
(57)【要約】
  本発明は一般的に、ヒト及び他の動物における慢性関節リウマチ及び喘息のような炎症
性疾患の診断及び治療に関する。本発明はまた、ここに記載される治療方法において有用
である酵素 PAC-1(DUSP2)のアゴニスト及びアンタゴニストを同定する方法に関する。本発
明は、候補化合物の存在下及び不存在下での PAC-1の活性を測定する工程を含む、炎症を
抑制または減少する化合物のスクリーニング方法であって、前記化合物の存在下での PAC-
1活性の変化が前記化合物が炎症を抑制または減少することを示す方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で の PAC-1の 活 性 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 炎 症 を 抑 制
ま た は 減 少 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1活
性 の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1活 性 の 減 少 が 、 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る
こ と を 示 す 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 PAC-1活 性 が PAC-1の ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 、 請 求 項 １
ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で の PAC-1の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 炎 症
を 抑 制 ま た は 減 少 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PA
C-1発 現 の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1発 現 の 減 少 が 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ
と を 示 す 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 候 補 化 合 物 に PAC-1を 発 現 で き る 翻 訳 系 を 曝 露 す る 工 程 、 及 び 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の P
AC-1の 発 現 レ ベ ル を 、 前 記 化 合 物 の 不 存 在 下 で の 同 様 な 条 件 下 で 達 成 さ れ る レ ベ ル と 比 較
す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 ４ ま た は ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 翻 訳 系 が セ ル フ リ ー 翻 訳 系 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 翻 訳 系 が 真 核 生 物 細 胞 ま た は 原 核 生 物 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 PAC-1の 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 を 調 節 す る 候 補 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 、
炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で
の 前 記 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 の レ ベ ル の 変 化 が 得 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少
す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 の レ ベ ル の 変 化 が 前 記 化 合 物 が
炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ と を 示 す 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 PAC-1の 基 質 が ERK、 ｐ 38、 及 び JNKか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ ま た は １
０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で の PAC-1の 活 性 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 免 疫 応 答 を
促 進 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1活 性
の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1活 性 の 増 強 ま た は 増 大 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す
る こ と を 示 す 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で の PAC-1の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と を 含 む 、 免 疫
応 答 を 促 進 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1発
現 の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1発 現 の 増 強 ま た は 増 大 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す
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る こ と を 示 す 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 PAC-1の 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 を 調 節 す る 候 補 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 、
免 疫 応 答 を 促 進 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記
基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 の レ ベ ル の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す
方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 の レ ベ ル の 増 強 ま た は 増 大 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促
進 す る こ と を 示 す 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 候 補 化 合 物 が 、 ペ プ チ ド 、 PAC-1ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ミ ュ ー タ ン ト 、 PAC-1に 対 し
て 向 け ら れ る 抗 体 、 小 有 機 分 子 、 PAC-1を コ ー ド す る mRNAに 対 し て 向 け ら れ た ア ン チ セ ン
ス 化 合 物 、 抗 PAC-1触 媒 分 子 、 あ る い は PAC-1発 現 を 標 的 と す る 小 干 渉 RNA（ RNAi） 分 子 か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら １ ７ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 炎 症 を 阻 害 ま た は 減 少 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投
与 す る 工 程 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 の 治 療 ま た は 防 止 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 炎 症 を 阻 害 ま た は 減 少 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1活 性 を 減 少 ま た は 阻 害 す る 、 請 求 項
１ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 炎 症 を 阻 害 ま た は 減 少 す る の に 有 効 な 量 で 、 機 能 的 な PAC-1の 発 現 の レ ベ ル を 改 変 す る
化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 の 治 療 ま た は 防 止 方 法
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 炎 症 を 阻 害 ま た は 減 少 す る の に 有 効 な 量 で 、 機 能 的 な PAC-1発 現 を 減 少 ま た は 阻 害 す る
、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 免 疫 抑 制 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1の 活 性 を 改 変 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す
る 工 程 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 免 疫 抑 制 の 治 療 ま た は 防 止 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 免 疫 抑 制 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1活 性 を 増 大 ま た は 増 強 す る 、 請 求 項 ２ ３ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 免 疫 抑 制 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1の 発 現 の レ ベ ル を 改 変 す る 化 合 物 を 被 験 者
に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 免 疫 抑 制 の 治 療 ま た は 防 止 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 化 合 物 が 、 免 疫 抑 制 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1の 発 現 を 増 大 ま た は 増 強 す
る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 配 列 番 号 １ ま た は ３ に 示 さ れ る 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 に 選 択 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触 さ れ る 工 程 を 含 む 、
生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の PAC-1関 連 転 写 産 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ る の に 十 分 な 時 間 と 条 件 下 で 、 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 試 験 さ
れ る 被 験 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び 次 い で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 試 験 さ れ る ヒ ト ま た は 動 物 被 験 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 の 診 断 方
法 で あ っ て 、 炎 症 性 疾 患 を 有 さ な い コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 に つ い て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン と 比 較 し た 、 試 験 さ れ る 被 験 者 に つ い て の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
レ ベ ル の 変 化 が 、 試 験 さ れ る 被 験 者 が 炎 症 性 疾 患 を 有 す る こ と を 示 し 、 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ
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が 、
(i)配 列 番 号 １ ま た は ３ か ら 得 ら れ る 少 な く と も 約 20の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 配 列
；
(ii)配 列 番 号 １ ま た は ３ か ら 得 ら れ る 少 な く と も 約 20の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、
少 な く と も 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
配 列 ；
(iii)配 列 番 号 １ ま た は ３ に 対 し て 少 な く と も 約 80％ 同 一 で あ る 配 列 ；
(iv)配 列 番 号 ２ ま た は ４ に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列 ； 並 び に
(v)(i)ま た は (ii)ま た は (iii)ま た は (iv)に 示 さ れ た 配 列 の い ず れ か 一 つ に 相 補 的 で あ る
配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 核 酸 の 発 現 の レ ベ ル の 増 加 、 増 大 、 ま た は 上 昇 が 、 炎 症 性 疾 患 の 指 標 で あ る 、 請 求 項 ２
８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 抗 原 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件 下 で 、 抗 体 と 試 験 さ れ る 被 験 者 由 来
の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び 次 い で 前 記 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 試
験 さ れ る ヒ ト ま た は 動 物 被 験 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 炎 症 性 疾 患 を 有
さ な い コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 に つ い て 形 成 さ れ た 抗 原 抗 体 複 合 体 の 量 と 比 較 し た 、 試 験 さ れ
る 被 験 者 に つ い て の 抗 原 抗 体 複 合 体 の レ ベ ル の 変 化 が 、 試 験 さ れ る 被 験 者 が 炎 症 性 疾 患 を
有 す る こ と を 示 し 、 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は ４ に 示 さ れ た 配 列 と 少 な く と も 約 80％
の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の 少 な く と も 約 10の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 抗 原 抗 体 複 合 体 の レ ベ ル の 上 昇 、 増 大 、 ま た は 増 加 が 、 炎 症 性 疾 患 の 指 標 と な る 、 請 求
項 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 炎 症 性 疾 患 の 治 療 上 の 処 置 の 効 力 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、
(i)治 療 上 の 処 置 を 受 け て い る 患 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 準 備 す る 工 程 ； 及 び
(ii)配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ た 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 80％ の 同 一 性 を 有
す る 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触
さ せ る こ と に よ り 、 前 記 生 物 学 的 中 の PAC-1関 連 転 写 産 物 の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ れ に よ っ
て 治 療 の 効 力 を モ ニ タ ー す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 炎 症 性 疾 患 の 治 療 上 の 処 置 の 効 力 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ っ て 、
(i)治 療 上 の 処 置 を 受 け て い る 患 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 準 備 す る 工 程 ； 及 び
(ii)前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の PA
C-1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 測 定 し 、 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 治 療 の 効 力 を モ ニ タ ー す る 工 程
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 生 物 学 的 組 織 サ ン プ ル が マ ス ト 細 胞 、 T細 胞 、 ま た は 好 酸 球 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ か
ら ３ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル が 滑 液 、 血 液 、 ま た は 肺 痰 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ か ら ３ ３ の い ず れ
か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 一 般 的 に 、 ヒ ト 及 び 他 の 動 物 に お け る 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 及 び 喘 息 の よ う な 炎 症
性 疾 患 の 診 断 及 び 治 療 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 こ こ に 記 載 さ れ る 治 療 方 法 に お い て 有 用
で あ る 酵 素 PAC-1(DUSP2)の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (RA)の よ う な 慢 性 炎 症 性 疾 患 は 、 数 百 万 の 人 々 が 罹 患 し て い る 衰 弱 性
疾 患 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 RAは 、 世 界 人 口 の 約 1-2％ が 罹 患 し て い る 全 身 性 で 慢 性 の 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 RAの 発 症
は 通 常 関 節 に お い て 最 も 重 篤 で あ る 。 最 も 一 般 的 な 罹 患 関 節 は 、 手 の 近 位 指 節 関 節 と 中 手
指 節 関 節 、 及 び 足 の 中 手 指 節 関 節 で あ る 。 肩 、 肘 、 膝 、 足 根 、 及 び 手 首 も ま た RAの 一 般 的
な 標 的 で あ る 。 RAに 罹 患 し た 関 節 （ 「 ア ク テ ィ ブ 」 関 節 ） は 圧 痛 を 感 じ る と い う 特 徴 を 有
す る 。 従 っ て 、 RAの 罹 患 者 は 痛 み と 動 き に く さ を 経 験 す る 。 RAの ひ ど さ と 進 行 は 罹 患 患 者
に よ っ て か な り 様 々 で あ る 一 方 、 一 群 と し て の RA患 者 は 、 非 罹 患 対 照 と 比 較 し て 二 倍 の 死
亡 率 を 有 す る 。 こ の 期 待 生 存 値 の 減 少 は 、 現 在 の RA治 療 の 副 作 用 に 部 分 的 に 依 存 し て い る
よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 RAの 初 期 段 階 で は 、 罹 患 関 節 の 滑 膜 は 肥 大 し て 炎 症 を 生 じ る 。 滑 膜 の 肥 大 は 、 血 管 形 成
と 新 脈 管 形 成 を 伴 う 。 次 い で こ れ は 、 プ ラ ズ マ 細 胞 、 リ ン パ 球 、 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ
る こ の 領 域 へ の 浸 透 を 容 易 に す る 。 炎 症 細 胞 が そ こ に 蓄 積 す る に つ れ 、 滑 膜 は 浮 腫 性 と な
り 過 形 成 を 生 じ る 。 好 中 球 が 滑 液 に 侵 入 し 、 滑 膜 の 表 面 で ク ラ ス タ ー を 形 成 す る 。 フ ィ ブ
リ ン 沈 着 も 関 節 隙 で 生 じ る 。 滑 液 は 体 積 を 増 や し 、 好 中 球 、 単 核 細 胞 、 及 び 補 助 的 な 赤 血
球 細 胞 の 蓄 積 で 濁 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 慢 性 炎 症 は 、 滑 膜 の 肥 厚 と 関 節 表 面 へ の 拡 大 を 生 じ 、 関 節 隙 へ 突 出 す る 絨 毛 を 形 成 す る
。 こ の 異 常 で 高 度 に 血 管 化 し た 構 造 は パ ン ヌ ス と 称 さ れ る 。 パ ン ヌ ス は 下 部 の 軟 骨 に 侵 入
し て 破 壊 し 、 最 も 活 発 な 軟 骨 の 破 壊 は パ ン ヌ ス と 軟 骨 の 間 の 界 面 で 生 じ る 。 軟 骨 の 破 壊 は
、 パ ン ヌ ス の 炎 症 性 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る コ ラ ゲ ナ ー ゼ と メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ に よ っ
て 達 成 さ れ る 。 破 壊 は 次 第 に 軟 骨 下 の 骨 、 関 節 包 、 及 び 靭 帯 に 拡 大 す る 。 炎 症 性 細 胞 と 滑
液 細 胞 に よ っ て 放 出 さ れ る 破 骨 性 分 子 は 、 滑 膜 が 骨 に 浸 透 し て ジ ェ ン セ ル ム 小 節 の 侵 食 、
軟 骨 下 の 嚢 腫 、 及 び 骨 粗 鬆 症 を 形 成 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 軟 骨 が 破 壊 さ れ た 後 、 パ ン ヌ ス は 全 関 節 隙 を 充 填 し 、 反 対 側 の 骨 を 架 橋 し て い る 線 維 性
バ ン ド を 覆 う 。 こ の 線 維 性 強 直 は 石 灰 化 し 、 生 成 し た 骨 性 強 直 は 反 対 側 の 骨 に 癒 着 し て 骨
の 機 能 性 を 妨 害 す る よ う に な る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 RAは 、 特 定 の 患 者 が 抗 核 交 代 及 び イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G（ IgG)、 コ ラ ー ゲ ン 、 及 び 細 胞 骨
格 繊 維 状 タ ン パ ク 質 の よ う な 自 己 タ ン パ ク 質 に 向 け ら れ た 抗 体 を 有 す る 自 己 免 疫 疾 患 で あ
る 。 リ ウ マ チ 因 子 （ RF)は 、 IgGの Fc部 分 に 結 合 す る 血 清 及 び 滑 液 に 見 出 さ れ る 自 己 抗 体 で
あ る 。 RFは 、 RAの 病 因 に お い て 関 連 し て い る 。 RFが IgGに 結 合 す る 場 合 、 補 体 活 性 化 免 疫
複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 活 性 化 さ れ た 補 体 は 、 免 疫 複 合 体 に 好 中 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ を 引
き 付 け る 血 管 作 用 性 で 化 学 走 性 の 物 質 の 放 出 を 引 き 起 こ す 。 こ れ ら の 細 胞 が 免 疫 複 合 体 を
飲 み 込 ん で 破 壊 す る に つ れ 、 そ れ ら は 、 炎 症 と タ ン パ ク 質 分 解 を 引 き 起 こ し 、 RA病 因 に 寄
与 す る 他 の 細 胞 を 引 き 付 け る 分 子 を 放 出 す る 。 RFは 関 節 で 合 成 さ れ 、 IgGク ラ ス の RFは 自
己 会 合 性 で あ る た め 、 免 疫 複 合 体 は し ば し ば 関 節 に 局 在 す る 。 言 う ま で も な く 、 免 疫 複 合
体 は あ る 患 者 で は 循 環 し て お り 、 リ ウ マ チ 小 節 、 反 応 性 ア ミ ロ イ ド ー シ ス 、 及 び 急 性 血 管
炎 の よ う な RAの 関 節 以 外 の 発 現 を 引 き 起 こ す と 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 RAが 自 己 免 疫 起 源 で あ る と い う 証 拠 は 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス に ト リ の II型 コ ラ ー ゲ ン を
注 入 す る と 、 げ っ 歯 類 の 内 因 性 コ ラ ー ゲ ン を 認 識 す る 抗 体 の 形 成 を 生 ず る と い う 発 見 に よ
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っ て 支 持 さ れ て い る 。 「 コ ラ ー ゲ ン 関 節 炎 」 と し て 既 知 の 生 成 し た 自 己 免 疫 反 応 は 、 関 節
の 炎 症 の よ う な RAの 生 理 学 的 症 状 を 模 倣 し て い る (Trentham等 , J. Exp. Med., 146: 857 
(1977); Coutenay等 , Nature, 283: 666 (1980))。 コ ラ ー ゲ ン 関 節 炎 は 、 RAの 研 究 の た め
に 十 分 に 確 立 し た モ デ ル 系 で あ る (Staines & Wooley, Br. J. Rheumatology, 1994, 33: 
798 (1994))。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 RAを 治 療 す る 主 な 方 法 は 、 免 疫 系 を 抑 制 す る ま た は 炎 症 を 減 少 す る 薬 剤 の 投 与 を 通 じ て
行 な わ れ る 。 炎 症 イ ン ヒ ビ タ ー の 二 つ の 主 な ク ラ ス は コ ル チ コ ス テ ロ イ ド と 非 ス テ ロ イ ド
系 抗 炎 症 性 薬 剤 （ NSAID） で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド は RAの 劇 的 な 短 期 的 改 善 を 達 成 で き る が 、 重 篤 な 副 作 用 と 薬 剤 の 有
効 性 の 減 少 の た め 長 期 的 な 治 療 に は 望 ま し く な い の で 、 好 ま し い RA医 薬 で は な い 。 短 期 的
な コ ル チ コ ス テ ロ イ ド の 治 療 は ま た 、 治 療 を 停 止 し た 後 に 、 重 特 性 の 増 大 を し ば し ば 伴 っ
て 、 関 節 炎 の 症 状 が 急 激 に 再 発 す る た め 、 理 想 と は 程 遠 い 。 プ レ ド ニ ゾ ン の よ う な コ ル チ
コ ス テ ロ イ ド は RAの 臨 床 状 の 兆 候 を 抑 制 で き る が 、 前 記 薬 剤 は RA介 在 性 の 関 節 破 壊 を 防 止
し な い 。 更 に 、 典 型 的 な コ ル チ コ ス テ ロ イ ド の 副 作 用 に は 、 消 化 性 潰 瘍 、 高 血 圧 、 糖 尿 病
、 及 び 緑 内 障 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ア ス ピ リ ン 、 イ ブ プ ラ フ ェ ン 、 及 び イ ン ド メ タ シ ン の よ う な NSAIDは 、 し ば し ば RAに 対
し て 処 方 さ れ て い る 。 こ れ ら の 薬 剤 は 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 合 成 を 阻 害 す る こ と に よ り ア
ク テ ィ ブ な 間 接 に お い て 膨 潤 を 減 少 で き る が 、 関 節 隙 の 新 党 が 微 弱 な た め 、 高 投 与 量 の 投
与 を 必 要 と し 、 そ の よ う な 高 投 与 量 は 、 胃 腸 の 刺 激 、 潰 瘍 、 及 び 出 血 を 生 ず る 傾 向 を 有 す
る 。 NSAIDは 、 炎 症 工 程 と 関 連 し な い プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 調 節 工 程 に 影 響 す る 。 NSAIDは ま
た 、 強 力 な 腎 臓 毒 素 で も あ り 、 RAの 治 療 の た め に は 不 適 切 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 重 篤 で 活 発 な RAを 有 す る 患 者 は 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 及 び ア ザ チ
オ プ リ ン の よ う な 免 疫 抑 制 剤 で 治 療 さ れ て も 良 い 。 そ れ ら は 炎 症 を 減 少 で き る 一 方 、 こ れ
ら の 薬 剤 は 患 者 の 全 免 疫 系 に 影 響 し 、 肝 臓 病 、 骨 髄 抑 制 、 悪 性 腫 瘍 の 増 大 し た 危 険 を 含 む
重 篤 な 副 作 用 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 他 の RA医 薬 は 、 ペ ニ シ ラ ミ ン 、 ク ロ ロ キ ン 、 ヒ ド ロ キ シ ク ロ ロ キ ン 、 及 び 金 塩 を 含 む 。
全 て の も の は 潜 在 的 に 重 篤 な 副 作 用 を 有 す る 。 D-ペ ニ シ ラ ミ ン は 、 骨 髄 抑 制 、 蛋 白 尿 、 及
び ネ フ ロ ー ゼ を 生 じ 得 る 。 ペ ニ シ ラ ミ ン 治 療 か ら 生 ず る 死 亡 も 報 告 さ れ て い る 。 ヒ ド ロ キ
シ ク ロ ロ キ ン ま た は ク ロ ロ キ ン で 治 療 さ れ た 患 者 は 、 不 可 逆 的 な 腎 臓 損 傷 の 兆 候 に つ い て
モ ニ タ ー し な け れ ば な ら な い 。 金 は 、 皮 膚 炎 、 腎 障 害 、 ま た は 肝 炎 の 形 態 で 毒 性 反 応 を 減
少 で き 、 関 節 炎 の 治 療 で の 効 力 は 疑 問 が 残 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 そ れ 故 RAの よ う な 慢 性 炎 症 性 疾 患 に つ い て の 治 療 方 法 が 非 常 に 所 望 さ れ て い る 。 こ れ ら
の 疾 患 の 兆 候 及 び 症 状 を 阻 害 す る 、 特 に 痛 み 、 炎 症 、 関 節 膨 潤 、 及 び こ れ ら の 疾 患 と 関 連
す る 病 変 を 減 少 す る 化 合 物 に つ い て の 必 要 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 活 性 化 細 胞 の ホ ス フ ァ タ ー ゼ (Phosphatase of Activated Cells;(PAC-1))は 、 MAPキ ナ
ー ゼ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 。 特 に 、 PAC-1は 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ DUSP） の フ ァ ミ
リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 さ も な け れ ば 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 2（ DUSP2） と し て 既 知 で
あ る 。 DUSPが 、 ホ ス ホ ト レ オ ニ ン 及 び ホ ス ホ チ ロ シ ン 残 基 の 両 者 を 脱 リ ン 酸 化 す る こ と に
よ っ て 標 的 キ ナ ー ゼ を 不 活 性 化 す る と 解 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 現 在 で は DUSPフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で 同 定 さ れ た も の が 11あ り 、 そ の 組 織 分 布 、 細 胞 内
局 在 、 基 質 特 異 性 、 及 び 転 写 コ ン ト ロ ー ル に お い て 全 て 異 な る も の で あ る (Camps等 , FASE
B J., 14: 6 (2000); Theodosiou & Ashworth, Genome Biol., 3: 7 (2002))。 DUSPは 以
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下 の 三 つ の 主 た る カ テ ゴ リ ー に 分 類 さ れ る ： 4の エ キ ソ ン か ら な り 、 増 殖 ま た は ス ト レ ス
に よ っ て 誘 導 さ れ 、 核 に 局 在 す る も の （ DUSP1-5） 、 3の エ キ ソ ン か ら な り 、 細 胞 質 に 局 在
し 、 転 写 に よ っ て は 直 接 制 御 さ れ な い も の （ DUSP6, 7, 9, 10） 、 並 び に 6の エ キ ソ ン か ら
な る も の （ DUSP8及 び 16） 。 DUSP1-5は 、 触 媒 ド メ イ ン を 含 む 保 存 さ れ た カ ル ボ キ シ ル 末 端
と 、 基 質 認 識 に 関 与 す る よ り 可 変 的 な ア ミ ノ 末 端 と で 、 約 80％ の 相 同 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 PAC-1は 、 有 糸 分 裂 介 在 性 プ ロ テ イ ン （ MAP） キ ナ ー ゼ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー （ MAPK/ERK、
SAPK/JNK、 ｐ 38） の メ ン バ ー を 負 に 制 御 す る と 解 さ れ 、 そ れ ら は 細 胞 増 殖 と 分 化 と 関 連 す
る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Trentham等 , J. Exp. Med., 146: 857 (1977)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Coutenay等 , Nature, 283: 666 (1980)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Staines & Wooley, Br. J. Rheumatology, 1994, 33: 798 (1994)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Camps等 , FASEB J., 14: 6 (2000)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Theodosiou & Ashworth, Genome Biol., 3: 7 (2002)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 を 導 く 研 究 で は 、 本 発 明 者 は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ の よ う な 炎 症 性 疾 患 に お け る 酵
素 PAC-1の 役 割 を 研 究 し た 。 本 発 明 者 は 、 IgEで 活 性 化 し た ヒ ト マ ス ト 細 胞 に お い て 、 PAC-
1発 現 が 実 質 的 に 増 大 す る こ と を 示 し た 。 炎 症 性 関 節 炎 に お け る 自 己 抗 体 、 可 溶 性 メ デ ィ
エ ー タ ー 、 及 び 他 の エ フ ェ ク タ ー 集 団 の 間 の 細 胞 性 リ ン ク と し て 、 マ ス ト 細 胞 が 関 連 す る
た め に 、 こ の 発 見 は 重 要 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 従 っ て 、 第 一 の 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で の PAC-1の
活 性 を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ
っ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1活 性 の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す
る こ と を 示 す 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1活 性
の 減 少 が 、 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 更 な る 実 施 態 様 で は 、 PAC-1活 性 は PAC-1の ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活
性 を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で の PAC-1の 発 現 レ ベ ル
を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て
、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1発 現 の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ
と を 示 す 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1発 現
の 減 少 が 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 特 徴 点 の 更 な る 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は 、 候 補 化 合 物 に PAC-1を 発 現 で き る 翻 訳
系 を 曝 露 す る 工 程 、 及 び 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1の 発 現 レ ベ ル を 、 前 記 化 合 物 の 不
存 在 下 で の 同 様 な 条 件 下 で 達 成 さ れ る レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 を 含 む 。 前 記 翻 訳 系 は 、 セ ル
フ リ ー 翻 訳 系 で あ っ て も 良 い 。 別 法 と し て 前 記 翻 訳 系 は 、 真 核 生 物 細 胞 ま た は 原 核 生 物 細
胞 を 含 ん で も 良 い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 更 な る 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 PAC-1の 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 を 調 節 す る 候 補 化 合 物
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の 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で
あ っ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 の レ ベ ル の 変 化 が 得 前 記
化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ と を 示 す 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 基 質 に
対 す る PAC-1の 結 合 の レ ベ ル の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 炎 症 を 抑 制 ま た は 減 少 す る こ と を 示 す
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ の 特 徴 点 の 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 前 記 PAC-1の 基 質 は 、 ERK、 ｐ 38、 及 び JNKか ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 更 な る 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で の PAC-1の 活 性 を 測
定 す る こ と を 含 む 、 免 疫 応 答 を 促 進 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記 候 補
化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1活 性 の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の 特 徴 点 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1活 性 の 増 強 ま た は
増 大 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 別 の 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 で の PAC-1の 発 現 レ ベ ル
を 測 定 す る こ と を 含 む 、 免 疫 応 答 を 促 進 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 前 記
化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1発 現 の 変 化 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ の 特 徴 点 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の PAC-1発 現 の 増 強 ま た は
増 大 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 更 な る 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 PAC-1の 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 を 調 節 す る 候 補 化 合 物
の 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 免 疫 応 答 を 促 進 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て
、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 の レ ベ ル の 変 化 が 前 記 化 合 物 が
免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の 特 徴 点 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 基 質 に 対 す る PAC-1の 結 合 の レ ベ ル の 増 強 ま
た は 増 大 が 前 記 化 合 物 が 免 疫 応 答 を 促 進 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 候 補 化 合 物 は 、 PAC-1か ら 由 来 す る ペ プ チ ド の よ
う な ペ プ チ ド 、 PAC-1ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ミ ュ ー タ ン ト 、 PAC-1に 対 し て 向 け ら れ る 抗 体
、 小 有 機 分 子 の よ う な PAC-1の 非 ペ プ チ ド イ ン ヒ ビ タ ー 、 PAC-1を コ ー ド す る mRNAに 対 し て
向 け ら れ た ア ン チ セ ン ス 化 合 物 、 リ ボ ザ イ ム ま た は DNAザ イ ム の よ う な 抗 PAC-1触 媒 分 子 、
あ る い は PAC-1発 現 を 標 的 と す る 小 干 渉 RNA（ RNAi） 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 前 記 候 補 化 合 物 は 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 、 低 分 子 量 化 合
物 ラ イ ブ ラ リ ー （ ChemBridge Research Laboratoriesの 低 分 子 量 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の よ
う な ） 、 細 胞 抽 出 物 、 微 生 物 培 養 上 清 、 細 菌 細 胞 成 分 等 の 発 現 産 物 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 別 の 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 炎 症 を 阻 害 ま た は 減 少 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1活
性 を 調 節 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 の 治 療 ま
た は 防 止 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ の 特 徴 点 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は 、 炎 症 を 阻 害 ま た は 減 少 す る の に 有 効
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な 量 で 、 PAC-1活 性 を 減 少 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。 好 ま し
く は 前 記 化 合 物 は 、 PAC-1活 性 を 特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 用 語 「 PAC-1活 性 を 特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る 」 は 、 前 記 化 合 物 が 他 の DUSPの 活 性 を
特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る こ と な く PAC-1活 性 を 特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る こ と を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 別 の 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 炎 症 を 阻 害 ま た は 減 少 す る の に 有 効 な 量 で 、 機 能 的 な
PAC-1の 発 現 の レ ベ ル を 改 変 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 被 験 者 に お け る
炎 症 性 疾 患 の 治 療 ま た は 防 止 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の 特 徴 点 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は 、 炎 症 を 阻 害 ま た は 減 少 す る の に 有 効
な 量 で 、 機 能 的 な PAC-1発 現 を 減 少 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む
。 好 ま し く は 前 記 化 合 物 は 、 PAC-1発 現 を 特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 用 語 「 PAC-1発 現 を 特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る 」 は 、 前 記 化 合 物 が 他 の DUSPの 発 現 を
特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る こ と な く PAC-1の 発 現 を 特 異 的 に 減 少 ま た は 阻 害 す る こ と を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 別 の 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 免 疫 抑 制 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1の 活 性 を
改 変 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 免 疫 抑 制 の 治 療 ま た は 防
止 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ の 特 徴 点 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は 、 免 疫 抑 制 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で
、 PAC-1活 性 を 増 大 ま た は 増 強 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。 好 ま し く は 前
記 化 合 物 は 、 PAC-1活 性 を 特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 用 語 「 PAC-1活 性 を 特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る 」 は 、 前 記 化 合 物 が 他 の DUSPの 活 性 を
特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る こ と な く PAC-1活 性 を 特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る こ と を 意
味 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た 別 の 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 免 疫 抑 制 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で 、 PAC-1の 発 現 の
レ ベ ル を 改 変 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 被 験 者 に お け る 免 疫 抑 制 の 治 療
ま た は 防 止 方 法 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の 特 徴 点 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 方 法 は 、 免 疫 抑 制 を 治 療 す る の に 有 効 な 量 で
、 PAC-1の 発 現 を 増 大 ま た は 増 強 す る 化 合 物 を 被 験 者 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。 好 ま し く は
前 記 化 合 物 は 、 PAC-1の 発 現 を 特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 用 語 「 PAC-1の 発 現 を 特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る 」 は 、 前 記 化 合 物 が 他 の DUSPの 発 現
を 特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る こ と な く PAC-1活 性 を 特 異 的 に 増 大 ま た は 増 強 す る こ と を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 当 業 者 に は 容 易 に 理 解 で き る で あ ろ う よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 PAC-1と 相 互 作 用 に そ
の 活 性 を 調 節 す る 抗 体 を 含 む 化 合 物 を デ ザ イ ン し て 選 択 す る 合 理 的 な 方 法 を 提 供 す る 。 大
多 数 の 場 合 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 活 性 を 増 大 す る た め に 更 な る 発 展 を 必 要 と す る で あ ろ う
。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 そ の よ う な 更 な る 発 展 工 程 を 含 む こ と を 企 図 さ
れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 医 薬 の 製 造 に お い て 製 薬 組 成 物 に 前 記 化 合 物 を 取 り
込 ま せ る よ う な 製 造 工 程 を 更 に 含 む こ と が 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
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　 従 っ て 、 更 な る 特 徴 点 で は 、 前 記 方 法 は 、 こ こ に 記 載 の ヒ ト 又 は 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 す る
た め の 同 定 さ れ た 化 合 物 の 製 剤 化 を 更 に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 サ ン プ ル （ 例 え ば 組 織 ま た は サ ン プ ル ） に お け る PAC-1ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る た め の 方 法 に 関 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 例 え ば 、
炎 症 性 疾 患 の 予 後 及 び 診 断 評 価 の 一 部 と し て 、 並 び に そ の よ う な 疾 患 に 対 す る 素 因 を 示 す
被 験 者 の 同 定 の た め に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 診 断 」 及 び 「 診 断 す る 」 、 「 診 断 し た 」 、 ま た は 「 診 断 し て い
る 」 を 制 限 す る こ と な く 含 む よ う な そ の 変 異 型 は 、 臨 床 状 態 の 一 次 的 な 診 断 に 制 限 さ れ る
も の で は な い が 、 臨 床 状 態 の い ず れ か の 一 次 的 な 診 断 ま た は 予 後 を 含 む と 解 釈 さ れ る べ き
で あ る 。 例 え ば 、 こ こ に 記 載 さ れ る 「 診 断 ア ッ セ イ 」 フ ォ ー マ ッ ト は 、 炎 症 性 疾 患 の 再 発
の モ ニ タ ー 、 ま た は 前 記 疾 患 の 治 療 の 効 力 の モ ニ タ ー に 等 し く 適 用 さ れ る 。 こ こ に 記 載 さ
れ る ア ッ セ イ の 全 て の そ の よ う な 使 用 は 、 本 発 明 に よ っ て 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 PAC-1タ ン パ ク 質 及 び ／ ま た は mRNAの 発 現 パ タ ー ン
を 測 定 す る 工 程 を 含 む 、 PAC-1発 現 細 胞 と 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 を 提 供 す る 。 PAC-1発 現
細 胞 と 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 の ま た 別 の 実 施 態 様 は 、 抗 PAC-1抗 体 を 使 用 す る PAC-1発 現
の 検 出 工 程 を 含 む 。 そ の よ う な 診 断 方 法 は 、 組 成 物 、 キ ッ ト 、 及 び 患 者 が PAC-1が 標 的 と
さ れ る 治 療 の た め の 候 補 で あ る か を 測 定 す る た め 別 の ア プ ロ ー チ の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 一 つ の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ ま た は ３ に 示 さ れ る 配 列 と 少 な く と
も ８ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 生 物
学 的 サ ン プ ル を 接 触 さ れ る 工 程 を 含 む 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の PAC-1関 連 転 写 産 物 の 検 出
方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 １ ま た は ３ に 開 示 さ れ た 配 列 に 対 す る 同 一 性 パ ー
セ ン テ ー ジ は 、 少 な く と も 焼 く 85％ ま た は 90％ ま た は 95％ で あ り 、 更 に よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 98％ ま た は 99％ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 更 な る 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 生 じ る の に 十 分 な
時 間 と 条 件 下 で 、 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 試 験 さ れ る 被 験 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触 さ せ
る 工 程 、 及 び 次 い で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 試 験 さ れ る ヒ ト ま た
は 動 物 被 験 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 炎 症 性 疾 患 を 有 さ な い コ ン ト ロ ー
ル 被 験 者 に つ い て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 比 較 し た 、 試 験 さ れ る 被 験 者 に つ い
て の プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の レ ベ ル の 変 化 が 、 試 験 さ れ る 被 験 者 が 炎 症 性 疾
患 を 有 す る こ と を 示 し 、 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ が 、
(i)配 列 番 号 １ ま た は ３ か ら 得 ら れ る 少 な く と も 約 20の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 配 列
；
(ii)配 列 番 号 １ ま た は ３ か ら 得 ら れ る 少 な く と も 約 20の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て 、
少 な く と も 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
配 列 ；
(iii)配 列 番 号 １ ま た は ３ に 対 し て 少 な く と も 約 80％ 同 一 で あ る 配 列 ；
(iv)配 列 番 号 ２ ま た は ４ に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列 ； 並 び に
(v)(i)ま た は (ii)ま た は (iii)ま た は (iv)に 示 さ れ た 配 列 の い ず れ か 一 つ に 相 補 的 で あ る
配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 レ ベ ル の 変 化 」 は 、 ア ッ セ イ さ れ る 数 字 の レ ベ ル の 増 加 、 増 大
、 ま た は 上 昇 を 含 み 、 ま た は 別 法 と し て ア ッ セ イ さ れ る 数 字 の レ ベ ル の 減 少 ま た は 低 下 を
含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 の 発 現 の レ ベ ル の 増 加 、 増 大 、 ま た は 上 昇 は 、 炎
症 性 疾 患 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 古 典 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト 及 び 増 幅 フ ォ ー マ ッ ト の 両 方 、 並 び に そ
の 組 み 合 わ せ は 、 本 発 明 に よ っ て 包 含 さ れ る 。 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン は 、 ラ ベ ル さ れ た プ ロ ー ブ と 、 試 験 さ れ る 被 験 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 第
二 の 核 酸 と の 間 の 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 実 施 す る 工 程 、 並 び に 前 記 ラ ベ ル を
検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 核 酸 増 幅 反 応
、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） を 実 施 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で は 前 記 プ ロ ー ブ は
核 酸 プ ラ イ マ ー か ら な り 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 核 酸 の 核 酸 コ ピ ー が 増 幅 さ れ る 。 当 業 者
に は 既 知 で あ る よ う に 、 特 に サ ン プ ル 中 の あ ま り 豊 富 で な い mRNA種 の 場 合 で は 、 検 出 の 特
異 性 を 増 大 す る た め に 、 増 幅 は 古 典 的 な 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 検 出 系 に 先 行 し て も
良 い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 固 体 表 面 上 に 固 定 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 関 連 す る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 PAC-1に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 生 物 学 的 サ ン プ ル
を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の PAC-1ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 抗 原 抗 体 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件
下 で 、 抗 体 と 試 験 さ れ る 被 験 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び 次 い で 前
記 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 試 験 さ れ る ヒ ト ま た は 動 物 被 験 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 の
診 断 方 法 で あ っ て 、 炎 症 性 疾 患 を 有 さ な い コ ン ト ロ ー ル 被 験 者 に つ い て 形 成 さ れ た 抗 原 抗
体 複 合 体 の 量 と 比 較 し た 、 試 験 さ れ る 被 験 者 に つ い て の 抗 原 抗 体 複 合 体 の レ ベ ル の 変 化 が
、 試 験 さ れ る 被 験 者 が 炎 症 性 疾 患 を 有 す る こ と を 示 し 、 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は ４
に 示 さ れ た 配 列 と 少 な く と も 約 80％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 の 少 な く と も 約 10の 連 続 し た ア
ミ ノ 酸 残 基 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 方 法 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 抗 原 抗 体 複 合 体 の レ ベ ル の 上 昇 、 増 大 、 ま た は 増 加 は 、 炎 症 性 疾
患 の 指 標 と な る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル の 供 給 源 ま た は 性 質 に よ っ て 制 限 さ れ る こ と は な い 。
一 つ の 実 施 態 様 で は 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 炎 症 性 疾 患 を 治 療 す る た め の 治 療 摂 生 を
受 け て い る 患 者 か ら 由 来 す る 。 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 炎
症 性 疾 患 を 有 す る ま た は 形 成 す る 疑 い の あ る 患 者 か ら 由 来 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 生 物 学 的 組 織 サ ン プ ル は 、 マ ス ト 細 胞 、 T細 胞 、 ま た は 好
酸 球 を 含 む 。 更 な る 実 施 態 様 で は 、 前 記 組 織 サ ン プ ル は 、 滑 液 、 血 液 、 ま た は 肺 痰 で あ っ
て 良 い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 別 の 特 徴 点 で は 、 本 発 明 は 、 炎 症 性 疾 患 の 治 療 上 の 処 置 の 効 力 を モ ニ タ ー す る 方 法 で あ
っ て 、
(i)治 療 上 の 処 置 を 受 け て い る 患 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 準 備 す る 工 程 ； 及 び
(ii)配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ た 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 80％ の 同 一 性 を 有
す る 配 列 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 接 触
さ せ る こ と に よ り 、 前 記 生 物 学 的 中 の PAC-1関 連 転 写 産 物 の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ れ に よ っ
て 治 療 の 効 力 を モ ニ タ ー す る 工 程
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
　 好 ま し く は 前 記 方 法 は 、 前 記 PAC-1関 連 転 写 産 物 の レ ベ ル を 、 治 療 上 の 処 置 を 受 け る 前
ま た は そ の 早 期 の 患 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の PAC-1関 連 転 写 産 物 の レ ベ ル と 比 較 す
る 工 程 を 更 に 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 関 連 す る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 炎 症 性 疾 患 の 治 療 上 の 処 置 の 効 力 を モ ニ タ ー す る 方
法 で あ っ て 、
(i)治 療 上 の 処 置 を 受 け て い る 患 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル を 準 備 す る 工 程 ； 及 び
(ii)前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル を 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の PA
C-1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 測 定 し 、 前 記 抗 体 が 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 特 異 的 に 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 治 療 の 効 力 を モ ニ タ ー す る 工 程
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 好 ま し く は 前 記 方 法 は 、 前 記 PAC-1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 、 治 療 上 の 処 置 を 受 け る 前
ま た は そ の 早 期 の 患 者 由 来 の 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の PAC-1ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル と 比 較 す
る 工 程 を 更 に 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 方 法 を 実 施 す る た め の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 及 び ／ ま た
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 任 意 に 定 量 的 な ス タ ン ダ ー ド を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 更 に
本 発 明 は 、 こ こ に 記 載 さ れ た 疾 患 の 治 療 の た め の 臨 床 試 験 に 関 与 す る 、 薬 剤 の 効 力 の 評 価
方 法 及 び 患 者 の 予 後 の モ ニ タ ー 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 明 白 な よ う に 、 本 発 明 の 一 つ の 特 徴 点 の 好 ま し い 特 性 及 び 特 徴 は 、 本 発 明 の 他 の 特 徴 点
に 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
配 列 表 の 説 明
配 列 番 号 １ ： ヒ ト PAC-1を コ ー ド す る cDNA
配 列 番 号 ２ ： ヒ ト PAC-1
配 列 番 号 ３ ： げ っ 歯 類 PAC-1を コ ー ド す る cDNA
配 列 番 号 ４ ： げ っ 歯 類 PAC-1
配 列 番 号 ５ か ら ６ ６ ： ヒ ト PAC-1生 産 を 下 方 調 節 し た siRNA分 子 の 生 産 の た め の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド
配 列 番 号 ６ ７ ： Pac-1 siRNA
配 列 番 号 ６ ８ か ら ７ ４ ： ヒ ト PAC-1生 産 を 下 方 調 節 し た siRNA分 子 の 生 産 の た め の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の ス テ ム ル ー プ 配 列
配 列 番 号 ７ ５ か ら ８ ５ ： ヒ ト PAC-1の 抗 原 エ ピ ト ー プ
配 列 番 号 ８ ６ ： cDNA合 成 プ ラ イ マ ー
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ７ １ 】
一 般 的 方 法
　 特 に 他 に 記 載 が な け れ ば 、 こ こ で 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 用 語 及 び 科 学 用 語 は 、 当 業 者 に
よ り 一 般 的 に 理 解 さ れ て い る も の と 同 じ 意 味 を 有 す る よ う に 考 慮 さ れ る （ 例 え ば 、 細 胞 培
養 、 分 子 遺 伝 学 、 免 疫 学 、 免 疫 組 織 化 学 、 タ ン パ ク 質 化 学 、 及 び 生 化 学 に お け る も の ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 他 に 記 載 が な け れ ば 、 本 発 明 で 利 用 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 、 細 胞 培 養 、 及 び 免 疫 学 的
方 法 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ る 標 準 法 で あ る 。 そ の よ う な 技 術 は 、 J. Perbal, A Practical
 Guide to Molecular Cloning, John Wiley and Sons (1984), J. Sambrook等 , Molecula
r Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989), T.A
. Brown (編 者 ), Essential Molecular Biology: A Practical Approach, Volumes 1 and
 2, IRL Press (1991), D.M. Glover and B.D. Hames (編 者 ), DNA Cloning: A Practica
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l Approach, Volumes 1-4, IRL Press (1995及 び 1996), 並 び に F.M. Ausubel等 , (編 者 ),
 Current Protocols in Molecular Biology, Greene Pub. Associates and Wiley-Inters
cience (1988, 現 在 ま で の 全 て の 改 訂 版 を 含 む ), Ed Harlow and David Lane (1988), 並
び に J.E. Coligan等 , (編 者 ), Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons (
現 在 ま で の 全 て の 改 訂 版 を 含 む )の よ う な ソ ー ス の 文 献 を 通 じ て 記 載 さ れ 説 明 さ れ 、 こ れ
ら は 参 考 と し て こ こ に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
PAC-1
　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 PAC-1」 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ た ヒ ト ま た
は マ ウ ス PAC-1ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 80％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 を 有 す る い ず れ か の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 を 指 す 。 好 ま し く は
、 配 列 番 号 ２ ま た は ４ に 対 す る 同 一 性 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 少 な く と も 約 85％ 、 よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 約 90％ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 95％ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 99％ で あ る 。 用 語 「 PAC-1」 は ま た 、 全 長 PAC-1の 既 知 の 生 物 学 的 活 性 、 ま た は 全
長 PAC-1の 既 知 の 結 合 特 異 性 を 有 す る ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を
含 む よ う に 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
PAC-1ア ン タ ゴ ニ ス ト ／ ア ゴ ニ ス ト
　 こ こ で 考 慮 さ れ る 化 合 物 の 範 囲 は 、 PAC-1の 生 物 学 的 機 能 の PAC-1ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン
タ ゴ ニ ス ト を 含 む 。 こ れ ら の 化 合 物 の 適 切 な タ イ プ の 例 は 、 以 下 に 記 載 さ れ る
【 ０ ０ ７ ５ 】
タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド イ ン ヒ ビ タ ー
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 候 補 化 合 物 は タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の 文 脈 で の 用 語 「 タ ン パ ク
質 」 は 、 少 な く と も 二 つ の 共 有 結 合 し た ア ミ ノ 酸 を 意 味 し 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、
オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 及 び ペ プ チ ド を 含 む 。 前 記 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 及 び
ペ プ チ ド 結 合 、 ま た は 合 成 ペ プ チ ド 模 倣 構 造 体 か ら 形 成 さ れ て 良 い 。 か く し て こ こ で 使 用
さ れ る 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 ま た は 「 ペ プ チ ド 残 基 」 は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 と 合 成 ア ミ
ノ 酸 の 両 者 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ホ モ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 シ ト ル リ ン 、 及 び ノ ル ロ イ シ ン
は 、 本 発 明 の 目 的 の た め の ア ミ ノ 酸 と 考 慮 さ れ る 。 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 は ま た 、 プ ロ リ ン 及
び ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン の よ う な イ ミ ノ 酸 残 基 を も 含 む 。 側 鎖 は (R)ま た は (S)構 造 の い ず れ
で も よ い 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ア ミ ノ 酸 は (S)ま た は (L)構 造 で 存 在 す る 。 天 然 に 存 在
し な い 側 鎖 が 使 用 さ れ た な ら ば 、 非 ア ミ ノ 酸 置 換 体 が 、 例 え ば in vivoの 分 解 を 防 止 ま た
は 遅 延 す る た め に 使 用 さ れ て 良 い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 候 補 化 合 物 は 、 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 、 ま た は 天
然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 の 断 片 で あ る 。 か く し て 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 抽 出 物 、
ま た は タ ン パ ク 質 性 細 胞 抽 出 物 の ラ ン ダ ム 若 し く は 選 択 的 切 断 物 が 使 用 さ れ て 良 い 。 こ の
方 法 で は 、 原 核 生 物 及 び 真 核 生 物 の タ ン パ ク 質 の ラ イ ブ ラ リ ー が 形 成 さ れ て 良 い 。 こ の 実
施 態 様 で 特 に 好 ま し く は 、 細 菌 、 真 菌 、 ウ イ ル ス 、 及 び 哺 乳 動 物 タ ン パ ク 質 の ラ イ ブ ラ リ
ー で あ り 、 後 者 が 特 に 好 ま し く 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 更 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 前 記 候 補 化 合 物 は 、 約 5か ら 約 30ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ
り 、 約 5か ら 約 20ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド が 好 ま し く 、 約 7か ら 約 15ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド が 特 に
好 ま し い 。 前 記 ペ プ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る ペ プ チ ド の 切 断 物 、 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド 、 ま た
は 「 バ イ ア ス 化 」 ラ ン ダ ム ペ プ チ ド で あ っ て 良 い 。 用 語 「 ラ ン ダ ム 化 」 ま た は 文 法 的 な そ
の 同 等 物 は 、 各 ペ プ チ ド が 特 に ラ ン ダ ム ア ミ ノ 酸 か ら な る こ と を 意 味 す る 。 一 般 的 に こ れ
ら の ラ ン ダ ム ペ プ チ ド は 化 学 的 に 合 成 さ れ る た め 、 そ れ ら は い ず れ か の 位 置 で い ず れ か の
ア ミ ノ 酸 を 取 り 込 ん で 良 い 。 合 成 方 法 は 、 配 列 の 長 さ に 亘 り 可 能 な 組 み 合 わ せ の 全 て ま た
は ほ と ん ど の 形 成 が 可 能 な よ う に ラ ン ダ ム 化 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る よ う に デ ザ イ ン で き 、
か く し て ラ ン ダ ム 化 候 補 生 体 活 性 タ ン パ ク 質 性 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー が 形 成 さ れ る 。
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【 ０ ０ ７ ８ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 及 び ス ク リ ー ニ ン グ は 、 当 業 者 に 周 知 で
あ る 。 そ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー (例
え ば 米 国 特 許 第 5,010,175号 、 Furka (1991) Int. J. Pept. Prot. Res., 37: 487-493, H
oughton等 , (1991) Nature, 354: 84-88参 照 ） を 含 む が そ れ に 制 限 さ れ な い 。 ペ プ チ ド 合
成 は 、 本 発 明 で の 使 用 に つ い て 考 慮 さ れ て 企 図 さ れ る 唯 一 の ア プ ロ ー チ で は 決 し て な い 。
ケ ミ カ ル ダ イ バ ー シ テ ィ ー ラ イ ブ ラ リ ー の 生 成 の た め の 他 の 化 学 法 も ま た 使 用 で き る 。 そ
の よ う な 化 学 法 は 、 ペ プ ト イ ド (PCT公 開 番 号 WO 91/19735, 1991年 12月 26日 )、 コ ー ド 化 ペ
プ チ ド (PCT公 開 番 号 WO 93/20242, 1993年 10月 14日 )、 ラ ン ダ ム バ イ オ オ リ ゴ マ ー (PCT公 開
番 号 WO 92/00091, 1992年 1月 9日 )、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン (米 国 特 許 第 5,288,514号 )、 ヒ ダ ン
ト イ ン 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 及 び ジ ペ プ チ ド の よ う な ダ イ バ ソ マ ー (Hobbs等 , (1993) Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 90: 69096913)、 ビ ニ ロ ガ ス ポ リ ペ プ チ ド (Hagihara等 , (1992)
 J. Amer. Soc. 114: 6568)、 Beta D Glucoseス キ ャ ホ ー ル デ ィ ン グ を 有 す る ノ ン ペ プ チ
ダ ル ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス (Hirschmann等 , (1992) J. Amer. Chem. Soc. 114: 92179248)
、 小 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の 類 似 有 機 合 成 (Chen等 , (1994) J. Amer. Chem. Soc. 116: 266
1)、 オ リ ゴ カ ル バ マ ー ト (Cho等 , (1993) Science 261: 1303)、 及 び ／ ま た は ペ プ チ ジ ル
ホ ス ホ ナ ー ト (Campbell等 , (1994) J. Org. Chem. 59: 658)を 含 む が こ れ ら に 制 限 さ れ な
い 。 一 般 的 に は 、 Gordon等 , (1994) J. Med. Chem. 37: 1385、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー 、 ペ プ
チ ド 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 米 国 特 許 第 5,539,083号 参 照 ） 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば
Vaughn等 , (1996) Nature Biotechnology, 14(3): 309-314、 及 び PCT/US96/10287参 照 )、
炭 水 化 物 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば Liang等 , (1996) Science, 274: 1520-1522、 及 び 米 国 特 許
第 5,593,853号 参 照 )、 並 び に 小 有 機 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば ベ ン ゾ ジ ア セ ピ ン 、 Baum (1
993) C&EN, Jan 18, page 33、 イ ソ プ レ ノ イ ド 、 米 国 特 許 第 5,569,588号 、 チ ア ゾ リ ジ ノ
ン 及 び メ タ チ ア ザ ノ ン 、 米 国 特 許 第 5,549,974号 、 ピ ロ リ ジ ン 、 米 国 特 許 第 5,525,735号 及
び 第 5,519,134号 、 モ ル ホ リ ノ 化 合 物 、 米 国 特 許 第 5,506,337号 、 ベ ン ゾ ジ ア セ ピ ン 、 米 国
特 許 第 5,288,514号 等 ） 参 照 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 の た め の 装 置 は 市 販 で 入 手 可 能 で あ る (例 え ば 、 3
57 MPS, 390 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville Ky., Symphony, Rainin, Woburn, M
ass., 433A Appliied Biosystems, Foster City, Calif., 9050 Plus, Milipore, Bedfor
d, Mass参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 ペ プ チ ジ ル PAC-1イ ン ヒ ビ タ ー は 、 PAC-1配 列 （ 配 列 番 号 ２ ま た は
４ ） か ら 由 来 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド （ 約 10-25ア ミ ノ 酸 長 ） と し て 、 化 学 的 ま た は 組 換 え 的
に 合 成 さ れ る 。 別 法 と し て 、 PAC-1断 片 が 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え ば ト リ プ シ ン 、 サ ー モ リ
シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ま た は ペ プ シ ン を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 天 然 の ま た は 組 換 え 的
に 生 産 さ れ た PAC-1の 切 断 に よ り 生 産 さ れ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 （ 例 え ば MacVector, Om
ega, PGCene, Molecular Simulation, Inc.と い っ た 市 販 で 入 手 可 能 な ソ フ ト ウ ェ ア ー を
使 用 す る ） は 、 タ ン パ ク 質 分 解 性 切 断 部 位 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 分 解
性 ま た は 合 成 断 片 は 、 PAC-1機 能 を 部 分 的 ま た は 完 全 に 阻 害 す る の に 必 要 な 程 度 の ア ミ ノ
酸 残 基 数 を 含 む こ と が で き る 。 好 ま し い 断 片 は 、 少 な く と も 5、 10、 15、 20、 25、 30、 35
、 40、 45、 50、 55、 60、 65、 70、 75、 80、 85、 90、 95、 100、 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸
長 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド イ ン ヒ ビ タ ー は 、 PAC-1の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ミ ュ ー タ ン
ト で あ っ て も 良 い 。 用 語 「 ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ ミ ュ ー タ ン ト 」 は 、 天 然 状 態 か ら 突 然 変
異 し て お り 、 PAC-1が 通 常 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 、 内 因 性 天 然 PAC-1が 相
互 作 用 を 形 成 す る の を 妨 げ る PAC-1ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
抗 PAC-1抗 体

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-518998 A 2006.8.24



　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 用 語 「 抗 体 」 は 、 PAC-1の エ ピ ト ー プ 決 定 基 を 結 合 可 能 で あ る 完 全
分 子 、 並 び に Fab、 F(ab')2、 及 び Fvの よ う な そ の 断 片 を 含 む 。 こ れ ら の 抗 体 断 片 は 、 抗 原
と 選 択 的 に 結 合 す る い く つ か の 能 力 を 保 持 し 、 以 下 の よ う に 定 義 さ れ る ：
【 ０ ０ ８ ３ 】
(1)Fab： 抗 体 分 子 の 一 価 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 断 片 は 、 完 全 な 軽 鎖 及 び 一 つ の 重 鎖 の 一 部 を
生 ず る よ う に 、 酵 素 パ パ イ ン で 完 全 な 抗 体 を 切 断 す る こ と に よ っ て 生 産 で き る ；
【 ０ ０ ８ ４ 】
(2)Fab'： 抗 体 分 子 の 断 片 は 、 完 全 な 抗 体 を ペ プ シ ン で 処 理 し 、 そ の 後 還 元 し 、 完 全 な 軽
鎖 と 重 鎖 の 一 部 を 生 ず る よ う に 得 る こ と が で き る ； 二 つ の Fab'断 片 が 抗 体 分 子 当 た り 得 ら
れ る ；
【 ０ ０ ８ ５ 】
(3)（ Fab')2： 抗 体 の 断 片 は 、 完 全 な 抗 体 を 酵 素 ペ プ シ ン で 処 理 し 、 そ の 後 還 元 す る こ と
な く 得 る こ と が で き る ； F(Ab)2は 、 二 つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 共 に 保 持 さ れ た 二 つ の
Fab'断 片 の ダ イ マ ー で あ る ；
【 ０ ０ ８ ６ 】
(4)Fvは 、 二 つ の 鎖 と し て 発 現 さ れ た 軽 鎖 の 可 変 領 域 と 重 鎖 の 可 変 領 域 を 含 む 遺 伝 学 的 に
操 作 さ れ た 断 片 と し て 定 義 さ れ る ； 並 び に
【 ０ ０ ８ ７ 】
(5)一 本 鎖 抗 体 ("SCA")は 、 遺 伝 学 的 に 融 合 し た 一 本 鎖 分 子 と し て 、 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド リ
ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ た 、 軽 鎖 の 可 変 領 域 、 重 鎖 の 可 変 領 域 を 含 む 、 遺 伝 学 的 に 操 作 さ
れ た 分 子 と し て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 抗 体 断 片 の 作 製 方 法 は 、 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る (例 え ば 、 Harloe and Lane, Antibo
dies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1988)を 参 照
、 参 考 と し て こ こ に 含 ま れ る )。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 免 疫 化 抗 原 と し て 完 全 な PAC-1ま た は そ の 断 片 を 使 用 し て 調 製 で き る
。 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 使 用 さ れ る ペ プ チ ド は 、 翻 訳 さ れ た cDNAま た は 化 学 合 成 か ら 由
来 で き 、 精 製 さ れ 、 所 望 で あ れ ば キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 に 接 合 さ れ る 。 ペ プ チ ド に 化 学 的
に 結 合 さ れ る そ の よ う な 一 般 的 に 使 用 さ れ る キ ャ リ ア ー は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ
ア ニ ン （ KLH） 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 及 び 破 傷 風 毒 素 を 含 む 。
次 い で 結 合 し た ペ プ チ ド は 、 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス ま た は ウ サ ギ ） を 免 疫 化 す る た め に 使 用
さ れ て 良 い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 所 望 で あ れ ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 抗 体 が 向 け ら れ た ペ プ チ ド を 結 合 し た マ
ト リ ッ ク ス に 結 合 し そ れ か ら 溶 出 す る こ と に よ っ て 更 に 精 製 で き る 。 当 業 者 は 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 並 び に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 及 び ／ ま た は 濃 縮 の た め の 免 疫 学 の 分 野 に
お い て 一 般 的 な 各 種 の 技 術 を 既 知 で あ ろ う （ 例 え ば 、 Coligan等 , Unit 9, Current Proto
cols in Immunology, Wiley Interscience, 1991参 照 、 参 考 と し て 取 り 込 ま れ る ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 、 及 び E
BVハ イ ブ リ ド ー マ 法 の よ う な 、 経 代 培 養 し た 細 胞 系 に よ る 抗 体 分 子 の 生 産 を 提 供 す る い ず
れ か の 方 法 を 使 用 し て 調 製 さ れ て 良 い (Kohler等 , Nature 256, 495-497, 1975; Kozbor等
, J. Immunol. Methods 81, 31-42, 1985; Cote等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 20
26-2030, 1983; Cole等 , Mol. Cell Niol. 62, 109-120, 1984)。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 当 該 技 術 分 野 で 知 ら れ た 方 法 は 、 PAC-1に 対 す る 結 合 を 示 す 抗 体 を 、 抗 体 発 現 ラ イ ブ ラ
リ ー か ら 同 定 し て 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 PACに 対 す る 結 合 を 示 す 抗 体 結 合
ド メ イ ン の 同 定 及 び 単 離 の た め の 方 法 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー シ ス テ ム で あ る 。
こ の ベ ク タ ー シ ス テ ム は 、 大 腸 菌 に お い て マ ウ ス 抗 体 レ パ ー ト リ ー か ら (Huse等 , Science
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, 246: 1275-1281, 1989)、 及 び ヒ ト 抗 体 レ パ ー ト リ ー か ら (Mullinax等 , Proc. Natl. Ac
ad. Sci., 87: 8095-8099, 1990)、 Fab断 片 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 す る
た め に 使 用 さ れ て い る 。 こ の 方 法 体 系 は ま た 、 事 前 選 択 さ れ た リ ガ ン ド に 対 し て 結 合 を 有
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 に 適 用 で き る 。 所 望 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 当 業 者 に よ っ て 十 分 に 理 解 さ れ た 方 法 を 試 用 し
て 各 種 の 方 法 で 生 産 で き 、 こ こ に 繰 り 返 す こ と は し な い 。 こ れ ら の 技 術 の 詳 細 は 、 Monocl
onal Antibodies-Hybridomas: A New Dimension in Biological Analysis, H. Kennett等
に よ り 編 集 , Plenum Press, 1980;及 び 米 国 特 許 第 4,172,124の よ う な 文 献 に 記 載 さ れ て お
り 、 参 考 と し て 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 更 に 、 「 ヒ ト 化 」 抗 体 の 各 種 の 組 合 せ を 有 す る キ メ ラ 抗 体 分 子 を 生 産 す る 方 法 は 、 当 該
技 術 分 野 で 既 知 で あ り 、 げ っ 歯 類 の 可 変 領 域 を ヒ ト 定 常 領 域 と 組 み 合 わ せ る こ と (Cabily
等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 3273, 1984)、 ま た は げ っ 歯 類 抗 体 相 補 性 決 定 領
域 （ CDR） を ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク に グ ラ フ ト す る こ と を に よ る (Riechmann等 , Nature 332:
 323, 1988)も の を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 前 記 抗 体 は 、 配 列 番 号 ７ ５ － ８ ５ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る が こ
れ ら に 制 限 さ れ な い 、 ヒ ト PAC-1の 領 域 の 少 な く と も 一 部 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ア ン チ セ ン ス 化 合 物
　 用 語 「 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 」 は 、 PAC-1 mRNA分 子 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 で (Izant及
び Weintraub, Cell 36: 1007-15, 1984; Izant及 び Weintraub, Science 229 (4711): 345
-52, 1985)、 mRNA翻 訳 の よ う な 転 写 後 の 現 象 を 妨 げ る こ と が 可 能 な DNAま た は RNA分 子 を 包
含 す る 。 PAC-1コ ー ド mRNAの 少 な く と も 約 15の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ア ン チ セ
ン ス オ リ ゴ マ ー は 、 容 易 に 合 成 さ れ 、 標 的 PAC-1生 産 細 胞 内 に 導 入 し た 場 合 、 よ り 大 き な
分 子 よ る 問 題 を 生 ず る 可 能 性 が 低 い よ う な の で 好 ま し い 。 ア ン チ セ ン ス 法 の 使 用 は 、 当 該
技 術 分 野 で 周 知 で あ る (Marcus-Sakura, Anal. Biochem. 172: 289, 1988)。 好 ま し い ア ン
チ セ ン ス 核 酸 は 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列
の 少 な く と も 15の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む で あ ろ う
。
【 ０ ０ ９ ６ 】
触 媒 性 核 酸
　 用 語 「 触 媒 性 核 酸 」 は 、 別 個 の 基 質 を 特 異 的 に 認 識 し 、 こ の 基 質 の 化 学 的 修 飾 を 触 媒 す
る DNA分 子 ま た は DNA含 有 分 子 （ 「 DNAザ イ ム 」 と し て 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る ） あ る い
は RNAま た は RNA含 有 分 子 （ 「 リ ボ ザ イ ム 」 と し て 当 該 技 術 分 野 で 既 知 で あ る ） を 指 す 。 触
媒 性 核 酸 中 の 核 酸 塩 基 は 、 A、 C、 G、 T、 及 び Uの 塩 基 、 並 び に そ れ ら の 誘 導 体 で あ る こ と
が で き る 。 こ れ ら の 塩 基 の 誘 導 体 は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 典 型 的 に 、 触 媒 性 核 酸 は 、 標 的 核 酸 の 特 異 的 認 識 の た め の ア ン チ セ ン ス 配 列 と 、 核 酸 切
断 酵 素 活 性 （ 「 触 媒 ド メ イ ン 」 と し て こ こ に 称 さ れ る ） を 含 む 。 特 異 性 を 達 成 す る た め に
、 好 ま し い リ ボ ザ イ ム 及 び DNAザ イ ム は 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ た ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る 配 列 の 、 少 な く と も 約 12-15の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 で あ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 特 に 有 用 で あ る リ ボ ザ イ ム の タ イ プ は 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム (Has
eloff及 び Gerlach, Nature, 334: 585 (1988), Perriman等 , Gene, 133: 157 (1992))、
及 び ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム (Shippy等 , Mol. Biotech. 12: 117 (1999))で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム 及 び リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る DNAは 、 当 該 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を
使 用 し て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 、 リ ボ ザ イ ム は ま た 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー
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タ ー 、 例 え ば T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ ま た は SP6 RNAポ リ メ ラ ー ゼ の た め の プ ロ モ ー タ ー に 実
施 可 能 に 結 合 し た DNA分 子 （ 転 写 の 際 に RNA分 子 を 生 成 す る も の ） か ら 調 製 で き る 。 従 っ て
、 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 即 ち DNAま た は cDNAを 提 供
す る 。 ベ ク タ ー が 、 前 記 DNA分 子 に 実 施 可 能 に 結 合 し た RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を も
含 む 場 合 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び ヌ ク レ オ チ ド と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 際 に 、 in vitro
で リ ボ ザ イ ム を 生 産 で き る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 前 記 DNAは 、 発 現 カ セ ッ ト ま た は 転 写 カ
セ ッ ト に 挿 入 で き る 。 合 成 後 、 前 記 RNA分 子 は 、 リ ボ ザ イ ム を 安 定 化 し 、 そ れ を RNア ー ゼ
に 耐 性 と す る 能 力 を 有 す る DNA分 子 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 修 飾 で き る 。 別 法 と
し て 、 リ ボ ザ イ ム は 、 リ ポ ソ ー ム デ リ バ リ ー 系 に お け る 使 用 の た め 、 ホ ス ホ チ オ ア ナ ロ グ
に 修 飾 で き る 。 こ の 修 飾 は さ ら に 、 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に 対 し て リ ボ ザ イ ム を 耐 性 に
す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
RNAイ ン ヒ ビ タ ー
　 dsRNAは 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 生 産 を 特 異 的 に 阻 害 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 理 論 に
よ っ て 制 限 さ れ る こ と を 望 ま な い が 、 Dougherty及 び Parks(Curr. Opin. Cell Biol. 7: 3
99 (1995))は 、 dsRNAが タ ン パ ク 質 生 産 を 減 少 す る た め に 使 用 で き る メ カ ニ ズ ム の モ デ ル
を 提 供 し て い る 。 こ の モ デ ル は 、 Waterhouse等 (Proc. Natl. Acad. Sci. 95: 13959 (199
8))に よ っ て 最 近 修 正 さ れ て 説 明 さ れ て い る 。 こ の 技 術 は 、 PAC-1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
mRNAの 場 合 に 、 興 味 あ る 遺 伝 子 の mRNAに 必 須 に 同 一 で あ る 配 列 を 含 む dsRNA分 子 の 存 在 に
依 存 す る 。 簡 便 に は 、 dsRNAは 、 組 換 え ベ ク タ ー ま た は 宿 主 細 胞 中 の 単 一 の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム に お い て 生 産 で き 、 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 そ れ ら が ル ー プ 構
造 を 形 成 す る 非 関 連 配 列 を 有 す る dsRNA分 子 を 形 成 す る よ う に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を
可 能 に す る 非 関 連 配 列 に 隣 接 し て い る 。 PAC-1に 対 し て 標 的 化 さ れ た 適 切 な dsRNA分 子 の デ
ザ イ ン 及 び 生 産 は 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 に 十 分 あ り 、 Dougherty及 び Parks (1995,上 記
参 照 ） 、 Waterhouse等 （ 1998、 上 記 参 照 ） 、 WO 99/32619、 WO 99/53050、 WO 99/49029、
及 び WO 01/34815が 特 に 考 慮 さ れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 用 語 「 小 干 渉 RNA(siRNA)」 及 び 「 RNAi」 は 、 遺 伝 子 産 物 を 特 異 的 に 標
的 と し 、 そ れ に よ っ て ゼ ロ の ま た は 低 次 形 態 の 表 現 形 を 生 ず る 相 同 な 二 本 鎖 RNA(dsRNA)を
指 す 。 特 に dsRNAは 、 PAC-1を コ ー ド す る 標 的 RNAか ら 由 来 す る 短 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、
恐 ら く 転 写 後 の レ ベ ル で 、 標 的 遺 伝 子 に ア ニ リ ン グ し て そ の 発 現 を 妨 げ る 自 己 相 補 性 を 有
す る 短 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 二 つ の 配 列 を 含 む 。 RNAi分 子 は 、 Fire等 , Nature 391, 806-
811, 1998に 記 載 さ れ 、 Sharp, Genes & Development, 13, 139-141, 1999に レ ビ ュ ー さ れ
て い る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 好 ま し い siRNA分 子 は 、 標 的 mRNAの 約 19-21の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 で あ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 PAC-1 mRNA中 の 標 的 配 列 は 、 ジ ヌ ク レ オ チ ド AAで 開 始 し
、 約 30-70％ (好 ま し く は 30-60％ 、 よ り 好 ま し く は 40-60％ 、 よ り 好 ま し く は 約 45％ -55％ )
の GC含 量 を 含 み 、 例 え ば 標 準 的 BLASTサ ー チ に よ っ て 測 定 す る と 、 導 入 さ れ る 動 物 の ゲ ノ
ム 中 の PAC-1以 外 の い ず れ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と も 高 い 同 一 性 の パ ー セ ン テ ー ジ を 有 さ な
い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 siRNAは 好 ま し く は 、 細 胞 中 の 特 に コ ー ド 領 域 に お け る ヒ ト PAC-1の 発 現 を 下 方 調 節 可 能
で あ る 。 げ っ 歯 類 及 び ヒ ト PAC-1コ ー ド 遺 伝 子 の 間 の 高 い 保 存 性 パ ー セ ン テ ー ジ に 鑑 み て
、 こ れ は siRNAが ヒ ト PAC-1コ ー ド 遺 伝 子 に 特 異 的 で あ る 必 要 性 を 示 す こ と は 考 慮 さ れ る べ
き で は な い 。 こ こ に 記 載 さ れ る 細 胞 ベ ー ス の モ デ ル 及 び 動 物 モ デ ル に お い て は 、 siRNA分
子 が 、 特 定 の 環 境 に お い て 、 細 胞 中 の 内 因 性 げ っ 歯 類 PAC-1、 並 び に 異 所 的 に 発 現 さ れ る
ヒ ト PAC-1の 両 者 の 発 現 を 減 少 す る こ と が 可 能 で あ っ て 適 切 で あ る 。 ヒ ト PAC-1に 対 す る ア
ン タ ゴ ニ ス ト の 特 定 の 活 性 の 確 認 は 、 ヒ ト PAC-1を 発 現 す る よ う に 操 作 さ れ て い る PAC-1 - /
- マ ウ ス か ら 由 来 す る 細 胞 に お い て 、 イ ン ヒ ビ タ ー の 活 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て 測 定 さ
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れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 こ こ に 例 示 さ れ る よ う に 、 PAC-1コ ー ド 領 域 に 対 す る 好 ま し い siRNAは 、 配 列 番 号 ５ － ６
６ の い ず れ か 一 つ に 示 さ れ た 21ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 こ の 特 徴 点 で は 、 配 列 番 号 ５ －
３ ５ の そ れ ぞ れ は 、 (i)ジ ヌ ク レ オ チ ド AAに 隣 接 し た ま た は そ の 下 流 の ヒ ト PAC-1 mRNA標
的 配 列 に 対 応 す る 19ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 及 び (ii)3’ -伸 張 ジ ヌ ク レ オ チ ド TTを 含 む 。 配 列
番 号 ３ ６ － ６ ６ の そ れ ぞ れ は 、 配 列 番 号 ５ － ３ ５ の そ れ ぞ れ に 含 ま れ る ヒ ト PAC-1 mRNA標
的 配 列 に 相 補 的 な 19ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 及 び (ii)3’ -伸 張 ジ ヌ ク レ オ チ ド TTを 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 配 列 番 号 ５ － ６ ６ に 示 さ れ た 例 示 さ れ た siRNAか ら 由 来 す る ス テ ム ル ー プ 構 造 を 含 む siR
NAを 生 産 す る た め に 、 セ ン ス 鎖 及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 、 介 入 ル ー プ 配 列 に 隣 接 す る よ う に
配 置 す る 。 好 ま し い ル ー プ 配 列 は 、 以 下 の も の か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ：
(i)CCC（ 配 列 番 号 ６ ８ ） ；
(ii)UUCG（ 配 列 番 号 ６ ９ ） ；
(iii)CCACC（ 配 列 番 号 ７ ０ ） ；
(iv)CUCGAG（ 配 列 番 号 ７ １ ） ；
(v)AAGCUU（ 配 列 番 号 ７ ２ ） ；
(vi)CCACACC（ 配 列 番 号 ７ ３ ） ； 及 び
(vii)UUCAAGAGA（ 配 列 番 号 ７ ４ ） 。
　 こ れ ら の ル ー プ 配 列 の う ち 、 配 列 番 号 ７ ４ に 示 さ れ た 配 列 は 、 細 胞 及 び ／ ま た は 組 織 に
お け る ヒ ト PAC-1発 現 を 調 節 す る た め に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ヒ ト 細 胞 に お い て PAC-1生 産 を 下 流 調 節 す る た め に 使 用 で き る siRNAの 更 な る 例 は 、 Yin
等 (Nature, 422: 527 (2003)、 補 足 情 報 の 部 分 を 参 照 )に 記 載 さ れ て お り 、 配 列 番 号 ６ ７
と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
小 分 子 イ ン ヒ ビ タ ー
　 免 疫 系 を 調 節 す る 能 力 に つ い て 、 数 多 く の 有 機 分 子 が 評 価 さ れ て 良 い 。 例 え ば 、 本 発 明
の 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 適 切 な 有 機 分 子 は 、 化 学 物 質 が 個 々 的 に 評 価 さ れ る ケ ミ カ ル ラ イ
ブ ラ リ ー 、 ま た は 複 数 の 化 合 物 が 一 度 に 評 価 し て 、 ほ と ん ど の 活 性 化 合 物 を 測 定 し て 単 離
す る 陽 に 解 析 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー の い ず れ か か ら 選 択 さ れ て 良 い
。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 そ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー の 代 表 例 は 、 Agrafiotis等 , "Syste
m and method of automatically generating chemical compounds with desired propert
ies", 米 国 特 許 第 5,463,564号 ； Armstrong, R.W., "Synthesis of combinatorial arrays
 of organic compounds through the use of multiple component combinatorial array 
syntheses", WO 95/02566； Baidwin, J.J.等 , "Sulfonamide derivatives and their use
", WO 95/24186； Baldwin, J.J.等 , "Combinatorial dihydrobenzopyran library", WO 9
5/30642； Brenner, S., "New kit for preparing combinatorial libraries", WO 95/169
18； Chenera, B.等 , "Preparation of library of resin-bound aromatic carbocyclic c
ompounds", WO 95/16712； Ellman, J.A., "Solid phase and combinatorial synthesis o
f benzodiazepine compounds on a solid support", 米 国 特 許 第 5,288,514号 ； Felder, E
等 , "Novel combinatorial compound libraries", WO 95/16209； Lerner. R.等 , "Encode
d combinatorial chemical libraries", WO 93/20242； Pavia, M,R,等 , "A method for p
reparing and se4lecting pharmaceutically useful non-peptide compounds from a str
uctually diverse universal library", WO 95/04277； Summerton, J.E.及 び D.D. Weller
, "Morpholino-subunit combinatorial library and method", 米 国 特 許 第 5,506,337号 ；
Holmes, C., "Methods for the Solid Phase Synthesis of Thiazolidinones, Metathiaz
anones, and Derivatives thereof", WO 96/00148； Phillips, G.B.及 び G.P. Wei, "Soli
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d-phase Synthesis of Benzimidazoles", Tet, Letters 37: 4887-90, 1996； uhland, B.
等 , "Solid-supported Combinatorial Synthesis of Structurally Diverse beta-Lactam
s", J. Amer. Chem. Soc. 111: 253-4, 1996； Look, G.C.等 , "The Indetification of C
yclooxygenase-1 Inhibitors from 4-Thiazolidinone Combinatorial Libraries", Bioor
g and Med. Chem. Letters 6: 707-12, 1996に よ っ て 記 載 さ れ た も の を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (DUSPS)の 可 逆 的 及 び 段 階 的 な 調 節 が 可 能 で あ る 小 分 子 イ ン
ヒ ビ タ ー は 、 最 近 利 用 可 能 と な っ て い る 。 こ れ ら の イ ン ヒ ビ タ ー の 多 く は 天 然 の 産 物 に 基
づ き 、 新 規 な 治 療 剤 に 対 す る 基 礎 を 形 成 し て 良 い 。 DUSPSの イ ン ヒ ビ タ ー の 例 は 、 Lyon等 ,
 2002, Nature Reviews, Vol 1: 961-976に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 全 内 容 は 参 考 と し て こ
こ に 特 に 取 り 込 ま れ る 、 本 発 明 の 文 脈 で は 、 前 記 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 DUSP2(PAC-1)に 特 異 的
で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ０ 】
PAC-1ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
組 換 え PAC-1の 生 産
　 PAC-1の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め に ア ッ セ イ に お け る 使 用 の
た め の タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 、 PAC-1遺 伝 子 を ク ロ ー ン 化 し 、 適 切 な 発 現 系 （ 大 腸
菌 ベ ー ス の 発 現 系 の よ う な ） に お い て 発 現 し 、 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を ア フ ィ ニ テ ィ ー 精
製 ス ト ラ テ ジ ー を 使 用 し て 回 収 し て 良 い 。 数 10－ 数 100mg／ リ ッ ト ル の 収 率 が 、 こ の 方 法
か ら 期 待 で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 PAC-1遺 伝 子 の 配 列 は 既 知 で あ り （ 配 列 番 号 １ 及 び ３ ） 、 マ ス ト 細 胞 ま た は 活 性 化 T細 胞
か ら 単 離 さ れ た mRNAか ら PCRを 使 用 し て こ の 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー が デ ザ
イ ン で き る 。 PCRプ ラ イ マ ー に 導 入 さ れ た 適 切 な 制 限 部 位 を 使 用 し て 、 精 製 ア フ ィ ニ テ ィ
ー タ グ 配 列 （ 例 え ば 6xHis、 GST、 CBD） で フ レ ー ム 中 に 、 且 つ 強 力 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え
ば T7、 T7/lac、 tac、 trc、 PL） の 下 流 で 、 大 腸 菌 発 現 プ ラ ス ミ ド 内 に 直 接 増 幅 さ れ た 遺 伝
子 を ク ロ ー ン 化 し て 良 い 。 増 幅 工 程 及 び ク ロ ー ニ ン グ 工 程 の 間 で 、 ミ ュ ー テ ー シ ョ ン が 導
入 さ れ て い な か っ た こ と を 確 認 す る た め に 遺 伝 子 を シ ー ク エ ン ス し た 後 、 組 換 え 発 現 プ ラ
ス ミ ド を 発 現 の た め 適 切 な 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し て 良 い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 宿 主 細 胞 を 所 望 の 密 度 及 び 容 量 に 生 育 さ せ た 後 、 発 現 を 誘 導 し て 良 い 。 最 大 の 生 産 に 到
達 し た 際 に 細 胞 を 回 収 し 、 機 械 的 ま た は 化 学 的 手 段 に よ り 溶 解 し 、 必 要 で あ れ ば 内 容 物 を
可 溶 化 し 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に か け る 。 発 現 し た タ ン パ ク 質 を ア フ ィ ニ テ ィ ー 樹 脂 （ 例
え ば NTAア ガ ロ ー ス 、 GSTア ガ ロ ー ス 、 セ ル ロ ー ス ） か ら 溶 出 し て よ い 。 単 一 の ア フ ィ ニ テ
ィ ー 精 製 工 程 の 後 に 、 タ ン パ ク 質 は ～ 90％ の 純 度 で あ ろ う と 予 測 さ れ る 。 必 要 で あ れ ば 更
な る 精 製 工 程 を 実 施 で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
MAPキ ナ ー ゼ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル
　 PAC-1活 性 を 含 む MAPキ ナ ー ゼ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 に つ い て の ア ッ セ イ の 多 く が 記 載 さ れ
て お り 、 当 業 者 に 既 知 で あ ろ う 。 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ の 割 合 の 観 点 で 好 ま し い ア ッ セ イ は 、
DiFMUP（ Molecular Probes） と 称 さ れ る 基 質 の リ ン 酸 化 を 使 用 す る 。 こ れ は 、 全 て の セ リ
ン ／ ト レ オ ニ ン ホ ス フ ァ タ ー ゼ に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ 得 る 非 特 異 的 な 基 質 で あ る 。 DiFMUP
は 、 リ ン 酸 基 を 損 失 し た 後 蛍 光 を 放 射 す る 。 基 質 DiFMUPを 使 用 す る 一 つ の 利 点 は 、 市 場 で
入 手 可 能 で あ る 他 の ホ ス フ ァ タ ー ゼ が PACイ ン ヒ ビ タ ー の 特 異 性 を 研 究 す る た め に 使 用 で
き る 点 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 蛍 光 は 、 355nmで の 励 起 と 460nmで の 放 射 を 使 用 し て 、 96/384ウ ェ ル の 蛍 光 プ レ ー ト リ ー
ダ ー で 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Molecular Probeア ッ セ イ 系 は 、 96ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト で 現 在 利 用 可 能 で あ る 。 こ の ア
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ッ セ イ 系 は 、 良 好 な シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ を 得 る た め に 、 基 質 （ DiFMUP） の 最 適 量 、 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ の 最 適 量 、 及 び 最 も 適 切 な バ ッ フ ァ ー 条 件 を 測 定 す る こ と に よ っ て 改 良 さ れ て 良 い
。 一 つ の 適 切 な バ ッ フ ァ ー は 、 例 え ば ト リ ス － HCl, pH8, NaCl 100mM, 及 び DTT 5mMで あ
る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ス ク リ ー ン の 形 成 は 典 型 的 に 、 バ イ オ ア ッ セ イ パ ラ メ ー タ ー の 最 適 化 に つ い て の 統 計 学
的 ア プ ロ ー チ を 展 開 し 、 最 適 化 さ れ た 条 件 下 で バ イ オ ア ッ セ イ 実 効 性 （ シ グ ナ ル ： バ ッ ク
グ ラ ン ド 比 、 プ レ ー ト 内 及 び プ レ ー ト 間 生 存 能 力 等 の 観 点 で ） の 厳 格 な 分 析 を 含 む 。 適 切
な 質 の コ ン ト ロ ー ル 法 は 、 ス ク リ ー ン の 稼 動 の 間 で 実 効 性 の 連 続 的 な 評 価 を 可 能 に す る 最
終 ア ッ セ イ 法 に 組 み 立 て ら れ て 良 い 。 例 え ば 、 上 述 の 最 適 化 さ れ た ア ッ セ イ は 、 小 分 子 ラ
イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の よ う な 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 容 易 に す る た め に 、 ハ イ ス ル
ー プ ッ ト の 半 自 動 化 384ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に 転 換 さ れ て 良 い 。
【 ０ １ １ ７ 】
天 然 産 物 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
　 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 更 な る 特 徴 づ け の た め 、 潜 在 的 な 候 補 と し て の 生 体 活
性 化 合 物 を 検 出 す る た め 、 元 々 の 及 び 分 画 化 天 然 産 物 抽 出 物 の ラ イ ブ ラ リ ー で 示 さ れ る 小
分 子 の 化 学 的 多 様 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 一 次 的 な ス ク リ ー ニ ン グ フ ェ ー ズ の 間 、 100,000－ 250,000サ ン プ ル を 試 験 す る こ と が 一
般 的 に 可 能 で あ る 。 0.1％ － 1％ の 範 囲 で 頻 繁 に ヒ ッ ト の 割 合 を 有 し 、 一 次 的 な ス ク リ ー ン
で 同 定 さ れ た 生 体 活 性 サ ン プ ル の 数 は 、 通 常 数 百 か ら 数 千 の 範 囲 で あ る 。 一 次 的 な ス ク リ
ー ニ ン グ の 方 法 は 、 自 動 化 シ ス テ ム と 結 び 付 い た 特 別 化 し た ア ッ セ イ 技 術 の 使 用 を 含 み 、
一 日 当 た り 50,000ま で の 試 験 サ ン プ ル ス ル ー プ ッ ト を 可 能 に す る 。 例 え ば 前 記 ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 は 、 直 線 状 の 飛 跡 に 搭 載 さ れ た 正 確 な ６ 軸 の ロ ボ ッ ト ア ー ム を 含 む ロ ボ ッ ト ス ク
リ ー ニ ン グ シ ス テ ム の 使 用 を 含 む 。 そ の よ う な シ ス テ ム は 、 全 て の 器 具 及 び ハ ー ド ウ ェ ア
に 結 合 し て お り 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 前 記 シ ス テ ム の い ず れ か の 位 置 に 移 動 さ せ
る こ と が 可 能 で あ る 。 ハ ー ド ウ ェ ア は 、 サ ン プ ル 及 び ア ッ セ イ プ レ ー ト の 貯 蔵 及 び 接 近 の
た め の プ レ ー ト カ ル ー セ ル 、 液 体 の 取 り 扱 い の た め の ロ ボ ッ ト ア ー ム を 有 す る 自 動 化 シ ス
テ ム 、 プ レ ー ト ご と の マ イ ク ロ プ レ ー ト ピ ペ ッ テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 プ レ ー ト シ ェ イ カ ー 、
及 び プ レ ー ト ウ ォ ッ シ ャ ー を 含 む 。 こ の シ ス テ ム は ま た 、 蛍 光 測 定 、 光 測 定 、 及 び 発 光 測
定 の 検 出 が 可 能 な プ レ ー ト リ ー ダ ー を も 有 す る 。 ロ ボ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム に 加 え
て 、 迅 速 な マ イ ク ロ プ レ ー ト ピ ペ ッ テ ィ ン グ 、 及 び ア ッ セ イ プ レ ー ト か ら の 各 種 の シ グ ナ
ル 読 み 取 り の 検 出 の た め の 数 多 く の ス タ ン ド ア ロ ー ン の 装 置 を 利 用 し て 良 い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 重 複 を 避 け る 方 法 は 、 所 望 の 特 徴 を 有 す る 活 性 化 合 物 を 最 も 多 く 含 む 一 次 的 な ス ク リ ー
ン で 同 定 さ れ た ヒ ッ ト の 小 サ ブ 集 団 を 選 択 す る た め に 使 用 し て 良 い 。 経 験 に よ り 、 脱 重 複
は 、 天 然 産 物 の ド ラ ッ グ デ リ バ リ ー に お け る 重 要 な 成 功 決 定 工 程 及 び 律 速 工 程 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 脱 重 複 は 以 下 の よ う に 実 施 さ れ て 良 い 。 初 期 の PAC-1イ ン ヒ ビ タ ー ス ク リ ー ン か ら 得 ら
れ た 全 て の ヒ ッ ト を 、 存 在 す る べ て の 活 性 化 合 物 の 相 対 的 極 性 に つ い て の 情 報 を 生 成 す る
よ う に デ ザ イ ン さ れ た 高 能 力 分 画 化 法 に か け る 。 こ の 情 報 に 基 づ い て 、 一 つ 以 上 の こ れ ら
の 初 期 分 画 に お い て 生 体 活 性 を 示 す 全 て の 抽 出 物 を 、 適 切 な 極 性 範 囲 に わ た っ て 高 解 像 度
を 提 供 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た 短 い 勾 配 を 使 用 し て HPLC分 離 に 進 め る 。 溶 出 物 の 結 合 し
た UV/可 視 検 出 で 、 一 次 的 ス ク リ ー ン と 関 連 す る 二 次 的 ア ッ セ イ の 両 者 で 生 体 活 性 の た め
分 画 の 試 験 、 LC-MSに よ る 活 性 分 画 の 分 析 、 全 て の ス ク リ ー ン ヒ ッ ト か ら 得 ら れ る 純 粋 な
ま た は ほ ぼ 純 粋 な 活 性 HPLC分 画 に つ い て の 薬 理 化 学 的 及 び 生 体 活 性 デ ー タ の 集 積 を 生 成 す
る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 脱 重 複 方 法 か ら 生 成 し た 優 先 的 な ス ク リ ー ン ヒ ッ ト は 、 存 在 す る 活 性 化 合 物 の 単 離 と 完
全 な 化 学 的 特 徴 付 け に 進 ん で よ い 。 微 生 物 抽 出 物 の 場 合 、 適 切 な 抽 出 物 の ス ケ ー ル ア ッ プ
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し た 量 が 、 生 産 生 物 を 再 発 酵 す る こ と に よ っ て 最 初 に 調 製 さ れ て 良 い 。 植 物 組 織 抽 出 物 の
場 合 、 化 学 的 な 単 離 作 業 の た め の 抽 出 物 の 更 な る 量 を 調 製 す る た め に 、 乾 燥 し た 粉 砕 植 物
組 織 標 本 の ほ と ん ど の 十 分 な ス ト ッ ク が 存 在 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 化 学 的 単 離 プ ロ グ ラ ム は 、 生 物 学 的 活 性 の 構 造 評 価 作 業 と 更 な
る プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 実 施 す る た め の 各 活 性 化 合 物 の 十 分 な 純 度 （ 典 型 的 に 2-20mg） を 目
的 と す る 。 構 造 は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー （ MS） 予 備 核 磁 気 共 鳴 （ NMR） デ ー タ に 基 づ
い て 主 に 決 定 さ れ て 良 い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 一 次 的 な ス ク リ ー ン と し て 形 成 さ れ た 好 ま し い バ イ オ ア ッ セ イ は ま た 、 偽 の ヒ ッ ト （ 例
え ば ア ッ セ イ 検 出 シ ス テ ム で の 妨 害 の た め ） 、 非 関 連 モ ー ド の 作 用 の た め の ヒ ッ ト （ 例 え
ば 機 能 的 な 細 胞 ベ ー ス の ス ク リ ー ン で の 細 胞 毒 性 ） 、 ま た は 生 物 学 的 特 異 性 の 所 望 の プ ロ
フ ァ イ ル を 示 さ な い ヒ ッ ト を 検 出 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ た い く つ か の 二 次 的 ア ッ セ イ に
よ っ て バ ッ ク ア ッ プ さ れ る 。 ほ と ん ど の 二 次 的 ア ッ セ イ は 、 一 次 的 な ア ッ セ イ で 同 定 さ れ
た ヒ ッ ト 抽 出 物 か ら 由 来 す る 純 粋 な ま た は ほ ぼ 純 粋 な 活 性 分 画 に 適 用 で き る 場 合 、 脱 重 複
方 法 の 最 後 の 段 階 で 使 用 の た め に 保 存 さ れ る 。 PP-1、 PP-2A、 PP-2B、 及 び PP-2Cの よ う な
多 く の 市 場 で 入 手 可 能 な ホ ス フ ァ タ ー ゼ が こ の 目 的 の た め 有 用 で あ っ て 良 い 。 PAC-1ア ッ
セ イ で 同 定 さ れ た リ ー ド ヒ ッ ト の 量 応 答 性 の 阻 害 は 、 阻 害 の 強 度 と 効 力 を 測 定 す る た め に
好 ま し く は 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
PAC-1の 発 現 に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル
　 PAC-1発 現 を 阻 害 す る 候 補 化 合 物 の 能 力 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 例 は 、 以 下 の 工 程 を 含
ん で 良 い ：
(i)PAC-1を 発 現 す る こ と が 可 能 な 細 胞 と 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ る 工 程 ；
(ii)候 補 化 合 物 と 接 触 さ れ た 細 胞 に お け る PAC-1の 発 現 の 量 を 測 定 し 、 こ の 発 現 量 を 、 調
査 さ れ る 物 質 で 接 触 さ れ て い な い 対 応 す る コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る PAC-1の 発 現 （ 発 現
の コ ン ト ロ ー ル 量 ） の 量 と 比 較 す る 工 程 ； 並 び に
(iii)上 記 工 程 (ii)の 結 果 に 基 づ い て コ ン ト ロ ー ル 発 現 の 量 と 比 較 し た PAC-1の 減 少 し た 発
現 量 を 示 す 候 補 化 合 物 を 選 択 す る 工 程 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 使 用 さ れ る 細 胞 は 、 天 然 遺 伝 子 と 組 換 え 遺 伝 子 の 間 の 差 異 に
関 わ ら ず 、 PAC-1を 発 現 で き る い ず れ か の 細 胞 で あ っ て 良 い 。 更 に 、 PAC-1の 偏 差 は 特 に 制
限 さ れ な い 。 前 記 細 胞 は ヒ ト 由 来 で あ っ て も 良 く 、 ま た は マ ウ ス の よ う な ヒ ト 以 外 の 哺 乳
動 物 、 若 し く は 他 の 生 物 か ら 由 来 し て も 良 い 。 適 切 な ヒ ト 細 胞 の 例 は 、 マ ス ト 細 胞 を 含 む
造 血 細 胞 で あ る 。 更 に 、 PAC-1を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 含 む ト ラ ン ス
フ ォ ー ム 化 細 胞 を 使 用 し て も 良 い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 候 補 化 合 物 を PAC-1を 発 現 で き る 細 胞 と 接 触 さ せ る た め の 条 件 は 制 限 さ れ な い が 、 適 切
な 細 胞 を 殺 傷 せ ず 、 PAC-1遺 伝 子 が 発 現 で き る 培 養 条 件 （ 温 度 、 pH、 培 養 組 成 等 ） か ら 選
択 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 用 語 「 減 少 」 は 、 発 現 の コ ン ト ロ ー ル 量 と 比 較 し て の み で は な く 、 PAC-1が 全 く 発 現 さ
れ な い 場 合 を も 包 含 す る 。 特 に こ れ は 、 PAC-1の 発 現 量 が 実 質 的 に ゼ ロ で あ る 場 合 を 含 む
。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 PAC-1の 発 現 量 は 、 PAC-1遺 伝 子 （ mRNA） の 発 現 の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 生
産 さ れ た PAC-1タ ン パ ク 質 の 超 を 測 定 す る こ と に よ っ て の い ず れ か で 評 価 で き る 。 更 に 、 P
AC-1の 量 を 測 定 す る 方 法 は 、 遺 伝 子 （ mRNA） の 発 現 量 、 ま た は 生 産 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量
を 直 接 測 定 す る 方 法 で あ る 必 要 は な い が 、 こ れ ら の 反 映 す る い ず れ か の 方 法 で あ っ て 良 い
。
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【 ０ １ ２ ９ 】
　 特 に PAC-1の 発 現 量 を 測 定 す る た め に （ 検 出 及 び ア ッ セ イ ） 、 PAC-1 mRNAの 発 現 量 が 、 D
NAア レ イ 、 ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 の よ う な 周 知 の 方 法 、 並 び に 適 切 な PAC-1 mRNAの ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る RT-P
CR法 を 利 用 し て 測 定 し て 良 い 。 更 に 、 PAC-1タ ン パ ク 質 の 量 は 、 抗 PAC-1抗 体 を 利 用 す る ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 の よ う な 周 知 の 方 法 を 実 施 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ て 良 い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 PAC-1の 発 現 量 の 測 定 （ 検 出 及 び ア ッ セ イ ） は 、 PAC-1遺 伝 子 の 抑 制 領 域 に 結 び 付 い た レ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル － ア セ チ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 、 及 び
エ ク オ リ ン 遺 伝 子 ） の よ う な マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む 融 合 遺 伝 子 を 導 入 し て い る 細 胞 系 を 使
用 し て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 か ら 由 来 す る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 実 施 さ れ て
良 い 。
【 ０ １ ３ １ 】
一 つ 以 上 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 す る PAC-1の 結 合 に 基 づ く ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル
　 一 つ の 実 施 態 様 で は 、 PAC-1ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 PAC-1基 質 に 対 す る PA
C-1の 結 合 を 妨 害 す る 候 補 化 合 物 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 同 定 さ れ る 。 PAC-1基 質 の
例 は 、 ERK、 p38、 及 び JNKを 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 標 準 的 な 固 相 ELISAア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の ア ン
タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 こ の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 結 合 パ ー ト ナ ー の
一 つ 、 例 え ば PAC-1基 質 （ ERK、 p38、 ま た は JNK、 ま た は そ の 一 部 ） を 固 体 の マ ト リ ッ ク ス
、 例 え ば ポ リ マ ー 状 ピ ン の ア レ イ 若 し く は ガ ラ ス の 支 持 体 に 固 定 化 す る 。 簡 便 に は 、 固 定
化 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST； 例 え ば CAP-ERK融 合 物
） を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 GST部 分 は 固 相 の 支 持 体 に 対 す る 前 記 タ ン パ ク 質 の 固
定 化 を 容 易 に す る 。 溶 液 中 の 第 二 の 結 合 パ ー ト ナ ー （ 例 え ば PAC-1） を 、 固 定 化 し た タ ン
パ ク 質 に 対 し て 物 理 的 に 接 触 さ せ 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 を 形 成 さ せ 、 こ の 複 合 体 を 第 二 の 結
合 パ ー ト ナ ー に 対 し て 向 け ら れ た 抗 体 を 使 用 し て 検 出 す る 。 抗 体 は 一 般 的 に 、 蛍 光 分 子 で
ラ ベ ル さ れ て お り 、 ま た は 酵 素 （ 例 え ば セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） に 接 合 さ れ て
お り 、 あ る い は 別 法 と し て 、 第 一 の 抗 体 に 結 合 す る 第 二 の ラ ベ ル 化 抗 体 が 使 用 で き る 。 簡
便 に は 、 第 二 の 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 FLAGま た は オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド タ グ 、 あ る い は
他 の 適 切 な 免 疫 学 的 ペ プ チ ド を 有 す る 誘 導 ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 さ れ 、 前 記 ペ プ チ ド タ
グ に 対 す る 抗 体 が 、 結 合 パ ー ト ナ ー を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。 別 法 と し て 、 オ リ ゴ HI
Sタ グ 化 タ ン パ ク 質 複 合 体 が ニ ッ ケ ル NTA樹 脂 (Qiagen)に 対 す る 結 合 に よ っ て 検 出 で き 、 ま
た は FLAGラ ベ ル 化 タ ン パ ク 質 複 合 体 が FLAG M2ア フ ィ ニ テ ィ ー ゲ ル (Kodak)に 対 す る 結 合 に
よ り 検 出 で き る 。 こ こ に 記 載 の ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト は 、 例 え ば 結 合 ペ プ チ ド ま た は 融 合
タ ン パ ク 質 の マ イ ク ロ ア レ イ を 使 用 す る よ う な 、 サ ン プ ル の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ
ン グ に 変 更 可 能 で あ る こ と は 、 当 業 者 に 明 白 で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 米 国 特 許 第 6,316,223号 に 記 載 さ れ て い る よ う な ト ゥ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ も ま た 、
基 質 の 一 つ に 対 す る PAC-1の 結 合 を 妨 げ る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ て 良 い 。 こ の
シ ス テ ム の 基 本 的 な メ カ ニ ズ ム は 、 酵 母 ト ゥ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム と 同 様 で あ る 。 ト ゥ
ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム で は 、 結 合 パ ー ト ナ ー が 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お い て 二 つ の 別 個
の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 。 こ の 目 的 の た め 標 準 的 な ト ゥ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ
ー ン を 採 用 す る 際 、 第 一 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 に 融 合 す る DNA結 合
ド メ イ ン か ら な り 、 第 二 の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 他 方 の 結 合 パ ー ト ナ ー に 融 合 し た 転 写 活 性
化 ド メ イ ン か ら な る 。 DNA結 合 ド メ イ ン は 、 一 つ 以 上 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す
る オ ペ レ ー タ ー 配 列 に 結 合 す る 。 転 写 活 性 化 ド メ イ ン は 、 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 機 能 的 な 相
互 作 用 を 通 じ て プ ロ モ ー タ ー に 作 用 す る 。 そ の 後 、 転 写 活 性 化 ド メ イ ン は 、 細 胞 の 基 底 の
転 写 マ シ ネ リ ー と 相 互 作 用 し 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 類 ） の 発 現 を 活 性 化 し 、 そ の 発 現 が 測
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定 で き る 。 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 調 節 す る 候 補 生 体 活 性
剤 は 、 宿 主 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 際 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 (類 )の 転 写 を 調 節 す る 能 力 に よ
っ て 同 定 さ れ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 を 妨 害 ま た は 減 少 す る 一 方 で 、
ア ゴ ニ ス ト は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 を 促 進 す る で あ ろ う 。 小 分 子 モ ジ ュ レ ー タ ー の 場 合 で
は 、 こ れ ら は 細 胞 培 地 に 直 接 添 加 さ れ 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 が 測 定 さ れ る 。 他 方 で 、 ペ
プ チ ド モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 宿 主 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 核 酸 か ら 発 現 可 能 で あ り
、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 が 測 定 さ れ る 。 実 際 に 完 全 な ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー が 、 ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 に お い て ス ク リ ー ン で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 別 法 と し て 、 例 え ば Vadal等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 10315-10320, 1996に
記 載 さ れ た よ う な 、 逆 ト ゥ ー ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ン が 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 分 子 を 同 定 す る
た め に 使 用 さ れ て 良 い 。 逆 ハ イ ブ リ ッ ド ス ク リ ー ン は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用
を 選 択 す る た め に 、 例 え ば CYH2ま た は LYS2の よ う な カ ウ ン タ ー 選 択 可 能 な レ ポ ー タ ー 遺 伝
子 を 使 用 す る 点 で 、 上 述 の 正 ス ク リ ー ン と は 異 な る 。 細 胞 生 存 ま た は 増 殖 は 、 カ ウ ン タ ー
選 択 可 能 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産 物 の 非 毒 性 の 基 質 の 存 在 下 で 減 少 ま た は 防 止 さ れ 、 そ れ は
前 記 遺 伝 子 産 物 に よ っ て 毒 性 化 合 物 に 変 換 さ れ る 。 従 っ て 、 相 互 作 用 の ア ン タ ゴ ニ ス ト の
存 在 下 の よ う な 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 生 じ て い な い 細 胞 は 、 毒 性
産 物 に 変 換 さ れ て い な い た め 基 質 の 存 在 下 で 生 き 残 る 。 例 え ば 、 ERKま た は p38ま た は JNK
に 結 合 す る PAC-1の 部 分 ／ 断 片 は 、 GAL4の DNA結 合 ド メ イ ン と 共 な る よ う に 、 DNA結 合 ド メ
イ ン 融 合 物 と し て 発 現 さ れ る ； PAC-1を 結 合 す る ERKま た は p38ま た は JNLの 部 分 は 、 適 切 な
転 写 活 性 化 ド メ イ ン 融 合 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば GAL4転 写 活 性 化 ド メ イ ン と 共 に ） と し て 発
現 さ れ る 。 融 合 ポ リ ペ プ チ ド は 、 URA3カ ウ ン タ ー 選 択 可 能 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と 実 施 可 能
に 連 結 し て 酵 母 に お い て 発 現 さ れ 、 そ こ で は URA3の 発 現 は 、 GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン と 転 写
活 性 化 ド メ イ ン の 間 で の 物 理 的 関 係 を 必 要 と す る 。 こ の 物 理 的 関 係 は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子
発 現 を 、 例 え ば GAL4が 結 合 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 く こ と
で 達 成 さ れ る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 は 、 ウ ラ シ ル と 5-フ ル オ ロ オ ル ト 酸 （ 5-
FOA） の 存 在 下 で 増 殖 し な い が 、 こ れ は 5-FOAが 毒 性 化 合 物 に 変 換 さ れ る た め で あ る 。 候 補
ペ プ チ ド イ ン ヒ ビ タ ー (類 )は 、 そ の よ う な 細 胞 の ラ イ ブ ラ リ ー で 発 現 さ れ 、 お 子 で は ウ ラ
シ ル と 5-FOAの 存 在 下 で 増 殖 す る 細 胞 が 、 例 え ば 候 補 ペ プ チ ド イ ン ヒ ビ タ ー (類 )を コ ー ド
す る 核 酸 の 分 析 の た め の 更 な る 分 析 の た め 維 持 さ れ る 。 相 互 作 用 に 拮 抗 す る 小 分 子 は 、 前
記 小 分 子 の 存 在 下 で 前 記 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ウ ラ シ ル 及 び 5-FOAの 存 在 下 で 細 胞 の
増 殖 ま た は 生 存 が 可 能 な 細 胞 を 選 択 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 別 法 と し て 、 Karin等 に よ る 米 国 特 許 第 5,776,689号 に 記 載 さ れ た よ う な タ ン パ ク 質 リ ク
ル ー ト シ ス テ ム が 使 用 さ れ て 良 い 。 標 準 的 な タ ン パ ク 質 リ ク ル ー ト シ ス テ ム で は 、 タ ン パ
ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 、 転 写 因 子 で は な い エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 特 異 的 な 細 胞
区 画 へ の リ ク ル ー ト に よ っ て 細 胞 で 検 出 さ れ る 。 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 細 胞 区 画 へ の
移 動 の 際 に 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 は 当 該 区 画 に 存 在 す る レ ポ ー タ ー 分 子 を 活 性 化 し 、
レ ポ ー タ ー 分 子 の 活 性 化 は 、 例 え ば 細 胞 生 存 能 力 に よ っ て 検 出 可 能 で あ り 、 タ ン パ ク 質 -
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 存 在 を 指 摘 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 と り わ け 、 タ ン パ ク 質 リ ク ル ー ト シ ス テ ム の 成 分 は 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 と 結 合 パ
ー ト ナ ー の 一 つ （ 例 え ば ERKま た は p38ま た は JNKま た は そ の 一 部 ） を 含 む 第 一 の 融 合 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る 第 一 の 発 現 可 能 な 核 酸 、 及 び 細 胞 区 画 局 在 化 ド メ イ ン と 他 の 結 合 パ ー
ト ナ ー （ 例 え ば PAC-1ま た は そ の 一 部 ） を 含 む 第 二 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 第 二 の
発 現 可 能 な 核 酸 を 含 む 。 内 因 性 の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 が 欠 損 ま た は 不 在 で あ る
細 胞 系 ま た は 細 胞 株 （ 例 え ば 酵 母 細 胞 ま た は 他 の 非 哺 乳 動 物 細 胞 ） も ま た 、 タ ン パ ク 質 -
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 不 在 で あ る 際 に 、 レ ポ ー タ ー 分 子 が 発 現 さ れ な い よ う に 必 要 と さ れ
る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
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　 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 相 互 作 用 の 結 果 と し て 、 融 合 ポ リ ペ プ チ ド の 間 で 複 合 体 が 形 成 さ れ
、 細 胞 区 画 局 在 化 ド メ イ ン （ 例 え ば 細 胞 膜 局 在 化 ド メ イ ン 、 核 局 在 化 ド メ イ ン 、 ミ ト コ ン
ド リ ア 膜 局 在 化 ド メ イ ン 等 ） に よ っ て 介 在 さ れ る 適 切 な 細 胞 区 画 へ の 複 合 体 の 移 動 が 介 在
さ れ 、 次 い で エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 が レ ポ ー タ ー 分 子 を 活 性 化 す る 。 そ の よ う な タ ン パ
ク 質 リ ク ル ー ト シ ス テ ム は 、 例 え ば 哺 乳 動 物 、 鳥 類 、 昆 虫 、 及 び 細 菌 細 胞 を 含 む い ず れ か
の タ イ プ の 細 胞 で 、 各 種 の エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 /レ ポ ー タ ー 分 子 シ ス テ ム を 使 用 し て
実 施 で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 例 え ば 、 PAC-1と 一 つ 以 上 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 間 の 相 互 作 用 が 、 細 胞 膜 へ の グ ア ニ ン ヌ
ク レ オ チ ド 交 換 因 子 （ GEFま た は C3G） の リ ク ル ー ト を 生 じ 、 GEFま た は C3Gが Rasの よ う な
レ ポ ー タ ー 分 子 を 活 性 化 し 、 そ れ に よ っ て さ も な け れ ば 特 定 の 細 胞 培 養 条 件 下 で 生 存 し な
い 細 胞 の 生 存 を 生 ず る 、 酵 母 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ が 実 施 さ れ て い る 。 こ の 目 的 の た め の
適 切 な 細 胞 は 、 例 え ば Saccharomyces cerevisiae cdc25-2細 胞 を 含 み 、 そ れ は 機 能 的 GEF
が そ こ で 発 現 さ れ て い る 場 合 の み 36℃ で 増 殖 す る (Petitjean等 , Genetics 124, 797-806,
 1990)。 GEFの 細 胞 膜 へ の 移 動 は 、 細 胞 膜 局 在 化 ド メ イ ン に よ っ て 容 易 と な る 。 Rasの 活 性
化 は 、 例 え ば 市 場 で 入 手 可 能 な ア ッ セ イ キ ッ ト 及 び /ま た は 試 薬 を 使 用 し て 、 細 胞 内 で サ
イ ク リ ッ ク AMPレ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 － タ ン パ
ク 質 相 互 作 用 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 検 出 す る た め に 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 及 び 不 存 在 下 、 ま
た は 細 胞 に お け る 候 補 ア ン タ ゴ ニ ス ト ペ プ チ ド の 発 現 の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 で 実 施 さ れ
る 。 候 補 化 合 物 ま た は 候 補 ペ プ チ ド の 存 在 下 で の 細 胞 の 減 少 し た 生 存 ま た は 増 殖 は 、 前 記
ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 が 、 PAC-1と 一 つ 以 上 の 結 合 パ ー ト ナ ー の 間 の 相 互 作 用 の ア ン タ ゴ
ニ ス ト で あ る こ と を 指 摘 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 細 胞 の 生 存 の 変 化 ま た は 増 殖 の 変 化 が 、 候 補 化 合 物 ま た は 候 補 ペ プ チ ド に よ る タ ン パ ク
質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 破 壊 に 依 存 す る 、 「 逆 」 タ ン パ ク 質 リ ク ル ー ト シ ス テ ム も ま た
考 慮 さ れ て い る 。 例 え ば 、 GEFの 存 在 下 で 活 性 化 Rasを 構 成 的 に 発 現 す る NIH 3T3細 胞 が 使
用 で き 、 細 胞 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン の 不 在 は 、 候 補 化 合 物 ま た は ペ プ チ ド に よ る タ ン
パ ク 質 複 合 体 の 破 壊 を 指 摘 す る 。 対 照 的 に 、 GEFの 存 在 下 で 活 性 な Rasを 構 成 的 に 発 現 す る
NIH 3T3細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た 表 現 系 を 有 す る (Aronheim等 , Cell. 78, 949-961,
 1994)。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 小 分 子 は 、 Vidal及 び Endoh, TIBS 17, 374-381, 1999に 記 載 さ
れ た プ レ ー ト ア ガ ー 拡 散 ア ッ セ イ の 採 用 に よ っ て 、 基 質 の 一 つ に 対 す る PAC-1の 結 合 を 妨
げ る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ 、 こ の 文 献 は 参 考 と し て こ こ に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
炎 症 の モ デ ル
　 炎 症 の in vivoモ デ ル は 入 手 可 能 で あ り 、 治 療 剤 と し て 上 記 の 通 り 同 定 し た PAC-1ア ゴ ニ
ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 果 を 評 価 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ウ マ
チ 様 関 節 炎 の 選 択 し た 候 補 化 合 物 の 抑 制 作 用 (予 防 効 果 、 治 療 効 果 )は コ ラ ー ゲ ン 誘 導 型 関
節 炎 (Trentham et al.、 J Exp Med 146:857(1977))、 K/BxN血 清 誘 導 型 関 節 炎 (Kouskoff e
t al.、 Cell 87:811(1996))、 抗 原 誘 導 型 関 節 炎 ま た は ア ジ ュ バ ン ト 誘 導 型 関 節 炎 (Pearso
n、 Proc Soc.Exp.Biblo.Med.91:95(1956))の 動 物 (例 え ば マ ウ ス )モ デ ル を 使 用 す る 薬 理 学
的 効 果 試 験 で 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 適 切 な 動 物 モ デ ル の さ ら な る 例 と し て は 以 下 の も の が あ る :敗 血 症 の 盲 腸 結 紮 穿 刺 (CLP)
モ デ ル (Huber-Lang,M.S.、 et al.(2002)Faseb J 16(12):1567-74);RAの ラ ッ ト モ デ ル (Woo
druff,T.M.、 et al.(2002)Arthritis Rheum 46(9):2476-85);敗 血 症 の ブ タ モ デ ル (Mohr,M
.、 et al.(1998)Eur J Clin Invest 28(3):227-34);免 疫 複 合 体 誘 導 型 肺 疾 患 ;膵 炎 に 伴 う
肺 損 傷 (Bhatia,M.、 et al.(2001)Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 280(5):G97
4-8);急 性 肺 損 傷 ;腎 臓 虚 血 再 潅 流 損 傷 ;コ ラ ー ゲ ン 誘 導 型 関 節 炎 ;お よ び 実 験 気 道 疾 患 (喘
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息 様 モ デ ル )。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 候 補 化 合 物 の 皮 内 注 射 に 際 し て の 白 血 球 浸 潤 を 監 視 す る こ と が で き る
(例 え ば 、 Van Damme,J.et al.、 J.Exp.Med.、 176:59-65(1992);Zachariae,C.O.C.et al.
、 J.Exp.Med.171:2177-2182(1990);Jose,P.J.et al.、 J.Exp.Med.179:881-887(1994)参 照
)。 一 実 施 形 態 で は 、 白 血 球 (例 え ば 、 好 酸 球 、 顆 粒 球 )の 浸 潤 に つ い て 皮 膚 生 検 を 組 織 学
的 に 評 価 す る 。 候 補 化 合 物 の 不 存 在 下 で の 浸 潤 の 程 度 と 比 較 し て 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の
浸 潤 の 程 度 が 低 下 し て い る こ と は 、 抗 炎 症 特 性 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ れ ら の モ デ ル 系 で 実 証 し た 候 補 化 合 物 は 、 さ ら に 構 造 分 析 す る こ と が で き 、 そ の 結 果
に 基 づ い て 、 化 学 的 合 成 、 生 物 学 的 合 成 (発 酵 )ま た は 遺 伝 学 的 手 順 に よ り 工 業 規 模 で 製 造
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 治 療 法
　 本 発 明 の 方 法 で 同 定 し た PAC-1ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 炎 症 性 疾 患 に 治 療
的 に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の PAC-1ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と 結 び 付 け
て 本 明 細 書 で 使 用 し て い る 用 語 「 治 療 的 に 」 は 、 予 防 的 な ら び に 治 療 的 投 与 の 両 方 を 示 す
。 し た が っ て 、 PAC-1ア ゴ ニ ス ト /ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 炎 症 性 疾 患 の 可 能 性 お よ び /ま た は
重 篤 度 を 減 少 さ せ る た め に 危 険 性 の 高 い 患 者 に 投 与 す る こ と が で き 、 あ る い は 活 性 疾 患 、
例 え ば リ ウ マ チ 様 関 節 炎 を 既 に 発 症 し て い る 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 選 択 し た PAC-1阻 害 剤 は 、 ア レ ル ギ ー 、 粥 腫 発 生 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 悪 性 腫 瘍 、 慢 性
お よ び 急 性 炎 症 、 ヒ ス タ ミ ン お よ び IgE-仲 介 型 ア レ ル ギ ー 反 応 、 シ ョ ッ ク 、 お よ び リ ウ マ
チ 様 関 節 炎 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 同 種 異 系 移 植 片 拒 絶 、 線 維 症 、 喘
息 、 炎 症 性 糸 球 体 症 ま た は 任 意 の 免 疫 複 合 体 関 連 障 害 を 治 療 す る の に 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 PAC-1機 能 の 阻 害 剤 で 治 療 す る こ と が で き る ヒ ト ま た は そ の 他 の 種 の 疾 患 ま た は 状 態 に
は 、 こ れ ら だ け に 限 定 す る も の で は な い が 、 以 下 の も の が あ る :
　 (a)炎 症 性 ま た は ア レ ル ギ ー 性 の 疾 患 お よ び 状 態 、 例 え ば 、 呼 吸 性 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、
例 え ば 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 過 敏 性 肺 疾 患 、 過 敏 性 肺 炎 、 間 質 性 肺 疾 患 (ILD)(例 え ば
、 特 発 性 肺 線 維 症 、 ま た は ILDに 伴 う リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 強 直
性 脊 椎 炎 、 全 身 性 硬 化 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 多 発 性 筋 炎 ま た は 皮 膚 筋 炎 );ア ナ フ ィ ラ
キ シ ー ま た は 過 敏 性 応 答 、 薬 物 ア レ ル ギ ー (例 え ば 、 ペ ニ シ リ ン 、 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン に 対
し て )、 昆 虫 刺 傷 ア レ ル ギ ー ;炎 症 性 腸 疾 患 、 例 え ば ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 ;脊 椎
関 節 症 ;強 皮 症 ;乾 癬 お よ び 炎 症 性 皮 膚 病 、 例 え ば 皮 膚 炎 、 湿 疹 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 ア レ
ル ギ ー 性 接 触 皮 膚 炎 、 蕁 麻 疹 ;脈 管 炎 (例 え ば 、 壊 死 性 、 皮 膚 お よ び 過 敏 性 脈 管 炎 );
　 (b)自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば 関 節 炎 (例 え ば 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 乾 癬 性 関 節 炎 )、 多 発 性
硬 化 症 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 重 症 筋 無 力 症 、 若 年 型 糖 尿 病 、 腎 炎 、 例 え ば 糸 球 体 腎
炎 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 ベ ー チ ェ ッ ト 病 ;
　 (c)移 植 片 拒 絶 (例 え ば 、 移 植 に お い て )、 例 え ば 、 同 種 異 系 移 植 片 拒 絶 ま た は 移 植 片 対
宿 主 疾 患 ;
　 (d)ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 ;
　 (e)皮 膚 ま た は 器 官 の 白 血 球 浸 潤 を 有 す る 癌 ;
　 (f)阻 害 す べ き 望 ま し く な い 炎 症 性 応 答 を 治 療 す る こ と が で き る そ の 他 の 疾 患 ま た は 状
態 、 例 え ば こ れ ら だ け に 限 定 す る も の で は な い が 、 再 潅 流 損 傷 、 発 作 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候
群 、 あ る 種 の 血 液 学 的 悪 性 疾 患 、 サ イ ト カ イ ン 誘 導 型 毒 性 (例 え ば 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、
内 毒 素 性 シ ョ ッ ク )、 多 発 性 筋 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 類 天 疱 瘡 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び サ ル コ
イ ド ー シ ス を 含 む 肉 芽 腫 性 疾 患 。
【 ０ １ ４ ８ 】
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　 PAC-1機 能 の 促 進 剤 で 治 療 す る こ と が で き る ヒ ト ま た は そ の 他 の 種 の 疾 患 ま た は 状 態 に
は 、 こ れ ら だ け に 限 定 す る も の で は な い が 、 免 疫 抑 制 、 例 え ば AIDSな ど の 免 疫 不 全 症 候 群
を 有 す る 個 体 、 免 疫 抑 制 を 引 き 起 こ す 放 射 線 療 法 、 化 学 療 法 、 自 己 免 疫 疾 患 療 法 ま た は そ
の 他 の 薬 物 療 法 (例 え ば 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 療 法 )を 受 け て い る 個 体 に お け る も の ;お よ
び 受 容 体 機 能 の 先 天 的 不 全 ま た は そ の 他 の 原 因 に よ る 免 疫 抑 制 が あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 投 与 方 法
　 候 補 化 合 物 が 低 分 子 量 化 合 物 、 ペ プ チ ド ま た は 抗 体 な ど の タ ン パ ク 質 の 形 態 で あ る 場 合
、 そ の よ う な 形 態 で 一 般 に 使 用 す る 通 常 の 医 薬 組 成 物 (医 薬 製 剤 )に 物 質 を 配 合 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 経 口 的 ま た は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 以
下 の 剤 形 お よ び 投 与 方 法 を 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 そ の 剤 形 に は 、 固 形 製 剤 、 例 え ば 錠 剤 、 丸 剤 、 散 剤 、 微 粉 末 、 顆 粒 剤 お よ び カ プ セ ル 剤
、 な ら び に 液 体 製 剤 、 例 え ば 溶 液 、 懸 濁 液 、 エ マ ル ジ ョ ン 、 シ ロ ッ プ お よ び エ リ キ シ ル の
よ う な 代 表 的 な 形 態 が あ る 。 こ れ ら の 形 態 は 投 与 経 路 に よ り 、 前 記 経 口 剤 形 ま た は 種 々 の
非 経 口 剤 形 、 例 え ば 経 鼻 製 剤 、 経 皮 製 剤 、 直 腸 製 剤 (坐 剤 )、 舌 下 製 剤 、 経 膣 製 剤 、 注 射 (
静 脈 内 、 動 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 、 皮 内 )お よ び 点 滴 注 射 に 分 類 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 経 口 製 剤 は 、 例 え ば 錠 剤 、 丸 剤 、 散 剤 、 微 粉 末 、 顆 粒 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 溶 液 、 懸 濁 液 、
エ マ ル ジ ョ ン 、 シ ロ ッ プ な ど で あ っ て よ く 、 直 腸 製 剤 お よ び 経 膣 製 剤 に は 、 特 に 錠 剤 、 丸
剤 お よ び カ プ セ ル 剤 が あ る 。 経 皮 製 剤 は ロ ー シ ョ ン な ど の 液 体 製 剤 の み で は な く 、 ク リ ー
ム 、 軟 膏 な ど の 半 固 形 製 剤 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 注 射 剤 は 、 溶 液 、 懸 濁 液 お よ び エ マ ル ジ ョ ン 、 な ら び に ビ ヒ ク ル 、 滅 菌 水 、 水 -プ ロ ピ
レ ン グ リ コ ー ル 、 バ ッ フ ァ 溶 液 、 濃 度 0.4重 量 %の 生 理 食 塩 水 を 例 と し て 挙 げ る こ と が で き
る 。 こ の よ う な 液 体 形 態 の こ れ ら の 注 射 剤 は 、 凍 結 し て い て も 凍 結 乾 燥 し て い て も よ い 。
凍 結 乾 燥 で 得 ら れ る 後 者 の 製 品 は 、 注 射 な ど 用 の 蒸 留 水 で 即 時 に 再 構 成 し て 投 与 す る 。 医
薬 組 成 物 (医 薬 製 剤 )の 上 記 の 形 態 は 、 PAC-1阻 害 作 用 を 有 す る 化 合 物 お よ び 薬 学 的 に 許 容
で き る 担 体 を 当 技 術 分 野 で 確 立 さ れ た 方 法 で 配 合 す る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 薬 学 的 に
許 容 で き る 担 体 と し て は 、 特 に 、 種 々 の 賦 形 剤 、 希 釈 剤 、 充 填 剤 、 増 量 剤 、 結 合 剤 、 崩 壊
剤 、 湿 潤 剤 、 潤 滑 剤 、 分 散 剤 が あ る 。 当 技 術 分 野 で 通 常 使 用 さ れ る そ の 他 の 添 加 剤 も 配 合
す る こ と が で き る 。 製 造 す る 医 薬 組 成 物 の 形 態 に 応 じ て 、 そ の よ う な 添 加 剤 は 、 特 に 、 種
々 の 安 定 剤 、 殺 真 菌 剤 、 バ ッ フ ァ 、 増 粘 剤 、 pH調 整 剤 、 乳 化 剤 、 懸 濁 化 剤 、 防 腐 剤 、 香 味
剤 、 着 色 剤 、 張 度 調 整 ま た は 等 張 化 剤 、 キ レ ー ト 剤 お よ び 界 面 活 性 剤 か ら 慎 重 に 選 択 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 そ の よ う な 形 態 の 医 薬 組 成 物 は 、 対 象 の 疾 患 、 標 的 器 官 お よ び そ の 他 の 因 子 に 適 し た 経
路 で 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 皮 下 、 皮 内 、 筋 肉 内 ま た は 気 道 を
介 し て 投 与 し て も よ い 。 罹 患 し た 組 織 に 局 所 的 に 直 接 、 ま た は 経 口 も し く は 直 腸 的 に 投 与
し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 そ の よ う な 医 薬 製 剤 の 投 与 量 お よ び 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 特 に 、 剤 形 、 疾 患 ま た は そ の
症 状 、 お よ び 患 者 の 年 齢 お よ び 体 重 に よ っ て 変 化 し 、 一 般 的 に 述 べ る こ と は で き な い 。 成
人 の ヒ ト の 活 性 成 分 の 1日 量 に つ い て 、 通 常 の 投 与 量 は 、 約 0.0001mgか ら 約 500mg、 好 ま し
く は 約 0.001mgか ら 約 100mgで あ っ て よ く 、 こ の 量 は 1日 に 1回 、 ま た は 1日 に 数 回 に 分 け て
投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 PAC-1阻 害 活 性 を 有 す る 物 質 が ア ン チ セ ン ス 化 合 物 な ど の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 形 態 で あ
る 場 合 、 組 成 物 は 遺 伝 子 治 療 用 の 薬 物 ま た は 予 防 薬 の 形 態 で 提 供 し て も よ い 。 近 年 、 種 々
の 遺 伝 子 の 使 用 に つ い て 多 く の 報 告 が 示 さ れ て お り 、 現 時 点 で 遺 伝 子 治 療 は 確 立 さ れ た 技
術 で あ る 。

10

20

30

40

50

(26) JP 2006-518998 A 2006.8.24



【 ０ １ ５ ５ 】
　 遺 伝 子 治 療 用 の 薬 物 は 、 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ベ ク タ ー に 導 入 す る か 、 適 切 な 細 胞
を ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 患 者
へ の 投 与 の 様 式 は 2種 の 方 法 に 大 き く 分 け ら れ る 。 (1)非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合
に 適 用 で き る 方 法 、 お よ び (2)ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 に 適 用 で き る 方 法 で あ る
。 前 記 ベ ク タ ー と し て ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 お よ び 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用
す る 場 合 の そ れ ぞ れ に 関 し 、 遺 伝 子 治 療 用 の 薬 物 を 調 製 す る 方 法 お よ び 投 与 方 法 の 両 方 は
、 実 験 的 プ ロ ト コ ル に 関 す る い く つ か の 書 籍 で 詳 細 に 扱 わ れ て い る [例 え ば 、 "Bessatsu J
ikken Igaku、 Idenshi Chiryo-no-Kosogijutsu(Supplement to Experimental Medicine、
Fundamental Techniques of Gene Therapy)、 Yodosha、 1996;Bessatsu Jikken Igaku:Ide
nshi Donyu & Hatsugen Kaiseki Jikken-ho(Supplement to Experimental Medicine:Expe
rimental Protocols for Gene Transfer & Expression Analysis)、 Yodosha、 1997;Japan
ese Society for Gene Therapy(ed.):Idenshi Chiryo Kaihatsu Kenkyn Handbook(Resear
ch Handbook for Development of Gene Therapies)、 NTS、 1999、 etc.]。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 、 抗 PAC-1核 酸 を 発 現 可 能 な 任 意 の 発 現 ベ ク タ ー を
使 用 す る こ と が で き る 。 適 切 な 例 と し て は 、 pCAGGS(Gene 108:193(1991))、 pBK-CMV、 pcD
NA3.1お よ び pZeoSV(Invitrogen、 Stratagene)が あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 患 者 へ の 移 入 は 、 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を そ の よ う な 非 ウ イ ル ス
ベ ク タ ー (発 現 ベ ク タ ー )に 慣 用 の 方 法 で 挿 入 し 、 得 ら れ た 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 投 与 す る
こ と に よ っ て 達 成 で き る 。 そ の よ う に す る こ と に よ っ て 、 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 患 者
の 細 胞 ま た は 組 織 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る 方 法 に は 、 特 に 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン (共 沈 )技 術 お よ び ガ ラ ス 微 小 管 を 使 用 す る DNA(ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
)直 接 注 射 法 が あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 組 織 に 導 入 す る 方 法 に は 、 特 に 、 内 部 型 リ ポ ソ ー ム ま た は 静 電 気 型
リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 移 入 技 術 、 HVJ-リ ポ ソ ー ム 技 術 、 修 飾 HVJ-リ ポ ソ
ー ム (HVJ-AVEリ ポ ソ ー ム )技 術 、 受 容 体 仲 介 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 移 入 技 術 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を ビ ヒ ク ル (金 属 粒 子 )と 一 緒 に 細 胞 へ パ ー テ ィ ク ル ガ ン で 移 入 す る こ と を 含 む 技 術 、 裸
の DNA直 接 移 入 技 術 、 正 に 帯 電 し た ポ リ マ ー を 使 用 す る 移 入 技 術 が あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 適 切 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス か ら 導 出 し
た ベ ク タ ー が あ る 。 例 と し て は 、 DNAウ イ ル ス ま た は RNAウ イ ル ス 、 例 え ば 無 毒 化 し た レ ト
ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 バ シ ン ラ ウ イ ル
ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 、 仙 台 ウ イ ル ス 、 SV40、 ヒ
ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)な ど か ら 導 出 さ れ た ベ ク タ ー が あ る 。 特 に ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー は 、 そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー よ り も 感 染 効 率 が は る か に 高 い こ と が 知 ら れ て お り 、
こ の 観 点 か ら ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 好 ま し く は 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 患 者 へ の 移 入 は 、 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を そ の よ う な ウ イ ル ス ベ
ク タ ー に 導 入 し 、 得 ら れ た 組 換 え ウ イ ル ス で 所 望 の 細 胞 を 感 染 す る こ と に よ っ て 達 成 で き
る 。 こ の よ う に し て 、 対 象 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 こ の よ う に 調 製 し た 遺 伝 子 治 療 用 の 薬 物 を 患 者 に 投 与 す る 方 法 に は 、 遺 伝 子 治 療 用 の 薬
物 を 直 接 身 体 に 導 入 す る in vivo技 術 、 お よ び 一 定 の 細 胞 を ヒ ト の 身 体 か ら 取 り 出 し 、 遺
伝 子 治 療 用 の 薬 物 を そ の 細 胞 に in vitroで 導 入 し 、 そ の 細 胞 を ヒ ト の 身 体 に 戻 す ex vivo
技 術 が あ る (Nikkei Science、 April、 1994 issue、 20-45;Pharmaceuticals Monthly、 36(
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1)、 23-48、 1994;Supplement to Experimental Medicine、 12(15)、 1994;Japanese Socie
ty for Gene Therapy(ed.):Research Handbook for Development of Gene Therapies、 NT
S、 1991)。 本 発 明 が 取 り 組 ん で い る 炎 症 性 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 で 使 用 す る た め に 、 薬 物
は 身 体 に in vivo技 術 で 好 ま し く は 導 入 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 in vivo法 を 使 用 す る 場 合 、 薬 物 は 対 象 の 疾 患 、 標 的 器 官 な ど に 適 し た 経 路 で 投 与 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 投 与 す る こ と が で き 、 例 え ば
、 あ る い は 罹 患 し た 組 織 に 局 所 的 に 直 接 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 遺 伝 子 治 療 用 の 薬 物 は 、 前 記 の 投 与 経 路 に 従 っ て 種 々 の 医 薬 形 態 で 提 供 す る こ と が で き
る 。 注 射 形 態 の 場 合 、 例 え ば 、 注 射 剤 は そ れ 自 体 確 立 さ れ た 手 順 、 例 え ば 活 性 成 分 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を バ ッ フ ァ 溶 液 な ど の 溶 媒 、 例 え ば PBS、 生 理 食 塩 水 、 滅 菌 水 に 溶 解 し 、 次 い
で 必 要 に 応 じ て フ ィ ル タ ー を 通 し て 滅 菌 し 、 溶 液 を 滅 菌 バ イ ア ル に 満 た す こ と に よ っ て 調
製 す る こ と が で き る 。 必 要 に 応 じ て 、 こ の 注 射 剤 に は 通 常 の 担 体 な ど を 補 っ て も よ い 。 HV
J-リ ポ ソ ー ム な ど の リ ポ ソ ー ム の 場 合 、 薬 物 は 、 懸 濁 液 、 凍 結 製 剤 お よ び 遠 心 力 で 濃 縮 し
た 凍 結 製 剤 の よ う な 形 態 の 種 々 の リ ポ ソ ー ム 封 入 製 剤 で 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 さ ら に 、 罹 患 部 位 の 近 傍 に 遺 伝 子 が 容 易 に 局 所 化 で き る よ う に 、 持 続 放 出 性 製 剤 (例 え
ば 、 ミ ニ ペ レ ッ ト )を 調 製 し 、 罹 患 部 位 の 近 傍 に 埋 め 込 ん で も よ く 、 あ る い は 薬 物 は 浸 透
圧 ポ ン プ な ど で 罹 患 部 位 に 連 続 的 か つ 徐 々 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 遺 伝 子 治 療 用 の 薬 物 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 含 量 は 、 治 療 す る 疾 患 、 患 者 の 年 齢 お よ び 体 重
、 な ら び に そ の 他 の 因 子 に 従 っ て 慎 重 に 調 整 で き る が 、 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 通 常
の 投 与 量 は 、 約 0.0001か ら 約 100mg、 好 ま し く は 約 0.001か ら 約 10mgで あ る 。 こ の 量 は 数 日
ま た は 2、 3カ 月 間 隔 で 好 ま し く は 投 与 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 こ の 明 細 書 の 全 体 に わ た っ て 、 用 語 「 含 む (comprise)」 ま た は 「 含 む (comprises)」 も
し く は 「 含 む (comprising)」 な ど の 変 形 は 、 記 載 し た 要 素 、 整 数 ま た は ス テ ッ プ 、 ま た は
要 素 、 整 数 も し く は ス テ ッ プ の 群 を 包 含 す る こ と を 意 味 す る が 、 任 意 の そ の 他 の 要 素 、 整
数 ま た は ス テ ッ プ 、 ま た は 要 素 、 整 数 も し く は ス テ ッ プ の 群 を 除 外 す る こ と は 意 味 し な い
と 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 明 細 書 に 含 め た 文 献 、 行 為 、 材 料 、 デ バ イ ス 、 物 品 な ど の 任 意 の 議 論 は 本 発 明 の 背 景
を 提 供 す る 目 的 の み の も の で あ る 。 任 意 ま た は す べ て の こ れ ら の も の は 、 本 願 の 各 請 求 項
の 優 先 日 前 に オ ー ス ト ラ リ ア に 存 在 し て い た た め 、 従 来 技 術 の 根 拠 を 形 成 す る か 、 本 発 明
に 関 連 す る 分 野 に お け る 共 通 の 一 般 知 識 で あ っ た と い う 承 認 と 理 解 す る べ き で は な い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 次 に 、 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 で 説 明 す る 。 こ れ は 決 し て 制 限 を 意 図 す る も の で は な い 。
本 明 細 書 で 挙 げ た 参 考 文 献 す べ て の 教 示 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ７ ０ 】
　 PAC-1発 現 の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析
　 方 法
　 cRNAの 調 製 お よ び 遺 伝 子 チ ッ プ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン :利 用 で き る RNAの 量 に 応 じ て 、
GeneChip Expression Analysis Technical Manual(Affymetrix、 Santa Clara、 CA)ま た は
Baugh et al(Nucl.Acids Res.29:E29(2001))で 公 表 さ れ た cRNA法 を 使 用 し て cRNAを 調 製 し
た 。 GeneChip Expression Analysisプ ロ ト コ ル は 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー GGC 
CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGG CGG-(dT)24(Geneworks、 Australia)(配
列 番 号 86)を 含 有 す る ポ リ (T)プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 20ugの 総 RNAか ら の cDNA合 成 を 含 む 。 c
RNAは cDNAか ら 転 写 し 、 BioArray High Yield RNA Transcript Labelling Kit(Enzo Diagn
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ostics、 Farmingdale、 NY)を 使 用 し て ビ オ チ ン 化 し た 。 20μ gの cRNAを 94℃ で 35分 間 、 断
片 化 用 バ ッ フ ァ (40mM ト リ ス ア セ テ ー ト (pH8.1)、 125mM KOAc、 30mM MgOAc)中 で 加 熱 す る
こ と に よ っ て 断 片 化 し 、 次 い で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 Baugh et al(2001、 上 掲 )の 増 幅 の た め に 、 cDNAの 合 成 体 積 は GeneChip Expression Ana
lysis Technical Manualと 異 な っ た が 、 反 応 成 分 濃 度 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 お よ び 温
度 は 維 持 し た 。 わ ず か 500ngの 出 発 RNAを 使 用 し た こ と に 留 意 さ れ た い ;T4gp32お よ び RNAse
阻 害 剤 を 第 1の cDNA合 成 反 応 に 組 み 入 れ て 、 そ れ ぞ れ 2.4mgお よ び 20uを 得 た 。 EDTAを 使 用
す る 代 わ り に 酵 素 を 70℃ で の 加 熱 に よ っ て 不 活 化 し た 。 cDNAフ ェ ノ ー ル -ク ロ ロ ホ ル ム 抽
出 後 に BioGel p-6カ ラ ム (Bio-Rad)で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 処 理 し 、 NH4Oacな し の エ タ ノ ー
ル で 析 出 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 15μ gの cRNAを 断 片 化 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 次 に 、 断 片 化 cRNA、 対 照 cRNA、 格 子 並 列 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 を
加 え る こ と に よ っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル を 作 製 し た 。 こ れ ら の 混 合 物 は 、 60
rpmの 一 定 の 回 転 下 で 一 夜 (約 16時 間 )、 個 々 の 試 験 3(Affymetrix)ア レ イ に 45℃ で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ア レ イ の 洗 浄 お よ び 染 色 は 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ル に
従 っ て 、 Affymetrix Fluidics Stationで 実 施 し た 。 蛍 光 シ グ ナ ル を ア レ イ 上 で Agilent G
eneArray Laser Scannerを 使 用 し て 測 定 し 、 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル を 判 定 し 、 MicroArray A
nalysis Suite Software 5.0(Affymetrix)の ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 150に 換 算 し た 。 次
い で 、 試 験 の 3つ の 基 準 、 す な わ ち 150未 満 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 、 GAPDHと 3未 満 の B-ア ク チ
ン 3'/5'比 お よ び サ ン プ ル 間 の 同 様 の 換 算 係 数 を 満 た す ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン カ ク テ ル
を U95Aア レ イ 上 に 付 け た 。 IL4お よ び IL13刺 激 NHBEア レ イ 上 の 相 対 的 な mRNA発 現 レ ベ ル は
、 対 照 NHBEア レ イ と 比 較 し て 正 ま た は 負 の 倍 率 変 化 と し て 発 現 し た 。 少 な く と も 2つ の 別
個 の 実 験 で 2倍 以 上 の 変 化 を 示 し た 遺 伝 子 は 示 差 的 に 発 現 し た と 考 え ら れ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 結 果
　 表 1は 、 以 下 の 単 一 マ イ ク ロ ア レ イ 遺 伝 子 チ ッ プ を 使 用 し て 得 た 結 果 を 示 す :
　 OA対 照 　 　 　 滑 液 膜 組 織 は 、 St Vincent's Hospital(Sydney、 Australia)で 手 術 を 受 け
た 変 形 性 関 節 症 (OA)患 者 か ら 得 た 。 こ の 組 織 を 使 用 し て 線 維 芽 細 胞 様 の 滑 膜 細 胞 培 養 物 を
確 立 し 、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
　 OA TNF　 　 　 変 形 性 関 節 症 (OA)患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を サ イ ト カ イ ン 腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)-
α 10ng/mlを 用 い て 4時 間 37℃ で 刺 激 し 、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
　 RA対 照 　 　 　 滑 液 膜 組 織 は 、 St Vincent's Hospital(Sydney、 Australia)で 手 術 を 受 け
た リ ウ マ チ 様 関 節 炎 (RA)患 者 か ら 得 た 。 こ の 組 織 を 使 用 し て 線 維 芽 細 胞 様 の 滑 膜 細 胞 培 養
物 を 確 立 し 、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
　 RA IL-1　 　  リ ウ マ チ 様 関 節 炎 (RA)患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を サ イ ト カ イ ン イ ン タ ー ロ イ キ
ン (IL)-1β 10ng/mlを 用 い て 4時 間 37℃ で 刺 激 し 、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
　 RA TNF　 　 　 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 (RA)患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を サ イ ト カ イ ン 腫 瘍 壊 死 因 子 (T
NF)-α 10ng/mlを 用 い て 4時 間 37℃ で 刺 激 し 、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
　 HMC1　 　 　 　 HMC1は 、 白 血 病 患 者 か ら 導 出 し た 未 成 熟 ヒ ト マ ス ト 細 胞 系 で あ る 。
　 α 4β 7　 　 　 α 4β 7、 イ ン テ グ リ ン 接 着 分 子 は 、 腸 組 織 内 移 動 エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー T
細 胞 の マ ー カ ー で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は ヒ ト 末 梢 血 か ら 細 胞 分 類 を 使 用 し て 単 離 し 、 遺 伝
子 発 現 を 検 査 し た 。
　 BSCM対 照 　 　 気 管 支 平 滑 筋 細 胞 (BSMC)は Clonetics(San Diego、 CA)か ら 商 業 的 に 入 手 し
、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
　 BSCM IL4　 　 気 管 支 平 滑 筋 細 胞 (BSMC)は Clonetics(San Diego、 CA)か ら 商 業 的 に 入 手 し
、 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-4を 用 い て 18時 間 37℃ で 活 性 化 し た 。
　 BSCM IL13　  気 管 支 平 滑 筋 細 胞 (BSMC)は Clonetics(San Diego、 CA)か ら 商 業 的 に 入 手 し
、 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-13を 用 い て 18時 間 37℃ で 活 性 化 し た 。
　 CLA　 　 　 　  皮 膚 リ ン パ 球 抗 原 (CLA)は 、 皮 膚 組 織 内 移 動 エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー T細 胞 の

10

20

30

40

50

(29) JP 2006-518998 A 2006.8.24



マ ー カ ー で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は ヒ ト 末 梢 血 か ら 細 胞 分 類 を 使 用 し て 単 離 し た 。
　 MC対 照 　 　 　 マ ス ト 細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 を 使 用 し て 導 出 し 、 幹 細
胞 因 子 100ng/ml、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10(IL-10)10ng/mlお よ び 5ng/mlの IL-6を 使 用 し て 6～
9週 間 に わ た っ て 成 熟 マ ス ト 細 胞 に 分 化 し た 。 そ の 後 、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
　 MC抗 IgE
　 Wk6　 　 　 　  マ ス ト 細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 を 使 用 し て 導 出 し 、 幹 細
胞 因 子 100ng/ml、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10(IL-10)10ng/mlお よ び 5ng/mlの IL-6を 使 用 し て 6～
9週 間 に わ た っ て 成 熟 マ ス ト 細 胞 に 分 化 し た 。 成 熟 し た ら 、 細 胞 を ま ず 4μ g/mlの ヒ ト IgE
抗 NPで 18時 間 プ ラ イ ム し 、 次 い で IgE受 容 体 を 架 橋 す る こ と に よ り マ ウ ス 抗 ヒ ト IgE5μ g/m
lで 2時 間 活 性 化 し た 。
　 NHBE18時 間
　 対 照 　 　 　 　 NHBE一 次 細 胞 系 を Clonetics(San Diego、 CA)か ら 購 入 し 、 そ れ を 使 用 し て
Th2サ イ ト カ イ ン IL4お よ び IL13に 反 応 し た ヒ ト 肺 上 皮 細 胞 挙 動 を 示 し た 。 両 方 の NHBE細 胞
系 、 す な わ ち ロ ッ ト 8F1142お よ び 7F1482は そ れ ぞ れ 、 18ヶ 月 齢 お よ び 32歳 の 白 人 男 性 か ら
単 離 し た 。
　 NHBE細 胞 は 、 ウ シ 下 垂 体 抽 出 物 52mg/l、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 0.5mg/l、 ヒ ト 組 換 え 表 皮 成
長 因 子 0.5mg/l、 エ ピ ネ フ リ ン 0.5mg/l、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 10mg/l、 イ ン ス リ ン 5mg/l、 レ
チ ノ イ ン 酸 0.1mg/l、 ト リ ヨ ー ド ト リ オ ニ ン 6.5mg/l、 ゲ ン タ マ イ シ ン 50mg/lお よ び ア ン ホ
テ リ シ ン B(Clonetics)50mg/lを 補 充 し た Clonetics気 管 支 上 皮 成 長 培 地 (BEGM)で 維 持 し た
。 培 地 は 3か ら 4日 毎 に 交 換 し た 。 集 密 的 に な っ た ら 、 細 胞 を 1:3の 比 で 継 代 培 養 し 、 0.025
%ト リ プ シ ン -EDTA(Gibco)を 使 用 し て 細 胞 お よ び 中 和 の た め の 100%ウ シ 胎 児 血 清 (Gibco)を
除 去 し た 。
　 NHBE18時 間
　 IL13　 　 　 　 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-13を 用 い て 18時 間 37℃ で 刺 激 し た 正 常 ヒ
ト 気 管 上 皮 (NHBE)細 胞 。
　 NHBE18時 間
　 IL4　 　 　 　  10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-4を 用 い て 18時 間 37℃ で 刺 激 し た 正 常 ヒ
ト 気 管 上 皮 (NHBE)細 胞 。
　 CCR7+　 　 　  CCR7+(CD4+,CD45RO+)は セ ン ト ラ ル メ モ リ ー T細 胞 を 表 し 、 ヒ ト 末 梢 血 か ら
細 胞 分 類 法 を 使 用 し て 単 離 し た 。
　 CCR7-　 　 　  CCR7-(CD4+,CD45RO+)は エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー T細 胞 を 表 し 、 ヒ ト 末 梢 血 か
ら 細 胞 分 類 を 使 用 し て 単 離 し た 。
　 CD57+　 　 　  CD57+(CXCR5+,CD4+)は T甲 状 腺 組 織 内 移 動 細 胞 を 表 し 、 ヒ ト 扁 桃 腺 組 織 か
ら 細 胞 分 類 を 使 用 し て 単 離 し た 。
　 CD57-　 　 　  CD57-(CXCR5+,CD4+)は T甲 状 腺 組 織 内 移 動 細 胞 で は な く 、 ヒ ト 扁 桃 腺 組 織
か ら 細 胞 分 類 を 使 用 し て 単 離 し た 。
　 CD8+
　 CCR7-
　 RO+　 　 　 　  細 胞 毒 性 エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー (CD8+,CCR7-,RO-)は 、 ヒ ト 末 梢 血 か ら 細 胞
分 類 を 使 用 し て 単 離 し た 。
　 CD8+
　 CCR7-
　 RO-　 　 　 　  細 胞 毒 性 の 高 度 に 分 化 し た T細 胞 (CD8+,CCR7-,RO+)は 、 ヒ ト 末 梢 血 か ら 細
胞 分 類 を 使 用 し て 単 離 し た 。
　 TH1ヒ ト 　 　  CD4+ T細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら 単 離 し 、 IL-12を 使 用 し 、 IL-4を 中 和 し て in 
vitroで 極 性 化 し た 。
　 TH2ヒ ト 　 　  CD4+ T細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら 単 離 し 、 IL-4を 使 用 し 、 IL-12お よ び イ ン タ
ー フ ェ ロ ン γ を 中 和 し て in vitroで 極 性 化 し た 。
　 対 照
　 好 酸 球 　 　 　 好 酸 球 は 、 ヒ ト 末 梢 血 か ら 変 更 を 加 え た パ ー コ ー ル 勾 配 法 (Hansel et al.
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、 1989、 J Immunol Methods 122 97-103)を 使 用 し て 単 離 し た 。
　 2時 間
　 好 酸 球 　 　 　 好 酸 球 は 、 ヒ ト 末 梢 血 か ら パ ー コ ー ル 勾 配 法 を 使 用 し て 単 離 し 、 ホ ル ボ ー
ル -12-ミ リ ス テ ー ト -13-ア セ テ ー ト (PMA)50ng/mlを 用 い て 2時 間 37℃ で 刺 激 し た 。
　 週 4
　 マ ス ト 細 胞 　 マ ス ト 細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 を 使 用 し て 導 出 し 、 幹 細
胞 因 子 100ng/ml、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10(IL-10)10ng/mlお よ び 5ng/mlの IL-6を 使 用 し て 4週
間 に わ た っ て 成 熟 マ ス ト 細 胞 に 分 化 し た 。 そ の 後 、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
　 週 9
　 マ ス ト 細 胞 　 マ ス ト 細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 を 使 用 し て 導 出 し 、 幹 細
胞 因 子 100ng/ml、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10(IL-10)10ng/mlお よ び 5ng/mlの IL-6を 使 用 し て 9週
間 に わ た っ て 成 熟 マ ス ト 細 胞 に 分 化 し た 。 そ の 後 、 遺 伝 子 発 現 を 検 査 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 表 2は 、 以 下 の マ イ ク ロ ア レ イ 比 較 遺 伝 子 チ ッ プ を 使 用 し て 得 た 結 果 を 示 す :
　 遺 伝 子 チ ッ プ -HuFL2
　 OA対 照 対 RA対 照 　 　 　 　 　 　 　  滑 液 膜 組 織 は 、 St Vincent's Hospital(Sydney、 Austr
alia)で 手 術 を 受 け た 変 形 性 関 節 症 (OA)お よ び リ ウ マ チ 様 関 節 炎 (RA)患 者 か ら 得 た 。 こ の
組 織 を 使 用 し て 線 維 芽 細 胞 様 の 滑 膜 細 胞 培 養 物 を 確 立 し た 。 遺 伝 子 チ ッ プ 研 究 に 使 用 し た
培 養 物 は 37歳 お よ び 38歳 の 女 性 の 2つ の ひ ざ の 生 検 サ ン プ ル か ら の 生 検 か ら 導 出 し た 。 こ
の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 OAお よ び RA患 者 か ら の 刺 激 し て い な い 滑 膜 細 胞 培 養 物 の 遺 伝 子 発 現 を
比 較 し た 。
　 OA TNF対 OA対 照 　 　 　 　 　 　 　  変 形 性 関 節 症 (OA)患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を サ イ ト カ イ ン
腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)-α 10ng/mlで (4時 間 37℃ で )刺 激 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 OA患 者 か
ら の 刺 激 し て い な い 滑 膜 細 胞 培 養 物 と TNF-α で 刺 激 し た も の と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し た 。
　 OA TNF対 RA TNF　 　 　 　 　 　 　  こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 TNF-α で 刺 激 し た OA患 者 か ら の
滑 膜 細 胞 培 養 物 と TNF-α で 刺 激 し た RA患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 培 養 物 と を 比 較 し た 。
　 RA IL-1対 RA対 照 　 　 　 　 　 　 　 RA患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を サ イ ト カ イ ン イ ン タ ー ロ イ キ
ン (IL)-1β 10ng/mlを 用 い て 4時 間 37℃ で 刺 激 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 RA患 者 か ら の 刺
激 し て い な い 滑 膜 細 胞 培 養 物 と IL-1β で 刺 激 し た も の と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し た 。
　 RA TNF対 RA IL-1β 　 　 　 　 　 　 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 RA患 者 か ら の TNF-α で 刺 激 し た
滑 膜 細 胞 と IL-1β で 刺 激 し た 滑 膜 細 胞 と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し た 。
　 BSMC IL-13対 対 照 　 　 　 　 　 　  気 管 支 平 滑 筋 細 胞 (BSMC)は Clonetics(San Diego、 CA)
か ら 商 業 的 に 入 手 し 、 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-13を 用 い て 18時 間 37℃ で 刺 激 し た
。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 IL-13で 刺 激 し た BSMCと 刺 激 し て い な い BSMCと の 遺 伝 子 発 現 を 比
較 し た 。
　 遺 伝 子 チ ッ プ -U95
　 CLA対 α 4β 7　 　 　 　 　 　 　 　 　 皮 膚 リ ン パ 球 抗 原 (CLA)は 、 皮 膚 組 織 内 移 動 エ フ ェ ク タ
ー メ モ リ ー T細 胞 の マ ー カ ー で あ り 、 α 4β 7、 イ ン テ グ リ ン 接 着 分 子 は 、 腸 組 織 内 移 動 エ
フ ェ ク タ ー メ モ リ ー T細 胞 の マ ー カ ー で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は ヒ ト 末 梢 血 か ら 細 胞 分 類 を
使 用 し て 単 離 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 皮 膚 組 織 内 移 動 (CLA)T細 胞 と 腸 組 織 内 移 動 (α 4
β 7)T細 胞 と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る 。
　 NHBE IL-13対 対 照 　 　 　 　 　 　  正 常 ヒ ト 気 管 上 皮 (NHBE)細 胞 を Clonetics(San Diego、
CA)か ら 商 業 的 に 入 手 し 、 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-13を 用 い て 18時 間 37℃ で 刺 激
し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 IL-13で 刺 激 し た NHBEと 刺 激 し て い な い NHBEと の 遺 伝 子 発 現
を 比 較 し た 。
　 NHBE IL-4対 対 照 　 　 　 　 　 　 　 正 常 ヒ ト 気 管 上 皮 (NHBE)細 胞 を Clonetics(San Diego、
CA)か ら 商 業 的 に 入 手 し 、 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-4を 用 い て 18時 間 37℃ で 刺 激 し
た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 IL-4で 刺 激 し た NHBEと 刺 激 し て い な い NHBEと の 遺 伝 子 発 現 を 比
較 し た 。
　 TNF RA対 対 照 RA　 　 　 　 　 　 　 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 (RA)患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を サ イ ト カ イ
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ン 腫 瘍 壊 死 因 子 (TNF)-α 10ng/mlを 用 い て 4時 間 37℃ で 刺 激 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 TN
F-α で 刺 激 し た RA患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 と 刺 激 し て い な い RA滑 膜 細 胞 と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較
し た 。
　 RA IL-1対 RA対 照 　 　 　 　 　 　  RA患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を サ イ ト カ イ ン イ ン タ ー ロ イ キ ン
(IL)-1β 10ng/mlを 用 い て 4時 間 37℃ で 刺 激 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 RA患 者 か ら の 刺 激
し て い な い 滑 膜 細 胞 培 養 物 と IL-1β で 刺 激 し た も の と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し た 。
　 RA IL-4対 RA対 照 　 　 　 　 　 　  RA患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を 10ng/mlの サ イ ト カ イ ン イ ン タ
ー ロ イ キ ン (IL)-4を 用 い て 4時 間 37℃ で 刺 激 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 RA患 者 か ら の 刺
激 し て い な い 滑 膜 細 胞 培 養 物 と IL-4で 刺 激 し た も の と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し た 。
　 RA IL-1β 対 対 照 　 　 　 　 　 　  RA患 者 か ら の 滑 膜 細 胞 を サ イ ト カ イ ン イ ン タ ー ロ イ キ ン
(IL)-1β 10ng/mlを 用 い て 4時 間 37℃ で 刺 激 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 RA患 者 か ら の 刺 激
し て い な い 滑 膜 細 胞 培 養 物 と IL-1β で 刺 激 し た も の と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し た 。
　 MC抗 IgE Wk6対 対 照 　 　 　 　 　  マ ス ト 細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 を 使 用
し て 導 出 し 、 幹 細 胞 因 子 100ng/ml、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10(IL-10)10ng/mlお よ び 5ng/mlの I
L-6を 使 用 し て 6週 間 に わ た っ て 成 熟 マ ス ト 細 胞 に 分 化 し た 。 成 熟 し た ら 、 細 胞 を ま ず 4μ g
/mlの ヒ ト IgE抗 NPで 18時 間 プ ラ イ ム し 、 次 い で IgE受 容 体 を 架 橋 す る こ と に よ り マ ウ ス 抗
ヒ ト IgE5μ g/mlで 2時 間 活 性 化 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 刺 激 し て い な い マ ス ト 細 胞 と I
gEで 刺 激 し た も の と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し た 。
　 BSCM IL4対 対 照 　 　 　 　 　 　 　 気 管 支 平 滑 筋 細 胞 (BSMC)は Clonetics(San Diego、 CA)か
ら 商 業 的 に 入 手 し 、 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-4を 用 い て 18時 間 37℃ で 刺 激 し た 。
こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 IL-4で 刺 激 し た BSMCと 刺 激 し て い な い BSMCと の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し
た 。
　 BSCM IL13対 対 照 　 　 　 　 　 　  気 管 支 平 滑 筋 細 胞 (BSMC)は Clonetics(San Diego、 CA)か
ら 商 業 的 に 入 手 し 、 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン (IL)-13を 用 い て 18時 間 37℃ で 刺 激 し た 。
こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 IL-13で 刺 激 し た BSMCと 刺 激 し て い な い BSMCと の 遺 伝 子 発 現 を 比 較
し た 。
　 遺 伝 子 チ ッ プ -U133
　 CCR7+対 CCR7-　 　 　 　 　 　 　 　 セ ン ト ラ ル メ モ リ ー T細 胞 を 表 す CCR7+(CD4+,CD45RO+)お
よ び エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー T細 胞 を 表 す CCR7-(CD4+,CD45RO+)を ヒ ト 末 梢 血 か ら 細 胞 分 類 を
使 用 し て 単 離 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 セ ン ト ラ ル メ モ リ ー T細 胞 サ ブ セ ッ ト (CCR7+)と
エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー T細 胞 サ ブ セ ッ ト (CCR7-)で の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る 。
　 CD57+対 CD57-　 　 　 　 　 　 　 　 T甲 状 腺 組 織 内 移 動 細 胞 を 表 す CD57+(CXCR5+,CD4+)お よ
び CD57-(CXCR5+,CD4+)を ヒ ト 扁 桃 腺 組 織 か ら 細 胞 分 類 を 使 用 し て 単 離 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ
ッ プ は 、 T甲 状 腺 組 織 内 移 動 細 胞 サ ブ セ ッ ト (CD57+)と 非 T甲 状 腺 組 織 内 移 動 細 胞 (CD57-)で
の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る 。
　 CD8+CCR7-RO-対 CD8+CCR7-RO+　 細 胞 毒 性 エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー (CD8+,CCR7-,RO-)お よ び
細 胞 毒 性 の 高 度 に 分 化 し た T細 胞 (CD8+,CCR7-,RO+)は 、 ヒ ト 末 梢 血 か ら 細 胞 分 類 を 使 用 し
て 単 離 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 細 胞 毒 性 エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー T細 胞 (RO-)と 細 胞 毒 性
の 高 度 に 分 化 し た (RO+)T細 胞 で の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る 。
　 Wk9対 Wk4MC　 　 　 　 　 　 　 　 　 マ ス ト 細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 を 使 用
し て 導 出 し 、 幹 細 胞 因 子 100ng/ml、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10(IL-10)10ng/mlお よ び 5ng/mlの I
L-6を 使 用 し て 時 間 を か け て 成 熟 マ ス ト 細 胞 に 分 化 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 4週 齢 の マ
ス ト 細 胞 と 9週 齢 の マ ス ト 細 胞 と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る 。
　 IgE対 対 照 MC　 　 　 　 　 　 　 　 マ ス ト 細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 を 使 用
し て 導 出 し 、 幹 細 胞 因 子 100ng/ml、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10(IL-10)10ng/mlお よ び 5ng/mlの I
L-6を 使 用 し て 7週 間 に わ た っ て 成 熟 マ ス ト 細 胞 に 分 化 し た 。 成 熟 し た ら 、 細 胞 を ま ず 4μ g
/mlの ヒ ト IgE抗 NPで 18時 間 プ ラ イ ム し 、 次 い で IgE受 容 体 を 架 橋 す る こ と に よ り マ ウ ス 抗
ヒ ト IgE5μ g/mlで 2時 間 活 性 化 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 刺 激 し て い な い マ ス ト 細 胞 と I
gEで 刺 激 し た も の と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 し た 。
　 2時 間 対 対 照 好 酸 球 　 　 　 　 　 好 酸 球 は 、 ヒ ト 末 梢 血 か ら パ ー コ ー ル 勾 配 法 を 使 用 し て
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単 離 し た 。 好 酸 球 は 、 ホ ル ボ ー ル -12-ミ リ ス テ ー ト -13-ア セ テ ー ト (PMA)50ng/mlを 用 い て
2時 間 37℃ で 刺 激 し た 。 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ は 、 PMAで 活 性 化 し た 好 酸 球 と 活 性 化 し て い な い
好 酸 球 と の 遺 伝 子 発 現 を 比 較 す る 。
　 TH1対 TH2　 　 　 　 　 　 　 　 　  CD4+ T細 胞 は ヒ ト 臍 帯 血 か ら 単 離 し 、 TH1に つ い て は IL-1
2を 使 用 し 、 IL-4を 中 和 し て in vitroで 極 性 化 し 、 IL-4を 使 用 し 、 IL-12お よ び イ ン タ ー フ
ェ ロ ン γ を 中 和 し て in vitroで 極 性 化 し た 。 次 い で 、 TH1で の 遺 伝 子 発 現 は TH2と 比 較 し た
。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 表 1に 表 し た 結 果 (マ イ ク ロ ア レ イ 単 一 チ ッ プ )は 、 PAC-1が そ の 他 の DUSPよ り も 狭 く 発 現
し て い る こ と を 示 す 。 特 に 、 PAC-1の 発 現 は T細 胞 サ ブ セ ッ ト 、 活 性 化 し た マ ス ト 細 胞 お よ
び 好 酸 球 に 限 ら れ て い る 。 DUSP1、 4お よ び 5は 、 検 査 し た 細 胞 の タ イ プ の 広 範 囲 に わ た っ
て 発 現 し て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 表 2は 、 す べ て の 比 較 遺 伝 子 チ ッ プ を 表 し 、 DUSPの 遺 伝 子 発 現 の 倍 率 変 化 を 示 す 。 比 較
遺 伝 子 チ ッ プ 分 析 は 、 PAC-1発 現 が OAと 比 較 し て RA対 照 滑 膜 細 胞 で は 11倍 高 く (OA対 照 対 RA
対 照 )、 TNF-α で 刺 激 し た OA滑 膜 細 胞 と 比 較 し て TNF-α で 刺 激 し た RA滑 膜 細 胞 で は 15倍 高
い (OA TNF対 RA TNF)こ と を 示 す 。 PAC-1発 現 は TNF-α で RA滑 膜 細 胞 を 活 性 化 し た 後 、 10分
の 1に 減 少 し (TNF RA対 対 照 RA)、 IL-1β で 刺 激 し た 後 、 20分 の 1に 減 少 す る (IL-1β  RA対 対
照 )。 さ ら に 、 PAC-1発 現 は ヒ ト マ ス ト 細 胞 を IgEで 活 性 化 し た 後 、 9.6倍 に 増 大 し (IgE対 対
照 マ ス ト 細 胞 )、 ヒ ト 好 酸 球 を PMAで 活 性 化 し た 後 、 278倍 に 増 大 す る (2時 間 対 対 照 好 酸 球 )
。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 PAC-1に つ い て 変 形 性 関 節 症 よ り も リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に お い て の 役 割
を 実 証 し 、 PAC-1発 現 が 活 性 化 し た RA滑 膜 細 胞 で 減 少 し て い る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 こ の
結 果 は PAC-1発 現 が 活 性 化 し た マ ス ト 細 胞 お よ び 好 酸 球 に お い て 増 大 し て い る こ と を 示 し
、 そ れ は PAC-1の こ れ ら の 細 胞 タ イ プ で の 役 割 を 示 し て い る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ７ ８ 】
　 IgEで 活 性 化 し た ヒ ト マ ス ト 細 胞 で の PAC-1発 現
　 方 法
　 CBMC培 養 法 :マ ス ト 細 胞 を 臍 帯 血 か ら 確 立 さ れ た 方 法 (Ochi,H.et al.J Exp Med、 1999.1
90(2):p.267-80)を 使 用 し て 導 出 し た 。 簡 単 に い え ば 、 単 核 白 血 球 を 臍 帯 血 か ら フ ィ コ ー
ル 密 度 勾 配 を 使 用 し て 単 離 し 、 次 い で 幹 細 胞 因 子 100ng/ml、 10ng/mlの イ ン タ ー ロ イ キ ン -
10(IL-10)お よ び 5ng/mlの IL-6を 補 充 し た 10%FBS、 1%L-グ ル タ ミ ン お よ び 1%ペ ニ シ ラ ン /ス
ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す る RPMI培 地 1ml当 た り 細 胞 2× 10 6 個 で 細 胞 を 播 種 し た 。 マ ス ト
細 胞 培 養 物 を 継 代 培 養 し 、 培 地 (上 記 の 通 り )1ml当 た り 細 胞 10 6 個 の 濃 度 で 毎 週 新 し い フ ラ
ス コ に 移 し た 。 マ ス ト 細 胞 顆 粒 を 特 異 的 に 染 色 す る ト ル イ ジ ン ブ ル ー 異 染 染 色 で マ ス ト 細
胞 の 成 熟 度 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 成 熟 顆 粒 マ ス ト 細 胞 を Selvan,R.S.et al J Biol Chem、 1994.269(19):p.13893-8に 従 っ
て 活 性 化 し た 。 マ ス ト 細 胞 は ま ず 4μ g/mlの ヒ ト IgE抗 NPで 18時 間 プ ラ イ ム し 、 次 い で IgE
受 容 体 を 架 橋 す る こ と に よ り マ ウ ス 抗 ヒ ト IgE5μ g/mlで 2時 間 活 性 化 し た 。 活 性 化 し た マ
ス ト 細 胞 お よ び 対 照 マ ス ト 細 胞 を 遠 心 分 離 で 収 集 し 、 PBSで 洗 浄 し 、 ト リ ゾ ー ル 試 薬 で 溶
解 し て RNAを 抽 出 し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 遺 伝 子 発 現 を 監 視 す る リ ア ル タ イ ム PCR:Reverse-IT RTase Blend Kit(ABgene、 UK)ま た
は Avain骨 髄 芽 球 症 ウ イ ル ス 逆 転 写 酵 素 (Promega、 Madison、 WI)を 使 用 し て 、 活 性 化 し た
ヒ ト マ ス ト 細 胞 RNAの cDNAを 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 作 製 し た 。 ど ち ら の cDNA調 製 法 で
も オ リ ゴ -p(dt)15プ ラ イ マ ー (Roche Molecular Biochemicals)を 1uMで 使 用 し た 。 cDNA合
成 の 後 、 cDNAテ ン プ レ ー ト 1ulを 各 PCRに 使 用 し た 。 Light Cycler-FastStart DNA Master 
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SYBR Green I kit(Roche Molecular Biochemicals)を 製 造 業 者 の 仕 様 書 に 従 っ て 使 用 し 、
3mM MgCl2お よ び 1uMプ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 リ ア ル タ イ ム PCRを 実 施 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 1分 間 95℃ の 最 初 の 変 性 後 、 95℃ (15秒 )、 63℃ (5秒 )お よ び 72℃ (10秒 )で 40サ イ ク ル に サ
ン プ ル を か け た 。 各 サ イ ク ル の 最 後 で 、 蛍 光 を 単 一 ス テ ッ プ に よ り チ ャ ネ ル F1で 測 定 し た
。 40番 目 の サ イ ク ル 後 、 試 験 品 を 95℃ に 加 熱 し 、 65℃ に 15秒 間 冷 却 し た 。 す べ て の 加 熱 お
よ び 冷 却 ス テ ッ プ は 20℃ /秒 の 傾 斜 で 実 施 し た 。 次 い で 、 0.1℃ /秒 の 速 度 で 95℃ ま で 加 温
し 、 蛍 光 を 連 続 的 に 測 定 し て (チ ャ ネ ル F1)、 PCR産 物 の 融 解 曲 線 を 得 た 。 倍 率 変 化 を 計 算 (
交 点 (crossing point)値 を 使 用 )す る 前 に 各 遺 伝 子 を ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 GAPDHに 標 準
化 し て 、 異 な る サ ン プ ル 間 の 変 化 を 明 ら か に し た 。 DUSPの PCR産 物 は サ イ ズ に よ り 2%ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 上 で 確 認 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 結 果
　 図 1は 、 IgEで 0～ 6時 間 (n=1)活 性 化 し た ヒ ト 臍 帯 血 由 来 マ ス ト 細 胞 で の DUSP1、 DUSP2(PA
C-1)、 DUSP4お よ び DUSP5の 発 現 を 示 す 。 DUSP2(PAC-1)は 、 そ の 他 の DUSPと 比 較 し て 高 い 倍
率 変 化 を 有 し 、 1時 間 で 250倍 の ピ ー ク 倍 率 変 化 が あ り 、 6時 間 で 基 準 レ ベ ル ま で 低 下 す る
。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ８ ３ 】
　 PAC-1タ ン パ ク 質 発 現
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 PAC-1抗 体 (Santa Cruz)を 使 用 し て 免 疫 組 織 化 学 分 析 を し て 、 ヒ ト RA
滑 膜 で の PAC-1発 現 を 検 出 し た (デ ー タ 示 さ ず )。 そ の 結 果 は 、 RA滑 膜 の 炎 症 を 起 こ し た 組
織 で の PAC-1タ ン パ ク 質 の 優 先 的 な 発 現 を 示 し た 。 特 に 、 RA滑 膜 の マ ク ロ フ ァ ー ジ で 高 い
レ ベ ル の PAC-1発 現 が 観 察 さ れ た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ８ ４ 】
　 マ ウ ス モ デ ル 研 究
　 方 法
　 遺 伝 子 組 換 え マ ウ ス モ デ ル 、 K/BxNの 血 清 を 使 用 す る 最 近 の 研 究 で 、 偏 在 的 に 発 現 し た
抗 原 に 対 す る 自 己 抗 体 が 、 炎 症 性 、 肥 厚 性 お よ び 浸 食 性 滑 膜 炎 を 選 択 的 に 引 き 起 こ し 得 る
こ と が 最 近 の 研 究 で 分 か っ た (Kouskoff et al Cell 87:811-822、 1996)。 現 在 の 研 究 で は
、 K/BxNの 関 節 炎 血 清 を 野 生 型 お よ び PAC-1欠 損 マ ウ ス に 移 し て 炎 症 性 関 節 炎 に お け る PAC-
1の 機 能 的 役 割 を 調 べ た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 結 果
　 関 節 炎 血 清 (K/BxN血 清 )を 注 射 し た 野 生 型 (WT)お よ び PAC-1欠 損 (PAC-1 -/-)マ ウ ス か ら
の 足 関 節 組 織 の 組 織 学 的 分 析 は 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス が 、 野 生 型 (WT)マ ウ ス で 見 ら れ る よ う
な 細 胞 浸 潤 ま た は 骨 破 壊 を 示 さ な か っ た こ と を 示 し た (図 2)。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 関 節 炎 血 清 (K/BxN血 清 )を 注 射 し た 野 生 型 (WT)お よ び PAC-1欠 損 (PAC-1 -/-)マ ウ ス の 足
関 節 の 厚 さ の 測 定 お よ び 臨 床 ス コ ア は ま た 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス が 、 野 生 型 マ ウ ス で 見 ら れ
る よ う な 炎 症 性 関 節 炎 の 症 状 を 発 症 し な い こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 こ の 研 究 で 使 用 し た PAC-1 -/-マ ウ ス は B6/C57バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 戻 し 交 配 し (合 計 9つ
の 戻 し 交 配 )、 上 記 の 結 果 を 再 現 し た 。 こ れ は 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス で 観 察 さ れ た 効 果 が 、 PA
C-1欠 損 マ ウ ス と 野 生 型 対 照 マ ウ ス と の 間 の 任 意 の 株 の 差 異 で は な く 、 PAC-1の 欠 如 に よ る
も の で あ る こ と を 確 認 し て い る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ８ ８ 】
　 PAC-1欠 損 マ ウ ス に お け る PAC-1基 質 の 発 現
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　 標 準 的 な ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 実 施 し て 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス に お け る PAC-1基 質 p38お
よ び ERKの 発 現 レ ベ ル を 分 析 し た 。 特 に 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス お よ び 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し
た 活 性 化 マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら の タ ン パ ク 質 サ ン プ ル を 抗 p38お よ び 抗 ERK抗 体 で プ ロ ー ブ し
た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 図 3(A)は 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス か ら 導 出 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で の p38の か な り 減 少 し た 発 現
を 示 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 図 3(B)は 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス か ら 導 出 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で の ERKの 発 現 の わ ず か な 減 少
を 示 す 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 PAC-1が MAPキ ナ ー ゼ の 単 な る 負 の 調 節 因 子 で あ る と 指 摘 す る 以 前 の 報
告 に 疑 問 を 投 げ か け る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ９ ２ 】
　 PAC-1欠 損 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 炎 症 性 仲 介 物 質 の 産 生
　 PAC-1欠 損 マ ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 炎 症 性 仲 介 物 質 (亜 酸 化
窒 素 (NO)、 PGE2、 亜 酸 化 窒 素 シ ン タ ー ゼ (NOS-2)、 COX-2、 IL-6お よ び TNF-α )の 産 生 を 分
析 す る 実 験 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 方 法
　 屠 殺 す る 4日 前 に 、 C57/B6マ ウ ス お よ び PAC-1-/-マ ウ ス に 3%チ オ グ リ コ レ ー ト 2mlを 含 む
腹 腔 内 注 射 を し た 。 無 菌 RPMI1640培 地 10mlで 腹 腔 を 洗 浄 す る こ と に よ っ て 腹 膜 マ ク ロ フ ァ
ー ジ を 集 め た 。 出 血 を 避 け る た め に 腹 膜 液 を 注 意 深 く 吸 引 し 、 4℃ で 維 持 し て マ ク ロ フ ァ
ー ジ が プ ラ ス チ ッ ク に 付 着 す る の を 防 止 し た 。 細 胞 を 遠 心 分 離 で 集 め 、 洗 浄 し 、 次 い で 熱
不 活 化 FCS10%を 補 充 し た RPMI1640培 地 に 懸 濁 し た 。 細 胞 を 組 織 培 養 プ レ ー ト に 2時 間 付 着
さ せ る こ と に よ っ て 精 製 し た 。 細 胞 2× 10 6 個 /mlの 腹 膜 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 1μ g/mlの LPS、 1
0ng/mgの IFNγ で 処 理 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 結 果
　 18時 間 後 、 N)産 生 は 、 Griess試 薬 を 使 用 し て 培 地 中 の 亜 硝 酸 お よ び 硝 酸 を 集 積 す る こ と
に よ っ て 分 光 光 度 法 で 判 定 し た 。 PGE2レ ベ ル は 、 製 造 業 者 (Cayman)の 指 示 に 従 っ て 特 異 的
酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ シ ス テ ム 使 用 し て 、 培 養 培 地 中 で 判 定 し た 。 NOS-2お よ び COX-2タ ン パ
ク 質 発 現 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ で 分 析 し た 。 等 量 の タ ン パ ク 質 (15μ g/レ ー ン )を ロ
ー ド し 、 12%SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し た 。 断 片 化 し た タ ン パ ク 質 を ニ ト
ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ブ ロ ッ ト し た 後 、 そ の 膜 を 一 夜 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ (5%脱 脂 粉 乳 、 10m
Mト リ ス 、 pH7.5、 100mM NaCl、 0.1%Tween20)で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で ヤ ギ ポ リ ク ロ ー
ナ ル COX-2抗 体 (Santa Cruz Lab、 CA)で 1時 間 処 理 し た 。 洗 浄 後 、 膜 を 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ヤ ギ IgG抗 体 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 NOS-2を 検 出 す る た め に 、 膜
を ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル iNOS抗 体 (Santa Cruz Lab、 CA)で 処 理 し た 。 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク
質 を 化 学 発 光 シ ス テ ム (ECL kit、 Amersham)で 検 出 し た 。 標 準 ELISA法 を 使 用 し て TNF-aお
よ び IL-6の レ ベ ル を 検 出 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 図 4(A)は 、 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て PAC-1欠 損 マ
ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は NOの 産 生 が 減 少 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 図 4(B)は 、 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て PAC-1欠 損 マ
ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は PGE2の 産 生 が 減 少 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 図 4(C)は 、 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て PAC-1欠 損 マ
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ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は NOS-2の 産 生 が 減 少 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 図 4(D)は 、 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て PAC-1欠 損 マ
ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は COX-2の 産 生 が 減 少 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 図 5(A)は 、 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て PAC-1欠 損 マ
ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は TNF-α の 産 生 が 減 少 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 図 5(B)は 、 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て PAC-1欠 損 マ
ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は IL-6の 産 生 が 減 少 し て い る こ と を 示 す 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ２ ０ １ 】
　 PAC-1欠 損 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 遺 伝 子 発 現 の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析
　 PAC-1欠 損 マ ウ ス お よ び 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 チ ッ プ 発 現
分 析 を 、 本 質 的 に 実 施 例 1に 記 載 の 通 り の 方 法 を 使 用 し て 実 施 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て PAC-1欠 損 マ ウ ス か ら 導 出 し た マ
ク ロ フ ァ ー ジ に お い て 発 現 の 増 大 を 示 し た 遺 伝 子 と し て は 、 TYROBP、 CD68、 CD44お よ び RA
B4aが あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 野 生 型 マ ウ ス か ら 導 出 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ と 比 較 し て PAC-1欠 損 マ ウ ス か ら 導 出 し た マ
ク ロ フ ァ ー ジ に お い て 発 現 の 減 少 を 示 し た 遺 伝 子 と し て は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 1β 、 CXCL2
/MIP2a、 CXCL1/GRO1、 IL-6お よ び COX2が あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 こ の 遺 伝 子 チ ッ プ 分 析 は 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス か ら 導 出 し た 刺 激 し た マ ク ロ フ ァ ー ジ で は
炎 症 性 仲 介 物 質 の 発 現 が 減 少 し て い る こ と を 確 認 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 PAC-1欠 損 マ ウ ス で は DUSPフ ァ ミ リ ー の そ の 他 の メ ン バ ー の 発 現 に は
観 測 可 能 な 増 大 は な い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 当 業 者 な ら ば 、 広 範 に 記 載 し た 本 発 明 の 精 神 ま た は 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 特 定 の 実
施 形 態 と し て 示 し た 本 発 明 に 多 く の 変 化 お よ び /ま た は 修 正 を 加 え ら れ る こ と は 理 解 さ れ
よ う 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 実 施 形 態 は あ ら ゆ る 点 で 例 示 的 で あ り 、 制 限 的 で は な い と 考
え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ８ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ９ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 0-6時 間 （ n=1） の IgEで 活 性 化 さ れ た ヒ ト 臍 帯 血 由 来 の マ ス ト 細 胞 に お
け る 二 重 特 異 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ DUSP1、 DUSP2(PAC-1)、 DUSP4、 及 び DUSP5） 発 現 を 示 す
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 関 節 炎 の 血 清 （ K/BxN血 清 ） で 注 射 さ れ た (A)野 生 型 （ WT） 及 び (B)PAC-1
欠 損 （ PAC-1-/-） マ ウ ス か ら 由 来 す る 足 根 関 節 組 織 の 組 織 学 的 分 析 の 結 果 を 示 す 写 真 で あ
る 。 野 生 型 の 血 清 で 注 射 さ れ た 野 生 型 （ WT） マ ウ ス か ら 得 ら れ た 足 根 関 節 組 織 の 組 織 学 的
分 析 (C)は 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 含 ま れ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 野 生 型 （ WT） 及 び PAC-1欠 損 （ PAC-1-/-） マ ウ ス か ら 由 来 す る 活 性 化 マ
ク ロ フ ァ ー ジ か ら 得 ら れ た タ ン パ ク 質 サ ン プ ル 中 の PAC-1基 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析
の 結 果 を 示 す 写 真 で あ る 。 (A)抗 p38抗 体 を 使 用 す る p38の レ ベ ル の 検 出 。 (B)抗 ERK抗 体 を
使 用 す る ERKの レ ベ ル の 検 出 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Ａ は 、 野 生 型 （ WT） 及 び PAC-1欠 損 （ PAC-1-/-） マ ウ ス の 刺 激 化 マ ク ロ フ
ァ ー ジ に お け る 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー NOの 生 産 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Ｂ は 、 野 生 型 （ WT） 及 び PAC-1欠 損 （ PAC-1-/-） マ ウ ス の 刺 激 化 マ ク ロ フ
ァ ー ジ に お け る 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー PGE2の 生 産 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
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【 図 ４ Ｃ 】 図 ４ Ｃ は 、 野 生 型 （ WT） 及 び PAC-1欠 損 （ PAC-1-/-） マ ウ ス の 刺 激 化 マ ク ロ フ
ァ ー ジ に お け る 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー NOS-2の 生 産 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ Ｄ 】 図 ４ Ｄ は 、 野 生 型 （ WT） 及 び PAC-1欠 損 （ PAC-1-/-） マ ウ ス の 刺 激 化 マ ク ロ フ
ァ ー ジ に お け る 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー COX-2の 生 産 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 野 生 型 （ WT） 及 び PAC-1欠 損 （ PAC-1-/-） マ ウ ス の 刺 激 化 マ ク ロ フ ァ ー
ジ に お け る 炎 症 メ デ ィ エ ー タ ー TNF-α (A)及 び IL-6(B)の 生 産 を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】

(39) JP 2006-518998 A 2006.8.24



【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ４ Ｄ 】

【 図 ５ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明一般涉及人和其它动物的炎性疾病如类风湿性关节炎和哮喘的诊
断和治疗。本发明还涉及鉴定酶PAC-1（DUSP2）的激动剂和拮抗剂的
方法，其可用于本文所述的治疗方法。本发明一般涉及人和其它动物的
炎性疾病如类风湿性关节炎和哮喘的诊断和治疗。本发明还涉及鉴定酶
PAC-1（DUSP2）的激动剂和拮抗剂的方法，其可用于本文所述的治疗
方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/315c3129-9ec4-47df-baeb-b389b4cc2a5d
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/030005339/publication/JP2006518998A?q=JP2006518998A

