
(57)【要約】
細胞外領域に６個のロイシン－リッチリピート（ＬＲＲ）と１個の免疫グロブリンドメイ
ンを含む、膜貫通型タンパク質であるＡＭＩＧＯ、ＡＭＩＧＯ２およびＡＭＩＧＯ３（ Am
photerin induced gene and orphan receptor、即ち、「アンフォテリン誘導性遺伝子と
オーファン受容体」）。これらのタンパク質を用いた、神経系細胞の成長、遊走、軸索伸
長、ミエリン形成、束形成または増殖を制御する方法、ならびに癌、腫瘍増殖および転移
腫瘍の処置方法。２つのＡＭＩＧＯ化合物間の相互作用、またはＡＭＩＧＯと上皮成長因
子受容体（ＥＧＦＲ）との相互作用を制御する物質のスクリーニング方法。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 、 単 離 精 製 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 、 単 離 精 製 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 そ の 相 同 体 、 ま た は そ れ ら の 断 片
を 含 む 組 換 え ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 包 含 す る 、 単 離 精 製 し た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 発 現 制 御 配 列 に 発 現 可 能 な 状 態 に 連 結 し た 請 求 項 ２ の 核 酸 を 包 含 し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド ま た は そ の 変 異 体 を コ ー ド し う る 発 現 構 築 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ４ の 発 現 構 築 物 で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 該 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は ヒ ト  ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん だ ヌ ク レ オ チ ド 鎖 を 含 み 、 該 ヒ ト  ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は 、 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ に 記 載 の 配 列 に 相 補 的 な 非 コ ー ド 鎖 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ と 以
下 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 特 徴 と す る 、 宿 主
細 胞 。
　 （ ａ ） ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 ５ × デ ン ハ ル ト 溶 液 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ
び ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 溶 液 中 、 ４ ２ ℃ で ２ ０ 時 間 の 条 件 下 で フ
ィ ル タ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 そ し て
　 （ ｂ ） 該 フ ィ ル タ ー の 洗 浄 を 、 １ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 洗 浄 液 を 用 い 、
室 温 で ３ ０ 分 間 を ２ 回 、 そ し て ６ ５ ℃ で ３ ０ 分 間 を ２ 回 行 う 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 包 含 す る 、 単 離 精 製 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ５ の 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 発 現 可 能 と な る よ う に プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 共 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
配 列 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 そ し て
　 該 宿 主 細 胞 ま た は 該 宿 主 細 胞 を 培 養 し た 培 地 か ら 該 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る
こ と を 包 含 す る 、 請 求 項 ７ の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ７ の 単 離 精 製 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 抗 原 性 断 片 で 哺 乳 類 を 免 疫
す る こ と を 包 含 す る 、 抗 体 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ７ の 単 離 精 製 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 抗 原 性 断 片 を 用 い た 抗 原 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ９ の 方 法 で 製 造 し た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 し た 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 －  容 器 、 お よ び
　 －  該 容 器 に 入 っ て い る 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は そ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 検 出 し う る 化 合 物
、 好 ま し く は 標 識 さ れ て い る 化 合 物
を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は そ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体
の 存 在 を 検 出 す る た め の 、 複 数 の 試 薬 か ら な る キ ッ ト 。
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【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 化 合 物 が プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の キ
ッ ト 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 化 合 物 が 請 求 項 １ １ の 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 変 異 ま た は 機 能 不 全 が 影 響 す る 病 態 に 関 す る 個 体 の 疾 病 素 質 を 評 価 す る た
め の 、 請 求 項 １ ３ ま た は １ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 キ ッ ト を 用 い る た め の 説 明 書 を さ ら に 包 含 す る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヒ ト ま た は マ ウ ス の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 を ト ラ ン ス ジ ー ン と し て 有 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク な ヒ ト 以 外 の 動 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 ま た は そ の 相 同 体 の 発 現 を 妨 害 す る ト ラ ン ス ジ ー ン ま た は 挿 入 物 を 有
す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な ヒ ト 以 外 の 動 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ペ プ チ ド 断 片 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 融
合 タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 作 用 物 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 拮 抗 物 質 ま た は 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 包 含
す る 医 療 用 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 薬 学 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 ２ ０ の 医 療 用 化 合 物 を 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 す る こ
と を 特 徴 と す る 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 依 存 す る 病 態 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 以 下 の 工 程 を 包 含 す る 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 結 合 す る リ ガ ン ド を 親 和 性 精 製 す る 方 法 。
　 （ ａ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る 精 製 す べ き 受 容 体 が 支 持 体 に 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 上 に 選 択
的 に 吸 着 さ れ る 条 件 下 で 、 該 受 容 体 の 原 料 を 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 接 触 さ せ 、
　 （ ｂ ） 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と そ の 支 持 体 を 、 吸 着 さ れ て い な い 物 質 を 取 り 除 く た め に
洗 浄 し 、 そ し て
　 （ ｃ ） 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 吸 着 し て い る 受 容 体 分 子 を 溶 離 緩 衝 液 で 溶 離 し て 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ に 結 合 す る リ ガ ン ド を 得 る 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 包 含 す る 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 と 他 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 と の 結 合 に 対 す る 制
御 物 質 を 同 定 す る 方 法 。
　 （ ａ ） 制 御 物 質 と 推 定 さ れ る 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 含 有
す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 組 成 物 を 、 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 の リ ガ ン ド と な る 他 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受
容 体 を 含 有 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 組 成 物 に 接 触 さ せ 、
　 （ ｂ ） 制 御 物 質 と 推 定 さ れ る 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 と 他 の
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ し て
　 （ ｃ ） 制 御 物 質 と 推 定 さ れ る 化 合 物 の 不 在 下 に お け る 結 合 と の 比 較 に よ っ て 確 認 す る こ
と の で き る 、 制 御 物 質 と 推 定 さ れ る 化 合 物 の 存 在 下 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 と 他 の Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 と の 結 合 の 増 減 を 指 標 と し て 、 制 御 物 質 を 同 定 す る 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 次 の 工 程 （ ｄ ） を さ ら に 包 含 す る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
　 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） に お い て 同 定 し た 制 御 物 質 を 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 組 み 合 わ せ
て 制 御 組 成 物 を 作 製 す る 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 次 の 工 程 （ ｅ ） を さ ら に 包 含 す る 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
　 （ ｅ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 を 有 す る 動 物 に 該 制 御 組 成 物 を 投 与 し 、 動 物 に
お け る 制 御 組 成 物 の 生 理 学 的 影 響 を 判 定 す る 。
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【 請 求 項 ２ ６ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 組 成 物 が 、 下 記 （ ａ ） 、 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） か ら な る 群 よ り 選 ば れ
る １ 種 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
　 （ ａ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 の 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 結 合 す る 細 胞 外 ド メ イ ン 断 片 を 包 含 す る 、 精
製 し た ポ リ ペ プ チ ド 、
　 （ ｂ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 包 む リ ン 脂 質 膜 、 お よ び
　 （ ｃ ） 細 胞 表 面 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 の 発 現 量 が 増 加 す る よ う に 組 換 え 技 術 に よ っ て 修 飾
し た 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 組 成 物 が 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 細 胞 外 ド
メ イ ン 断 片 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 組 成 物 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 断 片 と 融 合 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体
細 胞 外 ド メ イ ン 断 片 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 が 、 哺 乳 類 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ か ら な
る 群 よ り 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 が ヒ ト 由 来 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 組 成 物 が 、 下 記 （ ａ ） 、 （ ｂ ） お よ び （ ｃ ） か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 種
を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
　 （ ａ ） 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 に 結 合 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 断 片 を 包 含 す る 、 精 製 し た ポ リ ペ プ チ
ド 、
　 （ ｂ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 包 む リ ン 脂 質 膜 、 お よ び
　 （ ｃ ） 細 胞 表 面 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 量 が 増 加 す る よ う に 組 換 え 技 術 に よ っ て 修 飾 し た 細
胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 組 成 物 が 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 ド メ イ ン 断 片 を
含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 組 成 物 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 断 片 と 融 合 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 ド メ イ
ン 断 片 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が ヒ ト 由 来 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ３ ３ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 組 成 物 が 細 胞 表 面 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 の 発 現 量 が 増 加 す る よ う に 組
換 え 技 術 に よ っ て 修 飾 し た 細 胞 を 含 有 し 、 工 程 （ ｂ ） は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 結 合 が 誘 導 す る 細 胞
の 生 理 学 的 変 化 の 測 定 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 組 成 物 が 細 胞 表 面 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 量 が 増 加 す る よ う に 組 換 え 技 術 に よ
っ て 修 飾 し た 細 胞 を 含 有 し 、 工 程 （ ｂ ） は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 結 合 が 誘 導 す る 細 胞 の 生 理 学 的 変
化 の 測 定 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ ～ ２ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 以 下 の 工 程 を 包 含 す る 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 結 合 に 対 す る 選 択 性 を 示 す 制 御 物 質
を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 。
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　 （ ａ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 と の 結 合 を 制 御 す る 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不
在 下 で 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 含 有 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 組 成 物 を 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 を 含 有
す る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 組 成 物 に 接 触 さ せ 、
　 （ ｂ ） 制 御 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 で 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 組 成 物 と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体
組 成 物 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ し て
　 （ ｃ ） 制 御 化 合 物 の 不 在 下 に お け る 結 合 と の 比 較 に よ っ て 確 認 す る こ と の で き る 、 制 御
化 合 物 の 存 在 下 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 と の 結 合 の 増 減 を 指 標 と し て
、 選 択 性 を 示 す 制 御 化 合 物 を 同 定 す る が 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 結 合 に 対 す る 該 制 御 化 合
物 の 選 択 性 の 増 加 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 結 合 の 他 の 結 合 と の 差 異 の 減 少 と 関 連 す る 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 包 含 す る 、 哺 乳 類 の 生 体 に お け る 細 胞 の 成 長 、 遊 走 、 軸 索 伸 長 、 ミ エ リ ン
形 成 、 束 形 成 ま た は 増 殖 を 制 御 す る 方 法 。
　 （ ａ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 を 発 現
す る 細 胞 を 有 す る 哺 乳 類 の 生 体 を 同 定 し 、 そ し て
　 （ ｂ ） 該 哺 乳 類 の 生 体 に お い て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 発 現 す る 細 胞 の 成 長 、 遊 走 ま た は 増 殖 の 制
御 に 効 果 的 な 量 の 、 以 下 の 物 質 (i)～ (vi)か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 種 を 含 有 す る 組 成 物
を 該 哺 乳 類 の 生 体 に 投 与 す る 。
　 　 　 (i) Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 に 結
合 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 、
　 　 　 (ii) Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 断 片 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 断 片 は 共 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 有 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 結 合
特 性 を 保 持 す る 、
　 　 　 (iii) 上 記 (i)ま た は (ii)の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 に 結 合 す る の を 阻
害 す る 抗 体 、 あ る い は 該 抗 体 の 、 上 記 (i)ま た は (ii)の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る
断 片 、
　 　 　 (iv) 抗 原 結 合 性 で あ る 上 記 (iii)の 抗 体 断 片 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 上
記 (i)ま た は (ii)の ポ リ ペ プ チ ド が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 に 結 合 す る の を 阻 害 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 　 　 (v) Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 該 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 に 結 合 す る の を 阻 害 す る こ と な く 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
が 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 に 結 合 す る の を 選 択 的 に 阻 害 す る 分 子 、 お よ び
　 　 　 (vi) Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 に 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 該 哺 乳 類 の 生 体 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 細 胞 が 神 経 系 細 胞 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ ま た は ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 神 経 系 細 胞 ま た は 神 経 突 起 の 成 長 、 遊 走 ま た は 増 殖 の 異 常 を 特 徴 と す る 疾 病 に 該 生 体 が
罹 患 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 生 体 が 神 経 系 細 胞 に 外 傷 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ ～ ４ １ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 さ ら に 以 下 の 工 程 を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
　 神 経 系 細 胞 の 成 長 、 遊 走 、 再 生 ま た は 増 殖 を 制 御 す る た め に 第 ２ の 薬 剤 を 生 体 に 投 与 す
る 工 程 で あ っ て 、 該 薬 剤 は 、 上 記 物 質 (i)～ (vi)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 、 上 記 物 質 (i)～ (vi)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 受 容 体 に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 、 お よ び 該 抗 体 の 抗 原 結 合 性 断 片 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選 ば
れ る １ 種 で あ る 。

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-525784 A 2006.11.16



【 請 求 項 ４ ４ 】
　 投 与 す る 組 成 物 中 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細 胞 外 断 片 が Ｆ ｃ ド メ イ ン に 結 合 し た
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 が 、 ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 配 列 を ヒ ト
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 お よ び ヒ ト Ｆ ｃ 配 列 で 実 質 的 に 置 換 し た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ４ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ５ の い ず れ か で 定 義 し た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 発
現 す る 細 胞 の 成 長 、 遊 走 、 再 生 ま た は 増 殖 の 異 常 を 特 徴 と す る 疾 病 の 治 療 剤 の 製 造 に 用 い
る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 該 細 胞 が 、 海 馬 細 胞 、 大 脳 細 胞 、 小 脳 細 胞 、 外 傷 を 受 け た 神 経 系 細 胞 、 グ リ ア 性 瘢 痕 細
胞 、 脊 髄 細 胞 、 視 神 経 細 胞 、 網 膜 細 胞 、 腎 臓 細 胞 、 な ら び に 束 形 成 、 軸 索 誘 導 、 軸 索 伸 長
ま た は ミ エ リ ン 形 成 の 際 に 機 能 す る 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 神 経 系 細 胞 で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ８ ～ ４ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 包 含 す る 、 哺 乳 類 の 生 体 に お け る 癌 、 腫 瘍 の 増 殖 ま た は 癌 転 移 を 制 御 す る
方 法 。
　 （ ａ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 を 発 現
す る 細 胞 を 有 す る 哺 乳 類 の 生 体 を 同 定 し 、 そ し て
　 （ ｂ ） 該 哺 乳 類 の 生 体 に お い て 、 癌 の 進 行 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 発 現 す る 細 胞 の 転 移 を 制
御 す る の に 効 果 的 な 量 の 、 以 下 の 物 質 (i)～ (vi)か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 種 を 含 有 す る
組 成 物 を 該 哺 乳 類 の 生 体 に 投 与 す る 。
　 　 　 (i) Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 に 結
合 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 、
　 　 　 (ii) Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 断 片 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 断 片 は 共 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 有 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 結 合
特 性 を 保 持 す る 、
　 　 　 (iii) 上 記 (i)ま た は (ii)の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 に 結 合 す る の を 阻
害 す る 抗 体 、 あ る い は 該 抗 体 の 、 上 記 (i)ま た は (ii)の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る
断 片 、
　 　 　 (iv) 抗 原 結 合 性 で あ る 上 記 (iii)の 抗 体 断 片 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 上
記 (i)ま た は (ii)の ポ リ ペ プ チ ド が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 に 結 合 す る の を 阻 害 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
　 　 　 (v) Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 該 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 に 結 合 す る の を 阻 害 す る こ と な く 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
が 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 に 結 合 す る の を 選 択 的 に 阻 害 す る 分 子 、 お よ び
　 　 　 (vi) Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 受 容 体 に 選 択 的 に 結 合 す る 分 子 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 該 哺 乳 類 の 生 体 が ヒ ト で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 細 胞 が 、 グ リ オ ー マ 、 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 、 ア ス ト ロ サ イ ト ー マ 、 異 型 性 ア ス ト ロ サ
イ ト ー マ 、 脳 室 上 衣 腫 、 乏 突 起 膠 腫 、 髄 芽 細 胞 腫 、 髄 膜 腫 、 シ ュ ワ ン 細 胞 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫
、 胚 細 胞 腫 瘍 、 松 果 体 芽 細 胞 腫 、 松 果 体 細 胞 腫 、 胚 細 胞 腫 細 胞 、 肺 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 結
腸 直 腸 癌 、 膀 胱 癌 、 膵 臓 癌 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ま た は 腎 臓 癌 の 細 胞 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 ４ ８ ま た は ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 癌 ま た は 癌 転 移 と 診 断 さ れ る 疾 病 に 該 生 体 が 罹 患 し て い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４
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８ ～ ５ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 疾 病 が 脳 腫 瘍 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 さ ら に 以 下 の 工 程 を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
　 癌 の 進 行 ま た は 癌 転 移 の 進 行 を 制 御 す る た め に 第 ２ の 薬 剤 を 生 体 に 投 与 す る 工 程 で あ っ
て 、 該 薬 剤 は 、 上 記 物 質 (i)～ (vi)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、
上 記 物 質 (i)～ (vi)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、
お よ び 該 抗 体 の 抗 原 結 合 性 断 片 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 種 で あ
る 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 投 与 す る 組 成 物 中 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細 胞 外 断 片 が Ｆ ｃ ド メ イ ン に 結 合 し た
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 が 、 ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 配 列 を ヒ ト
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 お よ び ヒ ト Ｆ ｃ 配 列 で 実 質 的 に 置 換 し た も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 グ リ オ ー マ 、 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 、 ア ス ト ロ サ イ ト ー マ 、 異 型 性 ア ス ト ロ サ イ ト ー マ 、
脳 室 上 衣 腫 、 乏 突 起 膠 腫 、 神 経 髄 芽 細 胞 腫 、 髄 膜 腫 、 シ ュ ワ ン 細 胞 腫 、 頭 蓋 咽 頭 腫 、 胚 細
胞 腫 瘍 で あ る 胚 細 胞 腫 、 肺 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 膀 胱 癌 、 膵 臓 癌 、 扁 平 上 皮 細
胞 癌 お よ び 腎 臓 癌 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 癌 ま た は 癌 細 胞 転 移 の 進 行 を 処 置 す る た め の 方
法 で あ っ て 、 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 請 求 項 ２ ０ の 化 合 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 方 法
。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 海 馬 細 胞 、 大 脳 細 胞 、 小 脳 細 胞 、 外 傷 を 受 け た 神 経 系 細 胞 、 グ リ ア 性 瘢 痕 細 胞 、 脊 髄 細
胞 、 視 神 経 細 胞 、 網 膜 細 胞 、 腎 臓 細 胞 、 な ら び に 束 形 成 、 軸 索 誘 導 、 軸 索 伸 長 お よ び ミ エ
リ ン 形 成 の 際 に 機 能 す る 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 神 経 系 細 胞 を 処 置 す る た め の 方 法 で
あ っ て 、 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 請 求 項 ２ ０ の 化 合 物 を 投 与 す る 工 程 を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 の 成 長 、 遊 走 、 再 生 ま た は 増 殖 の 異 常 を 特 徴 と す る 疾
病 用 の 治 療 剤 を 製 造 す る た め の 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 に 結 合 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 断 片 を 包 含 す
る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 細 胞 ま た は 組 織 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 包 含 す る 、 細 胞 ま た は 組 織 の ヒ
ト 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 の リ ン 酸 化 を 制 御 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 が 、 配 列 番 号 １ 、 ３ お よ び ５ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ペ プ チ ド を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 該 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 が 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 包 含 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ ９ に
記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 概 し て 遺 伝 子 工 学 の 分 野 に 関 し 、 よ り 詳 細 に は 、 軸 索 路 （ axon tract） の 発 生
に 関 与 す る 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 数 十 億 の 連 結 部 を 有 す る 神 経 系 の 発 生 は 、 自 然 界 に お い て 最 も 複 雑 か つ 興 味 深 い 現 象 の
一 つ で あ る 。 こ の よ う な 事 象 の 鍵 と な る 特 徴 の １ つ は 、 適 切 な 標 的 へ の 神 経 成 長 円 錐 の 誘
導 で あ る 。 種 々 の 可 溶 性 マ ト リ ク ス お よ び 細 胞 表 面 分 子 が 、 軸 索 成 長 お よ び 成 熟 し た 繊 維
路 を 形 成 す る た め の 軸 索 の 会 合 に 関 与 し て い る こ と が 見 出 さ れ た （ 文 献 と し て は Tessier-
Lavigne and Goodman, 1996 お よ び  Drescher  ., 1997を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 末 梢 神 経 系 （ Ｐ Ｎ Ｓ ） に お い て は 、 損 傷 し た 神 経 繊 維 は 長 い 距 離 に 渡 っ て 再 生 し 、 優 れ
た 機 能 回 復 を 達 成 す る こ と が で き る 。 過 去 １ ５ 年 の 間 に 神 経 科 学 者 は 、 こ れ は 末 梢 神 経 系
の 神 経 細 胞 と 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） の 神 経 細 胞 と の 間 に 存 在 す る 固 有 の 差 異 が も た ら す も
の で は な い こ と を 認 識 し 始 め た 。 驚 く べ き こ と に 、 Ｃ Ｎ Ｓ の ニ ュ ー ロ ン は 、 Ｐ Ｎ Ｓ （ 例 え
ば 、 坐 骨 神 経 ） の 移 植 部 位 を 介 し て 成 長 す る 機 会 を 与 え た 時 に は 、 長 距 離 に 渡 っ て 軸 索 を
伸 長 す る 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｎ Ｓ の ニ ュ ー ロ ン は 、 細 胞 外 環 境 か ら 正 し い シ グ ナ ル を 与 え ら
れ れ ば 成 長 す る 能 力 を 保 持 し て い る 。 Ｃ Ｎ Ｓ と Ｐ Ｎ Ｓ の 異 な る 成 長 能 に 寄 与 す る 要 因 に は
次 の も の が 含 ま れ る ： 　 部 分 的 に し か 特 徴 付 け ら れ て い な い 成 長 阻 害 分 子 で あ っ て 、 Ｃ Ｎ
Ｓ で 神 経 繊 維 を 取 り 巻 く 乏 突 起 膠 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る が 、 Ｐ Ｎ Ｓ に お け る 対 応 細 胞 集 団
（ シ ュ ワ ン 細 胞 ） で は 存 在 量 の 少 な い 分 子 ； 基 底 層 お よ び 他 の 表 面 の 分 子 で あ っ て 、 Ｐ Ｎ
Ｓ で は 成 長 を 促 進 す る が Ｃ Ｎ Ｓ に は 存 在 し な い も の （ 例 え ば ラ ミ ニ ン ） ； お よ び 細 胞 の 生
存 お よ び 分 化 を も た ら す 遺 伝 子 発 現 の プ ロ グ ラ ム を 活 性 化 す る 栄 養 因 子 や 可 溶 性 ペ プ チ ド
。 こ の よ う な 栄 養 因 子 は 神 経 細 胞 の 生 存 能 お よ び 分 化 能 の 維 持 に 必 須 で あ る と み な さ れ て
い る が 、 Ｃ Ｎ Ｓ の 軸 索 再 生 の 誘 導 な ど を 担 う 特 定 の 物 質 は 不 明 で あ る 。 そ の 結 果 、 今 日 ま
で Ｃ Ｎ Ｓ 損 傷 の 有 効 な 治 療 法 は 開 発 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 神 経 突 起 の 伸 長 、 軸 索 の 誘 導 お よ
び シ ナ プ ス の 可 塑 性 の 接 触 依 存 型 制 御 に 関 与 す る こ と が 示 さ れ て い る 分 子 か ら な る 最 も 多
様 か つ 研 究 さ れ て い る ク ラ ス を 形 成 し て い る （ 文 献 と し て は Schachner, 1997、 Walsh and
 Doherty, 1997、 Stoeckli and Landmesser, 1998 お よ び  Van Vactor, 1998を 参 照 ） 。
ロ イ シ ン － リ ッ チ リ ピ ー ト （ ロ イ シ ン に 富 ん だ 反 復 配 列 、 Ｌ Ｒ Ｒ ） を 含 む 細 胞 外 タ ン パ ク
質 も 、 軸 索 誘 導 に 関 与 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る 。 例 え ば 、 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン を 有 す る
Slitタ ン パ ク 質 は 、 Robo（ Roundabout） 受 容 体 を 介 し た 交 連 軸 索 に 対 す る 正 中 線 忌 避 物 質
と し て 作 用 し （ Battye  ., 1999 お よ び  Brose  ., 1999） 、 近 年 、 Battyeら （ 2
001） は 、 Slitと そ の Robo受 容 体 と の 相 互 作 用 は Slitに 存 在 す る Ｌ Ｒ Ｒ に 基 づ く こ と を 明
ら か に し た 。 さ ら に 、 Puschら （ 2000） は 、 Ｘ 連 鎖 先 天 性 定 常 的 夜 盲 症 （ X-linked congen
ital stationary night blindness、 Ｘ Ｌ Ｃ Ｓ Ｎ Ｂ ） と 呼 ば れ る 疾 病 は 、 網 膜 の ニ ク タ ロ
ピ ン と い う Ｌ Ｒ Ｒ 含 有 タ ン パ ク 質 し か コ ー ド し な い 遺 伝 子 に マ ッ ピ ン グ さ れ る こ と を 明 ら
か に し た 。 近 年 、 軸 索 再 生 阻 害 物 質 で あ る Nogoに 対 す る 受 容 体 （ Chen  ., 2000） は
、 Ｇ Ｐ Ｉ － 結 合 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ の 唯 一 の 確 認 可 能 な モ チ ー フ が Ｌ Ｒ Ｒ ド メ
イ ン で あ る こ と が 見 出 さ れ た （ Fournier  ., 2001） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア ン フ ォ テ リ ン （ “ Ｈ Ｍ Ｇ Ｂ １ ” と も 呼 ぶ ） は 、 神 経 突 起 伸 長 促 進 因 子 と し て 周 生 期 ラ
ッ ト の 脳 か ら 単 離 さ れ た ヘ パ リ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 で あ り （ Rauvala and Pihlaskari, 19
87） 、 神 経 系 細 胞 の 成 長 円 錐 に 豊 富 に 存 在 す る 因 子 で あ る 。 ア ン フ ォ テ リ ン は 、 細 胞 表 面
の 受 容 体 （ Ｒ Ａ Ｇ Ｅ お よ び 硫 酸 化 グ リ カ ン エ ピ ト ー プ ） へ の 結 合 、 な ら び に ア ン フ ォ テ リ
ン に 対 す る プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン お よ び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー の 結 合 を 介 し た Ｅ Ｃ
Ｍ の タ ン パ ク 質 分 解 の 活 性 化 と い う 機 能 故 に 、 侵 襲 細 胞 や 成 長 円 錐 の 遊 走 に 対 す る オ ー ト
ク リ ン 因 子 で あ る と 提 案 さ れ て い る （ 文 献 と し て は Rauvala  ., 2000 お よ び  Muller
  ., 2001を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 胞 の 運 動 性 、 特 に 神 経 突 起 の 伸 長 に お け る ア ン フ ォ テ リ ン の 役 割 を 調 べ る た め に 、 ア
ン フ ォ テ リ ン マ ト リ ク ス 上 に 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 を ｍ Ｒ Ｎ Ａ  デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル  デ ィ ス プ
レ イ 法 を 用 い て 検 索 し た 。 本 発 明 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ （ AMphoterin Induced Gene an
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d Orphan receptor、 即 ち 、 「 ア ン フ ォ テ リ ン 誘 導 性 遺 伝 子 と オ ー フ ァ ン 受 容 体 」 ） と 命
名 し た 新 規 な タ ン パ ク 質 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 機 能 的 特 徴 付 け を 開 示 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の
ク ロ ー ニ ン グ は 、 ２ 種 の 他 の 関 連 性 の あ る タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３
） の ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 と す る 配 列 デ ー タ を 提 供 し た 。 こ れ ら ３ 種 の タ ン パ ク 質 が 統 合 的
に 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の 新 規 な フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 。 こ れ ら Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 予 想 さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 と 膜 貫 通 型 ド メ イ ン を 有 す る Ｉ 型
の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 唆 す る 。 興 味 深 い こ と に は 、 こ れ ら Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細
胞 外 領 域 に は 、 ６ 個 の ロ イ シ ン － リ ッ チ リ ピ ー ト （ Ｌ Ｒ Ｒ ） 、 そ れ に 隣 接 す る シ ス テ イ ン
－ リ ッ チ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ 末 端 ド メ イ ン と シ ス テ イ ン － リ ッ チ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ 末 端 ド メ イ ン 、 お よ び 膜
貫 通 領 域 の 近 傍 に 位 置 す る １ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン が 含 ま れ て い る 。 こ の よ う な ２
つ の モ チ ー フ を 有 す る 構 造 は 、 こ れ ら Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー お
よ び ロ イ シ ン － リ ッ チ リ ピ ー ト ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 両 方 の メ ン バ ー と し て 定 義 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】

　
　 ア ン フ ォ テ リ ン は 、 そ の 神 経 突 起 伸 長 促 進 能 に 基 づ い て 、 周 生 期 ラ ッ ト の 脳 か ら 単 離 さ
れ た タ ン パ ク 質 で あ る （ Rauvala and Pihlaskari, 1997） 。 ア ン フ ォ テ リ ン は 、 正 に 帯 電
し た 領 域 お よ び 負 に 帯 電 し た 領 域 を い ず れ も 有 す る 極 性 分 子 で あ る 。 こ の よ う な 二 極 性 の
性 質 に よ り 、 ア ン フ ォ テ リ ン は 非 常 に 接 着 性 の 強 い 分 子 で あ り 、 例 え ば ヘ パ リ ン や 他 の 硫
酸 化 グ リ カ ン に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ア ン フ ォ テ リ ン は 細 胞 核 に 局 在 し 、 Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る こ と も 分 か っ て お り 、 こ の よ う な
役 割 に お い て ア ン フ ォ テ リ ン は Ｈ Ｍ Ｇ １ と 呼 ば れ て い る （ Bianchi  ., 1989） 。 後 の
研 究 に よ っ て 、 ア ン フ ォ テ リ ン は 細 胞 内 に 拡 散 状 態 で 局 在 す る が 、 細 胞 が 突 起 の 伸 長 を 始
め る と ア ン フ ォ テ リ ン は 突 起 の 先 端 に 局 在 す る （ Merenmies  ., 1991 お よ び  Parkki
nen  ., 1993） 。 ア ン フ ォ テ リ ン は 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 を 欠 い て い る が 、 細 胞
外 マ ト リ ク ス （ extracellular matrix、 Ｅ Ｃ Ｍ ） に も 存 在 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る
。  に お い て ア ン フ ォ テ リ ン は 、 ニ ュ ー ロ ン の 表 面 に 局 在 し て い る こ と が 明 ら か に
な っ て お り （ Rauvala and Pihlaskari, 1997 お よ び  Rauvala  ., 1988） 、 ま た ア ン
フ ォ テ リ ン は 細 胞 表 面 受 容 体 で あ る Ｒ Ａ Ｇ Ｅ に 対 す る リ ガ ン ド で あ る こ と も 明 ら か に な っ
て い る （ Hori  ., 1995） 。 エ ン ド ト キ シ ン  シ ョ ッ ク の 際 に は 大 量 の ア ン フ ォ テ リ ン
が ヒ ト の 血 漿 に 蓄 積 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る （ Wang  ., 1999） 。 こ の 期 間 に
赤 血 球 が 成 熟 過 程 に あ る と 、 Ｅ Ｃ Ｍ に ア ン フ ォ テ リ ン が 分 泌 さ れ て 、 そ こ で 分 化 因 子 と し
て 作 用 す る と 考 え ら れ て い る （ Passalacqua  ., 1997） 。 ま た 、 グ リ ア 細 胞 か ら 分 泌
さ れ る ア ン フ ォ テ リ ン は 、 グ リ ア 細 胞 と ニ ュ ー ロ ン と の 相 互 作 用 に 関 連 す る 因 子 と し て 作
用 す る こ と も 示 唆 さ れ て い る （ Passalacqua  ., 1998 お よ び  Daston and Ratner, 1
994） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ア ン フ ォ テ リ ン は 、 発 生 途 中 の 神 経 系 の ニ ュ ー ロ ン お よ び グ リ ア 細 胞 で 高 度 に 発 現 し て
お り 、 未 成 熟 細 胞 で も 概 ね 発 現 し て い る 。 ア ン フ ォ テ リ ン は 単 球 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ な
ら び に し ば し ば 形 質 転 換 細 胞 で も 高 度 に 発 現 し て い る 。 ア ン フ ォ テ リ ン は 細 胞 の 侵 襲 性 遊
走 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る 。 ア ン フ ォ テ リ ン は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン お よ び プ ラ ス ミ ノ ー
ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー を 結 合 し 、 こ の 結 合 が プ ラ ス ミ ン の 形 成 お よ び ア ン フ ォ テ リ ン の 分 解
も 活 性 化 す る こ と が 明 ら か に な っ て い る （ Parkkinen and Rauvala, 1991 お よ び  Parkkin
en  ., 1993） 。 細 胞 表 面 レ ベ ル で は 、 ア ン フ ォ テ リ ン は 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 で あ る
Ｒ Ａ Ｇ Ｅ 、 い く つ か の プ ロ テ オ グ リ カ ン （ 例 え ば シ ン デ カ ン － １ ） お よ び 硫 酸 糖 脂 質 に 結
合 す る 。 マ ル チ リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 で あ る Ｒ Ａ Ｇ Ｅ （ Receptor of advanced glycation e
nd products、 即 ち 、 Ａ Ｇ Ｅ 受 容 体 ） は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
で あ る 。 ア ン フ ォ テ リ ン は 、 Ｒ Ａ Ｇ Ｅ 依 存 シ グ ナ ル 伝 達 を 介 し て 神 経 突 起 の 伸 長 を 刺 激 す
る が 、 ア ン フ ォ テ リ ン と Ｒ Ａ Ｇ Ｅ は い ず れ も 発 生 途 中 の 神 経 系 の 同 じ 部 分 に 局 在 し て い る
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（ Hori  ., 1995） 。 ア ン フ ォ テ リ ン は 、 侵 襲 的 遊 走 に お い て オ ー ト ク リ ン 因 子 お よ
び ／ ま た は パ ラ ク リ ン 因 子 と し て 作 用 す る こ と が 示 唆 さ れ て お り 、 具 体 的 に は 、 ア ン フ ォ
テ リ ン は そ の 受 容 体 に 結 合 し 、 Ｅ Ｃ Ｍ の タ ン パ ク 質 分 解 と 細 胞 骨 格 の 再 構 築 の 両 方 を 活 性
化 す る （ Rauvala  ., 2000 お よ び  Rauvala  ., 1988） 。 ア ン フ ォ テ リ ン と Ｒ Ａ
Ｇ Ｅ と の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 の 増 殖 お よ び 侵 襲 性 を 低 減 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】

　
　 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン は 最 も 一 般 的 な 細 胞 外 タ ン パ ク 質 モ チ ー フ の １ つ で あ る 。 こ れ は 抗 体 分
子 か ら 初 め に 発 見 さ れ た 。 抗 体 分 子 に 加 え て 多 く の 細 胞 接 着 分 子 、 細 胞 表 面 受 容 体 お よ び
い く つ か の 細 胞 内 筋 タ ン パ ク 質 が Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン を 含 有 す る 。 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン は 全 長 約 ７
０ ～ １ １ ０ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 通 常 、 ５ ５ ～ ７ ７ 個 の ア ミ ノ 酸 で 隔 て ら れ た ２ つ の シ ス テ イ
ン を 含 有 し て い る 。 ま た 、 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン は ７ ～ １ ０ 枚 の β シ ー ト を 形 成 し 、 疎 水 性 残 基
を 内 側 に 、 親 水 性 残 基 を 外 側 に 向 け て し っ か り と ま と め ら れ た 球 状 構 造 を と っ て い る 。 多
く の 場 合 こ の 構 造 は 、 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 安 定 化 さ れ て
い る （ Walsh and Doherty 1997 お よ び  Williams and Barclay, 1988） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 配 列 レ ベ ル で は 、 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン 類 は 大 き く 異 な る 。 同 じ タ ン パ ク 質 内 の 異 な る Ｉ ｇ Ｇ
ド メ イ ン 間 の 相 同 性 に つ い て も 、 共 有 す る 類 似 ア ミ ノ 酸 は た っ た １ ０ ～ ３ ０ ％ で あ る 。 全
て の Ｉ ｇ Ｇ グ ロ ブ リ ン が 同 じ コ ア 構 造 、 即 ち 、 重 ね ら れ た ２ 枚 の β シ ー ト を 共 有 し て い る
が 、 他 の 特 徴 は か な り 異 な っ て い る 。 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン は 多 様 で あ る が 、 そ れ ら を い く つ か
の カ テ ゴ リ ー に 分 類 す る こ と が で き る 。 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン は も と も と Ｃ １ 、 Ｃ ２ お よ び Ｖ に
分 類 さ れ 、 そ の 後 、 グ ル ー プ Ｉ が 加 え ら れ た （ Williams and Barclay, 1988） 。 Ｉ ｇ Ｇ ド
メ イ ン の 安 定 性 は 、 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン が 共 通 し て 細 胞 外 空 間 に 存 在 す る 理 由 を 説 明 す る 、 即
ち 、 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン は タ ン パ ク 質 分 解 性 お よ び 酸 化 的 な 環 境 に 耐 性 が あ る か ら で あ る 。 細
胞 外 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン を 有 す る 分 子 は 、 細 胞 接 着 な ら び に 分 子 の 認 識 お よ び 結 合 に 機 能 し 得
る 。 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン は そ の ド メ イ ン 表 面 の い か な る 部 分 と も 相 互 作 用 す る と 考 え ら れ る （
Williams and Barclay, 1988） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー と 呼 ば れ る タ ン
パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 形 成 し 、 こ れ は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 最 も 一 般 的 な フ ァ ミ リ ー で あ
る 。 配 列 分 析 に よ る と 、 ７ ６ ５ 個 の ヒ ト タ ン パ ク 質 が こ の フ ァ ミ リ ー に 属 す る こ と が 分 か
っ て お り 、 ハ エ （ flyes） で は １ ４ ０ 個 そ し て 蠕 虫 （ worms） で は ６ ４ 個 の タ ン パ ク 質 が こ
の フ ァ ミ リ ー に 属 す る （ Venter  ., 2001） 。 Ｉ ｇ Ｇ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 細 胞
の 認 識 お よ び 接 着 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 抗 体 分 子 、 Ｔ 細 胞 受 容 体 、 成 長 因 子 受
容 体 、 多 く の 接 着 分 子 お よ び 神 経 突 起 伸 長 促 進 受 容 体 を コ ー ド す る 。 Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン 接 着
分 子 は 、 多 く の 場 合 、 い く つ か の 連 続 し た Ｉ ｇ Ｇ ド メ イ ン お よ び III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
様 ド メ イ ン か ら な る （ Crossin and Krushel, 2000） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 神 経 系 由 来 の メ ン バ ー は 、 受 容 体 分 子 お よ び 接 着
分 子 と し て 作 用 し 、 特 に 軸 索 の 成 長 お よ び 誘 導 に 関 連 す る 多 く の 重 要 な 機 能 に つ い て そ の
役 割 が 明 ら か に な っ て い る 。 接 着 分 子 は 、 多 く の 相 互 作 用 を 緻 密 に 組 み 合 わ せ る こ と が 必
要 な 神 経 系 の 発 生 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 い 、 例 え ば 、 Ｎ Ｃ Ａ Ｍ お よ び Ｌ １ は 軸 索 の 成 長
お よ び 誘 導 の 際 に 機 能 す る （ Walsh and Doherty, 1997） 。 他 の メ ン バ ー に は 、 Ｆ Ｇ Ｆ に
対 す る 受 容 体 （ Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ） 、 神 経 栄 養 因 子 受 容 体 か ら な る Ｔ ｒ ｋ フ ァ ミ リ ー 、 Ｅ ｐ ｈ 受 容
体 、 Slitの 機 能 を 仲 介 す る Robo（ Roundabout） お よ び ネ ト リ ン と 相 互 作 用 す る Ｄ Ｃ Ｃ （ De
leted in colorectal carcinoma） が 含 ま れ る （ Tessier-Lavigne and Goodman, 1996 お
よ び  Brose and Tessier-Lavigne, 2000） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 軸 索 の Ｉ ｇ Ｇ 細 胞 接 着 分 子 は 、 ホ モ フ ィ リ ッ ク ま た は ヘ テ ロ フ ィ リ ッ ク に 他 の Ｉ ｇ Ｇ フ
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ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 相 互 作 用 し 得 る 。 こ の よ う な 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 同 じ 細 胞 膜 内 、 隣
接 す る 細 胞 膜 ま た は 細 胞 外 空 間 に 局 在 し 得 る 。 多 く の Ｉ ｇ Ｇ タ ン パ ク 質 は 細 胞 相 互 作 用 の
非 常 に 複 雑 な ネ ッ ト ワ ー ク を 形 成 し 、 部 分 的 に 重 複 し た 機 能 さ え 持 ち 得 る 。 複 数 の Ｉ ｇ Ｇ
タ ン パ ク 質 が 、 他 の リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 親 和 性 を 調 節 す る こ と に よ っ て 同 じ リ ガ ン ド を
競 合 す る こ と も あ る （ Brummendorf and Lemmon, 2001） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ミ エ リ ン 形 成 に 関 与 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 Ｍ Ａ Ｇ （ my
elin-associated glycoprotein、 即 ち 、 ミ エ リ ン 関 連 糖 タ ン パ ク 質 ） お よ び Ｐ ０ で あ る が
、 こ れ ら の 正 確 な 機 能 は 不 明 で あ る 。 Ｍ Ａ Ｇ の 機 能 は Ｃ Ｎ Ｓ ニ ュ ー ロ ン の 再 生 阻 害 と 関 連
す る か 、 あ る い は あ る 種 の ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 の 伸 長 を 活 性 化 ま た は 阻 害 で き る こ と が
知 ら れ て い る 。 ミ エ リ ン に 含 ま れ る 全 タ ン パ ク 質 の 約 半 分 は 、 ミ エ リ ン 鞘 の 細 胞 膜 の 相 互
結 合 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る ホ モ フ ィ リ ッ ク な 細 胞 接 着 分 子 で あ る Ｐ ０ タ ン パ ク 質 か
ら な る （ Brummendorf and Rathjen, 1994） 。
【 ０ ０ １ ６ 】

　
　 ロ イ シ ン － リ ッ チ リ ピ ー ト （ Ｌ Ｒ Ｒ ） は 全 長 ２ ０ ～ ２ ９ ア ミ ノ 酸 か ら な る 配 列 モ チ ー フ
で あ り 、 一 定 の 距 離 を 隔 て て 存 在 す る 疎 水 性 残 基 、 特 に ロ イ シ ン 、 の 反 復 に よ っ て 特 徴 付
け ら れ る 。 こ の 配 列 の 反 復 は タ ン パ ク 質 中 に 数 回 現 れ 、 反 復 配 列 か ら な る こ の よ う な 領 域
を 「 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン 」 と 呼 ぶ 。 Ｌ Ｒ Ｒ は 、 全 長 １ １ ア ミ ノ 酸 の コ ン セ ン サ ス 配 列 で あ る Lx
xLxLxxzxL（ 配 列 中 、 ｘ は い か な る ア ミ ノ 酸 で も よ く 、 ｚ は Ｎ ま た は シ ス テ イ ン で あ り 、
そ し て Ｌ は ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ま た は フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン で あ る ） を 含 有 す る
。 Ｌ Ｒ Ｒ タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、 複 数 の Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン を 含 ん で お り 、 最 大 ３ ０ 個 含 ん で い
る も の （ カ オ プ チ ン （ chaoptin） ） も あ る 。 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン は コ ン セ ン サ ス 配 列 と 常 に 同
一 な わ け で は な く 、 し た が っ て 、 ギ ャ ッ プ を 含 ん だ り 、 そ の 長 さ や ア ミ ノ 酸 の 組 成 が 異 な
っ て い て も よ い （ Kobe and Deisenhofer, 1994） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン の 唯 一 の 疎 水 性 コ ア が 溶 媒 と 直 接 相 互 作 用 す る の を 防 ぐ た め に 、 Ｌ Ｒ Ｒ
ド メ イ ン は そ の Ｎ 末 端 側 お よ び ／ ま た は Ｃ 末 端 側 に い く つ か の シ ス テ イ ン 残 基 が 隣 接 し て
い る （ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン お よ び Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン ） 。 配 列 の 分 析 に よ り 、 ４ 種 の Ｃ
末 端 シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン と １ 種 の Ｎ 末 端 シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン の 存 在 が 明 ら か
に な っ た （ Kobe and Kajava, 2001 お よ び  Kajava, 1998） 。 こ れ ら の シ ス テ イ ン ド メ イ
ン は 細 胞 外 タ ン パ ク 質 に の み 見 出 さ れ て お り 、 シ ス テ イ ン は 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形
成 す る （ Kresse  ., 1993 お よ び  Hashimoto  ., 1991） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン タ ン パ ク 質 は 細 胞 の 様 々 な 場 所 に 存 在 し 、 種 々 の 機 能 を 有 す る 。 真 核 生
物 の Ｌ Ｒ Ｒ タ ン パ ク 質 は 細 胞 外 空 間 に 加 え て 、 細 胞 核 、 細 胞 質 や 細 胞 膜 に 存 在 し 、 ホ ル モ
ン の 受 容 体 、 酵 素 の サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 細 胞 接 着 分 子 と し て 機 能 し 、 細 胞 認 識 の 際 に も 作
用 す る （ Kobe and Kajava, 2001） 。 さ ら に 、 こ の よ う な Ｌ Ｒ Ｒ タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば シ
グ ナ ル 伝 達 や 細 胞 内 輸 送 と い っ た 種 々 の 細 胞 機 能 お よ び Ｄ Ｎ Ａ の 修 復 、 組 換 え や 転 写 を 仲
介 す る （ Buchanan and Gay, 1996） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 Ｌ Ｒ Ｒ タ ン パ ク 質 は 、 Ｌ Ｒ Ｒ の 長 さ お よ び コ ン セ ン サ ス 配 列 の 組 成 に よ っ て 少 な く と も
７ 種 の サ ブ ク ラ ス に 分 類 す る こ と が で き る 。 ７ 種 の サ ブ ク ラ ス は 、 Ｒ Ｉ 様 Ｌ Ｒ Ｒ 、 Ｓ Ｄ Ｓ
２ ２ 様 Ｌ Ｒ Ｒ 、 シ ス テ イ ン 含 有 Ｌ Ｒ Ｒ 、 細 菌 性 Ｌ Ｒ Ｒ 、 典 型 的 Ｌ Ｒ Ｒ 、 植 物 特 異 的 Ｌ Ｒ Ｒ
お よ び Ｔ ｐ Ｌ Ｒ Ｒ で あ る （ Kobe and Kajava, 2001） 。 前 者 の ３ つ が 細 胞 内 に 存 在 す る の
に 対 し 、 後 者 の ４ つ は 細 胞 膜 ま た は 細 胞 外 空 間 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン は タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に お け る 役 割 を 担 っ て い る と 考 え ら
れ て い る 。 例 え ば 、 カ オ プ チ ン は Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン か ら な る 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ り 、 脂
質 ア ン カ ー を 介 し て 細 胞 膜 に 繋 が れ て お り 、 ホ モ フ ィ リ ッ ク な 細 胞 接 着 を 仲 介 す る こ と が
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明 ら か に な っ て い る （ Reinke  ., 1988 お よ び  Krantz and Zipursky, 1990） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 細 胞 外 マ ト リ ク ス は 、 相 同 性 を 有 す る い く つ か の 小 さ な プ ロ テ オ グ リ カ ン を 含 有 し 、 そ
の 配 列 の ７ ０ ～ ８ ０ ％ が Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン で 構 成 さ れ て い る 。 こ の よ う な 小 さ な プ ロ テ オ グ
リ カ ン は Ｎ － 末 端 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 、 な ら び に 可 変 量 の Ｌ Ｒ Ｒ と そ こ に 隣 接 す る Ｌ Ｒ
Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン と Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン で 構 成 さ れ て い る 。 バ イ グ リ カ ン な ど の プ ロ テ オ
グ リ カ ン は ラ ミ ニ ン お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 結 合 す る の に 対 し 、 デ コ リ ン お よ び フ ィ ブ
ロ モ ジ ュ リ ン は Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン お よ び II型 コ ラ ー ゲ ン に 結 合 す る （ Svensson  ., 199
5） 。 軸 索 伸 長 調 節 分 子 で あ る Slitは Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン 、 Ｅ Ｇ Ｆ 反 復 配 列 、 ラ ミ ニ ン 様 Ｇ ド
メ イ ン お よ び Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン と Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン を 含 む 。 Slitの Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン
の み が 、  に お け る 反 発 的 な シ グ ナ ル 伝 達 の 仲 介 の み な ら ず 、  に お け る Rob
oへ の 結 合 に 必 要 で あ る （ Battye  ., 2001） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 神 経 系 で 発 現 す る 複 数 の Ｌ Ｒ Ｒ タ ン パ ク 質 が 知 ら れ て い る が 、 そ の 機 能 や 結 合 パ ー ト ナ
ー が 明 か な も の は ほ ん の わ ず か で あ る 。 最 も よ く 特 徴 付 け ら れ た 神 経 系 の Ｌ Ｒ Ｒ タ ン パ ク
質 は シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の コ ネ ク チ ン 、 カ プ リ シ ャ ス お よ び カ オ プ チ ン で あ る 。 コ ネ ク チ ン
は 、 筋 神 経 連 結 の 発 生 に お け る 役 割 を 担 う Ｇ Ｐ Ｉ （ glycosyl phosphatidyl inositol、 即
ち 、 グ リ コ シ ル フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル ） 結 合 細 胞 接 着 タ ン パ ク 質 で あ る 。 コ ネ ク
チ ン は 、 １ ０ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と 、 そ こ に 隣 接 し た Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン を 含 む 。 筋 神
経 連 結 の 形 成 の 際 に コ ネ ク チ ン は あ る 種 の 筋 肉 細 胞 の 表 面 で 発 現 し 、 同 時 に そ れ ら を 支 配
す る 運 動 ニ ュ ー ロ ン の 、 特 に 成 長 円 錐 で 発 現 す る 。 シ ナ プ ス 形 成 の 際 に は コ ネ ク チ ン は 連
結 領 域 に 局 在 す る が 、 シ ナ プ ス の 成 熟 の 際 に は コ ネ ク チ ン の 発 現 は 下 向 き に 調 節 さ れ る 。
 の 実 験 に よ っ て 、 コ ネ ク チ ン を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｓ ２ 細 胞 間 で ホ モ フ ィ リ ッ

ク な 細 胞 接 着 が 上 昇 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ Nose  ., 1992 お よ び  Meadows  
., 1994） 。 さ ら に 、  の 研 究 は 、 神 経 系 に 対 す る 興 味 深 い 成 長 調 節 タ ン パ ク 質 と

し て の コ ネ ク チ ン の 役 割 を 支 持 し て い る 。 コ ネ ク チ ン が 全 て の 筋 肉 細 胞 に お い て 誤 っ て 発
現 さ れ る と 、 異 常 な 筋 神 経 連 結 形 成 が 生 じ る （ Yu  ., 2000） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 カ プ リ シ ャ ス は 、 筋 神 経 連 結 形 成 に お け る コ ネ ク チ ン の 機 能 と 類 似 し た 機 能 を 有 す る 細
胞 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 カ プ リ シ ャ ス は 、 １ ２ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と 、 そ こ に 隣 接 し た Ｌ
Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン と Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン を 有 す る 。  の 研 究 は ホ モ フ ィ リ ッ ク な
接 着 を 支 持 し な か っ た の で 、 筋 神 経 連 結 形 成 の 際 の 細 胞 間 シ グ ナ ル 伝 達 過 程 を 仲 介 す る と
考 え ら れ る （ Shishido  ., 1998） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 カ オ プ チ ン は 、 光 受 容 細 胞 に 特 異 的 な 、 ３ ０ ～ ４ ０ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン を 有 す る 接 着 分
子 で あ り 、 Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー を 介 し て 細 胞 膜 に 結 合 し て い る 。 カ オ プ チ ン は ホ モ フ ィ リ ッ ク
な 細 胞 接 着 を 仲 介 し 、 光 受 容 細 胞 の 適 切 な 形 成 に 必 要 で あ る （ Krantz and Zipursky, 199
0） 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 Slitタ ン パ ク 質 は 保 存 性 が 高 く 、 細 胞 外 空 間 に 分 泌 さ れ て 、 軸 索 の 伸 長 お よ び 分 岐 に お
け る ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る 。 Slitタ ン パ ク 質 は い く つ か の Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復
配 列 、 ラ ミ ニ ン 様 Ｇ － ド メ イ ン お よ び Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン か ら な る （ Brose and Tessier
-Lavigne, 2000） 。 Slitは 軸 索 伸 長 を 抑 制 す る も の と し て シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ か ら 発 見 さ れ
た （ Rothberg  ., 1990 お よ び  Kidd  ., 1999） 。 Slitは 正 中 線 の グ リ ア 細 胞 で
産 生 さ れ 、 正 中 線 を 横 切 る 軸 索 路 の 形 成 と 水 平 側 生 路 （ horizontal lateral tracts） の
配 置 に 必 要 で あ る 。 Slitの 生 物 学 的 機 能 は 、 細 胞 膜 受 容 体 で あ る Roboに よ っ て 仲 介 さ れ て
い る 。 Slitの Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン は  で Roboに 結 合 す る の で 、 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン は Slitに
よ る 反 発 的 な シ グ ナ ル 伝 達 に 必 要 で あ る （ Battye  ., 2001） 。 ３ 種 の 哺 乳 類 由 来 Sli
tお よ び Roboが ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 。 ま た 、 Slitは ラ ミ ニ ン － １ 、 ネ ト リ ン － １ お よ
び グ リ ピ カ ン － １ に 結 合 す る （ Brose  ., 1999 お よ び  Liang  ., 1999） 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Nogo受 容 体 （ NogoR） は ミ エ リ ン に 見 出 さ れ た Ｃ Ｎ Ｓ 受 容 体 タ ン パ ク 質 で あ り 、 軸 索 再
生 を 阻 害 す る 原 因 因 子 で あ る 。 NogoRは 、 ８ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と そ こ に 隣 接 す る Ｌ Ｒ Ｒ  
Ｃ Ｔ ド メ イ ン か ら な り 、 Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー を 介 し て 細 胞 膜 に 繋 が っ て い る 。 NogoRは 、 Nogo-
66に 結 合 し 、 軸 索 伸 長 を 阻 害 す る （ Grandpre and Strittmatter, 2001 お よ び  Fournier 
 ., 2001） 。

【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Ｏ Ｍ ｇ ｐ は 、 Ｃ Ｎ Ｓ ミ エ リ ン お よ び 乏 突 起 膠 細 胞 の 細 胞 膜 に 見 ら れ る 乏 突 起 膠 細 胞 － ミ
エ リ ン 糖 タ ン パ ク 質 （ oligodendrocyte-myelin glycoprotein） で あ る 。 Ｏ Ｍ ｇ ｐ は 、 少
な く と も ６ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と １ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン を 含 む １ １ ０ ｋ Ｄ ａ の Ｇ Ｐ
Ｉ － 結 合 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 で あ る （ Mikol  ., 1988 お よ び  1990） 。 Nogoと 同 様 に 、
Ｏ Ｍ ｇ ｐ は 哺 乳 類 の Ｃ Ｎ Ｓ で 軸 索 の 再 生 を 阻 害 す る 。 最 近 に な っ て 、 Ｏ Ｍ ｇ ｐ は NogoRに
結 合 し 、 軸 索 再 生 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ Wang  ., 2002） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】

　
　 神 経 系 の い く つ か の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 は Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と Ｉ ｇ ド メ イ ン を 共 に 含 有 す
る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 に つ い て 以 下 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

　
　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ は 、 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と Ｉ ｇ ド メ イ ン の 両 方 を 有 す る 膜 貫 通 型 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る と 呼 ば れ る 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー を 有 す る 。 Kekkon1（ kek1） お よ び Kek
kon2（ kek2） の 細 胞 外 領 域 は 、 ６ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ と そ こ に 隣 接 す る Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン お よ
び Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン を 含 む 。 こ れ ら は 、 膜 貫 通 領 域 の 近 傍 に 位 置 す る １ 個 の Ｃ ２ 型  Ｉ
ｇ ド メ イ ン と 大 き な 細 胞 内 テ ー ル 構 造 を 有 す る 。 い ず れ の 遺 伝 子 も 発 生 途 中 の 中 枢 神 経 系
（ Ｃ Ｎ Ｓ ） で 発 現 し 、 kekkon1は さ ら に 発 生 途 中 の 卵 巣 に も 存 在 す る （ Musacchio and Per
rimon, 1996） 。 Kek1は 卵 形 成 に お け る 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） の 機 能 を 阻 害 す
る こ と が 知 ら れ て い る （ Ghiglione, 1999） 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 阻 害 に 必 要 な
の は 、 kek1タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域 と 膜 貫 通 ド メ イ ン の み で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 で あ る Ｉ Ｓ Ｌ Ｒ は 、 kekkonタ ン パ ク 質 と 同 様 の ド メ イ ン 構 造 を 有 す
る 。 Ｉ Ｓ Ｌ Ｒ の 細 胞 外 領 域 は 、 ６ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ と そ れ に 隣 接 す る Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン お よ
び Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン を 含 有 す る 。 Ｉ Ｓ Ｌ Ｒ は さ ら に 膜 貫 通 領 域 の 近 傍 に １ 個 の Ｃ ２ 型
Ｉ ｇ ド メ イ ン を 含 有 す る が 、 細 胞 内 領 域 は 含 有 し な い 。 Ｉ Ｓ Ｌ Ｒ は ヒ ト お よ び マ ウ ス か ら
ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 。 Ｉ Ｓ Ｌ Ｒ は 網 膜 、 心 臓 、 胸 腺 お よ び 脊 髄 な ど の 種 々 の 組 織 で 発
現 す る （ Nagasawa  ., 1999 お よ び  Nagasawa  ., 1997） 。
【 ０ ０ ３ １ 】

　
　 ニ ュ ー ト ロ フ ィ ン 受 容 体 で あ る Ｔ ｒ ｋ Ａ 、 Ｔ ｒ ｋ Ｂ お よ び Ｔ ｒ ｋ Ｃ は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
型 受 容 体 で あ り 、 細 胞 外 領 域 は ３ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ 領 域 を 有 し 、 各 領 域 が Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン
お よ び Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン と 隣 接 し て い る 。 細 胞 外 領 域 は ２ 個 の Ｉ ｇ ド メ イ ン も 有 し て
い る 。 Ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の 細 胞 内 領 域 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン を 有 し て い る 。 Ｔ ｒ ｋ 受 容
体 の リ ガ ン ド は ニ ュ ー ト ロ フ ィ ン で あ り 、 こ れ は 中 枢 神 経 系 お よ び 末 梢 神 経 系 の 発 生 お よ
び 維 持 に 重 要 な 因 子 で あ る 。 ニ ュ ー ト ロ フ ィ ン の Ｔ ｒ ｋ 受 容 体 へ の 結 合 に よ っ て Ｔ ｒ ｋ 受
容 体 が 二 量 体 化 し 、 次 い で チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン が 自 己 リ ン 酸 化 し 、 こ の リ ン 酸 化 に
よ っ て い く つ か の シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド が 活 性 化 さ れ る （ Kaplan and Miller, 1997）
。 も と も と 、 Ｔ ｒ ｋ 受 容 体 の Ｌ Ｒ Ｒ 領 域 が リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン で あ る こ と を 示 す 研 究 が
い く つ か 存 在 し た （ Windisch  ., 1995 お よ び  Windish  ., 1995） 。 近 年 で は
、 Ｔ ｒ ｋ Ａ 受 容 体 の 細 胞 表 面 に 最 も 近 い Ｉ ｇ ド メ イ ン が 、 神 経 成 長 因 子 （ nerve growth f
actor、 Ｎ Ｇ Ｆ ） を 結 合 す る も の で あ る こ と が 明 ら か に な っ た （ Holden  ., 1997、 Pe
rez  ., 1995、 Robertson  ., 2001、 Urfer  ., 1995 お よ び  Wiesmann  
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., 1999） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

　
　 神 経 系 の ロ イ シ ン － リ ッ チ リ ピ ー ト タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｌ Ｒ Ｒ ） は 神 経 組 織 で 発 現 さ れ る 膜
貫 通 型 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ｎ Ｌ Ｒ Ｒ の 細 胞 外 領 域 は 、 １ ２ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ と そ こ に 隣 接 す る Ｌ
Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン お よ び Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン 、 １ 個 の Ｉ ｇ ド メ イ ン お よ び III型 フ ィ ブ
ロ ネ ク チ ン 様 ド メ イ ン を 含 有 す る 。 類 似 し た Ｎ Ｌ Ｒ Ｒ タ ン パ ク 質 が マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ゼ ブ
ラ フ ィ ッ シ ュ 、 カ エ ル お よ び ヒ ト か ら 見 出 さ れ て い る （ Hayata  ., 1998、 Taniguchi
  ., 1996、 Taguchi  ., 1996、 Bormann  ., 1999 お よ び  Fukamachi  
., 1998） 。 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ に お い て は 、 Ｎ Ｌ Ｒ Ｒ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の １ つ が 損 傷
後 の 軸 索 再 生 の 際 に 特 異 的 に 発 現 さ れ る （ Hayata  ., 1998） 。 成 熟 し た 哺 乳 類 の Ｃ
Ｎ Ｓ と は 異 な り 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ の ニ ュ ー ロ ン は 損 傷 領 域 に 新 た な ニ ュ ー ロ ン を 伸 ば す
こ と が で き た 。 マ ウ ス で は 、 皮 質 損 傷 後 に Ｎ Ｌ Ｒ Ｒ － ３ 遺 伝 子 が 誘 導 さ れ る こ と が 明 ら か
に な っ て い る （ Ishii  ., 1996） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｐ ａ ｌ は 網 膜 で 特 異 的 に 発 現 さ れ る 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ｐ ａ ｌ の 細 胞 外 領 域 は
５ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ と そ こ に 隣 接 し た Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン お よ び Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン 、 １ 個 の
Ｃ ２ 型 Ｉ ｇ ド メ イ ン お よ び III型 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 様 ド メ イ ン を 含 有 す る 。 成 熟 し た 網 膜
で は 、 Ｐ ａ ｌ は 光 受 容 体 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ て お り 、 タ ン パ ク 質 は 視 神 経 円 板 （ disks
） に 局 在 す る と 考 え ら れ て い る 。 Ｐ ａ ｌ の 機 能 は ま だ 不 明 で あ る が 、 ホ モ ダ イ マ ー を 形 成
す る こ と が 明 ら か に な っ て い る （ Gomi  ., 2000） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 Ｌ Ｉ Ｇ － １ も 、 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン を 含 む 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 で
あ る 。 Ｌ Ｉ Ｇ － １ の 細 胞 外 領 域 は １ ５ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ お よ び ３ 個 の Ｃ ２ 型 Ｉ ｇ ド メ イ ン を 含 有
す る 。 Ｌ Ｉ Ｇ － １ の 細 胞 内 領 域 は 全 長 ２ ７ ０ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 既 知 の ド メ イ ン を １ つ も 有
し て い な い 。 Ｌ Ｉ Ｇ － １ は マ ウ ス お よ び ヒ ト の 脳 で 高 度 に 発 現 す る 。 マ ウ ス で は 、 Ｌ Ｉ Ｇ
－ １ の 発 現 は 、 神 経 系 支 持 細 胞 の 特 定 の 集 団 に 局 在 し 、 小 脳 で は 、 Ｌ Ｉ Ｇ － １ は バ ー グ マ
ン グ リ ア 細 胞 に 局 在 す る （ Nilsson  ., 2001 お よ び  Suzuki  ., 1996） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 神 経 系 で 高 度 に 発 現 す る タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 特 徴 付 け を 行 っ た 。 本 発 明 は 、 こ れ ら Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ が 神 経 系 に お け る 繊 維 路 の 発 生 に 際 し て ホ モ フ ィ リ ッ ク な 機 構 お よ び へ テ ロ フ ィ リ
ッ ク な 機 構 を 介 し て 細 胞 間 相 互 作 用 を 仲 介 す る こ と を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　
　 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） は 、 内 因 性 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る １ ７ ０ ｋ
Ｄ ａ の 膜 貫 通 型 糖 タ ン パ ク 質 で あ る （ Cohen  ., 1982） 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ は 、 細 胞 の 生 存 、
分 裂 促 進 性 の 応 答 、 分 化 お よ び 細 胞 運 動 を 含 む 非 常 に 多 様 な 生 物 学 的 機 能 を 発 揮 す る （ Kh
azaie  ., 1993） 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 対 す る 多 く の リ ガ ン ド が 同 定 さ れ て お り 、 リ ガ ン ド と
し て は 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 － α （ Ｔ Ｇ Ｆ － α ） 、 ア
ン フ ィ レ ギ ュ リ ン （ Ａ Ｒ ） 、 エ ピ レ ギ ュ リ ン （ Ｅ Ｒ ） 、 バ タ セ ル リ ン （ Batacellulin） （
Ｂ Ｔ Ｃ ） 、 ヘ パ リ ン 結 合 性 Ｅ Ｇ Ｆ 様 増 殖 因 子 （ Ｈ Ｂ － Ｅ Ｇ Ｆ ） お よ び シ ュ ワ ノ ー マ 由 来 増
殖 因 子 （ Ｓ Ｄ Ｇ Ｆ ） が 挙 げ ら れ る 。 Ｅ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー の ペ プ チ ド は 乳 腺 の 発 生 、 形 態 形 成
お よ び 乳 汁 分 泌 の 制 御 に 著 し く 関 与 し 、 ヒ ト 乳 癌 の 病 因 に も 影 響 を 与 え る （ Normanno and
 Ciardiello, 1997） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） （ 配 列 番 号 ２ １ ～ ２ ４ ） は 、 上 皮 成 長 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ）
（ 配 列 番 号 ２ ５ ～ ２ ８ ） お よ び ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 － α （ Ｔ Ｇ Ｆ － α ） （ 配 列
番 号 ２ ９ ～ ３ ２ ） に 対 す る 特 異 的 な 受 容 体 で あ る 。 こ れ ら の 分 裂 促 進 性 の ポ リ ペ プ チ ド が
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 結 合 す る と 、 受 容 体 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 が 誘 導 さ れ 、 そ の 結 果 と し て 細 胞
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の 成 長 を 調 節 す る 一 連 の 事 象 が 開 始 す る 。 多 く の 悪 性 腫 瘍 お よ び 非 悪 性 腫 瘍 に 関 連 し た 病
態 が 今 で は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 特 に Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 異 常 発 現 と 関 連 す る と 考 え ら れ て い る 。 異 常 発 現 に
は 、 正 常 な Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 発 現 量 の 上 昇 お よ び 変 異 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 発 現 の 両 方 が 含 ま れ る 。 Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ の 過 剰 発 現 は 、 大 部 分 の グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 、 な ら び に 乳 癌 、 肺 癌 、 卵 巣 癌 、 結 腸 直 腸
癌 、 膀 胱 癌 、 膵 臓 癌 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 お よ び 腎 臓 癌 を 含 む 多 く の ヒ ト 腫 瘍 で 見 ら れ る 。 上
昇 し た Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ レ ベ ル は 、 ヒ ト 腫 瘍 に お け る 予 後 不 良 と 相 関 す る 。 ヒ ト Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を コ ー ド
す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 は 公 知 で あ る （ Ullrich  ., Nature, 1984, 309, 418; GenBank 
Accession Number NM_005228） 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は c-erb-B1と し て 知 ら れ て
い る 。 典 型 的 な 例 に お い て は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 上 に ２ 種 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 転 写 物 が 検 出 さ れ 、
１ つ の 測 定 値 は １ ０ ｋ ｂ で あ り 、 他 方 の 測 定 値 は は ５ ． ６ ｋ ｂ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 系 の １ つ の 役 割 は 、 オ ー ト ク リ ン 刺 激 に よ る 成 長 を 介 し た 、 細 胞 の 腫 瘍 形
成 性 の 成 長 で あ る と 考 え ら れ る 。 細 胞 が Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 発 現 し 、 Ｅ Ｇ Ｆ お よ び ／ ま た は Ｔ Ｇ Ｆ
－ α を 分 泌 す る 場 合 に は 、 こ の よ う な 細 胞 は そ の 細 胞 自 身 の 成 長 を 促 進 す る こ と が で き る
。 ヒ ト 乳 癌 の 細 胞 系 お よ び 腫 瘍 の い く つ か は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 発 現 し （ Osborne,  ., J. Cl
in. Endo. Metab., 55:86-93 (1982)、 Fitzpatrick,  ., Cancer Res., 44:3442-344
7 (1984)、 Filmus,  ., Biochem. Biophys. Res. Commun., 128:898-905 (1985)、 Da
vidson,  ., Mol. Endocrinol., 1:216-223 (1987)、 Sainsbury,  ., Lancet, i
: 1398-1402 (1987) お よ び  Perez,  ., Cancer Res. Treat., 4:189-193 (1984))、
Ｔ Ｇ Ｆ － α を 分 泌 す る の で （ Bates,  ., Cancer Res., 46:1707-1713 (1986) お よ び
 Bates,  ., Mol. Endocrinol., 2:543-555 (1988)） 、 オ ー ト ク リ ン に よ る 成 長 刺 激
経 路 が 乳 癌 に 存 在 す る こ と が 提 案 さ れ て い る （ Lippman,  ., Breast Cancer Res. Tr
eat., 7:59-70 (1986)） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 対 す る 多 く の 阻 害 剤 が ヒ ト 腫 瘍 細 胞 の 成 長 阻 害 に 効 果 的 で あ る こ と が 明 ら か
に な っ て い る 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ
活 性 を 阻 害 す る 薬 物 は 、 ヌ ー ド マ ウ ス の ヒ ト 癌 細 胞 異 種 移 植 片 の 成 長 を 阻 害 す る こ と が で
き る （ Normanno  ., Clin. Cancer Res., 1996, 2, 601 お よ び  Grunwald  , J 
Nat Cancer Inst, 2003, 95:851） 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 阻 害 す る 薬 物 で
あ る PD153035は ヌ ー ド マ ウ ス の Ａ ４ ３ １ 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る こ と が で き 、 他 の チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ と 同 様 に Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 活 性 を 阻 害 す る チ ロ ホ ス チ ン は ヌ ー ド マ ウ ス の 扁 平 癌 の 増 殖
を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ い る （ Kunkel  ., Invest. New Drugs, 1996, 13, 295 お よ
び  Yoneda  ., Cancer Res., 1991, 51, 4430） 。 ま た 、 さ ら な る 低 分 子 チ ロ シ ン キ
ナ ー ゼ 阻 害 剤 に は 、 ZD1839、 OSI-774、 CI-1033、 PKI-166、 GW2016、 EKB-569、 PD168393、
AG-1478 お よ び  CGP-59326Aが 含 ま れ る （ Grunwald  ., J Nat Cancer Inst, 2003, 9
5:851の 記 載 は 全 て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い る も の と す る ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 に よ る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 発 現 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 対 す る リ ガ
ン ド （ 即 ち 、 Ｔ Ｇ Ｆ － α や Ｅ Ｇ Ｆ を 含 む 他 の 分 子 ） の 産 生 を し ば し ば 伴 い 、 こ の こ と は オ
ー ト ク リ ン ル ー プ が こ の よ う な 腫 瘍 細 胞 の 進 行 に 関 与 す る こ と を 示 唆 し て い る （ Baselga,
  ., (1994) Pharmac. Therapeut. 64:127-154 お よ び  Modjtahedi,  ., (1994)
 Int. J. Oncology. 4:277-296） 。 し た が っ て 、 上 記 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 相
互 作 用 の 遮 断 は 、 腫 瘍 の 増 殖 お よ び 生 存 を 阻 害 す る こ と が で き る （ Baselga,  ., (19
94) Pharmac. Therapeut. 64:127-154） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 多 様 な ア プ ロ ー チ を Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の タ ー ゲ テ ィ ン グ に 用 い る こ と が で き 、 そ の よ う な 方 法 と
し て 、 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 す る 活 性 リ ガ ン ド の 結 合 と モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 競 合 さ せ る 方 法 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 細 胞 内 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン に 対 す る 低 分 子 の 阻
害 剤 を 用 い る 方 法 、 イ ム ノ ト キ シ ン 結 合 体 を 用 い て Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 毒 素 を
腫 瘍 細 胞 に 送 達 す る 方 法 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の レ ベ ル を
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低 減 す る 方 法 、 そ し て Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ シ グ ナ ル 伝 達 ネ ッ ト ワ ー ク の 下 流 に 存 在 す る エ フ ェ ク タ ー
を 阻 害 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 前 述 の 方 法 に も 関 わ ら ず 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 発 現 に 関 連 し た 疾 患
の 治 療 お よ び ／ ま た は 予 防 に 有 効 な 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 対 す る 新 規 な 化 合 物 が 求 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】

　
　 本 発 明 は 、 脊 椎 動 物 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ （ 集 合 的 に 脊 椎 動
物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 称 す る ） 、 関 連 核 酸 、 脊 椎 動 物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 特 異 的 な 構 造 と
活 性 を 有 す る そ の ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン 、 な ら び に 脊 椎 動 物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 機 能 を 制 御 す る
物 質 に 関 連 し た 方 法 と 組 成 物 を 提 供 す る 。 脊 椎 動 物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 、 特
に 神 経 細 胞 の 機 能 お よ び 形 態 を 調 節 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発
明 の 脊 椎 動 物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 か ら 組 換
え 技 術 に よ っ て 製 造 す る か 、 ま た は 哺 乳 類 細 胞 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 天
然 の 脊 椎 動 物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が 可 能 な 、 脊 椎 動 物 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 単 離 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 の プ ロ ー ブ と プ ラ イ マ ー 、 お よ び 特 異 的 抗
体 な ど の 脊 椎 動 物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 特 異 的 結 合 性 物 質 を 提 供 し 、 さ ら に 本 発 明 の 組 成 物 の 製 造 方
法 と そ れ を 用 い た 診 断 方 法 （ 例 え ば 、 脊 椎 動 物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 転 写 産 物 を 検 出 す る た め の 、 遺
伝 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン  ス ク リ ー ニ ン グ 法 ） や 治 療 方 法 （ 例 え ば 、 神 経 細 胞 の 成 長
を 制 御 す る 方 法 ） 、 お よ び 上 記 組 成 物 を 用 い た 生 命 医 薬 産 業 製 品 （ 例 え ば 、 免 疫 原 、 脊 椎
動 物 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 遺 伝 子 や ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め の 試 薬 、 な ら び に 薬 理 学 的 先 導 物
質 （ lead pharmacological agents） を 得 る た め の 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー  ス ク リ ー ニ ン グ 用
試 薬 ） を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 神 経 突 起 伸 長 の 促 進 に 用 い
た 条 件 下 で 神 経 系 細 胞 を 培 養 す る 、  の 方 法 お よ び そ れ に 用 い る キ ッ ト を 包 含 し 、
上 記 方 法 お よ び キ ッ ト は 、 こ の よ う な 培 養 神 経 系 細 胞 の 神 経 突 起 伸 長 を 刺 激 す る 物 質 の 存
在 お よ び そ の 量 を 検 出 す る 方 法 を 含 ん で も よ い 。 本 願 で 開 示 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 お
よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 願 で 開 示 す る 方 法 の 範 囲 内 で 有 用 で あ り 、 本 願 で 開 示
す る キ ッ ト に 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 神 経 突 起 伸 長 ア ッ セ イ へ の 使 用 に 適 し た 細 胞 を 調 製 す る 。 例 え ば 、 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 調
製 が 本 願 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 。 ア ッ セ イ を 開 始 す る 前 に 、 調 製 し た 細 胞 を 再 懸 濁 し 、
基 質 で 被 覆 し た デ ィ ッ シ ュ に 添 加 し 、 次 い で 予 め 選 択 し た 時 間 、 所 定 の ア ッ セ イ 条 件 下 に
放 置 し て も よ い 。 細 胞 の 接 着 と 増 殖 の た め の 時 間 が 経 過 し た ら 、 上 記 の デ ィ ッ シ ュ か ら 接
着 し て い な い 細 胞 を 取 り 除 く た め に す す ぎ 、 次 い で 接 着 細 胞 を 固 定 し 、 例 え ば 位 相 差 顕 微
鏡 法 な ど に よ っ て 、 観 察 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 好 ま し く は 、 複 数 の 細 胞 を 基 質 ご と に 分 析 す る 。 そ れ か ら 細 胞 を 所 定 の 基 準 に 基 づ き 、
「 判 定 」 す る 。 例 え ば 、 あ る 細 胞 の 直 径 よ り も 突 起 が 長 い 場 合 、 細 胞 は 神 経 突 起 を 有 し て
い る と み な す こ と が で き る 。 神 経 突 起 を 発 出 し て い る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 、 平 均 神 経
突 起 長 と 共 に 求 め る こ と が 好 ま し い 。 特 に 好 ま し い 神 経 突 起 伸 長 ア ッ セ イ 方 法 を 本 願 実 施
例 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 培 養 お よ び 組 織 培 養 に 関
連 し た 様 々 な 用 途 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 例 え ば 、 １ つ の 態 様 は 、 細 胞 培 養 系 で 神 経 系 細 胞 の 神 経 突 起 の 伸 長 を 阻 害 す る た め の 、
以 下 の 工 程 （ １ ） と （ ２ ） を 包 含 す る 方 法 に 関 す る 。 （ １ ） 培 地 を 含 む 組 織 培 養 条 件 下 に
神 経 系 細 胞 を 導 入 す る 工 程 、 お よ び （ ２ ） 上 記 培 養 条 件 下 で 神 経 突 起 伸 長 の 阻 害 に 効 果 的
な 量 の 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 培 地 に 導 入 す る 工 程 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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　 他 の １ つ の 態 様 は 、 細 胞 培 養 系 で 神 経 系 細 胞 の 神 経 突 起 の 伸 長 を 促 進 す る た め の 、 以 下
の 工 程 （ １ ） と （ ２ ） を 包 含 す る 方 法 に 関 す る 。 （ １ ） 神 経 突 起 伸 長 促 進 活 性 を 有 す る 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 基 材 上 に 固 定 す る 工 程 、 お よ び （ ２ ） 組 織 培 養 条 件 下 で 神 経 系 細 胞
を 上 記 基 材 に 接 触 さ せ る 工 程 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 他 の １ つ の 態 様 は 、 細 胞 培 養 系 で 神 経 系 細 胞 の 神 経 突 起 の 伸 長 を 促 進 す る た め の 、 以 下
の 工 程 （ １ ） ～ （ ３ ） を 包 含 す る 方 法 に 関 す る 。 （ １ ） 神 経 突 起 伸 長 促 進 活 性 を 有 す る 本
発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 を 、 神 経 系 細 胞 に 導 入 す る 工 程 、 （ ２ ） 神 経
突 起 伸 長 促 進 活 性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 基 材 に 固 定 す る 工 程 、 お よ び （ ３ ） 組
織 培 養 条 件 下 で 上 記 神 経 系 細 胞 を 培 養 す る 工 程 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 神 経 突 起 伸 長 促 進 性 を 示 す 、 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 組
成 物 を 開 示 す る 。 各 種 の 態 様 に お い て 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 部 分
に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 実 質 的 に 純 粋 な 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
を 含 有 し 、 上 記 組 成 物 は 固 体 支 持 体 ま た は 基 材 に 固 定 す る 。 固 体 支 持 体 と し て は 、 表 面 が
神 経 系 細 胞 な ど に 接 触 す る よ う に 設 計 し た 人 工 器 官 、 イ ン プ ラ ン ト ま た は 縫 合 用 器 具 が 挙
げ ら れ 、 さ ら に 、 固 体 支 持 体 は 、 免 疫 系 に よ る 拒 絶 反 応 の 恐 れ を 低 減 す る よ う に 設 計 さ れ
た も の 、 具 体 的 に は 、 上 記 器 具 の 表 面 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 拒 絶 反 応 を 改 善 す る
よ う に 設 計 し た 他 の 物 質 で 被 覆 し た も の で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 願 で 開 示 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸
は 、 本 願 に 記 載 す る 様 々 な 治 療 用 途 に お い て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 自 然 に ま た は 外 科 的 に 生 じ た 外 傷 、 梗 塞 、 毒 物 暴 露 、 変 性 疾 患 、
お よ び 末 梢 ニ ュ ー ロ ン ま た は 中 枢 ニ ュ ー ロ ン に 影 響 す る 悪 性 疾 患 と 関 連 す る 末 梢 神 経 損 傷
の 治 療 に 有 用 で あ り 、 ま た 、 脳 、 脊 髄 ま た は 後 根 神 経 節 由 来 の 新 鮮 な 神 経 系 細 胞 を 移 植 し
、 移 植 片 か ら の 神 経 突 起 伸 長 を 刺 激 し て 受 容 組 織 へ の 神 経 分 布 を 達 成 す る こ と が 必 要 と さ
れ る 外 科 的 方 法 ま た は 移 植 法 に お い て も 有 用 で あ る 。 上 記 の 疾 病 に は 、 さ ら に 中 枢 神 経 系
障 害 、 グ リ オ ー シ ス 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 神 経 変 性 な ど が 含 ま れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ る こ と は な い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 グ リ オ ー シ ス 様 の 反 応 や 炎 症 を 引 き 起
こ す い か な る 疾 患 の 治 療 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 神 経 損 傷 の 治 療 に お い て は 、 損 傷 後 す ぐ に 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 を 損 傷 し た 神 経 に 接 触
さ せ る こ と が 回 復 の 速 さ と 程 度 を 向 上 さ せ る 上 で 特 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 対 象 生 物 ま た は 選 択 し た そ の 組 織 に お い て 神 経 突 起 の 伸 長 を 促
進 す る 方 法 に 関 し 、 こ の 方 法 は 、 治 療 に 効 果 的 な 量 の 本 発 明 の 神 経 突 起 伸 長 促 進 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ 化 合 物 を 含 有 す る 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 を 対 象 生 物 ま た は 組 織 に 投 与 す る こ と を
包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 ま し い 方 法 に お い て は 、 対 象 生 物 は ヒ ト の 患 者 で あ り 、 投 与 す る ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 ん で い る 。 他 の １ つ の 好 ま し い 方 法 に お い て は 、 対 象 生
物 は ヒ ト の 患 者 で あ り 、 投 与 す る 核 酸 は ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 ド メ イ ン を コ
ー ド し て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 切 断 ま た は 損 傷 し た 神 経 は 、 神 経 を 挿 管 用 器 具 （ entubalation
 device） の 中 に 外 科 的 に 挿 管 し て 、 効 果 的 な 量 の 本 発 明 の 神 経 突 起 伸 長 促 進 ポ リ ペ プ チ
ド を 投 与 す る こ と で 修 復 ま た は 再 生 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
　 関 連 し た 態 様 に お い て は 、 移 植 可 能 な 送 達 器 具 （ セ ル ロ ー ス ブ リ ッ ジ （ cellulose brid
ge） 、 縫 合 糸 、 ス リ ン グ 用 人 工 補 装 具 （ sling prosthesis） や こ れ ら と 関 連 す る 送 達 機 具
な ど ） に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 浸 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 器 具 は 、 所 望 に よ
り 、 神 経 膠 で 被 覆 す る こ と が で き 、 被 覆 方 法 に つ い て は  Silver,  ., Science 220:1
067-1069, (1983)に 記 載 さ れ て お り 、 こ の 記 載 に よ っ て こ の 被 覆 方 法 は 本 明 細 書 に 組 み 込
ま れ て い る も の と す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 は 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 共 に 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 本 発 明
の 神 経 突 起 伸 長 促 進 ポ リ ペ プ チ ド を 少 な く と も １ 種 含 ん で お り 、 ポ リ ペ プ チ ド は 有 効 成 分
と し て 担 体 中 に 分 散 し て い る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 治 療 用 組 成 物 は ヒ ト の 患 者 に 治
療 目 的 で 投 与 し た 場 合 に 免 疫 原 性 を 示 さ な い も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 便 宜 上 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 治 療 用 組 成 物 の 有 効 成 分 を 、 「 神 経 突 起 伸 長 促 進 ポ リ ペ プ
チ ド 」 と 称 す る 。 こ の 用 語 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 合 成 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 天 然 タ ン パ ク 質
の 断 片 の み な ら ず 、 そ れ ら の 誘 導 体 を も 含 む 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 種 々 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド を 包 含 す る も の と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 こ の 用 語 は ま た 、 融 合 タ ン パ ク 質 、 合
成 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 天 然 タ ン パ ク 質 の 断 片 の み な ら ず 、 そ れ ら の 誘 導 体 を も 含 む 、 本 明
細 書 で 説 明 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 述 し た 方 法 に お い て は 、 所 望 に よ り 、 ニ ュ ー ロ ン の 生 存 、 成 長 、 分 化 ま た は 再 生 を 促
進 し 得 る そ の 他 の 物 質 と 神 経 系 細 胞 ま た は 神 経 を 接 触 さ せ る 工 程 と 組 み 合 わ せ て 実 施 す る
こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 願 で 開 示 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 が 神 経 突 起 の 伸 長 を 促 進 し 得 る と い う 発 見 に よ っ
て 、 神 経 再 生 の 向 上 と 神 経 生 存 の 促 進 、 末 梢 神 経 損 傷 と 脊 髄 損 傷 の 治 療 、 お よ び 内 因 性 や
移 植 し た （ implanted or transplanted） Ｃ Ｎ Ｓ 組 織 の 成 長 刺 激 に 用 い る 物 質 が 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 損 傷 ま た は 切 断 し た 神 経 や 神 経 組 織 の 再 生 を 促 進 す る 方 法 や 、 神 経 系
細 胞 の 伸 長 を 必 要 と す る 様 々 な 神 経 学 的 条 件 下 に お い て 、 神 経 系 細 胞 の 神 経 突 起 の 伸 長 を
促 進 す る 方 法 も 提 供 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 神 経 突 起 を 伸 長 す る こ と の で き る 神 経 系 細
胞 、 あ る い は 損 傷 ま た は 切 断 し た 神 経 を 、 神 経 突 起 の 伸 長 促 進 に 効 果 的 な 量 の 本 発 明 の 神
経 突 起 伸 長 促 進 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 基 質 を 包 含 す る 細 胞 培 養 系 に 接 触 さ せ る こ と を 包 含 す
る 。 こ の 方 法 は  や  で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 核 酸 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た い か な る 神 経 突
起 伸 長 促 進 ポ リ ペ プ チ ド で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 細 胞 培 養 系 で 種 々 の 哺 乳 類 神 経 系 細 胞 を 処 置 す る こ と が で き 、 細
胞 に は 脳 、 Ｃ Ｎ Ｓ 、 末 梢 神 経 な ど の 細 胞 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 細 胞 は 、 ヒ ト 、
マ ウ ス 、 ニ ワ ト リ 、 な ら び に 農 業 用 家 畜 お よ び 飼 養 化 さ れ て い な い い か な る 他 の 哺 乳 類 種
を 含 む 様 々 な 哺 乳 類 種 に 由 来 す る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た い か
な る ポ リ ペ プ チ ド も 神 経 突 起 の 伸 長 促 進 に 用 い る こ と が で き 、 神 経 系 細 胞 の 由 来 す る 種 お
よ び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 誘 導 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 由 来 す る 種 に は 関 係 な い 。
し か し 、 ヒ ト 神 経 系 細 胞 の 神 経 突 起 の 伸 長 を 誘 導 す る に は ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 を 用
い る こ と が 好 ま し く 、 そ の 他 も 同 種 の も の を 選 択 す る の が 好 ま し い 。 こ の よ う に 、 好 ま し
い 態 様 に お い て は 、 例 え ば 、 ラ ッ ト 神 経 系 細 胞 と ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 由 来 の ポ リ
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ペ プ チ ド を 使 用 し 、 ヒ ト 神 経 系 細 胞 と ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 使
用 し 、 マ ウ ス 神 経 系 細 胞 と マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 由 来 の ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 神 経 突 起 伸 長 促 進 組 成 物 は 、 基 材 に 固 定 し た り 、 液 相 ま た は コ ラ ー ゲ ン を 含 む ゲ ル 相 に
お い て 接 触 さ せ た り す る こ と が で き る 。 使 用 す る ア ッ セ イ 系 に よ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク
質 は 、 固 体 表 面 に 固 定 し た 場 合 に は 神 経 系 に お け る 伸 長 を 促 進 す る が 、 液 相 と し て 提 供 し
た 際 に は 神 経 系 に お け る 伸 長 を 阻 害 す る こ と も あ る 。 組 成 物 は 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う
な 融 合 タ ン パ ク 質 の 形 態 で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し て も よ い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 本
明 細 書 に 記 載 し た い か な る 形 態 （ apparati format） の 本 発 明 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て も 実
施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ
ン ド （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド は 、 結 合 パ ー ト ナ ー 、 内 因 性 タ ン パ ク 質 、 外 因 性 タ ン パ ク 質 お
よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 結 合 し 得 る 物 質 か ら な る 群 よ り 選 ば れ た も の ） と の 相 互 作 用 を 制 御 す る
物 質 を 同 定 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 、 な ら び に 上 記 相 互 作 用 を 制 御 す る た め の 方 法 お
よ び 組 成 物 を 提 供 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 制 御 物 質 の 同 定 方 法 は 、 商 業 的 な 薬 物 の ス ク リ ー ニ ン
グ に お い て 特 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 は 概 し て 以 下 の 工 程 を 包 含 す る 。 （ １ ） Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド と を 、 候 補 物
質 と 共 に 混 合 す る 工 程 で あ っ て 、 該 混 合 を 、 候 補 物 質 の 不 在 下 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ ／ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ／ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド と が 一 次 相 互 作 用 を 示 す 条 件 下 で 行
い 、 そ し て （ ２ ） 候 補 物 質 の 存 在 下 に お け る 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ／ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ／ Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド と の 二 次 相 互 作 用 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 一 次 相 互 作 用 と
二 次 相 互 作 用 と の 間 に 差 が 見 ら れ る 場 合 に は 、 候 補 物 質 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ／ Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ ／ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 を 制 御 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 相 互 作 用 を 制 御 す る 本 発 明 の 方 法 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
／ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ／ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド と を 、 制 御 物 質 と 共 に 混 合 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ と 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ／ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ／ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド と は 制 御 物 質 の 不 在 下 で
は 一 次 相 互 作 用 を 示 す が 、 上 記 条 件 下 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ／ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ／ Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド と は 一 次 相 互 作 用 と は 異 な る 二 次 相 互 作 用 を 示 す 。 特 定 の 態
様 に お い て は 、 制 御 物 質 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド
の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 型 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） に 結 合 す る Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 化 合 物 、 お よ び そ の よ う な 化 合 物 を １ 種 ま た は 組 み 合 わ せ て 包 含 す る 組 成 物 を 提 供 す
る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は 、 好 ま し く は Ｅ Ｇ Ｆ や Ｔ Ｇ Ｆ － α な ど の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド の Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ へ の 結 合 を 阻 害 （ 例 え ば 遮 断 ） し 、 さ ら に 好 ま し く は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る
。 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ へ の 結 合 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 は 、
少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０
％ ま た は １ ０ ０ ％ 阻 害 す る こ と が で き 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 仲 介 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 止 す る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 願 で 例 示 す る １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は 、 ベ ク タ ー に ク ロ
ー ニ ン グ し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 で あ る 。 他 の Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 化 合 物 も 本 願 の 範 囲 内 で あ り 、 具 体 的 に は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ペ プ チ ド 、 変 異 体 、 生 物 学 的
に 活 性 な 断 片 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 抗 原 性 断 片 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 ま た は そ の 結 合 性 部 位 、 お よ
び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 有 す る 結 合 特 性 お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 阻 害 特 性 を
保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 も 包 含 す る 。 上 記 抗 体 は 抗 体 分 子 全 体 で あ っ て も
よ い し 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 Ｆ （ ａ ｂ '） 2 断 片 、 Ｆ ｖ 断 片 お よ び 鎖 状 Ｆ ｖ 断 片 （ chain Fv fragm
ents） を 含 む 、 抗 体 の 抗 原 結 合 性 断 片 で あ っ て も よ い 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　

　 ア ン フ ォ テ リ ン と ラ ミ ニ ン は 共 に 神 経 突 起 伸 長 促 進 因 子 で あ る 。 ア ン フ ォ テ リ ン ま た は
ラ ミ ニ ン の マ ト リ ク ス 上 に 培 養 し た 海 馬 ニ ュ ー ロ ン を 用 い た オ ー ダ ー ド  デ ィ フ ァ レ ン シ
ャ ル  デ ィ ス プ レ イ （ ordered differential display） 法 （ Matz  ., 1997） に よ っ て
、 ア ン フ ォ テ リ ン マ ト リ ク ス 上 に 誘 導 し た 遺 伝 子 を 検 出 し た 。 ア ン フ ォ テ リ ン 上 に 誘 導 し
た 遺 伝 子 に は 新 規 な 遺 伝 子 が 観 察 さ れ た 。 こ の 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 の 全 長 コ ー ド 配 列 の
ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ （ AMphoterin Induced Gene and Orphan receptor、 即
ち 、 「 ア ン フ ォ テ リ ン 誘 導 性 遺 伝 子 と オ ー フ ァ ン 受 容 体 」 ） と 命 名 し た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 予
想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 と 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る Ｉ 型 の 膜
貫 通 型 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 。 演 繹 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細 胞 外 領 域 に は 、 ６ 個 の ロ イ
シ ン － リ ッ チ リ ピ ー ト （ ロ イ シ ン に 富 ん だ 反 復 配 列 、 Ｌ Ｒ Ｒ ） 、 そ れ に 隣 接 す る シ ス テ イ
ン － リ ッ チ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ 末 端 ド メ イ ン と シ ス テ イ ン － リ ッ チ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ 末 端 ド メ イ ン 、 お よ び
膜 貫 通 領 域 の 近 傍 に 位 置 す る １ 個 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン が 含 ま れ て い る 。 こ の タ ン パ
ク 質 の 演 繹 し た １ ０ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 細 胞 質 内 領 域 に は 、 公 知 の ド メ イ ン は 含 ま れ
て い な い 。 我 々 は 、 さ ら に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ か ら な る 膜 貫 通
型 タ ン パ ク 質 の 新 規 な フ ァ ミ リ ー を 同 定 し た 。 こ れ ら ３ 種 の タ ン パ ク 質 は 互 い に 明 確 な 相
同 性 を 示 し 、 種 々 の ド メ イ ン の 長 さ や 位 置 は 高 い 同 一 性 を 示 し た （ 図 ２ Ｂ ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 、   ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 免 疫 組 織 染 色 に 基 づ き 、 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 実 質 的 に 神 経 系 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 判 明 し た 。 軸 索 結 合 の 増 加
に お け る 細 胞 機 構 の １ つ が 束 形 成 、 即 ち 、 パ イ オ ニ ア 軸 索 を 後 続 軸 索 の 成 長 円 錐 の 基 底 と
し て 軸 索 が 互 い に 沿 っ て 伸 長 す る こ と で あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 培 地 に 含 ま れ る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ の 細 胞 外 ド メ イ ン の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 を 用 い た ア プ ロ ー チ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の
束 形 成 に お け る 役 割 を は っ き り と 示 唆 し た 。 さ ら に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 そ の 束 形 成 に お け る
役 割 を 説 明 す る ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 機 構 を 示 す 。 ま た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の Ｌ Ｒ Ｒ 配 列 が 、 軸
索 の 伸 長 、 再 生 お よ び 誘 導 に 関 与 す る と 報 告 さ れ て い る slitタ ン パ ク 質 や Nogo受 容 体 と 相
同 性 を 示 す 点 も 注 目 す べ き で あ る （ 図 １ １ ） 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ２ 回 目 の 発 現 上 昇 は 、 ミ エ リ
ン 形 成 に お け る 役 割 を 示 唆 し て い る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 発 生 の こ の 段 階 の 細 胞 間 相 互 作 用 も 仲
介 す る と 考 え る こ と は 妥 当 で あ る 。 さ ら に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 成 人 期 ま で 高 い ま ま 維 持 さ
れ る 。 こ れ は 、 繊 維 路 発 生 機 構 の 一 般 的 な 反 復 機 構 で あ る 、 成 人 繊 維 路 の 再 生 と 可 塑 性 に
お い て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 役 割 を 担 う こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 命 名 し た 新 規 な ヒ ト 遺 伝 子 ／ タ ン パ ク 質 、 お よ び
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ と 命 名 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 応 す る 相 同 体 の 発 見 と 特 徴 付 け に
基 づ く 。 こ れ ら ３ 種 の タ ン パ ク 質 が 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の 新 規 な フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る （
単 純 化 す る た め に 、 ３ 種 の タ ン パ ク 質 を 全 て 「 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 」 ま た は 「 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ｓ 」 と 称
す る ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 か
抗 原 性 を 有 す る 断 片 を 包 含 す る 精 製 タ ン パ ク 質 、 あ る い は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 断 片 か
ら な る 精 製 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 他 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と の 相 同 性 が 少 な く と も
８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は ９ ９ ％ で あ る か 、 相 同
性 が １ ０ ０ ％ で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 包 含 す る タ ン パ ク 質 、 あ る い は 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に 基 づ い て 、 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 あ る い は
そ れ ら の 断 片 に 含 ま れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 と の 相 同 性 が 少 な く と も ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９
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０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ ま た は ９ ９ ％ で あ る か 、 相 同 性 が １ ０ ０ ％ で あ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 多 数 の 核 酸 分 子 が 、 「 機 能 的 な 活 性 を 有 す る 」 ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る こ と を 当 業 者 は 直 ち に 認 識 す る 。 実 際 に 、 い ず れ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 縮 重 変
異 体 も す べ て 同 じ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る の で 、 多 く の 場 合 、 多 数 の 核 酸 分 子 が 「 機 能
的 な 活 性 を 有 す る 」 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と は 当 業 者 に は 明 か で あ る 。 さ ら に 当 業
界 に お い て は 、 上 述 の 核 酸 分 子 が 縮 重 変 異 体 で は な い 場 合 で も 、 か な り の 数 の 核 酸 分 子 が
機 能 的 な 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る と 認 め ら れ る 。 そ の 理 由 は 、 タ ン パ ク 質
の 機 能 に 著 し い 影 響 を 与 え る 可 能 性 が 低 い か ま た は 与 え な い と 考 え ら れ る ア ミ ノ 酸 置 換 （
例 え ば 、 第 １ の 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 の 第 ２ の 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 ） に つ い て 、 当 業 者 は
よ く 知 っ て い る か ら で あ る 。 こ れ に つ い て は 下 記 で 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 例 え ば 、 表 現 形 質 に 影 響 す る こ と の な い ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 う た め の 指 針 が Bowie  .
,“ Deciphering the Message in Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substit
utions (タ ン パ ク 質 配 列 の メ ッ セ ー ジ を 解 読 す る ： ア ミ ノ 酸 置 換 の 許 容 度 )”  Science 24
7:1306-1310 (1990) に 開 示 さ れ て お り 、 こ の 論 文 の 著 者 は 、 変 更 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 許
容 度 を 検 討 す る た め の ２ つ の 主 要 な 方 法 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 第 １ の 方 法 は 、 進 化 の 過 程 に お け る 自 然 淘 汰 に よ る ア ミ ノ 酸 置 換 の 許 容 度 を 活 用 す る 。
色 々 な 生 物 種 の 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る こ と で 、 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 を 同 定 す
る こ と が で き る 。 こ の よ う な 保 存 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 は タ ン パ ク 質 の 機 能 に 重 要 で あ る と
考 え ら れ る 。 一 方 、 自 然 淘 汰 に よ っ て あ る 位 置 の ア ミ ノ 酸 置 換 が 許 容 さ れ た と い う こ と は
、 こ の 位 置 の ア ミ ノ 酸 は タ ン パ ク 質 の 機 能 に と っ て 決 定 的 で は な い こ と を 意 味 す る 。 し た
が っ て 、 ア ミ ノ 酸 置 換 を 許 容 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 維 持 し
な が ら 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の 他 に も 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド
す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 置 換 が 生 じ る よ う に 、 突 然 変 異 に よ っ て Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 変 更 を 導 入 す る こ と も で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 に よ っ て
、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 中 の 「 非 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 に ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 う こ と
が で き る 。 「 非 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 と は 、 生 物 学 的 活 性 を 変 更 す る こ と な く Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の
野 生 型 配 列 に お い て 変 更 す る こ と の で き る 残 基 で あ り 、 「 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 生 物 学
的 活 性 に 必 要 な ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 分 子 間 で 保 存 さ れ て い
る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 特 に 変 更 の 影 響 を 受 け に く い 部 分 で あ る と 予 測 さ れ る 。 同 類 置 換 が 可
能 な ア ミ ノ 酸 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 。 有 用 な 同 類 置 換 を 表 Ｂ の 「 好 ま し い 置 換 」
の 欄 に 示 し た 。 あ る ク ラ ス の ア ミ ノ 酸 を 、 同 じ ク ラ ス の 他 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 し た 同 類 置 換
体 も 、 化 合 物 の 生 物 学 的 活 性 を 実 質 的 に 変 更 し な い 限 り 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 第 ２ の 方 法 で は 、 遺 伝 子 工 学 を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 の 特 定 の 位 置 に ア ミ ノ 酸
の 変 化 を も た ら す 変 異 を 導 入 し 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 に 重 要 な 領 域 を 同 定 す る 。 例 え ば 、 部
位 特 異 的 変 異 法 や ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 変 異 法 （ 分 子 内 の 全 て の 残 基 に 対 し て 単 一 ア ラ ニ
ン 変 異 を 導 入 す る 方 法 ） を 用 い る こ と が で き る 。 Cunningham  ., Science 244:1081-
1085 (1989) を 参 照 。 そ の 結 果 と し て 得 ら れ た 変 異 分 子 に つ い て 、 次 に そ の 生 物 学 的 活 性
を 試 験 す る 。 同 類 ア ミ ノ 酸 置 換 （ 下 記 の 表 Ｂ 参 照 ） の 他 に 、 本 発 明 の 変 異 体 に は 次 の (i)
～ (iv)が 含 ま れ る ： （ i） １ つ ま た は そ れ 以 上 の 非 同 類 ア ミ ノ 酸 残 基 に よ る 置 換 体 で あ っ
て 、 置 換 し た ア ミ ノ 酸 残 基 が 遺 伝 コ ー ド に よ っ て コ ー ド さ れ て い る か コ ー ド さ れ て い な い
も の 、 （ ii） １ つ ま た は そ れ 以 上 の 、 置 換 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に よ る 置 換 体 、 （ iii
） 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド と 、 ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 性 お よ び ／ ま た は 溶 解 性 を 向 上 す る 化 合 物 （
例 え ば 、 ８ ９ ６ Ｉ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） な ど の 他 の 化 合 物 と の 融 合 物 、 ま た は （ iv）
ポ リ ペ プ チ ド と 、 Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ ｃ 融 合 ペ プ チ ド 、 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 好 ま し く は ヒ ト 血 清 ア ル
ブ ミ ン ） ま た は そ の 断 片 や 変 異 体 、 リ ー ダ ー 配 列 ま た は 分 泌 性 配 列 、 精 製 を 容 易 に す る 配
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列 な ど の 付 加 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 と の 融 合 物 。 こ の よ う な 変 異 ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 願 の 開 示
に 基 づ い て 当 業 者 が 作 製 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 を 導 入 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 包 含 す る ポ リ ペ プ チ
ド に 関 し 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 本 願 で 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に １ ～ ５ ０ 個 の ア ミ ノ 酸
置 換 を 導 入 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 上 記 ア ミ ノ 酸
置 換 は ４ ０ 個 以 下 が 好 ま し く 、 ３ ０ 個 以 下 が よ り 好 ま し く 、 ２ ０ 個 以 下 が さ ら に 好 ま し い
。 非 常 に 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ の Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 一 部 ま た は そ の 補 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 包 含 し 、 １ 個 以 上 で あ っ て
、 １ ０ 個 、 ９ 個 、 ８ 個 、 ７ 個 、 ６ 個 、 ５ 個 、 ４ 個 、 ３ 個 ま た は ２ 個 以 下 、 あ る い は １ 個 の
ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 の 数 は 少 な い ほ ど 好 ま し い 。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は 同 類 置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ に 示 し た 参
照 用 ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 ま た は 変 異 体 を 包 含 す る か 、 ま た は 断 片 ま た は 変 異 体 か ら な る ポ
リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 上 記 断 片 ま た は 変 異 体 は 、 参 照 用 ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し て 、 １ ～ ５
個 、 ５ ～ １ ０ 個 、 ５ ～ ２ ５ 個 、 ５ ～ ５ ０ 個 、 １ ０ ～ ５ ０ 個 ま た は ５ ０ ～ １ ５ ０ 個 の ア ミ ノ
酸 残 基 の 付 加 、 置 換 お よ び ／ ま た は 欠 失 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 に 適 し た 技 術 は 当 業 界 で 広 く 知
ら れ て お り 、 そ こ に は ポ リ ペ プ チ ド の 内 因 性 原 料 か ら Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 単 離 す る 技 術 、 （ ペ プ
チ ド 合 成 機 を 用 い た ） ペ プ チ ド 合 成 法 お よ び 組 み 換 え 技 術 （ ま た は こ れ ら 技 術 の 組 み 合 わ
せ ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 単 離 し た 核 酸 分 子 は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 包 含 し 、 こ の タ ン パ ク 質 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ４ ５ ％ 、 好 ま し
く は ６ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ ま た は ９ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ の 相
同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ３ ） の 少 な
く と も １ つ を 有 す る ： （ １ ） 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ に 示 し た 全 長 前 駆 体 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド 配 列 と 約 ８ ０ ％ の 相 同 性 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 （ ２ ） シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 ま た は （ ３ ） 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 断 片
。 例 え ば 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 全
長 前 駆 体 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に 付 加 し た か 、 Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 か ら 欠 失
し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列
は 、 全 長 前 駆 体 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 し 、 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 相 同 性 、 よ り 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ８ ２ ％ 、 ８ ３ ％ 、 ８
４ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ８ ６ ％ 、 ８ ７ ％ 、 ８ ８ ％ 、 ８ ９ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９
４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ ま た は ９ ８ ％ の 相 同 性 を 示 し 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 相 同
性 を 示 す こ と が 最 も 好 ま し い 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 全 長 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド や 他 の 断 片 を 欠 失 し て い て も よ い 。 通 常 、
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ は 、 少 な く と も 約 １ ０ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 一 般 的 に は
少 な く と も 約 ２ ０ ア ミ ノ 酸 で あ り 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 約 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０
、 ７ ０ 、 ８ ０ 、 ９ ０ 、 １ ０ ０ ま た は １ ５ ０ ア ミ ノ 酸 、 ま た は よ り 長 い も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 下 記 （ ａ ） ～ （ ｅ ） か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 単 離 し た 核 酸 分 子 、 あ る い は 上 記 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド か ら な る 単 離 し た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 （ ａ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 （ ｂ ） 配 列 番 号 １ 、 ３ ま た は ５ に 含 ま れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 成 熟
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 部 分 、 （ ｃ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 に
活 性 な 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 （ ｄ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 抗 原 性 断 片
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び （ ｅ ） 上 記 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） お よ び （ ｄ ）
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 ゆ え に 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 異 な る 核 酸 分
子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と
同 じ も の を コ ー ド す る 核 酸 分 子 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 さ ら に 、 核 酸 分 子 の 集 団 の 中 に は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 さ せ る 配 列 多 型 が
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存 在 し て も よ い 。 例 え ば 、 個 体 間 の 対 立 遺 伝 子 変 異 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 遺 伝 的 多 型 を 示 す 。 「
遺 伝 子 」 と 「 組 換 え 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 好 ま し く は 脊 椎 動 物 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ を コ ー ド す る 読 み 枠 （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 包 含 す る 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 天 然 の 対 立
遺 伝 子 変 異 は 、 典 型 的 に は １ ～ ５ ％ の 変 異 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に も た ら す 。 こ の よ う な ヌ ク レ オ
チ ド 変 異 お よ び そ の 結 果 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 多 型 は 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 の 産 物 で あ り
、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 機 能 的 活 性 を 変 化 さ せ な い も の で あ る 。 こ の よ う な 変 異 お よ び 多 型 の そ れ
ぞ れ と そ の す べ て が 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 と は 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 他 の 種 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ も 予 想 す る こ と が で き る 。 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 や 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の
相 同 体 に 対 応 す る 核 酸 分 子 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と の 相 同 性 に 基 づ い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 誘 導 し た
プ ロ ー ブ を ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 相 同 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と
で 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 「 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た は 「 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 核 酸 配 列 」 と は 、 以 下 の
（ １ ） ～ （ ３ ） の い ず れ か を 有 す る 活 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 意 味 す る ： （
１ ） 全 長 前 駆 体 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 相 同 性
を 示 す も の 、 （ ２ ） 全 長 前 駆 体 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た も の 、 ま た は （ ３
） 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 他 の 断 片 。 通 常 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 全 長 前 駆 体
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 相 同 性 を 有 し 、 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ８ １ ％ 、 ８ ２ ％ 、 ８ ３ ％ 、 ８ ４ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ８ ６ ％ 、 ８ ７ ％ 、 ８ ８ ％ 、 ８ ９ ％ 、
９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ ま た は ９ ８ ％ の 相 同
性 を 示 し 、 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 相 同 性 を 示 す こ と が よ り 好 ま し い 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 失 し た 全 長 前 駆 体 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る が 、 シ
グ ナ ル 配 列 を 有 す る か 有 し て い な い も の 、 ま た は 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 他 の 断 片 を コ ー ド す る
も の で も よ い 。 変 異 体 に は 、 前 駆 体 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 通 常 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ
り 、 一 般 的 に は 少 な く と も 約 ６ ０ 、 ９ ０ 、 １ ２ ０ 、 １ ５ ０ 、 １ ８ ０ 、 ２ １ ０ 、 ２ ４ ０ 、 ２
７ ０ 、 ３ ０ ０ ま た は ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 約 ５ ０ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 、 ま た は よ り 長 い も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 願 で 開 示 す る ヒ ト お よ び マ ウ ス の 配 列 を コ ー ド す る 哺 乳 類 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
の 構 造 と ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 他 の 哺 乳 類 か ら Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 配 列 を
ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 可 能 に し た 。 本 発 明 に お い て 特 に 興 味 深 い 点 は 、 本 願 に 開 示 し た
配 列 を 用 い て ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 分 子 の ク ロ ー ニ ン グ が 可 能 な 点 で あ る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 本 願 実 施 例 で 行 っ た よ う に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 有 す る と 考 え ら れ 、
検 出 可 能 な レ ベ ル で 発 現 す る 組 織 か ら 調 製 し た い か な る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら も 得 る
こ と が で き る 。 し た が っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 哺 乳 類 胎 児 の 肝 臓 、 脳 、 筋 肉
、 腸 お よ び 末 梢 神 経 か ら 調 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 容 易 に 得 る こ と が で き る 。 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 に よ
っ て 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 目 的 遺 伝 子 ま た は そ れ に コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る よ う に 設 計 し た プ ロ ー
ブ （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る 抗 体 ま た は 約 ２ ０ ～ ８ ０ 塩 基 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど ）
で ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 。 選 択 し た プ ロ ー ブ で ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム ラ イ
ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 際 に は 、 Sambrook  ., Molecular Cloning: A Labo
ratory Manual (分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル ) (ニ ュ ー ヨ ー ク 州 : Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press, 1989) の １ ０ ～ １ ２ 章 に 記 載 の 標 準 的 な 方 法 で 行 う か 、 ま た は
上 記 Sambrook  .の セ ク シ ョ ン １ ４ に 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 は 、 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 異 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ に
導 入 す る か 、 ま た は 目 的 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と で 調 製 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 配 列 番 号 ２ 、 ４ ま た は ６ に 示 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 天 然 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 内 部 ま た は 末 端 の 一 方 か 両 方 に 挿 入 、 置 換 お よ び ／ ま た は 特 定 の
欠 失 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 変 異 体 は 、 成 熟 配 列 の 内 部 ま た は 末 端 の 一 方 か 両
方 に 挿 入 お よ び ／ ま た は 置 換 を 有 す る か 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の シ グ ナ ル 配 列 の 内 部 ま た は 末 端 の
一 方 か 両 方 に 挿 入 、 置 換 お よ び ／ ま た は 特 定 の 欠 失 を 有 す る 。 成 熟 配 列 と シ グ ナ ル 配 列 の
両 方 に 変 異 を 有 し て い て も よ い 。 本 願 で 定 義 し た よ う な 目 的 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 最 終
的 な 構 築 物 が 得 ら れ る よ う に 、 挿 入 、 置 換 お よ び ／ ま た は 特 定 の 欠 失 を 色 々 な 組 み 合 わ せ
で 用 い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 上 述 し た よ う な 前 駆 体 配 列 に 見 ら れ る 変 異 は 、 米 国 特 許 第 5,364,934号 に 記 載 の 同 類 お
よ び 非 同 類 変 異 に 関 す る 技 術 と ガ イ ド ラ イ ン を 元 に 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方
法 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た （ 部 位 特 異 的 ） 変 異 法 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 変 異
法 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 変 異 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ や ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） を 、 さ ら な る ク ロ ー
ニ ン グ （ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 ） や 発 現 の た め に 複 製 可 能 な ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 種 々 の ベ ク タ ー
が 入 手 可 能 で あ る 。 一 般 的 に ベ ク タ ー 構 成 成 分 に は 、 １ つ ま た は 複 数 の 以 下 の 成 分 が 含 ま
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い ： シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 １ つ ま た は 複 数
の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー 因 子 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 停 止 配 列 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 類 は 、 直 接 的 に 組 換 え に よ っ て 製 造 す る 以 外 に も 、 異 種 ポ リ ペ プ チ
ド （ 好 ま し く は シ グ ナ ル 配 列 や 特 定 の 開 裂 部 位 を 成 熟 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ
末 端 に 有 す る 他 の ポ リ ペ プ チ ド ） と の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 製 造 す る こ と も で き る 。 融
合 タ ン パ ク 質 は 組 換 え 法 に よ っ て 容 易 に 調 製 す る こ と が で き る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る
核 酸 を 読 み 枠 内 で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド し な い 核 酸 と 融 合 す る こ と が で き る が 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
を コ ー ド し な い 核 酸 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の Ｎ 末 端 、 Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 末 端 ま た は 内 部 に 融 合 さ せ る 。 融 合
遺 伝 子 は 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 装 置 な ど の 公 知 の 方 法 で 合 成 す る こ と も で き る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 融
合 タ ン パ ク 質 は 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の い か な る 部 分 を 含 有 し て い て も よ く 、 生 物 学 的 活 性 部 位
を い く つ も 含 有 し て い て も よ い 。 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 発 現 の 研 究 、 細 胞 の 局 在 化 、 バ イ オ
ア ッ セ イ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 精 製 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ま た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 法 と ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 容 易
に 製 造 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 で は ２ つ の 連 続 し た 遺 伝 子 断 片 の 間 に 相 補 的 な オ ー バ
ー ハ ン グ を 調 製 し 、 次 い で 増 幅 産 物 の ア ニ ー リ ン グ を 行 い 、 そ れ を 再 増 幅 す る こ と で キ メ
ラ 遺 伝 子 配 列 を 製 造 す る （ Ausubel  ., supra） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 シ グ ナ ル 配 列 は ベ ク タ ー の 構 成 要 素 で も よ い し 、 ベ ク タ ー に 挿 入 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ
Ａ の 一 部 で も よ い 。 選 択 し た 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 、 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 お よ び 処 理 さ れ
る （ 例 え ば 、 シ グ ナ ル ぺ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 開 裂 さ れ る ） も の が 好 ま し い 。 本 来 の Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ シ グ ナ ル 配 列 を 認 識 お よ び 処 理 す る こ と の な い 原 核 生 物 を 宿 主 細 胞 と す る 場 合 に は 、
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ シ グ ナ ル 配 列 を 原 核 性 シ グ ナ ル 配 列 （ 例 え ば 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ の リ
ー ダ ー 配 列 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ の リ ー ダ ー 配 列 お よ び 熱 安 定 性 II型 エ ン テ ロ ト キ シ ン の リ ー
ダ ー 配 列 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る も の ） で 置 換 す る 。 酵 母 に よ る 分 泌 の た め に は 、 本 来 の
シ グ ナ ル 配 列 を 、 例 え ば 、 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ の リ ー ダ ー 配 列 、 α 因 子 の リ ー ダ ー 配 列 （

属 お よ び 属 の α 因 子 リ ー ダ ー 配 列 を 含 み 、 後 者 は 1991年 4月 2
3日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,010,182号 に 記 載 さ れ て い る ） 、 酸 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ の リ ー
ダ ー 配 列 や  グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ の リ ー ダ ー 配 列 （ 1990年 4月 4日 に 発 行 さ れ
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た EP 362,179を 参 照 ） で 置 換 す る こ と が で き る 。 哺 乳 類 細 胞 に よ る 発 現 に お い て は 、 本 来
の シ グ ナ ル 配 列 （ 例 え ば 、 通 常 、 ヒ ト 細 胞 に お い て  で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 分 泌 を 指 示 す
る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ プ レ 配 列 ） で 十 分 で あ る が 、 他 の 哺 乳 類 シ グ ナ ル 配 列 が 適 当 な 場 合 も あ る 。
他 の 哺 乳 類 シ グ ナ ル 配 列 と し て は 、 他 の 動 物 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の シ グ ナ ル 配 列 や 、 同 一 ま た は
関 連 す る 種 の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 用 の シ グ ナ ル 配 列 が 挙 げ ら れ 、 他 に は ウ イ ル ス 分 泌 用 の リ
ー ダ ー 配 列 、 例 え ば 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ｇ Ｄ シ グ ナ ル も 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 発 現 お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 通 常 、 宿 主 生 物 に よ っ て 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー
を 含 有 し 、 発 現 可 能 な 状 態 で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 と 連 結 し て い る 。 ベ ク タ ー の 選 択 は 、 使 用 す
る 生 物 ま た は 細 胞 と 目 的 と す る ベ ク タ ー の 性 質 に よ っ て 支 配 さ れ て い る 。 ベ ク タ ー は 標 的
細 胞 中 で 一 回 複 製 す る も の で も 、 「 自 殺 」 ベ ク タ ー で も よ い 。 一 般 的 に 、 ベ ク タ ー は シ グ
ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー 因 子 、 プ ロ モ ー タ ー お よ び 転 写 停
止 配 列 を 包 含 す る 。 各 因 子 の 選 択 に つ い て は 、 ベ ク タ ー を 使 用 す る 生 物 に 依 存 し 、 容 易 に
決 定 す る こ と が で き る 。 上 記 因 子 の い く つ か は 特 定 条 件 下 で の み 機 能 す る も の で あ り 、 例
え ば 、 適 切 な 条 件 下 で の み 機 能 す る 誘 導 性 ま た は 条 件 付 プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ベ ク タ ー は ２ 種 に 大 別 す る こ と が で き る 。 １ つ は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で あ っ て 、 適 切
な 宿 主 細 胞 に お け る 増 殖 に 必 要 の な い 領 域 も 有 す る 複 製 プ ラ ス ミ ド ま た は フ ァ ー ジ で あ り
、 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 す る こ と が で き る 。 外 来 Ｄ Ｎ Ａ は ベ ク タ ー の 一 成 分 で あ る か の よ う に
複 製 し 、 増 幅 す る 。 も う 一 方 の 発 現 ベ ク タ ー （ プ ラ ス ミ ド 、 酵 母 ま た は 動 物 ウ イ ル ス ゲ ノ
ム ） は 、 外 来 遺 伝 物 質 を 宿 主 細 胞 ま た は 組 織 に 導 入 し 、 外 来 Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 と 翻 訳 を 行 う た
め の も の で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し た Ｄ Ｎ Ａ は 、 宿 主 細 胞 に 挿 入 遺 伝 子 を 転 写 す る た
め の 指 示 を 伝 達 す る プ ロ モ ー タ ー な ど の 因 子 に 発 現 可 能 な 状 態 で 連 結 し て い る 。 い く つ か
の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 特 定 の 因 子 に 応 答 し て 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る 誘 導 性 プ ロ モ ー
タ ー 、 は 特 に 有 用 で あ る 。 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー に 発 現 可 能 な 状 態 で 連 結 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま
た は そ の ア ン チ セ ン ス 構 築 物 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は そ の 断 片 、 あ る い は ア ン チ セ ン ス 構 築
物 の 発 現 を 制 御 す る こ と が で き る 。 典 型 的 な 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー の 具 体 例 に は 、 α － イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 、 熱 シ ョ ッ ク 、 重 金 属 イ オ ン 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド な ど の ス テ ロ イ ド 類 （ Ka
ufman RJ,“ Vectors Used for Expression in Mammalian Cells (哺 乳 類 細 胞 に お け る 発
現 に 用 い る ベ ク タ ー )” “ Methods in Enzymology, Gene Expression Technology (酵 素 学
の 方 法 、 遺 伝 子 発 現 技 術 )” , David V. Goeddel ed., 1990, 185:487-511） や テ ト ラ サ イ
ク リ ン に 応 答 す る プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 他 の 好 ま し い 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー に は 、 構
築 物 を 導 入 す る 細 胞 に と っ て 内 因 性 で は な い が 、 誘 導 性 物 質 を 細 胞 の 外 部 か ら 与 え た 時 に
応 答 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 、 構 造 遺 伝 子 の 開 始 コ ド ン の 上 流 （ ５ ’ 側 ） に 位 置 す る 非 翻 訳 配 列 （ 通
常 、 約 １ ０ ０ ～ １ ,０ ０ ０ ｂ ｐ ） で あ り 、 そ こ に 発 現 可 能 な 状 態 で 連 結 し た 特 定 の 核 酸 配
列 （ 例 え ば Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 配 列 ） の 転 写 と 翻 訳 を 制 御 す る も の で あ る 。 こ の よ う な プ ロ モ
ー タ ー は 典 型 的 に は ２ つ の ク ラ ス 、 誘 導 性 と 構 成 性 、 に 大 別 す る こ と が で き る 。 誘 導 性 の
プ ロ モ ー タ ー は 、 培 養 条 件 の 変 化 （ 例 え ば 、 栄 養 素 の 存 在 ま た は 不 在 、 ま た は 温 度 変 化 ）
に 応 じ て 、 そ の 制 御 下 の Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 レ ベ ル の 増 加 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 今 で
は 、 種 々 の 宿 主 細 胞 候 補 に よ っ て 認 識 さ れ る プ ロ モ ー タ ー が 多 数 知 ら れ て い る 。 こ の よ う
な プ ロ モ ー タ ー を 発 現 可 能 な 状 態 で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 連 結 す る 時 に は 、 Ｄ
Ｎ Ａ の 原 料 か ら 制 限 酵 素 消 化 に よ っ て プ ロ モ ー タ ー を 切 り 出 し 、 単 離 し た プ ロ モ ー タ ー 配
列 を ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。 本 来 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 種 々 の 異 種 プ ロ モ ー タ ー
は 共 に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ の 直 接 的 な 増 幅 お よ び ／ ま た は 発 現 に 使 用 す る こ と が で き る
。 し か し 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー は 、 通 常 、 本 来 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ プ ロ モ ー タ ー よ り も 高 い 転 写 率
と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 高 収 率 を 可 能 と す る た め 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 原 核 細 胞 、 真 核
細 胞 、 酵 母 お よ び 哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 に 用 い る た め の 種 々 の プ ロ モ ー タ ー が 存 在 し 、 当 業 者
に 知 ら れ て い る 。
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【 ０ １ ０ ６ 】
　 真 核 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 得 た 有
核 細 胞 ） に 用 い る 発 現 ベ ク タ ー も 、 転 写 停 止 と ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要 な 配 列 を 含 有 す る
。 こ の よ う な 配 列 は 、 真 核 生 物 ま た は ウ イ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 通 常 ５ ’ 側 、 時
に は ３ ’ 側 の 非 翻 訳 領 域 に 存 在 す る 。 こ の よ う な 領 域 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 非 翻 訳 領 域 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 有
す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 上 で 列 挙 し た 成 分 を １ つ ま た は 複 数 含 有 す る 適 切 な ベ ク タ ー の 構 築 に は 、 標 準 的 な 連 結
技 術 を 用 い る 。 必 要 な プ ラ ス ミ ド と な る よ う な 形 に 単 離 し た プ ラ ス ミ ド ま た は Ｄ Ｎ Ａ 断 片
を 開 裂 し 、 仕 立 て 直 し 、 再 連 結 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る 際 に 特 に 有 用 な の は 、 哺 乳 類 細 胞 中 で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
の 一 過 性 発 現 を 可 能 と す る 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 一 般 的 に 、 一 過 性 発 現 に は 宿 主 細 胞 内 で
効 果 的 に 複 製 す る こ と の で き る 発 現 ベ ク タ ー を 用 い 、 宿 主 細 胞 が 発 現 ベ ク タ ー の 複 数 の コ
ピ ー を 蓄 積 し 、 そ の 代 わ り に 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 目 的 ポ リ ペ プ チ ド を
高 レ ベ ル で 合 成 す る （ 上 述 の Sambrook  ., pp. 16.17 - 16.22を 参 照 ） 。 適 切 な 発 現
ベ ク タ ー と 宿 主 細 胞 を 包 含 す る 一 過 性 発 現 系 は 、 ク ロ ー ニ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ に コ ー ド さ れ て
い る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 の 同 定 を 簡 単 に 行 う だ け で な く 、 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を 対 象
と し て 目 的 と す る 生 物 学 的 特 徴 ま た は 生 理 的 特 徴 に つ い て の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能
と す る 。 し た が っ て 、 一 過 性 発 現 系 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 生 物 学 的 に 活 性 な 類 似 体 や 変 異 体 を
同 定 す る た め に 、 本 発 明 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 培 地 に お け る 脊 椎 動 物 細 胞 の 増 殖 （ 組 織 培 養 ） は 、 日 常 的 な 操 作 で あ る （ 例 え ば 、 “ Ti
ssue Culture (組 織 培 養 )” , Academic Press, Kruse and Patterson ed. (1973） を 参 照
） 。 有 用 な 哺 乳 類 宿 主 細 胞 系 と し て は 、 サ ル 腎 臓 細 胞 系 Ｃ Ｖ １ を SV40で 形 質 転 換 し た も の
（ COS-7、 ATCC CRL 1651） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -DHFR（ CHO、 Urlaub  
., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 77:4216 (1980)） 、 ヒ ト 子 宮 頸 癌 細 胞 （ HELA、 ATCC C

CL 2） お よ び イ ヌ 腎 臓 細 胞 （ MDCK、 ATCC CCL 34） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 上 述 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 製 造 用 の 発 現 ベ ク タ ー ま た は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し 、 好 ま し く は 形 質 転 換 し 、 プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 、 形 質 転 換 体 の 選 択 ま た は
目 的 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 増 幅 に 適 当 な よ う に 修 飾 し た 市 販 の 栄 養 培 地 で 培 養 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン と は 、 コ ー ド 配 列 が 実 際 発 現 さ れ る か ど う か に 関 係 の な い 、 宿 主
細 胞 に よ る 発 現 ベ ク タ ー の 取 り 込 み を 意 味 す る 。 通 常 の 知 識 を 有 す る 当 業 者 に ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン の た め の 方 法 が 多 数 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 が 挙 げ
ら れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 成 功 は 、 通 常 、 宿 主 細 胞 に お い て こ の ベ ク タ ー が 機 能 し
た こ と を 示 す 何 ら か の 指 標 が 生 じ た こ と に よ っ て 確 認 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 形 質 転 換 と は 、 核 外 因 子 ま た は 染 色 体 導 入 物 と し て 複 製 可 能 な よ う に Ｄ Ｎ Ａ を 生 体 に 導
入 す る こ と を 意 味 す る 。 使 用 す る 宿 主 細 胞 に よ る が 、 形 質 転 換 は 各 細 胞 に 適 し た 標 準 的 な
方 法 で 行 う 。 上 述 の Sambrook  .、 セ ク シ ョ ン １ ． ８ ２ に 記 載 の 塩 化 カ ル シ ウ ム を 用
い た カ ル シ ウ ム 処 理 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 が 、 実 質 的 に 細 胞 壁 の バ リ ア を 有 す
る 原 核 細 胞 や 他 の 細 胞 に 一 般 的 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 哺 乳 類 細 胞 宿 主 系 形 質 転 換 の 一 般 的 な 特 徴 は 、 1983年 8月 16日 発 行 の 米 国 特 許 第 4,399,2
16号 に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 の 形 質 転 換 は 、 典 型 的 に は 、 Van Solingen  ., J. Bact
., 130:946 (1977) お よ び  Hsiao  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979
) の 方 法 に 準 じ て 実 施 す る 。 し か し 、 細 胞 に Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る た め の 他 の 方 法 、 例 え ば 、
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核 の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 細 菌 の プ ロ ト プ ラ ス ト を
無 傷 の 細 胞 と 融 合 す る 方 法 、 ま た は ポ リ カ チ オ ン 法 （ 例 え ば 、 ポ リ ブ レ ン 、 ポ リ オ ル ニ チ
ン な ど を 用 い る 方 法 ） を 実 施 す る こ と も で き る 。 哺 乳 類 細 胞 を 形 質 転 換 す る 種 々 の 方 法 に
つ い て は 、 Keown  ., Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990) お よ び  Mansour
  ., Nature, 336:348-352 (1988) を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 に 用 い る 原 核 細 胞 は 、 上 述 の Sambrook  .
な ど に 一 般 的 に 記 載 さ れ て い る 適 切 な 培 地 で 培 養 す る 。 一 般 的 に 、 哺 乳 類 培 養 細 胞 の 生 産
性 を 最 大 に す る た め の 原 理 、 方 法 、 実 践 的 技 術 に つ い て は 、 “ Mammalian Cell Biotechno
logy: a Practical Approach (哺 乳 類 細 胞 生 物 工 学 ： 実 践 的 手 法 )” , M. Butler ed. (IR
L Press, 1991) に 記 載 さ れ て い る 。  
【 ０ １ １ ５ 】
　 遺 伝 子 の 増 幅 お よ び ／ ま た は 発 現 は 試 料 か ら 直 接 測 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 本 願 で
開 示 す る 配 列 に 基 づ い た 適 切 な 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い た 、 公 知 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 転 写 を 測 定 す る た め の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 （ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
77:5201-5205 (1980)） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 （ Ｄ Ｎ Ａ 解 析 ） ま た は    ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 種 々 の 標 識 、 最 も 一 般 的 に は ラ ジ オ ア イ ソ
ト ー プ 、 特 に 3 2 Ｐ を 使 用 す る 。 し か し 、 そ の 他 の 技 術 、 例 え ば 、 特 定 の 二 本 鎖 分 子 （ 二 本
鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 ま た は Ｄ Ｎ Ａ － タ ン パ ク 質
二 本 鎖 を 含 む ） を 認 識 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 抗 体 に 標 識 を 導 入 す る た め の ビ オ チ ン
修 飾 ヌ ク レ オ チ ド も 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 は 、 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 的 染 色 、 培 養 細 胞 や 体 液 の イ ム ノ ア ッ セ イ と い っ
た 免 疫 学 的 手 法 に よ っ て 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 直 接 定 量 す る こ と も で き る 。 免 疫 組 織 的 染
色 技 術 に お い て は 、 細 胞 試 料 を （ 典 型 的 な 方 法 で は 脱 水 と 固 定 に よ っ て ） 調 製 し 、 細 胞 に
カ ッ プ リ ン グ さ れ て い る 遺 伝 子 産 物 に 特 異 的 な 標 識 抗 体 と 反 応 さ せ る 。 こ の 場 合 の 標 識 は
、 通 常 目 視 で 検 出 可 能 な 酵 素 ラ ベ ル 、 蛍 光 ラ ベ ル 、 発 光 ラ ベ ル な ど で あ る 。 本 発 明 で の 使
用 に 適 し た 特 に 感 度 の 高 い 染 色 方 法 が 、 Hsu  ., Am. J. Clin. Path., 75:734-738 (
1980) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】

　
　 ヒ ト 由 来 で は な い 組 換 え 細 胞 に よ っ て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 製 造 し た 場 合 、 得 ら れ た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
は ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 や ポ リ ペ プ チ ド を 全 く 含 ま な い 。 し か し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と し て 実 質
的 に 均 質 な 調 製 物 を 得 る た め に は 、 製 造 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 組 換 え 細 胞 の タ ン パ ク 質 や ポ リ
ペ プ チ ド か ら 精 製 す る 必 要 が あ る 。 精 製 を 行 う に は 、 ま ず 、 培 地 ま た は 細 胞 溶 解 物 を 遠 心
分 離 す る こ と で 、 そ こ か ら 粒 状 の 細 胞 片 を 取 り 除 く こ と が で き る 。 次 い で 、 適 切 な 精 製 方
法 の 例 と し て 以 下 に 挙 げ る 方 法 で 、 異 物 で あ る 可 溶 性 の タ ン パ ク 質 や ポ リ ペ プ チ ド か ら Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 精 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム に よ る 分
取 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 、 シ リ カ 充 填 カ ラ ム を 用 い た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ク
ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ （ chromatofocusing） 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ 法 、 エ ピ ト ー プ タ グ 結
合 樹 脂 を 用 い る 方 法 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 Sephadex G-75な ど を
用 い た ゲ ル 濾 過 、 お よ び Ｉ ｇ Ｇ な ど の 異 物 を 取 り 除 く た め の プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ
ラ ム を 用 い る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 さ れ た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 体 は 、 変 異 に よ っ て 生 じ た
物 性 の 実 質 的 な 変 化 に も 注 意 し な が ら 、 前 駆 体 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 と 同 様 の 方 法 で 回 収 す る 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 結 合 樹 脂 （ monoclonal anti-AMIGO resin） な ど の イ ム
ノ ア フ ィ ニ テ ィ 樹 脂 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 体 中 に 残 っ て い る 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ に 結
合 さ せ る こ と に よ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 体 を 樹 脂 に 吸 収 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
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　 変 異 体 の ア ッ セ イ は 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 分 子 の 免 疫 特 性 の
変 化 、 例 え ば 一 定 の 抗 体 に 対 す る 親 和 性 な ど は 、 競 合 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 で
き る 。 タ ン パ ク 質 や ポ リ ペ プ チ ド の 物 性 の 他 の 考 え う る 変 化 、 例 え ば 酸 化 還 元 性 、 熱 安 定
性 、 疎 水 性 、 タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 感 受 性 、 担 体 と の 凝 集 傾 向 や 多 量 体 形 成 傾 向 な ど は
、 当 業 界 で 公 知 の 方 法 で ア ッ セ イ を 行 う 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド も 包 含 す
る 。 キ メ ラ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 本 発 明 で 定 義 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 変 異 体 の １ 種 で あ る 。 １ つ の 好 ま
し い 態 様 に お い て は 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 、 抗 タ グ 抗 体 ま た は 抗 タ グ 分
子 が 選 択 的 に 結 合 可 能 な エ ピ ト ー プ を 提 供 す る タ グ ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 物 を 包 含 す る 。
こ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ は 、 一 般 的 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端
に 設 け ら れ る 。 エ ピ ト ー プ タ グ を 付 し た こ の よ う な 形 態 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 タ グ ポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る 標 識 抗 体 を 用 い て そ の 存 在 を 検 出 す る こ と が 可 能 な の で 好 ま し い 。 ま た 、 エ ピ
ト ー プ タ グ を 付 与 す る こ と で 、 抗 タ グ 抗 体 を 用 い た 親 和 性 精 製 で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 容 易 に 精 製
す る こ と が 可 能 に な る 。 抗 体 を 用 い た 親 和 性 精 製 の 方 法 お よ び 診 断 の た め の ア ッ セ イ に 関
し て は 後 述 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 タ グ ポ リ ペ プ チ ド と そ の 抗 体 に つ い て は 、 当 業 界 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、
イ ン フ ル エ ン ザ Ｈ Ａ タ グ ポ リ ペ プ チ ド と そ の 抗 体 で あ る １ ２ Ｃ Ａ ５ （ Field  ., Mol.
 Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)） 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ タ グ と そ の 抗 体 で あ る ８ Ｆ ９ 、 ３ Ｃ ７
、 ６ Ｅ １ ０ 、 Ｇ ４ 、 Ｂ ７ お よ び ９ Ｅ １ ０ （ Evan  ., Molecular and Cellular Biolog
y, 5:3610-3616 (1985)） 、 な ら び に 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ （ ｇ Ｄ ） タ
グ と そ の 抗 体 （ Paborsky  ., Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)） な ど で
あ る 。 そ の 他 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド も 開 示 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Ｆ ｌ ａ ｇ  ペ プ チ ド （ Hopp 
 ., BioTechnology, 6:1204-1210 (1988)） 、 Ｋ Ｔ ３ エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド （ Martin 

 ., Science, 255:192-194 (1992)） 、 α － チ ュ ー ブ リ ン エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド （ Skinner
  ., J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)） 、 お よ び Ｔ ７ 遺 伝 子 誘 導 タ ン パ ク
質 に 由 来 す る ペ プ チ ド タ グ （ Lutz-Freyermuth  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87
:6393-6397 (1990)） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 タ グ ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 す れ ば 、 そ れ に 対 す る 抗 体 を 、 本 願 で 説 明 す る 方 法 に よ っ て 作
製 す る こ と が で き る 。 Ｃ 末 端 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 配 列 タ グ が 好 ま し い 。 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 配 列 は
、 Lindsay  ., Neuron 17:571-574 (1996) に 記 載 の Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て タ グ を 付 し た タ ン パ ク 質 の 単 離 を 可 能 に す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 エ ピ ト ー プ タ グ を 付 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 構 築 と 製 造 に 適 し た 一 般 的 な 方 法 は 、 上 記 し た 様
々 な 方 法 と 同 様 の も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 エ ピ ト ー プ タ グ を 付 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 抗 タ グ 抗 体 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 簡 便 に 精 製 す る こ と が で き る 。 ア フ ィ ニ テ ィ 抗 体 を 結 合 さ せ る マ ト リ ク ス と
し て は 大 抵 の 場 合 ア ガ ロ ー ス が 用 い ら れ る が 、 他 の マ ト リ ク ス （ 例 え ば 、 多 孔 性 ガ ラ ス ビ
ー ズ （ controlled pore glass） や ポ リ ス チ レ ン ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン ） も 使 用 可 能 で あ る 。
エ ピ ト ー プ タ グ を 付 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 例 え ば 緩 衝 液 の ｐ Ｈ や イ オ ン 強 度 を 変 化 さ せ た り
、 カ オ ト ロ ピ ッ ク な 物 質 を 加 え た り す る こ と に よ り 、 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム か ら 溶 出 さ せ る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 適 切 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 結 合 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 よ り 構 築 さ れ る キ メ
ラ （ イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ immunoadhesins） ） は 当 業 界 で よ く 知 ら れ て い る 。 文 献 に 発 表 さ
れ た イ ム ノ ア ド ヘ シ ン と し て は 、 以 下 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 Ｔ 細 胞 受 容
体 （ Gascoigne  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 2936-2940 (1987)） 、 Ｃ Ｄ ４
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* （ Capon  ., Nature 337: 525-531 (1989)、 Traunecker  ., Nature, 339: 68-
70 (1989)、 Zettmeissl  ., DNA Cell Biol USA, 9: 347-353 (1990) お よ び  Byrn 
 ., Nature, 344: 667-670 (1990)） 、 Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 （ Ashkenazi  ., Proc. Natl
. Acad. Sci. USA, 88: 10535-10539 (1991)、 Lesslauer  ., Eur. J. Immunol., 27
: 2883-2886 (1991) お よ び  Peppel  ., J. Exp. Med., 174:1483-1489 (1991)） 、
お よ び Ｉ ｇ Ｅ レ セ プ タ ー α * （ Ridgway  ., J. Cell. Biol., 1 15:abstr. 1448 (199
1)） 。 文 中 の ア ス タ リ ス ク （ * ） は 、 受 容 体 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン
バ ー で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 最 も 単 純 で 簡 単 な イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 設 計 に お い て は 、 「 ア ド ヘ シ ン 」 タ ン パ ク 質 の 結 合
領 域 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｈ 鎖 の ヒ ン ジ 部 と Ｆ ｃ 領 域 と 組 み 合 わ せ る 。 通 常 、 本 発 明 の Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ を 調 製 す る 場 合 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 を 、 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の Ｃ 末 端 側 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 結 合 す る よ う に 、 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 側 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 結 合 す る よ う
に 核 酸 を 融 合 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ の よ う な 融 合 物 で は 、 概 し て コ ー ド さ れ た キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 免 疫 グ
ロ ブ リ ン  Ｈ 鎖 の 定 常 領 域 の ヒ ン ジ ド メ イ ン 、 Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン お よ び Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン を 、
機 能 的 な 活 性 を 有 す る 形 態 で 保 有 す る 。 定 常 ド メ イ ン の Ｆ ｃ 部 位 の Ｃ 末 端 か ら 融 合 す る こ
と も で き る し 、 Ｈ 鎖 の Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン の Ｎ 末 端 の 直 前 や Ｌ 鎖 の 対 応 領 域 か ら 融 合 す る こ と
も で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 融 合 さ せ る 正 確 な 位 置 は 重 要 で は な く 、 融 合 に 適 し た 特 定 の 位 置 も よ く 知 ら れ て い る 。
融 合 位 置 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン キ メ ラ の 生 物 学 的 活 性 、 分 泌 特 性 ま た は 結 合 特
性 の 最 適 化 を 目 的 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ イ ム ノ ア ド ヘ シ ン を 発 現 さ せ る 宿 主 細 胞 系 の 選 択 は 、 主 に 発 現 ベ ク タ ー に 依
存 す る 。 他 に 考 慮 す る 点 は 、 必 要 な タ ン パ ク 質 の 量 で あ る 。 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法
ま た は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 法 （ Aruffo  ., Cell, 61:1303-1313 (1990) お よ び  
Zettmeissl  ., DNA Cell Biol. US, 9:347-353 (1990)） を 用 い た 一 過 性 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン で は 、 し ば し ば ミ リ グ ラ ム 単 位 の タ ン パ ク 質 を 製 造 で き る 。 よ り 多 量 の タ ン パ
ク 質 が 望 ま れ る 場 合 に は 、 宿 主 細 胞 系 を 安 定 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 付 し た 後 で イ ム ノ ア
ド ヘ シ ン を 発 現 さ せ れ ば よ く 、 例 え ば 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 を コ ー ド す る さ ら な る プ ラ
ス ミ ド の 存 在 下 で チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ） に 発 現 ベ ク タ ー を 導 入
す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】

　
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 は 、 本 発 明 で 例 示 す る 組 換 え 技 術 に よ る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
に 有 用 で あ り 、 こ の よ う に し て 得 ら れ る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 後 述 す る 多 様 な 用 途
を 有 す る 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 の 製 造 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 免 疫 組 織 染 色 お よ び ／ ま た は 体 液 試 料 の ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
と ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は そ の 断 片 を 包 含 す る 。 本
発 明 の １ つ の 好 ま し い 態 様 に は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 も 含 ま れ る 。
上 記 の 抗 体 は 、 診 断 ア ッ セ イ に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 同 定 に 有 用 で あ り 、 こ の よ う な 診 断 ア
ッ セ イ に よ っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 存 在 量 が 関 与 す る 疾 患 に 罹 患 し た 哺 乳 類 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ 存 在 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ と そ の 受 容 体 と の 相 互 作 用 を 遮 断 す る の に も 有 用 で あ る た め 、 後 述 す る よ う に 、 Ａ
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Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 関 連 疾 患 を 治 療 す る た め の 治 療 環 境 に お い て も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 全 長 配 列 ま た は ペ プ チ ド 断 片 に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 は 、 公 知 の い か な る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 法 、 例 え ば  Harlow  ., （ 19
88, “ Antibodies, A Laboratory Manual（ 抗 体 、 実 験 マ ニ ュ ア ル ） ” 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州
： Cold Spring Harbor） に 記 載 の 手 法 、 を 用 い て 調 製 し て も よ い 。 な お 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 少 な く と も 次 の ４ つ の 工 程 を 含 ん で な る ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て
調 製 す る こ と が で き る 。 （ １ ） 宿 主 ま た は 宿 主 の リ ン パ 球 を 免 疫 す る 工 程 、 （ ２ ） モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る （ ま た は 分 泌 能 を 有 す る ） リ ン パ 球 を 回 収 す る 工 程 、 （ ３ ） 不 死
化 し た 細 胞 へ と 該 リ ン パ 球 を 融 合 す る 工 程 、 そ し て （ ４ ） 所 望 の （ 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ） モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 細 胞 を 選 択 す る 工 程 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 従 来 の Ｉ ｇ 精 製 法
、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電
気 泳 動 、 透 析 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど を 用 い
て 、 培 地 や 腹 水 液 か ら 単 離 ま た は 精 製 す る こ と が で き る （ Harlow  ., supra） 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ま た は そ の 他 の 適 当 な 宿 主 を 免 疫 し て 、 免
疫 原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 製 造 す る か 、 ま た は 製 造 能 を 有 す る リ ン パ 球 を 誘 導 す る 。
ま た 、 リ ン パ 球 は    で 免 疫 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ヒ ト の 細 胞 が 望 ま し い 場 合 は 、 一 般 に 、 末 梢 血 リ ン パ 球 を 用 い る 。 し か し 、 ヒ ト 以 外 の
哺 乳 類 由 来 の 脾 臓 細 胞 ま た は 脾 臓 リ ン パ 球 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 免 疫 原 に は 一 般 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 お よ び ヒ ト 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 も 包 含 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ヒ ト 化 し た 非 ヒ ト 動 物 抗 体 と は 、 非 ヒ ト 動 物 Ｉ ｇ か ら 誘 導 し た 最 小 配 列 を 含 有 す る キ メ
ラ Ｉ ｇ 、 そ の Ｉ ｇ 鎖 ま た は 断 片 （ 例 え ば 、 抗 体 の Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ）
ま た は そ の 他 の 抗 原 結 合 性 配 列 ） で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 動 物 原 料 か ら 導 入 し た １ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す
る 。 こ の よ う な 非 ヒ ト 動 物 種 由 来 ア ミ ノ 酸 残 基 を し ば し ば 「 外 来 （ import） 」 残 基 と 称 し
、 そ の 残 基 は 一 般 に 「 外 来 」 可 変 ド メ イ ン か ら 得 た も の で あ る 。 ヒ ト 化 は 、 げ っ 歯 類 の 相
補 性 決 定 部 位 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） ま た は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を ヒ ト 抗 体 の 対 応 す る 配 列 に 置 換 す る こ と で 達
成 す る （ Jones  ., Nature 321:522-525 (1986)、 Riechmann  ., Nature 332:32
3-327 (1988) お よ び  Verhoeyen  ., Science 239:1534-1536, (1988)） 。 こ の よ う
な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は キ メ ラ 抗 体 で あ り （ 米 国 特 許 第  4,816,567 号 , 1989） 、 そ れ は 完 全
な ヒ ト 可 変 ド メ イ ン に 実 質 的 に は 満 た な い 部 分 が 、 非 ヒ ト 動 物 種 の 対 応 配 列 で 置 換 さ れ た
も の で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 一 般 的 に ヒ ト 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ 内 の 残 基 の 一 部 、 さ ら
に 可 能 で あ れ ば Ｆ Ｒ 内 の 残 基 の 一 部 が 、 げ っ 歯 類 抗 体 の 相 同 部 位 の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ
た も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 に は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 の 相 補 性 決 定 部 位 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） の 残 基 が
、 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 お よ び 適 応 力 を 有 す る 非 ヒ ト 動 物 種 抗 体 （ ド ナ ー 抗 体 ） （ 例 え ば
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ な ど の 抗 体 ） の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た 、 ヒ ト Ｉ ｇ （ レ
シ ピ エ ン ト 抗 体 ） が 含 ま れ る 。 場 合 に よ っ て は 、 ヒ ト Ｉ ｇ  Ｆ ｖ 断 片 の フ レ ー ム ワ ー ク 配
列 中 の 残 基 を 、 非 ヒ ト 動 物 種 の 対 応 す る 残 基 で 置 換 す る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗
体 中 に も 、 あ る い は 外 来 Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 や フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 中 に も 存 在 し な い 残 基 を 包 含 し
て も よ い 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 全
て を 実 質 的 に 含 有 し 、 こ の 可 変 ド メ イ ン の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 全 て で な く と も 大 部 分 は 非 ヒ ト 動
物 Ｉ ｇ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に 相 当 し 、 Ｆ Ｒ 領 域 の 全 て で な く と も 大 部 分 は ヒ ト Ｉ ｇ の コ ン セ ン サ
ス 配 列 で あ る 。 最 適 な ヒ ト 化 抗 体 は 、 典 型 的 に は ヒ ト Ｉ ｇ の Ｉ ｇ 定 常 領 域 の 少 な く と も 一
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部 も 含 有 す る （ Jones  ., supra お よ び  Presta LG, Curr Opin Biotechnol 3:394-3
98 (1992)） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー 法 （ Hoogenboom  ., Nucleic Aci
ds Res 19:4133-4137 (1991) お よ び  Marks  ., Biotechnology (NY) 10:779-83 (19
91)） や ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 法 （ Boerner  ., J. Immunol 147(1):86-95 (
1991) お よ び  Reisfeld and Sell,“ Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy（ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗 癌 治 療 ） ” ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ： Alan R. Liss, Inc., 1985） な ど の 様 々
な 方 法 に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 内 因 性 Ｉ ｇ 遺 伝 子 が 部 分 的 に ま た は 完
全 に 不 活 化 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に ヒ ト Ｉ ｇ 遺 伝 子 を 導 入 す る 方 法 も 、 ヒ ト
抗 体 の 合 成 に 活 用 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 実 践 し て み る と 、 ヒ ト 抗 体 の 製 造 が 観 察
さ れ 、 例 え ば 遺 伝 子 の 再 配 列 、 ア セ ン ブ リ お よ び 抗 体 の レ パ ー ト リ ー な ど の 事 象 が 、 ヒ ト
に 見 ら れ る も の と 全 て の 点 に お い て 酷 似 し て い た （ 米 国 特 許 第  5,545,807 号 , 1996、 米
国 特 許 第  5,545,806 号 , 1996、 米 国 特 許 第  5,569,825 号 , 1996、 米 国 特 許 第  5,633,425
 号 , 1997、 米 国 特 許 第  5,661,016 号 , 1997、 米 国 特 許 第  5,625,126 号 , 1997、 Fishwil
d  ., Nat Biotechnol 14:845-51 (1996)、 Lonberg and Huszar, Int Rev Immunol 1
3:65-93 (1995)、 Lonberg  ., Nature 368:856-9 (1994) お よ び  Marks  ., Bio
technology (NY) 10:779-783 (1992)） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 １ つ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル な 二 重 特 異 性 抗 体 、 好 ま し く
は ヒ ト 抗 体 ま た は ヒ ト 化 抗 体 を 包 含 す る 。 二 重 特 異 性 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 。 例 え ば 、 一 方 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る 結 合 特 異 性 で 、 他 の 一
方 は 任 意 の 抗 原 、 好 ま し く は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 受 容 体 ま た は 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 に
対 す る 結 合 特 異 性 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 従 来 の 方 法 で は 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 組 換 え に よ る 製 造 は 、 ２ 組 の Ｉ ｇ の Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 の 共
発 現 に 基 づ い て い る が 、 そ の 場 合 、 ２ 本 の Ｈ 鎖 は 異 な る 特 異 性 を 有 し て い る （ Milstein a
nd Cuello, Nature 305:537-540 (1983)） 。 Ｉ ｇ の Ｈ 鎖 と Ｌ 鎖 を 任 意 に 組 合 せ る こ と に よ
っ て 得 ら れ る ハ イ ブ リ ド ー マ （ ク ワ ド ロ ー マ （ quadroma） ） は 、 異 な る １ ０ 種 の 抗 体 分 子
の 混 合 物 を 産 生 す る 可 能 性 が あ る が 、 そ の う ち 所 望 の 二 重 特 異 性 構 造 を 有 す る の は １ 種 だ
け で あ る 。 得 ら れ た 所 望 の 抗 体 は ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー や そ の 他 の 方 法 （ WO 9
3/08829, (1993) お よ び  Traunecker  ., Trends Biotechnol 9:109-113 (1991)） に
よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 を 製 造 す る （ Suresh  ., Methods Enzymol. 121:210-228 (1986)）
に は 、 所 望 の 抗 原 抗 体 結 合 部 位 を 有 す る 可 変 ド メ イ ン を Ｉ ｇ 定 常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 さ せ
る 。 好 ま し く は 、 ヒ ン ジ 部 、 Ｃ Ｈ ２ 領 域 お よ び Ｃ Ｈ ３ 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 有 す る Ｉ
ｇ の Ｈ 鎖 定 常 ド メ イ ン に 融 合 さ せ る 。 Ｌ 鎖 と の 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 １ Ｈ 鎖 定 常 領 域
（ Ｃ Ｈ １ ） が 、 融 合 物 の 少 な く と も １ つ に 含 ま れ て い る こ と が 好 ま し い 。 Ｉ ｇ  Ｈ 鎖 融 合
物 と 、 所 望 に よ り Ｉ ｇ  Ｌ 鎖 も コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 そ れ ぞ れ 別 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し
、 適 切 な 宿 主 生 物 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 し 、 化 学 的 に カ ッ プ リ ン グ し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成
す る 。 例 え ば 、 完 全 に ヒ ト 化 し た 二 重 特 異 性 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る （
Shalaby  ., J Exp Med. 175: 217-225 (1992)） 。 各 Ｆ ａ ｂ 断 片 を 大 腸 菌 に 別 々 に 分
泌 さ せ 、   で 化 学 的 に 直 接 カ ッ プ リ ン グ し て 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ま た 、 二 重 特 異 性 抗 体 の 断 片 を 培 養 組 換 え 細 胞 か ら 直 接 調 製 し た り 単 離 し た り す る た め
の 様 々 な 方 法 も 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー モ チ ー フ を 活 用 す る こ と が で
き る （ Kostelny  ., Immunol. 148:1547-1553 (1992)） 。 Fosタ ン パ ク 質 と Junタ ン パ
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ク 質 か ら 得 た ペ プ チ ド を 、 遺 伝 子 融 合 に よ っ て ２ つ の 異 な る 抗 体 の Ｆ ａ ｂ 部 位 に 結 合 す る
。 抗 体 の ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 部 で 還 元 し て モ ノ マ ー に 分 離 し 、 該 モ ノ マ ー を 再 び 酸 化 し
て 抗 体 の ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る 。 こ の 方 法 で 抗 体 の ホ モ ダ イ マ ー を 製 造 す る こ と も で
き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 「 二 重 特 異 性 抗 体 （ diabody） 」 技 術 （ Holliger  ., Proc Natl Acad Sci USA. 90
:6444-6448 (1993)） は 、 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 製 造 す る た め の 別 の 方 法 を 提 供 す る 。 こ
の 断 片 は 、 同 一 鎖 上 で ２ つ の ド メ イ ン を 対 合 さ せ る に は 短 す ぎ る リ ン カ ー を 介 し て 結 合 し
た 、 Ｈ 鎖 の 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ ） と Ｌ 鎖 の 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ ） を 含 有 す る 。 １ つ の 断 片
の Ｖ Ｈ ド メ イ ン と Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 、 他 の 断 片 の 相 補 的 な Ｖ Ｌ ド メ イ ン お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン
に 対 合 さ せ 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 製 造 す る た め の 別 の
方 法 は 、 １ 本 鎖 Ｆ ｖ （ ｓ Ｆ ｖ ） ダ イ マ ー を 用 い る （ Gruber  ., Immunol. 152:5368-5
374 (1994)） 。 ま た 、 三 重 特 異 性 抗 体 な ど 、 ２ 価 を 超 え る 力 価 の 抗 体 も 想 像 す る こ と が で
き る （ Tutt  ., J lmmunol. 147:60-69 (1991)） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 １ 種 以 上 の 免 疫 原 を 、 所 望 に よ り ア ジ ュ バ ン ト と 共 に
注 射 す る こ と で 、 哺 乳 類 を 宿 主 と し て 製 造 す る こ と が で き る 。 概 し て 、 免 疫 原 お よ び ／ ま
た は ア ジ ュ バ ン ト を 哺 乳 類 に 対 し て 皮 下 注 射 ま た は 腹 腔 内 注 射 を 数 回 行 う こ と に よ っ て 投
与 す る 。 免 疫 原 と し て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 融 合 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て は 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質
Ａ 合 成 ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ ミ コ レ ー ト （ monophosphoryl Lipid A synthetic-trehalose
 dicorynomycolate、 Ｍ Ｐ Ｌ － Ｔ Ｄ Ｍ ） が 挙 げ ら れ る 。 免 疫 応 答 を 高 め る に は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ 宿 主 中 で 免 疫 原 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば ス カ シ 貝 ヘ モ シ ア ニ ン （ keyhole limpet
 hemocyanin、 Ｋ Ｌ Ｈ ） 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ  チ ロ グ ロ ブ リ ン お よ び 大 豆 ト リ プ シ ン 阻
害 因 子 、 に 免 疫 原 を 結 合 さ せ て も よ い 。 抗 体 の 製 造 手 順 は 、 上 記 し た Harlow  .に 記
載 さ れ て い る 。 そ の 他 に も 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｉ ｇ Ｙ 分 子 を 産 生 す る ニ ワ ト リ で 製
造 す る こ と も で き る （ Schade  .,“ The production of avian (egg yolg) antibodie
s: IgY. The report and recommendations of ECVAM workshop（ ト リ （ 卵 黄 ） 抗 体 で あ る
Ｉ ｇ Ｙ の 製 造  ECVAMワ ー ク シ ョ ッ プ に よ る 報 告 と 推 奨 方 法 ） ” 、 Alternatives to Labora
tory Animals NAILA. 24:925-934 (1996)） 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 活 性
に 関 連 す る か Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 反 応 性 に 益 を 得 る 疾 患 や 障 害 の 治 療 に お い て 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト
に 投 与 す る こ と を 目 的 と し た 、   ま た は    に お け る 治 療 用 途 を 有 す る と 考
え ら れ る 。 特 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 適 し た 疾 患 は 、 神 経 障 害 、 好 ま し く は 中 枢 神 経 系 障 害 、 パ ー
キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 神 経 損 傷 ま た は 脳 腫 瘍 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 患 者 に 対 し 、 効 果 的 な 量 の 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ペ プ
チ ド 断 片 、 変 異 体 ま た は そ の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 投 与 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 作 用 物 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 拮 抗 物 質 ま た は 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 の 投 与 を 包 含 す る 治 療 方 法 は
本 願 の 範 囲 内 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 適 切 な 薬 理 学 的 担 体 に 担 持 さ せ た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の タ
ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 断 片 ま た は 誘 導 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の タ
ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 断 片 ま た は 変 異 体 の 投 与 は 、 全 身 に 行 っ て も よ い し 、 局 所 的 に 行 っ て
も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 疾 患 や 医 学 的 障 害 に お い て 、 神 経 細 胞 お よ び ／ ま た は 神 経 細 胞 の 軸 索 突 起 の 生 存 や 機 能
に 欠 陥 が 生 じ た 場 合 、 そ れ は 神 経 障 害 と み な さ れ る 。 そ の よ う な 神 経 障 害 は 、 以 下 に 挙 げ
る 病 態 の 結 果 と し て 起 こ る も の で あ る 。 （ ａ ） 傷 害 部 位 近 傍 の 軸 索 突 起 お よ び ／ ま た は 神
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経 細 胞 本 体 の 変 性 を 引 き 起 こ す 身 体 的 傷 害 、 （ ｂ ） 発 作 な ど の 虚 血 症 、 （ ｃ ） 癌 の 化 学 療
法 薬 剤 （ 例 え ば 、 シ ス プ ラ チ ン ） お よ び エ イ ズ の 化 学 療 法 薬 剤 （ 例 え ば 、 ジ デ オ キ シ シ チ
ジ ン （ ｄ ｄ Ｃ ） ） な ど の 神 経 毒 素 へ の 曝 露 、 （ ｄ ） 糖 尿 病 や 腎 臓 機 能 障 害 な ど の 慢 性 代 謝
障 害 、 お よ び （ ｅ ） パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 お よ び 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ Ａ
Ｌ Ｓ ） な ど の 、 特 定 の 神 経 群 の 変 性 を 伴 う 神 経 変 性 疾 患 。 即 ち 、 神 経 障 害 を 起 こ す 病 態 の
中 に は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 発 作 、 糖 尿 病 性 多 発
神 経 炎 、 中 毒 性 神 経 炎 、 グ リ ア 性 瘢 痕 、 お よ び 神 経 系 へ の 物 理 的 損 傷 が 含 ま れ る 。 物 理 的
損 傷 に は 、 脳 や 脊 髄 の 物 理 的 傷 害 や 、 上 肢 、 手 や 身 体 の 他 の 部 位 に お け る 圧 挫 傷 や 切 り 傷
な ど が あ り 、 例 え ば 、 発 作 に よ っ て 生 じ た 、 神 経 系 の 一 部 に お け る 血 流 の 一 時 的 ま た は 永
続 的 な 停 止 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 は 、 発 作 や 外 傷 性 傷 害 な ど 、 中 枢 神 経 系 に 傷 害 を 負 っ た 哺 乳 類 の 治 療 方 法 を 開 示
す る 。 こ の 方 法 は 、 負 傷 後 少 な く と も ６ 時 間 、 例 え ば １ ２ 、 ２ ４ 、 ４ ８ 時 間 ま た は そ れ 以
上 の 長 時 間 が 経 過 し た 哺 乳 類 に 対 し 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 断 片 、 ま
た は 変 異 体 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 。 な お 本 発 明 の 治 療 方 法 を 実 践 す る こ と の で き る 対 象 治
療 範 囲 に は 、 未 だ 限 界 が 定 ま っ て い な い 。 本 発 明 は 、 様 々 な 病 態 が 原 因 と な っ て 起 こ る 中
枢 神 経 系 傷 害 に 伴 う 、 １ つ ま た は 複 数 の 悪 性 症 状 を 治 療 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
血 栓 、 塞 栓 お よ び 全 身 の 低 血 圧 は 発 作 の 原 因 と し て 最 も 一 般 的 な も の で あ る 。 他 の 傷 害 の
原 因 と し て は 、 高 血 圧 症 、 高 血 圧 性 大 脳 血 管 疾 患 、 動 脈 瘤 破 裂 、 血 管 腫 、 血 液 疾 患 、 心 不
全 、 心 拍 停 止 、 心 臓 性 シ ョ ッ ク 、 腎 不 全 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 頭 部 外 傷 、 脊 髄 外 傷 、 癲 癇
発 作 、 腫 瘍 か ら の 出 血 や そ の 他 の 血 液 量 ま た は 血 圧 の 低 下 な ど が 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 傷
害 は 、 生 理 機 能 の 破 壊 、 そ れ に 続 く ニ ュ ー ロ ン の 死 滅 、 そ し て 負 傷 部 位 の 壊 死 （ 梗 塞 ） へ
と つ な が る 。 本 願 明 細 書 で 「 発 作 」 と は 、 上 述 の 様 々 な 傷 害 に 関 連 し て 生 ず る 突 然 か つ 劇
的 な 神 経 的 欠 損 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 願 明 細 書 で 「 虚 血 症 」 ま た は 「 虚 血 症 の 発 症 」 と は 、 組 織 へ の 血 液 供 給 の 欠 乏 に つ な
が る よ う な い か な る 状 況 を も 意 味 す る 。 し た が っ て 、 中 枢 神 経 系 に お け る 虚 血 症 の 発 症 は
、 脳 の あ ら ゆ る 部 位 に 対 す る 血 液 供 給 の 欠 乏 ま た は 中 断 の 結 果 で あ り 、 そ の よ う な 脳 の 部
位 と は 、 例 え ば 大 脳 、 小 脳 ま た は 脳 幹 の 一 部 な ど で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。 脊 髄 も ま た 中 枢 神 経 系 の 一 部 で あ り 、 脳 と 同 様 に 、 血 流 の 減 少 に よ る 虚 血 症 の 影 響
を 受 け や す い 。 虚 血 症 の 発 症 は 、 血 栓 や 塞 栓 の 場 合 に 起 こ る よ う な 血 管 の 狭 窄 ま た は 閉 塞
に 起 因 す る 。 そ の 他 に も 、 虚 血 症 の 発 症 の 原 因 と し て 、 例 え ば 上 に 挙 げ た 心 拍 停 止 な ど 、
あ ら ゆ る 心 臓 機 能 欠 陥 が 考 え ら れ る 。 欠 陥 が 非 常 に 深 刻 か つ 長 期 に 渡 る 場 合 、 生 理 機 能 の
破 壊 、 そ れ に 続 く ニ ュ ー ロ ン の 死 滅 、 そ し て 負 傷 部 位 の 壊 死 （ 梗 塞 ） が 起 き る 。 傷 害 に よ
る 神 経 系 の 異 常 の 程 度 と 種 類 は 、 梗 塞 や 虚 血 病 巣 の 位 置 と 大 き さ に よ る 。 虚 血 が 発 作 と 関
係 す る 場 合 、 そ の 程 度 は 全 身 的 な 場 合 も あ れ ば 、 局 所 的 な 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 頭 部 の 強 打 な ど の 、 機 械 的 な 力 に よ っ て 起 き る 中 枢 神 経 系 へ の 外 的 損 傷
の 治 療 に お い て も 有 用 で あ る こ と が 期 待 で き る 。 外 傷 に は 、 哺 乳 類 の 頭 部 、 頸 部 や 脊 柱 の
あ ら ゆ る 部 位 や そ こ に 付 属 す る 部 位 に 対 す る 外 部 か ら の 物 体 の 接 触 に よ る 外 傷 に 起 因 す る
、 擦 過 傷 、 切 り 傷 、 挫 傷 、 刺 し 傷 、 圧 迫 傷 （ compression） な ど か ら な る 群 よ り 選 ば れ る
組 織 の 損 傷 が 含 ま れ る 。 他 の 種 類 の 外 的 損 傷 は 、 体 液 の 不 適 当 な 蓄 積 （ 正 常 な 脳 脊 髄 液 や
硝 子 液 の 産 生 、 代 謝 や 容 量 調 節 の 遮 断 ま た は 不 全 、 あ る い は 硬 膜 下 血 腫 、 硬 膜 下 水 腫 、 頭
蓋 内 血 腫 や 頭 蓋 内 水 腫 な ど ） に よ る 、 哺 乳 類 の Ｃ Ｎ Ｓ 組 織 の 狭 窄 ま た は 圧 迫 に 起 因 す る 。
同 様 に 、 外 傷 性 の 狭 窄 ま た は 圧 迫 は 、 転 移 腫 瘍 や 一 次 腫 瘍 （ primary tumor） な ど の 異 常
組 織 塊 の 存 在 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と も あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 腫 瘍 や 転 移 腫 瘍 細 胞 、 特 に 脳 腫 瘍 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る こ と が 期 待
で き る 。 最 も 一 般 的 な 脳 腫 瘍 は グ リ オ ー マ で あ り 、 こ れ は グ リ ア 組 織 で 始 ま る 。 ま た 、 ア
ス ト ロ サ イ ト ー マ は 、 「 星 状 細 胞 」 と 呼 ば れ る 小 さ な 星 型 の 細 胞 か ら 発 生 し 、 成 人 の 場 合
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、 大 脳 で 発 生 す る こ と が ほ と ん ど で あ る 。 第 III度 の ア ス ト ロ サ イ ト ー マ は 「 異 型 性 ア ス
ト ロ サ イ ト ー マ 」 と 称 さ れ る こ と が あ る 。 第 IV度 の ア ス ト ロ サ イ ト ー マ は 通 常 、 「 多 形 性
膠 芽 腫 」 と 称 さ れ る 。 ま た 、 脳 幹 膠 腫 は 脳 の 最 下 方 、 幹 状 部 分 で 発 生 す る 。 脳 幹 は 様 々 な
生 体 機 能 を 司 る 。 大 部 分 の 脳 幹 膠 腫 は 重 度 の ア ス ト ロ サ イ ト ー マ で あ る 。 脳 室 上 衣 細 胞 腫
は 、 通 常 、 脳 室 の 内 側 に 発 生 す る が 、 脊 髄 に 発 生 す る こ と も あ る 。 乏 突 起 膠 腫 は 、 ミ エ リ
ン （ 神 経 を 保 護 し て い る 脂 質 の 被 覆 ） を 産 生 す る 細 胞 で 発 生 す る 。 こ の 腫 瘍 は 通 常 大 脳 内
で 発 生 す る 。 こ れ ら は ゆ っ く り と 増 殖 し 、 普 通 は 脳 周 辺 の 組 織 に 広 が る こ と は な い 。 髄 芽
細 胞 腫 は 、 通 常 は 生 後 の 体 内 に 残 存 す る こ と の な い 原 始 神 経 細 胞 か ら 発 生 す る 。 そ の た め
、 髄 芽 細 胞 腫 は し ば し ば 原 始 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 （ Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ） と 称 さ れ る 。 髄 芽 細 胞 腫 は た い
て い 小 脳 で 発 生 す る が 、 他 の 部 位 に 発 生 す る こ と も あ る 。 ま た 、 髄 膜 腫 は 髄 膜 か ら 発 生 し
、 一 般 に 良 性 で あ る 。 こ の 腫 瘍 は 非 常 に ゆ っ く り と 増 殖 す る た め 、 そ の 間 に 脳 が 腫 瘍 の 存
在 に 順 応 す る こ と も あ り う る 。 し た が っ て 、 髄 膜 腫 は 症 状 が 表 れ る ま で に か な り 大 き く 成
長 す る こ と が 多 い 。 髄 膜 腫 は ３ ０ 代 か ら ５ ０ 代 の 女 性 に 最 も 多 く 発 病 す る 。 シ ュ ワ ン 細 胞
腫 は シ ュ ワ ン 細 胞 か ら 発 生 す る 良 性 の 腫 瘍 で あ り 、 シ ュ ワ ン 細 胞 は 聴 神 経 を 保 護 す る ミ エ
リ ン を 産 生 す る 。 な お 聴 神 経 腫 は シ ュ ワ ン 細 胞 腫 の 一 種 で あ る 。 頭 蓋 咽 頭 腫 は 視 床 下 部 付
近 の 下 垂 体 領 域 に 発 生 す る 。 通 常 、 頭 蓋 咽 頭 腫 は 良 性 だ が 、 視 床 下 部 を 圧 迫 し た り 損 傷 を
与 え た り し て 生 理 機 能 に 影 響 を 与 え る こ と が あ る の で 、 悪 性 と み な さ れ る こ と も あ る 。 胚
細 胞 腫 瘍 は 原 始 性 細 胞 （ 発 生 中 の 性 細 胞 ） ま た は 胚 細 胞 よ り 発 生 す る 。 脳 の 胚 細 胞 腫 瘍 で
最 も よ く 見 ら れ る の は 胚 細 胞 腫 で あ る 。 松 果 体 領 域 の 腫 瘍 は 松 果 体 の 内 部 ま た は 周 囲 で 発
生 し 、 増 殖 の 遅 い 松 果 体 細 胞 腫 ま た は 増 殖 の 早 い 松 果 体 芽 細 胞 腫 に な る 。 松 果 体 領 域 は 非
常 に 治 療 の 行 い に く い 場 所 に あ り 、 腫 瘍 を 除 去 で き な い こ と が し ば し ば で あ る 。 脳 腫 瘍 の
治 療 法 は 、 様 々 な 要 素 に 依 存 す る 。 要 素 と は 、 腫 瘍 の 種 類 、 位 置 お よ び 大 き さ 、 な ら び に
患 者 の 年 齢 と 健 康 状 態 な ど で あ る 。 一 般 に 、 脳 腫 瘍 は 外 科 手 術 、 放 射 線 療 法 お よ び 化 学 療
法 で 治 療 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 療 法 に よ っ て 治 癒 可 能 な 腫 瘍 と し て は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 発 現 し 、 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 介 し た Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 阻 害 に 反 応 す る も の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 霊 長 類 、 好 ま し く は ヒ ト な ど の 高 等 霊 長 類 の 治 療 に 適 し て い る 。 し か し 本 発 明
は さ ら に 、 飼 養 化 し た 哺 乳 類 、 例 え ば 人 間 に と っ て の コ ン パ ニ オ ン ア ニ マ ル （ イ ヌ 、 ネ コ
、 ウ マ な ど ） 、 高 い 商 業 的 価 値 の あ る も の （ ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 競 技 用 動 物 や 役
畜 な ど ） 、 高 い 科 学 的 価 値 の あ る も の （ 捕 獲 後 の ま た は 野 生 の 絶 滅 危 惧 種 、 あ る い は 交 配
ま た は 生 命 工 学 に よ っ て 調 製 し た 動 物 系 統 ） 、 ま た は 上 記 以 外 の 価 値 の あ る も の 、 の 治 療
に も 用 い る こ と が で き る 。 医 学 や 獣 医 学 分 野 の 当 業 者 は 、 あ る 哺 乳 類 が 中 枢 神 経 系 に 虚 血
性 損 傷 ま た は 外 部 損 傷 を 受 け て い る か ど う か 判 別 で き る よ う 教 育 を 受 け て い る 。 例 え ば 、
慣 行 的 な 試 験 お よ び ／ ま た は 臨 床 的 診 断 評 価 や 獣 医 学 的 診 断 評 価 に よ っ て 、 哺 乳 類 が 中 枢
神 経 系 の （ 例 え ば 神 経 学 的 な ） 機 能 の 欠 陥 や 損 失 を 被 っ て い る か ど う か が 分 か る 。 熟 練 し
た 当 業 者 に は 、 本 発 明 に 開 示 し た 治 療 法 や そ の 他 の 治 療 法 に 関 連 の あ る 、 臨 床 的 お よ び 非
臨 床 的 な 指 標 な ら び に 経 験 の 蓄 積 か ら 、 あ る 個 体 が 中 枢 神 経 系 に 虚 血 性 損 傷 ま た は 外 部 損
傷 を 受 け て い る か ど う か 、 あ る い は 、 本 発 明 の 方 法 を 含 む 特 定 の 治 療 法 が 対 象 生 物 に と っ
て 最 適 で あ る か ど う か 、 に つ い て 決 定 す る た め の 情 報 が 自 ず と 与 え ら れ る も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 遺 伝 子 治 療 用 途 に お い て は 、 例 え ば 欠 損 遺 伝 子 の 代 わ り に 、 治 療 に 有 効 な 遺 伝 子 産 物 の
   合 成 を 行 う た め に 遺 伝 子 を 細 胞 内 に 導 入 す る 。 「 遺 伝 子 治 療 」 に は 、 単 一 の 治
療 に よ っ て 永 続 効 果 が 得 ら れ る 従 来 の 遺 伝 子 治 療 と 、 治 療 に 有 効 な Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ
を 一 回 ま た は 繰 返 し て 投 与 す る こ と を 含 む 遺 伝 子 治 療 剤 の 投 与 と の 両 方 が あ る 。 ア ン チ セ
ン ス Ｒ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ は    に お い て 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め の 治 療 物 質
と し て 用 い る こ と が で き る 。 短 い ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 膜 に よ る 取 り
込 み が 限 定 さ れ る た め そ の 細 胞 内 濃 度 が 低 い に も 関 ら ず 、 細 胞 内 に 導 入 さ れ て 阻 害 剤 と し
て 働 く こ と が 明 か に な っ て い る （ Zamecnik  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83:41
434146 (1986)） 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 負 の 電 位 を 帯 び た リ ン 酸 ジ エ ス テ ル
基 を 電 位 を 帯 び て い な い 基 で 置 換 す る と い っ た 修 飾 に よ っ て 、 取 り 込 み 量 を 高 め る こ と が
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で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 他 の 方 法 に は 、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ ） の 誘 導 に Ｒ Ｎ Ａ を 用 い
る 方 法 が 含 ま れ 、 こ の 方 法 で は 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 を 用 い る か （ Fire  
., Nature 391: 806-811. 1998） 、 ま た は 短 鎖 干 渉 性 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 を 用 い る
（ Yu  ., Proc Natl Acad Sci USA. 99:6047-52. 2002） 。 「 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 」 と は 、 ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ が 相 補 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 相 同 性 依 存 的 分 解 を 誘 導 す る 過 程 で あ る 。 １ つ の 態 様 に お い て
は 、 合 成 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 、 相 補 的 塩 基 対 の 形 成 に 基 づ い て 「 セ ン ス 」 リ ボ 核 酸 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 形 成 す る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ で あ る ア ン チ セ ン ス お よ び セ ン
ス 核 酸 分 子 を 提 供 す る が 、 こ の 核 酸 分 子 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ コ ー ド 鎖 の 少 な く と も 約 ２ ０ 、 ２
５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ５ ０ ま た は ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ コ ー ド 鎖 全 体 に
対 応 す る か 、 あ る い は そ の 部 分 に の み 対 応 す る 配 列 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ の 長 さ は ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 下 、 好 ま し く は ２ １ ～ ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 特 徴
的 な ２ ～ ３ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ 末 端 （ overhanging ends） を 有 す る も の で
あ る 。 こ の よ う な ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は よ り 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ IIIで 開 裂 す る こ
と で 生 成 す る （ 例 え ば 、 Tuschl T. Nat Biotechnol. 20:446-48. 2002を 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 短 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 細 胞 内 転 写 は 、 一 般 に 、 核 内 低 分 子 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ ） で あ る Ｕ ６
ま た は ヒ ト Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ  Ｐ  Ｒ Ｎ Ａ  Ｈ １ を コ ー ド し て い る Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ III（ Pol II
I） 転 写 ユ ニ ッ ト 内 に 、 鋳 型 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と で 達 成 さ れ る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ を 発 現 さ せ る に は ２ 種 類 の ア プ ロ ー チ を 用 い る こ と が で き る 。 即 ち 、 １ つ の 態 様 に お い
て は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 を 構 成 す る セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 、 そ れ ぞ れ 別 個 の プ
ロ モ ー タ ー を 有 す る 構 築 物 を 用 い て 転 写 す る （ Lee,  ., Nat. Biotechnol. 20, 500-
505. 2002） 。 別 の 態 様 に お い て は 、 細 胞 内 プ ロ セ シ ン グ の 後 で ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 生 じ る ス テ
ム ル ー プ タ イ プ の ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ 構 造 と し て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る （ Brummelkamp  
., Science 296:550-553. 2002） （ そ の 記 載 に よ っ て 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ て い る も

の と す る ） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ／ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 生 物 に 送 達 す る 前 に 、   で Ｒ Ｎ Ａ の セ ン ス 鎖 お よ
び ア ン チ セ ン ス 鎖 を ア ニ ー リ ン グ し て か ら 投 与 す る 方 法 が 最 も 一 般 的 で あ る 。 別 の 態 様 で
は 、 本 発 明 の セ ン ス 核 酸 お よ び ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 、 投 与 前 に ア ニ ー リ ン グ せ ず 、 同 じ 溶
液 中 に 入 れ て 投 与 す る こ と で Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 起 こ す こ と が で き る が 、 上 記 ２ つ の 核 酸 を 別 々 の
ベ ヒ ク ル に 入 れ て 、 ほ と ん ど 間 隔 を 空 け ず に 投 与 し て も Ｒ Ｎ Ａ ｉ を 起 こ す こ と が で き る 。
さ ら に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 断 片 や 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 配 列 に
相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 生 細 胞 に 核 酸 を 導 入 す る 際 に 利 用 可 能 な 方 法 は い ろ い ろ あ る 。 用 い る 方 法 は 、 核 酸 を  
  の 培 養 細 胞 に 導 入 す る か 、   で 導 入 す る か 、 ま た は 目 的 宿 主 内 の 細 胞 に  
  で 導 入 す る か に よ っ て 異 な る 。   で の 哺 乳 類 細 胞 へ の 核 酸 導 入 に 適 し た 方

法 と し て は 、 リ ポ ソ ー ム を 利 用 す る 方 法 （ Nicolau and Sene, Biochim. Biophys. Acta, 
721:185-190 (1982)、 Fraley,  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3348-3352 (19
79)、 Felgner, Sci. Am., 276(6):102-6 (1997) お よ び  Felgner, Hum. Gene Ther., 7(1
5):1791-3, (1996)） 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ Tur-Kaspa,  ., Mol. Cell Biol
., 6:716-718, (1986) お よ び  Potter,  .,　 Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 81:7161-
7165, (1984)） 、 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 （ Harland and Weintraub, J. Cell B
iol., 101:1094-1099 (1985)） 、 細 胞 融 合 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 法 （ Gopal, Mol. Ce
ll Biol., 5:1188-1190 (1985)） 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 （ Graham and Van Der Eb, V
irology, 52:456-467 (1973)、 Chen and Okayama, Mol. Cell Biol., 7:2745-2752, (198
7) お よ び  Rippe,  ., Mol. Cell Biol., 10:689-695 (1990)） 、 細 胞 の 超 音 波 処 理
法 （ Fechheimer,  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:8463-8467 (1987)） 、 高 速
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マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル を 用 い た 遺 伝 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト 法 （ gene bombardment using
 high velocity microprojectiles） （ Yang,  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:
9568-9572 (1990)） な ど が 挙 げ ら れ る 。 現 在 、   遺 伝 子 導 入 法 と し て 好 ま し い 方 法
と し て は 、 ウ イ ル ス （ 概 し て レ ト ロ ウ イ ル ス ） ベ ク タ ー に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ
び ウ イ ル ス コ ー ト タ ン パ ク 質 － リ ポ ソ ー ム を 介 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Dzau  .,
 Trends in Biotechnology, 11:205-210 (1993)） な ど が 挙 げ ら れ る 。 状 況 に よ っ て は 、
細 胞 表 面 膜 タ ン パ ク 質 ま た は 標 的 細 胞 に 特 異 的 な 抗 体 、 あ る い は 標 的 細 胞 に 提 示 さ れ た 受
容 体 に 対 す る リ ガ ン ド な ど の 、 標 的 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 物 質 を 核 酸 材 料 と 共 に 用 い
る こ と が 望 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム を 用 い る 場 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に 関 与 す る 細 胞 表 面 膜
タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ お よ び ／ ま た は 取 り 込 み の 促 進 に 用
い て も よ く 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 と し て は 、 特 定 の 細 胞 種 に 対 す る 屈 性 を 示 す キ ャ プ シ
ッ ド タ ン パ ク 質 や そ の 断 片 、 サ イ ク リ ン グ の 際 に 内 在 化 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 お
よ び 細 胞 内 局 在 化 を タ ー ゲ ッ ト と し て 細 胞 内 半 減 期 を 延 ば す タ ン パ ク 質 な ど が 挙 げ ら れ る
。 な お 、 受 容 体 を 介 し た エ ン ド サ イ ト ー シ ス に 関 す る 技 術 に つ い て は 、 例 え ば 、 Wu  
., J. Biol. Chem., 262: 4429-4432 (1987) お よ び  Wagner  ., Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 87:3410-3414 (1990)に 開 示 さ れ て い る 。 現 在 ま で に 公 知 の 遺 伝 子 標 識 お よ び
遺 伝 子 治 療 の プ ロ ト コ ー ル に 関 す る 文 献 と し て は 、 Anderson  ., Science, 256:808-
813 (1992)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 目 的 の 外 来 性 遺 伝 子 を 動 物 内 に 導 入 す る と き は 、 適 切 で あ れ ば い か な る ベ ク タ ー を 用 い
て も よ い 。 公 知 文 献 に 開 示 さ れ た ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 例 え ば レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
（ た だ し こ れ に 限 定 さ れ な い ） な ど の 非 増 殖 性 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ [Kim  ., J
. Virol., 72(1): 811-816 (1998); Kingsman & Johnson, Scrip Magazine, October, 19
98, pp. 43-46.]、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,824,544号 、 米 国 特 許
第 5,707,618号 、 米 国 特 許 第 5,792,453号 、 米 国 特 許 第 5,693,509号 、 米 国 特 許 第 5,670,488
号 、 米 国 特 許 第 5,585,362号 、 Quantin  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 2581-
2584 (1992)、 Stratford-Perricadet  ., J. Clin. Invest., 90: 626-630 (1992) 
お よ び Rosenfeld  ., Cell, 68: 143-155 (1992)を 参 照 ） 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
（ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,888,502号 、 米 国 特 許 第 5,830,725号 、 米 国 特 許 第 5,770,414号 、
米 国 特 許 第 5,686,278号 、 米 国 特 許 第 4,861,719号 を 参 照 ） 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
（ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,474,935号 、 米 国 特 許 第 5,139,941号 、 米 国 特 許 第 5,622,856号 、
米 国 特 許 第 5,658,776号 、 米 国 特 許 第 5,773,289号 、 米 国 特 許 第 5,789,390号 、 米 国 特 許 第 5
,834,441号 、 米 国 特 許 第 5,863,541号 、 米 国 特 許 第 5,851,521号 、 米 国 特 許 第 5,252,479号  
お よ び  Gnatenko  ., J. Investig. Med., 45: 87-98 (1997)を 参 照 ） 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス と ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス と の ハ イ ブ リ ッ ド ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,856,152号
を 参 照 ） ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ベ ク タ ー ま た は ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 、
米 国 特 許 第 5,879,934号 、 米 国 特 許 第 5,849,571号 、 米 国 特 許 第 5,830,727号 、 米 国 特 許 第 5
,661,033号  お よ び  米 国 特 許 第 5,328,688号 を 参 照 ） 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 仲 介 の 遺 伝 子 導 入
ベ ク タ ー （ Ｂ Ｒ Ｌ 製 ） 、 リ ポ ソ ー ム ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,631,237号  “ Liposo
mes comprising Sendai virus proteins（ セ ン ダ イ ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 包 含 す る リ ポ ソ
ー ム ） ” ） 、 お よ び こ れ ら の 組 み 合 わ せ で あ る 。 な お 上 記 文 献 の 記 載 は 全 て 本 明 細 書 に 組
み 込 ま れ て い る も の と す る 。 ま た 、 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 非 増 殖 性 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー お よ び レ ン チ ウ イ ル ス を 用 い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る 態 様 に お い て 好 ま し い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 目 的 の 標 的 組 織
に お け る 発 現 を 促 進 す る 適 切 な プ ロ モ ー タ ー と ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 含 ん で い る 。 本 発 明
の 多 様 な 用 途 に お い て 哺 乳 類 細 胞 に よ る 発 現 に 適 し た プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー と し て
は 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー （ Lehner  ., J. 
Clin. Microbiol., 29:2494-2502 (1991) お よ び  Boshart  ., Cell, 41:521-530 (1
985)） ； ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー （ Davis  ., Hum. Gene Ther., 4:151 (
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1993)） ； シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ の プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 長 い 末 端 反 復 配 列 （
Ｌ Ｔ Ｒ ） 、 ケ ラ チ ン １ ４ の プ ロ モ ー タ ー お よ び α  ミ オ シ ン Ｈ 鎖 プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 具 体 的 な 態 様 に お い て は 、 発 現 構 築 物 （ ま た は 上 記 の ペ プ チ ド ） は 、 リ ポ ソ ー
ム に 封 入 さ れ て い て も よ い 。 リ ポ ソ ー ム は 、 リ ン 脂 質 二 重 膜 お よ び 内 部 の 水 性 媒 体 を 特 徴
と す る 小 胞 状 の 構 造 体 で あ る 。 多 重 層 リ ポ ソ ー ム は 、 水 性 媒 体 で 隔 て ら れ た 複 数 の 脂 質 層
を 有 す る 。 こ の よ う な リ ポ ソ ー ム は 、 リ ン 脂 質 を 過 剰 量 の 水 溶 液 に 懸 濁 す る と 自 然 に 形 成
さ れ る 。 脂 質 成 分 は 、 閉 鎖 構 造 を 形 成 す る 前 の 自 己 再 配 列 を 経 て 、 脂 質 二 重 層 間 に 水 と そ
れ に 溶 解 し て い る 溶 質 を 封 入 す る （ Ghosh and Bachhawat,“ In Liver Diseases, Targete
d Diagnosis And Therapy Using Specific Receptors And Ligands（ 肝 臓 病 に お け る 、 特
異 的 な 受 容 体 と リ ガ ン ド を 用 い る 標 的 診 断 お よ び 治 療 法 ） ” , Wu, G., Wu, C., ed.,ニ ュ
ー ヨ ー ク 州 ： Marcel Dekker、 pp. 87-104 (1991)） 。 陽 イ オ ン リ ポ ソ ー ム に Ｄ Ｎ Ａ を 添 加
す る と 、 位 相 変 化 （ topological transition） が 生 じ て 、 リ ポ ソ ー ム は 光 学 的 に 複 屈 折 性
を 示 す 液 晶 性 凝 縮 小 球 と な る （ Radler,  ., Science, 275(5301):810-4, (1997)） 。
こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ － 脂 質 複 合 体 は 、 遺 伝 子 治 療 や 遺 伝 子 デ リ バ リ ー に 用 い る 非 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー と な る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 「 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 」 法 を 含 む 様 々 な 市 販 の ア プ ロ ー チ に も 関 す る 。 本
発 明 の あ る 態 様 に お い て は 、 リ ポ ソ ー ム は 赤 血 球 凝 集 性 の ウ イ ル ス （ Ｈ Ｖ Ｊ 、 即 ち 、 セ ン
ダ イ ウ イ ル ス ） と 複 合 体 を 形 成 し て い て も よ い 。 こ れ に よ り 、 細 胞 膜 と の 融 合 が 容 易 に な
り 、 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 細 胞 へ 入 り 込 む の を 促 進 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
（ Kaneda,  .,　 Science, 243: 375-378 (1989)） 。 他 の 態 様 に お い て は 、 リ ポ ソ ー
ム は 、 細 胞 核 の 非 ヒ ス ト ン 染 色 体 タ ン パ ク 質 （ Ｈ Ｍ Ｇ － １ ） と の 複 合 体 と し て 、 ま た は Ｈ
Ｍ Ｇ － １ と 共 に 使 用 し て も よ い （ Kato,  ., J. Biol. Chem., 266:3361-3364 (1991)
） 。 さ ら に 他 の 態 様 に お い て は 、 リ ポ ソ ー ム は 、 Ｈ Ｖ Ｊ お よ び Ｈ Ｍ Ｇ － １ の 両 方 と の 複 合
体 を 形 成 す る か 、 ま た は ３ 種 を 共 に 使 用 し て も よ い 。   お よ び    に お い て
核 酸 の 導 入 と 発 現 に 有 効 に 用 い る こ と が で き る 発 現 構 築 物 は 、 本 発 明 に 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 治 療 用 遺 伝 子 を コ ー ド す る 核 酸 を 細 胞 に 送 達 す る の に 用 い る こ と が で き る 他 の ベ ク タ ー
送 達 シ ス テ ム と し て は 、 受 容 体 仲 介 送 達 ベ ヒ ク ル が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な シ ス テ ム は 、
ほ ぼ 全 て の 真 核 細 胞 に 見 ら れ る 受 容 体 仲 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ り 巨 大 分 子 の 選 択 的 な
取 り 込 み を 利 用 す る 。 種 々 の 受 容 体 は 細 胞 種 特 異 的 に 分 布 す る た め 、 こ の よ う な シ ス テ ム
を 用 い た 送 達 は 高 い 特 異 性 を 示 す （ Wu and Wu (1993), supra） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 発 現 構 築 物 は 、 単 に 裸 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ま た は プ ラ
ス ミ ド か ら な る も の で も よ い 。 構 築 物 の 導 入 は 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 に 細 胞 膜 を 透 過 さ せ
る 上 記 の い ず れ の 方 法 に よ っ て 行 っ て も よ い 。 こ れ は    で の 導 入 に 特 に 適 す る が
、   で の 使 用 に 適 用 し て も よ い 。 Dubensky,  ., Proc. Nat. Acad. Sci. USA,
 81:7529-7533 (1984)に は 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ を リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 物 の 形
態 で 成 体 マ ウ ス お よ び 新 生 マ ウ ス の 肝 臓 と 脾 臓 に 注 射 し て 、 能 動 的 な ウ イ ル ス 複 製 お よ び
急 性 感 染 に 成 功 し た こ と が 報 告 さ れ て い る 。 Benvenisty and Neshif, Proc. Nat. Acad. 
Sci. USA, 83:9551-9555 (1986)に も 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 し た プ ラ ス ミ ド の 腹 腔 内 直
接 投 与 が ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 遺 伝 子 の 発 現 を も た ら す こ と が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 裸 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 構 造 物 を 細 胞 に 導 入 す る た め の 、 本 発 明 の 他 の １ つ の 態 様 と し て は 、 粒
子 衝 突 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ で 被 覆 し た マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル を 高 速
に 加 速 し て 細 胞 膜 を 貫 通 さ せ 、 細 胞 を 殺 す こ と な く 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る （
Klein,  ., Nature, 327:70-73 (1987)） 。 小 さ い 粒 子 を 加 速 す る た め の 装 置 が い く
つ か 開 発 さ れ て い る 。 そ の よ う な 装 置 の １ つ は 、 高 圧 放 電 を 用 い て 電 流 を 発 生 さ せ 、 そ の
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結 果 と し て 原 動 力 を 提 供 す る （ Yang,  ., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 87:9568-957
2 (1990)） 。 使 用 す る マ イ ク ロ プ ロ ジ ェ ク タ イ ル は 、 タ ン グ ス テ ン や 金 の ビ ー ズ の よ う な
、 生 物 学 的 に 不 活 性 な 物 質 か ら な る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 当 業 者 は 、   と    の 状 況 下 で 、 ど の よ う に 遺 伝 子 送 達 を 適 用 す る か を 認
識 し て い る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 関 し て は 、 通 常 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 原 液 を 調 製 す る 。
ウ イ ル ス の 種 類 と 達 成 可 能 な 力 価 に よ り 、 １ × １ ０ 4 、 １ × １ ０ 5 、 １ × １ ０ 6 、 １ × １ ０ 7

、 １ × １ ０ 8 、 １ × １ ０ 9 、 １ × １ ０ 1 0 、 １ × １ ０ 1 1 ま た は １ × １ ０ 1 2 の 感 染 粒 子 を 患 者 に
送 達 す る 。 リ ポ ソ ー ム ま た は そ の 他 の 非 ウ イ ル ス 性 の 処 方 物 （ formulation） に つ い て も
、 相 対 的 な 取 り 込 み 効 率 を 比 較 す る こ と に よ り 、 同 様 の 数 値 が 外 挿 で き る 。 薬 学 的 に 許 容
さ れ る 組 成 物 と な る 処 方 物 に つ い て は 以 下 に 述 べ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 様 々 な 細 胞 種 に 対 す る 様 々 な 投 与 方 法 が 考 え ら れ る 。 実 用 的 に は 、 い か な る 細 胞 、 組 織
ま た は 器 官 の 種 類 に 関 し て も 、 全 身 送 達 （ systemic delivery） が 考 え ら れ る 。 他 の 態 様
に お い て は 、 多 様 な 、 即 ち 、 直 接 的 、 局 所 的 そ し て 部 分 的 な ア プ ロ ー チ を 用 い る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 に 発 現 ベ ク タ ー ま た は タ ン パ ク 質 を 直 接 注 射 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ま た 、 別 の 態 様 は 、   の 遺 伝 子 治 療 に 関 す る 。   の 態 様 に お い て は 、 細 胞
を 患 者 か ら 取 り 出 し 、 少 な く と も あ る 程 度 の 期 間 体 外 で 保 持 す る 。 こ の 期 間 中 に 、 取 り 出
し た 細 胞 に 治 療 を 施 し 、 そ の 後 、 細 胞 を 患 者 の 体 内 に 再 導 入 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 活 性 化 に 対 す る 拮 抗 物 質 （ 例 え ば 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ア ン チ セ ン
ス 核 酸 、 Ｒ Ｎ Ａ ｉ お よ び 中 和 抗 体 な ど ） を 提 供 す る 。 内 因 性 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 活 性 化 レ ベ ル が
増 加 し て い る か 、 ま た は 過 剰 で あ る 哺 乳 類 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 拮 抗 物 質 を 投 与 す る こ と が 考 え ら
れ 、 そ の よ う な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ レ ベ ル の 増 加 が 病 理 学 的 な 障 害 を 引 き 起 こ す 状 況 で 投 与 す る こ
と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ３ 】

　
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 作 用 物 質 、 Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 拮 抗 物 質 お よ び 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 （ 活 性 化 合 物 ） な ら び に そ れ ら の 誘 導 体 、 断 片 、 類
似 体 お よ び 相 同 体 は 、 医 薬 組 成 物 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 そ の よ う な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 組 成 物 は 、 保 存 を 目 的 と し て 、 望 ま し い 純 度 を 有 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る 所 望 の 担
体 、 賦 形 剤 ま た は 安 定 剤 （ “ Remington's Pharmaceutical Sciences（ レ ミ ン ト ン の 薬 理
科 学 ） ” , 第 １ ６ 版 , Osol, A.編 集 , (1980)） と 混 合 し 、 凍 結 乾 燥 し た 固 体 ま た は 水 溶 液
の 形 態 に 調 製 す る 。 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 ま た は 安 定 剤 は 、 使 用 す る 用 量 お よ び 濃 度 に
お い て レ シ ピ エ ン ト に 非 毒 性 で あ り 、 そ の 例 と し て は 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 お よ び そ の 他 の
有 機 酸 な ど の 緩 衝 剤 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 な ど の 酸 化 防 止 剤 ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 の ）
ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン お よ び 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 お よ び リ シ ン な ど の ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス お よ び デ キ ス ト リ ン な ど の 単
糖 、 二 糖 お よ び そ の 他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ な ど の キ レ ー ト 剤 ； マ ン ニ ト ー ル お よ び ソ ル
ビ ト ー ル な ど の 糖 ア ル コ ー ル ； ナ ト リ ウ ム な ど の 塩 形 成 対 イ オ ン （ salt-forming counter
-ions)； な ら び に Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 、 プ ル ロ ニ ッ ク お よ び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） な
ど の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 作 用 物 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 拮 抗 物
質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 は 、 例 え ば 、 コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 法 で 調 製 し た マ イ ク ロ カ プ セ ル
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（ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス  マ イ ク ロ カ プ セ ル ） や 界 面 重 合 法 に よ り 調 製 し
た マ イ ク ロ カ プ セ ル （ 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン  マ イ ク ロ カ プ セ ル と ポ リ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト
マ イ ク ロ カ プ セ ル ） 、 コ ロ イ ダ ル ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー シ ス テ ム （ colloidal drug deliver
y systems） に 用 い る 送 達 用 物 質 （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 小 球 体 、 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 に 封 入 し て も よ い
。 こ の よ う な 手 法 は 前 出 の 「 レ ミ ン ト ン の 薬 理 科 学 」 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 の 投 与 は 、 公 知 の 方
法 に 従 っ て 行 え ば よ く 、 例 え ば 、 個 々 の 態 様 に 関 し て 上 記 し た 方 法 や 静 脈 、 腹 腔 内 、 脳 内
、 筋 内 、 眼 内 、 鞘 内 、 頭 蓋 内 、 髄 腔 内 、 脳 室 内 、 動 脈 内 ま た は 病 巣 内 へ の 注 射 や 点 滴 な ど
の 一 般 的 な 方 法 、 あ る い は 以 下 に 述 べ る 徐 放 シ ス テ ム な ど の 公 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き
る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 は 、 点 滴 に よ り 継
続 的 に 投 与 す る か 、 ま た は 大 量 瞬 時 投 与 す る 。 一 般 的 に は 、 疾 患 が 許 せ ば 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核
酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 部 位 特 異 的 送 達 用 に 処 方 し て 投 与
す べ き で あ る 。 投 与 は 継 続 的 ま た は 断 続 的 に 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 投 与 は 、 流 量 が 一
定 の ま た は 流 量 を プ ロ グ ラ ム で き る 埋 め 込 み 型 の ポ ン プ 、 あ る い は 断 続 的 な 注 射 に よ り 行
う こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー と し て
用 い る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 静 脈 注 射 や 局 所 投 与 に よ り 対 象 生
物 に 送 達 す る こ と が で き （ Nabel and Nabel, 米 国 特 許 第 5,328,470号 , 1994） 、 定 位 注 射
（ stereotactic injection） （ Chen  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:3054-3057
 (1994)） に よ り 対 象 生 物 に 送 達 す る こ と も で き る 。 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー の 医 薬 用 製 剤
は 、 許 容 さ れ る 希 釈 剤 を 含 ん で い て も よ い し 、 ま た は 遺 伝 子 送 達 ベ ヒ ク ル を 包 埋 し た 徐 放
性 マ ト リ ク ス を 包 含 し て い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 他 の 方 法 と し て 、 完 全 な 遺 伝 子 送 達 ベ ク タ ー を 無 傷 の 状 態 で 組 換 え 細 胞 か ら 製 造 す る こ
と が で き る 場 合 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る 場 合 に は 、 上 記 の 医 薬 用 製 剤 は
、 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム を 産 生 す る １ つ 以 上 の 細 胞 を 包 含 し て い て も よ い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 適 当 な 徐 放 性 製 剤 の 例 と し て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 、 固 体 の 疎 水 性 ポ リ
マ ー か ら な る 半 透 性 マ ト リ ク ス が 挙 げ ら れ 、 こ の よ う な マ ト リ ク ス は 成 形 品 （ フ ィ ル ム や
マ イ ク ロ カ プ セ ル な ど ） の 形 態 を と っ て い る 。 徐 放 性 マ ト リ ク ス の 具 体 例 と し て は 、 ポ リ
エ ス テ ル 、 Langer  ., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277 (1981) お よ び  Langer
, Chem. Tech., 12:98-105 (1982)に 記 載 の あ る ヒ ド ロ ゲ ル 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ
リ ラ ク チ ド （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 お よ び EP 58,481） ま た は 非 分 解 性 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ
ル （ Langer  ., supra） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 徐 放 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 組 成 物 に は 、 リ ポ ソ ー ム に 封 入 さ れ た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 作 用 物 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 拮 抗 物 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 も 含 ま れ
る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 含 有 す る リ ポ ソ
ー ム は 、 そ れ 自 体 公 知 で あ る 次 の 方 法 に よ っ て 調 製 す る ： Epstein  ., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 82:3688-3692 (1985)、 Hwang  ., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 7
7:40304034 (1980)、 EP 52,322、 EP 36,676、 EP 88,046、 EP 143,949、 EP 142,641、 米 国
特 許 第 4,485,045号 お よ び 第 4,544,545号 ； な ら び に EP 102,324。 通 常 、 リ ポ ソ ー ム は 、 小
さ い （ 約 ２ ０ ０ ～ ８ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム の ） 単 膜 型 の も の で あ り 、 脂 質 含 量 は コ レ ス テ
ロ ー ル と し て 約 ３ ０ ｍ ｏ ｌ ％ を 超 え 、 そ の 組 成 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン
パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 用 い た 治 療 の 効 果 が 最 適 と な る よ う に 調 整 し た も の で あ る
。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル や 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー が 、 １ ０ ０ 日 に 渡 っ て 分 子 を
放 出 す る こ と を 可 能 に す る 一 方 、 特 定 の ヒ ド ロ ゲ ル は タ ン パ ク 質 を よ り 短 期 間 で 放 出 す る
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。 封 入 さ れ た タ ン パ ク 質 が 体 内 に 長 期 間 残 存 す る と 、 ３ ７ ℃ で 湿 気 に さ ら さ れ る こ と に よ
っ て 変 性 し た り 凝 集 し た り す る こ と が あ り 、 結 果 と し て 生 物 活 性 が 失 わ れ た り 、 免 疫 原 性
に 変 化 が 生 じ る こ と が あ る 。 関 連 す る メ カ ニ ズ ム に 基 づ い て 、 タ ン パ ク 質 を 安 定 化 さ せ る
合 理 的 な 方 法 を 考 案 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 凝 集 の メ カ ニ ズ ム が チ オ ー ル － ジ ス
ル フ ィ ド 相 互 交 換 （ thio-disulfide interchange） に よ る 分 子 間 Ｓ － Ｓ 結 合 の 形 成 で あ る
と 分 か っ た ら 、 タ ン パ ク 質 の ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 の 修 飾 、 酸 性 溶 液 の 凍 結 乾 燥 、 水 分 量 の
制 御 、 適 切 な 添 加 剤 の 使 用 お よ び 特 定 の ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 の 開 発 に よ り 、 安 定 化
を 達 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 半 透 性 の 、 移 植 可 能 な 膜 状 装 置 は 、 特 定 の 環 境 に お い て 薬 物 を 送 達 す る の に 有 用 な 手 段
で あ る 。 例 え ば 、 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 分 泌 す る 細 胞 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 細 胞 表 面 に 発 現 す る 細
胞 、 あ る い は キ メ ラ ま た は 抗 体 を 発 現 す る 細 胞 を 上 記 の 装 置 に 封 入 し 、 患 者 、 例 え ば 、 パ
ー キ ン ソ ン 病 、 神 経 系 の 外 傷 ま た は グ リ ア 性 瘢 痕 を 患 う 患 者 の 脳 に 移 植 す る こ と が で き る
。 米 国 特 許 第 4,892,538号 （ Aebischer  .） 、 米 国 特 許 第 5,011,472号 （ Aebischer 
 .） 、 米 国 特 許 第 5,106,627号 （ Aebischer  .） 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願  WO 91／ 10425、 Ｐ Ｃ
Ｔ 出 願  WO 91／ 10470、 Winn  ., Exper. Neurology, 113:322-329 (1991)、 Aebische
r  ., Exper Neurology, 111:269-275 (1991)、 お よ び  Tresco  ., ASAIO, 38:1
7-23 (1992)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 神 経 の 損 傷 ま た は そ の 他 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 反 応 性 細 胞 の 損 傷 を 予 防
ま た は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 あ る い は 特 定 の 病 態 に 対 し て 必 要 と さ れ る Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 作 用 物 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 拮 抗 物 質 を 分 泌 ま た は 細 胞 表 面 に 発 現 す る 細 胞 の 、 治
療 を 必 要 と す る 患 者 の 体 内 へ の 移 植 を 包 含 す る 方 法 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 神 経 の 損
傷 ま た は 本 願 に 記 載 す る 他 の 細 胞 の 損 傷 を 予 防 ま た は 治 療 す る た め の 、 半 透 膜 と そ こ に 封
入 さ れ た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ （ あ る い は 特 定 の 病 態 に 対 し て 必 要 と さ れ る 作 用 物 質 ま た は 拮 抗 物 質
） を 分 泌 す る 細 胞 と を 包 含 す る 装 置 で あ っ て 、 該 半 透 膜 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ （ あ る い は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ 作 用 物 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 拮 抗 物 質 ） に 対 し て 透 過 性 で あ る が 、 細 胞 に と っ て 有 害 な 患
者 由 来 の 因 子 に 対 し て は 不 透 性 で あ る 装 置 に 関 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 製 造 す る よ う に  
で 形 質 転 換 し た 患 者 自 身 の 細 胞 は 、 所 望 に よ り 、 上 記 の よ う な カ プ セ ル 封 入 を 行 う こ と

な く 、 患 者 に 直 接 移 植 す る こ と が で き る 。 生 細 胞 の 膜 封 入 の 方 法 は 当 業 者 に は よ く 知 ら れ
た も の で あ り 、 封 入 細 胞 の 調 製 と 封 入 細 胞 の 患 者 へ の 移 植 は 過 剰 な （ under） 実 験 を 行 わ
ず と も 実 施 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 神 経 の 損 傷 を 予 防 ま た は 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま
た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 産 生 す る 能 力 を 天 然 に 有 す る 細 胞 、 ま た は 生 物 工 学 的 に 分 泌 す る よ
う に し た 細 胞 を 、 治 療 を 必 要 と す る 患 者 の 体 内 に 移 植 す る こ と を 包 含 す る 方 法 を 含 む 。 患
者 が ヒ ト の 場 合 、 発 現 ま た は 分 泌 さ れ た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 は 、 可 溶 性 の ヒ
ト 成 熟 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で あ る こ と が 好 ま し い 。 移 植 物 は 、 非 免 疫 原 性 で あ る か 、 免 疫 原 性 の 移
植 細 胞 が 免 疫 系 に よ り 認 識 さ れ る の を 防 ぐ も の で あ る か 、 ま た は こ の 両 方 で あ る こ と が 好
ま し い 。 Ｃ Ｎ Ｓ に 送 達 す る の に 好 ま し い 移 植 部 位 は 、 脊 髄 の 脳 脊 髄 液 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 治 療 に 用 い る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 作 用 物 質 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ 拮 抗 物 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 の 効 果 的 な 量 は 、 例 え ば 、 治 療 目 的 、 投 与 方 法 お よ
び 患 者 の 状 態 に 依 存 す る 。 し た が っ て 、 治 療 を 行 う 専 門 家 は 投 薬 を 滴 定 し 、 最 適 な 治 療 効
果 が 達 成 さ れ る よ う に 投 与 方 法 を 調 整 す る こ と が 必 要 と な る 。 典 型 的 に は 、 臨 床 医 は 、 所
望 の 効 果 を 得 ら れ る 投 与 量 に 達 す る ま で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 投
与 す る 。 全 身 療 法 に お け る 典 型 的 な １ 日 の 投 与 量 は 、 上 記 の 要 因 に よ り 異 な る が 、 約 １ μ
ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 以 上 で あ る 。 も う １ つ の 一 般 的 な 投 与 法 と し て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 処 方 し 、 組 織 中 で 効 果 的 で あ
る が 過 剰 に 毒 性 に な ら な い Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ レ ベ ル を 達 成 す る 投 与 量 を 、 標 的 部 位 ま た は 標 的 組
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織 に 送 達 す る 。 可 能 で あ れ ば 、 連 続 的 な 点 滴 、 徐 放 的 な 放 出 、 局 所 的 な 投 与 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
発 現 細 胞 の 移 植 ま た は 経 験 的 に 定 め た 頻 度 の 注 射 に よ っ て こ の 組 織 内 濃 度 を 維 持 す る べ き
で あ る 。 こ の 治 療 の 経 過 は 、 公 知 の ア ッ セ イ に よ っ て 簡 単 に モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 認 識 す る こ と で あ ろ う が 、 処 方 す る 組 成 物 は 治 療 に 効 果 的 な 量 の 本 発 明
の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 そ の ペ プ チ ド 断 片 ま た は 変 異 体 あ る い は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ レ セ プ タ ー
の 制 御 物 質 を 包 含 す る 。 つ ま り 、 そ の よ う な 組 成 物 は 、 病 変 し た 神 経 系 組 織 に 上 記 の 物 質
を 適 切 な 濃 度 で 提 供 し 、 該 提 供 は 、 中 枢 神 経 系 機 能 の 検 出 可 能 な 修 復 を 刺 激 す る た め に 十
分 な 時 間 、 例 え ば 完 全 に そ の 修 復 が な さ れ る ま で 継 続 す る 。 当 業 者 で あ れ ば 認 識 す る こ と
で あ ろ う が 、 こ れ ら の 濃 度 は 種 々 の 要 因 、 例 え ば 、 選 択 し た 物 質 の 生 物 学 的 効 力 、 そ の 化
学 的 性 質 （ 例 え ば 、 疎 水 性 ） 、 組 成 （ 例 え ば 、 １ 種 ま た は そ れ 以 上 の 賦 形 剤 と の 混 合 物 に
お け る 組 成 ） 、 投 与 方 法 お よ び 想 定 す る 治 療 法 （ 例 え ば 、 有 効 成 分 を 直 接 組 織 部 位 に 投 与
す る か 、 全 身 投 与 す る か ） な ど に よ っ て 変 動 す る 。 好 ま し い 一 回 当 た り の 投 与 量 も 、 罹 患
ま た は 損 傷 し て い る 組 織 の 状 態 や 、 個 々 の 哺 乳 類 の 総 合 的 な 健 康 状 態 と い っ た 変 動 す る 要
因 に 左 右 さ れ や す い 。 一 般 的 に 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 そ の ペ プ チ ド 断 片 ま た
は 変 異 体 あ る い は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 の 作 用 物 質 は 、 ０ ． ０ ０ ０ ０ １ ～ １ ， ０ ０ ０ ｍ ｇ を 単
一 投 与 か 、 毎 日 、 週 ２ 回 ま た は 週 １ 回 投 与 す れ ば 十 分 で あ り 、 好 ま し い 投 与 量 は ０ ． ０ ０
０ １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は ０ ． ０ ０ １ ～ １ ０ ｍ ｇ で あ る 。 あ る い は 、 体
重 ｋ ｇ 当 た り ０ ． ０ １ ～ １ ,０ ０ ０ μ ｇ 、 好 ま し く は ０ ． ０ １ ～ １ ０ ｍ ｇ を 単 一 投 与 か 、
毎 日 、 週 ２ 回 ま た は 週 １ 回 投 与 す る 方 法 も 有 効 で あ る 。 本 発 明 で 用 い る 効 果 的 な 投 与 量 は
、 所 望 に よ り 、 ま た は 個 々 の 状 況 に 応 じ て 適 切 に 、 １ 回 ま た は 複 数 回 （ ２ 回 ま た は そ れ 以
上 ） に 分 割 し て 投 与 し て も よ い 。 大 量 瞬 時 投 与 ま た は 拡 散 可 能 な 注 入 処 方 物 に よ る 投 与 を
用 い る こ と が で き る 。 繰 り 返 し て ま た は 頻 繁 に 行 わ れ る 点 滴 を 容 易 に 行 い た い 場 合 、 半 永
久 的 ス テ ン ト の （ 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 槽 内 ま た は 嚢 内 へ の ） 移 植 が 望 ま し い と 考 え
ら れ る 。 下 記 の 実 施 例 に お い て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 脊 髄 内
投 与 は 、 中 枢 神 経 系 機 能 の 損 失 ま た は 障 害 の 、 検 出 可 能 な レ ベ ル の 修 復 に 明 確 に 寄 与 し た
。
【 ０ １ ８ ６ 】

　
　 本 発 明 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 を Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 機 能 阻 害 に 用 い 、 最 終 的 に は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン
酸 化 を 制 御 し 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ か ら 開 始 す る シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド を 制 御 す る 。 こ れ は 、 Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ に 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 を 制 御 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 を 提 供 す る こ と
に よ っ て な さ れ る 。 そ の よ う な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 機 能 の 正 常 な 役 割 に 干 渉 し
、 そ の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 を 制 御 す る 。 干 渉 さ れ る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 の 機 能 に は 、 リ ガ ン ド
－ 受 容 体 相 互 作 用 、 細 胞 膜 に お け る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 二 量 体 化 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
が 関 与 す る と 考 え ら れ る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 開 始 シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の 制 御 な ど の 重 要 な 機 能 が
全 て 含 ま れ る 。 こ の よ う な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の 干 渉 に よ っ て 生 じ る 総 合 的 な 影 響 は 、 Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 の 制 御 で あ る 。 本 発 明 に お い て は 、 「 制 御 」 と は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 の
増 加 （ 刺 激 ） ま た は 減 少 （ 阻 害 ） の い ず れ も 意 味 す る 。 本 発 明 に お い て は 、 阻 害 は Ｅ Ｇ Ｆ
Ｒ リ ン 酸 化 の 制 御 の 好 ま し い 形 態 で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の い く つ か は 、 不 適 切 な Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 活 性 を 特 徴 と す る 細 胞 増 殖
異 常 の 処 置 に 用 い る こ と が で き る 。 「 不 適 切 な Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 」 活 性 と は 、 次 の （ １ ） ～ （ ５ ）
の そ れ ぞ れ を 意 味 す る 。 （ １ ） 通 常 は Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） を 発 現 し な い 細 胞 に よ る
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 発 現 ； （ ２ ） 通 常 は Ｅ Ｇ Ｆ ／ Ｔ Ｇ Ｆ － α を 発 現 し な い 細 胞 に よ る Ｅ Ｇ Ｆ の 発 現
； （ ３ ） 望 ま な い 細 胞 増 殖 を 引 き 起 こ す 、 Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） 発 現 の 増 加 ； （ ４ ）
望 ま な い 細 胞 増 殖 を 引 き 起 こ す 、 Ｅ Ｇ Ｆ ／ Ｔ Ｇ Ｆ － α の 発 現 の 増 加 ； お よ び ／ ま た は （ ５
） Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ） の 構 成 的 な 活 性 化 を 引 き 起 こ す 変 異 。 Ｅ Ｇ Ｆ ／ Ｔ Ｇ Ｆ － α や
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 存 在 量 や 活 性 が 不 適 切 で あ る か 異 常 で あ る こ と は 、 当 業 界 で 公 知 の 手 順 に よ り
決 定 す る 。

10

20

30

40

50

(42) JP 2006-525784 A 2006.11.16

Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の 用 途



【 ０ １ ８ ８ 】
　 Ｅ Ｇ Ｆ ／ Ｔ Ｇ Ｆ － α の 活 性 ま た は 発 現 の 増 加 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ リ ガ ン ド の 結 合 の 際 に 生 じ る １
種 ま た は そ れ 以 上 の 次 の よ う な 活 性 の 増 加 を 特 徴 と す る 。 （ １ ） Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 二 量 体 化 ； （
２ ） Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 自 己 リ ン 酸 化 ； （ ３ ） Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 基 質 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｌ Ｃ γ ） の リ ン 酸 化 ； （
４ ） ア ダ プ タ ー 分 子 の 活 性 化 ； お よ び （ ５ ） 細 胞 分 裂 の 増 加 。 こ れ ら の 活 性 は 、 次 に 述 べ
る 手 法 お よ び 当 業 界 で 公 知 の 手 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 自
己 リ ン 酸 化 は 抗 リ ン 酸 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き 、 細 胞 分 裂 の 増 加 は 、 Ｄ
Ｎ Ａ の 3 Ｈ － チ ミ ジ ン の 取 り 込 み 量 の 測 定 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 活 性
の 増 加 は 、 リ ン 酸 化 し た Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 合 成 量 の 増 加 を 特 徴 と す る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 望 ま な い 細 胞 増 殖 は 、 癌 細 胞 、 癌 細 胞 の 周 辺 の 細 胞 や 内 皮 細 胞 を 含 む 様 々 な 種 類 の 細 胞
に お い て 生 じ る 不 適 切 な Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 活 性 に よ り 起 こ り 得 る 。 不 適 切 な Ｅ Ｇ Ｆ 活 性 を 特 徴 と す
る 疾 患 の 例 と し て は 、 グ リ オ ー マ 、 頭 部 癌 、 頸 部 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 、 乳 癌 、 卵 巣 癌 、 結 腸 癌
お よ び 前 立 腺 癌 な ど の 癌 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 ： 「 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 」 と い う 用 語 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ペ プ チ ド 、 Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 変 異 体 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 生 物 学 的 に 活 性 で あ る 断 片 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 原 性 断 片 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 抗 体 ま た は そ の 結 合 部 位 を 意 味 す る か 、 あ る い は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は 上 皮 成 長 因 子 受 容 体
リ ガ ン ド と 結 合 、 あ る い は な ん ら か の 方 法 で 相 互 作 用 で き る 上 記 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 を 意 味 す る 。 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 と 、 対 応 す る リ ガ ン ド と の 結 合 ま た は 相 互 作
用 は 、 リ ガ ン ド と 対 応 す る 受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 の 制 御 、 好 ま し く は 防 止 ま た は 阻 害 を
も た ら す 。 リ ガ ン ド － 受 容 体 相 互 作 用 は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 に 関 与 す る た め 、 「
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 」 と い う 用 語 は 、 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 と 対 応 す る リ ガ ン ド と の 間 の 相 互
作 用 を 制 御 し 、 さ ら に 好 ま し く は 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 と 対 応 す る リ ガ ン ド と の 間 の 相 互 作
用 を 減 少 さ せ る よ う に 作 用 し て 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 の 阻 害 を も た ら す 全 て の 化 合 物 を 包
含 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 願 に お い て は 、 「 リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 」 と い う 用 語 （ 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 の
阻 害 ／ 遮 断 に 言 及 す る 際 に 用 い る 用 語 ） は 、 部 分 的 阻 害 と 完 全 阻 害 の 両 方 を 包 含 す る 。 Ｅ
Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 の 阻 害 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド が 阻 害 ま た は 遮 断 さ れ る こ と な く Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に
結 合 し た 際 に 生 じ る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 の 正 常 の レ ベ ル や 種 類 を 、 減 少 あ る い は 変 化 さ せ る
こ と が 好 ま し い 。 阻 害 は ま た 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 と 接 触 し て い な い 場
合 と の 比 較 か ら 明 か な 、 Ａ Ｍ Ｇ Ｉ Ｏ 化 合 物 に 接 触 し て い る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に
対 す る 結 合 親 和 性 の 、 い か な る 測 定 可 能 な 減 少 も 包 含 す る 。 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド の
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 対 す る 結 合 の 遮 断 は 少 な く と も 約 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、
６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は １ ０ ０ ％ で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 に は 多 数 の 治 療 用 お よ び 診 断 用 の 用 途 が あ る 。 例 え ば 、 治 療
用 途 と し て は 、 癌 ま た は 他 の 関 連 し た 疾 病 に 罹 患 し て い る 疑 い の あ る 患 者 に 対 す る 癌 の 治
療 が 含 ま れ る 。 具 体 的 に は 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド の 産 生 お よ
び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 を 行 う 腫 瘍 細 胞 を 有 す る 患 者 の 治 療 に 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 治 療 の １ つ の 種 類 は 、 治 療 物 質 に 結 合 さ せ た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の 使 用 を 含 ん で も よ い 。
効 果 的 な 量 の 治 療 物 質 と 結 合 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 を 患 者 に 投 与 す る こ と に よ り 、 患 者 に
存 在 す る 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る か 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 を 殺 す こ と で 、 癌
を 治 療 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 癌 の 治 療 方 法 に よ る と 、 こ の よ う な 治 療 物 質 を 結 合 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は 、
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腫 瘍 細 胞 と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 関 連 性 に 基 づ い て 、 腫 瘍 細 胞 を 認 識 し 結 合 す る こ と が で き る 。 こ
れ に 限 定 さ れ る こ と は な い が 、 癌 細 胞 に 対 す る 結 合 機 構 に は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 即 ち 細 胞 表 面 に
存 在 す る リ ガ ン ド あ る い は 発 現 お よ び ／ ま た は 分 泌 さ れ た リ ガ ン ド の 認 識 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 治 療 物 質 を 結 合 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 が Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 相 互 作 用 に よ っ て 腫 瘍 細 胞 と 結 合
ま た は 密 接 に 会 合 す る と 、 治 療 物 質 は そ の 細 胞 を 阻 害 ま た は 殺 す こ と が で き る 。 こ の よ う
に 、 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 例 え ば Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と 関 連 性 の あ る 癌 細 胞 な ど の 特 定 の 標 的 に 対 し
て 選 択 的 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 正 常 な 細 胞 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と 関 連 性 の な い そ の 他 の 細 胞 （ 即 ち 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 発 現 し な い
細 胞 ） は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 に よ る 治 療 法 に よ っ て 影 響 を 受 け る 恐 れ は ほ と ん ど な い と 考
え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は 、 腫 瘍 細 胞 の 増 殖 誘 発 の 防 止 ま た は 阻 害 に 用 い る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 有 す る 癌 細 胞 は 、 低 濃 度 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド の 存 在 下 で
増 殖 が 誘 発 さ れ る 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ガ ン ド が そ の 受 容 体 と 相 互 作 用 す る の を 防 止 す る こ と に よ
り 、 癌 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 ま た は 防 止 す る 本 発 明 の 方 法 に よ る と 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
に 結 合 す る こ と が で き る 。   で の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 結 合 に よ り 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ － Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
化 合 物 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 立 体 的 に （ sterically） 、 ま た は そ の 他 の 方 法 で 、 リ ガ ン ド －
受 容 体 相 互 作 用 を 防 止 ま た は 阻 害 す る こ と が で き る 。 こ の こ と か ら 、 本 発 明 は 、 腫 瘍 細 胞
を 有 す る 患 者 に 効 果 的 な 量 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 を 投 与 す る こ と に よ り 、 患 者 に お け る 腫 瘍
細 胞 の 増 殖 を 防 止 ま た は 阻 害 す る 治 療 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の 上 記 以 外 の 治 療 用 用 途 も 多 数 考 案 可 能 で あ る こ と を 認 識 い
た だ き た い 。 そ の よ う な 治 療 は 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 を 他 の 公 知 の 治 療 法 と 組 み 合
わ せ て 用 い る こ と を 包 含 し て い て も よ い 。 本 発 明 は 、 本 願 で 説 明 し た 治 療 用 処 置 に 限 定 さ
れ る わ け で は な く 、 こ れ ら は 単 な る 例 示 と し て 記 載 し た も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 さ ら に 、 腫 瘍 細 胞 を 阻 害 ま た は 殺 す の に 十 分 な 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の 投 与 量 は 、
悪 性 細 胞 の 種 類 、 患 者 の 体 重 、 用 い る 治 療 物 質 の 種 類 な ど の 多 数 の 要 因 に よ っ て 変 化 す る
。 当 業 者 に と っ て は 、   ま た は    に お い て 特 定 の 悪 性 細 胞 を 阻 害 ま た は 殺
す の に 必 要 な 化 合 物 の 量 は 、 慣 行 的 な 実 験 を 最 小 限 行 う こ と に よ り 容 易 に 定 め る こ と が で
き る こ と は 明 か で あ る 。 効 果 的 な 量 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 を 腸 管 外 、 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 内 、
腹 腔 内 ま た は 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 適 切 な 賦 形 剤 、 補 助 剤 （ auxiliar
ies） ま た は 医 薬 物 質 と し て 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の 作 用 や 安 定 性 を 促 す 化 合 物 を 含
有 す る 医 薬 製 剤 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の （ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 の 制 御 に 基 づ く ） 診 断 的 用 途 と し て
は 、 例 え ば 、 患 者 か ら 得 た サ ン プ ル 中 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 検 出 が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な サ ン プ
ル と し て は 、 体 組 織 、 体 液 （ 例 え ば 、 血 液 、 尿 、 涙 、 唾 液 、 血 清 お よ び 脳 脊 髄 液 ） 、 便 、
細 胞 抽 出 物 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 で 開 示 し た Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 反 応 を 患 者 か ら 得 た サ ン プ ル か ら 検
出 す る こ と は 、 癌 の 診 断 方 法 を 提 供 す る 。 つ ま り 、 患 者 か ら 得 た サ ン プ ル 中 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の
検 出 は 、 患 者 に Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 発 現 す る 細 胞 が 存 在 す る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合
物 は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 対 し て 特 異 的 で あ る た め 、 リ ン 酸 化 の ア ッ セ イ は 、 患 者 の 腫 瘍 の 生 物 学 的
特 徴 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 過 剰 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 を
有 す る 癌 患 者 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 過 剰 発 現 を 示 さ な い 癌 患 者 よ り も 全 体 的 な 生 存 率 が 低 い こ と
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が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 の 検 出 は 予 後 検 査 と し て 役 立 ち 、 臨 床
医 が 患 者 を 治 療 す る た め の よ り 効 果 的 な 治 療 法 を 選 択 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の 組 成 物 は 、   で の 治 療 用 途 ま た は 診 断 用 途 に 関 連
す る 結 合 活 性 を 最 初 に 試 験 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 下 記 の 実 施 例
に 記 載 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 す る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 少 な く と も １ 種 の エ フ ェ ク タ ー が 仲 介 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 活 性 、 例
え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 発 現 細 胞 に お け る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 、 を 引 き 起 こ す 際 の こ れ ら の 分 子 の
活 性 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 関 連 疾 病 の 治 療 と 診 断 に お い て も 有 用 性 を 有 す る 。 例 え ば
、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ は 、   ま た は    で １ つ 以 上 の 次 の 生 物 学 的 活 性 の 誘
発 に 用 い る こ と が で き る 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 発 現 細 胞 に お け る Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｔ Ｇ Ｆ － α 誘 導 性 の 自
己 リ ン 酸 化 の 阻 害 ； オ ー ト ク リ ン Ｅ Ｇ Ｆ ま た は Ｔ Ｇ Ｆ － α 誘 導 性 の 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 発 現 細 胞 の
活 性 化 の 阻 害 ； お よ び 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を （ 例 え ば 少 量 ） 発 現 し て い る 細 胞 の 成 長 阻 害 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 具 体 的 な 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 お よ び そ の 誘 導 体 ／ 変 異 体 は 、 様 々 な Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ に 関 連 す る 疾 病 の 治 療 、 予 防 ま た は 診 断 に   で 用 い ら れ る 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 関 連 疾 病
の 例 と し て は 、 種 々 の 癌 、 例 え ば グ リ オ ー マ 、 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 、 膀 胱 癌 、 乳 癌 、 子 宮
／ 子 宮 頸 部 癌 、 結 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 結 腸 直 腸 癌 、 腎 臓 癌 、 胃 癌 、 卵 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 腎 細 胞
癌 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 肺 癌 （ 非 小 細 胞 肺 癌 ） 、 食 道 癌 、 頭 部 癌 お よ び 頸 部 癌 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 の 投 与 方 法 は 当 業 界 で 公 知 で あ る 。 使 用 す る 分 子 の 適 し た 投 与 量 は 対 象
生 物 の 年 齢 と 体 重 や 用 い る 特 定 の 薬 物 に よ る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は 、 Goldenberg, D. M. 
 ., (1981) Cancer Res. 41: 4354-4360お よ び EP 0,365,997に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、

1 3 1 Ｉ 、 9 0 Ｙ 、 1 0 5 Ｒ ｈ 、 イ ン ジ ウ ム － １ １ １ な ど の 放 射 性 核 種 と 結 合 す る こ と が で き る 。
他 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 放 射 性 同 位 体 、 細 胞 毒 性 物 質 （ 例 え ば 、 カ リ チ ェ
ア ミ シ ン （ calicheamicin） や デ ュ オ カ ル マ イ シ ン （ duocarmycin） ） 、 細 胞 増 殖 抑 制 性 物
質 ま た は 化 学 療 法 薬 に 結 合 し た 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 ま た は そ の 結 合 部 位 、 あ る い は
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 を 包 含 す る 免 疫 複 合 体 （ immunoconjugate） に 関 す る
。 本 発 明 の 組 成 物 は 抗 感 染 物 質 に 結 合 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 他 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 は 、 化 学 療 法 薬 や 免 疫 抑 制 剤 な ど の 治 療
物 質 と 同 時 に 投 与 し て も よ い し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 の 投 与 を 、 他 の 公 知 の 治 療 法 、 例 え ば
理 学 療 法 （ 放 射 線 治 療 、 発 熱 療 法 や 移 植 （ 例 え ば 、 骨 髄 移 植 な ど ） ） と 組 み 合 わ せ て も よ
い 。 上 記 の 治 療 物 質 に は 、 他 の 薬 物 と 共 に 、 ド キ ソ ル ビ シ ン （ ア ド リ ア マ イ シ ン ） 、 シ ス
プ ラ チ ン 、 硫 酸 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ム ス チ ン 、 ク ロ ラ ム ブ シ ル 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド お
よ び ヒ ド ロ キ シ ウ レ ア な ど の 、 そ れ 自 身 で は 患 者 に 毒 性 ま た は 準 毒 性 と な る レ ベ ル で の み
有 効 な 抗 癌 薬 も 含 ま れ る 。 シ ス プ ラ チ ン は １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ 2 を ４ 週 間 毎 に 静 脈 内 投 与 し 、
ア ド リ ア マ イ シ ン は ６ ０ ～ ７ ５ ｍ ｇ ／ ｍ 2 を 、 ２ １ 日 毎 に 静 脈 内 投 与 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 次 の 化 学 療 法 薬 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 種 以 上 を 包 含 す る こ
と が で き る ： ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド （ 例 え ば 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド や イ ホ ス フ ァ ミ ド
） 、 ア ジ リ ジ ン （ 例 え ば 、 チ オ テ パ )、 ス ル ホ ン 酸 ア ル キ ル （ 例 え ば 、 ブ ス ル フ ァ ン )、 ニ
ト ロ ソ ウ レ ア （ 例 え ば 、 カ ル ム ス チ ン や ス ト レ プ ト ゾ シ ン )、 白 金 錯 体 （ 例 え ば 、 カ ル ボ
プ ラ チ ン や シ ス プ ラ チ ン ） 、 非 古 典 的 ア ル キ ル 化 剤 （ non-classical alkylating agents
） （ 例 え ば 、 ダ カ ル バ ジ ン や テ モ ゾ ロ マ イ ド ） 、 葉 酸 誘 導 体 （ analogs） （ 例 え ば 、 メ ト
ト レ キ サ ー ト ） 、 プ リ ン 誘 導 体 （ 例 え ば 、 フ ル ダ ラ ビ ン や メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ア デ ノ シ ン
誘 導 体 （ 例 え ば 、 ク ラ ド リ ビ ン や ペ ン ト ス タ チ ン ） 、 ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体 （ 例 え ば 、 フ ル オ
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ロ ウ ラ シ ル （ 単 独 で ま た は ロ イ コ ボ リ ン と 組 み 合 わ せ て 用 い る も の ） や ゲ ム シ タ ビ ン ） 、
尿 素 置 換 体 （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ 尿 素 ） 、 抗 腫 瘍 抗 生 物 質 （ 例 え ば 、 ブ レ オ マ イ シ ン お よ
び ド キ ソ ル ビ シ ン ） 、 エ ピ ポ ド フ ィ ロ ト キ シ ン （ 例 え ば 、 エ ト ポ シ ド や テ ニ ポ シ ド ） 、 微
小 管 作 用 物 質 （ microtubule agents） （ 例 え ば 、 ド セ タ キ セ ル や パ ク リ タ キ セ ル ） 、 カ ン
プ ト テ シ ン 誘 導 体 （ camptothecin analogs） （ 例 え ば 、 イ リ ノ テ カ ン や ト ポ テ カ ン ） 、 酵
素 （ 例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー ゼ ） 、 サ イ ト カ イ ン （ 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ や イ ン
タ ー フ ェ ロ ン － α ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば 、 ト ラ ス ツ ズ マ ブ や ベ バ シ ツ マ ブ ） 、
組 換 え 毒 素 や 免 疫 毒 素 （ 例 え ば 、 組 換 え コ レ ラ 毒 素 － Ｂ や Ｔ Ｐ － ３ ８ ） 、 癌 遺 伝 子 療 法 薬
、 理 学 療 法 薬 （ 例 え ば 、 発 熱 療 法 、 放 射 線 療 法 や 外 科 治 療 に 用 い る 薬 剤 ） な ら び に 癌 ワ ク
チ ン （ 例 え ば 、 テ ロ メ ラ ー ゼ に 対 す る ワ ク チ ン ） 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 と 化 学 療 法 薬 と を 同 時 に 投 与 す る こ と に よ り 、 異 な る メ カ ニ
ズ ム を 通 じ て 作 用 す る ２ 種 の 抗 癌 物 質 が 提 供 さ れ 、 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 に 細 胞 毒 性 効 果 が も た ら
さ れ る 。 こ の よ う な 同 時 投 与 は 、 薬 物 へ の 耐 性 の 発 現 や 、 抗 体 に 対 し て 不 活 性 と な る 腫 瘍
細 胞 の 抗 原 性 の 変 化 に よ っ て 生 じ る 問 題 を 解 決 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 他 の １ つ の 態 様 に お い て は 、 対 象 生 物 は 、 リ ン フ ォ カ イ ン 製 剤 で さ ら に 処 置 す る こ と が
で き る 。 リ ン フ ォ カ イ ン 製 剤 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 高 度 に は 発 現 し な い 癌 細 胞
に Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 高 度 発 現 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 リ ン フ ォ カ イ ン 製 剤 は 、 腫 瘍 細 胞 の Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ の よ り 相 同 的 な 発 現 を 引 き 起 こ す こ と が で き 、 そ れ は よ り 効 果 的 な 治 療 に つ な が る 。
投 与 に 適 し た リ ン フ ォ カ イ ン 製 剤 と し て は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン － γ 、 腫 瘍 壊 死 因 子 お よ び
そ れ ら を 組 合 せ た も の が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な リ ン フ ォ カ イ ン 製 剤 は 、 静 脈 内 投 与 す る
こ と が で き る 。 リ ン フ ォ カ イ ン の 適 し た 投 与 量 は １ ０ ， ０ ０ ０ ～ １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ 単 位
／ 患 者 で あ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 サ ン プ ル に お け る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 反 応 の 存 在 を 検
出 す る か 、 ま た は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 反 応 を 定 量 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
化 合 物 と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 間 で 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き る 条 件 下 で 、 サ ン プ ル と 対 照 サ ン
プ ル を そ れ ぞ れ Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 特 異 的 に 結 合 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 化 合 物 に 接 触 さ せ る 工 程 を 包 含 す
る 。 そ し て 、 複 合 体 の 形 成 、 即 ち 、 リ ン 酸 化 の 制 御 、 好 ま し く は リ ン 酸 化 の 阻 害 を 検 出 す
る が 、 サ ン プ ル と 対 照 サ ン プ ル と の 間 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 反 応 の 差 は 、 サ ン プ ル 中 の Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ２ 】

　
　 本 発 明 は ま た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 ま た は 活 性 を 制 御 す る 物 質 に も 関 す る 。 そ の よ う な 物
質 は 、 例 え ば 、 低 分 子 で あ っ て も よ い 。 こ の よ う な 低 分 子 物 質 の 例 と し て は 、 ペ プ チ ド 、
ペ プ チ ド 模 倣 物 （ 例 え ば ペ プ ト イ ド ） 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 類 似 体 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 、 分 子 量 が 約 １ ０ ， ０ ０ ０
ｇ ／ ｍ ｏ ｌ 未 満 の 有 機 ま た は 無 機 化 合 物 （ 例 え ば 、 ヘ テ ロ 有 機 化 合 物 お よ び 有 機 金 属 化 合
物 ） 、 分 子 量 が 約 ５ ， ０ ０ ０ ｇ ／ ｍ ｏ ｌ 未 満 の 有 機 ま た は 無 機 化 合 物 、 分 子 量 が 約 １ ， ０
０ ０ ｇ ／ ｍ ｏ ｌ 未 満 の 有 機 ま た は 無 機 化 合 物 お よ び 分 子 量 が 約 ５ ０ ０ ｇ ／ ｍ ｏ ｌ 未 満 の 有
機 ま た は 無 機 化 合 物 、 な ら び に こ の よ う な 化 合 物 の 塩 、 エ ス テ ル お よ び 薬 学 的 に 許 容 さ れ
る 他 の 形 態 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 低 分 子 物 質 の 適 切 な 投 与
量 は 、 通 常 の 技 量 を 有 す る 医 師 、 獣 医 師 、 研 究 者 の 考 え の お よ ぶ 範 囲 の 多 数 の 要 因 に 依 存
す る と 理 解 さ れ て い る 。 低 分 子 物 質 の 投 与 量 は 、 例 え ば 、 処 置 す る 対 象 生 物 ま た は サ ン プ
ル の 特 性 、 大 き さ お よ び 状 態 に よ っ て 変 わ り 、 さ ら に 、 該 当 す る 場 合 は 、 こ の よ う な 化 合
物 の 投 与 経 路 に よ っ て も 変 わ り 、 本 発 明 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 、 従 事 者 が 望
む 低 分 子 物 質 の 効 果 に よ っ て も 変 わ る 。 典 型 的 な 投 与 量 と し て は 、 対 象 生 物 ま た は サ ン プ
ル の １ ｋ ｇ 当 た り ミ リ グ ラ ム 量 ま た は マ イ ク ロ グ ラ ム 量 （ 例 え ば 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 ５
０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 約 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 ま た は 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ 約 ５ ０
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μ ｇ ／ ｋ ｇ ） の 低 分 子 物 質 を 使 用 す る 。 さ ら に 、 低 分 子 物 質 の 適 切 な 投 与 量 は 、 低 分 子 物
質 の 制 御 す る 発 現 ま た は 活 性 に 対 す る 効 能 に も 依 存 す る と 理 解 さ れ て い る 。 そ の よ う な 適
切 な 投 与 量 は 、 本 願 明 細 書 に 記 載 す る ア ッ セ イ を 用 い て 求 め る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 の 発 現 や 活 性 を 制 御 す る た め に １ つ 以 上 の 低 分 子 物 質 を 動 物 （ 例 え
ば 、 ヒ ト ） に 投 与 す る 場 合 、 医 師 、 獣 医 師 ま た は 研 究 者 は 、 例 え ば 、 初 め は 比 較 的 低 投 与
量 で 処 方 し 、 そ の 後 適 当 な 反 応 が 得 ら れ る ま で 投 与 量 を 増 加 さ せ て も よ い 。 さ ら に 、 特 定
の 対 象 動 物 の た め の 特 定 の 投 与 レ ベ ル は 、 例 え ば 、 使 用 す る 特 定 化 合 物 の 活 性 、 対 象 動 物
の 年 齢 、 体 重 、 健 康 状 態 、 性 別 お よ び 食 餌 、 投 与 時 間 、 投 与 経 路 、 排 泄 速 度 、 他 の 薬 物 と
の 組 み 合 わ せ な ら び に 制 御 す る 発 現 ま た は 活 性 の 程 度 、 な ど の 種 々 の 要 因 に 依 存 す る と 理
解 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に は 、 ホ モ フ ィ リ ッ ク ま た は ヘ テ ロ フ ィ リ ッ ク な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 相 互 作 用 を 制
御 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 、 お よ び こ れ ら の 相 互 作 用 を 制 御 す る 方 法 が
含 ま れ る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 活 性 化 は 、 細 胞 間 相 互 作 用 、 細 胞 の 遊 走 、 神 経 突 起 の 成 長 お よ び
束 形 成 な ど の 広 い 範 囲 の 細 胞 機 能 を 制 御 す る こ と が 分 か っ て い る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 の 特 異 的 な 制 御 物 質 と し て 開 示 さ れ る 。 し た が っ て 、
本 発 明 は 標 的 と な る 細 胞 機 能 を 制 御 す る 方 法 で あ っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ： Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 相 互 作 用
ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ： Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド 相 互 作 用 に 対 す る 制 御 物 質 と 細 胞 を 接 触 さ せ る こ
と に よ っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 活 性 化 を 制 御 す る 工 程 を 包 含 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま
た 、 標 的 と な る 細 胞 機 能 を 制 御 す る 方 法 で あ っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ： Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 相 互 作 用 を 制 御
す る 物 質 と 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 活 性 化 を 制 御 す る 工 程 を 包 含 す る
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ： Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 相 互 作 用 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ： Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ 相 互 作 用 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ： Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 制 御 す る 物 質 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 一 般 に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 発 現 細 胞 と 、 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ チ ド と 候 補 物 質 と の 混 合 物 を 形 成
し 、 そ し て 候 補 物 質 が 細 胞 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 発 現 量 に 与 え る 効 果 を 求 め る 。 こ の 方 法 は 、 先 導
化 合 物 を 得 る た め の 、 自 動 化 し た 、 費 用 効 果 の 高 い 、 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の ハ イ ス ル ー プ
ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 適 応 可 能 で あ る 。 同 定 し た 試 薬 は 、 動 物 お よ び ヒ ト の 治 験 に 用 い る
と い っ た 医 薬 産 業 に お け る 用 途 を 見 出 し て い る 。 例 え ば 、 試 薬 は 誘 導 化 し 、 そ し て   
 お よ び    で の ア ッ セ イ で 再 ス ク リ ー ニ ン グ し 、 医 薬 開 発 の た め に 活 性 の 最 適

化 と 毒 性 の 最 小 化 を 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 神 経 系 細 胞 に 基 づ く 神 経 系 伸 長 ア ッ
セ イ 、 束 形 成 お よ び 凝 集 ア ッ セ イ に つ い て 後 述 の 実 施 例 に お い て 詳 し く 説 明 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 制 御 物 質 の 同 定 方 法 （ 本 願 明 細 書 で は 「 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 」 と
も 称 す る ） を 提 供 し 、 制 御 物 質 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る か 、 （ 例 え ば Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ の 発 現 や 活 性 を ） 刺 激 ま た は 阻 害 す る 効 果 を 有 す る か 、 ま た は （ 例 え ば Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 基
質 の 発 現 や 活 性 を ） 刺 激 ま た は 阻 害 す る 効 果 を 有 す る 物 質 の 候 補 あ る い は テ ス ト 用 の 化 合
物 ま た は 薬 剤 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 ペ プ ト イ ド 、 低 分 子 の 薬 物 ま た は 他
の 薬 物 ） で あ る 。 こ の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 治 療 プ ロ ト コ ー ル で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
の 活 性 を 制 御 し た り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 生 物 学 的 機 能 を 明 ら か に し た り 、 正 常 な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 相
互 作 用 を 妨 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 態 様 に お い て 好 ま し
い Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ で あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ま た
は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 位 に 対 す る 基 質 の 候 補 物 質 ま た は テ ス ト 用 化 合 物 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ
ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 位 に 結 合 す る か ま た は そ の
活 性 を 制 御 す る 候 補 物 質 ま た は テ ス ト 用 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ア ッ セ イ を 提
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供 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 本 発 明 の テ ス ト 化 合 物 は 、 当 業 界 で 公 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル  ラ イ ブ ラ リ ー 法 に お け る
多 数 の ア プ ロ ー チ の い ず れ を 用 い る こ と に よ っ て も 得 ら れ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル  ラ イ ブ
ラ リ ー 法 の 例 と し て は 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 法 （ biological libraries） 、 ペ プ ト イ ド
ラ イ ブ ラ リ ー 法 ［ ペ プ チ ド の 機 能 性 を 有 す る が 新 規 な 非 ペ プ チ ド 主 鎖 を 有 す る 分 子 で あ り
、 酵 素 分 解 に 耐 性 で あ る が 、 生 物 活 性 を 保 持 す る 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー ］ （ 例 え ば 、 Zucker
mann, R. N.  ., J. Med. Chem. 1994, 37: 2678-85を 参 照 ） 、 立 体 構 造 に よ っ て 特
定 可 能 な 、 並 行 合 成 し た 固 相 ま た は 溶 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る 方 法 （ spatially addres
sable parallel solid phase or solution phase libraries） 、 デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン を
必 要 と す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 “ １ ビ ー ズ － １ 化 合 物 ” （ one-bead one-compound） ラ
イ ブ ラ リ ー 法 、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ
リ ー 法 が 挙 げ ら れ る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 法 と ペ プ ト イ ド ラ イ ブ ラ リ ー 法 は ペ プ チ ド ラ
イ ブ ラ リ ー に の み 適 応 可 能 な ア プ ロ ー チ で あ る が 、 他 の ４ つ の 方 法 は 、 ペ プ チ ド 、 非 ペ プ
チ ド オ リ ゴ マ ー ま た は 低 分 子 か ら な る 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用 可 能 な ア プ ロ ー チ で あ る
（ Lam, K. S., (1997) Anticancer Drug Des. 12:145） 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 １ つ の 態 様 に お い て は 、 ア ッ セ イ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 位 を 発 現 す る 細 胞 を テ ス ト 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 活 性 を 制 御
す る 能 力 を 測 定 す る 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ で あ る 。 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 活 性 を 制 御
す る 能 力 は 、 例 え ば 、 細 胞 の 結 合 や 付 着 、 細 胞 成 長 、 神 経 突 起 の 伸 長 、 束 形 成 お よ び 細 胞
の 化 学 走 化 性 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 測 定 で き る 。 細 胞 は 、 例 え ば 、 哺 乳 類 由 来 の 細
胞 、 例 え ば 神 経 細 胞 で も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 神 経 系 細 胞 で 発 現
し た も の で あ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 活 性 を 制 御 す る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 は 神 経 突 起 の 伸 長 を モ ニ
タ ー す る か 、 ま た は 軸 索 の 束 形 成 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 別 の 好 ま し い 態
様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ が 、 例 え ば 神 経 系 ま た は 非 神 経 系 由 来 の 腫 瘍 細 胞 に
よ っ て 同 時 に 発 現 さ れ て お り 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 反 応 の 量 を モ ニ タ ー す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 が 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 標 的 分 子 （ 例 え
ば 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド を 含 有 す る 分 子 ） に 結 合 す る か 、 ま
た は 相 互 作 用 す る 能 力 の 測 定 は 、 直 接 結 合 を 測 定 す る た め の 上 記 の 方 法 の う ち の １ つ に よ
っ て 行 う こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 標
的 分 子 に 結 合 す る か 、 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 の 測 定 は 、 標 的 分 子 の 活 性 を 測 定 す る こ と
に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 分 子 の 活 性 は 、 標 的 分 子 に よ る 細 胞 内 第 二 メ ッ
セ ン ジ ャ ー （ 即 ち 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム や Ｉ Ｐ ３ ） の 誘 導 の 検 出 、 適 当 な 基 質 に 対 す る 標 的
分 子 の 触 媒 活 性 ／ 酵 素 活 性 の 検 出 、 （ 検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 を コ
ー ド す る 核 酸 に 発 現 可 能 な 状 態 に 結 合 し た 標 的 応 答 性 制 御 エ レ メ ン ト を 含 有 す る ） レ ポ ー
タ ー 遺 伝 子 の 誘 導 の 検 出 、 ま た は 標 的 分 子 が 制 御 す る 細 胞 応 答 （ 即 ち 、 細 胞 の 結 合 、 付 着
、 成 長 ま た は 遊 走 ） を 検 出 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ は 細 胞 を 用 い な い ア ッ セ イ で あ っ て 、 該
ア ッ セ イ で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 位 を テ ス ト 化 合 物 と
接 触 さ せ 、 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 位 に 結 合
す る 能 力 を 測 定 す る 。 本 発 明 の ア ッ セ イ で 用 い る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 位 の 好 ま し い 例 と し て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド タ ン パ ク
質 と の 相 互 作 用 に 関 与 す る 断 片 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 断 片 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た
は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域 を 含 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 細 胞 を 用 い な い 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 単 離 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に
活 性 な 部 位 が 可 溶 性 の 形 態 お よ び ／ ま た は 膜 に 結 合 し た 形 態 の い ず れ に も 適 応 可 能 で あ る
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。 膜 に 結 合 し た 形 態 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 を 用 い る 、 細 胞 を 用 い な い ア ッ セ イ の 場 合 に
は 、 単 離 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 膜 結 合 形 態 が 溶 液 中 に お い て 維 持 さ れ る よ う な 可 溶 化 剤
を 用 い る こ と が 望 ま し い 。 こ の よ う な 可 溶 化 剤 の 例 と し て は 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例
え ば 、 ｎ － オ ク チ ル グ ル コ シ ド 、 ｎ － ド デ シ ル グ ル コ シ ド 、 ｎ － ド デ シ ル マ ル ト シ ド 、 オ
ク タ ノ イ ル － Ｎ － メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 デ カ ノ イ ル － Ｎ － メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 Triton（ 登 録
商 標 ） X-100、 Triton（ 登 録 商 標 ） X-114、 Thesit（ 登 録 商 標 ） 、 イ ソ ト リ デ シ ル 、 ポ リ （
エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ） n （ Isotridecypoly(ethylene glycol ether)n） 、 ３ － ［
（ ３ － コ ー ル ア ミ ド プ ロ ピ ル ） ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ］ － １ － プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト （ 3-[(
3-cholamidopropyl)dimethylamminio]-1-propane sulfonate、 Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ ） 、 ３ － ［ （ ３
－ コ ー ル ア ミ ド プ ロ ピ ル ） ジ メ チ ル ア ン モ ニ オ ］ － ２ － ヒ ド ロ キ シ － １ － プ ロ パ ン ス ル ホ
ネ ー ト （ 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamminio]-2-hydroxy-1-propane sulfonate、 Ｃ
Ｈ Ａ Ｐ Ｓ Ｏ ） お よ び Ｎ － ド デ シ ル ＝ Ｎ ， Ｎ － ジ メ チ ル － ３ － ア ン モ ニ オ － １ － プ ロ パ ン ス
ル ホ ネ ー ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い る ア ッ セ イ の 原 理 に は 、
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と テ ス ト 化 合 物 と を 、 こ れ ら ２ つ の 成 分 が 相 互 作 用 し 結 合 す る 条 件
下 で 結 合 に 十 分 な 時 間 反 応 さ せ て 反 応 混 合 物 を 調 製 し 、 そ の 結 果 と し て 反 応 混 合 物 か ら 除
去 お よ び ／ ま た は 検 出 さ れ 得 る 複 合 体 を 形 成 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の ア ッ セ イ は 多 様 な
方 法 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の よ う な ア ッ セ イ を 行 う た め の 一 つ の 方 法 と し て は
、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は テ ス ト 化 合 物 を 固 相 上 に 固 定 し 、 固 相 上 に 固 定 し た Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ／ テ ス ト 化 合 物 複 合 体 を 反 応 の 終 了 時 に 検 出 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ の
よ う な 方 法 の 一 つ の 態 様 と し て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 を 固 体 表 面 に 固 定 し 、 （ 固 定 さ
れ て い な い ） テ ス ト 化 合 物 を 、 本 願 明 細 書 に 記 載 し た 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る 検 出
可 能 な 標 識 で 直 接 的 に 、 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 上 記 の ア ッ セ イ 方 法 の 多 数 の 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド の い ず れ か を 固 定 化 す る こ と に よ っ て 、 複 合 体 を 形 成 し て い な い 一 方 ま
た は 両 方 の タ ン パ ク 質 か ら の タ ン パ ク 質 複 合 体 の 分 離 を 容 易 に す る と 共 に 、 ア ッ セ イ の 自
動 化 に 適 応 さ せ る こ と が 望 ま し い 。 テ ス ト 化 合 物 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 へ の 結 合 や 、 候
補 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 不 在 下 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま
た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 は 、 こ の よ う な 反 応 物 質 を 入 れ る の に 適 当 な い か な
る 容 器 を 用 い て も 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 容 器 の 例 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト 、 試 験 管 お よ び マ イ ク ロ 遠 心 管 が 挙 げ ら れ る 。 １ つ の 態 様 に お い て は 、 一 方 ま た は
両 方 の タ ン パ ク 質 を マ ト リ ク ス に 結 合 さ せ る ド メ イ ン を 加 え た 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 融 合 タ ン パ
ク 質 ま た は グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ／ 標 的 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 グ ル タ チ オ
ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ ミ ズ ー リ 州 、 セ ン ト ル イ ス 、 Sigma Chemical製 ） ま た は グ ル タ チ
オ ン 誘 導 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 吸 着 さ せ る こ と が で き る 。 次 い で こ れ ら の ビ ー ズ ま
た は プ レ ー ト を テ ス ト 化 合 物 と 接 触 さ せ る か 、 ま た は テ ス ト 化 合 物 と 吸 着 さ れ て い な い Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 の い ず れ か と 接 触 さ せ 、 得 ら れ
た 混 合 物 を 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件 下 （ 例 え ば 、 塩 濃 度 お よ び ｐ Ｈ が 生 理 的 に 適 合 し た 条
件 下 ） で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト の ウ ェ ル を 洗 浄 し て マ ト リ ク ス に 結 合 し て い な い 成 分 を 除 去 す る が 、 ビ ー ズ を 用
い た 場 合 に は マ ト リ ク ス を 固 定 し て お く 。 複 合 体 の 存 在 量 は 、 例 え ば 上 述 の よ う に し て 直
接 的 ま た は 間 接 的 に 測 定 す る 。 ま た 、 複 合 体 は マ ト リ ク ス か ら 分 離 で き る の で 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ の 結 合 ま た は 活 性 の レ ベ ル は 標 準 的 方 法 を 用 い て 測 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 固 定 化 さ れ て い な い 成 分 を 、 固 定 さ れ た 成 分 を 含 有 す る コ ー テ
ィ ン グ を 施 し た 表 面 に 添 加 す る 。 反 応 が 完 全 に 終 了 し た 後 、 形 成 さ れ た い か な る 複 合 体 も
固 体 表 面 に 固 定 化 さ れ た ま ま で あ る よ う な 条 件 下 で 、 未 反 応 成 分 を （ 例 え ば 洗 浄 に よ っ て
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） 除 去 す る 。 固 体 表 面 に 固 定 さ れ た 複 合 体 の 検 出 は 、 多 く の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き
る 。 固 定 化 前 に 成 分 が 予 め 標 識 さ れ て い る 場 合 に は 、 固 体 表 面 に 固 定 化 さ れ た 標 識 の 検 出
は 、 複 合 体 が 形 成 さ れ た こ と を 示 す 。 固 定 化 前 に 成 分 が 予 め 標 識 さ れ て い な い 場 合 に は 、
固 体 表 面 に 固 定 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る た め に 間 接 的 な 標 識 、 例 え ば 、 固 定 化 し た 成 分 に
特 異 的 な 標 識 抗 体 を 用 い る こ と が で き る （ そ の 後 、 こ の 抗 体 は 、 例 え ば 標 識 抗 Ｉ ｇ 抗 体 に
よ っ て 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る こ と が で き る ） 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 １ つ の 態 様 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド と は 反 応
す る が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド へ の 結 合
に 干 渉 し な い 抗 体 を 用 い て ア ッ セ イ を 行 う 。 そ の よ う な 抗 体 を プ レ ー ト の ウ ェ ル に 誘 導 化
し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド を 抗 体 と の 結 合 に よ っ て ウ ェ ル に 捕
え る 。 こ の よ う な 複 合 体 を 検 出 す る た め の 方 法 と し て は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － 固 定 化 複 合 体 を 検 出 す
る た め の 上 記 の 方 法 以 外 に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド と 反 応 す る
抗 体 を 用 い る 複 合 体 の 免 疫 検 出 、 お よ び 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ リ ガ ン ド に 関 連 し た 酵 素 活 性 の 検 出 に 基 づ く 酵 素 結 合 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 ま た 、 別 の 態 様 に お い て 、 こ の ア ッ セ イ は 液 相 に お い て 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な
ア ッ セ イ に お い て は 、 反 応 生 成 物 は 、 未 反 応 成 分 か ら 、 多 く の 標 準 的 方 法 の い ず れ を 用 い
る こ と に よ っ て も 分 離 さ れ る 。 標 準 的 方 法 の 例 と し て は 、 分 画 遠 心 法 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 電 気 泳 動 お よ び 免 疫 沈 降 法 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 分 画
遠 心 法 に お い て は 、 一 連 の 遠 心 工 程 を 通 し て 分 子 の 複 合 体 を 、 複 合 化 し て い な い 分 子 か ら
分 離 す る が 、 こ の 分 離 は 、 サ イ ズ お よ び 密 度 の 違 い に 基 づ く 複 合 体 の 沈 降 平 衡 の 差 に よ る
も の で あ る （ 例 え ば 、 Rivas, G., お よ び  Minton, A. P., Trends Biochem Sci 1993 Aug
;18(8):284-7を 参 照 ） 。 標 準 的 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー も ま た 、 複 合 化 し て い な い 分 子 か ら
複 合 化 し た 分 子 を 分 離 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー は 分 子 を そ の サ イ ズ に 基 づ い て 分 離 す る が 、 カ ラ ム に 充 填 し た 適 当 な ゲ ル 濾 過 樹 脂 を
利 用 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 相 対 的 に 大 き な 複 合 体 を 相 対 的 に 小 さ な 複 合 化 し て い な
い 成 分 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 複 合 化 し て い な い 分 子 と は 比 較 的 異 な る 複 合
体 の 電 荷 特 性 を 、 例 え ば イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 を 用 い て 、 残 存 す る 個 々 の 反
応 物 質 か ら 複 合 体 を 分 画 分 離 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 樹 脂 と ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー を 用 い た 手 法 は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Heegaard, N. H.,
 J Mol Recognit 1998 Winter; 11(1-6):141-8 お よ び  Hage, D. S., Tweed, S. A., J C
hromatogr B Biomed Sci Appl 1997 Oct 10;699(1-2):499-525を 参 照 ） 。 ゲ ル 電 気 泳 動 も
ま た 、 複 合 化 分 子 を 未 結 合 分 子 種 か ら 分 離 す る た め に 用 い る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ausu
bel, F.  . 編 “ Current Protocols in Molecular Biology （ 分 子 生 物 学 最 新 プ ロ ト
コ ー ル ） ” 1999, J. Wiley: ニ ュ ー ヨ ー ク 州 を 参 照 ） 。 こ の 技 術 に お い て は 、 タ ン パ ク 質
ま た は 核 酸 の 複 合 体 を 、 例 え ば サ イ ズ ま た は 電 荷 に 基 づ い て 分 離 す る 。 電 気 泳 動 を 行 っ て
い る 間 も 結 合 相 互 作 用 を 維 持 す る た め に は 、 還 元 剤 の 不 在 下 で 非 変 性 ゲ ル を 用 い る こ と が
典 型 的 に は 好 ま し い が 、 特 定 の 相 互 作 用 物 質 に 適 す る 条 件 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 。
免 疫 沈 降 は 、 溶 液 か ら タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 複 合 体 を 単 離 す る た め に 用 い ら れ る も う １
つ の 一 般 的 な 技 術 で あ る （ 例 え ば 、 Ausubel, F.  .編 “ Current Protocols in Molec
ular Biology （ 分 子 生 物 学 最 新 プ ロ ト コ ー ル ） ” 1999, J. Wiley: ニ ュ ー ヨ ー ク 州 を 参
照 ） 。 こ の 技 術 に お い て は 、 遠 心 分 離 に よ っ て 容 易 に 回 収 す る こ と が で き る ポ リ マ ー ビ ー
ズ に 、 結 合 分 子 の １ つ に 特 異 的 な 抗 体 を 結 合 し 、 こ の 抗 体 に 結 合 す る す べ て の タ ン パ ク 質
を 溶 液 中 か ら 沈 殿 さ せ る 。 結 合 し た タ ン パ ク 質 は 、 （ 複 合 体 の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相
互 作 用 を 妨 害 し な い 、 特 定 の タ ン パ ク 質 分 解 反 応 ま た は 周 知 の 技 術 に よ り ） ビ ー ズ か ら 外
し 、 第 ２ の 免 疫 沈 降 工 程 を 実 施 す る 。 こ の と き に は 別 の 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗
体 を 利 用 す る 。 こ の 方 法 で は 、 複 合 体 の み が ビ ー ズ に 付 着 し た ま ま 残 る は ず で あ る 。 捕 捉
し た 複 合 体 は 、 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て 視 覚 化 す る こ と が で き る 。 （ こ れ ら の 手 法 の ど れ を
用 い て も 同 定 さ れ 得 る ） 分 子 複 合 体 の 存 在 は 、 特 異 的 な 結 合 が 生 じ た こ と 、 お よ び 導 入 し
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た 化 合 物 が 標 的 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 蛍 光 エ ネ ル ギ ー 転 移
も ま た 、 こ こ に 述 べ る よ う に 、 複 合 体 を 溶 液 か ら 、 さ ら に 精 製 せ ず に 結 合 を 検 出 す る の に
便 利 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て ア ッ セ イ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な
部 位 を 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 結 合 す る 公 知 の 化 合 物 に 接 触 さ せ て ア ッ セ イ 混 合 物 を 形 成 し 、 形 成
し た ア ッ セ イ 混 合 物 を テ ス ト 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ
ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 包 含 す る 。 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク
質 と 相 互 作 用 す る 能 力 の 測 定 は 、 公 知 の 化 合 物 に 比 べ て 、 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン
パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 位 に 優 先 的 に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て
行 う 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性
な 部 位 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ 、 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と 相 互
作 用 す る 能 力 を 既 知 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ： Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 相 互 作 用 と 比 較 す る 。 さ ら に 好 ま し い 態 様
に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 位 を Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ タ ン パ ク
質 と 接 触 さ せ 、 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 既 知 の Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ ： Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 相 互 作 用 と 比 較 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 細 胞 を 用 い な い ア ッ セ イ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 ま た は そ の
生 物 学 的 に 活 性 な 部 位 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 公 知 の 化 合 物 と 接 触 さ せ て ア ッ
セ イ 混 合 物 を 形 成 し 、 形 成 し た ア ッ セ イ 混 合 物 を テ ス ト 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て テ ス ト
化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 包 含 す る 。 テ ス ト 化
合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 の 測 定 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 が Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド に 優 先 的 に 結 合 す る か 、 ま た は 活 性 を 制 御 す
る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 は 、  で 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 く の 細 胞 内 ま た
は 細 胞 外 高 分 子 （ 例 え ば タ ン パ ク 質 ） と 相 互 作 用 す る こ と が で き る 。 こ の 点 に つ い て 説 明
す る 際 に は 、 そ の よ う な 細 胞 内 お よ び 細 胞 外 高 分 子 を こ こ で は 「 結 合 パ ー ト ナ ー 」 と 称 す
る 。 こ の よ う な 相 互 作 用 を 妨 害 す る 化 合 物 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 活 性 を 制 御 す る の に 有 用 で あ る
。 こ の よ う な 化 合 物 の 例 と し て は 、 抗 体 、 ペ プ チ ド お よ び 低 分 子 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら
の 分 子 に 限 定 さ れ な い 。 こ の 態 様 に 用 い る 好 ま し い タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 で 同 定 し た Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 で あ る 。  に お け る 相 互 作 用 を 妨 害 す る 物 質 の 探 索 と い う 目 的 の
た め に 、 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド の 下 流 に 位 置 す る エ フ ェ ク タ ー の 活 性 を 制 御 す る こ と で 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ
ン パ ク 質 の 活 性 を 制 御 す る 能 力 を 測 定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 既 に 述 べ た よ
う に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド に 対 す る エ フ ェ ク タ ー 分 子 の 活 性
を 測 定 し た り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ リ ガ ン ド に 対 す る エ フ ェ ク タ ー 分
子 の 結 合 を 測 定 し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と そ の 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 少 な く と も １ つ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用
に 干 渉 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い る ア ッ セ イ シ ス テ ム の 基 本 原 理 に は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
と 結 合 パ ー ト ナ ー が 相 互 作 用 し て 結 合 し 、 そ し て 複 合 体 を 形 成 す る よ う な 条 件 下 で 十 分 な
時 間 反 応 さ せ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 含 む 反 応 混 合 物 を 得 る こ と が 含 ま れ
て い る 。 物 質 の 阻 害 活 性 を 試 験 す る た め に 、 上 記 反 応 混 合 物 を 、 テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 お
よ び 不 在 下 で 調 製 す る 。 テ ス ト 化 合 物 は 初 め か ら 反 応 混 合 物 に 含 ま れ て い て も よ い し 、 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ お よ び そ の 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 添 加 に 続 い て 添 加 し て も よ い
。 対 照 の 反 応 混 合 物 は 、 テ ス ト 化 合 物 の 添 加 な し に 、 ま た は プ ラ シ ー ボ を 添 加 し て イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と そ の 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 複 合
体 の 形 成 を 検 出 す る 。 複 合 体 の 形 成 が テ ス ト 化 合 物 を 含 む 反 応 混 合 物 に は 見 ら れ な い が 、
対 照 の 反 応 混 合 物 で 見 ら れ る と い う こ と は 、 テ ス ト 化 合 物 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と そ れ と 相 互 作 用
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す る 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 妨 害 す る こ と を 示 す 。 な お 、 テ ス ト 化 合 物 と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ と を 含 む 反 応 混 合 物 に お け る 複 合 体 の 形 成 は 、 テ ス ト 化 合 物 と 変 異 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と を 含 む
反 応 混 合 物 に お け る 複 合 体 の 形 成 と も 比 較 す る こ と が で き る 。 こ の 比 較 は 、 変 異 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ の 相 互 作 用 を 妨 害 す る が 、 正 常 な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 相 互 作 用 は 妨 害 し な い 化 合 物 の 同 定 が 望
ま し い 場 合 に は 重 要 と な り 得 る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 に 干 渉 す る 化 合 物 の た め の ア ッ セ イ は 、 異 質
性 の ま た は 同 質 性 の 形 態 で 行 う こ と が で き る 。 異 質 性 の ア ッ セ イ に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の い ず れ か を 固 相 に 固 定 し 、 固 相 に 固 定 さ れ た 複 合 体 を 反 応 終 了 時
に 検 出 す る 。 同 質 性 の ア ッ セ イ に お い て は 、 反 応 全 体 を 液 相 で 行 う 。 ど ち ら の ア プ ロ ー チ
に お い て も 、 試 験 す る 化 合 物 に 関 す る 異 な る 情 報 を 得 る た め に 、 反 応 物 質 を 添 加 す る 順 序
を 替 え る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 に （ 例 え ば 、
競 合 に よ っ て ） 干 渉 す る テ ス ト 化 合 物 は 、 テ ス ト 物 質 の 存 在 下 で 反 応 を 行 う こ と に よ っ て
同 定 す る こ と が で き る 、 即 ち 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ お よ び 相 互 作 用 す る 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 結 合
パ ー ト ナ ー の 添 加 の 前 ま た は 同 時 に 、 テ ス ト 物 質 を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、
テ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 す で に 形 成 さ れ て い る 複 合 体 を 壊 す テ ス ト
化 合 物 （ 例 え ば 、 複 合 体 の 成 分 の １ つ を 置 換 す る ほ ど 高 い 結 合 定 数 を 有 す る 化 合 物 ） を 、
複 合 体 の 形 成 後 に 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 テ ス ト 化 合 物 を 試 験 す る こ と が で
き る 。 以 下 、 こ の よ う な 各 種 形 態 に つ い て 簡 単 に 説 明 す る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 異 質 性 の ア ッ セ イ シ ス テ ム に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は 相 互 作 用 す る 細 胞 内 結 合 パ ー
ト ナ ー か 細 胞 外 結 合 パ ー ト ナ ー を 固 体 表 面 に 固 定 し 、 固 定 し な い 分 子 種 を 直 接 的 ま た は 間
接 的 に 標 識 す る 。 実 際 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い る の が 簡 便 で あ る 。 固 定 す
る 分 子 種 は 、 非 共 有 結 合 ま た は 共 有 結 合 に よ り 固 定 化 す る こ と が で き る 。 非 共 有 結 合 は 、
単 に 、 固 体 表 面 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 溶 液 を 塗 布 し て 乾 燥 さ せ る こ と に よ
っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 ま た 、 あ る 分 子 種 を 固 体 表 面 に 固 定 す る た め に 、 固 定 す る 分
子 種 に 特 異 的 な 抗 体 を 固 定 化 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 表 面 は 、 予 め 調 製 し 保 存 し て
お く こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 固 定 化 し た 分 子 種 に 対 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 、 テ ス ト 化 合 物 を
含 有 す る コ ー テ ィ ン グ ま た は 含 有 し な い コ ー テ ィ ン グ を 施 し た 固 体 表 面 に 曝 す 。 反 応 が 完
全 に 終 了 し た 後 、 未 反 応 成 分 を （ 例 え ば 洗 浄 に よ っ て ） 除 去 す る が 、 形 成 さ れ た い か な る
複 合 体 も 固 体 表 面 に 固 定 化 さ れ た ま ま 残 る 。 固 体 表 面 に 固 定 さ れ た 複 合 体 の 検 出 は 、 多 く
の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 固 定 化 し な か っ た 分 子 種 が 予 め 標 識 さ れ て い る 場 合 に は 、 固
体 表 面 に 固 定 化 さ れ た 標 識 の 検 出 は 、 複 合 体 が 形 成 さ れ た こ と を 示 す 。 固 定 化 し な か っ た
分 子 種 が 予 め 標 識 さ れ て い な い 場 合 に は 、 表 面 に 固 定 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る た め に 間 接
的 な 標 識 、 例 え ば 、 初 め に 固 定 化 し な か っ た 分 子 種 に 特 異 的 な 標 識 抗 体 を 用 い る こ と が で
き る （ そ の 後 、 こ の 抗 体 は 、 例 え ば 、 標 識 抗 Ｉ ｇ 抗 体 に よ っ て 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標
識 す る こ と が で き る ） 。 反 応 成 分 を 添 加 す る 順 序 に よ り 、 複 合 体 形 成 を 阻 害 す る か 、 ま た
は 形 成 さ れ た 複 合 体 を 壊 す テ ス ト 化 合 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 ま た 、 反 応 を 液 相 に お い て テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 で 行 い 、 得 ら れ た 反 応 生
成 物 を 未 反 応 成 分 か ら 分 離 し 、 そ し て 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出 に は 、 例 え ば
、 溶 液 中 で 形 成 さ れ た い か な る 複 合 体 も 固 定 す る た め の 、 結 合 成 分 の １ つ に 特 異 的 な 固 定
化 抗 体 や 、 固 定 化 複 合 体 を 検 出 す る た め の 他 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 特 異 的 な 標 識 抗 体 を 用 い
る こ と が で き る 。 ま た 、 反 応 物 質 を 液 相 に 添 加 す る 順 序 に よ り 、 複 合 体 を 阻 害 す る か 、 ま
た は 形 成 さ れ た 複 合 体 を 壊 す テ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て は 、 同 質 性 の ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー
チ に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と そ れ と 相 互 作 用 す る 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー 産
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物 と の 複 合 体 を 予 め 形 成 し て お く 。 こ の 複 合 体 を 調 製 す る 際 に は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は 結 合
パ ー ト ナ ー の い ず れ か 一 方 を 標 識 す る が 、 標 識 の 発 生 す る シ グ ナ ル が 複 合 体 の 形 成 に よ っ
て 消 失 す る よ う に す る （ 例 え ば 、 こ の ア プ ロ ー チ を 免 疫 ア ッ セ イ に 用 い る 米 国 特 許 第 4,10
9,496号 を 参 照 ） 。 予 め 形 成 し て お い た 複 合 体 の 分 子 種 の １ つ と 競 合 し て 該 分 子 種 を 置 換
す る テ ス ト 物 質 の 添 加 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 値 を 超 え る シ グ ナ ル の 発 生 を も た ら す 。 こ の
よ う に し て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 壊 す テ ス
ト 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】

　
　 別 の 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 発 現 の 制 御 物 質 は 、 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 細
胞 中 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 定 量 す る と い う 方 法 に
よ っ て 同 定 す る 。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ
ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 、 候 補 化 合 物 の 不 在 下 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 そ の 後 、 こ の 比 較 に 基 づ い て 、 候 補 化 合 物 を
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 発 現 の 制 御 物 質 と し て 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ
ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 が 、 候 補 化 合 物 の 不 在 下 よ り も 候 補 化 合 物 の 存 在 下 の
方 が 高 い （ 即 ち 、 統 計 学 的 に 有 意 に 高 い ） 場 合 は 、 候 補 化 合 物 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま
た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 の 促 進 物 質 と 同 定 す る 。 一 方 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま
た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 が 、 候 補 化 合 物 の 不 在 下 よ り も 候 補 化 合 物 の 存 在 下 の 方
が 低 い （ 即 ち 、 統 計 学 的 に 有 意 に 低 い ） 場 合 は 、 候 補 化 合 物 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た
は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 の 阻 害 物 質 と 同 定 す る 。 細 胞 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ
Ａ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め に 、 本 願 明 細 書 に 記 載 し た 方 法 に よ っ て 定 量 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ３ ７ 】

　
　 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 願 明 細 書 に 記 載 し た ２ つ 以 上 の ア ッ セ イ の 組 み 合 わ
せ に 関 す る 。 例 え ば 、 制 御 物 質 は 細 胞 を 用 い た ア ッ セ イ ま た は 細 胞 を 用 い な い ア ッ セ イ で
同 定 す る こ と が で き 、 制 御 物 質 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 制 御 す る 能 力 は 、  
で 、 例 え ば 、 Ｃ Ｎ Ｓ 疾 患 、 あ る い は 細 胞 形 質 転 換 お よ び ／ ま た は 神 経 系 再 生 の 動 物 モ デ

ル な ど の 動 物 で 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ る 新 規 な 物 質 に も 関
す る 。 し た が っ て 、 本 願 で 説 明 す る よ う に 同 定 し た 物 質 を 適 切 な 動 物 モ デ ル に 用 い る こ と
は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 本 願 で 説 明 す る よ う に 同 定 し た 物 質 （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 制 御
物 質 、 ア ン チ セ ン ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 分 子 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 特 異 的 抗 体 や Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る 結
合 パ ー ト ナ ー な ど ） を 動 物 モ デ ル に 用 い 、 こ の よ う な 物 質 に よ る 治 療 の 効 果 、 毒 性 ま た は
副 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 願 明 細 書 で 説 明 す る よ う に 同 定 し た 物 質 を 動 物
モ デ ル に 用 い 、 こ の よ う な 物 質 の 作 用 メ カ ニ ズ ム を 決 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発
明 は 、 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ る 新 規 な 物 質 を 用 い た 、 本 願 明 細
書 に 記 載 の 治 療 剤 に も 関 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ア ッ セ イ の 形 態 の 選 択 は 、 主 と し て 、 ア ッ セ イ を 行 う 感 受 性 ／ 耐 性 の タ ン パ ク 質 の 性 質
お よ び 種 類 に 基 づ く 。 当 業 者 は 、 本 発 明 で 用 い る タ ン パ ク 質 活 性 ア ッ セ イ を 本 発 明 に お い
て 同 定 す る 遺 伝 子 に 容 易 に 適 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】

　
　 本 発 明 は ま た 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ま た は そ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 検 出 す る た
め に 用 い る 診 断 用 の ま た は 予 後 予 測 用 の キ ッ ト に 関 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 上 述 し た Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 依 存 性 の 病 態 を 診 断 す る た め の 手 段 、 あ る い は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 変 異 ま た は 機 能 不 全 が 影
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響 す る 病 態 に 関 す る 個 体 の 疾 病 素 質 を 評 価 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 生
物 学 的 試 料 中 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 核 酸 （ 例 え ば Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ
Ｎ Ａ ） を 検 出 す る こ と が で き る 標 識 化 合 物 を 含 ん で い て も よ い 。 こ の キ ッ ト は ま た 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 ま た は そ の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の 少 な く と も 一 部 分 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と が で き る 核 酸 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ を 含 ん で い て も よ い 。 こ の キ ッ ト は 適 当
な 容 器 に 入 れ る こ と が で き 、 該 キ ッ ト を 用 い る た め の 説 明 書 を 含 む こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ １ 】

　
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ や Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 類 似 体 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に
結 合 す る 分 子 （ 受 容 体 ） の 親 和 性 精 製 に 用 い る こ と が で き る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 精 製 の た め
の 好 ま し い リ ガ ン ド で あ る 。 簡 単 に 言 え ば 、 こ の 技 術 は 、 （ ａ ） Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る 精 製
す べ き 受 容 体 が 支 持 体 に 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 上 に 選 択 的 に 吸 着 さ れ る 条 件 下 で 、 該 受 容
体 の 原 料 を 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 接 触 さ せ 、 （ ｂ ） 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と そ の 支 持 体
を 、 吸 着 さ れ て い な い 物 質 を 取 り 除 く た め に 洗 浄 し 、 そ し て （ ｃ ） 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
に 吸 着 し て い る 受 容 体 分 子 を 溶 離 緩 衝 液 で 溶 離 し て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 結 合 す る リ ガ ン ド を 得
る こ と を 包 含 す る 。 親 和 性 精 製 の 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 不 活 性 で 多
孔 性 の マ ト リ ク ス ま た は 樹 脂 （ 例 え ば 、 臭 化 シ ア ン と 反 応 さ せ た ア ガ ロ ー ス ） に 共 有 結 合
し て い る 。 こ こ で 、 特 に 好 ま し い の は 、 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム に 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ イ ム
ノ ア ド ヘ シ ン で あ る 。 次 に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 含 む 溶 液 を 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 材 料 に
流 す 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 は カ ラ ム に 吸 着 し 、 溶 離 条 件 （ 例 え ば 、 ｐ Ｈ ま た は イ オ ン 強 度 ）
を 変 え る こ と に よ っ て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 受 容 体 を 溶 離 さ せ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 結 合 す る 分 子 を 同 定 す る た め の 好 ま し い 手 法 は 、 固 相 （ 例 え ば 、 ア ッ セ イ
プ レ ー ト の ウ ェ ル ） に 結 合 す る キ メ ラ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ （ 例 え ば 、 エ ピ ト ー プ タ グ を 付 し た Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ イ ム ノ ア ド ヘ シ ン ） を 用 い る 。 所 望 に よ り 標 識 し た （ 例 え ば 、 放
射 線 標 識 し た ） 候 補 分 子 の 固 定 化 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ へ の 結 合 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】

　
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 、 好 ま し く は ヒ ト 以 外 の 種 （ 例 え ば マ ウ ス や ラ ッ ト ） の Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た は 「 ノ ッ ク ア ウ ト
」 動 物 の 作 製 に 用 い る こ と が で き 、 作 製 し た 動 物 は 、 治 療 に 有 用 な 試 薬 の 開 発 や ス ク リ ー
ニ ン グ に 役 立 て る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ マ ウ ス な ど ） と は 、 ト ラ ン ス
ジ ー ン を 含 有 す る 細 胞 を 有 す る 動 物 で あ り 、 そ の ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 出 生 前 段 階 、 例 え ば
胚 の 段 階 で 該 動 物 ま た は そ の 祖 先 に 導 入 さ れ た も の で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 発 生 の 出 発 点 と な る 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 １ つ の
態 様 に お い て は 、 確 立 さ れ た 技 術 を 用 い て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る ヒ ト お よ び ／ ま た は マ
ウ ス の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は そ の 適 当 な 配 列 を 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ク
ロ ー ニ ン グ に 用 い 、 得 ら れ た ゲ ノ ム 配 列 を 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細
胞 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 に 用 い る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 、 特 に マ ウ ス な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 製 法 は 当 業 界 で は す で に 一 般 的 な も の
と な っ て お り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,736,866号 お よ び 米 国 特 許 第 4,870,009号 に 開 示 さ れ て
い る 。 典 型 的 に は 、 組 織 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー を 用 い た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ト ラ ン ス ジ ー ン の 導 入 の
た め に 特 定 の 細 胞 を 標 的 と す る こ と に よ り 、 所 望 の 治 療 結 果 が 得 ら れ る こ と が あ る 。 胚 発
生 期 に 動 物 の 生 殖 細 胞 系 に 導 入 し た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ー ン の 複 製 物 を
含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 増 加 効 果 を 調 べ る
の に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 動 物 は 、 例 え ば Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 関 与 す る 疾 患 か ら の 保
護 を 与 え る と 考 え ら れ る 試 薬 の た め の 実 験 動 物 と し て 使 う こ と が で き る 。 本 発 明 の こ の よ
う な 態 様 に 基 づ い て 、 上 記 試 薬 で 動 物 を 処 置 す る と 、 ト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る 未 処 置 の 動
物 と 比 較 し て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 関 連 疾 患 の 発 病 率 が 低 下 す る た め 、 そ の 疾 患 の 治 療 に 有 効 と な る
介 入 で あ る 可 能 性 が 示 さ れ る 。
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【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ト ラ ン ス ジ ー ン が ５ ’ 側 に イ ン ト ロ ン を 含 有 し 、 か つ そ の イ ン ト ロ ン が 天 然 の イ ン ト ロ
ン で あ っ た 場 合 、 ト ラ ン ス ジ ー ン が よ り 効 率 的 に 発 現 さ れ る こ と が 現 在 よ く 知 ら れ て い る
（ Brinster  . Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:836-840 (1988) お よ び  Yokode  
., Science 250:1273-1275 (1990)） 。

【 ０ ２ ４ ５ 】
　 生 ま れ て き た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク な 動 物 （ transgenic offspring） は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ
ェ ク ト し た ト ラ ン ス ジ ー ン の 動 物 ゲ ノ ム へ の 組 み 込 み を 立 証 す る こ と で 同 定 で き る が 、 ト
ラ ン ス ジ ー ン の 組 み 込 み は 、 テ ー ル 部 の 短 い 部 分 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の
存 在 を サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 （ 即 ち 、 「 テ ー ル ブ ロ ッ ト （ Tail Blots） 法 」 ） で 分 析 す る こ と
が 好 ま し い 。 プ ロ ー ブ と し て 好 ま し い の は 、 マ ウ ス ゲ ノ ム に は 存 在 せ ず 、 ト ラ ン ス ジ ー ン
特 有 の 配 列 と し て 存 在 す る ト ラ ン ス ジ ー ン 融 合 構 築 物 （ transgene fusion construct） の
断 片 で あ る 。 ま た 、 ト ラ ン ス ジ ー ン 内 の コ ド ン の 天 然 配 列 を 、 同 じ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
異 な る 配 列 で 置 換 す る こ と に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ の 解 析 の 際 に 同 定 可 能 な 特 有 の 領
域 が 得 ら れ る 。 こ の 方 法 で 同 定 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 「 フ ァ ウ ン ダ ー 」 マ ウ ス を 正 常
な マ ウ ス と 交 配 し て ヘ テ ロ 個 体 を 得 、 得 ら れ た ヘ テ ロ 個 体 を 戻 し 交 配 す る こ と で ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 系 統 を 創 生 す る 。 そ し て 、 系 統 が 確 立 さ れ ホ モ 個 体 が 現 れ る ま で 、 各
世 代 の マ ウ ス の テ ー ル ブ ロ ッ ト を 行 う 。 産 生 に 成 功 し た フ ァ ウ ン ダ ー マ ウ ス お よ び そ の 系
統 は 、 系 統 間 で マ ウ ス ゲ ノ ム に 挿 入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ー ン の 位 置 や コ ピ ー 数 が 異 な る た め
、 ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 レ ベ ル に は 幅 広 い 多 様 性 が 見 ら れ る 。 確 立 さ れ た 各 系 統 か ら 選 択
し た 動 物 を 生 後 ２ ヶ 月 の 時 点 で 殺 し 、 ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 を 、 肝 臓 、 筋 肉 、 脂 肪 、 腎 臓
、 脳 、 肺 、 心 臓 、 脾 臓 、 生 殖 腺 、 副 腎 お よ び 腸 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り
分 析 す る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】

　
　 ま た 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 種 由 来 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 相 同 体 を 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 （
即 ち 、 内 因 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 と 、 動 物 の 胚 細 胞 に 導 入 し た 改 変 ゲ ノ ム Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ
Ａ と の 相 同 組 換 え の 結 果 と し て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 欠 陥 を 有 す る か ま た は
改 変 さ れ て い る 動 物 ） の 作 製 に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 マ ウ ス の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を 用 い 、 確 立 さ れ た 手 法 で ゲ ノ ム Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能
で あ る 。 つ ま り 、 ゲ ノ ム Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ を 欠 損 さ せ た り 、 他 の 遺 伝 子 （ 例 え ば 組 込 み
を モ ニ タ ー し た り す る の に 使 う こ と の で き る 選 択 的 マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 ） な ど で
置 換 す る こ と が 可 能 で あ る 。 典 型 的 に は 、 ベ ク タ ー に は 数 キ ロ ベ ー ス の 非 改 変 隣 接 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 が （ ５ ’ 末 端 と ３ ’ 末 端 の 両 方 に ） 含 ま れ て い る （ 相 同 組 換 え ベ ク タ ー に 関 す る 記 載
に つ い て は 、 Thomas and Capecchi, Cell 51:503 (1987)等 を 参 照 の こ と ） 。 ベ ク タ ー を
胚 性 幹 細 胞 系 に （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 な ど で ） 導 入 し 、 導 入 し た Ｄ Ｎ Ａ が 内 因 性 Ｄ
Ｎ Ａ と 相 同 組 換 え し た 細 胞 を 選 択 す る （ 例 え ば 、 Li  ., Cell 69:915 (1992)を 参 照
） 。 続 い て 、 選 択 し た 細 胞 を （ マ ウ ス な ど の ） 動 物 の 胚 盤 胞 に 注 入 し 、 凝 集 キ メ ラ （ aggr
egation chimera） を 形 成 す る （ Bradley, “ Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cell
s: A Practical Approach（ 奇 形 癌 と 胚 性 幹 細 胞 ： 実 践 的 ア プ ロ ー チ ） ” , E. J. Roberts
on編  (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152等 を 参 照 ） 。 そ の 後 、 適 切 な 偽 妊 娠 し た 代 理 母
動 物 に キ メ ラ 胚 を 移 植 し 、 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 が 生 ま れ る よ う に キ メ ラ 胚 を 出 産 日 ま で
育 て る 。 性 細 胞 に 相 同 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 、 子 供 の 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 は 標 準 的 な 手
法 で 同 定 す る こ と が で き 、 ま た 、 全 細 胞 が 相 同 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 動 物 を 交 配 す る た め
に 用 い る こ と が で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 ヒ ト の 神 経 学 的 な 障 害 や 欠 陥 を 模 倣 す る そ
の 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】

　
　 本 明 細 書 中 で は あ る 特 定 の 態 様 を 詳 細 に 開 示 し て い る が 、 こ れ は あ く ま で 説 明 を 目 的 と
し た 実 例 と し て 開 示 し た に す ぎ ず 、 添 付 の 請 求 項 に 定 義 す る 本 発 明 の 請 求 の 範 囲 を 限 定 す
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る も の で は な い 。 特 に 、 本 発 明 者 ら は 、 請 求 の 範 囲 に 定 義 さ れ る 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲
を 逸 脱 す る こ と な く 、 本 発 明 の 多 様 な 置 き 換 え 、 変 更 お よ び 改 良 を な し 得 る こ と を 意 図 し
て い る 。 出 発 物 質 と し て の 核 酸 、 目 的 の ク ロ ー ン 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 種 類 な ど の 選 択 は 、 本
明 細 書 に 開 示 す る 態 様 に つ い て の 知 識 を 有 す る 当 業 者 に は 慣 例 的 な 事 項 で あ る と 考 え る 。
本 発 明 の 他 の 態 様 、 効 果 お よ び 改 良 に 関 し て は 、 添 付 の 請 求 項 の 範 囲 内 に あ る と み な す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ４ ８ 】

　

　
　 Matz  . (1997)の 記 載 に 従 っ て オ ー ダ ー ド  デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル  デ ィ ス プ レ イ を 行
い 、 ア ン フ ォ テ リ ン マ ト リ ク ス 上 に 誘 導 し た 遺 伝 子 と ラ ミ ニ ン マ ト リ ク ス 上 に 誘 導 し た 遺
伝 子 を 対 比 し た 。 １ ８ 日 齢 の ラ ッ ト 胚 か ら 海 馬 を 切 り 取 り 、 １ ｍ Ｍ の ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム と １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ を 含 有 す る ｐ Ｈ ７ ． ４ の ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 溶 液 （ Ｃ ａ と Ｍ ｇ を
含 有 し な い Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 、 GIBCO BRL製 ） 中 で 、 パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 磨 砕 し た 。 磨 砕
し た 海 馬 を Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ で 洗 浄 後 、 神 経 細 胞 培 養 用 基 礎 培 地 （ Neurobasal medium、 GIBCO BRL
製 ） に ２ ％ の Ｂ ２ ７ サ プ リ メ ン ト （ GIBCO BRL製 ） 、 ２ ５ μ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 （ Sigma
-Aldrich製 ） お よ び １ ％ の Ｌ － グ ル タ ミ ン （ GIBCO BRL製 ） を 添 加 し た も の に 得 ら れ た ニ
ュ ー ロ ン を 懸 濁 し 、 ニ ュ ー ロ ン を ラ ミ ニ ン （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 Sigma-Aldrich製 ） ま た は
組 換 え ア ン フ ォ テ リ ン （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 塗 布 し た ３ ５ ｍ ｍ の プ ラ ス チ ッ ク 板 （ Greine
r製 ） あ た り １ ０ 6 細 胞 の 密 度 で 植 え 付 け た 。 植 え 付 け か ら ２ ４ 時 間 後 に RNeasy mini kit
（ Qiagen製 ） を 用 い て Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ を オ ー ダ ー ド  デ ィ フ ァ レ ン シ ャ
ル  デ ィ ス プ レ イ に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】

　
　 ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 を 、 鋳 型 乗 り 換 え 効 果 （ template-switching ef
fect） と ス テ ッ プ ア ウ ト Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ い て Matz  . (1999)の 方 法 で 増 幅 し た 。 ま た 、
全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｒ Ｔ 反 応 に よ り 生 後 １ ４ 日 齢 の ラ ッ ト の 大 脳 か
ら ク ロ ー ニ ン グ し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー は  ACTGCTTCTCGCCTGGCCCGT で あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ
ー は  GAACCTCCCCATCAGCCTATACTG で あ っ た 。 ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ お よ び マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を ク
ロ ー ニ ン グ す る た め の 配 列 を 得 る た め に 、 ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 を 用 い て ヒ ト Ｅ Ｓ Ｔ お よ
び マ ウ ス Ｅ Ｓ Ｔ を 探 索 し た 。 ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｒ Ｔ
反 応 に よ り Ｔ Ｈ Ｐ － １ 細 胞 系 （ ATCC #TIB-202） か ら ク ロ ー ニ ン グ し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー
は  CAGAACATGCCCGGGTGAC で あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー は  GGACCAATTCCCTTGAGGTCAG で あ っ た
。 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｒ Ｔ 反 応 に よ り 、 マ ウ ス 成 体
の 大 脳 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー は  ACTGCTTCTCGCCTGGCCCGT で あ り 、 ３ ’
プ ラ イ マ ー は  AACCTCCCCATCAGCCTACGCTG で あ っ た 。 関 連 性 が あ る と 考 え ら れ る 別 の 配 列
を 発 見 す る た め に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 を 用 い た Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ に よ る ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た 。
上 記 と 同 様 に 、 ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｈ Ｔ １ ０ ８ ０ 細 胞 系 （ ATCC #CCL-121） か ら
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 こ の と き の ５ ’ プ ラ イ マ ー は  CTCAGAGGCGACCATAATGTC で あ り 、 ３ ’
プ ラ イ マ ー は  TGTTTATTTTGCAGACCACACAC で あ っ た 。 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２  ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 次
の プ ラ イ マ ー を 用 い て マ ウ ス 成 体 の 大 脳 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー は  CTCAG
AGGCGACCATAATGTC で あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー は  GCGATGCTGAAGGCTAAGATG で あ っ た 。 ヒ ト Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３  ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 系 （ ATCC #CRL-1573
） か ら ク ロ ー ニ ン グ し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー は  CAACCTGCACAGAGCTGCTCTGTAC で あ り 、 ３ ’
プ ラ イ マ ー は  GCACAGTGCTTCCCACCAGTATCTG で あ っ た 。 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３  ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、
次 の プ ラ イ マ ー を 用 い て マ ウ ス 成 体 の 小 脳 か ら ク ロ ー ニ ン グ し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー は  AGA
AGTAGGTGAGTCTTGGAGCT で あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー は  TGTTGTGCAGGTAGAGCCTG で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
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　 総 Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 を 、 １ μ ｇ の Ｒ Ｎ Ａ 、 ０ ． ２ ５ ｍ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ  ｍ ｉ ｘ 、 １ μ ｇ の ラ
ン ダ ム ノ ナ マ ー 、 ２ ０ Ｕ の 組 換 え Ｒ ｎ ａ ｓ ｉ ｎ （ Promega製 ） お よ び ２ ０ ０ Ｕ の Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ
－ Ｒ Ｔ （ Promega製 ） と 添 付 の １ × Ｍ Ｍ Ｌ Ｖ 反 応 緩 衝 液 を 含 む 反 応 混 合 物 中 で 行 っ た 。 得
ら れ た 逆 転 写 反 応 混 合 物 を ２ μ ｌ 用 い 、 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連
鎖 反 応 を 行 っ た 。 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る プ ラ イ マ ー は 、 ５ ’ プ ラ イ マ ー が  AGCAACATC
CTCAGCTGCTCで あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー が  CTTCAGCTTGTTGGAGGACAG で あ っ た 。 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ ２ に 対 す る プ ラ イ マ ー は 、 ５ ’ プ ラ イ マ ー が  GGCACTTTAGCTCCGTGATGで あ り 、 ３ ’ プ
ラ イ マ ー が  GTCTCGTTTAACAGCCGCTG で あ っ た 。 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ に 対 す る プ ラ イ マ ー は
、 ５ ’ プ ラ イ マ ー が  AGGTGTCAGAGTCCCGAGTGで あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー が  GTAGAGCAACACCAGC
ACCA で あ っ た 。 対 照 の Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 対 す る プ ラ イ マ ー は 、 ５ ’ プ ラ イ マ ー が  CAACGACCCC
TTCATTGACCで あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー が  AGTGATGGCATGGACTGTGG で あ っ た 。
　 次 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 行 っ た 。 反 応 は 、 ５ ’ プ ラ イ マ ー と ３ ’ プ ラ イ マ ー を ０ ． ２ μ Ｍ ず
つ と １ 単 位 の Ｄ Ｙ Ｎ Ａ ｚ ｙ ｍ ｅ  II Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Finnzymes製 ） を 含 有 す る Ｐ Ｃ
Ｒ  ｍ ｉ ｘ （ ２ ． ５ μ Ｍ の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ Ｌ （ ｐ Ｈ ８ ． ８ ） 、 １ ５
０ ｍ Ｍ の 塩 化 カ リ ウ ム 、 １ ． ５ ｍ Ｍ の 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム お よ び ０ ． １ ％ の Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ  
Ｘ － １ ０ ０ ） 中 で 行 っ た 。 増 幅 産 物 は １ ． ５ ％  ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 エ チ ジ ウ ム
ブ ロ マ イ ド で 染 色 し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 放 射 線 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い た    ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 用 に 、 マ ウ ス Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の １ ． ２ ｋ ｂ 断 片 を 、 次 の プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た ： ５ ’
プ ラ イ マ ー は  CCGCTCGAGCCGGCCGATCTGTGGTTAG で あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー は  CGGAATTCTCACA
CCACAATGGGTCTATCAGA で あ っ た 。 得 ら れ た 増 幅 産 物 を ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ ベ ク タ ー に 連 結 し た 。
  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 公 知 の 方 法 （ Reponen  ., 1994） に 従 い 、 マ ウ

ス 胎 児 と マ ウ ス 成 体 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 切 片 に 対 し て 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 行
っ た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】

　
　 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 全 細 胞 外 コ ー ド 領 域 を 含 む １ １ ８ ０ ｂ ｐ の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片 を 、 次 の
プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー は  CGGGATCCTAGGGTGACTCTCTCCCAG
ATCC で あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー は  CGGGATCCGTTGAGGGTGTCATGGTGTCC で あ る 。 得 ら れ た 増 幅
産 物 を ｐ Ｒ Ｍ Ｈ Ａ ３ － ３ ｃ － Ｆ Ｃ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 連 結 し た 。 Ｆ ｕ ｇ ｅ ｎ ｅ ６ ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 試 薬 （ ROCHE製 ） を 用 い て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 プ ラ ス ミ ド と ハ イ グ
ロ マ イ シ ン 耐 性 プ ラ ス ミ ド で あ る ｐ － Ｃ Ｏ Ｐ － ｈ ｙ ｇ を シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の Ｓ ２ 細 胞 に コ
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ３ 週 間 後 、 ３ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ハ イ グ ロ マ イ シ ン Ｂ （ Calbiochem
製 ） に よ る 選 択 に 付 し 、 安 定 な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 Ｓ ２ 細 胞 の プ ー ル を 振 と う フ ラ ス コ
で 培 養 し 、 ５ ０ ０ μ Ｍ の Ｃ ｕ Ｓ Ｏ ４ で タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 導 し た 。 ６ 日 間 の 培 養 後 、 プ
ロ テ イ ン Ａ ア ガ ロ ー ス （ Upstate製 ） を 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ
ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 を 培 養 上 清 か ら 単 離 し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】

　
　 ウ サ ギ 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ペ プ チ ド 抗 体 を 、 合 成 ペ プ チ ド で あ る Ｙ Ａ Ｍ Ｇ Ｅ Ｔ Ｆ Ｎ Ｅ Ｔ （ マ ウ
ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ３ ４ １ ～ ３ ５ ０ 番 目 の ア ミ ノ 酸 お よ び ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
の ３ ４ ２ ～ ３ ５ １ 番 目 の ア ミ ノ 酸 に 相 当 ） に 対 し 製 造 し た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ へ の 抗 体 の 結 合 を
、 組 換 え Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 と 脳 粗 抽 出 物 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で
検 証 し た （ 下 記 参 照 ） 。 抗 体 は 、 ラ ッ ト 以 外 の 種 に 由 来 す る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ よ り も ラ ッ ト Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ の 方 に よ り 強 く 特 異 的 に 結 合 し た た め （ こ れ は 、 免 疫 に 用 い た ペ プ チ ド 配 列 の 近 傍
に 位 置 す る グ リ コ シ ル 化 部 位 の 種 間 に お け る 相 違 が 原 因 だ と 考 え ら れ る が ） 、 免 疫 組 織 染
色 に よ る 検 出 に お い て は 主 と し て ラ ッ ト 試 料 を 使 用 し た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 最 終 濃 度 が ８ ３ ． ３ ｍ ｇ 組 織 ／ ｍ ｌ の Ｓ Ｄ Ｓ 抽 出 緩 衝 液 （ ６ ２ ． ５ ｍ Ｍ の ト リ ス 、 １ ．
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Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造

抗 体 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 免 疫 組 織 染 色



８ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ 、 ７ ． ７ ５ ％ の グ リ セ ロ ー ル お よ び ４ ． ４ ％ の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、
ｐ Ｈ ６ ． ８ ） と な る よ う に 、 ラ ッ ト 胚 、 新 生 ラ ッ ト お よ び ラ ッ ト 成 体 の 脳 を 抽 出 に 付 し た
。 上 記 Ｓ Ｄ Ｓ 抽 出 緩 衝 液 を 脳 に 加 え た 後 に 、 抽 出 物 を 針 に 通 し て 数 回 つ ぶ し た 。 抽 出 物 を
５ 分 間 の 煮 沸 に ２ 回 付 し 、 そ の 後 １ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 分 離 に 付 し 、 不 溶 性 の
物 質 を 取 り 除 い た 。 同 じ 湿 重 量 の 組 織 に 相 当 す る 試 料 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 分 析 し た
。 ブ ロ ッ ト 後 の 膜 を ポ ン ソ ー 染 色 し た と こ ろ 、 タ ン パ ク 質 の 量 は 均 一 で あ る こ と が 確 認 さ
れ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ４ ～ １ ５ ％ の プ レ キ ャ ス ト ゲ ル （ Bio-Rad製 ） を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 行 う Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に 用 い た 。 タ ン パ ク 質 は 、 セ ミ ド ラ イ ブ ロ ッ ト 法 で Ｈ ｙ ｂ ｏ ｎ ｄ （ 商 標 ） ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 （ Amersham Pharmacia Bitech製 ） に 転 写 し た 。 ウ サ ギ 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ペ プ
チ ド 抗 体 （ １ ／ １ ， ０ ０ ０ に 希 釈 ） と モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ 、 ク ロ ー ン １ １ － ５
Ｂ （ Sigma製 、 １ ／ １ ， ５ ０ ０ に 希 釈 ） を 一 次 抗 体 と し て 用 い た 。 Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ
ギ Ｉ ｇ Ｇ （ Bio-Rad製 ） と Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ （ AP Biotech製 ） を 二 次 抗 体
と し て 用 い た 。 こ れ ら の 抗 体 複 合 体 は 、 Ｅ Ｃ Ｌ （ 商 標 ） 試 薬 （ AP Biotech製 ） で 検 出 し た
。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 免 疫 組 織 染 色 は パ ラ フ ィ ン 切 片 を 用 い て 行 っ た 。 つ ま り 、 ラ ッ ト 成 体 を Ｃ
Ｏ 2 処 理 し て か ら 頚 椎 脱 臼 で 殺 し 、 ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む 氷 冷 し た Ｐ Ｂ Ｓ で 組
織 を 固 定 し 、 得 ら れ た 組 織 試 料 を パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 水 和 し た パ ラ フ ィ ン 切 片 （ 厚 さ
４ ～ １ ０ μ ｍ ） を １ ％ 過 酸 化 水 素 の メ タ ノ ー ル 溶 液 で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 び Ｐ
Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 得 ら れ た 切 片 を ５ ％ ス キ ム ミ ル ク 粉 末 の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で １ 時 間 ブ ロ ッ キ ン
グ し た 。 次 い で こ れ ら 切 片 を 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で ２ ０ ０ 分 の １ に 希 釈 し た ウ サ ギ Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ ペ プ チ ド 抗 血 清 と 共 に ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の よ う な 処 理 を 施 し た 切
片 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 ５ ０ ０ 分 の １ に 希 釈 し た Ｈ Ｒ Ｐ 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 （ Biorad製 ）
と 共 に 室 温 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 後 、 発 色 基 質 で あ る ア ミ ノ エ チ
ル カ ル バ ゾ ー ル （ Ａ Ｅ Ｃ 、 Sigma製 ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。   で 培 養 し た 海
馬 ニ ュ ー ロ ン の 免 疫 蛍 光 染 色 は 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 （ Jackson lab製 ）
を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】

　
　 １ ８ 日 齢 の ラ ッ ト 胚 か ら 海 馬 を 切 り 取 り 、 Ｃ ａ と Ｍ ｇ を 含 有 し な い 磨 砕 用 培 地 （ １ ｍ Ｍ
の ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ を 含 有 す る Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ）
に 入 れ た 。 細 胞 を 、 ガ ラ ス 製 の パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト で ２ ５ 回 ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る こ と に よ
り 分 離 し 、 Ｃ ａ お よ び Ｍ ｇ 含 有 緩 衝 液 （ １ ｍ Ｍ の ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び １ ０ ｍ Ｍ の
Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ を 含 有 す る Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ ＋ Ｃ ａ ＋ Ｍ ｇ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） で 一 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 細
胞 は 、 テ ス ト タ ン パ ク 質 で 被 覆 し 、 ２ ％ の Ｂ ２ ７ サ プ リ メ ン ト （ GIBCO BRL製 ） 、 １ ％ の
Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ２ ５ μ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 お よ び １ × ペ ニ シ リ
ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む 神 経 細 胞 培 養 用 基 礎 培 地 （ Neurobasal medium、 GIBCO BRL
製 ） を 入 れ た ９ ６ 穴 ポ リ ス チ レ ン デ ィ ッ シ ュ の ウ ェ ル に 、 密 度 が ７ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ ｃ ｍ
2 と な る よ う に 植 え た 。 細 胞 を 加 え る 前 に 、 デ ィ ッ シ ュ を テ ス ト タ ン パ ク 質 の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液
（ ３ ． １ ２ ５ ～ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ４ ℃ で 一 晩 被 覆 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て １
％  Ｂ Ｓ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に よ る ブ ロ ッ キ ン グ を 室 温 で １ 時 間 行 っ た 。 神 経 突 起 伸 長 を 計 測
す る 前 に 、 細 胞 を ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 神 経 突 起 伸 長 を 計 測 す る 際 は 、 ラ ン ダ ム に 選 択 し た
顕 微 鏡 視 野 か ら 生 細 胞 の 画 像 を 撮 り 、 生 細 胞 の 細 胞 体 の ２ 倍 の 長 さ の 突 起 を 神 経 突 起 と み
な し て 計 測 し た 。 神 経 突 起 伸 長 を 定 量 す る た め に 、 合 計 ７ ５ ０ 個 の 細 胞 を 示 す １ ５ 枚 の 画
像 （ ２ ７ ５ μ ｍ  ×  ２ ２ ５ μ ｍ ） を 、 被 覆 に 用 い た テ ス ト タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ
融 合 物 質 ま た は Ｆ ｃ 対 照 基 質 ） の 全 て の 濃 度 に つ い て 評 価 し た 。 ３ つ の 独 立 し た 実 験 に よ
る デ ー タ を 収 集 し た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
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　 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 効 果 を 試 験 す る た め に 、 デ ィ ッ シ ュ を Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 濃 度 は １ ２ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ４ ℃ に て 一 晩 被 覆
し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て １ ％  Ｂ Ｓ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 に よ る ブ ロ ッ キ ン グ を 室 温 で
１ 時 間 行 っ た 。 細 胞 を 、 ７ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ ｃ ｍ 2 の 密 度 で 植 え 付 け 、 神 経 突 起 伸 長 を 計
測 す る 前 に ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 ３ つ の 独 立 し た 実 験 に お い て 、 上 記 の よ う に し て 計 測 を 行
っ た 。 合 計 ７ ５ ０ 個 の 細 胞 を 、 溶 液 中 の テ ス ト タ ン パ ク 質 （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ
ク 質 ま た は Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質 ） の 全 て の 濃 度 に つ い て 評 価 し た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】

　
　 神 経 突 起 の 束 形 成 を 、 上 述 の よ う に 調 製 し た 海 馬 ニ ュ ー ロ ン を 用 い て 研 究 し た 。 ９ ６ 穴
プ レ ー ト を ポ リ － Ｌ － リ シ ン で ４ ℃ に て 一 晩 被 覆 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て １ ％ Ｂ
Ｓ Ａ の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 で 室 温 に お い て １ 時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 細 胞 は 、 無 血 清 培 地 に 密 度 が
７ ０ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ ｃ ｍ 2 と な る よ う に 植 え 付 け （ 「 神 経 突 起 伸 長 ア ッ セ イ 」 の 項 を 参 照
） 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 溶 液 ま た は Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質 溶 液 を 加 え た 。 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 と Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質 は ３ ． ２ ５ ～ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ で 試 験 し
た 。 実 験 は 独 立 に ３ 回 行 い 、 培 養 開 始 か ら ４ 日 後 に 生 細 胞 の 写 真 を 撮 影 し た 。 神 経 突 起 の
伸 長 を 定 量 す る た め に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 溶 液 お よ び Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質
溶 液 の 各 濃 度 に つ い て 、 １ ２ 枚 の ラ ン ダ ム に 取 り 出 し た 画 像 （ ４ ５ μ ｍ × ３ ５ μ ｍ ） を 撮
影 し た 。 束 形 成 の 阻 害 を 評 価 す る た め に 、 試 験 し た 各 タ ン パ ク 質 濃 度 に つ い て 撮 影 し た １
２ 枚 の 画 像 よ り 、 （ １ ～ ３ 本 の 神 経 突 起 だ け で 形 成 さ れ る ） 直 径 ２ μ ｍ 未 満 の 細 胞 突 起 の
長 さ の 合 計 を 計 測 し た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 神 経 突 起 の 伸 長 お よ び 束 形 成 の 実 験 に お い て は 、 写 真 は オ リ ン パ ス 製 Ｄ Ｐ １ ０ デ ジ タ ル
カ メ ラ を 用 い て 撮 影 し 、 計 測 は Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ － Ｐ ｒ ｏ 画 像 解 析 ソ フ ト を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ １ 】

　
　 共 免 疫 沈 降 実 験 は 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 付 し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 用 い て 行
っ た 。 構 築 物 は 、 Ｆ Ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６ （ ROCHE製 ） を 用 い て 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 細 胞 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｎ １ ベ ク タ ー （ Clontech製 ） お よ
び ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ ベ ク タ ー （ Invitrogen製 ） を 用 い 、 読 み 枠 に 合 わ せ て ク ロ
ー ニ ン グ し た 。 全 長 Ｒ Ａ Ｇ Ｅ は ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ ベ ク タ ー を 用 い て 読 み 枠 に 合
わ せ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 細 胞 を ４ ８ 時 間 培 養 し 、 １ ０ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ の Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ と ６ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア プ ロ チ ニ ン （ SIGMA製 ） を 含 む Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 中 で
溶 解 し た 。 共 免 疫 沈 降 実 験 は 、 ウ サ ギ 抗 Ｇ Ｆ Ｐ 抗 体 （ ｓ ｃ － ８ ３ ３ ４ 、 Santa Cruz製 ） と
マ ウ ス 抗 Ｖ ５ 抗 体 （ ４ ６ － ０ ７ ０ ５ 、 Invitrogen製 ） を １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 用 い て 行 っ
た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 凝 集 ア ッ セ イ は 、 プ ロ テ イ ン Ａ フ ル オ レ ス ブ ラ イ ト カ ル ボ キ シ ル 基 導 入 ビ ー ズ （ サ イ ズ
： １ μ ｍ 、 Polysciences製 ） を 用 い て 行 っ た 。 ビ ー ズ （ １ ０ ０ μ ｇ ） を 最 初 に ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ
と ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 を 用 い て ３ 回 洗 浄 し 、 洗 浄 し た ビ ー ズ を
上 記 緩 衝 液 ５ ０ μ ｌ と 混 合 し 、 水 浴 中 で 超 音 波 処 理 し た 。 ビ ー ズ を ２ つ に 分 け 、 試 験 タ ン
パ ク 質 お よ び 対 照 タ ン パ ク 質 （ 各 １ ０ μ ｇ ） を そ れ ぞ れ ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． １ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ
２ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 ２ ５ μ ｌ と し て ビ ー ズ に 加 え た （ 最 終 体 積 は そ れ ぞ れ ５ ０ μ ｌ
） 。 タ ン パ ク 質 の 添 加 後 の 様 々 な 時 間 に お い て 、 サ ン プ ル ２ μ ｌ を 、 ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ と ０ ． １
％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 有 す る Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ の 入 っ た ９ ６ 穴 プ レ ー ト の ウ ェ ル に 加
え た 。 プ レ ー ト を 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い て 凝 集 を 評 価 し た 。 ビ ー ズ
凝 集 の 動 態 は 、 ３ つ の 独 立 し た 実 験 に よ り 得 た 、 そ れ ぞ れ １ ， ５ ０ ０ 個 の ビ ー ズ を 含 む １
２ 個 の 顕 微 鏡 視 野 よ り 計 算 し た 。 ビ ー ズ 凝 集 の 程 度 は 、 Ｎ t ／ Ｎ 0 を 指 標 と し て 表 す 。 こ こ
で 、 Ｎ t お よ び Ｎ 0 は そ れ ぞ れ 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 ｔ お よ び ０ に お け る 粒 子 の 総 数 を
表 す （ Agarwala  ., 2001） 。
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【 ０ ２ ６ ３ 】
　

　 共 免 疫 沈 降 実 験 は 、 安 定 な Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 発 現 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を 用 い て 行 っ た 。 構 築 物 は 、
Ｆ Ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６ （ ROCHE製 ） を 用 い て 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の そ れ ぞ れ の 全 長 と 細 胞 外 領 域 （ Ｅ Ｃ 領 域
） を 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ ベ ク タ ー （ Invitrogen製 ） を 用 い て 読 み 枠 に 合 わ せ て
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 細 胞 を ４ ８ 時 間 培 養 し 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の
Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ 、 ６ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア プ ロ チ ニ ン （ SIGMA製 ） と １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む Ｒ Ｉ Ｐ
Ａ 緩 衝 液 中 で 細 胞 を 溶 解 し た 。 共 免 疫 沈 降 実 験 は 、 ウ サ ギ 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 （ Santa Cruz製
） と マ ウ ス 抗 Ｖ ５ 抗 体 （ ４ ６ － ０ ７ ０ ５ 、 Invitrogen製 ） を １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 用 い て
行 っ た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】

　
　 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 実 験 は 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 用 い て 行 っ た 。 構 築 物 は 、 Ｆ Ｕ Ｇ Ｅ Ｎ
Ｅ ６ （ ROCHE製 ） を 用 い て 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 全 長 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ を 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ ベ
ク タ ー （ Invitrogen製 ） を 用 い て 読 み 枠 に 合 わ せ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 全 長 ヒ ト Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ
は 、 Ｃ 末 端 Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ と 共 に ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ ベ ク タ ー （ Invitrogen製 ） に ク ロ ー ニ ン グ し
た 。 ０ ． ３ μ ｇ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ プ ラ ス ミ ド を 、 １ ． ７ μ ｇ の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ プ ラ ス ミ ド 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ ２ プ ラ ス ミ ド 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ プ ラ ス ミ ド ま た は 対 照 の プ ラ ス ミ ド （ ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ － Ｖ ５
－ Ｈ ｉ ｓ 、 Invitrogen製 ） と 共 に ６ ｃ ｍ プ レ ー ト で ５ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト に 達 し た 細 胞 に
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 に 血 清 欠 乏 処 理 を ４
時 間 施 し た 。 ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｅ Ｇ Ｆ を ３ ７ ℃ で ５ 分 間 与 え る こ と に よ り 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 自
己 リ ン 酸 化 を 誘 導 し た 。 細 胞 を 溶 解 し 、 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 （ ク ロ ー ン Ｐ Ｙ ２ ０ ） で
免 疫 沈 降 を 行 っ た 。 抗 Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ 抗 体 （ ク ロ ー ン Ｍ ２ ） を 用 い た 細 胞 の 免 疫 沈 降 も 行 っ
た 。 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 免 疫 沈 降 物 の サ ン プ ル を 、 抗 Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 検 出 し 、 サ ン プ ル 間 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 の 違 い を 調 べ た 。 ま た 、 抗 Ｆ
ｌ ａ ｇ タ グ 免 疫 沈 降 物 の サ ン プ ル を 、 抗 リ ン 酸 化 チ ロ シ ン 抗 体 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 法 に よ り 検 出 し 、 サ ン プ ル 間 の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ リ ン 酸 化 の 違 い を 調 べ た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】

　
　 共 免 疫 沈 降 実 験 は 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 付 し た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 用 い て 行
っ た 。 構 築 物 は 、 Ｆ Ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ ６ （ ROCHE製 ） を 用 い て 製 造 者 の 説 明 書 に 従 っ て 細 胞 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の そ れ ぞ れ の 全 長 と 細 胞
外 領 域 （ Ｅ Ｃ 領 域 ） を 、 ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｎ １ ベ ク タ ー （ Clontech製 ） ま た は ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ －
Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ ベ ク タ ー （ Invitrogen製 ） を 用 い て 読 み 枠 に 合 わ せ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 全
長 Ｒ Ａ Ｇ Ｅ は ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ － Ｖ ５ － Ｈ ｉ ｓ ベ ク タ ー を 用 い て 読 み 枠 に 合 わ せ て ク ロ ー ニ ン
グ し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 細 胞 を ４ ８ 時 間 培 養 し 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ と
６ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア プ ロ チ ニ ン （ SIGMA製 ） を 含 む Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 中 で 溶 解 し た 。 共 免 疫
沈 降 実 験 は 、 ウ サ ギ 抗 Ｇ Ｆ Ｐ 抗 体 （ ｓ ｃ － ８ ３ ３ ４ 、 Santa Cruz製 ） と マ ウ ス 抗 Ｖ ５ 抗 体
（ ４ ６ － ０ ７ ０ ５ 、 Invitrogen製 ） を １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】

　
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め に 、 マ ウ ス フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー （ １ ２ ９ Ｓ Ｖ
株 ） か ら 得 た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 用 い て 置 換 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 次 の 仕 立 て た （ tailor
ed） Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 プ ロ モ
ー タ ー の 下 流 に 挿 入 し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 遺 伝 子 の 全 コ ー ド 領 域 を 置 換 し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー は
 GCGGCCGCTCAGGGCCCACGGTTTCTGCAG（ Ｎ ｏ ｔ Ｉ サ イ ト を 有 す る ） で あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー
は  GGCGCGCCACTGGGAAGAGVGAGGAAGGCCAC（ Ａ ｓ ｃ Ｉ サ イ ト を 有 す る ） で あ っ た 。 陽 性 の 選
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択 の た め に 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 の 後 ろ に ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン
グ し た 。 ３ ’ 末 端 相 同 ア ー ム を Ｋ ｐ ｎ Ｉ ／ Ｎ ｃ ｏ Ｉ 断 片 （ Ｎ ｃ ｏ Ｉ 末 端 は 平 滑 ） と し て ベ
ク タ ー に 挿 入 し た 。 相 同 組 換 え ア ー ム の 長 さ に つ い て は 、 ５ ’ ア ー ム が ９ ． ９ ｋ ｂ で あ り
、 ３ ’ ア ー ム が ２ ． ０ ｋ ｂ で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め に 、 マ ウ ス フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー （ １ ２ ９ Ｓ
Ｖ 株 ） か ら 得 た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 用 い て 置 換 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 次 の 仕 立 て た Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ヒ ト 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ 遺 伝 子 プ ロ
モ ー タ ー の 下 流 に 挿 入 し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ 遺 伝 子 の 全 コ ー ド 領 域 を 置 換 し た ： ５ ’ プ ラ イ マ
ー は  TAAACTAGCGGCCGCTCATGGAGGCTCACCCATGGAC（ Ｎ ｏ ｔ Ｉ サ イ ト 有 す る ） で あ り 、 ３ ’ プ
ラ イ マ ー は  AGATATGGCGCGCCGGTCGCCTCTGAGTCTCTTGCCAG（ Ａ ｓ ｃ Ｉ サ イ ト を 有 す る ） で あ
っ た 。 陽 性 の 選 択 の た め に 、 ヒ ト 胎 盤 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 の 後 ろ に ネ オ マ イ シ
ン 耐 性 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ３ ’ 末 端 相 同 ア ー ム を Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ ／ Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 断
片 （ Ｈ ｉ ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ 末 端 は 平 滑 ） と し て ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 相 同 組 換 え ア ー ム の 長 さ に
つ い て は 、 ５ ’ ア ー ム が ３ ． ０ ｋ ｂ で あ り 、 ３ ’ ア ー ム が ３ ． ０ ｋ ｂ で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め に 、 マ ウ ス フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー （ １ ２ ９ Ｓ
Ｖ 株 ） か ら 得 た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 用 い て 置 換 ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 次 の 仕 立 て た Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 遺 伝 子 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 挿 入 し
、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ 遺 伝 子 の 全 コ ー ド 領 域 を 置 換 し た ： ５ ’ プ ラ イ マ ー は  ACCTTAATTAACCAGAT
GGCTTCTTCTTTC（ Ｐ ａ ｃ Ｉ サ イ ト を 有 す る ） で あ り 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー は  AGATATGGCGCGCCAG
TGACTACCAGGGAAGAT（ Ａ ｓ ｃ Ｉ サ イ ト を 有 す る ） で あ っ た 。 陽 性 の 選 択 の た め に 、 Ｅ Ｇ Ｆ
Ｐ 遺 伝 子 の 後 ろ に ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ３ ’ 末 端 相 同 ア ー ム を Ｂ
ａ ｍ Ｈ Ｉ 断 片 と し て ベ ク タ ー に 挿 入 し た 。 相 同 組 換 え ア ー ム の 長 さ に つ い て は 、 ５ ’ ア ー
ム が ３ ． ５ ｋ ｂ で あ り 、 ３ ’ ア ー ム が ２ ． ６ ｋ ｂ で あ っ た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 標 準 的 な 方 法 で 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 懸 濁 し た Ｒ １ マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 に 、 線 状 化 し た （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ は Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ は Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ は Ｐ ａ ｃ Ｉ で そ れ ぞ れ 線 状 化
し た ） タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー ２ ０ μ ｇ を Gene Pulser（ ２ ４ ０ Ｖ お よ び ５ ０ ０ μ Ｆ ） （ B
ioRad製 ） を 用 い て エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 導 入 し た 。 ３ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ ４ １
８ （ Gibco製 ） を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 選 択 し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン か ら ９ ～ １ １ 日 後 に １ ０ ０ ～ ４ ０ ０ 個 の ク ロ ー ン を 選 び 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 と 標
的 遺 伝 子 座 の 外 側 の 配 列 に 対 す る プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て 、 相 同 組 換 え を
有 す る 耐 性 ク ロ ー ン を 同 定 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 は 、 標 的 遺 伝 子 座 の 外 側 の 配 列 に 対 す る プ
ロ ー ブ を 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 標 準 的 な 方 法 に よ り 、 選 択 し た 胚 性 幹 細 胞 を 凝 集 さ せ て Ｉ Ｃ Ｒ マ ウ ス 桑 実 胚 と し 、 凝 集
物 を 偽 妊 娠 代 理 母 に 移 し た 。 キ メ ラ で あ る 確 率 の 高 い オ ス を メ ス の Ｉ Ｃ Ｒ マ ウ ス と 交 配 し
て ヘ テ ロ 個 体 の 子 を 得 、 ヘ テ ロ 個 体 の 子 同 士 を 交 配 し て ホ モ 個 体 の 変 異 マ ウ ス を 得 た 。 遺
伝 子 タ イ ピ ン グ の た め に 、 プ ロ テ イ ン Ｋ 消 化 と イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 沈 降 に よ り ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
を 尾 の 生 検 材 料 か ら 分 離 し た 。 慣 例 的 な 遺 伝 子 タ イ ピ ン グ の 方 法 と し て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 行
っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に お い て は 、 １ 回 目 の 反 応 系 に は 、 無 傷 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま
た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 遺 伝 子 座 か ら の み の （ 即 ち 、 そ の 遺 伝 子 の 内 側 か ら ） 生 成 物 を 増 幅 す
る オ リ ゴ 核 酸 が 含 ま れ て い る 。 ２ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 系 に は 、 標 的 遺 伝 子 座 か ら の み 生 成 物
を 増 幅 す る オ リ ゴ 核 酸 が 含 ま れ て い る （ 一 方 の オ リ ゴ 核 酸 は ネ オ マ イ シ ン 遺 伝 子 か ら 、 他
方 の オ リ ゴ 核 酸 は タ ー ゲ テ ィ ン グ に 用 い た ３ ’ 相 同 ア ー ム か ら 増 幅 す る ） 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 こ れ ら の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 一 重 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 株 を 用 い
、 二 重 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 株 （ Δ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ／ Δ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ； Δ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ／ Δ Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ ３ ； Δ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ／ Δ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ ） と 三 重 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス 株 （ Δ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
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／ Δ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ／ Δ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ ） を 標 準 的 な 交 配 方 法 に よ り 得 た 。 変 異 マ ウ ス の 遺 伝
子 型 は 、 一 重 ノ ッ ク ア ウ ト 株 と 同 じ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】

　
　 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 、 Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 含 有 上 流 プ ラ イ マ
ー で あ る  CGGGATCCTAGGGTGACTCTCTCCCAGATCC と Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 含 有 下 流 プ ラ イ マ ー で あ る  CG
GGATCCGTTGAGGGTGTCATGGTGTCC を 用 い 、 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増
幅 し た 。 発 現 ベ ク タ ー で あ る ｐ Ｒ Ｍ Ｈ Ａ ３ － ３ ｃ － Ｆ Ｃ に 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ Ｃ 部 位 と 共 に
Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を 読 み 枠 に 合 わ せ て ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ Ｃ 部 位 と 融 合 し た マ ウ ス Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 含 有 上 流 プ ラ イ マ ー で あ る  ATA
AGAATGCGGCCGCCAATGTGCATCAGTTGTGGTCAG と Ｘ ｂ ａ Ｉ 含 有 下 流 プ ラ イ マ ー で あ る  GCTCTAGA
CGTGCCAAGCATCCTCGTGCGAC を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 は ベ ク タ ー で あ る
ｐ ｓ ｉ ｓ Ｇ Ｉ に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド に お い て は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融
合 物 の 読 み 枠 は Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ β プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 位 置 し 、 こ の フ レ ー ム に ウ シ 成 長 ホ ル
モ ン の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 配 列 を 加 え た 。 構 築 物 は 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ 株 の 排 卵 過 度 に
し た メ ス か ら 得 た 卵 母 細 胞 の 受 精 前 核 に 注 入 し た 。 ト ラ ン ス ジ ー ン の 組 込 み （ transgene 
integration） は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び テ ー ル Ｄ Ｎ Ａ の Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 に よ り 決 定 し た 。
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 を 確 立 す る た め に 、 フ ァ ウ ン ダ ー を Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス と 交 配
し た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】

　
　 脊 髄 損 傷 お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 送 達 は 以 下 の よ う に 行
な う こ と が で き る 。 メ ス の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ － ｃ マ ウ ス （ ｎ ＝ ７ ０ ） に 、 ０ ． ４ ｍ ｌ ／ ｋ ｇ の ハ イ
プ ノ ー ム と ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の ジ ア ゼ パ ム で 麻 酔 を か け る 。 鋭 い 骨 鉗 子 で 骨 を 除 去 し 、 胸 髄 部
分 を 露 出 さ せ 、 Ｔ ７ レ ベ ル で 背 側 部 過 片 側 切 除 （ dorsal over-hemisection） し た 。 鋭 利
な 鋏 を 用 い て 脊 髄 の 背 側 を 切 り 、 損 傷 が 脊 髄 の 中 心 管 を 越 え て 及 ぶ よ う に ２ 回 目 は 鋭 利 な
ナ イ フ で 切 る 。 薬 物 送 達 シ ス テ ム Ｓ Ａ Ｂ Ｅ Ｒ （ DURECT Corporation製 ） を 製 造 者 の 説 明 書
に 従 っ て 用 い 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ま
た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 を Ｓ Ａ Ｂ Ｅ Ｒ 溶 液 に １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度
で 添 加 す る 。 対 照 と し て 、 第 ２ 群 の 動 物 に Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 を 含 む Ｓ Ａ Ｂ Ｅ Ｒ 溶 液 を 投 与 し 、
第 ３ 群 に は 何 も 処 理 を 施 さ な い 。 再 切 断 は 、 脊 髄 損 傷 か ら ３ 週 間 後 、 上 記 で 説 明 し た よ う
に 脊 髄 の Ｔ ６ 位 を 切 り 、 Ｂ Ｂ Ｂ 運 動 機 能 評 価 ス ケ ー ル （ Basso-Beattie-Bresnahan locomo
tor rating scale） を 用 い て ２ 回 目 の 手 術 か ら １ 日 後 、 ２ 日 後 お よ び ６ 日 後 に 動 物 を 試 験
す る 。 ま た 、 後 述 す る よ う に 、 Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 ド メ イ ン に 置 き 換
え て 実 験 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】

　
　 脊 髄 背 側 部 片 側 切 除 術 （ spinal cord dorsal hemisection） お よ び 皮 質 脊 髄 繊 維 の 追 跡
（ corticospinal fiber tracing） に は 、 GrandPre  . (2002)の 記 載 を 採 用 し た 。 Nog
o-66受 容 体 の 拮 抗 物 質 で あ る ペ プ チ ド は 軸 索 再 生 を 促 進 す る （ Nature 417: 547－ 551） 。
メ ス の 成 体 マ ウ ス  Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ （ ８ ～ １ ０ 週 齢 ） に 、 筋 内 に ケ タ ミ ン （ １ ０ ０ ｍ ｇ ／
ｋ ｇ ） と 腹 腔 内 に キ シ ラ ジ ン （ １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） を 投 与 し 深 く 麻 酔 を か け る 。 完 全 な 椎 弓
切 除 を 行 い 、 脊 髄 の 背 側 部 を Ｔ ６ レ ベ ル お よ び Ｔ ７ レ ベ ル で 完 全 に 露 出 さ せ る 。 皮 質 脊 髄
路 の 背 側 部 を 切 断 す る た め に 、 脊 髄 の 背 側 半 分 を マ イ ク ロ シ ザ ー （ microscissors） で 切
り 、 １ １ 番 の 刃 （ number 11 blade） の 鋭 利 な 部 分 を 脊 髄 の 背 側 半 分 に 渡 ら せ て 損 傷 の 深
さ （ お よ そ １ ． ０ ｍ ｍ ） を 確 か な も の に す る 。 背 側 脊 髄 を 片 側 切 除 し た 後 、 浸 透 圧 ミ ニ ポ
ン プ （ Alzet model 2002、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 マ ウ ン テ ン ビ ュ ー 、 Alza製 ） を 移 植 し 、 皮
下 腔 に 試 薬 を 送 達 す る た め に 配 置 す る 。 ミ ニ ポ ン プ の 出 口 に 接 続 し た カ テ ー テ ル を 、 髄 膜
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Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物

Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ タ ン パ ク 質 に よ る 再
生 実 験

Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン を 用 い た 軸 索 再 生
実 験

et al



の 小 さ い 穴 を 通 し て 、 Ｔ ７ レ ベ ル の 脊 髄 の 髄 腔 内 に 挿 入 す る 。 ミ ニ ポ ン プ を 、 ベ ヒ ク ル （
９ ７ ． ５ ％  Ｐ Ｂ Ｓ ＋ ２ ． ５ ％  Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ） 、 あ る い は 可 溶 性 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２
お よ び ／ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 有 す る 上 記 の ベ ヒ ク ル の 溶 液 で 満 た す
。 ベ ヒ ク ル 、 あ る い は 可 溶 性 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び ／ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ を
、 約 ０ ． ６ μ ｌ ／ 時 間 の 流 速 で １ ４ 日 間 連 続 的 に 送 達 す る 。 こ の 時 、 可 溶 性 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び ／ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン の 投 与 量 は 、 ２ ． ０ ｍ ｇ ／
ｋ ｇ ／ 日 、 ７ ． ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 お よ び １ ５ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 で あ る 。 脊 髄 を 損 傷 さ せ
ず に 可 溶 性 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び ／ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン を
投 与 す る マ ウ ス に も 、 椎 弓 切 除 お よ び ミ ニ ポ ン プ の 設 置 を 同 様 の や り 方 で 行 う 。 損 傷 か ら
２ 週 間 後 、 下 肢 の 感 覚 運 動 皮 質 を 覆 う 頭 蓋 骨 の 各 側 に 穿 頭 孔 （ burr hole） を 作 る 。 順 行
性 神 経 ト レ ー サ ー （ anterograde neuronal tracer） で あ る ビ オ チ ン  デ キ ス ト ラ ン  ア ミ
ン （ Ｂ Ｄ Ａ 、 Ｐ Ｂ Ｓ に １ ０ ％ 含 有 ） を 頭 蓋 骨 の 各 側 の 皮 質 表 面 か ら ０ ． ５ ～ ０ ． ８ ｍ ｍ の
深 さ に 、 ４ 箇 所 の 注 入 部 位 か ら 注 入 す る 。 Ｂ Ｄ Ａ 注 入 か ら ２ 週 間 後 、 マ ウ ス を Ｐ Ｂ Ｓ 、 次
い で ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 灌 流 に よ っ て 殺 す 。 損 傷 部 位 か ら 吻 側 ６ ｍ ｍ の 地 点 か ら
尾 側 ６ ｍ ｍ の 地 点 に わ た る 脊 髄 を 振 動 刃 ミ ク ロ ト ー ム （ vibrating microtome） を 用 い て
傍 矢 状 に （ ５ ０ μ ｍ ） 切 断 す る 。 横 断 面 は 損 傷 部 位 か ら 吻 側 ８ ～ １ ２ ｍ ｍ の 地 点 と 損 傷 部
位 か ら 尾 側 ８ ～ １ ２ ｍ ｍ の 地 点 に わ た る 脊 髄 か ら 採 取 す る 。 得 ら れ た 断 面 を 、 ア ビ ジ ン －
ビ オ チ ン － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 再 生 し た 軸 索 を 追 跡 す る た
め の Ｂ Ｄ Ａ ト レ ー サ ー を 、 ニ ッ ケ ル で 増 強 し た ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン  Ｈ Ｒ Ｐ 反 応 に よ り 視
覚 化 す る 。 行 動 （ bevioral） 分 析 の た め に 、 ベ ヒ ク ル で 処 置 し た マ ウ ス と 可 溶 性 の Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 細 胞 外 ド メ イ ン で 処 置 し た マ ウ ス と を 、 Basso 
 .(1995) “ A sensitive and reliable locomotor rating scale for open field te

sting in rats（ ラ ッ ト の オ ー プ ン フ ィ ー ル ド 試 験 の た め の 高 感 度 で 正 確 な 運 動 機 能 評 価
ス ケ ー ル ） ” . Neurotrauma 12, 1-21.に 記 載 の 、 Ｂ Ｂ Ｂ 運 動 機 能 評 価 ス ケ ー ル を 用 い て
比 較 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】

　
　 大 脳 皮 質 の 定 位 的 破 壊 （ stereotactic lesioning） お よ び 脳 質 内 カ ニ ュ ー レ 挿 管 は Loga
n  ., 1994に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 ２ ０ ０ ｇ ～ ２ ５ ０ ｇ の メ ス の 成 体 ウ ィ ス タ ー
系 ラ ッ ト を 、 各 ５ 匹 か ら な る ２ つ の 処 置 群 に 分 け 、 （ i） 群 に は ３ ０ μ ｇ ／ １ ０ μ ｌ ／ 日
の Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質 の 生 理 食 塩 水 溶 液 を 投 与 し 、 （ ii） 群 に は ３ ０ μ ｇ ／ １ ０ μ ｌ ／ 日
の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た は
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 生 理 食 塩 水 溶 液 を 投 与 す る 。 実 験 ０ 日 目 に は 、 定 位
的 に 決 め た 片 側 切 開 性 破 壊 （ unilateral incisional lesion） を 大 脳 皮 質 か ら 側 脳 室 へ 行
い 、 同 時 に 、 同 側 の 脳 室 内 へ の カ ニ ュ ー レ の 永 久 的 な 設 置 を 行 う 。 試 薬 （ １ ０ μ ｌ ） を 、
ハ ロ タ ン 麻 酔 下 で 上 記 の カ ニ ュ ー レ を 介 し た 脳 室 内 注 入 に よ り 破 壊 部 位 へ １ ４ 日 間 毎 日 灌
流 す る 。 破 壊 の １ ４ 日 後 、 ラ ッ ト を 殺 し 、 破 壊 部 位 の 免 疫 組 織 染 色 に よ る 分 析 の た め に そ
の 脳 を 処 理 す る 。 別 の 方 法 と し て は 、 Ｆ ｃ ド メ イ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 避 け る た め に 、 Ｆ
ｃ － 融 合 タ ン パ ク 質 を Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 ド メ イ ン で 置 き 換 え る 。 し た が っ て 、 各 ５ 匹 か ら
な る 処 置 群 は 、 次 の （ i） ま た は （ ii） の 投 与 を 受 け る ： （ i） １ ０ μ ｌ ／ 日 の リ ン 酸 緩 衝
生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 投 与 、 そ し て （ ii） ３ ０ μ ｇ ／ １ ０ μ ｌ ／ 日 の 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 有 す る リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 の
投 与 。
【 ０ ２ ７ ６ 】

　
　 腫 瘍 転 移 制 御 の ア ッ セ イ は 、 以 下 の よ う に 行 う こ と が で き る 。 マ ウ ス  ル イ ス 肺 癌 細 胞
を ６ ～ ８ 週 齢 の オ ス の Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ マ ウ ス （ メ イ ン 州 、 バ ー ハ ー バ ー 、 Jackson Labo
ratoriesよ り 購 入 ） の 背 側 中 線 に 注 射 す る 。 腫 瘍 体 積 が １ ， ５ ０ ０ ｍ ｍ 3 と な っ た 時 点 （
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転 移 の 制 御



１ ４ 日 目 ） で 一 次 腫 瘍 を 外 科 的 に 切 除 す る 。 一 次 腫 瘍 の 切 除 前 の ３ 日 間 は 、 マ ウ ス に Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ －
Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 、 あ る い は 対 照 Ｆ ｃ － 部 分 タ ン パ ク 質 を １ 日 １ 回 投 与 す る 。 切 除 後 ２
１ 日 目 に は 、 肺 の 重 量 を 量 り 、 肺 表 面 の 転 移 の 数 を 、 イ ン デ ィ ア イ ン ク （ １ ５ ％ ） を 気 管
内 注 射 し た 後 に オ リ ン パ ス 顕 微 鏡 を 用 い て ４ 倍 の 倍 率 で 観 察 し て 求 め る 。 別 の 方 法 と し て
、 Liao  . (2000)に 記 載 の 動 物 実 験 が 挙 げ ら れ る 。 肺 転 移 モ デ ル を 作 製 す る た め に 、
Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ Ｊ マ ウ ス （ メ イ ン 州 、 バ ー ハ ー バ ー 、 Jackson Laboratoriesよ り 購 入 ） に
、 １ × １ ０ 5 細 胞 の マ ウ ス  ル イ ス 肺 癌 細 胞 を 肉 球 内 注 射 す る 。 肉 球 の 腫 瘍 が 直 径 ５ ｍ ｍ に
達 し た 時 点 で 、 腫 瘍 を 有 す る 脚 を 外 科 的 に 結 紮 す る 。 そ れ か ら マ ウ ス を ２ 群 に 分 け 、 ベ ヒ
ク ル （ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 ） 、 あ る い は ベ ヒ ク ル と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン の い ず れ か を 、 ３ 週 間 に わ た り ３ 日 毎 に 約 ２ ０ ～ ３ ０
ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ １ 回 の 用 量 で 注 射 す る 。 肺 の 重 量 を 量 り 、 肺 表 面 の 転 移 の 数 を 、 イ ン デ ィ ア
イ ン ク （ １ ５ ％ ） を 気 管 内 注 射 し た 後 に オ リ ン パ ス 顕 微 鏡 を 用 い て ４ 倍 の 倍 率 で 観 察 し て
求 め る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】

　
　 ラ ッ ト Ｃ ６ グ リ オ ー マ 細 胞 を 、 ４ ～ ６ 週 齢 の メ ス の Ｎ Ｃ Ｒ 免 疫 無 防 備 状 態 マ ウ ス （ ニ ュ
ー ヨ ー ク 州 、 ジ ャ ー マ ン タ ウ ン 、 Taconic Farmsよ り 購 入 ） の 背 側 中 線 に 注 射 す る 。 別 の
方 法 と し て 、 ラ ッ ト Ｃ ６ グ リ オ ー マ 細 胞 を 、 メ ス の 重 症 複 合 免 疫 不 全 の マ ウ ス （ severe c
ombined immunodeficiency、 Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ ； Taconic Farmsよ り 購 入 ） の 背 側 中 線 に 注 射 す る
。 ラ ッ ト Ｃ ６ グ リ オ ー マ 細 胞 の 注 射 後 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２
－ Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 、 あ る い は 対 照 Ｆ ｃ － 部
分 タ ン パ ク 質 を 免 疫 無 防 備 状 態 の （ 無 胸 腺 症 ヌ ー ド ） マ ウ ス に 、 １ 日 １ 回 投 与 す る 。 ２ １
日 目 に 腫 瘍 を カ リ パ ス で 測 定 し 、 体 積 を 次 の 式 か ら 計 算 す る ： Ｖ ＝ π × ｈ （ ｈ 2 ＋ ３ ａ 2 ）
／ ６ （ 式 中 、 ｈ は 腫 瘍 部 分 の 高 さ で あ り 、 ａ は （ 腫 瘍 の 長 さ ＋ 腫 瘍 の 幅 ） ／ ４ で あ り 、 そ
し て Ｖ は 腫 瘍 の 体 積 で あ る ） 。 腫 瘍 組 織 を 回 収 し 、 ホ ル マ リ ン （ １ ０ ％ ） 中 で 固 定 し 、 パ
ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 を 調 製 す る 。 別 の 方 法 と し て 、 ヒ ト Ａ ４ ３ １ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 異 種 移 植 片
は 、 ０ ． ５ ～ ２ × １ ０ 6 細 胞 の ヒ ト Ａ ４ ３ １ 扁 平 上 皮 癌 細 胞 を ６ ～ ８ 週 齢 の 無 胸 腺 ヌ ー ド
ｎ ｕ ／ ｎ ｕ マ ウ ス の 背 側 脇 腹 に 皮 下 移 植 す る こ と で 調 製 し た 。 ヒ ト Ａ ４ ３ １ 扁 平 上 皮 癌 細
胞 の 移 植 後 、 免 疫 無 防 備 状 態 の （ 無 胸 腺 症 ヌ ー ド ） マ ウ ス に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン
パ ク 質 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 、
あ る い は 対 照 Ｆ ｃ － 部 分 タ ン パ ク 質 を （ １ 回 あ た り 約 １ ０ ～ ４ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） を １ 日 １ 回
投 与 す る 。 ２ １ 日 目 に 腫 瘍 を カ リ パ ス で 測 定 し 、 体 積 を 次 の 式 か ら 計 算 す る ： Ｖ ＝ π × ｈ
（ ｈ 2 ＋ ３ ａ 2 ） ／ ６ （ 式 中 、 ｈ は 腫 瘍 部 分 の 高 さ で あ り 、 ａ は （ 腫 瘍 の 長 さ ＋ 腫 瘍 の 幅 ）
／ ４ で あ り 、 そ し て Ｖ は 腫 瘍 の 体 積 で あ る ） 。 腫 瘍 組 織 を 回 収 し 、 ホ ル マ リ ン （ １ ０ ％ ）
中 で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 切 片 を 調 製 す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】

　
　 動 物 実 験 に は 、 Reed  . (2002) “ Suppression of tumorigenicity by adenovirus
-mediated gene transfer of decorin（ デ コ リ ン の ア デ ノ ウ イ ル ス 仲 介 遺 伝 子 送 達 に よ る
腫 瘍 形 成 の 抑 制 ） ” . Oncogene 21:3688-95 の 記 載 を 採 用 し た 。 ヒ ト WiDr結 腸 細 胞 癌 異 種
移 植 片 お よ び ヒ ト Ａ ４ ３ １ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 異 種 移 植 片 は 、 ６ ～ ８ 週 齢 の 無 胸 腺 ヌ ー ド ｎ ｕ
／ ｎ ｕ マ ウ ス に ０ ． ５ ～ ２ × １ ０ 6 細 胞 の 癌 細 胞 を 背 側 脇 腹 に 皮 下 移 植 す る こ と で 調 製 し
た 。 ２ ～ ３ 日 毎 に マ ウ ス を 注 意 深 く 検 査 し 、 い か な る 腫 瘍 も マ イ ク ロ カ リ パ ス を 用 い て 測
定 し 、 そ の 増 殖 を 次 の 式 に よ っ て 求 め る ： Ｖ ＝ ａ （ ｂ ２ ／ ２ ） （ 式 中 、 ａ は 腫 瘍 の 長 径 を
表 し 、 ｂ は 短 径 を 表 す ） 。 腫 瘍 の 長 径 が ２ ～ ３ ｍ ｍ に 達 し た 時 点 で 、 マ ウ ス の 腫 瘍 に 直 接
注 射 液 を 注 射 し 、 さ ら に 計 ３ 回 の 注 射 を １ 回 目 の 注 射 か ら ２ 、 ４ お よ び ６ 日 後 に 行 う 。 注
射 液 は 複 製 能 力 の な い レ ン チ ウ イ ル ス （ ４ × １ ０ 7 の 毒 素 単 位 を 含 有 す る 約 ５ ０ μ ｌ ） を
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Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン に よ る 局 所 腫 瘍 増
殖 の 阻 害

可 溶 性 の あ る い は 全 長 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ に よ る 、 レ ン チ ウ
イ ル ス 仲 介 遺 伝 子 送 達 に よ る 腫 瘍 形 成 の 抑 制

et al



含 み 、 こ の レ ン チ ウ イ ル ス は 、 空 の ウ イ ル ス か 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ ま た は Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ ３ の 全 長 遺 伝 子 ま た は 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン 遺 伝 子 を 有 す る ウ イ ル ス で あ る 。 ス チ ュ
ー デ ン ト の 両 側 ｔ － 検 定 （ Student's two-sided t-test） を 、 処 置 し た サ ン プ ル か ら 得 ら
れ た 数 値 と 対 照 サ ン プ ル か ら 得 ら れ た 数 値 と の 比 較 に 用 い る 。 Ｐ ＜ ０ ． ０ ５ の 数 値 を 有 意
と 見 な す 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 動 物 は 、 実 験 の 最 後 に （ 処 置 方 法 や 移 植 片 の 大 き さ に よ り 、 １ ９ 日 目 ～ ５ ８ 日 目 の 間 に
） 殺 し 、 そ れ ぞ れ の 腫 瘍 を 注 意 深 く 解 剖 す る 。 腫 瘍 は １ ０ ％ の 緩 衝 化 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中
で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し 、 慣 行 的 な 組 織 学 的 分 析 の た め に 処 理 す る 。 腫 瘍 異 種 移 植
片 の 増 殖 の 指 標 を 定 め る た め に 、 Ki-67マ ー カ ー に 陽 性 の 腫 瘍 細 胞 核 の パ ー セ ン テ ー ジ を
動 物 １ 匹 あ た り １ ０ 個 の 高 倍 率 （ ４ ０ ０ 倍 ） の 顕 微 鏡 視 野 か ら 概 算 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
結 果

　
　 オ ー ダ ー ド  デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル  デ ィ ス プ レ イ （ Ｏ Ｄ Ｄ ； Matz  ., 1997） を 、 ニ
ュ ー ロ ン 中 の ア ン フ ォ テ リ ン 誘 導 性 遺 伝 子 の 探 索 に 用 い た 。 ア ン フ ォ テ リ ン と ラ ミ リ ン で
被 覆 し た プ レ ー ト 上 で 生 育 し た １ ８ 日 齢 ラ ッ ト 胚 の 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の Ｏ Ｄ Ｄ に よ る 比 較 に
よ り 、 ア ン フ ォ テ リ ン 上 で よ り 強 く 発 現 さ れ て い る 転 写 産 物 の 存 在 が 明 ら か に な っ た （ 図
１ 、 パ ネ ル Ａ ） 。 こ の よ う な 発 現 の 相 違 は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ で も 確 認 し た （ 図 １ 、 パ ネ ル Ｂ
） 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 こ の 部 分 転 写 物 の 配 列 は 、 こ れ ま で ク ロ ー ニ ン グ さ れ た い か な る 遺 伝 子 と も 相 同 性 を 示
さ な か っ た 。 ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 （ Matz  ., 1999） を 用 い て 、 全 長 コ ー ド 配 列 を コ ー ド
す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ し た （ 図 ２ 、 パ ネ ル Ａ ） 。 こ の 発 現 量 の 異 な る 遺 伝 子 を Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ （ AMphoterin Induced Gene and Orphan receptor、 即 ち 、 「 ア ン フ ォ テ リ ン 誘 導
性 遺 伝 子 と オ ー フ ァ ン 受 容 体 」 ） と 命 名 し た 。 疎 水 性 プ ロ フ ァ イ ル 解 析 （ Nielsen  .
, 1997; ソ フ ト ウ ェ ア  SignalIP V2.0.b2） に よ っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の タ ン パ ク 質 配 列 に は
シ グ ナ ル 配 列 お よ び 膜 貫 通 領 域 と 推 定 さ れ る も の が 含 ま れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 演 繹
し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域 に は 、 ６ 個 の ロ イ シ ン － リ ッ チ リ ピ ー ト （ Ｌ Ｒ Ｒ
） お よ び １ 個 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン が 含 ま れ て い る 。 こ の タ ン パ ク 質 の 演 繹 し た 細 胞
質 内 領 域 に は 、 公 知 の ド メ イ ン は 含 ま れ て い な い 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 お よ び Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の デ ー タ を 用 い た ５ ’ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 に よ り 、 ヒ ト
と マ ウ ス の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 相 当 物 も ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ラ ッ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
と の ア ミ ノ 酸 レ ベ ル の 同 一 性 は ９ ５ ％ で あ り 、 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 配 列 は 、 ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
と ８ ９ ％ 同 一 で あ る 。 細 胞 外 領 域 で は 、 マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と ヒ ト Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と の 間 で 最 も
保 存 性 の 高 い モ チ ー フ は 、 Ｎ 末 端 の シ ス テ イ ン － リ ッ チ ド メ イ ン と Ｌ Ｒ Ｒ  １ ～ ３ で あ る
。 興 味 深 い こ と に 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 全 体 お よ び 細 胞 質 内 テ ー ル は マ ウ ス Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と ヒ ト
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と で １ ０ ０ ％ 同 一 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 用 い て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 し て 相 同 性 を 示 す が 同 一 で は な い Ｅ Ｓ Ｔ を 検
出 し た 。 こ の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 を 用 い て 、 ２ 種 の 他 の 新 規 な タ ン パ ク 質 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 便 宜
上 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ と 命 名 し た 。 演 繹 し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ ２ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 同 じ ド メ イ ン 構 成 を 有 す る こ と 、 即 ち 、 分 泌 の た め の
シ グ ナ ル 配 列 と 推 定 さ れ る も の 、 な ら び に シ ス テ イ ン － リ ッ チ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ ド メ イ ン と シ
ス テ イ ン － リ ッ チ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン が Ｎ 末 端 側 と Ｃ 末 端 側 に 隣 接 し て い る ６ 個 の Ｌ Ｒ
Ｒ を 含 有 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 同 様 に 、 演 繹 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と Ａ Ｍ
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同 定 お よ び ク ロ ー ニ ン グ
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Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 細 胞 外 領 域 は 膜 貫 通 ド メ イ ン 近 傍 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン を 含 有 す る （ Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 概 略 図 は 図 ２ の パ ネ ル Ｂ を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と の 類 似 性 は ４ ８ ％ で あ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ と の 類 似 性 は ５ ０ ％ で あ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ と の 類 似 性 は
４ ８ ％ で あ る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の ア ラ イ メ ン ト か ら 、 こ れ
ら の ３ 種 の タ ン パ ク 質 間 で 最 も 保 存 性 の 高 い 領 域 は Ｌ Ｒ Ｒ 、 膜 貫 通 領 域 、 お よ び 細 胞 質 内
テ ー ル の い く つ か の 部 分 で あ る こ と が 分 か る （ 図 ２ 、 パ ネ ル Ａ ） 。 ３ 種 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で 見
出 さ れ た Ｌ Ｒ Ｒ は  LX 2 LXLX 2 NX(L/I)X 2 aX 4 (F/L/I)（ 「 a」 は 脂 肪 族 残 基 で あ り 、 「 X」 は い
か な る ア ミ ノ 酸 で も よ い ） と い う モ チ ー フ で 表 す こ と が で き る 。 こ の モ チ ー フ は 、 動 物 性
タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 領 域 に し ば し ば 見 ら れ る 典 型 的 な Ｌ Ｒ Ｒ 配 列 に 類 似 し て い る （ Kajava
, 1998） 。
【 ０ ２ ８ ５ 】

　
　 成 体 マ ウ ス 組 織 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 （ 図 ３ ） に よ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 主 と し て 神 経 系 組
織 （ 小 脳 、 大 脳 お よ び 網 膜 ） で 発 現 し て い る が 、 肝 臓 、 腎 臓 、 小 腸 、 脾 臓 、 肺 お よ び 心 臓
に も 低 い 発 現 が い く ら か 見 ら れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ の 発 現 は 小 脳 、 網
膜 、 肝 臓 お よ び 肺 で 最 も 顕 著 で あ る 。 大 脳 、 腎 臓 、 小 腸 、 脾 臓 お よ び 精 巣 に も 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ ２  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 低 い 発 現 が 見 ら れ る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 分 析 し た 全 て の
組 織 で 検 出 す る こ と が で き た が 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ や Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と 比 較 し て 、 固 有 の 発 現 パ タ
ー ン は 示 さ な か っ た 。 し た が っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 、 神 経 系 に 実 質 的 に 特 異 的 な タ ン パ ク 質
フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る と 考 え ら れ る こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 焦 点 を
当 て て 詳 細 に 研 究 し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】

　
　 成 体 ラ ッ ト の 大 脳 で は 、 多 く の 神 経 繊 維 の 束 や 神 経 路 で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 が 見 ら れ た （ 図
７ お よ び 図 ９ の パ ネ ル ａ ） 。 抗 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ 染 色 と 比 較 し て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は 、 大 脳 の
ほ ぼ 全 て の 有 髄 領 域 と 共 に 局 在 す る 。 こ の 分 析 に お い て 、 白 質 領 域 で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 が 見
ら れ な か っ た の は 、 外 側 嗅 索 だ け で あ っ た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 し か し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 有 髄 繊 維 路 の み に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 海 馬 で は 、 透 明
層 の Ｃ Ａ ３ 領 域 の 無 髄 繊 維 路 は 、 抗 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ 抗 体 と ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 （ ミ エ
リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 の デ ー タ は 示 さ な い ） に 陰 性 で あ っ た が 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 で は 、
明 確 に 染 色 さ れ た （ 図 ９ 、 パ ネ ル ａ お よ び ｃ ） 。 冠 状 断 面 の 染 色 は 、 Ｃ Ａ ３ 領 域 の 透 明 層
に 限 定 さ れ 、 錐 体 細 胞 の 先 端 樹 状 突 起 の 基 底 部 に よ り 厳 密 に 局 在 し て い た （ 図 ８ ） 。 抗 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 は 、 樹 状 突 起 を 染 色 し た の で は な く 、 先 端 樹 状 突 起 の 基 底 部 の 周 辺 領 域 を 染
色 し た よ う で あ る 。 矢 状 断 面 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は わ ず か に 繊 維 状 に 見 え た （ 図 ９ 、 パ
ネ ル ｃ お よ び ｄ ） 。 海 馬 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 の 局 在 性 お よ び 構 造 は 、 苔 状 線 維 に 見 ら
れ る も の を 連 想 さ せ る 。 苔 状 線 維 は 顆 粒 細 胞 の 軸 索 で あ り 、 歯 状 回 か ら Ｃ Ａ ３ 領 域 の 透 明
層 ま で 達 し て 、 そ こ で 錐 体 細 胞 の 先 端 樹 状 突 起 と シ ナ プ ス を 形 成 す る 。 苔 状 線 維 は 抗 ニ ュ
ー ロ フ ィ ラ メ ン ト 抗 体 で 非 常 に 強 く 染 色 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Huber  ., 19
85） 。 本 発 明 者 ら が 行 っ た 海 馬 の 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 染 色 の 結 果 は 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 の 結 果 と 非
常 に 類 似 し て お り 、 こ の こ と は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 苔 状 線 維 ま た は そ れ と 密 接 に 関 連 す る 構 造
に 局 在 す る と い う 解 釈 を 裏 付 け る 。 一 方 、 そ の よ う な 構 造 は 、 Ｃ Ａ ３ 領 域 の 介 在 ニ ュ ー ロ
ン の 軸 索 で あ っ て も よ く 、 Ｃ Ａ ３ 領 域 の 介 在 ニ ュ ー ロ ン の 軸 索 は 、 透 明 層 の 苔 状 線 維 に 沿
っ て 伸 長 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Vida and Frotscher, 2000） 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 大 脳 皮 質 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 免 疫 染 色 は 、 抗 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ 抗 体 お よ び 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 抗 体 に も
免 疫 反 応 性 で あ る 特 定 の 領 域 の み で 見 ら れ た （ 図 ７ ） 。 用 い た 全 ３ 種 の 抗 体 （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
、 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ お よ び Ｎ Ｆ － Ｍ ） に 対 す る 皮 質 の 染 色 は 、 い ず れ も 拡 散 し て い て 不 明 瞭 で
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あ り 、 こ の 染 色 結 果 は 有 髄 軸 索 に 関 連 す る 。 同 時 に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 染 色 が 皮 質 錐 体 細 胞 の
先 端 樹 状 突 起 の 基 底 部 に 見 ら れ る が 、 興 味 深 い こ と に 、 全 て の 先 端 樹 状 突 起 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
免 疫 反 応 性 で あ る わ け で は な い 。 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 染 色 も 、 先 端 樹 状 突 起 に 見 ら れ た が 、 抗 Ｎ Ｆ
－ Ｍ 染 色 は 、 錐 体 細 胞 の 細 胞 体 お よ び 樹 状 突 起 の 基 底 部 に も 見 ら れ た （ 図 １ ０ ） 。
【 ０ ２ ８ ９ 】

　
　 小 脳 で も 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 染 色 と 共 に 局 在 し た 。 小 脳 で は 、 抗 ニ ュ ー ロ
フ ィ ラ メ ン ト 抗 体 は 、 有 髄 軸 索 お よ び バ ス ケ ッ ト 細 胞 軸 索 を 非 常 に 強 く 染 色 す る こ と が 報
告 さ れ て い る （ Matus  ., 1979） 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 白 質 お よ び 顆 粒 細 胞 層 の 有 髄 軸 索 に お い て 、 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 抗 体 に 対 し て 見 ら れ た の と 同 様
の 強 い Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 が 見 ら れ た 。 白 質 で 最 も 強 い 染 色 が 見 ら れ た の は 小 脳 の 中 心 部 で あ
り 、 数 珠 を 模 し た 構 造 が 染 色 さ れ た （ 図 １ １ 、 パ ネ ル ａ お よ び ｂ ） 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 小 脳 の 皮 質 領 域 で は 、 プ ル キ ン エ 細 胞 層 の 両 側 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 が 見 ら れ た 。 プ ル キ ン
エ 細 胞 体 の 周 辺 の バ ス ケ ッ ト 状 構 造 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 し て 免 疫 反 応 性 で あ り 、 こ の 構 造 は
バ ス ケ ッ ト 細 胞 軸 索 に よ り 形 成 さ れ る （ 図 １ １ 、 パ ネ ル ａ お よ び ｂ ） 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 小 脳 の 分 子 層 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は 、 プ ル キ ン エ 細 胞 層 に 沿 っ て 走 る 繊 維 に 見 ら れ る
（ 図 １ １ ） 。 こ の 繊 維 の 少 な く と も い く つ か は バ ス ケ ッ ト 細 胞 軸 索 で あ る が 、 他 の 軸 索 の
い く つ か に も 、 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 染 色 と 比 較 し て 強 い Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 免 疫 染 色 が 見 ら れ た た め 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ 陽 性 で あ る （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 ま た 、 小 脳 の 中 心 部 分 の 細 胞 核 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 免 疫 反 応 性 で あ っ た 。 細 胞 核 に お い て は 、
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 と Ｎ Ｆ － Ｍ 染 色 は 互 い に 異 な る 結 果 を 示 し た 。 つ ま り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は
神 経 突 起 で の み 見 ら れ た が 、 Ｎ Ｆ － Ｍ 染 色 は 神 経 突 起 と 細 胞 体 で も 見 ら れ た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】

　
　 橋 お よ び 延 髄 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は 白 質 に 見 ら れ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】

　
　 脊 髄 の 横 断 面 で は 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は 白 質 に 点 状 構 造 と し て 見 ら れ た 。 パ ラ フ ィ ン 切
片 で は 、 ミ エ リ ン 鞘 は 溶 け 出 し て し ま い 、 ミ エ リ ン が 位 置 し た 場 所 に 円 形 の 穴 を 残 し て い
た 。 こ れ ら の 切 片 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は 穴 の 中 心 の 点 に 見 ら れ る （ 図 １ ２ 、 パ ネ ル ａ ）
。 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 抗 体 も こ の 点 を 染 色 し た （ 図 １ ２ 、 パ ネ ル ｃ ） が 、 一 方 、 抗 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ は
こ の 構 造 を 染 色 し な か っ た （ 図 １ ２ 、 パ ネ ル ｂ ） 。 凍 結 切 片 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は 有 髄
軸 索 の 中 心 に 局 在 し 、 多 層 ミ エ リ ン 鞘 内 に は 局 在 し な い こ と が 観 察 さ れ た （ デ ー タ は 示 さ
な い ） 。 全 て の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 陽 性 軸 索 が 有 髄 で あ る の か 、 ま た は そ う で な い か は 、 光 学 顕 微
鏡 観 察 の 限 界 の た め に 明 ら か で は な い 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 脊 髄 の 灰 白 質 で は 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 は い く つ か の 神 経 繊 維 を 染 色 し た 。 灰 白 質 の 繊 維
の う ち 、 白 質 に 交 差 し て い る も の だ け が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 陽 性 で あ っ た 。 こ の 結 果 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ は こ の よ う な 交 差 し て い る 軸 索 の 集 団 の み に 発 現 し て い る こ と を 示 唆 す る （ デ ー タ は 示
さ な い ） 。
【 ０ ２ ９ ７ 】

　
　 腎 臓 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 は 、 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 染 色 と 共 に 局 在 す る こ と が 分 か っ た 。 こ の
よ う な 染 色 構 造 は 、 自 律 神 経 繊 維 で あ る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 １ ３ ） 。 視 神 経 は 抗 Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 抗 体 に よ り 強 く 染 色 さ れ た が 、 大 腿 神 経 は 染 色 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
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　 Ｅ １ ８ 期 の ラ ッ ト 胚 の 頭 部 で は 、 染 色 は 、 内 包 （ 図 １ ４ 、 パ ネ ル ｃ ） 、 視 索 （ 図 １ ４ 、
パ ネ ル ａ ） 、 中 小 脳 脚 、 視 床 髄 条 、 反 屈 束 お よ び 縦 束 橋 （ longitudinal fasciculus pons
） の 神 経 繊 維 お よ び 神 経 繊 維 路 で 観 察 さ れ た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 陽 性 染 色 が 抗 Ｎ Ｆ － Ｍ 染 色 と 共
に 局 在 し た が 、 Ｅ １ ８ 期 の 胚 で は 、 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ は 化 学 組 織 染 色 的 手 法 で は 検 出 さ れ な か
っ た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 Ｅ １ ６ 期 胚 体 の 切 片 に お い て は 、 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 免 疫 染 色 は 、 発 生 途 中 の 脳 領 域 の い く つ
か の 部 位 、 視 神 経 、 お よ び 腸 と 肋 骨 の 近 傍 の 領 域 で の み 見 ら れ た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。
【 ０ ３ ０ ０ 】

　
　   ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で よ り 詳 細 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 研 究 し た
。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ア ン チ セ ン ス  プ ロ ー ブ は 、 発 生 途 中 の 神 経 組 織 お よ び 成 体 の 神 経 組 織 に お
い て 明 確 な シ グ ナ ル を 示 し た が 、 セ ン ス  プ ロ ー ブ は 明 確 な シ グ ナ ル を 示 さ な か っ た （ セ
ン ス  プ ロ ー ブ に つ い て の デ ー タ は 示 さ な い ） 。 明 確 な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 発 現 は 、 Ｅ １ ３ 期 の げ
っ 歯 類 胚 で 既 に 検 出 さ れ て お り 、 こ の 期 で の 最 も 高 い Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 レ ベ ル は 、 後 根 神
経 節 お よ び 三 叉 神 経 節 で 見 ら れ 、 中 枢 神 経 系 で も い く ら か の 発 現 が 見 ら れ た （ 図 ４ 、 パ ネ
ル Ａ お よ び Ｂ ） 。 発 生 の 後 期 お よ び 成 体 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 脳 で も 顕 著 に 発 現 し 、 海 馬 で
最 も 強 い シ グ ナ ル が 検 出 さ れ た （ 図 ４ 、 パ ネ ル Ｃ ） 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 タ ン パ ク 質 レ ベ ル で Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 を 調 べ る た め に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 存 在 す る が 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ ２ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ に は 存 在 し な い 、 細 胞 外 領 域 の １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ペ プ チ
ド 配 列 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 製 造 し た 。 こ の よ う な 抗 ペ プ チ ド 抗 体 は 、 シ ョ ウ
ジ ョ ウ バ エ の Ｓ ２ 細 胞 で 産 生 さ れ た ７ ５ ｋ Ｄ  Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 を 認 識 し
た （ 図 ５ 、 レ ー ン １ と ３ ） 。 脳 粗 抽 出 物 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 ６ ５ ｋ Ｄ  
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 な 結 合 が 明 ら か に な っ た （ 図 ５ 、 レ ー ン ２ と ４ ） 。 認 識 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド の 分 子 量 は 、 計 算 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 分 子 量 （ ５ ６ ｋ Ｄ ） に 近 似 し て い る 。
抗 体 の 、 融 合 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 と 脳 の ６ ５ ｋ Ｄ  ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 は 、 い ず れ も 免
疫 原 と し て 用 い た 合 成 ペ プ チ ド に よ っ て 遮 断 さ れ た （ 図 ５ 、 レ ー ン ３ ～ ６ ） 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 様 々 な 発 生 段 階 の 脳 粗 抽 出 物 を 用 い た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 は 、  
 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の デ ー タ と 一 致 し た 。 脳 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 、 末 梢

神 経 系 に お け る 発 現 よ り も い く ら か 遅 く 始 ま り 、 Ｅ １ ３ 期 と Ｅ １ ４ 期 の 間 に は っ き り と 増
加 す る （ 図 ６ ） 。 周 生 期 発 生 段 階 で は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 高 く 維 持 さ れ る が 、 出 生 後 の Ｐ
６ 期 ～ Ｐ １ ０ 期 の 間 は 下 向 き に 調 節 さ れ る 。 こ の 後 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 再 度 上 向 き に 調
節 さ れ 、 成 体 の 脳 で は 高 い 発 現 が 維 持 さ れ る （ 図 ６ ） 。 出 生 後 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 が 上 向
き に 調 節 さ れ る 期 間 が 、 ミ エ リ ン 形 成 の 開 始 と 一 致 す る と 考 え ら れ る た め 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の
発 現 を ミ エ リ ン 特 異 的 マ ー カ ー で あ る α － Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ の 発 現 と 比 較 し た 。 実 際 に 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 と Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ の 発 現 は 、 出 生 後 発 生 に お い て 平 行 に 増 加 す る （ 図 ６ ） 。 し
た が っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 脳 の 発 生 に お い て 次 の ２ つ の 特 徴 を 示 す 。 １ 回 目 の Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ の 発 現 の ピ ー ク は 後 期 胚 発 生 お よ び 周 生 期 発 生 に 生 じ 、 ２ 回 目 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 の
増 加 は ミ エ リ ン 形 成 を 伴 う 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 抗 ペ プ チ ド 抗 体 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 に よ り 、 神 経 系 の み で 見 ら れ る 特 異 的 な 染 色 が 明
ら か に な っ た 。 一 般 的 に 、 免 疫 染 色 の 強 度 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 か ら 推 測 さ れ る
発 現 デ ー タ （ 図 ６ ） と 一 致 し た 。 さ ら に 、 免 疫 染 色 の 特 異 性 は 、 免 疫 原 と し て 用 い た ペ プ
チ ド に よ っ て 組 織 切 片 へ の 抗 体 の 結 合 が 阻 害 さ れ た こ と に よ り 示 唆 さ れ た （ 図 ５ 、 パ ネ ル
Ｂ ） 。 一 般 的 に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 発 生 途 中 お よ び 成 熟 し た 繊 維 路 で 高 い 染 色 強 度 を 示 し た 。
脊 髄 神 経 節 が 豊 富 に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 胚 発 生 の 途 中 で は （ 図 ４ 参 照 ） 、 神
経 節 と 脊 髄 に 接 続 す る 繊 維 路 で 免 疫 染 色 が 観 察 さ れ た が 、 神 経 節 自 体 で は 観 察 さ れ な か っ
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た （ 図 ７ 、 パ ネ ル Ａ ） 。 こ れ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 が 軸 索 突 起 に 運 ば れ る こ と を 示 唆
し て い る 。 小 脳 で は 、 最 も 強 い 染 色 は プ ル キ ン エ 細 胞 層 の 両 側 の 繊 維 で 観 察 さ れ た 。 プ ル
キ ン エ 細 胞 体 の 周 辺 の バ ス ケ ッ ト 細 胞 軸 索 に よ っ て 形 成 さ れ る 独 特 の 構 造 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
免 疫 染 色 に よ り 明 確 に 識 別 さ れ た （ 図 ７ 、 パ ネ ル Ｂ ） 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 得 た デ ー タ
と 一 致 し て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 免 疫 染 色 は 、 成 体 の 有 髄 軸 索 路 の ほ と ん ど を 標 識 し た 。 一 例 を 図
７ （ パ ネ ル Ｃ お よ び Ｄ ） に 示 し た が 、 こ の 図 は 海 馬 周 辺 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 免 疫 染 色 結 果 お よ び
α － Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ 免 疫 染 色 結 果 の 類 似 性 を 示 す 。 し か し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 有 髄 繊 維 路
に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 海 馬 で は 、 α － Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ に 対 し て 陰 性 （ 図 ７ 、 パ ネ ル Ｄ ）
で 、 ミ エ リ ン 塩 基 性 タ ン パ ク 質 に 対 し て も 陰 性 （ デ ー タ は 示 さ な い ） で あ っ た 透 明 層 の Ｃ
Ａ ３ 領 域 の 無 髄 繊 維 路 が Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る 染 色 で 明 確 に 染 色 さ れ た （ 図 ７ 、 パ ネ ル Ｃ ）
。 一 般 的 に 、 （ 発 生 途 中 お よ び 成 体 動 物 の 両 方 に お い て ） １ ４ ５ ｋ Ｄ の ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ
ン ト に 対 す る 抗 体 に よ っ て も 染 色 さ れ た 、 直 径 の 大 き い 神 経 突 起 （ 軸 索 ） に お い て Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ 染 色 は 検 出 さ れ た （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 前 脳 と 同 様 に 、 小 脳 、 橋 、 髄 質 お よ び 脊 髄
の 有 髄 軸 索 路 も Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る 染 色 を 示 し た 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 培 養 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 細 胞 体 、 な ら び に 束 形 成 し て い る 突 起 お よ び 束 形
成 し て い な い 突 起 に お い て も 明 確 に 免 疫 染 色 さ れ た （ 図 ７ 、 パ ネ ル Ｆ ） 。 組 織 切 片 の 免 疫
染 色 結 果 か ら 予 想 さ れ た よ う に 、 二 重 免 疫 染 色 に よ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は １ ４ ５ ｋ Ｄ の ニ ュ ー
ロ フ ィ ラ メ ン ト お よ び β － チ ュ ー ブ リ ン （ Ｔ ｕ Ｊ １ ） と 共 に 局 在 す る が 、 Ｍ Ａ Ｐ ２ と は 局
在 し な い こ と が 明 ら か と な っ た （ 結 果 は 示 さ な い ） 。 し た が っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 樹 状 突 起
よ り も 軸 索 突 起 に 選 択 的 に 発 現 す る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】

　
　 ア ン フ ォ テ リ ン 上 で 神 経 突 起 を 伸 長 し て い る 海 馬 ニ ュ ー ロ ン か ら Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 同 定 し た
こ と 、  で 繊 維 路 が 生 じ る こ と 、 お よ び Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と Ｉ ｇ ド メ イ ン を 含 む ド メ
イ ン 構 造 を 有 す る こ と は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 神 経 突 起 伸 長 に お け る 役 割 を 担 う こ と を 示 唆 す る
。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 機 能 を 理 解 す る た め に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 を 促
進 す る こ と が で き る か ど う か を 試 験 し た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細 胞 外 領 域 を ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ ｃ 部
位 と 融 合 し 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル に 固 定 し 、 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の
基 材 と し て 用 い た 。 こ れ ら の 実 験 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 が 海 馬 ニ ュ ー ロ ン
の 接 着 と 神 経 突 起 伸 長 を 促 進 す る （ 図 ８ 、 パ ネ ル Ａ お よ び Ｃ ） が 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ ｃ 対 照
タ ン パ ク 質 上 で は 、 神 経 突 起 伸 長 は 非 常 に 低 い か 、 検 出 不 能 な 値 で あ る （ 図 ８ 、 パ ネ ル Ｂ
お よ び Ｃ ） こ と を 示 し た 。 固 定 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 の 誘 導 す る 神 経 突 起
伸 長 は 、 培 地 中 の 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 に よ っ て 阻 害 さ れ た （ 図 ８ 、 パ
ネ ル Ｄ ） 。
【 ０ ３ ０ ６ 】

　
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 免 疫 染 色 が 、   の 海 馬 の 束 形 成 軸 索 、 お よ び   の 軸 索 路 で 検
出 さ れ た こ と か ら 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 神 経 突 起 の 束 形 成 に 関 与 す る と 考 え た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細
胞 外 ド メ イ ン を 培 地 に 含 ま れ る Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 使 用 し 、 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ
変 異 体 を 用 い た ア プ ロ ー チ に よ り こ の 問 題 に 取 り 組 ん だ 。 海 馬 ニ ュ ー ロ ン を ポ リ － Ｌ － リ
シ ン で 被 覆 し た ウ ェ ル に 植 え 付 け て 、 神 経 突 起 伸 長 と 束 形 成 を 促 進 し た 。 培 養 物 の 顕 微 鏡
観 察 の 結 果 は 、 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 存 在 下 で 神 経 突 起 の 伸 長 パ タ ー ン が 劇 的 に 変 化 し た こ
と を 示 し た 。 対 照 培 養 で は 、 神 経 突 起 は ４ 日 間 の 培 養 で 束 形 成 し た が 、 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
の 存 在 下 で は 、 少 な く と も 培 養 の ５ 日 目 ま で は 、 突 起 は ほ と ん ど 束 形 成 し な か っ た （ 図 ９
、 パ ネ ル Ａ ～ Ｃ ） 。
【 ０ ３ ０ ７ 】

　
　 軸 索 の 束 形 成 は 、 ホ モ フ ィ リ ッ ク な 相 互 作 用 と 関 与 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 こ れ は 可
溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 束 形 成 を 妨 げ る 理 由 で あ る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が Ａ
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Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 を 促 進 す る

in vivo

可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は in vitroで 束 形 成 軸 索 路 の 発 生 を 妨 げ る
in vitro in vivo

Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 機 構 を 示 す



Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 自 身 に 結 合 す る こ と が で き る か ど う か を 、 共 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ に よ っ て 試 験 し た
。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 会 合 を 調 べ る た め に 、 Ｇ Ｆ Ｐ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ （ 図
１ ０ 、 パ ネ ル Ａ 、 レ ー ン １ ～ ４ ） を 、 Ｖ ５ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ （ 図 １ ０ 、 パ ネ ル
Ａ 、 レ ー ン １ ） ま た は Ｖ ５ タ グ を 付 し た 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 ド メ イ ン （ 図 １ ０ 、 パ ネ
ル Ａ 、 レ ー ン ２ ） と 共 に ２ ９ ３ 細 胞 に コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 細 胞 溶 解 物 中 に 存 在 す る
２ つ の 形 態 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｖ ５ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｇ Ｆ Ｐ を 沈 降 し （ 図 １ ０ 、 パ ネ ル Ａ 、 レ
ー ン １ お よ び ２ ） 、 同 様 に 、 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｖ ５ お よ び 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｖ ５ は 抗 Ｇ
Ｆ Ｐ 抗 体 で 沈 降 し た （ 図 １ ０ 、 パ ネ ル Ａ 、 レ ー ン １ お よ び ２ ） 。 Ｖ ５ タ グ を 付 し た Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ を 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し な か っ た 場 合 に は 、 共 免 疫 沈 降 は 観 察 さ れ な か っ た （ 図
１ ０ 、 パ ネ ル Ａ 、 レ ー ン ３ ） 。 対 照 タ ン パ ク 質 で あ る Ｖ ５ タ グ を 付 し た ヒ ト Ｒ Ａ Ｇ Ｅ は 、
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｇ Ｆ Ｐ で は 共 免 疫 沈 降 せ ず 、 反 対 の 場 合 も 同 様 で あ っ た （ 図 １ ０ 、 パ ネ ル Ａ
、 レ ー ン ３ ） 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 を 研 究 す る た め の 別 の ア プ ロ ー チ と し て 、 プ ロ テ イ
ン Ａ で 被 覆 し た ビ ー ズ に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 を 添 加 し て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ
ク 質 が 細 胞 表 面 に 存 在 す る よ う に 配 向 さ せ た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は こ の よ う な ビ ー ズ を 急 速 に 凝
集 さ せ た が （ 図 １ ０ 、 パ ネ ル Ｂ お よ び Ｃ ） 、 対 照 タ ン パ ク 質 で あ る Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ ｃ 部 位 の ビ
ー ズ へ の 添 加 は 凝 集 を 全 く 誘 導 し な か っ た （ 図 １ ０ 、 パ ネ ル Ｂ お よ び Ｄ ） 。
【 ０ ３ ０ ９ 】

　
　 こ の 実 験 の 結 果 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ は 両 方 と も Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に 結 合 し 、 Ｅ Ｃ 領 域 の
み が 結 合 に は 十 分 な こ と が 判 明 し た （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に つ い て の み デ ー タ を 示 し た 、 図 ２ ７ ）
。
【 ０ ３ １ ０ 】

　
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ を 付 し た ヒ ト Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ が 一 緒 に 発 現 し て い る 場 合 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ お よ び 対 照 ベ ク タ ー と 比 較 し て 、 Ｅ Ｇ Ｆ の 結 合 に よ っ
て 誘 導 さ れ る Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 自 己 リ ン 酸 化 を 明 確 に 阻 害 す る こ と が で き た （ 図 ２ ９ ） 。
【 ０ ３ １ １ 】

　
　 共 免 疫 沈 降 の 結 果 に よ り 、 各 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は ヘ テ ロ フ ィ リ ッ ク に 互 い に 結 合 し 、 さ ら に ホ
モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 特 性 も 有 す る こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ２ ８ ） 。
【 ０ ３ １ ２ 】
考 察

　
　 本 研 究 に お い て 、 本 発 明 者 ら は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ と 呼 ば れ
る 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の 新 規 な フ ァ ミ リ ー を 同 定 し た 。 こ れ ら ３ 種 の タ ン パ ク 質 は 互 い に
明 確 な 相 同 性 を 示 し 、 種 々 の ド メ イ ン の 長 さ や 位 置 は 高 い 同 一 性 を 示 し た （ 図 ２ 、 パ ネ ル
Ｂ ） 。 こ の よ う な ド メ イ ン の 関 係 性 は 、 ３ 種 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 進 化 上 の 起 源 が 同 じ で あ る こ
と を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ に よ る と 、 こ れ ら の ３ 種 の タ ン パ ク 質 は お そ ら く フ グ （  
） に 存 在 す る （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。 興 味 深 い こ と に 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に は kekkonと

呼 ば れ る タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー が 存 在 し 、 こ の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の ３ 種 の メ ン バ ー で あ
る kek1、 kek2（ Musacchio and Perrimon, 1996） お よ び kek3（ Ashburner  ., 1999）
は 細 胞 外 領 域 に お い て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 相 同 性 を 示 す 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と kekタ ン パ ク 質 の 細 胞 外
領 域 は い ず れ も ６ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン 、 そ れ に 隣 接 す る シ ス テ イ ン － リ ッ チ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｎ Ｔ
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Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と の 共 免 疫 沈 降

Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る

Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 お よ び ヘ テ ロ フ ィ
リ ッ ク な 結 合

６ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ お よ び １ 個 の Ｉ ｇ 様 ド メ イ ン を 有 す る 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の 新 規 な フ ァ ミ リ
ー

Fugu rubripe
s

et al



ド メ イ ン と シ ス テ イ ン － リ ッ チ Ｌ Ｒ Ｒ  Ｃ Ｔ ド メ イ ン お よ び 貫 通 領 域 近 傍 に １ 個 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ド メ イ ン を 含 有 す る 。 し か し 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と kekタ ン パ ク 質 の 細 胞 質
領 域 は 互 い に 相 同 性 を 示 さ な い 。 kek1 お よ び  kek2（ Musacchio and Perrimon, 1996） の
遺 伝 子 発 現 デ ー タ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ の 遺 伝 子 発 現 デ ー タ を 連 想 さ せ 、 こ
れ ら は 全 て 成 体 生 物 の 中 枢 神 経 系 に 発 現 し て い る 。 こ の よ う な ド メ イ ン お よ び 発 現 の 類 似
性 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ タ ン パ ク 質 と kekタ ン パ ク 質 が 共 通 の 先 祖 遺 伝 子 か ら 誘 導 さ れ た 可 能 性
を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 細 胞 外 領 域 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 間 で 最 も 相 同 性 の 高 い モ チ ー フ は Ｌ Ｒ Ｒ ３ ～ ５ で あ る 。 Ｂ
Ｌ Ａ Ｓ Ｔ サ ー チ で 最 も 適 合 度 の 高 か っ た も の は 、 細 胞 外 軸 索 誘 導 タ ン パ ク 質 の Slitフ ァ ミ
リ ー で あ り （ Whitford  ., 2002） 、 Nogo-66受 容 体 と の 明 確 な 相 同 性 も 見 ら れ た が 、
認 識 可 能 な モ チ ー フ は Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン の み で あ る （ Fournier  ., 2001） （ 図 １ １ ）
。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Slit1お よ び Nogo-66受 容 体 の Ｌ Ｒ Ｒ に 見 ら れ る 類 似 性 は 、 こ れ ら の タ ン パ
ク 質 が 進 化 上 の 起 源 が 同 じ 祖 先 か ら 誘 導 さ れ た も の で あ る こ と を 示 唆 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 間
で Ｌ Ｒ Ｒ に 見 ら れ る 明 確 な 保 存 性 は 、 こ の 領 域 が 細 胞 外 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 に 重 要 で あ
る こ と 、 そ し て 同 じ 結 合 パ ー ト ナ ー を 共 有 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 文 献 に は 、 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と Ｉ ｇ ド メ イ ン を 細 胞 外 領 域 に 含 ん で い る 他 の 膜 貫 通 型 タ ン
パ ク 質 に 関 す る 報 告 が あ る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 ５ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ と １ 個 の Ｉ ｇ ド メ イ
ン を 有 す る ISLR（ Nagasawa  ., 1997） 、 ５ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ と １ 個 の Ｉ ｇ ド メ イ ン を 有 す
る Pal（ Gomi  ., 2000） 、 １ ５ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ と ３ 個 の Ｉ ｇ ド メ イ ン を 有 す る LIG-1（ Suz
uki  ., 1996） 、 お よ び １ ２ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ と １ 個 の Ｉ ｇ ド メ イ ン を 有 す る GAC1（ Almeid
a  ., 1998） で あ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 全 て と ３ 種 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 共 通 な の は 、 Ｌ
Ｒ Ｒ が 常 に Ｉ ｇ ド メ イ ン よ り 膜 貫 通 領 域 に 対 し て 遠 位 に 位 置 す る と い う 、 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン
と Ｉ ｇ ド メ イ ン の 配 列 の 順 序 で あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ か ら 得 た Ｉ ｇ ド メ イ ン
配 列 を 用 い た Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ サ ー チ は 、 Ｉ ｇ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 の 他 の Ｉ ｇ ド メ イ
ン と は 明 確 な 相 同 性 を 示 さ な い が 、 最 も 近 い も の は Ｉ ｇ ド メ イ ン と Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン の 両 方
を 含 有 す る タ ン パ ク 質 に 見 ら れ る も の で あ る （ デ ー タ は 示 さ な い ） 。  
【 ０ ３ １ ６ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細 胞 質 内 部 分 は こ れ ま で に 特 徴 付 け ら れ た 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 と 明 確 な 相
同 性 を 示 さ な い が 、 ３ 種 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ア ラ イ メ ン ト （ 図 ２ 、 パ ネ ル Ａ ） は 保 存 さ れ た ２
個 の セ リ ン － リ ッ チ 領 域 を 示 す 。 一 方 は 膜 貫 通 ド メ イ ン の 近 傍 に 存 在 し 、 も う 一 方 は Ｃ 末
端 に 存 在 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ の Ｃ 末 端  セ リ ン － リ ッ チ 領 域 は 、 脳 で 偏 在 的
に 発 現 す る セ リ ン ／ ス レ オ ニ ン  キ ナ ー ゼ で あ る カ ゼ イ ン  キ ナ ー ゼ  II（ Ｃ Ｋ ２ ） の コ ン
セ ン サ ス 配 列 （ Allende  ., 1995） を 有 す る が 、 脳 で 発 現 し て い な い Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ は
こ の 配 列 を 有 し て い な い 。 近 年 、 Watts  . (1999)は 、 膜 貫 通 型 の Ｔ Ｎ Ｆ － α が カ ゼ
イ ン キ ナ ー ゼ  I（ Ｃ Ｋ １ ） 依 存 性 リ ン 酸 化 反 応 の 基 質 で あ る コ ン セ ン サ ス 配 列  SXXS を 有
す る こ と を 報 告 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 ３ 種 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 全 て が 、 保 存 さ れ た ２ 個 の セ
リ ン － リ ッ チ 領 域 に 、 Ｃ Ｋ １ リ ン 酸 化 部 位 と な り 得 る ４ つ の 部 位 を 有 し て い る 。 こ れ ら の
保 存 さ れ た セ リ ン 残 基 が 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の シ グ ナ ル 伝 達 事 象 に 重 要 な 役 割 を 有 す る か ど う か
は 今 後 の 研 究 に よ っ て 明 ら か に さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 Ｌ Ｒ Ｒ ド メ イ ン と Ｉ ｇ ド メ イ ン の 両 方 を 有 す る 、 哺 乳 類 の 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 に 関 す る
報 告 が 文 献 お よ び デ ー タ バ ン ク に 増 え て い る が 、 残 念 な が ら 、 現 在 の と こ ろ そ の よ う な デ
ー タ の ほ と ん ど は こ れ ら の タ ン パ ク 質 の ク ロ ー ニ ン グ と 組 織 発 現 に 関 す る も の だ け で あ る
。 本 願 の デ ー タ は 、 こ れ ら の Ｌ Ｒ Ｒ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー と Ｉ ｇ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 両 方
に 属 す る 、 ２ つ の モ チ ー フ を 有 す る 膜 貫 通 型 タ ン パ ク 質 の 機 能 に 関 す る 洞 察 を 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ の よ り 詳 細 な 特 徴 付 け と い う 形 で 示 す 。
【 ０ ３ １ ８ 】
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　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 、   ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 免 疫 組 織 染 色 に 基 づ き 、 Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 実 質 的 に 神 経 系 特 異 的 な タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 判 明 し た 。 興 味 深 い こ と に 、
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 脳 の 発 生 過 程 に お け る は っ き り と 認 識 す る こ と の で き る ２ つ の 段 階 に
お い て 上 向 き に 調 節 さ れ る 。 １ 回 目 の 発 現 の ピ ー ク は 周 生 期 に 見 ら れ 、 ２ 回 目 の 発 現 上 昇
は 、 乏 突 起 膠 腫 細 胞 特 異 的 マ ー カ ー で あ る α － Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ が 上 向 き に 調 節 さ れ て い る 間
、 ま た は そ れ よ り 若 干 前 に 生 じ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の １ 回 目 の 発 現 ピ ー ク は 、 軸 索 結 合 の 増 加 に お け る 役 割 と 一 致 す る 。 こ の Ａ
Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 役 割 は 、   と    の 両 方 に お け る 発 生 途 中 の 軸 索 路 に お け る Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 お よ び 本 発 明 者 ら が 行 っ た 神 経 突 起 伸 長 実 験 が 裏 付 け と な る 。 軸 索 結 合 の 増
加 に お け る 細 胞 機 構 の １ つ が 束 形 成 、 即 ち 、 パ イ オ ニ ア 軸 索 を 後 続 軸 索 の 成 長 円 錐 の 基 底
と し て 軸 索 が 互 い に 沿 っ て 伸 長 す る こ と で あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 培 地 に 含 ま れ る Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ の 細 胞 外 ド メ イ ン の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 を 用 い た ア プ ロ ー チ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
の 束 形 成 に お け る 役 割 を は っ き り と 示 唆 し た 。 さ ら に 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 そ の 束 形 成 に お け
る 役 割 を 説 明 す る ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 機 構 を 示 す 。 Ｉ ｇ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー お よ び カ ド
へ リ ン フ ァ ミ リ ー の 両 方 に 属 す る ホ モ フ ィ リ ッ ク な 付 着 分 子 が 、 神 経 系 の 発 生 過 程 に お い
て 、 神 経 突 起 伸 長 お よ び 束 形 成 を 仲 介 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Kamiguchi and Lemmon
, 1997 お よ び  Martinek and Gaul, 1997を 参 照 さ れ た い ） 。 ま た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の Ｌ Ｒ Ｒ
配 列 が 、 軸 索 の 伸 長 、 再 生 お よ び 誘 導 に 関 与 す る と 報 告 さ れ て い る Slitタ ン パ ク 質 や Nogo
受 容 体 と 相 同 性 を 示 す 点 も 注 目 す べ き で あ る （ 図 １ １ ） 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ２ 回 目 の 発 現 上 昇 は 、 ミ エ リ ン 形 成 に お け る 役 割 を 示 唆 し て い る 。 Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ が 発 生 の こ の 段 階 の 細 胞 間 相 互 作 用 も 仲 介 す る と 考 え る こ と は 妥 当 で あ る 。 し か し 、
ミ エ リ ン 形 成 し て い る 軸 索 路 （ 例 え ば 、 乏 突 起 膠 腫 細 胞 や シ ュ ワ ン 細 胞 と 相 互 作 用 し て い
る 軸 索 ） に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 役 割 が さ ら な る 研 究 に よ っ て 立 証 さ れ る こ と は 明 確 で あ る
。 さ ら に Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 成 人 期 ま で 高 い ま ま 維 持 さ れ る 。 こ れ は 、 繊 維 路 発 生 機 構 の
一 般 的 な 反 復 機 構 で あ る 、 成 人 繊 維 路 の 再 生 と 可 塑 性 に お い て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 役 割 を 担 う こ
と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 発 生 段 階 お よ び 成 人 期 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 機 能 的 役 割 へ の 理 解 を さ ら に 深 め る た め に
、 本 発 明 者 ら は 、 近 年 、 Ｅ Ｓ 細 胞 に お け る 遺 伝 子 を 標 的 と し 、 現 在 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 持 た な
い マ ウ ス （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  null mice） （ Kuja-Panula and Rauvala、 未 出 版 ） を 作 製 し て い
る 。 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ を 用 い た   で の ア プ ロ ー チ に 加 え て 、 ど の 分 子 ド メ イ ン
が ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 を 仲 介 す る の か 、 そ し て Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 細 胞 内 ド メ イ ン が シ グ ナ ル
伝 達 特 性 を 有 す る の か ど う か を 理 解 す る こ と が 重 要 に な る で あ ろ う 。 さ ら に 、 本 願 で 軸 索
路 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に つ い て 特 徴 付 け た よ う に 、 今 後 の 研 究 に よ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ フ ァ ミ
リ ー の メ ン バ ー が 非 神 経 系 組 織 に お け る 類 似 の 細 胞 間 相 互 作 用 を 仲 介 す る の か ど う か が 明
ら か に な る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 種 々 の 態 様 に 組 み 込 む こ と が で き 、 本 願 に 開 示 さ れ て い る の は そ の 一 部
に 過 ぎ な い と 認 め ら れ る 。 他 の 態 様 が 存 在 し 、 そ れ は 本 発 明 の 精 神 か ら 外 れ る も の で は な
い こ と は 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 諸 態 様 は 単 な る 例 示 で あ り 、 本
発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 発 明 の 背 景 を 明 ら か に す る た め 、 特 に 、 そ の 実 施 に 関 す る さ ら な る 詳 細 を 提 供 す る た め
に 本 願 で 使 用 し た 出 版 物 と そ の 他 の 資 料 は 、 こ の 記 載 に よ っ て 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ て い
る も の と す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ２ ５ 】
【 図 １ 】 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の ア ン フ ォ テ リ ン 誘 導 性 遺 伝 子 と し て の 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ク ロ ー ニ
ン グ 。 パ ネ ル Ａ ： ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い た オ ー ダ ー ド  デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル  デ ィ ス プ レ イ 法
に よ る 分 析 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 応 す る バ ン ド （ 矢 印 で 示 し た も の ） は 配 列 決 定 の た め に 切 り
出 し た 。 レ ー ン １ は ア ン フ ォ テ リ ン  マ ト リ ク ス か ら 得 た サ ン プ ル 、 レ ー ン ２ は ラ ミ ニ ン  
マ ト リ ク ス か ら 得 た サ ン プ ル で あ る 。 パ ネ ル Ｂ ： Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 誘 導 を Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い
て 確 認 し た 結 果 。 レ ー ン １ は ア ン フ ォ テ リ ン 上 の 海 馬 ニ ュ ー ロ ン か ら 得 た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反
応 産 物 で あ り 、 レ ー ン ２ は ラ ミ ニ ン 上 の 海 馬 ニ ュ ー ロ ン か ら 得 た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 産 物 で
あ る 。 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ － リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ） を 対 照 と し て 分 析 し た 。
【 図 ２ 】 ヒ ト の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の 一 次 構 造 。 パ ネ ル Ａ ： 上
記 ３ 種 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ア ラ イ メ ン ト で あ り 、 全 て の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 間 で 同 一 な ア ミ ノ 酸 は 赤 地
に 白 い 文 字 で 示 し 、 類 似 し て い る ア ミ ノ 酸 は 赤 地 に 黒 い 文 字 で 示 す 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 見 出 だ
さ れ た 種 々 の ド メ イ ン は 、 そ の ド メ イ ン を 構 成 す る 配 列 の 上 に 色 つ き の 枠 で 示 す 。 パ ネ ル
Ｂ ： ３ 種 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 示 す 概 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 種 々 の 成 体 マ ウ ス 組 織 に お け る 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３
の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 析 。 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ は グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ３ － リ ン 酸 脱 水 素 酵 素
の 略 で あ る 。
【 図 ４ 】 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の   ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ る 分 析 。 パ ネ ル
Ａ と Ｂ ： Ｅ １ ３ 期 の マ ウ ス 胚 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 後 根 神 経 節 （ パ ネ ル Ａ
お よ び Ｂ の 「 Ｄ Ｒ Ｇ 」 ） お よ び 三 叉 神 経 節 （ パ ネ ル Ａ の 「 Ｔ Ｇ 」 ） が 最 も 高 い 。 パ ネ ル Ｃ
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： 成 体 マ ウ ス 大 脳 で は 、 最 も 強 い シ グ ナ ル を 示 す 歯 状 回 （ Ｄ Ｇ ） を 有 す る 海 馬 体 に お い て
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 最 も 高 い 。 錐 体 細 胞 層 （ Ｃ Ａ １ と Ｃ Ａ ３ ） も Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ を 発 現 し て い
る 。
【 図 ５ 】 組 換 え Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 の 特 徴 付 け 。 パ
ネ ル Ａ ： 組 換 え Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 （ レ ー ン １ 、 ３ お よ び ５ ） お よ び 成 体 ラ
ッ ト 脳 由 来 タ ン パ ク 質 溶 解 物 （ レ ー ン ２ 、 ４ お よ び ６ ） を 銀 染 色 法 （ レ ー ン １ と ２ ） ま た
は ウ サ ギ 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 （ レ ー ン ３ ～ ６ ） に よ り 分 析 し た 結
果 。 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 （ レ ー ン ３ ） と ラ ッ ト 脳 溶 解
物 の ６ ５ ｋ Ｄ の バ ン ド （ レ ー ン ４ ） の 両 方 を 認 識 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 応 す る バ ン ド へ の
抗 体 の 結 合 は 、 免 疫 に 使 用 し た ペ プ チ ド に よ り 阻 害 さ れ る （ パ ネ ル Ａ の レ ー ン ５ と ６ ） 。
組 織 切 片 も ま た 、 上 記 ペ プ チ ド に よ り 用 量 依 存 的 に 阻 害 さ れ る （ パ ネ ル Ｂ に 、 成 体 の 小 脳
の 免 疫 組 織 染 色 に よ る 分 析 結 果 と し て 示 し た ） 。
【 図 ６ 】 脳 の 発 生 の 際 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 に は ２ つ の 特 徴 が あ る 。 様 々 な 発 生 段 階 の 脳 の
粗 抽 出 物 を 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 分 析 に よ っ て 、 後 期 胚 発 生 （
Ｅ ） と 出 生 後 発 生 に お け る 明 確 な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 発 現 が 明 ら か と な り 、 発 現 は Ｅ １ ４ 期 か ら 始
ま る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 出 生 後 （ Ｐ ） の Ｐ ６ 期 ～ Ｐ １ ０ 期 の 間 は 下 向 き に 調 節 さ れ る 。
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は Ｐ １ ０ 期 と Ｐ １ ２ 期 に 再 度 上 向 き に 調 節 さ れ 、 成 体 の 脳 で は 高 い 発 現
が 維 持 さ れ る 。 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ 発 現 と の 比 較 か ら 分 か る よ う に 、 上 向 き の 調 節 は ミ エ リ ン 形
成 の 開 始 と 一 致 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 と Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ の 発 現 は 、 出 生 後 発 生 に お い て 平
行 に 増 加 す る 。 Ｗ は 出 生 後 の 週 齢 を 表 す 。
【 図 ７ 】 組 織 お よ び 培 養 細 胞 で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 軸 索 繊 維 路 に 局 在 す る 。 ラ ッ ト 組 織 の 免
疫 組 織 染 色 に よ り 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 神 経 系 で 特 異 的 に 発 現 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
Ｅ １ ５ 胚 （ パ ネ ル Ａ ） で は 、 発 生 中 の 繊 維 路 お よ び 神 経 、 例 え ば 、 脊 髄 （ Ｓ Ｃ ） の 辺 縁 層
（ ｍ ｌ ） の 腹 側 部 お よ び 後 根 神 経 節 （ Ｄ Ｒ Ｇ ） や 脊 髄 に 接 続 す る 神 経 、 に 免 疫 染 色 が 観 察
さ れ る 。 成 体 （ パ ネ ル Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ と Ｅ ） で は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 神 経 繊 維 で も 検 出 さ れ た 。 小
脳 （ パ ネ ル Ｂ ） で は 、 バ ス ケ ッ ト 細 胞 軸 索 に よ っ て プ ル キ ン エ 細 胞 体 （ ｐ ） の 周 囲 に 形 成
さ れ た 独 特 な か ご 状 構 造 （ 矢 印 で 示 す ） に 見 ら れ る よ う に 、 顆 粒 細 胞 層 （ Ｇ ） の 両 側 の 繊
維 に 最 も 強 い 染 色 が 検 出 さ れ た 。 小 脳 白 質 （ Ｗ ） の 繊 維 も 染 色 さ れ て い る 。 矢 状 断 面 に お
け る 海 馬 周 辺 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に 対 す る 染 色 （ パ ネ ル Ｃ ） お よ び Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ に 対 す る 染 色 （
パ ネ ル Ｄ ） が 示 し た 同 様 の 結 果 か ら 明 か な よ う に 、 一 般 的 に 有 髄 繊 維 路 は 、 動 物 成 体 に お
い て は っ き り と 染 色 さ れ る 。 小 脳 の バ ス ケ ッ ト 細 胞 軸 索 に 加 え て 、 海 馬 の 無 髄 繊 維 も 染 色
さ れ て い る （ パ ネ ル Ｃ 、 拡 大 図 は パ ネ ル Ｅ ） 。 こ の よ う な 海 馬 の Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ 陰 性 繊 維 は
、 Ｃ Ａ ３ 錐 体 細 胞 体 の 近 傍 に 存 在 す る 。 培 養 海 馬 ニ ュ ー ロ ン （ パ ネ ル Ｆ ） で は 、 免 疫 蛍 光
染 色 に よ っ て 神 経 突 起 で も Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ が 検 出 さ れ る 。 Ｇ は 小 脳 皮 質 の 顆 粒 細 胞 層 で あ り 、
Ｍ は 小 脳 皮 質 の 分 子 層 で あ り 、 Ｃ Ａ １ は Ｃ Ａ １ 領 域 で あ り 、 Ｃ Ａ ３ は Ｃ Ａ ３ 領 域 で あ り 、
そ し て ｈ は 門 で あ る 。 パ ネ ル Ａ 、 Ｂ 、 Ｅ お よ び Ｆ 中 の ス ケ ー ル バ ー は ５ ０ μ ｍ で あ り 、 パ
ネ ル Ｃ お よ び Ｄ 中 の ス ケ ー ル バ ー は ５ ０ ０ μ ｍ で あ る 。
【 図 ８ 】 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 の 伸 長 を 促 進 す る 。 パ ネ ル Ａ ： ２ ５ μ ｇ
／ ｍ ｌ の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で 被 覆 し た 基 材 は 、 Ｅ １ ８ 期 の 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 神 経 突 起 伸 長 を 促 進
す る 。 パ ネ ル Ｂ ： ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 ま な い Ｆ ｃ タ ン パ ク
質 で 被 覆 し た 対 照 基 材 上 の 細 胞 を 比 較 の た め に 示 す 。 パ ネ ル Ｃ ： ２ ４ 時 間 培 養 後 の 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｇ Ｏ 誘 導 性 海 馬 神 経 突 起 伸 長 。 基 材 に 被 覆 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 （ グ レ
ー の 棒 ） お よ び Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質 （ 黒 い 棒 ） の 量 は 以 下 の 通 り で あ る ： ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （
１ ） 、 ３ ． １ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ２ ） 、 ６ ． ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ３ ） 、 １ ２ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （
４ ） 、 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ５ ） 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ６ ） お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ７ ） 。 パ
ネ ル Ｄ ： Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 誘 導 性 神 経 突 起 伸 長 （ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ
ク 質 で 被 覆 し た 基 材 を 使 用 ） が 、 ア ッ セ イ 培 地 中 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 に よ
っ て 遮 断 さ れ る 。 培 地 に 添 加 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 （ グ レ ー の 棒 ） お よ び
Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質 （ 黒 い 棒 ） の 量 は 以 下 の 通 り で あ る ： ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ １ ） 、 ３ ． １ ２
５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ２ ） 、 ６ ． ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ３ ） 、 １ ２ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ４ ） 、 ２ ５ μ ｇ
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／ ｍ ｌ （ ５ ） 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ６ ） お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ７ ） 。 エ ラ ー バ ー は 、 ３
つ の 独 立 し た 実 験 で 観 察 し た １ ５ 個 の 顕 微 鏡 視 野 か ら 計 算 し た 標 準 偏 差 を 示 す 。 パ ネ ル Ａ
お よ び Ｂ 中 の ス ケ ー ル バ ー は ５ ０ μ ｍ で あ る 。
【 図 ９ 】 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 海 馬 ニ ュ ー ロ ン の 束 形 成 を 阻 害 す る 。 パ ネ ル Ａ ： ２ ５ μ ｇ ／
ｍ ｌ の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 培 地 に お け る 、 ポ リ － Ｌ － リ シ ン 基 材 上 の
Ｅ １ ８ 海 馬 ニ ュ ー ロ ン 。 パ ネ ル Ｂ ： 比 較 の た め の 、 ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質
の 存 在 下 に お け る 、 ポ リ － Ｌ － リ シ ン 基 材 上 の Ｅ １ ８ 海 馬 ニ ュ ー ロ ン 。 パ ネ ル Ｃ ： ポ リ －
Ｌ － リ シ ン 基 材 上 の 、 （ １ ～ ３ 本 の 神 経 突 起 で 形 成 さ れ る ） 直 径 ２ μ ｍ 未 満 の 突 起 の 長 さ
の 合 計 。 培 地 に 添 加 し た Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 （ グ レ ー の 棒 ） お よ び Ｆ ｃ 対 照
タ ン パ ク 質 （ 黒 い 棒 ） の 量 は 以 下 の 通 り で あ る ： ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ 白 い 棒 ） （ １ ） 、 ３ ． １
２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ２ ） 、 ６ ． ２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ３ ） 、 １ ２ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ４ ） お よ び ２
５ μ ｇ ／ ｍ ｌ （ ５ ） 。 パ ネ ル Ｃ 中 の エ ラ ー バ ー は ３ つ の 独 立 し た 実 験 で 観 察 し た １ ２ 個 の
顕 微 鏡 視 野 か ら 計 算 し た 標 準 偏 差 を 示 す 。 パ ネ ル Ａ お よ び Ｂ 中 の ス ケ ー ル バ ー は ５ ０ μ ｍ
で あ る 。
【 図 １ ０ 】 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ホ モ フ ィ リ ッ ク な 相 互 作 用 。 パ ネ ル Ａ ： 共 免 疫 沈 降 実 験 。 レ ー ン
１ は Ｇ Ｆ Ｐ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ お よ び Ｖ ５ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 細 胞 で あ り 、 レ ー ン ２ は Ｇ Ｆ Ｐ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ お よ び Ｖ ５ タ
グ を 付 し た 可 溶 性 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 で あ り 、 レ ー ン ３ は Ｇ Ｆ Ｐ タ グ
を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の み で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 で あ り 、 レ ー ン ４ は Ｇ Ｆ Ｐ タ グ
を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ お よ び Ｖ ５ タ グ を 付 し た 全 長 ヒ ト Ｒ Ａ Ｇ Ｅ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 細 胞 で あ る 。 Ｇ Ｆ Ｐ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 Ｖ ５ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
で 共 免 疫 沈 降 し （ レ ー ン １ ） 、 細 胞 外 ド メ イ ン の み を 含 有 す る 、 Ｖ ５ タ グ を 付 し た 可 溶 性
Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で も 共 免 疫 沈 降 し た （ レ ー ン ２ ） 。 Ｇ Ｆ Ｐ 抗 体 を 用 い た 沈 降 に よ っ て も 共 免 疫
沈 降 は 生 じ た 。 パ ネ ル Ｂ ： ビ ー ズ 凝 集 の 動 態 。 Ｎ t お よ び Ｎ 0 は そ れ ぞ れ 、 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 時 間 ｔ お よ び ０ に お け る 粒 子 の 総 数 を 表 す 。 ビ ー ズ 凝 集 の 程 度 は 、 Ｎ t ／ Ｎ 0 を 指 標 と
し て 表 す 。 グ レ ー の 棒 は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 で 被 覆 さ れ た ビ ー ズ を 示 し 、 黒
い 棒 は Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 で 被 覆 さ れ た ビ ー ズ を 示 す 。 パ ネ ル Ｃ と Ｄ ： プ ロ テ イ ン Ａ ビ ー ズ の
６ ０ 分 後 の ビ ー ズ 凝 集 状 態 で あ り 、 パ ネ ル Ｃ は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 で 被 覆 し
た ビ ー ズ 、 パ ネ ル Ｄ は Ｆ ｃ 対 照 タ ン パ ク 質 で 被 覆 し た ビ ー ズ を 表 す 。 エ ラ ー バ ー は ３ つ の
独 立 し た 実 験 で 観 察 し た １ ２ 個 の 顕 微 鏡 視 野 か ら 計 算 し た 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 Slit1、 Nogo受 容 体 お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 有 す る ロ イ シ ン リ ッ チ － リ ピ ー ト 領 域
の 多 重 ア ラ イ メ ン ト 。 Slit1と Nogo受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と 同 一 の ア
ミ ノ 酸 は 黒 で 示 し 、 類 似 の ア ミ ノ 酸 は グ レ ー で 示 す 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ６ 個 の Ｌ Ｒ Ｒ モ チ ー フ
の コ ン セ ン サ ス 配 列 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 上 に 記 す 。
【 図 １ ２ 】 免 疫 グ ロ ブ リ ン ド メ イ ン の 三 次 元 構 造 の 概 略 図 。 Ｉ ｇ － ド メ イ ン は 、 ２ つ の 逆
平 行 β シ ー ト に 挟 ま れ て い る （ Principles of Biochemistry (生 化 学 の 原 理 ), Horton 
 ., 2002） 。
【 図 １ ３ 】 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 阻 害 剤 の 構 造 。 パ ネ ル （ ａ ） ： MOLSCRIPTと い う プ ロ グ ラ ム
で 作 成 し た 、 ブ タ Ｒ Ｉ の 構 造 を 示 す リ ボ ン 図 。 パ ネ ル （ ｂ ） ： ブ タ Ｒ Ｉ の Ｌ Ｒ Ｒ の コ ン セ
ン サ ス 配 列 と 二 次 構 造 。 Ｒ Ｉ の 配 列 の ア ラ イ メ ン ト は 、 ２ 種 の 反 復 配 列 （ Ａ と Ｂ ） が 配 列
中 で 交 互 に な る よ う に 行 っ た 。 ア ミ ノ 酸 の 一 文 字 表 記 を 用 い た 。 「 ｘ 」 は い か な る ア ミ ノ
酸 で も よ く 、 「 ａ 」 は 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 全 て の Ｌ Ｒ Ｒ タ ン パ ク 質 中 で 強 固 に 保 存 さ
れ て い る 反 復 配 列 の 部 分 を 下 線 で 示 し 、 保 存 さ れ て い る 残 基 は 太 字 で 示 す 。 配 列 の 下 に 実
線 を 引 い た 部 分 は Ｉ ｇ － シ ー ト と ヘ リ ッ ク ス の コ ア 領 域 で あ り 、 種 々 の 反 復 配 列 に 見 ら れ
る ヘ リ ッ ク ス の 拡 張 部 分 を 点 線 で 示 す （ Kobe and Deisenhofer, 1995） 。
【 図 １ ４ 】 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ  Ａ － Ｒ Ｉ 複 合 体 の 構 造 。 リ ボ ン 図 で は 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ  Ａ は 暗 色 、 Ｒ
Ｉ は 淡 色 で 示 す （ Kobe and Deisenhofer, 1995） 。
【 図 １ ５ 】 い く つ か の Ｌ Ｒ Ｒ 含 有 タ ン パ ク 質 の 構 造 の 概 略 図 。 タ ー タ ン （ tartan） は シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ の 発 生 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 で あ る （ Chang  ., 1993 お よ び  Milan 
 ., 2001） 。 Slitタ ン パ ク 質 は 、 こ の 図 に は 示 さ な い ド メ イ ン を 更 に 含 有 す る 。 Ｓ ｉ ｇ
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は シ グ ナ ル ペ プ チ ド で あ り 、 Ａ Ｆ Ｒ は ア ミ ノ 末 端 隣 接 領 域 で あ り 、 Ｌ Ｒ Ｒ は ロ イ シ ン － リ
ッ チ リ ピ ー ト で あ り 、 Ｃ Ｆ Ｒ は カ ル ボ キ シ ル 末 端 隣 接 領 域 で あ り 、 そ し て Ｐ Ｉ は ホ ス フ ァ
チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル で あ る （ Hayata  ., 1998） 。
【 図 １ ６ 】 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 予 想 さ れ る 構 造 の 概 略 図 。
【 図 １ ７ 】 組 織 に お け る Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 染 色 の 特 異 性 。 α － Ａ Ｍ Ｉ （ 抗 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 抗 体 ） を 、
Ａ Ｍ Ｉ Ｐ ２ ペ プ チ ド ま た は Ａ Ｍ Ｉ Ｐ １ ペ プ チ ド の 濃 度 が 上 昇 し て い く 系 列 で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 ラ ッ ト 小 脳 の 組 織 切 片 を 、 ペ プ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 抗 体 で 染 色 し た 。 Ａ Ｍ
Ｉ Ｐ ２ ペ プ チ ド の 濃 度 の 上 昇 に よ り 組 織 染 色 は 減 少 し 、 最 終 的 に は 組 織 染 色 を 完 全 に 遮 断
し た 。 明 ら か に 、 α － Ａ Ｍ Ｉ の 組 織 切 片 へ の 結 合 は Ａ Ｍ Ｉ Ｐ ２ ペ プ チ ド に よ っ て 阻 害 さ れ
て い る 。 対 照 ペ プ チ ド で あ る Ａ Ｍ Ｉ Ｐ １ は 、 高 濃 度 で あ っ て も α － Ａ Ｍ Ｉ 結 合 に 影 響 し な
か っ た 。
【 図 １ ８ 】 α － Ａ Ｍ Ｉ で 染 色 し た ラ ッ ト 大 脳 の 冠 状 断 面 。 有 髄 繊 維 路 が は っ き り と 染 色 さ
れ て い る 。 大 脳 皮 質 の い く つ か の 部 分 が 染 色 さ れ て お り 、 そ の う ち 一 ヶ 所 を 矢 じ り で 示 す
（ 乏 突 起 膠 細 胞 マ ー カ ー で あ る α － Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ お よ び α － Ｎ Ｆ － Ｍ で も 同 じ 部 分 が 染 色
さ れ た ） 。 無 髄 構 造 は 海 馬 の Ｃ Ａ ３ 領 域 で 染 色 さ れ た （ 矢 印 で 示 す ） 。
【 図 １ ９ 】 海 馬 の Ｃ Ａ ３ 領 域 の 冠 状 断 面 （ 図 ７ の 矢 印 で 示 し た 部 分 の 拡 大 図 ） 。 パ ネ ル Ａ
： α － Ａ Ｍ Ｉ に よ る 染 色 。 パ ネ ル Ｂ ： α － Ｎ Ｆ － Ｍ に よ る 染 色 。 い ず れ の 染 色 部 も 錐 体 細
胞 の 先 端 の 樹 状 突 起 に 近 接 し た 部 分 に 位 置 す る 。 こ の よ う な 層 は 透 明 層 と 呼 ば れ る 。 染 色
強 度 が 低 い 円 形 構 造 は 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 染 色 さ れ た 細 胞 核 で あ る 。 ス ケ ー ル バ ー は ２ ５
μ ｍ で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 ラ ッ ト 海 馬 の 矢 状 断 面 。 パ ネ ル ａ ： α － Ａ Ｍ Ｉ に よ る 染 色 、 そ し て パ ネ ル ｂ ：
α － Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ に よ る 染 色 。 い ず れ の 抗 体 も 、 海 馬 の 内 部 お よ び 周 辺 の 有 髄 神 経 繊 維 を
染 色 す る 。 さ ら に α － Ａ Ｍ Ｉ は 、 海 馬 の Ｃ Ａ ３ 領 域 お よ び 歯 状 回 （ Ｄ Ｇ ） の 門 （ ｈ ） に 存
在 す る 無 髄 構 造 も 強 く 染 色 し た 。 パ ネ ル ｃ と ｄ ： α － Ａ Ｍ Ｉ で 染 色 し た も の の 高 倍 率 写 真
。 Ｃ Ａ ３ 領 域 お よ び 歯 状 回 に お い て は 繊 維 状 構 造 が 染 色 さ れ た （ 矢 印 で 示 す ） 。 ス ケ ー ル
バ ー は ５ ０ μ ｍ で あ る 。
【 図 ２ １ 】 大 脳 皮 質 の 高 倍 率 写 真 。 パ ネ ル ａ ： α － Ａ Ｍ Ｉ に よ る 染 色 、 そ し て パ ネ ル ｂ ：
α -Ｎ Ｆ － Ｍ に よ る 染 色 。 大 脳 皮 質 の 同 じ 部 分 が α － Ａ Ｍ Ｉ と α － Ｎ Ｆ － Ｍ の 両 方 で 染 色
さ れ た 。 よ り 高 い 倍 率 で 観 察 し た と こ ろ 、 錐 体 細 胞 の い く つ か の 太 い 先 端 樹 状 突 起 （ 矢 印
で 示 す ） お よ び い く つ か の 細 い 繊 維 （ 矢 じ り で 示 す ） は 両 方 の 抗 体 で 染 色 さ れ て い る 。 錐
体 細 胞 の 細 胞 体 お よ び 基 底 樹 状 突 起 も α － Ｎ Ｆ － Ｍ で 染 色 さ れ た 。 ス ケ ー ル バ ー は ５ ０ μ
ｍ で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 α － Ａ Ｍ Ｉ で 染 色 し た 小 脳 切 片 。 パ ネ ル ａ ： 小 脳 の 冠 状 断 面 。 小 脳 皮 質 は 次 の
３ 層 か ら な る ： 最 外 分 子 層 （ Ｍ ） 、 プ ル キ ン エ 細 胞 層 （ Ｐ ） お よ び 顆 粒 細 胞 層 （ Ｇ ） 。 白
質 （ Ｗ ） は 小 脳 皮 質 の 下 に 位 置 す る 。 α － Ａ Ｍ Ｉ は 、 こ の 図 で は 白 質 お よ び 顆 粒 細 胞 層 の
有 髄 繊 維 を 染 色 し た 。 プ ル キ ン エ 細 胞 体 （ ｐ ） の 周 辺 に バ ス ケ ッ ト 細 胞 軸 索 が 形 成 し た バ
ス ケ ッ ト 状 構 造 （ 矢 印 で 示 す ） お よ び 分 子 層 内 の 繊 維 も 染 色 さ れ た 。 分 子 層 に お い て は 、
染 色 は 分 子 層 の 内 部 に 限 ら れ 、 染 色 さ れ た 繊 維 は 主 に プ ル キ ン エ 細 胞 層 に 平 行 し て 走 っ て
い る 。 パ ネ ル ｂ ： 小 脳 の 矢 状 断 面 。 小 脳 の 内 側 部 で は 、 白 質 （ Ｗ ） の 染 色 に 見 ら れ る 構 造
は 、 数 珠 を 模 し た 構 造 で あ る 。 ス ケ ー ル バ ー は ２ ５ μ ｍ で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 脊 髄 白 質 の 横 断 面 図 。 パ ネ ル ａ ： α － Ａ Ｍ Ｉ に よ る 染 色 、 パ ネ ル ｂ ： α － Ｃ Ｎ
Ｐ ａ ｓ ｅ に よ る 染 色 、 そ し て パ ネ ル ｃ ： α － Ｎ Ｆ － Ｍ に よ る 染 色 。 断 面 図 の は っ き り と し
た 丸 い 部 分 は ミ エ リ ン 鞘 で あ る 。 小 さ い 点 （ 矢 印 で 示 す ） は 、 α － Ａ Ｍ Ｉ お よ び α － Ｎ Ｆ
－ Ｍ で は っ き り と 染 色 さ れ た ミ エ リ ン 鞘 の 内 部 で あ る 。 こ れ ら の 点 は 、 軸 索 の 断 面 で あ る
と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 点 は α － Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ で は 染 色 さ れ な い 。 断 面 に 平 行 に 走 る 軸 索
路 は α － Ｎ Ｆ － Ｍ で 染 色 さ れ る が 、 α － Ａ Ｍ Ｉ で は 染 色 さ れ な い 。 ス ケ ー ル バ ー は ５ ０ μ
ｍ で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 腎 臓 の 免 疫 組 織 染 色 。 α － Ａ Ｍ Ｉ に よ る 染 色 （ パ ネ ル ａ ） お よ び α － Ｎ Ｆ － Ｍ
に よ る 染 色 （ パ ネ ル ｂ ） の 両 方 に よ っ て 、 同 じ 小 さ い 構 造 （ 矢 印 で 示 す ） が 腎 臓 で 検 出 さ
れ た 。 し た が っ て 、 α － Ａ Ｍ Ｉ に よ っ て 染 色 さ れ た の は 腎 臓 の 神 経 で あ る 。 ス ケ ー ル バ ー
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は １ ０ ０ μ ｍ で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 １ ８ 日 齢 の 胚 の 頭 部 の 免 疫 組 織 染 色 。 α － Ａ Ｍ Ｉ 染 色 に よ っ て 、 視 神 経 （ パ ネ
ル ａ ） や 内 包 （ パ ネ ル ｃ ） な ど の 、 発 生 途 中 の 繊 維 路 お よ び 脳 神 経 が 検 出 さ れ た 。 網 膜 に
お い て は 、 染 色 部 （ パ ネ ル ａ 中 に 矢 印 で 示 す ） は 神 経 繊 維 層 に 存 在 す る 。 神 経 繊 維 層 は 視
神 経 を 形 成 す る ガ ン グ リ オ ン 細 胞 軸 索 か ら な る 。 対 照 切 片 （ パ ネ ル ｂ お よ び ｄ ） は 、 Ａ Ｍ
Ｉ Ｐ ２ で 遮 断 し た α － Ａ Ｍ Ｉ で 染 色 し た も の で あ る 。 ス ケ ー ル バ ー は １ ０ ０ μ ｍ で あ る 。
【 図 ２ ６ 】 種 々 の 発 生 段 階 の ラ ッ ト か ら 得 た 粗 脳 抽 出 物 を 用 い た 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 。 同 じ 総 重 量 の 組 織 を 各 サ ン プ ル に つ い て 用 い た 。 １ ６ 日 齢 お よ び １ ８ 日 齢 の
胚 （ Ｅ １ ６ お よ び Ｅ １ ８ ） の 脳 、 １ 、 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 １ ０ お よ び １ ４ 日 齢 の ラ ッ ト （ Ｐ
１ ～ Ｐ １ ４ ） の 脳 、 そ し て ラ ッ ト 成 体 の 脳 を 用 い た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｉ ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 （
Ａ Ｍ Ｉ Ｉ ｇ ） を 対 照 サ ン プ ル と し て 用 い た 。 パ ネ ル ａ に お い て は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を
α － Ａ Ｍ Ｉ お よ び α － Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ で 検 出 し た 。 α － Ａ Ｍ Ｉ は 約 ６ ５ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質
の バ ン ド と 、 そ れ よ り も 弱 い タ ン パ ク 質 の バ ン ド （ 約 １ ３ ０ ｋ Ｄ ａ ） を 検 出 す る 。 α － Ｃ
Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ は 約 ４ ８ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 の バ ン ド を 検 出 す る 。 脳 の 発 生 の 際 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ
の 発 現 に は ２ つ の 特 徴 が あ る 。 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 後 期 胚 発 生 （ Ｅ ） と 周 生 期 発 生 に
お け る 明 確 な Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 が 明 ら か と な っ た 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は 出 生 後 （ Ｐ ） の Ｐ
４ 期 ～ Ｐ １ ０ 期 の 間 は 下 向 き に 調 節 さ れ る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現 は Ｐ １ ０ 期 と Ｐ １ ４ 期 の 間
で 再 度 上 向 き に 調 節 さ れ 、 成 体 の 脳 で は 高 い 発 現 が 維 持 さ れ る 。 Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ 発 現 と の 比
較 か ら 分 か る よ う に 、 上 向 き の 調 節 は ミ エ リ ン 形 成 の 開 始 と 一 致 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の 発 現
と Ｃ Ｎ Ｐ ａ ｓ ｅ の 発 現 は 、 出 生 後 発 生 に お い て 平 行 に 増 加 す る 。 パ ネ ル ｂ は 、 各 サ ン プ ル
に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 総 量 を 比 較 す る た め に 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を ポ ン ソ ー 染 色 し た
結 果 で あ る 。
【 図 ２ ７ 】 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 共 免 疫 沈 降 。 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 安 定 に 発 現 す る ２ ９ ３ 細 胞 を
、 Ｖ ５ タ グ を 付 し た 以 下 の Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ： 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ （ レ ー ン
１ ） 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の Ｅ Ｃ 領 域 を 含 む 部 分 （ レ ー ン ２ ） 、 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ （ レ ー ン ３ ） お
よ び 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ （ レ ー ン ４ ） 。 共 免 疫 沈 降 は 抗 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 抗 体 を 用 い て 行 い 、 検 出 は
抗 Ｖ ５ 抗 体 を 用 い て 行 っ た 。 そ の 結 果 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ は 両 方 と も Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ に
結 合 し 、 Ｅ Ｃ 領 域 の み が 結 合 に は 十 分 な こ と が 判 明 し た （ Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ に つ い て の み 示 し た
） 。
【 図 ２ ８ 】 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ お よ び Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合 お よ び
ヘ テ ロ フ ィ リ ッ ク な 結 合 。 共 免 疫 沈 降 は 、 抗 Ｖ ５ タ グ 抗 体 を 用 い て 行 い 、 検 出 は 抗 Ｇ Ｆ Ｐ
タ グ 抗 体 を 用 い て 行 っ た 。 レ ー ン １ ～ ５ は Ｇ Ｆ Ｐ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で あ り 、 レ
ー ン ６ ～ ９ は Ｇ Ｆ Ｐ タ グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ で あ り 、 レ ー ン １ ０ ～ １ ２ は Ｇ Ｆ Ｐ タ
グ を 付 し た 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ で あ る 。 こ の 実 験 で は 、 Ｖ ５ タ グ を 付 し た 以 下 の タ ン パ ク 質
を 使 用 し た ： レ ー ン １ は 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ で あ り 、 レ ー ン ２ は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ の Ｅ Ｃ 領 域 で あ り
、 レ ー ン ３ と ６ は 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ で あ り 、 レ ー ン ７ は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ の Ｅ Ｃ 領 域 で あ り 、
レ ー ン ４ 、 ８ と １ ０ は 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ で あ り 、 レ ー ン １ １ は Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の Ｅ Ｃ 領 域 で
あ り 、 レ ー ン ５ 、 ９ と １ ２ は 全 長 Ｒ Ａ Ｇ Ｅ で あ る 。 図 は 、 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｇ Ｆ Ｐ は 、 全
長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ 、 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ で 共 免 疫 沈 降 す る こ と が で き る が 、
全 長 Ｒ Ａ Ｇ Ｅ で は 共 免 疫 沈 降 で き な い こ と を 示 す 。 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ － Ｇ Ｆ Ｐ は 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ
Ｏ の Ｅ Ｃ 領 域 を 含 む 部 分 の み で 共 免 疫 沈 降 す る こ と も で き た 。 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ － Ｇ Ｆ Ｐ
は 、 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ と 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の み な ら ず 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ の Ｅ Ｃ 領 域 を 含 む 部
分 の み で 共 免 疫 沈 降 す る こ と も で き た 。 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ － Ｇ Ｆ Ｐ は 、 全 長 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３
と Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ３ の Ｅ Ｃ 領 域 を 含 む 部 分 で 共 免 疫 沈 降 す る こ と が で き た 。 共 免 疫 沈 降 の 結 果
に よ り 、 各 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は ヘ テ ロ フ ィ リ ッ ク に 互 い に 結 合 し 、 さ ら に ホ モ フ ィ リ ッ ク な 結 合
特 性 も 有 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 図 ２ ９ 】 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の リ ン 酸 化 を 阻 害 す る 。 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ お よ び Ｆ ｌ ａ ｇ タ グ
を 付 し た ヒ ト Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ を 共 に Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 で 発 現 さ せ る と 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ ２ 、 Ａ Ｍ Ｉ
Ｇ Ｏ ３ お よ び 対 照 ベ ク タ ー と 比 較 し て 、 Ａ Ｍ Ｉ Ｇ Ｏ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ の 結 合 に よ っ て 誘 導 さ れ る
Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ の 自 己 リ ン 酸 化 を 明 ら か に 阻 害 す る 。
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【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ３ ２ ６ 】
配 列 番 号 ７ ～ １ ２ ：
人 工 的 な 配 列 の 説 明 ：  Ｉ ｇ － 融 合 タ ン パ ク 質

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

(85) JP 2006-525784 A 2006.11.16



【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】
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