
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　種々のヒトの病理学的状態におけるｔｒｋおよびニューロトロフィン作用の役
割をより一層理解するため、ヒトｔｒｋＢおよびｔｒｋＣタンパク質を提供する。
【解決手段】　免疫グロブリン配列に融合したｔｒｋ受容体アミノ酸配列を含むキメラポ
リペプチド、該キメラポリペプチドを含む医薬組成物、該キメラポリペプチドをコードす
るヌクレオチド配列、発現ベクター、宿主細胞、ｔｒｋ受容体アミノ酸配列を含むイムノ
アドヒーシンである２特異的な分子、該２特異的な分子を含む医薬組成物、該２特異的な
分子を用いた神経栄養因子の精製方法、および神経栄養因子を含む生物学的試料を、該神
経栄養因子に結合することができる検出可能に標識したｔｒｋ受容体ポリペプチドと接触
させ、ついでそのように結合した標識を検出することを特徴とする、神経栄養因子の過剰
または過小発現を特徴とする病理学的状態の診断方法からなる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に 融 合 し た ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ｔ ｒ ｋ Ａ 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常
ド メ イ ン 配 列 に 融 合 し た 請 求 項 １ の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 定 常 ド メ イ ン 配 列 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 配 列 の も の で あ る 請 求 項 ２ の キ メ ラ ポ リ ペ
プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 単 離 し た 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し た 請 求 項 ４ の 核 酸
分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
　 神 経 栄 養 因 子 お よ び 異 な る 結 合 配 列 に 結 合 す る こ と が で き る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む ２ 特 異 的 な 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ２ 特 異 的 な イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン で あ る 請 求 項 ７ の ２ 特 異 的 な 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 神 経 栄 養 因 子 に 結 合 す る こ と が で き る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列
へ の 融 合 体 か ら な る イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン に 該 神 経 栄 養 因 子 を 吸 着 さ せ る こ と を 特 徴 と す る
神 経 栄 養 因 子 の 精 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 神 経 栄 養 因 子 を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 、 該 神 経 栄 養 因 子 に 結 合 す る こ と が で き る 検 出 可 能
に 標 識 し た ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 つ い で そ の よ う に 結 合 し た 標 識 を 検 出
す る こ と を 特 徴 と す る 、 神 経 栄 養 因 子 の 過 剰 ま た は 過 小 発 現 を 特 徴 と す る 病 理 学 的 状 態 の
診 断 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 薬 理 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 と 混 合 し た 治 療 学 的 ま た は 予 防 学 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 １
の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 薬 理 学 的 に 許 容 し 得 る 賦 形 剤 と 混 合 し た 治 療 学 的 ま た は 予 防 学 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 ７
の ２ 特 異 的 な 分 子 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ｔ ｒ ｋ Ａ － イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 薬 理 学 的 に 許 容 し 得 る 担 体 と と も に 含 む 、 炎 症 性 の 疼
痛 お よ び 腫 瘍 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 内 生 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 産 生 を 伴 う 病 理 学 的 状 態 の
治 療 の た め の 医 薬 組 成 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ 受 容 体 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 神 経 栄 養 因 子 イ ン ヒ ビ タ ー お
よ び 神 経 栄 養 因 子 の 生 物 学 的 活 性 の 抑 制 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 神 経 栄 養 因 子 ま た は ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン は 、 神 経 系 の 発 達 お よ び 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果
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た し て い る 小 さ な 塩 基 性 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 成 員 の 中 で 最
初 に 同 定 さ れ 、 お そ ら く 最 も よ く 理 解 さ れ て い る の は 神 経 成 長 因 子 (Ｎ Ｇ Ｆ )で あ り 、 こ れ
は 末 梢 神 経 系 の 知 覚 ニ ュ ー ロ ン お よ び 交 感 ニ ュ ー ロ ン を 発 達 さ せ る う え で 顕 著 な 作 用 を 有
す る (非 特 許 文 献 １ ； 非 特 許 文 献 ２ )。 Ｎ Ｇ Ｆ 、 お よ び マ ウ ス 顎 下 腺 か ら の ホ モ ロ グ (成 熟
し た 活 性 形 は し ば し ば β － ま た は ２ .５ Ｓ  Ｎ Ｇ Ｆ と 呼 ば れ る )を 含 む 多 数 の 動 物 ホ モ ロ グ
は 長 い 間 知 ら れ て い た が 、 類 似 の 機 能 を 有 し 連 続 的 に 関 連 す る が 区 別 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
が 同 定 さ れ た の は 最 近 に な っ て か ら で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 番 目 は 脳 由 来 神 経 栄 養 因 子 (Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ )と 呼 ば れ る (現 在 は ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン － ２ (Ｎ
Ｔ － ２ )と も 呼 ば れ る )因 子 で あ り 、 こ の も の は レ イ ブ ロ ッ ク (Leibrock, J.)ら に よ り ク ロ
ー ニ ン グ さ れ 配 列 決 定 さ れ て い る (非 特 許 文 献 ３ )。 こ の 因 子 は 最 初 ブ タ の 脳 か ら 精 製 さ れ
た が (非 特 許 文 献 ４ )、 Ｎ Ｇ Ｆ と の 相 同 性 が 明 ら か に な っ た の は そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が ク ロ ー ニ ン
グ さ れ 配 列 決 定 さ れ て か ら で あ っ た 。 Ｎ Ｇ Ｆ と Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ (Ｎ Ｔ － ２ )と の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 の
同 一 性 は 約 ５ ０ ％ で あ る 。 こ の 知 見 か ら レ イ ブ ロ ッ ク ら は 、 構 造 お よ び 機 能 的 特 性 を 共 通
し て 有 す る 神 経 栄 養 因 子 の フ ァ ミ リ ー の 成 員 が Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ お よ び Ｎ Ｇ Ｆ に 限 ら れ る 理 由 は な
い と 考 え た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 実 際 、 β － Ｎ Ｇ Ｆ お よ び Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ に 密 接 に 関 連 す る 別 の 神 経 栄 養 因 子 が そ の 後 発 見 さ れ
て い る 。 幾 つ か の 研 究 グ ル ー プ は 、 最 初 ニ ュ ー ロ ン 性 因 子 (neuronal factor)(Ｎ Ｆ )と 呼
ば れ 、 現 在 は ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン － ３ (Ｎ Ｔ － ３ )と 呼 ば れ て い る 神 経 栄 養 因 子 を 同 定 し た
(非 特 許 文 献 ５ ； 非 特 許 文 献 ６ ； 非 特 許 文 献 ７ ； 非 特 許 文 献 ８ ； 非 特 許 文 献 ９ ； 非 特 許 文
献 １ ０ )。 Ｎ Ｔ － ３ は β － Ｎ Ｇ Ｆ お よ び Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ (Ｎ Ｔ － ２ )と ア ミ ノ 酸 の 約 ５ ０ ％ が 共 通
す る 。 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン － ４ お よ び ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン － ５ (Ｎ Ｔ － ４ お よ び Ｎ Ｔ － ５ )
が 該 フ ァ ミ リ ー に 最 近 加 え ら れ た (特 許 文 献 １ ； 非 特 許 文 献 １ １ ； 非 特 許 文 献 １ ２ ； 非 特
許 文 献 １ ３ )。 上 記 バ ー ク マ イ ア ー ら に よ り 最 初 に 記 載 さ れ た 哺 乳 動 物 分 子 は そ の 後 ゼ ノ
プ ス (Zenopus)Ｎ Ｔ － ４ の ホ モ ロ グ で あ る こ と が わ か り 、 通 常 、 Ｎ Ｔ － ４ ／ ５ と 呼 ば れ る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド 性 の 成 長 因 子 と 同 様 、 標 的 細 胞 の 細 胞 表 面 上
の 受 容 体 と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 作 用 を 及 ぼ す 。 現 在 の 本 発 明 者 ら の 知 見 に よ る と 、 ２
種 類 の 膜 貫 通 糖 タ ン パ ク 質 が ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 受 容 体 と し て 働 い て い る 。 平 衡 結 合 研
究 に よ れ ば 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 応 答 性 の ニ ュ ー ロ ン は 、 Ｎ Ｇ Ｆ 、 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ お よ び Ｎ Ｔ －
３ に ２ × １ ０ － ９ Ｍ の Ｋ Ｄ に て 結 合 す る 共 通 の 低 分 子 量 (６ ５ ～ ８ ０ ｋ Ｄ ａ )で 低 親 和 性 の
受 容 体 (Ｌ Ｎ Ｇ Ｆ Ｒ )(ｐ ７ ５ Ｎ Ｔ Ｒ ま た は ｐ ７ ５ と も 呼 ば れ る )と 、 高 分 子 量 (１ ３ ０ ～ １
５ ０ ｋ Ｄ ａ )で 高 親 和 性 (Ｋ Ｄ が １ ０ － １ １ Ｍ )の 受 容 体 (受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の ｔ ｒ ｋ
フ ァ ミ リ ー の 成 員 で あ る )と を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 初 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 成 員 で あ る ｔ ｒ ｋ Ａ は 、 ト ロ ポ ミ オ シ ン 配 列 の 触 媒 ド
メ イ ン へ の 転 座 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 癌 遺 伝 子 の 形 質 転 換 の 結 果 と し て 最 初 同 定 さ れ た
。 そ の 後 の 研 究 に よ り 、 ｔ ｒ ｋ Ａ は Ｎ Ｇ Ｆ の シ グ ナ ル 変 換 受 容 体 (signal transducing re
ceptor)と し て 同 定 さ れ た 。 そ の 後 、 ２ つ の 他 の 関 連 す る 受 容 体 、 す な わ ち マ ウ ス お よ び
ラ ッ ト の ｔ ｒ ｋ Ｂ (非 特 許 文 献 １ ４ ； 非 特 許 文 献 １ ５ ； 特 許 文 献 ２ )お よ び ブ タ 、 マ ウ ス お
よ び ラ ッ ト の ｔ ｒ ｋ Ｃ (非 特 許 文 献 １ ６ ； 特 許 文 献 ３ )が ｔ ｒ ｋ 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 成 員 と
し て 同 定 さ れ た 。 こ れ ら ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 構 造 は 極 め て 類 似 し て い る が 、 交 互 の ス プ ラ イ シ
ン グ に よ り 該 フ ァ ミ リ ー の 複 雑 さ は 増 大 し 、 ２ つ の 知 ら れ た 形 態 の ｔ ｒ ｋ Ａ 、 ３ つ の 知 ら
れ た 形 態 の ｔ ｒ ｋ Ｂ (２ つ は 機 能 性 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 有 し な い )お よ び 少 な く
と も ４ つ の 形 態 の ｔ ｒ ｋ Ｃ (幾 つ か は 機 能 性 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 有 せ ず 、 ２ つ
は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン に 小 さ な 挿 入 を 有 す る )が 出 現 す る 。 こ の こ と は 図 １ に ま と
め て 示 し て あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 ｐ ７ ５ 受 容 体 お よ び ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 役 割 は 反 対 で あ る 。 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
は 特 定 の ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン に 結 合 特 異 性 を 付 与 す る う え で 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 一
般 に 受 け 入 れ ら れ て い る が 、 Ｎ Ｔ － ３ に の み 結 合 す る (し か し な が ら 、 他 の ニ ュ ー ロ ト ロ
フ ィ ン に は 結 合 し な い )と 報 告 さ れ て い る ｔ ｒ ｋ Ｃ 発 現 細 胞 と は 対 照 的 に 、 ｔ ｒ ｋ Ａ を 発
現 す る 細 胞 株 は Ｎ Ｇ Ｆ の み な ら ず Ｎ Ｔ － ３ お よ び Ｎ Ｔ － ４ ／ ５ に も 結 合 し (し か し な が ら
、 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ に は 結 合 し な い )、 ｔ ｒ ｋ Ｂ を 発 現 す る 細 胞 は Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ 、 Ｎ Ｔ － ３ 、 Ｎ Ｔ － ４
、 お よ び Ｎ Ｔ － ４ ／ ５ に 結 合 す る (し か し な が ら 、 Ｎ Ｇ Ｆ に は 結 合 し な い )。 さ ら に 、 交 互
の ス プ ラ イ シ ン グ 事 象 に よ り 生 じ る 種 々 の 形 態 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 異 な る 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝
達 経 路 を 活 性 化 す る こ と が で き 、 そ れ ゆ え 、 お そ ら く イ ン ビ ボ で 異 な る 生 理 学 的 機 能 を 媒
体 す る こ と が モ デ ル 系 で 示 さ れ て い る 。 所 定 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 が ｐ ７ ５ の 不
在 下 で ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン に 低 ま た は 高 親 和 性 で 結 合 す る か ど う か は 明 ら か で な い (非 特
許 文 献 １ ７ )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 種 々 の 細 胞 株 を 用 い た 研 究 の 刊 行 さ れ た 結 果 は 混 乱 し て お り 、 ｐ ７ ５ が ニ ュ ー ロ ト ロ フ
ィ ン の 応 答 性 に 本 質 的 で あ る か ま た は 重 要 で な い か い ず れ か で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
ｐ ７ ５ の み を 発 現 す る 細 胞 株 は Ｎ Ｇ Ｆ 、 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ 、 Ｎ Ｔ － ３ 、 お よ び Ｎ Ｔ － ４ に 平 衡 時 に
同 様 の 低 親 和 性 に て 結 合 す る が 、 結 合 速 度 定 数 は 顕 著 に 異 な っ て い る 。 そ の 結 果 、 ｐ ７ ５
結 合 は す べ て の ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 共 通 す る 性 質 で あ る が 、 ｐ ７ ５ 受 容 体 は リ ガ ン ド 識
別 に お い て も 何 ら か の 役 割 を 果 た し て い る か も し れ な い こ と が 示 唆 さ れ て い る (非 特 許 文
献 １ ８ )。 ｐ ７ ５ 受 容 体 単 独 で ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 学 的 活 性 を 媒 体 し う る か ど う か
は 明 ら か で な い 。 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 従 来 よ り 生 物 学 的 に 有 意 の 神 経 栄 養 因 子 受 容 体 と 考 え ら
れ て き た が 、 ｔ ｒ ｋ Ａ 発 現 を 欠 く メ ラ ノ ー マ 細 胞 で Ｎ Ｇ Ｆ が な お お そ ら く ｐ ７ ５ に よ り 生
物 学 的 挙 動 の 顕 著 な 変 化 を も た ら し う る こ と が 最 近 示 さ れ て い る (非 特 許 文 献 １ ９ )。 最 近
、 デ ー ビ ー ズ (Davies)ら は (非 特 許 文 献 ２ ０ )、 ｐ ７ ５ 遺 伝 子 に ヌ ル 変 異 (null mutation)
を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の モ デ ル に お い て ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン へ の 胚 ニ ュ ー ロ
ン の 生 存 応 答 を 媒 体 す る う え で の ｐ ７ ５ の 役 割 を 調 べ た 研 究 の 結 果 を 報 告 し て い る 。 彼 ら
は 、 ｐ ７ ５ が Ｎ Ｇ Ｆ 依 存 性 の 皮 膚 知 覚 ニ ュ ー ロ ン の Ｎ Ｇ Ｆ へ の 感 受 性 を 高 め る こ と を 見 い
だ し た 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ５ ,３ ６ ４ ,７ ６ ９ 号 （ １ ９ ９ ４ 年 １ １ 月 １ ５ 日 発 行 ）
【 特 許 文 献 ２ 】 Ｅ Ｐ ４ ５ ５ ,４ ６ ０ 号 （ １ ９ ９ １ 年 １ １ 月 ６ 日 公 開 ）
【 特 許 文 献 ３ 】 Ｅ Ｐ ５ ２ ２ ,５ ３ ０ 号 （ １ ９ ９ ３ 年 １ 月 １ ３ 日 公 開 ）
【 非 特 許 文 献 １ 】 レ ビ － モ ン タ ル チ ー ニ (Levi－ Montalcini, R.)お よ び ア ン ジ ェ レ ッ テ ィ
(Angeletti, P. U.)、 Physiol. Rev. ４ ８ 、 ５ ３ ４ ～ ５ ６ ９ [１ ９ ６ ８ ]
【 非 特 許 文 献 ２ 】 テ ー ネ ン (Ｔ hoenen,Ｈ .)ら 、 Rev. Physiol. Biochem. Pharmacol. １ ０
９ 、 １ ４ ５ ～ １ ７ ８ [１ ９ ８ ７ ]
【 非 特 許 文 献 ３ 】 レ イ ブ ロ ッ ク (Leibrock, J.)ら 、 Nature ３ ４ １ 、 １ ４ ９ ～ １ ５ ２ [１ ９
８ ９ ]
【 非 特 許 文 献 ４ 】 バ ー ド (Barde, T. A.)ら 、 EMBO J. １ 、 ５ ４ ９ ～ ５ ５ ３ [１ ９ ８ ２ ]
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ア ー ン フ ォ ア ズ (Ernfors)ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA ８ ７ 、 ５ ４
５ ４ ～ ５ ４ ５ ８ (１ ９ ９ ０ )
【 非 特 許 文 献 ６ 】 ヘ ー ン (Hohn)ら 、 Nature ３ ４ ４ 、 ３ ３ ９ [１ ９ ９ ０ ]
【 非 特 許 文 献 ７ 】 メ ゾ ン ピ エ ー ル (Maisonpierre)ら 、 Science ２ ４ ７ 、 １ ４ ４ ６ [１ ９ ９
０ ]
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ロ ー ゼ ン タ ー ル (Rosenthal)ら 、 Neuron ４ 、 ７ ６ ７ [１ ９ ９ ０ ]
【 非 特 許 文 献 ９ 】 ジ ョ ー ン ズ (Jones)お よ び ラ イ ヒ ャ ル ト (Reichardt)、 Proc. Natl. Acad
. Sci. USA ８ ７ 、 ８ ０ ６ ０ ～ ８ ０ ６ ４ (１ ９ ９ ０ )
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 カ イ シ ョ ー (Kaisho)ら 、 FEBS Lett. ２ ６ ６ 、 １ ８ ７ [１ ９ ９ ０ ]
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 ハ ル ブ ッ ク (Hallbook, F.)ら 、 Neuron ６ 、 ８ ４ ５ ～ ８ ５ ８ [１ ９ ９ １
]
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 バ ー ク マ イ ア ー (Berkmeier, L. R.)ら 、 Neuron ７ 、 ８ ５ ７ ～ ８ ６ ６ [
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１ ９ ９ １ ]
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 イ プ (Ip)ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA ８ ９ 、 ３ ０ ６ ０ ～ ３ ０ ６
４ [１ ９ ９ ２ ]
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 ク ラ イ ン (Klein)ら 、 EMBO J. ８ 、 ３ ７ ０ １ ～ ３ ７ ０ ９ [１ ９ ８ ９ ]
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 ミ ド ル マ ス (Middlemas)ら 、 Mol. Cell. Biol. １ １ 、 １ ４ ３ ～ １ ５ ３
[１ ９ ９ １ ]
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 ラ ン バ レ (Lamballe)ら 、 Cell ６ ６ 、 ９ ６ ７ ～ ９ ７ ９ [１ ９ ９ １ ]
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 ミ ー キ ン (Meakin)お よ び シ ュ ー タ ー (Shooter)、 Trends Neurosci. １
５ 、 ３ ２ ３ ～ ３ ３ １ [１ ９ ９ ２ ]
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 ロ ド リ ゲ ス － テ バ ー (Rodriguez－ Tebar)ら 、 EMBO J. １ １ 、 ９ １ ７ ～
９ ２ ２ [１ ９ ９ ２ ]
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 ヘ ル マ ン (Herrmann)ら 、 Mol. Biol. Cell ４ 、 １ ２ ０ ５ ～ １ ２ １ ６ [
１ ９ ９ ３ ]
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 デ ー ビ ー ズ (Davies)ら 、 Neuron １ １ 、 ５ ６ ５ ～ ５ ７ ４ [１ ９ ９ ３ ]
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン は 、 末 梢 お よ び 中 枢 ニ ュ ー ロ ン の 区 別 さ れ る が 重 複 す る セ ッ ト に 作
用 を 示 す 。 こ れ ら 作 用 は 、 発 達 し つ つ あ る ニ ュ ー ロ ン の 生 存 を 確 実 に す る う え で 決 定 的 な
役 割 を 果 た す も の か ら (知 覚 ニ ュ ー ロ ン お よ び 交 感 ニ ュ ー ロ ン に お け る Ｎ Ｇ Ｆ )ニ ュ ー ロ ン
の 形 態 に 対 し て 比 較 的 微 妙 な 作 用 を 及 ぼ す も の (プ ル キ ン エ 細 胞 に 対 す る Ｎ Ｔ － ３ )ま で あ
る 。 こ れ ら 作 用 は 、 あ る 種 の 神 経 変 性 疾 患 の 治 療 の た め に ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン を 使 用 す る
に 際 し て 関 心 が も た れ て き た 。 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン は ま た 炎 症 性 疼 痛 の 媒 体 に も 影 響 を 及
ぼ し 、 あ る 種 の 悪 性 腫 瘍 に お い て 過 剰 発 現 さ れ る 。 従 っ て 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 学
的 活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 疼 痛 の 薬 物 療 法 や 癌 治 療 に お け る 化 学 療 法 剤 と し て 治 療 学 的 可
能 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 種 々 の ヒ ト の 病 理 学 的 状 態 に お け る ｔ ｒ ｋ お よ び ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 作 用 の 役 割 を よ り
一 層 理 解 す る た め 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ タ ン パ ク 質 を 同 定 お よ び 単 離 し 、 と り わ
け ど の 形 態 の ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ が ヒ ト で 発 現 さ れ て い る か を 決 定 す る こ と が 有 用 で
あ ろ う 。 科 学 的 お よ び 治 療 学 的 な 可 能 性 と は 別 に 、 か か る ヒ ト ｔ ｒ ｋ 受 容 体 タ ン パ ク 質 は
ヒ ト 神 経 栄 養 因 子 の 精 製 、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ／ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ に 結 合 し う る ニ ュ ー ロ
ト ロ フ ィ ン の 上 昇 レ ベ ル ま た は 減 少 レ ベ ル と 関 連 す る 種 々 の ヒ ト の 病 理 学 的 状 態 の 診 断 に
有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 神 経 栄 養 因 子 の 生 物 学 的 活 性 の 有 効 な イ ン ヒ ビ タ ー を 提 供 す る こ と が さ ら に 望 ま れ る 。
か か る イ ン ヒ ビ タ ー は 、 神 経 栄 養 因 子 に 関 連 す る 病 理 学 的 状 態 の 診 断 お よ び 治 療 に 有 用 で
あ ろ う 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト か ら の 天 然 に み ら れ る 形 態 の ｔ ｒ ｋ Ｂ 受 容 体 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の 同
定 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 、 お よ び ノ ー ザ ン お よ び イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 分 析 に よ る 種 々 の 組 織 中 の 発 現 パ タ ー ン の 決 定 と な っ た 成 功 し た 研 究 に 基 づ い て い る
。 本 発 明 は さ ら に ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 に お い て 行 っ た 構 造 － 機 能 突 然 変 異 誘 発 研 究 に 基 づ
い て お り 、 こ の 研 究 の 結 果 、 受 容 体 結 合 お よ び ／ ま た は 生 物 学 的 活 性 に 必 要 な 領 域 が 同 定
さ れ た 。 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ (
イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン (immunoadhesin))と し て の 発 現 が 、 対 応 す る 天 然 の 受 容 体 の 結 合 特 異
性 を 保 持 し そ の 同 族 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 し う る 可 溶 性 分 子 を 導 く と
い う 実 験 的 知 見 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 一 つ の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、
(ａ )天 然 配 列 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド 、
(ｂ )天 然 配 列 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 の 同 一 性 を 有 し 、 天 然 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 特 性 を
示 し 、 か つ ヒ ト に お い て 非 免 疫 原 性 で あ る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び
(ｃ )天 然 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 特 性 を 示 し 、 か つ ヒ ト に
お い て 非 免 疫 原 性 で あ る (ａ )ま た は (ｂ )の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片
よ り な る 群 か ら 選 ば れ た 単 離 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 他 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ
か に 特 異 的 に 結 合 し う る 抗 体 、 お よ び か か る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に 関 す
る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 他 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 で 定 義 す る ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 調 節 配 列 に 作 動
可 能 に 連 結 さ れ た 上 記 核 酸 分 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に 関
す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 異 な る 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 で 定 義 す る ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 使 用 方 法 で あ っ て 、 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る
調 節 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 該 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 培 養 宿 主 細
胞 中 で 該 核 酸 分 子 を 発 現 さ せ 、 つ い で 該 コ ー ド ポ リ ペ プ チ ド を 宿 主 細 胞 か ら 回 収 す る こ と
を 特 徴 と す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 で 定 義 す る ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る
方 法 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ 中 に 、 転 写 に 影 響 を
及 ぼ す に 充 分 な 近 接 お よ び 方 向 に て 転 写 制 御 要 素 を 挿 入 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 決 定 す る 方 法 で あ っ
て 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 試 験 試 料 の 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 つ
い で ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 を 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る
方 法 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 異 な る 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 上 記 で 定 義 す る ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 を プ ラ イ ミ ン グ す る (priming)こ と を 特 徴
と す る 、 核 酸 試 験 試 料 の 増 幅 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 上 記 で 定 義 す る 天 然 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン
タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 (ａ )上 記 で 定 義 す る ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ
プ チ ド 、 (ｂ )天 然 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は
(ｃ )(ａ )ま た は (ｂ )の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体
と と も に 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 さ ら に 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に 結 合 し た 、 天 然 の 神 経 栄 養
因 子 に 結 合 し う る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 特 別
の 態 様 に お い て 、 こ の キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 に 結 合 し た 、 天 然 の 神
経 栄 養 因 子 に 結 合 し う る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 の 融 合 体 を 含 む 、 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン
で あ る 。 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 好 ま し く は ヒ ト の 受 容 体 で あ り 、 融 合 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 ド
メ イ ン 配 列 、 さ ら に 好 ま し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 配 列 と の 間 で 行 わ れ る
。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ２ つ の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 体 の 会 合 (た と え
ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る 共 有 結 合 に よ り )の 結 果 、 ホ モ 二 量 体 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 構
造 と な る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 は さ ら に 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た 該 二 量 体 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体
－ 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ の 一 方 ま た は 両 者 と 会 合 し て ホ モ 三 量 体 ま た は ホ モ 四 量 体 構 造 を
生 成 し て よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 天 然 の 神 経 栄 養 因 子 に 結 合 し う る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸
配 列 お よ び 異 な る 結 合 配 列 を 有 す る ２ 特 異 的 な 分 子 に 関 す る 。 特 別 の 態 様 に お い て 、 か か
る ２ 特 異 的 な 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 へ の 異 な る 結 合 配 列 の 融 合 体 に 共 有 結 合 し た 免
疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 へ の 、 神 経 栄 養 因 子 に 結 合 し う る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 の 融 合 体 か
ら な る イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン で あ る 。 異 な る 結 合 配 列 は 、 た と え ば 同 じ ま た は 異 な る 神 経 栄
養 因 子 に 結 合 し う る 異 な る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て よ く 、 ま た は 第 一 の ｔ ｒ ｋ
受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 が 結 合 す る 神 経 栄 養 因 子 を 発 現 す る タ イ プ の 細 胞 上 の 決 定 基 を 認 識 し
て よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 各 結 合 配 列 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 し
、 こ れ ら ２ つ の 融 合 体 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し て ヘ テ ロ 二 量 体 構 造 を 提 供 す る 。 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 軽 鎖 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 分 子 の 一 方 の ア ー ム ま た は 両 方 の ア ー ム に お け る 結 合 配 列 －
免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 融 合 体 と 会 合 し て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た ヘ テ ロ 三 量 体 ま た
は ヘ テ ロ 四 量 体 構 造 を 提 供 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 モ ノ 特 異 的 ま た は ２ 特 異 的 な イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン ま た は 本 発 明 の
範 囲 内 の 他 の ２ 特 異 的 な ポ リ ペ プ チ ド の キ メ ラ 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 、 か か る 分 子 を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 、 お よ び 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 培 養
す る こ と に よ る 該 分 子 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 精 製 し よ う と す る 神 経 栄 養 因 子 に 結 合 し う る ｔ ｒ ｋ 受 容
体 ア ミ ノ 酸 配 列 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 へ の 融 合 体 か ら な る イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン 上 に 吸 着 さ
せ る こ と に よ る 神 経 栄 養 因 子 の 精 製 方 法 に 関 す る 。 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 配 列 は 、 精 製 し よ う と す
る 神 経 栄 養 因 子 の 採 取 源 と 同 じ 種 の も の で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 さ ら に 別 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ タ ン パ ク 質 の す べ て
ま た は 一 部 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 ま た は 関 連 核 酸 配 列 の 検 出 方 法
で あ っ て 、 該 核 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 特 異 的 に 結 合 す る 検 出 可 能 な マ ー カ ー に 該 核 酸
配 列 を 接 触 さ せ 、 つ い で そ の よ う に 結 合 し た マ ー カ ー を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 に
関 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 神 経 栄 養 因 子 の 過 剰 発 現 ま た は 過 小 発 現 を 特 徴 と す る 病 理 学 的 状 態 の 診 断 方 法 は 、 該 神
経 栄 養 因 子 を 含 む 生 物 学 的 試 料 を 該 神 経 栄 養 因 子 に 結 合 し う る 検 出 可 能 に 標 識 し た ｔ ｒ ｋ
受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 つ い で そ の よ う に 結 合 し た マ ー カ ー を 検 出 す る こ と を 特
徴 と す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 と と も に 、 上 記 モ ノ 特 異 的 ま た は ２ 特 異 的
な キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 学 的 ま た は 予 防 学 的 有 効 量 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
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　 「 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 」 お よ び 「 神 経 栄 養 因 子 」 な る 語 お よ び そ れ ら の 文 法 的 変 形 は 互
換 的 に 用 い ら れ て お り 、 神 経 成 長 因 子 (Ｎ Ｇ Ｆ )お よ び 連 続 的 に 関 連 す る ホ モ ロ グ を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー を い う 。 Ｎ Ｇ Ｆ 、 脳 由 来 成 長 因 子 (Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ 、 Ｎ Ｔ － ２ と し て も
知 ら れ る )、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン － ３ (Ｎ Ｔ － ３ )、 お よ び ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン － ４ お よ び
ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン － ５ (Ｎ Ｔ － ４ ／ ５ )が 現 在 ま で に こ の フ ァ ミ リ ー の 成 員 と し て 同 定 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 」 お よ び 「 神 経 栄 養 因 子 」 な る 語 に は 、 天 然 の 採 取 源 か ら 精 製 さ
れ た か 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 の 方 法 、 化 学 的 合 成 、 ま た は こ れ ら ま た は 他 の 方 法 と の 組 み 合
わ せ に よ り 合 成 さ れ た か に 拘 わ ら ず 、 い ず れ か の (ヒ ト ま た は 非 ヒ ト )動 物 種 の 天 然 の ニ ュ
ー ロ ト ロ フ ィ ン 、 お よ び そ の 機 能 性 の 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 「 天 然 」 ま た は 「 天 然 配 列 」 の
神 経 栄 養 因 子 ま た は ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン は 、 天 然 に み ら れ る 切 断 さ れ た お よ び 変 異 体 の 形
態 お よ び 天 然 に み ら れ る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 む 、 ヒ ト ま た は 非 ヒ ト 動 物 種 に お い て 天 然
に 存 在 す る ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 ｔ ｒ ｋ 」 、 「 ｔ ｒ ｋ ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 」 お よ び そ れ ら の 文 法 的 変 形 は
互 換 的 に 用 い ら れ て お り 、 少 な く と も 一 つ の 天 然 の 神 経 栄 養 因 子 に 結 合 し う る 、 受 容 体 チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 こ の フ ァ ミ リ ー に 現 在 の と こ
ろ 同 定 さ れ て い る 成 員 は 、 ｔ ｒ ｋ Ａ (ｐ １ ４ ０ ｔ ｒ ｋ Ａ )、 ｔ ｒ ｋ Ｂ 、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ で あ
る が 、 こ の 定 義 は 、 こ の 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 成 員 と し て 将 来 同 定 さ れ る か も し れ な い ポ リ
ペ プ チ ド を 本 質 的 に 含 む 。 「 ｔ ｒ ｋ 」 、 「 ｔ ｒ ｋ ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 」
な る 語 は 、 こ の フ ァ ミ リ ー 内 の 特 定 の 成 員 を 示 す 接 辞 大 文 字 (た と え ば 、 Ａ 、 Ｂ ま た は Ｃ )
の 有 無 に 拘 わ ら ず 、 完 全 長 の 受 容 体 、 そ の 切 断 さ れ た 形 態 お よ び 変 異 体 の 形 態 (別 の 仕 方
の ス プ ラ イ シ ン グ お よ び ／ ま た は 挿 入 に よ り 生 じ る も の な ど )、 お よ び 天 然 に み ら れ る 対
立 遺 伝 子 変 異 体 、 並 び に か か る 受 容 体 の 機 能 性 の 誘 導 体 を 含 む 、 い ず れ か の 動 物 (た と え
ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ウ マ な ど )か ら の 「 天 然 」 ま た は 「 天 然 配 列 」 の 受 容
体 (こ れ ら 用 語 は 互 換 的 に 用 い ら れ る )を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 そ れ ゆ え 、 「 天 然 」 ま た は 「 天 然 配 列 」 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド は
、 完 全 長 の 天 然 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 、 完 全 長 の 天 然 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ
の 切 断 さ れ た チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (Ｔ Ｋ )ド メ イ ン の 欠 失 し た (ス プ ラ イ ス さ れ た )形 態 、 お よ
び 完 全 長 ま た は 切 断 さ れ た 天 然 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の 挿 入 変 異 体 (該 挿 入 は Ｔ Ｋ ド メ イ ン 内 か ま
た は 細 胞 外 ド メ イ ン 内 に あ る )、 お よ び 将 来 同 定 さ れ る か も し れ な い 他 の 天 然 に み ら れ る
ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 ヒ ト に お い て み ら れ る あ ら ゆ る 形 態 の
ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 動 物 種 に み ら れ る ｔ ｒ ｋ ポ リ ペ
プ チ ド と 比 較 し た ヒ ト ｔ ｒ ｋ ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の 同 定 形 態 の 図 表 を 図 ４ に 示 す 。 シ グ ナ
ル 配 列 が 先 行 し た 後 、 完 全 長 の 天 然 ｔ ｒ ｋ Ａ 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の 細 胞 外 ド
メ イ ン は 、 種 々 の 他 の タ ン パ ク 質 に お い て 同 定 さ れ た 相 同 な ま た は 他 の 仕 方 で 類 似 の 構 造
と の 関 連 で 定 め ら れ た ５ つ の 機 能 性 ド メ イ ン を 有 す る (図 １ １ 参 照 )。 こ れ ら ド メ イ ン は 、
成 熟 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 か ら 、 １ )ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ の １ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら
約 ３ ２ 位 の ア ミ ノ 酸 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ の １ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 ３ ６ 位 の ア ミ ノ 酸 、 お よ び ヒ
ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の １ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 ４ ８ 位 の ア ミ ノ 酸 に わ た る 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド
メ イ ン ； ２ )ｔ ｒ ｋ Ａ 中 の 約 ３ ３ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 １ ０ ４ 位 の ア ミ ノ 酸 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ 中 の
約 ３ ７ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 １ ０ ８ 位 の ア ミ ノ 酸 、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 中 の 約 ４ ９ 位 の ア ミ ノ 酸
か ら 約 １ ２ ０ 位 の ア ミ ノ 酸 に わ た る ロ イ シ ン に 富 む ド メ イ ン ； ３ )ｔ ｒ ｋ Ａ 中 の 約 １ ０ ５
位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 １ ５ ７ 位 の ア ミ ノ 酸 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ 中 の 約 １ ０ ９ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 １ ６
４ 位 の ア ミ ノ 酸 、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 中 の 約 １ ２ １ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 １ ７ ７ 位 の ア ミ ノ 酸 に
わ た る 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン ； ４ )ｔ ｒ ｋ Ａ 中 の 約 １ ７ ６ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約
２ ３ ４ 位 の ア ミ ノ 酸 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ 中 の 約 １ ８ ３ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 ２ ３ ９ 位 の ア ミ ノ 酸 、 お
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よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 中 の 約 １ ９ ６ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 ２ ５ ７ 位 の ア ミ ノ 酸 に わ た る 第 一 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン ； お よ び ５ )ｔ ｒ ｋ Ａ 中 の 約 ２ ６ ４ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 ３ ３ ０ 位 の ア
ミ ノ 酸 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ 中 の 約 ２ ７ ０ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 ３ ３ ４ 位 の ア ミ ノ 酸 、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ
中 の 約 ２ ８ ８ 位 の ア ミ ノ 酸 か ら 約 ３ ５ １ 位 の ア ミ ノ 酸 に わ た る 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド
メ イ ン と し て 示 さ れ て い る 。 「 天 然 」 ま た は 「 天 然 配 列 」 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ
な る 語 は 、 こ れ ら 受 容 体 の い ず れ か の 形 態 の 天 然 に み ら れ る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 含 む 。 ヒ
ト ｔ ｒ ｋ Ｂ の ４ ３ ３ 位 の ア ミ ノ 酸 は Ｍ ま た は Ｖ と し て 種 々 に 決 定 さ れ て い る こ と が 注 目 さ
れ る 。 両 配 列 と も 本 発 明 の 範 囲 に 本 質 的 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の 「 機 能 性 誘 導 体 」 と は 、 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 定 性 的 な 生 物
学 的 特 性 を 有 す る 化 合 物 を い う 。 神 経 栄 養 因 子 の 機 能 性 誘 導 体 は 、 天 然 の (ヒ ト ま た は 非
ヒ ト )神 経 栄 養 因 子 と 共 通 の 定 性 的 な 生 物 学 的 特 性 を 有 す る 化 合 物 で あ る 。 同 様 に 、 ｔ ｒ
ｋ 受 容 体 の 機 能 性 誘 導 体 は 、 天 然 の (ヒ ト ま た は 非 ヒ ト )ｔ ｒ ｋ 受 容 体 と 共 通 の 定 性 的 な 生
物 学 的 特 性 を 有 す る 化 合 物 で あ る 。 「 機 能 性 誘 導 体 」 に は 、 対 応 す る 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド
と 共 通 す る 生 物 学 的 活 性 を 有 す る こ と を 条 件 と し て 、 い ず れ か の 動 物 種 (ヒ ト を 含 む )か ら
の 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 お よ び 天 然 (ヒ ト お よ び 非 ヒ ト )ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 断
片 の 誘 導 体 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 断 片 」 は 、 成 熟 し た 天 然 の 神 経 栄 養 因 子 ま た は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 内 の
領 域 を 含 む 。 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 好 ま し い 断 片 に は 、 完 全 長 の 天 然 ま た は 変 異 体 ｔ ｒ ｋ 受 容 体
の 少 な く と も 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 誘 導 体 」 な る 語 は 、 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び グ リ コ シ ル 化 変 異 体 、 お
よ び 共 有 結 合 修 飾 を い う も の と し て 用 い ら れ 、 一 方 、 「 変 異 体 」 な る 語 は 、 こ の 定 義 内 で
ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び グ リ コ シ ル 化 変 異 体 を い う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 機 能 性 誘 導 体 」 の 定 義 と の 関 連 に お け る 「 生 物 学 的 特 性 」 は 、 １ )天 然 の ポ リ ペ プ チ
ド (た と え ば 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン ま た は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 )の 少 な く と も 一 つ の エ ピ ト ー プ と
の 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 か 、 ま た は ２ )天 然 の ポ リ ペ プ チ ド (た と え ば 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン
ま た は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 )と 定 性 的 に 共 通 す る 少 な く と も 一 つ の 接 着 、 制 御 ま た は エ フ ェ ク タ
ー 機 能 の 所 持 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し く は 、 機 能 性 誘 導 体 は 、 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 約 ６ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配
列 の 同 一 性 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ７ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 、 さ ら に 一 層 好 ま し く は
少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ
ノ 酸 配 列 の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 と の 関 連 に お い て は 、 天 然 配 列 の
ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 誘 導 体 は 、 好 ま し く は 、 そ の 同 族 ヒ ト
受 容 体 と 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 を 示 し 、 ヒ ト に お い て 免 疫 原 性 で な い
か 、 ま た は か か る 天 然 受 容 体 と 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 を 示 し 、 ヒ ト に
お い て 免 疫 原 性 で な い 天 然 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 断 片
で あ る 。 天 然 の 完 全 長 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 断 片 は 、 リ ガ ン ド 結 合 お よ び ／ ま た は 生 物 学 的 活
性 に 必 要 な 細 胞 外 ド メ イ ン 内 の ド メ イ ン を 保 持 し て い る の が 好 ま し い 。 上 記 で 検 討 し た よ
う に 、 タ ン パ ク 質 の ｔ ｒ ｋ フ ァ ミ リ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン は ５ つ の ド メ イ ン 、 す な わ ち 第 一
の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 ロ イ シ ン に 富 む ド メ イ ン 、 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ
ン 、 お よ び ２ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン か ら 構 築 さ れ て い る 。 機 能 性 誘 導 体 に は 、 天
然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 少 な く と も 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 、 ま た は 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受
容 体 の 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 示 す 配 列 が
含 ま れ 、 そ の 際 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 好 ま し く は ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 同 一 性 ま た は ホ モ ロ ジ ー は 、 本 明 細 書 に お い て 、 配 列 を 整 列 さ せ 必 要 な
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ら ギ ャ ッ プ を 導 入 し て 最 大 の ホ モ ロ ジ ー パ ー セ ン ト を 達 成 す る が 保 存 的 な 置 換 は 配 列 同 一
性 の 一 部 と は 考 え な い よ う に し た 後 、 対 応 す る 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 残 基 と 同 一 で あ
る 候 補 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン ト と し て 定 義 さ れ る 。 Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に お け
る 伸 長 お よ び 挿 入 は い ず れ も 同 一 性 ま た は ホ モ ロ ジ ー を 減 少 さ せ る も の と は 考 え ら れ な い
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 で あ る と は 、 候 補 (ポ リ )ペ プ チ ド が 、
知 ら れ た 活 性 な 分 子 に 対 し て 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 血 清 と の 活 性 を 有 す
る 対 応 す る 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド の 定 性 的 な 生 物 学 的 活 性 を 競 合 的 に 抑 制 し う る こ と を 意 味
す る 。 か か る 抗 体 お よ び 抗 血 清 は 、 ヤ ギ や ウ サ ギ な ど の 動 物 に た と え ば 完 全 フ ロ イ ン ト ア
ジ ュ バ ン ト 中 の 知 ら れ た 天 然 の 神 経 栄 養 因 子 ま た は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を 皮 下 注 射 し 、 つ い で 不
完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 に て ブ ー ス タ ー 腹 腔 内 ま た は 皮 下 注 射 す る 通 常 の 方 法 に よ
り 調 製 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 と の 関 連 に お け る 「 単 離 」 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド
の 動 物 ま た は ヒ ト 採 取 源 中 に 存 在 す る 混 入 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド か ら 同 定 お よ び 分 離 さ
れ た 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の 診 断 ア ッ セ イ の
検 討 の と こ ろ で 記 載 し さ ら に 定 義 す る 標 識 を 用 い 、 診 断 ま た は プ ロ ー ブ の 目 的 の た め に 標
識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 単 離 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 語 お よ び 文 法 的 な そ の 変 形 は 、
該 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 し た ヒ ト そ の 他 の 採 取 源 中 に 存 在 す る 混 入 ポ リ ペ プ チ ド か ら 分 離 さ
れ た ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド (上 記 定 義 に よ る )、 お よ び 少 な く と も 一 つ
の 天 然 の 神 経 栄 養 因 子 に 結 合 す る 定 性 的 能 力 を 保 持 し ヒ ト に お い て 免 疫 原 性 で な い 限 り に
お い て 、 か か る 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 、 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 グ リ コ シ ル 化 変 異 体
お よ び 誘 導 体 を い う 。 か か る 単 離 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の 完
全 長 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 、 天 然 に み ら れ る 切 断 さ れ た 形 態 お よ び 別 の 仕
方 の ス プ ラ イ シ ン グ お よ び 天 然 に み ら れ る 対 立 遺 伝 子 に よ り 生 じ る ア ミ ノ 酸 (挿 入 )変 異 体
を 含 む 、 天 然 配 列 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ を 含 む 。 天 然 配 列 の ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ
ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 そ の 天 然 対 応 物 と 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ホ モ
ロ ジ ー 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ホ モ ロ ジ ー を 示 し 、 ヒ ト に 対 し て 非 免 疫
原 性 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 単 離 さ れ た 天 然 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ
ド の 定 義 に お け る ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の 全 天 然 配 列 お よ び
天 然 に み ら れ る ス プ ラ イ ス さ れ た ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ ポ リ ペ プ チ ド に お い て 認 め
ら れ る 挿 入 を 保 存 し て い る 。 こ の 定 義 に は さ ら に 、 少 な く と も 一 つ の 天 然 の 神 経 栄 養 因 子
に 結 合 す る 定 性 的 な 能 力 を 保 持 し て い る 限 り に お い て 、 上 記 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 お よ
び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 並 び に そ の グ リ コ シ ル 化 変 異 体 お よ び 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 般 に 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 」 と は 、 参 照 (た と え ば 、 天 然 配 列 )ポ リ ペ プ チ ド と 比 較
し た 場 合 に ア ミ ノ 酸 配 列 に 若 干 の 相 違 を 有 す る 分 子 を い う 。 ア ミ ノ 酸 の 変 化 は 、 天 然 の ア
ミ ノ 酸 配 列 の 置 換 、 挿 入 、 欠 失 ま た は か か る 変 化 の 所 望 な 組 み 合 わ せ で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 置 換 変 異 体 は 、 天 然 配 列 中 の 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 除 去 さ れ 、 そ の 同 じ 位 置
に 異 な る ア ミ ノ 酸 が 挿 入 さ れ た も の で あ る 。 置 換 は 単 一 で あ っ て よ く 、 そ の 場 合 は 分 子 中
の た だ 一 つ の み の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ 、 ま た は 複 数 で あ っ て よ く 、 そ の 場 合 は ２ ま た は そ
れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 同 分 子 中 で 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 挿 入 変 異 体 は 、 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 特 定 の 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 の す ぐ 隣 に １ ま た は
そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 挿 入 さ れ た も の で あ る 。 ア ミ ノ 酸 の す ぐ 隣 と は 、 該 ア ミ ノ 酸 の α －
カ ル ボ キ シ ル ま た は α － ア ミ ノ 官 能 基 の い ず れ か に 結 合 さ れ る こ と を 意 味 す る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 欠 失 変 異 体 は 、 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 除 去 さ れ た も の で
あ る 。 通 常 、 欠 失 変 異 体 は 該 分 子 の 特 定 領 域 中 で １ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 さ れ る
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 」 は 、 対 応 す る 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド と は 異 な る グ リ コ シ ル 化 プ ロ
フ ィ ル を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を い う の に 使 用 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 は 、 一
般 に Ｎ － 結 合 ま た は Ｏ － 結 合 の い ず れ か で あ る 。 Ｎ － 結 合 と は 、 ア ス パ ラ ギ ン 残 基 の 側 鎖
へ の 炭 水 化 物 部 分 の 結 合 を い う 。 ト リ ペ プ チ ド 配 列 、 ア ス パ ラ ギ ン － Ｘ － セ リ ン お よ び ア
ス パ ラ ギ ン － Ｘ － ト レ オ ニ ン (式 中 、 Ｘ は プ ロ リ ン 以 外 の ア ミ ノ 酸 )は 、 ア ス パ ラ ギ ン 側 鎖
へ の 炭 水 化 物 部 分 の 酵 素 的 結 合 の 認 識 配 列 で あ る 。 Ｏ － 結 合 グ リ コ シ ル 化 と は 、 糖 の Ｎ －
ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン 、 ガ ラ ク ト ー ス ま た は キ シ ロ ー ス の 一 つ の ヒ ド ロ キ シ ア ミ ノ 酸 、
最 も 一 般 的 に は セ リ ン ま た は ト レ オ ニ ン へ の 結 合 を い う が 、 ５ － ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン ま た
は ５ － ヒ ド ロ キ シ リ シ ン も ま た Ｏ － 結 合 グ リ コ シ ル 化 に 関 与 し う る 。 天 然 の 対 応 物 と 比 較
し て 変 異 体 ま た は 断 片 中 に 存 在 す る 炭 水 化 物 部 分 の 位 置 お よ び ／ ま た は 性 質 に お け る い か
な る 相 違 も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 決 定 は 、 Ｈ Ｐ Ａ Ｅ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー [ハ
ー デ ィ ー (Ｈ ardy,Ｍ .Ｒ .)ら 、 Ａ nal.Ｂ iochem.１ ７ ０ 、 ５ ４ ～ ６ ２ (１ ９ ８ ８ )]、 グ リ コ
シ ル 結 合 組 成 を 決 定 す る メ チ ル 化 分 析 [リ ン ド バ ー グ (Ｌ indberg,Ｂ .)、 Ｍ eth.Ｅ nzymol.
２ ８ 、 １ ７ ８ ～ １ ９ ５ (１ ９ ７ ２ )； ワ エ ー (Ｗ aeghe,Ｔ .Ｊ .)ら 、 Ｃ arbohydr.Ｒ es.１ ２ ３
、 ２ ８ １ ～ ３ ０ ４ (１ ９ ８ ３ )]、 Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル 、 マ ス ス ペ ク ト ル な ど を 含 む よ く 知 ら
れ た 分 析 化 学 技 術 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 共 有 結 合 誘 導 体 」 は 、 有 機 の タ ン パ ク 質 性 ま た は 非 タ ン パ ク 質 性 の 誘 導 体 化 剤 に よ る
天 然 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 の 修 飾 、 お よ び 翻 訳 後 修 飾 を 含 む 。 共 有 結 合 修 飾 は 、 一
般 に 選 択 さ れ た 側 鎖 ま た は 末 端 残 基 と 反 応 し う る 有 機 誘 導 体 化 剤 と 標 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 反
応 さ せ る か 、 ま た は 選 択 さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で 機 能 す る 翻 訳 後 修 飾 の 動 力 化 メ カ ニ ズ
ム (harnessing mechanism)に よ り 導 入 さ れ る 。 あ る 種 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 発 現 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 の 作 用 の 結 果 で あ る 。 グ ル タ ミ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン 残 基
は 、 し ば し ば 、 翻 訳 後 に 脱 ア ミ ド 化 さ れ て 対 応 グ ル タ ミ ン 酸 お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 に な る
。 別 の 場 合 に は 、 こ れ ら 残 基 は 穏 や か な 酸 性 条 件 下 で 脱 ア ミ ド 化 さ れ る 。 こ れ ら い ず れ の
形 態 の 残 基 も 本 発 明 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 中 に 存 在 し て い て よ い 。 他 の 翻 訳 後 修 飾
と し て は 、 プ ロ リ ン お よ び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ン 、 チ ロ シ ン ま た は ト レ オ ニ ン
残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の α － ア ミ
ノ 基 の メ チ ル 化 が 挙 げ ら れ る [ク レ イ ト ン (Ｔ .Ｅ .Ｃ reighton)、 Ｐ roteins： Ｓ tructure a
nd Ｍ olecular Ｐ roperties、 フ リ ー マ ン 、 サ ン フ ラ ン シ ス コ 、 ７ ９ ～ ８ ６ 頁 (１ ９ ８ ３ )]
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 」 、 「 コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 」 お よ び 「 コ ー ド す る 核 酸 」 な る 語 は
、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 の 鎖 に 沿 っ た デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 序 ま た は 配 列 を い う 。 こ
れ ら デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 順 序 は ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 沿 っ た ア ミ ノ 酸 の 順 序 を 決 定 す
る 。 こ の よ う に Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 」 お よ び 「 発 現 ベ ク タ ー 」 な る 語 は 、 そ の 中 に 一 片 の 外 来 Ｄ
Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た 通 常 二 本 鎖 の 一 片 の Ｄ Ｎ Ａ を い う 。 外 来 Ｄ Ｎ Ａ は 、 宿 主 細 胞 中 に 天 然 に
は み ら れ な い 異 種 Ｄ Ｎ Ａ と し て 定 義 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 適 当 な 宿 主 細 胞 中 に 外 来 ま た は 異
種 Ｄ Ｎ Ａ を 移 す の に 用 い る 。 い っ た ん 宿 主 細 胞 に 入 っ た ら 、 ベ ク タ ー は 宿 主 の 染 色 体 Ｄ Ｎ
Ａ と は 独 立 に 複 製 す る こ と が で き 、 ベ ク タ ー お よ び そ の 挿 入 (外 来 )Ｄ Ｎ Ａ の 幾 つ か の コ ピ
ー が 生 成 す る 。 加 え て 、 ベ ク タ ー は 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 す る の を 可 能 に す る
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の に 必 要 な 要 素 を 含 有 し て い る 。 か く し て 外 来 Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の
多 く の 分 子 を 速 や か に 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 調 節 配 列 」 な る 語 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 中 に お い て 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 の
発 現 に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を い う 。 原 核 生 物 に 適 し た 調 節 配 列 は 、 た と え ば 、 プ ロ モ ー タ ー
、 任 意 に オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 お よ び お そ ら く 他 の 未 だ よ く 理 解 さ れ
て い な い 配 列 を 含 む 。 真 核 生 物 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 お よ び
エ ン ハ ン サ ー を 利 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 核 酸 は 、 そ れ が 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に 置 か れ た 場 合 に 「 作 動 可 能 に 連 結 し た 」
と い わ れ る 。 た と え ば 、 プ レ 配 列 ま た は 分 泌 リ ー ダ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 関 与 す る
プ レ タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 場 合 に 該 ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ に 作 動 可 能 に 連 結 し て い
る ； プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー は 、 そ れ が コ ー ド 配 列 の 転 写 を さ せ る 場 合 に 該 コ ー
ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る ； ま た は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す
る よ う な 位 置 に あ る 場 合 に コ ー ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。 一 般 に 、 「 作 動 可 能 に
連 結 し た 」 と は 、 連 結 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 近 接 し て お り (contiguous)、 分 泌 リ ー ダ ー の 場
合 に は 近 接 し て お り か つ 読 み 取 り 枠 に あ る 。 し か し な が ら 、 エ ン ハ ン サ ー は 近 接 し て い る
必 要 は な い 。 連 結 は 都 合 の よ い 制 限 部 位 に お け る ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 行 う 。 そ の よ う な
部 位 が 存 在 し な い 場 合 は 、 常 法 に 従 っ て 合 成 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー ま た は リ ン
カ ー を 用 い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 と の 関 連 に お け る 「 細 胞 」 、 「 細 胞 株 」 お よ び 「 細 胞 培 養 」 な る 表 現 は 互 換 的 に
用 い ら れ 、 こ れ ら は す べ て 子 孫 を 含 む 。 そ れ ゆ え 、 「 形 質 転 換 体 」 お よ び 「 形 質 転 換 さ れ
た (宿 主 )細 胞 」 な る 語 は 、 初 代 の 対 象 細 胞 お よ び 継 代 の 数 と は 無 関 係 に 該 細 胞 に 由 来 す る
培 養 を 含 む 。 す べ て の 子 孫 は 、 ゆ っ く り と し た ま た は 偶 然 に よ る 突 然 変 異 の た め に Ｄ Ｎ Ａ
の 内 容 が 正 確 に 同 一 で は な い か も し れ な い こ と も 理 解 さ れ る 。 最 初 に 形 質 転 換 し た 細 胞 に
対 し て ス ク リ ー ニ ン グ し て 同 じ 機 能 ま た は 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 変 異 体 子 孫 は 包 含 さ れ る
。 異 な る 表 示 を 意 図 す る 場 合 も 文 脈 か ら 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 外 因 性 」 要 素 は 、 本 明 細 書 に お い て 、 細 胞 に と っ て 外 来 性 の 核 酸 、 ま た は 細 胞 に と っ
て 同 種 で は あ る が 通 常 み ら れ な い 宿 主 細 胞 核 酸 内 の 位 置 に あ る 核 酸 を 意 味 す る も の と 定 義
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 抗 体 (Ａ ｂ )お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ｉ ｇ )は 、 同 じ 構 造 特 性 を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る
。 抗 体 は 特 定 の 抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 示 す が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 抗 体 と 抗 原 特 異 性 を
欠 く 他 の 抗 体 様 分 子 と の 両 方 を 含 む 。 後 者 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 た と え ば 、 リ ン パ 系 に よ り
低 レ ベ ル で 産 生 さ れ 、 ミ エ ロ ー マ に よ り 増 加 レ ベ ル で 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 天 然 の 抗 体 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 通 常 、 ２ つ の 同 一 の 軽 (Ｌ )鎖 お よ び ２ つ の 同 一 の
重 (Ｈ )鎖 か ら な る 約 １ ５ ０ ,０ ０ ０ ダ ル ト ン の ヘ テ ロ 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 各 軽 鎖
は 重 鎖 に 一 つ の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ る が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数 は 免 疫
グ ロ ブ リ ン の 異 な る イ ソ タ イ プ の 重 鎖 に よ り 変 わ る 。 各 重 鎖 お よ び 軽 鎖 は ま た 、 規 則 的 な
空 間 を 隔 て た 鎖 内 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 有 す る 。 各 重 鎖 は そ の 一 端 に 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )
を 有 し 、 そ れ に 続 い て 幾 つ か の 定 常 ド メ イ ン を 有 す る 。 各 軽 鎖 は 一 端 に 可 変 ド メ イ ン (Ｖ

Ｌ )を 有 し 、 他 端 に 定 常 ド メ イ ン を 有 す る ； 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン は 重 鎖 の 第 一 の 定 常 ド メ
イ ン と 並 列 し 、 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と 並 列 す る 。 特 別 の ア ミ ノ 酸 残
基 が 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン 間 の 界 面 を 形 成 し て い る と 思 わ れ る [ク ロ チ ア (Ｃ loth
ia)ら 、 Ｊ .Ｍ olec.Ｂ iol.１ ８ ６ 、 ６ ５ １ ～ ６ ６ ３ (１ ９ ８ ５ )； ノ ボ ト ニ ー (Ｎ ovotny)お
よ び ヘ イ バ ー (Ｈ aber)、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ８ ２ 、 ４ ５ ９ ２ ～ ４ ５ ９ ６ (１
９ ８ ５ )]。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 可 変 性 は 抗 体 の 可 変 領 域 内 に 均 等 に 分 布 し て い る わ け で は な い 。 そ れ は 、 軽 鎖 お よ び 重
鎖 可 変 領 域 の 両 方 に お い て 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )ま た は 超 可 変 領 域 と よ ば れ る ３ つ の セ
グ メ ン ト に 集 中 し て い る 。 可 変 ド メ イ ン に お い て 一 層 高 度 に 保 存 さ れ た 部 分 は フ レ ー ム ワ
ー ク (Ｆ Ｒ )と よ ば れ る 。 天 然 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン は そ れ ぞ れ 、 大 体 に お い て
β シ ー ト 構 造 を と る ４ つ の Ｆ Ｒ が 、 あ る 場 合 に は 該 β シ ー ト 構 造 の 一 部 を 形 成 し な が ら 該
β シ ー ト 構 造 を 連 結 す る ル ー プ を 形 成 す る ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ に よ り 連 結 さ れ て な る 。 各 鎖 中 の
Ｃ Ｄ Ｒ は Ｆ Ｒ 領 域 に よ っ て 極 め て 近 接 し て 保 持 さ れ 、 他 方 の 鎖 か ら の Ｃ Ｄ Ｒ と と も に 抗 体
の 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に 寄 与 す る [カ バ ッ ト (Ｋ abat,Ｅ .Ａ .)ら 、 Ｓ equences of Ｐ rotein
s ofＩ mmunological Ｉ nterest ナ シ ョ ナ ル ・ イ ン ス チ テ ュ ー ト ・ オ ブ ・ ヘ ル ス (Ｎ ationa
l Ｉ nstitute of Ｈ ealth)、 ベ セ ス ダ 、 メ リ ー ラ ン ド (１ ９ ８ ７ )]。 定 常 ド メ イ ン は 抗 体
の 抗 原 へ の 結 合 に は 直 接 関 与 し な い が 、 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 に お け る 抗 体 の 関 与 な ど の 種
々 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 抗 体 を パ パ イ ン 消 化 す る と 、 そ れ ぞ れ 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト
と よ ば れ る ２ つ の 同 一 の 抗 原 結 合 断 片 、 お よ び 残 り の 「 Ｆ ｃ 」 フ ラ グ メ ン ト (そ の 名 称 は
容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 反 映 し て い る )が 生 成 す る 。 ペ プ シ ン 処 理 を す る と 、 ２ つ の 抗 原
結 合 部 位 を 有 し 、 な お 抗 原 と 架 橋 し う る Ｆ (ａ ｂ ')２ フ ラ グ メ ン ト が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 お よ び 結 合 部 位 を 含 有 す る 最 小 の 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領
域 は 、 一 つ の 重 鎖 可 変 ド メ イ ン と 一 つ の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン と が 緊 密 に 非 共 有 会 合 し た 二 量
体 か ら な る 。 各 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 相 互 作 用 し て Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ 二 量 体 の 表 面 上 に
抗 原 結 合 部 位 を 定 め る の は こ の よ う な 立 体 配 置 に お い て で あ る 。 集 合 的 に 、 ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ
が 該 抗 体 に 抗 原 結 合 特 異 性 を 付 与 す る 。 し か し な が ら 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン (す な わ ち 抗
原 に 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の み か ら な る Ｆ ｖ の 半 分 )で あ っ て も 、 完 全 な 結 合 部 位 に 比 べ
る と 低 い 親 和 性 に お い て で は あ る が 抗 原 を 認 識 お よ び 結 合 す る 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン お よ び 重 鎖 の 第 一 定 常 ド メ イ ン (Ｃ Ｈ

１ )を 含 む 。 Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト は 、 重 鎖 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 抗 体 の ヒ
ン ジ 領 域 か ら の １ ま た は そ れ 以 上 の シ ス テ イ ン を 含 む 幾 つ か の 残 基 が 付 加 し て い る と こ ろ
が Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト と 異 な る 。 Ｆ ａ ｂ '－ Ｓ Ｈ は 、 本 明 細 書 に お い て 定 常 ド メ イ ン の シ
ス テ イ ン 残 基 が 遊 離 の チ オ ー ル 基 を 有 す る Ｆ ａ ｂ 'を い う 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
は 、 相 互 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る 一 対 の Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト と し て 元 々 生 成 さ れ
た 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 脊 椎 動 物 種 か ら の 抗 体 (免 疫 グ ロ ブ リ ン )の 軽 鎖 は 、 そ の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に
基 づ い て カ ッ パ お よ び ラ ム ダ (λ )と よ ば れ る ２ つ の 明 ら か に 区 別 さ れ る タ イ プ の 一 つ が 割
り 当 て ら れ う る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 重 鎖 の 定 常 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ き 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 異 な る ク ラ ス に 割 り 当 て ら
れ う る 。 ５ つ の 主 要 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス ： Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ お よ び
Ｉ ｇ Ｍ が 存 在 し 、 こ れ ら の う ち 幾 つ か は さ ら に サ ブ ク ラ ス (イ ソ タ イ プ )、 た と え ば Ｉ ｇ Ｇ
－ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ － ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ － ３ 、 お よ び Ｉ ｇ Ｇ － ４ ； Ｉ ｇ Ａ － １ お よ び Ｉ ｇ Ａ － ２ に 分 け
ら れ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 異 な る ク ラ ス に 対 応 す る 重 鎖 の 定 常 領 域 は 、 そ れ ぞ れ 、 α 、 デ
ル タ 、 イ プ シ ロ ン 、 γ 、 お よ び μ と よ ば れ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 異 な る ク ラ ス の サ ブ ユ ニ
ッ ト 構 造 お よ び 三 次 元 立 体 配 置 は よ く 知 ら れ て い る 。 Ｉ ｇ Ａ － １ お よ び Ｉ ｇ Ａ － ２ は 、 通
常 、 二 量 体 か ま た は 一 層 大 き な ポ リ マ ー の 形 態 に あ る Ｉ ｇ Ａ の 単 量 体 サ ブ ク ラ ス で あ る 。
消 化 管 中 の 免 疫 細 胞 は 主 と し て ポ リ マ ー 性 の Ｉ ｇ Ａ (二 量 体 お よ び 一 層 大 き な ポ リ マ ー を
含 む ポ リ － Ｉ ｇ Ａ と も よ ば れ る )を 生 成 す る 。 か か る ポ リ － Ｉ ｇ Ａ は 、 「 ジ ョ イ ニ ン グ 」
ま た は 「 Ｊ 」 鎖 と よ ば れ る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 ５ つ の サ ブ ユ ニ ッ
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ト か ら な る Ｊ 含 有 ポ リ マ ー 性 Ｉ ｇ Ｍ (ポ リ － Ｉ ｇ Ｍ )と と も に 腺 上 皮 を 輸 送 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 抗 体 」 な る 語 は 最 も 広 い 意 味 で 使 用 さ れ 、 特 に 、 単 一 の 抗 ｔ ｒ ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
(ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 む )お よ び ポ リ エ ピ ト ー プ 特 異 性 を 有 す る 抗 ｔ
ｒ ｋ 抗 体 組 成 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 な る 語 は 、 実 質 的 に 均 質 な 抗 体 の 集 団 、 す な
わ ち 該 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 天 然 に お い て 最 小 量 で 存 在 す る か も し れ な い 可 能 な 突
然 変 異 の 他 は 同 一 で あ る も の か ら 得 ら れ た 抗 体 を い う 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 単 一 の 抗
原 部 位 に 対 し て 向 け ら れ て お り 、 高 度 に 特 異 的 で あ る 。 さ ら に 、 異 な る 決 定 基 (エ ピ ト ー
プ )に 向 け ら れ た 異 な る 抗 体 を 典 型 的 に 含 む 通 常 の (ポ リ ク ロ ー ナ ル )抗 体 調 製 物 と は 対 照
的 に 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 抗 原 上 の 単 一 の 決 定 基 に 向 け ら れ て い る 。 そ の 特 異 性 に 加
え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 混 入 す る こ と の な い ハ イ ブ リ ド ー マ 培
養 に よ り 合 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 定 常 ド メ イ ン に よ る 抗 ｔ ｒ ｋ 抗 体 の 可 変 (超
可 変 を 含 む )ド メ イ ン の ス プ ラ イ シ ン グ (た と え ば 、 「 ヒ ト 化 」 抗 体 )、 ま た は 重 鎖 に よ る
軽 鎖 の ス プ ラ イ シ ン グ 、 ま た は 他 の 種 か ら の 鎖 に よ る 一 方 の 種 か ら の 鎖 の ス プ ラ イ シ ン グ
、 ま た は 種 の 起 源 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス も し く は サ ブ ク ラ ス と は 無 関 係 に 異 種 タ ン
パ ク 質 と の 融 合 に よ り 生 成 さ れ る ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 お よ び 組 換 え 抗 体 、 並 び に 所 望 の 生 物
学 的 活 性 を 示 す 限 り に お い て 抗 体 断 片 (た と え ば 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 、 お よ び Ｆ ｖ )を
含 む [キ ャ ビ リ ー (Ｃ abilly)ら 、 米 国 特 許 第 ４ ,８ １ ６ ,５ ６ ７ 号 ； メ ー ジ (Ｍ age)お よ び ラ
モ イ (Ｌ amoyi)、 Ｍ olecularＡ ntibody Ｐ roduction Ｔ echniques and Ａ pplications、 ７
９ ～ ９ ７ 頁 (マ ー セ ル ・ デ ッ カ ー (Ｍ arcel Ｄ ekker,Ｉ nc.)、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 １ ９ ８ ７ )参
照 ]。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 そ れ ゆ え 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と い う 修 飾 語 が 付 さ れ て い る 場 合 は 、 抗 体 の 実 質 的 に 均
質 な 集 団 か ら 得 ら れ た 抗 体 の 特 性 を 意 味 す る も の と し 、 特 定 の 方 法 に よ っ て 抗 体 を 産 生 さ
せ る 必 要 が あ る も の で は な い 。 た と え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
コ ー ラ ー (Ｋ ohler)お よ び ミ ル シ ュ テ イ ン (Ｍ ilstein)に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ
ド ー マ 法 (Ｎ ature ２ ５ ６ ： ４ ９ ５ (１ ９ ７ ５ ))に よ り 作 製 す る こ と が で き 、 ま た は 組 換 え
Ｄ Ｎ Ａ 法 [キ ャ ビ リ ー ら 、 上 掲 ]に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 ヒ ト 化 」 形 態 の 非 ヒ ト (た と え ば マ ウ ス )抗 体 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 配
列 を 最 小 で 含 む 特 定 の キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 ま た は そ の 断 片 (Ｆ ｖ 、
Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ ま た は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 性 の サ ブ 配 列 な ど )で あ る 。 ヒ
ト 化 抗 体 の 殆 ど の 部 分 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (受 容 体 の 抗 体 )で あ り 、 そ の う ち 受 容 体 の 相
補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )か ら の 残 基 が 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 お よ び 能 力 を 有 す る マ ウ ス 、 ラ
ッ ト ま た は ウ サ ギ な ど の 非 ヒ ト 種 (供 与 体 の 抗 体 )の Ｃ Ｄ Ｒ か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て
い る 。 あ る 場 合 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク (Ｆ Ｒ )残 基 が 対 応 す る 非
ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 受 容 体 の 抗 体 に も 移 入 し た Ｃ Ｄ
Ｒ ま た は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も 認 め ら れ な い 配 列 を 含 ん で い て よ い 。 こ れ ら 修 飾 は 、 抗
体 の 性 能 を さ ら に 洗 練 さ せ 最 適 化 す る た め に 行 う 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 少 な く と も 一
つ 、 一 般 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に す べ て を 含 み 、 そ の 際 、 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の す べ て
ま た は 実 質 的 に す べ て が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に 対 応 し 、 Ｆ Ｒ 領 域 の す べ て
ま た は 実 質 的 に す べ て が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 共 通 配 列 の Ｆ Ｒ 領 域 で あ ろ う 。 ヒ ト 化 抗 体
は ま た 、 最 適 に は 、 一 般 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら の も の で あ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領
域 (Ｆ ｃ )の 少 な く と も 一 部 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 下 で 行 う の が 好 ま し い が 、 こ れ
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は (１ )洗 浄 に 低 イ オ ン 強 度 お よ び 高 温 、 た と え ば ５ ０ ℃ に て ０ .０ １ ５ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／
０ .０ ０ １ ５ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ ０ .１ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 使 用 す る こ と 、 ま
た は (２ )ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 間 、 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 変 性 剤 、 た と え ば ５ ０ ％ (ｖ
／ ｖ )ホ ル ム ア ミ ド を ０ .１ ％ 血 清 ア ル ブ ミ ン ／ ０ .１ ％ フ ィ コ ー ル ／ ０ .１ ％ ポ リ ビ ニ ル ピ
ロ リ ド ン ／ ５ ０ ｎ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (ｐ Ｈ ６ .５ )(７ ５ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ７
５ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む )と と も に ４ ２ ℃ で 使 用 す る こ と を 意 味 す る 。 他 の 例 は
、 ４ ２ ℃ に お け る ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ (０ .７ ５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .０ ７ ５ Ｍ ク
エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム )、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (ｐ Ｈ ６ ／ ８ )、 ０ .１ ％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム 、 ５ × デ ン ハ ル ト 溶 液 、 超 音 波 処 理 し た サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ (５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ )、 ０ .１ ％
Ｓ Ｄ Ｓ 、 お よ び １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 使 用 が 挙 げ ら れ 、 洗 浄 は ４ ２ ℃ に て ０ .２ × Ｓ
Ｓ Ｃ お よ び ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 で 行 う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 の 目 的 の た め に は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
を 有 し 、 こ れ を 検 出 可 能 な レ ベ ル で 発 現 す る と 思 わ れ る 組 織 か ら 調 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー か ら 得 る こ と が で き る 。 た と え ば 、 実 施 例 に 記 載 し て あ る よ う な ヒ ト 脳 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー は ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 良 好 な 採 取 源 で あ る 。 ｔ ｒ ｋ 受
容 体 遺 伝 子 は ま た ヒ ト ゲ ノ ム コ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リ ー な ど の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 同 定 は 、 既 知 の 基 準 (そ の 一 つ は 、 配 列 は 偽 陽 性 が 最 小 と な る よ う に 十
分 な 長 さ を 有 し 十 分 に 明 白 で な け れ ば な ら な い こ と で あ る )に 従 っ て 既 知 の ｔ ｒ ｋ 配 列 (ヒ
ト ｔ ｒ ｋ Ａ 配 列 、 マ ウ ス ｔ ｒ ｋ Ｂ 配 列 ま た は マ ウ ス ま た は ブ タ ｔ ｒ ｋ Ｃ 配 列 )か ら 選 択 し
た 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り ヒ ト ま た は 他 の 哺 乳 動 物 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム ラ
イ ブ ラ リ ー を プ ロ ー ブ す る こ と に よ り 最 も 都 合 よ く 行 わ れ る 。 典 型 的 に 、 約 ３ ０ ～ ５ ０ 塩
基 を 有 す る ３ ２ Ｐ － 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 と り わ け 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が メ チ オ
ニ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン の １ ま た は そ れ 以 上 の コ ド ン を 含 む 場 合 に は 十 分 で あ る 。 単 離
核 酸 は 、 核 酸 の 採 取 源 か ら の 他 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 混 入 核 酸 か ら 同 定 お よ び 分 離
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 す る た め の 別 の 手 段 は 、 １ ９ ８ ７ 年 ７ 月 ２ ８ 日
に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 ４ ,６ ８ ３ ,１ ９ ５ 号 、 サ ン ブ ル ッ ク (Ｓ ambrook)ら の モ レ キ ュ ラ
ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル (Ｍ olecularＣ loning： Ａ  Ｌ aborator
y Ｍ anual)、 第 ２ 版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー プ レ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、
１ ９ ８ ９ の １ ４ 章 、 ま た は カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ル ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー
(Ｃ urrent Ｐ rotocols in Ｍ olecularＢ iology)、 オ ー ス ベ ル (Ａ usubel)ら 編 、 グ リ ー ン
・ バ プ リ ッ シ ン グ ・ ア ソ シ エ ー ツ ・ ア ン ド ・ ウ イ リ ー － イ ン タ ー サ イ エ ン ス (Ｇ reene Ｐ u
blishing Ａ ssociatesand Ｗ iley－ Ｉ nterscience)、 １ ９ ９ １ に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
ま た 実 施 例 に 説 明 す る よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ )法 を 用 い る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 他 の 別 法 は 、 エ ン ジ ェ ル ス (Ｅ ngels)お よ び ウ ー ル マ ン (Ｕ hlmann)に よ り 記 載 さ れ た 方
法 (Ａ gnew.Ｃ hem.Ｉ nt.Ｅ d.Ｅ ngl.２ ８ 、 ７ １ ６ (１ ９ ８ ９ ))の 一 つ を 用 い 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体
を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 化 学 的 に 合 成 す る こ と で あ る 。 こ れ ら 方 法 に は 、 ト リ エ ス テ ル 法 、
ホ ス フ ァ イ ト 法 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 法 お よ び Ｈ － ホ ス ホ ネ ー ト 法 、 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び 他 の オ
ー ト プ ラ イ マ ー (autoprimer)法 、 固 相 支 持 体 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 天 然 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 お よ び ｔ ｒ ｋ 受 容 体 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 天 然 の ま た は 変 異
体 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ 中 に 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 導 入 す る こ と に よ り 、 ま た は 所 望
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Ｂ ． ｔ ｅ ｒ ｍ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離

Ｃ ． 天 然 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ま た は 受 容 体 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体



の ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ト ロ 合 成 に よ っ て 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 に よ り 調 製 さ れ
る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 構 築 す る う え で ２ つ の 主 要 な 変 数 が 存 在 す る ： す な わ ち 、 変 異
部 位 の 位 置 お よ び 変 異 の 性 質 で あ る 。 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 操 作 を 必 要
と し な い 天 然 に み ら れ る 対 立 遺 伝 子 を 例 外 と し て 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は
、 Ｄ Ｎ Ａ を 変 異 さ せ て 天 然 に は み ら れ な い 対 立 遺 伝 子 か ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 と な
る よ う に す る こ と に よ り 構 築 す る の が 好 ま し い 。 一 般 に 、 変 異 は 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 細
胞 外 ド メ イ ン 内 に 生 成 さ れ る で あ ろ う 。 神 経 栄 養 因 子 の シ グ ナ ル 変 換 に と っ て 重 要 と 思 わ
れ る 部 位 ま た は 領 域 が 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 学 的 活 性 の イ ン ビ ト ロ 研 究 の た め に 選
択 さ れ る で あ ろ う 。 つ い で 、 か か る 位 置 に あ る 部 位 を 、 た と え ば 、 (１ )保 存 的 な 選 択 を ま
ず 置 換 し 、 つ い で 得 ら れ た 結 果 に 応 じ て 一 層 劇 的 な 選 択 を 置 換 す る こ と 、 (２ )標 的 残 基 を
欠 失 さ せ る こ と 、 ま た は (３ )該 位 置 の 部 位 に 隣 接 し て 同 じ ま た は 異 な る ク ラ ス の 残 基 を 挿
入 す る こ と 、 ま た は 選 択 肢 (１ )～ (３ )の 組 み 合 わ せ に よ り 、 系 列 的 に 修 飾 さ れ る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 一 つ の 便 利 な 方 法 は 「 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ (alanine scanning)」 と よ ば れ る も の で あ
る (カ ニ ン ガ ム (Ｃ unningham)お よ び ウ エ ル ズ (Ｗ ells)、 Ｓ cience ２ ４ ４ 、 １ ０ ８ １ ～ １
０ ８ ５ [１ ９ ８ ９ ])。 こ の 方 法 で は 、 残 基 ま た は 標 的 残 基 の 群 が ア ラ ニ ン ま た は ポ リ ア ラ
ニ ン に よ り 同 定 さ れ 置 換 さ れ る 。 つ い で 、 こ の よ う な ア ラ ニ ン 置 換 に 対 し て 機 能 的 感 受 性
を 示 し た ド メ イ ン を 、 ア ラ ニ ン 置 換 の 部 位 に て ま た は 該 部 位 に 対 し て さ ら な る ま た は 他 の
置 換 を 導 入 す る こ と に よ り 洗 練 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 所 望 の 変 異 を 同 定 し た 後 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 変 異 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 上 記 化 学 的 合 成 法
に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 さ ら に 好 ま し く は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 そ れ 以 前
に 調 製 し た 変 異 体 ま た は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 非 変 異 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 部 位 特 異 的 突 然 変
異 誘 発 に よ り 調 製 す る 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 は 、 所 望 の 変 異 を コ ー ド す る 特 定 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 並 び に 十 分 な 数 の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 横 切 る 欠 失 ジ ャ ン ク
シ ョ ン の 両 側 上 に 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る に 十 分 な サ イ ズ お よ び 配 列 の 複 雑 さ の プ ラ イ マ
ー 配 列 を 提 供 す る こ と に よ り 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 変 異 体 を 生 成 す る こ と を 可 能 に す る 。 典 型 的
に 、 約 ２ ０ ～ ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の プ ラ イ マ ー が 好 ま し く 、 配 列 の ジ ャ ン ク シ ョ ン の
両 側 上 の 約 ５ ～ １ ０ 残 基 が 変 え ら れ る 。 一 般 に 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の 技 術 は 、 エ デ
ル マ ン (Ｅ delman)ら の Ｄ Ｎ Ａ  ２ 、 １ ８ ３ (１ ９ ８ ３ )な ど の 刊 行 物 に よ り 例 示 さ れ る よ う
に 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 認 識 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異
誘 発 法 は 一 般 に 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 の 両 形 態 で 存 在 す る フ ァ ー ジ ベ ク タ ー を 用 い る 。 部 位
特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に 有 用 な 典 型 的 な ベ ク タ ー に は 、 た と え ば メ ッ シ ン グ (Ｍ essing)ら に
よ り 開 示 さ れ て い る よ う に (サ ー ド ・ ク リ ー ブ ラ ン ド ・ シ ン ポ ジ ウ ム ・ オ ン ・ マ ク ロ モ レ
キ ュ ー ル ズ ・ ア ン ド ・ リ コ ン ビ ナ ン ト Ｄ Ｎ Ａ (Ｔ hird Ｃ leveland Ｓ ymposium on Ｍ acrom
olecules and Ｒ ecombinant Ｄ Ｎ Ａ )、 ウ ォ ル ト ン (Ａ .Ｗ alton)編 、 エ ル セ ビ エ 、 ア ム ス
テ ル ダ ム (１ ９ ８ １ ))、 Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ な ど の ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 こ の フ ァ ー ジ ベ ク タ
ー お よ び 他 の フ ァ ー ジ ベ ク タ ー は 市 販 さ れ て お り 、 そ の 使 用 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る
。 Ｍ １ ３ 由 来 の ベ ク タ ー を 用 い た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 中 の オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 指 定 の
部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 の 構 築 の た め の 用 途 範 囲 の 広 い 効 率 的 な 手 順 が 、 ゾ ラ ー (Ｚ oller
,Ｍ .Ｊ .)お よ び ス ミ ス (Ｓ mith,Ｍ .)に よ り 刊 行 さ れ て い る (Ｎ ucleicＡ cids Ｒ es.１ ０ 、
６ ４ ８ ７ ～ ６ ５ ０ ０ [１ ９ ８ ２ ])。 ま た 、 一 本 鎖 フ ァ ー ジ の 複 製 起 点 を 有 す る プ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー (ベ イ ラ (Ｖ eira)ら 、 Ｍ eth.Ｅ nzymol.１ ５ ３ 、 ３ [１ ９ ８ ７ ])を 用 い て 一 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ を 得 る こ と も で き る 。 別 法 と し て 、 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を イ ン ビ ト ロ で 合 成 し 、 こ れ を
当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 増 幅 す る こ と に よ り ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を 導 入 す る
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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　 一 般 に 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 行 う に は 、 ま ず そ の 配 列 内 に 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む 一 本 鎖 ベ ク タ ー を 得 る 。 所 望 の 変 異 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ラ イ マ ー を 、 た と え ば ク レ ア (Ｃ rea)ら の 方 法 (Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ７ ５
、 ５ ７ ６ ５ (１ ９ ７ ８ ))に よ り 一 般 に 化 学 的 に 調 製 す る 。 つ い で 、 こ の プ ラ イ マ ー を 上 記
一 本 鎖 の タ ン パ ク 質 配 列 含 有 ベ ク タ ー に ア ニ ー ル さ せ 、 大 腸 菌 ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ の ク レ ノ ウ
断 片 な ど の Ｄ Ｎ Ａ 重 合 酵 素 に 供 し て 変 異 含 有 鎖 の 合 成 を 完 成 さ せ る 。 か く し て 、 一 方 の 鎖
が 元 々 の 非 変 異 配 列 を コ ー ド し 、 第 二 の 鎖 が 所 望 の 変 異 を 有 す る ヘ テ ロ 二 本 鎖 が 生 成 す る
。 つ い で 、 こ の ヘ テ ロ 二 本 鎖 ベ ク タ ー を 用 い て Ｊ Ｐ １ ０ １ 細 胞 な ど の 適 当 な 宿 主 細 胞 を 形
質 転 換 し 、 変 異 配 列 の 組 み 合 わ せ を 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む ク ロ ー ン を 選 択 す る 。 そ
の 後 、 変 異 領 域 を 除 去 し 、 タ ン パ ク 質 産 生 の た め の 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に 入 れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 法 は ま た 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 を 生 成 さ せ る た め に 用 い る こ と も
で き る 。 少 量 の 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ の 出 発 物 質 と し て 用 い る 場 合 は 、 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 中 の 対 応
領 域 と は わ ず か に 異 な る 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 用 い 、 該 プ ラ イ マ ー が 該 鋳 型 と 異 な る
部 位 の み 鋳 型 と 異 な る 比 較 的 大 量 の 特 定 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 得 る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ
Ａ 中 に 変 異 を 導 入 す る た め 、 プ ラ イ マ ー の 一 方 を 該 変 異 の 位 置 に 重 複 す る よ う に 、 お よ び
該 変 異 を 含 有 す る よ う に 設 計 す る ； 他 の プ ラ イ マ ー の 配 列 は プ ラ ス ミ ド の 反 対 鎖 の 配 列 と
同 一 で な け れ ば な ら な い が 、 こ の 配 列 は 該 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に 沿 っ て い ず れ の 場 所 に 位 置
し て も よ い 。 し か し な が ら 、 最 終 的 に こ れ ら プ ラ イ マ ー に よ っ て 境 界 を 定 め ら れ た Ｄ Ｎ Ａ
の 全 増 幅 領 域 を 容 易 に 配 列 決 定 す る こ と が で き る よ う に 、 第 二 の プ ラ イ マ ー の 配 列 は 第 一
の プ ラ イ マ ー の 配 列 か ら ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 内 に 位 置 し て い る の が 好 ま し い 。 上 記 の よ う
な プ ラ イ マ ー の ペ ア を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 結 果 、 該 プ ラ イ マ ー に よ り 特 定 さ れ た 変 異 部 位
、 お よ び 鋳 型 コ ピ ー が 若 干 誤 り を 犯 す の で お そ ら く 他 の 位 置 に て 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 集 団
が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 生 成 物 に 対 す る 鋳 型 の 比 率 が 極 め て 低 い な ら ば 、 生 成 物 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 大 部 分 は 所 望 の
変 異 を 導 入 し て い る 。 こ の 生 成 物 を 用 い 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 鋳 型 と し て 働 い た プ ラ ス ミ ド 中 の 対 応
領 域 を 標 準 Ｄ Ｎ Ａ 法 を 用 い て 置 換 す る 。 変 異 体 の 第 二 の プ ラ イ マ ー を 用 い る か 、 ま た は 異
な る 変 異 体 プ ラ イ マ ー を 用 い て 第 二 の Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 得 ら れ た ２ つ の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を ベ ク タ
ー 断 片 に ３ (ま た は そ れ 以 上 )部 分 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に て 同 時 に ラ イ ゲ ー ト す る こ と に よ り 、
別 々 の 位 置 に 変 異 を 同 時 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 の 特 別 の 例 に お い て 、 鋳 型 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ (１ μ ｇ )中 の 増 幅 し よ
う と す る 領 域 の 外 側 に 唯 一 の 制 限 部 位 を 有 す る 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 す る こ と に
よ り 該 プ ラ ス ミ ド を 線 状 に す る 。 こ の 物 質 の う ち １ ０ ｎ ｇ を 、 Ｐ Ｃ Ｒ 緩 衝 液 (４ つ の デ オ
キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 を 含 有 し ジ ー ン ア ン プ (Ｇ eneＡ mpＲ )キ ッ ト (パ ー キ ン － エ ル マ
ー ・ シ ー タ ス (Ｐ erkin－ Ｅ lmer Ｃ etus)、 ノ ー ウ ォ ー ク 、 コ ネ チ カ ッ ト お よ び エ メ リ ビ ル
、 カ リ フ ォ ル ニ ア か ら 入 手 し た )中 に 入 れ て あ る )、 お よ び 各 ２ ５ ピ コ モ ル の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド プ ラ イ マ ー を ５ ０ μ ｌ の 最 終 容 量 で 含 有 す る Ｐ Ｃ Ｒ 混 合 物 に 加 え る 。 こ の 反 応 混 合
物 に ３ ５ μ ｌ の 鉱 油 を 重 層 す る 。 反 応 液 を １ ０ ０ ℃ に て ５ 分 間 変 性 さ せ 、 氷 上 に し ば ら く
置 き 、 つ い で １ μ ｌ の テ ル ム ス ・ ア ク ア チ ク ス (Ｔ hermus aquaticus)(Ｔ ａ ｑ )Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ (５ 単 位 ／ ｌ )(パ ー キ ン － エ ル マ ー ・ シ ー タ ス 、 ノ ー ウ ォ ー ク 、 コ ネ チ カ ッ ト お
よ び エ メ リ ビ ル 、 カ リ フ ォ ル ニ ア か ら 購 入 )を 鉱 油 層 の 下 に 加 え る 。 つ い で 、 反 応 混 合 物
を 下 記 の 通 り プ ロ グ ラ ム さ れ た Ｄ Ｎ Ａ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー (パ ー キ ン － エ ル マ ー ・ シ ー タ
ス か ら 購 入 )中 に 挿 入 す る 。
　 ５ ５ ℃ で ２ 分
　 ７ ２ ℃ で ３ ０ 秒 、 つ い で 以 下 の サ イ ク ル を １ ９ サ イ ク ル ：
　 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒
　 ５ ５ ℃ で ３ ０ 秒 お よ び
　 ７ ２ ℃ で ３ ０ 秒 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 上 記 プ ロ グ ラ ム の 終 了 時 に 反 応 バ イ ア ル を サ ー マ ル サ イ ク ラ ー か ら 除 き 、 水 性 相 を 新 た
な バ イ ア ル に 移 し 、 フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム (５ ０ ： ５ ０ 容 量 )で 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル 沈
殿 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 標 準 手 順 に よ り 回 収 す る 。 こ の 物 質 を そ の 後 、 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る た め
の 適 当 な 処 理 に 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 変 異 体 の 調 製 の た め の 他 の 方 法 で あ る カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 は 、 ウ エ ル ズ (Ｗ ells)ら に
よ り 記 載 さ れ た 技 術 [Ｇ ene ３ ４ 、 ３ １ ５ (１ ９ ８ ５ )]に 基 づ く 。 出 発 物 質 は 変 異 さ せ よ う
と す る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド (ま た は ベ ク タ ー )で あ る 。 変 異 さ せ よ う と す
る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 内 の コ ド ン を 同 定 す る 。 同 定 し た 変 異 部 位 の 両 側 に は 唯 一 の 制 限 エ ン ド ヌ
ク レ ア ー ゼ 部 位 が 存 在 し て い な け れ ば な ら な い 。 そ の よ う な 制 限 部 位 が 存 在 し な い 場 合 に
は 、 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 体 突 然 変 異 誘 発 法 を 用 い て 該 制 限 部 位 を ｔ ｒ ｋ 受 容 体 内 の
適 当 な 位 置 に 導 入 す る こ と に よ っ て 生 成 さ せ る 。 制 限 部 位 が プ ラ ス ミ ド 中 に 導 入 さ れ た 後
、 こ れ ら 部 位 に て プ ラ ス ミ ド を 切 断 し て 線 状 に す る 。 該 制 限 部 位 間 に 該 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を コ
ー ド す る が 所 望 の 変 異 を 含 む 二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 標 準 法 を 用 い て 合 成 す る 。 ２ つ
の 鎖 が 別 々 に 合 成 さ れ 、 つ い で こ れ ら を 標 準 法 を 用 い て 一 緒 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ の
二 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は カ セ ッ ト と よ ば れ る 。 こ の カ セ ッ ト は 、 プ ラ ス ミ ド に 直 接 ラ
イ ゲ ー ト す る こ と が で き る よ う に 、 ３ '末 端 お よ び ５ '末 端 が 線 状 化 し た プ ラ ス ミ ド の 末 端
と 整 合 す べ く 設 計 し て あ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 い ま や 変 異 し た ｔ ｒ ｋ 受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 加 え て 、 天 然 ま た は 変 異 体 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ま た は そ の 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 作 製 す る う
え で い わ ゆ る フ ァ ー ジ ミ ド 提 示 法 も 有 用 で あ る か も し れ な い 。 こ の 方 法 は 、 (ａ )変 異 さ せ
よ う と す る 受 容 体 を コ ー ド す る 第 一 の 遺 伝 子 、 天 然 ま た は 野 生 型 の フ ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ
ク 質 の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド す る 第 二 の 遺 伝 子 (該 第 一 の 遺 伝 子 お よ び 該 第 二 の 遺 伝 子
は 異 種 で あ る )、 該 第 一 の 遺 伝 子 お よ び 該 第 二 の 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 し た 転 写 調 節 要
素 を 含 む 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 し 、 そ れ に よ っ て 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 融 合 を 生 成 さ せ 、 (ｂ )該 第 一 の 遺 伝 子 内 の １ ま た は そ れ 以 上 の 選 択 さ れ た 部 位 で 該 ベ
ク タ ー を 突 然 変 異 さ せ 、 そ れ に よ っ て 関 連 す る プ ラ ス ミ ド の フ ァ ミ リ ー を 生 成 さ せ 、 (ｃ )
こ れ ら プ ラ ス ミ ド で 適 当 な 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 (ｄ )こ れ ら 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を フ
ァ ー ジ コ ー ト タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 有 す る ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ で 感 染 さ せ 、 (ｅ )
こ れ ら 形 質 転 換 し 感 染 し た 宿 主 細 胞 を 、 該 プ ラ ス ミ ド の 少 な く と も 一 部 を 含 み 宿 主 を 形 質
転 換 し う る 組 換 え フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 を 生 成 す る の に 適 当 な 条 件 下 で 培 養 し 、 そ の 際 、 該 条
件 は 再 少 量 以 上 の フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 が 該 粒 子 の 表 面 上 に １ を 越 え る コ ピ ー の 該 融 合 タ ン パ
ク 質 を 提 示 す る よ う に 調 節 さ れ て お り 、 (ｆ )こ れ ら フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 を 適 当 な 抗 原 と 接 触
さ せ て フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 の 少 な く と も 一 部 が 該 抗 原 に 結 合 す る よ う に さ せ 、 つ い で (ｇ )結
合 し た フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 を 結 合 し な か っ た フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 か ら 分 離 す る 、 こ と を 含 む 。
工 程 (ｄ )か ら (ｇ )は １ 回 か ら そ れ 以 上 繰 り 返 す こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て 好 ま し く
は 、 プ ラ ス ミ ド を 転 写 調 節 要 素 の 厳 重 な 制 御 下 に お き 、 培 養 条 件 を 、 フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 の
表 面 上 に １ を 越 え る コ ピ ー の 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 示 す る フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 の 量 ま た は 数 が
約 １ ％ 未 満 と な る よ う に 調 節 す る 。 ま た 、 １ を 越 え る コ ピ ー の 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 示 す る
フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 の 量 が 単 一 コ ピ ー の 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 示 す る フ ァ ー ジ ミ ド 粒 子 の 量 の
１ ０ ％ 未 満 で あ る の が 好 ま し い 。 該 量 は ２ ０ ％ 未 満 で あ る の が 最 も 好 ま し い 。 こ の 方 法 に
お い て は 一 般 に 、 該 発 現 ベ ク タ ー は さ ら に 該 ポ リ ペ プ チ ド の 各 サ ブ ユ ニ ッ ト を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 し た 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を さ ら に 含 み 、 転 写 調 節 要 素 は プ ロ モ ー タ ー 系 で あ ろ
う 。 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー 系 は 、 ｌ ａ ｃ Ｚ 、 λ Ｐ Ｌ 、 ｔ ａ ｃ 、 Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 ト リ プ
ト フ ァ ン 、 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ か ら 選
ば れ る 。 ま た 、 こ の 方 法 は 、 通 常 、 Ｍ １ ３ Ｋ ０ ７ 、 Ｍ １ ３ Ｒ ４ ０ ８ 、 Ｍ １ ３ － Ｖ Ｃ Ｓ 、 お
よ び Ｐ ｈ ｉ Ｘ １ ７ ４ か ら 選 ば れ る ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ を 用 い る で あ ろ う 。 好 ま し い ヘ ル パ ー
フ ァ ー ジ は Ｍ １ ３ Ｋ ０ ７ で あ り 、 好 ま し い コ ー ト タ ン パ ク 質 は Ｍ １ ３ フ ァ ー ジ 遺 伝 子 Ｉ Ｉ
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Ｉ コ ー ト タ ン パ ク 質 で あ る 。 好 ま し い 宿 主 は 大 腸 菌 で あ り 、 大 腸 菌 の プ ロ テ ア ー ゼ 欠 失 株
で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 上 記 お よ び 類 似 の 突 然 変 異 誘 発 技 術 の 詳 細 は 、 た と え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク ら の 上 掲 文 献 、
お よ び カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 オ ー ス ベ ル ら 編 な
ど の 一 般 的 な 教 科 書 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 置 換 変 異 体 は 、 天 然 の 受 容 体 分 子 中 の 少 な く と も 一 つ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 除 去 さ
れ 、 そ の 場 所 に 異 な る 残 基 が 挿 入 さ れ た も の で あ る 。 置 換 突 然 変 異 誘 発 に お い て 大 い に 興
味 が も た れ る 部 位 は 、 シ グ ナ ル 変 換 お よ び ／ ま た は リ ガ ン ド 結 合 に 重 要 で あ る と 同 定 さ れ
た 部 位 、 お よ び 種 々 の 種 か ら の 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 に み ら れ る ア ミ ノ 酸 が 、 側 鎖 の か さ ば
り 、 電 荷 お よ び ／ ま た は 疎 水 性 に 関 し て 実 質 的 に 異 な っ て い る 部 位 を 含 む 。 実 施 例 か ら も
明 ら か で あ ろ う よ う に 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン は ニ ュ ー
ロ ト ロ フ ィ ン 結 合 に 主 と し て 関 わ る も の と し て 同 定 さ れ て い る 。 こ の 領 域 内 で の 置 換 は (
他 の ア ミ ノ 酸 変 化 の よ う に )、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 結 合 能 に 有 意 の 影 響 を
及 ぼ す と 思 わ れ る 。 個 々 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 結 合 特 異 性 お よ び 該 受 容 体 に よ っ て 媒 体 さ れ る
多 様 な 生 物 学 的 活 性 に 主 と し て 関 わ る ア ミ ノ 酸 は 、 上 記 突 然 変 異 誘 発 法 の 組 み 合 わ せ に よ
り 同 定 す る こ と が で き る 。 種 々 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を 互 い に 区 別 す る ア ミ ノ 酸 の 少 な く と も 一
部 は 、 そ の 細 胞 外 領 域 の 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 内 に 存 在 す る と 思 わ れ る 。 一 方
の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 に お い て リ ガ ン ド 特 異 性 に 関 わ る と 同 定 さ れ た 領 域 を 他 方 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体
の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン で 置 換 す る こ と に よ っ て ｔ ｒ ｋ 受 容 体 変 異 体 を 生 成 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 興 味 の も た れ る 他 の 部 位 は 、 種 々 の 種 か ら の 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 特 定 の 残 基 が 同 一 で
あ る も の で あ る 。 こ れ ら 位 置 は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 生 物 学 的 機 能 に と っ て 重 要 で あ る か も し れ
な い 。 突 然 変 異 誘 発 に と っ て さ ら に 重 要 な 部 位 は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 種 々 の 成 員
間 で 共 通 す る モ チ ー フ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 は 共 通 す る 側 鎖 の 特 性 に 基 づ い て グ ル ー プ に 分 け ら れ る ：
(１ )疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ；
(２ )中 性 、 疎 水 性 ： シ ス テ イ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ；
(３ )酸 性 ： ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ；
(４ )塩 基 性 ： ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン ；
(５ )鎖 の 方 向 に 影 響 を 及 ぼ す 残 基 ： グ リ シ ン 、 プ ロ リ ン ； お よ び
(６ )芳 香 族 ： ト リ プ ト フ ァ ン 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 保 存 的 な 置 換 は 一 つ の グ ル ー プ 内 の 成 員 を 同 じ グ ル ー プ 内 の 他 の 成 員 と 交 換 す る こ と を
含 み 、 一 方 、 非 保 存 的 な 置 換 は こ れ ら ク ラ ス の 一 つ の 成 員 を 他 の ク ラ ス の 成 員 と 交 換 す る
こ と を 含 む で あ ろ う 。 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ま た は そ の 断 片 の 神 経 栄 養 因 子 結 合 領 域 内 に お
け る 非 保 存 的 な 置 換 に よ っ て 得 ら れ る 変 異 体 は 、 得 ら れ る 変 異 体 の 生 物 学 的 特 性 が 有 意 に
変 化 す る こ と が 期 待 さ れ 、 そ の 結 果 、 そ の 同 族 の 神 経 栄 養 因 子 の 生 物 学 的 特 性 を 阻 止 す る
、 す な わ ち 対 応 す る 天 然 の 神 経 栄 養 因 子 の 生 物 学 的 作 用 の ア ン タ ゴ ニ ス ト と な る か 、 ま た
は 対 応 す る 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を 上 回 る シ グ ナ ル 伝 達 能 と な る か も し れ な い 。 種 々 の 種 お
よ び ／ ま た は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 種 々 の 受 容 体 に お い て 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 位
置 は 、 も し も 目 的 が 生 物 学 的 活 性 を 保 持 す る こ と で あ る な ら 、 一 般 に 相 対 的 に 保 存 的 な 仕
方 で 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 欠 失 は 一 般 に 、 約 １ ～ ３ ０ 残 基 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ～ １ ０ 残 基 の 範 囲 で あ り
、 典 型 的 に は 隣 接 す る も の で あ る 。 欠 失 は シ グ ナ ル 変 換 お よ び ／ ま た は リ ガ ン ド 結 合 に 直
接 に は 関 与 し な い 領 域 中 に 導 入 す る こ と に よ り 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 生 物 学 的 活 性 を 修 飾 し て
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よ い 。 シ グ ナ ル 変 換 お よ び ／ ま た は リ ガ ン ド 結 合 に 直 接 関 与 す る 領 域 か ら の 欠 失 は 一 層 有
意 に 変 異 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 生 物 学 的 活 性 の 修 飾 を も た ら す で あ ろ う し 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ン タ
ゴ ニ ス ト を 生 成 す る か も し れ な い 。 連 続 的 な 欠 失 の 数 は 、 影 響 を 受 け る ド メ イ ン に お い て
ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 三 次 元 構 造 を 保 持 す べ く 選 択 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 １ を 越 え る 神 経 栄 養 因 子 に 対 す る 結 合 ド メ イ ン を 組 み 合 わ せ 、 従 っ て １ を 越 え る 神 経 栄
養 因 子 の 生 物 学 的 活 性 を シ グ ナ ル 伝 達 す る 能 力 を 有 す る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 変 異 体 を 構 築 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 か か る 変 異 体 は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 配 列 中 に 他 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の ニ ュ ー ロ
ト ロ フ ィ ン 結 合 ド メ イ ン を 挿 入 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 天 然
の ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 は 、 ｔ ｒ ｋ Ａ 受 容 体 の 天 然 の リ ガ ン ド で あ る Ｎ Ｇ Ｆ に は
認 め う る 程 度 で 結 合 し な い 。 ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 中 に ｔ ｒ ｋ Ａ 受 容 体 の Ｎ Ｇ Ｆ
結 合 配 列 を 挿 入 す る と 、 (そ れ ぞ れ 、 天 然 の ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の 天 然 の リ ガ
ン ド に 加 え て )Ｎ Ｇ Ｆ に 結 合 す る ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 変 異 体 が 得 ら れ る 。 同 様
に 、 天 然 に み ら れ る ｔ ｒ ｋ Ｂ 受 容 体 は Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ お よ び Ｎ Ｔ ４ ／ ５ に は 結 合 す る が Ｎ Ｇ Ｆ ま
た は Ｎ Ｔ － ３ に は 認 め う る ほ ど に は 結 合 し な い 。 そ れ ゆ え 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ 受 容 体 中 に ｔ ｒ ｋ Ｃ
の Ｎ Ｔ － ３ 結 合 配 列 を 挿 入 す る と 、 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ 、 Ｎ Ｔ ４ ／ ５ お よ び Ｎ Ｔ － ３ に 結 合 し う る 変
異 体 受 容 体 が 得 ら れ る 。 得 ら れ た 受 容 体 変 異 体 は 一 層 広 範 囲 の 生 物 学 的 活 性 の ス ペ ク ト ル
を 媒 体 す る こ と が で き 、 そ の 応 用 お よ び 治 療 学 に 新 生 面 を 開 く で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 挿 入 は ま た 、 長 さ が １ 残 基 か ら 数 百 ま た は そ れ 以 上 の 残 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
に い た る ア ミ ノ － お よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ ル － 末 端 で の 融 合 、 並 び に 単 一 ま た は 複 数 の
ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 内 挿 入 を 含 む 。 配 列 内 挿 入 (す な わ ち 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 内
の 挿 入 )は 、 一 般 に 約 １ ～ １ ０ 残 基 、 よ り 好 ま し く は １ ～ ５ 残 基 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～
３ 残 基 の 範 囲 で あ っ て よ い 。 末 端 挿 入 の 例 と し て は 、 Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ル 残 基 を 有 す る ｔ ｒ
ｋ 受 容 体 、 細 菌 組 換 え 宿 主 細 胞 培 養 中 で の 直 接 発 現 の 人 工 産 物 、 お よ び 組 換 え 宿 主 細 胞 か
ら の 成 熟 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 分 泌 を 容 易 に す る た め の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 分 子 の Ｎ 末 端 へ の 異 種 Ｎ 末
端 シ グ ナ ル 配 列 の 融 合 が 挙 げ ら れ る 。 か か る シ グ ナ ル 配 列 は 、 一 般 に 意 図 す る 宿 主 細 胞 種
か ら 得 ら れ 、 そ れ ゆ え 同 種 で あ ろ う 。 適 当 な 配 列 と し て は 、 大 腸 菌 に 対 す る Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ ま た
は Ｉ ｐ ｐ 、 酵 母 に 対 す る ア ル フ ァ 因 子 、 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 に 対 す る ヘ ル ペ ス ｇ Ｄ な ど の
ウ イ ル ス シ グ ナ ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 天 然 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 分 子 の 他 の 挿 入 変 異 体 と し て は 、 該 受 容 体 の Ｎ － ま た は Ｃ － 末 端 へ の
免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば β － ラ ク タ マ ー ゼ や 大 腸 菌 の ｔ ｒ ｐ 遺 伝 子 座 に よ り コ ー
ド さ れ る 酵 素 な ど の 細 菌 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 酵 母 タ ン パ ク 質 の 融 合 、 お よ び 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 領 域 (好 ま し く は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 )、 ア ル ブ ミ ン 、 ま た は フ ェ リ チ ン な ど
の よ う な 長 い 半 減 期 を 有 す る タ ン パ ク 質 の Ｃ － 末 端 融 合 が 挙 げ ら れ る (１ ９ ８ ９ 年 ４ 月 ６
日 に 公 開 さ れ た Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ ２ ９ ２ ２ に 記 載 さ れ て い る よ う に )。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 変 異 体 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 特 性 を 前 以 て 予 測 す る こ と は し ば し ば 困 難 で あ る の で 、 最 適 の 変
異 体 を 選 択 す る た め の あ る 種 の ス ク リ ー ニ ン グ が 必 要 で あ ろ う こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 天 然 ま た は 変 異 体 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 が 得 ら れ た ら 、 こ れ を 一 般 に さ ら に
ク ロ ー ニ ン グ (Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 )す る た め 、 ま た は 発 現 の た め に 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に
ラ イ ゲ ー ト す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 発 現 ベ ク タ ー お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 １ ま た
は そ れ 以 上 の 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 中 で 複 製 す る こ と を 可 能 に す る 核 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
適 当 な ベ ク タ ー の 選 択 は 、 １ )Ｄ Ｎ Ａ 増 幅 か ま た は Ｄ Ｎ Ａ 発 現 の い ず れ に 用 い る の か 、 ２ )
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ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す べ き Ｄ Ｎ Ａ の サ イ ズ 、 お よ び ３ )ベ ク タ ー で 形 質 転 換 す べ き 宿 主 細 胞
に 依 存 す る で あ ろ う 。 各 ベ ク タ ー は 、 そ の 機 能 (Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 か ま た は Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 か )お
よ び そ れ が 適 合 す る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 種 々 の 成 分 を 含 む 。 こ れ ら ベ ク タ ー 成 分 と し て は 、
一 般 に 下 記 の う ち の １ ま た は そ れ 以 上 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い ：
シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 起 点 、 １ ま た は そ れ 以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー 要 素 、 プ ロ
モ ー タ ー 、 お よ び 転 写 終 結 配 列 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
(i)シ グ ナ ル 配 列 成 分
　 一 般 に 、 シ グ ナ ル 配 列 は ベ ク タ ー の 成 分 で あ っ て よ く 、 ま た は ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る
ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 一 部 で あ っ て よ い 。 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 プ ロ セ
シ ン グ に よ り 開 裂 さ れ て 成 熟 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を 生 成 し た と き の 該 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 末 端
(該 Ｄ Ｎ Ａ の ５ '末 端 )に シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 。 し か し な が ら 、 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 細 胞
外 ド メ イ ン と 細 胞 質 ド メ イ ン と の 間 に 膜 接 着 ド メ イ ン (membrane anchoring domain)を 含
む た め 、 宿 主 細 胞 か ら 分 泌 さ れ な い 。 そ れ ゆ え 、 分 泌 形 態 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を 生 成 す る に は
、 膜 接 着 ド メ イ ン (膜 貫 通 ド メ イ ン と も よ ば れ る )を 通 常 欠 失 さ せ る か ま た は 他 の 仕 方 で 不
活 化 さ せ る (た と え ば 、 点 変 異 に よ っ て )。 一 般 に 、 細 胞 質 ド メ イ ン も ま た 膜 接 着 ド メ イ ン
と と も に 欠 失 さ せ る 。 切 断 さ れ た (ま た は 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 化 さ れ た )ｔ ｒ ｋ 受 容 体 変
異 体 は 、 該 切 断 さ れ た 変 異 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が ア ミ ノ 末 端 の シ グ ナ ル 配 列 を 保 持 し て
い る 限 り に お い て 該 細 胞 か ら 分 泌 さ れ う る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 範 囲 に は 、 天 然 の シ グ ナ ル 配 列 が 欠 失 さ れ 、 異 種 の シ グ ナ ル 配 列 で 置 換 さ れ た
ｔ ｒ ｋ 受 容 体 が 含 ま れ る 。 選 択 さ れ る 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ プ
ロ セ シ ン グ さ れ る (す な わ ち 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ り 開 裂 さ れ る )も の で な け れ ば な
ら な い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 シ グ ナ ル 配 列 を 認 識 お よ び プ ロ セ シ ン グ し な い 原 核 宿 主 細 胞 に 対 し
て は 、 該 シ グ ナ ル 配 列 を 、 た と え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ リ
ー ダ ー 、 ｌ ｐ ｐ リ ー ダ ー 、 ま た は 熱 安 定 な エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ リ ー ダ ー よ り な る 群 か ら
選 ば れ た 原 核 細 胞 の シ グ ナ ル 配 列 で 置 換 す る 。 酵 母 で の 分 泌 に は 、 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 シ
グ ナ ル 配 列 を 酵 母 の イ ン ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 ア ル フ ァ 因 子 リ ー ダ ー 、 ま た は 酸 性 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー で 置 換 す る 。 哺 乳 動 物 細 胞 で の 発 現 に お い て は 、 天 然 の シ グ ナ ル 配 列 で
よ い が 、 他 の 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル 配 列 が 適 当 な こ と も あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
(ii)複 製 起 点 成 分
　 発 現 ベ ク タ ー お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 両 者 と も 、 １ ま た は そ れ 以 上 の 選 択 さ れ た
宿 主 細 胞 中 で の 複 製 を 可 能 と す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 一 般 に 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で は 、
こ の 配 列 は 宿 主 染 色 体 と 独 立 に 複 製 す る こ と を 可 能 と す る 配 列 で あ り 、 複 製 起 点 お よ び 自
律 複 製 配 列 を 含 む 。 か か る 配 列 は 、 種 々 の 細 菌 、 酵 母 お よ び ウ イ ル ス に つ い て よ く 知 ら れ
て い る 。 よ く 知 ら れ た ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ か ら の 複 製 起 点 が 大 抵 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 適 し て お り
、 ２ μ プ ラ ス ミ ド 起 点 が 酵 母 に 適 し て お り 、 種 々 の ウ イ ル ス 起 点 (Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ
、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ ま た は Ｂ Ｐ Ｖ )が 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー
に 有 用 で あ る 。 複 製 起 点 は 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に は 必 要 で な い (Ｓ Ｖ ４ ０ 起 点 は 、 そ れ
が 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 含 む こ と の み の 理 由 に よ っ て 一 般 に 用 い ら れ る )。 大 抵 の 発 現 ベ ク
タ ー は 「 シ ャ ト ル 」 ベ ク タ ー で あ る 、 す な わ ち 少 な く と も 一 つ の ク ラ ス の 生 物 に お い て 複
製 す る こ と が で き る が 、 発 現 の た め に 他 の 生 物 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き
る 。 た と え ば 、 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 つ い で 、 宿 主 細 胞 染 色 体 と は 独 立
に 複 製 す る こ と が で き な い と き で も 同 ベ ク タ ー を 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 中 に 発 現 の た め
に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ は ま た 、 宿 主 ゲ ノ ム 中 に 挿 入 す る こ と に よ り ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ の こ と は 、
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た と え ば バ シ ラ ス (Ｂ acillus)種 を 宿 主 と し て 用 い 、 バ シ ラ ス の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に み ら れ る
配 列 と 相 補 的 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ベ ク タ ー 中 に 含 め る こ と に よ り 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 バ
シ ラ ス を こ の ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る と 、 該 ゲ ノ ム と 所 望 の 異 種 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 挿 入 配 列 と の 相 同 的 組 換 え と な る 。 し か し な が ら 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
の 回 収 は 外 来 的 に 複 製 し た ベ ク タ ー よ り も 複 雑 な も の と な る 。 な ぜ な ら 、 コ ー ド さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド 分 子 を 切 り 出 す の に 制 限 酵 素 消 化 が 必 要 で あ る か ら で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
(iii)選 択 遺 伝 子 成 分
　 発 現 ベ ク タ ー お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 選 択 遺 伝 子 (選 択 マ ー カ ー と も よ ば れ る )
を 含 ん で い な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 生 存 ま
た は 増 殖 に 必 要 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 こ の 遺 伝 子 の 存 在 に よ り 、 該 ベ
ク タ ー を 欠 失 し た 宿 主 細 胞 が 形 質 転 換 し た 宿 主 に 対 し て 増 殖 ま た は 生 殖 に 関 し て 有 利 で な
い こ と が 確 実 に な る 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (ａ )抗 生 物 質 や 他 の 毒 素 、 た と え ば ア ン ピ
シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す
る タ ン パ ク 質 、 (ｂ )栄 養 要 求 欠 乏 を 補 足 す る タ ン パ ク 質 、 ま た は (ｃ )複 合 培 地 か ら 利 用 で
き な い 不 可 欠 な 栄 養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 た と え ば 桿 菌 の Ｄ － ア ラ ニ ン ラ
セ マ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 選 択 ス キ ー ム の 一 例 は 、 宿 主 細 胞 の 増 殖 を 阻 止 す る 薬 剤 を 利 用 す る も の で あ る 。 異 種 遺
伝 子 で 首 尾 よ く 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 薬 剤 耐 性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 そ れ ゆ え
選 択 レ ジ メ ン を 生 き 残 る 。 か か る 主 要 な 選 択 の 例 で は 、 薬 剤 の ネ オ マ イ シ ン [サ ザ ー ン (Ｓ
outhern)ら 、 Ｊ .Ｍ olec.Ａ ppl.Ｇ enet.１ 、 ３ ２ ７ (１ ９ ８ ２ )]、 マ イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 [マ
リ ガ ン (Ｍ ulligan)ら 、 Ｓ cience ２ ０ ９ 、 １ ４ ２ ２ (１ ９ ８ ０ )]、 ま た は ハ イ グ ロ マ イ シ
ン [サ ジ ェ ン (Ｓ udgen)ら 、 Ｍ ol.Ｃ ell.Ｂ iol.５ 、 ４ １ ０ ～ ４ １ ３ (１ ９ ８ ５ )]を 利 用 す る
。 上 記 ３ つ の 例 で は 、 そ れ ぞ れ 適 当 な 薬 剤 で あ る Ｇ ４ １ ８ ま た は ネ オ マ イ シ ン (ジ ェ ネ チ
シ ン )、 ｘ ｇ ｐ ｔ (マ イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 )、 ま た は ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す
べ く 真 核 細 胞 制 御 下 に 細 菌 遺 伝 子 を 用 い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に 適 し た 選 択 マ ー カ ー の 他 の 例 は 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ (Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ )
ま た は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ で あ る 。 か か る マ ー カ ー は 、 所 望 の 核 酸 を 取 り 込 む の に コ ン ピ テ
ン ト な 細 胞 の 同 定 を 可 能 に す る 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 形 質 転 換 体 を 、 マ ー カ ー の 取 り 込 み に よ
り 形 質 転 換 体 の み が 生 存 可 能 な よ う に 適 合 し た 選 択 圧 下 に お く 。 選 択 圧 の 負 荷 は 、 形 質 転
換 体 を 培 地 中 の 選 択 剤 の 濃 度 が 連 続 的 に 変 化 す る 条 件 下 で 培 養 し 、 そ れ に よ っ て 選 択 遺 伝
子 お よ び 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 両 方 の 増 幅 へ 導 く こ と に よ り 行 う 。 増
幅 は 、 増 殖 に 不 可 欠 の タ ン パ ク 質 の 産 生 の た め に 一 層 要 求 さ れ る 遺 伝 子 が 組 換 え 細 胞 の 継
続 的 な 世 代 の 染 色 体 内 に 直 列 に 反 復 さ れ る プ ロ セ ス で あ る 。 増 幅 し た Ｄ Ｎ Ａ か ら は 増 加 量
の 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド (ｔ ｒ ｋ 含 有 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド か ま た は そ の セ グ メ ン ト )が 合 成 さ
れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 た と え ば 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 選 択 遺 伝 子 で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 グ リ シ ン 、
お よ び チ ミ ジ ン を 欠 く 培 地 中 で す べ て の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ り 最 初 に 同 定 さ れ
る 。 こ の 場 合 に 適 し た 宿 主 細 胞 は 、 ウ ア ラ ウ プ (Ｕ rlaub)お よ び チ ェ イ シ ン (Ｃ hasin)に よ
り 記 載 さ れ た よ う に し て (Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ７ ７ 、 ４ ２ １ ６ (１ ９ ８ ０ ))調
製 お よ び 増 殖 し た Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 活 性 を 欠 く チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 株 で あ る
。 と り わ け 有 用 な Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ は 、 Ｍ Ｔ Ｘ に 高 度 に 耐 性 の 変 異 体 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ で あ る (Ｅ Ｐ １ １ ７ ,
０ ６ ０ 号 )。 こ の 選 択 剤 は 、 内 生 の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ の 存 在 の 如 何 に か か わ ら ず 、 他 の 面 で は 適 当
な い か な る 宿 主 、 た と え ば Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． Ｃ Ｃ Ｌ ６ １  Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ に 用 い る こ と が で き
る 。 つ い で 、 そ れ ぞ れ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ お よ び 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 該 Ｄ Ｈ Ｆ
Ｒ を 不 活 化 す る 剤 (メ ト ト レ キ セ ー ト 、 す な わ ち Ｍ Ｔ Ｘ )に 暴 露 す る こ と に よ り 増 幅 さ れ る
。 そ の 後 の ラ ウ ン ド の 一 層 高 濃 度 の Ｍ Ｔ Ｘ 中 で 増 殖 し う る 細 胞 の み を 選 択 す る こ と に よ り
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、 細 胞 が 一 層 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 必 要 と す る (従 っ て 、 す べ て の 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ る )こ と が 確
実 に な る 。 別 法 と し て 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を コ ー
ド す る 遺 伝 子 、 お よ び ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 な ど の 他 の 選 択 マ ー カ ー を 同 時 に 形 質 転 換 し た 宿 主 は
、 Ｇ ４ １ ８ な ど の 選 択 マ ー カ ー の た め の 選 択 剤 を 用 い て 同 定 す る こ と が で き 、 つ い で 内 生
の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 有 す る 野 生 型 宿 主 中 で メ ト ト レ キ セ ー ト を 用 い て 選 択 お よ び 増 殖 す る こ と が
で き る (米 国 特 許 第 ４ ,９ ６ ５ ,１ ９ ９ 号 を も 参 照 )。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 酵 母 中 で 使 用 す る の に 適 し た 適 当 な 選 択 遺 伝 子 は 酵 母 プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ ｐ ７ 中 に 存 在 す る
ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 で あ る (ス テ ィ ン チ コ ー ム (Ｓ tinchcomb)ら 、 １ ９ ７ ９ 、 Ｎ ature ２ ８ ２ ：
３ ９ ； キ ン グ ス マ ン (Ｋ ingsman)ら 、 １ ９ ７ ９ 、 Ｇ ene ７ ： １ ４ １ ； ま た は チ ェ ン パ ー (Ｔ
schemper)ら 、 １ ９ ８ ０ 、 Ｇ ene １ ０ ： １ ５ ７ )。 ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 は 、 ト リ プ ト フ ァ ン 中 で
増 殖 す る 能 力 を 欠 く 酵 母 の 変 異 体 株 、 た と え ば Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． ４ ４ ０ ７ ６ ま た は Ｐ Ｅ Ｐ
４ － １ (ジ ョ ー ン ズ (Ｊ ones)、 １ ９ ７ ７ 、 Ｇ enetics ８ ５ ： １ ２ )に 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す
る 。 つ い で 、 酵 母 宿 主 細 胞 中 の ｔ ｒ ｐ １ 領 域 の 存 在 は 、 ト リ プ ト フ ァ ン の 不 在 中 で 増 殖 さ
せ る こ と に よ り 形 質 転 換 を 検 出 す る た め の 有 効 な 環 境 を 提 供 す る 。 同 様 に 、 ｌ ｅ ｕ ２ 欠 失
酵 母 株 (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ２ ０ ,６ ２ ２ ま た は ３ ８ ,６ ２ ６ )は 、 ｌ ｅ ｕ ２ 遺 伝 子 を 有 す る 既 知 の プ ラ
ス ミ ド に よ り 補 足 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
(iv)プ ロ モ ー タ ー 成 分
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と 違 っ て 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 生 物 に よ っ て 認 識 さ れ 所 望 の ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 に 作 動 可 能 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で い な け れ ば な ら な
い 。 プ ロ モ ー タ ー は 構 造 遺 伝 子 (一 般 に 約 １ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 内 )の 開 始 コ ド ン の 上 流 に
位 置 す る 非 翻 訳 配 列 で あ り 、 そ の 制 御 下 に 核 酸 の 転 写 お よ び 翻 訳 を 制 御 す る 。 プ ロ モ ー タ
ー は 典 型 的 に 誘 導 性 お よ び 構 成 的 の ２ つ の ク ラ ス に 分 け ら れ る 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー は 、
培 養 条 件 の 変 化 、 た と え ば 栄 養 素 の 存 在 ま た は 不 在 ま た は 温 度 の 変 化 に 応 答 し て 、 そ の 制
御 下 に Ｄ Ｎ Ａ か ら の 増 加 し た レ ベ ル の 転 写 を 開 始 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 現 時 点 で は 種
々 の 可 能 な 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 多 数 の プ ロ モ ー タ ー が よ く 知 ら れ て い る 。 こ れ ら プ
ロ モ ー タ ー は 、 そ の 由 来 す る 遺 伝 子 か ら 制 限 酵 素 消 化 に よ り 除 去 し 、 つ い で 発 現 す べ き ポ
リ ペ プ チ ド の 開 始 コ ド ン の ５ '側 に 挿 入 す る こ と に よ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 。 こ の こ と は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の ゲ ノ ム プ ロ モ ー タ ー を 使
用 で き な い と い う こ と で は な い 。 し か し な が ら 、 一 般 に 異 種 プ ロ モ ー タ ー は 天 然 の ｔ ｒ ｋ
受 容 体 プ ロ モ ー タ ー に 比 べ て 発 現 さ れ る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 一 層 大 き な 転 写 お よ び 一 層 高 い 収
量 が 得 ら れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 原 核 細 胞 宿 主 に 使 用 す る の に 適 し た プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ お よ び ラ
ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 (チ ャ ン グ (Ｃ hang)ら 、 Ｎ ature ２ ７ ５ ： ６ １ ５ (１ ９ ７ ８ )； お
よ び ゴ ッ デ ル (Ｇ oeddel)ら 、 Ｎ ature ２ ８ １ ： ５ ４ ４ (１ ９ ７ ９ ))、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン (ｔ ｒ ｐ )プ ロ モ ー タ ー 系 (ゴ ッ デ ル ら 、 Ｎ ucleic Ａ cids Ｒ es.、 ８
： ４ ０ ５ ７ (１ ９ ８ ０ )お よ び Ｅ Ｐ Ｏ 出 願 公 開 第 ３ ６ ,７ ７ ６ 号 )お よ び ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー
(ド ゥ ・ ベ ー ル (Ｈ .de Ｂ oer)ら 、 Ｐ roc.Ｎ at'l.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ８ ０ ： ２ １ ～ ２ ５ (１
９ ８ ３ ))な ど の ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 他 の 知 ら れ た 細
菌 プ ロ モ ー タ ー も 適 し て い る 。 そ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 刊 行 さ れ て お り 、 そ れ に よ り
当 業 者 は 必 要 な 制 限 部 位 を 供 給 す る た め に リ ン カ ー ま た は ア ダ プ タ ー を 用 い 、 こ れ ら プ ロ
モ ー タ ー を ｔ ｒ ｋ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ (ジ ー ベ ン リ ス ト (Ｓ iebenlist)ら 、 Ｃ ell ２ ０ ： ２
６ ９ (１ ９ ８ ０ ))に 作 動 可 能 に 連 結 す る こ と が で き る 。 細 菌 系 に 用 い る プ ロ モ ー タ ー は ま
た 、 ｔ ｒ ｋ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 作 動 可 能 に 連 結 し た シ ャ イ ン － ダ ル ガ ー ノ (Ｓ .Ｄ .)配 列
を も 含 む で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 酵 母 宿 主 に 用 い る の に 適 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 と し て は 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ
ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー (ヒ ッ ツ ェ マ ン (Ｈ itzeman)ら 、 Ｊ .Ｂ iol.Ｃ hem.２ ５ ５ ： ２ ０ ７ ３ (１
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９ ８ ０ ))、 ま た は エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ
ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ
ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス
リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ お よ び グ ル コ キ ナ ー ゼ な ど の 他 の 解
糖 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー (ヘ ス (Ｈ ess)ら 、 Ｊ .Ａ dv.Ｅ nzyme Ｒ eq.７ ： １ ４ ９ (１ ９ ７ ８ )；
お よ び ホ ラ ン ド (Ｈ olland)、 Ｂ iochemistry １ ７ ： ４ ９ ０ ０ (１ ９ ７ ８ ))が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 増 殖 条 件 に よ り 制 御 さ れ る 転 写 の さ ら な る 利 点 を 有 す る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー で あ る 他 の
酵 母 プ ロ モ ー タ ー は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ー ム Ｃ 、 酸 性 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 与 す る 分 解 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３ －
リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 お よ び マ ル ト ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 に 関 わ る 酵 素 の プ
ロ モ ー タ ー 領 域 で あ る 。 酵 母 発 現 に 使 用 す る の に 適 し た ベ ク タ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー は ヒ
ッ ツ ェ マ ン ら の Ｅ Ｐ ７ ３ ,６ ５ ７ Ａ に さ ら に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 の エ ン ハ ン サ ー も ま た
酵 母 プ ロ モ ー タ ー と と も に 有 利 に 使 用 で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 真 核 細 胞 に つ い て 知 ら れ て い る 。 本 質 的 に す べ て の 真 核 細 胞 の 遺 伝
子 は 、 翻 訳 が 開 始 さ れ る 部 位 の 約 ２ ５ ～ ３ ０ 塩 基 上 流 の 位 置 に Ａ Ｔ に 富 む 領 域 を 有 す る 。
多 く の 遺 伝 子 の 転 写 の 開 始 部 位 か ら ７ ０ ～ ８ ０ 塩 基 上 流 に み ら れ る 他 の 配 列 は Ｃ Ｘ Ｃ Ａ Ａ
Ｔ (Ｘ は い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド で あ る )領 域 で あ る 。 大 抵 の 真 核 細 胞 遺 伝 子 の ３ '末 端 に
は Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ 配 列 が 存 在 し 、 こ れ は コ ー ド 配 列 の ３ '末 端 へ の ポ リ Ａ テ ー ル の 付 加 の シ
グ ナ ル で あ る か も し れ な い 。 こ れ ら 配 列 は す べ て 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に 適 当 に 挿 入
さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 中 で の ベ ク タ ー か ら の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 転 写 は 、 プ ロ モ ー タ ー が 宿 主 細
胞 系 と 適 合 し う る こ と を 条 件 と し て 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス (１ ９ ８ ９ 年 ７
月 ５ 日 公 開 の Ｕ Ｋ ２ ,２ １ １ ,５ ０ ４ )、 ア デ ノ ウ イ ル ス (ア デ ノ ウ イ ル ス ２ な ど )、 ウ シ パ
ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝
炎 ウ イ ル ス お よ び 最 も 好 ま し く は シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ (Ｓ Ｖ ４ ０ )な ど の ウ イ ル ス の ゲ ノ
ム か ら 得 ら れ た プ ロ モ ー タ ー 、 異 種 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 、 た と え ば ア ク チ ン プ ロ モ ー タ
ー や 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ｔ ｒ ｋ 受 容 体 配 列 に
通 常 付 随 す る プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ う る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 Ｓ Ｖ ４ ０ ウ イ ル ス の 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ウ イ ル ス の 複 製 起 点 を 含
む Ｓ Ｖ ４ ０ 制 限 断 片 と し て 都 合 よ く 得 ら れ る [フ ァ イ ヤ ー ズ (Ｆ iers)ら 、 Ｎ ature ２ ７ ３
： １ １ ３ (１ ９ ７ ８ )、 マ リ ガ ン (Ｍ ulligan)お よ び バ ー グ (Ｂ erg)、 Ｓ cience ２ ０ ９ 、 １
４ ２ ２ ～ １ ４ ２ ７ (１ ９ ８ ０ )； パ ブ ラ キ ス (Ｐ avlakis)ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ
Ａ  ７ ８ ： ７ ３ ９ ８ ～ ７ ４ ０ ２ (１ ９ ８ １ )]。 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 即 時 (immediate
)初 期 プ ロ モ ー タ ー は Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ Ｅ 制 限 断 片 と し て 都 合 よ く 得 ら れ る [グ リ ー ナ ウ エ イ
(Ｇ reenaway)ら 、 Ｇ ene １ ８ 、 ３ ５ ５ ～ ３ ６ ０ (１ ９ ８ ２ )]。 ベ ク タ ー と し て ウ シ パ ピ ロ
ー マ ウ イ ル ス を 用 い た 哺 乳 動 物 宿 主 中 で の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 系 が 米 国 特 許 第 ４ ,４ １ ９ ,４ ４ ６
号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ の 系 の 変 法 は 米 国 特 許 第 ４ ,６ ０ １ ,９ ７ ８ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
ヒ ト 免 疫 イ ン タ ー フ ェ ロ ン を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の サ ル 細 胞 中 で の 発 現 に 関 し て は グ レ イ
(Ｇ ray)ら の Ｎ ature ２ ９ ５ 、 ５ ０ ３ ～ ５ ０ ８ (１ ９ ８ ２ )を も 参 照 ； 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス か ら の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で の マ ウ ス 細 胞 中 で の ヒ ト β － イ ン タ ー
フ ェ ロ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 に 関 し て は レ イ ズ (Ｒ eyes)ら の Ｎ ature ２ ９ ７ 、 ５ ９ ８ ～ ６ ０ １
(１ ９ ８ ２ )を 参 照 ； 培 養 マ ウ ス お よ び ウ サ ギ 細 胞 中 で の ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン β １ 遺 伝 子
の 発 現 に 関 し て は カ ナ ー ニ (Ｃ anaani)お よ び バ ー グ 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ７
９ 、 ５ １ ６ ６ ～ ５ １ ７ ０ (１ ９ ８ ２ )を 参 照 ； お よ び ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の 長 末 端 リ ピ ー ト
(long terminal repeat)を 用 い た Ｃ Ｖ － １ サ ル 腎 臓 細 胞 、 ニ ワ ト リ 胚 線 維 芽 細 胞 、 チ ャ イ
ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 、 ヒ ー ラ 細 胞 、 お よ び マ ウ ス Ｈ Ｉ Ｎ － ３ Ｔ ３ 細 胞 中 で の 細 菌 Ｃ
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Ａ Ｔ 配 列 の 発 現 に 関 し て は ゴ ー マ ン (Ｇ orman)ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ７ ９
、 ６ ７ ７ ７ ～ ６ ７ ８ １ (１ ９ ８ ２ )を 参 照 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 マ ウ ス ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を ク ロ ー ニ ン グ す る 際 に 使 用 す る 実 際 の プ ラ ス ミ ド は マ ウ ス の ３ －
ヒ ド ロ キ シ － ３ － メ チ ル グ ル タ リ ル 補 酵 素 Ａ レ ダ ク タ ー ゼ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー [ゴ ー チ
エ (Ｇ autier)ら 、 Ｎ ucleic Ａ cids Ｒ es.１ ７ 、 ８ ３ ８ ９ (１ ９ ８ ９ )]を 含 ん で お り 、 一 方
、 発 現 ク ロ ー ニ ン グ に 際 し て 使 用 し た リ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド [ｐ Ｕ Ｍ Ｓ (Ｇ Ｔ )８ － Ｔ ａ ｃ ]
は 人 工 的 な 多 量 体 化 し た ｔ ｒ ｋ の 受 容 体 誘 導 性 (recepto－ inducible)プ ロ モ ー タ ー 要 素 [
マ ク ド ナ ル ド (Ｍ cＤ onald)ら 、 Ｃ ell６ ０ 、 ７ ６ ７ ～ ７ ７ ９ (１ ９ ９ ０ )]を 含 ん で い た 。
【 ０ １ １ ６ 】
(v)エ ン ハ ン サ ー 要 素 成 分
　 高 等 真 核 細 胞 に よ る 本 発 明 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は 、 ベ ク タ ー 中 に
エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ り し ば し ば 増 加 す る 。 エ ン ハ ン サ ー は プ ロ モ ー タ ー
上 に 作 用 し て そ の 転 写 を 増 加 さ せ る 、 通 常 、 約 １ ０ ～ ３ ０ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ の シ ス 作 用 性 要
素 で あ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 転 写 ユ ニ ッ ト の ５ '側 [ラ イ ミ ン ズ (Ｌ aimins)ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.
Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ７ ８ 、 ９ ９ ３ (１ ９ ８ １ )]お よ び ３ '側 [ラ ス キ ー (Ｌ asky)ら 、 Ｍ ol.Ｃ
ell.Ｂ iol.３ 、 １ １ ０ ８ (１ ９ ８ ３ )]、 イ ン ト ロ ン 内 [バ ネ ル ジ (Ｂ anerji)ら 、 Ｃ ell ３ ３
、 ７ ２ ９ (１ ９ ８ ３ )]並 び に コ ー ド 配 列 自 身 の 内 部 [オ ズ ボ ー ン (Ｏ sborne)ら 、 Ｍ ol.Ｃ ell
.Ｂ iol.４ 、 １ ２ ９ ３ (１ ９ ８ ４ )]に 認 め ら れ 、 方 向 お よ び 位 置 に 関 し て 比 較 的 独 立 で あ る
。 現 在 、 多 く の エ ン ハ ン サ ー 遺 伝 子 が 哺 乳 動 物 遺 伝 子 (グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ
ミ ン 、 α － フ ェ ト プ ロ テ イ ン お よ び イ ン ス リ ン )か ら 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 、 一 般
に 、 真 核 細 胞 ウ イ ル ス か ら の エ ン ハ ン サ ー が 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 例 と し て は 、 複 製 起 点
の 後 期 側 上 の Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー (ｂ ｐ １ ０ ０ ～ ２ ７ ０ )、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 初 期
プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 上 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び ア デ
ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 挙 げ ら れ る 。 真 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 の た め の エ ン ハ ン
サ ー 要 素 に 関 し て は 、 ヤ ニ ブ (Ｙ aniv)、 Ｎ ature ２ ９ ７ 、 １ ７ ～ １ ８ (１ ９ ８ ２ )を も 参 照
。 エ ン ハ ン サ ー は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ の ５ '側 ま た は ３ '側 の 位 置 に て ベ ク タ ー 中 に ス プ ラ
イ ス さ れ る が 、 プ ロ モ ー タ ー の ５ '側 の 部 位 に 位 置 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ７ 】
(vi)転 写 終 結 要 素
　 真 核 細 胞 宿 主 細 胞 (酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 ま た は 他 の 多 細 胞 生 物 か ら
の 有 核 細 胞 )で 使 用 す る 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 転 写 の 終 結 お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要
な 配 列 を も 含 む で あ ろ う 。 か か る 配 列 は 、 真 核 細 胞 ま た は ウ イ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ
Ａ の ５ '側 、 場 合 に よ っ て は ３ '側 の 非 翻 訳 領 域 か ら 普 通 に 利 用 で き る 。 こ れ ら 領 域 は 、 ｔ
ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 部 分 中 の ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト を 含 む 。 ３ '非 翻 訳 領 域 は ま た 転 写 終 結 部 位 を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 記 １ ま た は そ れ 以 上 の 要 素 、 所 望 の コ ー ド 配 列 お よ び 調 節 配 列 を 含 む 適 当 な ベ ク タ ー
の 構 築 に は 、 標 準 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 法 を 用 い る 。 単 離 し た プ ラ ス ミ ド ま た は Ｄ Ｎ Ａ 断 片
を 開 裂 し 、 テ ー リ ン グ し 、 必 要 な プ ラ ス ミ ド を 生 成 す る の に 望 ま し い 形 態 に 再 ラ イ ゲ ー ト
す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 構 築 し た プ ラ ス ミ ド 中 で 配 列 が 正 し い こ と を 確 認 す る た め の 分 析 の た め 、 ラ イ ゲ ー シ ョ
ン 混 合 物 を 用 い て 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 株 ２ ９ ４ (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ １ ,４ ４ ６ )を 形 質 転 換 し 、 首 尾 よ く
い っ た 形 質 転 換 体 を 必 要 に 応 じ て ア ン ピ シ リ ン ま た は テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 に よ り 選 択 す
る 。 こ れ ら 形 質 転 換 体 か ら の プ ラ ス ミ ド を 調 製 し 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 に よ り 分
析 し 、 お よ び ／ ま た は メ ッ シ ン グ ら の 方 法 (Ｎ ucleicＡ cids Ｒ es. ９ 、 ３ ０ ９ (１ ９ ８ １ )
)か ま た は マ ク サ ム ら の 方 法 (Ｍ ethods inＥ nzymology ６ ５ 、 ４ ９ ９ (１ ９ ８ ０ ))に よ り 配
列 決 定 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
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　 本 発 明 を 実 施 す る に 際 し て 特 に 有 用 な も の は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 哺 乳
動 物 細 胞 中 で の 一 過 性 発 現 を 提 供 す る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 一 般 に 、 一 過 性 の 発 現 ベ ク タ
ー は 、 宿 主 細 胞 が 多 く の コ ピ ー の 発 現 ベ ク タ ー を 蓄 積 し 、 そ の こ と が 今 度 は 該 発 現 ベ ク タ
ー に よ っ て コ ー ド さ れ る 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 高 レ ベ ル で 合 成 す べ く 、 宿 主 細 胞 中 で 効 率
的 に 複 製 し う る 発 現 ベ ク タ ー の 使 用 を 含 む 。 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 を 含 む 一
過 性 の 系 は 、 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 便 利 で 明 確 な 同 定 、 並 び
に 所 望 の 生 物 学 的 ま た は 生 理 学 的 特 性 に つ い て の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ
を 可 能 に す る 。 そ れ ゆ え 、 一 過 性 の 発 現 系 は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 類 似 体 お よ び 変 異 体 を 同 定
す る 目 的 の た め に 本 発 明 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 組 換 え 脊 椎 動 物 細 胞 培 養 中 で ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 合 成 に 適 合 さ せ る の に 適 し た 他 の 方 法 、 ベ
ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 は 、 ゲ ッ チ ン グ (Ｇ etting)ら 、 Ｎ ature ２ ９ ３ 、 ６ ２ ０ ～ ６ ２ ５ (
１ ９ ８ １ )； マ ン テ ル (Ｍ antel)ら 、 Ｎ ature ２ ８ １ 、 ４ ０ ～ ４ ６ (１ ９ ７ ９ )； レ ビ ン ソ ン
(Ｌ evinson)ら 、 Ｅ Ｐ １ １ ７ ,０ ６ ０ お よ び Ｅ Ｐ １ １ ７ ,０ ５ ８ に 記 載 さ れ て い る 。 ｔ ｒ ｋ
受 容 体 の 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 発 現 に 特 に 有 用 な プ ラ ス ミ ド は ｐ Ｒ Ｋ ５ (Ｅ Ｐ ３ ０ ７ ,２ ４ ７ )
で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 本 発 明 に お い て ベ ク タ ー を ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 す る の に 適 し た 宿 主 細 胞 は 、 上 記 原
核 細 胞 、 酵 母 ま た は 高 等 真 核 細 胞 で あ る 。 適 当 な 原 核 細 胞 と し て は 、 グ ラ ム 陰 性 ま た は グ
ラ ム 陽 性 生 物 、 た と え ば 、 大 腸 菌 ま た は 桿 菌 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い ク ロ ー ニ ン グ 宿 主 は
大 腸 菌 ２ ９ ４ (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ １ ,４ ４ ６ )で あ る が 、 大 腸 菌 Ｂ 、 大 腸 菌 Ｘ １ ７ ７ ６ (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３
１ ,５ ３ ７ )、 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ２ ７ ,３ ２ ５ )、 シ ュ ー ド モ ナ ス 種 、 ま た は セ ラ
チ ア ・ マ ル セ サ ン ス (Ｓ erratia Ｍ arcesans)な ど の 他 の グ ラ ム 陰 性 ま た は グ ラ ム 陽 性 原 核
細 胞 も 適 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 原 核 細 胞 に 加 え て 、 繊 維 状 真 菌 ま た は 酵 母 な ど の 真 核 微 生 物 も 本 発 明 の ベ ク タ ー の 適 当
な 宿 主 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Ｓ accharomyces cerevisiae)や そ の 他 の 普
通 の バ ン 酵 母 は 、 低 級 の 真 核 宿 主 微 生 物 の 中 で も 最 も 普 通 に 用 い ら れ て い る 。 し か し な が
ら 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ (Ｓ .pombe)[ビ ー チ (Ｂ each)お よ び ナ ー ス (Ｎ urse)、 Ｎ ature
 ２ ９ ０ 、 １ ４ ０ (１ ９ ８ １ )]、 ク ル イ ベ ロ ミ セ ス ・ ラ ク チ ス (Ｋ luyveromyces lactis)[ル
ー ベ ン コ ー ト (Ｌ ouvencourt)ら 、 Ｊ .Ｂ acteriol.７ ３ ７ (１ ９ ８ ３ )]； ヤ ロ ウ イ ア (yarrow
ia)(Ｅ Ｐ ４ ０ ２ ,２ ２ ６ )； ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス (Ｐ ichia pastoris)(Ｅ Ｐ １ ８ ３ ,０ ７ ０ )
、 ト リ コ デ ル マ ・ レ ー シ ア (Ｔ richoderma reesia)(Ｅ Ｐ ２ ４ ４ ,２ ３ ４ )、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ
・ ク ラ ッ サ (Ｎ eurospora crassa)[ケ ー ス (Ｃ ase)ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ７
６ 、 ５ ２ ５ ９ ～ ５ ２ ６ ３ (１ ９ ７ ９ )]； お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス (Ａ spergillus)宿 主 、 た と
え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ジ ュ ラ ン ス (Ａ .nidulans)[バ ラ ン ス (Ｂ allance)ら 、 Ｂ iochem.
Ｂ iophys.Ｒ es.Ｃ ommun.１ １ ２ 、 ２ ８ ４ ～ ２ ８ ９ (１ ９ ８ ３ )； チ ル バ ー ン (Ｔ ilburn)ら 、
Ｇ ene ２ ６ 、 ２ ０ ５ ～ ２ ２ １ (１ ９ ８ ３ )； イ ェ ル ト ン (Ｙ elton)ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.
Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ８ １ 、 １ ４ ７ ０ ～ １ ４ ７ ４ (１ ９ ８ ４ )]お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー (Ａ .n
iger)[ケ リ ー (Ｋ elly)お よ び ハ イ ン ズ (Ｈ ynes)、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｏ  Ｊ .４ 、 ４ ７ ５ ～ ４ ７ ９ (１ ９
８ ５ )]な ど の 他 の 多 く の 属 、 種 お よ び 株 は 普 通 に 入 手 で き 、 本 発 明 に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 適 当 な 宿 主 細 胞 は ま た 多 細 胞 生 物 に 由 来 し て も よ い 。 か か る 宿 主 細 胞 は 、 プ ロ セ シ ン グ
活 性 お よ び グ リ コ シ ル 化 活 性 を 複 合 し う る 。 原 則 と し て 、 脊 椎 動 物 培 養 か 無 脊 椎 動 物 培 養
か に か か わ ら ず 、 い か な る 高 等 真 核 細 胞 培 養 も 利 用 で き る が 、 ヒ ト な ど の 哺 乳 動 物 か ら の
細 胞 が 好 ま し い 。 無 脊 椎 動 物 細 胞 の 例 と し て は 、 植 物 細 胞 お よ び 昆 虫 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ (Ｓ podoptera frugiperda)(イ モ ム シ )、 エ デ ス ・ エ ジ プ テ ィ
(Ａ edes aegypti)(蚊 )、 エ デ ス ・ ア ル ボ ピ ク ツ ス (Ａ edes albopictus)(蚊 )、 ド ロ ソ フ ィ
ラ ・ メ ラ ノ ガ ス タ ー (Ｄ rosophila melanogaster)(シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 お よ び ボ ン ビ ク ス
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Ｅ ． 宿 主 細 胞 の 選 択 お よ び 形 質 転 換



・ モ リ (Ｂ ombyx mori)宿 主 細 胞 な ど の 宿 主 か ら 数 多 く の バ ク ロ ウ イ ル ス 株 お よ び 変 異 体 お
よ び 対 応 す る 許 容 し う る 昆 虫 宿 主 細 胞 が 同 定 さ れ て い る 。 ル ッ コ ウ (Ｌ uckow)ら 、 Ｂ io/Ｔ
echnology ６ 、 ４ ７ ～ ５ ５ (１ ９ ８ ８ )； ミ ラ ー (Ｍ iller)ら 、 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ・ エ ン ジ ニ
ア リ ン グ (Ｇ enetic Ｅ ngineering)、 セ ッ ト ロ ウ (Ｓ etlow,Ｊ .Ｋ .)ら 編 、 Ｖ ol.８ (プ レ ナ
ム ・ パ ブ リ シ ン グ 、 １ ９ ８ ６ )、 ２ ７ ７ ～ ２ ７ ９ 頁 ； お よ び マ エ ダ (Ｍ aeda)ら 、 Ｎ ature 
３ １ ５ 、 ５ ９ ２ ～ ５ ９ ４ (１ ９ ８ ５ )参 照 。 か か る ウ イ ル ス 株 は 、 種 々 、 公 的 に 利 用 可 能 で
あ り (た と え ば 、 ア ウ ト グ ラ フ ァ ・ カ リ フ ォ ル ニ カ (Ａ utographa californica)Ｎ Ｐ Ｖ の Ｌ
－ １ 変 異 体 )、 か か る ウ イ ル ス は と り わ け ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ 細 胞 の ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン の た め に 本 発 明 に よ る ウ イ ル ス と し て 使 用 で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 綿 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ダ イ ズ 、 ペ チ ュ ニ ア 、 ト マ ト 、 お よ び タ バ コ の 植 物 細
胞 培 養 を 宿 主 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む よ う に 前
以 て 操 作 し て お い た 細 菌 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス (Ａ grobacterium tume
faciens)の あ る 株 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 植 物 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン す る 。 植 物 細 胞 培 養 を ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ チ ュ メ フ ァ シ エ ン ス と と も に イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 間 に 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 該 植 物 細 胞 宿 主 に 移 さ れ 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ て 適 当 な 条 件 下 で ｔ ｒ ｋ 受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る よ う に な る 。 加 え て 、 ノ パ
リ ン シ ン タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー や ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 配 列 な ど の 植 物 細 胞 と 適 合 し う る
調 節 配 列 お よ び シ グ ナ ル 配 列 も 利 用 で き る 。 デ ピ ッ カ ー (Ｄ epicker)ら 、 Ｊ .Ｍ ol.Ａ ppl.
Ｇ en.１ 、 ５ ６ １ (１ ９ ８ ２ )。 加 え て 、 Ｔ － Ｄ Ｎ Ａ ７ ８ ０ 遺 伝 子 の 上 流 か ら 単 離 し た Ｄ Ｎ
Ａ セ グ メ ン ト は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 植 物 組 織 で の 植 物 発 現 可 能 な 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ
ル を 活 性 化 ま た は 増 加 さ せ う る 。 １ ９ ８ ９ 年 ６ 月 ２ １ 日 に 公 開 さ れ た Ｅ Ｐ ３ ２ １ ,１ ９ ６
を 参 照 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 し か し な が ら 、 脊 椎 動 物 細 胞 で の 関 心 が 最 も 高 く 、 培 養 (組 織 培 養 )中 で の 脊 椎 動 物 細 胞
の 増 殖 は 、 そ れ 自 体 よ く 知 ら れ て い る 。 テ ィ ッ シ ュ ー ・ カ ル チ ャ ー (Ｔ issue Ｃ ulture)、
ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス 、 ク ル ー ズ (Ｋ ruse)お よ び パ タ ー ソ ン (Ｐ atterson)編 (１ ９ ７ ３ )参
照 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 株 の 例 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ に よ り 形 質 転 換 さ れ た サ ル 腎 臓 Ｃ Ｖ １ 株
(Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ １ ６ ５ １ )； ヒ ト 胚 腎 臓 細 胞 株 [２ ９ ３ ま た は 浮 遊 培 養 で の
増 殖 用 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た ２ ９ ３ 細 胞 、 グ ラ ハ ム (Ｇ raham)ら 、 Ｊ .Ｇ en.Ｖ irol.３ ６
、 ５ ９ (１ ９ ７ ７ )]； ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 臓 細 胞 ９ Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ １ ０ )； チ ャ
イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ － Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ [Ｃ Ｈ Ｏ 、 ウ ア ラ ウ プ お よ び チ ェ イ シ ン 、 Ｐ roc
.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ７ ７ 、 ４ １ ２ ６ (１ ９ ８ ０ )]； マ ウ ス セ ル ト リ 細 胞 [Ｔ Ｍ ４ 、
マ ザ ー (Ｍ ather)、 Ｂ iol.Ｒ eprod.２ ３ 、 ２ ４ ３ ～ ２ ５ １ (１ ９ ８ ０ )]； サ ル 腎 臓 細 胞 (Ｃ
Ｖ １  Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ７ ０ )； ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 細 胞 (Ｖ Ｅ Ｒ Ｏ － ７ ６ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  
Ｃ Ｒ Ｌ － １ ５ ７ ８ )； ヒ ト 頸 部 癌 腫 細 胞 (Ｈ Ｅ Ｌ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ２ )； イ ヌ 腎 臓 細 胞 (
Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ３ ４ )； バ ッ フ ァ ロ ー ラ ッ ト 肝 臓 細 胞 (Ｂ Ｒ Ｌ ３ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  
Ｃ Ｒ Ｌ １ ４ ４ ２ )； ヒ ト 肺 細 胞 (Ｗ １ ３ ８ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ７ ５ )； ヒ ト 肝 臓 細 胞 (Ｈ ｅ ｐ
Ｇ ２ 、 Ｈ Ｂ ８ ０ ６ ５ )； マ ウ ス 乳 腫 瘍 (Ｍ Ｍ Ｔ ０ ６ ０ ５ ６ ２ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ ５ １ )； Ｔ Ｒ
Ｉ 細 胞 [マ ザ ー ら 、 Ａ nnals Ｎ .Ｙ .Ａ cad.Ｓ ci.３ ８ ３ 、 ４ ４ ０ ６ ８ (１ ９ ８ ２ )]； Ｍ Ｒ Ｃ
５ 細 胞 ； Ｆ Ｓ ４ 細 胞 ； お よ び ヒ ト 肝 癌 細 胞 株 (Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ )で あ る 。 好 ま し い 宿 主 細 胞 は ヒ
ト 胚 腎 臓 ２ ９ ３ お よ び チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 特 に 好 ま し い 宿 主 細 胞 は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を 産 生 す る 脊 椎 動 物 細 胞
で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 宿 主 細 胞 を 上 記 発 現 ま た は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 好 ま し
く は 形 質 転 換 し 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 す べ く ま た は 増 幅 遺 伝 子 を 含 む 形 質 転 換 体 を 選 択 す
べ く 適 当 に 改 変 し た 通 常 の 栄 養 培 地 中 で 培 養 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
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　 本 発 明 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る の に 用 い た 原 核 生 物 細 胞 を 、 サ ン ブ ル ッ
ク ら の 上 掲 文 献 に 一 般 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 適 当 な 培 地 中 で 培 養 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 は 種 々 の 培 地 中 で 培 養 す る こ と が で き る 。 ハ ム Ｆ １ ０ (Ｈ am's Ｆ １ ０ )(シ
グ マ )、 最 小 必 須 培 地 (Ｍ Ｅ Ｍ 、 シ グ マ )、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ (シ グ マ )、 お よ び ダ ル ベ ッ
コ の 変 性 イ ー グ ル 培 地 (Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 シ グ マ )な ど の 市 販 の 培 地 が 宿 主 細 胞 を 培 養 す る の に 適
し て い る 。 加 え て 、 ハ ム (Ｈ am)お よ び ウ ォ レ ス (Ｗ allace)、 Ｍ eth.Ｅ nzymol.５ ８ 、 ４ ４ (
１ ９ ７ ９ )； バ ー ン ズ (Ｂ arnes)お よ び サ ト ー (Ｓ ato)、 Ａ nal.Ｂ iochem.１ ０ ２ 、 ２ ５ ５ (
１ ９ ８ ０ )、 米 国 特 許 第 ４ ,７ ６ ７ ,７ ０ ４ 号 ； ４ ,６ ５ ７ ,８ ６ ６ ； ４ ,９ ２ ７ ,７ ６ ２ ； ま
た は ４ ,５ ６ ０ ,６ ５ ５ ； Ｗ Ｏ ９ ０ ／ ０ ３ ４ ３ ０ ； Ｗ Ｏ ８ ７ ／ ０ ０ １ ９ ５ ま た は Ｕ Ｓ  Ｐ ａ
ｔ .Ｒ ｅ .３ ０ ,９ ８ ５ 号 に 記 載 さ れ た い ず れ の 培 地 も 宿 主 細 胞 の 培 地 と し て 使 用 で き る 。
こ れ ら 培 地 に は 、 必 要 に 応 じ 、 ホ ル モ ン お よ び ／ ま た は 他 の 成 長 因 子 (イ ン ス リ ン 、 ト ラ
ン ス フ ェ リ ン 、 ま た は 上 皮 成 長 因 子 な ど )、 塩 類 (塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ
ウ ム 、 お よ び リ ン 酸 塩 な ど )、 緩 衝 液 (Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ な ど )、 ヌ ク レ オ シ ド (ア デ ノ シ ン お よ び
チ ミ ジ ン な ど )、 抗 生 物 質 (ゲ ン タ マ イ シ ン Ｒ 薬 剤 な ど )、 微 量 元 素 (マ イ ク ロ モ ル の 範 囲 の
最 終 濃 度 で 通 常 存 在 す る 無 機 化 合 物 と し て 定 義 さ れ る )、 お よ び グ ル コ ー ス ま た は 等 価 な
エ ネ ル ギ ー 源 を 添 加 す る こ と が で き る 。 他 の 必 要 な 添 加 物 も ま た 、 当 業 者 に 知 ら れ た 適 当
な 濃 度 で 含 ま れ て い て よ い 。 温 度 、 ｐ Ｈ な ど の 培 養 条 件 は 、 ク ロ ー ニ ン グ ま た は 発 現 の た
め に 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 と と も に 用 い た も の が 適 し て お り 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 開 示 に お い て 言 及 す る 宿 主 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ 細 胞 培 養 に お け る 細 胞 並 び に 宿 主 動 物
ま た は 植 物 中 の 細 胞 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 、 相 同 的 組 換 え に よ り 、 ま た は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ を す で に 含 む 細 胞 中 に 導 入 し た 調 節 要 素 を 利 用 し た 組 換 え 製 造 法 に よ り 製 造 し う る 。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 遺 伝 子 増 幅 お よ び ／ ま た は 発 現 は 、 試 料 中 で 直 接 、 た と え ば 、 本 明 細 書 に 提 供 す る 配 列
に 基 づ き 、 適 当 に 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 定 量 す る 通 常 の サ ザ ー ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ [ト ー マ ス (Ｔ homas)、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci
.Ｕ Ｓ Ａ  ７ ７ 、 ５ ２ ０ １ ～ ５ ２ ０ ５ (１ ９ ８ ０ )]、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ (Ｄ Ｎ Ａ 分 析 )、
ま た は イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 種 々 の 標 識 を 用
い る こ と が で き る が 、 最 も 普 通 に は 放 射 性 同 位 元 素 、 と り わ け ３ ２ Ｐ を 用 い る 。 し か し な
が ら 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 導 入 す る た め の ビ オ チ ン 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る な ど の 他
の 技 術 も 用 い る こ と が で き る 。 該 ビ オ チ ン は 、 つ い で ア ビ ジ ン ま た は 抗 体 へ の 結 合 部 位 と
し て 働 き 、 該 ア ビ ジ ン ま た は 抗 体 は 放 射 性 核 種 、 蛍 光 、 酵 素 な ど の 広 範 囲 の 種 々 の 標 識 で
標 識 さ れ て い て よ い 。 別 法 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ
混 成 二 本 鎖 ま た は Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質 二 本 鎖 を 含 む 特 定 の 二 本 鎖 を 認 識 し う る 抗 体 を 用 い
る こ と が で き る 。 こ れ ら 抗 体 は 今 度 は 標 識 す る こ と が で き 、 表 面 上 で 二 本 鎖 が 生 成 し た と
き に 該 二 本 鎖 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る よ う に 、 該 二 本 鎖 が 結 合 す る
該 表 面 上 で ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 遺 伝 子 発 現 は ま た 、 別 の や り 方 と し て 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 直 接 定 量 す る た め の 組 織 切
片 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 お よ び 細 胞 培 養 液 ま た は 体 液 の ア ッ セ イ な ど の 免 疫 学 的 方 法 に よ
っ て も 測 定 す る こ と が で き る 。 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 で は 、 細 胞 試 料 を 一 般 に 脱 水 お よ び
固 定 に よ っ て 調 製 し 、 つ い で 遺 伝 子 産 物 に 特 異 的 な 標 識 抗 体 と 反 応 さ せ る 。 そ の 際 、 該 標
識 は 、 酵 素 標 識 、 蛍 光 標 識 、 ル ミ ネ セ ン ス 標 識 な ど の 、 通 常 、 視 覚 的 に 検 出 し う る も の で
あ る 。 本 発 明 に 用 い る の に 適 し た 特 に 感 度 の 高 い 染 色 法 は 、 フ セ (Ｈ se)ら の Ａ m.Ｊ .Ｃ lin
.Ｐ harm.７ ５ 、 ７ ３ ４ ～ ７ ３ ８ (１ ９ ８ ０ )に 記 載 さ れ て い る 。
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Ｆ ． 宿 主 細 胞 の 培 養

Ｇ ． 遺 伝 子 増 幅 ／ 発 現 の 検 出



【 ０ １ ３ ５ 】
　 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 お よ び ／ ま た は 試 料 液 の ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま
た は ポ リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ で あ っ て も よ く 、 い ず れ の 動 物 に お い て も 調 製 し う る 。 都 合
の よ い こ と に は 、 抗 体 は 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 ま た は 以 下 に さ ら に
詳 細 に 記 載 す る よ う に 本 明 細 書 に よ り 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ い た 合 成 ペ プ チ ド に 対
し て 産 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】

　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 細 胞 培 養 の 培 地 か ら 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド と し て 回 収 す る の が 好 ま し い が 、
分 泌 シ グ ナ ル と と も に ま た は 分 泌 シ グ ナ ル な し で 膜 接 着 ド メ イ ン を 含 む 形 態 で 直 接 発 現 さ
れ る 場 合 に は 宿 主 細 胞 溶 解 液 か ら 回 収 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 が ヒ ト 由 来 の も の 以 外 の 組 換 え 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 場 合 に は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容
体 は ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 完 全 に 含 ま な い 。 し か し な が ら 、 ｔ ｒ ｋ
受 容 体 に 関 し て 実 質 的 に 均 質 な 調 製 物 を 得 る た め 、 組 換 え 細 胞 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ
チ ド か ら ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を 精 製 す る こ と が 必 要 で あ る 。 第 一 の 工 程 と し て 、 培 地 ま た は 溶 解
液 を 遠 心 分 離 に か け て 微 細 な 細 胞 破 砕 物 を 除 去 す る 。 つ い で 、 膜 お よ び 可 溶 性 タ ン パ ク 質
の フ ラ ク シ ョ ン を 分 離 す る 。 つ い で 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 が 膜 に 結 合 し て い る か 否 か に よ り 、 ｔ
ｒ ｋ 受 容 体 を 可 溶 性 タ ン パ ク 質 フ ラ ク シ ョ ン か ら 、 ま た は 培 養 溶 解 液 の 膜 フ ラ ク シ ョ ン か
ら 精 製 す る こ と が で き る 。 下 記 手 順 は 適 当 な 精 製 手 順 の 例 で あ る ： イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー
カ ラ ム ま た は イ オ ン 交 換 カ ラ ム 上 で の 分 画 化 ； エ タ ノ ー ル 沈 殿 ； 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ； シ リ カ ま
た は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ な ど の 陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 上 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ
； Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ； 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 ； た と え ば 、 セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ － ７ ５ を 用 い
た ゲ ル 濾 過 ； お よ び Ｉ ｇ Ｇ な ど の 混 入 物 を 除 去 す る た め の プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ
ム 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 残 基 が 欠 失 、 挿 入 お よ び ／ ま た は 置 換 さ れ た ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 機 能 性 の 誘 導 体 も 、 か か る
変 更 に よ り 引 き 起 こ さ れ た 特 性 の 実 質 的 な 変 化 を 考 慮 に 入 れ た う え で 天 然 の 受 容 体 鎖 と 同
じ 仕 方 で 回 収 す る 。 た と え ば 、 他 の タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 た と え ば 細 菌 や ウ イ
ル ス 抗 原 と の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 融 合 は 精 製 を 容 易 に す る ； 該 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 含 む イ ム ノ
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 該 融 合 体 を 吸 着 さ せ る こ と が で き る 。 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 抗 体 カ ラ ム な ど の イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い 、 少 な く と も 一 つ
の 残 留 す る 免 疫 エ ピ ト ー プ に 結 合 さ せ る こ と に よ り ｔ ｒ ｋ 受 容 体 変 異 体 を 吸 着 さ せ る こ と
が で き る 。 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ ラ イ ド (Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ )な ど の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ
ビ タ ー も ま た 精 製 の 間 の タ ン パ ク 質 加 水 分 解 を 抑 制 す る の に 有 用 で あ り 、 外 来 混 入 物 の 増
殖 を 防 ぐ た め に 抗 生 物 質 を 含 有 さ せ る こ と も で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容
体 に 適 し た 精 製 法 が 、 組 換 え 細 胞 培 養 中 で 発 現 さ れ た ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ま た は そ の 変 異 体 の 特
性 の 変 化 を 補 償 す る た め の 修 飾 を 必 要 と す る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 共 有 結 合 修 飾 は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 か か る 修 飾 は 、 伝 統 的 に 、
ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 標 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 選 択 し た 部 位 ま た は 末 端 残 基 と 反 応 し う る 有 機 誘 導 体
化 剤 と 反 応 さ せ る か 、 ま た は 選 択 し た 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で 機 能 す る 翻 訳 後 修 飾 の 動 力 化 メ
カ ニ ズ ム に よ り 導 入 さ れ る 。 得 ら れ る 共 有 結 合 誘 導 体 は 、 生 物 学 的 活 性 に 重 要 な 残 基 の 同
定 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ま た は 組 換 え 体 の イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 の た め
の 抗 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 抗 体 の 調 製 に 向 け ら れ た プ ロ グ ラ ム に 有 用 で あ る 。 た と え ば 、 ニ ン ヒ ド
リ ン と の 反 応 後 の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 の 完 全 な 不 活 化 は 、 そ の 活 性 に 少 な く と も 一
つ の ア ル ギ ニ ン ま た は リ シ ン 残 基 が 必 須 で あ る こ と を 示 唆 し て お り 、 そ の 後 、 修 飾 ア ミ ノ
酸 残 基 を 含 む ペ プ チ ド 断 片 を 単 離 す る こ と に よ り 、 選 択 さ れ た 条 件 下 で 修 飾 さ れ た 個 々 の
残 基 を 同 定 す る 。 か か る 修 飾 は 当 業 者 の 行 い う る 範 囲 内 で あ り 、 不 当 な 実 験 な し で 行 う こ

10

20

30

40

50

(29) JP 2006-75165 A 2006.3.23

Ｈ ． ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 精 製

Ｉ ． ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 共 有 結 合 修 飾



と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 シ ス テ イ ン 残 基 は 、 最 も 普 通 に ク ロ ロ 酢 酸 や ク ロ ロ ア セ ト ア ミ ド な ど の α － ハ ロ ア セ テ
ー ト (お よ び 対 応 す る ア ミ ン )と 反 応 し て カ ル ボ キ シ メ チ ル ま た は カ ル ボ キ シ ア ミ ド メ チ ル
誘 導 体 を 与 え る 。 シ ス テ イ ン 残 基 は ま た 、 ブ ロ モ ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ン 、 α － ブ ロ モ － β
－ (５ － イ ミ ド ゾ イ ル )プ ロ ピ オ ン 酸 、 ク ロ ロ ア セ チ ル ホ ス フ ェ ー ト 、 Ｎ － ア ル キ ル マ レ イ
ミ ド 、 ３ － ニ ト ロ － ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 、 メ チ ル ２ － ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 、 ｐ －
ク ロ ロ メ ル ク リ ベ ン ゾ エ ー ト 、 ２ － ク ロ ロ メ ル ク リ － ４ － ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 ま た は ク ロ
ロ － ７ － ニ ト ロ ベ ン ゾ － ２ － オ キ サ － １ ,３ － ジ ア ゾ ー ル と の 反 応 に よ り 誘 導 体 化 さ れ る
。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ボ ネ ー ト と の ｐ Ｈ ５ .５ ～ ７ .０ で の 反 応 に よ り 誘 導
体 化 さ れ る 。 と い う の は 、 こ の 試 薬 は ヒ ス チ ジ ン の 側 鎖 に 比 較 的 に 特 異 的 で あ る か ら で あ
る 。 パ ラ － ブ ロ モ フ ェ ナ シ ル ブ ロ マ イ ド も ま た 有 用 で あ る ； こ の 反 応 は 好 ま し く は ０ .１
Ｍ カ コ ジ ル 酸 ナ ト リ ウ ム 中 、 ｐ Ｈ ６ .０ で 行 う 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 リ シ ン お よ び ア ミ ノ 末 端 残 基 は 、 無 水 コ ハ ク 酸 ま た は 他 の 無 水 カ ル ボ ン 酸 と 反 応 さ せ る
。 こ れ ら 試 薬 に よ る 誘 導 体 化 は 、 リ シ ン 残 基 の 電 荷 を 逆 転 す る 効 果 を 有 す る 。 α － ア ミ ノ
含 有 残 基 を 誘 導 体 化 す る た め の 他 の 適 当 な 試 薬 と し て は 、 メ チ ル ピ コ リ ン イ ミ デ ー ト な ど
の イ ミ ド エ ス テ ル ； ピ リ ド キ サ ー ル リ ン 酸 ； ピ リ ド キ サ ー ル ； ク ロ ロ ボ ロ ハ イ ド ラ イ ド (c
hloroborohydride)； ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ； Ｏ － メ チ ル イ ソ 尿 素 ； ２ ,４ － ペ ン
タ ン ジ オ ン ； お よ び グ リ オ キ シ ル 酸 と の ト ラ ン ス ア ミ ナ ー ゼ に よ り 触 媒 さ れ た 反 応 が 挙 げ
ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ア ル ギ ニ ン 残 基 は １ ま た は 幾 つ か の 通 常 の 試 薬 と の 反 応 に よ り 修 飾 さ れ る が 、 そ れ ら 試
薬 に は フ ェ ニ ル グ リ オ キ サ ー ル 、 ２ ,３ － ブ タ ン ジ オ ン 、 １ ,２ － シ ク ロ ヘ キ サ ン ジ オ ン 、
お よ び ニ ン ヒ ド リ ン が 含 ま れ る 。 ア ル ギ ニ ン 残 基 の 誘 導 体 化 は 、 グ ア ニ ジ ン 官 能 基 の 高 い
ｐ Ｋ ａ の た め に ア ル カ リ 条 件 下 で 反 応 を 行 う 必 要 が あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら 試 薬 は 、 ア ル ギ
ニ ン の イ プ シ ロ ン － ア ミ ノ 基 と 同 様 に リ シ ン の 基 と も 反 応 す る か も し れ な い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 チ ロ シ ン 残 基 の 特 異 的 修 飾 は 、 芳 香 族 ジ ア ゾ ニ ウ ム 化 合 物 ま た は テ ト ラ ニ ト ロ メ タ ン と
反 応 さ せ る こ と に よ り チ ロ シ ン 残 基 中 に 分 光 学 的 標 識 を 導 入 す る こ と に 大 い な る 興 味 を も
っ て 行 う こ と が で き る 。 最 も 普 通 に は 、 Ｎ － ア セ チ ル イ ミ ド ゾ ー ル お よ び テ ト ラ ニ ト ロ メ
タ ン を 用 い 、 そ れ ぞ れ Ｏ － ア セ チ ル チ ロ シ ン 分 子 種 お よ び ３ － ニ ト ロ 誘 導 体 を 生 成 さ せ る
。 チ ロ シ ン 残 基 は １ ２ ５ Ｉ ま た は １ ３ １ Ｉ を 用 い て ヨ ウ 素 化 し て ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に
使 用 す る た め の 標 識 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 カ ル ボ キ シ ル 側 鎖 基 (ア ス パ ラ ギ ン 酸 ま た は グ ル タ ミ ン 酸 )は 、 １ － シ ク ロ ヘ キ シ ル － ３
－ (２ － モ ル ホ リ ニ ル － ４ － エ チ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド や １ － エ チ ル － ３ － (４ － ア ゾ ニ ア －
４ ,４ － ジ メ チ ル ペ ン チ ル )カ ル ボ ジ イ ミ ド な ど の カ ル ボ ジ イ ミ ド (Ｒ '－ Ｎ ＝ Ｃ ＝ Ｎ － Ｒ ')
と 反 応 さ せ る こ と に よ り 選 択 的 に 修 飾 す る 。 さ ら に 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸
残 基 は ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ り ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン 残 基 に
変 換 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 グ ル タ ミ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン 残 基 は 対 応 グ ル タ ミ ン 酸 お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 に し
ば し ば 脱 ア ミ ド 化 さ れ る 。 別 法 と し て 、 こ れ ら 残 基 は 穏 や か な 酸 性 条 件 下 で 脱 ア ミ ド 化 さ
れ る 。 こ れ ら 残 基 の い ず れ の 形 態 も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 他 の 修 飾 に は 、 プ ロ リ ン お よ び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン ま た は チ
ロ シ ン 残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の
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α － ア ミ ノ 基 の メ チ ル 化 (ク レ イ ト ン (Ｔ .Ｅ .Ｃ reighton)、 プ ロ テ イ ン ズ ： ス ト ラ ク チ ュ
ラ ル ・ ア ン ド ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ パ テ ィ ー ズ (Ｐ roteins： Ｓ tructural and Ｍ olecular
 Ｐ roperties)、 フ リ ー マ ン 、 サ ン フ ラ ン シ ス コ 、 ７ ９ ～ ８ ６ 頁 [１ ９ ８ ３ ])、 Ｎ － 末 端 ア
ミ ン の ア セ チ ル 化 、 お よ び Ｃ － 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 が 含 ま れ る 。 こ れ ら 分 子 は
さ ら に 、 Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 公 開 第 Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ ２ ９ ２ ２ ま た は 米 国 特 許 第 ４ ,６ ４ ０ ,８ ３ ５ 号 ；
４ ,４ ９ ６ ,６ ８ ９ ； ４ ,３ ０ １ ,１ ４ ４ ； ４ ,６ ７ ０ ,４ １ ７ ； ４ ,７ ９ １ ,１ ９ ２ ま た は ４ ,
１ ７ ９ ,３ ３ ７ に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 、 非 タ ン パ ク 質 性 の ポ リ マ ー 、 た と え ば ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン に 共 有 結 合 に よ
り 連 結 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド と の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 分 子 内 凝 集 体 の 調 製 並 び に ア ッ セ イ ま た は ア フ ィ ニ テ
ィ ー 精 製 に 使 用 す る た め の 水 不 溶 性 支 持 体 マ ト リ ッ ク ス ま た は 表 面 へ の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 架
橋 に は 、 ２ 官 能 性 試 薬 を 用 い た 誘 導 体 化 が 有 用 で あ る 。 加 え て 、 鎖 間 架 橋 の 研 究 は 立 体 配
置 構 造 に 関 す る 直 接 的 な 情 報 を 提 供 す る で あ ろ う 。 普 通 に 用 い ら れ る 架 橋 剤 と し て は 、 １
,１ － ビ ス (ジ ア ゾ ア セ チ ル )－ ２ － フ ェ ニ ル エ タ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ
シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ホ モ ２ 官 能 性 イ ミ ド エ ス テ ル 、 お よ び ２ 官 能 性 マ レ イ ミ ド が
挙 げ ら れ る 。 メ チ ル － ３ － [(ｐ － ア ジ ド フ ェ ニ ル )ジ チ オ ]プ ロ ピ オ イ ミ デ ー ト な ど の 誘 導
体 化 剤 は 、 光 の 存 在 下 で 架 橋 を 生 成 し う る 光 活 性 化 中 間 体 を 生 成 す る 。 別 法 と し て 、 臭 化
シ ア ン で 活 性 化 し た 炭 水 化 物 な ど の 反 応 性 の 水 不 溶 性 マ ト リ ッ ク ス お よ び シ ス テ ム 反 応 性
基 体 (米 国 特 許 第 ３ ,９ ５ ９ ,６ ４ ２ ； ３ ,９ ６ ９ ,２ ８ ７ ； ３ ,６ ９ １ ,０ １ ６ ； ４ ,１ ９ ５ ,
１ ２ ８ ； ４ ,２ ４ ７ ,６ ４ ２ ； ４ ,２ ２ ９ ,５ ３ ７ ； ４ ,０ ５ ５ ,６ ３ ５ ； お よ び ４ ,３ ３ ０ ,４
４ ０ に 記 載 )を タ ン パ ク 質 の 固 定 化 お よ び 架 橋 に 用 い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 あ る 種 の 翻 訳 後 修 飾 は 、 発 現 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 の 作 用 の 結 果
で あ る 。 グ ル タ ミ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン 残 基 は 、 し ば し ば 翻 訳 後 に 対 応 す る グ ル タ ミ ン 酸
お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 に 脱 ア ミ ド 化 さ れ る 。 別 の や り 方 と し て 、 こ れ ら 残 基 は 穏 や か
な 酸 性 条 件 下 で 脱 ア ミ ド 化 さ れ る 。 こ れ ら 残 基 の い ず れ の 形 態 も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ
る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 他 の 翻 訳 後 修 飾 と し て は 、 プ ロ リ ン お よ び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ
ン ま た は チ ロ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 お よ び ヒ ス チ ジ ン
側 鎖 の α － ア ミ ノ 基 の メ チ ル 化 [ク レ イ ト ン 、 プ ロ テ イ ン ズ ： ス ト ラ ク チ ャ ー ・ ア ン ド ・
モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ パ テ ィ ー ズ 、 フ リ ー マ ン 、 サ ン フ ラ ン シ ス コ 、 ７ ９ ～ ８ ６ 頁 (１ ９ ８
３ )]が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 他 の 誘 導 体 に は 、 非 タ ン パ ク 質 性 の ポ リ マ ー に 共 有 結 合 し た 本 発 明 の 新 規 ペ プ チ ド が 含
ま れ る 。 か か る 非 タ ン パ ク 質 性 ポ リ マ ー は 、 通 常 、 親 水 性 の 合 成 ポ リ マ ー 、 す な わ ち 天 然
に は 他 の 仕 方 で は み ら れ な い ポ リ マ ー で あ る 。 し か し な が ら 、 天 然 か ら 単 離 さ れ た ポ リ マ
ー が 有 用 で あ る よ う に 、 天 然 に 存 在 し 組 換 え ま た は イ ン ビ ト ロ 法 に よ り 製 造 さ れ る ポ リ マ
ー も 有 用 で あ る 。 親 水 性 の ポ リ ビ ニ ル ポ リ マ ー 、 た と え ば ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル お よ び ポ
リ ビ ニ ル ビ ロ リ ド ン は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 特 に 有 用 な の は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル な ど の ポ リ ビ ニ ル ア ル キ レ ン エ ー テ ル で あ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 、 米 国 特 許 第 ４ ,６ ４ ０ ,８ ３ ５ ； ４ ,４ ９ ６ ,６ ８ ９ ； ４ ,３ ０ １ ,１ ４ ４
； ４ ,６ ７ ０ ,４ １ ７ ； ４ ,７ ９ １ ,１ ９ ２ ま た は ４ ,１ ７ ９ ,３ ３ ７ に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン な ど
の 種 々 の 非 タ ン パ ク 質 性 ポ リ マ ー に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 、 た と え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 法 ま た は 界 面 重 合 法 に よ り 調 製 し た マ イ
ク ロ カ プ セ ル 中 、 コ ロ イ ド 状 の ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー シ ス テ ム (た と え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア
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ル ブ ミ ン マ イ ク ロ ス フ ェ ア 、 マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 (nano-particles)お よ び ナ
ノ カ プ セ ル (nanocapsules))中 、 ま た は マ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 中 に 包 括 す る こ と が で き る 。
か か る 技 術 は レ ミ ン グ ト ン ズ ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ・ サ イ エ ン ス ィ ズ (Ｒ emington's 
Ｐ harmaceutical Ｓ ciences)、 第 １ ６ 版 、 オ ソ ル (Ｏ sol,Ａ .)編 (１ ９ ８ ０ )に 開 示 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の 分 子 中 に 存 在 す る か も し れ な い 天
然 の ア ミ ノ 酸 配 列 と は 異 な る グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 有 す る 変 異 体 は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含
さ れ る 。 簡 便 の た め 、 天 然 の ポ リ ペ プ チ ド の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン に お け る 変 化 は 、 通 常
、 本 質 的 に ア ミ ノ 酸 変 異 体 に 関 す る 上 記 技 術 を 用 い 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で 行 う 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 分 子 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 へ の グ リ コ シ ド の 化 学 的 ま た は 酵 素 的 カ ッ プ リ ン グ も ま た
、 炭 水 化 物 置 換 基 の 数 ま た は プ ロ フ ィ ル を 修 飾 ま た は 増 加 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き
る 。 こ れ ら 手 順 は 、 Ｏ － 結 合 (ま た は Ｎ － 結 合 )グ リ コ シ ル 化 し う る ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す
る 必 要 が な い と い う 点 で 有 利 で あ る 。 使 用 し た カ ッ プ リ ン グ 態 様 に 応 じ て 、 糖 を (ａ )ア ル
ギ ニ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン 、 (ｂ )遊 離 の カ ル ボ キ シ ル 基 、 (ｃ )シ ス テ イ ン の も の な ど の 遊 離
の ヒ ド ロ キ シ ル 基 、 (ｄ )セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン の も の な ど の 遊
離 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 、 (ｅ )フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 ま た は ト リ プ ト フ ァ ン の も の
な ど の 芳 香 族 残 基 、 ま た は (ｆ )グ ル タ ミ ン の ア ミ ド 基 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の
方 法 は Ｗ Ｏ ８ ７ ／ ０ ５ ３ ３ ０ (１ ９ ８ ７ 年 ９ 月 １ １ 日 に 公 開 )、 お よ び ア プ リ ン (Ａ plin)お
よ び リ ス ト ン (Ｗ riston)の Ｃ Ｒ Ｃ  Ｃ rit.Ｒ ev.Ｂ iochem.、 ２ ５ ９ ～ ３ ０ ６ 頁 に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 上 に 存 在 す る 炭 水 化 物 部 分 は ま た 化 学 的 ま た は 酵 素 的 に 除 去 す る こ と が で
き る 。 化 学 的 な 脱 グ リ コ シ ル 化 は 、 ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ン 酸 ま た は 等 価 な 化 合 物 に
暴 露 す る こ と を 要 す る 。 こ の 処 理 の 結 果 、 連 結 糖 を 除 く 殆 ど ま た は す べ て の 糖 が 開 裂 し 、
一 方 で ポ リ ペ プ チ ド は 完 全 な 形 で 残 す 。 化 学 的 な 脱 グ リ コ シ ル 化 は ハ キ ム ジ ン (Ｈ akimudd
in)ら の Ａ rch.Ｂ iochem.Ｂ iophys.２ ５ ９ 、 ５ ２ (１ ９ ８ ７ )お よ び エ ッ ジ (Ｅ dge)ら の Ａ na
l.Ｂ iochem.１ １ ８ 、 １ ３ １ (１ ９ ８ １ )に 記 載 さ れ て い る 。 炭 水 化 物 部 分 は 、 ト タ ク ラ (Ｔ
hotakura)ら の Ｍ eth.Ｅ nzymol.１ ３ ８ 、 ３ ５ ０ (１ ９ ８ ７ )に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 種 々
の エ ン ド グ リ コ シ ダ ー ゼ お よ び エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ に よ り 除 去 す る こ と が で き る 。 グ リ
コ シ ル 化 は 、 ダ ス キ ン (Ｄ uskin)ら の Ｊ .Ｂ iol.Ｃ hem.２ ５ ７ 、 ３ １ ０ ５ (１ ９ ８ ２ )に 記 載
さ れ て い る よ う に 、 ツ ニ カ マ イ シ ン に よ り 抑 制 さ れ る 。 ツ ニ カ マ イ シ ン は タ ン パ ク 質 － Ｎ
－ グ リ コ シ ダ ー ゼ 結 合 の 生 成 を 阻 止 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 グ リ コ シ ル 化 変 異 体 は ま た 、 組 換 え 製 造 の 適 当 な 宿 主 細 胞 を 選 択 す る こ と に よ っ て も 調
製 で き る 。 た と え ば 、 酵 母 は 哺 乳 動 物 系 と は 有 意 に 異 な る グ リ コ シ ル 化 を 導 入 す る 。 同 様
に 、 天 然 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 と は 異 な る 種 (た と え ば 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 昆 虫 、 ブ タ 、 ウ
シ ま た は ヒ ツ ジ )ま た は 組 織 (た と え ば 、 肺 、 肝 臓 、 リ ン パ 節 、 間 充 織 ま た は 表 皮 )由 来 の
哺 乳 動 物 細 胞 は 変 異 体 グ リ コ シ ル 化 を 導 入 す る 能 力 に よ り 日 常 的 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る
。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は 、 結 合 タ ン パ ク 質 (通 常 、 受 容 体 、 細 胞 接 着 分 子 ま た は リ ガ ン ド )
の 機 能 性 ド メ イ ン を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 と 組 み 合 わ せ た キ メ ラ 抗 体 様 分 子 で あ る 。 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 配 列 は 好 ま し く は (必 ず し も そ う で な く て よ い が )免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン で
あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ｉ ｇ )お よ び あ る 種 の 変 異 体 は 知 ら れ て お り 、 そ の 多 く は 組 換 え 細 胞 培
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Ｊ ． ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の グ リ コ シ ル 化 変 異 体

Ｋ ． ｔ ｒ ｋ 受 容 体 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ (イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン )



養 に お い て 調 製 さ れ て い る 。 た と え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ,７ ４ ５ ,０ ５ ５ ； Ｅ Ｐ ２ ５ ６ ,６ ５
４ ； フ ォ ー ク ナ ー (Ｆ aulkner)ら 、 Ｎ ature ２ ９ ８ ： ２ ８ ６ (１ ９ ８ ２ )； Ｅ Ｐ １ ２ ０ ,６ ９
４ ； Ｅ Ｐ １ ２ ５ ,０ ２ ３ ； モ リ ソ ン (Ｍ orrison)、 Ｊ .Ｉ mmun.１ ２ ３ ： ７ ９ ３ (１ ９ ７ ９ )；
ケ ー ラ ー (Ｋ ohler)ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ７ ７ ： ２ １ ９ ７ (１ ９ ８ ０ )； ラ
ソ (Ｒ aso)ら 、 Ｃ ancer Ｒ es.４ １ ： ２ ０ ７ ３ (１ ９ ８ １ )； モ リ ソ ン ら 、 Ａ nn.Ｒ ev.Ｉ mmun
ol.２ ： ２ ３ ９ (１ ９ ８ ４ )； モ リ ソ ン 、 Ｓ cience ２ ２ ９ ： １ ２ ０ ２ (１ ９ ８ ５ )； モ リ ソ ン
ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ８ １ ： ６ ８ ５ １ (１ ９ ８ ４ )； Ｅ Ｐ ２ ５ ５ ,６ ９ ４ ；
Ｅ Ｐ ２ ６ ６ ,６ ６ ３ ； お よ び Ｗ Ｏ ８ ８ ／ ０ ３ ５ ５ ９ を 参 照 。 再 会 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖
も ま た 知 ら れ て い る 。 た と え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ,４ ４ ４ ,８ ７ ８ ； Ｗ Ｏ ８ ８ ／ ０ ３ ５ ６ ５ ；
お よ び Ｅ Ｐ ６ ８ ,７ ６ ３ お よ び そ の 引 用 文 献 を 参 照 。 本 発 明 の キ メ ラ 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
部 分 は Ｉ ｇ Ｇ － １ 、 Ｉ ｇ Ｇ － ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ － ３ ま た は Ｉ ｇ Ｇ － ４ サ ブ タ イ プ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ
Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ ま た は Ｉ ｇ Ｍ か ら 得 ら れ て よ い が 、 好 ま し く は Ｉ ｇ Ｇ － １ ま た は Ｉ ｇ Ｇ － ３ で
あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 適 当 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 結 合 し た 受 容 体 配 列 か ら 構 築 し た キ メ ラ (イ
ム ノ ア ド ヒ ー シ ン )は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。 文 献 に 報 告 さ れ た イ ム ノ ア ド ヒ ー シ
ン は 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 ＊ [ガ ス コ イ ン (Ｇ ascoigne)ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ８
４ 、 ２ ９ ３ ６ ～ ２ ９ ４ ０ (１ ９ ８ ７ )]； Ｃ Ｄ ４ ＊ [カ ポ ン (Ｃ apon)ら 、 Ｎ ature ３ ３ ７ 、 ５
２ ５ ～ ５ ３ １ (１ ９ ８ ９ )； ト ラ ウ ネ ッ カ ー (Ｔ raunecker)ら 、 Ｎ ature ３ ３ ９ 、 ６ ８ ～ ７
０ (１ ９ ８ ９ )； ゼ ッ ト マ イ ス ル (Ｚ ettmeissl)ら 、 Ｄ Ｎ Ａ  Ｃ ell Ｂ iol.Ｕ Ｓ Ａ  ９ 、 ３ ４
７ ～ ３ ５ ３ (１ ９ ９ ０ )； バ ー ン (Ｂ yrn)ら 、 Ｎ ature ３ ４ ４ 、 ６ ６ ７ ～ ６ ７ ０ (１ ９ ９ ０ )]
； Ｌ － セ レ ク チ ン (ホ ー ミ ン グ レ セ プ タ ー )[ワ ト ソ ン (Ｗ atson)ら 、 Ｊ .Ｃ ell.Ｂ iol.１ １
０ 、 ２ ２ ２ １ ～ ２ ２ ２ ９ (１ ９ ９ ０ )； ワ ト ソ ン ら 、 Ｎ ature ３ ４ ９ 、 １ ６ ４ ～ １ ６ ７ (１
９ ９ １ )]； Ｃ Ｄ ４ ４ ＊ [ア ル フ ォ (Ａ ruffo)ら 、 Ｃ ell ６ １ 、 １ ３ ０ ３ ～ １ ３ １ ３ (１ ９ ９
０ )]； Ｃ Ｄ ２ ８ ＊ お よ び Ｂ ７ ＊ [リ ン ス レ イ (Ｌ insley)ら 、 Ｊ .Ｅ xp.Ｍ ed.１ ７ ３ 、 ７ ２ １
～ ７ ３ ０ (１ ９ ９ １ )]； Ｃ Ｔ Ｌ Ａ － ４ ＊ [リ ン ス レ イ ら 、 Ｊ .Ｅ xp.Ｍ ed.１ ７ ４ 、 ５ ６ １ ～
５ ６ ９ (１ ９ ９ １ )]； Ｃ Ｄ ２ ２ ＊ [ス タ メ ン コ ビ ッ チ (Ｓ tamenkovic)ら 、 Ｃ ell ６ ６ 、 １ １
３ ３ ～ １ １ ４ ４ (１ ９ ９ １ )]； Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 [ア シ ュ ケ ナ ー ジ (Ａ shkenazi)ら 、 Ｐ roc.Ｎ at
l.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ８ ８ 、 １ ０ ５ ３ ５ ～ １ ０ ５ ３ ９ (１ ９ ９ １ )； レ ス ラ ウ ア ー (Ｌ essla
uer)ら 、 Ｅ ur.Ｊ .Ｉ mmunol.２ ７ 、 ２ ８ ８ ３ ～ ２ ８ ８ ６ (１ ９ ９ １ )； ペ ッ ペ ル (Ｐ eppel)ら
、 Ｊ .Ｅ xp.Ｍ ed.１ ７ ４ 、 １ ４ ８ ３ ～ １ ４ ８ ９ (１ ９ ９ １ )]； Ｎ Ｐ 受 容 体 [ベ ネ ッ ト (Ｂ enne
tt)ら 、 Ｊ .Ｂ iol.Ｃ hem.２ ６ ６ 、 ２ ３ ０ ６ ０ ～ ２ ３ ０ ６ ７ (１ ９ ９ １ )]； Ｉ ｇ Ｅ 受 容 体 α
＊ [リ ッ ジ ウ エ イ (Ｒ idgway)お よ び ゴ ー マ ン (Ｇ orman)、 Ｊ .Ｃ ell.Ｂ iol.１ １ ５ 、 要 約 、
１ ４ ４ ８ (１ ９ ９ １ )]； Ｈ Ｇ Ｆ 受 容 体 [マ ー ク (Ｍ ark,Ｍ .Ｒ .)ら 、 １ ９ ９ ２ 、 Ｊ .Ｂ iol.Ｃ h
em.提 出 ](星 印 (＊ )は 該 受 容 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 成 員 で あ る こ と を
示 す )の 融 合 体 を 含 む 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 最 も 簡 単 で 直 截 的 な イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 設 計 は 、 「 ア ド ヒ ー シ ン 」 タ ン パ ク 質 の 結 合
領 域 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の ヒ ン ジ 領 域 お よ び Ｆ ｃ 領 域 と 組 み 合 わ せ る も の で あ る 。 通 常
、 本 発 明 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ を 調 製 す る に は 、 所 望 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の
細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 の Ｃ 末 端 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン
配 列 の Ｎ 末 端 を コ ー ド す る 核 酸 に 融 合 さ せ る が 、 Ｎ 末 端 融 合 も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 一 般 に 、 か か る 融 合 に お い て 、 コ ー ド さ れ た キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
の 定 常 領 域 の 少 な く と も 機 能 的 に 活 性 な ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン を 保 持 し て
い る で あ ろ う 。 融 合 は ま た 、 定 常 ド メ イ ン の Ｆ ｃ 部 分 の Ｃ 末 端 、 ま た は 重 鎖 の Ｃ Ｈ １ の 直
ぐ Ｎ 末 端 ま た は 軽 鎖 の 対 応 領 域 に て 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 融 合 を 行 う 正 確 な 位 置 は 重 要 で は な い ； 特 定 の 部 位 は よ く 知 ら れ て お り 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体
－ 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ の 生 物 学 的 活 性 、 分 泌 ま た は 結 合 特 性 を 最 適 に す る た め に 選 択 す
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る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ は 、 本 質 的 に Ｗ Ｏ ９ １ ／
０ ８ ２ ９ ８ に 説 明 さ れ て い る よ う に 、 単 量 体 、 ヘ テ ロ 多 量 体 ま た は ホ モ 多 量 体 、 と り わ け
二 量 体 ま た は 四 量 体 と し て 組 み 立 て ら れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 (好 ま し く は 第 二 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 様 ド メ イ ン を 含 む )を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 た と え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ １ (Ｉ ｇ Ｇ －
１ )の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 含 む 抗 体 の Ｃ 末 端 部 分 (と り わ け 、 Ｆ ｃ ド メ イ ン )の Ｎ 末 端 側 に
融 合 さ せ る 。 重 鎖 定 常 領 域 全 体 を ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 す る こ と も 可
能 で あ る 。 し か し な が ら 、 一 層 好 ま し く は 、 パ パ イ ン 開 裂 部 位 (Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ ｃ を 化 学 的 に 定
め る ； 重 鎖 定 常 領 域 の 最 初 の 残 基 を １ １ ４ と し て [コ ベ ッ ト ら 、 上 記 文 献 ]残 基 ２ １ ６ 、 ま
た は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 類 似 の 部 位 )の 直 ぐ 上 流 の ヒ ン ジ 領 域 か ら 開 始 す る 配 列 を 融 合
に 用 い る 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 Ｉ ｇ Ｇ － １ 、 Ｉ ｇ
Ｇ － ２ 、 ま た は Ｉ ｇ Ｇ － ３ 重 鎖 の ヒ ン ジ 領 域 お よ び Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３ ま た は Ｃ Ｈ １ 、 ヒ
ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン に 融 合 さ せ る 。 融 合 を 行 う 正 確 な 部 位 は 重 要 で は な く
、 最 適 部 位 は 日 常 的 な 実 験 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 幾 つ か の 態 様 に お い て 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ は 、 多 量 体 、 と り わ け ホ
モ 二 量 体 ま た は ホ モ 四 量 体 と し て 組 み 立 て ら れ る 。 一 般 に 、 こ れ ら 組 み 立 て ら れ た 免 疫 グ
ロ ブ リ ン は 、 知 ら れ た ユ ニ ッ ト 構 造 を 有 す る で あ ろ う 。 基 本 的 な ４ 鎖 構 造 ユ ニ ッ ト が 、 Ｉ
ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 お よ び Ｉ ｇ Ｅ が 存 在 す る 形 態 で あ る 。 ４ ユ ニ ッ ト は 高 分 子 免 疫 グ ロ ブ リ ン
で は 繰 り 返 さ れ る ； Ｉ ｇ Ｍ は 一 般 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 一 緒 に さ れ た 基 本 的 な ４ ユ ニ
ッ ト の 五 量 体 と し て 存 在 す る 。 Ｉ ｇ Ａ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び 場 合 に よ り Ｉ ｇ Ｇ グ ロ ブ リ ン は
ま た 血 清 中 で 多 量 体 形 態 で 存 在 す る 。 多 量 体 の 場 合 、 各 ４ ユ ニ ッ ト は 同 じ で あ っ て も 異 な
っ て も よ い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 種 々 の 組 み 立 て ら れ た ｔ ｒ ｋ 受 容 体 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ
の 例 を 以 下 に 図 式 的 に 示 す ：
(ａ )Ａ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｌ ；
(ｂ )Ａ Ｃ Ｈ － [Ａ Ｃ Ｈ 、 Ａ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｈ 、 Ａ Ｃ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｃ Ｈ 、 ま た は Ｖ Ｌ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｈ ]；
(ｃ )Ａ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｈ － [Ａ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｈ 、 Ａ Ｃ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｃ Ｈ 、 Ｖ Ｌ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｈ 、 ま た は
Ｖ Ｌ Ｃ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｃ Ｈ ]；
(ｄ )Ａ Ｃ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｃ Ｈ － [Ａ Ｃ Ｈ 、 ま た は Ａ Ｃ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｃ Ｈ 、 ま た は Ｖ Ｌ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｈ ]；
(ｅ )Ｖ Ｌ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｈ － [Ａ Ｃ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｃ Ｈ 、 ま た は Ｖ Ｌ Ｃ Ｌ － Ａ Ｃ Ｈ ]； お よ び
(ｆ )[Ａ － Ｙ ]ｎ － [Ｖ Ｌ Ｃ Ｌ － Ｖ Ｈ Ｃ Ｈ ]２
(式 中 、 各 Ａ は 同 一 ま た は 異 な る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す ；
Ｖ Ｌ は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン で あ る ；
Ｖ Ｈ は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン で あ る ；
Ｃ Ｌ は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン で あ る ；
Ｃ Ｈ は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン で あ る ；
ｎ は １ を 越 え る 整 数 で あ る ；
Ｙ は 共 有 架 橋 剤 の 残 基 を 示 す )。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 簡 潔 な 表 示 の た め 、 上 記 構 造 は 基 本 的 な 特 性 の み を 示 す ； 上 記 構 造 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
ジ ョ イ ニ ン グ (Ｊ )ド メ イ ン ま た は 他 の ド メ イ ン を 示 し て い な い し 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 も 示
し て い な い 。 し か し な が ら 、 か か る ド メ イ ン が 結 合 活 性 の た め に 必 要 な 場 合 に は 、 こ れ ら
ド メ イ ン は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 中 に 占 め る 通 常 の 位 置 に て 存 在 す る よ う に 構 築 さ れ る で あ
ろ う 。
【 ０ １ ６ ９ 】
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　 別 法 と し て 、 キ メ ラ 重 鎖 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 得 ら れ る よ う に 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
配 列 と 軽 鎖 配 列 と の 間 に ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 を 挿 入 す る こ と が で き る 。 こ
の 態 様 に お い て 、 ヒ ン ジ と Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン と の 間 か ま た は Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン と Ｃ Ｈ ３ ド メ イ
ン と の 間 に て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 各 ア ー ム に お い て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の ３ '末 端 に ｔ ｒ
ｋ 受 容 体 配 列 を 融 合 さ せ る 。 同 様 の 構 築 物 が フ ー ゲ ン ブ ー ム (Ｈ oogenboom,Ｈ .Ｒ .)ら の Ｍ
ol.Ｉ mmunol.２ ８ 、 １ ０ ２ ７ ～ ２ ０ ３ ７ (１ ９ ９ １ )に よ り 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 の 存 在 は 必 要 で は な い が 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 軽 鎖 は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 ポ リ ペ プ チ ド に 共 有 結 合 に よ り 会
合 す る か 、 ま た は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 細 胞 外 ド メ イ ン に 直 接 融 合 し て 存 在 し て い て よ い 。 前 者 の
場 合 、 一 般 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を ｔ ｒ ｋ 受 容 体 － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重
鎖 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 共 発 現 さ せ る 。 分 泌 さ れ る と 、 混 成 の 重 鎖 お よ び
軽 鎖 が 共 有 結 合 に よ り 会 合 し て 、 ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 － 軽 鎖
対 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 構 造 体 が 提 供 さ れ る 。 か か る 構 造 体 の 調 製 に 適 し た 方 法 は 、 た
と え ば 、 １ ９ ８ ９ 年 ３ 月 ２ ８ 日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 ４ ,８ １ ６ ,５ ６ ７ 号 に 開 示 さ れ て
い る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 構 築 に 使 用 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン
配 列 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン か ら の も の で あ る 。 ヒ ト イ ム ノ ア ド ヒ
ー シ ン の 場 合 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ３ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 を 使 用 す る の が 好 ま し い
。 Ｉ ｇ Ｇ １ を 使 用 す る 主 要 な 利 点 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン が 固 定 化 プ ロ テ イ ン Ａ
上 で 効 率 的 に 精 製 し う る こ と で あ る 。 対 照 的 に 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ の 精 製 に は プ ロ テ イ ン Ｇ が 必 要
で あ る が 、 こ れ は 有 意 に 利 用 範 囲 の 狭 い 手 段 で あ る 。 し か し な が ら 、 特 定 の イ ム ノ ア ド ヒ
ー シ ン の 構 築 の た め の Ｉ ｇ 融 合 相 手 の 選 択 に 際 し て は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 他 の 構 造 的 お よ
び 機 能 的 特 性 を も 考 慮 す べ き で あ る 。 た と え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ の ヒ ン ジ は 一 層 長 く て 一 層 可 撓
性 に 富 む た め 、 Ｉ ｇ Ｇ １ に 融 合 し た 場 合 に は 折 り 畳 ま れ ず ま た は 適 切 に 機 能 し な い 一 層 大
き な 「 ア ド ヒ ー シ ン 」 ド メ イ ン を 収 容 す る こ と が 可 能 で あ る 。 他 の 考 慮 す べ き 点 は 結 合 価
で あ る ； Ｉ ｇ Ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は ２ 価 の ホ モ 二 量 体 で あ る の に 対 し 、 Ｉ ｇ Ａ や Ｉ ｇ Ｍ
の よ う な Ｉ ｇ サ ブ タ イ プ は 、 そ れ ぞ れ 基 本 的 な Ｉ ｇ ホ モ 二 量 体 ユ ニ ッ ト の 二 量 体 構 造 ま た
は 五 量 体 構 造 を 生 じ る 。 イ ン ビ ボ 適 用 の た め に 設 計 し た ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン
の た め に は 、 薬 物 動 態 学 的 特 性 お よ び Ｆ ｃ 領 域 に よ り 特 定 さ れ る エ フ ェ ク タ ー 機 能 も ま た
重 要 で あ る 。 Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ お よ び Ｉ ｇ Ｇ ４ は す べ て ２ １ 日 の イ ン ビ ボ 半 減 期 を 有 す
る が 、 補 体 系 を 活 性 化 す る 相 対 的 な 効 力 は 異 な っ て い る 。 Ｉ ｇ Ｇ ４ は 補 体 を 活 性 化 せ ず 、
Ｉ ｇ Ｇ ２ は Ｉ ｇ Ｇ １ に 比 べ て 補 体 活 性 化 が 有 意 に 弱 い 。 さ ら に 、 Ｉ ｇ Ｇ １ と は 異 な り 、 Ｉ
ｇ Ｇ ２ は 単 核 細 胞 ま た は 好 中 球 上 の Ｆ ｃ 受 容 体 に は 結 合 し な い 。 Ｉ ｇ Ｇ ３ は 補 体 活 性 化 が
最 適 で あ る が 、 イ ン ビ ボ で の 半 減 期 は 他 の Ｉ ｇ Ｇ イ ソ タ イ プ の 約 １ ／ ３ で あ る 。 イ ム ノ ア
ド ヒ ー シ ン を ヒ ト 治 療 剤 と し て 用 い る べ く 設 計 す る に 際 し て 考 慮 す べ き 他 の 重 要 な 点 は 、
特 定 の イ ソ タ イ プ の ア ロ タ イ プ 変 異 体 で あ る 。 一 般 に 、 血 清 学 的 に 定 め ら れ た ア ロ タ イ プ
の 少 な い Ｉ ｇ Ｇ イ ソ タ イ プ が 好 ま し い 。 た と え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ １ は わ ず か に ４ つ の み の 血 清 学
に 定 め ら れ た ア ロ タ イ プ 部 位 を 有 し 、 そ の う ち ２ つ (Ｇ １ ｍ お よ び ２ )は Ｆ ｃ 領 域 に 位 置 し
て い る ； こ れ ら 部 位 の う ち の 一 つ で あ る Ｇ １ ｍ １ は 非 免 疫 原 性 で あ る 。 対 照 的 に 、 Ｉ ｇ Ｇ
３ に は １ ２ の 血 清 学 的 に 定 め ら れ た ア ロ タ イ プ が 存 在 し 、 そ の す べ て が Ｆ ｃ 領 域 中 に 存 在
す る ； こ れ ら 部 位 の う ち の ３ つ (Ｇ ３ ｍ ５ 、 １ １ お よ び ２ １ )だ け が 非 免 疫 原 性 の 一 つ の ア
ロ タ イ プ を 有 す る 。 そ れ ゆ え 、 γ ３ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 潜 在 的 な 免 疫 原 性 は γ １ イ ム ノ
ア ド ヒ ー シ ン の 免 疫 原 性 よ り も 大 き い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 の ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 設 計 す る に 際 し て 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 結
合 お よ び ／ ま た は 生 物 学 的 活 性 に 必 要 で な い ド メ イ ン は 欠 失 さ せ て よ い 。 か か る 構 造 に お
い て 、 折 り 畳 み の 間 違 い を 回 避 す る た め に 融 合 接 続 (junction)を ド メ イ ン 間 に 位 置 す る 残
基 に 置 く の が 重 要 で あ る 。 親 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 関 し て 、 有 用 な 接 続 点 は ２ つ の 重 鎖 の 間
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で ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る ヒ ン ジ の シ ス テ イ ン の 直 ぐ 上 流 で あ る 。 し ば し ば 用 い ら れ
る 設 計 に お い て 、 該 分 子 の 「 ア ド ヒ ー シ ン 」 (ｔ ｒ ｋ )部 分 の Ｃ 末 端 残 基 の コ ド ン を Ｉ ｇ Ｇ
１ ヒ ン ジ 領 域 の 配 列 Ｄ Ｋ Ｔ Ｈ Ｔ Ｃ Ｐ Ｐ Ｃ Ｐ の コ ド ン の 直 ぐ 上 流 に 位 置 さ せ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 構 築 お よ び 発 現 に 適 し た 一 般 法 は 、 上 記 で (天 然 ま た は 変 異 体 の )
ｔ ｒ ｋ 受 容 体 に 関 し て 開 示 し た も の と 同 じ で あ る 。 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は 、
最 も 都 合 よ く は ｔ ｒ ｋ 部 分 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を Ｉ ｇ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に イ ン フ レ ー ム
で 融 合 す る こ と に よ り 構 築 さ れ る 。 し か し な が ら 、 ゲ ノ ム Ｉ ｇ 断 片 へ の 融 合 を 用 い る こ と
も で き る [た と え ば 、 ガ ス コ イ ン (Ｇ ascoigne)ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ８ ４
、 ２ ９ ３ ６ ～ ２ ９ ４ ０ (１ ９ ８ ７ )； ア ル フ ォ ら 、 Ｃ ell ６ １ 、 １ ３ ０ ３ ～ １ ３ １ ３ (１ ９
９ ０ )； ス タ メ ン コ ビ ッ チ ら 、 Ｃ ell ６ ６ 、 １ １ ３ ３ ～ １ １ ４ ４ (１ ９ ９ １ )参 照 ]。 後 者 の
タ イ プ の 融 合 に は 発 現 の た め の Ｉ ｇ 調 節 配 列 の 存 在 が 必 要 で あ る 。 Ｉ ｇ Ｇ 重 鎖 の 定 常 領 域
を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 は 、 脾 臓 ま た は 末 梢 血 リ ン パ 球 に 由 来 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー か ら の 刊 行 さ れ た 配 列 に 基 づ き 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反
応 (Ｐ Ｃ Ｒ )法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 「 ア ド ヒ ー シ ン 」 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び イ
ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の Ｉ ｇ 部 分 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 中 で の 効 率 的
な 発 現 を 指 令 す る プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 中 に 直 列 に 挿 入 す る 。 哺 乳 動 物 細 胞 中 に 発 現 す る に
は 、 ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ー ス の ベ ク タ ー [シ ャ ル (Ｓ chall)ら 、 Ｃ ell ６ １ 、 ３ ６ １ ～ ３ ７ ０ (１ ９
９ ０ )]お よ び Ｃ Ｄ Ｍ ８ ベ ー ス の ベ ク タ ー [シ ー ド (Ｓ eed)、 Ｎ ature ３ ２ ９ 、 ８ ４ ０ (１ ９
８ ９ )]を 用 い る 。 正 確 な 接 続 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 欠 失 突 然 変 異 誘 発 を 用 い 、 設
計 し た 接 続 コ ド ン の 間 の 余 分 な 配 列 を 除 去 す る こ と に よ り 創 製 す る こ と が で き る [ゾ ラ ー (
Ｚ oller)お よ び ス ミ ス (Ｓ mith)、 Ｎ ucleic Ａ cids Ｒ es.１ ０ 、 ６ ４ ８ ７ (１ ９ ８ ２ )； カ
ポ ン ら 、 Ｎ ature ３ ３ ７ 、 ５ ２ ５ ～ ５ ３ １ (１ ９ ８ ９ )]。 各 半 分 が 所 望 の 接 続 の 各 部 位 に
相 補 的 な 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と が で き る ； 理 想 的 に は 、 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド は ３ ６ ～ ４ ７ 量 体 で あ る 。 別 法 と し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て 該 分 子 の ２ つ の 部 分 を
適 当 な ベ ク タ ー に イ ン フ レ ー ム で 接 続 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 発 現 の た め の 宿 主 細 胞 株 の 選 択 は 、 主 と し て 発 現 ベ
ク タ ー に 依 存 す る 。 他 の 考 慮 す べ き 点 は 、 必 要 と す る タ ン パ ク 質 の 量 で あ る 。 ミ リ グ ラ ム
の 量 が 一 過 性 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て し ば し ば 産 生 さ れ う る 。 た と え ば 、 ア デ ノ
ウ イ ル ス Ｅ Ｉ Ａ で 形 質 転 換 さ れ た ２ ９ ３ ヒ ト 胚 腎 臓 細 胞 株 を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 の 変 法 に
よ り ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ー ス の ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 充 分 な イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン 発
現 を 行 う こ と が で き る 。 Ｃ Ｄ Ｍ ８ ベ ー ス の ベ ク タ ー を 用 い て Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 法 に
よ り Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る [ア ル フ ォ ら 、 Ｃ ell ６ １ 、 １
３ ０ ３ ～ １ ３ １ ３ (１ ９ ９ ０ )； ゼ ッ ト マ イ ス ル ら 、 Ｄ Ｎ Ａ  Ｃ ell Ｂ iol.(Ｕ Ｓ ) ９ 、 ３ ４
７ ～ ３ ５ ３ (１ ９ ９ ０ )]。 一 層 多 量 の タ ン パ ク 質 の 産 生 を 望 む 場 合 は 、 宿 主 細 胞 株 の 安 定
な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 に イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 た と え ば
、 ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ー ス の ベ ク タ ー を 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ (Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ )を コ ー ド し Ｇ ４ １
８ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 別 の プ ラ ス ミ ド の 存 在 下 で チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ
Ｏ )細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 Ｇ ４ １ ８ に 対 し て 耐 性 の ク ロ ー ン を 培 養 中 で 選 択 す
る こ と が で き る ； こ れ ら ク ロ ー ン を 増 加 レ ベ ル の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ イ ン ヒ ビ タ ー の メ ト ト レ キ セ ー
ト の 存 在 下 で 増 殖 さ せ る ； Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ お よ び イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 コ
ピ ー の 数 が 同 時 に 増 幅 さ れ た ク ロ ー ン を 選 択 す る 。 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン が そ の Ｎ 末 端 に 疎
水 性 の リ ー ダ ー 配 列 を 含 む 場 合 に は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 に よ っ て プ ロ セ シ ン
グ お よ び 分 泌 さ れ や す い 。 一 層 複 雑 な 構 造 の イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 発 現 に は 、 独 特 に 適 し
た 宿 主 細 胞 を 必 要 と す る ； た と え ば 、 軽 鎖 ま た は Ｊ 鎖 な ど の 成 分 は 、 あ る 種 の ミ エ ロ ー マ
ま た は ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 宿 主 に よ っ て 提 供 さ れ て よ い [ガ ス コ イ ン ら 、 １ ９ ８ ７ 、 上 記
文 献 ； マ ー チ ン (Ｍ artin)ら 、 Ｊ .Ｖ irol.６ ７ 、 ３ ５ ６ １ ～ ３ ５ ６ ８ (１ ９ ９ ３ )]。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 都 合 よ く 精 製 す る こ と
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が で き る 。 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド と し て の プ ロ テ イ ン Ａ の 適 合 性 は 、 キ メ ラ に 用 い た 免
疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ ド メ イ ン の 種 お よ び イ ソ タ イ プ に 依 存 す る 。 プ ロ テ イ ン Ａ は 、 ヒ ト γ
１ 、 γ ２ 、 ま た は γ ４ 重 鎖 に 基 づ く イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 精 製 す る の に 用 い る こ と が で き
る [リ ン ド マ ー ク (Ｌ indmark)ら 、 Ｊ .Ｉ mmunol.Ｍ eth.６ ２ 、 １ ～ １ ３ (１ ９ ８ ３ )]。 プ ロ
テ イ ン Ｇ は す べ て の マ ウ ス イ ソ タ イ プ お よ び ヒ ト γ ３ に 推 奨 さ れ る [グ ス (Ｇ uss)ら 、 Ｅ Ｍ
Ｂ Ｏ  Ｊ .５ 、 １ ５ ６ ７ １ ５ ７ ５ (１ ９ ８ ６ )]。 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド を 結 合 さ せ る マ ト
リ ッ ク ス は 最 も し ば し ば ア ガ ロ ー ス で あ る が 、 他 の マ ト リ ッ ク ス を 利 用 す る こ と も で き る
。 制 御 多 孔 性 ガ ラ ス (controlled pore glass)や ポ リ (ス チ レ ン ジ ビ ニ ル )ベ ン ゼ ン な ど の
機 械 的 に 安 定 な マ ト リ ッ ク ス は 一 層 速 い 流 速 を 可 能 と し 、 一 層 短 い 処 理 時 間 が ア ガ ロ ー ス
で 達 成 で き る 。 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ テ イ ン Ｇ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ
ラ ム に 結 合 さ せ る 条 件 は 、 完 全 に Ｆ ｃ ド メ イ ン の 特 性 、 す な わ ち そ の 種 お よ び イ ソ タ イ プ
に よ る 。 一 般 に 、 適 切 な リ ガ ン ド を 選 択 す る と 、 非 適 正 化 培 養 液 か ら 効 率 的 な 結 合 が 直 接
生 じ る 。 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 一 つ の 顕 著 な 特 徴 は 、 ヒ ト γ １ 分 子 の 場 合 、 プ ロ テ イ ン Ａ
に 対 す る 結 合 能 が 同 じ Ｆ ｃ タ イ プ の 抗 体 に 比 べ て 若 干 減 少 し て い る こ と で あ る 。 結 合 し た
イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は 、 酸 性 ｐ Ｈ (３ .０ ま た は そ れ 以 上 )か ま た は 穏 や か な カ オ ト ロ ー プ
塩 を 含 む 中 性 ｐ Ｈ の 緩 衝 液 中 で 効 率 的 に 溶 出 す る こ と が で き る 。 こ の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の 結 果 、 ＞ ９ ５ ％ の 純 度 の イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン 調 製 物 を 得 る こ と が で
き る 。 　 プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ テ イ ン Ｇ 上 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 代 わ
り に 、 ま た は プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ テ イ ン Ｇ 上 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
加 え て 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 を 用 い て イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 精 製 す る こ と が
で き る 。 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は 、 親 チ オ 性 (thiophilic)ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー [ハ ッ チ
ェ ン ズ (Ｈ utchens)お よ び ポ ラ ト (Ｐ orath)、 Ａ nal.Ｂ iochem.１ ５ ９ 、 ２ １ ７ ～ ２ ２ ６ (１
９ ８ ６ )]お よ び 固 定 化 金 属 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー [ア ル － マ シ キ (Ａ l-Ｍ ashikhi)お
よ び マ カ イ (Ｍ akai)、 Ｊ .Ｄ airy Ｓ ci.７ １ 、 １ ７ ５ ６ ～ １ ７ ６ ３ (１ ９ ８ ８ )]に お い て 抗
体 と 同 様 に 振 る 舞 う 。 し か し な が ら 、 抗 体 と は 対 照 的 に 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 上 の 振 る 舞 い
は 等 電 点 に よ る の み な ら ず 、 そ の キ メ ラ 特 性 の た め に 分 子 中 に 存 在 す る か も し れ な い 荷 電
双 極 子 に も よ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 所 望 な ら 、 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は ２ 特 異 的 に で き る 、 す な わ ち ２ つ の 異 な る リ ガ ン ド に
向 け ら れ る よ う に す る こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は ２ つ の 異
な る ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 し て い て よ く 、 ま た は ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ
ン と 、 該 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン 構 造 の ｔ ｒ ｋ 部 分 が 結 合 す る 該 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン を 発 現 す
る 細 胞 上 に 特 異 的 に 発 現 さ れ た 他 の 決 定 基 と に 特 異 的 に 結 合 し て よ い 。 ２ 特 異 的 な 分 子 に
は 、 抗 体 様 構 造 体 の 一 方 の ア ー ム の キ メ ラ 抗 体 重 鎖 と 、 他 方 の ア ー ム の キ メ ラ 抗 体 重 鎖 －
軽 鎖 対 と か ら な る 三 量 体 分 子 が 精 製 の 容 易 さ の た め に 有 利 で あ る 。 ２ 特 異 的 な イ ム ノ ア ド
ヒ ー シ ン を 産 生 す る た め に 伝 統 的 に 使 用 さ れ る 抗 体 産 生 ク ア ド ロ ー マ (１ ０ の 四 量 体 の 混
合 物 を 産 生 す る )と は 対 照 的 に 、 三 量 体 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン 構 造 体 の ３ つ の 鎖 を コ ー ド す
る 核 酸 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は わ ず か に ３ つ の 分 子 の 混 合 物 を 産 生 し 、
こ の 混 合 物 か ら の 所 望 の 生 成 物 の 精 製 は 一 層 容 易 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】

(i)ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 一 般 に 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 お よ び ア ジ ュ バ ン
ト の 複 数 の 皮 下 (ｓ ｃ )ま た は 腹 腔 内 (ｉ ｐ )注 射 に よ り 動 物 に お い て 産 生 さ れ る 。 ｔ ｒ ｋ 受
容 体 ま た は 標 的 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む そ の 断 片 を 、 ２ 官 能 性 ま た は 誘 導 体 化 試 薬 、 た と え ば
、 マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (シ ス テ イ ン 残 基 に よ る 結 合 )、 Ｎ
－ ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (リ シ ン 残 基 に よ る 結 合 )、 グ リ タ ル ア ル デ ヒ ド 、 無 水 コ ハ ク
酸 、 Ｓ Ｏ Ｃ ｌ ２ 、 ま た は Ｒ １ Ｎ ＝ Ｃ ＝ Ｎ Ｒ (式 中 、 Ｒ お よ び Ｒ １ は 異 な る ア ル キ ル 基 で あ
る )を 用 い 、 免 疫 を し よ う と す る 種 に お い て 免 疫 原 性 で あ る タ ン パ ク 質 、 た と え ば キ ー ホ
ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ま た は ダ イ ズ ト リ
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プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る の が 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 １ ｍ ｇ ま た は １ μ ｇ の 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (そ れ ぞ れ 、 ウ サ ギ ま た は マ ウ ス に 対 し
て )を ３ 容 量 の フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ 、 該 溶 液 を 複 数 部 位 に て 皮 内
に 注 射 す る こ と に よ り 動 物 を 該 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま た は 誘 導 体 に 対 し て 免 疫 す る 。
１ カ 月 後 、 動 物 に フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 中 の 最 初 の 量 の １ ／ ５ ～ １ ／ １ ０ の 量 の
コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 複 数 部 位 に て 皮 下 注 射 す る こ と に よ り ブ ー ス タ ー 投 与 す る 。 ７ ～ １ ４ 日
後 、 動 物 か ら 採 血 し 、 血 清 を 、 抗 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 抗 体 力 価 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 力 価 が プ
ラ ト ー に 達 す る ま で 動 物 を ブ ー ス タ ー 投 与 す る 。 好 ま し く は 、 動 物 を 同 じ ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の
コ ン ジ ュ ゲ ー ト だ が 異 な る タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 、 お よ び ／ ま た は 異 な る 交 差
試 薬 に よ り コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た も の で ブ ー ス タ ー 投 与 す る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ま た 、 組 換
え 細 胞 培 養 中 で タ ン パ ク 質 融 合 体 と し て 製 造 す る こ と も で き る 。 ま た 、 免 疫 応 答 を 促 進 す
る た め に ア ル ミ ニ ウ ム な ど の 凝 集 剤 を 用 い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
(ii)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 、 す な わ ち 、 天 然 に お い て 最 小 量 で
存 在 す る 可 能 性 の あ る 変 異 以 外 は 集 団 を 構 成 す る 抗 体 が 同 一 で あ る も の か ら 得 ら れ る 。 そ
れ ゆ え 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 な る 修 飾 語 は 、 区 別 さ れ る 抗 体 の 混 合 物 で な い も の と し て の
抗 体 の 特 性 を 示 す 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 た と え ば 、 本 発 明 の 抗 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ケ ー ラ ー お よ び ミ ル シ ュ テ
イ ン に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 (Ｎ ature ２ ５ ６ ： ４ ９ ５ (１ ９ ７ ５ ))を
用 い て 作 製 す る こ と が で き 、 ま た は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 [キ ャ ビ リ ー (Ｃ abilly)ら 、 米 国 特 許
第 ４ ,８ １ ６ ,５ ６ ７ 号 ]に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 マ ウ ス や 他 の 適 当 な 宿 主 動 物 、 た と え ば ハ ム ス タ ー を 上 記 の よ
う に し て 免 疫 し て 、 免 疫 に 用 い た タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ う 抗 体 を 産 生 す る
ま た は 産 生 し う る リ ン パ 球 を 生 成 さ せ る 。 別 法 と し て 、 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 す る
こ と が で き る 。 つ い で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 適 当 な 融 合 剤 を 用 い て リ ン パ 球 を
ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 生 成 す る [ゴ ー デ ィ ン グ (Ｇ oding)、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル ・ ア ン テ ィ ボ デ ィ ー ズ ： プ リ ン シ プ ル ズ ・ ア ン ド ・ プ ラ ク テ ィ ス (Ｍ onoclon
al Ａ ntibodies： Ｐ rinciples and Ｐ ractice)、 ５ ９ ～ １ ０ ３ 頁 (ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 、
１ ９ ８ ６ )]。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 か く し て 産 生 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 未 融 合 の 親 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 増 殖 ま た は 生
存 を 抑 制 す る １ ま た は そ れ 以 上 の 物 質 を 好 ま し く は 含 む 適 当 な 培 地 中 に 接 種 し 、 増 殖 さ せ
る 。 た と え ば 、 親 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 が 酵 素 の ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ ま た は Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ )を 欠 く 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 地 は 一
般 に ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン (こ れ ら 物 質 は Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ を 欠 く
細 胞 の 増 殖 を 妨 害 す る )を 含 む で あ ろ う (Ｈ Ａ Ｔ 培 地 )。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 好 ま し い ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 し た 抗 体 産 生 細 胞 に よ る 抗 体 の 安 定
な 高 レ ベ ル 発 現 を 支 持 し 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 な ど の 培 地 に 感 受 性 で あ る も の で あ る 。 こ れ ら の う
ち 、 好 ま し い ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 は 、 ソ ー ク ・ イ ン ス テ ィ チ ュ ー ト ・ セ ル ・ デ ィ ス ト リ ビ ュ
ー シ ョ ン ・ セ ン タ ー (Ｓ alk Ｉ nstitute Ｃ ell Ｄ istribution Ｃ enter)(サ ン ジ エ ゴ 、 カ
リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 )か ら 入 手 可 能 な Ｍ Ｏ Ｐ Ｃ － ２ １ お よ び Ｍ Ｐ Ｃ － １ １ マ ウ ス 腫 瘍 か ら
の も の や 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン (ロ ッ ク ビ ル 、 メ リ ー ラ ン ド
、 米 国 )か ら 入 手 可 能 な Ｓ Ｐ － ２ な ど の マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 株 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 増 殖 さ せ た 培 地 を 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 に 対 し て 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー
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ナ ル 抗 体 の 産 生 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 産 生 さ
れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 免 疫 沈 降 に よ り 、 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (
Ｒ Ｉ Ａ )や 酵 素 結 合 抗 体 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )な ど の イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ に
よ り 決 定 す る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 た と え ば 、 マ ン ソ ン (Ｍ unson)お よ び ポ ラ ー ド (Ｐ
ollard)の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド (Ｓ catchard)分 析 (Ａ nal.Ｂ iochem.１ ０ ７ ： ２ ２ ０ (１ ９ ８ ０
))に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 、 お よ び ／ ま た は 活 性 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同
定 し た 後 、 こ れ ら ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 準 法 に よ り 増 殖 さ
せ る 。 ゴ ー デ ィ ン グ (Ｇ oding)、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ・ ア ン テ ィ ボ デ ィ ー ズ ： プ リ ン シ プ ル ズ
・ ア ン ド ・ プ ラ ク テ ィ ス 、 ５ ９ ～ １ ０ ４ 頁 (ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 、 １ ９ ８ ６ )。 こ の 目 的 に
適 し た 培 地 と し て は 、 た と え ば 、 ダ ル ベ ッ コ の 変 性 イ ー グ ル 培 地 や Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培
地 が 挙 げ ら れ る 。 加 え て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は ま た 腹 水 腫 瘍 と し て 動 物 中 で イ ン ビ ボ で
増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 　 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 た と
え ば 、 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル
電 気 泳 動 、 透 析 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 通 常 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
精 製 手 順 に よ り 、 培 地 、 腹 水 、 ま た は 血 清 か ら 適 当 に 分 離 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 常 法 (た と え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重
鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 し う る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用
い る こ と に よ り )を 用 い 、 容 易 に 単 離 お よ び 配 列 決 定 さ れ る 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 は 、 か か る Ｄ Ｎ Ａ の 好 ま し い 採 取 源 で あ る 。 単 離 さ れ た ら 、 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク タ ー 中 に
入 れ 、 つ い で 該 発 現 ベ ク タ ー を サ ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細
胞 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 産 生 し な い ミ エ ロ ー マ 細 胞 な ど の 宿 主 細 胞 中 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 、 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 合 成 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 は ま た 、 た と え ば 、 相 同 な マ ウ ス 配 列 の 代 わ り に ヒ ト 重 鎖 お よ び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の コ
ー ド 配 列 で 置 換 す る こ と に よ り (モ リ ソ ン ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ８ １ 、 ６
８ ５ １ (１ ９ ８ ４ ))、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の コ ー ド 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ
ド の コ ー ド 配 列 の 全 体 ま た は 部 分 を 共 有 結 合 に よ り 連 結 す る こ と に よ り 、 修 飾 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の 抗 ｔ ｒ ｋ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 「
キ メ ラ 」 ま た は 「 ハ イ ブ リ ッ ド 」 抗 体 が 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 典 型 的 に 、 か か る 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン と 置 換
さ れ る か 、 ま た は 本 発 明 の 抗 体 の 一 方 の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン と 置 換 さ れ て 、 ｔ ｒ
ｋ 受 容 体 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 一 方 の 抗 原 結 合 部 位 と 、 異 な る 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有
す る 他 方 の 抗 原 結 合 部 位 と を 含 む ２ 価 の キ メ ラ 抗 体 を 創 製 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 キ メ ラ 抗 体 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 抗 体 は ま た 、 架 橋 剤 を 使 用 す る も の を 含 む 合 成 タ ン パ ク
質 化 学 に お い て 知 ら れ た 方 法 を 用 い 、 イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る こ と も で き る 。 た と え ば 、 ジ
ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 用 い 、 ま た は チ オ エ ー テ ル 結 合 を 生 成 す る こ と に よ り 、 イ ム ノ ト キ
シ ン を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に 適 し た 試 薬 と し て は 、 イ ミ ノ チ オ レ ー ト お よ び
メ チ ル － ４ － メ ル カ プ ト ブ チ ル イ ミ デ ー ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 診 断 に 応 用 す る に は 、 本 発 明 の 抗 体 は 典 型 的 に 検 出 可 能 な 部 分 で 標 識 さ れ る で あ ろ う 。
検 出 可 能 な 部 分 と は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 直 接 ま た は 間 接 に 生 成 し う る も の で あ れ ば い
ず れ で あ っ て も よ い 。 た と え ば 、 検 出 可 能 な 部 分 は 、 ３ Ｈ 、 １ ４ Ｃ 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 、 ま
た は １ ２ ５ Ｉ な ど の 放 射 性 同 位 元 素 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、
ま た は ル シ フ ェ リ ン な ど の 蛍 光 ま た は 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 化 合 物 ； ビ オ チ ン ； 放 射 性 同 位 元
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素 標 識 、 た と え ば 、 １ ２ ５ Ｉ 、 ３ ２ Ｐ 、 １ ４ Ｃ 、 ま た は ３ Ｈ 、 ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ま た は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 で あ っ て よ い
。
【 ０ １ ９ １ 】
　 抗 体 を 検 出 可 能 な 部 分 に 別 々 に 連 結 さ せ る た め 、 ハ ン タ ー (Ｈ unter)ら 、 Ｎ ature
１ ４ ４ ： ９ ４ ５ (１ ９ ６ ２ )； デ ー ビ ッ ド (Ｄ avid)ら 、 Ｂ iochemistry １ ３ ： １ ０ １ ４ (１
９ ７ ４ )； ペ イ ン (Ｐ ain)ら 、 Ｊ .Ｉ mmunol.Ｍ eth.４ ０ ： ２ １ ９ (１ ９ ８ １ )； お よ び ニ グ レ
ン (Ｎ ygren)、 Ｊ .Ｈ istochem.and Ｃ ytochem.３ ０ ： ４ ０ ７ (１ ９ ８ ２ )に 記 載 さ れ た 方 法
を 含 む 、 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た い か な る 方 法 も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 お よ び 間 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 お よ び 免
疫 沈 降 ア ッ セ イ な ど の 公 知 ア ッ セ イ 法 の い ず れ に お い て も 使 用 で き る 。 ゾ ラ 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル ・ ア ン テ ィ ボ デ ィ ー ズ ： ア ・ マ ニ ュ ア ル ・ オ ブ ・ テ ク ニ ー ク ス (Ｍ onoclonal Ａ ntibo
dies： Ａ  Ｍ anual of Ｔ echniques)、 １ ４ ７ ～ １ ５ ８ 頁 (Ｃ Ｒ Ｃ プ レ ス 、 １ ９ ８ ７ )。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 競 合 結 合 ア ッ セ イ は 、 限 ら れ た 量 の 抗 体 へ の 結 合 に 対 し て 標 識 標 準 (ｔ ｒ ｋ 受 容 体 か ま
た は そ の 免 疫 学 的 に 反 応 性 の 部 分 で あ っ て よ い )が 試 験 試 料 分 析 対 象 物 (ｔ ｒ ｋ 受 容 体 )と
競 合 す る 能 力 に 基 づ く 。 試 験 試 料 中 の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 量 は 、 該 抗 体 に 結 合 し た 標 準 の 量 に
反 比 例 す る 。 結 合 し た 標 準 の 量 の 決 定 を 容 易 に す る た め 、 該 抗 体 に 結 合 し た 標 準 お よ び 分
析 対 象 物 を 結 合 し な い で 残 っ た 標 準 お よ び 分 析 対 象 物 か ら 都 合 よ く 分 離 で き る よ う に 、 該
抗 体 を 一 般 に 競 合 の 前 ま た は 後 に 不 溶 化 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 そ れ ぞ れ 、 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 異 な る 免 疫 原 性 部 分 ま た
は エ ピ ト ー プ に 結 合 し う る ２ つ の 抗 体 を 使 用 す る こ と を 含 む 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お
い て は 、 試 験 試 料 の 分 析 対 象 物 が 固 相 支 持 体 上 に 固 定 化 し た 第 一 の 抗 体 に 結 合 さ れ 、 そ の
後 、 第 二 の 抗 体 が 分 析 対 象 物 に 結 合 し 、 か く し て 不 溶 性 の ３ 部 分 複 合 体 を 生 成 す る 。 デ ー
ビ ッ ド お よ び グ リ ー ン (Ｇ reene)、 米 国 特 許 第 ４ ,３ ７ ６ ,１ １ ０ 号 。 第 二 の 抗 体 は 、 そ れ
自 体 が 検 出 可 能 な 部 分 で 標 識 さ れ て い て も よ い し (直 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ )、 ま た は 検
出 可 能 な 部 分 で 標 識 し た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 用 い て 測 定 し て も よ い (間 接 サ ン ド イ ッ
チ ア ッ セ イ )。 た と え ば 、 一 つ の タ イ プ の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で
あ り 、 こ の 場 合 は 検 出 可 能 な 部 分 は 酵 素 で あ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
(iii)ヒ ト 化 抗 体
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体
は 、 非 ヒ ト の 採 取 源 か ら 導 入 さ れ た １ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を そ の 中 に 有 す る 。
こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 し ば し ば 「 イ ン ポ ー ト (import)」 残 基 と 呼 ば れ 、 典 型 的 に
「 イ ン ポ ー ト 」 可 変 ド メ イ ン か ら 取 ら れ た も の で あ る 。 ヒ ト 化 は 本 質 的 に ウ イ ン タ ー (Ｗ i
nter)お よ び 共 同 研 究 者 の 方 法 [ジ ョ ー ン ズ (Ｊ ones)ら 、 Ｎ ature ３ ２ １ 、 ５ ２ ２ ～ ５ ２ ５
(１ ９ ８ ６ )； リ ー チ マ ン (Ｒ iechmann)ら 、 Ｎ ature ３ ３ ２ 、 ３ ２ ３ ～ ３ ２ ７ (１ ９ ８ ８ )；
ベ ル ヘ イ ェ ン (Ｖ erhoeyen)ら 、 Ｓ cience ２ ３ ９ 、 １ ５ ３ ４ ～ １ ５ ３ ６ (１ ９ ８ ８ )]に 従 い
、 ネ ズ ミ Ｃ Ｄ Ｒ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 で ヒ ト 抗 体 の 対 応 配 列 を 置 換 す る こ と に よ り 行 う こ と が
で き る 。 従 っ て 、 か か る 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 実 質 的 に 完 全 な ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 未 満 が 非 ヒ
ト 種 由 来 の 対 応 配 列 に よ り 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 で あ る (キ ャ ビ リ ー 、 上 掲 )。 実 際 に は 、
ヒ ト 化 抗 体 は 、 典 型 的 に 、 幾 つ か の Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 お よ び お そ ら く 幾 つ か の Ｆ Ｒ 残 基 が ネ ズ ミ
抗 体 中 の 類 似 部 位 か ら の 残 基 に よ り 置 換 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 抗 体 の ヒ ト 化 は 、 抗 原 に 対 す る 高 親 和 性 お よ び 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 特 性 を 保 持 し な が
ら 行 う こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 目 的 を 達 成 す る た め 、 好 ま し い 方 法 に 従 い 、 ヒ ト 化 抗 体 は
親 お よ び ヒ ト 化 配 列 の 三 次 元 モ デ ル を 用 い た 親 配 列 お よ び 種 々 の 概 念 的 ヒ ト 化 産 物 の 分 析
プ ロ セ ス に よ り 調 製 さ れ る 。 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル は 当 業 者 に は 普 通 に 利 用 で き 、
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よ く 知 ら れ て い る 。 選 択 し た 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の あ り う る 三 次 元 立 体 構 造 を 明 ら か
に し 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 利 用 で き る 。 こ れ ら 表 示 を 調 べ る と 、 候 補 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 配 列 の 機 能 に お け る こ れ ら 残 基 の 果 た し う る 役 割 の 分 析 、 す な わ ち 該 候 補 免 疫 グ
ロ ブ リ ン が そ の 抗 原 に 結 合 す る 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 残 基 の 分 析 が 可 能 と な る 。 こ の よ う に
、 標 的 抗 原 へ の 増 加 し た 親 和 性 な ど の 所 望 の 抗 体 特 性 が 達 成 さ れ る よ う に 、 Ｆ Ｒ 残 基 を 共
通 配 列 お よ び イ ン ポ ー ト 配 列 か ら 選 択 し 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 一 般 に 、 Ｃ Ｄ Ｒ が 直
接 か つ 最 も 実 質 的 に 抗 原 結 合 へ の 影 響 に 関 与 し て い る 。 詳 細 は Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 公 報 第 Ｗ Ｏ ９ ４
／ ０ ４ ６ ７ ９ 号 参 照 。
【 ０ １ ９ ７ 】
(iv)ヒ ト 抗 体
　 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ り 作 製 で き る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 産 生 の た め の ヒ ト ミ エ ロ ー マ お よ び マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 が 、 た と え
ば 、 コ ズ ボ ー (Ｋ ozbor)、 Ｊ .Ｉ mmunol.１ ３ ３ 、 ３ ０ ０ １ (１ ９ ８ ４ )、 お よ び ブ ロ ダ ー (Ｂ
rodeur)ら 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ・ ア ン テ ィ ボ デ ィ ー ・ プ ロ ダ ク シ ョ ン ・ テ ク ニ ー ク ス ・ ア ン
ド ・ ア プ リ ケ ー シ ョ ン ズ (Ｍ onoclonal Ａ ntibodies Ｐ roduction Ｔ echniques and Ａ ppl
ications)、 ５ １ ～ ６ ３ 頁 (マ ー セ ル ・ デ ッ カ ー (Ｍ arcel Ｄ ekker,Ｉ nc.)、 ニ ュ ー ヨ ー ク
、 １ ９ ８ ７ )に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 免 疫 後 に 内 生 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 産 生 の 不 在 下 で ヒ ト 抗 体 の レ パ ー ト リ ー を 産 生 し う る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (た と え ば 、 マ ウ ス )を 作 製 す る こ と が 今 や 可 能 で あ る 。 た と え ば 、
キ メ ラ お よ び 生 殖 細 胞 変 異 体 マ ウ ス に お け る 抗 体 重 鎖 ジ ョ イ ニ ン グ 領 域 (Ｊ Ｈ )遺 伝 子 の ホ
モ 接 合 性 欠 失 は 内 生 抗 体 産 生 の 完 全 な 抑 制 と い う 結 果 に な る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 ヒ ト
生 殖 細 胞 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ア レ イ を か か る 生 殖 細 胞 変 異 体 マ ウ ス 中 に 移 す と 、 抗 原 攻
撃 に よ り ヒ ト 抗 体 が 産 生 さ れ る 結 果 と な る 。 た と え ば 、 ジ ャ コ ボ ビ ッ ツ (Ｊ akobovits)ら
、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ  ９ ０ 、 ２ ５ ５ １ ～ ２ ５ ５ (１ ９ ９ ３ )； ジ ャ コ ボ ビ ッ ツ
ら 、 Ｎ ature ３ ６ ２ 、 ２ ５ ５ ～ ２ ５ ８ (１ ９ ９ ３ )参 照 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 別 法 と し て 、 フ ァ ー ジ 提 示 (phage display)法 (マ ッ カ フ ァ ー テ ィ ー (Ｍ cＣ afferty)ら 、
Ｎ ature ３ ４ ８ 、 ５ ５ ２ ～ ５ ５ ３ [１ ９ ９ ０ ])を 用 い 、 免 疫 し て い な い 供 与 体 か ら の 免 疫
グ ロ ブ リ ン 可 変 (Ｖ )ド メ イ ン 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー か ら イ ン ビ ト ロ で ヒ ト 抗 体 お よ び 抗 体 断
片 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術 に よ れ ば 、 抗 体 の Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 が Ｍ １ ３ や ｆ ｄ
な ど の 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の メ ジ ャ ー ま た は マ イ ナ ー コ ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の い
ず れ か の 中 に イ ン フ レ ー ム で ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 該 フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 に 機 能 的 抗 体 断
片 と し て 提 示 さ れ る 。 繊 維 状 粒 子 は フ ァ ー ジ ゲ ノ ム の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ コ ピ ー を 含 む の で 、 抗
体 の 機 能 的 特 性 に 基 づ く 選 択 は ま た 、 該 特 性 を 示 す 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 選 択 と い う
結 果 と な る 。 そ れ ゆ え 、 フ ァ ー ジ は Ｂ 細 胞 の 幾 つ か の 特 性 を 真 似 た も の と な る 。 フ ァ ー ジ
表 示 は 種 々 の 態 様 で 行 う こ と が で き る ； そ の 概 論 に は 、 た と え ば 、 ジ ョ ン ソ ン (Ｊ ohnson)
、 ケ ビ ン (Ｋ evin Ｓ .)お よ び チ ズ ウ エ ル (Ｃ hiswell)、 デ ー ビ ッ ド (Ｄ avid Ｊ .)、 カ レ ン
ト ・ オ ピ ニ オ ン ・ イ ン ・ ス ト ラ ク チ ュ ラ ル ・ バ イ オ ロ ジ ー (Ｃ urrent Ｏ pinion in Ｓ truc
tural Ｂ iology)３ 、 ５ ６ ４ ～ ５ ７ １ (１ ９ ９ ３ )を 参 照 。 幾 つ か の 入 手 源 の Ｖ － 遺 伝 子 セ
グ メ ン ト を フ ァ ー ジ 提 示 に 使 用 で き る 。 ク ラ ッ ク ソ ン (Ｃ lackson)ら は 、 免 疫 し た マ ウ ス
の 脾 臓 か ら の Ｖ 遺 伝 子 の 小 さ な ラ ン ダ ム 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー (small random combinat
orial library)か ら 抗 オ キ サ ゾ ロ ン 抗 体 の 種 々 の ア レ イ を 単 離 し た (Ｎ ature ３ ５ ２ 、 ６
２ ４ ～ ６ ２ ８ (１ ９ ９ １ ))。 免 疫 し て い な い ヒ ト か ら の Ｖ 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー の 構 築 お
よ び 抗 原 の 種 々 の ア レ イ (自 己 抗 原 を 含 む )に 対 す る 抗 体 の 単 離 は 、 本 質 的 に マ ー ク ス (Ｍ a
rks)ら (Ｊ .Ｍ ol.Ｂ iol.２ ２ ２ 、 ５ ８ １ ～ ５ ９ ７ (１ ９ ９ １ ))ま た は グ リ フ ィ ス (Ｇ riffith
)ら (Ｅ Ｍ Ｂ Ｏ  Ｊ .１ ２ 、 ７ ２ ５ ～ ７ ３ ４ (１ ９ ９ ３ ))に よ っ て 記 載 さ れ た 技 術 に 従 っ て 行
う こ と が で き る 。 天 然 の 免 疫 応 答 に お い て は 、 抗 体 遺 伝 子 は 高 率 で 突 然 変 異 を 蓄 積 す る (
体 細 胞 超 突 然 変 異 (somatic hypermutation))。 導 入 さ れ た 変 化 の 幾 つ か は 一 層 高 い 親 和 性
を 付 与 し 、 高 親 和 性 の 表 面 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 提 示 す る Ｂ 細 胞 は そ の 後 の 抗 原 攻 撃 の 間 に 優
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先 的 に 複 製 し 分 化 す る 。 こ の 天 然 の プ ロ セ ス は 、 「 鎖 シ ャ フ リ ン グ (chain shuffling)」
と し て 知 ら れ る 技 術 に よ り 真 似 る こ と が で き る (マ ー ク ス ら 、 Ｂ io/Ｔ echnol.１ ０ 、 ７ ７
９ ～ ７ ８ ３ [１ ９ ９ ２ ])。 こ の 方 法 で は 、 フ ァ ー ジ 提 示 に よ り 得 ら れ た 「 一 次 (primary)」
ヒ ト 抗 体 の 親 和 性 は 、 免 疫 し て い な い 供 与 体 か ら 得 ら れ た Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 の 天 然 に み ら
れ る 変 異 体 の レ パ ー ト リ ー で 重 鎖 お よ び 軽 鎖 Ｖ 領 域 遺 伝 子 を 順 次 置 換 し て い く こ と に よ り
改 善 す る こ と が で き る 。 こ の 技 術 は ｎ Ｍ 範 囲 の 親 和 性 を 有 す る 抗 体 お よ び 抗 体 断 片 の 作 製
を 可 能 と す る 。 非 常 に 大 き な フ ァ ー ジ 抗 体 レ パ ー ト リ ー (「 マ ザ ー － オ ブ － オ ー ル ラ イ ブ
ラ リ ー (the mother-of-all libraries)」 と し て も 知 ら れ る )を 作 製 す る た め の 戦 略 が ウ ォ
ー タ ー ハ ウ ス (Ｗ aterhouse)ら に よ っ て 記 載 さ れ て お り (Ｎ ucl.Ａ cids Ｒ es.２ １ 、 ２ ２ ６
５ ～ ２ ２ ６ ６ (１ ９ ９ ３ ))、 か か る 大 き な フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 高 親 和 性 の ヒ ト 抗
体 の 直 接 の 単 離 は グ リ フ ィ ス ら に よ り 報 告 さ れ て い る (Ｅ Ｍ Ｂ Ｏ  Ｊ .(１ ９ ９ ４ )、 印 刷 中 )
。 遺 伝 子 シ ャ フ リ ン グ (gene shuffling)は ま た 、 ネ ズ ミ 抗 体 か ら ヒ ト 抗 体 を 由 来 す る の に
用 い る こ と が で き 、 そ の 際 、 該 ヒ ト 抗 体 は 出 発 の ネ ズ ミ 抗 体 と 類 似 の 親 和 性 お よ び 特 異 性
を 有 す る 。 「 エ ピ ト ー プ イ ン プ リ ン テ ィ ン グ (epitope imprinting)」 と も 呼 ば れ る こ の 方
法 に よ れ ば 、 フ ァ ー ジ 提 示 法 に よ り 得 ら れ た ネ ズ ミ 抗 体 の 重 鎖 ま た は 軽 鎖 Ｖ ド メ イ ン 遺 伝
子 を ヒ ト Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー で 置 換 し て ネ ズ ミ － ヒ ト キ メ ラ が 創 製 さ れ る 。
抗 原 の 選 択 は 、 機 能 的 な 抗 原 結 合 部 位 、 す な わ ち 相 手 の 選 択 を 支 配 (刷 り 込 む )す る エ ピ ト
ー プ を 再 分 類 し う る ヒ ト 可 変 の 単 離 と い う 結 果 と な る 。 こ の プ ロ セ ス を 残 り の ネ ズ ミ Ｖ ド
メ イ ン を 置 換 す る た め に 繰 り 返 す と 、 ヒ ト 抗 体 が 得 ら れ る (１ ９ ９ ３ 年 ４ 月 １ 日 に 公 開 さ
れ た Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 出 願 第 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ６ ２ １ ３ 号 を 参 照 )。 Ｃ Ｄ Ｒ 移 植 に よ る ネ ズ ミ 抗 体 の
伝 統 的 な ヒ ト 化 と 異 な り 、 こ の 方 法 は 、 ネ ズ ミ 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク も Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 も と も
に 有 し な い 完 全 に ヒ ト の 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
(v)２ 特 異 的 抗 体
　 ２ 特 異 的 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル な 、 好 ま し く は ヒ ト ま た は ヒ ト 化 さ れ た 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 場 合 に は 、 こ れ ら 結 合
特 異 性 の う ち の 一 つ は ｔ ｒ ｋ 受 容 体 に 対 す る も の で あ り 、 他 の 特 異 性 は 他 の 抗 原 、 好 ま し
く は 他 の 受 容 体 ま た は 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る も の で あ る 。 た と え ば 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体
お よ び 神 経 栄 養 因 子 、 ま た は ２ つ の 異 な る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 す る ２ 特 異 的 抗 体
は 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ２ 特 異 的 抗 体 の 製 造 法 は 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。 伝 統 的 に 、 ２ 特 異 的 抗 体 の 組 換
え 製 造 は ２ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 － 軽 鎖 対 の 共 発 現 に 基 づ い て お り 、 そ の 際 、 ２ つ の 重
鎖 は 異 な る 特 異 性 を 有 す る (ミ ル シ ュ テ イ ン お よ び ク エ ロ (Ｃ uello)、 Ｎ ature ３ ０ ５ 、 ５
３ ７ ～ ５ ３ ９ (１ ９ ８ ３ ))。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 取 り 合 わ せ が ラ ン ダ ム な た
め 、 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ア ド ロ ー マ )は １ ０ の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 な 混 合 物 を 産
生 し 、 そ の う ち 一 つ の み が 正 し い ２ 特 異 的 な 構 造 を 有 す る 。 正 し い 分 子 の 精 製 は 通 常 、 ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ り 行 わ れ る が 、 か な り 面 倒 で あ り 、 生 成 物 の 収
率 は 低 い 。 同 様 の 手 順 が Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ８ ８ ２ ９ (１ ９ ９ ３ 年 ５ 月 １ ３ 日
公 開 )お よ び ト ラ ウ ネ ッ カ ー (Ｔ raunecker)ら の Ｅ Ｍ Ｂ Ｏ  Ｊ .１ ０ 、 ３ ６ ５ ５ ～ ３ ６ ５ ９ (
１ ９ ９ １ )に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 異 な る 一 層 好 ま し い ア プ ロ ー チ に よ れ ば 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン
(抗 体 － 抗 原 結 合 部 位 )を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 す る 。 融 合 は 、 少 な く と
も 一 部 の ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と 行 う
の が 好 ま し い 。 軽 鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )が 融 合 物 の 少 な
く と も 一 つ に 存 在 す る の が 好 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 体 お よ び 所 望 な ら 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 中 に コ
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 。 こ の こ と は 、 構 築 に お い て ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 均 等 で な
い 比 率 を 使 用 す る こ と が 最 適 の 収 率 を 与 え る 態 様 に お い て 、 こ れ ら ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド 断
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片 の 相 互 の 比 率 を 調 節 す る う え で の 大 き な 柔 軟 性 を 付 与 す る 。 し か し な が ら 、 少 な く と も
２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 等 比 率 で の 発 現 が 高 収 率 の 結 果 と な る か ま た は 比 率 が 特 に 重 要 で
な い 場 合 に は 、 ３ つ の ポ リ ペ プ チ ド の う ち の ２ つ ま た は す べ て を コ ー ド す る 配 列 を 一 つ の
発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、
２ 特 異 的 抗 体 は 、 一 方 の ア ー ム に お け る 第 一 の 結 合 特 異 性 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 重 鎖 と 、 他 方 の ア ー ム に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 － 軽 鎖 対 (第 二 の
結 合 特 異 性 を 付 与 す る )と か ら な る 。 こ の よ う な 非 対 称 な 構 造 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 が
２ 特 異 的 分 子 の 半 分 の 一 方 に の み 存 在 す る こ と は 分 離 を 容 易 に す る の で 、 望 ま な い 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 鎖 の 組 み 合 わ せ か ら 所 望 の ２ 特 異 的 化 合 物 を 分 離 す る の を 容 易 に す る こ と が わ か
っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 １ ９ ９ ４ 年 ３ 月 ３ 日 に 公 開 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／
０ ４ ６ ９ ０ に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ２ 特 異 的 抗 体 の 作 製 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 た と え ば 、 ス レ シ ュ (Ｓ uresh)ら の Ｍ eth
ods in Ｅ nzymology １ ２ １ 、 ２ １ ０ (１ ９ ８ ６ )を 参 照 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
 (v)ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体
　 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 も ま た 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗
体 は 、 共 有 結 合 に よ り 結 合 さ れ た ２ つ の 抗 体 か ら な る 。 か か る 抗 体 は 、 た と え ば 、 免 疫 系
細 胞 を 所 望 さ れ て い な い 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ し た り (米 国 特 許 第 ４ ,６ ７ ６ ,９ ８ ０ )、 Ｈ
Ｉ Ｖ 感 染 の 治 療 (Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ ０ ３ ６ ０ お よ び Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ０ ３ ７ ３
； Ｅ Ｐ ０ ３ ０ ８ ９ )に 提 唱 さ れ て い る 。 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 は 、 都 合 の よ い 架 橋 法
を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 適 当 な 架 橋 剤 は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 多 数
の 架 橋 法 と と も に 米 国 特 許 第 ４ ,６ ７ ６ ,９ ８ ０ に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

(i)リ ガ ン ド 結 合
　 抗 体 に お け る よ う に 、 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の Ｆ ｃ 領 域 は 精 製 の み な ら ず 捕 捉 お よ び 検 出
の た め の 便 利 な 取 っ 手 を 提 供 す る 。 こ の こ と は 、 ２ つ の 異 な る 抗 Ｆ ｃ 抗 体 を 用 い た サ ン ド
イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 定 量 す る (た と え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た 細 胞 の 上 澄 み 液 中 で )の に 有 用 で あ る 。 加 え て 、 Ｆ ｃ 取 っ 手 は 、 ｔ ｒ ｋ 部 分 と 対
応 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン と の 相 互 作 用 を 調 べ る の を 容 易 に す る 。 た と え ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト 結 合 ア ッ セ イ 態 様 を 使 用 で き 、 そ の 場 合 、 抗 Ｆ ｃ 抗 体 を 前 以 て コ ー テ ィ ン グ し
た ウ エ ル 上 に イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 固 定 化 す る 。 こ の こ と は 、 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 同 族
ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン リ ガ ン ド に よ る 結 合 に ｔ ｒ ｋ 部 分 が 接 近 で き る よ う な 方 向 に 配 置 す る
こ と に な る 。 つ い で 、 リ ガ ン ド を 加 え 、 固 定 化 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン と と も に イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 未 結 合 の リ ガ ン ド を 洗 浄 し て 除 い た 後 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン リ ガ ン ド が 放 射 性 標
識 し て あ る 場 合 に は 放 射 能 を カ ウ ン ト す る こ と に よ り 、 ま た は 抗 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 抗 体
に よ り 結 合 を 定 量 す る 。 非 特 異 的 な 結 合 は 、 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 省 く こ と に よ り 、 ま た
は 関 係 の な い 「 ア ド ヒ ー シ ン 」 部 分 を 有 す る イ ソ タ イ プ マ ッ チ し た イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を
含 め る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ 態 様 は 、 あ る 種 の ニ ュ ー ロ ト ロ フ
ィ ン の 過 小 ま た は 過 剰 発 現 を 特 徴 と す る 病 理 学 的 状 態 の 診 断 に 使 用 で き 、 ま た 、 ｔ ｒ ｋ Ａ
、 ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 へ の 種 々 の 神 経 栄 養 因 子 の 結 合 の 比 較 、 お よ び ｔ ｒ ｋ 受
容 体 に 対 す る 新 た な リ ガ ン ド の 発 見 に 向 け ら れ た 努 力 、 た と え ば 、 合 成 ま た は 天 然 の 有 機
化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
(ii)リ ガ ン ド の 同 定 ／ 単 離
　 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 使 用 で き る 他 の 領 域 は 、 ヒ ト ま た は 種 々 の 動 物 種 に
お け る さ ら な る ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 探 索 、 お よ び か か る リ ガ ン ド の 精 製 で あ る 。 こ の ア
プ ロ ー チ に よ っ て 現 在 ま で に 同 定 さ れ た リ ガ ン ド と し て は 、 ２ つ の Ｌ － セ レ ク チ ン リ ガ ン
ド 、 Ｇ ｌ ｙ Ｃ Ａ Ｍ － １ お よ び Ｃ Ｄ ３ ４ が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は Ｌ － セ レ ク チ ン － Ｉ ｇ Ｇ ア フ
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ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 同 定 お よ び 単 離 さ れ た (イ マ イ (Ｉ mai)ら 、 Ｊ .Ｃ ell.Ｂ iol.１
１ ３ 、 １ ２ １ ３ ～ １ ２ ２ １ (１ ９ ９ １ )； ワ ト ソ ン ら 、 Ｊ .Ｃ ell.Ｂ iol.１ １ ０ 、 ２ ２ ２ １
～ ２ ２ ２ ９ (１ ９ ９ ０ )； ワ ト ソ ン ら 、 Ｊ .Ｃ ell.Ｂ iol.３ ４ ９ 、 １ ６ ４ ～ １ ６ ７ (１ ９ ９ １
)]。
【 ０ ２ ０ ７ 】
(iii)大 量 の 精 製 可 溶 性 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 製 造
　 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン と 抗 体 と の 構 造 的 類 似 は 、 パ パ イ ン な ど の タ ン パ ク 質 加 水 分 解 酵 素
に よ り イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を 開 裂 し て 「 ア ド ヒ ー シ ン 」 部 分 を 含 む Ｆ ｄ 様 の 断 片 を 生 成 す
る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 唆 し た 。 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 開 裂 の た め の 一 層 包 括 的 な ア
プ ロ ー チ を 得 る た め に は 、 標 的 配 列 に 高 度 に 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い る べ き で あ る 。
こ の 目 的 に 適 し た プ ロ テ ア ー ゼ は 、 ズ ブ チ リ シ ン Ｂ Ｐ Ｎ の 遺 伝 子 操 作 変 異 体 で あ り 、 こ の
も の は 配 列 Ａ Ａ Ｈ Ｙ Ｔ Ｌ を 認 識 し 開 裂 す る 。 こ の 標 的 配 列 を ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ １ イ ム ノ ア ド
ヒ ー シ ン の 支 持 体 ヒ ン ジ 領 域 中 に 導 入 す る と 、 Ｆ ｃ ド メ イ ン と ｔ ｒ ｋ ド メ イ ン と の 間 で の
高 度 に 特 異 的 な 開 裂 が 容 易 と な る 。 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は プ ロ テ イ ン Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り 精 製 し 、 固 定 化 さ れ た 該 酵 素 に よ り 開 裂 さ れ る 。 開 裂 の 結 果 、 ２ つ の 生 成 物 、 Ｆ
ｃ 領 域 お よ び ｔ ｒ ｋ 領 域 が 得 ら れ る 。 こ れ ら 断 片 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム に ２ 回 目 通 過 さ
せ て Ｆ ｃ を 保 持 し 溶 出 フ ラ ク シ ョ ン 中 に 精 製 ｔ ｒ ｋ 断 片 を 得 る こ と に よ り 容 易 に 分 離 す る
こ と が で き る 。 同 様 の ア プ ロ ー チ は 、 開 裂 可 能 な 配 列 を 一 層 下 方 の ヒ ン ジ 部 に 配 置 す る こ
と に よ り 二 量 体 ｔ ｒ ｋ 部 分 を 得 る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】

(i)キ ナ ー ゼ 受 容 体 活 性 化 ア ッ セ イ
　 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 は 、 Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ３ １ ９ ８ に 記 載 さ れ た キ ナ ー ゼ 受 容 体
活 性 化 (Ｋ Ｉ Ｒ Ａ )ア ッ セ イ に 使 用 で き る 。 こ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ タ イ プ の ア ッ セ イ は 、 受 容 体 プ
ロ テ イ ン チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ (ｒ Ｐ Ｔ Ｋ 、 た と え ば 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 )の キ ナ ー ゼ ド メ イ ン の 自
己 リ ン 酸 化 を 測 定 す る こ と に よ る キ ナ ー ゼ 活 性 化 の 定 性 的 ま た は 定 量 的 測 定 、 並 び に 選 択
さ れ た ｒ Ｐ Ｔ Ｋ の 潜 在 的 な ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 お よ び 特 徴 付 け に 適 し
て い る 。 こ の ア ッ セ イ の 第 一 段 階 は 、 キ ナ ー ゼ 受 容 体 、 た と え ば ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の キ ナ ー ゼ
ド メ イ ン の リ ン 酸 化 を 含 み 、 そ の 際 、 該 受 容 体 は 真 核 細 胞 の 細 胞 膜 中 に 存 在 す る 。 受 容 体
は 内 生 の 受 容 体 で あ っ て よ く 、 ま た は 受 容 体 ま た は 受 容 体 構 築 物 を コ ー ド す る 核 酸 を 細 胞
中 に 形 質 転 換 し て よ い 。 典 型 的 に 、 第 一 の 固 相 (た と え ば 、 第 一 の ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ
エ ル )に か か る 細 胞 (通 常 、 哺 乳 動 物 細 胞 株 )が 接 着 す る よ う に 該 細 胞 の 実 質 的 に 均 一 な 集
団 で 該 固 相 を コ ー テ ィ ン グ す る 。 し ば し ば 、 細 胞 は 接 着 性 で あ り 、 そ れ に よ っ て 第 一 の 固
相 に 自 然 に 接 着 す る 。 「 受 容 体 構 築 物 」 を 使 用 す る 場 合 に は 、 そ れ は 通 常 、 キ ナ ー ゼ 受 容
体 と フ ラ グ (flag)ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 か ら な る 。 フ ラ グ ポ リ ペ プ チ ド は 該 ア ッ セ イ の Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 部 分 に お い て 捕 捉 試 薬 、 し ば し ば 捕 捉 抗 体 に よ り 認 識 さ れ る 。 つ い で 、 チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ 受 容 体 (た と え ば 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 )が 分 析 対 象 物 に 暴 露 さ れ る よ う に (ま た は 分 析
対 象 物 と 接 触 す る よ う に )、 細 胞 が 接 着 し た ウ エ ル に 分 析 対 象 物 を 加 え る 。 こ の ア ッ セ イ
は 、 興 味 の も た れ る チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 (た と え ば 、 ｔ ｒ ｋ Ａ 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ｔ ｒ
ｋ Ｃ )に 対 す る ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト リ ガ ン ド の 同 定 を 可 能 に す る 。 受 容 体 に
ア ゴ ニ ス ト が 結 合 す る の を 阻 止 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト リ ガ ン ド の 存 在 を 検 出 す る た め に は 、
受 容 体 結 合 お よ び 活 性 化 の 競 合 的 抑 制 を 測 定 で き る よ う に 、 ま ず 、 接 着 し て い る 細 胞 を ア
ン タ ゴ ニ ス ト リ ガ ン ド で あ る と 思 わ れ る も の に 暴 露 し 、 つ い で ア ゴ ニ ス ト リ ガ ン ド に 暴 露
す る 。 ま た 、 こ の ア ッ セ イ は 、 ア ゴ ニ ス ト リ ガ ン ド に 結 合 す る こ と に よ っ て 該 ア ゴ ニ ス ト
リ ガ ン ド が ｒ Ｐ Ｔ Ｋ に 結 合 し 活 性 化 す る 能 力 を 減 少 ま た は 除 去 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定
す る こ と が で き る 。 か か る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 検 出 す る に は 、 ｒ Ｐ Ｔ Ｋ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ
ス ト と 思 わ れ る も の お よ び ア ゴ ニ ス ト を 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で 、 こ の リ ガ ン ド
混 合 物 に 接 着 細 胞 を 暴 露 す る 。 分 析 対 象 物 へ の 暴 露 の 後 、 接 着 細 胞 を 溶 解 緩 衝 液 (可 溶 化
界 面 活 性 剤 を 含 有 す る )お よ び 穏 や か な 撹 拌 に よ り 可 溶 化 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 溶 解 液 を
放 出 さ せ 、 こ れ を 濃 縮 ま た は 清 澄 化 す る 必 要 な く 直 接 、 ア ッ セ イ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 部 分 に 供 す
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る こ と が で き る 。 つ い で 、 か く し て 調 製 し た 細 胞 溶 解 液 は ア ッ セ イ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 段 階 に 容
易 に 供 す る こ と が で き る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 段 階 の 第 一 の 工 程 と し て 、 第 二 の 固 相 (通 常 、 Ｅ Ｌ
Ｉ Ｓ Ａ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ エ ル )を 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 ま た は 受 容 体 構
築 物 の 場 合 は フ ラ グ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 捕 捉 試 薬 (し ば し ば 捕 捉 抗 体 )で コ ー
テ ィ ン グ す る 。 第 二 の 固 相 の コ ー テ ィ ン グ は 、 捕 捉 試 薬 が 第 二 の 固 相 に 接 着 す る よ う に し
て 行 う 。 捕 捉 試 薬 は 一 般 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る が 、 実 施 例 に も 記 載 す る よ う に ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 つ い で 、 受 容 体 ま た は 受 容 体 構 築 物 が 第 二 の 固 相
に 接 着 す る (ま た は 捕 捉 さ れ る )よ う に 、 得 ら れ た 細 胞 溶 解 液 を 接 着 捕 捉 試 薬 に 暴 露 ま た は
接 触 さ せ る 。 つ い で 、 未 結 合 の 細 胞 溶 解 液 を 除 去 す る た め に 洗 浄 工 程 を 行 い 、 捕 捉 さ れ た
受 容 体 ま た は 受 容 体 構 築 物 を 残 す 。 つ い で 、 接 着 し た ま た は 捕 捉 さ れ た 受 容 体 ま た は 受 容
体 構 築 物 を 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 中 の リ ン 酸 化 さ れ た チ ロ シ ン 残 基 を 同 定 す る 抗 ホ ス
ホ チ ロ シ ン 抗 体 に 暴 露 ま た は 接 触 さ せ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体
は 、 非 放 射 性 の 発 色 試 薬 の 色 変 化 を 触 媒 す る 酵 素 に (直 接 ま た は 間 接 に )コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ
れ て い る 。 従 っ て 、 受 容 体 の リ ン 酸 化 は 、 そ の 後 の 試 薬 の 色 変 化 に よ り 測 定 す る こ と が で
き る 。 該 酵 素 は 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 に 直 接 結 合 さ せ る こ と が で き る し 、 ま た は コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 分 子 (た と え ば 、 ビ オ チ ン )を 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 そ の 後 、
該 酵 素 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト 分 子 を 介 し て 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
最 後 に 、 捕 捉 さ れ た 受 容 体 ま た は 受 容 体 構 築 物 へ の 抗 ホ ス ホ チ ロ シ ン 抗 体 の 結 合 を 、 た と
え ば 発 色 試 薬 の 色 変 化 に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
(ii)治 療 学 的 使 用
　 本 発 明 の ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 並 び に こ れ ら 受 容 体 に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 (モ ノ 特 異 的 で あ る か ２ 特 異 的 で あ る か ま た は ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 態 様 で あ
る )は 、 こ れ ら 受 容 体 の 少 な く と も 一 つ に 結 合 し う る ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 学 的 活 性
を 表 示 (signaling)、 促 進 ま た は 阻 止 す る う え で 有 用 で あ る 。 本 発 明 の ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ イ ム
ノ ア ド ヒ ー シ ン は 、 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 と そ の 神 経 栄 養 因 子 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 を 阻 止 し 、 そ
れ に よ っ て ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る こ と が わ か っ た 。 こ の ア ン タ ゴ
ニ ス ト 活 性 は 、 内 生 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 産 生 を 伴 う 病 理 学 的 状 態 、 た と え ば 、 炎 症 性 の 疼
痛 (ｔ ｒ ｋ Ａ － イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン ； 実 施 例 ５ 参 照 )、 膵 炎 (ｔ ｒ ｋ Ｂ － イ ム ノ ア ド ヒ ー シ
ン )、 腎 臓 疾 患 、 肺 疾 患 、 心 血 管 疾 患 (ｔ ｒ ｋ Ｃ － イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン )、 種 々 の タ イ プ の
腫 瘍 (ｔ ｒ ｋ Ａ － 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ － お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ － イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン )、 癲 癇 に お け る 異 常
な 出 現 (aberrant sprouting)、 精 神 病 (ｔ ｒ ｋ Ｂ － お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ － イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン )
な ど の 治 療 に 有 用 で あ る 。 ヒ ト イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は 、 ヒ ト 免 疫 系 に よ っ て 「 外 来 の も の
」 と 認 識 さ れ る 唯 一 の 新 規 な 配 列 が 接 続 部 分 の み で あ る よ う に 、 該 分 子 の ｔ ｒ ｋ 部 分 お よ
び Ｉ ｇ 部 分 の 両 方 と も が ヒ ト 配 列 で あ る こ と に 基 づ く こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 ヒ ト イ ム
ノ ア ド ヒ ー シ ン は キ メ ラ (ヒ ト 化 )抗 体 と は 対 照 的 に ヒ ト に お け る 免 疫 原 性 が 最 小 で あ る 。
こ の よ う な 減 少 し た 免 疫 原 性 は 、 と り わ け 複 数 の 投 与 を 必 要 と す る 適 応 症 に と っ て 重 要 な
利 点 で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の 治 療 用 調 合 物 は 、 所 望 の 程 度 の 純 度 を 有 す る 活 性 成 分 を 任 意 の 生 理 学 的 に 許 容
し う る 担 体 、 賦 形 剤 ま た は 安 定 化 剤 (レ ミ ン グ ト ン ズ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル サ イ エ ン ス
ィ ズ 、 第 １ ６ 版 、 オ ソ ル 編 (１ ９ ８ ０ ))と 混 合 す る こ と に よ り 、 凍 結 乾 燥 調 合 物 ま た は 水
溶 液 の 形 態 に て 貯 蔵 の た め に 調 製 さ れ る 。 許 容 し う る 担 体 、 賦 形 剤 ま た は 安 定 化 剤 は 、 使
用 し た 投 与 量 ま た は 濃 度 で 受 容 者 に 非 毒 性 で あ り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 お よ び 他 の 有 機 酸 な
ど の 緩 衝 液 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 低 分 子 量 (約 １ ０ 残 基 未 満 )ポ リ ペ プ チ ド
； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン な ど の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ
ド ン な ど の 親 水 性 ポ リ マ ー 、 グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン ま た は リ
シ ン な ど の ア ミ ノ 酸 ； 単 糖 、 二 糖 、 お よ び グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス ま た は デ キ ス ト リ ン を
含 む 他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ な ど の キ レ ー ト 化 剤 ； マ ン ニ ト ー ル や ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖
ア ル コ ー ル ； ナ ト リ ウ ム な ど の 塩 を 形 成 す る 対 イ オ ン ； お よ び ツ イ ー ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ま
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た は Ｐ Ｅ Ｇ な ど の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 活 性 成 分 は ま た 、 た と え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 法 に よ り ま た は 界 面 重 合 法 に よ り 調 製 し
た マ イ ク ロ カ プ セ ル (た と え ば 、 そ れ ぞ れ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ま た は ゼ ラ チ ン マ
イ ク ロ カ プ セ ル お よ び ポ リ (メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト )マ イ ク ロ カ プ セ ル )、 コ ロ イ ド 状 ド ラ
ッ グ デ リ バ リ ー シ ス テ ム (た と え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン ミ ク ロ ス フ ェ ア 、 マ イ ク ロ
エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 お よ び ナ ノ カ プ セ ル )、 ま た は マ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 中 に 包 括 す る
こ と が で き る 。 か か る 技 術 は 上 記 レ ミ ン グ ト ン ズ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル サ イ エ ン ス ィ ズ
に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 す る 調 合 物 は 滅 菌 す る 必 要 が あ る 。 こ の こ と は 、 凍 結 乾 燥 お よ び 再
構 成 の 前 ま た は 後 に 滅 菌 濾 過 膜 に て 濾 過 す る こ と に よ り 容 易 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 は 、 一 般 に 滅 菌 ア ク セ ス ポ ー ト を 有 す る 容 器 、 た と え ば 静 脈 内 溶
液 バ ッ グ ま た は 皮 下 注 射 針 に よ り 破 砕 し う る ス ト ッ パ ー を 有 す る バ イ ア ル 中 に 入 れ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 投 与 経 路 は 公 知 の 方 法 に 従 い 、 た と え ば 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、 動 脈
内 ま た は 病 変 内 経 路 に よ る 注 射 ま た は 注 入 、 局 所 投 与 、 ま た は 除 放 系 に て 行 う 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 除 放 調 製 物 の 適 当 な 例 と し て は 、 た と え ば フ ィ ル ム や マ イ ク ロ カ プ セ ル な ど の 形 状 製 品
の 形 態 の 半 透 明 ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。 除 放 マ ト リ ッ ク ス は 、 ポ リ エ ス テ ル
、 ヒ ド ロ ゲ ル 、 ポ リ ラ ク チ ド (米 国 特 許 第 ３ ,７ ７ ３ ,９ １ ９ 、 Ｅ Ｐ ５ ８ ,４ ８ １ )、 Ｌ － グ
ル タ ミ ン 酸 と γ Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 エ チ ル と の コ ポ リ マ ー (シ ド マ ン (Ｕ .Ｓ idman)ら 、 １ ９
８ ３ 、 「 Ｂ iopolymers」 ２ ２ (１ )： ５ ４ ７ ～ ５ ５ ６ )、 ポ リ (２ － ヒ ド ロ キ シ エ チ ル － メ タ
ク リ レ ー ト )(ラ ン ガ ー (Ｒ .Ｌ anger)ら 、 １ ９ ８ １ 、 「 Ｊ .Ｂ iomed.Ｍ aster.Ｒ es.」 １ ５ ：
１ ６ ７ ～ ２ ７ ７ お よ び ラ ン ガ ー 、 １ ９ ８ ２ 、 Ｃ hem.Ｔ ech.１ ２ ： ９ ８ ～ １ ０ ５ )、 エ チ レ
ン ビ ニ ル ア セ テ ー ト (ラ ン ガ ー ら 、 上 掲 )ま た は ポ リ － Ｄ － (－ )－ ３ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 (Ｅ
Ｐ １ ３ ３ ,９ ８ ８ Ａ )を 含 む 。 除 放 組 成 物 は ま た リ ポ ソ ー ム を 含 む 。 本 発 明 の 範 囲 内 の 分 子
を 含 む リ ポ ソ ー ム は 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る ： Ｄ Ｅ ３ ,２ １ ８ ,１ ２ １ Ａ ；
エ プ ス タ イ ン (Ｅ pstein)ら 、 １ ９ ８ ５ 、 「 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ 」 ８ ２ ： ３ ６
８ ８ ～ ３ ６ ９ ２ ； フ ァ ン グ (Ｈ wang)ら 、 １ ９ ８ ０ 、 「 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ 」
７ ７ ： ４ ０ ３ ０ ～ ４ ０ ３ ４ ； Ｅ Ｐ ５ ２ ３ ２ ２ Ａ ； Ｅ Ｐ ３ ６ ６ ７ ６ Ａ ； Ｅ Ｐ ８ ８ ０ ４ ６ Ａ ；
Ｅ Ｐ １ ４ ３ ９ ４ ９ Ａ ； Ｅ Ｐ １ ４ ２ ６ ４ １ Ａ ； 日 本 特 許 出 願 第 ８ ３ － １ １ ８ ０ ０ ８ ； 米 国 特
許 第 ４ ,４ ８ ５ ,０ ４ ５ お よ び ４ ,５ ４ ４ ,５ ４ ５ ； お よ び Ｅ Ｐ １ ０ ２ ,３ ２ ４ Ａ 。 通 常 、 リ
ポ ソ ー ム は 脂 質 含 量 が 約 ３ ０ モ ル ％ コ レ ス テ ロ ー ル を 越 え る 小 さ な (約 ２ ０ ０ ～ ８ ０ ０ オ
ン グ ス ト ロ ー ム )単 ラ メ ラ タ イ プ の も の で あ り 、 選 択 さ れ た 比 率 は 最 適 な Ｎ Ｔ － ４ 療 法 に
適 合 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 治 療 に 用 い る 本 発 明 の 分 子 の 有 効 量 は 、 た と え ば 、 治 療 目 的 、 投 与 経 路 、 お よ び 患 者 の
状 態 に 依 存 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 治 療 者 は 最 適 の 治 療 効 果 を 得 る た め の 必 要 に 応 じ て 投
与 量 を 滴 定 し 投 与 経 路 を 変 え る 必 要 が あ る で あ ろ う 。 典 型 的 な １ 日 当 た り の 投 与 量 は 、 上
記 因 子 に 依 存 し て 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ま た は そ れ 以 上 ま で の 範 囲 で あ る
。 一 般 に 、 臨 床 医 は 必 要 と さ れ る 生 物 学 的 効 果 を 奏 す る 投 与 量 に 達 す る ま で 本 発 明 の 分 子
を 投 与 す る で あ ろ う 。 こ の 治 療 の 進 行 は 通 常 の ア ッ セ イ に よ り 容 易 に モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 本 発 明 は 下 記 の 限 定 さ れ な い 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 さ れ る で あ ろ う 。 実 施 例 に
記 載 し た 実 験 に つ い て は 、 ヒ ト 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ポ リ α ＋ Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー は ク ロ ー ン テ ッ ク (Ｃ lontech)(パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア )か ら 入 手 し た 。 ｐ
Ｇ Ｅ Ｍ は プ ロ メ ガ (Ｐ romega)(マ ジ ソ ン 、 ウ イ ス コ ン シ ン )か ら 、 制 限 酵 素 は ニ ュ ー ・ イ ン
グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ズ (Ｎ ew Ｅ ngland Ｂ iolabs)(ビ バ リ ー 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ )か ら 入
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手 し た 。 Ｔ ａ ｑ ポ リ メ ラ ー ゼ は パ ー キ ン － エ ル マ ー (Ｐ erkin－ Ｅ lmer)(ノ ー ウ ォ ー ク 、 コ
ネ チ カ ッ ト )か ら 入 手 し た が 、 他 の す べ て の 酵 素 、 凍 結 し た コ ン ピ テ ン ト な 大 腸 菌 お よ び
組 織 培 養 培 地 は ギ ブ コ － Ｂ Ｒ Ｌ (Ｇ ibco－ Ｂ Ｒ Ｌ )(ラ イ セ ル ス ブ ル ク 、 メ リ ー ラ ン ド )か ら
購 入 し た 。
【 ０ ２ １ ８ 】

　 ヒ ト 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ク ロ ー ン テ ッ
ク (パ ロ ア ル ト )か ら 入 手 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の プ ロ ー ブ に 使 用 す る ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 配 列 の 断 片 を
増 幅 す る た め 、 ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ま た は ブ タ ｔ ｒ ｋ Ｃ の 公 知 配 列 に 基 づ く 縮 重 プ ラ イ マ ー (
表 １ 参 照 )を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を 採 用 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 緩 衝 液 は 、 １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス (室 温 に て ｐ
Ｈ ８ .４ )、 ２ .０ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ お よ び ５ ０ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ か ら な っ て い た 。 す べ て の 反 応
に 「 ホ ッ ト ス タ ー ト (hot start)」 手 順 を 用 い 、 酵 素 を 含 ま な い 試 料 を ９ ８ ℃ に て １ ０ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ６ ５ ℃ に 平 衡 化 し 、 酵 素 を 加 え た 。 つ い で 、 ９ ４ ℃ に て ４ ５ 秒 ； ６
０ ℃ に て ４ ５ 秒 ； お よ び ７ ２ ℃ に て ６ ０ 秒 の サ イ ク ル を ３ ５ サ イ ク ル 行 い 、 最 終 伸 長 を ７
２ ℃ で １ ０ 分 間 行 っ た 。 　 こ の 手 順 に よ り 増 幅 さ れ た 断 片 を ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ベ ク タ ー (プ ロ メ ガ
、 マ ジ ソ ン 、 ウ イ ス コ ン シ ン )中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 配 列 決 定 し た 。 つ い で 、 公 知 の
ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 配 列 と 類 似 の 配 列 を 有 す る ク ロ ー ン か ら 挿 入 物 を 切 り 出 し 、 ゲ ル
精 製 し 、 ３ ２ Ｐ  ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 用 い た ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ に よ り 標 識 し た 。 こ れ ら を 用 い
て １ ５ ｃ ｍ 皿 当 た り ５ × １ ０ ４ プ ラ ー ク に て プ レ ー テ ィ ン グ し た １ ０ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
を プ ロ ー ブ し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス (シ ュ ラ イ ヒ ャ ー ・ ア ン ド ・ シ ュ エ ル (Ｓ chleicher and 
Ｓ chuell)、 キ ー ン 、 ニ ュ ー ハ ン プ シ ャ ー )に ２ つ ず つ 移 し 、 ア ル カ リ 変 性 し 、 中 和 し 、 ８
０ ℃ で ２ 時 間 焼 結 し た 。 フ ィ ル タ ー を ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ × デ ン ハ ル ト
溶 液 、 ２ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ .４ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ サ ケ
精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 、 ４ ２ ℃ に て 少 な く と も ４ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 デ ン ハ ル ト 溶 液 を １
× に 下 げ た 同 じ 条 件 下 で 一 夜 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 つ い で 、 フ ィ ル タ ー を ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０
.１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ４ 回 、 お よ び ０ .１ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で 室 温 に て ２ 回 、 お よ び ０ .１
× Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ４ ２ ℃ に て ２ 回 、 洗 浄 し た 。 両 セ ッ ト の フ ィ ル タ ー で 陽 性 で
あ っ た ク ロ ー ン を プ ラ ー ク 精 製 し 、 挿 入 物 を ヘ ル パ ー 媒 体 し た 切 り 出 し (ラ ム ダ Ｄ Ｒ ２ ラ
イ ブ ラ リ ー )か ま た は 標 準 的 な サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に よ り ｐ Ｇ Ｅ Ｍ 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し
た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ を 用 い て 末 端 標 識 す る か 、
ま た は Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の ク レ ノ ウ 断 片 を 用 い た 「 充 填 (fill-in)」 反 応 に よ り 標 識 し
、 ホ ル ム ア ミ ド を ３ ５ ％ に 減 少 さ せ た 同 じ 条 件 下 で フ ィ ル タ ー に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
ｔ ｒ ｋ Ｂ の ５ 'プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ゲ ノ ム ク ロ ー ン を Ｓ ａ ｕ ３ ａ で 消 化 し 、 得
ら れ た 断 片 を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 切 断 し た Ｍ １ ３ ｍ ｐ １ ８ 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ れ ら ク ロ
ー ン を ラ ム ダ ラ イ ブ ラ リ ー と 同 様 に 再 ス ク リ ー ン グ し (変 性 工 程 な し )、 陽 性 の ク ロ ー ン を
プ ラ ー ク 精 製 し 、 配 列 決 定 し た 。 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ の 完 全 な コ ー ド 領 域 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ を 標 準 法 を 用 い て 再 構 築 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】

　 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ の プ ロ ー ブ を 用 い て ６ つ の ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 こ れ ら を 、 最 初 の プ ロ ー
ブ で 得 ら れ た 配 列 か ら 設 計 し た Ｐ Ｃ Ｒ お よ び プ ラ イ マ ー を 用 い て マ ッ ピ ン グ し 、 最 大 の ３
'お よ び ５ '伸 長 を 有 す る ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し た 。 配 列 分 析 は 、 こ れ ら ク ロ ー ン が ネ ズ ミ
ｔ ｒ ｋ Ｂ と 高 度 に 相 同 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て お り 、 全 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 含
み ３ 'ポ リ Ａ ＋ テ ー ル は 完 全 で あ る が ５ '末 端 は 明 ら か に 不 完 全 で あ る こ と を 明 ら か に し た
。 ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ 配 列 の ５ '末 端 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い 、 最 初
の ラ イ ブ ラ リ ー 、 お よ び 引 き 続 き 、 陽 性 の ク ロ ー ン が 認 め ら れ な か っ た ４ つ の 他 の ｄ Ｔ プ
ラ イ ミ ン グ し た ヒ ト 脳 ラ イ ブ ラ リ ー を 再 ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 こ の プ ロ ー ブ を 用 い て ラ ン
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実 施 例 １
ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ク ロ ー ニ ン グ
Ａ ． ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ プ ロ ー ブ の 生 成

Ｂ ． ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ ク ロ ー ン の 特 徴 付 け



ダ ム プ ラ イ ミ ン グ ヒ ト 脳 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た と こ ろ 、 ４ つ の 陽 性 ク ロ ー ン
が 得 ら れ た 。 こ れ ら ク ロ ー ン の 配 列 分 析 は 、 こ れ ら ク ロ ー ン が 前 記 ヒ ト ク ロ ー ン と 重 複 し
て い る が 、 ラ ッ ト と 比 較 す る と ５ '末 端 の コ ー ド 領 域 の １ ７ の 塩 基 が 依 然 と し て 失 わ れ て
い た 。 つ い で 、 ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ５ 'オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で プ ロ ー ブ し
、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 し た 。 つ い で 、 こ れ ら ク ロ ー ン の Ｓ ａ ｕ ３ ａ 断 片 を Ｍ １ ３ 中 に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 再 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 陽 性 サ ブ ク ロ ー ン の 配 列 を 決 定 し て 最 終 の コ ー
ド 配 列 を 得 た 。 こ れ ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 重 複 領 域 か ら 得 ら れ た ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ の 最 終 的 な
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ か ら 導 か れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ２ ２ ０ 】

　 同 様 の 戦 略 を ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の 細 胞 外 ド メ イ ン に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 作 製 す る た め に 用 い
、 ２ つ の 最 初 の ク ロ ー ン を 得 た 。 こ れ ら ク ロ ー ン の 両 者 と も 、 ブ タ お よ び ラ ッ ト に お い て
記 載 さ れ た ｔ ｒ ｋ Ｃ の 切 断 形 態 に 対 応 す る 配 列 を 含 む こ と が わ か っ た (ラ ン バ レ ら 、 [１ ９
９ ２ ]上 掲 ； ツ ォ ウ ル フ ァ ス 、 [１ ９ ９ ３ ]上 掲 ； バ レ ン ズ エ ラ ら 、 [１ ９ ９ ３ ]、 上 掲 )。 な
ぜ な ら 、 該 配 列 は 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 完 全 な 細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 お よ び Ｔ Ｋ 様 配
列 を 含 ま な い 短 い 細 胞 質 ド メ イ ン を コ ー ド し て い た か ら で あ る 。 ｔ ｒ ｋ Ｃ の チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ ド メ イ ン を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る た め 、 ブ タ ｔ ｒ ｋ Ｃ の Ｃ 末 端 テ ー ル お よ び
ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の 細 胞 間 ド メ イ ン の 膜 近 傍 領 域 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て ラ イ
ブ ラ リ ー を ２ 回 再 プ ロ ー ブ し た 。 二 重 陽 性 ク ロ ー ン が 分 析 さ れ 、 切 断 さ れ た ｔ ｒ ｋ Ｃ ク ロ
ー ン と 重 複 す る 配 列 を 含 み 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ コ ー ド 配 列 を も 含 む こ と が わ か っ た 。 こ れ
ら ク ロ ー ン の 重 複 領 域 か ら 得 ら れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ か ら 導 か れ た ア ミ ノ 酸 を
図 ２ に 示 す 。
【 ０ ２ ２ １ 】

　 加 え て 、 正 確 に マ ッ チ す る プ ラ イ マ ー お よ び 鋳 型 と し て の ヒ ト 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る こ と
に よ り Ｐ Ｃ Ｒ で ヒ ト 脳 か ら ｔ ｒ ｋ Ａ を 再 ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た ク ロ ー ン を 配 列 決 定
し た と こ ろ 、 以 前 に 刊 行 さ れ た 配 列 と の ５ つ の 不 一 致 が み ら れ た 。 こ れ ら 各 領 域 を そ れ ぞ
れ 幾 つ か の 異 な る 増 幅 反 応 で の 直 接 配 列 決 定 に よ り 調 べ 、 配 列 決 定 し た ク ロ ー ン 中 の 真 の
間 違 い を 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ り 修 正 し た 。 以 前 に 決 定 さ れ た 配 列 と は 一 つ だ け 差
異 が 残 っ た が 、 こ れ は 導 か れ た ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 残 基 ３ ０ ０ に お い て セ リ ン か ら シ ス テ イ
ン へ の 変 換 と な る Ｃ Ｇ の Ｇ Ｃ へ の 転 位 で あ っ た 。 複 数 の 反 応 で 配 列 決 定 し た こ と 、 お よ び
ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ａ (ミ ー キ ン ら 、 [１ ９ ９ ２ ]、 上 掲 )お よ び 他 の す べ て の 知 ら れ た ｔ ｒ ｋ (下
記 参 照 )に お い て 該 シ ス テ イ ン が 保 存 さ れ て い る こ と か ら 、 オ リ ジ ナ ル の 配 列 が 誤 り で あ
る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】

　 ヒ ト ク ロ ー ン か ら 得 ら れ た 配 列 の 吟 味 お よ び ラ ッ ト お よ び マ ウ ス ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ラ ッ ト
お よ び ブ タ ｔ ｒ ｋ Ｃ の 知 ら れ た 構 造 と の 比 較 は 、 配 列 全 体 に わ た っ て こ れ ら 哺 乳 動 物 種 間
で 非 常 に 高 度 の 類 似 性 が 存 在 す る こ と を 示 し て い る 。 シ ュ ナ イ ダ ー お よ び シ ュ バ イ ガ ー (
１ ９ ９ １ 、 上 掲 )に よ っ て 同 定 さ れ た 全 構 造 モ チ ー フ は 維 持 さ れ て い る 、 す な わ ち 、 ｔ ｒ
ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ の 両 者 に つ い て 残 基 ３ １ で 切 り 取 ら れ る と 予 測 さ れ た (後 に Ｎ 末 端 配
列 分 析 に よ り 確 認 さ れ た ； ｔ ｒ ｋ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 発 現 を 参 照 )シ グ ナ ル 配 列 、 ロ イ
シ ン に 富 む ド メ イ ン の 両 側 の シ ス テ イ ン に 富 む ２ つ の ド メ イ ン 、 Ｃ ２ タ イ プ の ２ つ の Ｉ ｇ
様 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 お よ び 他 の 公 知 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ と の 高 い 類 似 性 を 示 す
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 。 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ の 細 胞 外 ド メ イ ン に は 、 そ れ ぞ れ １
１ お よ び １ ３ の 潜 在 的 な Ｎ 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 が 存 在 す る 。 種 内 お よ び 種 間 で の 知 ら れ
た ｔ ｒ ｋ の 異 な る 領 域 の 類 似 性 を 図 ３ に 示 す 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ に つ い て 得 ら れ た 異 な る ク ロ ー ン の 幾 つ か の 配 列 分 析 に お い て
、 お そ ら く 別 の 仕 方 の ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 生 じ た と 思 わ れ る 複 数 の 形 態 が 認 め ら れ た 。
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変 異 体 の 形 態 は 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 細 胞 外 ド メ イ ン 中 へ の 可 能 な 挿 入 、 切 断 さ れ た 非 Ｔ Ｋ 形 態 の
ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ の Ｔ Ｋ ド メ イ ン 内 の 可 能 な 挿 入 と し て 観 察 さ れ
た 。 つ い で 、 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で の ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ お よ
び Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い 、 異 な る ヒ ト ｔ ｒ ｋ 中 の こ れ ら 部 位 で の 他 の 潜 在 的 な 変 異 を 探 索 す る た め
に 一 層 系 統 的 な 探 索 を 行 っ た 。 異 な る ヒ ト ｔ ｒ ｋ 中 で み ら れ た 異 な る 形 態 お よ び 他 の 公 知
の ｔ ｒ ｋ で み ら れ た も の と の 比 較 の 図 式 を 図 ４ に 示 す 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の 細 胞 外 ド メ イ ン 中 に は 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ に お い て 細 胞 外 挿 入
が 記 載 さ れ た 部 位 の 近 接 部 位 に 、 ラ ッ ト お よ び ブ タ ｔ ｒ ｋ Ｃ と 比 べ て ９ つ の ア ミ ノ 酸 の 可
能 な 欠 失 が 存 在 し た (バ ー カ ー (Ｂ arker)ら 、 Ｊ .Ｂ iol.Ｃ hem.２ ６ ８ 、 １ ５ １ ０ ～ １ ５ １
５ ７ [１ ９ ９ ３ ]； 図 ２ )。 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 中 の 該 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 、 挿 入 含 有 お よ び 挿 入
欠 失 の 両 形 態 に 期 待 さ れ る 長 さ に 対 応 す る ２ つ の バ ン ド し か 示 さ な か っ た 。 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ
中 の 該 領 域 の Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 は 検 出 可 能 な 断 片 長 多 型 を 示 さ な か っ た が 、 ｔ ｒ ｋ Ａ 特 異 的 な プ
ラ イ マ ー を 用 い た 増 幅 で は ２ つ の 区 別 さ れ る バ ン ド が 示 さ れ 、 こ れ ら を ク ロ ー ニ ン グ し 配
列 決 定 し た 。 潜 在 的 な ヌ ク レ オ チ ド 挿 入 は 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ に お い て 以 前 に 記
載 さ れ た も の (バ ー カ ー ら 、 上 掲 )と 同 一 の ペ プ チ ド 挿 入 を コ ー ド す る １ ２ ９ ７ 位 で の Ｔ Ｃ
Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ヒ ト 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら は 、 Ｔ Ｋ ド メ イ ン を コ ー ド し な い が そ の 代 わ り に 切 断 さ れ た 細
胞 内 ド メ イ ン を 示 す ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ の 両 ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 ｔ ｒ ｋ Ｂ で は 、 こ
れ は ラ ッ ト で ｔ １ と し て (ミ ド ル マ ス ら 、 [１ ９ ９ １ ]、 上 掲 )マ ウ ス で は 切 断 形 態 と し て (
ク ラ イ ン (Ｋ lein)ら 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｏ  Ｊ .８ 、 ３ ７ ０ １ ～ ３ ７ ０ ９ [１ ９ ８ ９ ])以 前 に 同 定 さ れ
た も の と 同 一 の ４ ３ ５ 位 の 後 に 付 加 さ れ た １ １ の 新 た な ア ミ ノ 酸 か ら な っ て い た 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド で プ ロ ー ブ す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し た ま た は Ｐ Ｃ Ｒ を 使 用 し た あ
ら ゆ る 試 み も 、 ラ ッ ト に お い て ｔ ２ と し て 同 定 さ れ た も の (ミ ド ル マ ス ら 、 [１ ９ ９ １ ]、
上 掲 )と 類 似 の ヒ ト か ら の 配 列 を 得 る こ と が で き な か っ た 。 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の い ず れ
か の 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 用 い た 場 合 に は Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ｔ ２ と 類 似 の 配 列 が 容 易 に 得
ら れ た が 、 こ の こ と は ｔ ２ が ラ ッ ト に 特 有 の も の で は な い こ と 、 お よ び 使 用 し た 技 術 は 少
な く と も ネ ズ ミ か ら ｔ ２ 様 配 列 を 検 出 し う る こ と を 示 し て い た (デ ー タ は 示 し て い な い )。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 切 断 形 態 は ｔ ｒ ｋ Ｂ の も の よ り も 長 く 、 ブ タ ｔ ｒ ｋ Ｃ に お い て (ラ ン バ レ ら
、 [１ ９ ９ １ ]、 上 掲 )お よ び ラ ッ ト に お い て (ツ ォ ウ ル フ ァ ス ら 、 [１ ９ ９ ３ ]、 上 掲 )ま た
は ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の ｉ ｃ １ ５ ８ 形 態 と し て (バ レ ン ズ エ ラ ら 、 [１ ９ ９ ３ ]、 上 掲 )以 前 に 記
載 さ れ た も の と 類 似 し て い た 。 こ の 形 態 は ４ ９ ８ 位 か ら 開 始 す る ８ ３ の 付 加 的 ア ミ ノ 酸 か
ら な り 、 こ れ ら ア ミ ノ 酸 は 種 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い た 。 こ の 範 囲 に お い て 、 た だ ２ つ の
相 違 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 の グ ル タ ミ ン 酸 へ の 置 換 お よ び セ リ ン の プ ロ リ ン へ の 置 換 の み が ３
つ の す べ て の 種 に お い て 存 在 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン に お い て 得 ら れ た ｔ ｒ ｋ Ｃ の Ｔ Ｋ ド メ イ ン は 、 サ ブ ド メ イ ン Ｖ Ｉ Ｉ と
Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ と の 間 に １ ４ の ア ミ ノ 酸 の み か け の 挿 入 を 有 し て い た (ハ ン ク ス (Ｈ anks)ら 、 Ｓ c
ience ２ ４ １ ： ４ ２ ～ ５ ２ [１ ９ ８ ８ ]お よ び ハ ン ク ス ら 、 Ｍ ethods in Ｅ nzymol.２ ０ ０
： ３ ８ ～ ６ ２ [１ ９ ９ １ ])。 こ の 配 列 は ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ Ｔ Ｋ ド メ イ ン で み ら れ た 観 察 さ れ
た 潜 在 的 な 挿 入 と 同 じ 部 位 に 挿 入 さ れ て お り 、 そ こ で み ら れ た １ ４ の ア ミ ノ 酸 挿 入 と 配 列
が 同 じ で あ る (ハ ン ク ス ら 、 [１ ９ ８ ８ ]、 上 掲 ； バ レ ン ズ エ ラ ら 、 [１ ９ ９ ３ ]、 上 掲 )。 ラ
ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ で み ら れ た １ ４ の ア ミ ノ 酸 挿 入 に 加 え 、 ２ ５ (ツ ォ ウ ル フ ァ ス ら 、 [１ ９ ９ ３
]、 上 掲 )ま た は ３ ９ (バ レ ン ズ エ ラ ら 、 [１ ９ ９ ３ ]、 上 掲 )の ア ミ ノ 酸 の 一 層 長 い 挿 入 が 認
め ら れ て い る 。 こ れ ら 一 層 長 い 挿 入 が ヒ ト で も 発 現 さ れ て い る か ど う か を 決 定 す る た め 、
こ の 領 域 に わ た っ て 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の 鋳 型 と し て 用 い た 。 こ れ ら 実 験 は 一 貫 し て
、 ２ つ の す で に 観 察 さ れ た ス プ ラ イ ス 型 、 す な わ ち １ ４ の ア ミ ノ 酸 挿 入 を 有 す る も の と 有
し な い も の と に 対 応 す る 長 さ の ２ つ の バ ン ド を 示 し た 。 こ れ ら ２ つ の バ ン ド の ク ロ ー ニ ン
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グ お よ び 配 列 決 定 に よ り 、 こ れ ら バ ン ド が 以 前 に み ら れ た １ ４ の ア ミ ノ 酸 挿 入 を 有 す る 形
態 と 有 し な い 形 態 と の ２ つ の 形 態 に 対 応 す る こ と が 確 か め ら れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 挿 入
不 含 の 形 態 に 対 応 す る バ ン ド は 高 レ ベ ル の ｔ ｒ ｋ Ｃ を 発 現 す る 非 神 経 組 織 、 す な わ ち 精 巣
か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た 増 幅 に お い て の み 認 め ら れ た の で (デ ー タ は 示 し て い な い )、 こ の
ス プ ラ イ ス は 組 織 特 異 的 で あ っ た 。 ｔ ｒ ｋ Ｂ  Ｔ Ｋ ド メ イ ン の 同 領 域 に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 用 い た ヒ ト 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ は 、 こ の 領 域 に お け る 断 片 長 多 型 の 証 拠 を 示
さ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】

　 単 一 の 種 内 で の 異 な る ｔ ｒ ｋ の 間 お よ び 異 な る 種 の 同 じ ｔ ｒ ｋ の 間 で の 類 似 性 の 程 度 を
調 べ る こ と に よ り 、 あ る 種 の 一 般 化 が 引 き 出 さ れ る か も し れ な い 。 ３ つ の ヒ ト ｔ ｒ ｋ 相 互
間 お よ び こ れ ら と ラ ッ ト か ら の 等 価 な ｔ ｒ ｋ と の 比 較 を 、 上 記 シ ュ ナ イ ダ ー お よ び シ ュ バ
イ ガ ー (１ ９ ９ １ )に よ っ て 定 め ら れ た 異 な る ド メ イ ン に つ い て 図 ３ に 示 す 。 各 ｔ ｒ ｋ は ヒ
ト と ラ ッ ト と で 極 め て よ く 保 存 さ れ て お り 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ は こ れ ら ２ つ の 哺 乳
動 物 種 間 で 殆 ど 同 一 で あ る 。 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ の 個 々 の ド メ イ ン は ラ ッ ト と ヒ ト と
の 間 で 少 な く と も ８ ５ ％ 類 似 で あ る 。 他 方 、 ｔ ｒ ｋ Ａ は ヒ ト と ラ ッ ト と の 間 の 全 体 的 な 類
似 性 は 極 め て 高 い も の の 、 有 意 の 配 列 相 違 の 領 域 を 示 す 。 と り わ け 、 細 胞 外 ド メ イ ン に お
い て は 、 少 な く と も ８ ５ ％ 類 似 で あ る の は ロ イ シ ン に 富 む 領 域 と 第 二 の Ｉ ｇ 様 ド メ イ ン の
み で あ る 。 こ の こ と は 、 ｔ ｒ ｋ の ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 結 合 ド メ イ ン の 局 在 化 を 意 味 し て い
る の か も し れ な い 。 ｔ ｒ ｋ Ａ の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 内 ド メ イ ン は 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び
ｔ ｒ ｋ Ｃ と 同 様 に ラ ッ ト お よ び ヒ ト 間 で 高 度 に 保 存 さ れ て い る 。 ヒ ト に お い て 異 な る ｔ ｒ
ｋ 間 で 類 似 性 を 比 較 す る と 、 Ｔ Ｋ ド メ イ ン が 異 な る ｔ ｒ ｋ 間 で 最 も 高 度 に 保 存 さ れ て い る
こ と が 明 ら か で あ る 。 細 胞 外 ド メ イ ン の う ち で は 、 こ の 場 合 も 異 な る ヒ ト ｔ ｒ ｋ 間 で 最 も
類 似 し て い る の は 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン と と も に 第 二 の Ｉ ｇ 様 ド メ イ ン で あ る
。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 配 列 の 保 存 と は 対 照 的 に 、 異 な っ て プ ロ セ ス さ れ た 転 写 物 の 形 態 に お い て ヒ ト ｔ ｒ ｋ と
以 前 に 知 ら れ て い る ｔ ｒ ｋ と の 間 に 相 違 が 観 察 さ れ た 。 ネ ズ ミ に お い て は ｔ ｒ ｋ Ｂ は 少 な
く と も ２ つ の 異 な る 切 断 さ れ た 形 態 を 含 み 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ に 対 し て プ ロ ー ブ し た ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト は 多 く の 転 写 物 サ イ ズ の 複 雑 な パ タ ー ン を 示 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 か な り 努 力 し た に
も か か わ ら ず ヒ ト に お い て ｔ ２ 形 態 の 存 在 を 示 す 証 拠 を 見 い だ す こ と は で き ず 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ
に つ い て は る か に 単 純 な 転 写 物 パ タ ー ン を 観 察 し た 。 本 発 明 者 ら は ヒ ト に お け る 該 形 態 の
ホ モ ロ グ の 存 在 を 除 外 す る こ と は で き な い が 、 ｔ ２ の 等 価 物 が ネ ズ ミ と 同 じ く ら い 豊 富 に
発 現 さ れ る こ と は あ り そ う に な い と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ｔ ｒ ｋ の 切 断 形 態 に 対 し て 提 唱 さ れ て い る 役 割 の 一 つ は 、 発 現 細 胞 に お い て ニ ュ ー ロ ト
ロ フ ィ ン に よ る シ グ ナ ル 変 換 に 対 し 優 勢 な 負 の 作 用 (dominant negative influence)を 及
ぼ す こ と で あ る (ジ ン グ (Ｊ ing)ら 、 Ｎ euron ９ 、 １ ０ ６ ７ ～ １ ０ ７ ９ [１ ９ ９ ２ ])。 こ の
こ と は 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン で 刺 激 し た と き に 成 人 脳 か ら の 組 織 で み ら れ る ニ ュ ー ロ ト ロ
フ ィ ン シ グ ナ ル 伝 達 の 効 率 の 相 対 的 な 欠 如 と 一 致 す る (ク ヌ セ ル (Ｋ nusel)ら 、 Ｊ .Ｎ euros
ci.[１ ９ ９ ４ ])。 な ぜ な ら 、 切 断 さ れ な い 形 態 に 対 す る 切 断 さ れ た 形 態 の 比 は 成 人 に お い
て 極 め て 高 い か ら で あ る 。 こ れ が 切 断 さ れ た ｔ ｒ ｋ の 主 要 な 役 割 で あ る な ら 、 ヒ ト に お い
て ｔ ２ が 見 か け 上 欠 如 し て い る の は ま す ま す 一 層 興 味 深 い 。 と い う の は 、 ネ ズ ミ で は ｔ ２
は ニ ュ ー ロ ン に お い て 主 と し て 発 現 さ れ る が ｔ ｒ ｋ Ｂ の 他 の 切 断 形 態 で あ る ｔ １ は 主 と し
て 非 ニ ュ ー ロ ン 性 細 胞 で 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る か ら で あ る 。 こ の よ う な 局 在 化 が
ヒ ト に も 当 て は ま る な ら 、 ｔ ２ の 存 在 し な い ヒ ト ニ ュ ー ロ ン は ｔ ｒ ｋ Ｂ の 切 断 形 態 を ネ ズ
ミ に 比 べ て は る か に 低 レ ベ ル で 発 現 す る 。 そ れ ゆ え 、 提 唱 さ れ て い る 優 勢 な 負 の 作 用 は ヒ
ト ニ ュ ー ロ ン で は ネ ズ ミ ほ ど 重 要 で は な い か も し れ な い 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ と 以 前 に 記 載 さ れ た ｔ ｒ ｋ Ｃ の 転 写 物 と の 間 に も ま た 相 違 が 存 在 す る 。 細
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Ｆ ． 検 討



胞 外 ド メ イ ン に お い て 、 ９ の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 を 有 す る 形 態 と 有 し な い 形 態 と い う ２ つ の 形
態 を 生 じ る 明 ら か な 別 の 仕 方 の ス プ ラ イ シ ン グ が 存 在 す る 。 こ の 明 ら か な 挿 入 部 位 は 、 ラ
ッ ト ｔ ｒ ｋ Ａ で 以 前 に 特 徴 付 け ら れ た 挿 入 部 位 と 整 列 す る 。 挿 入 が ６ ア ミ ノ 酸 で あ る ラ ッ
ト ｔ ｒ ｋ Ａ の ２ つ の ス プ ラ イ ス 形 態 で は 、 今 の と こ ろ 結 合 ま た は シ グ ナ ル 変 換 に お け る 機
能 的 な 相 違 は 検 出 さ れ て い な い が (バ ー カ ー (Ｂ arker)ら 、 Ｊ .Ｂ iol.Ｃ hem.２ ６ ８ 、 １ ５
１ ０ ～ １ ５ １ ５ ７ [１ ９ ９ ３ ])、 お そ ら く 、 ９ の ア ミ ノ 酸 挿 入 を 有 す る ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 形 態
で は 一 層 大 き な 相 違 が 存 在 す る で あ ろ う 。 異 な っ て ス プ ラ イ ス さ れ た 形 態 の 生 物 学 的 役 割
が 何 で あ れ 、 こ れ ら 形 態 は 極 め て 種 特 異 的 で あ る 。 な ぜ な ら 、 本 研 究 に お い て は ヒ ト ｔ ｒ
ｋ Ｂ で 該 位 置 に 挿 入 の 証 拠 は み ら れ ず 、 こ れ ま で の 研 究 で は ヒ ト 以 外 で ｔ ｒ ｋ Ｃ 中 の 挿 入
は 検 出 さ れ て い な い か ら で あ る (バ レ ン ズ エ ラ ら 、 [１ ９ ９ ３ ]、 上 掲 ； ツ ォ ウ ル フ ァ ス 、 [
１ ９ ９ ３ ]、 上 掲 ； ラ ン バ レ ら 、 [１ ９ ９ １ ]、 上 掲 )。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 分 子 の 細 胞 内 部 分 中 に お そ ら く 別 の 仕 方 の ス プ ラ イ シ
ン グ に よ る も の と 思 わ れ る 種 々 の 形 態 の 例 を 見 い だ し た 。 本 発 明 者 ら は 、 共 通 の チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 全 く 含 有 し な い ｔ ｒ ｋ Ｃ の 切 断 形 態 の 存 在 を 観 察 し た 。 切 断 形 態 が 非
常 に 短 い 細 胞 質 テ ー ル を 有 す る ｔ ｒ ｋ Ｂ と 異 な り 、 切 断 さ れ た ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の 細 胞 質 部 分
は ８ ３ 残 基 の 長 さ で あ る 。 加 え て 、 こ の 領 域 は 種 間 で 非 常 に 高 程 度 に 保 存 さ れ て お り 、 重
要 な 機 能 を 有 す る か も し れ な い こ と (お そ ら く 細 胞 下 局 在 を 特 定 す る シ グ ナ ル と し て 働 く )
が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ で 記 載 さ れ て い る よ う に 、 Ｔ Ｋ ド メ イ ン 中 に 挿 入 を 含 む ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の
形 態 が 存 在 す る 。 １ ４ お よ び ２ ５ ま た は ３ ９ ア ミ ノ 酸 の 挿 入 が 可 能 な ラ ッ ト と 異 な り 、 ヒ
ト の 該 部 位 に は １ ４ ア ミ ノ 酸 の 挿 入 の み が 可 能 で あ る と 思 わ れ る 。 こ れ ら 挿 入 は リ ガ ン ド
の ｔ ｒ ｋ Ｃ へ の 結 合 に よ っ て 誘 発 さ れ た シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 変 調 す る う え で 重 要 な
役 割 を 果 た し て い る よ う に 思 わ れ る 。 シ グ ナ ル 変 換 の ア ッ セ イ 系 と し て 種 々 の 形 態 の ｔ ｒ
ｋ Ｃ を 発 現 す る Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 を 用 い 、 Ｔ Ｋ ド メ イ ン 中 に 挿 入 を 有 し な い ｔ ｒ ｋ Ｃ の 発 現 が
発 現 細 胞 に 対 し て 神 経 突 起 の 過 剰 生 育 を 伴 う Ｎ Ｔ ３ に 対 す る 応 答 能 力 を 付 与 し 、 Ｎ Ｔ ３ に
よ り 誘 発 さ れ た 自 己 リ ン 酸 化 を 引 き 起 こ す こ と が 示 さ れ た 。 Ｔ Ｋ 挿 入 を 含 む ｔ ｒ ｋ Ｃ を 発
現 す る 細 胞 は リ ガ ン ド に よ り 誘 発 さ れ た 自 己 リ ン 酸 化 を 起 こ し う る が 、 神 経 突 起 の 過 剰 生
育 を 伴 う Ｎ Ｔ ３ へ の 応 答 は 起 こ さ な い 。 こ の 点 に 関 し て は こ れ ま で の と こ ろ 種 々 の 挿 入 の
間 で 何 ら 相 違 が 記 載 さ れ て い な い が 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 結 合 に 対 し て 多 く の 下 流 後 遺 症
(downstream sequelae)が 存 在 し 、 今 日 ま で ほ と ん ど 全 く 調 べ ら れ て い な い 。 こ の プ ロ セ
シ ン グ は 、 １ ４ 残 基 挿 入 を 有 す る 形 態 を 示 す 証 拠 が ヒ ト 精 巣 で は 観 察 さ れ て い な い の で 組
織 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】

　 ノ ー ザ ン 分 析 に 用 い る プ ロ ー ブ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び 表 １ に 示 す プ ラ イ マ ー を 用 い て 適 当 な
ク ロ ー ニ ン グ 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ 上 に て 標 識 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 非 標 識 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ の 代 わ り に ガ ン
マ ３ ２ Ｐ  ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を ８ ｍ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ (３ ,０ ０ ０ Ｃ ｉ ／ ミ リ モ ル )の 濃 度 で 用 い 、 反 応 を ２
０ サ イ ク ル し か 行 わ な か っ た 他 は 最 初 の ク ロ ー ニ ン グ と 同 様 に し て 行 っ た 。 プ ロ ー ブ を 導
入 さ れ な か っ た ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離 し 、 ５ 分 間 沸 騰 さ せ た 後 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 １ ０ × デ
ン ハ ル ト 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 お よ び ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中
で プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て お い た レ ー ン 当 た り ２ μ ｇ の ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む ニ ト ラ ン
(Ｎ ytran)ブ ロ ッ ト (ク ロ ー ン テ ッ ク 、 パ ロ ア ル ト 、 カ リ フ ォ ル ニ ア )に 加 え た 。 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ５ ０ ℃ に て 同 溶 液 中 で 行 い 、 つ い で ブ ロ ッ ト を ラ イ ブ ラ リ ー フ ィ ル タ ー
と 同 様 に し て 洗 浄 し た が 最 終 の 洗 浄 は ５ ０ ℃ に て 行 っ た 。 造 影 プ レ ー ト を １ ０ ～ ２ ０ 時 間
暴 露 し た 後 、 フ ジ (Ｆ uji)Ｂ Ａ Ｓ ２ ０ ０ ０ イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て オ ー ト ラ ジ オ グ
ラ ム を 得 た 。
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実 施 例 ２
ヒ ト 組 織 に お け る ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 発 現 パ タ ー ン
Ａ ． ノ ー ザ ン 分 析



【 ０ ２ ３ ５ 】

　 ヒ ト 組 織 で の ｔ ｒ ｋ の 発 現 パ タ ー ン お よ び 転 写 物 サ イ ズ を ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 調 べ た 。
ｔ ｒ ｋ Ｂ の プ ロ ー ブ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 細 胞 外 特 異 的 プ ロ ー ブ と Ｔ Ｋ 特 異
的 プ ロ ー ブ と の 両 者 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ６ .９ ｋ ｂ の 転 写 物 、 お よ び Ｔ Ｋ 特 異 的 プ ロ ー
ブ の み に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ８ .１ ｋ ｂ の 転 写 物 と い う 、 明 ら か に 簡 単 な パ タ ー ン が 得 ら
れ た 。 こ の 簡 単 な 結 果 に 基 づ き 、 ８ .１ ｋ ｂ の 転 写 物 は お そ ら く 完 全 長 (Ｔ Ｋ 含 有 メ ッ セ ー
ジ )に 対 応 し 、 一 方 、 ６ .９ ｋ ｂ の 転 写 物 は ヒ ト で み ら れ た 単 一 の 切 断 形 態 を コ ー ド す る メ
ッ セ ー ジ に 対 応 す る 。 ｔ ｒ ｋ Ｃ を ク ロ ー ニ ン グ す る 間 に 検 出 さ れ た 多 数 の 潜 在 的 ス プ ラ イ
ス 変 異 体 か ら 期 待 さ れ る よ う に 、 こ の 分 子 の ノ ー ザ ン プ ロ ー ブ は 一 層 複 雑 な ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン に 導 い た 。 Ｔ Ｋ ド メ イ ン に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い る と １ １ .７ 、 ７ .
９ お よ び ４ .９ ｋ ｂ の 転 写 物 が 検 出 さ れ 、 一 方 、 細 胞 外 ド メ イ ン プ ロ ー ブ を 用 い る と ４ .４
ｋ ｂ の 別 の 転 写 物 が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 調 べ た ヒ ト 組 織 の う ち 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ は と も に 脳 に お い て 最 も 豊 富 に 発 現 さ
れ た 。 し か し な が ら 、 成 人 お よ び 胎 児 組 織 の 両 方 に お い て 神 経 系 以 外 の 種 々 の 部 位 で 発 現
が 認 め ら れ た 。 Ｔ Ｋ ド メ イ ン を 含 む ８ .１ ｋ ｂ 転 写 物 は 、 腎 臓 、 骨 格 筋 お よ び 膵 臓 に お い
て 発 現 さ れ た が 、 心 臓 、 脾 臓 お よ び 卵 巣 で は 切 断 形 態 の み の 発 現 が 検 出 さ れ た 。 胎 児 組 織
で は 、 Ｔ Ｋ 含 有 ｔ ｒ ｋ Ｂ は 脳 の み な ら ず 腎 臓 お よ び 肺 で も 認 め ら れ 、 一 方 、 切 断 さ れ た ｔ
ｒ ｋ Ｂ は 脳 、 腎 臓 、 肺 お よ び 心 臓 で 認 め ら れ た 。 切 断 さ れ た ｔ ｒ ｋ Ｂ 転 写 物 に 対 す る Ｔ Ｋ
含 有 ｔ ｒ ｋ Ｂ 転 写 物 の 比 は 、 成 人 脳 よ り も 胎 児 脳 で は る か に 高 い こ と が 明 ら か で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 最 も 高 い 発 現 レ ベ ル は 脳 に お い て で あ っ た が 、 神 経 系 以 外 で も 広 く ｔ ｒ ｋ Ｃ
の 発 現 が 認 め ら れ た 。 成 人 で は Ｔ Ｋ 含 有 ｔ ｒ ｋ Ｃ は 腎 臓 、 骨 格 筋 、 肺 、 心 臓 、 小 腸 、 卵 巣
、 精 巣 、 お よ び 前 立 腺 で 発 現 さ れ 、 胎 児 で は 最 も 高 い 発 現 は 脳 、 腎 臓 、 肺 お よ び 心 臓 に お
い て で あ っ た 。 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 切 断 形 態 に 対 応 す る ４ .４ ｋ ｂ 転 写 物 は 、 末 梢 血 白 血 球 を 除 く
調 べ た す べ て の 組 織 で 検 出 さ れ た 。 ｔ ｒ ｋ Ｂ の 場 合 と 同 様 に 、 切 断 さ れ た ｔ ｒ ｋ Ｃ に 対 す
る Ｔ Ｋ 含 有 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 比 は 、 成 人 脳 に 比 べ て 胎 児 脳 の 方 が 高 か っ た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】

　 ｔ ｒ ｋ Ｂ の 転 写 物 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 用 い た 分 析 は 、 ネ ズ ミ で み ら れ た も の に 比 べ て
比 較 的 簡 単 な パ タ ー ン を 示 し た 。 こ の こ と は 、 ヒ ト で は ｔ ｒ ｋ Ｂ の 単 一 の 主 要 な 切 断 形 態
の み が 存 在 す る と い う 考 え と 一 致 す る 。 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 分 析 は 、 ク ロ ー ン の 配 列 分 析 で 検 出 さ
れ た 多 数 の 形 態 と 一 致 し て 転 写 物 の サ イ ズ に お い て 一 層 完 全 な パ タ ー ン を 示 し た 。 ラ ッ ト
ｔ ｒ ｋ Ｃ に お い て 記 載 さ れ た よ う な [バ レ ン ズ エ ラ ら 、 [１ ９ ９ ３ ]、 上 掲 ]キ ナ ー ゼ プ ロ ー
ブ と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 細 胞 外 プ ロ ー ブ と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 転 写 物 に つ い て の
証 拠 は み ら れ な か っ た 。 異 な る 組 織 の 分 析 に お い て 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 発 現 の 主 要
な 部 位 は 神 経 系 で あ り 、 と り わ け Ｃ Ｎ Ｓ の 領 域 で あ っ た 。 予 期 し な か っ た の は 、 神 経 系 以
外 の 組 織 に も 広 く ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ の 低 レ ベ ル の 発 現 が み ら れ る こ と で あ っ た 。 そ
の 発 現 レ ベ ル は 脳 の 種 々 の 領 域 で み ら れ る も の に 比 べ る と 極 め て 低 い が 、 そ れ で も バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド を 越 え て 明 確 に 検 出 し え た 。 あ る 種 の 組 織 で み ら れ る 発 現 の 幾 つ か は 、 該 組 織
に ま ば ら に 分 散 し た 神 経 系 の 要 素 上 で の 発 現 に よ る の か も し れ な い 。 た と え ば 、 小 腸 で の
ｔ ｒ ｋ Ｃ の 発 現 は 、 そ の 全 部 ま た は 一 部 が 腸 神 経 系 の ニ ュ ー ロ ン に よ る 発 現 に よ る も の で
あ る か も し れ な い 。 こ の こ と の 最 終 的 な 解 明 は 、 神 経 系 以 外 の 組 織 の 詳 細 な イ ン シ ト ゥ ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 を 待 た な け れ ば な ら な い で あ ろ う 。
【 ０ ２ ３ ９ 】

　 以 前 に 刊 行 さ れ た 手 順 (フ ィ リ ッ プ ス (Ｐ hillips)ら 、 Ｓ cience ２ ５ ０ 、 ２ ９ ０ ～ ２ ９
４ [１ ９ ９ ０ ])の 変 法 に よ り イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の た め の 組 織 は 種 々 の 技 術 に よ り 調 製 し た 。 す べ て の 組 織 に つ い て 自 己 消 化 の
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時 間 は ２ ４ 時 間 以 下 で あ っ た 。 全 体 の 非 固 定 胎 児 を Ｏ Ｃ Ｔ 中 に 埋 設 し 、 液 体 窒 素 上 の ペ ト
リ 皿 中 に 塊 を 浮 遊 さ せ る こ と に よ り 凍 結 し 、 ク リ オ ス タ ッ ト の 助 け を か り て 切 片 に し た 。
切 片 を ス ラ イ ド (ス ー パ ー フ ロ ス ト プ ラ ス (superfrost plus)、 フ ィ ッ シ ャ ー (Ｆ isher))上
に 解 凍 － 積 載 し (thaw-mounted)、 空 気 乾 燥 し 、 ５ ５ ℃ に て １ ０ 秒 間 焼 結 し 、 使 用 時 ま で 除
湿 剤 を 入 れ た 密 封 箱 中 に － ７ ０ ℃ に て 貯 蔵 し た 。 成 人 後 根 神 経 節 を ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
中 に 浸 漬 し 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 化 か ま た は 凍 結 切 片 化 (crysosectioning)の い ず れ か の た め
に 処 理 し た 。 脳 標 本 は 、 ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 に ２ ４ 時 間 浸 漬 す る こ と に よ り 固 定 し 、
シ ョ 糖 緩 衝 液 中 で ２ ４ 時 間 凍 結 保 護 し (cryoprotected)、 ド ラ イ ア イ ス 上 で 凍 結 し 、 フ リ
ー ジ ン グ ス ラ イ デ ィ ン グ マ イ ク ロ ト ー ム (freezing sliding microtome)上 で 切 断 し た 。 切
片 を リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 中 で ４ ℃ に て 貯 蔵 し (４ ８ 時 間 未 満 )、 ゼ ラ チ ン － 埋 設 (gelatin-sub
bed)ス ラ イ ド 上 に 積 載 し 、 空 気 乾 燥 し 、 ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。 組 織 貯 蔵 の 間 の す べ て の 組 織 切
片 上 で の 水 分 の 凝 結 を 回 避 す べ く 注 意 を 払 っ た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う 日 に 、 切 片 の 調 製 に 用 い た 固 定 お よ び 切 片 化 プ ロ ト コ ー
ル に 従 っ て 組 織 切 片 を 種 々 前 処 理 し た 。 固 定 化 し て い な い 組 織 切 片 を ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド 、 １ ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド (０ .１ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 )中 で ４ ℃ に て ３ ０ 秒 間 浸 漬 す
る こ と に よ り 固 定 し 、 ０ .５ × Ｓ Ｓ Ｃ (２ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ は ３ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び ０ .３ Ｍ ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム で あ る )中 で 濯 ぎ 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 に 直 接 入 れ た 。 浸 漬
－ 固 定 化 組 織 の 凍 結 切 片 を ０ .１ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 の ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で ５ 分
間 固 定 化 し 、 ０ .５ × Ｓ Ｓ Ｃ で 濯 ぎ 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ (ベ ー リ ン ガ ー － マ ン ハ イ ム ； ０ .
５ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ お よ び １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ｐ Ｈ ８ .０ 中 に ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ )を 用 い て 室 温 に て
３ ０ 分 間 消 化 し 、 濯 ぎ 、 ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で 再 度 １ ０ 分 間 固 定 化 し 、 一 連 の ア ル コ
ー ル (０ .３ ％ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る ５ ０ ％ エ タ ノ ー ル ； 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す
る ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル ； １ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル ； イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 当 た り ２ 分 間 )中 で 脱 水
し 、 同 じ 一 連 の エ タ ノ ー ル で 再 度 脱 水 し 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に ０ .５ × Ｓ
Ｓ Ｃ 中 で 再 度 濯 い だ 。 パ ラ フ ィ ン 埋 設 組 織 に つ い て は 、 キ シ レ ン 中 で ２ 回 濯 ぐ (各 ２ 秒 間 )
こ と に よ っ て 脱 パ ラ フ ィ ン を 行 い 、 そ の 後 、 組 織 を 一 連 の ア ル コ ー ル 溶 液 (１ ０ ０ ％ エ タ
ノ ー ル で ２ 回 、 ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル 、 ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル ； 各 ２ 秒 間 )で 再 度 脱 水 し た 。 つ い
で 組 織 切 片 を ４ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 で １ ０ 秒 間 固 定 化 し 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ (２ ５ ま た
は ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ； 室 温 ま た は ３ ７ ℃ )で ３ ０ 秒 間 消 化 し 、 濯 ぎ 、 １ ０ 秒 間 再 度 固 定 化 し
、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に ０ .５ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 で 再 度 濯 い だ 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 後 の Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ 処 理 お よ び ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 は 、 す べ て の 組 織 に お い て 以 前 に
記 載 さ れ た も の と 同 じ で あ っ た (フ ィ リ ッ プ ス ら 、 １ ９ ９ ０ )。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ 、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｂ の Ｔ Ｋ 含 有 形 態 、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ に 対 す る プ ロ ー ブ を 用
い た イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 種 々 の プ ロ ト コ ー ル に よ り 調 製 し た 限 ら れ た
系 列 の 胎 児 お よ び 成 人 ヒ ト 組 織 に 対 し て 行 っ た 。 妊 娠 ６ 週 お よ び ８ 週 の ２ つ の 胎 児 (新 た
に 凍 結 )に お い て は 、 ｔ ｒ ｋ Ａ の 発 現 は 後 根 神 経 節 お よ び 三 叉 神 経 節 を 含 む 脳 知 覚 神 経 節
に 限 ら れ て い た 。 対 照 的 に 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ は 、 知 覚 神 経 節 で 発 現 さ れ た の み な
ら ず 発 生 中 の 脳 お よ び 脊 髄 内 で も 顕 著 な 発 現 が 認 め ら れ た 。 加 え て 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 発 現 は 発
生 中 の 脈 管 系 で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】

　 発 生 中 の 後 根 神 経 節 内 で は 、 ６ 週 お よ び ８ 週 の 胎 児 か ら の 神 経 節 の 両 方 で ｔ ｒ ｋ Ｃ が 強
く 発 現 さ れ た 。 奇 妙 な こ と に 、 両 方 の 胎 児 に お い て 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ を 発 現 す る 細 胞 が 該 神 経 節
の 腹 側 に 局 在 す る 顕 著 な 傾 向 が み ら れ た 。 対 照 的 に 、 ｔ ｒ ｋ Ａ 陽 性 細 胞 は 該 神 経 節 の 主 と
し て 脊 側 に 限 ら れ て い た 。 成 人 後 根 神 経 節 (パ ラ フ ィ ン 埋 設 ま た は 凍 結 切 片 固 定 化 し た 組
織 )で は 、 Ｄ Ｒ Ｇ ニ ュ ー ロ ン の 亜 集 団 を ３ つ の 各 ｔ ｒ ｋ プ ロ ー ブ で 標 識 し た 。 こ れ ら ３ つ
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の 各 ｔ ｒ ｋ に 対 す る プ ロ ー ブ で 標 識 し た 細 胞 は 、 神 経 節 で ラ ン ダ ム に 分 布 し て い る よ う に
思 わ れ た 。 こ れ ら プ ロ ー ブ の い ず れ を 用 い て も 非 ニ ュ ー ロ ン 性 細 胞 の 標 識 は 観 察 さ れ な か
っ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 成 人 ヒ ト の 前 脳 (固 定 化 し 凍 結 切 片 化 し た 組 織 )で は 、 ｔ ｒ ｋ Ａ 発 現 に 対 し て 強 く 標 識 さ
れ た 細 胞 が マ ネ ー (Ｍ eynert)の 基 底 核 中 で 観 察 さ れ 、 尾 状 核 の 頭 部 に 分 散 し て い た 。 標 識
さ れ た 細 胞 は 大 き な 直 径 で あ り 、 コ リ ン 作 動 性 細 胞 の 予 測 さ れ た 外 観 と 同 じ で あ っ た 。 ｔ
ｒ ｋ Ｃ は 、 海 馬 お よ び 新 皮 質 中 で の 顕 著 な 発 現 を 含 む ヒ ト 前 脳 を 通 じ て 広 く 発 現 さ れ 、 標
識 さ れ た 細 胞 は も っ ぱ ら ニ ュ ー ロ ン 様 の 形 態 を 有 し て い た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】

　 ヒ ト 神 経 系 で の ｔ ｒ ｋ フ ァ ミ リ ー の 成 員 の 発 現 の イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分
析 か ら 、 全 体 的 な 発 現 パ タ ー ン が 他 の 哺 乳 動 物 で み ら れ る 発 現 パ タ ー ン と 同 様 で あ る こ と
が 確 認 さ れ た 。 こ の こ と は 、 正 常 お よ び 病 理 学 的 組 織 の あ る 種 の 領 域 中 で の ヒ ト ｔ ｒ ｋ の
異 な っ て ス プ ラ イ ス さ れ た 形 態 の 発 現 を 詳 細 に 調 べ る 研 究 の 基 礎 を 提 供 す る に 違 い な い 。
こ の 点 で 、 ヒ ト 組 織 を 入 手 す る こ と が 困 難 で あ る と し て も 、 死 後 に 種 々 の 仕 方 で 取 り 扱 わ
れ る 組 織 に お い て イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た こ と は 励 み に な る 。 切 片 を
切 断 し て 固 定 化 せ ず 、 固 定 化 し て 凍 結 し 、 お よ び 固 定 化 し て パ ラ フ ィ ン 埋 設 し た が 、 こ れ
ら す べ て の 方 法 は 有 用 な 結 果 を 与 え た 。 一 つ の 予 期 し な い 知 見 は 、 該 神 経 節 の 明 ら か な 極
性 で あ り 、 ｔ ｒ ｋ Ａ 細 胞 が 発 生 中 の ヒ ト Ｄ Ｒ Ｇ 神 経 節 の 背 側 に お い て 優 勢 で あ り 、 ｔ ｒ ｋ
Ｃ を 発 現 す る 細 胞 が 腹 側 に お い て 優 勢 で あ っ た 。 こ の よ う な ｔ ｒ ｋ 発 現 の 極 性 は 、 成 人 ヒ
ト Ｄ Ｒ Ｇ か ら の 切 片 ま た は ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ａ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た
ラ ッ ト 胚 で は 明 ら か で は な か っ た (デ ー タ は 示 し て い な い )。
【 ０ ２ ４ ６ 】

　 タ ン パ ク 質 工 学 技 術 を 用 い 、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ を ｔ ｒ ｋ 細 胞 外 ド メ イ ン と ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 重 鎖 の Ｆ
ｃ ド メ イ ン と の キ メ ラ と し て 発 現 さ せ た 。 ｔ ｒ ｋ 細 胞 外 ド メ イ ン と Ｉ ｇ Ｇ － １  Ｆ ｃ ド メ
イ ン と の キ メ ラ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ － １ の Ｆ ｃ 領 域 ク ロ ー ン を 用 い
て 作 製 し た (ア シ ュ ケ ナ ー ジ ー ら 、 Ｉ mmunoadhesins Ｉ ntern.Ｒ ev.Ｉ mmunol.１ ０ 、 ２ １
９ ～ ２ ２ ７ [１ ９ ９ ３ ])。 さ ら に 詳 し く は 、 Ｉ ｇ Ｇ － １ コ ー ド 配 列 の 採 取 源 は 、 ア ス パ ラ
ギ ン 酸 ２ １ ６ (重 鎖 定 常 領 域 の 第 一 の 残 基 を ア ミ ノ 酸 １ １ ４ と す る (カ バ ッ ト ら 、 シ ー ク エ
ン ス ィ ズ ・ オ ブ ・ プ ロ テ イ ン ズ ・ オ ブ ・ イ ミ ュ ノ ロ ジ カ ル ・ イ ン タ レ ス ト 、 第 ４ 版 [１ ９
８ ７ ]))(該 ア ミ ノ 酸 は 重 鎖 － 軽 鎖 結 合 に 関 与 す る シ ス テ イ ン 残 基 の 後 の Ｉ ｇ Ｇ － １ ヒ ン ジ
の 第 一 の 残 基 で あ る )か ら 始 ま り 残 基 ４ ４ １ で 終 わ っ て Ｉ ｇ Ｇ － １ の Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３
Ｆ ｃ ド メ イ ン を 含 む ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ － １ 配 列 に 融 合 し た 成 熟 ヒ ト Ｃ Ｄ ４ タ ン パ ク 質 の 残 基 １ ～
１ ８ ０ か ら な る ハ イ ブ リ ッ ド ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含 む Ｃ Ｄ ４ － Ｉ ｇ
Ｇ － １ 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｒ Ｋ Ｃ Ｄ ４ ２ Ｆ ｃ １ (カ ポ ン ら 、 Ｎ ature３ ３ ４ 、 ５ ２ ５ [１ ９ ８
９ ]； バ ー ン ら 、 Ｎ ature ３ ４ ４ 、 ６ ６ ７ [１ ９ ９ ０ ])で あ っ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 Ｃ Ｄ ４ コ ー ド 配 列 を 発 現 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｒ Ｋ Ｃ Ｄ ４ ２ Ｆ ｃ １ か ら 除 去 し 、 Ｉ ｇ Ｇ － １ の ア
ス パ ラ ギ ン 酸 ２ １ ６ と ｔ ｒ ｋ Ａ の バ リ ン ４ ０ ２ 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ の ト レ オ ニ ン ４ ２ ２ 、 ま た は ｔ
ｒ ｋ Ｃ の ト レ オ ニ ン ４ １ ３ と の ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 、 該 ベ ク タ ー を ｔ ｒ ｋ 受 容 体 を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 し た 。 受 容 体 全 体 ま た は Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 リ ン 酸
カ ル シ ウ ム を 用 い た ２ ９ ３ 細 胞 で の 一 過 性 発 現 の た め に ｐ Ｒ Ｋ 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た
(ス バ (Ｓ uva)ら 、 Ｓ cience ２ ３ ７ 、 ８ ９ ３ ～ ８ ９ ６ [１ ９ ８ ７ ])。 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ
の 精 製 の た め 、 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ 日 後 に 血 清 不 含 培 地 に 移 し 、 さ ら に ２ ～
３ 日 後 に 培 地 を 回 収 し た 。 培 地 を 濾 過 し 、 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム (ハ イ ト ラ ッ プ (Ｈ i－ Ｔ rap
)Ａ 、 フ ァ ル マ シ ア )に 結 合 さ せ 、 カ ラ ム を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 結 合 し た タ ン パ ク 質 を ０ .１
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検 討

実 施 例 ３
ｔ ｒ ｋ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 発 現
Ａ ． ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 構 築



Ｍ グ リ シ ン (ｐ Ｈ ３ .０ )で 溶 出 し 、 ト リ ス 緩 衝 液 で 直 ち に 中 和 し た 。 １ .５ の 吸 光 係 数 を 用
い た ２ ８ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 に よ り 濃 度 を 評 価 し た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 は 、 得 ら れ た タ
ン パ ク 質 が 単 一 の 検 出 バ ン ド で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ に 結 合
し 、 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 約 １ ２ ５ ｋ Ｄ の 分 子 量 に て 移 動 し た タ ン パ
ク 質 を 分 泌 し た 。 精 製 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ は 、 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム 上 の １ 回 の ア フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て な ら し 培 地 か ら 容 易 に 単 離 す る こ と が で き た 。 こ れ ら
精 製 タ ン パ ク 質 の 配 列 分 析 か ら 、 予 測 さ れ た シ グ ナ ル 配 列 開 裂 部 位 お よ び そ れ か ら 得 ら れ
る Ｎ 末 端 が 確 認 さ れ た (デ ー タ は 示 し て い な い )。
【 ０ ２ ４ ９ 】

　 こ れ ら キ メ ラ タ ン パ ク 質 が ｔ ｒ ｋ 細 胞 外 ド メ イ ン に 期 待 さ れ る 結 合 特 異 性 を 細 胞 環 境 で
保 持 し て い る か 否 か を 試 験 す る た め 、 ヨ ウ 素 化 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン を 用 い て 競 合 置 換 ア ッ
セ イ を 行 っ た 。 図 ５ に 示 す 結 果 か ら 明 ら か な よ う に 、 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ は 期 待 さ れ た
ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン へ の 特 異 的 結 合 を 示 し た 。 ｔ ｒ ｋ Ａ 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ は Ｎ
Ｇ Ｆ に よ く 結 合 し 、 Ｎ Ｔ ３ お よ び Ｎ Ｔ ５ に は 遥 か に 低 い 親 和 性 に て 結 合 し た 。 ｔ ｒ ｋ Ｂ を
含 む キ メ ラ は 、 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ お よ び Ｎ Ｔ ５ に よ く 結 合 し た が Ｎ Ｔ ３ よ り も わ ず か に 良 好 に 結 合
し 、 Ｎ Ｇ Ｆ に 対 し て は 検 出 し う る 結 合 は 殆 ど 示 さ な か っ た 。 ｔ ｒ ｋ Ｃ を 含 む キ メ ラ は 他 の
ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン に 比 べ て Ｎ Ｔ ３ に 高 度 に 特 異 的 で あ っ た 。 こ れ ら 競 合 置 換 ア ッ セ イ で
決 定 さ れ た こ れ ら キ メ ラ の 好 ま し い リ ガ ン ド に 対 す る 明 ら か な 親 和 性 は 、 種 々 の ｔ ｒ ｋ タ
ン パ ク 質 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 上 の 結 合 部 位 の 大 部 分 で
決 定 さ れ た も の の 範 囲 内 で あ る 。 一 つ の 実 験 に お い て 、 ｔ ｒ ｋ Ａ に つ い て 得 ら れ た Ｉ Ｃ ５
０ は Ｎ Ｇ Ｆ に 対 し て は ６ ２ ｐ Ｍ で Ｎ Ｔ ３ に 対 し て は ２ ０ ｎ Ｍ 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ に つ い て 得 ら れ た
Ｉ Ｃ ５ ０ は Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ に 対 し て は ８ １ ｐ Ｍ 、 Ｎ Ｔ ４ ／ ５ に 対 し て は ２ ０ ０ ｐ Ｍ お よ び Ｎ Ｔ ３
に 対 し て は １ ８ ｎ Ｍ 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ に つ い て 得 ら れ た Ｉ Ｃ ５ ０ は Ｎ Ｔ ３ に 対 し て ９ ５ ｐ Ｍ で あ
っ た 。 こ れ ら 試 薬 を 用 い て 行 っ た ア ッ セ イ に お い て 、 非 特 異 的 結 合 に 対 す る 特 異 的 結 合 の
比 は 極 め て 高 く 、 通 常 、 少 な く と も １ ０ ／ １ で あ っ た (図 ５ 参 照 )。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ が そ の 同 族 リ ガ ン ド の 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 し う る か 否 か を 調 べ る
た め 、 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン に よ り 誘 発 さ れ た 末 梢 ニ ュ ー ロ ン の 生 存 を 適 当 な ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ
Ｇ キ メ ラ の 存 在 下 で ア ッ セ イ し た 。 図 ６ か ら 明 ら か な よ う に 、 ｔ ｒ ｋ Ａ － Ｉ ｇ Ｇ は Ｎ Ｇ Ｆ
の 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ － Ｉ ｇ Ｇ は Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ の 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ － Ｉ ｇ Ｇ は Ｎ Ｔ ３ の 、 そ れ ぞ れ 生 物 学 的 活
性 の 強 力 な イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 す べ て の 場 合 に お い て 、 過 剰 の ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン を 添
加 す る と こ の 阻 止 を 排 除 す る こ と が で き 、 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ が 一 般 に ニ ュ ー ロ ン に と
っ て 毒 性 で な い こ と を 示 し て い た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 こ こ で 示 さ れ た 結 合 デ ー タ は 、 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ 融 合 体 が 細 胞 中 で の 全 受 容 体 の 発 現 に よ
っ て み ら れ る の と 同 様 の 選 択 性 お よ び 親 和 性 で ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン に 結 合 す る こ と を 示 し
て い る 。 こ こ で 報 告 し た 結 合 ア ッ セ イ は 多 数 で 行 う に は 非 常 に 簡 単 で あ り 、 再 現 性 に 優 れ
、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 低 く 、 天 然 の ｔ ｒ ｋ の 特 異 性 を 保 持 し て い る 。 こ れ ら 特 質 は 、 変 異
体 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 結 合 特 性 を 分 析 す る う え で 極 め て 価 値 が 高 い こ と が わ か っ た (ラ
ラ ミ ー (Ｌ aramee)ら 、 突 然 変 異 誘 発 に よ る Ｎ Ｇ Ｆ － ｔ ｒ ｋ Ａ お よ び ｐ ７ ５ 受 容 体 相 互 作 用
の 高 解 像 マ ッ ピ ン グ (Ｈ ighresolution mapping of Ｎ Ｇ Ｆ － ｔ ｒ ｋ Ａ  and ｐ ７ ５  recept
or interactions by mutagenesis))。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 結 合 を 分 析 す る う え で の 有 用 性 に 加 え 、 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ は
そ の 同 族 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 学 的 活 性 の 有 用 な イ ン ヒ ビ タ ー で あ る 。 こ こ で の 実 験
は す べ て イ ン ビ ト ロ 系 で 行 っ た が 、 予 備 的 な 実 験 は ｔ ｒ ｋ Ａ － Ｉ ｇ Ｇ が イ ン ビ ボ で も Ｎ Ｇ
Ｆ 活 性 を 抑 制 し う る こ と を 示 し て い る (デ ー タ は 示 し て い な い )。 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ 、 Ｎ Ｔ ３ お よ び
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Ｂ ． 結 合 ア ッ セ イ



Ｎ Ｔ ４ ／ ５ に 対 す る 良 好 な 阻 止 抗 血 清 を 産 生 す る こ と は 困 難 で あ っ た の で 、 こ の こ と は ｔ
ｒ ｋ Ｂ キ メ ラ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ キ メ ラ の 必 要 性 を 満 た す で あ ろ う 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 ヒ ト に 存 在 す る ｔ ｒ ｋ の 形 態 に 関 す る 情 報 が 手 に 入 っ た の で 、 正 常 な 状 態 お よ び 疾 患 状
態 に お け る こ れ ら 形 態 の 発 現 の 探 査 を 開 始 す る こ と が 可 能 で あ る 。 異 な る 形 態 の ｔ ｒ ｋ は
ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン へ の 応 答 に お い て 異 な る お よ び し ば し ば 相 反 す る シ グ ナ ル 変 換 を 示 し
う る の で 、 各 ｔ ｒ ｋ の 形 態 の 全 ス ペ ク ト ル の 発 現 レ ベ ル に 関 す る 知 見 は 必 須 で あ ろ う 。 加
え て 、 可 溶 性 の 形 態 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ を 利 用 で き る こ と は 、 内 生 の 生 物 学 的 活 性 の 阻 止 を 可 能
と す る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ボ で の ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 学 の 研 究 を 加 速 さ せ る に 違
い な い 。
【 ０ ２ ５ ４ 】

　 ｔ ｒ ｋ Ｃ タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン の ど の ア ミ ノ 酸 が ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン Ｎ Ｔ － ３ に
対 す る 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 決 定 す る の か を 決 定 す る た め 、 突 然 変 異 誘 発 研 究 を 行 っ た 。
ｔ ｒ ｋ Ｃ の 三 次 元 構 造 は 知 ら れ て い な い が 、 推 定 の ド メ イ ン 組 成 が 提 唱 さ れ た 。 こ の モ デ
ル に よ る と 、 タ ン パ ク 質 の ｔ ｒ ｋ フ ァ ミ リ ー の 細 胞 外 ド メ イ ン は ５ つ の ド メ イ ン か ら 構 築
さ れ て い る 。 シ グ ナ ル 配 列 が 先 行 し た 後 、 こ れ ら ド メ イ ン は 、 第 一 の シ ス テ イ ン に 富 む ド
メ イ ン 、 ロ イ シ ン に 富 む ド メ イ ン 、 第 二 の シ ス テ イ ン に 富 む ド メ イ ン 、 お よ び ２ つ の 免 疫
グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 こ れ ら ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 ド メ イ ン の 機 能 を 調 べ る た め 、 ５ つ の ド メ イ ン を そ れ ぞ れ 一 つ ず
つ 欠 失 し た ５ つ の ｔ ｒ ｋ 変 異 体 (Δ １ ～ Δ ５ )お よ び 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 以 外
は す べ て の ド メ イ ン を 欠 失 し た 一 つ の 変 異 体 (Δ ６ )を 構 築 し た 。 こ れ ら の 構 造 は 図 ７ に 示
し て あ る 。 こ れ ら 変 異 体 に 加 え て 、 Ｎ Ｔ － ３ に 対 す る 残 留 親 和 性 を 決 定 し Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ 結 合 の
補 充 を 試 験 す る た め 、 ５ つ の す べ て の ド メ イ ン を そ れ ぞ れ 対 応 す る ｔ ｒ ｋ Ｂ 配 列 と 個 々 に
交 換 し た (ｓ １ ～ ｓ ５ )。 ｔ ｒ ｋ Ｃ キ メ ラ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｂ キ メ ラ を 含 む す べ て の ｔ ｒ ｋ Ｃ 変
異 体 を イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 形 態 で 調 べ た 。 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン は 実 施 例 ３ に 記 載 し た プ
ロ セ ス と 同 様 に し て 構 築 し 、 ｐ Ｒ Ｋ ５ (Ｅ Ｐ ３ ０ ７ ,２ ４ ７ )ま た は ｐ Ｒ Ｋ ７ ベ ク タ ー を 用
い て ヒ ト 胎 児 腎 臓 細 胞 株 ２ ９ ３ で 発 現 さ せ た 。 ｐ Ｒ Ｋ ７ は 、 Ｃ ｌ ａ Ｉ と Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ と
の 間 の ポ リ リ ン カ ー 領 域 中 の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 制 限 部 位 の 順 序 が 逆 に な っ て い る 他 は ｐ
Ｒ Ｋ ５ と 同 じ で あ る (１ ９ ９ ２ 年 ４ 月 ２ ８ 日 発 行 の 米 国 特 許 第 ５ ,１ ０ ８ ,９ ０ １ 参 照 )。 こ
れ ら タ ン パ ク 質 は 血 清 不 含 培 地 中 に 分 泌 さ れ 、 ２ ０ × に 濃 縮 し 、 抗 Ｆ ｃ  Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ
セ イ に よ り 定 量 し た 。 典 型 的 な 発 現 の 結 果 を 図 ８ に 示 す 。 特 定 の 興 味 あ る 変 異 体 、 ｔ ｒ ｋ
Ｃ 、 Δ ６ 、 Δ ５ 、 ｓ ５ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｂ を 標 準 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て プ ロ テ イ ン Ａ 上 で 均 質
に 精 製 し た 。 こ れ ら 変 異 体 の Ｎ 末 端 配 列 を 決 定 し た が 、 予 測 し た も の と 同 じ で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 標 識 Ｎ Ｔ － ３ に 結 合 す る 能 力 に つ い て 、 す べ て の 受 容 体 変 異 体 を 標 準 イ ム ノ ア ド ヒ ー シ
ン 技 術 を 用 い た 競 合 置 換 ア ッ セ イ に お い て 試 験 し た 。 Δ ５ を 除 き 、 す べ て の 融 合 体 お よ び
ス ワ ッ プ は 依 然 と し て ｔ ｒ ｋ Ｃ と 同 様 の 親 和 性 で Ｎ Ｔ － ３ に 結 合 す る こ と が で き た 。 幾 つ
か の 変 異 体 (す な わ ち 、 Δ １ 、 Δ ４ 、 ｓ ２ )に つ い て は 全 体 の 結 合 し た 標 識 Ｎ Ｔ － ３ は 低 か
っ た が 、 Ｉ Ｃ ５ ０ 値 は す べ て ｔ ｒ ｋ Ｃ の 値 に 近 い も の で あ っ た (図 ９ Ａ お よ び ９ Ｂ )。 最 も
重 要 な こ と に 、 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン 以 外 は す べ て の ド メ イ ン を 欠 失 し た 変 異
体 Δ ６ は 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 完 全 長 受 容 体 の 結 合 能 の ほ と ん ど を 保 持 し て い た 。 加 え て 、 Δ ５ に
お い て 該 ド メ イ ン を 欠 失 さ せ る と 、 Ｎ Ｔ － ３ に 全 く 結 合 す る こ と の で き な い 分 子 と な る (
図 ９ Ｃ )。 　 Ｎ Ｔ － ３ 結 合 と 同 じ タ イ プ の ア ッ セ イ を 用 い た 競 合 置 換 ア ッ セ イ に お い て 、
す べ て の 受 容 体 変 異 体 が 標 識 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ に 結 合 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。 ｔ ｒ ｋ Ｃ は Ｂ Ｄ
Ｎ Ｆ に 結 合 で き な い こ と に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 一 つ の 変 異 体 以 外 の す べ て の 変 異 体
が Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ に 結 合 で き な か っ た (図 １ ０ Ａ ～ Ｃ )。 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ に 結 合 し た 唯 一 の 変 異 体 は 、 ｔ
ｒ ｋ Ｃ の 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン が ｔ ｒ ｋ Ｂ の も の と 交 換 さ れ た ス ワ ッ プ ５ で あ
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っ た (図 １ ０ Ｃ )。 こ の 変 異 体 は 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ 完 全 長 受 容 体 と 同 様 に Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ に 結 合 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 上 記 結 果 か ら 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｂ の 機 能 に お け る 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ
ン の 最 重 要 性 が 明 ら か で あ る 。 こ の ド メ イ ン 以 外 の す べ て の ド メ イ ン を 欠 失 し て も ｔ ｒ ｋ
Ｃ の 完 全 な 結 合 能 は 本 質 的 に 保 持 さ れ た 。 こ の ド メ イ ン を 欠 失 す る と Ｎ Ｔ － ３ に 対 す る ｔ
ｒ ｋ Ｃ の 結 合 能 は 除 去 さ れ た 。 こ の ド メ イ ン を 交 換 す る と 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ と 同 様 の 親 和 性 で Ｂ
Ｄ Ｎ Ｆ に 結 合 し う る ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 が 創 製 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】

　 カ ラ ギ ー ナ ン (シ グ マ 、 ロ ッ ト ＃ ２ １ Ｈ ０ ３ ２ ２ )単 独 の ２ ％ 水 溶 液 ま た は 実 施 例 ３ で 調
製 し た １ ５ μ ｇ の ｔ ｒ ｋ Ａ － Ｉ ｇ Ｇ キ メ ラ と 組 み 合 わ せ た 水 溶 液 (５ ０ μ ｌ )を ４ 匹 の 成 体
雄 ウ イ ス タ ー ラ ッ ト の 一 方 の 後 足 に 時 間 ０ に て 注 射 し た 。 不 快 な 熱 刺 激 に 対 す る 引 っ 込 め
の 潜 伏 期 間 (latency of withdrawal)を 、 そ の 後 ２ 時 間 毎 に ３ 回 ず つ 各 後 足 で 測 定 し た 。
カ ラ ギ ー ナ ン 単 独 を 注 射 し た 足 は ２ 時 間 以 内 に 明 瞭 な 炎 症 お よ び 痛 覚 過 敏 (反 対 側 の コ ン
ト ロ ー ル の 足 と 比 べ て 減 少 し た 引 っ 込 め 潜 伏 期 間 )を 示 し た 。 カ ラ ギ ー ナ ン と と も に ｔ ｒ
ｋ Ａ － Ｉ ｇ Ｇ を 注 射 し た ラ ッ ト は 明 瞭 な 炎 症 を 示 し た が 、 反 対 側 の コ ン ト ロ ー ル の 足 に 比
べ て 痛 覚 過 敏 の 形 跡 は 示 さ な か っ た 。 ４ 時 間 、 ６ 時 間 お よ び ８ 時 間 の 時 点 に お け る カ ラ ギ
ー ナ ン 単 独 と カ ラ ギ ー ナ ン お よ び ｔ ｒ ｋ Ａ － Ｉ ｇ Ｇ と か ら プ ー ル し た デ ー タ は 、 ｐ ＞ ０ .
０ ２ で 有 意 に 異 な っ て い た (図 １ ２ 参 照 )。
【 ０ ２ ５ ９ 】

　 ｔ ｒ ｋ Ａ － Ｉ ｇ Ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン を ０ .５ μ ｇ ／ 時 の 速 度 で ４ 匹 の 成 体 雄 ウ イ ス タ
ー ラ ッ ト の 一 方 の 後 足 の 背 表 面 の 皮 膚 下 に 連 続 注 入 し た 。 そ の 後 、 コ ン ト ロ ー ル の 足 お よ
び 注 入 し た 足 の 引 っ 込 め の 潜 伏 期 間 を 種 々 の 時 点 で ３ 回 ず つ 決 定 し た 。 注 入 か ら ５ 日 後 、
コ ン ト ロ ー ル 側 と 比 較 し た と き に 注 入 側 の 足 は 顕 著 な 鈍 磨 を 示 し た 。 ５ 日 後 お よ び そ の 後
の す べ て の 時 点 の 引 っ 込 め 時 間 差 異 は 、 プ ー ル し た 前 注 入 の 時 間 差 異 と ｐ ＞ ０ .０ ５ に て
有 意 に 異 な っ て い た (図 １ ３ 参 照 )。
【 ０ ２ ６ ０ 】

　 特 異 的 な ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 結 合 に と っ て の 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン の 重 要 性
を さ ら に 確 認 す る た め 、 さ ら に 幾 つ か の ｔ ｒ ｋ 受 容 体 変 異 体 を 構 築 し た 。 こ れ ら の さ ら な
る 変 異 体 は 、 実 施 例 ４ と 同 様 に イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 形 態 で 調 べ た 。 変 異 体 に 関 す る 以 下
の 記 載 に お い て 各 ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 図 １ １ に 示 す シ グ ナ ル 配 列 の 第 一 の ア
ミ ノ 酸 残 基 か ら 順 次 番 号 付 け て 示 し て あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 ｔ ｒ ｋ Ｃ の Ｖ ａ ｌ ２ ９ ７ か ら Ｔ ｈ ｒ ４ ２ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 (第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド
メ イ ン を 含 む )を ｔ ｒ ｋ Ａ の Ｓ ｅ ｒ ２ ７ ７ か ら Ｖ ａ ｌ ４ ０ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 (第 二 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン を 含 む )で 置 換 し た 成 熟 ｔ ｒ ｋ 変 異 体 (ｓ ５ ａ )を 構 築 し た 。 競 合 置 換
ア ッ セ イ に お い て 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ で は な く ｔ ｒ ｋ Ａ が Ｎ Ｇ Ｆ に 高 親 和 性 で 結 合 し 、 ｓ ５ Ａ キ メ
ラ は ｔ ｒ ｋ Ａ の 親 和 性 (Ｉ Ｃ ５ ０  ７ ３ .９ ± ８ .１ ｐ Ｍ )に 匹 敵 す る 親 和 性 (Ｉ Ｃ ５ ０  ３ ９ .
３ ± １ .７ ｐ Ｍ )で Ｎ Ｇ Ｆ に 結 合 す る 。 １ ２ ５ Ｉ － Ｎ Ｇ Ｆ を 用 い た 飽 和 結 合 実 験 は 、 ｔ ｒ ｋ
Ａ お よ び ｓ ５ Ａ に 対 し て そ れ ぞ れ ４ ７ .１ ± １ ２ .４ お よ び ３ ８ .６ ± ８ .６ ｐ Ｍ の Ｋ ｄ 値 と
な っ た (抑 制 定 数 (Ｉ Ｃ ５ ０ )と 結 合 定 数 (Ｋ ｄ )と の 間 の 一 般 的 な 関 係 は 、 チ ェ ン グ (Ｃ heng
)お よ び プ ル ソ フ (Ｐ rusoff)に よ っ て 以 前 に 記 載 さ れ て い る ； Ｂ iochem.Ｐ harmacol.２ ２
： ３ ０ ９ ９ (１ ９ ７ ３ ))。 こ れ ら 結 果 は 、 ｔ ｒ ｋ Ａ の Ｎ Ｇ Ｆ 結 合 特 異 性 に と っ て ｔ ｒ ｋ Ａ
の 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン 様 ド メ イ ン が 重 要 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
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実 施 例 ６
ｔ ｒ ｋ Ｃ お よ び ｔ ｒ ｋ Ａ の 突 然 変 異 誘 発



　 つ ぎ に 、 ４ つ の 成 熟 ｔ ｒ ｋ Ａ 変 異 体 を 構 築 し た ： ｔ ｒ ｋ Ａ の Ｖ ａ ｌ １ ９ ３ か ら Ｖ ａ ｌ ２

８ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 欠 失 し た 一 つ の 変 異 体 (Δ ４ Ａ )、 ｔ ｒ ｋ Ａ の Ｐ ｒ ｏ ２ ８ ５ か ら Ｖ ａ
ｌ ４ ０ ２ を 欠 失 し た 他 の 変 異 体 (Δ ５ Ａ )、 ｔ ｒ ｋ Ａ の Ｐ ｒ ｏ ３ ５ か ら Ｓ ｅ ｒ ２ ８ ３ を 欠 失
し た 他 の 変 異 体 (Δ ６ Ａ )、 お よ び ｔ ｒ ｋ Ａ の Ｐ ｒ ｏ ３ ５ か ら Ｖ ａ ｌ １ ９ ３ を 欠 失 し た 他 の
変 異 体 (Δ ７ Ａ )で あ る 。 実 施 例 ４ に 記 載 し た ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 変 異 体 に 関 し て 得 ら れ た 結 果
と 同 様 、 変 異 体 Δ ５ Ａ に お け る ｔ ｒ ｋ Ａ の 第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン の 欠 失 は Ｎ Ｇ
Ｆ 結 合 が 検 出 さ れ な い と い う 結 果 に な っ た が 、 こ の ド メ イ ン 単 独 (変 異 体 Δ ６ Ａ )で は 天 然
の ｔ ｒ ｋ Ａ に 匹 敵 す る Ｎ Ｇ Ｆ に 対 す る 結 合 親 和 性 が 示 さ れ た 。 加 え て 、 ｔ ｒ ｋ Ａ の 第 一 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン の 欠 失 (Δ ４ Ａ )は 天 然 の ｔ ｒ ｋ Ａ に 比 べ て 約 ２ 倍 だ け Ｎ Ｇ Ｆ に
対 す る 親 和 性 を 減 少 さ せ た が 、 最 初 の ３ つ の ド メ イ ン を 欠 失 さ せ て も (Δ ７ Ａ )Ｎ Ｇ Ｆ に 対
す る 親 和 性 に 何 ら 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 ｔ ｒ ｋ Ａ お よ び Δ ６ Ａ の Ｎ Ｇ Ｆ 結 合 親 和 性 を 飽
和 実 験 に お い て 決 定 し た と こ ろ 、 Ｋ ｄ 値 は ４ ７ .１ ± １ ２ .４ お よ び １ ５ ５ .３ ± ３ ３ ｐ Ｍ (
約 ３ .３ 倍 の 差 異 )で あ り 、 ｔ ｒ ｋ Ａ 受 容 体 に お い て Ｎ Ｇ Ｆ と の 結 合 相 互 作 用 の ほ と ん ど が
第 二 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン に よ る も の で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 し か し な が ら 、 飽
和 結 合 実 験 に お い て 、 Δ ５ Ａ 変 異 体 は ＞ ３ ５ ０ ０ ｐ Ｍ と 推 定 さ れ る Ｋ ｄ 値 に て 検 出 し う る
特 異 的 結 合 を 示 し 、 Ｎ Ｇ Ｆ と の 相 互 作 用 に 影 響 を 及 ぼ す ｔ ｒ ｋ Ａ ド メ イ ン １ ～ ４ 中 の 別 の
要 素 の 存 在 の 可 能 性 が 示 さ れ た が 、 Δ ６ Ａ 変 異 体 と ｔ ｒ ｋ Ａ と の Ｋ ｄ 値 が 類 似 し て い る こ
と か ら 明 ら か な よ う に 、 こ れ ら 要 素 の 結 合 へ の 貢 献 は 小 さ な も の で あ る と 思 わ れ る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ６ ３ 】
【 図 １ Ａ 】 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ 受 容 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） お よ び そ れ か ら 導 か
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） を 示 す 。 Ａ )チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 含 有 ｔ ｒ ｋ Ｂ
の 配 列 を 示 し て あ り 、 可 能 な Ｎ 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 は 囲 ん で あ り 、 予 測 さ れ る 膜 貫 通 ド
メ イ ン は 下 線 を 引 い て あ り 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン は 矢 印 で 挟 ん で あ る 。 切 断 形 を 生
じ さ せ る ス プ ラ イ ス 部 位 は 、 単 一 の 垂 線 で 示 し て あ る 。 Ｂ )別 の 仕 方 で ス プ ラ イ ス し た 切
断 さ れ た 細 胞 内 ド メ イ ン の 配 列 を 示 す 。 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ 受 容 体 の 切 断 形 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ
び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ４ お よ び ３ と し て 添 付 し て あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
【 図 １ Ｂ 】 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ 受 容 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） お よ び そ れ か ら 導 か
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） を 示 す （ 続 き ） 。 Ａ )チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 含 有
ｔ ｒ ｋ Ｂ の 配 列 を 示 し て あ り 、 可 能 な Ｎ 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 は 囲 ん で あ り 、 予 測 さ れ る
膜 貫 通 ド メ イ ン は 下 線 を 引 い て あ り 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン は 矢 印 で 挟 ん で あ る 。 切
断 形 を 生 じ さ せ る ス プ ラ イ ス 部 位 は 、 単 一 の 垂 線 で 示 し て あ る 。 Ｂ )別 の 仕 方 で ス プ ラ イ
ス し た 切 断 さ れ た 細 胞 内 ド メ イ ン の 配 列 を 示 す 。 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ 受 容 体 の 切 断 形 の ア ミ ノ 酸
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配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ４ お よ び ３ と し て 添 付 し て あ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
【 図 ２ Ａ 】 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ６ ） を 示 す 。 Ａ )チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 含 有 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 配 列 を 示 し て あ り 、 可 能
な Ｎ 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 は 囲 ん で あ り 、 予 測 さ れ る 膜 貫 通 ド メ イ ン は 下 線 を 引 い て あ り
、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン は 矢 印 で 挟 ん で あ る 。 切 断 形 を 生 じ さ せ る ス プ ラ イ ス 部 位 は
、 単 一 の 垂 線 で 示 し て あ る 。 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 中 の 可 能 な
挿 入 の 配 列 は 括 弧 で 挟 ん で あ る 。 Ｂ )別 の 仕 方 で ス プ ラ イ ス し た 切 断 さ れ た 細 胞 内 ド メ イ
ン の 配 列 を 示 す 。 切 断 さ れ た ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列
は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ８ お よ び ７ と し て 添 付 し て あ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
【 図 ２ Ｂ 】 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ６ ） を 示 す （ 続 き ） 。 Ａ )チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 含 有 ｔ ｒ ｋ Ｃ の 配 列 を 示 し て あ
り 、 可 能 な Ｎ 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 は 囲 ん で あ り 、 予 測 さ れ る 膜 貫 通 ド メ イ ン は 下 線 を 引
い て あ り 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン は 矢 印 で 挟 ん で あ る 。 切 断 形 を 生 じ さ せ る ス プ ラ イ
ス 部 位 は 、 単 一 の 垂 線 で 示 し て あ る 。 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン 中
の 可 能 な 挿 入 の 配 列 は 括 弧 で 挟 ん で あ る 。 Ｂ )別 の 仕 方 で ス プ ラ イ ス し た 切 断 さ れ た 細 胞
内 ド メ イ ン の 配 列 を 示 す 。 切 断 さ れ た ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 は 、 そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ： ８ お よ び ７ と し て 添 付 し て あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
【 図 ３ 】 ラ ッ ト お よ び ヒ ト か ら の ｔ ｒ ｋ フ ァ ミ リ ー 成 員 の 種 々 の ド メ イ ン の 類 似 性 。 Ｐ Ａ
Ｍ ２ ５ ０ マ ト リ ッ ク ス (デ イ ホ フ (Ｄ ayhoff)ら 、 １ ９ ８ ３ )に 基 づ く 類 似 性 パ ー セ ン ト を 、
シ ュ ナ イ ダ ー (Ｓ chneider)お よ び シ ュ バ イ ガ ー (Ｓ chweiger)、 Ｏ ncogene ６ 、 １ ８ ０ ７ ～
１ ８ １ １ (１ ９ ９ １ )に よ り 定 め ら れ て い る よ う に 、 異 な る ｔ ｒ ｋ ド メ イ ン に つ い て 決 定 し
た 。 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ と ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ (Ｈ  Ａ － Ｂ )、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ と ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ (Ｈ  Ａ － Ｃ )
、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ と ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ (Ｈ  Ｂ － Ｃ )、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ と ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ａ (Ｈ － Ｒ  Ａ )
、 ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ と ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｂ (Ｈ － Ｒ  Ｂ )、 お よ び ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ と ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ (Ｈ
－ Ｒ  Ｃ )と の 間 で 一 対 毎 に 比 較 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
【 図 ４ 】 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 ｔ ｒ ｋ に み ら れ る ス プ ラ イ ス 形 の 要 約 。 別 の 仕 方 の ス プ
ラ イ シ ン グ か ら 生 じ る 種 々 の ｔ ｒ ｋ の 形 態 の 模 式 図 を 示 す 。 ド メ イ ン は 上 記 シ ュ ナ イ ダ ー
お よ び シ ュ バ イ ガ ー に よ る 。 ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ａ (ミ ー キ ン ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ
Ａ  ８ ９ 、 ２ ３ ７ ４ ～ ２ ３ ７ ８ [１ ９ ９ ２ ]、 バ ー カ ー (Ｂ arker)ら 、 Ｊ .Ｂ iol.Ｃ hem.２ ６
８ 、 １ ５ １ ５ ０ ～ １ ５ １ ５ ７ [１ ９ ９ ３ ])、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス ｔ ｒ ｋ Ｂ (ク ラ イ ン (Ｋ lei
n)ら 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｏ  Ｊ .８ 、 ３ ７ ０ １ ～ ３ ７ ０ ９ [１ ９ ８ ９ ]； ク ラ イ ン ら 、 Ｃ ell ６ １ 、 ６ ４
７ ～ ６ ５ ６ [１ ９ ９ ０ ]、 ミ ド ル マ ス ら 、 Ｍ ol.Ｃ ell.Ｂ iol.１ １ 、 １ ４ ３ ～ １ ５ ３ [１ ９ ９
１ ])お よ び ラ ッ ト お よ び ブ タ ｔ ｒ ｋ Ｃ (ラ ン バ レ ら 、 Ｃ ell ６ ６ 、 ９ ６ ７ ～ ９ ７ ９ [１ ９ ９
１ ]； バ レ ン ズ エ ラ (Ｖ alenzuela)ら 、 Ｎ euron １ ０ 、 ９ ６ ３ ～ ９ ７ ４ [１ ９ ９ ３ ]； ツ ォ ウ
ル フ ァ ス (Ｔ soulfas)ら 、 Ｎ euron １ ０ 、 ９ ７ ５ ～ ９ ９ ０ [１ ９ ９ ３ ])の デ ー タ は 文 献 か ら
再 引 用 し て あ る 。 上 記 バ レ ン ズ エ ラ ら に よ り 記 載 さ れ た 切 断 さ れ た ラ ッ ト ｔ ｒ ｋ Ｃ の 別 の
形 態 は 明 瞭 に す る た め 省 い て あ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
【 図 ５ 】 ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ に 結 合 し た ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 競 合 置 換 。 放 射 性 標 識 し た ニ ュ
ー ロ ト ロ フ ィ ン (２ ５ ～ ３ ５ ｐ Ｍ )を 、 増 加 濃 度 の 種 々 の 非 標 識 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 存 在
下 で ｔ ｒ ｋ － Ｉ ｇ Ｇ に 結 合 さ せ た 。 Ａ )ｔ ｒ ｋ Ａ － Ｉ ｇ Ｇ へ の 標 識 Ｎ Ｇ Ｆ の 結 合 。 Ｂ )ｔ ｒ
ｋ Ｂ － Ｉ ｇ Ｇ へ の 標 識 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ の 結 合 。 Ｃ )ｔ ｒ ｋ Ｃ － Ｉ ｇ Ｇ へ の 標 識 Ｎ Ｔ ３ の 結 合 。 置
換 は 、 冷 Ｎ Ｇ Ｆ (黒 丸 )、 冷 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ (白 丸 )、 冷 Ｎ Ｔ ３ (黒 方 形 )、 ま た は 冷 Ｎ Ｔ ５ (白 方 形 )
で 行 っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
【 図 ６ 】 ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン の 生 物 活 性 は ｔ ｒ ｋ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン に よ り 阻 止 さ れ る 。
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ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン 生 物 活 性 を 、 ｔ ｒ ｋ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 不 在 下 ま た は 存 在 下 で ニ ワ
ト リ 後 根 (Ａ お よ び Ｂ )ま た は 交 感 (Ｃ )神 経 節 ニ ュ ー ロ ン の 生 存 を 測 定 す る こ と に よ り 評 価
し た 。 図 中 の 記 号 は 図 ５ と 同 じ 。
【 ０ ２ ７ １ 】
【 図 ７ 】 ｔ ｒ ｋ Ｃ 欠 失 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｂ と の ス ワ ッ プ (swap)の 構 造 。 そ れ ぞ れ 、 ｔ ｒ ｋ Ｃ お
よ び ｔ ｒ ｋ Ｂ の 構 造 ド メ イ ン を 黒 色 お よ び 灰 色 で 示 す 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
【 図 ８ 】 ｔ ｒ ｋ Ｃ 欠 失 お よ び ｔ ｒ ｋ Ｂ と の ス ワ ッ プ の 発 現 。 一 つ の 特 定 の 代 表 的 実 験 を 示
す 。 濃 度 は 抗 Ｆ ｃ  Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 用 い て 決 定 し た 。 ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 の 値 は ｔ ｒ ｋ Ｃ 野 生 型
発 現 の パ ー セ ン ト と し て 表 し て あ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
【 図 ９ Ａ 】 ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 し た Ｎ Ｔ － ３ の 競 合 置 換 。 増 加 量 の 非 標 識 Ｎ Ｔ － ３ の 存
在 下 で 放 射 性 標 識 し た Ｎ Ｔ － ３ (５ ０ ｐ Ｍ )を ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 さ せ た （ ｔ ｒ ｋ Ｃ の 欠
失 ） 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
【 図 ９ Ｂ 】 ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 し た Ｎ Ｔ － ３ の 競 合 置 換 。 増 加 量 の 非 標 識 Ｎ Ｔ － ３ の 存
在 下 で 放 射 性 標 識 し た Ｎ Ｔ － ３ (５ ０ ｐ Ｍ )を ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 さ せ た （ ｔ ｒ ｋ Ｂ か ら
の 対 応 配 列 を 有 す る ｔ ｒ ｋ Ｃ の ド メ イ ン ス ワ ッ プ ） 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
【 図 ９ Ｃ 】 ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 し た Ｎ Ｔ － ３ の 競 合 置 換 。 増 加 量 の 非 標 識 Ｎ Ｔ － ３ の 存
在 下 で 放 射 性 標 識 し た Ｎ Ｔ － ３ (５ ０ ｐ Ｍ )を ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 さ せ た （ ｔ ｒ ｋ Ｃ の Ｉ
ｇ － ド メ イ ン ２ の 変 異 体 ） 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
【 図 １ ０ Ａ 】 ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 し た Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ の 競 合 置 換 。 増 加 量 の 非 標 識 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ の
存 在 下 で 放 射 性 標 識 し た Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ (５ ０ ｐ Ｍ )を ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 さ せ た （ ｔ ｒ ｋ Ｃ の
欠 失 ） 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
【 図 １ ０ Ｂ 】 ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 し た Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ の 競 合 置 換 。 増 加 量 の 非 標 識 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ の
存 在 下 で 放 射 性 標 識 し た Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ (５ ０ ｐ Ｍ )を ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 さ せ た （ ｔ ｒ ｋ Ｂ か
ら の 対 応 配 列 を 有 す る ｔ ｒ ｋ Ｃ の ド メ イ ン ス ワ ッ プ ） 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
【 図 １ ０ Ｃ 】 ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 し た Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ の 競 合 置 換 。 増 加 量 の 非 標 識 Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ の
存 在 下 で 放 射 性 標 識 し た Ｂ Ｄ Ｎ Ｆ (５ ０ ｐ Ｍ )を ｔ ｒ ｋ Ｃ 変 異 体 に 結 合 さ せ た （ ｔ ｒ ｋ Ｂ か
ら の 配 列 を 有 す る Ｉ ｇ － ド メ イ ン ２ の ス ワ ッ プ ） 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
【 図 １ １ Ａ 】 完 全 長 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比
較 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 は 囲 ん で あ る ； 種 々 の ド メ イ ン の 境 界 は 垂 線 で 印 を 付 し て あ る (配
列 番 号 ： ９ 、 ２ お よ び ６ 参 照 )。
【 ０ ２ ８ ０ 】
【 図 １ １ Ｂ 】 完 全 長 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比
較 （ 続 き ） 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 は 囲 ん で あ る ； 種 々 の ド メ イ ン の 境 界 は 垂 線 で 印 を 付 し て
あ る (配 列 番 号 ： ９ 、 ２ お よ び ６ 参 照 )。
【 ０ ２ ８ １ 】
【 図 １ １ Ｃ 】 完 全 長 の ヒ ト ｔ ｒ ｋ Ａ 、 ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び ｔ ｒ ｋ Ｃ 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比
較 （ 続 き ） 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 は 囲 ん で あ る ； 種 々 の ド メ イ ン の 境 界 は 垂 線 で 印 を 付 し て
あ る (配 列 番 号 ： ９ 、 ２ お よ び ６ 参 照 )。
【 ０ ２ ８ ２ 】
【 図 １ ２ 】 ラ ッ ト に お い て カ ラ ギ ー ナ ン に よ り 誘 発 さ れ た 痛 覚 過 敏 症 に 対 す る ｔ ｒ ｋ Ａ －
Ｉ ｇ Ｇ イ ム ノ ア ド ヒ ー シ ン の 効 果 。
【 ０ ２ ８ ３ 】

10

20

30

40

50

(61) JP 2006-75165 A 2006.3.23



【 図 １ ３ 】 ｔ ｒ ｋ Ａ － Ｉ ｇ Ｇ の 注 入 は ラ ッ ト に お い て 鈍 磨 を 引 き 起 こ す 。

【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】
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【 図 ２ Ａ 】 【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ Ａ 】 【 図 ９ Ｂ 】

【 図 ９ Ｃ 】 【 図 １ ０ Ａ 】

(65) JP 2006-75165 A 2006.3.23



【 図 １ ０ Ｂ 】 【 図 １ ０ Ｃ 】

【 図 １ １ Ａ 】 【 図 １ １ Ｂ 】
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【 図 １ １ Ｃ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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要解决的问题：提供人类trkB和trkC蛋白，以进一步了解trk和神经营养蛋白作用在各种人体病理状况中的作用。 包含与免疫球蛋白
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组合物 包括作为包含氨基酸序列的免疫粘附素的双特异性分子，包含双特异性分子的药物组合物，使用双特异性分子纯化神经营养
因子的方法和神经营养因子。 一种神经营养因子，其包括使生物样品与能够结合该神经营养因子的可检测标记的trk受体多肽接
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触，然后检测如此结合的标记。 它由诊断以过表达或过表达为特征的病
理状况的方法组成。 [选择图]无


