
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】新規ヒトヘモポエチン受容体蛋白質、それをコ

ードするＤＮＡの提供。

【解決手段】既知のヘモポエチン受容体のアミノ酸配列

から保存されているモチーフを抽出し、予測した配列を

もとに特定の塩基配列を有する新規なヘモポエチン受容

体遺伝子（ＮＲ１０）を単離する。ＮＲ１０は生体免疫

調節、造血細胞調節に関与する新規なヘモポエチン受容

体分子であり、同受容体と機能結合し得る新規造血性因

子の検索や、免疫・造血系関連疾患の治療薬の開発に有

用である。

【選択図】図２
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 個 の
ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 及 び ／ 又 は 他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 に よ り 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的
に 同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載
の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の 部 分 ペ プ チ ド を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 可 能 に 保 持 す る 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 該 形 質 転 換 体 ま た は そ の 培 養 上 清 か ら 発 現 さ せ
た タ ン パ ク 質 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド の 製 造 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の 蛋 白 質 に 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 請 求 項 ５ に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 被 験 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お
よ び
（ ｂ ） 請 求 項 ５ に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド と 被 検 試 料 と の 結 合 活 性 を 検 出 す
る 工 程 、
（ ｃ ） 請 求 項 ５ に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 化 合 物 を
選 択 す る 工 程 、 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の 蛋 白 質 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ８ に 記 載 の 抗 体 と 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 蛋 白 質 が 含 ま れ る と 予 想 さ れ る 試 料 と を 接
触 せ し め 、 該 抗 体 と 該 蛋 白 質 と の 免 疫 複 合 体 の 生 成 を 検 出 又 は 測 定 す る こ と を 含 む 、 請 求
項 ５ に 記 載 の 蛋 白 質 の 検 出 又 は 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 ： １ 、 ３ ま た は １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 相 補 鎖 に 相 補
的 な 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 蛋 白 質 、 そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 そ れ ら の 製 造 方 法
及 び 用 途 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 種 々 の 細 胞 の 増 殖 分 化 、 あ る い は 分 化 成 熟 し た 細 胞 の 機 能 の 賦 活 化 さ ら に は 細 胞 死 に 関
与 す る 体 液 性 因 子 と し て 数 多 く の サ イ ト カ イ ン の 存 在 が 知 ら れ て い る 。 こ れ ら の サ イ ト カ
イ ン に は そ れ ぞ れ 特 異 的 な 受 容 体 が 存 在 し 、 こ れ ら の 受 容 体 は 構 造 上 の 類 似 性 か ら 幾 つ か
の フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 受 容 体 間 の 類 似 性 と 比 較 す る と サ イ ト カ イ ン 同 士 の 一 次 構 造 上 の 相 同 性 は 低 く 、
同 一 の 受 容 体 フ ァ ミ リ ー に 属 す る サ イ ト カ イ ン メ ン バ ー の 間 で さ え ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で の 顕
著 な 相 同 性 は 認 め ら れ な い 。 こ の こ と は 個 々 の サ イ ト カ イ ン の 機 能 の 特 異 性 を 説 明 す る と
同 時 に 、 個 々 の サ イ ト カ イ ン に よ り 誘 導 さ れ る 細 胞 の 反 応 の 類 似 性 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 上 記 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 代 表 的 な も の と し て 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 、
ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 、 腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)受 容 体 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 増 殖 因 子 β (TGF
β )受 容 体 の 各 フ ァ ミ リ ー が 挙 げ ら れ 、 そ れ ぞ れ の フ ァ ミ リ ー で 異 な る シ グ ナ ル 伝 達 系 の
関 与 が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の う ち 、 特 に ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 フ ァ
ミ リ ー の 多 く は 血 液 細 胞 あ る い は 免 疫 担 当 細 胞 に 発 現 し て お り 、 そ の リ ガ ン ド で あ る サ イ
ト カ イ ン は し ば し ば 造 血 因 子 あ る い は イ ン タ ー ロ イ キ ン と 称 さ れ る 。 こ れ ら 造 血 因 子 、 あ
る い は イ ン タ ー ロ イ キ ン 類 の あ る も の は 血 流 中 に 存 在 し 全 身 的 な 造 血 あ る い は 免 疫 機 能 の
体 液 性 調 節 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の こ と は 他 の フ ァ ミ リ ー に 対 応 す る サ イ ト カ イ ン が し ば し ば 局 所 で の 調 節 に の み 関 与
し て い る と 考 え ら れ る 点 と は 対 照 的 で 、 こ れ ら ヘ モ ポ エ チ ン 類 の 一 部 の も の は ホ ル モ ン 様
因 子 と 捉 え る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 逆 に 代 表 的 な ペ プ チ ド 性 ホ ル モ ン で あ る 成 長 ホ ル モ
ン 、 プ ロ ラ ク チ ン あ る い は レ プ チ ン の 受 容 体 も ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。
上 記 ホ ル モ ン 様 の 全 身 性 調 節 様 式 か ら こ れ ら の ヘ モ ポ エ チ ン 類 を 投 与 す る こ と に よ る 種 々
の 疾 患 の 治 療 へ の 応 用 が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 事 実 、 数 多 い サ イ ト カ イ ン 類 の 中 で 臨 床 応 用 が 行 わ れ て い る の は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、
G-CSF、 GM-CSF、 IL-2で あ り 、 ま た 現 在 臨 床 応 用 に 向 け た 検 討 が 行 わ れ て い る 、 IL-11、 LI
F、 IL-12に 加 え て 上 記 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 類 の 成 長 ホ ル モ ン 、 プ ロ ラ ク チ ン を 併 せ て 考 え る
と 、 上 記 各 種 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の う ち ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 に 結 合 す る 新 規 サ イ ト カ イ ン を
探 索 す る こ と に よ り 、 よ り 高 い 確 率 で 臨 床 応 用 可 能 な サ イ ト カ イ ン を 見 出 す こ と が 可 能 と
考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 上 に 述 べ た 様 に サ イ ト カ イ ン 受 容 体 は フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 間 で 構 造 上 の 類 似 性 を 有 し て
い る 。 こ の 類 似 性 を 利 用 し て 新 規 受 容 体 を 発 見 す る 試 み は 数 多 く 行 わ れ て お り 、 特 に チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 に 関 し て は 、 そ の 触 媒 部 位 の 高 度 に 保 存 さ れ た 配 列 を 利 用 し て 既 に 数
多 く の 受 容 体 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 こ れ に 対 し て ヘ モ ポ エ チ ン 受
容 体 は そ の 細 胞 質 領 域 に チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 様 な 酵 素 活 性 ド メ イ ン を 有 し て お ら ず 、 そ の
シ グ ナ ル 伝 達 は 細 胞 質 中 に 遊 離 状 態 で 存 在 す る 別 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 蛋 白 と の 会 合 を 介 し
て 行 わ れ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ れ ら の 細 胞 質 性 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ JAKキ ナ ー ゼ ） と の 受 容 体 上 の 結 合 部 位 は フ ァ ミ
リ ー メ ン バ ー 間 で 一 応 保 存 さ れ て は い る も の の 、 そ の 相 同 性 は あ ま り 高 く な い （ 非 特 許 文
献 ３ ） 。 一 方 、 こ れ ら ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 を 最 も よ く 特 徴 付 け る 配 列 は む し ろ 細 胞 外 領 域
に 存 在 し 、 特 に Trp-Ser-Xaa-Trp-Ser（ Xaaは 任 意 の ア ミ ノ 酸 ） の ５ ア ミ ノ 酸 か ら 成 る モ チ
ー フ は 殆 ど 全 て の ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 に 保 存 さ れ て お り 、 こ の 配 列 を 利 用 し た 新 規 フ ァ ミ
リ ー メ ン バ ー の 探 索 に よ り 新 規 受 容 体 を 取 得 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 事 実 、 こ れ ま で に IL
-11受 容 体 （ 非 特 許 文 献 ４ ） 、 レ プ チ ン 受 容 体 （ 非 特 許 文 献 ５ ） 及 び IL-13受 容 体 （ 非 特 許
文 献 ６ ） が こ の ア プ ロ ー チ に よ り 同 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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【 非 特 許 文 献 １ 】 Hilton D.J., in "Guidebook to Cytokines and Their Receptors" edi
ted by Nicola N.A.(A Sambrook & Tooze Publication at Oxford University Press), 1
994, p8-16
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Matthews W. et al., Cell, 1991, 65 (7) p1143-52
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Murakami M. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 1991, 88, 11349-1135
3
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Robb, L. et al., J. Biol. Chem. 271 (23), 1996, 13754-13761
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Gainsford T. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA,1996, 93 (25) p14564
-8
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Hilton.D.J. et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA,1996, 93 (1) p497-501
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 蛋 白 質 、 そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る 。 本 発
明 は ま た 、 該 Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 保 持 す る 形 質 転 換 体 、 該 形 質 転 換
体 を 利 用 し た 組 換 え 蛋 白 質 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 該 蛋 白 質 に 結 合 す る
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ま で に 、 Trp-Ser-Xaa-Trp-Serモ チ ー フ （ WSモ チ ー フ ） を コ ー ド す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ ー ブ に 用 い て プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン あ る い は RT-P
CR等 の 方 法 に よ り 新 規 受 容 体 の 探 索 を 試 行 し て き た 。 し か し 、 こ の モ チ ー フ を コ ー ド す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド tggag(t/c)nnntggag(t/c)（ nは 任 意 の 塩 基 ） が 15塩 基 対 と 短 い こ と 、
さ ら に は g/c含 量 が 高 い 等 の 理 由 か ら 通 常 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 実 験 条 件 下 で 厳 密
に 15塩 基 が 完 全 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た も の だ け を 選 別 す る こ と は 極 め て 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 比 較 的 広 範 に 分 布 し か つ 発 現 量 も 高 い と 考 え ら れ る 各 種 コ ラ ー ゲ ン を 初 め と す る
ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 以 外 の 蛋 白 を コ ー ド す る cDNA中 に も 類 似 の 配 列 が 含 ま れ て お り 、 こ れ
ら の 原 因 に よ り 上 記 プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン あ る い は RT-PCRに よ る ス ク リ ー ニ ン
グ は 極 め て 効 率 の 悪 い も の で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る た め に 、 上 記 WSモ チ ー フ 以 外 の 部 位 に お い て 、 ヘ モ ポ エ チ ン 受
容 体 フ ァ ミ リ ー に 保 存 さ れ て い る モ チ ー フ を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 同 フ ァ ミ リ ー の 細 胞 外
領 域 に お い て WSモ チ ー フ よ り １ ３ ～ ２ ７ ア ミ ノ 酸 上 流 に 位 置 す る チ ロ シ ン 残 基 、 あ る い は
ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 高 い 確 立 で 保 存 さ れ て お り 、 さ ら に 、 そ の Tyr/His残 基 か ら C末 端 方 向 の
６ ア ミ ノ 酸 に お い て 、 高 頻 度 に 出 現 す る コ ン セ ン サ ス 配 列 を 検 討 し た 結 果 、 (Tyr/His)-Xa
a-(Hydrophobic/Ala)-(Gln/Arg)-Hydrophobic-Argと い っ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 以 下 YRモ チ ー
フ と 称 す る ） を 見 出 す こ と が 可 能 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 こ の YRモ チ ー フ は 必 ず し も 完
全 な コ ン セ ン サ ス 配 列 と 断 定 で き る も の で は な く 、 ま た 、 こ の モ チ ー フ を コ ー ド す る 塩 基
配 列 の 組 合 わ せ は 複 雑 性 に 富 ん で い る 。 従 っ て 、 現 実 的 な ス ク リ ー ニ ン グ の 手 段 と な る ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の プ ロ ー ブ や 、 あ る い は RT-PCRを 目 的 と す る プ ラ イ マ ー と し
て 、 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て を コ ー ド 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 、 且 つ 供 す る こ と
は 事 実 上 不 可 能 に 近 い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 そ こ で 、 上 記 ２ 種 類 の モ チ ー フ を プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る 具 体 的 な 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受
容 体 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 検 索 手 段 を 検 討 し た 結 果 、 双 方 の モ チ ー フ 配 列 を 共 に 含 む よ う
に 、 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 を 断 片 化 し た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 質 問 式 （ query） と し て 用
い る 、 コ ン ピ ュ ー タ 上 で の デ ー タ ベ ー ス 検 索 が 妥 当 で あ る と 判 断 し た 。 実 際 に GenBankの g
ss、 及 び htgsデ ー タ ベ ー ス に 対 す る TBlastN検 索 を 、 複 数 の 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 の 部
分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 質 問 式 と し て 用 い て 繰 り 返 し 実 施 し た 結 果 、 何 れ の 場 合 に お い て も 、 多
数 の 疑 陽 性 ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 次 に 上 記 検 索 で 得 ら れ た ク ロ ー ン に つ い て 、 プ ロ ー ブ 配
列 周 辺 の 塩 基 配 列 を ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 換 し て 既 知 の ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 と
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比 較 す る 事 に よ り 、 同 受 容 体 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー を コ ー ド す る と 考 え ら れ る 遺 伝 子 を 選 別
し た 。 以 上 の 検 索 に よ り 唯 一 、 １ ク ロ ー ン の 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 遺 伝 子 を コ ー ド し 得
る と 推 測 さ れ る ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 を 同 定 し 、 こ の 遺 伝 子 を NR10と 命 名 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 次 に 、 得 ら れ た 塩 基 配 列 を も と に し て 、 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計
し た 。 こ れ ら プ ラ イ マ ー を 利 用 し た 5'-RASE法 、 及 び 3'-RACE法 を ヒ ト 胎 児 肝 細 胞 、 及 び ヒ
ト 胎 盤 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 と し て お こ な う こ と に よ り 、 最 終 的 に 652ア ミ ノ 酸 か ら な
る 細 胞 膜 貫 通 型 受 容 体 を コ ー ド す る 完 全 長 cDNA、 NR10.1を 単 離 し 、 そ の 全 塩 基 配 列 を 決 定
し た 。 同 時 に 3'-RACEの 産 物 に お い て ス プ ラ イ ス 変 異 体 と 推 定 さ れ る cDNAク ロ ー ン 、 NR10.
2の 単 離 に も 成 功 し た 。 そ の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果 、 NR10.2は 252ア ミ ノ 酸 か ら な る 可 溶
性 受 容 体 様 蛋 白 を コ ー ド す る こ と が 可 能 で あ る こ と を 認 め た 。 NR10.1は 一 次 構 造 上 、 細 胞
外 領 域 に 他 の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 間 で 保 存 さ れ て い る シ ス テ イ ン 残 基 、 プ ロ リ ン に 富 ん だ
モ チ ー フ 、 WSXWSモ チ ー フ 、 細 胞 内 領 域 に シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る と 考 え ら れ る box1モ チ
ー フ 、 等 が よ く 保 存 さ れ て お り 典 型 的 な ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 を コ ー ド し て い る と 考 え ら れ
た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 そ の 後 、 さ ら に NR10.1、 及 び NR10.2の そ れ ぞ れ に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い た RT
-PCR法 を 、 各 ヒ ト 臓 器 由 来 の mRNAに 対 し て お こ な い 、 当 該 遺 伝 子 の 発 現 組 織 を 検 索 す る と
共 に 、 同 遺 伝 子 の 各 ヒ ト 臓 器 に お け る 発 現 分 布 、 及 び 、 発 現 様 態 の 解 析 を お こ な っ た 。 RT
-PCRに よ っ て 増 幅 さ れ た 標 的 遺 伝 子 は 、 NR10.1及 び NR10.2そ れ ぞ れ に 特 異 的 な cDNA断 片 を
プ ロ ー ブ と し て 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 実 施 す る こ と で 確 認 を お こ な い 、 そ れ が
非 特 異 的 な 増 幅 で あ る 可 能 性 を 否 定 す る と 同 時 に 、 RT-PCR産 物 の 定 量 的 評 価 を お こ な っ た
。 そ の 結 果 、 解 析 し た 全 て の 臓 器 に お い て 構 成 的 に 一 定 量 の 発 現 分 布 が 認 め ら れ た NR10.2
遺 伝 子 に 対 し 、 NR10.1は 成 人 心 臓 、 胎 盤 、 精 巣 、 胸 腺 、 末 梢 白 血 球 に お い て 強 い 発 現 を 示
し 、 さ ら に 脾 臓 、 骨 髄 、 前 立 腺 、 卵 巣 、 膵 臓 、 肺 に お い て 弱 い 発 現 が 検 出 さ れ る な ど 、 そ
の 遺 伝 子 発 現 を 認 め る 臓 器 、 及 び 組 織 は 制 限 さ れ る も の で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 者 等 は 、 NR10.1の 完 全 長 ORFの 単 離 を 目 的 と す る PCRク ロ ー ニ ン グ に お い て
、 NR10.1の 僅 か １ 塩 基 が 欠 損 し た 塩 基 配 列 を 有 し 、 662ア ミ ノ 酸 か ら な る 細 胞 膜 貫 通 型 受
容 体 蛋 白 を コ ー ド す る cDNAク ロ ー ン 、 NR10.3を 単 離 し た 。 NR10.3は 、 NR10.1と 構 造 的 に 近
似 し て い る こ と か ら 、 NR10.1と 同 等 の 機 能 を 有 し て い る と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 以 上 の よ う な NR10の 特 性 か ら 、 NR10は 生 体 免 疫 調 節 、 或 い は 造 血 細 胞 調 節 に 関 与 す る 新
規 な ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 分 子 と 推 定 さ れ 、 同 受 容 体 と 機 能 結 合 し 得 る 新 規 造 血 性 因 子 の 検
索 に 、 同 遺 伝 子 を 利 用 す る こ と は 極 め て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 新 規 な ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 お よ び そ れ ら の 遺 伝 子 、 な ら び に そ れ
ら の 製 造 お よ び 利 用 に 関 し 、 よ り 具 体 的 に は 、
　 （ １ ） 　 下 記 （ ａ ） か ら （ ｄ ） の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ
（ ｂ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ か に 記 載 の 塩 基 配 列 の コ ー ド 領 域 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ
（ ｃ ） 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 複 数 個 の
ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 及 び ／ 又 は 他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 に よ り 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的
に 同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
（ ｄ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載
の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
　 （ ２ ） 　 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 の 部 分 ペ
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プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
　 （ ３ ） 　 （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 、
　 （ ４ ） 　 （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 可 能 に 保 持 す る 形 質 転 換 体 、
　 （ ５ ） 　 （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド
、
　 （ ６ ） 　 （ ４ ） に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 養 し 、 該 形 質 転 換 体 ま た は そ の 培 養 上 清 か ら 発
現 さ せ た タ ン パ ク 質 を 回 収 す る 工 程 を 含 む 、 （ ５ ） に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は ペ プ チ ド の 製 造
方 法 、
　 （ ７ ） 　 （ ５ ） に 記 載 の 蛋 白 質 に 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） （ ５ ） に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 被 験 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ
び
（ ｂ ） （ ５ ） に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド と 被 検 試 料 と の 結 合 活 性 を 検 出 す る
工 程 、
（ ｃ ） （ ５ ） に 記 載 の 蛋 白 質 ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 選
択 す る 工 程 、 を 含 む 方 法 、
　 （ ８ ） 　 （ ５ ） に 記 載 の 蛋 白 質 に 結 合 す る 抗 体 、
　 （ ９ ） 　 （ ８ ） に 記 載 の 抗 体 と 、 （ ５ ） に 記 載 の 蛋 白 質 が 含 ま れ る と 予 想 さ れ る 試 料 と
を 接 触 せ し め 、 該 抗 体 と 該 蛋 白 質 と の 免 疫 複 合 体 の 生 成 を 検 出 又 は 測 定 す る こ と を 含 む 、
（ ５ ） に 記 載 の 蛋 白 質 の 検 出 又 は 測 定 方 法 、 お よ び
　 （ １ ０ ） 　 配 列 番 号 ： １ 、 ３ ま た は １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 相
補 鎖 に 相 補 的 な 少 な く と も １ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 を 提 供 す る も の で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 「 NR10」 を 提 供 す る 。 GenBankデ ー タ ベ ー ス 解 析 、
お よ び 5'-RACE及 び 3'-RACEに よ る 解 析 の 結 果 か ら 、 本 発 明 者 ら は 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体
遺 伝 子 NR10を 同 定 し 単 離 す る こ と に 成 功 し た 。 NR10の 転 写 産 物 に は 、 少 な く と も ２ 種 の ス
プ ラ イ ス 変 異 体 の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 こ の う ち 、 細 胞 膜 貫 通 型 受 容 体 蛋 白 を コ ー ド す る cD
NAク ロ ー ン を NR10.1と し 、 他 方 、 252ア ミ ノ 酸 か ら な る 可 溶 性 受 容 体 様 蛋 白 を コ ー ド す る
と 考 え ら れ る cDNAク ロ ー ン を NR10.2と し た 。 ま た 、 本 発 明 者 等 は 、 NR10.1 cDNAの 完 全 長 O
RFの 単 離 を 目 的 と す る PCRク ロ ー ニ ン グ に お い て 、 662ア ミ ノ 酸 か ら な る 細 胞 膜 貫 通 型 受 容
体 蛋 白 を コ ー ド す る cDNAク ロ ー ン の 完 全 長 ORFの 単 離 に 成 功 し 、 こ の cDNAク ロ ー ン を NR10.
3と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 NR10.1 cDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： １ に 、 該 cDNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ２ に 示 す 。 ま た 、 NR10.2 cDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ３ に 、 該 c
DNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ４ に 示 す 。 ま た 、 NR10.3 
cDNAの 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： １ ６ に 、 該 cDNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 配 列 番 号 ： １ ７ に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 NR10.1に 対 し て NR10.3 cDNAク ロ ー ン は 、 終 止 コ ド ン 近 傍 に 存 在 す る ア デ ニ ン 基 ク ラ ス
タ ー に お け る 、 僅 か １ 塩 基 の 欠 損 が 認 め ら れ 、 こ れ に よ っ て 発 生 し た フ レ ー ム シ フ ト に 起
因 す る ア ミ ノ 酸 配 列 読 み 枠 の 相 違 を 示 す 。 従 っ て 、 こ れ ら 両 ク ロ ー ン の 相 違 は 、 ス プ ラ イ
シ ン グ 変 異 体 で あ る こ と に 基 づ く 転 写 産 物 の 相 違 で は な い 。 ま た 、 そ の １ 塩 基 の 欠 損 以 外
に お い て は 、 NR10.1と NR10.3 cDNAク ロ ー ン の 相 違 は 認 め れ な い 。 細 胞 外 領 域 に お い て は
、 双 方 共 に 全 く 同 一 で あ る た め 両 者 は 同 様 の 立 体 構 造 を 保 有 し 、 さ ら に 同 一 の 特 異 的 リ ガ
ン ド を 認 識 す る と 考 え ら れ る 。 一 方 、 細 胞 内 領 域 に お い て は 、 細 胞 膜 貫 通 領 域 直 下 に 存 在
す る Box1モ チ ー フ （ 数 個 の 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 と 複 数 の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 に 続 く 、 Pro-Xxx-Pro
配 列 ） を 保 有 し て い る こ と か ら 、 JAKキ ナ ー ゼ の 結 合 が 予 測 さ れ る 。 従 っ て 、 こ れ ら が コ
ー ド す る 蛋 白 質 は 、 機 能 的 に 同 等 で あ る こ と 推 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 RT-PCR法 を 用 い て 各 ヒ ト 臓 器 に お け る 遺 伝 子 発 現 解 析 を 実 施 し た 結 果 、 解 析 し た 全 て の
臓 器 に お い て 構 成 的 に 一 定 量 の 発 現 分 布 が 認 め ら れ た NR10.2遺 伝 子 に 対 し 、 NR10.1は 成 人
心 臓 、 胎 盤 、 精 巣 、 胸 腺 、 末 梢 白 血 球 に お い て 強 い 発 現 を 示 し 、 さ ら に 脾 臓 、 骨 髄 、 前 立
腺 、 卵 巣 、 膵 臓 、 肺 に お い て 弱 い 発 現 が 検 出 さ れ る な ど 、 そ の 遺 伝 子 発 現 を 認 め る 臓 器 、
及 び 組 織 は 制 限 さ れ る も の で あ っ た 。 以 上 の こ と か ら 、 NR10は 新 規 造 血 因 子 受 容 体 を コ ー
ド す る も の と 推 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 NR10タ ン パ ク 質 に は 、 医 療 へ の 応 用 が 考 え ら れ る 。 NR10.1が 胸 腺 、 末 梢 白 血 球 及 び
脾 臓 に 発 現 し て い る こ と か ら 未 知 の 造 血 因 子 の 受 容 体 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る 。 従 っ て
、 NR10タ ン パ ク 質 は こ の 未 知 の 造 血 因 子 を 得 る た め の 有 用 な 材 料 を 提 供 す る も の と 考 え ら
れ る 。 ま た 、 NR10分 子 と 機 能 結 合 し 得 る ア ゴ ニ ス ト 、 或 い は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 検 索 を 、 ペ
プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は 合 成 化 学 材 料 に 対 し て お こ な い 、 単 離 同 定 す る こ と も 考 え ら
れ る 。 さ ら に 、 NR10分 子 に 機 能 結 合 す る 新 規 分 子 、 及 び NR10分 子 機 能 を 制 限 し 得 る 特 異 的
抗 体 の 検 索 に よ る 、 生 体 免 疫 応 答 制 御 や 造 血 細 胞 制 御 と い っ た 臨 床 応 用 が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 NR10の 発 現 は こ れ ら 造 血 組 織 中 の 限 ら れ た 細 胞 集 団 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 可 能
性 が 想 定 さ れ 、 こ の 細 胞 集 団 を 分 離 す る 手 段 と し て 抗 NR10抗 体 は 有 用 で あ る 。 こ の 様 に し
て 分 離 さ れ た 細 胞 集 団 は 細 胞 移 植 療 法 へ の 応 用 が 可 能 で あ る 。 さ ら に 抗 NR10抗 体 は 白 血 病
を 初 め と し た 疾 患 の 病 型 診 断 あ る い は 治 療 へ の 応 用 も 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 方 、 NR10蛋 白 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 む 可 溶 性 蛋 白 質 、 あ る い は NR10の ス プ ラ イ ス 変
異 体 で あ る NR10.2は デ コ イ 型 受 容 体 と し て NR10リ ガ ン ド の 阻 害 剤 と し て の 利 用 が 想 定 さ れ
、 NR10が 関 与 す る 白 血 病 を 初 め と す る 疾 患 の 治 療 へ の 応 用 が 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 NR10タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 。 こ の よ う な タ ン パ
ク 質 に は 、 例 え ば 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 他 の 生 物 の ホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 や ヒ ト
NR10タ ン パ ク 質 の 変 異 体 が 含 ま れ る 。 本 発 明 に お い て 「 機 能 的 に 同 等 」 と は 、 対 象 と な る
タ ン パ ク 質 が 、 上 記 NR10タ ン パ ク 質 と 同 等 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る こ と を 指 す 。 生 物 学 的
活 性 と し て は 、 例 え ば 、 膜 結 合 型 ま た は 可 溶 型 の 造 血 因 子 受 容 体 蛋 白 質 活 性 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 あ る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め の 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た
方 法 と し て は 、 タ ン パ ク 質 に 変 異 を 導 入 す る 方 法 が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 当 業 者 で あ れ
ば 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 （ Hashimoto-Gotoh, T. et al. (1995) Gene 152, 271-275、 Z
oller, MJ, and Smith, M.(1983) Methods Enzymol. 100, 468-500、 Kramer, W. et al. 
(1984) Nucleic Acids Res. 12, 9441-9456、 Kramer W, and Fritz HJ(1987) Methods. E
nzymol. 154, 350-367、 Kunkel,TA(1985) Proc Natl Acad Sci U S A. 82, 488-492、 Kun
kel (1988) Methods Enzymol. 85, 2763-2766） な ど を 用 い て 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 酸 に 適 宜 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質
を 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ア ミ ノ 酸 の 変 異 は 自 然 界 に お い て も 生 じ う る 。 こ の よ う
に 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 が 変 異 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 も ま た 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の NR10蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な 蛋 白 質 と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４
、 ま た は １ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ 又 は ２ 個 以 上 、 好 ま し く は 、 ２ 個 以 上 ３ ０ 個
以 下 、 よ り 好 ま し く は ２ 個 以 上 １ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し た も の 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４
、 ま た は １ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に １ 又 は ２ 個 以 上 、 好 ま し く は 、 ２ 個 以 上 ３ ０ 個 以
下 、 よ り 好 ま し く は ２ 個 以 上 １ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し た も の 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、
ま た は １ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ 又 は ２ 個 以 上 、 好 ま し く は 、 ２ 個 以 上 ３ ０ 個 以
下 、 よ り 好 ま し く は ２ 個 以 上 １ ０ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た も の が 挙
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げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 変 異 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て は 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 性 質 が 保 存 さ れ て い る 別 の ア ミ ノ 酸
に 変 異 さ れ る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 性 質 と し て は 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 （ A
、 I、 L、 M、 F、 P、 W、 Y、 V） 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 （ R、 D、 N、 C、 E、 Q、 G、 H、 K、 S、 T） 、
脂 肪 族 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ G、 A、 V、 L、 I、 P） 、 水 酸 基 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （
S、 T、 Y） 、 硫 黄 原 子 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ C、 M） 、 カ ル ボ ン 酸 及 び ア ミ ド 含 有 側
鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ D、 N、 E、 Q） 、 塩 基 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 離 （ R、 K、 H） 、 芳 香
族 含 有 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ H、 F、 Y、 W） を 挙 げ る こ と が で き る （ 括 弧 内 は い ず れ も ア
ミ ノ 酸 の 一 文 字 標 記 を 表 す ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 な お 、 あ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る １ 又 は 複 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 及 び ／ 又 は
他 の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 に よ り 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 が そ の 生 物 学
的 活 性 を 維 持 す る こ と は す で に 知 ら れ て い る （ Mark, D. F. et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA (1984) 81, 5662-5666 、 Zoller, M. J. & Smith, M. Nucleic Acids Research
 (1982) 10, 6487-6500 、 Wang, A. et al., Science 224, 1431-1433 、  Dalbadie-McFa
rland, G. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1982) 79, 6409-6413 ） 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ ） に １ 又 は 複 数 個
の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 さ れ た タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 を 含 む 融
合 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 と 他 の ペ プ チ ド 又 は
タ ン パ ク 質 と が 融 合 し た も の で あ り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 製 す る 方 法
は 、 本 発 明 の ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAと 他 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る DNAを フ レ ー ム が 一 致 す る よ う に 連 結 し て こ れ を 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し 、 宿 主 で 発
現 さ せ れ ば よ く 、 当 業 者 に 公 知 の 手 法 を 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 融
合 に 付 さ れ る 他 の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 に 付 さ れ る 他 の ペ プ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 FLAG（ Hopp, 
T. P. et al., BioTechnology (1988) 6, 1204-1210 ） 、 6個 の His（ ヒ ス チ ジ ン ） 残 基 か
ら な る 6× His、 10× His、 イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 （ HA） 、 ヒ ト c-mycの 断 片 、 VSV-GPの 断 片
、 p18HIVの 断 片 、 T7-tag、 HSV-tag、 E-tag、 SV40T抗 原 の 断 片 、 lck tag、 α -tubulinの 断
片 、 B-tag、 Protein Cの 断 片 等 の 公 知 の ペ プ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 と の 融 合 に 付 さ れ る 他 の タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 GST（ グ ル タ チ オ ン
－ S－ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 、 HA（ イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 ） 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域
、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 MBP（ マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 市 販 さ れ て い る こ れ ら ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 本 発 明 の タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る DNAと 融 合 さ せ 、 こ れ に よ り 調 製 さ れ た 融 合 DNAを 発 現 さ せ る こ と に よ り 、
融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ま た 、 あ る タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 他
の 方 法 と し て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 （ Sambrook,J et al., Molecular Cloning
 2nd ed., 9.47-9.58, Cold Spring Harbor Lab. press, 1989） を 利 用 す る 方 法 が 挙 げ ら
れ る 。 即 ち 、 当 業 者 で あ れ ば 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： １
、 ３ 、 ま た は １ ６ ） も し く は そ の 一 部 を 基 に 、 こ れ と 相 同 性 の 高 い DNAを 単 離 し て 、 該 DNA
か ら ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と も 通 常 行 い う る こ と
で あ る 。 こ の よ う に 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAも し く は そ の 一 部 か ら な る DNA
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAが コ ー ド す る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 と 機 能
的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 も ま た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 と し
て は 、 例 え ば 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 の ホ モ ロ グ （ 例 え ば 、 サ ル 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ
、 ウ シ の 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 ） が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
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る DNAと 相 同 性 の 高 い cDNAを 、 動 物 か ら 単 離 す る 場 合 、 特 に 心 臓 、 胎 盤 、 精 巣 な ど の 組 織
を 用 い る こ と が 好 ま し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 単 離 す る た め の ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 と し て は 、 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 選 択 す る
こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 例 え ば 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 が
挙 げ ら れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト の 条 件 と は 、 例 え ば 42℃ 、 2× SSC、 0.1％ SDSが 挙 げ ら れ
、 好 ま し く は 50℃ 、 2× SSC、 0.1％ SDSで あ る 。 ま た よ り 好 ま し く は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 例 え ば 65℃ 、 2× SSC及 び 0.1％ SDS
が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 条 件 に お い て 、 温 度 を 上 げ る 程 に 高 い 相 同 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 得
る こ と が で き る 。 但 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に 影 響 す る 要 素 と
し て は 温 度 以 外 に も 塩 濃 度 な ど 複 数 の 要 素 が 考 え ら れ 、 当 業 者 で あ れ ば こ れ ら 要 素 を 適 宜
選 択 す る こ と で 同 様 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 実 現 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に か え て 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA（ 配 列
番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ ） の 配 列 情 報 を 基 に 合 成 し た プ ラ イ マ ー を 用 い る 遺 伝 子 増 幅 法
、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 法 を 利 用 し て 目 的 の DNAを 単 離 す る こ と も 可 能 で
あ る 。
　 こ れ ら ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 ま た は 遺 伝 子 増 幅 技 術 に よ り 単 離 さ れ る DNAが コ ー
ド す る ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 と 機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 と
ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 高 い 相 同 性 を 有 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に は 、 ヒ ト NR10蛋 白 質 と
機 能 的 に 同 等 で あ り 、 か つ 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 高 い
相 同 性 を 有 す る 蛋 白 質 も 含 ま れ る 。 高 い 相 同 性 と は 、 通 常 、 70％ 以 上 の 相 同 性 、 好 ま し く
は 80％ 以 上 の 相 同 性 、 さ ら に 好 ま し く は 90％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 95％ 以 上 の 同 一 性 を
指 す 。 タ ン パ ク 質 の 相 同 性 を 決 定 す る に は 、 文 献 （ Wilbur, W. J. and Lipman, D. J. Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA (1983) 80, 726-730） に 記 載 の ア ル ゴ リ ズ ム に し た が え ば よ
い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 後 述 す る そ れ を 産 生 す る 細 胞 や 宿 主 あ る い は 精 製 方 法 に よ り 、
ア ミ ノ 酸 配 列 、 分 子 量 、 等 電 点 又 は 糖 鎖 の 有 無 や 形 態 な ど が 異 な り 得 る 。 し か し な が ら 、
得 ら れ た タ ン パ ク 質 が 、 本 発 明 の ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 （ 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ ）
と 同 等 の 機 能 を 有 し て い る 限 り 、 本 発 明 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 原 核 細 胞
、 例 え ば 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 場 合 、 本 来 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 に メ チ オ ニ ン 残
基 が 付 加 さ れ る 。 ま た 、 真 核 細 胞 、 例 え ば 哺 乳 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ た 場 合 、 N末 端 の シ グ
ナ ル 配 列 は 除 去 さ れ る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 は こ の よ う な 蛋 白 質 も 包 含 す る 。
　 例 え ば 、 文 献 （ Von Heijne, G. Nucleic Acids Research (1986) 14, 4683-4690） に 記
載 の 方 法 に 基 づ い て 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 解 析 し た 結 果 、 シ グ ナ ル 配 列 は 配 列 番 号 ： ２ 、 ４
、 お よ び １ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 1位 の Metか ら 32位 の Alaま で と 推 定 さ れ た 。 し た
が っ て 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 33位 の Alaか ら 652位 の As
pま で か ら な る 蛋 白 質 を 包 含 す る 。 同 様 に 、 配 列 番 号 ： ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て
、 33位 の Alaか ら 252位 の Valま で か ら な る 蛋 白 質 を 包 含 す る 。 同 様 に 、 配 列 番 号 ： １ ７ に
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 33位 の Alaか ら 662位 の Ileま で か ら な る 蛋 白 質 を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 、 ま た
天 然 の タ ン パ ク 質 と し て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 組 み 換 え タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 本 発
明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA(例 え ば 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列
を 有 す る DNA)を 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 こ れ を 適 当 な 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 得 た
形 質 転 換 体 を 回 収 し 、 抽 出 物 を 得 た 後 、 イ オ ン 交 換 、 逆 相 、 ゲ ル 濾 過 な ど の ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 あ る い は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を カ ラ ム に 固 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
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ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る こ と に よ り 、 ま た は 、 さ ら に こ れ ら の カ ラ ム を 複 数 組 み 合 わ せ
る こ と に よ り 精 製 し 、 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ
ン パ ク 質 と し て 、 あ る い は ヒ ス チ ジ ン を 複 数 付 加 さ せ た 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 宿 主 細
胞 （ 例 え ば 、 動 物 細 胞 や 大 腸 菌 な ど ） 内 で 発 現 さ せ た 場 合 に は 、 発 現 さ せ た 組 み 換 え タ ン
パ ク 質 は グ ル タ チ オ ン カ ラ ム あ る い は ニ ッ ケ ル カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。
　 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 後 、 必 要 に 応 じ て 融 合 タ ン パ ク 質 の う ち 目 的 の タ ン パ ク 質 以 外 の
領 域 を 、 ト ロ ン ビ ン ま た は フ ァ ク タ ー Xaな ど に よ り 切 断 し 、 除 去 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 天 然 の タ ン パ ク 質 で あ れ ば 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現
し て い る 組 織 や 細 胞 の 抽 出 物 に 対 し 、 後 述 す る NR10タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 が 結 合 し た
ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 作 用 さ せ て 精 製 す る こ と に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 は ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質
に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 部 分 ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 7ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 8ア
ミ ノ 酸 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 9ア ミ ノ 酸 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 。 該 部 分 ペ プ チ ド
は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 作 製 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化
合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ や 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 促 進 剤 や 阻 害 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用
し 得 る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の リ ガ ン ド に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト に な り 得 る 。 本 発
明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ 、 ４ 、 ま た は １ ７ に 示 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 の 活 性 中 心 か ら な る 部 分 ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 ま
た 、 疎 水 性 プ ロ ッ ト 解 析 か ら 推 定 さ れ る 疎 水 性 領 域 や 親 水 性 領 域 の １ つ あ る い は 複 数 の 領
域 を 含 む 部 分 ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 部 分 ペ プ チ ド は １ つ の 疎 水 性 領 域 の 一 部 あ
る い は 全 部 を 含 ん で い て も よ い し 、 １ つ の 親 水 性 領 域 の 一 部 あ る い は 全 部 を 含 ん で い て も
よ い 。 ま た 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 可 溶 型 蛋 白 質 や 細 胞 外 領 域 か ら な る タ ン パ ク
質 も 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
　 本 発 明 の 部 分 ペ プ チ ド は 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 、 公 知 の ペ プ チ ド 合 成 法 、 あ る い は 本 発 明
の タ ン パ ク 質 を 適 切 な ペ プ チ ダ ー ゼ で 切 断 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ペ プ
チ ド 合 成 法 と し て は 、 た と え ば 固 相 合 成 法 、 液 相 合 成 法 の い ず れ に よ っ て も 良 い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 提 供 す る 。 本 発 明 の DNAは 、 上
述 し た よ う な 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の in vivoや in vitroに お け る 生 産 に 利 用 さ れ る 他 、 例
え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 異 常 に 起 因 す る 疾 患 の 遺 伝 子 治 療 な ど へ
の 応 用 も 考 え ら れ る 。 本 発 明 の DNAは 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し う る も の で あ れ ば
、 い か な る 形 態 で も よ い 。 即 ち 、 mRNAか ら 合 成 さ れ た cDNAで あ る か 、 ゲ ノ ム DNAで あ る か
、 化 学 合 成 DNAで あ る か な ど を 問 わ な い 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し う る 限 り
、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に 基 づ く 任 意 の 塩 基 配 列 を 有 す る DNAが 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の DNAは 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 よ り cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 本 発 明 の DNAの 配 列 （ 例
え ば 、 配 列 番 号 ： １ ま た は ３ ） の 一 部 を プ ロ ー ブ に し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ
と に よ り 調 製 で き る 。 cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば Sambrook, J. et al., Molecular Clo
ning、 Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)に 記 載 の 方 法 に よ り 調 製 し て も よ い
し 、 市 販 の DNAラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る
細 胞 よ り RNAを 調 製 し 、 本 発 明 の DNAの 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ ） に
基 づ い て オ リ ゴ DNAを 合 成 し 、 こ れ を プ ラ イ マ ー と し て 用 い て PCR反 応 を 行 い 、 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 増 幅 さ せ る こ と に よ り 調 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 ま た 、 得 ら れ た cDNAの 塩 基 配 列 を 決 定 す る こ と に よ り 、 そ れ が コ ー ド す る 翻 訳 領 域 を 決
定 で き 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 得 ら れ た cDNAを
プ ロ ー ブ と し て ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 ゲ ノ ム DNAを 単
離 す る こ と が で き る 。
　 具 体 的 に は 、 次 の よ う に す れ ば よ い 。 ま ず 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 、 組 織
、 臓 器 (例 え ば 卵 巣 、 精 巣 、 胎 盤 な ど ） か ら 、 mRNAを 単 離 す る 。 mRNAの 単 離 は 、 公 知 の 方
法 、 例 え ば 、 グ ア ニ ジ ン 超 遠 心 法 (Chirgwin, J. M. et al., Biochemistry (1979) 18, 5
294-5299)、 AGPC法 (Chomczynski, P. and Sacchi, N., Anal. Biochem. (1987) 162, 156
-159)等 に よ り 全 RNAを 調 製 し 、 mRNA Purification Kit(Pharmacia)等 を 使 用 し て 全 RNAか
ら mRNAを 精 製 す る 。 ま た 、 QuickPrep mRNA Purification Kit(Pharmacia)を 用 い る こ と に
よ り mRNAを 直 接 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 得 ら れ た mRNAか ら 逆 転 写 酵 素 を 用 い て cDNAを 合 成 す る 。 cDNAの 合 成 は 、 AMV Reverse Tr
anscriptase First-strand cDNA Synthesis Kit(生 化 学 工 業 ） 等 を 用 い て 行 う こ と も で き
る 。 ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た プ ラ イ マ ー 等 を 用 い て 、 5'-Ampli FINDER RACE Kit(Clo
ntech製 )お よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (polymerase chain reaction ; PCR） を 用 い た 5'-R
ACE法 (Frohman, M. A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1988) 85, 8998-9002 
; Belyavsky, A. et al., Nucleic Acids Res. (1989) 17, 2919-2932)に し た が い 、 cDNA
の 合 成 お よ び 増 幅 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 得 ら れ た PCR産 物 か ら 目 的 と す る DNA断 片 を 調 製 し 、 ベ ク タ ー DNAと 連 結 す る 。 さ ら に 、
こ れ よ り 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 し 、 大 腸 菌 等 に 導 入 し て コ ロ ニ ー を 選 択 し て 所 望 の 組 換 え
ベ ク タ ー を 調 製 す る 。 目 的 と す る DNAの 塩 基 配 列 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 ジ デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド チ ェ イ ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の DNAに お い て は 、 発 現 に 使 用 す る 宿 主 の コ ド ン 使 用 頻 度 を 考 慮 し て 、 よ
り 発 現 効 率 の 高 い 塩 基 配 列 を 設 計 す る こ と が で き る （ Grantham, R. et al., Nucelic Aci
ds Research (1981) 9, r43-74） 。 ま た 、 本 発 明 の DNAは 、 市 販 の キ ッ ト や 公 知 の 方 法 に
よ っ て 改 変 す る こ と が で き る 。 改 変 と し て は 、 例 え ば 、 制 限 酵 素 に よ る 消 化 、 合 成 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド や 適 当 な DNAフ ラ グ メ ン ト の 挿 入 、 リ ン カ ー の 付 加 、 開 始 コ ド ン （ ATG） 及 び
／ 又 は 終 止 コ ド ン （ TAA、 TGA、 又 は TAG） の 挿 入 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の DNAは 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ： １ の 塩 基 配 列 に お い て 523位 の 塩 基 Ａ か ら 2478
位 の 塩 基 Ｃ か ら な る DNA、 配 列 番 号 ： ３ の 塩 基 配 列 に お い て 523位 の 塩 基 Ａ か ら 1278位 の 塩
基 Ｇ か ら な る DNA、 お よ び 配 列 番 号 ： １ ６ の 塩 基 配 列 に お い て 11位 の 塩 基 Ａ か ら 1996位 の
塩 基 Ａ か ら な る DNAを 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の DNAは ま た 、 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ に 示 す 塩 基 配 列 か ら な る DNAと ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAで あ り 、 且 つ 上 記 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と
機 能 的 に 同 等 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と し て は 、 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 選 択 す る こ と が で き る が 、 例 え
ば 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト の 条 件 と は 、 例 え ば 42℃
、 2× SSC、 0.1％ SDSが 挙 げ ら れ 、 好 ま し く は 50℃ 、 2× SSC、 0.1％ SDSで あ る 。 ま た よ り 好
ま し く は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 例
え ば 65℃ 、 2× SSC及 び 0.1％ SDSが 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 条 件 に お い て 、 温 度 を 上 げ る 程 に
高 い 相 同 性 を 有 す る DNAを 得 る こ と が で き る 。 上 記 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAは 好 ま し く は
天 然 由 来 の DNA、 例 え ば cDNA又 は 染 色 体 DNAで あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の ベ ク タ ー と
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し て は 、 宿 主 細 胞 内 に お い て 本 発 明 の DNAを 保 持 し た り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ
る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 を 宿 主 と す る 場 合 に は 、 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 （ 例 え ば
、 JM109、 DH5α 、 HB101、 XL1Blue） な ど で 大 量 に 増 幅 さ せ 大 量 調 製 す る た め に 、 大 腸 菌 で
増 幅 さ れ る た め の 「 ori」 を も ち 、 さ ら に 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 の 選 抜 遺 伝 子 （ 例 え ば 、
な ん ら か の 薬 剤 （ ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル ） に よ り 判 別 で き る よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 ） を 有 す れ ば 特 に 制 限 は な い 。 ベ ク タ ー の 例
と し て は 、 M13系 ベ ク タ ー 、 pUC系 ベ ク タ ー 、 pBR322、 pBluescript、 pCR-Scriptな ど が 挙
げ ら れ る 。 ま た 、 cDNAの サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 切 り 出 し を 目 的 と し た 場 合 、 上 記 ベ ク タ ー の
他 に 、 例 え ば 、 pGEM-T、 pDIRECT、 pT7な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 生 産 す る
目 的 に お い て ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 に は 、 特 に 、 発 現 ベ ク タ ー が 有 用 で あ る 。 発 現 ベ ク
タ ー と し て は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 で の 発 現 を 目 的 と し た 場 合 は 、 ベ ク タ ー が 大 腸 菌 で 増 幅 さ
れ る よ う な 上 記 特 徴 を 持 つ ほ か に 、 宿 主 を JM109、 DH5α 、 HB101、 XL1-Blueな ど の 大 腸 菌
と し た 場 合 に お い て は 、 大 腸 菌 で 効 率 よ く 発 現 で き る よ う な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 、 lacZ
プ ロ モ ー タ ー （ Wardら , Nature (1989) 341, 544-546； FASEB J. (1992) 6, 2422-2427）
、 araBプ ロ モ ー タ ー （ Betterら , Science (1988) 240, 1041-1043 ） 、 ま た は T7プ ロ モ ー
タ ー な ど を 持 っ て い る こ と が 不 可 欠 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 上 記 ベ ク タ ー
の 他 に pGEX-5X-1（ Pharmacia社 製 ） 、 「 QIAexpress system」 （ Qiagen社 製 ） 、 pEGFP、 ま
た は pET(こ の 場 合 、 宿 主 は T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 発 現 し て い る BL21が 好 ま し い )な ど が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 ベ ク タ ー に は 、 ポ リ ペ プ チ ド 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 が 含 ま れ て い て も よ い 。
タ ン パ ク 質 分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 と し て は 、 大 腸 菌 の ペ リ プ ラ ズ ム に 産 生 さ せ る 場 合
、 pelBシ グ ナ ル 配 列 （ Lei, S. P. et al J. Bacteriol. (1987) 169, 4379） を 使 用 す れ
ば よ い 。 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば 塩 化 カ ル シ ウ ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ
ョ ン 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 大 腸 菌 以 外 に も 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 製 造 す る た め に 、 哺 乳 動 物 由 来 の 発 現
ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pcDNA3(Invitrogen社 製 ） や 、 pEGF-BOS(Nucleic Acids. Res.1990, 1
8(17),p5322)、 pEF 、 pCDM8） 、 昆 虫 細 胞 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 「 Bac-to-BAC bacu
lovairus expression system」 （ GIBCO BRL社 製 ） 、 pBacPAK8） 、 植 物 由 来 の 発 現 ベ ク タ
ー （ 例 え ば pMH1、 pMH2） 、 動 物 ウ ィ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pHSV、 pMV、 pAdex
Lcw ） 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pZIpneo） 、 酵 母 由 来 の 発 現 ベ ク
タ ー （ 例 え ば 、 「 Pichia Expression Kit」 （ In vitrogen社 製 ） 、 pNV11、 SP-Q01） 、 枯
草 菌 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pPL608、 pKTH50） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 CHO細 胞 、 COS細 胞 、 NIH3T3細 胞 等 の 動 物 細 胞 で の 発 現 を 目 的 と し た 場 合 に は 、 細 胞 内 で
発 現 さ せ る た め に 必 要 な プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば SV40プ ロ モ ー タ ー （ Mulliganら , Nature (
1979) 277, 108） 、 MMLV-LTRプ ロ モ ー タ ー 、 EF1α プ ロ モ ー タ ー （ Mizushimaら , Nucleic 
Acids Res. (1990) 18, 5322） 、 CMVプ ロ モ ー タ ー な ど を 持 っ て い る こ と が 不 可 欠 で あ り
、 細 胞 へ の 形 質 転 換 を 選 抜 す る た め の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 薬 剤 （ ネ オ マ イ シ ン 、 G418な ど ）
に よ り 判 別 で き る よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 ） を 有 す れ ば さ ら に 好 ま し い 。 こ の よ う な 特 性 を
有 す る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pMAM、 pDR2、 pBK-RSV、 pBK-CMV、 pOPRSV、 pOP13な ど
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 さ ら に 、 遺 伝 子 を 安 定 的 に 発 現 さ せ 、 か つ 、 細 胞 内 で の 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 の 増 幅 を 目 的
と す る 場 合 に は 、 核 酸 合 成 経 路 を 欠 損 し た CHO細 胞 に そ れ を 相 補 す る DHFR遺 伝 子 を 有 す る
ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pCHOIな ど ） を 導 入 し 、 メ ト ト レ キ セ ー ト （ MTX） に よ り 増 幅 さ せ る 方
法 が 挙 げ ら れ 、 ま た 、 遺 伝 子 の 一 過 性 の 発 現 を 目 的 と す る 場 合 に は 、 SV40 T抗 原 を 発 現 す
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る 遺 伝 子 を 染 色 体 上 に 持 つ COS細 胞 を 用 い て SV40の 複 製 機 転 を 持 つ ベ ク タ ー （ pcDな ど ） で
形 質 転 換 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 複 製 開 始 点 と し て は 、 ま た 、 ポ リ オ ー マ ウ ィ ル ス 、 ア デ
ノ ウ ィ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ ィ ル ス （ BPV） 等 の 由 来 の も の を 用 い る こ と も で き る 。 さ
ら に 、 宿 主 細 胞 系 で 遺 伝 子 コ ピ ー 数 増 幅 の た め 、 発 現 ベ ク タ ー は 選 択 マ ー カ ー と し て 、 ア
ミ ノ グ リ コ シ ド ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ APH） 遺 伝 子 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 遺 伝 子 、 大
腸 菌 キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ecogpt） 遺 伝 子 、 ジ ヒ ド ロ
葉 酸 還 元 酵 素 （ dhfr） 遺 伝 子 等 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 一 方 、 動 物 の 生 体 内 で 本 発 明 の DNAを 発 現 さ せ る 方 法 と し て は 、 本 発 明 の DNAを 適 当 な ベ
ク タ ー に 組 み 込 み 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 カ チ オ ニ ッ ク リ ポ ソ ー ム 法 、 ア デ
ノ ウ イ ル ス 法 な ど に よ り 生 体 内 に 導 入 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ に よ り 、 本 発 明 の
NR10遺 伝 子 の 変 異 に 起 因 す る 疾 患 に 対 す る 遺 伝 子 治 療 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 用 い ら れ
る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば pAdexlcw） や レ ト ロ ウ イ
ル ス ベ ク タ ー (例 え ば pZIPneo） な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。 ベ ク タ ー へ
の 本 発 明 の DNAの 挿 入 な ど の 一 般 的 な 遺 伝 子 操 作 は 、 常 法 に 従 っ て 行 う こ と が 可 能 で あ る
（ Molecular Cloning ,5.61-5.63） 。 生 体 内 へ の 投 与 は 、 ex vivo法 で あ っ て も 、 in vivo
法 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の DNAを 発 現 可 能 の 保 持 す る 形 質 転 換 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の
ベ ク タ ー が 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 と し て は 特 に 制 限 は な く 、 例 え ば 、 大 腸 菌 や 種 々 の 動 物 細
胞 な ど を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 形 質 転 換 体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質
の 製 造 や 発 現 の た め の 産 生 系 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 製 造 の た め の 産 生
系 は 、 in vitroお よ び in vivoの 産 生 系 が あ る 。 in vitroの 産 生 系 と し て は 、 真 核 細 胞 を
使 用 す る 産 生 系 や 原 核 細 胞 を 使 用 す る 産 生 系 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 真 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 例 え ば 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 、 真 菌 細 胞 を 宿 主 に 用 い る こ と
が で き る 。 動 物 細 胞 と し て は 、 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば 、 CHO（ J. Exp. Med. (1995) 108, 94
5） 、 COS、 3T3、 ミ エ ロ ー マ 、 BHK（ baby hamster kidney） 、 HeLa、 Vero、 両 生 類 細 胞 、
例 え ば ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 （ Valle, et al., Nature (1981) 291, 358-340） 、
あ る い は 昆 虫 細 胞 、 例 え ば 、 sf9、 sf21、 Tn5が 知 ら れ て い る 。 CHO細 胞 と し て は 、 特 に 、 D
HFR遺 伝 子 を 欠 損 し た CHO細 胞 で あ る dhfr-CHO（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1980) 77, 
4216-4220） や CHO K-1（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1968) 60, 1275） を 好 適 に 使 用 す
る こ と が で き る 。 動 物 細 胞 に お い て 、 大 量 発 現 を 目 的 と す る 場 合 に は 特 に CHO細 胞 が 好 ま
し い 。 宿 主 細 胞 へ の ベ ク タ ー の 導 入 は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン
法 、 カ チ オ ニ ッ ク リ ボ ソ ー ム DOTAP（ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 製 ） を 用 い た 方 法 、 エ レ
ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン な ど の 方 法 で 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 植 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ニ コ チ ア ナ ・ タ バ カ ム （ Nicotiana tabacum） 由 来 の 細 胞
が タ ン パ ク 質 生 産 系 と し て 知 ら れ て お り 、 こ れ を カ ル ス 培 養 す れ ば よ い 。 真 菌 細 胞 と し て
は 、 酵 母 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス （ Saccharomyces） 属 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ
レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） 、 糸 状 菌 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス （ Aspergillu
s） 属 、 例 え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ガ ー （ Aspergillus niger） が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 原 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 細 菌 細 胞 を 用 い る 産 生 系 が あ る 。 細 菌 細 胞 と し て は 、 大 腸 菌
（ E. coli） 、 例 え ば 、 JM109、 DH5α 、 HB101等 が 挙 げ ら れ 、 そ の 他 、 枯 草 菌 が 知 ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ れ ら の 細 胞 を 目 的 と す る DNAに よ り 形 質 転 換 し 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を in vitroで 培
養 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 が 得 ら れ る 。 培 養 は 、 公 知 の 方 法 に 従 い 行 う こ と が で き る 。
例 え ば 、 動 物 細 胞 の 培 養 液 と し て 、 例 え ば 、 DMEM、 MEM、 RPMI1640、 IMDMを 使 用 す る こ と
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が で き る 。 そ の 際 、 牛 胎 児 血 清 （ FCS） 等 の 血 清 補 液 を 併 用 す る こ と も で き る し 、 無 血 清
培 養 し て も よ い 。 培 養 時 の pHは 、 約 6～ 8で あ る の が 好 ま し い 。 培 養 は 、 通 常 、 約 30～ 40℃
で 約 15～ 200時 間 行 い 、 必 要 に 応 じ て 培 地 の 交 換 、 通 気 、 攪 拌 を 加 え る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 一 方 、 in vivoで タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る 系 と し て は 、 例 え ば 、 動 物 を 使 用 す る 産 生 系
や 植 物 を 使 用 す る 産 生 系 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 動 物 又 は 植 物 に 目 的 と す る DNAを 導 入 し
、 動 物 又 は 植 物 の 体 内 で タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ 、 回 収 す る 。 本 発 明 に お け る 「 宿 主 」 と は
、 こ れ ら の 動 物 、 植 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 動 物 を 使 用 す る 場 合 、 哺 乳 類 動 物 、 昆 虫 を 用 い る 産 生 系 が あ る 。 哺 乳 類 動 物 と し て は 、
ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス 、 ウ シ を 用 い る こ と が で き る （ Vicki Glaser, SPECTRUM Bio
technology Applications, 1993） 。 ま た 、 哺 乳 類 動 物 を 用 い る 場 合 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 例 え ば 、 目 的 と す る DNAを 、 ヤ ギ β カ ゼ イ ン の よ う な 乳 汁 中 に 固 有 に 産 生 さ れ る タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と の 融 合 遺 伝 子 と し て 調 製 す る 。 次 い で 、 こ の 融 合 遺 伝 子 を 含 む
DNA断 片 を ヤ ギ の 胚 へ 注 入 し 、 こ の 胚 を 雌 の ヤ ギ へ 移 植 す る 。 胚 を 受 容 し た ヤ ギ か ら 生 ま
れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ 又 は そ の 子 孫 が 産 生 す る 乳 汁 か ら 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を 得 る
こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ か ら 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 を 含 む 乳 汁 量 を 増 加 さ
せ る た め に 、 適 宜 ホ ル モ ン を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ヤ ギ に 使 用 し て も よ い （ Ebert, K.M. et
 al., Bio/Technology (1994) 12, 699-702） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ま た 、 昆 虫 と し て は 、 例 え ば カ イ コ を 用 い る こ と が で き る 。 カ イ コ を 用 い る 場 合 、 目 的
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 挿 入 し た バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス を カ イ コ に 感 染 さ せ る こ と に
よ り 、 こ の カ イ コ の 体 液 か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る （ Susumu, M. et al.,
 Nature (1985) 315, 592-594） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 植 物 を 使 用 す る 場 合 、 例 え ば タ バ コ を 用 い る こ と が で き る 。 タ バ コ を 用 い る 場
合 、 目 的 と す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 植 物 発 現 用 ベ ク タ ー 、 例 え ば pMON 530に 挿
入 し 、 こ の ベ ク タ ー を ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaci
ens） の よ う な バ ク テ リ ア に 導 入 す る 。 こ の バ ク テ リ ア を タ バ コ 、 例 え ば 、 ニ コ チ ア ナ ・
タ バ カ ム （ Nicotiana tabacum） に 感 染 さ せ 、 本 タ バ コ の 葉 よ り 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 得
る こ と が で き る （ Julian K.-C. Ma et al., Eur. J. Immunol. (1994) 24, 131-138） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ れ に よ り 得 ら れ た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 （ 培 地 な ど ） か ら
単 離 し 、 実 質 的 に 純 粋 で 均 一 な タ ン パ ク 質 と し て 精 製 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 分
離 、 精 製 は 、 通 常 の タ ン パ ク 質 の 精 製 で 使 用 さ れ て い る 分 離 、 精 製 方 法 を 使 用 す れ ば よ く
、 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 、 フ ィ ル タ ー 、 限 外
濾 過 、 塩 析 、 溶 媒 沈 殿 、 溶 媒 抽 出 、 蒸 留 、 免 疫 沈 降 、 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 、 透 析 、 再 結 晶 等 を 適 宜 選 択 、 組 み 合 わ せ れ ば タ ン パ ク 質 を 分 離 、
精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と し て は 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ ン 交 換
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙 げ ら れ る （ Strategies for Protein Purification and Ch
aracterization: A Laboratory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak et al., Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press, 1996） 。 こ れ ら の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 液 相 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば HPLC、 FPLC等 の 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
本 発 明 は 、 こ れ ら の 精 製 方 法 を 用 い 、 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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　 な お 、 タ ン パ ク 質 を 精 製 前 又 は 精 製 後 に 適 当 な タ ン パ ク 質 修 飾 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と に
よ り 、 任 意 に 修 飾 を 加 え た り 部 分 的 に ペ プ チ ド を 除 去 す る こ と も で き る 。 タ ン パ ク 質 修 飾
酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 リ シ ル エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ 、 プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ シ ダ ー ゼ な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 の 形 態
に は 、 特 に 制 限 は な く 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 他 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 含 ま れ る 。 ま た
、 ウ サ ギ な ど の 免 疫 動 物 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 免 疫 し て 得 た 抗 血 清 、 す べ て の ク ラ ス の
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 さ ら に ヒ ト 抗 体 や 遺 伝 子 組 み 換 え に よ る
ヒ ト 型 化 抗 体 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 抗 体 取 得 の 感 作 抗 原 と し て 使 用 さ れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 そ の 由 来 と な る 動 物 種 に
制 限 さ れ な い が 哺 乳 動 物 、 例 え ば ヒ ト 、 マ ウ ス 又 は ラ ッ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 が 好 ま し く 、
特 に ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 が 好 ま し い 。 ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る
遺 伝 子 配 列 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 感 作 抗 原 と し て 使 用 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 で あ っ て
も よ い し 、 ま た 、 タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド
と し て は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 （ N） 末 端 断 片 や カ ル ボ キ シ （ C） 末 端 断 片 が 挙
げ ら れ る 。 本 明 細 書 で 述 べ る 「 抗 体 」 と は タ ン パ ク 質 の 全 長 又 は 断 片 に 反 応 す る 抗 体 を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 公 知 の 発 現 ベ ク タ ー 系 に 挿 入 し
、 該 ベ ク タ ー で 本 明 細 書 で 述 べ た 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ 、 該 宿 主 細 胞 内 外 か ら 目 的 の タ
ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 を 公 知 の 方 法 で 得 て 、 こ れ ら を 感 作 抗 原 と し て 用 い れ ば よ い 。 ま た
、 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 又 は そ の 溶 解 物 あ る い は 化 学 的 に 合 成 し た 本 発 明 の タ ン パ ク
質 を 感 作 抗 原 と し て 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 感 作 抗 原 で 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 細 胞 融 合 に
使 用 す る 親 細 胞 と の 適 合 性 を 考 慮 し て 選 択 す る の が 好 ま し く 、 一 般 的 に は 、 げ っ 歯 目 、 ウ
サ ギ 目 、 霊 長 目 の 動 物 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 げ っ 歯 目 の 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 等 が 使 用 さ れ る 。 ウ サ
ギ 目 の 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 ウ サ ギ が 使 用 さ れ る 。 霊 長 目 の 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 サ
ル が 使 用 さ れ る 。 サ ル と し て は 、 狭 鼻 下 目 の サ ル （ 旧 世 界 ザ ル ） 、 例 え ば 、 カ ニ ク イ ザ ル
、 ア カ ゲ ザ ル 、 マ ン ト ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー 等 が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 感 作 抗 原 を 動 物 に 免 疫 す る に は 、 公 知 の 方 法 に し た が っ て 行 わ れ る 。 一 般 的 方 法 と し て
は 、 感 作 抗 原 を 哺 乳 動 物 の 腹 腔 内 又 は 皮 下 に 注 射 す る 。 具 体 的 に は 、 感 作 抗 原 を PBS(Phos
phate-Buffered Saline)や 生 理 食 塩 水 等 で 適 当 量 に 希 釈 、 懸 濁 し た も の に 対 し 、 所 望 に よ
り 通 常 の ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト を 適 量 混 合 し 、 乳 化 後 、 哺
乳 動 物 に 投 与 す る 。 さ ら に 、 そ の 後 、 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト に 適 量 混 合 し た 感 作
抗 原 を 、 4～ 21日 毎 に 数 回 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 感 作 抗 原 免 疫 時 に 適 当 な 担 体
を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に 免 疫 し 、 血 清 中 に 所 望 の 抗 体 レ ベ ル が 上 昇 す る の を
常 法 に よ り 確 認 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 こ こ で 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は 、 血 清 中 の 所 望 の
抗 体 レ ベ ル が 上 昇 し た こ と を 確 認 し た 後 、 抗 原 を 感 作 し た 哺 乳 動 物 の 血 液 を 取 り 出 す 。 こ
の 血 液 か ら 公 知 の 方 法 に よ り 血 清 を 分 離 す る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 含 む 血 清 を 使 用 し て も よ い し 、 必 要 に 応 じ こ の 血 清 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
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含 む 画 分 を さ ら に 単 離 し て 、 こ れ を 使 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を カ ッ
プ リ ン グ さ せ た ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の み を 認 識 す る 画 分
を 得 て 、 さ ら に こ の 画 分 を プ ロ テ イ ン Aあ る い は プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム を 利 用 し て 精 製 す る こ
と に よ り 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Gあ る い は Mを 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る に は 、 上 記 抗 原 を 感 作 し た 哺 乳 動 物 の 血 清 中 に 所 望 の 抗 体 レ
ベ ル が 上 昇 す る の を 確 認 し た 後 に 、 哺 乳 動 物 か ら 免 疫 細 胞 を 取 り 出 し 、 細 胞 融 合 に 付 せ ば
よ い 。 こ の 際 、 細 胞 融 合 に 使 用 さ れ る 好 ま し い 免 疫 細 胞 と し て 、 特 に 脾 細 胞 が 挙 げ ら れ る
。 前 記 免 疫 細 胞 と 融 合 さ れ る 他 方 の 親 細 胞 と し て は 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 の ミ エ ロ ー マ 細
胞 、 よ り 好 ま し く は 、 薬 剤 に よ る 融 合 細 胞 選 別 の た め の 特 性 を 獲 得 し た ミ エ ロ ー マ 細 胞 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 前 記 免 疫 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 細 胞 融 合 は 基 本 的 に は 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 ミ ル ス テ
イ ン ら の 方 法 (Galfre, G. and Milstein, C., Methods Enzymol. (1981) 73, 3-46)等 に
準 じ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 細 胞 融 合 に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 通 常 の 選 択 培 養 液 、 例 え ば 、 HAT培 養 液 （
ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン を 含 む 培 養 液 ） で 培 養 す る こ と に よ り 選
択 さ れ る 。 当 該 HAT培 養 液 で の 培 養 は 、 目 的 と す る ハ イ ブ リ ド ー マ 以 外 の 細 胞 （ 非 融 合 細
胞 ） が 死 滅 す る の に 十 分 な 時 間 、 通 常 、 数 日 ・ 数 週 間 継 続 し て 行 う 。 次 い で 、 通 常 の 限 界
希 釈 法 を 実 施 し 、 目 的 と す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ク ロ
ー ニ ン グ を 行 う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ま た 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 に 抗 原 を 免 疫 し て 上 記 ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る 他 に 、 ヒ ト リ ン パ 球
、 例 え ば EBウ ィ ル ス に 感 染 し た ヒ ト リ ン パ 球 を in vitroで タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 発 現 細
胞 又 は そ の 溶 解 物 で 感 作 し 、 感 作 リ ン パ 球 を ヒ ト 由 来 の 永 久 分 裂 能 を 有 す る ミ エ ロ ー マ 細
胞 、 例 え ば U266と 融 合 さ せ 、 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 活 性 を 有 す る 所 望 の ヒ ト 抗 体 を 産 生 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る こ と も で き る （ 特 開 昭 63-17688号 公 報 ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 次 い で 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を マ ウ ス 腹 腔 内 に 移 植 し 、 同 マ ウ ス よ り 腹 水 を 回 収 し
、 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 例 え ば 、 硫 安 沈 殿 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン Gカ ラ ム
、 DEAEイ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を カ ッ プ リ ン グ し た ア フ ィ ニ
テ ィ ー カ ラ ム な ど に よ り 精 製 す る こ と で 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 本
発 明 の タ ン パ ク 質 の 精 製 、 検 出 に 用 い ら れ る 他 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト や ア ン
タ ゴ ニ ス ト の 候 補 に な る 。 ま た 、 こ の 抗 体 を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 関 与 す る 疾 患 の 抗 体 治
療 へ 応 用 す る こ と も 考 え ら れ る 。 得 ら れ た 抗 体 を 人 体 に 投 与 す る 目 的 （ 抗 体 治 療 ） で 使 用
す る 場 合 に は 、 免 疫 原 性 を 低 下 さ せ る た め 、 ヒ ト 抗 体 や ヒ ト 型 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 例 え ば 、 ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 の レ パ ー ト リ ー を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 抗 原 と な る
タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 発 現 細 胞 又 は そ の 溶 解 物 を 免 疫 し て 抗 体 産 生 細 胞 を 取 得 し 、 こ れ
を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て タ ン パ ク 質 に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 取
得 す る こ と が で き る （ 国 際 公 開 番 号 WO92-03918、 WO93-2227、 WO94-02602、 WO94-25585、 W
O96-33735お よ び WO96-34096参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て 抗 体 を 産 生 す る 以 外 に 、 抗 体 を 産 生 す る 感 作 リ ン パ 球 等 の 免 疫
細 胞 を 癌 遺 伝 子 (oncogene)に よ り 不 死 化 さ せ た 細 胞 を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の よ う に 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 遺 伝 子 組 換 え 技 術 を 用 い て 産 生 さ せ た
組 換 え 型 抗 体 と し て 得 る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Borrebaeck, C. A. K. and Larrick, J.
 W., THERAPEUTIC MONOCLONAL ANTIBODIES, Published in the United Kingdom by MACMI

10

20

30

40

50

(16) JP 2007-111051 A 2007.5.10



LLAN PUBLISHERS LTD, 1990 参 照 )。 組 換 え 型 抗 体 は 、 そ れ を コ ー ド す る DNAを ハ イ ブ リ ド
ー マ 又 は 抗 体 を 産 生 す る 感 作 リ ン パ 球 等 の 免 疫 細 胞 か ら ク ロ ー ニ ン グ し 、 適 当 な ベ ク タ ー
に 組 み 込 ん で 、 こ れ を 宿 主 に 導 入 し 産 生 さ せ る 。 本 発 明 は 、 こ の 組 換 え 型 抗 体 を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 限 り 、 そ の 抗 体 断 片 や 抗 体 修
飾 物 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 抗 体 断 片 と し て は 、 Fab、 F(ab')2、 Fv又 は H鎖 と L鎖 の Fvを 適
当 な リ ン カ ー で 連 結 さ せ た シ ン グ ル チ ェ イ ン Fv(scFv) (Huston, J. S. et al., Proc. Na
tl. Acad. Sci. U.S.A. (1988) 85, 5879-5883)が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 に は 、 抗 体 を 酵 素
、 例 え ば 、 パ パ イ ン 、 ペ プ シ ン で 処 理 し 抗 体 断 片 を 生 成 さ せ る か 、 又 は 、 こ れ ら 抗 体 断 片
を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し 、 こ れ を 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し た 後 、 適 当 な 宿 主 細 胞 で 発 現
さ せ る （ 例 え ば 、 Co, M. S. et al., J. Immunol. (1994) 152, 2968-2976 ; Better, M.
 and Horwitz, A. H., Methods Enzymol. (1989) 178, 476-496 ; Pluckthun, A. and Sk
erra, A., Methods Enzymol. (1989) 178, 497-515 ; Lamoyi, E., Methods Enzymol. (1
986) 121, 652-663 ; Rousseaux, J. et al., Methods Enzymol. (1986) 121, 663-669 ;
 Bird, R. E. and Walker, B. W., Trends Biotechnol. (1991) 9, 132-137参 照 )。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 抗 体 修 飾 物 と し て 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 等 の 各 種 分 子 と 結 合 し た 抗 体 を 使
用 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 「 抗 体 」 に は こ れ ら の 抗 体 修 飾 物 も 包 含 さ れ る 。 こ の よ う
な 抗 体 修 飾 物 を 得 る に は 、 得 ら れ た 抗 体 に 化 学 的 な 修 飾 を 施 す こ と に よ っ て 得 る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 方 法 は こ の 分 野 に お い て 既 に 確 立 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 公 知 の 技 術 を 使 用 し て 非 ヒ ト 抗 体 由 来 の 可 変 領 域 と ヒ ト 抗 体 由
来 の 定 常 領 域 か ら な る キ メ ラ 抗 体 又 は 非 ヒ ト 抗 体 由 来 の CDR（ 相 補 性 決 定 領 域 ） と ヒ ト 抗
体 由 来 の FR（ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 ） 及 び 定 常 領 域 か ら な る ヒ ト 型 化 抗 体 と し て 得 る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 前 記 の よ う に 得 ら れ た 抗 体 は 、 均 一 に ま で 精 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で 使 用 さ れ る
抗 体 の 分 離 、 精 製 は 通 常 の タ ン パ ク 質 で 使 用 さ れ て い る 分 離 、 精 製 方 法 を 使 用 す れ ば よ い
。 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 、 フ ィ ル タ
ー 、 限 外 濾 過 、 塩 析 、 透 析 、 SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 等 電 点 電 気 泳 動 等 を
適 宜 選 択 、 組 み 合 わ せ れ ば 、 抗 体 を 分 離 、 精 製 す る こ と が で き る (Antibodies : A Labora
tory Manual. Ed Harlow and David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988)が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 上 記 で 得 ら れ た 抗 体 の 濃 度 測 定 は 吸 光 度 の 測 定 又 は 酵
素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 (Enzyme-linked immunosorbent assay； ELISA） 等 に よ り 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 用 い る カ ラ ム と し て は 、 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム 、 プ
ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム を 用 い た カ ラ ム と し て 、 Hy
per D, POROS, Sepharose F. F.(Pharmacia)等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 以 外 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と し て は 、 例 え ば 、 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙 げ ら れ る (Strategies for Protein Purification a
nd Characterization : A Laboratory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak et al., C
old Spring Harbor Laboratory Press, 1996)。 こ れ ら の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は HPLC、 FPL
C等 の 液 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 の 抗 原 結 合 活 性 を 測 定 す る 方 法 と し て 、 例 え ば 、 吸 光 度 の 測 定 、 酵
素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 (Enzyme-linked immunosorbent assay； ELISA） 、 EIA（ 酵 素 免 疫 測
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定 法 ） 、 RIA（ 放 射 免 疫 測 定 法 ） あ る い は 蛍 光 抗 体 法 を 用 い る こ と が で き る 。 ELISAを 用 い
る 場 合 、 本 発 明 の 抗 体 を 固 相 化 し た プ レ ー ト に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 添 加 し 、 次 い で 目 的
の 抗 体 を 含 む 試 料 、 例 え ば 、 抗 体 産 生 細 胞 の 培 養 上 清 や 精 製 抗 体 を 加 え る 。 酵 素 、 例 え ば
、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 等 で 標 識 し た 抗 体 を 認 識 す る 二 次 抗 体 を 添 加 し 、 プ レ ー ト を
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 洗 浄 し た 後 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル 燐 酸 な ど の 酵 素 基 質 を 加 え
て 吸 光 度 を 測 定 す る こ と で 抗 原 結 合 活 性 を 評 価 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 と し て タ ン
パ ク 質 の 断 片 、 例 え ば そ の C末 端 か ら な る 断 片 あ る い は N末 端 か ら な る 断 片 を 使 用 し て も よ
い 。 本 発 明 の 抗 体 の 活 性 評 価 に は 、 BIAcore(Pharmacia製 )を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ れ ら の 手 法 を 用 い る こ と に よ り 、 本 発 明 の 抗 体 と 試 料 中 に 含 ま れ る 本 発 明 の タ ン パ ク
質 が 含 ま れ る と 予 想 さ れ る 試 料 と を 接 触 せ し め 、 該 抗 体 と 該 タ ン パ ク 質 と の 免 疫 複 合 体 を
検 出 又 は 測 定 す る こ と か ら な る 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 検 出 又 は 測 定 方 法 を 実 施 す る こ と
が で き る 。
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 検 出 又 は 測 定 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 検 出 又 は 測 定 す る こ
と が で き る た め 、 タ ン パ ク 質 を 用 い た 種 々 の 実 験 等 に 有 用 で あ る 。
　 本 発 明 は ま た 、 ヒ ト NR10タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA（ 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６
） ま た は そ の 相 補 鎖 に 相 補 的 な 少 な く と も 15ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ こ で 「 相 補 鎖 」 と は 、 A:T、 G:Cの 塩 基 対 か ら な る 2本 鎖 DNAの 一 方 の 鎖 に 対 す る 他 方 の
鎖 を 指 す 。 ま た 、 「 相 補 的 」 と は 、 少 な く と も 15個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 領 域 で 完 全 に
相 補 配 列 で あ る 場 合 に 限 ら れ ず 、 少 な く と も 70%、 好 ま し く は 少 な く と も 80%、 よ り 好 ま し
く は 90%、 さ ら に 好 ま し く は 95%以 上 の 塩 基 配 列 上 の 相 同 性 を 有 す れ ば よ い 。 相 同 性 を 決 定
す る た め の ア ル ゴ リ ズ ム は 本 明 細 書 に 記 載 し た も の を 使 用 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 検 出 や 増 幅
に 用 い る プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 す る た め の ヌ ク レ オ チ
ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や リ ボ ザ イ ム 等 ）
が 含 ま れ る 。 ま た 、 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNAチ ッ プ の 作 製 に 利 用 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ の
塩 基 配 列 中 の い ず れ か の 箇 所 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含
ま れ る 。 こ の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は
１ ６ の 塩 基 配 列 中 の 連 続 す る 少 な く と も 15個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 連 続 す る 少 な く と も 15個 以 上 の ヌ ク レ オ チ
ド が 翻 訳 開 始 コ ド ン を 含 む ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 そ れ ら の 誘 導 体 や 修 飾 体 を 使 用 す る こ と が
で き る 。 修 飾 体 と し て 、 例 え ば メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 型 又 は エ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 型 の よ う な
低 級 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 修 飾 体 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 修 飾 体 又 は ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 修
飾 体 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA又 は mRNAの 所 定 の 領 域 を 構 成 す る ヌ ク レ オ チ
ド に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド が 全 て 相 補 配 列 で あ る も の の み な ら ず 、 DNAま た は mRNAと オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド と が 配 列 番 号 ： １ 、 ３ 、 ま た は １ ６ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ で き る 限 り 、 1又 は 複 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド の ミ ス マ ッ チ が 存 在 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 産 生 細 胞 に
作 用 し て 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA又 は mRNAに 結 合 す る こ と に よ り 、 そ の 転 写 又 は
翻 訳 を 阻 害 し た り 、 mRNAの 分 解 を 促 進 し た り し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 す る
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こ と に よ り 、 結 果 的 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 作 用 を 抑 制 す る 効 果 を 有 す る 。
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 そ れ ら に 対 し て 不 活 性 な 適 当 な 基
剤 と 混 和 し て 塗 布 剤 、 パ ッ プ 剤 等 の 外 用 剤 と す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 必 要 に 応 じ て 、 賦 形 剤 、 等 張 化 剤 、 溶 解 補 助 剤 、 安 定 化 剤 、 防 腐 剤 、 無 痛 化 剤 等
を 加 え て 錠 剤 、 散 財 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル 剤 、 注 射 剤 、 液 剤 、 点 鼻
剤 な ど 、 さ ら に 凍 結 乾 燥 剤 と す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 常 法 に し た が っ て 調 製 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 患 者 の 患 部 に 直 接 適 用 す る か 、 又 は
血 管 内 に 投 与 す る な ど し て 結 果 的 に 患 部 に 到 達 し 得 る よ う に 患 者 に 適 用 す る 。 さ ら に は 、
持 続 性 、 膜 透 過 性 を 高 め る ア ン チ セ ン ス 封 入 素 材 を 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 リ ポ ソ
ー ム 、 ポ リ -L-リ ジ ン 、 リ ピ ッ ド 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 リ ポ フ ェ ク チ ン 又 は こ れ ら の 誘 導 体
が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 投 与 量 は 、 患 者 の 状 態 に 応 じ て 適 宜
調 整 し 、 好 ま し い 量 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 0.1～ 100mg/kg、 好 ま し く は 0.1～ 50
mg/kgの 範 囲 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 し 、 従 っ
て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 抑 制 す る こ と に お い て 有 用 で あ る 。 ま た 、 本 発 明
の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 発 現 阻 害 剤 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 物
学 的 活 性 を 抑 制 す る こ と が 可 能 で あ る 点 で 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 こ れ に 結 合 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 す な わ ち 、
本 発 明 の 蛋 白 質 と 、 該 蛋 白 質 に 結 合 す る 化 合 物 を 含 む と 予 想 さ れ る 被 験 試 料 と を 接 触 せ し
め 、 そ し て 本 発 明 の 蛋 白 質 と 該 化 合 物 と の 結 合 活 性 を 検 出 し 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 結 合 す る
活 性 を 有 す る 化 合 物 を 選 択 す る 、 こ と か ら な る 本 発 明 の 蛋 白 質 に 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ っ て も 、 天 然
由 来 の タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 ま た 部 分 ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 ま た 細 胞 表 面 に 発
現 さ せ た 形 態 、 ま た は 膜 画 分 と し て の 形 態 で あ っ て も よ い 。 被 検 試 料 と し て は 特 に 制 限 は
な く 、 例 え ば 、 細 胞 抽 出 物 、 細 胞 培 養 上 清 、 発 酵 微 生 物 産 生 物 、 海 洋 生 物 抽 出 物 、 植 物 抽
出 物 、 精 製 若 し く は 粗 精 製 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合 成 低 分 子 化 合
物 、 天 然 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 被 検 試 料 を 接 触 さ せ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 精
製 し た タ ン パ ク 質 と し て 、 可 溶 型 タ ン パ ク 質 と し て 、 担 体 に 結 合 さ せ た 形 態 と し て 、 他 の
タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 細 胞 膜 上 に 発 現 さ せ た 形 態 と し て 、 ま た 、 膜 画 分
と し て 被 検 試 料 に 接 触 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 例 え ば 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 （ リ ガ ン ド 等
） を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 と し て は 、 当 業 者 に 公 知 の 多 く の 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 で
あ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば 、 免 疫 沈 降 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 具 体
的 に は 、 以 下 の よ う に 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 pS
V2neo, pcDNA I, pCD8な ど の 外 来 遺 伝 子 発 現 用 の ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と で 動 物 細 胞 な ど
で 当 該 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 。 発 現 に 用 い る プ ロ モ ー タ ー と し て は SV40 early promoter(Ri
gby In Williamson (ed.), Genetic Engineering, Vol.3. Academic Press, London, p.8
3-141(1982)), EF-1 α  promoter(Kimら  Gene 91, p.217-223 (1990)), CAG promoter(Ni
wa et al. Gene 108, p.193-200 (1991)), RSV LTR promoter(Cullen Methods in Enzymo
logy 152, p.684-704 (1987), SR α  promoter(Takebe et al. Mol. Cell. Biol. 8, p.4
66 (1988)), CMV immediate early promoter (Seed and Aruffo  Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 84, p.3365-3369 (1987)), SV40 late promoter(Gheysen and Fiers  J. Mol. App
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l. Genet. 1, p.385-394 (1982)), Adenovirus late promoter(Kaufman et al. Mol. Cel
l. Biol. 9, p. 946 (1989)), HSV TK promoter等 の 一 般 的 に 使 用 で き る プ ロ モ ー タ ー で
あ れ ば 何 を 用 い て も よ い 。 動 物 細 胞 に 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と で 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た
め に は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 (Chu, G. et al. Nucl. Acid Res. 15, 1311-1326 (1
987))、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 (Chen, C and Okayama, H. Mol. Cell. Biol. 7, 2745-2752 
(1987))、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 法 (Lopata, M. A. et al. Nucl. Acids Res. 12, 5707-5717 
(1984); Sussman, D. J. and Milman, G. Mol. Cell. Biol. 4, 1642-1643 (1985))、 リ
ポ フ ェ ク チ ン 法 (Derijard, B. Cell 7, 1025-1037 (1994); Lamb, B. T. et al. Nature 
Genetics 5, 22-30 (1993); Rabindran, S. K. et al. Science 259, 230-234 (1993))等
の 方 法 が あ る が 、 い ず れ の 方 法 に よ っ て も よ い 。 特 異 性 の 明 ら か と な っ て い る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 認 識 部 位 （ エ ピ ト ー プ ） を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の N末 ま た は C末 に 導 入 す る こ と
に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 認 識 部 位 を 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 本 発 明 の タ ン パ ク
質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 用 い る エ ピ ト ー プ ー 抗 体 系 と し て は 市 販 さ れ て い る も の を
利 用 す る こ と が で き る （ 実 験 医 学  13, 85-90 (1995))。 マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト を 介 し
て 、 β ー ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 、 グ ル タ チ オ ン Sー ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） な ど と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る ベ
ク タ ー が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 に す る こ と に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 性 質 を で き る だ け 変 化 さ せ な い
よ う に す る た め に 数 個 か ら 十 数 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 小 さ な エ ピ ト ー プ 部 分 の み を 導 入 し
て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 も 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン （ His-ta
g） 、 イ ン フ ル エ ン ザ 凝 集 素 HA、 ヒ ト c-myc、 FLAG、 Vesicular stomatitisウ イ ル ス 糖 タ ン
パ ク 質 （ VSV-GP） 、 T7 gene10タ ン パ ク 質 （ T7-tag） 、 ヒ ト 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン
パ ク 質 （ HSV-tag） 、 E-tag（ モ ノ ク ロ ー ナ ル フ ァ ー ジ 上 の エ ピ ト ー プ ） な ど の エ ピ ト ー プ
と そ れ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の ス
ク リ ー ニ ン グ の た め の エ ピ ト ー プ -抗 体 系 と し て 利 用 で き る （ 実 験 医 学  13, 85-90 (1995)
)。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 免 疫 沈 降 に お い て は 、 こ れ ら の 抗 体 を 、 適 当 な 界 面 活 性 剤 を 利 用 し て 調 製 し た 細 胞 溶 解
液 に 添 加 す る こ と に よ り 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ る 。 こ の 免 疫 複 合 体 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質
、 そ れ と 結 合 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 お よ び 抗 体 か ら な る 。 上 記 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体
を 用 い る 以 外 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 利 用 し て 免 疫 沈 降 を 行 う こ と も 可 能
で あ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 適 当 な 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー に 導 入 し て 大 腸 菌 内 で 発 現 さ せ 、 発 現 さ せ た タ ン パ ク
質 を 精 製 し 、 こ れ を ウ サ ギ や マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ な ど に 免 疫 す る こ と で 調 製
す る こ と が で き る 。 ま た 、 合 成 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド を 上 記 の 動 物 に 免
疫 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 免 疫 複 合 体 は 、 例 え ば 、 抗 体 が マ ウ ス IgG抗 体 で あ れ ば 、 Protein A Sepharoseや Protei
n G Sepharoseを 用 い て 沈 降 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば
、 GSTな ど の エ ピ ト ー プ と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 調 製 し た 場 合 に は 、 グ ル タ チ オ ン -Seph
arose 4Bな ど の こ れ ら エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 を 利 用 し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク
質 の 抗 体 を 利 用 し た 場 合 と 同 様 に 、 免 疫 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 免 疫 沈 降 の 一 般 的 な 方 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 文 献 （ Harlow,E. and Lane, D.: Antibo
dies, pp.511-552, Cold Spring Harbor Laboratory publications, New York (1988)）
記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 ま た は 準 じ て 行 え ば よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 免 疫 沈 降 さ れ た タ ン パ ク 質 の 解 析 に は SDS-PAGEが 一 般 的 で あ り 、 適 当 な 濃 度 の ゲ ル を 用
い る こ と で タ ン パ ク 質 の 分 子 量 に よ り 結 合 し て い た タ ン パ ク 質 を 解 析 す る こ と が で き る 。

10

20

30

40

50

(20) JP 2007-111051 A 2007.5.10



ま た 、 こ の 際 、 一 般 的 に は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 は 、 ク マ シ ー 染 色 や
銀 染 色 と い っ た タ ン パ ク 質 の 通 常 の 染 色 法 で は 検 出 す る こ と は 困 難 で あ る の で 、 放 射 性 同
位 元 素 で あ る 3 5 S-メ チ オ ニ ン や 3 5 S-シ ス テ イ ン を 含 ん だ 培 養 液 で 細 胞 を 培 養 し 、 該 細 胞 内
の タ ン パ ク 質 を 標 識 し て 、 こ れ を 検 出 す る こ と で 検 出 感 度 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 タ
ン パ ク 質 の 分 子 量 が 判 明 す れ ば 直 接 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 を
精 製 し 、 そ の 配 列 を 決 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い た 、 こ れ に 結 合 す る タ ン パ ク 質 の 単 離 は 、 例 え ば 、 ウ
エ ス ト ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 （ Skolnik, E. Y. et al.,Cell (1991) 65, 83-90）
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 結 合 タ ン パ ク 質 を
発 現 し て い る こ と が 予 想 さ れ る 細 胞 、 組 織 、 臓 器 (例 え ば 心 臓 、 胎 盤 、 精 巣 、 胸 腺 、 抹 消
血 白 血 球 な ど の 組 織 ・ 細 胞 や 培 養 細 胞 な ど ） よ り フ ァ ー ジ ベ ク タ ー （ λ gt11, ZAPな ど ）
を 用 い た cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 こ れ を LB-ア ガ ロ ー ス 上 で 発 現 さ せ フ ィ ル タ ー に 発
現 さ せ た タ ン パ ク 質 を 固 定 し 、 精 製 し て 標 識 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 上 記 フ ィ ル タ ー と
を 反 応 さ せ 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 発 現 す る プ ラ ー ク を 標 識 に よ り
検 出 す れ ば よ い 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 標 識 す る 方 法 と し て は 、 ビ オ チ ン と ア ビ ジ ン の 結
合 性 を 利 用 す る 方 法 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 融 合 し た ペ プ チ ド 又
は ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば GSTな ど ） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 利 用 す る 方 法 、 ラ ジ オ ア イ
ソ ト ー プ を 利 用 す る 方 法 又 は 蛍 光 を 利 用 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 他 の 態 様 と し て は 、 細 胞 を 用 い た 2-ハ イ ブ リ ッ ド
シ ス テ ム （ Fields, S., and Sternglanz, R.,Trends. Genet. (1994) 10, 286-292、 Dalt
on S, and Treisman R (1992)Characterization of SAP-1, a protein recruited by ser
um response factor to the c-fos serum response element. Cell 68, 597-612、 「 MATC
HMARKER Two-Hybrid System」 ,「 Mammalian MATCHMAKER Two-Hybrid Assay Kit」 ,「 MATC
HMAKER One-Hybrid System」 (い ず れ も Clontech社 製 )、 「 HybriZAP Two-Hybrid Vector S
ystem」 (Stratagene社 製 )） を 用 い て 行 う 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に
お い て は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を SRF DNA結 合 領 域 ま た は GAL4 DNA結 合 領 域 と 融 合 さ せ て
酵 母 細 胞 の 中 で 発 現 さ せ 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と
が 予 想 さ れ る 細 胞 よ り 、 VP16ま た は GAL4転 写 活 性 化 領 域 と 融 合 す る 形 で 発 現 す る よ う な cD
NAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 こ れ を 上 記 酵 母 細 胞 に 導 入 し 、 検 出 さ れ た 陽 性 ク ロ ー ン か ら ラ
イ ブ ラ リ ー 由 来 cDNAを 単 離 す る （ 酵 母 細 胞 内 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質
が 発 現 す る と 、 両 者 の 結 合 に よ り レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ 、 陽 性 の ク ロ ー ン が 確 認
で き る ） 。 単 離 し た cDNAを 大 腸 菌 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 該 cDNAが コ ー ド す る
タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ま
た は そ の 遺 伝 子 を 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 2-ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に お い て 用 い ら れ
る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 例 え ば 、 HIS3遺 伝 子 の 他 、 Ade2遺 伝 子 、 LacZ遺 伝 子 、 CAT
遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 PAI-1（ Plasminogen activator  inhibitor type1） 遺
伝 子 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 制 限 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー を 用 い て 行 う こ と も で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム
の 担 体 に 固 定 し 、 こ こ に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る こ と が
予 想 さ れ る 被 検 試 料 を 適 用 す る 。 こ の 場 合 の 被 検 試 料 と し て は 、 例 え ば 細 胞 抽 出 物 、 細 胞
溶 解 物 等 が 挙 げ ら れ る 。 被 検 試 料 を 適 用 し た 後 、 カ ラ ム を 洗 浄 し 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に
結 合 し た タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
　 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 分 析 し 、 そ れ を 基 に オ リ ゴ DNAを 合 成 し 、
該 DNAを プ ロ ー ブ と し て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 該 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る DNAを 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 結 合 し た 化 合 物 を 検 出 又 は 測 定 す る 手 段 と し て 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 現
象 を 利 用 し た バ イ オ セ ン サ ー を 使 用 す る こ と も で き る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 現 象 を 利 用 し
た バ イ オ セ ン サ ー は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 被 検 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 を 微 量 の タ ン パ ク
質 を 用 い て か つ 標 識 す る こ と な く 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ グ ナ ル と し て リ ア ル タ イ ム に 観
察 す る こ と が 可 能 で あ る （ 例 え ば BIAcore、 Pharmacia製 ） 。 し た が っ て 、 BIAcore等 の バ
イ オ セ ン サ ー を 用 い る こ と に よ り 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 被 検 化 合 物 と の 結 合 を 評 価 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ま た 、 タ ン パ ク 質 に 限 ら ず 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 化 合 物 （ ア ゴ ニ ス ト 、 お よ
び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む ） を 単 離 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 固 定 し た 本 発 明 の タ ン パ ク
質 に 、 合 成 化 合 物 、 天 然 物 バ ン ク 、 も し く は ラ ン ダ ム フ ァ ー ジ ペ プ チ ド デ ィ ス プ レ イ ラ イ
ブ ラ リ ー を 作 用 さ せ 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 や 、
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー 技 術 に よ る ハ イ ス ル ー プ ッ ト を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
（ Wrighton NC; Farrell FX; Chang R; Kashyap AK; Barbone FP; Mulcahy LS;Johnson D
L; Barrett RW; Jolliffe LK; Dower WJ., Small peptides as potent mimetics of the 
protein hormone erythropoietin, Science (UNITED STATES) Jul 26 1996, 273 p458-64
、 Verdine GL., The combinatorial chemistry of nature. Nature (ENGLAND) Nov 7 199
6, 384 p11-13、 Hogan JC Jr.,Directed combinatorial chemistry. Nature (ENGLAND) N
ov 7 1996, 384 p17-9） が 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 蛋 白 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 本 発 明 蛋 白 質 の 細 胞 外 ド
メ イ ン と 既 知 の シ グ ナ ル 伝 達 能 を 有 す る ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 蛋 白 質 の 細 胞 膜 貫 通 ド メ イ ン
を 含 む 細 胞 内 ド メ イ ン と を 連 結 せ し め て 作 製 し た キ メ ラ 受 容 体 を 、 適 当 な 細 胞 株 、 好 ま し
く は 適 当 な 増 殖 因 子 の 存 在 下 で の み 生 存 お よ び 増 殖 可 能 な 細 胞 株 （ 増 殖 因 子 依 存 性 細 胞 株
） の 細 胞 表 面 に 発 現 せ し め た 後 、 該 細 胞 株 を 種 々 の 増 殖 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 ま た は 造 血
因 子 等 を 含 む こ と が 期 待 さ れ る 材 料 を 添 加 し て 培 養 す る こ と に よ り 実 施 可 能 で あ る 。 こ の
方 法 は 、 被 検 材 料 中 に 本 発 明 蛋 白 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン と 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド が 存 在
す る 場 合 に の み 、 上 記 増 殖 因 子 依 存 性 細 胞 株 が 生 存 お よ び 増 殖 が 可 能 で あ る こ と を 利 用 し
て い る 。 既 知 の ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 と し て は 、 例 え ば 、 ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 受 容 体 、 エ リ ス
ロ ポ エ チ ン 受 容 体 、 G-CSF受 容 体 、 gp130等 が 挙 げ ら れ る が 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 系 に
用 い る キ メ ラ 受 容 体 の パ ー ト ナ ー は 、 こ れ ら 既 知 の ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 に 限 定 さ れ る も の
で は な く 、 細 胞 質 ド メ イ ン に シ グ ナ ル 伝 達 活 性 に 必 要 な 構 造 を 備 え て い る も の で あ れ ば 何
を 用 い て も 構 わ な い 。 増 殖 因 子 依 存 性 細 胞 株 と し て は 、 例 え ば 、 BaF3や FDC-P1を 初 め と し
た IL3依 存 性 細 胞 株 を 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド と し て は 、 希 で は あ る が 可 溶 性 蛋 白 質 で は
な く 細 胞 膜 結 合 型 蛋 白 質 で あ る 可 能 性 も 想 定 さ れ る 。 こ の 様 な 場 合 に は む し ろ 本 発 明 の 蛋
白 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン の み を 含 む 蛋 白 質 あ る い は 当 該 細 胞 外 ド メ イ ン に 他 の 可 溶 性 蛋 白 質
の 部 分 配 列 を 付 加 し た 融 合 蛋 白 質 を 標 識 後 、 リ ガ ン ド を 発 現 し て い る こ と が 期 待 さ れ る 細
胞 と の 結 合 を 測 定 す る こ と に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 蛋 白 質
の 細 胞 外 ド メ イ ン の み を 含 む 蛋 白 質 と し て は 、 例 え ば 、 細 胞 膜 貫 通 ド メ イ ン の Ｎ 端 側 に 終
止 コ ド ン を 挿 入 す る こ と に よ り 人 為 的 に 作 成 し た 可 溶 性 受 容 体 蛋 白 質 、 あ る い は NR10-2等
の 可 溶 型 蛋 白 質 が 利 用 可 能 で あ る 。 一 方 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 他 の 可
溶 性 蛋 白 質 の 部 分 配 列 を 付 加 し た 融 合 蛋 白 質 と し て は 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fc部 位
や FLAGペ プ チ ド 等 を 細 胞 外 ド メ イ ン の C端 に 付 加 し て 調 製 し た 蛋 白 質 が 利 用 可 能 で あ る 。
こ れ ら の 可 溶 性 標 識 蛋 白 質 は 上 述 し た ウ エ ス ト ウ エ ス タ ン 法 に お け る 検 出 に も 利 用 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 細 胞 外 領 域 と 抗 体 （ 例 え ば ヒ ト IgG抗 体 ） の Fc領 域 と の キ メ
ラ 蛋 白 質 は 、 プ ロ テ イ ン Aカ ラ ム 等 を 用 い て 精 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 様 キ
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メ ラ 蛋 白 質 は 、 リ ガ ン ド の 結 合 活 性 を 有 す る こ と か ら 、 適 宜 、 放 射 性 同 位 元 素 等 で 標 識 し
た 後 、 リ ガ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る （ Suda, T. et al., Cell, 175, 
1169-1178 (1993)） 。 ま た 、 TNFフ ァ ミ リ ー 分 子 な ど の あ る 種 の サ イ ト カ イ ン で は 、 そ の
多 く が 膜 結 合 型 で も 存 在 す る こ と か ら 、 各 種 の 細 胞 と 抗 体 様 キ メ ラ 蛋 白 質 を 反 応 さ せ て 、
結 合 活 性 を 示 し た 細 胞 か ら 、 リ ガ ン ド を 単 離 す る 事 が で き る 可 能 性 も あ る 。 ま た 、 cDNAラ
イ ブ ラ リ ー を 導 入 し た 細 胞 を 用 い て 同 様 に リ ガ ン ド を 単 離 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 抗
体 様 キ メ ラ 蛋 白 質 を ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 単 離 さ れ 得 る 化 合 物 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 促 進 ま た は
阻 害 す る た め の 薬 剤 の 候 補 と な り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 異 常 や 機 能 異 常 な ど に 起 因
す る 疾 患 の 治 療 へ の 応 用 が 考 え ら れ る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 得 ら れ る 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 活 性 を 有 す る 化 合 物 の 構 造 の 一 部 を 、 付 加 、 欠 失 及 び ／ 又
は 置 換 に よ り 変 換 さ れ る 物 質 も 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 得 ら れ る 化 合 物 に
含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 得 ら れ る 化 合 物 や 本 発 明 の タ ン パ ク 質 （ デ コ イ 型
（ 可 溶 性 型 ） ） を ヒ ト や 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト
リ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 サ ル 、 マ ン ト ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー の 医 薬 と し て 使
用 す る 場 合 に は 、 単 離 さ れ た 化 合 物 自 体 を 直 接 患 者 に 投 与 す る 以 外 に 、 公 知 の 製 剤 学 的 方
法 に よ り 製 剤 化 し て 投 与 を 行 う こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 必 要 に 応 じ て 糖 衣 を 施 し た 錠
剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 剤 と し て 経 口 的 に 、 あ る い は 水 も し く
は そ れ 以 外 の 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 液 と の 無 菌 性 溶 液 、 又 は 懸 濁 液 剤 の 注 射 剤 の 形 で 非 経 口
的 に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 薬 理 学 上 許 容 さ れ る 担 体 も し く は 媒 体 、 具 体 的 に は 、 滅 菌 水 や
生 理 食 塩 水 、 植 物 油 、 乳 化 剤 、 懸 濁 剤 、 界 面 活 性 剤 、 安 定 剤 、 香 味 剤 、 賦 形 剤 、 ベ ヒ ク ル
、 防 腐 剤 、 結 合 剤 な ど と 適 宜 組 み 合 わ せ て 、 一 般 に 認 め ら れ た 製 薬 実 施 に 要 求 さ れ る 単 位
用 量 形 態 で 混 和 す る こ と に よ っ て 製 剤 化 す る こ と が 考 え ら れ る 。 こ れ ら 製 剤 に お け る 有 効
成 分 量 は 指 示 さ れ た 範 囲 の 適 当 な 容 量 が 得 ら れ る よ う に す る も の で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 に 混 和 す る こ と が で き る 添 加 剤 と し て は 、 例 え ば ゼ ラ チ ン 、 コ ー ン ス
タ ー チ 、 ト ラ ガ ン ト ガ ム 、 ア ラ ビ ア ゴ ム の よ う な 結 合 剤 、 結 晶 性 セ ル ロ ー ス の よ う な 賦 形
剤 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ゼ ラ チ ン 、 ア ル ギ ン 酸 の よ う な 膨 化 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム
の よ う な 潤 滑 剤 、 シ ョ 糖 、 乳 糖 又 は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 剤 、 ペ パ ー ミ ン ト 、 ア カ モ ノ
油 又 は チ ェ リ ー の よ う な 香 味 剤 が 用 い ら れ る 。 調 剤 単 位 形 態 が カ プ セ ル で あ る 場 合 に は 、
上 記 の 材 料 に さ ら に 油 脂 の よ う な 液 状 担 体 を 含 有 す る こ と が で き る 。 注 射 の た め の 無 菌 組
成 物 は 注 射 用 蒸 留 水 の よ う な ベ ヒ ク ル を 用 い て 通 常 の 製 剤 実 施 に 従 っ て 処 方 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 注 射 用 の 水 溶 液 と し て は 、 例 え ば 生 理 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 や そ の 他 の 補 助 薬 を 含 む 等 張 液
、 例 え ば D-ソ ル ビ ト ー ル 、 D-マ ン ノ ー ス 、 D-マ ン ニ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム が 挙 げ ら れ 、
適 当 な 溶 解 補 助 剤 、 例 え ば ア ル コ ー ル 、 具 体 的 に は エ タ ノ ー ル 、 ポ リ ア ル コ ー ル 、 例 え ば
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば ポ リ ソ
ル ベ ー ト 80（ TM） 、 HCO-50と 併 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 油 性 液 と し て は ゴ マ 油 、 大 豆 油 が あ げ ら れ 、 溶 解 補 助 剤 と し て 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル 、 ベ ン
ジ ル ア ル コ ー ル と 併 用 し て も よ い 。 ま た 、 緩 衝 剤 、 例 え ば リ ン 酸 塩 緩 衝 液 、 酢 酸 ナ ト リ ウ
ム 緩 衝 液 、 無 痛 化 剤 、 例 え ば 、 塩 酸 プ ロ カ イ ン 、 安 定 剤 、 例 え ば ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 フ
ェ ノ ー ル 、 酸 化 防 止 剤 と 配 合 し て も よ い 。 調 製 さ れ た 注 射 液 は 通 常 、 適 当 な ア ン プ ル に 充
填 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 患 者 へ の 投 与 は 、 例 え ば 、 動 脈 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 皮 下 注 射 な ど の ほ か 、 鼻 腔 内 的 、
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経 気 管 支 的 、 筋 内 的 、 経 皮 的 、 ま た は 経 口 的 に 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に よ り 行 い う る 。 投 与
量 は 、 患 者 の 体 重 や 年 齢 、 投 与 方 法 な ど に よ り 変 動 す る が 、 当 業 者 で あ れ ば 適 当 な 投 与 量
を 適 宜 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 該 化 合 物 が DNAに よ り コ ー ド さ れ う る も の で あ
れ ば 、 該 DNAを 遺 伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー に 組 込 み 、 遺 伝 子 治 療 を 行 う こ と も 考 え ら れ る 。 投
与 量 、 投 与 方 法 は 、 患 者 の 体 重 や 年 齢 、 症 状 な ど に よ り 変 動 す る が 、 当 業 者 で あ れ ば 適 宜
選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 （ デ コ イ 型 （ 可 溶 性 型 ） ） の 投 与 量 は 、 そ の 1回 投 与 量 は
投 与 対 象 、 対 象 臓 器 、 症 状 、 投 与 方 法 に よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 注 射 剤 の 形 で は 通 常 成
人 （ 体 重 60kgと し て ） に お い て は 、 1日 あ た り 約 100μ gか ら 10～ 20mgで あ る と 考 え ら れ る
。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 化 合 物 や 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る
化 合 物 の 投 与 量 は 、 症 状 に よ り 差 異 は あ る が 、 経 口 投 与 の 場 合 、 一 般 的 に 成 人 （ 体 重 60kg
と し て ） に お い て は 、 1日 あ た り 約 0.1か ら 100mg、 好 ま し く は 約 1.0か ら 50mg、 よ り 好 ま し
く は 約 1.0か ら 20mgで あ る 。
　 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 は 、 そ の １ 回 投 与 量 は 投 与 対 象 、 対 象 臓 器 、 症 状 、 投 与 方 法 に
よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 注 射 剤 の 形 で は 通 常 成 人 （ 体 重 60kgと し て ） に お い て は 、 1日
あ た り 約 0.01か ら 30mg、 好 ま し く は 約 0.1か ら 20mg、 よ り 好 ま し く は 約 0.1か ら 10mg程 度 を
静 脈 注 射 に よ り 投 与 す る の が 好 都 合 で あ る 。 他 の 動 物 の 場 合 も 、 体 重 60kg当 た り に 換 算 し
た 量 、 あ る い は 体 表 面 積 あ た り に 換 算 し た 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ２ ５ 】
　 次 に 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 下 記 実 施 例 に 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
　 〔 実 施 例 １ 〕 　 NR10.1遺 伝 子 お よ び NR10.2遺 伝 子 の 単 離
　 （ １ ） 　 Blast 検 索
　 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー に 保 存 さ れ て い る Trp-Ser-Xaa-Trp-Serモ チ ー フ （ WSモ
チ ー フ ） 以 外 に フ ァ ミ リ ー 内 で 保 存 さ れ て い る モ チ ー フ が 見 出 さ れ れ ば 、 こ れ ら 双 方 の モ
チ ー フ 配 列 を 包 括 的 に 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 配 列 を 設 計 す る こ と が 考 え ら
れ る 。 そ こ で 、 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー に 保 存 さ れ て い る Trp-Ser-Xaa-Trp-Serモ
チ ー フ （ WSモ チ ー フ ） 以 外 の 部 位 に お い て 、 フ ァ ミ リ ー 内 で 保 存 さ れ て い る モ チ ー フ を 検
討 し た 。 そ の 結 果 、 同 フ ァ ミ リ ー の 細 胞 外 領 域 に お い て WSモ チ ー フ よ り 13～ 27ア ミ ノ 酸 上
流 に 位 置 す る チ ロ シ ン 残 基 、 あ る い は ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 高 い 確 立 で 保 存 さ れ て い る こ と を
見 出 し た 。 さ ら に 、 そ の Tyr/His残 基 か ら C末 端 方 向 の ６ ア ミ ノ 酸 に お い て 、 高 頻 度 に 出 現
す る コ ン セ ン サ ス 配 列 を 検 討 し た 結 果 、 (Tyr/His)-Xaa-(Hydrophobic/Ala)-(Gln/Arg)-Hy
drophobic-Argと い っ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 以 下 YRモ チ ー フ と 称 す る ） を 見 出 し た 。 し か し な
が ら 、 こ の YRモ チ ー フ は 必 ず し も 完 全 な コ ン セ ン サ ス 配 列 と 断 定 で き る も の で は な く 、 ま
た 、 こ の モ チ ー フ を コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 組 合 わ せ は 複 雑 性 に 富 ん で い る 。 従 っ て 、 現 実
的 な ス ク リ ー ニ ン グ の 手 段 と な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の プ ロ ー ブ や 、 あ る い は
RT-PCRを 目 的 と す る プ ラ イ マ ー と し て 、 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て を コ ー ド 可 能 な オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 合 成 、 且 つ ス ク リ ー ニ ン グ 実 験 に 供 す る こ と は 困 難 で あ る と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 そ こ で 、 上 記 ２ 種 類 の モ チ ー フ を プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る 具 体 的 な 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受
容 体 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 検 索 手 段 を 検 討 し た 結 果 、 双 方 の モ チ ー フ 配 列 を 共 に 含 む よ う
に 、 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 を 断 片 化 し た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 質 問 式 と し て 用 い る 、 コ ン
ピ ュ ー タ 上 で の デ ー タ ベ ー ス 検 索 が 妥 当 で あ る と 判 断 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 は じ め に 、 両 モ チ ー フ の 必 要 条 件 を 満 た す ア ミ ノ 酸 配 列 を 模 造 し 、 デ ー タ ベ ー ス 検 索 に
応 用 可 能 な 質 問 式 配 列 を 調 製 し た 。 同 受 容 体 群 に お い て は 、 こ の 両 モ チ ー フ 間 に 通 常 7個
～ 10数 個 程 度 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 ス ペ ー ス を 挟 ん で い る 。 そ こ で 、 先 ず こ の ス ペ ー ス 数 の 平
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均 値 を と り 10ア ミ ノ 酸 に 固 定 し た 。 こ こ で 、 標 的 遺 伝 子 と 質 問 式 配 列 の 間 で 、 こ の ス ペ ー
ス 配 列 の 長 さ が 異 な る 場 合 で も 、 さ ら に ギ ャ ッ プ ス ペ ー ス に よ っ て 補 足 さ れ る こ と で 、 検
索 上 の 支 障 と は な ら な い と 判 断 し た 。 ま た 、 可 能 な 限 り 質 問 式 配 列 の 未 決 定 ア ミ ノ 酸 数 を
減 少 さ せ 、 配 列 の 質 を 高 め る こ と で 、 検 索 感 度 の 向 上 を 試 み た 。 そ こ で 、 既 知 ヘ モ ポ エ チ
ン 受 容 体 に お い て 出 現 率 の 高 か っ た 配 列 に 基 づ き 、 表 １ の よ う に YRモ チ ー フ 配 列 、 ス ペ ー
ス 両 端 に 位 置 す る そ れ ぞ れ 2個 の ア ミ ノ 酸 、 及 び WSモ チ ー フ 中 央 と C末 端 の ア ミ ノ 酸 に つ い
て 、 各 々 暫 定 的 に 3パ タ ー ン を 模 造 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
〔 表 １ 〕
　 ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━
　 YRモ チ ー フ       ス ペ ー サ ー ア ミ ノ 酸      WSモ チ ー フ
　    YTVQVR         AR  XXXXXX  GT         WSEWSP
　    YEARVR         VQ  XXXXXX  GY         WSDWSE
　    YSLQLR         CK  XXXXXX  GI         WSPWSQ
　 ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━ ━
　 表 １ に 記 し た YRモ チ ー フ 、 ス ペ ー ス 、 及 び WSモ チ ー フ の 組 合 わ せ に よ り 、 ２ ７ 通 り の 質
問 式 配 列 を 作 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ こ で 作 成 し た 質 問 式 配 列 を 利 用 し 、 GenBankの n
rデ ー タ ベ ー ス に 対 し て TblastN(Advanced TblastN 2.0.8)プ ロ グ ラ ム を 用 い た 検 索 を 試 み
た 。 検 索 の パ ラ メ ー タ は Expect値 =100、 Descriptions値 =100、 Alignments値 =100を 用 い た
。 そ の 結 果 、 多 数 の 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 が 陽 性 を 示 し た こ と で 、 以 上 の 検 索 方 法 が 正
し く 作 用 す る こ と を 確 認 し た 。 そ こ で 次 に 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 を コ ー ド 可 能 な 配 列 を
検 出 す る 目 的 で 、 同 様 の 質 問 式 配 列 を 利 用 し ESTデ ー タ ベ ー ス 、 及 び gss、 htgsデ ー タ ベ ー
ス に 対 す る 検 索 を お こ な っ た 。 し か し な が ら 、 結 果 は 新 規 性 を 示 す 陽 性 ク ロ ー ン は 1つ も
得 ら れ な か っ た 。 こ こ で 上 記 ２ ７ 通 り の 質 問 式 で は 、 そ の 配 列 の 多 様 性 に 制 限 が あ る こ と
が 、 最 大 の 原 因 で あ る と 考 え ら れ た 。 従 っ て 、 質 問 式 配 列 作 成 の さ ら な る 多 様 化 も 検 討 し
た が 、 そ の 配 列 の 組 合 わ せ が 、 あ ま り に も 複 雑 性 に 富 ん で い た た め 、 マ ニ ュ ア ル に よ る こ
れ 以 上 の 配 列 模 造 は 断 念 し た 。 こ れ ら の 理 由 に よ り 、 上 記 検 索 に 用 い る 質 問 式 配 列 を 便 宜
的 に 作 成 す る 手 段 と し て 、 YRモ チ ー フ と WSモ チ ー フ 双 方 の 配 列 を 共 に 含 む よ う に 既 知 ヘ モ
ポ エ チ ン 受 容 体 を 断 片 化 し た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 の 作 成 を 検 討 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 こ こ で 同 受 容 体 群 の ゲ ノ ム 構 造 を フ ァ ミ リ ー 間 で 比 較 す る と 、 検 討 し た 全 て の 既 知 ヘ モ
ポ エ チ ン 受 容 体 に お い て 、 上 記 YRモ チ ー フ と WSモ チ ー フ は 同 一 の エ キ ソ ン 部 分 に コ ー ド さ
れ て い た 。 こ の こ と は 即 ち 、 両 モ チ ー フ 配 列 の 連 続 的 並 存 性 が 、 ゲ ノ ム 配 列 上 に お い て も
成 立 す る 可 能 性 の 高 い こ と を 意 味 す る 。 従 っ て 、 ESTデ ー タ ベ ー ス の み な ら ず 、 ゲ ノ ム デ
ー タ ベ ー ス に 対 す る 標 的 遺 伝 子 の 検 索 手 段 と し て 、 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 に お け る 、 こ
の 両 モ チ ー フ 配 列 を コ ー ド す る エ キ ソ ン 部 分 を 質 問 式 と し て 用 い る こ と で 有 効 に 作 用 す る
こ と が 期 待 さ れ た 。 ま た 、 本 実 験 で は 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 配 列 と し て ヒ ト gp130、 及
び ヒ ト LIF受 容 体 を 用 い た 。 そ の 理 由 は 同 受 容 体 フ ァ ミ リ ー 群 の 中 で も 、 比 較 的 こ れ ら 受
容 体 は 構 造 的 に 相 同 性 を 有 し て お り 、 こ の 両 者 に 保 存 さ れ た 相 同 性 が 、 新 規 標 的 受 容 体 遺
伝 子 で も 保 存 さ れ て い る こ と を 期 待 し た も の で あ る 。 な お 、 ヒ ト gp130、 及 び ヒ ト LIF受 容
体 配 列 は 既 に 公 知 の 配 列 で あ る が 、 本 発 明 者 ら は 敢 え て 、 以 前 よ り 行 な っ て い た WSモ チ ー
フ を プ ロ ー ブ に 用 い た プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び RT-PCRに よ っ て 、 独 自 に 単
離 し た cDNAク ロ ー ン が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 利 用 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ こ で 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 の ゲ ノ ム 構 造 上 、 こ れ ら YRモ チ ー フ 、 及 び WSモ チ ー フ を
コ ー ド す る エ キ ソ ン が 、 お よ そ 50か ら 70ア ミ ノ 酸 程 度 で あ る こ と か ら 、 ヒ ト gp130、 及 び
ヒ ト LIF受 容 体 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 便 宜 的 に YRモ チ ー フ の １ 番 目 の コ ド ン で あ る Tyr残 基
を 基 準 と し て 、 N末 端 側 に 29ア ミ ノ 酸 、 C末 端 側 に 30ア ミ ノ 酸 の 合 計 60ア ミ ノ 酸 を 切 り 取 り
質 問 式 配 列 と し た 。 尚 、 WSモ チ ー フ を ２ 箇 所 繰 り 返 し て 保 有 し て い る LIF受 容 体 に つ い て
は 、 YRモ チ ー フ の 保 存 性 を 考 慮 し 、 ２ 箇 所 目 （ C末 端 側 ） の 配 列 を 用 い た 。 以 上 の 配 列 を
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質 問 式 と し 、 TblastN (Advanced TblastN 2.0.8)プ ロ グ ラ ム を 用 い た 検 索 を 、 GenBankの g
ss (Genomic Survey Sequence)、 及 び htgsデ ー タ ベ ー ス に 対 し て お こ な っ た 。 検 索 の パ ラ
メ ー タ は 「 Expect値 =50、 Descriptions値 =100、 Alignments値 =100」 を 用 い た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 選 択 し た ６ ０ ア ミ ノ 酸 は 、 厳 密 に は 実 際 の エ キ ソ ン 配 列 の 長 さ と 若 干 異 な る 。 し か し な
が ら 、 こ の エ ク ソ ン の 長 さ は 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 遺 伝 子 毎 に お い て も 若 干 異 な る こ と
と 、 上 記 の YRモ チ ー フ 、 及 び WSモ チ ー フ の 保 存 度 を 指 標 と し て 重 視 す る こ と に よ っ て 、 検
索 を 行 う 上 で の 支 障 と は な ら な い と 判 断 し た 。 ま た 、 検 索 対 象 と し て GenBankの gss、 及 び
htgsデ ー タ ベ ー ス を 選 択 し た 理 由 は 、 こ れ ら の ゲ ノ ム 配 列 は そ の 複 雑 性 か ら 完 全 に 解 析 が
な さ れ て い な い の が 現 状 で あ る た め 、 未 知 の 受 容 体 遺 伝 子 の 発 掘 を 目 的 と す る 材 料 と し て
、 適 宜 で あ る と 判 断 し た こ と に よ る 。 本 実 験 で の 検 索 パ ラ メ ー タ で 「 Expect値 =50、 Descr
iptions値 =100、 Alignments値 =100」 と し た 理 由 は 、 前 記 ２ ７ 通 り の 模 造 配 列 を 質 問 式 と
し た 場 合 よ り も 質 問 式 配 列 が 長 鎖 で あ る た め 、 検 索 感 度 を 下 げ て 疑 陽 性 ク ロ ー ン の 増 加 誘
因 を 回 避 し た こ と に よ る 。 こ の こ と が 、 標 的 と し た モ チ ー フ 配 列 以 外 の 部 分 で の 、 相 同 性
を 示 す よ う な 疑 陽 性 ク ロ ー ン の 検 出 抑 制 に 作 用 し 、 標 的 遺 伝 子 の 検 出 を 可 能 に す る と 考 え
ら れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 検 索 の 結 果 、 多 数 の 疑 陽 性 ク ロ ー ン が ヒ ッ ト し た が 、 こ こ で 上 記 YRモ チ ー フ と WSモ チ ー
フ が 同 一 の 読 み 枠 に コ ー ド さ れ て い な い も の 、 あ る い は 双 方 の モ チ ー フ 配 列 間 に 終 止 コ ド
ン の あ る も の は 排 除 し た 。 ま た 、 YRモ チ ー フ を 保 有 し て い て も 、 WSモ チ ー フ を 保 存 し て い
な い ク ロ ー ン も 検 索 対 象 か ら 除 外 し た 。 そ れ は 、 前 述 の よ う に YRモ チ ー フ は 完 全 に 確 立 で
き た コ ン セ ン サ ス 配 列 で は な い た め 、 WSモ チ ー フ の 保 存 度 の 優 位 性 を 重 要 視 し た も の で あ
る 。 以 上 の 選 別 に よ り 唯 一 、 １ ク ロ ー ン の 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 遺 伝 子 の 一 部 を コ ー ド
し 得 る と 推 測 さ れ る ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 (Gen Bank Accession#AQ022781)を 同 定 し 、 こ の 遺 伝
子 を NR10と 命 名 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 AQ022781は gssデ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る 459 bpの BACク ロ ー ン 末 端 配 列 で あ り 、 ヒ
ト gp130、 LIF受 容 体 、 何 れ の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 質 問 式 と し た 場 合 に お い て も 陽 性 を 示 し
た 唯 一 の ク ロ ー ン で あ っ た 。 そ の 得 ら れ た 塩 基 配 列 は 途 中 ２ 箇 所 に nを 含 む こ と と 、 Genom
ic Survey Sequenceそ の も の の 登 録 特 質 上 、 信 頼 度 の 高 い 配 列 で は な い 危 険 性 は 充 分 に 推
測 さ れ た 。 し か し な が ら 、 図 １ に 示 す よ う に 175番 目 ～ 218番 目 の c/t高 含 有 配 列 に 続 く ag
配 列 よ り 、 ス プ ラ イ ス コ ン セ ン サ ス が 認 め ら れ 、 そ の 後 に 続 く atgか ら の 配 列 が エ キ ソ ン
部 位 で あ る こ と が 予 測 可 能 で あ っ た 。 次 に 、 こ の 予 測 し た エ キ ソ ン 配 列 を 質 問 式 と し て 、
GenBankの nrデ ー タ ベ ー ス に 対 す る BlastX(Advanced BlastX 2.0.8)検 索 を お こ な っ た 結 果
、 図 ２ に 示 す よ う に 複 数 の 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 遺 伝 子 と の 相 同 性 を 検 出 し た 。 AQ0227
81は YRモ チ ー フ と し て [YVIALR]配 列 を 有 し 、 WSモ チ ー フ と し て [WSDWS]配 列 を 完 全 に 保 存
し て い た こ と や 、 複 数 の 既 知 同 受 容 体 と の 相 同 性 を 示 し た こ と 、 さ ら に WSモ チ ー フ 内 の Se
r残 基 を コ ー ド す る 塩 基 コ ド ン が 、 ２ 箇 所 と も AG(C/T)で あ っ た こ と な ど か ら 、 新 規 ヘ モ ポ
エ チ ン 受 容 体 遺 伝 子 を コ ー ド し 得 る と 予 測 し た 。 既 知 同 受 容 体 群 の WSモ チ ー フ 内 に お け る
Ser残 基 の 塩 基 コ ド ン は 、 EPO受 容 体 、 TPO受 容 体 、 マ ウ ス IL-6受 容 体 に お い て の み 、 ２ 番
目 の Ser残 基 が TCNの コ ド ン に よ っ て コ ー ド さ れ て い る が 、 そ れ 以 外 の 殆 ど の 場 合 AG(C/T)
で あ る 。 実 際 、 偶 然 に WSモ チ ー フ 様 配 列 を 有 し て い た 疑 陽 性 ク ロ ー ン の 場 合 、 TCNコ ド ン
の Ser残 基 で あ る こ と が 多 く 、 AG(C/T)コ ド ン の Ser残 基 は 陽 性 ク ロ ー ン 選 別 に お け る １ つ
の 指 標 と も な っ た 。 そ こ で 、 AQ022781内 の 予 測 し た エ キ ソ ン 配 列 上 に 、 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 こ れ ら プ ラ イ マ ー を 後 述 の 5'-RASE法 、 及 び 3'-RACE法 に
提 供 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 （ ２ ） 　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 設 計
　 （ １ ） に 示 し た よ う に 、 AQ022781配 列 内 に エ キ ソ ン 部 位 を 予 測 し 、 そ の 予 測 し た 配 列 を
も と に 、 下 記 配 列 に 示 す NR10特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン し た 。 プ

10

20

30

40

50

(26) JP 2007-111051 A 2007.5.10



ラ イ マ ー は 、 セ ン ス 側 （ 下 流 方 向 ） に NR10-S1、 NR10-S2、 及 び NR10-S3の ３ 本 を 、 ま た ア
ン チ セ ン ス 側 （ 上 流 方 向 ） に NR10-A1、 NR10-A2、 及 び NR10-A3の ３ 本 を そ れ ぞ れ 合 成 し た
。 プ ラ イ マ ー の 合 成 に は 、 ABI社 の 394 DNA/RNA Synthesizerを 使 用 し 、 5'-末 端 ト リ チ ル
基 付 加 条 件 に て 実 施 し た 。 そ の 後 、 OPC column(ABI#400771)に て 、 完 全 長 の 合 成 産 物 を 精
製 し た 。
　  NR10-S1; 5'-ATG GAA GTC AAC TTC GCT AAG AAC CGT AAG-3'（ 配 列 番 号 ： ５ ）
　  NR10-S2; 5'-CCA AAC GTA CAA CCT CAC GGG GCT GCA ACC-3'（ 配 列 番 号 ： ６ ）
　  NR10-S3; 5'-GTC ATA GCT CTG CGA TGT GCG GTC AAG GAG-3'（ 配 列 番 号 ： ７ ）
　  NR10-A1; 5'-agt agc ttg cgT TCT TCC TCA GCT ATT CCC-3'（ 配 列 番 号 ： ８ ）
　  NR10-A2; 5'-CTT TGA CTC CTT GAC CGC ACA TCG CAG AGC-3'（ 配 列 番 号 ： ９ ）
　  NR10-A3; 5'-GGT TGC AGC CCC GTG AGG TTG TAC GTT TGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ０ ）
　 こ れ ら プ ラ イ マ ー 配 列 を 設 計 す る に あ た っ て 、 図 １ に 示 し た AQ022781配 列 の 376番 目 の
塩 基 nに つ い て は 仮 に cと 想 定 し 、 そ の 部 位 に 対 応 す る NR10-A1プ ラ イ マ ー 配 列 の １ １ 番 目
の 塩 基 を gに 置 換 し た 。 ま た 、 AQ022781配 列 内 に お け る ス プ ラ イ シ ン グ コ ン セ ン サ ス 配 列
の 検 討 よ り 予 測 可 能 で あ っ た 、 最 小 エ キ ソ ン 部 位 は 211番 目 の 塩 基 aか ら 399番 目 の 塩 基 cま
で で あ り 、 次 の gt配 列 か ら イ ン ト ロ ン で あ る と 推 測 さ れ た 。 と こ ろ が 、 後 述 の 3'-RACE産
物 の 解 析 結 果 よ り 、 376番 目 の 塩 基 n、 或 い は 377番 目 の 塩 基 gか ら イ ン ト ロ ン に 突 入 す る こ
と が 判 明 し た 。 従 っ て 、 結 果 的 に 上 記 NR10-A1プ ラ イ マ ー 配 列 中 、 小 文 字 で 記 し た 部 分 の m
RNA転 写 は 起 こ ら な い た め 、 こ の 11塩 基 は PCR反 応 の 際 に 正 し く 結 合 で き な い 。 し か し 、 残
る 19塩 基 の 3'-末 端 配 列 が 特 異 的 に 結 合 可 能 で あ っ た た め 、 PCR反 応 が 正 し く 作 用 し た も の
と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 （ ３ ） 　 3'-RACE法 に よ る C末 端  cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 NR10の 全 長 cDNAを 単 離 す る た め に 、 （ ２ ） に 記 載 の NR10-S1プ ラ イ マ ー を 一 次 PCRに 用 い
、 ま た 、 NR10-S2プ ラ イ マ ー を 二 次 PCRに 用 い て 3'-RACE PCRを 試 み た 。 鋳 型 と し て Human F
etal Liver Marathon-Ready cDNA Library(Clontech#7403-1)を 用 い 、 PCR実 験 に は Advant
age cDNA Polymerase Mix(Clontech#8417-1)を 使 用 し た 。 Perkin Elmer Gene Amp PCR Sy
stem 2400サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 使 用 し 、 下 記 の PCR条 件 で 実 施 し た 結 果 、 選 択 的 ス プ ラ イ
シ ン グ に よ る ２ 種 類 の サ イ ズ を 示 す PCR産 物 が 得 ら れ た 。
　 一 次 PCRの 条 件 は 、 94℃ で 4分 、 「 94℃ で 20秒 、 72℃ で 100秒 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20
秒 、 70℃ で 100秒 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20秒 、 68℃ で 100秒 」 を 28サ イ ク ル 、 72℃ で 3分
、 お よ び 4℃ に て 終 結 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 二 次 PCRの 条 件 は 、 94℃ で 4分 、 「 94℃ で 20秒 、 70℃ で 100秒 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20
秒 、 68℃ で 100秒 」 を 25サ イ ク ル 、 72℃ で 3分 、 お よ び 4℃ に て 終 結 で あ る 。
　 得 ら れ た ２ 種 類 の PCR産 物 は 双 方 と も 、 pGEM-T Easy vector(Promega #A1360)に サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 PCR産 物 の pGEM-T Easy vectorへ の 組 換 え は 、 T4 DN
A Ligase(Promega#A1360)に よ っ て 、 4℃ /12時 間 の 反 応 を お こ な っ た 。 PCR 産 物 と pGEM-T 
Easy vectorの 遺 伝 子 組 換 え 体 は 、 大 腸 菌 株 DH5α (Toyobo#DNA-903)を 形 質 転 換 す る こ と に
よ っ て 得 ら れ た 。 ま た 、 遺 伝 子 組 換 え 体 の 選 別 に は 、 Insert Check Ready Blue(Toyobo#P
IK-201)を 用 い た 。 さ ら に 、 塩 基 配 列 の 決 定 に は 、 BigDye Terminator Cycle Sequencing 
SF Ready Reaction Kit(ABI/Perkin Elmer#4303150)を 使 用 し 、 ABI PRISM 377 DNA Seque
ncerに よ っ て 解 析 を お こ な っ た 。 独 立 す る ６ ク ロ ー ン の 遺 伝 子 組 換 え 体 に 対 し 、 全 イ ン サ
ー ト 断 片 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果 、 塩 基 対 の 長 さ 、 及 び 配 列 の 相 違 に よ り 、 そ れ ぞ れ ３
ク ロ ー ン ず つ の 二 種 類 の グ ル ー プ に 区 別 す る こ と が で き た 。 こ れ は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン
グ に 起 因 す る 産 物 の 相 違 で あ り 、 こ の 得 ら れ た 配 列 が 、 双 方 共 に NR10の 部 分 塩 基 配 列 で あ
る 事 を 認 め た 。 こ こ で 、 膜 貫 通 領 域 を 含 む 長 い ORFを コ ー ド し 得 る cDNAク ロ ー ン を NR10.1
と 命 名 し 、 膜 貫 通 領 域 を 保 有 し な い 短 い ORFを コ ー ド す る cDNAク ロ ー ン を NR10.2と 命 名 す
る こ と で 区 別 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
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　 （ ４ ） 　 5'-RACE法 に よ る N末 端  cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 NR10の 全 長 cDNAを 単 離 す る た め に 、 実 施 例 ２ の NR10-A1プ ラ イ マ ー を 一 次 PCRに 用 い 、 ま
た 、 NR10-A2プ ラ イ マ ー を 二 次 PCRに 用 い て 5'-RACE PCRを 試 み た 。 3'-RACE法 同 様 に 鋳 型 と
し て Human Fetal Liver Marathon-Ready cDNA Libraryを 用 い 、 PCR実 験 に は Advantage cD
NA Polymerase Mixを 使 用 し た 。 Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400サ ー マ ル サ イ ク
ラ ー を 使 用 し 、 （ ３ ） と 同 様 の PCR条 件 で 実 施 し た 結 果 、 ３ 種 類 の サ イ ズ の 異 な る PCR産 物
が 得 ら れ た 。 得 ら れ た ３ 種 類 の PCR産 物 は 全 て 、 前 述 同 様 、 pGEM-T Easy vectorに サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 PCR産 物 の pGEM-T Easy vectorへ の 組 換 え は 、 T4 DN
A Ligaseに よ っ て 、 4℃ /12時 間 の 反 応 を お こ な っ た 。 PCR産 物 と pGEM-T Easy vectorの 遺
伝 子 組 換 え 体 は 、 大 腸 菌 株 DH5α を 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 ま た 、 遺 伝 子 組
換 え 体 の 選 別 も 前 述 と 同 様 に 、 Insert Check Ready Blueを 用 い た 。 塩 基 配 列 の 決 定 に お
い て も 、 BigDye Terminator Cycle Sequencing SF Ready Reaction Kitを 使 用 し 、 ABI PR
ISM 377 DNA Sequencerに よ っ て 解 析 を 実 施 し た 。 そ の 結 果 、 得 ら れ た サ イ ズ の 異 な る ３
種 類 の 5'-RACE産 物 は 全 て 、 同 一 の mRNA転 写 産 物 に 由 来 す る こ と が 判 明 し た 。 こ こ で 、 ３
種 類 の 産 物 が 異 な る サ イ ズ を 示 し た 理 由 は 、 5'-RACEの 伸 長 反 応 が 不 完 全 で あ っ た こ と に
起 因 す る た め で あ り 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 に 由 来 し た 産 物 で あ る 可 能 性 は 否 定 さ れ た 。 し か
し 、 こ れ ら ３ 種 類 の 5'-RACE産 物 の う ち 、 最 も 長 い 伸 長 産 物 を 示 し た cDNAク ロ ー ン で あ っ
て も 、 完 全 長 の 5'-末 端 に は 伸 長 が 及 ん で い な か っ た 。 ま た 、 （ ２ ） の NR10-A2プ ラ イ マ ー
を 一 次 PCRに 用 い 、 NR10-A3 プ ラ イ マ ー を 二 次 PCRに 用 い た 5'-RACE PCRを 試 み た 場 合 で も
同 様 の 結 果 し か 得 ら れ な か っ た 。 そ こ で 、 さ ら な る 5'-RACE伸 長 反 応 を お こ な う た め に 、
得 ら れ た 塩 基 配 列 の N末 端 近 傍 に 、 新 た な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 プ
ラ イ マ ー の 合 成 は 、 実 施 例 ２ に 従 い 、 ア ン チ セ ン ス 側 （ 上 流 方 向 ） に 下 記 配 列 の NR10-A4
、 及 び NR10-A5オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 準 備 し た 。
　 NR10-A4; 5'-ATC AGA TGA AAC AGG CGC CAA CTC AGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ １ ）
　 NR10-A5; 5'-TGG TTT CAC ACG GAA AAT CTT AGG TGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ２ ）
【 ０ １ ３ ８ 】
　 上 記 同 様 に Human Fetal Liver Marathon-Ready cDNA Libraryを 鋳 型 と し て 、 NR10-A4プ
ラ イ マ ー を 一 次 PCRに 用 い 、 NR10-A5プ ラ イ マ ー を 二 次 PCRに 用 い た 5'-RACE PCRを 実 施 し た
。 PCR条 件 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 方 法 、 及 び 塩 基 配 列 の 決 定 方 法 は （ ３ ） に 従 っ た 。 し か し
な が ら 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果 、 上 記 の NR10-A1プ ラ イ マ ー 、 NR10-A2プ ラ イ マ ー 、 及 び
NR10-A3プ ラ イ マ ー を 用 い て お こ な っ た 5'-RACE PCRと 全 く 同 じ 配 列 で 伸 長 反 応 が 終 結 し て
い る 、 不 完 全 伸 長 産 物 し か 得 ら れ な か っ た 。 こ の 原 因 と し て 、 NR10 mRNAが こ の 部 分 で 立
体 高 次 構 造 を と る た め に 、 一 次 鎖 cDNA合 成 を 阻 害 し て い る 可 能 性 や 、 或 い は こ れ よ り 上 流
領 域 の 塩 基 配 列 に お け る g/c含 有 率 が 高 い た め に PCR反 応 を 阻 害 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ
た 。 何 れ に せ よ 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 調 製 時 に お け る 、 ラ イ ブ ラ リ ー そ れ 自 体 の 品 質 に 問 題
が あ る 場 合 も 充 分 考 え ら れ る た め 、 次 項 に 記 す よ う に 鋳 型 を Human Placenta Marathon-Re
ady cDNA Library(Clontech#7411-1)に 変 更 し て 用 い る こ と と し た 。 こ こ で ヒ ト Placenta
由 来 の 材 料 を 選 択 し た 理 由 は 後 述 の 、 RT-PCR法 に よ る NR10遺 伝 子 の 臓 器 発 現 分 布 解 析 の 結
果 を 参 考 に し た も の で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 （ ５ ） 　 5'-RACE法 の 継 続 的 伸 長 に よ る N末 端  cDNAの ク ロ ー ニ ン グ
　 完 全 長 NR10に 相 当 す る cDNAク ロ ー ン の N末 端 配 列 を 単 離 す る た め に 、 （ ４ ） の NR10-A4プ
ラ イ マ ー を 一 次 PCRに 用 い 、 ま た 、 NR10-A5プ ラ イ マ ー を 二 次 PCRに 用 い て 5'-RACE PCRを 試
み た 。 前 項 の 理 由 に よ り 、 鋳 型 と し て Human Placenta Marathon-Ready cDNA Libraryを 用
い た 。 PCR実 験 に は Advantage cDNA Polymerase Mixを 使 用 し た 。 Perkin Elmer Gene Amp 
PCR System 2400サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 使 用 し 、 下 記 の PCR条 件 で 5'-RACE PCR反 応 を 実 施
し た 結 果 、 単 一 な サ イ ズ の PCR産 物 が 得 ら れ た 。
　 一 次 PCRの 条 件 は 、 94℃ で 4分 、 「 94℃ で 20秒 、 72℃ で 2分 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20秒
、 70℃ で 2分 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20秒 、 68℃ で 90秒 」 を 28サ イ ク ル 、 72℃ で 3分 、 お
よ び 4℃ に て 終 結 で あ る 。
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　 二 次 PCRの 条 件 は 、 94℃ で 4分 、 「 94℃ で 20秒 、 70℃ で 90秒 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20
秒 、 68℃ で 90秒 」 を 25サ イ ク ル 、 72℃ で 3分 、 お よ び 4℃ で 終 結 で あ る 。
　 得 ら れ た PCR産 物 は 実 施 例 ３ に 従 い 、 pGEM-T Easy vectorに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 塩 基
配 列 を 決 定 し た 。 独 立 す る ４ ク ロ ー ン の 遺 伝 子 組 換 え 体 に 対 し 、 全 イ ン サ ー ト 断 片 の 塩 基
配 列 の 決 定 を お こ な っ た 結 果 、 完 全 長 NR10 cDNAク ロ ー ン の N末 端 配 列 を 含 ん で い る こ と を
認 め た 。 こ の 5'RACE-PCRの 結 果 、 決 定 で き た 塩 基 配 列 と 、 （ ３ ） に お い て 決 定 し た 3'RACE
-PCR産 物 の 塩 基 配 列 と を 総 合 す る こ と に よ っ て 、 最 終 的 に 完 全 長 NR10.1、 及 び 完 全 長 NR10
.2 cDNAの 全 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 決 定 し た NR10.1 cDNAの 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） 、 及
び そ れ が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） を 図 ３ ～ ５ に 示 す 。 ま た 、 決 定 し た NR
10.2 cDNAの 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） と 、 そ れ が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ：
４ ） を 図 ６ ～ ７ に 示 す 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 NR10 cDNA全 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果 、 図 １ で 示 し た AQ022781内 の 281番 目 の 塩 基 nに つ
い て は 、 正 し く は tで あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 し か し 、 376番 目 の 塩 基 nに つ い て は 、
丁 度 こ の 配 列 付 近 か ら イ ン ト ロ ン に 突 入 す る た め 、 配 列 の 決 定 に は 至 ら な か っ た 。 と こ ろ
が 、 こ の 376番 目 の 塩 基 nを 何 れ の 塩 基 に 置 換 し て も 、 こ の 位 置 に ス プ ラ イ シ ン グ コ ン セ ン
サ ス 配 列 (ag/gtaag等 )を 認 め る こ と が で き な い 。 こ れ は 、 gssデ ー タ ベ ー ス の 情 報 性 質 上
、 問 題 と し た AQ022781配 列 の 376番 目 の 塩 基 n周 辺 配 列 [an/gcaag]が 、 実 際 に は [ag/gtaag]
で あ る と 推 測 さ れ る 。 NR10.1、 及 び NR10.2の 全 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果 、 両 者 は こ の 問 題
と な っ た 不 明 瞭 な ス プ ラ イ シ ン グ サ イ ト か ら 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 、 そ れ ぞ れ
全 く 独 立 し た エ キ ソ ン に 接 続 し 、 以 降 の C末 端 は 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い た 。
一 次 構 造 上 NR10.1は 652ア ミ ノ 酸 か ら な る 細 胞 膜 貫 通 型 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 蛋 白 を コ ー ド
す る こ と が 可 能 で あ り 、 ま た 、 NR10.2に お い て は 252ア ミ ノ 酸 か ら な る 可 溶 性 分 泌 型 受 容
体 様 蛋 白 を コ ー ド 可 能 で あ っ た 。 そ れ ら NR10の 特 徴 と し て 以 下 の 構 造 が 認 め ら れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 先 ず NR10.1、 及 び NR10.2の 共 通 し た 細 胞 外 領 域 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 １ 位 の Metか ら 3
2位 の Alaま で が 典 型 的 な 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 で あ る と 予 測 さ れ る 。 こ こ で 、 １ 位 の Metよ り
マ イ ナ ス 2位 の 位 置 に 、 イ ン フ レ ー ム の 終 止 コ ド ン が 存 在 す る た め 、 こ の Met残 基 が 翻 訳 開
始 部 位 で あ る と 推 定 さ れ る 。 次 に 43位 の Cysか ら 53位 の Cys、 及 び 55位 の Trp残 基 ま で が 、
典 型 的 な リ ガ ン ド 結 合 部 位 配 列 で あ り 、 さ ら に 81位 と 94位 の Cys残 基 は 他 の ヘ モ ポ エ チ ン
受 容 体 メ ン バ ー に も よ く 保 存 さ れ た Cys残 基 の 繰 り 返 し 構 造 を 示 す 。 続 い て 137位 と 138位
に 連 続 す る Pro残 基 と 、 157位 の Trp残 基 ま で に よ っ て 、 Pro-rich領 域 （ PP-Wモ チ ー フ )が 保
存 さ れ て お り 、 210位 の Tyrか ら 215位 の Arg残 基 ま で が 前 記 YRモ チ ー フ に 相 当 す る 。 さ ら に
、 224位 の Trpか ら 228位 の Ser残 基 ま で に 典 型 的 な WSXWS-box（ WSモ チ ー フ )が 認 め ら れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ こ で 、 NR10.2に お い て は WSXWS配 列 の 後 、 24ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し 、 次 の 終 止 コ ド ン に
よ っ て 翻 訳 フ レ ー ム が 終 結 す る 。 こ れ に よ っ て 、 細 胞 膜 貫 通 ド メ イ ン を 保 持 し な い 、 可 溶
性 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 様 蛋 白 を コ ー ド し て い る 。 一 方 NR10.1に お い て は 、 上 記 の 各 保 存 モ
チ ー フ に 続 き 、 533位 の Ileか ら 556位 の Leu残 基 ま で の 24ア ミ ノ 酸 に 典 型 的 な 細 胞 膜 貫 通 ド
メ イ ン を 保 有 し て い る 。 さ ら に 、 そ の 直 後 の 細 胞 内 領 域 に お け る 、 571位 、 及 び 573位 の Pr
o残 基 は 、 他 の ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 メ ン バ ー に も よ く 保 存 さ れ た Box-1コ ン セ ン サ ス 配 列 （
PXPモ チ ー フ ） で あ り 、 こ こ が シ グ ナ ル 伝 達 に 深 く 関 与 す る と 考 え ら れ る 。 以 上 の よ う な
構 造 的 特 徴 を 保 有 し て い る こ と か ら 、 NR10遺 伝 子 は 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 蛋 白 を コ ー ド
し て い る も の と 断 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 〔 実 施 例 ２ 〕 　 RT-PCR法 に よ る NR10遺 伝 子 発 現 組 織 の 検 索 と 発 現 様 態 の 解 析
　 各 ヒ ト 臓 器 に お け る NR10.1、 及 び NR10.2遺 伝 子 の 発 現 分 布 、 及 び 、 遺 伝 子 発 現 様 態 を 解
析 す る た め に 、 RT-PCR法 に よ る mRNAの 検 出 を 行 っ た 。 RT-PCR解 析 に 用 い る た め の プ ラ イ マ
ー と し て 、 下 記 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 新 た に 合 成 し た 。 セ ン ス 側 （ 下 流
方 向 ） プ ラ イ マ ー と し て NR10-S0プ ラ イ マ ー を 用 い 、 ア ン チ セ ン ス 側 （ 上 流 方 向 ） プ ラ イ
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マ ー と し て NR10.1-A0、 及 び NR10.2-A0プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 プ ラ イ マ ー の 合 成 、 及 び 精 製
は 実 施 例 ２ に 従 っ た 。 下 記 プ ラ イ マ ー の う ち NR10-S0は 、 NR10.1と NR10.2の 共 通 配 列 上 に
設 計 し 、 ま た 、 NR10.1-A0は NR10.1特 異 的 配 列 上 に 、 一 方 NR10.2-A0は NR10.2特 異 的 配 列 を
も と に 設 計 し て い る 。
　 hNR10-S0; 5'-GCA TTC AGG ACA GTC AAC AGT ACC AGC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ３ ）
　 hNR10.1-A0; 5'-AGC TGG AAT CCT CAG GGT GGC CAC TGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ４ ）
　 hNR10.2-A0; 5'-GCC CAT CAC CAG AGT AGA CAG GAC GGG-3'（ 配 列 番 号 ： １ ５ ）
【 ０ １ ４ ４ 】
　 鋳 型 と し て 、 Human Multiple Tissuue cDNA (MTC) Panel I(Clontech #K1420-1)、 Huma
n MTC Panel II(Clontech#K1421-1)、 Human Immune System MTC Panel(Clontech#K1426-1
)、 及 び Human Fetal MTC Panel(Clontech#K1425-1)を 用 い た 。 PCRに は Advantage cDNA Po
lymerase Mix(Clontech#8417-1)を 用 い 、 Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400サ ー マ
ル サ イ ク ラ ー を 使 用 し た 。 NR10.1の 検 出 の た め に [NR10-S0 対 NR10.1-A0]を 、 ま た NR10.2
の 検 出 の た め に [NR10-S0 対 NR10.2-A0]プ ラ イ マ ー セ ッ ト を そ れ ぞ れ 用 い た 。 PCR反 応 は 、
94℃ で 4分 、 「 94℃ で 20秒 、 72℃ で 1分 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20秒 、 70℃ で 1分 」 を 5サ
イ ク ル 、 「 94℃ で 20秒 、 68℃ で 1分 」 を 25サ イ ク ル 、 72℃ で 3分 、 お よ び 4℃ に て 終 結 、 の
サ イ ク ル 条 件 に て 実 施 す る こ と で 、 標 的 遺 伝 子 の 増 幅 を 試 み た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ の 結 果 NR10.2に つ い て は 図 ９ に 示 す 通 り 、 解 析 を お こ な っ た 全 て の ヒ ト 臓 器 、 及 び 組
織 由 来 の mRNAに お い て 殆 ど 一 定 量 の 構 成 的 な 遺 伝 子 発 現 が 検 出 さ れ た 。 こ れ に 対 し 図 ８ に
示 す よ う に NR10.1の 場 合 、 遺 伝 子 発 現 が 検 出 さ れ た 臓 器 、 及 び 組 織 は 制 限 さ れ て お り 、 そ
の 発 現 量 に は 大 き な 偏 差 が 認 め ら れ た 。 ま た 解 析 に 使 用 し た 全 て の 鋳 型 に 対 し て 、 ヒ ト G3
PDHプ ラ イ マ ー を 用 い 上 記 PCR条 件 に て ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 G3PDHの 発 現 を 検 出 す る こ
と で 、 予 め 鋳 型 mRNAの コ ピ ー 数 が サ ン プ ル 間 で 標 準 化 （ Normalize） さ れ て い る こ と を 確
認 し て い る 。 以 下 、 NR10.1の 遺 伝 子 発 現 が 検 出 さ れ た 臓 器 を 列 挙 す る と 、 ヒ ト 成 体 で は 、
心 臓 、 胎 盤 、 精 巣 、 胸 腺 、 末 梢 白 血 球 に お い て 強 い 発 現 を 示 し 、 さ ら に 脾 臓 、 骨 髄 、 前 立
腺 、 卵 巣 、 膵 臓 、 肺 に お い て 弱 い 発 現 が 検 出 さ れ た 。 ま た 、 ヒ ト 胎 児 に お い て は 、 骨 格 筋
、 胸 腺 、 心 臓 、 腎 臓 で 強 い 発 現 が 認 め ら れ 、 さ ら に 肺 、 肝 臓 、 脾 臓 で 弱 い 発 現 が 検 出 さ れ
た 。 そ の 一 方 、 ヒ ト 成 体 に お い て 、 脳 、 骨 格 筋 、 腎 臓 、 小 腸 、 直 腸 で は 全 く 発 現 が 認 め ら
ず 、 ま た 、 ヒ ト 胎 児 脳 に お い て も 、 全 く 発 現 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 こ こ で 、 検 出 さ れ た RT-PCR増 幅 産 物 の サ イ ズ は 、 NR10.1の 場 合 480 bp、 ま た NR10.2に お
い て は 243 bpで あ り 、 こ れ は 決 定 し た そ れ ぞ れ の 塩 基 配 列 か ら 計 算 さ れ る サ イ ズ と 一 致 す
る 。 従 っ て 、 こ れ ら は 、 そ れ ぞ れ 特 異 的 な PCR増 幅 反 応 に よ る 産 物 で あ る と 考 え ら れ た 。
こ の こ と を 更 に 次 項 の サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ っ て 確 認 す る こ と で 、 そ れ ら が 非 特 異
的 な PCR増 幅 に よ る 産 物 で あ る 可 能 性 を 否 定 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 NR10.1の 遺 伝 子 発 現 分 布 を 総 合 す る と 、 主 に 免 疫 担 当 細 胞 、 及 び 造 血 細 胞 を 含 む と 考 え
ら れ る 臓 器 に 強 く 検 出 さ れ た こ と よ り 、 NR10が 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 と し て 機 能 し 得 る
可 能 性 が 、 さ ら に 強 く 示 唆 さ れ た 。 ま た 生 殖 器 系 細 胞 、 或 い は 内 分 泌 系 細 胞 や 心 臓 に お い
て も 発 現 分 布 が 認 め ら れ た こ と は 、 NR10が 免 疫 系 及 び 造 血 系 の み な ら ず 、 多 岐 に わ た る 生
体 内 の 生 理 機 能 を 調 節 し 得 る 可 能 性 を も 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 NR10.2の 遺 伝 子 発 現 が 全 て の 臓 器 で 検 出 さ れ た こ と は 、 解 析 対 象 と し た 臓 器 を 構 成 す る
全 て の 細 胞 に お い て 、 活 性 を 有 す る 分 泌 型 蛋 白 が 産 生 さ れ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 た だ
、 あ る 組 織 間 や 特 定 の 細 胞 群 に お い て 、 そ の 機 能 特 異 性 を 決 定 す る た め の 転 写 調 節 、 及 び
選 択 的 な ス プ ラ イ シ ン グ 調 節 が お 行 な わ れ る こ と に よ っ て 、 NR10の 遺 伝 子 発 現 が 厳 密 な 転
写 制 御 を 受 け て い る 可 能 性 が 非 常 に 高 い 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 〔 実 施 例 ３ 〕 　 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る RT-PCR産 物 の 特 異 性 の 確 認
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　 実 施 例 ２ に お け る RT-PCRに よ っ て 増 幅 さ れ た 標 的 遺 伝 子 産 物 は 、 NR10.1及 び NR10.2そ れ
ぞ れ に 特 異 的 な cDNA断 片 を プ ロ ー ブ と し て 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 実 施 す る こ と
で 、 そ れ が 特 異 的 な 増 幅 で あ る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 そ れ と 同 時 に 、 RT-PCR産 物 を 定 量
的 に 検 出 す る こ と で 、 ヒ ト 各 臓 器 間 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 比 較 測 定 的 評 価 を 試 み た 。 前 項
の RT-PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 後 、 Hybond N(+) (Amersham,cat#RPN303B)付 電 荷
ナ イ ロ ン 膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 供 し た 。 NR10.1及 び NR10.2そ
れ ぞ れ に 特 異 的 な プ ロ ー ブ と し て 、 実 施 例 ３ に て 得 ら れ た 、 そ れ ぞ れ の cDNA断 片 を 用 い た
。 プ ロ ー ブ の 調 製 は 、 Mega Prime Kit(Amersham, cat#RPN1607)を 使 用 し [α -32P]dCTP(Am
ersham,cat#AA0005)に よ っ て ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 標 識 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に は
Express Hyb-ridization Solution (Clontech#8015-2)を 用 い 、 68℃ /30分 の プ レ ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 熱 変 性 さ せ た 標 識 プ ロ ー ブ を 加 え 、 68℃ /120分 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 実 施 し た 。 (1) 1x SSC / 0.1% SDS, 室 温 で 5分 、 (2) 1x SSC / 0.1% SDS,50℃ で
30分 、 (3) 0.1x SSC / 0.1% SDS,50℃ で 30分 の 条 件 に て 洗 浄 を お こ な っ た 後 、 Imaging Pl
ate(FUJI#BAS-III)に 露 光 さ せ 、 Image Analyzer(FUJIX, BAS-2000 II)に よ っ て 、 NR10特
異 的 な シ グ ナ ル を 検 出 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 NR10.1の 検 出 結 果 を 図 １ ０ に 、 ま た NR10.2の 検 出 結 果 を 図 １ １ に 示 す 通 り 、 前 項 の RT-P
CRに よ っ て 増 幅 さ れ た PCR産 物 は 、 全 て NR10.1及 び NR10.2そ れ ぞ れ に 特 異 的 な 増 幅 産 物 で
あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 各 臓 器 に お け る 発 現 量 の 比 較 定 量 に つ い て も 、 前 項 の 評 価 を
支 持 す る も の で あ っ た 。 一 方 、 RT-PCR法 と サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 を 組 合 わ せ た 、 こ こ で
の 標 的 遺 伝 子 発 現 の 検 出 方 法 は 、 他 の 発 現 解 析 方 法 と 比 較 し て も 極 め て 感 度 の 高 い 検 出 手
段 で あ る に も 関 わ ら ず 、 成 人 脳 や 胎 児 脳 と い っ た 神 経 系 、 及 び 成 人 消 化 管 で は NR10.1の 発
現 が 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 胎 児 で 強 い 発 現 が 認 め ら れ た 骨 格 筋 と 腎 臓 に お い て
も 、 成 人 で は 全 く 検 出 さ れ て い な い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 〔 実 施 例 ４ 〕 　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る NR10遺 伝 子 発 現 解 析
　 各 ヒ ト 臓 器 、 及 び ヒ ト 癌 細 胞 株 に お け る NR10の 遺 伝 子 発 現 様 態 の 解 析 と 、 NR10転 写 サ イ
ズ の 同 定 を 目 的 と し て 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ る NR10遺 伝 子 の 発 現 解 析 を 試 み た
。 ま た 、 NR10.1及 び NR10.2以 外 の さ ら な る ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 の 存 在 す る 可 能 性 に つ い
て も 検 討 を お こ な っ た 。 ブ ロ ッ ト に は Human Multiple Tissue Northern(MTN) Blot(Clont
ech #7760-1)、 Human MTN Blot II(Clontech #7759-1)、 Human MTN Blot III(Clontech#7
767-1)、 及 び Human Cancer Cell Line MTN Blot(Clontech#7757-1)を 使 用 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 プ ロ ー ブ に は 実 施 例 １ （ ５ ） に て 得 ら れ た 、 5'-RACE産 物 の cDNA断 片 を 用 い た 。 プ ロ ー
ブ の 調 製 は 実 施 例 ３ 同 様 、 Mega Prime Kitを 用 い [α - 3 2 P]dCTPに よ っ て ラ ジ オ ア イ ソ ト ー
プ 標 識 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に は Express Hyb-ridization Solutionを 用 い 、 65
℃ /30分 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 熱 変 性 さ せ た 標 識 プ ロ ー ブ を 加 え 、 65℃ /16
時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 し た 。 (1) 1x SSC / 0.1% SDS,室 温 で 5分 、 (2) 1x 
SSC / 0.1% SDS,48℃ で 30分 、 (3) 0.5x SSC / 0.1% SDS,48℃ で 30分 の 条 件 に て 洗 浄 を お
こ な っ た 後 、 前 項 同 様 に Imaging Plateに 対 し て 露 光 さ せ 、 Image Analyzerを 使 用 す る こ
と で 、 NR10特 異 的 な シ グ ナ ル を 検 出 を 試 み た 。
　 し か し な が ら そ の 結 果 、 何 れ の ヒ ト 臓 器 に お い て も シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た 。 原 因
と し て 、 ノ ー ザ ン 解 析 法 の 場 合 、 RT-PCRレ ベ ル と 比 較 し て 検 出 感 度 が か な り 低 い た め 、 発
現 量 の 低 い mRNAを 検 出 す る こ と が で き な か っ た も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 〔 実 施 例 ５ 〕 　 プ ラ ー ク ス ク リ ー ニ ン グ
　 上 記 の NR10遺 伝 子 の 完 全 長 cDNA獲 得 の 過 程 は 、 PCRク ロ ー ニ ン グ に よ る 手 法 が 用 い ら れ
た 。 こ れ ら PCRク ロ ー ニ ン グ を お こ な っ た 場 合 、 そ の 産 物 配 列 中 に し ば し ば 点 変 異 が 発 生
す る 危 険 を 含 ん で い る 。 そ こ で 、 前 述 ま で に 得 ら れ た cDNAク ロ ー ン に つ い て 、 そ の 塩 基 配
列 を 再 確 認 す る 目 的 で 、 ラ ム ダ フ ァ ー ジ cDNAラ イ ブ ラ リ ー に 対 す る プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ
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ゼ ー シ ョ ン を お こ な い 、 標 的 遺 伝 子 の 再 単 離 を 試 み た 。 RT-PCRに よ る NR10遺 伝 子 発 現 解 析
の 結 果 、 NR10遺 伝 子 発 現 が 認 め ら れ た 、 ヒ ト 胎 盤 cDNAラ イ ブ ラ リ ー (Clontech#HL1144X)を
用 い 、 プ ラ ー ク ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 プ ロ ー ブ に は 前 項 同 様 、 実 施 例 １ （ ５ ） に て 得
ら れ た 、 5'-RACE産 物 の cDNA断 片 を 用 い た 。 プ ロ ー ブ の 調 製 は 実 施 例 ３ 同 様 、 Mega Prime 
Kitを 用 い [α - 3 2 P]dCTPに よ っ て ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 標 識 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に は Express Hyb-ridization Solutionを 用 い 、 65℃ /30分 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 後 、 熱 変 性 さ せ た 標 識 プ ロ ー ブ を 加 え 、 65℃ /16時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施
し た 。 (1) 1x SSC / 0.1% SDS, 室 温 で 5分 、 (2) 1x SSC / 0.1% SDS,58℃ で 30分 、 (3) 0.
5x SSC / 0.1% SDS, 58℃ で 30分 の 条 件 に て 洗 浄 を お こ な っ た 後 、 X線 フ ィ ル ム (Kodak, ca
t#165-1512)に 露 光 し 、 NR10陽 性 プ ラ ー ク を 検 出 し た 。
　 そ の 結 果 、 陽 性 ク ロ ー ン は １ つ も 得 ら な か っ た 。 こ れ も 実 施 例 ４ と 同 様 、 標 的 遺 伝 子 の
発 現 コ ピ ー 数 が 少 な い た め 、 cDNAク ロ ー ン の 単 離 に 至 ら な か っ た も の と 考 え ら れ る 。 標 的
遺 伝 子 の 単 離 に は 、 RT-PCR解 析 の 結 果 、 最 も 遺 伝 子 発 現 量 の 高 か っ た 臓 器 で あ る 、 ヒ ト 胎
児 骨 格 筋 由 来 の ラ ム ダ フ ァ ー ジ cDNAラ イ ブ ラ リ ー に 対 す る プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン が 好 ま し い と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 〔 実 施 例 ６ 〕 　 リ ガ ン ド ス ク リ ー ニ ン グ
　 （ １ ） 　 NR10キ メ ラ 受 容 体 の 構 築
　 NR10に 特 異 的 に 結 合 し 得 る リ ガ ン ド 、 即 ち 新 規 ヘ モ ポ エ チ ン を 検 索 す る た め の ス ク リ ー
ニ ン グ 系 を 構 築 す る 。 先 ず 最 初 に NR10.1の 細 胞 外 領 域 （ １ 位 の Metか ら 238位 の Gluま で 、
あ る い は １ 位 の Metか ら 532位 の Gluま で ） を コ ー ド す る cDNA配 列 を PCRに よ っ て 増 幅 し 、 こ
の DNA断 片 を 既 知 の ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 の 細 胞 膜 貫 通 領 域 、 及 び 細 胞 内 領 域 を コ ー ド す る D
NA断 片 と イ ン フ レ ー ム で 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 キ メ ラ 受 容 体 を コ ー ド す る 融 合 配 列 を
作 製 す る 。 こ こ で 、 パ ー ト ナ ー と な る 既 知 ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 と し て 、 前 述 の よ う に い く
つ か の 候 補 が 挙 げ ら れ る が 、 そ の 中 か ら ヒ ト TPO受 容 体 (Human MPL-P)を 選 択 し て 用 い る 。
す な わ ち 、 ヒ ト TPO受 容 体 の 細 胞 膜 貫 通 領 域 を 含 む 細 胞 内 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を PCR
に よ っ て 増 幅 し た 後 、 NR10.1の 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る cDNA配 列 と イ ン フ レ ー ム で 結 合 さ
せ 、 哺 乳 動 物 細 胞 で 発 現 可 能 な プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ pEF-BOS） に 挿 入 す る 。 構 築 し た 発
現 ベ ク タ ー は pEF-NR10/TPO-Rと 称 す る 。 構 築 さ れ る NR10/TPO-Rキ メ ラ 受 容 体 の 構 造 の 模 式
図 を 図 １ ２ に 示 す 。 NR10/TPO-Rキ メ ラ 受 容 体 発 現 ベ ク タ ー は ブ ラ ス ト サ イ ジ ン Ｓ 耐 性 遺 伝
子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー pSV2bsr（ 科 研 製 薬 株 式 会 社 製 ） と 共 に 増 殖 因 子 依 存 性 細 胞 株 Ba/F3
に 導 入 し て 強 制 発 現 さ せ た 後 、 8μ g/mlの 塩 酸 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン Ｓ （ 科 研 製 薬 株 式 会 社 製
） と IL3の 共 存 下 で 培 養 す る こ と に よ り 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 選 別 す る 。 得 ら れ た キ メ ラ 受 容
体 導 入 細 胞 を IL-3非 存 在 下 に 切 り 替 え 、 標 的 リ ガ ン ド を 含 む こ と が 期 待 さ れ る 材 料 を 添 加
し て 培 養 す る こ と に よ り 、 NR10と 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド が 存 在 す る 場 合 に の み 生 存 ／
増 殖 可 能 で あ る こ と を 利 用 し た ス ク リ ー ニ ン グ が 実 施 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 （ ２ ） 　 NR10/IgG1-Fc可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 調 製
　 細 胞 膜 結 合 型 リ ガ ン ド の 探 索 、 あ る い は BIAcore（ Pharmacia社 ） や ウ エ ス ト ウ エ ス タ ン
法 に よ る 可 溶 性 リ ガ ン ド の 検 出 に 利 用 す べ く NR10/IgG1-Fc可 溶 性 融 合 タ ン パ ク 質 の 調 製 を
行 う 。 実 施 例 ６ （ １ ） で 調 製 し た NR10.1の 細 胞 外 領 域 （ １ 位 の Metか ら 238位 の Gluま で 、
あ る い は １ 位 の Metか ら 532位 の Gluま で ） を コ ー ド す る DNA断 片 を ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン IgG1
の Fc領 域 を コ ー ド す る DNA断 片 と イ ン フ レ ー ム で 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 該 可 溶 性 融 合
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 融 合 配 列 を 作 製 す る 。 構 築 し た NR10/IgG1-Fcが コ ー ド す る 可 溶 性
融 合 タ ン パ ク 質 の 構 造 の 模 式 図 を 図 １ ２ に 示 す ） 。 該 融 合 遺 伝 子 断 片 を 哺 乳 動 物 細 胞 で 発
現 可 能 な プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー （ pEF-BOS） に 挿 入 し 、 構 築 し た 発 現 ベ ク タ ー を pEF-NR10/Ig
G1-Fcと 名 付 け る 。 こ の pEF-NR10/IgG1-Fcを 哺 乳 動 物 細 胞 に 強 制 発 現 さ せ 、 安 定 し た 遺 伝
子 導 入 細 胞 を 選 択 し た 後 、 そ の 培 養 上 清 に 分 泌 さ れ る 当 該 リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 を 、
抗 ヒ ト IgG1-Fc抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 、 あ る い は ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 等 に よ り 精 製 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
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【 ０ １ ５ ６ 】
　 （ ３ ）   NR10.2の 発 現 系 構 築 と リ コ ン ビ ナ ン ト NR10.2タ ン パ ク 質 の 精 製
　 細 胞 膜 結 合 型 リ ガ ン ド の 探 索 、 あ る い は BIAcore（ Pharmacia社 ） や ウ エ ス ト ウ エ ス タ ン
法 に よ る 可 溶 性 リ ガ ン ド の 検 出 に 利 用 す べ く リ コ ン ビ ナ ン ト NR10.2タ ン パ ク 質 の 調 製 を 行
う 。 NR10.2 cDNAの ア ミ ノ 酸 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 用 い 、 終 止 コ ド ン を 点 変 異 に よ っ て 任 意
の ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 に 置 換 し た 後 、 イ ン フ レ ー ム で FLAGペ プ チ ド を コ ー
ド す る 塩 基 配 列 に 結 合 さ せ る 。 そ の 結 合 断 片 を 哺 乳 動 物 細 胞 で 発 現 可 能 な プ ラ ス ミ ド ベ ク
タ ー に 挿 入 し 、 構 築 し た 発 現 ベ ク タ ー を pEF-BOS/NR10.2 FLAGと 名 付 け る 。 構 築 し た 発 現
ベ ク タ ー 中 の 挿 入 断 片 NR10.2 FLAGの 構 造 の 模 式 図 を 図 １ ２ に 示 す 。 こ の pEF-BOS/NR10.2 
FLAGを 哺 乳 動 物 細 胞 に 強 制 発 現 さ せ 、 安 定 し た 遺 伝 子 導 入 細 胞 を 選 択 し た 後 、 そ の 培 養 上
清 に 分 泌 さ れ る 当 該 リ コ ン ビ ナ ン ト タ ン パ ク 質 を 、 抗 FLAGペ プ チ ド 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降
を 行 う こ と が 可 能 で あ り 、 あ る い は ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム 等 に よ り 精 製 す る こ と が 可 能 で
あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 〔 実 施 例 ７ 〕 　 NR10.3遺 伝 子 の 単 離
　 （ １ ） 　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 設 計
　 連 続 す る 完 全 長 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む NR10.1遺 伝 子 の 再 単 離 を 試 み た 。 ま ず 最 初 に 、
NR10.1 cDNAの 塩 基 配 列 内 の 5'-UTR 及 び 3'-UTR部 位 を 選 択 し 、 下 記 配 列 の セ ン ス プ ラ イ マ
ー （ 下 流 方 向 ） 、 及 び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ 上 流 方 向 ） を 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー の 合
成 は 、 実 施 例 １ （ ２ ） に 従 っ た 。 即 ち 、 ABI社 の 394 DNA/RNA Synthesizerを 使 用 し 、 5'-
末 端 ト リ チ ル 基 付 加 条 件 に て 実 施 し 、 そ の 後 、 OPC column(ABI#400771)に て 、 完 全 長 の 合
成 産 物 を 精 製 し た 。
　 NR10-5UTR(SN);5'-CCC CTG ATA CAT GAA GCT CTC TCC CCA GCC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ８ ）
　 NR10-3UTR(AS);5'-CCA GTC TTC GGA GAT GGT TCT CTT GGG GCC-3'（ 配 列 番 号 ： １ ９ ）
【 ０ １ ５ ８ 】
　 （ ２ ） 　 PCRク ロ ー ニ ン グ
　 NR10の 完 全 長 CDSを 単 離 す る た め に 、 実 施 例 ７ （ １ ） の NR10-5UTRプ ラ イ マ ー を セ ン ス プ
ラ イ マ ー に 用 い 、 ま た 、 NR10-3UTR primerを ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い た PCR ク
ロ ー ニ ン グ を 試 み た 。 鋳 型 と し て Human Placenta Marathon-Ready cDNA Library(Clontec
h#7411-1)を 使 用 し 、 PCR実 験 に は Advantage cDNA Polymerase Mix(Clontech#8417-1)を 用
い た 。 Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 使 用 し 、 94℃ で 4分
、 「 94℃ で 20秒 、 72℃ で 90秒 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20秒 、 70℃ で 90秒 」 を 5サ イ ク ル 、
「 94℃ で 20秒 、 68℃ で 90秒 」 を 28サ イ ク ル 、 72℃ で 3分 、 お よ び 4℃ に て 終 結 、 の サ イ ク ル
条 件 に て PCRを 実 施 し た 。 そ の 結 果 、 2119 bpの 増 幅 産 物 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 得 ら れ た PCR産 物 は 実 施 例 １ （ ３ ） に 従 い 、 pGEM-T Easy vector(Promega #A1360)に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 PCR産 物 の pGEM-T Easy vectorへ の 組 換 え は 、 T
4 DNA Ligase(Promega#A1360)に よ っ て 、 4℃ /12時 間 の 反 応 を お こ な っ た 。 PCR 産 物 と pGE
M-T Easy vectorの 遺 伝 子 組 換 え 体 は 、 大 腸 菌 株 DH5 alpha(Toyobo#DNA-903)を 形 質 転 換 す
る こ と に よ っ て 得 ら れ た 。 ま た 、 遺 伝 子 組 換 え 体 の 選 別 に は 、 Insert Check Ready Blue(
Toyobo#PIK-201)を 用 い た 。 さ ら に 、 塩 基 配 列 の 決 定 に は 、 BigDye Terminator Cycle Seq
uencing SF Ready Reaction Kit(ABI/Perkin Elmer#4303150)を 使 用 し 、 ABI PRISM 377 D
NA Sequencerに よ っ て 解 析 を 行 な っ た 。 独 立 す る ５ ク ロ ー ン の 遺 伝 子 組 換 え 体 に 対 し 、 全
イ ン サ ー ト 断 片 の 塩 基 配 列 を 解 析 し た 結 果 、 膜 貫 通 領 域 を 含 む NR10の 完 全 長 CDSを コ ー ド
し 得 る cDNAク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 し か し な が ら 、 決 定 し た 配 列 に NR10.1は 認 め
ら れ ず 、 代 替 的 に ６ ６ ２ ア ミ ノ 酸 か ら な る 細 胞 膜 貫 通 型 受 容 体 蛋 白 を コ ー ド 可 能 な cDNAク
ロ ー ン を 示 し た 。 本 発 明 者 等 は 、 こ の cDNAク ロ ー ン を NR10.3と 命 名 す る こ と で 、 NR10.1 c
DNAク ロ ー ン と 区 別 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 こ の cDNAク ロ ー ン が 導 入 さ れ た 大 腸 菌 株 は 、 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所 に 寄 託
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し た 。
　 （ イ ） 寄 託 機 関 の 名 称 ・ あ て 名
　 　 　 　 名 称 ： 通 商 産 業 省 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究 所
　 　 　 　 あ て 名 ： 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 ３ 号 （ 郵 便 番 号 ３ ０ ５ － ８ ５ ６ ６ ）
　 （ ロ ） 寄 託 日 （ 原 寄 託 日 ） ： 平 成 １ １ 年 ７ 月 ２ ３ 日
　 （ ハ ） 寄 託 番 号 　 生 命 研 条 寄 第 6793号 （ FERM BP-6793）
【 ０ １ ６ １ 】
　 NR10.1に 対 し て NR10.3 cDNAク ロ ー ン は 、 終 止 コ ド ン 近 傍 に 存 在 す る ア デ ニ ン 基 ク ラ ス
タ ー に お け る 、 僅 か １ 塩 基 の 欠 損 が 認 め ら れ 、 こ れ に よ っ て フ レ ー ム シ フ ト が 発 生 す る 。
NR10.1と NR10.3は 、 そ の フ レ ー ム シ フ ト に よ っ て 終 止 コ ド ン 近 傍 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 読 み 枠
に 相 違 性 を 示 す 。 決 定 し た NR10.3の 塩 基 配 列 及 び そ れ が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番
号 ： １ ６ お よ び １ ７ 、 並 び に 図 １ ３ お よ び １ ４ に 示 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 （ ３ ） 　 NR10.1と NR10.3の 存 在 意 義
　 前 記 の 通 り 、 NR10.1と NR10.3は 終 止 コ ド ン 近 傍 に お け る １ 塩 基 の 相 違 に よ っ て 生 じ た 配
列 を 示 す も の で あ り 、 従 っ て ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 に よ る 転 写 産 物 の 相 違 で は な い 。 ま た
、 そ の １ 塩 基 の 欠 損 以 外 に お い て は 、 NR10.1と NR10.3 cDNAク ロ ー ン の 相 違 は 認 め れ ず 、
そ れ ら が コ ー ド す る 造 血 因 子 受 容 体 蛋 白 は 、 機 能 的 に 同 等 で あ る と 推 測 さ れ る 。 こ の よ う
な 点 欠 損 、 点 変 異 と い っ た も の が 何 ら か の 疾 患 に 関 与 し て い る 可 能 性 や 、 或 い は 家 系 的 、
ま た は 人 種 依 存 的 に 配 列 の 多 様 性 を 生 じ て い る 可 能 性 も あ る と 考 え 得 る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 〔 実 施 例 ８ 〕 　 NR10の 染 色 体 上 の 局 在
　 （ １ ） 　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 設 計
　 NR10の 染 色 体 地 図 作 成 の た め 、 下 記 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 、 NR10-イ ン
ト ロ ン を 合 成 し た 。 NR10-イ ン ト ロ ン プ ラ イ マ ー は gasデ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る AQ02
2781の 配 列 中 、 NR10 mRNAに は 転 写 さ れ な い イ ン ト ロ ン 部 位 を 選 択 し 、 セ ン ス 方 向 （ 下 流
方 向 ） に 設 計 し た 。 プ ラ イ マ ー の 合 成 は 、 実 施 例 １ （ ２ ） に 従 っ た 。 即 ち 、 ABI社 の 394 D
NA/RNA Synthesizerを 使 用 し 、 5'-末 端 ト リ チ ル 基 付 加 条 件 に て 実 施 し 、 そ の 後 、 OPC col
umn(ABI#400771)に て 、 完 全 長 の 合 成 産 物 を 精 製 し た 。
　 NR10-イ ン ト ロ ン (SN); 5'-CTG TGT AAG TAC CAA TTG TTC CCA GGC-3'（ 配 列 番 号 ： ２ ０
）
【 ０ １ ６ ４ 】
　 （ ２ ） 　 NR10遺 伝 子 の ク ロ モ ソ ー ム マ ッ ピ ン グ
　 NR10の 染 色 体 地 図 作 成 の た め 、 24本 の ク ロ モ ソ ー ム の ヒ ト /マ ウ ス 体 細 胞 系 （ Dubois B.
L. and Naylor S., 1993, Genomics; 16, 315-319） の そ れ ぞ れ か ら 得 ら れ る DNAを 鋳 型 と
し て 、 PCR解 析 を 試 み た 。
　 実 施 例 ８ （ １ ） の NR10-イ ン ト ロ ン プ ラ イ マ ー を セ ン ス プ ラ イ マ ー に 用 い 、 ま た 、 実 施
例 １ （ ２ ） に て 作 成 し た NA10-A1プ ラ イ マ ー を ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 利 用 し た 。 P
CR実 験 に は 、 Advantage cDNA Polymerase Mix（ Clontech#8417-1） を 用 い た 。 Perkin Elm
er Gene Amp PCR System 2400サ ー マ ル サ イ ク ラ ― を 使 用 し 、 下 記 の PCR条 件 で 実 施 し た 結
果 、 ヒ ト ク ロ モ ソ ー ム 染 色 体 第 5番 に NR10遺 伝 子 が 存 在 す る 可 能 性 を 示 唆 す る 359bpの 標 的
増 幅 産 物 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 PCRは 、 94℃ で 4分 、 「 94℃ で 20秒 、 70℃ で 60秒 」 を 5サ イ ク ル 、 「 94℃ で 20秒 、 68℃ で 6
0秒 」 を 28サ イ ク ル 、 72℃ で 3分 、 お よ び 4℃ に て 終 結 、 の 条 件 に て 実 施 し た 。
　 得 ら れ た PCR産 物 は 、 実 施 例 １ （ ３ ） に 従 い 、 pGEM-T Easy vector（ Promega #A1360）
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ABI PRISM 337 DNA Sequencerで の 解 析 に よ っ て 塩 基 配 列 を 決 定
し た 。 独 立 す る 8ク ロ ー ン の 遺 伝 子 組 換 え 体 に 対 し 、 全 イ ン サ ー ト 断 片 の 塩 基 配 列 を 解 析
し た 結 果 、 NR10の 部 分 配 列 を 含 む 、 標 的 ゲ ノ ム DNA断 片 の 塩 基 配 列 で あ る こ と を 認 め 、 そ
れ が 非 特 異 的 な 増 幅 産 物 で あ る 可 能 性 を 否 定 し た 。
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【 ０ １ ６ ６ 】
　 上 記 に よ り 使 用 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト が 特 異 的 に 正 し く 作 用 し て い る こ と を 確 認 し た 後
、 さ ら に 、 NR10遺 伝 子 の 領 域 座 を 、 GeneBridge 4ラ ジ エ イ シ ョ ン ハ イ ブ リ ッ ド パ ネ ル 93（
Walter et al.,1994, Nature Genetics; 7,22-28.） を 用 い て 決 定 し た 。 上 記 同 様 に 、 NR1
0-イ ン ト ロ ン 、 及 び NA10-A1プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い 、 GeneBridge４ ラ ジ エ イ シ ョ ン ハ イ
ブ リ ッ ド パ ネ ル 93を 鋳 型 と し た PCR解 析 を 、 上 記 同 様 の 反 応 条 件 に て 実 施 し た 。 そ れ ぞ れ
の ハ イ ブ リ ッ ド に お け る 増 幅 産 物 に 対 し て 正 、 或 い は 負 の 定 量 的 評 価 を 行 っ た 。 そ の 結 果
を 2進 符 号 に 置 換 し た 後 、 ア ド レ ス [

]に あ る サ ー バ 内 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 フ レ ム ワ ー ク 地 図 を 作 成 す る 遺 伝
子 地 図 マ ー カ ー に つ い て の 類 似 コ ー ド と 比 較 し 、 染 色 体 上 の 位 置 を 同 定 し た 。 そ の 結 果 、
NR10は 、 確 か に 染 色 体 第 ５ 番 の 中 心 体 付 近 に マ ッ プ さ れ 、 さ ら に マ ー カ ー WI-3071(60-61 
cM)と AFM183YB8(67 cM)の 間 に 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
　 染 色 体 第 5番 領 域 に は 、 本 発 明 者 等 が 当 初 デ ー タ ベ ー ス 検 索 に よ っ て NR10を 同 定 す る た
め に 利 用 し た 、 質 問 式 配 列 で あ る ヒ ト gp130、 及 び ヒ ト LIF受 容 体 遺 伝 子 も マ ッ プ さ れ て い
る 。 即 ち 、 ヒ ト gp130遺 伝 子 は 染 色 体 第 5番 q11(67.2-69.6 cM)に マ ッ プ さ れ て お り 、 ヒ ト L
IF受 容 体 遺 伝 子 は 染 色 体 第 5番 p12-p13(59.9-61.1 cM)に マ ッ プ さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 一 方 NR10が こ れ ら 双 方 の 中 間 で あ る 、 染 色 体 第 5番 61-67 cMに マ ッ プ さ れ た こ と は 、 進
化 遺 伝 子 学 的 に も 大 変 意 義 深 い 。 即 ち 、 同 受 容 体 フ ァ ミ リ ー 遺 伝 子 群 の 中 に お い て 構 造 的
に 比 較 的 高 い 相 同 性 を 示 す こ れ ら 、 ヒ ト gp130、 ヒ ト LIF受 容 体 、 及 び ヒ ト NR10遺 伝 子 が ヒ
ト 染 色 体 第 5番 の 、 し か も 極 く 限 ら れ た 領 域 に 近 接 し て 位 置 し て い る 事 実 は 、 こ れ ら 3種 の
異 な る 受 容 体 遺 伝 子 が 、 本 来 は 同 一 の 祖 先 遺 伝 子 に 由 来 し 、 長 い 生 物 進 化 の 過 程 に お い て
、 そ の 構 造 性 の み な ら ず 、 機 能 性 に お い て も 多 様 的 遺 伝 子 進 化 を 成 し 遂 げ た と の 仮 設 を も
充 分 に 示 唆 し 得 る 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 新 規 な ヘ モ ポ エ チ ン 受 容 体 蛋 白 質 及 び そ れ を コ ー ド す る DNAが 提 供 さ れ た
。 ま た 、 該 DNAが 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー 、 該 DNAを 保 持 す る 形 質 転 換 体 、 該 形 質 転 換 体 を 利 用
し た 組 換 え 蛋 白 質 の 製 造 方 法 が 提 供 さ れ た 。 さ ら に 、 該 蛋 白 質 に 結 合 す る 天 然 の リ ガ ン ド
あ る い は 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 が 提 供 さ れ た 。 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 免 疫 や 造 血 機 能
に 関 与 す る と 考 え ら れ る こ と か ら 、 免 疫 関 連 疾 患 や 造 血 関 連 疾 患 の 診 断 や 治 療 へ の 応 用 が
期 待 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 に 述 べ た 通 り 、 NR10遺 伝 子 は 、 そ れ が コ ー ド す る 受 容 体 蛋 白 と 機 能 結 合 し 得 る 、 未 知
の 造 血 因 子 や ア ゴ ニ ス ト を 得 る た め の 有 用 な 材 料 を 提 供 す る も の と 考 え ら れ る 。 こ の よ う
な 機 能 結 合 物 質 、 或 い は NR10分 子 機 能 を 活 性 化 し 得 る 特 異 的 抗 体 の 生 体 投 与 に よ り 、 生 体
の 細 胞 性 免 疫 の 増 強 や 造 血 機 能 の 増 強 が 可 能 で あ る と 予 測 さ れ る 。 つ ま り 、 免 疫 担 当 細 胞
、 或 い は 造 血 細 胞 の 増 殖 促 進 剤 、 ま た は 分 化 促 進 剤 、 或 い は 免 疫 細 胞 機 能 活 性 化 剤 と し て
の 臨 床 応 用 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 そ れ ら を 介 し て 、 あ る 特 定 種 の 癌 組 織 に 対 す る 細 胞 傷 害
性 免 疫 を 高 め る こ と も 可 能 で あ る と 考 え る 。 さ ら に 、 NR10.1の 発 現 は こ れ ら 造 血 組 織 中 の
限 ら れ た 細 胞 集 団 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 可 能 性 が 想 定 さ れ 、 こ の 細 胞 集 団 を 分 離 す る 手
段 と し て 抗  NR10抗 体 は 有 用 で あ る 。 こ の 様 に し て 分 離 さ れ た 細 胞 集 団 は 細 胞 移 植 療 法 へ
の 応 用 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 一 方 、 NR10の ス プ ラ イ ス 変 異 体 で あ る NR10.2は デ コ イ 型 受 容 体 と し て NR10リ ガ ン ド に 対
す る 阻 害 剤 と し て の 利 用 が 想 定 さ れ る 。 ま た 、 NR10分 子 に 機 能 結 合 し 得 る ア ン タ ゴ ニ ス ト
や 、 そ の 他 阻 害 剤 、 或 い は NR10分 子 機 能 を 阻 害 し 得 る 特 異 的 抗 体 の 生 体 投 与 に よ り 、 生 体
の 細 胞 性 免 疫 の 抑 制 や 造 血 細 胞 の 増 殖 抑 制 が 可 能 で あ る と 予 測 さ れ る 。 こ の よ う な 阻 害 物
質 は 免 疫 担 当 細 胞 や 造 血 細 胞 の 増 殖 抑 制 剤 、 ま た は 分 化 抑 制 剤 、 或 い は 免 疫 抑 制 剤 や 抗 炎
症 剤 と し て の 臨 床 応 用 が 可 能 で あ る 。 具 体 的 に は 、 自 己 組 織 傷 害 性 に 起 因 す る 自 己 免 疫 疾
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患 発 症 の 抑 制 や 、 移 植 免 疫 の 領 域 に お い て 最 大 の 問 題 と な る 、 生 体 免 疫 に よ る 組 織 拒 絶 応
答 の 抑 制 に も 応 用 で き る 可 能 性 も あ る 。 さ ら に は 、 免 疫 反 応 の 異 常 亢 進 に よ り 惹 起 さ れ た
疾 患 領 域 に 対 し て 、 極 め て 有 効 で あ る と 考 え ら れ 、 金 属 や 花 粉 な ど に 対 す る 種 々 の 抗 原 特
異 的 ア レ ル ギ ー に 対 し て も 、 上 記 阻 害 剤 を 用 い た 免 疫 抑 制 に よ る 解 決 が 有 効 で あ る と 考 え
ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ １ 】
【 図 １ 】 gssデ ー タ ベ ー ス 内 に 同 定 し た AQ022781の 塩 基 配 列 を 記 載 し た 図 で あ る 。 予 測 可
能 で あ っ た エ キ ソ ン 配 列 の 下 に ア ミ ノ 酸 配 列 も 併 記 し た 。 標 的 と し た YRモ チ ー フ 配 列 、 及
び WSモ チ ー フ 配 列 の ア ミ ノ 酸 を そ れ ぞ れ 枠 で 囲 っ て 示 し た 。 ま た 、 塩 基 配 列 中 、 ２ 箇 所 の
 n に つ い て も 枠 で 囲 っ た 。
【 図 ２ 】 AQ022781配 列 内 に 見 出 し た NR10の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 性 を 示 す 、 既 知 ヘ モ ポ
エ チ ン 受 容 体 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を そ れ ぞ れ 併 記 し た 図 で あ る 。 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に
枠 付 き の 影 を 施 し 、 ま た 、 類 似 性 質 を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に 影 を 施 し た 。 さ ら に ギ ャ ッ プ ス
ペ ー ス は バ ー で 補 足 し た 。 上 段 か ら 順 に 、 ヒ ト gp130(Gen Bank Accession#NM002184.1 IL
6ST)、 ヒ ト LIF受 容 体 (GenBank Accession #NM002310.1 LIFR)、 ヒ ト Oncostatin M 受 容 体
ベ ー タ サ ブ ユ ニ ッ ト (Gen Bank Accession#NM003999.1 OSMR)、 ヒ ト IL-12受 容 体 ベ ー タ ２
サ ブ ユ ニ ッ ト (GenBank Accession#NM001559.1 IL12RB2)、 及 び ヒ ト NR6(GenBank Accessio
n#AC003112)を 記 載 し た 。
【 図 ３ 】 5'-RACE、 及 び 3'-RACEに よ っ て 得 ら れ た 産 物 を 複 合 し た 、 NR10.1の 完 全 長  cDNA 
の 塩 基 配 列 を 示 し た 図 で あ る 。 NR10.1が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 も 併 記 し た 。 ま た 、 分 泌
シ グ ナ ル 配 列 と 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 下 線 を 施 し た 。 さ ら に 、 膜 貫 通 領 域 と 予 測 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 に 影 を 施 し た 。 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 、 及 び WSモ チ ー フ の ア ミ ノ 配 列
を 枠 付 き で 示 し た 。
【 図 ４ 】 図 ３ の 続 き を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ４ の 続 き を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 5'-RACE、 及 び 3'-RACEに よ っ て 得 ら れ た 産 物 を 複 合 し た 、 NR10.2の 完 全 長 cDNA 
の 塩 基 配 列 を 示 し た 図 で あ る 。 NR10.2が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 も 併 記 し た 。 ま た 、 分 泌
シ グ ナ ル 配 列 と 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 下 線 を 施 し た 。 さ ら に 、 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン
残 基 、 及 び WSモ チ ー フ の ア ミ ノ 配 列 を 枠 付 き で 示 し た 。
【 図 ７ 】 図 ６ の 続 き を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 RT-PCR法 に よ り 各 ヒ ト 臓 器 に お け る NR10.1の 遺 伝 子 発 現 分 布 を 解 析 し た 結 果 を 示
す 写 真 で あ る 。
【 図 ９ 】 RT-PCR法 に よ り 各 ヒ ト 臓 器 に お け る NR10.2の 遺 伝 子 発 現 分 布 を 解 析 し た 結 果 を 示
す 写 真 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 各 ヒ ト 臓 器 に お け る NR10.1の 遺 伝 子 発 現 分 布 を 定
量 解 析 し た 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 １ １ 】 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 各 ヒ ト 臓 器 に お け る NR10.2の 遺 伝 子 発 現 分 布 を 定
量 解 析 し た 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 発 現 ベ ク タ ー に お い て 構 築 し た 発 現 可 能 な タ ン パ ク 質 の 構 造 模 式 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 １ ３ 】 NR10.3完 全 長 cDNA の 塩 基 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 NR10.3が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸
配 列 も 併 記 し た 。 ま た 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 と 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 下 線 を 施 し た 。 さ
ら に 、 膜 貫 通 領 域 と 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 色 塗 り を 施 し た 。 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残
基 、 及 び WSモ チ ー フ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 枠 付 き で 示 し た 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ３ の 続 き を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 配 列 表 】
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