
(57)【要約】
　【課題】　 E二糖単位や iE二糖単位を認識可能な糖鎖マーカー認識プローブを提供する
。
　【解決手段】　 GD3G7等のファージディスプレイ法により生産可能な抗体を用いること
で、 iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジサッカリドユニット（二糖単位）を認識可能であるか、
または、 E[GlcUA-GalNAc(4S,6S)]および iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジサッカリドユニット
（二糖単位）の両方を認識可能である。これにより、例えば、高転移性細胞を低転移性細
胞よりも強く染色する等の効果を得ることができる。本発明は、神経突起伸長阻害剤、ニ
ューロン染色剤、腫瘍細胞染色剤、免疫組織染色剤等に幅広く応用可能であり、基礎医学
、応用医学、創薬分野、糖鎖工学に大きな進歩をもたらす。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ り 生 産 可 能 な 抗 体 を 含 み 、 iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジ サ ッ
カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） を 認 識 可 能 で あ る か 、 ま た は 、 E[GlcUA-GalNAc(4S,6S)]お よ
び iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） の 両 方 を 認 識 可 能 な 糖 鎖
マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ 】
前 記 抗 体 が GD3G7で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含 む 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 を 阻 害 す る 請 求 項 ３ に 記 載 の 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含 む ニ ュ ー ロ ン 染 色 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
小 脳 、 海 馬 お よ び 嗅 球 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 組 織 の 細 胞 を 特 異 的 に
染 色 す る 請 求 項 ５ に 記 載 の ニ ュ ー ロ ン 染 色 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含 む か 、 ま た は 、 E[GlcUA-GalNAc
(4S,6S)]お よ び iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） の う ち Eユ ニ
ッ ト の み を 認 識 可 能 な 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含 む 腫 瘍 細 胞 染 色 剤 。
【 請 求 項 ８ 】
癌 細 胞 を 染 色 す る 請 求 項 ７ に 記 載 の 腫 瘍 細 胞 染 色 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含 む 免 疫 組 織 染 色 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 製 造 さ れ 、 神 経 細 胞 接 着 、
神 経 突 起 伸 長 、 増 殖 因 子 結 合 、 ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 デ ン グ ウ
ィ ル ス 感 染 阻 害 、 細 胞 増 殖 阻 害 、 細 胞 死 誘 導 、 腫 瘍 細 胞 増 殖 阻 害 、 腫 瘍 細 胞 浸 潤 阻 害 、 腫
瘍 細 胞 転 移 阻 害 、 腫 瘍 細 胞 遊 走 阻 害 、 腫 瘍 細 胞 死 誘 導 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も 一 つ に 関 す る 用 途 に 使 用 さ れ る 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 製 造 さ れ 、 神 経 細 胞 接 着 、
神 経 突 起 伸 長 、 増 殖 因 子 結 合 、 ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 デ ン グ ウ
ィ ル ス 感 染 阻 害 、 お よ び 細 胞 の 増 殖 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ に 関 す る 疾
患 の 治 療 、 診 断 、 症 状 の 軽 減 お よ び 予 防 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 用 途
に 使 用 さ れ る 医 薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
前 記 細 胞 の 増 殖 に 関 す る 疾 患 が 、 脳 腫 瘍 、 頭 頚 部 癌 、 神 経 芽 細 胞 腫 、 副 鼻 孔 癌 、 咽 頭 癌 、
食 道 癌 、 肺 癌 、 胃 癌 、 大 腸 癌 、 直 腸 癌 、 肝 癌 、 胆 道 癌 、 膵 癌 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 、 精 巣 癌
、 乳 癌 、 子 宮 癌 、 子 宮 筋 腫 、 子 宮 頚 癌 、 卵 巣 癌 、 急 性 白 血 病 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 、 慢 性 リ
ン パ 性 白 血 病 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 赤 血 球 増 加 症 、 真 正 多 血 症 、 本 態 性 血 小 板 増 多 症 、 骨 髄 腫
、 骨 肉 腫 、 絨 毛 癌 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 ホ ジ キ ン 病 、 膠 芽 種 、 星 状 細 胞 腫 、 お よ び 軟 組 織 肉 腫
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 疾 患 で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 医 薬 。
【 請 求 項 １ ３ 】
抗 腫 瘍 剤 、 抗 癌 剤 、 制 癌 剤 お よ び 抗 転 移 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 用
途 に 使 用 さ れ る 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ に 記 載 の 医 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 、 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ 、 そ れ を 用 い た 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 、 ニ ュ ー ロ ン
染 色 剤 、 腫 瘍 細 胞 染 色 剤 、 免 疫 組 織 染 色 剤 、 薬 学 的 組 成 物 お よ び 医 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 (CS)お よ び デ ル マ タ ン 硫 酸 (DS)鎖 は 、 核 タ ン パ ク 質 と 幅 広 く 結 合 し
、 プ ロ テ オ グ リ カ ン (PGs)を 形 成 し 、 哺 乳 類 組 織 に 広 範 に 影 響 を 及 ぼ す （ 非 特 許 文 献 １ ）
。 CS/DS-PGsは 、 細 胞 増 殖 お よ び 認 識 （ 非 特 許 文 献 ２ ～ ３ ） 、 細 胞 接 着 お よ び 遊 走 （ 非 特
許 文 献 ４ ～ ６ ） 、 神 経 突 起 伸 長 （ 非 特 許 文 献 ６ ～ ７ ） 、 傷 修 復 お よ び 抗 凝 血 プ ロ セ ス （ 非
特 許 文 献 ８ ～ １ ０ ） 等 の 多 く の 生 物 学 的 プ ロ セ ス に お け る 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ と し て 、 ま
す ま す 重 要 性 を 増 し て い る 。 中 枢 神 経 系 （ CNS） に お い て プ ロ テ オ グ リ カ ン の 大 部 分 を 構
成 す る CS-PGsは 、 ニ ュ ー ロ ン 核 の 形 成 、 軸 索 伸 長 に お け る 境 界 の 確 立 に 影 響 す る こ と が 可
能 で あ り 、 ニ ュ ー ロ ン 伸 長 の モ ジ ュ レ ー タ と し て 働 く （ 非 特 許 文 献 １ １ ） 。 背 骨 中 の CS鎖
は 、 繰 り 返 し ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） か ら な り 、 D-グ ル ク ロ ン 酸 (GlcUA)お よ
び N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン (GalNAc)残 基 を 含 む 。 一 方 、 DSは 、 GlcUA部 位 に 種 々 の 比 率
の L-イ ズ ロ ン 酸 (IdoUA)を 有 す る CSの 立 体 異 性 変 異 体 で あ る 。 哺 乳 類 組 織 に お い て は 、 そ
れ ら の 鎖 は し ば し ば CS/DSハ イ ブ リ ッ ド 構 造 と し て 見 出 さ れ る 。 そ れ ら の 鎖 の 鎖 伸 長 中 に
お け る さ ら な る 構 造 変 異 性 は 、 種 々 の ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ る 前 記 繰 り 返 し ジ サ
ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト の 多 岐 に わ た る 硫 酸 化 に よ り 生 じ る 。 硫 酸 化 は 、 GlcUA/IdoUAの C-2な ら
び に ／ ま た は GalNAcの C-4お よ び ／ ま た は C-6に お い て 種 々 の 組 み 合 わ せ で 起 こ り 、 そ れ ゆ
え に 、 特 徴 的 硫 酸 化 パ タ ー ン お よ び 莫 大 な 構 造 多 様 性 を 生 じ さ せ る 。 近 年 の 研 究 は 、 ニ ワ
ト リ 、 マ ウ ス お よ び ブ タ の 脳 に お け る そ れ ら ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト の 割 合 が 、 発 達 に 伴 っ
て 変 化 す る こ と を 示 す （ 非 特 許 文 献 １ ２ ～ １ ３ ） 。 そ の こ と は 、 硫 酸 化 の 程 度 お よ び 特 性
が 異 な る CS/DS鎖 が 、 脳 発 達 の 間 の 機 能 的 多 様 性 に 関 連 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に 、
種 々 の 海 生 生 物 に 由 来 す る 過 硫 酸 化 CS/DS鎖 は 、 In　 vitroで 増 殖 因 子 結 合 お よ び 神 経 突 起
伸 長 促 進 活 性 を 示 し た （ 非 特 許 文 献 １ ４ ～ １ ７ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 過 去 に 報 告 さ れ た 神 経 突 起 生 成 に お け る 脳 CS/DSの 機 能 に は 、 議 論 の 余
地 が あ る 。 CS/DS鎖 は 、 神 経 突 起 生 成 分 子 と し て （ 非 特 許 文 献 ６ 、 １ ８ 、 １ ９ 等 参 照 ） お
よ び 損 傷 し た 中 枢 神 経 系 の 軸 索 再 生 イ ン ヒ ビ タ ー と し て （ 非 特 許 文 献 ２ ０ ～ ２ ２ 、 ３ ７ ）
の 役 割 を 果 た す 。 そ の よ う な 明 白 に 矛 盾 す る 機 能 は 、 お そ ら く 、 CS/DS鎖 の 構 造 多 様 性 に
起 因 す る 。 Dユ ニ ッ ト [GlcUA(2S)-GalNAc(6S)]お よ び Eユ ニ ッ ト [GlcUA-GalNAc(4S,6S)]等
の 二 硫 酸 化 ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト の 有 意 か つ 多 様 な 特 性 が 、 ウ シ （ 非 特 許 文 献 ２ ３ ） 、 胎
齢 １ ３ 日 (E13)マ ウ ス （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） お よ び E18ラ ッ ト （ 非 特 許 文 献 ２ ５ ） の 脳 で 検 出
さ れ て い る （ 2S,4Sお よ び 6Sは 、 そ れ ぞ れ 2-O,　 4-O,お よ び 6-O硫 酸 基 (sulfate　 group)を
示 す ） 。 近 年 、 本 発 明 者 ら は 、 ブ タ 胎 児 脳 由 来 CS/DS鎖 に 含 ま れ る 希 少 な 過 硫 酸 化 ジ サ ッ
カ リ ド ユ ニ ッ ト で あ る Dお よ び ／ ま た は iD[IdoUA(2S)-GalNAc(6S)]お よ び Eユ ニ ッ ト が 、 E-
CS/DSの 神 経 突 起 生 成 活 性 に お け る 決 定 的 要 素 で あ る こ と を 報 告 し た （ 非 特 許 文 献 ２ ６ ）
。 さ ら に 、 ア ピ カ ン (appican)由 来 の CS鎖 で は 、 ラ ッ ト C6グ リ オ ー マ 細 胞 に よ り 発 現 さ れ
た ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン パ ク 質 が 、 有 意 な 割 合 の Dお よ び Eユ ニ ッ ト を そ れ ぞ れ 含 ん で い た
（ 非 特 許 文 献 ２ ７ ） 。 メ ク ラ ウ ナ ギ 脊 索 か ら 単 離 さ れ た CS-Hは 、 主 な ジ サ ッ カ リ ド で あ る
Hユ ニ ッ ト [IdoUA-GalNAc(4S,6S)]で 特 徴 付 け ら れ る 独 特 の 過 硫 酸 化 構 造 を 有 し (非 特 許 文
献 ２ ８ ～ ２ ９ )、 そ れ ゆ え に 、 事 実 上 DSで あ る 。 前 記 GAGに 対 し DS-Eと い う 用 語 が 、 Hジ サ
ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト に 対 し iEユ ニ ッ ト （ “ i” は IdoUAを 表 す ） と い う 用 語 が 提 案 さ れ て い る
（ 非 特 許 文 献 １ ８ ） 。 さ ら に 、 メ ク ラ ウ ナ ギ 脊 索 由 来 DS-E/CS-Hは 、 CS-Eと 同 様 、 神 経 調
節 因 子 ミ ッ ド カ イ ン (MK)が 媒 介 す る 神 経 細 胞 接 着 に 対 し 、 か な り の 阻 害 活 性 を 示 す （ 非 特
許 文 献 ２ ５ ） 。 し か し な が ら 、 哺 乳 類 の 脳 に お け る 過 硫 酸 化 CS-Eお よ び ／ ま た は iE構 造 の
存 在 は 、 厳 密 に キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ さ れ て は い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 生 合 成 に お い て は 、 CS/DSの 構 造 多 様 性 は 、 複 数 の ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 お よ び G
lcUAを IdoUAに 変 換 す る グ ル ク ロ ン 酸 C5エ ピ メ ラ ー ゼ （ 非 特 許 文 献 ３ ０ ～ ３ ２ 等 を 参 照 ）
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に よ る コ ン ト ロ ー ル 下 で 生 成 す る 。 コ ン ド ロ イ チ ン -4-O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -1お
よ び -2(C4ST-1お よ び C4ST-2)は 、 コ ン ド ロ イ チ ン お よ び デ ル マ タ ン の GalNAc残 基 の 4-O-硫
酸 化 を 触 媒 し 、 一 方 、 デ ル マ タ ン -4-O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -1(D4ST-1)は 、 デ ル マ
タ ン の GalNAc残 基 の 4-O-硫 酸 化 を 触 媒 す る （ 非 特 許 文 献 ３ ３ ～ ３ ６ ） 。 他 の い く つ か の ス
ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 例 え ば 、 GalNAc　 β 1-4GlcNAcβ -の 非 還 元 末 端 GalNAc残 基 に お
け る 4-O-硫 酸 化 を 触 媒 す る N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン -4-O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -1
お よ び -2等 も ク ロ ー ン 化 さ れ た 。 し か し 、 一 方 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン -4-硫 酸 (GalN
Ac4S)の 6-O-位 へ の 硫 酸 基 (sulfate)転 移 を 触 媒 す る N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン -4-硫 酸 -6-
O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GalNAc4S-6ST)に つ い て は 、 ク ロ ー ン 化 は さ れ た が （ 非 特 許
文 献 ３ ７ ） 、 未 だ 脳 内 で 分 析 さ れ て は い な い 。 こ の ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 遺 伝 子 発
現 パ タ ー ン は 、 脳 内 に お け る CS-E鎖 の 寄 与 パ タ ー ン 研 究 の 糸 口 を 提 供 で き る 可 能 性 が あ る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の よ う に 、 Eジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） お よ び iEジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二
糖 単 位 ） は 興 味 深 い 研 究 対 象 で あ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 こ れ ら の ユ ニ ッ ト を 特 異 的 に
認 識 す る 抗 体 に よ り 、 基 礎 医 学 、 応 用 医 学 、 創 薬 分 野 、 糖 鎖 工 学 等 に 大 き な 進 歩 を も た ら
す 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 Eジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） や iEジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ
ト を 認 識 可 能 な 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 さ ら に 、 本 発 明
は 、 前 記 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 用 い た 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 、 ニ ュ ー ロ ン 染 色 剤 、 腫
瘍 細 胞 染 色 剤 、 免 疫 組 織 染 色 剤 、 薬 学 的 組 成 物 お よ び 医 薬 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 前 記 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ
レ イ 法 に よ り 生 産 可 能 な 抗 体 を 含 み 、 iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （
二 糖 単 位 ） を 認 識 可 能 で あ る か 、 ま た は 、 E[GlcUA-GalNAc(4S,6S)]お よ び iE[IdoUA-GalNA
c(4S,6S)]ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） の 両 方 を 認 識 可 能 な 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ
ー ブ で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ り 生 産 可 能 な 抗 体
を 含 む こ と に よ り 、 iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） を 認 識
可 能 で あ る か 、 ま た は 、 E[GlcUA-GalNAc(4S,6S)]お よ び iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジ サ ッ
カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） の 両 方 を 認 識 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識
の こ の 性 質 を 利 用 す る こ と に よ り 、 優 れ た 性 質 を 有 す る 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 、 ニ ュ ー ロ ン
染 色 剤 、 腫 瘍 細 胞 染 色 剤 、 免 疫 組 織 染 色 剤 、 薬 学 的 組 成 物 お よ び 医 薬 を 提 供 す る こ と が で
き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ま で に 、 Dジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） を 認 識 す る 抗 体 473HD
お よ び MO225や 、 iDジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） を 認 識 す る 抗 体 2A12を 発 見 し た が
、 Eや iEに 強 い 特 異 性 を 示 す 抗 体 は 発 見 し て い な か っ た 。 し か し 、 本 発 明 者 ら は 、 今 回 鋭
意 研 究 の 結 果 、 GD3G7等 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ り 生 産 可 能 な 抗 体 （ 以 下 、 単 に 「 G
D3G7等 」 と 記 す こ と が あ る ） を 用 い る こ と で 、 Eジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） や iE
ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト を 認 識 可 能 で あ る こ と を 見 出 し た 。 前 記 抗 体 と し て は 、 GD3G7が 特
に 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 前 記 GD3G7等 の 抗 体 が 神 経 突 起 伸 長 を 阻 害 す る こ と も 見 出 し た 。
し た が っ て 、 本 発 明 の 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 は 、 前 記 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を
含 む 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 で あ る 。 前 記 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 は 、 例 え ば 、 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の
神 経 突 起 伸 長 を 阻 害 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 ら は 、 前 記 GD3G7等 の 抗 体 を 含 む 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ に
よ れ ば 、 ニ ュ ー ロ ン 、 腫 瘍 細 胞 お よ び 免 疫 組 織 を 効 果 的 に 染 色 で き る こ と も 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の ニ ュ ー ロ ン 染 色 剤 は 、 前 記 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含
む ニ ュ ー ロ ン 染 色 剤 で あ る 。 こ れ に よ り 、 本 発 明 の ニ ュ ー ロ ン 染 色 剤 は 、 例 え ば 、 小 脳 、
海 馬 お よ び 嗅 球 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 組 織 の 細 胞 を 特 異 的 に 染 色 す
る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 組 織 染 色 剤 は 、 前 記 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含 む 免 疫
組 織 染 色 剤 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 腫 瘍 細 胞 染 色 剤 は 、 前 記 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含 む か
、 ま た は 、 E[GlcUA-GalNAc(4S,6S)]お よ び iE[IdoUA-GalNAc(4S,6S)]ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ
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ト （ 二 糖 単 位 ） の う ち Eユ ニ ッ ト の み を 認 識 可 能 な 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 含 む 腫 瘍
細 胞 染 色 剤 で あ る 。 従 来 、 高 転 移 性 腫 瘍 細 胞 へ の 特 異 性 を 示 す 抗 体 の 報 告 は な か っ た が 、
本 発 明 の 腫 瘍 細 胞 染 色 剤 に よ れ ば 、 GD3G7等 の 抗 体 の 特 異 性 に よ り 、 例 え ば 、 高 転 移 性 細
胞 を 低 転 移 性 細 胞 よ り も 強 く 染 色 す る 等 の 効 果 を 得 る こ と が で き る 。 前 記 本 発 明 の 腫 瘍 染
色 剤 は 、 例 え ば 、 癌 細 胞 を 染 色 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ は 、 薬 学 的 組 成 物 や 医 薬 の 開 発 に も 有 用 で
あ る 。 例 え ば 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 の 一 種 で あ る CS-Eや DS-Eは 、 Eや iE二 糖 単 位 を 豊 富 に
含 み 、 か つ 、 神 経 細 胞 接 着 促 進 活 性 、 神 経 突 起 伸 長 促 進 活 性 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 感 染 阻 害
活 性 、 デ ン グ ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 活 性 等 の 生 物 活 性 を 有 す る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 本 発 明
の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を CS-E/DS-E糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る こ と
で 、 例 え ば 、 神 経 細 胞 接 着 、 神 経 突 起 伸 長 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 デ ン グ ウ ィ ル ス
感 染 阻 害 等 に 関 す る 薬 学 的 組 成 物 や 医 薬 を 開 発 す る こ と が で き る 。 な お 、 CS-Eや DS-Eが 前
記 の 活 性 を 有 す る こ と は 、 本 発 明 者 ら が 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 前 記 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 製 造 さ れ 、
神 経 細 胞 接 着 、 神 経 突 起 伸 長 、 増 殖 因 子 結 合 、 ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 感 染
阻 害 、 デ ン グ ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 細 胞 増 殖 阻 害 、 細 胞 死 誘 導 、 腫 瘍 細 胞 増 殖 阻 害 、 腫 瘍 細
胞 浸 潤 阻 害 、 腫 瘍 細 胞 転 移 阻 害 、 腫 瘍 細 胞 遊 走 阻 害 、 腫 瘍 細 胞 死 誘 導 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 少 な く と も 一 つ に 関 す る 用 途 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 医 薬 は 、 前 記 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 製 造 さ れ 、 神
経 細 胞 接 着 、 神 経 突 起 伸 長 、 増 殖 因 子 結 合 、 ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 ヘ ル ペ ス ウ ィ ル ス 感 染 阻
害 、 デ ン グ ウ ィ ル ス 感 染 阻 害 、 お よ び 細 胞 の 増 殖 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一
つ に 関 す る 疾 患 の 治 療 、 診 断 、 症 状 の 軽 減 お よ び 予 防 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と
も 一 つ の 用 途 に 使 用 さ れ る 。 前 記 細 胞 の 増 殖 に 関 す る 疾 患 は 、 例 え ば 、 脳 腫 瘍 、 頭 頚 部 癌
、 神 経 芽 細 胞 腫 、 副 鼻 孔 癌 、 咽 頭 癌 、 食 道 癌 、 肺 癌 、 胃 癌 、 大 腸 癌 、 直 腸 癌 、 肝 癌 、 胆 道
癌 、 膵 癌 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 、 精 巣 癌 、 乳 癌 、 子 宮 癌 、 子 宮 筋 腫 、 子 宮 頚 癌 、 卵 巣 癌 、 急
性 白 血 病 、 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 、 悪 性 リ ン パ 腫 、 赤 血 球 増 加 症 、 真 正
多 血 症 、 本 態 性 血 小 板 増 多 症 、 骨 髄 腫 、 骨 肉 腫 、 絨 毛 癌 、 ホ ジ キ ン 病 、 非 ホ ジ キ ン 病 、 膠
芽 種 、 星 状 細 胞 腫 、 お よ び 軟 組 織 肉 腫 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 疾 患 で
あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 前 記 本 発 明 の 医 薬 は 、 例 え ば 、 抗 腫 瘍 剤 、 抗 癌 剤 、 制 癌 剤 お
よ び 抗 転 移 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 用 途 に 使 用 さ れ る こ と が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 な お 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 ま た は 医 薬 は 、 中 性 分 子 か ら な っ て い て も 塩 を 含 ん で い て
も 良 く 、 前 記 塩 は 、 酸 付 加 塩 で も 塩 基 付 加 塩 で も 良 い 。 前 記 酸 付 加 塩 を 形 成 す る 酸 は 、 無
機 酸 で も 有 機 酸 で も 良 い 。 無 機 酸 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 硫 酸 、 リ ン 酸
、 塩 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 ヨ ウ 化 水 素 酸 等 が 可 能 で あ る 。 有 機 酸 も 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え
ば 、 ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 ｐ － ブ ロ モ ベ ン ゼ ン ス ル ホ
ン 酸 、 炭 酸 、 コ ハ ク 酸 、 ク エ ン 酸 、 安 息 香 酸 、 酢 酸 等 が 可 能 で あ る 。 前 記 塩 基 付 加 塩 を 形
成 す る 塩 基 は 、 無 機 塩 基 で も 有 機 塩 基 で も 良 い 。 無 機 塩 基 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が
、 例 え ば 、 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 ア ル カ リ 金 属 水 酸 化 物 、 ア ル カ リ 土 類 金 属 水 酸 化 物 、 炭
酸 塩 、 炭 酸 水 素 塩 等 が 可 能 で あ り 、 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 、 水 酸 化
カ リ ウ ム 、 炭 酸 カ リ ウ ム 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 炭 酸 水 素 カ リ ウ ム 、 水
酸 化 カ ル シ ウ ム 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 等 が 可 能 で あ る 。 有 機 塩 基 も 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え
ば 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 ト リ ス （ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ） ア ミ ノ メ タ ン 等
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 ま た は 医 薬 に お い て 、 有 効 成 分 の １ 回 当 た り の 投 与 量 お よ
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び 投 与 間 隔 等 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 そ の 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は
、 患 者 の 年 齢 、 体 重 、 性 別 、 医 学 的 状 態 、 病 状 、 投 与 経 路 、 患 者 の 代 謝 ・ 排 泄 機 能 の レ ベ
ル 、 使 用 さ れ る 剤 形 、 投 与 さ れ る 特 定 の 硫 酸 化 多 糖 お よ び 硫 酸 化 オ リ ゴ 糖 な ら び に そ れ ら
の 塩 を 含 む 種 々 の 要 素 を 考 慮 し て 、 当 業 者 に よ っ て 選 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 ま た は 医 薬 の 投 与 形 態 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 そ の 目 的 に 応 じ て 、 経
口 的 に 、 ま た は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 経 口 剤 と し て 投 与 す る 時 の 形 態 は 、 特
に 限 定 さ れ ず 、 通 常 の お よ び 腸 溶 性 錠 剤 、 カ プ セ ル 、 ピ ル 、 散 剤 、 顆 粒 剤 、 エ リ キ シ ル 剤
、 チ ン キ 剤 、 溶 剤 、 懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ 、 固 体 も し く は 液 体 エ ア ロ ゾ ル 、 お よ び 乳 濁 液 等 、
当 業 者 が 通 常 用 い る 形 態 を 選 択 す る こ と が で き る 。 ま た 、 非 経 口 投 与 時 の 形 態 も 特 に 限 定
さ れ ず 、 静 脈 内 投 与 、 腹 腔 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 筋 肉 内 投 与 等 、 当 業 者 が 通 常 用 い る 形 態 を
選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 ま た は 医 薬 は 、 例 え ば 、 一 種 類 以 上 の 薬 学 的 に 許 容 可 能 な 添 加 物
を さ ら に 含 む こ と が 好 ま し い 。 前 記 添 加 物 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 担 体 、 希 釈
剤 、 香 料 、 甘 味 料 、 滑 沢 剤 、 溶 解 剤 、 懸 濁 剤 、 結 合 剤 、 錠 剤 崩 壊 剤 、 お よ び カ プ セ ル 化 材
等 の 不 活 性 物 質 で あ る 。 ま た 、 こ れ ら 以 外 に も 、 例 え ば 、 医 薬 の 分 野 で 一 般 に 使 用 さ れ て
い る 任 意 の 添 加 物 を 適 宜 用 い て も 良 い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 前 記 添 加 物 は 、 経 口 投 与 す る 場 合 は 、 例 え ば 、 以 下 に 列 挙 す る 物 質 を 使 用 す る こ と が で
き る 。 担 体 と し て は 、 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 デ ン プ ン 、 ス ク ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 炭 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 硫 酸 カ ル
シ ウ ム 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 等 が 可 能 で あ る 。 崩 壊 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ト ウ モ ロ コ シ 粉 、
デ ン プ ン 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 寒 天 、 ベ ン ト ナ イ ト 、 キ サ ン タ ン ガ ム 、 ア ル ギ ン 酸 等 が 可
能 で あ る 。 結 合 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン 、 天 然 糖 、 ベ ー タ ラ ク ト ー ス 、 ト ウ モ ロ コ
シ 甘 味 料 、 天 然 お よ び 合 成 ゴ ム 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ワ ッ ク ス 等 が 可 能 で あ る 。
滑 沢 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ス テ ア
リ ン 酸 、 オ レ イ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 食 塩 、 タ ル ク 等
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 ま た は 医 薬 は 、 例 え ば 、 希 釈 剤 を 混 合 し て も 良 い し 、 担 体 に 封 入
し て も 良 い 。 前 記 担 体 は 、 例 え ば 、 カ プ セ ル 、 小 袋 、 紙 そ の 他 の 容 器 の 形 態 が 可 能 で あ る
。 前 記 担 体 は 希 釈 剤 を 兼 ね て も よ く 、 固 体 で も 、 半 固 体 で も 、 ビ ヒ ク ル と し て 作 用 す る 液
体 で も 良 い 。 ま た 、 本 発 明 の 医 薬 の 形 態 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 錠 剤 、 ピ ル 、
散 剤 、 ロ ー ゼ ン ジ 、 エ リ キ シ ル 、 懸 濁 液 、 乳 濁 液 、 溶 液 、 シ ロ ッ プ 、 エ ア ロ ゾ ル 、 軟 膏 、
軟 ・ 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 、 坐 薬 、 滅 菌 注 射 用 液 お よ び 包 装 滅 菌 散 剤 等 の 種 々 の 形 態 が 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 な お 、 本 明 細 書 に お け る 略 号 の 意 味 は 以 下 の 通 り で あ る 。
す な わ ち 、 CSは 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 を 意 味 す る 。
DSは 、 デ ル マ タ ン 硫 酸 を 意 味 す る 。
GAGは 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン を 意 味 す る 。
PGは 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン を 意 味 す る 。
GlcUAは 、 D-グ ル ク ロ ン 酸 を 意 味 す る 。
GalNAcは 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ド を 意 味 す る 。
IdoUAは 、 L-イ ズ ロ ン 酸 を 意 味 す る 。
2Sは 、 2-O-硫 酸 を 意 味 す る 。
4Sは 、 4-O-硫 酸 を 意 味 す る 。
6Sは 、 6-O-硫 酸 を 意 味 す る 。
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MKは 、 ミ ッ ド カ イ ン を 意 味 す る 。
C4STは 、 コ ン ド ロ イ チ ン -4-O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 意 味 す る 。
D4STは 、 デ ル マ タ ン -4-O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 意 味 す る 。
GalNAc4S-6STは 、 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン -4-硫 酸 -6-O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 意
味 す る 。
P-ORNは 、 ポ リ -DL-オ ル ニ チ ン を 意 味 す る 。
NFは 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト を 意 味 す る 。
MAP2は 、 微 小 管 結 合 タ ン パ ク 質 2を 意 味 す る 。
PAPSは 、 ホ ス ホ ア デ ノ シ ン 5'-ホ ス ホ 硫 酸 を 意 味 す る 。
ELISAは 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ enzyme-linked　 immunosorbent　 assay） を 意 味 す る
。
BSAは 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 意 味 す る 。
APSは 、 ア ミ ノ プ ロ ピ ル -ト リ エ ト キ シ シ ラ ン を 意 味 す る 。
MEは 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 意 味 す る 。
HPLCは 、 拘 束 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 意 味 す る 。
DABは 、 3,3'-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン を 意 味 す る 。
PTNは 、 プ レ イ オ ト ロ フ ィ ン （ pleiotrophin） を 意 味 す る 。
P7は 、 生 後 7日 を 意 味 す る 。
E16.5は 、 胎 齢 16.5日 を 意 味 す る 。
SS-DSは 、 サ メ 皮 膚 由 来 DSを 意 味 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 次 に 、 本 発 明 の 実 施 例 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 実 施 例 で は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 GD3G7を 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ と し て 用
い 、 CS-E,　 CS-H,　 SS-DS（ サ メ 皮 膚 由 来 ） と 反 応 す る こ と を 確 認 し た 。 具 体 的 に は 、 皮
膚 DSが も つ iB二 糖 単 位 を 硫 酸 基 転 移 酵 素 で iEに 変 換 し 、 抗 体 と の 反 応 性 を 確 認 し た 。 ま た
、 マ ウ ス 脳 切 片 を 用 い て 、 海 馬 、 嗅 球 、 小 脳 の 糖 鎖 へ の 前 記 抗 体 の 特 異 的 結 合 を 確 認 し 、
海 馬 ニ ュ ー ロ ン の CS/DSに よ る 突 起 伸 長 の 阻 害 を 確 認 し 、 神 経 マ ー カ ー の 認 識 プ ロ ー ブ と
し て の 有 用 性 を 示 し た 。 そ し て 、 エ ピ ト ー プ の 最 小 サ イ ズ が 十 糖 で あ る こ と 、 お よ び 最 近
単 離 し た 四 種 の 十 糖 配 列 と の 反 応 性 を 示 し た 。 さ ら に マ ウ ス Lewis肺 癌 細 胞 お よ び マ ウ ス
骨 肉 腫 由 来 の 高 転 移 性 細 胞 株 と の 強 い 反 応 性 を 確 認 し た 。 よ り 詳 し く は 以 下 の 通 り で あ る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 (CS)お よ び デ ル マ タ ン 硫 酸 (DS)鎖 は 、 脳 内 の ニ ュ ー ロ ン 発 達 、 例 え
ば ニ ュ ー ロ ン 接 着 、 遊 走 お よ び 神 経 突 起 形 成 等 の 工 程 と 関 連 付 け ら れ る 。 CS/DS鎖 の 硫 酸
化 の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 中 枢 神 経 系 発 達 を 調 節 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 （ ヒ ト ） フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ 法 に よ り 生 産 さ れ る 単 鎖 抗 体 GD3G7に よ り 検 出 さ れ る 、 発 生 的 に 調 節 さ れ た 脳
の CS/DS鎖 に 注 目 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 実 施 例 で は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 GD3G7を 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ と し て 用
い 、 そ の 特 異 性 を 、 種 々 の CSま た は DS標 品 を 用 い て 確 認 し た 。 ま た 、 マ ウ ス の 培 養 海 馬 ニ
ュ ー ロ ン を 用 い た 糖 鎖 に よ る 神 経 突 起 伸 長 促 進 活 性 評 価 系 で 、 抗 体 に よ る 活 性 阻 害 、 お よ
び 神 経 細 胞 上 の マ ー カ ー を 認 識 す る こ と を 確 認 し た 。 さ ら に 、 肺 性 転 移 を 示 す 癌 細 胞 と 肝
性 転 移 を 示 す 癌 細 胞 株 を 用 い 、 エ ピ ト ー プ の 発 現 と 転 移 の 強 さ に 相 関 性 が あ る こ と を 観 察
し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 出 生 後 マ ウ ス 脳 内 に お け る GalNAc4S-6STの 寄 与 を 確 認 す る た め に イ ン サ イ ツ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 行 い 、 か つ 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 抗 体 GD3G7を 用 い 、 脳 発 達 に
お け る E/iE-含 有 構 造 が 有 す る 可 能 性 の あ る 機 能 に つ い て 確 認 し た 。 そ の 結 果 、 哺 乳 類 脳
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内 で 、 mGalNAc4S-6ST発 現 と GD3G7エ ピ ト ー プ の 間 に は 良 い 相 関 関 係 が 観 測 さ れ た 。 具 体 的
に は 、 出 生 後 マ ウ ス の 脳 で イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 （ in　 situ　 hybridization）
を 行 い 、 CS/DS-Eの 生 合 成 に 関 連 す る N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン -4-硫 酸 　 6-O-ス ル ホ ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GalNAc4S-6ST） 発 現 を 確 認 し た 。 GalNAc4S-6ST転 写 は 、 生 後 ７ 日 （ P7）
を 除 き 、 発 達 中 の 脳 内 で 広 範 囲 な 発 現 を 示 し た 。 P7に お い て 、 小 脳 の 外 顆 粒 細 胞 層 内 で 強
力 な 発 現 が 観 測 さ れ た 。 前 記 顆 粒 細 胞 層 内 で の 発 現 は 、 発 達 と と も に 次 第 に 減 少 す る こ と
が 観 測 さ れ た 。 種 々 の GAG調 製 に 対 す る 抗 体 GD3G7の 特 異 性 の 評 価 は 、 こ の 抗 体 が イ カ 由 来
CS-E[GlcUAβ 1→ 3GalNAc(4,6-O-硫 酸 )ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） Eが 豊 富 ],メ ク
ラ ウ ナ ギ 由 来 CS-H[IdoUAα 1→ 3GalNAc(4,6-O-硫 酸 )ユ ニ ッ ト iEが 豊 富 ]お よ び サ メ 皮 膚 由
来 DS(Eお よ び iEの 両 方 が 豊 富 )と 特 異 的 に 反 応 す る こ と を 示 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 GalNA
c4S-6STに よ り 生 成 さ れ た iEユ ニ ッ ト も ま た GD3G7に 対 す る 特 異 性 を 示 し 、 前 記 抗 体 が CS-E
お よ び iEの 両 方 を 認 識 す る こ と を 強 調 し た 。 マ ウ ス 脳 内 に お け る GD3G7エ ピ ト ー プ の 免 疫
組 織 化 学 的 局 在 化 は 、 前 記 エ ピ ト ー プ が 小 脳 、 海 馬 お よ び 嗅 球 内 に 特 異 的 に 観 測 さ れ る こ
と を 示 し た 。 GD3G7は 、 さ ら に 、 CS-Eに よ り 媒 介 さ れ る 、 胎 生 期 に お け る 海 馬 ニ ュ ー ロ ン
の 神 経 突 起 伸 長 を 抑 制 し た 。 こ の こ と は 、 GD3G7エ ピ ト ー プ が CS-Eの 神 経 突 起 伸 長 促 進 モ
チ ー フ 内 に 包 埋 さ れ て い る こ と を 示 唆 し た 。 さ ら に 、 CS-Eデ カ サ ッ カ リ ド （ 十 糖 ） フ ラ ク
シ ョ ン は 、 GD3G7に よ る 認 識 の た め に 必 要 な 臨 界 最 小 構 造 （ critical　 minimal　 structur
e） で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 に よ れ ば 、 GD3G7等 の 抗 体 が 、 中 枢 神 経 系 発 達 お
よ び 種 々 の 他 の 病 理 学 的 条 件 に お け る CS/DS鎖 の 研 究 に 、 将 来 に お け る 広 い 適 用 範 囲 を 有
す る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 、 本 実 施 例 の 具 体 的 な 工 程 、 結 果 等 に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 《 試 薬 》
　 CS-Aは 鯨 軟 骨 に 由 来 し 、 CS-Bは ブ タ の 皮 膚 に 由 来 し 、 CS-Cお よ び CS-Dは サ メ 軟 骨 に 由 来
し 、 CS-Eは イ カ 軟 骨 に 由 来 し 、 HSは 、 ウ シ 腸 管 粘 膜 に 由 来 し 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABC(EC
　 4.2.2.4),　 AC-1(EC　 4.2.2.5)お よ び B(EC　 4.2.2)は 、 い ず れ も 生 化 学 工 業 株 式 会 社 （
日 本 、 東 京 ） か ら 購 入 し た 商 品 名 で あ る 。 メ ク ラ ウ ナ ギ 脊 索 由 来 の CS-Hは 、 Nobuko　 Seno
教 授 （ お 茶 の 水 女 子 大 学 、 日 本 、 東 京 ） か ら 提 供 を 受 け 、 サ メ 皮 膚 由 来 の DSは 、 公 知 の 方
法 （ 参 考 文 献 １ ７ ） に よ り 調 製 し た 。 生 後 7日 お よ び 妊 娠 中 の ddyマ ウ ス は 、 日 本 エ ス エ ル
シ ー 株 式 会 社 （ 日 本 、 静 岡 ） か ら 購 入 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 VSVグ リ コ プ ロ テ イ ン ク ロ
ー ン P5D4は 、 Sigma社 （ ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） か ら 得 た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結
合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG+IgMは 、 StressGen　 Biotechnol　 Corp.社 （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ
ィ エ ゴ ） か ら 購 入 し た 。 Surperdex　 peptide　 HR　 10/30（ 商 品 名 ） カ ラ ム は 、 GEヘ ル ス
ケ ア 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 （ 旧 名 ： ア マ シ ャ ム 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 、 日 本
、 東 京 ） か ら 購 入 し た 。 EZ-Link（ 登 録 商 標 ） ビ オ チ ン -LC-ヒ ド ラ ジ ド は 、 Pierce社 （ イ
リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） か ら 得 た 。 偶 数 の 飽 和 オ リ ゴ サ ッ カ リ ド （ テ ト ラ ～ ヘ キ サ デ カ
サ ッ カ リ ド ） フ ラ ク シ ョ ン は 、 参 考 文 献 ３ ８ を 参 照 し 、 ヒ ツ ジ 精 巣 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ を 用
い た 部 分 酵 素 消 化 に よ り イ カ 軟 骨 由 来 の 市 販 CS-Eか ら 調 製 し た 。 そ し て 、 構 造 決 定 し た CS
-Eの オ ク タ お よ び デ カ サ ッ カ リ ド は 、 ヒ ツ ジ 精 巣 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ を 用 い た CS-Eの 酵 素 消
化 に よ り 調 製 し た 。 ポ リ -DL-オ ル ニ チ ン (P-ORN)お よ び 抗 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト 抗 体 (NF)
は 、 Sigma社 か ら 購 入 し た 。 抗 微 小 管 結 合 タ ン パ ク 質 2（ anti-microtubule-associated　 p
rotein2） (MAP2)は 、 Leico　 Technologies　 Inc.社 （ ミ ズ ー リ 州 セ ン ト ル イ ス ） か ら 購 入
し た 。 ベ ク タ ス テ イ ン （ 登 録 商 標 ） ABCキ ッ ト は 、 Vector　 Laboratories　 Inc.社 か ら 購
入 し た 。 3 5 S-標 識 3'-ホ ス ホ ア デ ノ シ ン 5'-ホ ス ホ ス ル フ ァ ー ト (PAPS)は 、 PerkinElmer　 L
ife　 Sciences社 （ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 Wellesley） か ら 購 入 し た 。 な お 、 ScFv抗 体 GD3G7
は 、 Gerdy　 et　 al.の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ り 選 択 す る こ と が で き る 。 ま た 、 GD3G
7は 、 CAT(Cambridge　 antibody　 technology)社 の 抗 体 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ
ー か ら 選 択 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 《 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 法 （ ELISA） 》
　 抗 体 の 基 質 特 異 性 を 評 価 す る た め に 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 プ レ ー ト を 用 い た 。 種 々
の GAGサ ブ タ イ プ に 対 す る 抗 体 の 反 応 性 は 、 参 考 文 献 ４ ０ を 参 照 し 、 ELISAに よ り 試 験 し た
。 簡 単 に 述 べ る と 、 種 々 の GAGsを 個 々 に ビ オ チ ン 化 し 、 前 記 プ レ ー ト 上 に 固 定 し た 。 ウ ェ
ル は 、 1%ウ シ 結 成 ア ル ブ ミ ン (BSA)で ブ ロ ッ ク し 、 10倍 希 釈 の 一 次 抗 体 GD3G7で イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 こ の 抗 体 は VAVタ グ を 含 む た め 、 こ の タ グ を 、 結 合 し た 前 記 抗 体 の 検 出 に 用 い
た 。 抗 VSVタ グ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 P5D4の ハ イ ブ リ ド ー マ 上 澄 み を 0.1%　 BSA/PBSで
5,000倍 に 希 釈 し て 用 い 、 続 い て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ig(G+M)で 処 理
し た 。 酵 素 活 性 は 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 を 用 い て 検 出 し 、 吸 光 度 は 415nmで 測 定 し た
。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 阻 害 ELISAの た め に 、 一 定 量 の GAGｓ ま た は 偶 数 オ リ ゴ サ ッ カ リ ド ま た は 構 造 決 定 さ れ た
オ リ ゴ サ ッ カ リ ド を 、 抗 体 GD3G7（ 周 辺 質 フ ラ ク シ ョ ン 、 10倍 希 釈 、 50μ l） に よ り 室 温 で
1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 CS-E被 覆 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン プ レ ー ト に 適 用 し た 。 阻
害 は 、 GAGを 用 い ず に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 対 照 の 吸 光 度 を 差 し 引 い た 吸 光 度 か ら 計 算 し た
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 《 推 定 上 の コ ン ド ロ イ チ ン GalNAc4S-6STの 構 築 》
　 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 由 来 GalNAc4S-6STは 、 マ ウ ス カ ウ ン タ ー パ ー ト の ク エ リ ー シ ー ケ ン ス
(GenBank（ 登 録 商 標 ） 、 ア ク セ ス NO.　 AB　 187296)を 用 い 、 TBLASTNサ ー チ に よ り in　 sil
icoで 同 定 し た 。 第 １ の NH 2 -末 端 81ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 く 切 断 型 GalNAc4S-6STを エ ン コ ー ド
す る cDNAを PCR法 で 増 幅 し た 。 前 記 PCR法 に は 、 タ ン パ ク 質 の フ ル コ ー デ ィ ン グ シ ー ケ ン ス
を 含 む pGEM-Tイ ー ジ ー ベ ク タ ー を 用 い 、 さ ら に 、 イ ン フ レ ー ム の BamHI部 位 を 含 む 5'-プ ラ
イ マ ー (5'-GCGGATCCGGGCTCTTTTTAACACC-3')お よ び 、 停 止 コ ド ン (5'GCGGATCCACCAAGCATCGG
CC　 T-3')か ら 77bp下 流 に 位 置 す る BamHI部 位 を 含 む 3'-プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 前 記 PCR法 は
、 KOD-プ ラ ス -DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 東 洋 紡 エ ン ジ ニ ア リ ン グ 株 式 会 社 、 東 京 ） に よ り 、 94℃
で 30秒 、 59℃ で 42秒 お よ び 68℃ で 90秒 の 30サ イ ク ル で 行 っ た 。 前 記 PCR法 に よ る 望 ま し い
サ イ ズ の 生 成 物 は 、 BamHIに よ り 消 化 し 、 発 現 ベ ク タ ー pEF-BOS/IP（ 参 考 文 献 ４ １ ） の Bam
HI部 位 に ク ロ ー ン 化 し た 。 結 果 と し て 生 じ た ベ ク タ ー は 、 イ ン ス リ ン リ ー ダ ー ペ プ チ ド を
含 み 、 そ し て 、 プ ロ テ イ ン Aの IgG-結 合 ド メ イ ン は 、 GalNAc4S-6STの 切 断 型 に 続 い て い た
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 《 推 定 さ れ る コ ン ド ロ イ チ ン GalNAc4S-6STの 可 溶 型 の 発 現 、 お よ び エ ン ザ イ ム ア ッ セ イ
》
　 発 現 プ ラ ス ミ ド は 、 FuGENE（ 登 録 商 標 ） 6(Roche　 Applied　 Science社 )を 製 造 者 の 説 明
書 に 従 っ て 用 い 、 100mmプ レ ー ト 中 で COS-1細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン か ら 2日 後 、 1ml定 量 の 培 地 を 、 10μ lの GEヘ ル ス ケ ア 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会
社 （ 旧 名 ： ア マ シ ャ ム 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 、 日 本 、 東 京 ） の IgG-セ フ ァ ロ ー ス ビ
ー ズ と と も に 、 4℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 酵 素 結 合 ビ ー ズ は 、 下 記 ア ッ セ イ 緩 衝 液
に よ り 洗 浄 お よ び 再 懸 濁 し 、 そ し て 、 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ の 酵 素 源 と し て
用 い た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 CS/DSに 対 す る ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 参 考 文 献 ４ ２ の 方 法 に よ り 行 っ た 。
簡 単 に 言 う と 、 標 準 反 応 混 合 物 (60μ l)は 、 10μ lの 再 懸 濁 ビ ー ズ 、 50mMの イ ミ ダ ゾ ー ル -H
Cl（ pH　 6.8） 、 2mMの ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 10μ Mの [ 3 5 S]PAPS(1ま た は 3× 10 5 dpm)を 含 み
、 さ ら に 、 ブ タ の 皮 膚 由 来 CS-Bを 亜 硝 酸 で 前 処 理 し た も の を 、 ア ク セ プ タ ー ポ リ サ ッ カ リ
ド (GlcUAと し て 2μ g)と し て 含 ん で い た 。 前 記 反 応 混 合 物 は 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 Sephadex　 G-25　 ス ー パ ー フ ァ イ ン を 充 填 し た シ リ ン ジ カ ラ ム を 用 い て ゲ ル 濾 過
し た 。 な お 、 Sephadex　 G-25は 、 GEヘ ル ス ケ ア 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 （ 旧 名 ： ア マ
シ ャ ム 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 ） の 商 品 名 で あ る 。 前 記 ポ リ サ ッ カ リ ド ア ク セ プ タ ー
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に 組 み 込 ま れ た [ 3 5 S]硫 酸 化 物 （ ス ル フ ァ ー ト ） は 、 流 出 フ ラ ク シ ョ ン の 液 体 シ ン チ レ ー
シ ョ ン カ ウ ン ト に よ り 放 射 活 性 を 決 定 し て 定 量 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 《 ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 反 応 生 成 物 の 同 定 》
　 [ 3 5 S]標 識 CS-Bは 、 前 述 の 通 り ゲ ル 濾 過 で 単 離 し 、 乾 燥 し 、 そ し て 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー
ゼ ABC、 AC-1ま た は B（ 参 考 文 献 ４ ４ ） に よ る 完 全 消 化 に か け た 。 消 化 物 は 、 ア ミ ン を 結 合
し た シ リ カ PA03カ ラ ム を 用 い て ア ニ オ ン 交 換 HPLCで 分 析 す る か （ 参 考 文 献 ４ ５ ） 、 ま た は
、 Superdex（ 登 録 商 標 ） ペ プ チ ド カ ラ ム （ GEヘ ル ス ケ ア 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 ） に
よ り ゲ ル 濾 過 し 、 0.2M　 NH 4 HCO 3 で 平 衡 化 し た （ 参 考 文 献 ４ ６ ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 《 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 》
　 脳 は 、 生 後 ７ 日 (P7)、 P14お よ び P21の ddyマ ウ ス か ら 素 早 く 取 り 出 し 、 そ し て 、 粉 末 化
し た ド ラ イ ア イ ス 中 で 凍 ら せ た 。 連 続 し た 脳 切 片 は 、 ラ イ カ 　 マ イ ク ロ シ ス テ ム ズ 株 式 会
社 （ 東 京 、 日 本 ） の ク リ オ ス タ ッ ト で 16μ mの 厚 さ に 切 断 し 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ ル ト リ エ ト
キ シ シ ラ ン (APS)で プ レ コ ー ト し た ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 解 凍 マ ウ ン ト し 、 そ し て 、 使 用 時
ま で -80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 GalNAc4S-6ST　 cDNAを 含 む プ ラ ス ミ ド は 、 制 限 酵 素 Nco　 Iま た は Sal　 Iに よ り 直 線 化 し
、 ア ン チ セ ン ス ま た は セ ン ス RNAプ ロ ー ブ の 合 成 に そ れ ぞ れ 用 い た 。 酵 素 消 化 後 、 各 消 化
物 は 、 フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ ル ム ： イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ 25： 24： 1） で 処 理 し 、 そ し
て 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り 生 成 し た 。 3 5 S-標 識 リ ボ プ ロ ー ブ は 、 MAXIscript（ 登 録 商 標 ）
T7キ ッ ト (テ キ サ ス 州 オ ー ス テ ィ ン Ambion社 )を 用 い 、 5'-α - 3 5 Sチ オ 三 リ ン 酸 (約 30TBq/mm
ol)（ GEヘ ル ス ケ ア 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 ） と と も に 転 写 し た 。 ス ラ イ ド に 載 せ る
前 に 、 前 記 放 射 標 識 プ ロ ー ブ は 、 そ れ ぞ れ 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 [50%(v/v)ホ ル ム ア
ミ ド ,　 10%(v/v)デ キ ス ト ラ ン ス ル フ ァ ー ト (sulphate),　 2.5x　 デ ン ハ ー ト 液 ,　 4x　 生
理 食 塩 水 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (SSC),　 5mM　 EDTA,　 pH　 8.0,　 ビ ー ル 酵 母 由 来 の 0.5mg/ml
　 tRNA(ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス 株 式 会 社 、 日 本 国 東 京 ),お よ び 20mM　 DTT]中 に
、 10 7 cpm/ml濃 度 で 混 合 し た 。 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 は 、 参 考 文 献 ４ ７ の 方 法 で
行 っ た 。 簡 単 に 言 う と 、 ま ず 、 脳 切 片 を 、 4%(v/v)ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生
理 食 塩 水 (PBS)に よ り 室 温 で 15分 間 固 定 し た 。 そ の 後 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K(2mg/ml)に よ り 37
℃ で 10分 間 消 化 し 、 0.25%(v/v)無 水 酢 酸 を 含 む 0.1Mト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン に よ り 室 温 で 10
分 間 ア セ チ ル 化 し 、 そ し て 、 段 階 的 な 濃 度 の エ タ ノ ー ル に よ り 脱 水 し た 。 乾 燥 後 、 前 記 組
織 切 片 を 、 10%(w/v)デ キ ス ト ラ ン ス ル フ ァ ー ト を 含 ま な い ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 に よ り
55℃ で 1時 間 前 処 理 し た 。 そ し て 次 に 、 RNAプ ロ ー ブ を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 緩 衝 液 を 前 記
の よ う に 調 製 し 、 そ し て 、 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 に お い て 55℃ で 18時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
前 記 切 片 は 、 次 に 、 10mM　 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (2ME)を 含 む 2× SSCに よ り 、 室 温 で 5分
間 、 2回 リ ン ス し た 。 そ し て 、 RNase　 A(50μ g/ml)に よ り 55℃ で 30分 間 消 化 し 、 50%ホ ル ム
ア ミ ド /2x　 SSC/10mM　 2MEに よ り 、 55℃ で 30分 間 、 お よ び 続 い て 2x　 SSC/10mM　 2MEに よ
り 室 温 で 10分 間 、 2回 リ ン ス し 、 そ し て 、 段 階 的 な 濃 度 の エ タ ノ ー ル に よ り 脱 水 し た 。 前
記 加 工 し た 切 片 は 、 X線 フ ィ ル ム (Bio　 Max　 MR;　 Kodak社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 Rochester)に
1週 間 曝 露 し 、 シ グ ナ ル を 検 出 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 《 免 疫 組 織 化 学 》
　 脳 は 、 P7の ddyマ ウ ス か ら 素 早 く 摘 出 し 、 そ し て 、 3.7%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 溶 液 に よ り 終
夜 固 定 し た 。 組 織 は 、 続 い て 、 氷 冷 し た 70%、 90%お よ び 無 水 エ タ ノ ー ル の い く つ か の 変 更
に よ り 、 室 温 で 15分 間 脱 水 し た 。 続 い て 、 組 織 を 、 50%(v/v)の ポ リ エ ス テ ル ワ ッ ク ス を 含
む 無 水 エ タ ノ ー ル 中 に 37℃ で 終 夜 入 れ 、 続 い て 、 90%(v/v)の ポ リ エ ス テ ル ワ ッ ク ス を 含 む
無 水 エ タ ノ ー ル 中 に 37℃ で 終 夜 入 れ た 。 組 織 は 、 90%ワ ッ ク ス 溶 液 中 に 包 埋 さ せ 、 そ し て
、 ブ ロ ッ ク は ク リ オ ス タ ッ ト （ ラ イ カ 　 マ イ ク ロ シ ス テ ム ズ 株 式 会 社 （ 東 京 、 日 本 ） ） に
よ り 連 続 的 に 5μ mに カ ッ ト し 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 載 せ た 。 前 記 ス ラ イ ド は 、 4℃ で 終 夜
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乾 燥 し 、 そ し て 、 こ の 温 度 で 使 用 時 ま で 保 存 し た 。 免 疫 染 色 は 、 参 考 文 献 ２ ６ の 方 法 で 行
っ た 。 簡 単 に 言 う と 、 ポ リ エ ス テ ル ワ ッ ク ス 切 片 を 、 100%、 90%お よ び 70%エ タ ノ ー ル に よ
り 室 温 で 脱 ワ ッ ク ス し 、 そ し て 蒸 留 水 で 再 水 和 し た 。 こ の 切 片 は 、 次 に 、 下 記 溶 液 で 連 続
的 に 処 理 し た 。
1)　 2.5%過 酸 化 水 素 を 含 む PBS　 (10mM,　 pH　 7.4)で 30min;
2)　 1%　 BSA,　 4%正 常 ヤ ギ 血 清 を 含 む PBSで 60min;
3)　 1次 抗 体 を 含 む 1%　 BSA/PBS　 (10倍 希 釈 ),
4)抗 -VSVタ グ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 P5D4を 含 む 1%　 BSA/PBS(3,000倍 希 釈 )の ハ イ ブ リ
ド ー マ 上 澄 み
5)　 ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス IgGを 含 む 1%　 BSA/PBSで 60min;
6)　 ベ ク タ ス テ イ ン ABC溶 液 を 含 む PBS(200倍 希 釈 )で 60min;お よ び
7)　 0.06%ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン diaminobenzidine,　 0.01%過 酸 化 水 素 を 含 む ト リ ス 緩 衝 生
理 食 塩 水 (20mM,　 pH,　 7.6).
　 最 後 に 、 切 片 は 、 エ タ ノ ー ル 溶 液 の シ リ ー ズ で 固 定 し 、 キ シ レ ン ベ ー ス の マ ウ ン ト 培 地
と と も に マ ウ ン ト し た 。 抗 体 に よ る 染 色 特 異 性 を 確 認 す る た め に 、 脳 切 片 は コ ン ド ロ イ チ
ナ ー ゼ ABCプ ロ テ ア ー ゼ フ リ ー (5mIU/切 片 )で 前 処 理 し て CSお よ び DSを 除 去 し 、 そ し て 、 GD
3G7に 対 す る 最 小 結 合 サ イ ズ を 確 認 し 、 各 1nmolの CS-Eオ ク タ ま た は デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク
シ ョ ン を 、 前 記 抗 体 に よ り 37℃ で 1時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 前 記 切 片 に 加 え 、 そ し
て 次 に 、 前 述 の 通 り 免 疫 染 色 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 《 細 胞 培 養 》
　 海 馬 細 胞 は 、 胎 齢 （ 日 ） 16.5（ E16.5） の マ ウ ス 脳 を 用 い て 培 養 し た （ 参 考 文 献 １ ６ お
よ び ４ ８ ） 。 前 記 海 馬 は 、 顕 微 解 剖 に よ り 得 て 短 時 間 の ト リ プ シ ン 処 理 に よ り 解 離 さ せ た
。 解 離 細 胞 は 、 N2サ プ リ メ ン ト を 含 む イ ー グ ル の 修 飾 基 本 培 地 （ Eagle’ s　 modified　 es
sential　 medium） 中 に 懸 濁 さ せ 、 P-ORN-被 覆 カ バ ー ガ ラ ス 上 に 播 種 し 、 そ し て 、 ５ %CO 2
を 含 む 加 湿 雰 囲 気 中 、 37℃ で 培 養 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 《 神 経 突 起 伸 長 ア ッ セ イ 》
　 E16.5マ ウ ス 由 来 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 は 、 参 考 文 献 １ ６ お よ び ４ ８ の 方 法 に
よ り ア ッ セ イ し た 。 簡 単 に 言 う と 、 ま ず 、 プ ラ ス チ ッ ク 製 カ バ ー ガ ラ ス (10× 10mm)を 、 1.
5μ g/mlの P-ORNを 含 む 0.1Mホ ウ 酸 緩 衝 液 （ pH8.2） に よ り 室 温 で ２ 時 間 処 理 し た 。 次 に 、 P
BS中 、 ４ ℃ で 終 夜 、 カ バ ー ガ ラ ス １ 枚 あ た り 2μ g/cm 2 の 用 量 の CS-Eで さ ら に 被 覆 し 、 PBS
で ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て 、 抗 体 GD3G7(10お よ び 100μ g/ml)で 被 覆 し た 。 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 前 記 カ バ ー ガ ラ ス を PBSで ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 、 海 馬 細 胞 を 10,000
個 細 胞 /cm 2 で 播 種 し た 。 陰 性 対 照 と し て 、 GAGsと の 反 応 性 を 有 し な い 無 関 係 の scFv抗 体 MP
B49Vを 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ２ ４ 時 間 培 養 後 、 細 胞 を 4%(w/v)パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 そ し て 次 に 、 抗 MAP2
お よ び 抗 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト 抗 体 で 免 疫 染 色 し 、 そ し て 、 前 記 抗 体 は 、 ベ ク タ ス テ イ ン
ABCキ ッ ト を 用 い 、 3',3-ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン を 色 素 源 と し て 前 述 の よ う に 検 出 し た 。 神 経
突 起 伸 長 は 、 1細 胞 あ た り の 神 経 突 起 全 長 を 決 定 し て 評 価 し た 。 1つ の カ バ ー ガ ラ ス あ た り
、 細 胞 本 体 よ り も 長 い 神 経 突 起 を 少 な く と も 一 つ 有 す る 細 胞 を ラ ン ダ ム に 100個 選 び 、 明
白 に 単 離 し た 。 結 果 は 、 平 均 ± 標 準 偏 差 で 表 し た 。 そ し て 、 平 均 間 の 有 意 性 お よ び 差 は 、
ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 検 定 で 評 価 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 《 ELISAに よ る 、 抗 CS抗 体 GD3G7の 特 異 性 の 評 価 》
　 種 々 の GAG製 剤 に 対 す る GD3G7の 反 応 性 は 、 ELISAを 用 い て 試 験 し た 。 こ の 場 合 に お い て
、 ビ オ チ ン 化 し た GAGｓ は 、 そ れ ぞ れ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 プ レ ー ト 上 に 固 定 し た 。 G
D3G7は 、 CS-E、 CS-H(iEを 主 な ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト と し て 含 む メ ク ラ ウ ナ ギ 脊 索 由 来 の
過 硫 酸 化 DS)お よ び SS-DS(か な り の 割 合 の Eお よ び iEユ ニ ッ ト を 含 む サ メ 皮 膚 由 来 DS)と 特
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異 的 に 反 応 し 、 そ し て 、 試 験 し た 他 の GAG（ CS-A,　 CS-B,　 CS-C,　 CS-Dを 含 む ） お よ び ヘ
パ リ ン と は 何 ら 反 応 し な か っ た （ 図 1） 。 こ の こ と は 、 GD3G7が 、 E(GlcUA-GalNAc(4S,6S))
お よ び iE(IdoUA-GalNAc(4S,6S))ユ ニ ッ ト の 両 方 を 認 識 可 能 で あ る こ と を 強 調 す る 。 GD3G7
の iEに 対 す る 特 異 性 を さ ら に 調 べ る た め に 、 阻 害 性 ELISAを 行 っ た 。 こ の 場 合 に お い て 、
硫 酸 化 の た め に GalNAc4S-6STで 処 理 し た か ま た は 処 理 し な い CS-Bを 、 イ ン ヒ ビ タ ー と し て
用 い た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ヒ ト の GalNAc4S-6STは 、 硫 酸 基 (sulfate)を PAPSか ら CSAと DSの GalNAc-4-硫 酸 残 基 の C-6
水 酸 基 ま で 移 し 、 GlcA-GalNAc（ 4S、 6S） お よ び ／ ま た は IdoUA-GalNAc（ 4S、 6S） 単 位 （
参 考 文 献 ４ ９ ） を 含 む CSEを 形 成 す る 。 GalNAc4S-6STの 機 能 分 析 を 容 易 に す る た め に 、 ガ
ラ ク ト シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、 CS-Bを ア ク セ プ タ ー と し て 、 お よ び PAPSを ド ナ ー
基 質 と し て 使 っ て ア ッ セ イ し た 。 GalNAc4S-6ST反 応 生 成 物 を 同 定 す る た め に 、 前 記 反 応 生
成 物 は 、 第 １ に 、 Sephadex　 G-25（ ス ー パ ー フ ァ イ ン ） カ ラ ム を 用 い て ゲ ル 濾 過 し た 。 そ
し て 、 透 過 フ ラ ク シ ョ ン の 一 定 分 量 を 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABC、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ AC-
1ま た は コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Bを 用 い て 完 全 に 消 化 し た 。 標 的 の IdoUA残 基 に 隣 接 す る GalNA
c残 基 の 硫 酸 化 は コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ Bお よ び コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ AC-1の 活 動 に お い て は 基
本 的 で あ り 、 反 応 は 隣 接 す る 糖 残 基 の 硫 酸 化 パ タ ー ン に よ っ て は あ ま り 影 響 さ れ な い こ と
に 注 目 す べ き で あ る 。 各 消 化 物 の 半 分 は Superdexペ プ チ ド カ ラ ム で ゲ ル 濾 過 し （ 図 ２ Ａ ～
Ｃ ） 、 そ し て 、 各 消 化 物 の 他 の 半 分 は 、 ア ニ オ ン 交 換 HPLCと ア ミ ン 結 合 シ リ カ PA-03カ ラ
ム を 用 い 、 NaH 2 PO 4 濃 度 16mM～ 530mMま で の 直 線 勾 配 で １ 時 間 以 上 分 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABCお よ び コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ B消
化 後 の 3 5 S-標 識 生 成 物 が ジ サ ッ カ リ ド に 対 応 し た 位 置 に 溶 出 し た こ と を 明 ら か に し た （ 図
２ Ｄ ～ Ｆ ） 。 一 方 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ AC1消 化 後 に は 、 検 出 可 能 な 生 成 物 は 溶 出 し な か
っ た （ 図 ２ Ｅ ） 。 ゲ ル 濾 過 に よ り 観 測 さ れ た ジ サ ッ カ リ ド ピ ー ク の 放 射 活 性 積 分 は 、 各 リ
ア ー ゼ 消 化 物 の 他 の 半 分 を 用 い た ア ニ オ ン 交 換 HPLC分 析 に よ り 検 出 さ れ た Δ Di-diS E と 良
い 一 致 を 示 し た 。 こ の こ と は 、 3 5 S-標 識 Δ Di-diS E が 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABCま た は コ ン
ド ロ イ チ ナ ー ゼ B消 化 に よ り 、 -IdoUA-GalNAc(4S,6S)-IdoUA-　 シ ー ケ ン ス か ら 放 出 さ れ た
こ と を 示 す （ 図 ２ Ａ 、 Ｃ ） 。 ま た 、 -GlcUA-GalNAc(4S,6S)-GlcUA-　 シ ー ケ ン ス か ら は 、
コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ AC1消 化 後 に 何 の 生 成 物 も 検 出 さ れ な か っ た た め 、 何 も 放 出 さ れ な か
っ た こ と を 示 す （ 図 ２ Ｂ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 CS-Bを ア ク セ プ タ ー 分 子 と し て 用 い た 場 合
、 GalNAc4S-6STが 、 GlcUAよ り も 、 IdoUAに 隣 接 す る GalNAc(4S)残 基 の 硫 酸 化 を 触 媒 し 、 そ
れ ゆ え に iEジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト を 生 成 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 《 GD3G7の iEに 対 す る 特 異 性 の 評 価 》
　 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 由 来 GalNAc4S-6STは 、 CS-B中 に お い て 、 IdoUA残 基 に 隣 接 す る GalNAc(
4S)残 基 の 6-O-部 位 に 硫 酸 基 を 優 先 的 に 転 位 さ せ 、 そ の よ う に し て iE(IdoUA-GalNAc(4S,6S
))ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト を 生 成 さ せ た 。 GD3G7の iEに 対 す る 特 異 性 を さ ら に 評 価 す る た め
、 本 発 明 者 ら は 、 GalNAc4S-6STで 処 理 し た か ま た は 処 理 し な い CS-Bが 、 固 定 化 CS-Eに 対 し
、 GD3G7の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 評 価 し た 。 図 ３ に 示 す 通 り 、 GalNAc4S-6ST処 理 し た CS-B
の み が 、 GD3G7の CS-Eに 対 す る 結 合 を 有 意 に 阻 害 し た 。 一 方 、 GalNAc4S-6ST処 理 し な い CS-
Bは 、 GD3G7の CS-Eに 対 す る 結 合 を 阻 害 し な か っ た 。 こ の こ と は 、 GD3G7が iEと 特 異 的 に 反
応 す る こ と を 示 唆 す る 。 阻 害 活 性 は 、 CS-Hも 示 し た が 、 CS-Dは 示 さ な か っ た 。 こ れ ら の デ
ー タ は 、 GD3G7が Eお よ び iEの 両 方 の ジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト を 認 識 す る と い う 結 論 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 《 マ ウ ス 脳 の 生 後 発 達 中 に お け る CS/DS　 GalNAc4-硫 酸 　 6-O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ の 発 現 》
　 CS/DS鎖 は 、 中 枢 神 経 系 発 達 を 調 節 し 、 そ し て 、 神 経 突 起 生 成 分 子 と し て 種 々 の 役 割 を
果 た す 。 ブ タ 胎 児 脳 由 来 CS/DSハ イ ブ リ ッ ド 鎖 の IdoUA-　 含 有 構 造 が 、 神 経 突 起 生 成 お よ
び 増 殖 因 子 結 合 活 性 に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ 参 考 文 献 ５ ０ ） 。 し た が っ て 、 マ
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ウ ス 脳 の 生 後 発 達 中 に お け る E/iEユ ニ ッ ト を 含 む CS/DSハ イ ブ リ ッ ド 鎖 の 寄 与 に 対 す る 洞
察 を 得 る た め に 、 マ ウ ス GalNAc4S-6STの 発 現 を 、 そ れ ぞ れ の 3 5 S-標 識 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー
ブ を 用 い て イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 に よ り 試 験 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 ４ は 、 P7（ 図 ４ Ａ ） 、 P14（ 図 ４ Ｂ ） お よ び P21（ 図 ４ Ｃ ） マ ウ ス 脳 由 来 の 矢 状 切 片 の
薄 膜 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 示 す 。 GalNAc4S-6ST転 写 は 、 発 達 中 の 脳 の 嗅 球 、 大 脳 皮 質 、 海
馬 、 小 脳 お よ び 層 を 含 む 広 範 囲 な 領 域 に つ い て 観 測 し た 。 そ れ ぞ れ の 3 5 S-標 識 セ ン ス プ ロ
ー ブ の 陰 性 対 照 実 験 と し て 、 無 標 識 を 、 P21マ ウ ス 脳 （ 図 ４ Ｅ ） 、 P7ま た は P14マ ウ ス 脳 （
デ ー タ 示 さ ず ） の 任 意 の 領 域 に つ い て 観 測 し 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ の 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 を 確 認 し た 。 こ の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 P7マ ウ ス の 小 脳 に 限 定 さ れ 、 小 脳 の 外 表 下 流 細
胞 層 で 強 い 発 現 が 観 測 さ れ た （ 図 ４ Ａ ） 。 小 脳 に お け る 発 現 は 、 外 顆 粒 細 胞 層 か ら 内 顆 粒
細 胞 層 へ と ス イ ッ チ し 、 そ し て 、 発 達 に し た が っ て 次 第 に 減 少 が 見 ら れ た （ 図 ４ Ｄ ） 。 こ
の こ と は 、 お そ ら く 、 顆 粒 細 胞 の 転 移 お よ び ／ ま た は 成 熟 を 反 映 す る 。 こ の 遺 伝 子 の 発 現
は 、 Eお よ び ／ ま た は iEユ ニ ッ ト を 含 む CS/DSが P7マ ウ ス 小 脳 内 に 比 較 的 大 量 に 存 在 し 、 そ
し て 、 生 後 の 脳 発 達 中 に 次 第 に 減 少 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 《 マ ウ ス 脳 内 に お け る GD3G7エ ピ ト ー プ の 免 疫 組 織 化 学 的 検 出 お よ び 局 在 化 》
　 マ ウ ス 脳 内 の 独 特 な GD3G7エ ピ ト ー プ 発 現 を 研 究 す る た め に 、 P7脳 切 片 の 免 疫 組 織 化 学
発 現 を 、 抗 体 GD3G7を 用 い て 行 っ た 。 P7マ ウ ス 由 来 の 連 続 的 矢 状 脳 切 片 は 、 抗 体 GD3G7で イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 結 合 抗 体 を 、 抗 -VSV-タ グ 付 P5D4抗 体 お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ タ グ
付 ビ オ チ ン 化 抗 マ ウ ス IgG抗 体 で 検 出 し 、 そ し て 、 DAB（ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 対 す る 基 質 ）
で 可 視 化 し た 。 前 記 P7マ ウ ス 矢 状 切 片 の 染 色 パ タ ー ン を 、 図 ５ に 示 す 。 GD3G7は 、 P7小 脳
、 海 馬 お よ び 嗅 球 を 特 異 的 に 染 色 し た 。 前 記 染 色 は 、 小 脳 で よ り 強 く 、 GD3G7は 、 白 質 お
よ び 外 顆 粒 層 を 染 色 し た 。 小 脳 の 新 生 児 期 発 達 に お い て は 、 顆 粒 細 胞 の 生 成 は 、 外 顆 粒 層
の 増 殖 性 帯 域 で 起 こ る （ 参 考 文 献 ５ １ ） 。 顆 粒 細 胞 は 、 生 後 に 細 胞 サ イ ク ル を 脱 し 始 め 、
そ れ ら の 分 化 プ ロ グ ラ ム の 一 部 と し て 、 内 部 に 遊 走 し 、 プ ル キ ン エ 細 胞 を 通 過 し 、 内 顆 粒
層 を 形 成 す る （ 参 考 文 献 ５ ２ ） 。 海 馬 内 で は 、 GD3G7は 歯 状 回 お よ び 放 線 状 層 の 多 形 層 を
染 色 し 、 嗅 球 内 で は 、 GD3G7エ ピ ト ー プ は 、 球 状 層 内 に 発 現 し た 。 こ れ ら の 発 見 は 、 上 記
イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 に よ る 研 究 結 果 と 一 致 す る 。 脳 の 染 色 は 、 組 織 部 位 の コ ン
ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABCに よ る 処 理 で 完 全 に 無 効 に さ れ 、 染 色 の 特 異 性 が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら
の 結 果 は 、 P7マ ウ ス 脳 に お い て 、 CS-Eが 、 小 脳 内 に 、 そ し て さ ら に 海 馬 お よ び 嗅 球 中 に も
、 高 度 に 発 現 し た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 《 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 に 対 す る GD3G7の 効 果 》
　 CS-Eは 、 ラ ッ ト E18海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 を 促 進 す る 。 前 記 抗 体 GD3G7は 、 CS-E
中 の エ ピ ト ー プ 構 造 を 認 識 す る 。 CS-E中 の GD3G7エ ピ ト ー プ が 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起
伸 長 工 程 に 関 係 す る か 否 か を 調 べ る た め に 、 前 記 抗 体 を 、 ２ つ の 異 な る 濃 度 (10μ g/mlお
よ び 100μ g/ml)の 培 地 で ２ 時 間 培 養 し 、 そ の 後 、 CS-Eで 被 覆 し た 基 層 上 に ニ ュ ー ロ ン 細 胞
を 播 種 し た 。 前 記 抗 体 は 、 CS-E含 有 基 層 上 に 増 殖 し た ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 を 優 位 に
抑 制 し た （ 図 ６ Ａ お よ び Ｂ ） 。 こ の 観 測 は 、 統 計 的 形 態 学 解 析 に よ り 確 認 し た 。 そ れ に よ
り 、 GD3G7が 神 経 突 起 形 成 を 顕 著 に 阻 害 し 、 か つ 、 100μ g/mlで 、 １ 細 胞 あ た り の 全 神 経 突
起 長 を 減 少 さ せ た こ と が 分 か っ た （ 図 ６ Ｃ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 CS-Eの 神 経 突 起 伸 長 促 進
モ チ ー フ 中 に GD3G7の エ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と を 示 す 。 対 照 の scFv抗 体 (MPB49V)は 、 何
の 中 和 活 性 も 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 《 GD3G7に よ る 認 識 に 必 要 な 最 小 構 造 の キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン 》
　 CS-E中 の GD3G7エ ピ ト ー プ が 神 経 突 起 伸 長 促 進 活 性 に 関 係 す る で あ ろ う と の 観 点 か ら 、
本 発 明 者 ら は 、 こ の 抗 体 に よ る 認 識 に 必 要 な CS-Eの 最 小 構 造 を キ ャ ラ ク タ ラ イ ズ し た 。 イ
カ 軟 骨 由 来 CS-Eの ヒ ツ ジ 精 巣 ヒ ア ル ロ ニ ダ ー ゼ に よ る 部 分 消 化 で 調 製 し た 偶 数 の CS-Eオ リ
ゴ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン （ ３ ８ ） を 、 固 定 化 CS-Eに 対 す る GD3G7結 合 の イ ン ヒ ビ タ ー と
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し て 用 い た 。 図 ７ Ａ は 、 デ カ -お よ び さ ら に 大 き な オ リ ゴ サ ッ カ リ ド が 阻 害 活 性 を 示 し 、
そ し て 、 活 性 が 分 子 サ イ ズ に つ れ て 大 き く な っ た こ と を 示 す 。 し か し な が ら 、 オ ク タ サ ッ
カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン は 、 ヘ キ サ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン と 比 較 し て や や GD3G7と 反 応 し た
よ う に 見 え る 。
　 次 に 、 GD3G7に よ り 認 識 さ れ る CS-Eの 最 小 構 造 を 正 確 に 決 定 す る た め に 、 CS-E　 オ ク タ -
お よ び デ カ サ ッ カ リ ド を 、 GD3G7の CS-Eへ の 結 合 に 対 す る イ ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い た 。 図
７ Ｂ は 、 GD3G7が 、 CS-E由 来 の デ カ サ ッ カ リ ド と 優 先 的 に 反 応 し た が 、 オ ク タ サ ッ カ リ ド
フ ラ ク シ ョ ン と は 反 応 し な か っ た こ と を 示 す 。 GD3G7の CS-Eデ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン
に 対 す る 結 合 の 程 度 は 、 用 量 依 存 性 の 増 加 を 示 し た 。 一 方 、 オ ク タ サ ッ カ リ ド は 、 用 量 を
多 く し て も 結 合 は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 CS-E由 来 デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ
ン が 、 GD3G7に よ る 認 識 に 必 要 な 臨 界 的 最 小 サ イ ズ で あ る と い う 前 記 の 知 見 と 一 致 す る 。
　 本 発 明 者 ら は 、 CS-Eオ リ ゴ サ ッ カ リ ド を イ ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い 、 脳 部 位 中 の 抗 体 の 免
疫 反 応 性 を 評 価 す る こ と に よ り 、 上 記 ELISAデ ー タ を 実 証 し た 。 CS-E由 来 の オ ク タ -お よ び
デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン を 、 生 後 ７ 日 マ ウ ス の 脳 切 片 に お け る 免 疫 組 織 化 学 染 色 の イ
ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い た 。 GD3G7は 、 CS-Eオ ク タ -お よ び デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン 各 1n
molで 、 室 温 に お い て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 脳 切 片 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 図 ８ に 、 生 後 ７ 日 マ ウ ス 脳 由 来 矢 状 切 片 の 染 色 パ タ ー ン を 示 す 。 CS-Eデ カ サ ッ カ リ
ド に よ る GD3G7の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 前 記 抗 体 に よ る 脳 切 片 染 色 を 妨 げ た 。 一 方
、 CS-Eオ ク タ サ ッ カ リ ド を イ ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い た 場 合 、 小 脳 、 海 馬 お よ び 嗅 球 に お け
る 免 疫 染 色 は な お 視 認 可 能 で あ っ た 。 こ の 知 見 は 、 CS-Eデ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン が GD
3G7の 最 も 効 果 的 な イ ン ヒ ビ タ ー で あ る こ と を 示 す 。 す な わ ち 、 こ の こ と は 、 CS-E由 来 デ
カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン が 、 GD3G7結 合 に 必 要 な 最 小 構 造 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 GD3G7エ ピ ト ー プ 構 造 の さ ら な る キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ ン の た め に 、 CS-E由 来 の す で に
構 造 決 定 さ れ た ４ つ の デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン お よ び 一 つ の オ ク タ サ ッ カ リ ド フ ラ ク
シ ョ ン を 、 GD3G7の CS-Eに 対 す る 結 合 の 阻 害 ELISA実 験 に 用 い た 。 ４ つ の デ カ サ ッ カ リ ド フ
ラ ク シ ョ ン は 、 全 て 、 固 定 化 CS-Eへ の GD3G7結 合 に 対 し 、 同 様 の 阻 害 を 示 し た 。 し か し 、
オ ク タ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン は そ の よ う な 阻 害 を 示 さ な か っ た （ 図 ９ ） 。 こ の 結 果 は 、
基 本 的 に は 、 図 ７ Ｂ で 観 測 さ れ た サ イ ズ 依 存 反 応 性 と 一 致 す る 。 前 記 オ リ ゴ サ ッ カ リ ド の
構 造 を 下 記 表 １ に ま と め て 示 す 。 GD3G7は 、 構 造 決 定 さ れ た デ カ サ ッ カ リ ド と 優 先 的 に 反
応 し た が 、 ４ つ の Eユ ニ ッ ト を 有 す る オ ク タ サ ッ カ リ ド は 、 こ の 抗 体 と 結 合 し な か っ た 。
個 々 で 観 測 さ れ た 結 合 の 優 先 順 位 は 、 こ の 抗 体 が 、 デ カ サ ッ カ リ ド を 、 ３ つ の 連 続 し た E
ユ ニ ッ ト の 最 小 と し て 認 識 し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 《 ル イ ス 肺 癌 セ ル ラ イ ン 細 胞 表 面 に お け る GD3G7エ ピ ト ー プ の 免 疫 組 織 学 的 検 出 》
　 図 １ ０ は 、 ル イ ス 肺 癌 セ ル ラ イ ン 細 胞 表 面 に お け る GD3G7エ ピ ト ー プ の 免 疫 組 織 学 的 検
出 を 示 す 図 で あ る 。 10%FBSを 含 む 300μ l　 DMEM培 地 中 の 、 高 度 お よ び 低 度 の 転 移 能 を 有 す
る ル イ ス 肺 癌 細 胞 (5× 10 4 )(文 献 １ )（ そ れ ぞ れ H11お よ び P29セ ル ラ イ ン ） を 、 チ ャ ン バ ー
ス ラ イ ド 状 に 播 種 し 、 24時 間 培 養 し 、 Diff-Quick試 薬 A（ シ ス メ ッ ク ス 株 式 会 社 、 日 本 国
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、 カ タ ロ グ 番 号 16920） に よ り 固 定 化 し た 。 こ れ ら を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 GD3G7（ 文 献 ２
） で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 結 合 し た GD3G7を 、 抗 -VSVグ リ コ プ ロ テ イ ン 抗 体 （ Sigma社
、 米 国 、 カ タ ロ グ 番 号 V5507） お よ び 続 い て Alexa複 合 二 次 抗 体 （ Molecular　 Probes社 、
米 国 、 カ タ ロ グ 番 号 A21042） で 検 出 し 、 そ し て 共 焦 点 顕 微 鏡 観 察 に よ り 可 視 化 し た 。 H11
細 胞 （ 図 １ ０ Ａ ） は 、 強 力 に 染 色 さ れ た 。 し か し 、 P29細 胞 （ 図 １ ０ Ｃ ） は 、 微 か に 染 色
さ れ た の み で あ っ た 。 対 照 実 験 と し て 、 H11細 胞 (図 １ ０ Ｂ )お よ び P29細 胞 (図 １ ０ Ｄ )を 、
プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル （ Roche社 、 ド イ ツ 、 カ タ ロ グ 番 号 1697498） の 存 在 下
、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABCで 処 理 し 、 続 い て 、 前 述 の 通 り 免 疫 染 色 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 《 マ ウ ス 骨 肉 腫 セ ル ラ イ ン の 、 単 鎖 抗 体 GD3G7に よ る 染 色 》
　 図 １ １ は 、 肝 臓 に 対 す る 転 移 能 が 低 度 お よ び 高 度 の マ ウ ス 骨 肉 腫 セ ル ラ イ ン LM8（ 図 １
０ Ａ ） お よ び LM8G7（ 図 １ ０ Ｂ ） （ 参 考 文 献 ７ ７ ） の 、 GD3G7エ ピ ト ー プ に よ る 免 疫 組 織 化
学 的 検 出 を 示 す 図 で あ る 。 10%　 FBSを 含 む 300μ L　 DMEM培 地 中 の LM8（ パ ネ ル A） お よ び LM
8G7細 胞 (5× 10 4 )を 、 ナ ル ジ ェ ヌ ン ク イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 株 式 会 社 製 lab-tekチ ャ ン バ ー ス
ラ イ ド （ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム 1774028ウ ェ ル ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 播 種 し 、 24時 間 培 養 し 、
そ し て 、 Diff-Quick試 薬 A（ シ ス メ ッ ク ス 株 式 会 社 、 日 本 国 、 カ タ ロ グ 番 号 16920） に よ り
固 定 化 し た 。 こ の 固 定 化 し た 細 胞 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 GD3G7（ 参 考 文 献 ７ ６ ） (1:50)
で １ 時 間 お よ び 続 い て 二 次 抗 体 VSV-タ グ P5D4(1:1000)で 1時 間 (1:1000)で イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 さ ら に Alexa複 合 二 次 抗 体 （ Molecular　 Probes社 、 米 国 、 カ タ ロ グ 番 号 A21042） で 処
理 し 、 そ し て 共 焦 点 顕 微 鏡 (Fluoview)に よ り 可 視 化 し た 。 低 転 移 能 お よ び 高 転 移 能 細 胞 の
両 方 と も 染 色 さ れ た が 、 低 転 移 能 細 胞 の 染 色 は 弱 か っ た （ 図 １ ０ Ａ お よ び Ｂ ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 な お 、 下 記 表 ２ に 、 前 記 LM8お よ び LM8G7細 胞 に お け る CSジ サ ッ カ リ ド （ 二 糖 ） 成 分 に つ
い て 示 す 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ま た 、 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 C4ST1は 、 高 転 移 性 マ ウ ス 骨 肉 腫 セ ル ラ イ ン LM8
G7で は 、 低 転 移 性 LM8細 胞 と 比 較 し て 高 度 に 発 現 し た 。 C6ST1お よ び GalNAc4S-6STの 発 現 は
、 こ れ ら ２ つ の セ ル ラ イ ン 間 で は 差 は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ ら セ ル ラ イ ン で は 、 USTの 発
現 は 見 ら れ な か っ た 。 さ ら に 、 In　 vitro　 matrigel浸 潤 ア ッ セ イ は 、 CS-Eが こ れ ら 腫 瘍
セ ル ラ イ ン の 浸 潤 を 顕 著 に 阻 害 し た こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 《 デ ィ ス カ ッ シ ョ ン 》
　 本 実 施 例 で は 、 生 後 マ ウ ス 脳 に お け る CS-E/DS-Eハ イ ブ リ ッ ド 鎖 の 特 徴 的 空 間 時 間 的 分
布 を 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 に よ り 生 産 さ れ た 抗 体 GD3G7を 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ
と し て 用 い て 詳 細 に 確 認 し た 。 こ の 抗 体 は 、 ELISA評 価 に よ れ ば 、 特 徴 的 iEユ ニ ッ ト を 有
す る CS-Eお よ び CS-H（ 参 考 文 献 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ５ ２ a） 、 お よ び 、 全 ジ サ ッ カ リ ド の 10%の E(
ま た は iE)を 有 す る SS-DS（ 参 考 文 献 １ ７ ） と 特 異 的 に 反 応 す る 。 こ の こ と は 、 必 須 の 認 識
ユ ニ ッ ト が 、 付 属 し て い る GlcUAま た は IdoUAと 無 関 係 な GalNAc(4S,　 6S)残 基 で あ る こ と
を 示 す 。 メ ク ラ ウ ナ ギ 脊 索 （ 参 考 文 献 ２ ８ ） お よ び 対 応 す る 哺 乳 類 組 織 由 来 CS-Hは 、 腹 部
ニ ュ ー ロ ン の 生 成 お よ び 運 動 ニ ュ ー ロ ン の 分 化 （ 参 考 文 献 ５ ３ ） と 結 び 付 け ら れ る 可 溶 な
ソ ニ ッ ク ヘ ッ ジ ホ ッ グ タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 。 CS-Hは 構 造 が CS-Eと 同 様 で あ る が 、 CS-Eと
異 な り 、 主 要 な ウ ロ ン 酸 と し て GlcUAに 代 え て IdoUAを 含 み 、 過 硫 酸 化 DSと み な せ る （ 参 考
文 献 ２ ５ ） 。 CS-E/DS-Eの 生 合 成 に 関 す る GalNAc4S-6STの イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法
は 、 CS-E/DS-Eハ イ ブ リ ッ ド 鎖 が 小 脳 内 に お い て よ り 高 濃 度 で あ る こ と を 示 す 。 こ の こ と
は 、 CS-E/DS-Eハ イ ブ リ ッ ド 鎖 が 脳 発 達 中 に お い て 重 要 で あ る と い う 洞 察 を 提 供 す る 。 Gal
NAc4S-6STは 、 CSお よ び DS中 に お い て 、 硫 酸 基 を PAPSか ら GalNAc(4S)の 6位 に 転 位 さ せ る 。
精 製 GalNAc4S-6STを 用 い 、 CS-Bか ら DS-Bの in　 vitro合 成 を 行 っ た と こ ろ 、 IdoUAα 1-3Gal
NAc(4S)を 優 先 的 に 生 成 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 生 成 物 は 、 固 定 化 CS-Eへ の GD3G7の 結 合 を
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阻 害 し 、 抗 体 GD3G7が CS-Bの iE-エ ン リ ッ チ 領 域 を 認 識 し た こ と を 示 し た 。 そ の よ う に 、 抗
体 GD3G7は 、 Eお よ び iEユ ニ ッ ト の 両 方 を 認 識 し 、 そ し て 、 E-お よ び iE-含 有 CS/DS構 造 の 寄
与 の 研 究 ツ ー ル と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 分 化 発 現 は 、 完 全 に 評 価 さ れ て は い な い 。 Kitagawa　 et　
al.（ 参 考 文 献 １ ３ ） は 、 CS鎖 の 硫 酸 化 特 性 と 、 ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ C4STお よ び コ
ン ド ロ イ チ ン 6-O-ス ル ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (C6ST)活 性 の 比 が 、 ニ ワ ト リ 胚 脳 の 発 達 に つ
れ て 顕 著 に 変 化 す る 硫 酸 化 特 性 を 形 成 し 、 か つ 、 そ れ ら の 変 更 が 正 確 に コ ー デ ィ ネ ー ト さ
れ た こ と を 示 し た 。 こ こ で 、 本 発 明 者 ら は 、 脳 発 達 中 に お け る GalNAc4S-6STの 寄 与 を は じ
め て 示 し た 。 GalNAc4S-6STの 強 力 な 発 現 は 、 P7マ ウ ス 脳 に お け る 小 脳 の 外 顆 粒 細 胞 層 で は
、 制 限 さ れ る （ 図 ４ Ａ ） 。 そ の 制 限 さ れ た 発 現 は 、 内 顆 粒 細 胞 層 に 、 お よ び お そ ら く は プ
ル キ ン エ 細 胞 層 に ス イ ッ チ し 、 そ し て 、 発 達 に つ れ て 緩 や か に 減 少 し た 。 こ の こ と は 、 E/
iE-含 有 CS/DS鎖 が 、 脳 発 達 中 に お い て 決 定 的 な 役 割 を す る こ と を 示 す 。 GalNAc4S-6STは 、
発 達 中 脳 の 海 馬 、 大 脳 皮 質 お よ び 線 条 体 に お い て 強 力 に 発 現 す る こ と も 発 見 さ れ た 。 こ の
こ と は 、 E/iE-含 有 CS/DS鎖 が 、 そ れ ら 領 域 の 神 経 可 塑 性 お よ び ／ ま た は 神 経 生 存 に 関 係 す
る こ と を 示 す 。 最 近 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 に お け る ア ミ ロ イ ド プ リ カ ー サ ー タ ン パ ク 質 の
CS-PG形 態 で あ る ア ピ カ ン が 、 14.3%　 CS-Eユ ニ ッ ト を 含 む グ リ オ ー マ 細 胞 に よ り 清 算 さ れ
る こ と が 示 さ れ た （ 参 考 文 献 ２ ７ ） 。 ア ピ カ ン 中 の CS鎖 は 、 ラ ッ ト 海 馬 初 代 培 養 に お け る
神 経 細 胞 接 着 お よ び 神 経 突 起 伸 長 促 進 の 原 因 で あ る 。 な ぜ な ら ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 に
お け る ア ミ ロ イ ド プ リ カ ー サ ー タ ン パ ク 質 の 核 は 、 ア ピ カ ン PGよ り も 接 着 お よ び 神 経 突 起
伸 長 の 促 進 力 が 弱 い た め で あ る （ 参 考 文 献 ５ ４ お よ び ５ ５ ） 。 ア ピ カ ン PG中 に お け る Eユ
ニ ッ ト の 存 在 は 、 ア ピ カ ン の 神 経 栄 養 性 活 性 を 説 明 可 能 で あ る と 思 わ れ る 。 過 硫 酸 化 ジ サ
ッ カ リ ド が 主 に 特 定 CS-PGsに よ り 示 さ れ る 神 経 栄 養 性 活 性 の 原 因 で あ る と い う 仮 説 は 、 過
硫 酸 化 イ カ 由 来 CS-Eお よ び サ メ CS-Dが ラ ッ ト 海 馬 ニ ュ ー ロ ン 初 代 培 養 に お い て 神 経 突 起 伸
長 を 促 進 す る と い う 先 駆 観 察 （ 参 考 文 献 １ ５ 、 ５ ６ ） に 基 づ く 。 反 対 に 、 過 硫 酸 化 ユ ニ ッ
ト を 欠 く CS-PGｓ は 、 神 経 突 起 伸 長 を 促 進 し な い か 、 ま た は 阻 害 活 性 を 示 し た （ 参 考 文 献
５ ７ ） 。 生 後 脳 が 過 硫 酸 化 Eユ ニ ッ ト を 含 む と い う 本 発 明 者 ら の 観 察 は 、 こ の 仮 説 を 支 持
し 、 そ し て 、 CS-E/DS-Eが 脳 内 に お い て 神 経 突 起 伸 長 促 進 の 機 能 を 果 た し 得 る こ と を 示 す
。 最 近 、 CS-Eが 種 々 の 増 殖 因 子 に 結 合 し 得 る こ と が 示 さ れ た （ 参 考 文 献 ５ ８ ） 。 こ の こ と
は 、 神 経 調 節 活 性 が 、 少 な く と も 、 種 々 の 増 殖 因 子 に よ り 媒 介 さ れ る そ の シ グ ナ ル 伝 達 に
よ っ て 発 揮 さ れ る こ と を 示 す 。 事 実 、 最 近 、 ブ タ 胎 児 脳 由 来 CS/DS鎖 に つ い て 、 そ の CS/DS
鎖 の 核 タ ン パ ク 質 は 同 定 さ れ て い な い も の の 、 前 記 CS/DS鎖 が 内 在 性 PTNを 補 充 し 、 海 馬 細
胞 培 養 シ ス テ ム に お い て 神 経 突 起 生 成 を 促 進 す る （ 参 考 文 献 ４ ０ ） こ と が 示 さ れ た 。 以 前
に 、 マ ウ ス 乳 腺 上 皮 細 胞 由 来 の 膜 貫 通 型 PGで あ る シ ン デ カ ン -1が 、 E-含 有 CS鎖 を 有 す る こ
と が 示 さ れ た （ 参 考 文 献 ５ ９ ） 。 た だ し 、 ラ ッ ト 中 枢 神 経 系 に よ り 発 現 さ れ MKお よ び PTN
に 結 合 す る シ ン デ カ ン -1が CS-Eを 含 む か 否 か は 、 未 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Eユ ニ ッ ト は 、 ウ シ の 脳 （ 参 考 文 献 ２ ３ ） お よ び ニ ワ ト リ 脳 由 来 CS鎖 中 に か な り の 割 合
を 占 め る こ と 、 お よ び 、 そ れ ら が 、 発 生 的 に 調 節 さ れ た 発 現 を 示 す こ と （ 参 考 文 献 １ ３ ）
が 報 告 さ れ て い る 。 興 味 深 い こ と に 、 抗 体 GD3G7は 、 P7マ ウ ス 脳 の 限 定 さ れ た 領 域 の み を
染 色 し た 。 こ れ は 、 哺 乳 類 脳 内 に お け る CS-E/DS-E-含 有 構 造 発 現 を 示 す 。 し か し な が ら 、
マ ウ ス 脳 内 の GD3G7エ ピ ト ー プ が iEユ ニ ッ ト を 含 む DSド メ イ ン 中 に 存 在 す る か 否 か は 、 決
定 す べ き 事 項 と し て 残 っ て い た 。 D/iD,　 B/iB,お よ び E/iE等 の 過 硫 酸 化 ジ サ ッ カ リ ド は 、
脳 の 発 達 に 関 係 す る （ 参 考 文 献 ６ 、 １ ６ お よ び １ ８ ） 最 近 、 Bao　 et　 al.（ 参 考 文 献 ２ ６
） は 、 ホ ヤ 由 来 DSに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2A12を 用 い 、 発 達 中 マ ウ ス 脳 内 に お け る 機
能 的 iD-含 有 ド メ イ ン の 存 在 を 示 し た 。 Maeda　 et　 al.（ 参 考 文 献 １ ２ ） は 、 生 後 マ ウ ス
脳 の 発 達 中 に お け る 、 CS-56お よ び MO-225エ ピ ト ー プ を 含 む い く つ か の CSエ ピ ト ー プ の 組
織 的 免 疫 組 織 化 学 局 在 化 を 報 告 し た 。 前 記 CS-56エ ピ ト ー プ は 、 大 脳 皮 質 内 に お い て 、 生
後 の 早 い 期 間 に 高 発 現 す る 。 そ し て 、 そ の 発 現 は 、 生 後 三 週 間 で 顕 著 に 減 少 す る （ 参 考 文
献 １ ２ ） 。 対 照 的 に 、 MO-225エ ピ ト ー プ の 発 現 は 、 発 達 段 階 中 に お い て 、 大 脳 皮 質 内 で は
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弱 い が 、 小 脳 を 含 む 他 の 領 域 で は よ り 強 い 。 小 脳 中 に お け る MO-225の 反 応 性 は 、 生 後 １ ４
日 で 最 高 点 に 達 し 、 そ の 後 は 減 少 す る （ 参 考 文 献 １ ２ ） 。 Yamagata　 et　 al.（ 参 考 文 献
６ ０ ａ ） に お け る 最 初 の 研 究 は 、 テ ト ラ サ ッ カ リ ド Δ A-Dお よ び Δ E-Dに 対 す る MO-225の 反
応 性 を 示 し た 。 最 近 、 Ito　 et　 al.（ 参 考 文 献 ６ １ ） は 、 MO-225が 、 サ メ 軟 骨 の CS-Dに 由
来 す る オ ク タ -お よ び さ ら に 大 き な オ リ ゴ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン と 強 力 に 反 応 し 得 る こ
と を 示 し た 。 そ し て 、 最 近 の 研 究 結 果 （ S.S.　 Deepa,　 K.　 Kittiwan,　 Y.　 Ito,　 S.　 Y
amada,　 T.　 Mikami　 and　 K.　 Sugahara.　 In　 preparation.） は 、 MO-225が 、 イ カ 軟 骨
由 来 CS-Eか ら 調 製 し た Eユ ニ ッ ト が 豊 富 な ジ サ ッ カ リ ド と 反 応 し た こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 CS-Eは 、 in　 vitroで の 海 馬 細 胞 培 養 に お い て 、 ニ ュ ー ロ ン に 対 す る 軸 索 様 神 経 突 起 伸
長 を 促 進 す る （ 参 考 文 献 １ ５ ） 。 GD3G7抗 体 は 、 CS-Eに よ り 媒 介 さ れ る 神 経 突 起 生 成 活 性
を 阻 害 す る 。 こ の こ と は 、 CS-E鎖 の 神 経 突 起 生 成 活 性 機 能 ド メ イ ン も ま た 、 GD3G7エ ピ ト
ー プ を 含 む こ と を 示 す 。 Ueoka　 et　 al.（ 参 考 文 献 ２ ５ ） は 、 E18ラ ッ ト 脳 内 の CS-Eの 存
在 を 示 し 、 か つ 、 過 硫 酸 化 Eモ チ ー フ が MKの 神 経 調 節 活 性 に 関 係 し て い る と 思 わ れ る こ と
を 示 し た 。 し か し な が ら 、 脳 内 の ど の CS-PGsが 前 記 Eモ チ ー フ を 含 む か に つ い て は 、 研 究
の 余 地 が あ っ た 。 ブ レ ビ カ ン （ 参 考 文 献 ６ ２ ） お よ び ニ ュ ー ロ カ ン （ 参 考 文 献 ６ ３ ） な ら
び に NG2（ 参 考 文 献 ６ ４ ） 、 PTNζ お よ び ニ ュ ー ロ グ リ カ ン C（ 参 考 文 献 ６ ５ ） 等 の 膜 貫 通
型 CS-PGs、 等 の 可 溶 性 CS-PGsが 同 定 さ れ て い る に も 関 わ ら ず 、 核 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い
る CS鎖 は 、 厳 密 に 研 究 さ れ て は こ な か っ た 。 Maurel　 et　 al.（ 参 考 文 献 ６ ６ ） は 、 PTPζ
の 細 胞 外 変 異 体 で あ る ホ ス フ ァ カ ン （ phosphacan） 、 脳 内 に 大 量 発 現 さ れ る レ セ プ タ ー 型
タ ン パ ク 質 で あ る チ ロ シ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 MKの よ う な 同 様 の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 結 合
す る PTNに 結 合 し 、 そ し て 、 PTNの ホ ス フ ァ カ ン /PTPζ に 対 す る 結 合 が 、 こ の プ ロ テ オ グ リ
カ ン の CS部 分 に 依 存 し 、 さ ら に 、 種 々 の CS製 剤 が こ の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る こ と を 示 し
た （ 参 考 文 献 ６ ７ ～ ６ ８ ） 。 特 に 、 Eユ ニ ッ ト を 高 比 率 で 含 む イ カ 軟 骨 由 来 CS-Eは 、 前 記
結 合 を 非 常 に 効 果 的 に 阻 害 し た 。 こ の こ と は 、 過 硫 酸 化 CS構 造 が 、 ホ ス フ ァ カ ン /PTPζ の
PTNへ の 結 合 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ る こ と を 示 す （ 参 考 文 献 ６ ７ ～ ６ ８ ） 。 PTPζ お よ
び ／ ま た は ホ ス フ ァ カ ン は 、 異 な る 発 達 段 階 中 に お い て 、 特 有 の 硫 酸 化 特 性 を 有 す る CS鎖
を 帯 び る こ と が 可 能 で あ る 。 PTPζ /ホ ス フ ァ カ ン -PTNシ グ ナ ル 伝 達 は 、 神 経 突 起 伸 長 、 ニ
ュ ー ロ ン 遊 走 、 グ リ オ ー マ 遊 走 、 お よ び プ ル キ ン エ 細 胞 形 態 発 生 に 関 す る （ 参 考 文 献 ６ ７
～ ７ １ ） 。 Deepa　 et　 al.は 、 PTNお よ び MKが CS-Eと 相 互 作 用 す る こ と を 示 し た （ 参 考 文
献 ５ ８ ） 。 こ れ ら の 報 告 の 観 点 か ら 、 脳 内 に お け る 、 E/iEユ ニ ッ ト を 含 む 特 定 オ リ ゴ サ ッ
カ リ ド シ ー ケ ン ス が 、 MKお よ び PTNの PTPζ に 対 す る 高 親 和 性 結 合 の 原 因 で あ り 、 そ れ ゆ え
に 、 小 脳 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 生 成 を 媒 介 す る と い う 可 能 性 も 排 除 で き な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 さ ら に 、 CS-Eデ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン が GD3G7の CS-Eに 対 す る 結 合
を 阻 害 す る 最 小 の オ リ ゴ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン で あ り 、 そ し て 、 よ り 大 き い オ リ ゴ サ ッ
カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン が よ り 強 力 な 阻 害 を 示 す こ と を 示 し た 。 前 記 CS-Eデ カ サ ッ カ リ ド フ ラ
ク シ ョ ン は 、 さ ら に 、 マ ウ ス 脳 ス ラ イ ス 切 片 に 対 す る GD3G7の 反 応 性 を 阻 害 し た 。 こ の こ
と は 、 前 記 デ カ サ ッ カ リ ド が GD3G7結 合 の 必 要 最 小 サ イ ズ で あ る と い う 前 記 概 念 の 確 認 と
な る 。 構 造 的 に 決 定 さ れ た オ ク タ -お よ び デ カ サ ッ カ リ ド に 対 す る GD3G7の 反 応 性 は 、 ３ の
連 続 的 Eユ ニ ッ ト を 有 す る デ カ サ ッ カ リ ド は GD3G7に 対 し エ ピ ト ー プ 構 造 と な り 得 る が 、 ４
の 連 続 的 Eユ ニ ッ ト を 有 す る オ ク タ サ ッ カ リ ド は な り 得 な い こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 こ
の 抗 体 を 認 識 す る た め に は 、 Eユ ニ ッ ト の み な ら ず サ イ ズ が 重 要 で あ る と 結 論 付 け ら れ る
。 さ ら に 、 脳 内 の GD3G7エ ピ ト ー プ が 、 核 E-お よ び ／ も し く は iE-ユ ニ ッ ト 、 ま た は 機 能 ド
メ イ ン に 沿 っ て 散 ら ば っ た E/iE-ユ ニ ッ ト 混 合 物 を 有 す る デ カ サ ッ カ リ ド で あ る と い う 可
能 性 も 排 除 で き な い 。 脳 由 来 CS/DS鎖 か ら の GD3G7反 応 性 構 造 の 単 離 は 、 こ の 独 特 の エ ピ ト
ー プ の 構 造 解 明 を 助 け る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 全 体 と し て 、 脳 内 の CS-E/DS-E発 現 が 、 脳 発 達 中 に お い て 重 要 な 役 割
を す る こ と を 示 す 。 こ こ で 述 べ る ヒ ト scFv抗 体 は 、 他 の 抗 体 に 対 し て 示 す CSの 構 造 多 様 性
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を 視 覚 化 す る ツ ー ル と し て 使 用 可 能 で あ る （ 参 考 文 献 ７ ３ ～ ７ ４ ） 。 単 鎖 抗 体 の cDNAが 入
手 可 能 で あ れ ば 、 抗 体 は 、 大 量 に 生 産 お よ び 精 製 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 特 徴 的 な E/iE-
含 有 GD3G7エ ピ ト ー プ を 保 有 す る PGsを 同 定 す る こ と は 興 味 深 い こ と で あ る 。 そ の こ と は 、
中 枢 神 経 系 の 発 達 期 間 中 に お い て 、 CS-PGs機 能 の 有 用 情 報 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 以 上 の 通 り 、 本 実 施 例 に よ れ ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 で 作 成 し た 単 鎖 抗 体 GD3G7を
糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 特 異 性 E二 糖 単 位 に 富 む CS-Eと iE二 糖 単 位 に 富 む
メ ク ラ ウ ナ ギ の DS-E(CS-Hと も 呼 ぶ )に 対 す る こ れ ま で に 報 告 の な い 結 合 特 異 性 を 確 認 し た
。 ま た 、 新 生 マ ウ ス 脳 切 片 の 組 織 染 色 に お け る 、 小 脳 、 海 馬 、 嗅 球 に 対 す る 特 異 的 染 色 性
を 確 認 し た 。 そ し て 、 CS-Eを 塗 布 し た 基 質 上 で 培 養 し た 初 代 培 養 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突
起 伸 長 を 阻 害 す る 前 記 抗 体 の 活 性 を 確 認 し た 。 さ ら に 、 マ ウ ス 由 来 の 肺 性 転 移 を 示 す 培 養
Lewis　 肺 癌 細 胞 株 と 肝 性 転 移 を 示 す マ ウ ス 骨 肉 腫 細 胞 株 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 低 転 移 性
株 よ り も 高 転 移 性 株 に 対 す る よ り 強 い 染 色 性 を 確 認 し た 。 ま た 、 エ ピ ト ー プ の 最 小 サ イ ズ
を 十 糖 と 決 定 し 、 さ ら に 四 種 類 の 十 糖 配 列 に 対 す る 特 異 性 も 決 定 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら
、 本 発 明 は 、 基 礎 医 学 、 臨 床 医 学 分 野 等 の 分 野 に お け る 広 い 応 用 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 以 上 説 明 し た 通 り 、 本 発 明 に よ れ ば 、 Eジ サ ッ カ リ ド ユ ニ ッ ト （ 二 糖 単 位 ） や iEジ サ ッ
カ リ ド ユ ニ ッ ト を 認 識 可 能 な 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 提 供 す る こ と が で き る 。 本 発 明
の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ は 、 E二 糖 単 位 と iE二 糖 単 位 を 特 異 的 に 認 識 す る 新 し い 糖 鎖
認 識 プ ロ ー ブ で あ り 、 基 礎 医 学 、 臨 床 医 学 分 野 に お け る 利 用 価 値 が 高 く 、 特 に 、 神 経 科 学
分 野 お よ び 癌 を 始 め と す る 糖 鎖 病 理 学 分 野 に お け る 研 究 等 に 有 用 な ツ ー ル で あ る 。 そ の 利
用 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 前 記 両 分 野 で の 疾 病 診 断 法 の 開 発 、 創 薬 タ ー ゲ ッ ト と し て の 糖
鎖 マ ー カ ー の 検 索 等 が あ り 、 基 礎 医 学 に も 臨 床 医 学 に も 応 用 が 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ を 用 い た 神 経 突 起 伸 長 阻 害 剤 、 ニ ュ
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ー ロ ン 染 色 剤 、 腫 瘍 細 胞 染 色 剤 、 免 疫 組 織 染 色 剤 、 薬 学 的 組 成 物 お よ び 医 薬 を 提 供 す る 。
本 発 明 が 適 用 可 能 な 分 野 と し て は 、 血 清 診 断 法 の 開 発 、 抗 体 の 特 異 性 を 利 用 し た 制 癌 剤 の
開 発 、 創 薬 タ ー ゲ ッ ト 糖 鎖 の 検 索 、 特 異 的 感 染 症 の 予 防 や 治 療 法 の 開 発 等 の 応 用 分 野 、 お
よ び 、 免 疫 組 織 染 色 、 癌 転 移 、 ウ ィ ル ス や 細 菌 感 染 の メ カ ニ ズ ム 解 明 等 の 基 礎 医 学 分 野 が
あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 糖 鎖 マ ー カ ー 認 識 プ ロ ー ブ は 、 今 回 の 結 果 は 、 神 経 細 胞 糖 鎖 マ ー
カ ー 、 高 転 移 性 腫 瘍 糖 鎖 マ ー カ ー の 認 識 プ ロ ー ブ 等 と し て 有 用 で あ る た め 、 免 疫 組 織 染 色
等 に お け る GAGの 糖 鎖 生 物 学 の 広 い 分 野 に 応 用 可 能 で あ る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 基 礎
医 学 、 応 用 医 学 、 創 薬 分 野 、 糖 鎖 工 学 に 大 き な 進 歩 を も た ら す 発 明 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 単 鎖 可 変 フ ラ グ メ ン ト 抗 体 GD3G7の 基 質 特 異 性 の キ ャ ラ ク タ リ ゼ ー シ ョ
ン を 示 す 図 で あ る 。 　 種 々 の GAG種 に 対 す る 抗 体 GD3G7の 反 応 性 を 、 ELISAで 分 析 し た 。 前
記 GAG種 と し て は 、 標 準 的 GAGsお よ び サ メ 皮 膚 由 来 DS製 剤 で あ る SS-DSを 含 ん で い た 。 ビ オ
チ ン 化 GAGs（ 各 2μ g） を 、 そ れ ぞ れ 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 覆 プ ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト の ウ
ェ ル に 固 定 化 し 、 そ し て 、 一 次 抗 体 GD3G7（ 10倍 希 釈 ） で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 抗 体
は 、 続 い て 、 マ ウ ス 抗 -VSV抗 体 P5D4、 お よ び そ の 後 の ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ
抗 マ ウ ス Ig(G+M)(5,000倍 希 釈 )に よ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で 、 可 視 化 し た 。 酵 素 活 性 は 、
p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 基 質 と し て 用 い 、 415nmで 測 定 し た 。 棒 グ ラ フ は 、 平
均 ± SD(n=3)を 表 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 zGalNAc4S-6STを 酵 素 源 と し 、 亜 硝 酸 処 理 し た CS-Bを 硫 酸 ア ク セ プ タ ー
と し て 用 い て 調 製 し た 反 応 生 成 物 の ア ニ オ ン 交 換 HPLCお よ び ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
分 析 を 示 す 図 で あ る 。 　 zGalNAc4S-6STに よ り 生 成 さ れ た 3 5 S-標 識 CS-Bの 一 定 量 を 、 コ ン
ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABC（ Aお よ び D） 、 AC-I（ Bお よ び E） ま た は B（ Cお よ び F） で 消 化 し た 。 各
消 化 物 の 半 分 を 、 Superdexペ プ チ ド カ ラ ム （ A-C） に よ る ゲ ル 濾 過 で 分 析 し た 。 な お 、 Sup
erdexは 、 GSヘ ル ス ケ ア 　 バ イ オ サ イ エ ン ス 株 式 会 社 の 商 品 名 で あ る 。 各 消 化 物 の 他 の 半
分 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア (2AB)で 標 識 し 、 ア ニ オ ン 交 換 HPLCで 分 析 し た 。 前 記 ア ニ オ ン 交 換 H
PLCは 、 ア ミ ン 結 合 シ リ カ PA-03カ ラ ム を 用 い 、 破 線 で 示 す 通 り 直 線 NaH 2 PO 4 勾 配 に よ り 60
分 間 （ D-F） 行 っ た 。 縦 軸 は 、 ブ タ 皮 膚 DS由 来 の 、 標 準 偶 数 オ リ ゴ サ ッ カ リ ド の 溶 出 位 置
を 示 す 。 第 １ は ヘ キ サ サ ッ カ リ ド で あ り 、 第 ２ は テ ト ラ サ ッ カ リ ド で あ り 、 第 ３ は ジ サ ッ
カ リ ド で あ る (D-F)。 数 字 付 矢 印 は 、 2AB-誘 導 体 化 し た 不 飽 和 ジ サ ッ カ リ ド の 溶 出 位 置 を
示 す 。 1は Δ Di-0S(Δ O)で あ り 、 2は Δ Di-6S(Δ C)で あ り 、 3は Δ Di-4S(Δ A)で あ り 、 4は Δ
Di-diS D (Δ D)で あ り 、 5は Δ Di-diS E (Δ E)で あ り 、 6は Δ Di-triS(Δ T)で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 抗 体 GD3G7の 、 GalNAc4S-6ST処 理 後 ま た は 未 処 理 CS-Bに 対 す る 反 応 性 を
示 す 図 で あ る 。 　 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 由 来 GalNAc4S-6STで 処 理 し た ま た は 未 処 理 の CS-Bを 、
固 定 化 CS-Eに 対 す る GD3G7結 合 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い た 。 各 GAGの 0.1、 0.5お よ び 1.0n
molを 、 阻 害 ELISAを 行 う こ と で 試 験 し た 。 GalNAc4S-6STは 、 硫 酸 を 、 CS-Bに お け る IdoUA
に 隣 接 す る GalNAc4S残 基 の 6-O-位 置 に 転 位 さ せ 、 そ し て 、 最 終 的 に iEユ ニ ッ ト を 生 成 す る
。 GalNAc4S-6ST処 理 CS-Bお よ び CS-Hは 、 CS-Eに 対 す る GD3G7の 結 合 を 阻 害 し た が 、 天 然 CS-
Bま た は CS-Dは 、 GD3G7と 結 合 し な か っ た 。 数 値 は 、 ２ 回 の 独 立 実 験 の 平 均 と し て 得 た 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 生 後 発 達 中 の マ ウ ス 脳 内 GalNAc4S-6STに お け る イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 法 を 示 す 図 で あ る 。 　 P7(A),　 P14(B),　 P21(Cお よ び E)お よ び 7W(D)マ ウ ス 由 来 の 連
続 的 な 矢 状 脳 切 片 を 、 GalNAc4S-6STに 対 す る 3 5 S-標 識 ア ン チ セ ン ス (A-D)ま た は セ ン ス (E)
cRNAプ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し 、 そ し て 、 X線 フ ィ ル ム で １ 週 間 被 爆 さ せ た 。 セ ン ス
プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し た そ れ ぞ れ の 隣 接 す る 脳 切 片 （ Eお よ び デ ー タ 示 さ ず ） に
は 、 標 識 は 観 測 さ れ な か っ た 。 GalNAc4S-6STト ラ ン ス ク リ プ ト は 、 P7を 除 く 発 達 中 脳 内 に
お い て 広 範 な 発 現 を 示 し た 。 P7で は 、 小 脳 の 外 顆 粒 細 胞 層 （ 矢 じ り ） に お い て 強 力 な 発 現
が 観 測 さ れ た 。 前 記 顆 粒 細 胞 層 に お け る 発 現 は 、 内 部 領 域 に に ス イ ッ チ し そ し て 、 発 達 に
つ れ て 次 第 に 減 少 す る の が 確 認 さ れ た 。 GalNAc4S-6STの 強 力 発 現 は 、 発 達 中 脳 の 海 馬 、 大
脳 皮 質 お よ び 線 条 体 に お い て も 観 測 さ れ た 。 OBは 嗅 球 を 表 す 。 Cxは 大 脳 皮 質 を 表 す 。 Hiは
海 馬 を 表 す 。 Cbは 小 脳 を 表 す 。 Stは 線 条 体 を 現 す 。 ス ケ ー ル バ ー は 5mmを 表 す 。
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【 図 ５ 】 図 ５ は 、 マ ウ ス 脳 内 に お け る GD3G7エ ピ ト ー プ の 免 疫 組 織 化 学 的 局 在 化 を 示 す 図
で あ る 。 　 P7マ ウ ス 脳 由 来 の 連 続 的 矢 状 脳 切 片 を 、 単 鎖 可 変 抗 -CS抗 体 GD3G7で 染 色 し た 。
詳 細 は 、 「 実 験 方 法 」 で 述 べ た 通 り で あ る 。 GD3G7に 対 す る 免 疫 反 応 性 は 、 小 脳 、 海 馬 お
よ び 嗅 球 で 観 測 さ れ た 。 P7マ ウ ス 由 来 組 織 切 片 を コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABCで 処 理 す る こ と
に よ り 、 染 色 は 完 全 に 消 失 し た 。 ス ケ ー ル バ ー は 50μ mを 表 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 培 地 中 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 に 対 す る 単 鎖 可 変 フ ラ グ メ ン ト 抗
体 GD3G7の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。 　 抗 体 GD3G7を 、 ２ つ の 異 な る 濃 度 (10μ g/mlお よ び 100μ
g/ml)の 培 地 中 に 加 え 、 ２ 時 間 後 、 E16.5マ ウ ス 由 来 海 馬 細 胞 を 、 CS-E被 覆 基 層 状 に 播 種 し
た 。 ２ ４ 時 間 培 養 後 、 前 記 細 胞 を 、 抗 -MAP2お よ び 抗 -NF抗 体 で 免 疫 染 色 し た 。 100μ g/ml
　 GD3G7の 非 存 在 下 (A)ま た は 存 在 下 (B)で 得 ら れ た 細 胞 形 態 の 代 表 的 画 像 を 示 す 。 Cは 、 １
細 胞 あ た り の 神 経 突 起 全 長 測 定 に よ り 評 価 し た 、 GD3G7の 神 経 突 起 伸 長 に 対 す る 効 果 を 示
す 図 で あ る 。 無 関 係 な scFv抗 体 MPB49Vを 、 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。 数 値 は 、 ２ 回 の 独 立 実
験 を 三 通 り 繰 り 返 し て 得 ら れ た 平 均 値 ± SDを 表 す 。 **,　 0.001<p<0.01で は 、 外 因 性 抗 体
内 で 得 ら れ た 実 験 数 値 と 有 意 な 差 が 見 ら れ た 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 GD3G7に よ る 認 識 の た め の 、 CS-Eオ リ ゴ サ ッ カ リ ド の 最 小 サ イ ズ 決 定 を
示 す 図 で あ る 。 　 イ カ 軟 骨 由 来 CS-Eか ら 得 た 偶 数 オ リ ゴ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン の 各 0.5
μ gを 、 固 定 化 CS-Eに 対 す る GD3G7反 応 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て 、 ELISAで 試 験 し た 。 デ カ サ
ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン は 、 有 意 な 阻 害 活 性 を 示 す 最 小 フ ラ ク シ ョ ン で あ っ た 。 こ れ に 対 し
、 オ ク タ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン は 、 ヘ キ サ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン と 比 較 し て や や GD3G
7と 反 応 す る よ う に 見 え る 。 Bは 、 異 な る 用 量 の CS-Eオ ク タ お よ び デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ
ョ ン (0、 0.5、 1お よ び 2μ g)を 、 固 定 化 CS-Eに 対 す る GD3G7反 応 の イ ン ヒ ビ タ ー と し て 、 EL
ISAで 試 験 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 GD3G7は 、 CS-E由 来 デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン と 優
先 的 に 反 応 し た 。 数 値 は 、 ２ 回 の 独 立 実 験 の 平 均 値 と し て 得 た 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 マ ウ ス 脳 内 GD3G7エ ピ ト ー プ の 免 疫 組 織 化 学 染 色 に 対 す る CS-Eオ リ ゴ サ
ッ カ リ ド の 効 果 を 示 す 図 で あ る 。 　 CS-Eデ カ -お よ び オ ク タ サ ッ カ リ ド 各 １ nmolを 、 P7マ
ウ ス 脳 の GD3G7染 色 に 対 す る イ ン ヒ ビ タ ー と し て 試 験 し た 。 GD3G7を デ カ サ ッ カ リ ド で プ レ
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た と こ ろ 、 マ ウ ス 脳 切 片 の 染 色 は 無 効 に な っ た 。 こ れ に 対 し 、 オ ク
タ サ ッ カ リ ド を イ ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い た と こ ろ 、 な お 染 色 が 観 測 さ れ た 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 構 造 的 に 決 定 さ れ た CS-Eオ ク タ -お よ び デ カ サ ッ カ リ ド の GD3G7に 対 す る
反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。 　 CS-Eか ら 調 製 さ れ た 、 ４ の 構 造 的 に 決 定 さ れ た デ カ サ ッ カ リ ド
フ ラ ク シ ョ ン お よ び １ の オ ク タ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン を 、 固 定 化 CS-Eと GD3G7の 反 応 に
対 す る イ ン ヒ ビ タ ー と し て 用 い た 。 各 デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン の 0.01、 0.05お よ び 0.
1nmolと 、 オ ク タ サ ッ カ リ ド フ ラ ク シ ョ ン の 0.1nmolを 試 験 し た 。 ４ の デ カ サ ッ カ リ ド フ ラ
ク シ ョ ン は 全 て 同 様 に 阻 害 活 性 を 示 し た が 、 オ ク タ サ ッ カ リ ド は 阻 害 活 性 を 示 さ な か っ た
。 数 値 は 、 ２ 回 の 独 立 実 験 に よ っ て 得 ら れ た 平 均 値 ± SDと し て 表 し て い る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 ル イ ス 肺 癌 セ ル ラ イ ン 細 胞 表 面 に お け る GD3G7エ ピ ト ー プ の 免 疫 組
織 学 的 検 出 を 示 す 図 で あ る 。 　 10%FBSを 含 む 300μ l　 DMEM培 地 中 の 、 高 度 お よ び 低 度 の 転
移 能 を 有 す る ル イ ス 肺 癌 細 胞 (5× 10 4 )（ そ れ ぞ れ H11お よ び P29セ ル ラ イ ン ） を 、 チ ャ ン バ
ー ス ラ イ ド 状 に 播 種 し 、 24時 間 培 養 し 、 Diff-Quick試 薬 A（ シ ス メ ッ ク ス 株 式 会 社 、 日 本
国 、 カ タ ロ グ 番 号 16920） に よ り 固 定 化 し た 。 こ れ ら を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 GD3G7で １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 結 合 し た GD3G7を 、 抗 -VSVグ リ コ プ ロ テ イ ン 抗 体 （ Sigma社 、 米 国 、
カ タ ロ グ 番 号 V5507） お よ び 続 い て Alexa複 合 二 次 抗 体 （ Molecular　 Probes社 、 米 国 、 カ
タ ロ グ 番 号 A21042） で 検 出 し 、 そ し て 共 焦 点 顕 微 鏡 観 察 に よ り 可 視 化 し た 。 対 照 実 験 と し
て 、 H11細 胞 (図 １ ０ Ｂ )お よ び P29細 胞 (図 １ ０ Ｄ )を 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル
（ Roche社 、 ド イ ツ 、 カ タ ロ グ 番 号 1697498） の 存 在 下 、 コ ン ド ロ イ チ ナ ー ゼ ABCで 処 理 し
、 続 い て 、 前 述 の 通 り 免 疫 染 色 し た 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 肝 臓 に 対 す る 転 移 能 が 低 度 お よ び 高 度 の マ ウ ス 骨 肉 腫 セ ル ラ イ ン LM
8（ 図 １ ０ Ａ ） お よ び LM8G7（ 図 １ ０ Ｂ ） の 、 GD3G7エ ピ ト ー プ に よ る 免 疫 組 織 化 学 的 検 出
を 示 す 図 で あ る 。 　 10%　 FBSを 含 む 300μ L　 DMEM培 地 中 の LM8（ パ ネ ル A） お よ び LM8G7細
胞 (5× 10 4 )を 、 ナ ル ジ ェ ヌ ン ク イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル 株 式 会 社 製 lab-tekチ ャ ン バ ー ス ラ イ

10

20

30

40

50

(27) JP 2007-256217 A 2007.10.4



ド （ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム 1774028ウ ェ ル ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 に 播 種 し 、 24時 間 培 養 し 、 そ し
て 、 Diff-Quick試 薬 A（ シ ス メ ッ ク ス 株 式 会 社 、 日 本 国 、 カ タ ロ グ 番 号 16920） に よ り 固 定
化 し た 。 こ の 固 定 化 し た 細 胞 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 GD3G7(1:50)で １ 時 間 お よ び 続 い て
二 次 抗 体 VSV-タ グ P5D4(1:1000)で 1時 間 (1:1000)で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 さ ら に Alexa複 合 二
次 抗 体 （ Molecular　 Probes社 、 米 国 、 カ タ ロ グ 番 号 A21042） で 処 理 し 、 そ し て 共 焦 点 顕
微 鏡 (Fluoview)に よ り 可 視 化 し た 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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