ー で 初 回 免 疫 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 等 量 ず つ 混 合 し 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
に 用 い る 試 験 用 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を 得 た 。
【 ０ ４ １ ３ 】
Roche Lightcycler T M  system（ Roche, UK） 及 び Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ グ リ ー ン 検 出 化 学 法 を 製 造 者 指
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針 に 従 っ て 使 用 し 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 特 異 的 増 幅 （ ５ ´ か ら ３
´ ） に は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 精 製 し た 以 下 の プ ラ イ マ ー ペ ア を 用 い た 。
【 ０ ４ １ ４ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ５ 】
リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 定 量 に 用 い た 終 点 （ endpoint） で あ る Crossing Point（ Ｃ P ） は 、 ア
ル ゴ リ ズ ム に 定 義 さ れ る シ グ ナ ル 閾 値 を 交 差 す る Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル 回 数 と し て 定 義 さ れ る 。
遺 伝 子 特 異 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 定 量 分 析 は 、 ま ず 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ pCR2.1、 Invitrogen社
製 ） に 既 に ク ロ ー ニ ン グ し た 連 続 希 釈 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 産 物 の セ ッ ト か ら 、 Ｃ P ｓ を 用 い
て ス タ ン ダ ー ド セ ッ ト を 作 製 し て 行 う 。 こ れ ら の 連 続 希 釈 物 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の Ｃ P ｓ の
比 較 対 象 で あ る 標 準 曲 線 の 範 囲 内 に あ る 。 こ の 系 を 用 い 、 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 試 料 に つ い て １ ８ Ｓ
ｒ Ｒ Ｎ Ａ ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 作 製 し た 。 次 に 同 様 の 方 法 で 連 続 希 釈 Ｈ
ｅ ｓ － １ 特 異 的 ス タ ン ダ ー ド を 用 い て Ｈ ｅ ｓ － １ を 分 析 し 、 か か る Ｈ ｅ ｓ － １ 値 を １ ８ Ｓ
ｒ Ｒ Ｎ Ａ 値 で 割 り 、 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 試 料 に お け る Ｈ ｅ ｓ － １ の 相 対 的 発 現 を 表 す 値 を 得 た 。 全
て の Ｃ ｐ 分 析 に は 、 Lightcyclerシ ス テ ム ソ フ ト ウ エ ア に 含 ま れ る Second Derivative Max
imum algorithmを 用 い た 。
【 ０ ４ １ ６ 】
図 ８ に 結 果 （ Ｆ ｃ － デ ル タ の 存 在 下 及 び 不 在 下 で の １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に 対 す る Ｈ Ｅ Ｓ －
１ の 相 対 的 発 現 ） を 示 す 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ４ １ ７ 】

実 施 例 ２ （ Ａ ） と 同 様 に し て プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ し 、 Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 を 加 え た 。 次 に 実
施 例 ３ の 手 順 に 従 っ た が 、 実 施 例 ３ で は 各 ウ エ ル に １ ０ ０ μ ｌ の Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 を 添 加 し て
い た の に 代 え 、 各 ウ エ ル に 以 下 の と お り に し て １ ０ ０ μ ｌ の 分 極 カ ク テ ル を 加 え た 。
【 ０ ４ １ ８ 】
非 分 極 細 胞 ： Ｒ １ ０ Ｆ 培 地
Ｔ ｈ １ 分 極 細 胞 ： Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 ＋ 抗 Ｉ Ｌ － ４ 抗 体 （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Pharmingen Cat No 
554432） ＋ Ｉ Ｌ － １ ２ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Peprotech 210-12）
Ｔ ｈ ２ 分 極 細 胞 ： Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 ＋ 抗 Ｉ Ｌ － １ ２ 抗 体 （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Pharmingen Cat N
o 554475） ＋ 抗 Ｉ Ｆ Ｎ ｇ 抗 体 （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Pharmingen Cat No 554408） ＋ Ｉ Ｌ － ４ （
１ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Peprotech Cat No 214-14）
【 ０ ４ １ ９ 】
次 に 実 施 例 ３ の 記 載 と 同 様 に 、 細 胞 を 刺 激 し て サ イ ト カ イ ン （ Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｉ Ｆ Ｎ γ 及 び
Ｉ Ｌ － １ ３ ） を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 測 定 し た 。 結 果 を 図 ９ に 示 す 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ４ ２ ０ 】

実 施 例 ２ （ Ａ ） （ リ ガ ン ド を プ レ ー ト に 添 加 し な い 点 が 異 な る ） 及 び 実 施 例 ３ （ Ｒ １ ０ Ｆ
培 地 に 可 溶 性 Ｆ ｃ － デ ル タ を 添 加 す る 点 が 異 な る ） の 手 順 に 従 い 、 可 溶 性 Ｆ ｃ － デ ル タ と
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分 極 条 件 下 で の ス ク リ ー ニ ン グ

可 溶 性 リ ガ ン ド



プ レ ー ト に 結 合 し た Ｆ ｃ － デ ル タ を 対 照 と 比 較 し た 。 結 果 を 図 １ ０ に 示 す 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ４ ２ １ 】

一 次 刺 激 の ７ 日 後 に 全 て の 細 胞 を 回 収 し て 計 数 し 、 以 下 の ３ 通 り の 方 法 の い ず れ か １ つ の
方 法 に よ っ て 刺 激 し た 。
【 ０ ４ ２ ２ 】

細 胞 を 一 次 刺 激 と 全 く 同 様 に し て 再 刺 激 し た （ 実 施 例 ３ ） 。
【 ０ ４ ２ ３ 】

１ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 を 添 加 し た Ｐ Ｂ Ｓ で ９ ６ ウ エ ル 平 底 プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ
し た 。 こ れ ら の プ レ ー ト を 一 晩 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
上 記 の 細 胞 を 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 （ ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 添 加 し た Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 に ２ × １ ０ 6 ／
ｍ ｌ で 最 懸 濁 し た 。 各 ウ エ ル に １ ０ ０ μ ｌ の 細 胞 懸 濁 液 を 加 え た 。 次 に Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 １ ０
０ μ ｌ を 各 ウ エ ル に 加 え 、 最 終 容 量 を ２ ０ ０ μ ｌ と し た （ ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ エ ル 、 抗 Ｃ
Ｄ ２ ８ 抗 体 の 最 終 濃 度 は ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 。 次 に こ れ ら の プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ７ ２ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 実 施 例 ３ と 同 様 に 、 ７ ２ 時 間 後 に 上 清 を 除 去 し て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に か け
た （ 一 次 刺 激 ） 。
【 ０ ４ ２ ５ 】

実 施 例 ３ に お い て 一 次 刺 激 を 行 っ た 細 胞 を ７ 日 後 に 回 収 し 、 同 株 の Ａ Ｐ Ｃ ｓ （ ２ × １ ０ 4

／ ウ エ ル ） と 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 と で 再 刺 激 し た 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
実 施 例 １ と 同 様 に し て マ ウ ス 脾 臓 細 胞 を 単 離 し て 計 数 し た 。 次 に Ｔ ｈ ｙ － １ ． ２ 抗 体 結 合
細 胞 を Ｍ Ａ Ｃ Ｓ カ ラ ム 上 で 除 去 し 、 フ ロ ー ス ル ー を 回 収 し て ミ ト マ イ シ ン － Ｃ で ４ ５ 分 間
処 理 し 、 １ ０ ０ μ ｌ Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 の 入 っ た ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に 、 実 施 例 ３ と 同 数 の 細 胞
及 び ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 と 共 に 加 え た 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
Roche Molecular Biochemicals社 製 の キ ッ ト で あ る Cell Proliferation ELISA, BrdU (ch
emiluminescent) 1 669 915を 製 造 者 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 使 用 し 、 細 胞 増 殖 を 測 定 し た 。
７ ２ 時 間 後 に プ レ ー ト を パ ル ス 化 し 、 ル ミ ノ メ ー タ ー で 読 み 取 っ た 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
サ イ ト カ イ ン （ Ｉ Ｌ － １ ０ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － γ ） は 実 施 例 ３ と 同 様 に し て 測 定 し た 。 結 果 を 図
１ １ に 示 す 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ４ ２ ９ 】

BglII及 び HindIII凝 集 性 末 端 を も つ ア デ ノ ウ イ ル ス 主 要 後 期 プ ロ モ ー タ ー TATA-boxモ チ ー
フ を 以 下 の よ う に し て 作 製 し た 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
【 表 １ ３ 】
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二 次 刺 激

再 刺 激

抗 Ｃ Ｄ ３ ／ Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 に よ る 追 加 免 疫

Ａ Ｐ Ｃ と 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 に よ る 再 刺 激

Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ （ Ｎ ２ ７ ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ
Ａ ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド 10xCBF1-Luc（ pLOR91）



　
　
　
　
　
　
　
こ れ を プ ラ ス ミ ド pGL3-Basic（ Promega社 製 ） に BglIIと HindIII部 位 と の 間 に ク ロ ー ニ ン
グ し て プ ラ ス ミ ド pGL3-AdTATAを 作 製 し た 。
【 ０ ４ ３ １ 】
BamH1及 び BglII凝 集 性 末 端 を 有 す る Ａ Ｔ Ｐ １ プ ロ モ ー タ ー 配 列 （ Ｔ Ｐ １ ； Ｃ Ｂ Ｆ １ の ２ 回
反 復 に 相 当 ） を 以 下 の よ う に し て 作 製 し た 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ３ 】
BglII部 位 に 繰 り 返 し 挿 入 す る こ と に よ り 上 記 配 列 を ペ ン タ マ ー （ ５ 量 体 ） と し 、 得 ら れ
た Ｔ Ｐ １ ペ ン タ マ ー （ Ｃ Ｂ Ｆ １ の １ ０ 回 反 復 に 相 当 ） を BglII部 位 に お い て pGL3-AdTATAに
挿 入 し て プ ラ ス ミ ド pLOR91を 作 製 し た 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
Ｂ ） 完 全 長 ノ ッ チ 2を 発 現 す る 安 定 な Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 レ ポ ー タ ー 細 胞 株 及 び 10xCBF1-Lucレ ポ ー
タ ー カ セ ッ ト の 作 成
ヒ ト ノ ッ チ 2遺 伝 子 （ 例 と し て GenBank 登 録 番 号 Ａ Ｆ ３ １ ５ ３ ５ ６ を 参 照 ） の 完 全 コ ー デ
ィ ン グ 配 列 を 網 羅 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 以 下 の よ う に し て 構 築 し た 。 細 胞 内 ド メ イ ン の
全 体 及 び 細 胞 外 ド メ イ ン の 一 部 を コ ー ド す る ３ 'ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ヒ ト 胎 盤 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー （ OriGene Technologies Ltd., USA） か ら Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス ス ク リ ー ニ ン グ 法 （ PCR-ba
sed screening strategy） に よ り 単 離 し た 。 残 存 ５ 'コ ー デ ィ ン グ 配 列 を Ｒ Ａ Ｃ Ｅ （ Rapid
 Amplification of cDNA Ends； ｃ Ｄ Ｎ Ａ 末 端 の 迅 速 増 幅 ） 法 に よ り 単 離 し 、 両 方 の 断 片
に 共 通 の 独 特 な 制 限 部 位 （ ClaＩ ） を 用 い て 既 存 ３ '断 片 と 結 合 さ せ た 。 そ の 結 果 得 ら れ た
完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 次 に 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3.1－ V5－ HisA（ Invitrogen社 製 ） に ス ト
ッ プ コ ド ン な し で ク ロ ー ニ ン グ し 、 プ ラ ス ミ ド pLOR92を 作 製 し た 。 従 っ て 、 pLOR92は 哺 乳
類 細 胞 で 発 現 さ れ る と 、 そ の 細 胞 内 ド メ イ ン の ３ '末 端 に Ｖ ５ 及 び Ｈ ｉ ｓ タ グ を 有 す る 完
全 長 ヒ ト ノ ッ チ 2タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
Lipfectamine2000 T M （ Invitrogen社 製 ） を 用 い て 野 生 型 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 （ 例 と し て Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ Ｃ Ｃ Ｌ ６ １ ） に pLOR92（ pcDNA3.1－ FLNotch２ － V5-His） を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
、 完 全 長 ヒ ト ノ ッ チ 2（ Ｎ ２ ） を 発 現 す る 安 定 な Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ク ロ ー ン を 作 製 し た 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た ク ロ ー ン は 、 限 界 希 釈 を 用 い る ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に お い て 、 １ ０ ％ 熱 不
活 化 ウ シ 胎 児 血 清 （ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ ） と グ ル タ ミ ン と ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン （
Ｐ ／ Ｃ ） と １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ Ｇ ４ １ ８ （ Geneticin T M 、 Invitrogen社 製 ） を 添 加 し た ダ ル ベ ッ
コ 修 飾 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ； Dulbecco's Modified Eagle Medium） か ら 選 択 し た 。 個
々 の コ ロ ニ ー を 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ と ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ Ｇ ４ １
８ を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 増 殖 さ せ た 。 抗 Ｖ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Invitrogen社 製 ） を 用
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い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 細 胞 溶 解 物 を 供 し て Ｎ ２ の 発 現 を 調 べ た 。 陽 性 ク ロ ー ン
を レ ポ ー タ ー ベ ク タ ー pLOR91（ １ ０ ｘ Ｃ Ｂ Ｆ １ － Ｌ ｕ ｃ ） で 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し 、 完 全 長 ヒ ト デ ル タ 様 リ ガ ン ド １ （ Ｄ Ｌ Ｌ １ ； 例 と し て GenBank登 録 番 号 Ａ Ｆ １ ９ ６
５ ７ １ 号 を 参 照 ） を 発 現 す る 安 定 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ク ロ ー ン （ Ｃ Ｈ Ｏ － デ ル タ ） と 共 培 養 す る こ
と に よ り 試 験 し た 。 （ Ｃ Ｈ Ｏ ノ ッ チ ２ ク ロ ー ン と 同 様 に し て Ｃ Ｈ Ｏ － デ ル タ を 調 製 し た が
、 ノ ッ チ ２ の 代 わ り に ヒ ト Ｄ Ｌ Ｌ １ を 使 用 し た 。 抗 Ｖ ５ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 し 、 細
胞 溶 解 物 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に か け て 著 し く 陽 性 を 示 し た ク ロ ー ン を 選 択 し た 。
）
【 ０ ４ ３ ６ 】
Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ 安 定 ク ロ ー ン の １ つ で あ る Ｎ ２ ７ に pLOR91（ １ ０ ｘ Ｃ Ｂ Ｆ １ － Ｌ ｕ ｃ ） を 一
時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 完 全 長 ヒ ト Ｄ Ｌ Ｌ １ を 発 現 す る 安 定 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ク ロ ー ン （
Ｃ Ｈ Ｏ － デ ル タ ） と 共 培 養 し た と こ ろ 、 高 レ ベ ル な 誘 導 を 示 し た こ と が 明 ら か に な っ た 。
BamH1と Sal１ を 用 い て ヒ グ ロ マ イ シ ン 遺 伝 子 カ セ ッ ト （ pcDNA3.1／ hygro、 Invitrogen社
製 ） を pLOR91（ １ ０ ｘ Ｃ Ｂ Ｆ １ － Ｌ ｕ ｃ ） に 挿 入 し 、 こ の ベ ク タ ー （ １ ０ ｘ Ｃ Ｂ Ｆ １ － Ｌ
ｕ ｃ － hygro） を Lipfectamine2000（ Invitrogen社 製 ） を 用 い て CHO-N２ 安 定 ク ロ ー ン （ Ｎ
２ ７ ） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ク ロ ー ン を 、 限 界 希 釈 を 用 い る ９
６ ウ エ ル プ レ ー ト に お い て 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｃ と ０ ． ４ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ ヒ グ ロ マ イ シ ン Ｂ （ Invitrogen社 製 ） と ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ Ｇ ４ １ ８ （ Invitrogen社 製
） を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ か ら 選 択 し た 。 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ と ０ ．
２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ヒ グ ロ マ イ シ ン Ｂ （ Invitrogen社 製 ） と ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ Ｇ ４ １ ８ （ Invitr
ogen社 製 ） を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ に お い て 個 々 の ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
Ｆ Ｌ ヒ ト Ｄ Ｌ Ｌ １ を 発 現 す る 安 定 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ク ロ ー ン と 共 培 養 す る こ と に よ り ク ロ ー ン を
試 験 し た 。 Ｎ ２ ７ ＃ １ １ 、 Ｎ ２ ７ ＃ １ ７ 、 Ｎ ２ ７ ＃ ３ ６ の ３ 種 類 の 安 定 レ ポ ー タ ー 細 胞 株
を 作 製 し た 。 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 不 在 下 に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル が 低 く 、 そ の
た め シ グ ナ ル 伝 達 が 開 始 さ れ る と 誘 導 が 高 倍 率 で 生 じ る こ と か ら 、 Ｎ ２ ７ ＃ １ １ を 選 択 し
た 。 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を １ ウ エ ル あ た り １
０ ０ μ ｌ 入 れ た ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に お い て 、 ウ エ ル 毎 に ２ × １ ０ 4 の Ｎ ２ ７ ＃ １ １ 細 胞
を 播 い て ア ッ セ イ を 行 っ た 。
【 ０ ４ ３ ８ 】

ま た 、 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う た め に 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と
Ｐ ／ Ｓ と ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ Ｇ １ ８ を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ （ ク ロ ー ン Ｎ ２ ７ ）
細 胞 を 維 持 し 、 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ 細 胞 の Ｔ 8 0 フ ラ ス コ に 対 し 、 以 下 の よ う に し て ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン を 行 っ た 。 細 胞 上 の 培 地 を 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加
し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 新 鮮 培 地 ８ ｍ ｌ と 交 換 し た 。 pLOR91（ １ ０ ｘ Ｃ Ｂ Ｆ １ － Ｌ ｕ ｃ ） が 入 っ た 無
菌 小 容 器 （ bijou） に 、 １ ０ μ ｇ の OptiMem（ Invitrogen社 製 ） を 最 終 容 量 が １ ｍ ｌ と な る
よ う に 加 え 、 混 合 し た 。 ２ 個 目 の 無 菌 小 容 器 に 、 ２ ０ μ ｌ の Lipofectamine2000試 薬 を Opt
iMem９ ８ ０ μ ｌ に 加 え て 混 合 し た 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
各 小 容 器 の 内 容 物 を 混 合 し 、 室 温 で ２ ０ 分 間 放 置 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 ２ ｍ
ｌ を 培 地 ８ ｍ ｌ が 入 っ た 細 胞 入 り の フ ラ ス コ に 加 え 、 得 ら れ た 混 合 物 を 一 晩 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ
ュ ベ ー タ ー に 放 置 し た 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 取 り 出 し て 不 動 化 ノ ッ チ リ ガ ン ド タ ン
パ ク 質 の 入 っ た ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に 加 え た 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
そ の 翌 日 に ０ ． ０ ２ ％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 （ Sigma社 製 ） を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ
２ 細 胞 を 取 り 出 し 、 遠 心 分 離 し て １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ １ ０ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し た 。 １ ０ μ ｌ 中 の 細 胞 数 を 数 え 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ
ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た 新 鮮 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ に お け る 細 胞 密 度 を ２ ． ０ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ
に 調 整 し た 。 マ ル チ チ ャ ネ ル ピ ペ ッ ト を 用 い て ９ ６ ウ エ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト （ 平 底 ） の 各
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Ｃ ） Ｃ Ｈ Ｏ -Ｎ ２ 細 胞 に 対 す る １ ０ ｘ Ｃ Ｂ Ｆ １ － Ｌ ｕ ｃ の 一 時 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン



ウ エ ル に １ ０ ０ μ ｌ を 加 え 、 す な わ ち １ ウ エ ル あ た り ２ ． ０ × １ ０ 4 個 の ト ラ ン ス フ ェ ク
ト 細 胞 と し 、 こ の プ レ ー ト を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ４ ４ １ 】

精 製 ノ ッ チ リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 １ ０ μ ｇ を 無 菌 エ ッ ペ ン ド ル フ 型 （ Eppendorf） 管 中 の 無
菌 Ｐ Ｂ Ｓ に 加 え 、 最 終 容 量 を １ ｍ ｌ と し た 。 こ の う ち ５ ０ ０ μ ｌ を ５ ０ ０ μ ｌ の 無 菌 Ｐ Ｂ
Ｓ が 入 っ た 無 菌 エ ッ ペ ン ド ル フ 型 管 に 加 え 、 連 続 し て １ ： ２ の 希 釈 液 を 作 り 、 １ ０ μ ｇ ／
ｍ ｌ 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ２ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 １ ． ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ６ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、
０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 各 希 釈 液 を 作 製 し た 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
上 記 プ レ ー ト の 蓋 を パ ラ フ ィ ル ム で 密 封 し 、 プ レ ー ト を ４ ℃ 下 で 一 晩 又 は ３ ７ ℃ 下 で ２ 時
間 放 置 し た 。 そ の 後 タ ン パ ク 質 を 除 去 し 、 プ レ ー ト を Ｐ Ｂ Ｓ ２ ０ ０ μ ｌ で 洗 浄 し た 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
Ｅ ） Ａ ２ ０ － デ ル タ 細 胞
Ｉ Ｖ Ｓ 、 Ｉ Ｒ Ｅ Ｓ 、 Ｎ ｅ ｏ 及 び ｐ Ａ の 各 エ レ メ ン ト を プ ラ ス ミ ド pIRESneo2（ Clontech社
製 、 USA） か ら 取 り 出 し 、 pUCク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 の ニ ワ ト リ β － ア ク チ ン プ ロ モ ー タ
ー （ 例 と し て GenBank登 録 番 号 Ｅ ０ ２ １ ９ ９ を 参 照 ） の ダ ウ ン ス ト リ ー ム に 挿 入 し た 。 マ
ウ ス デ ル タ １ （ 例 と し て GenBank登 録 番 号 Ｎ Ｍ _０ ０ ７ ８ ６ ５ を 参 照 ） を ア ク チ ン プ ロ モ ー
タ ー と Ｉ Ｖ Ｓ エ レ メ ン ト と の 間 に 挿 入 し 、 ３ つ の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 全 て に 複 数 の ス
ト ッ プ コ ド ン が 含 ま れ る 配 列 を デ ル タ と Ｉ Ｖ Ｓ エ レ メ ン ト と の 間 に 挿 入 し た 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
そ の 結 果 得 ら れ た 構 築 物 を エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン と Ｇ ４ １ ８ を 用 い て Ａ ２ ０ 細 胞 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し 、 マ ウ ス デ ル タ １ を そ の 表 面 に 発 現 す る Ａ ２ ０ 細 胞 を 得 た （ Ａ ２ ０ － デ ル
タ ） 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
Ｆ ） Ｃ Ｈ Ｏ 及 び Ｃ Ｈ Ｏ － hデ ル タ 1－ Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ ア ッ セ イ 対 照
１ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ に お い て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 維
持 し 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ と ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ Ｇ ４ １ ８ を 添 加 し
た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ に お い て Ｃ Ｈ Ｏ － hデ ル タ 1－ Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ （ ク ロ ー ン ＃ １ ０ ） 細 胞 を 維 持 し た
。
【 ０ ４ ４ ６ 】
０ ． ０ ２ ％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 （ Sigma社 製 ） を 用 い て 細 胞 を 取 り 出 し 、 遠 心 分 離 に か け 、 １ ０
％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ １ ０ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し た 。 １ ０
μ ｌ 中 の 細 胞 数 を 数 え 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た 新 鮮 Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ に お け る 細 胞 密 度 を ５ ． ０ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ に 調 整 し た 。 ５ ． ０ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ
と 調 整 し た 各 細 胞 株 の ３ ０ ０ μ ｌ を ９ ６ ウ エ ル の 組 織 培 養 プ レ ー ト の ウ エ ル ２ 個 ず つ に 加
え た 。 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ １ ５ ０ μ ｌ を 各 ウ
エ ル の 下 の ウ エ ル ５ 個 （ 縦 列 に ５ 個 ） に 加 え た 。 細 胞 １ ５ ０ μ ｌ を 次 の ウ エ ル ４ 個 に 連 続
希 釈 し て い き 、 そ れ ぞ れ ５ ． ０ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ 、 ２ ． ５ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ 、 １ ． ２ ５
× １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ６ ２ ５ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ３ １ ２ ５ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ 、
０ 細 胞 ／ ｍ ｌ の 細 胞 密 度 の 希 釈 液 を 得 た 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
１ ０ ｘ Ｃ Ｂ Ｆ １ － Ｌ ｕ ｃ に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ た Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ 細 胞 （ ２ ． ０ × １ ０ 4 ト
ラ ン ス フ ェ ク ト Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ 細 胞 ／ ウ エ ル ） １ ０ ０ μ ｌ を 含 有 す る ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に
、 上 記 各 ウ エ ル か ら １ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し 、 こ の プ レ ー ト を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 静 置 し
た 。
【 ０ ４ ４ ８ 】

５ × １ ０ 4 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ 細 胞 を ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト 上 に 播 い た 。 Ｃ Ｈ Ｏ － デ ル タ 細 胞 又 は
Ａ ２ ０ － デ ル タ 細 胞 を 必 要 に 応 じ て 滴 定 し た （ Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ ： Ｃ Ｈ Ｏ － デ ル タ の 最 大 比 率
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Ｄ ） ９ ６ ウ エ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト へ 直 接 ノ ッ チ リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 を 固 定 す る

Ｇ ） 細 胞 共 培 養



は １ ： １ で 、 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｎ ２ ： Ａ ２ ０ － デ ル タ の 最 大 比 率 は １ ： ２ ） 。 上 記 混 合 物 を 一 晩 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ を 行 っ た 。
【 ０ ４ ４ ９ 】

全 ウ エ ル か ら 上 清 を 除 去 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ １ ０ ０ μ ｌ と SteadyGlo T M ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ
試 薬 （ Promega社 製 ） １ ０ ０ μ ｌ を 加 え 、 細 胞 を ５ 分 間 室 温 に 放 置 し た 。 こ の 混 合 物 を ピ
ペ ッ ト で 上 下 に ２ 回 操 作 し て 取 り 出 し 、 各 ウ エ ル か ら の 細 胞 溶 解 物 と 内 容 物 が 白 色 ９ ６ ウ
エ ル OptiPlate  T M （ Packard社 製 ） に 確 実 に 移 し た 。 化 学 発 光 （ ル ミ ネ セ ン ス ） は TopCoun
t  T M 係 数 器 （ Packard社 製 ） で 測 定 し た 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
試 料 ア ッ セ イ の 結 果 （ 上 述 の 安 定 Ｃ Ｈ Ｏ － ノ ッ チ ２ － １ ０ ｘ Ｃ Ｂ Ｆ １ － Ｌ ｕ ｃ レ ポ ー タ ー
細 胞 株 と 、 （ Ａ ） プ レ ー ト に 固 定 し た ヒ ト デ ル タ １ ／ Ｉ ｇ ４ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 、 （ Ｂ ）
プ レ ー ト に 固 定 し た マ ウ ス デ ル タ １ ／ Ｉ ｇ ４ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 、 （ Ｃ ） Ｃ Ｈ Ｏ ／ Ｃ Ｈ Ｏ
－ ヒ ト デ ル タ １ 共 培 養 細 胞 、 及 び （ Ｄ ） 対 応 す る 対 照 に た い す る ア ク チ ベ ー タ ー と し て Ａ
２ ０ ／ Ａ ２ ０ － マ ウ ス デ ル タ １ 共 培 養 細 胞 と を 用 い る ） を 図 １ ２ Ａ ～ Ｄ に 示 す 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ４ ５ １ 】

Ｆ ｃ で 標 識 し た ノ ッ チ リ ガ ン ド を 以 下 の よ う に し て 、 ビ オ チ ン 化 α － Ｉ ｇ Ｇ － ４ （ Pharmi
ngen [Cat. No. 555879] の ク ロ ー ン Ｊ Ｄ Ｃ １ ４ を ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で ） と 共 に ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン － ダ イ ナ ビ ー ズ （ Dynal (UK) Ltd; beadsの CELLection Biotin Binder Dynabe
ads [Cat. No. 115.21] を ４ ． ０ × １ ０ 8 ビ ー ズ ／ ｍ ｌ ） 上 に 固 定 し た 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
ア ッ セ イ に 供 す る 各 試 料 に 、 ２ ． ５ × １ ０ 7 ビ ー ズ （ ６ ２ ． ５ μ ｌ の ビ ー ズ を ４ ． ０ × １
０ 8 ビ ー ズ ／ ｍ ｌ で ） 及 び ５ μ ｇ の ビ オ チ ン 化 α － Ｉ ｇ Ｇ － ４ を 用 い た 。 上 記 ビ ー ズ に Ｐ
Ｂ Ｓ を 加 え て １ ｍ ｌ と し 、 こ の 混 合 物 を １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 間 遠 心 分 離 に か け た 。 さ
ら に １ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で 混 合 物 を 洗 浄 し 、 再 度 遠 心 分 離 に か け た 。 無 菌 エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に
お い て ビ オ チ ン 化 α － Ｉ ｇ Ｇ － ４ を 含 有 す る 最 終 容 量 １ ０ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に ビ ー ズ を 再 懸
濁 し 、 室 温 で ３ ０ 分 間 振 盪 器 に 入 れ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え て １ ｍ ｌ と し た 混 合 物 を １ ３ ０ ０ ０
ｒ ｐ ｍ で １ 分 間 遠 心 分 離 に か け 、 Ｐ Ｂ Ｓ を さ ら に １ ｍ ｌ 加 え て ２ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
上 記 混 合 物 を １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 間 遠 心 分 離 に か け 、 各 試 料 あ た り ５ ０ μ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ
に ビ ー ズ を 再 懸 濁 し た 。 ビ オ チ ン 化 α － Ｉ ｇ Ｇ － ４ で コ ー テ ィ ン グ し た ビ ー ズ ５ ０ μ ｌ を
各 試 料 に 加 え 、 こ の 混 合 物 を 一 晩 ４ ℃ 下 で 回 転 振 盪 器 に お い て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
こ の 管 を １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 、 室 温 に て 遠 心 分 離 に か け た 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
上 記 ビ ー ズ を １ ０ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 遠 心 分 離 し 、 １ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 再 懸 濁 し 、 無 菌
エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に 移 し 、 さ ら に １ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 （ ２ × １ ｍ ｌ ） 洗 浄 し 、 遠 心 分 離
し 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た 最 終 容 量 が ２ ５ ０ μ ｌ の Ｄ Ｍ
Ｅ Ｍ に 再 懸 濁 し た （ １ ． ０ × １ ０ 5 ビ ー ズ ／ μ ｌ ） 。
【 ０ ４ ５ ５ 】
実 施 例 ８ に お け る 安 定 Ｎ ２ ７ ＃ １ １ 細 胞 （ Ｔ 8 0 フ ラ ス コ ） を 、 ０ ． ０ ２ ％ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 （
Sigma社 製 ） を 用 い て 除 去 し 、 遠 心 分 離 し 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ
を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ １ ０ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し た 。 １ ０ μ ｌ 中 の 細 胞 数 を 計 数 し 、 １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ
） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た 新 鮮 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 用 い て 細 胞 密 度 を １ ． ０ × １ ０
5 細 胞 ／ ｍ ｌ に 調 整 し た 。 こ れ ら 細 胞 １ ． ０ × １ ０ 5 個 を １ ０ ％ （ Ｈ Ｉ ） Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ
ン と Ｐ ／ Ｓ を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ １ ｍ ｌ 容 量 の ２ ４ ウ エ ル プ レ ー ト の 各 ウ エ ル に 播 き 、 イ ン
キ ュ ベ ー タ ー に 置 き 、 少 な く と も ３ ０ 分 間 寝 か せ た 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
ビ ー ズ １ ０ ０ μ ｌ を ウ エ ル の 最 初 の ２ 個 に そ れ ぞ れ 加 え て １ ． ０ × １ ０ 7 ビ ー ズ ／ ウ エ ル
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（ １ ０ ０ ビ ー ズ ／ 細 胞 ） と し た 。 次 の （ ２ 番 目 の ） ウ エ ル ２ 個 に ビ ー ズ ２ ０ μ ｌ を そ れ ぞ
れ 加 え て ２ ． ０ × １ ０ 6 ビ ー ズ ／ ウ エ ル （ ２ ０ ビ ー ズ ／ 細 胞 ） と し た 。 ３ 番 目 の ウ エ ル ２
個 組 に ビ ー ズ ４ μ ｌ を そ れ ぞ れ 加 え て ４ ． ０ × １ ０ 5 ビ ー ズ ／ ウ エ ル （ ４ ビ ー ズ ／ 細 胞 ）
と し た 。 ま た 、 ４ 番 目 の ウ エ ル ２ 個 組 み に は ０ μ ｌ の ビ ー ズ を 加 え た 。 こ の プ レ ー ト を 一
晩 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 置 い た 。
【 ０ ４ ５ ７ 】

全 ウ エ ル か ら 上 清 を 除 去 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ １ ５ ０ μ ｌ と SteadyGloル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ 試 薬
（ Promega社 製 ） を 加 え て 得 た 混 合 物 を 室 温 で ５ 分 間 置 い た 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
上 記 混 合 物 を ピ ペ ッ ト で 上 下 に ２ 回 操 作 し て 取 り 出 し 、 各 ウ エ ル か ら の 細 胞 溶 解 物 と 内 容
物 を 確 実 に エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に 移 し 、 １ ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 間 遠 心 分 離 し 、 ビ ー ズ ペ レ
ッ ト は 残 し て 清 澄 上 清 を 白 色 ９ ６ ウ エ ル OptiPlate T M （ Packard社 製 ） に 移 し た 。 TopCount
T M （ Packard社 製 ） カ ウ ン タ ー で ル ミ ネ セ ン ス を 読 み 取 っ た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ４ ５ ９ 】

抗 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ Ｇ １ ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ４ ビ オ チ ン 化 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 又 は こ れ ら 両 方 の 抗 体 で 、 Ｍ ４ ５ ０ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ダ イ ナ ビ ー ズ を コ
ー テ ィ ン グ し 、 室 温 で ２ 時 間 攪 拌 し た 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
上 記 ビ ー ズ を Ｐ Ｂ Ｓ （ １ ｍ ｌ ） で ３ 回 洗 浄 し た 。 抗 ハ ム ス タ ー Ｉ ｇ Ｇ １ ビ ー ズ を 抗 Ｃ Ｄ ３
ε 鎖 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 共 存 下 で さ ら に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ４ ビ ー ズ
を さ ら に Ｆ ｃ － デ ル タ 共 存 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 両 方 の 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ し た ビ
ー ズ は 、 抗 Ｃ Ｄ ３ ε 鎖 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と Ｆ ｃ － デ ル タ 両 方 の 共 存 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 こ れ ら の ビ ー ズ を 一 晩 ４ ℃ で 攪 拌 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ （ １ ｍ ｌ ） で ３ 回 洗 浄 し て 再 懸 濁
し た 。
【 ０ ４ ６ １ 】
Ｔ 細 胞 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 と ビ ー ズ を 用 い て 行 っ た 。 ７ ２ 時 間 後 に 上 清 を 除 去 し
、 実 施 例 ３ と 同 様 に し て サ イ ト カ イ ン を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 測 定 し た 。 結 果 を 図 １ ３ に 示 す
。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ４ ６ ２ 】

フ ィ コ ー ル パ ー ク 分 離 培 地 （ Pharmacia社 製 ） を 用 い 、 ヒ ト 末 梢 血 単 核 球 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ
） を 精 製 し た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 血 液 ２ ８ ｍ ｌ を フ ィ コ ー ル パ ー ク 分 離 培 地 ２ １ ｍ ｌ の 上
に 載 せ 、 １ ８ ～ ２ ０ ℃ 下 、 ４ ０ 分 間 ４ ０ ０ ｇ で 遠 心 分 離 に か け た 。 界 面 か ら Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 回
収 し 、 ３ 回 洗 浄 し て か ら Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 精 製 に 用 い た 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
Miltenyi Biotech社 製 の 抗 Ｃ Ｄ ４ マ イ ク ロ ビ ー ズ を 製 造 者 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 用 い 、 ポ ジ
テ ィ ブ 選 択 を 行 っ て ヒ ト Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 を 単 離 し た 。
上 記 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 を 、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ
ン 及 び β 2 － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 の 入 っ た ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト （ 平
底 ） の ウ エ ル ３ 個 に お い て １ ０ 5 Ｃ Ｄ ４ ／ ウ エ ル ／ ２ ０ ０ μ ｌ 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
Dynalの 抗 Ｃ Ｄ ３ ／ Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 Ｔ 細 胞 増 殖 ビ ー ズ を 細 胞 に 対 し て １ ： １ の 割 合 （ ビ ー ズ
／ 細 胞 ） で 用 い て 、 又 は プ レ ー ト に 結 合 し た 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 （ ク ロ ー ン Ｕ Ｃ Ｈ Ｔ １ 、 BD Bio
sciences社 製 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 及 び 可 溶 性 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 （ ク ロ ー ン Ｃ Ｄ ２ ８ ． ２ 、 BD B
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Dynalマ イ ク ロ ビ ー ズ 上 に 固 定 し た デ ル タ １ － ｈ Ｉ ｇ Ｇ ４ 存 在 下 に お け る ヒ ト Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細
胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 の 調 節



iosciences社 製 、 ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 用 い て 刺 激 す る こ と に よ り 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 を 誘 導
し た 。 マ ウ ス デ ル タ １ Ｅ Ｃ ド メ イ ン － ｈ Ｉ ｇ Ｇ ４ 融 合 タ ン パ ク 質 （ 上 述 と 同 様 に 調 製 し た
が 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ４ 共 存 下 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 室 温 で ３ ０ ～ ４ ０ 分 間 で 、 デ ル タ － Ｆ
ｃ 共 存 下 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 室 温 で ２ 時 間 だ っ た 点 が 異 な る ） で コ ー テ ィ ン グ し た
ビ ー ズ 、 又 は 対 照 ビ ー ズ を ウ エ ル の い く つ か に １ ０ ： １ の 割 合 （ ビ ー ズ ／ 細 胞 ） で 加 え た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン か ら ３ 又 は ４ 日 後 に 、 ３ ７ ℃ ／ ５ ％ Ｃ Ｏ 2 ／ 湿 気 条 件 下 で 上 清 を 除
去 し 、 製 造 者 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 、 Pharmingen社 製 の キ ッ ト で あ る  OptEIA Set human IL
10（ catalog No. 555157） 、 OptEIA Set human IL5（ catalog No. 555202） 、 及 び OptEIA
 Set human IFNg（ catalog No. 555142） を そ れ ぞ れ Ｉ Ｌ － １ ０ 、 Ｉ Ｌ － ５ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ ｇ
に 用 い 、 R&D Systems社 製 の human TNFa DuoSet（ catalog No.DY210） を Ｔ Ｎ Ｆ ａ に 用 い る
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 、 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 評 価 し た 。
結 果 を 図 １ ４ ～ 図 １ ８ に 示 す 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ４ ６ ５ 】

実 施 例 １ １ の 手 順 に 従 っ た が 、 対 照 ビ ー ズ と 細 胞 の 割 合 及 び マ ウ ス デ ル タ １ － ｈ Ｉ ｇ Ｇ ４
融 合 タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ し た ビ ー ズ と 細 胞 の 割 合 を 、 １ ６ ： １ か ら ０ ． ２ ５ ： １ （
１ ６ ： １ 、 ８ ： １ 、 ４ ： １ 、 ２ ： １ 、 １ ： １ 、 ０ ． ５ ： １ 、 ０ ． ２ ５ ： １ ） の 間 で 種 々 に
変 更 し た 点 が 実 施 例 １ １ と は 異 な り 、 ま た 比 較 の た め に 、 ヒ ト デ ル タ １ － ｈ Ｉ ｇ Ｇ ４ 融 合
タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン グ し た ビ ー ズ も 同 じ 割 合 で 使 用 し た 。
結 果 を 図 １ ９ に 示 す 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ４ ６ ６ 】

刺 激 前 に ヒ ト Ｃ Ｄ ４ + Ｔ 細 胞 を Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ｏ + （ 記 憶 細 胞 ） と Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ｏ - （ ナ イ ー ブ 細
胞 、 デ ー タ は ス ラ イ ド 上 に 示 さ ず ） に 分 け た こ と 以 外 は 、 実 施 例 １ １ の 手 順 に 従 っ た 。 磁
気 に よ る 分 離 は 、 Miltenyi Biotech社 製 の 抗 Ｃ Ｄ ４ 抗 体 Multisortマ イ ク ロ ビ ー ズ (cat. N
o. 551-01)、 続 け て 抗 Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ｏ 抗 体 マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て Miltenyiの プ ロ ト コ ー ル
に 従 っ て 行 っ た 。
結 果 を 図 ２ ０ に 示 す 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ４ ６ ７ 】

マ ウ ス （ Balb／ ｃ 雌 、 ８ ～ １ ０ 週 齢 、 Ｃ ５ ７ Ｂ ／ ６ 雌 、 ８ ～ １ ０ 週 齢 、 Ｃ Ａ Ｒ Ｄ １ 雌 、 ８
～ １ ０ 週 齢 （ Ｄ ０ １ １ ． １ ０ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 、 Ｃ Ａ Ｒ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） ） か ら 脾
臓 を 摘 出 し 、 ０ ． ２ μ Ｍ 細 胞 ス ト レ イ ナ ー を 通 し て ２ ０ ｍ ｌ の Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 （ １ ０ ％ ウ シ
胎 児 血 清 に ２ ｍ M Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ
ト マ イ シ ン 、 ５ × １ ０ - 5 Ｍ  β － メ ル カ プ ト － エ タ ノ ー ル を 加 え た Ｒ １ ０ Ｆ － Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １
６ ４ ０ 培 地 （ Gibco Cat No 22409） ） に 移 し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 分 離 に か け （ １ １ ５ ０
ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 ） 、 培 地 を 除 去 し た 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
脾 臓 １ 個 毎 に ５ ｍ ｌ の Ａ Ｃ Ｋ 溶 解 緩 衝 液 （ 二 重 蒸 留 水 に ０ ． １ ５ Ｍ  Ｎ Ｈ 4 Ｃ ｌ 、 １ ． ０ Ｍ
 Ｋ Ｈ Ｃ Ｏ 3 、 ０ ． １ ｍ M Ｎ ａ 2 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 用 い て 上 記 細 胞 を ４ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た （ 赤 血 球 を 溶 解 さ せ る た め ） 。 こ れ ら の 細 胞 を Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 で 一 度 洗 浄 し 、 計 数 し た
。 製 造 者 マ ニ ュ ア ル に 従 い 、 Magnetic Associated Cell Sorter（ Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ） カ ラ ム （ Mil
tenyi Biotec, Bisley, UK: Cat No 130-042-401） 上 で 、 Ｃ Ｄ ４ （ Ｌ ３ Ｔ ４ ） ビ ー ズ （ Mi
ltenyi Biotec Cat No 130-049-201） を 用 い て ポ ジ テ ィ ブ 選 択 を 行 い 、 懸 濁 液 か ら Ｃ Ｄ ４
+ 細 胞 を 精 製 し た 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
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ビ ー ズ ： 細 胞 の 割 合

Ｃ Ｄ ４ ５ Ｒ Ｏ + （ 記 憶 細 胞 ） 及 び Ｃ Ｄ ４ ５ - （ ナ イ ー ブ 細 胞 ）

分 極 条 件 下 で の 刺 激 マ ウ ス Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 に お け る サ イ ト カ イ ン 産 生 量 の 測 定
（ ｉ ） Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 の 精 製



１ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 （ Pharmingen, San Diego, US: Cat No 553058, Clone No 1
45-2C11） と 1μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｉ ｇ Ｇ ４ 抗 体 （ Pharmingen Cat No 555878） を 添 加 し た ダ ル
ベ ッ コ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ ） を ９ ６ ウ エ ル の 平 底 プ レ ー ト に コ ー テ ィ ン グ し
た 。 コ ー テ ィ ン グ 混 合 物 １ ０ ０ μ ｌ を 各 プ レ ー ト に 用 い た 。 プ レ ー ト を 一 晩 ４ ℃ で イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し 、 Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 次 に 各 ウ エ ル に 、 １ ０ ０ μ ｌ Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ 、 又 は １ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ ノ ッ チ リ ガ ン ド （ マ ウ ス デ ル タ １ 細 胞 外 ド メ イ ン ／ Ｉ ｇ ４ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質
； Ｆ ｃ － デ ル タ ） を 加 え た １ ０ ０ μ ｌ Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ の い ず れ か を 添 加 し た 。 こ れ ら の プ レ ー ト
を ３ ７ ℃ で ２ ～ ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 細 胞 （ （ ｉ ） と 同 様 に し て 調 製 し た も の ）
を 添 加 す る 前 に Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 再 度 洗 浄 し た 。
【 ０ ４ ７ ０ 】

上 述 の （ ii） に 従 っ て 事 前 コ ー テ ィ ン グ し た ９ ６ ウ エ ル の 平 底 プ レ ー ト で Ｃ Ｄ ４ + 細 胞 を
培 養 し た 。 細 胞 を 計 数 し た 後 、 ４ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 （ Pharmingen Cat No 5532
94, Clone No 37.51） を 加 え た Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 に ２ × １ ０ 6 ／ ｍ ｌ で 再 懸 濁 し た 。 各 ウ エ ル
に １ ０ ０ μ ｌ の 細 胞 懸 濁 液 を 加 え た 。 次 に 以 下 に 示 す よ う に 、 各 ウ エ ル に １ ０ ０ μ ｌ の 分
極 培 地 又 は 対 照 培 地 を 加 え て 最 終 容 量 を ２ ０ ０ μ ｌ （ ２ × １ ０ 5 細 胞 ／ ウ エ ル 、 抗 Ｃ Ｄ ２
８ 抗 体 の 最 終 濃 度 は ２ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） と し た 。
非 分 極 細 胞 ： Ｒ １ ０ Ｆ 培 地
Ｔ ｈ １ 分 極 細 胞 ： Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 ＋ 抗 Ｉ Ｌ － ４ 抗 体 （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Pharmingen Cat No 
554432） ＋ Ｉ Ｌ － １ ２ （ １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Peprotech 210-12）
Ｔ ｈ ２ 分 極 細 胞 ： Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 ＋ 抗 Ｉ Ｌ － １ ２ 抗 体 （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Pharmingen Cat N
o 554475） ＋ 抗 Ｉ Ｆ Ｎ ｇ 抗 体 （ １ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Pharmingen Cat No 554408） ＋ Ｉ Ｌ － ４ （
１ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Peprotech Cat No 214-14）
こ れ ら の プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ７ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ４ ７ １ 】
次 に １ ２ ５ μ ｌ の 上 清 を 各 ウ エ ル か ら 除 去 し 、 R & D Systems（ Abingdon, UK） 製 の 抗 体
ペ ア を 用 い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で Ｉ Ｌ － １ ０ 及 び Ｔ Ｎ Ｆ α を 調 べ る ま で － ２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。 次
に こ れ ら の 細 胞 を ３ 等 分 し て 新 し い ウ エ ル ３ 個 （ コ ー テ ィ ン グ せ ず ） に 播 き 、 組 換 え ヒ ト
Ｉ Ｌ － ２ （ ２ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Pepro Tech Inc, London, UK: Cat No 200-02） を 加 え た
Ｒ １ ０ Ｆ 培 地 で 培 養 し た 。
結 果 を 図 ２ １ に 示 す 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ４ ７ ２ 】

２ ｍ Mグ ル タ ミ ン （ GibcoBRL社 製 ） 、 ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン ５ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ
ｌ （ GibcoBRL社 製 ） 及 び １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） （ Biochrom KG社 製 ） を 添 加 し た
Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ （ GibcoBRL社 製 ） で Jurkat細 胞 を 培 養 し た 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
抗 Ｖ ５ 抗 体 （ Invitrogen社 製 ） 及 び 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 （ ヒ ト ） 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 （ ヒ ト ） （ 全
て PharMingen社 製 ） を 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Gibco BRL） の 入 っ た ６
ウ エ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト （ １ ｍ ｌ Ｐ Ｂ Ｓ ／ ウ エ ル ） に ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 一 晩 置 い た 。 各 ウ エ
ル に 抗 Ｖ ５ 抗 体 を 加 え 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 又 は 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 を 適 用 し な か っ た ウ エ ル に マ ウ
ス Ｉ ｇ Ｇ 1 κ ア イ ソ タ イ プ 対 照 を １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 加 え た 。 翌 日 Ｐ Ｂ Ｓ で ウ エ ル を ３ 回 洗
浄 し 、 デ ル タ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ タ ン パ ク 質 を ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ に 加 え た （ １ ｍ ｌ ／ ウ エ
ル ） 。 次 に プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し た 。 そ の 後
Jurkat細 胞 を 、 ２ × １ ０ 6 細 胞 ／ ｍ ｌ の 濃 度 で プ レ ー ト に 播 き 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 適 当 な ウ エ ル に イ オ ノ マ イ シ ン （ Sigma社 製 ） を １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 加 え た
。 ２ 、 ４ 、 ８ 、 １ ８ 、 ２ ４ 、 ３ ６ 、 ４ ８ 時 間 後 に 細 胞 を 取 り 出 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ に て ４ ℃ で 一 度
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洗 浄 し 、 ３ ０ ０ ～ ６ ０ ０ μ ｌ Ｒ Ｌ Ｔ 溶 解 液 （ Qiagen社 製 ） に 回 収 し た 。 刺 激 効 率 を 確 保 す
る た め 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 に よ り 、 Ｔ 細 胞 活 性 マ ー カ ー の 正 確 な 発 現 を 調 べ た 。 こ の 実 験 で 用
い た 全 て の 細 胞 は 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 及 び 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 に よ る 活 性 化 の ４ ８ 時 間 後 に Ｃ Ｄ ６
９ （ 初 期 活 性 マ ー カ ー ） を 発 現 し て い た 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
RNA Easy miniprep kit（ Qiagen社 製 ） を 製 造 者 指 針 に 従 っ て 用 い 、 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。
推 奨 さ れ て は い る が 任 意 の DNase工 程 も 行 っ た 。 フ ェ ノ ー ル 抽 出 工 程 を 行 っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ に
お い て タ ン パ ク 質 が 完 全 に 消 失 し て い る こ と を 確 認 し た 。 次 に MessageAmp aRNA Kit（ Amb
ion社 製 ） を 製 造 者 指 針 に 基 づ い て 使 用 し 、 Ｒ Ｎ Ａ を 増 幅 し た 。 そ の 手 順 を 簡 潔 に 述 べ る
と 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー を 有 す る オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 を 行 い 、 Ｔ ７ Ｒ
Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 を 行 い 、 試 料 中 の 各 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ （ α Ｒ Ｎ Ａ ） の 複 製 を 数 百 、 数 千 と 作 製 す る も の で あ る 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
こ こ に 用 い る 用 語 は 以 下 の と お り で あ る 。 Ｖ ５ 単 独 処 理 し た ウ エ ル に 播 い た 細 胞 由 来 の Ｒ
Ｎ Ａ は 「 Ｖ ５ 」 、 抗 Ｖ ５ 抗 体 及 び デ ル タ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ で 処 理 し た ウ エ ル に 播 い た 細 胞 由
来 の Ｒ Ｎ Ａ は 「 デ ル タ 」 と 表 記 し た 。 抗 Ｖ ５ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 で 処 理
し た ウ エ ル に 播 い た 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ は 「 Ｃ Ｄ ３ Ｃ Ｄ ２ ８ 」 、 抗 Ｖ ５ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ３ 抗 体
、 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 、 デ ル タ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ で 処 理 し た ウ エ ル に 播 い た 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ は
「 Ｃ Ｄ ３ Ｃ Ｄ ２ ８ デ ル タ 」 と 表 記 し た 。 同 様 に 、 抗 Ｖ ５ 抗 体 で 処 理 し 、 さ ら に イ オ ノ マ イ
シ ン で 処 理 し た プ レ ー ト に 播 い た 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ は 「 イ オ ノ マ イ シ ン 」 、 抗 Ｖ ５ 抗 体 、
デ ル タ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ で 処 理 し 、 さ ら に イ オ ノ マ イ シ ン で 処 理 し た プ レ ー ト に 播 い た 細 胞
由 来 の Ｒ Ｎ Ａ は 「 イ オ ノ マ イ シ ン － デ ル タ 」 と 表 記 し た 。
【 ０ ４ ７ ６ 】

精 製 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 に 滴 下 し て マ イ ク ロ ア レ イ を 作 製 し た 。 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － Ｃ
ｙ ３ 又 は ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － Ｃ ｙ ５ で 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 入 れ る 逆 転 写 反 応 に よ り α Ｒ Ｎ
Ａ ２ μ ｇ を 標 識 し て マ イ ク ロ ア レ イ プ ロ ー ブ を 調 製 し た 。 次 に プ ロ ー ブ の 標 識 及 び 精 製 を
、 Hedge P, Qi R, Abernathy K, Gay C, Dharap S, Gaspard R, Hughes JE, Snesrud E, 
Lee N, Quackenbush J: A concise guide to cDNA microarray analysis (2000). Biotec
hniques 29: 548-50, 552-4, 556 passimに 記 載 さ れ て い る と お り に 通 常 に 行 っ た 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
次 に 精 製 し た プ ロ ー ブ を ア レ イ 上 に て ４ ２ ℃ 下 、 １ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ０
． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 溶 液 中 で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。 ス ラ イ ド を 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ．
２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に お い て ４ ２ ℃ で ７ 分 ２ 回 洗 浄 し 、 ０ ． １ Ｓ Ｓ Ｃ ／ ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ に お い て 室
温 で ５ 分 ２ 回 洗 浄 し 、 最 後 に ０ ． ２ ％ Ｓ Ｓ Ｃ に お い て 室 温 で １ 回 洗 浄 し た 。 「 Ｖ ５ 」 と 表
記 し た 試 料 を ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － Ｃ ｙ ３ で 標 識 し 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － Ｃ ｙ ５ で 標 識 し た 「 デ ル タ 」 と 表 記
し た 試 料 と 同 じ ス ラ イ ド 上 で 各 時 点 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 同 様 に 、 Ｃ Ｄ ３ Ｃ Ｄ
２ ８ と 表 記 し た 試 料 を ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － Ｃ ｙ ３ で 標 識 し 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － Ｃ ｙ ５ で 標 識 し た 「 Ｃ Ｄ ３
Ｃ Ｄ ２ ８ デ ル タ 」 と 名 付 け た 試 料 と 同 じ ス ラ イ ド 上 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 最 後 に 「 イ
オ ノ マ イ シ ン 」 と 名 付 け た 試 料 を ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － Ｃ ｙ ３ で 標 識 し 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ － Ｃ ｙ ５ で 標 識 し
た 「 イ オ ノ マ イ シ ン デ ル タ 」 と 表 記 し た 試 料 と 同 じ ス ラ イ ド 上 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た （
表 Ｉ を 参 照 ） 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
【 表 １ ５ 】
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【 ０ ４ ７ ９ 】
乾 燥 後 ス ラ イ ド を GSI Lumonics共 焦 点 ス キ ャ ナ ー に か け 、 １ ０ ０ ％ レ ー ザ ー 出 力 及 び ６ ５
～ ７ ５ ％ の 光 電 子 増 倍 管 効 率 （ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 依 存 す る ） で ス キ ャ ン し た 。 ス ラ イ ド
画 像 は 次 の よ う に し て 処 理 し た 。 個 々 に 滴 下 し た ク ロ ー ン に 伴 う シ グ ナ ル を 示 す ア レ イ ス
ポ ッ ト を Quantarrayア プ リ ケ ー シ ョ ン （ GSI Lumonic社 製 ） に よ り 同 定 し 、 定 量 し た 。 遺
伝 子 発 現 強 度 を 示 す 数 値 は 上 記 ア プ リ ケ ー シ ョ ン に 搭 載 の ヒ ス ト グ ラ ム 法 に よ り 計 算 し た
。 値 は 、 各 ス ポ ッ ト の 画 素 シ グ ナ ル 分 布 の 積 分 と し て 計 算 し 、 局 所 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 値 を
減 算 し た （ 生 デ ー タ ） 。
【 ０ ４ ８ ０ 】

全 て の デ ー タ 分 析 に GeneSpring package（ Silicon Genetics社 製 ） を 使 用 し た 。 Quantarr
ayで 得 た 生 デ ー タ を GeneSpringに 移 し 、 各 遺 伝 子 に つ い て シ グ ナ ル と 対 照 の 強 度 の 比 率 を
各 時 点 に お い て 計 算 し た 。 「 デ ル タ 」 又 は 「 Ｃ Ｄ ３ Ｃ Ｄ ２ ８ デ ル タ 」 又 は 「 イ オ ノ マ イ シ
ン デ ル タ 」 と 表 記 し た 試 料 の 遺 伝 子 強 度 を 「 シ グ ナ ル 」 と み な し 、 「 Ｖ ５ 」 又 は 「 Ｃ Ｄ ３
Ｃ Ｄ ２ ８ 」 又 は 「 イ オ ノ マ イ シ ン 」 の い ず れ か で 表 記 し た 試 料 の 遺 伝 子 強 度 を 「 対 照 」 と
み な し た 。
比 率 ＝ 「 デ ル タ 」 に お け る 遺 伝 子 の シ グ ナ ル 強 度 ／ 「 Ｖ ５ 」 に お け る 遺 伝 子 の 対 照 強 度
比 率 ＝ 「 Ｃ Ｄ ３ Ｃ Ｄ ２ ８ デ ル タ 」 に お け る 遺 伝 子 の シ グ ナ ル 強 度 ／ 「 Ｃ Ｄ ３ Ｃ Ｄ ２ ８ 」 に
お け る 遺 伝 子 の 対 照 強 度
比 率 ＝ 「 イ オ ノ マ イ シ ン デ ル タ 」 に お け る 遺 伝 子 の シ グ ナ ル 強 度 ／ 「 イ オ ノ マ イ シ ン 」 に
お け る 遺 伝 子 の 対 照 強 度
比 の 値 が ２ を 超 え る と き 、 そ の 遺 伝 子 は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た と み な し 、 比 の 値
が ０ ． ５ 未 満 の と き 、 そ の 遺 伝 子 は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た と み な し た 。
【 ０ ４ ８ １ 】
デ ル タ 単 独 で 活 性 化 し た プ ロ ト コ ー ル を 示 す 概 略 図 、 及 び デ ル タ 活 性 化 の み に 反 応 し て 発
現 が 亢 進 す る 遺 伝 子 の 数 を 示 す Vennグ ラ フ を そ れ ぞ れ 図 ２ ２ Ａ 及 び ２ ２ Ｂ に 示 し 、 対 応 す
る 経 時 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 図 ２ ３ に 示 す 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
デ ル タ と 抗 Ｃ Ｄ ３ ／ Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 の 両 方 で 活 性 化 す る プ ロ ト コ ー ル を 示 す 概 略 図 、 及 び デ
ル タ に よ る 活 性 化 と 抗 Ｃ Ｄ ３ ／ Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体 に よ る 活 性 化 を 併 用 し た と き に 反 応 し て 発 現
が 亢 進 す る が 、 デ ル タ に よ る 活 性 化 単 独 で は 発 現 が 亢 進 し な か っ た 遺 伝 子 の 数 を 示 す Venn
グ ラ フ を そ れ ぞ れ 図 ２ ４ Ａ 及 び ２ ４ Ｂ に 示 し 、 対 応 す る 経 時 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 図 ２ ５ に
示 す 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
デ ル タ に よ る 活 性 化 単 独 の 場 合 と 比 較 し て 、 デ ル タ に よ る 活 性 化 と 抗 Ｃ Ｄ ３ ／ Ｃ Ｄ ２ ８ 抗
体 に よ る 活 性 化 を 併 用 し た と き に 反 応 し て 発 現 が 亢 進 す る 特 異 的 遺 伝 子 の い く つ か を 図 ２
６ に 示 す 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ ４ ８ ４ 】
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（ iii） デ ー タ プ ロ セ シ ン グ

Jurkat細 胞 株 を 用 い る レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ



Jurkat細 胞 は 単 一 の 限 界 希 釈 液 で ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き な い た め 、 メ チ ル セ ル ロ ー
ス 含 有 培 地 （ ClonaCell T M TCS） を 用 い た 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
ClonaCell T M  Transfected Cell Selection（ Ｔ Ｃ Ｓ ） 培 地 （ StemCell Technologies, Van
couver, Canada and Meylan, France） を 製 造 者 ガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 使 用 し 、 Jurkat E6
.1細 胞 （ リ ン パ 芽 球 細 胞 株 ； Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ Ｔ Ｉ Ｂ － １ ５ ２ ） を ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
Biorad Gene Pulser II electroporatorを 用 い 、 以 下 の よ う に し て プ ラ ス ミ ド pLOR92（ 上
述 の と お り に 調 製 ） を Jurkat E6.1細 胞 に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 。
活 発 に 分 裂 し て い る 細 胞 を 遠 心 分 離 に か け 、 １ ０ ％ 熱 不 活 化 Ｆ Ｃ Ｓ と グ ル タ ミ ン と ペ ニ シ
リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す る 氷 温 の Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 （ 完 全 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ） に ２ ． ０ × １
０ 7 細 胞 ／ ｍ ｌ で 再 懸 濁 し た 。 氷 上 で の １ ０ 分 後 、 ０ ． ５ ｍ ｌ の 細 胞 （ す な わ ち １ × １ ０ 7

細 胞 ） を 、 ２ ０ μ ｇ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ 滅 菌 水 に 溶 か し た Endo-free Maxiprep DNA） を
含 有 す る 事 前 冷 却 済 み の ４ ｍ ｍ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 用 キ ュ ベ ッ ト に 移 し た 。 こ れ ら の
細 胞 に ３ ０ ０ ｖ 及 び ９ ５ ０ μ Ｆ で エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 い 、 エ ッ ペ ン ド ル フ 管 に 入
っ た ０ ． ５ ｍ ｌ の 保 温 完 全 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 に 直 ち に 移 し た 。 か か る 細 胞 を 小 型 微 量 遠 心 機 （
microfuge） 中 に て ３ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ 分 間 遠 心 分 離 に か け 、 ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 放 置 し て
エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 状 態 か ら 脱 却 さ せ た 。 次 に 上 清 を 除 去 し 、 完 全 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 ４ ｍ
ｌ の 入 っ た 6ウ エ ル デ ィ ッ シ ュ の ウ エ ル に 移 し 、 ３ ７ ℃ で ４ ８ 時 間 放 置 し て 抗 生 物 質 耐 性
マ ー カ ー を 発 現 さ せ た 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
４ ８ 時 間 後 に 細 胞 を 遠 心 分 離 し 、 新 鮮 完 全 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 １ ０ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し た 。 こ れ を １
０ × １ ５ ｍ ｌ の フ ァ ル コ ン 管 に 分 割 し 、 事 前 に 温 め た ClonaCell-TCS培 地 ８ ｍ ｌ を 加 え 、
続 い て 選 択 に 用 い る 抗 生 物 質 を １ ０ × 最 終 濃 度 で １ ｍ ｌ 加 え た 。 Ｇ ４ １ ８ の 選 択 に は 、 Ｇ
４ １ ８ の 最 終 濃 度 を １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と し た た め 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ の １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 溶 液 を 調 製 し 、
こ の う ち １ ｍ ｌ を 各 管 に 加 え た 。 こ れ ら の 管 を 反 転 さ せ て よ く 混 合 し 、 室 温 で １ ５ 分 間 落
ち 着 か せ て か ら １ ０ ｃ ｍ の 組 織 培 養 デ ィ ッ シ ュ に 移 し た 。 こ れ ら を １ ４ 日 間 Ｃ Ｏ 2 イ ン キ
ュ ベ ー タ ー に 入 れ 、 １ ４ 日 目 に 可 視 コ ロ ニ ー を 調 べ た 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
顕 微 鏡 で 視 認 可 能 な コ ロ ニ ー を プ レ ー ト か ら 取 り 出 し 、 こ れ ら の コ ロ ニ ー を ９ ６ ウ エ ル プ
レ ー ト か ら ２ ４ ウ エ ル プ レ ー ト へ 、 更 に Ｔ ２ ５ フ ラ ス コ へ と 増 殖 さ せ た 。
【 ０ ４ ８ ９ 】
得 ら れ た ク ロ ー ン を 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ 試 薬 を 用 い て そ れ ぞ れ pLOR91に 一 時 的 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ 、 プ レ ー ト に 結 合 し て い る 不 動 化 ｈ Ｄ Ｌ Ｌ １ － Ｆ ｃ （ 上 述 の よ う に
し て 調 製 ） を 含 有 す る ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト 上 に 置 い た 。 状 態 の よ い ク ロ ー ン ４ 個 を 選 択 し
て 、 さ ら に 調 べ た 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
次 に 、 プ レ ー ト 結 合 不 動 化 ｈ Ｄ Ｌ Ｌ １ － Ｆ ｃ の 存 在 下 及 び 不 在 下 に お い て 、 ま た ５ ０ ｎ ｇ
／ ｍ ｌ Ｐ Ｍ Ａ と １ μ ｇ ／ ｍ ｌ イ オ ノ マ イ シ ン を 最 終 濃 度 と し た Ｐ Ｍ Ａ ／ イ オ ノ マ イ シ ン （
両 方 と も Sigma社 製 ） の 存 在 下 及 び 不 在 下 に お い て 、 上 記 ４ 個 の ク ロ ー ン の そ れ ぞ れ に つ
い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ を 行 っ た 。 図 ２ ７ に 結 果 を 示 す （ 無 処 理 の Jurkat E6.1細 胞
の 結 果 も 比 較 の た め に 示 す ） 。
【 ０ ４ ９ １ 】
図 ２ ８ に 、 選 択 し た ク ロ ー ン ２ 個 に お け る プ レ ー ト 結 合 不 動 化 ｈ Ｄ Ｌ Ｌ １ － Ｆ ｃ に 対 す る
用 量 反 応 を 示 し 、 無 処 理 の Jurkat E6.1細 胞 の 結 果 も 比 較 の た め に 示 す 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ ４ ９ ２ 】

実 施 例 １ ６ の 手 順 を 、 １ ０ ０ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 １ ２ ５ 及 び ６ ２ ． ５ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の イ オ
ノ マ イ シ ン 濃 度 と 対 照 を 用 い て 繰 り 返 し 行 っ た 。 結 果 を 図 ２ ９ に 示 す 。
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【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ ４ ９ ３ 】

ヒ ト ノ ッ チ １ 細 胞 内 ド メ イ ン （ Ｎ Ｉ Ｃ １ ） を 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3.1（ Invitrogen, Carlsb
ad, CA, USA and Paisley, UK） に NotI／ EcoRI断 片 と し て ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
ヒ ト ノ ッ チ １ － Ｉ Ｃ は 以 下 の よ う に し て ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
ヒ ト 胎 盤 の ア レ イ 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ Origene社 製 ） を 以 下 の ヒ ト ノ ッ チ １ の 細 胞
内 ド メ イ ン に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー ペ ア を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ４ ９ ６ 】
【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ７ 】
Ｐ Ｃ Ｒ に は MJ TetradＰ Ｃ Ｒ 機 器 を 使 用 し 、 HotStar Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Qiagen社 製 ） と 以
下 の サ イ ク ル パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 行 っ た 。
９ ５ ℃ ， 　 １ ５ 分
９ ４ ℃ ， 　 ３ ０ 秒
６ ５ ℃ ， 　 ３ ０ 秒
７ ２ ℃ ， 　 ４ ５ 秒
上 記 の 最 後 ３ 工 程 を ３ ０ サ イ ク ル 行 い 、 続 い て 、
７ ２ ℃ ， 　 １ ０ 分
１ ６ ℃ ， 　 ソ ー ク （ soak）
上 記 の 条 件 下 に お い て 、 プ ラ イ マ ー は ヒ ト ノ ッ チ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 標 的 か ら ５ ０ ０ ｂ ｐ の 特 異 的
診 断 用 産 物 を 作 製 す る 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル を 用 い る こ と に よ り 、 ポ
ジ テ ィ ブ な ヒ ト ノ ッ チ １ ク ロ ー ン （ ＃ ３ ） を 同 定 し 、 配 列 決 定 を 行 い 、 そ の 同 一 性 を 確 認
し た 。 そ の 後 、 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い 、 ＃ ３ か ら 細 胞 内 ド メ イ ン を 増 幅 し た 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ９ 】
Ｐ Ｃ Ｒ に は MJ TetradＰ Ｃ Ｒ 機 器 を 使 用 し 、 PfuＤ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Stratagene社 製 ） と
以 下 の サ イ ク ル パ ラ メ ー タ ー を 用 い て 行 っ た 。
９ ４ ℃ ， 　 ２ 分
９ ４ ℃ ， 　 ４ ５ 秒
５ ８ ℃ ， 　 ４ ５ 秒
７ ２ ℃ ， 　 ３ 分
上 記 の 最 後 ３ 工 程 を ２ ０ サ イ ク ル 行 い 、 続 い て 、
７ ２ ℃ ， 　 １ ０ 分
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１ ６ ℃ ， 　 ソ ー ク
こ れ に よ り 、 ヒ ト ノ ッ チ １ の 細 胞 内 ド メ イ ン に 相 当 す る 約 ２ ． ６ ｋ ｂ の 特 異 的 産 物 が 作 製
さ れ る 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は BamHI及 び XhoI（ こ れ ら の 部 位 は ア ン プ ラ イ マ ー 内 に 存 在 す る
） に よ っ て 消 化 さ せ 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3.1（ Invitrogen社 製 ） 内 に 、 こ の ベ ク タ
ー の 複 数 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に 存 在 す る BamHI及 び XhoI部 位 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヒ
ト ノ ッ チ １ － Ｉ Ｃ の 配 列 を 配 列 決 定 し て 確 認 し た と こ ろ 、 こ の ク ロ ー ニ ン グ 配 列 が コ ー ド
す る タ ン パ ク 質 配 列 は 以 下 の と お り で あ る 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ １ 】
上 記 配 列 の ５ ´ 末 端 に 位 置 す る メ チ オ ニ ン 及 び ア ラ ニ ン 残 基 は 内 因 性 残 基 で は な く 、 メ チ
オ ニ ン は 開 始 配 列 を 形 成 す る た め 、 ま た ア ラ ニ ン は ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る た め に 取 り
込 ま れ た も の で あ る 。
【 ０ ５ ０ ２ 】

１ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 と グ ル タ ミ ン と ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
培 地 で Jurkat E6.1を ル ー テ ィ ン に 従 っ て 培 養 し た 。
【 ０ ５ ０ ３ 】
構 築 物 （ 上 述 の 実 施 例 ８ の pLOR91と 上 記 の Ｎ Ｉ Ｃ １ 構 築 物 ） を 、 ０ ． ５ ｍ ｌ 量 の 冷 温 培 地
に お い て ９ ５ ０ μ Ｆ 及 び ３ ０ ０ Ｖ で の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 直 ち に 細 胞 を 温 培 地 に 移 し 、 遠 心 分 離 （ １ ０ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ 、 ３ ０ 秒 ） に か け て 静 か に ペ レ ッ ト 化 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を ペ レ ッ ト と し て イ ン キ ュ
ベ ー タ ー に て ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 ６ ウ エ ル デ ィ ッ シ ュ 中 の ６ ｍ ｌ の 新 鮮 培
地 に 移 入 し た 。 か か る 細 胞 を 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 洗 浄 し 、 計 数 し て 、 平 底 ９ ６ ウ
エ ル プ レ ー ト に 、 約 １ ５ ０ ０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ エ ル で 、 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ Ｐ Ｍ Ａ 、 ５ ０ ０ ｎ ｇ ／
ｍ ｌ イ オ ノ マ イ シ ン 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ 抗 ヒ ト Ｃ Ｄ ３ 抗 体 、 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ 抗 ヒ ト Ｃ Ｄ ２ ８ 抗 体
の 各 刺 激 の 存 在 下 又 は 不 在 下 で 播 い た 。 次 に こ れ ら の 細 胞 を 再 度 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し て か ら 上 述 の と お り （ Promega社 製 の SteadyGlo） 通 常 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 し 、
Hewlett-Packard社 製 の TopCountル ミ ノ メ ー タ ー で 読 み 取 っ た 。 図 ３ ０ に 結 果 を 示 す 。
【 ０ ５ ０ ４ 】
上 述 の 明 細 書 で 言 及 し た 文 献 は 全 て 参 考 文 献 と し て 本 明 細 書 に 添 付 し て い る 。 当 技 術 分 野
の 専 門 家 に と っ て は 、 本 発 明 の 範 囲 や 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 本 発 明 で 記 載 し た 方 法 や
シ ス テ ム に 種 々 の 修 正 や 変 更 を 加 え る こ と は 自 明 で あ る 。 本 発 明 は 具 体 的 に 好 適 な 実 施 態
様 と の 関 連 で 記 載 し て い る が 、 こ こ に ク レ ー ム す る 本 発 明 は 、 か か る 具 体 的 実 施 態 様 に 不
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当 に 限 定 さ れ る べ き で は な い 。 実 際 、 本 発 明 を 実 施 す る た め に こ こ に 記 載 し た 方 法 に 加 え
る 、 生 化 学 及 び バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 又 は そ れ ら の 関 連 分 野 に お け る 専 門 家 に と っ て は 自 明
の 種 々 の 修 正 は 以 下 に 記 載 す る 特 許 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る こ と を 意 図 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ５ ０ ５ 】
【 図 １ 】 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 代 表 的 な 概 略 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 代 表 的 な 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 ノ ッ チ 、 及 び ノ ッ チ シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 免 疫 細 胞 モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ
ン グ に 用 い る 免 疫 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 例 を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 実 施 例 １ ～ ９ の ア ッ セ イ の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 実 施 例 １ ～ ９ の ア ッ セ イ の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 実 施 例 １ ～ ９ の ア ッ セ イ の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 実 施 例 ３ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 実 施 例 ４ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 実 施 例 ５ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 実 施 例 ６ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 実 施 例 ７ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 実 施 例 ８ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 実 施 例 １ ０ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 実 施 例 １ １ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 実 施 例 １ １ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 実 施 例 １ １ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 実 施 例 １ １ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 実 施 例 １ １ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ９ 】 実 施 例 １ ２ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 実 施 例 １ ３ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 実 施 例 １ ４ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 実 施 例 １ ５ の 結 果 を 図 式 化 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 実 施 例 １ ５ の 結 果 を 図 式 化 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 実 施 例 １ ５ の 結 果 を 図 式 化 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 実 施 例 １ ５ の 結 果 を 図 式 化 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 実 施 例 １ ５ の 結 果 を 図 式 化 し て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 実 施 例 １ ６ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ８ 】 実 施 例 １ ６ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ９ 】 実 施 例 １ ７ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ０ 】 実 施 例 １ ８ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ １ 】 ノ ッ チ リ ガ ン ド で あ る ジ ャ グ ド 及 び デ ル タ の 概 略 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ２ 】 種 々 の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 及 び 哺 乳 類 の ノ ッ チ リ ガ ン ド に お け る Ｄ Ｓ Ｌ ド メ イ ン
の 整 列 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 ヒ ト デ ル タ １ 、 デ ル タ ３ 及 び デ ル タ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 ヒ ト ジ ャ グ ド １ 及 び ジ ャ グ ド ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 ヒ ト ノ ッ チ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 ヒ ト ノ ッ チ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ３ ７ 】 ノ ッ チ １ － ４ の 概 略 を 表 す 図 で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 NotchICの 概 略 を 表 す 図 で あ る 。
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