
(57)【要約】
　本発明はヒト受容体および膜結合タンパク質 (REMAP)、および REMAPを同定し、コードす
るポリヌクレオチドを提供する。本発明はまた、発現ベクター、宿主細胞、抗体、アゴニ
ストおよびアンタゴニストをも提供する。本発明はまた、 REMAPの異常発現に関連する疾
患を診断、治療または予防する方法をも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の （ ａ ） 乃 至 （ i） か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
　 （ ａ ）   SEQ ID NO:1-26（ 配 列 番 号 １ 乃 至 26） か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド   
　 （ ｂ ）   　 SEQ ID NO:1-6、  SEQ ID NO:8-12、  SEQ ID NO:15お よ び  SEQ ID NO:17-25
か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｃ ）   　 （ ｂ ） SEQ ID NO:7の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ８ ％ が 同 一 で あ る
よ う な 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｄ ）   （ ｂ ） SEQ ID NO:13の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 94％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
　 （ ｅ ）   SEQ ID NO:14の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 99％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
(f)  SEQ ID NO:16の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ５ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
(ｇ )  SEQ ID NO:26の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
(h)  SEQ ID NO： 1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物
学 的 活 性 断 片
(i)  SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫
原 性 断 片
【 請 求 項 ２ 】
SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ に 記 載
の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 組 換 え ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で 形 質 転 換 さ れ る 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   そ の よ う に 発 現 し た 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 過 程 と か ら な り 、 前 記 組 換 え
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 請 求 項 １ に 記 載 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 機 能 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 結 合 す る よ う な 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
以 下 の （ ａ ） 乃 至 （ g） か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
　 （ ａ ）   SEQ ID NO： 27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド
　 （ ｂ ）   SEQ ID NO:27-32お よ び SEQ ID NO:34-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る よ う な 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｃ ）   SEQ ID NO:33の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ９ ５ ％ が 同 一 で あ る
よ う な 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｄ ）   (a)の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 （ ｅ ）   （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
(f)  （ c） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
(ｇ )  （ ａ ） ～ （ ｆ ） の RNA等 価 物
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル 中 か
ら 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   前 記 サ ン プ ル 中 の 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ 少 な く と も
２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ プ ロ ー ブ を 用 い て 前 記 サ ン プ ル を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
過 程 と 、
　 （ ｂ ）   前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 存 在 ・ 不 存 在 を 検 出 し 、 該 複 合 体 が 存 在
す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程 、 と を 含 み 、 前 記 プ ロ ー ブ と 前 記 標 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は そ の 断 片 と の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条
件 下 で 、 プ ロ ー ブ が 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 特 徴
と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 少 な く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 14
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を サ ン プ ル 中 か
ら 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片
を 増 幅 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   前 記 の 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 有 無 を 検 出 し 、 該 標 的
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 が 存 在 す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る 過 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成
物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 17に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
機 能 性 REMAPの 発 現 低 下 に 関 連 す る 疾 患 又 は 病 状 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治
療 を 必 要 と す る 患 者 に 対 し て 請 求 項 17に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ）   前 記 サ ン プ ル に お い て ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む こ と を 特 徴
と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 20に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形
剤 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
機 能 性 REMAPの 発 現 低 下 に 関 連 す る 疾 患 又 は 病 状 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治
療 を 必 要 と す る 患 者 に 対 し て 請 求 項 21に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と
す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 有 効 性 を 確 認 す る た め に 化 合 物 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 す ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ）   前 記 サ ン プ ル に お い て ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る ス テ ッ プ と を 含 む こ と を
特 徴 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 、 薬 剤 と し て 許 容 で き
る 賦 形 剤 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
機 能 性 REMAPの 過 剰 発 現 に 関 連 す る 疾 患 又 は 病 状 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う な 治 療 を
必 要 と す る 患 者 に 対 し て 請 求 項 24に 記 載 の 組 成 物 を 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て
、
　 （ ａ ）   請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 条 件 下 で 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合
す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 試 験 化 合 物 と の 結 合 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 請 求 項
１ の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ
て 、
　 （ ａ ）   請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 許 容 さ れ る 条 件 下 で 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ
ド を 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 算 定 す る 過 程 と
、
　 （ ｃ ）   試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 試 験 化 合 物 の 不 存
在 下 で の 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 を 含 み 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の
請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 が 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合
物 を 標 示 す る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 ５ の 配 列 を 含 む 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 変 容 さ せ る の に 効 果 的 な 化 合 物 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む サ ン プ ル を 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 改 変 を 検 出 す る 過 程 と 、
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　 （ ｃ ）   可 変 量 の 前 記 化 合 物 の 存 在 下 と 前 記 化 合 物 の 不 存 在 下 で 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 発 現 を 比 較 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   核 酸 を 含 む 生 物 学 的 サ ン プ ル を 前 記 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   処 理 し た 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル の 核 酸 と 、 請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な
く と も ２ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 持 つ プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 過 程 で あ っ て
、 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ゼ ー シ ョ ン が 、 前 記 プ ロ ー ブ と 前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の
標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 間 で 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る 条 件
下 で 行 わ れ 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 請 求 項 12の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 前 記 過 程 と 、
　 （ ｃ ）   ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 収 量 を 定 量 す る 過 程 と 、
　 （ ｄ ）   前 記 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、
処 理 さ れ て い な い 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 と 比 較 す る 過
程 と を 含 み 、 前 記 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ タ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 の
差 が 、 前 記 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 標 示 す る よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の REMAP の 発 現 に 関 連 す る 症 状 ま た は 疾 患 に 対 す る 診 断 試 験 法 で あ っ
て 、
　 （ ａ ）   前 記 生 物 学 的 サ ン プ ル と 請 求 項 11の 抗 体 と の 混 合 を 、 前 記 抗 体 が 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド に 結 合 し 、 抗 体 と ポ リ ペ プ チ ド と の 複 合 体 を 形 成 す る の に 適 し た 条 件 下 で 行 う 過 程 と
、
　 （ ｂ ）   前 記 複 合 体 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 前 記 複 合 体 の 存 在 が 、 前 記 生 物 学 的 サ ン
プ ル 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 と 相 関 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 11の 抗 体 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   キ メ ラ 抗 体
　 （ ｂ ）   単 鎖 抗 体
　 （ ｃ ）   Fab断 片
　 （ ｄ ）   F（ ab'） 2  断 片
　 （ ｅ ）   ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 と 、 許 容 で き る 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
被 検 者 の REMAP の 発 現 に 関 連 す る 病 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 32に 記 載 の 組
成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 検 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 抗 体 が 標 識 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
被 検 者 の REMAP の 発 現 に 関 連 す る 病 状 又 は 疾 患 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 34に 記 載 の 組
成 物 の 有 効 量 を 前 記 被 検 者 に 投 与 す る 過 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
請 求 項 11に 記 載 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   抗 体 反 応 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   前 記 動 物 か ら 抗 体 を 単 離 す る 過 程 と 、
　 （ ｃ ）   前 記 単 離 さ れ た 抗 体 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ れ に よ っ て 、
SEQ ID NO： 1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す
る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 定 す る 過 程 と を 含 む よ う な 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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請 求 項 36に 記 載 の 方 法 で 産 出 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
請 求 項 37に 記 載 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 適 切 な キ ャ リ ア ー を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   抗 体 反 応 を 誘 発 す る 条 件 下 で 、 SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ
酸 配 列 ま た は そ の 免 疫 原 性 断 片 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 動 物 を 免 疫 化 す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   前 記 動 物 か ら 抗 体 産 出 細 胞 を 単 離 す る 過 程 と 、
　 （ ｃ ）   前 記 抗 体 産 出 細 胞 と 不 死 化 し た 細 胞 と を 融 合 し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 出
す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る 過 程 と 、
　 （ ｄ ）   前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 過 程 と 、
　 （ ｅ ）   SEQ ID NO： 1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に
特 異 結 合 す る よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 前 記 培 養 物 か ら 単 離 す る 過 程 と を 含 む こ と を 特
徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 39に 記 載 の 方 法 で 産 出 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 40に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 適 切 な キ ャ リ ア ー を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 産 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
１ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
組 換 え 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 前 記 抗 体 を 産 出 す る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を サ ン プ ル 中
に 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で
、 前 記 抗 体 と １ サ ン プ ル と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   特 異 結 合 を 検 出 す る 過 程 と を 含 み 、 該 特 異 結 合 が 、 SEQ ID NO： 1-２ 6か ら な る
群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る こ と を 標 示 す
る こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
SEQ ID NO:1-26 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る
方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 特 異 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で
、 前 記 抗 体 と １ サ ン プ ル と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 過 程 と 、
　 （ ｂ ）   前 記 サ ン プ ル か ら 前 記 抗 体 を 分 離 し 、 SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 過 程 と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
マ イ ク ロ ア レ イ の 少 な く と も １ つ が 請 求 項 １ ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と を 特
徴 と す る マ ク ロ ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ）   サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 識 化 す る 過 程
　 （ ｂ ）   ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る の に 適 し た 条 件 下 で 請 求 項 ４ ６ の
マ イ ク ロ ア レ イ の エ レ メ ン ト と サ ン プ ル 中 の 標 識 化 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と を 接 触 さ せ る 過 程
と 、
　 （ ｃ ）   サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 定 量 す る 過 程 を 含 む 方 法
【 請 求 項 ４ ８ 】

10

20

30

40

50

(6) JP 2005-514903 A 2005.5.26



或 る 固 体 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 に 付 着 さ れ た 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 有 す る ア レ イ
で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 分 子 が 、 或 る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な
く と も 30の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 群 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 請 求 項 １ ２ に
記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 30の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相
補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 ４ ８ に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 60の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相
補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の 最 初 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
配 列 が 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 完 全 に 相 補 的 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 マ イ ク ロ ア レ イ で あ る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 前 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 最 初 の
配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 前 記 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る
こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 リ ン カ ー が 少 な く と も １ つ の 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 と 前 記
の 固 体 基 板 を 連 結 し て い る こ と を 特 徴 と す る ア レ イ 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
請 求 項 48に 記 載 の ア レ イ で 、 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 の 各 々 が 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子
を 含 み 、 任 意 の 単 一 の 固 有 の 物 理 的 位 置 で の そ の 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 は 同 一 の 配 列 を
有 し 、 基 板 上 の 固 有 の 物 理 的 位 置 の 各 々 は 、 基 板 上 の 別 の 固 有 の 物 理 的 位 置 で の ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 の 配 列 と は 異 な る 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を 含 む こ と を 特 徴 と す る ア レ イ
。
【 請 求 項 ５ ６ 】
SEQ ID NO:1の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
SEQ ID NO:2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
SEQ ID NO:3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
SEQ ID NO:4の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
SEQ ID NO:5の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ １ 】
SEQ ID NO:6の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
SEQ ID NO:7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
SEQ ID NO:8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
SEQ ID NO:9の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
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SEQ ID NO:10の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
SEQ ID NO:11の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
SEQ ID NO:12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
SEQ ID NO:13の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
SEQ ID NO:14の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
SEQ ID NO:15の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ １ 】
SEQ ID NO:16の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
SEQ ID NO:17の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
SEQ ID NO:18の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
SEQ ID NO:19の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
SEQ ID NO:20の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
SEQ ID NO:21の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
SEQ ID NO:22の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
SEQ ID NO:23の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
SEQ ID NO:24の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
SEQ ID NO:25の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ １ 】
SEQ ID NO:26の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
SEQ ID NO:27の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
SEQ ID NO:28の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
SEQ ID NO:29の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
SEQ ID NO:30の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
SEQ ID NO:31の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
SEQ ID NO:32の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
SEQ ID NO:33の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
SEQ ID NO:34の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
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SEQ ID NO:35の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ １ 】
SEQ ID NO:36の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
SEQ ID NO:37の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
SEQ ID NO:38の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
SEQ ID NO:39の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
SEQ ID NO:40の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
SEQ ID NO:41の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
SEQ ID NO:42の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
SEQ ID NO:43の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
SEQ ID NO:44の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
SEQ ID NO:45の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
SEQ ID NO:46の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
SEQ ID NO:47の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
SEQ ID NO:48の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
SEQ ID NO:49の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
SEQ ID NO:50の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
SEQ ID NO:51の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
SEQ ID NO:52の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 請 求 項 12に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 核 酸 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る 。 本 発 明
は ま た 、 こ れ ら の 配 列 を 利 用 し た 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 の 疾 患 、 神 経 疾 患 、 代
謝 異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内 分 泌 疾 患 、 生 殖 系 疾 患 、 胃 腸 疾 患 、 代 謝 異 常 、 遺 伝 疾 患
、 脂 質 代 謝 異 常 、 癌 、 お よ び ウ ィ ル ス 感 染 の 診 断 ・ 治 療 ・ 予 防 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら
に 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 核 酸 配 列 と ア ミ ノ 酸 配 列 の 発 現 に お け る 外 来 性 化 合 物
の 効 果 に つ い て の 評 価 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 真 核 生 物 が 原 核 生 物 と 異 な る 点 は 、 細 胞 内 の 、 膜 に 囲 ま れ る 多 く の 区 画 、 例 え ば オ ル ガ
ネ ラ や 小 胞 を 持 つ こ と で あ る 。 真 核 生 物 の 生 化 学 を 原 核 生 物 の 生 化 学 か ら 区 別 す る 代 謝 反
応 の 多 く は 、 こ れ ら の 区 画 内 で 起 こ る 。 詳 細 に は 、 多 く の 細 胞 機 能 は 非 常 に ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 反 応 条 件 を 必 要 と し 、 オ ル ガ ネ ラ や 小 胞 が 各 反 応 の 区 画 化 と 隔 離 と を 可 能 に し な け
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れ ば 、 細 胞 質 の 各 代 謝 プ ロ セ ス が 混 乱 し 得 る 。 こ れ ら の オ ル ガ ネ ラ の 例 に 、 ミ ト コ ン ド リ
ア 、 滑 面 小 胞 体 、 粗 面 小 胞 体 、 筋 小 胞 体 、 お よ び ゴ ル ジ 体 が あ る 。 小 胞 の 例 に は 、 食 胞 、
リ ソ ソ ー ム 、 エ ン ド ソ ー ム 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 、 お よ び 分 泌 小 胞 が あ る 。 オ ル ガ ネ ラ と 小
胞 と は 、 １ 層 ま た は ２ 層 の 膜 で 囲 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 は 、 細 胞 が 細 胞 外 シ グ ナ ル に 応 答 す る 一 般 的 プ ロ セ ス で あ る 。 形 質 膜 を 越
え て の シ グ ナ ル 伝 達 は 、 ホ ル モ ン 、 神 経 伝 達 物 質 ま た は 成 長 因 子 な ど 、 シ グ ナ ル 分 子 が 、
細 胞 膜 受 容 体 に 結 合 す る こ と か ら 開 始 す る 。 そ の よ う に し て 活 性 化 さ れ た 受 容 体 は 細 胞 内
の 生 化 学 的 カ ス ケ ー ド を 誘 発 し 、 こ の カ ス ケ ー ド は 、 転 写 因 子 な ど 細 胞 内 標 的 分 子 の 活 性
化 で 終 了 す る 。 シ グ ナ ル 伝 達 の こ の プ ロ セ ス は 、 細 胞 増 殖 、 分 化 及 び 遺 伝 子 転 写 を 含 む 、
全 て の タ イ プ の 細 胞 機 能 を 制 御 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 生 体 膜 は オ ル ガ ネ ラ と 、 小 胞 お よ び 細 胞 自 体 と を 囲 む 。 生 体 膜 は 、 脂 質 の ２ 重 層 シ ー ト
か ら 成 る 高 度 に 選 択 的 な 透 過 性 障 壁 で あ っ て 、 ２ 重 層 シ ー ト の 構 成 素 材 は 、 ホ ス ホ グ リ セ
リ ド 、 脂 肪 酸 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 リ ン 脂 質 、 糖 脂 質 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 お よ び タ ン パ ク
質 で あ る 。 膜 に は イ オ ン ポ ン プ や 、 イ オ ン チ ャ ネ ル 、 お よ び 特 異 的 受 容 体 類 が あ り 、 受 容
体 は 外 部 刺 激 を 受 け 、 生 化 学 的 シ グ ナ ル を 膜 の 内 側 に 伝 達 す る 。 こ れ ら の 膜 に は ま た 、 セ
カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー タ ン パ ク 質 類 が あ っ て 、 こ れ ら の ポ ン プ や チ ャ ネ ル や 受 容 体 と 相 互
作 用 し 、 こ れ ら の シ グ ナ ル の 伝 達 を 増 幅 し 調 節 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 原 形 質 膜 タ ン パ ク 質
　 原 形 質 膜 タ ン パ ク 質 （ MP） は ２ 群 に 分 け ら れ 、 そ の 分 類 基 準 は 膜 か ら の タ ン パ ク 質 の 抽
出 方 法 で あ る 。 膜 の 外 に あ る タ ン パ ク 質 す な わ ち 膜 表 在 性 タ ン パ ク 質 の 放 出 さ せ る に は 、
極 端 な イ オ ン 強 度 ま た は pHを 用 い る か 、 尿 素 な ど の 、 タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 撹 乱 物 質 を 用
い る 。 膜 の 内 側 に あ る タ ン パ ク 質 す な わ ち 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 を 放 出 さ せ る 唯 一 の 方 法 は
、 膜 の 脂 質 ２ 重 層 を 界 面 活 性 剤 で 溶 解 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 既 知 の 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 の 大 部 分 は 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 (TM)で あ り 、 細 胞 外 、 膜 貫 通 お
よ び 細 胞 内 ド メ イ ン を 特 徴 と す る 。 Ｔ Ｍ ド メ イ ン 群 は 通 常 、 １ ５ ～ ２ ５ の 疎 水 性 ア ミ ノ 酸
か ら な り 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 は １ つ の α 螺 旋 構 造 を と る と 予 測 さ れ る 。 Ｔ Ｍ タ ン パ ク 質 は
バ イ ト ピ ッ ク （ bitopic） (タ イ プ Iお よ び タ イ プ II)と 、 ポ リ ト ピ ッ ク （ polytopic） (タ イ
プ IIIお よ び タ イ プ IV)  (Singer, S.J. (1990) Annu. Rev. Cell Biol. 6:247-96) に 分
類 さ れ 、 バ イ ト ピ ッ ク タ ン パ ク 質 は 膜 を 1回 貫 通 す る が 、 ポ リ ト ピ ッ ク タ ン パ ク 質 に は 、
複 数 の 膜 貫 通 セ グ メ ン ト が あ る 。 TM タ ン パ ク 質 は 種 々 の 重 要 な 細 胞 機 能 を 果 た し て お り
、 こ れ に は 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 細 胞 表 面 受 容 体 タ ン パ ク 質 と し て の 作 用 が 含 ま れ る
。 こ れ ら の 機 能 は 、 成 長 因 子 受 容 体 お よ び 分 化 因 子 受 容 体 、 ま た シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の peca
nexや frizzledタ ン パ ク 質 の よ う な 受 容 体 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 、 LIV-1 タ ン パ ク 質 、 NF2 
タ ン パ ク 質 、 お よ び GNS1/SUR4真 核 生 物 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 に よ っ て 代 表 さ れ る 。 Ｔ Ｍ タ
ン パ ク 質 は ま た 、 イ オ ン ま た は 代 謝 産 物 の ト ラ ン ス ポ ー タ （ 例 え ば ギ ャ ッ プ 結 合 チ ャ ネ ル
（ コ ネ キ シ ン 類 ） と イ オ ン チ ャ ネ ル 類 ） と し て 作 用 し 、 ま た 、 細 胞 接 着 タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば レ ク チ ン 類 と イ ン テ グ リ ン 類 と フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 類 ） と し て 作 用 す る 。 Ｔ Ｍ タ ン パ ク 質
は 、 小 胞 オ ル ガ ネ ラ を 形 成 す る 分 子 （ 例 え ば カ ベ オ リ ン （ caveolin） 類 ） 、 ま た は 、 細 胞
認 識 分 子 （ 例 え ば 分 化 ク ラ ス タ ー （ CD） 抗 原 、 糖 タ ン パ ク 質 、 お よ び ム チ ン 類 ） に 存 在 す
る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 多 く の 膜 タ ン パ ク 質 （ MP） に は 、 タ ン パ ク 質 を 特 定 の 亜 細 胞 内 部 位 に 局 在 さ せ る よ う 働
く 、 ア ミ ノ 酸 配 列 モ チ ー フ が あ る 。 こ れ ら の モ チ ー フ の 例 に 、 PDZド メ イ ン 群 や 、 KDEL、 R
GD、 NGR、 お よ び GSL配 列 モ チ ー フ 群 や 、 フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 A（ vWFA） ド メ イ ン 群
や 、 EGF様 ド メ イ ン 群 が あ る 。 RGD、 NGR、 お よ び GSLモ チ ー フ 含 有 ペ プ チ ド 類 は 、 腫 瘍 血 管
系 の 標 的 癌 を 治 療 す る た め の 薬 物 送 達 剤 と し て 用 い ら れ て い る  (Arap, W. 他  (1998) Sci

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-514903 A 2005.5.26



ence, 279:377-380)。 さ ら に 、 膜 タ ン パ ク 質 に は ま た 、 糖 質 認 識 ド メ イ ン 群 (CRD)の よ う
な 細 胞 外 分 子 や 細 胞 内 分 子 と 相 互 作 用 す る よ う に 働 く ア ミ ノ 酸 配 列 モ チ ー フ 群 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 側 鎖 の 化 学 修 飾 に よ り 、 MP類 が 他 の 分 子 （ 例 え ば 膜 リ ン 脂 質 ） と 相 互 作 用
す る 方 法 が 変 わ る 。 こ の よ う な 化 学 修 飾 の 例 に 、 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 類 や 、 少 糖 類 、 リ
ン 脂 質 類 、 ア セ チ ル 部 分 お よ び パ ル ミ ト イ ル 部 分 、 ADPリ ボ ー ス 、 リ ン 酸 、 お よ び 硫 酸 基
と の 、 共 有 結 合 の 形 成 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 膜 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る RNAは 選 択 的 ス プ ラ イ ス 部 位 を 持 つ こ と が あ り 、 こ れ ら の 部
位 に よ り 、 同 一 遺 伝 子 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 群 が 、 異 な る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAと ア ミ ノ
酸 配 列 と を 持 ち 得 る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 膜 タ ン パ ク 質 は 、 他 の リ ガ ン ド や タ ン パ ク 質 の ア イ
ソ フ ォ ー ム と 相 互 作 用 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 受 容 体
　 受 容 体 の 用 語 は 他 の 分 子 を 特 異 的 に 認 識 す る タ ン パ ク 質 を 意 味 す る 。 そ の カ テ ゴ リ ー は
広 く 、 様 々 の 機 能 を 持 つ タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 大 部 分 の 受 容 体 は 、 細 胞 外 リ ガ ン ド と 結
合 し て 、 成 長 、 分 化 、 飲 食 細 胞 運 動 お よ び 免 疫 応 答 の 領 域 に お い て 細 胞 内 応 答 を 生 じ る 細
胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ る 。 他 の 受 容 体 は 、 小 胞 か ら の タ ン パ ク 質 の 選 択 的 な 輸 送 を 促 進 し
、 細 胞 内 の 特 定 の 部 位 に 酵 素 を 局 在 化 さ せ る 。 こ の 用 語 は ま た 、 既 知 の 、 あ る い は 未 知 の
化 学 的 組 成 物 を も つ リ ガ ン ド の 受 容 体 と し て 作 用 す る タ ン パ ク 質 や 、 他 の 細 胞 構 成 成 分 と
相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 に も 適 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 は DNAの
転 写 物 に 結 合 し 、 調 節 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 細 胞 表 面 受 容 体 は 一 般 に 原 形 質 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ ら の 受 容 体 は ホ ル モ ン
類 （ カ テ コ ー ル ア ミ ン 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 成 長 因 子 、 分 化 因 子 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 放
出 ホ ル モ ン 、 ガ ラ ニ ン 、 ソ マ ト ス タ チ ン 、 お よ び タ キ キ ニ ン 等 ） 、 お よ び 循 環 系 で 運 ば れ
る シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を 認 識 す る 。 　 免 疫 系 細 胞 上 の 細 胞 表 面 受 容 体 は 、 抗 原 、 抗 体 、 お よ
び 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 （ MHC） 結 合 ペ プ チ ド を 認 識 す る 。 他 の 細 胞 表 面 受 容 体 は リ ガ ン
ド 類 に 結 合 し 、 そ れ ら の リ ガ ン ド は そ の 細 胞 に よ っ て 取 り 込 ま れ る 。 こ の 受 容 体 介 在 性 エ
ン ド サ イ ト ー シ ス は 、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 （ LDL） 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 グ ル コ ー ス 末
端 糖 タ ン パ ク 質 、 マ ン ノ ー ス 末 端 糖 タ ン パ ク 質 、 ガ ラ ク ト ー ス 末 端 糖 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 、 ホ ス ホ ビ テ ロ ゲ ニ ン （ phosphovitellogenin） 類 、 フ ィ ブ リ ン 、 プ ロ テ イ ナ ー
ゼ -阻 害 剤 複 合 体 、 プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 因 子 、 お よ び ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン の 取 り 込 み
時 に 機 能 す る (Lodish, H. 他  (1995) , Scientific American Bo
oks, New York NY, 723ペ ー ジ ; Mikhailenko, I. 他 (1997) J. Biol. Chem. 272:6784-67
91)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　
　 多 く の 成 長 因 子 受 容 体 (例 え ば 、 上 皮 性 成 長 因 子 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 、 線 維 芽 細 胞 成
長 因 子 、 お よ び 成 長 調 節 因 子 α ト ロ ン ビ ン 等 )に は 固 有 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 が あ る
。 成 長 因 子 が 受 容 体 に 結 合 す る と 、 受 容 体 の セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ま た は チ ロ シ ン 残 基 の
自 己 リ ン 酸 化 が 誘 発 さ れ る 。 こ れ ら の リ ン 酸 化 部 位 は 他 の 細 胞 質 シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質
結 合 の 認 識 部 位 と な る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 表 面 で の 最 初 の 受 容 体 の 活 性 化 を 最
終 的 に 特 異 的 細 胞 内 標 的 分 子 の 活 性 化 に 結 び つ け る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す る 。 チ ロ シ
ン 残 基 自 己 リ ン 酸 化 の 場 合 、 こ れ ら の シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 に は Src 相 同 性 (SH)ド メ イ
ン と 呼 ば れ る 共 通 ド メ イ ン が 含 ま れ て い る 。 SH2ド メ イ ン お よ び SH３ ド メ イ ン は ホ ス ホ リ
パ ー ゼ Cγ 、 PI-3-K p85 調 節 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 Ras-GTPア ー ゼ 活 性 化 タ ン パ ク 質 お よ び pp60 c
s r c  に 存 在 す る (Lowenstein, E.J. 他  (1992) Cell 70:431442)。 サ イ ト カ イ ン フ ァ ミ リ
の 受 容 体 は 異 な っ た 共 通 結 合 ド メ イ ン を 共 有 し て お り 、 成 長 ホ ル モ ン (GH)、 イ ン タ ー ロ イ
キ ン 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン お よ び プ ロ ラ ク チ ン が 含 ま れ る 。

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-514903 A 2005.5.26

Molecular Cell Biology

受 容 体 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ



【 ０ ０ １ ３ 】
　 他 の 受 容 体 お よ び セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 結 合 タ ン パ ク 質 は 内 在 性 セ リ ン /ト レ オ ニ ン
プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 。 こ れ ら に は ア ク チ ビ ン /TGF-β /BMP-ス ー パ フ ァ ミ リ 受
容 体 、 カ ル シ ウ ム お よ び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 活 性 化 /リ ン 脂 質 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー
ゼ (PK-C)お よ び RNA依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (PK-P)が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 線 虫 Twitchin
を 含 む 他 の セ リ ン /ト レ オ ニ ン プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 様 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン C２ 様 ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　
　 今 ま で に 同 定 さ れ て い る 遺 伝 子 の 最 も 大 き い フ ァ ミ リ ー の １ つ に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｇ
タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ GPCR） は 、 原 形 質 膜 で の 細 胞 外 シ グ ナ ル の 伝 達 に お い て 中 心 的 役
割 を 果 た す 。 GPCRは 、 治 療 標 的 と し て の 成 功 の 、 実 証 さ れ た 歴 史 を 持 つ 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 GPCRは 、 ７ つ の 疎 水 性 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 で
あ り 、 そ れ ら の ド メ イ ン が ま と ま っ て 逆 平 行 ア ル フ ァ （ α ） 螺 旋 の 束 を 形 成 す る よ う に な
る 。 GPCRの サ イ ズ は 、 ４ ０ ０ 以 下 か ら １ ０ ０ ０ 以 上 の ア ミ ノ 酸 に 及 ぶ （ Strosberg, A.D. 
(1991) Eur. J. Biochem. 196:1-10、 Coughlin, S.R. (1994) Curr. Opin. Cell Biol. 6
:191-197） 。 GPCRの ア ミ ノ 末 端 は 、 細 胞 外 に あ り 、 長 さ が 可 変 で 、 多 く の 場 合 グ リ コ シ ル
化 さ れ て い る 。 カ ル ボ キ シ 末 端 は 細 胞 質 内 に あ り 、 通 常 は リ ン 酸 化 さ れ て い る 。 細 胞 外 ル
ー プ 群 が 、 細 胞 内 ル ー プ 群 と 交 互 に 現 れ 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 群 を 連 結 し て い る 。 第 ２ 及 び 第
３ 細 胞 外 ル ー プ を 結 び つ け る シ ス テ イ ン ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 は 、 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ
ス ト と 相 互 作 用 し 得 る 。 GPCRの 最 も 保 存 さ れ た ド メ イ ン は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 群 及 び 、 最 初
の ２ つ の 細 胞 質 ル ー プ で あ る 。 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 受 容 体 の 構 造 及 び 機 能 を あ る 程 度 特 徴
付 け て い る 。 大 抵 の 場 合 、 α へ リ ッ ク ス の 束 が リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト を 形 成 す る 。 細 胞 外
Ｎ 末 端 セ グ メ ン ト 、 ま た は ３ つ の 細 胞 外 ル ー プ の 内 の １ つ 以 上 の ル ー プ も 、 リ ガ ン ド 結 合
に 関 与 し 得 る 。 リ ガ ン ド 結 合 に よ っ て 、 受 容 体 の 細 胞 内 部 分 に 構 造 的 変 化 が 誘 発 さ れ て 受
容 体 が 活 性 化 さ れ る 。 次 に 、 こ の 活 性 化 さ れ た 受 容 体 の 大 き な 第 ３ の 細 胞 内 ル ー プ が 、 ヘ
テ ロ 三 量 体 で あ る グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 （ Ｇ ） タ ン パ ク 質 複 合 体 と 相 互 作 用 し 、 こ の
複 合 体 は 、 サ イ ク リ ッ ク AMP（ cAMP） や ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ や イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 な ど 、
セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 活 性 化 を 含 む 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 作 用 と 、 活 性 化 さ れ た GPCRと
イ オ ン チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 類 と の 相 互 作 用 と を 更 に 仲 介 す る (Watson, S.お よ び S. Arkins
tall (1994) , Academic Press, San Diego 
CA, 2-6ペ ー ジ 、 Bolander, F.F. (1994) , Academic Press, Sa
n Diego CA,162-176ペ ー ジ 、 Baldwin, J.M. (1994) Curr. Opin. Cell Biol. 6:180190等
参 照 )。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 GPCRに は 、 以 下 に 対 す る 受 容 体 類 が あ る （ 感 覚 性 シ グ ナ ル メ デ ィ エ ー タ （ 例 え ば 光 及 び
嗅 覚 刺 激 性 分 子 ） 、 ア デ ノ シ ン 、 γ ア ミ ノ 酪 酸 （ GABA） 、 肝 細 胞 成 長 因 子 、 メ ラ ノ コ ル チ
ン 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド Y、 オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド 、 オ プ シ ン 、 ソ マ ト ス タ チ ン 、 タ キ キ ニ ン
、 血 管 作 用 性 腸 管 ポ リ ペ プ チ ド フ ァ ミ リ ー 及 び バ ソ プ レ シ ン 、 生 体 ア ミ ン （ 例 え ば ド ー パ
ミ ン 、 エ ピ ネ フ リ ン 及 び ノ ル エ ピ ネ フ リ ン 、 ヒ ス タ ミ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 （ 代 謝 調 節 作 用 ）
、 ア セ チ ル コ リ ン （ ム ス カ リ ン 様 作 用 ） 及 び セ ロ ト ニ ン ） 、 ケ モ カ イ ン 、 炎 症 の 脂 質 メ デ
ィ エ ー タ （ 例 え ば プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 及 び プ ロ ス タ ノ イ ド 、 血 小 板 活 性 化 因 子 及 び ロ イ コ
ト リ エ ン ） 及 び ペ プ チ ド ホ ル モ ン （ 例 え ば ボ ン ベ シ ン 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、 C5
aア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン 、 エ ン ド セ リ ン 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ FSH） 、 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 放 出 ホ
ル モ ン （ GnRH） 、 ニ ュ ー ロ キ ニ ン 及 び 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン （ TRH） 及 び オ キ
シ ト シ ン ） ） 。 ま だ 同 定 さ れ て い な い 刺 激 の 受 容 体 と し て 作 用 す る GPCRは 、 オ ー フ ァ ン 受
容 体 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 GPCRフ ァ ミ リ ー の 多 様 性 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 更 に 増 加 す る 。 多 く の GPCR
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遺 伝 子 は イ ン ト ロ ン を 持 ち 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 が 同 定 さ れ て い る 受 容 体 は 現 在 30を 超 え て
い る 。 変 異 の 数 が 最 も 多 い の は 、 こ の タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 に お い て で あ る 。 Ｎ 末 端 及 び 細
胞 質 内 ル ー プ の 変 異 体 も ま た 高 頻 度 で あ る の に 対 し て 、 細 胞 外 ル ー プ ま た は 膜 貫 通 ド メ イ
ン で の 変 異 体 は 頻 度 が 低 い 。 変 異 が 発 生 し 得 る よ う な 部 位 を ２ ヶ 所 以 上 有 す る 、 幾 つ か の
受 容 体 も あ る 。 ス プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 は 、 分 布 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 共 役 、 制 御 及 び リ ガ ン ド
結 合 の 特 徴 に 観 察 さ れ る 差 異 に 基 づ き 、 機 能 的 に 異 な る よ う で あ る （ Kilpatrick, G.J. 
他  (1999) Trends Pharmacol. Sd. 20:294-301） 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 GPCRは 、 ３ つ の 主 要 な サ ブ フ ァ ミ リ ー に 分 類 で き る 。 即 ち ロ ド プ シ ン 様 、 セ ク レ チ ン 様
、 及 び 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー で あ る 。 GPCRサ ブ フ ァ ミ リ ー 群 の メ
ン バ ー は 、 同 様 の 機 能 と 、 特 徴 的 な 膜 ７ 回 貫 通 構 造 と を 共 有 す る が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 互 い
に 異 な る 。 最 大 の フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る ロ ド プ シ ン 様 GPCRは 、 ホ ル モ ン 、 神 経 伝 達 物 質 、
及 び 光 な ど 、 多 様 な 細 胞 外 シ グ ナ ル を 伝 送 す る 。 ロ ド プ シ ン は 、 動 物 の 網 膜 内 に 見 ら れ る
感 光 性 GPCRで あ る 。 脊 椎 動 物 で は 、 ロ ド プ シ ン 分 子 は 、 光 受 容 体 （ 杆 体 ） 細 胞 に 見 ら れ る
膜 の 積 層 (membranous stacks)に 包 埋 さ れ て い る 。 各 ロ ド プ シ ン 分 子 は 、 cGMPレ ベ ル の 低
下 を 誘 発 し 、 こ れ に よ り 原 形 質 膜 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル が 閉 鎖 す る こ と に よ り １ 光 子 の 光 に
反 応 す る 。 こ の 方 法 で 、 視 覚 シ グ ナ ル が 神 経 イ ン パ ル ス へ 変 換 さ れ る 。 別 の ロ ド プ シ ン 様
GPCRは 、 神 経 伝 達 物 質 へ の 反 応 に 直 接 関 与 す る 。 こ の よ う な GPCRに は 、 ア ド レ ナ リ ン に 対
す る 受 容 体 （ ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 ） 、 ア セ チ ル コ リ ン に 対 す る 受 容 体 （ ム ス カ リ ン 様 受 容
体 ） 、 ア デ ノ シ ン に 対 す る 受 容 体 、 ガ ラ ニ ン に 対 す る 受 容 体 及 び グ ル タ ミ ン 酸 に 対 す る 受
容 体 （ N-メ チ ル -D-ア ス パ ラ ギ ン 酸 ／ NMDA受 容 体 ） が あ る （ Watson, S.お よ び S. Arkinsta
ll (1994) , Academic Press, San Diego CA
, .7-9, 19-22, 32-35, 130-131, 214-216, 221-222ペ ー ジ 、 Habert-Ortoli, E. 他  (199
4) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:9780-9783に 概 説 さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ガ ラ ニ ン 受 容 体 は 、 神 経 内 分 泌 ペ プ チ ド ガ ラ ニ ン の 活 性 を 仲 介 す る 。 ガ ラ ニ ン は イ ン ス
リ ン 、 ア セ チ ル コ リ ン 、 セ ロ ト ニ ン 及 び ノ ル ア ド レ ナ リ ン の 分 泌 を 阻 害 し 、 プ ロ ラ ク チ ン
及 び 成 長 ホ ル モ ン の 放 出 を 刺 激 す る 。 ガ ラ ニ ン 受 容 体 は 、 摂 食 疾 患 、 痛 み 、 う つ 病 及 び ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 与 し て い る （ Kask, K. 他  (1997) Life Sd. 60:1523-1533） 。 そ の 他
の 神 経 系 ロ ド プ シ ン 様 GPCRは 、 発 達 及 び 神 経 病 理 学 に お い て 役 割 を 有 す る よ う に み え る リ
ゾ ホ ス フ ァ チ ジ ン 酸 そ の 他 の リ ゾ ホ ス フ ァ チ ド に 対 す る 受 容 体 な ど 、 増 大 す る 数 の フ ァ ミ
リ ー を 含 む （ Chun, J.他  (1999) Cell Biochem. Biophys. 30:213-242） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 GPCRの 最 大 の サ ブ フ ァ ミ リ ー で あ る 嗅 覚 受 容 体 も ま た 、 ロ ド プ シ ン 様 GPCRフ ァ ミ リ ー の
メ ン バ ー で あ る 。 こ れ ら の 受 容 体 群 は 、 臭 覚 シ グ ナ ル の 伝 達 に よ り 機 能 す る 。 異 な る 臭 気
を 区 別 す る た め に は 、 多 く の 異 な る 嗅 覚 受 容 体 が 必 要 で あ る 。 各 嗅 覚 ニ ュ ー ロ ン は １ 種 類
の 嗅 覚 受 容 体 し か 発 現 せ ず 、 別 々 の 受 容 体 を 発 現 す る ニ ュ ー ロ ン 群 が 、 鼻 の 経 路 中 の 異 な
る 位 置 を 占 め る 。 例 え ば 、 ラ ッ ト 脳 ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 し た RA1c受 容 体 は 、 脳 の 非 常 に 特
有 の 領 域 及 び 嗅 覚 上 皮 の 或 る 特 定 の 区 域 の み に 発 現 が 限 定 さ れ て い る こ と を 示 し た （ Rain
ing, K. 他  (1998) Receptors Channels 6:141-151） 。 し か し な が ら 、 嗅 覚 様 受 容 体 の 発
現 は 嗅 覚 組 織 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 典 型 的 な GPCR特 性 を 有 す る 嗅 覚 様 受 容 体 を コ ー ド
す る ３ つ の ラ ッ ト 遺 伝 子 は 、 味 覚 及 び 嗅 覚 組 織 の み な ら ず 雄 の 生 殖 組 織 に お い て も 発 現 パ
タ ー ン を 示 す （ Thomas, M.B. 他  (1996) Gene 178:1-5） 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 GPCR突 然 変 異 は 、 機 能 ま た は 構 造 的 活 性 化 の 減 少 を 招 き 得 る も の で あ り 、 多 数 の ヒ ト 疾
患 に 関 係 し て き た （ 前 出 の Coughlin） 。 例 え ば 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 ） は 、 ロ ド
プ シ ン 遺 伝 子 の 突 然 変 異 か ら 発 生 し 得 る 。 更 に 、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン 受 容 体 の 体 細 胞 活 性
化 突 然 変 異 は 、 機 能 亢 進 甲 状 腺 ア デ ノ ー マ の 原 因 と な る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 恒 常 的 活
性 化 に 感 受 性 が 高 い 或 る GPCRが 癌 原 遺 伝 子 の よ う に 振 舞 い 得 る こ と を 示 唆 し て い る （ Parm
a, J. 他  (1993) Nature 365:649-651） 。 以 下 の リ ガ ン ド に 対 す る GPCR受 容 体 に は 、 ヒ ト
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の 疾 患 に 関 連 す る 突 然 変 異 も 含 ま れ る （ 黄 体 形 成 ホ ル モ ン （ 思 春 期 早 発 症 ） 、 バ ソ プ レ シ
ン V 2 （ X連 鎖 の 腎 原 発 性 糖 尿 病 ） 、 グ ル カ ゴ ン （ 糖 尿 病 及 び 高 血 圧 ） 、 カ ル シ ウ ム （ 副 甲
状 腺 機 能 亢 進 症 、 低 カ ル シ ウ ム 尿 症 (hypocalcuria)、 高 カ ル シ ウ ム 血 症 ） 、 副 甲 状 腺 ホ ル
モ ン （ 短 肢 小 人 症 ） 、 β 3 -ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 （ 肥 満 症 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 型 糖 尿 病 ） 、
成 長 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン （ 小 人 症 ） 及 び 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン （ 糖 質 コ ル チ コ イ ド 欠 乏
症 ） ） （ Wilson, S. 他  (1998) Br. J. Pharmocol. 125:1387-.1392、 Stadel, J.M. 他  (
1997) Trends Pharmacol. Sci. 18:430-437） 。 GPCRは 、 抑 う つ 症 、 分 裂 病 、 不 眠 症 、 高
血 圧 、 不 安 、 ス ト レ ス 、 腎 不 全 そ の 他 幾 つ か の 心 血 管 障 害 に も 関 与 し て い る （ Horn, F. 
お よ び  G. Vriend (1998) J. Mol. Med. 76:464-468） 。 GPCRを コ ー ド す る 遺 伝 子 群 の 突
然 変 異 と 転 写 活 性 の 変 化 と に 伴 う 神 経 障 害 に 、 統 合 失 調 症 （ 精 神 分 裂 病 ） 、 パ ー キ ン ソ ン
病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 薬 物 依 存 、 お よ び 摂 食 障 害 が あ る 。 若 年 発 達 お よ び 繁 殖 能 ２ （ jd
f-2） 遺 伝 子 座 、 別 名 runty-jerky-sterile (rjs) は 、 HERC2に お け る 欠 失 と 点 突 然 変 異 と
に 関 連 し 、 HERC2は 、 或 る グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 因 子 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子
で あ っ て 小 胞 輸 送 に 関 わ る （ Walkowicz, M. 他  (1999) Mamm. Genome 10:870-878） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 更 に 、 GPCRの 活 性 化 及 び 阻 害 に 直 接 作 用 す る 数 百 の 新 薬 が 過 去 ２ ０ 年 の う ち に 認 知 さ れ
て き た 。 こ れ ら の 薬 の 治 療 標 的 は 、 癌 、 骨 粗 鬆 症 、 子 宮 内 膜 症 の み な ら ず 、 心 血 管 障 害 、
胃 腸 障 害 、 中 枢 神 経 系 疾 患 を 含 め た 、 幅 広 い 疾 病 お よ び 障 害 に 及 ぶ （ 前 出 の Wilson、 同 St
adel） 。 例 え ば ド ー パ ミ ン ア ゴ ニ ス ト の Ｌ ド ー パ は パ ー キ ン ソ ン 病 の 治 療 に 用 い ら れ 、 或
る ド ー パ ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト は 精 神 分 裂 病 及 び 初 期 段 階 の ハ ン チ ン ト ン 病 の 治 療 に 用 い ら
れ る 。 ア ド レ ナ リ ン 受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 喘 息 、 高 血 圧 そ の 他 の 心
血 管 障 害 、 及 び 不 安 の 治 療 に 用 い ら れ て き た 。 ム ス カ リ ン 性 ア ゴ ニ ス ト は 緑 内 障 及 び 頻 脈
の 治 療 に 用 い ら れ 、 セ ロ ト ニ ン 5HT1Dア ン タ ゴ ニ ス ト は 片 頭 痛 に 対 し て 用 い ら れ 、 ヒ ス タ
ミ ン H1ア ン タ ゴ ニ ス ト は ア レ ル ギ ー 性 及 び ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 性 反 応 、 枯 草 熱 、 痒 み 、 及 び
動 揺 病 に 対 し て 用 い ら れ る （ 前 出 の Horn） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 セ ク レ チ ン 様 GPCRサ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 セ ク レ チ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、 グ ル カ ゴ
ン 、 成 長 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ ン 、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、 及 び 血 管 作 用 性 小 腸 ペ プ チ ド な ど の
ペ プ チ ド ホ ル モ ン を リ ガ ン ド と し て 有 す る 。 例 え ば 、 セ ク レ チ ン 受 容 体 は 、 膵 臓 及 び 小 腸
で 酵 素 と イ オ ン と の 分 泌 を 刺 激 す る ペ プ チ ド ホ ル モ ン で あ る 、 セ ク レ チ ン に 応 答 す る （ 前
出 の Watson, 278-283ペ ー ジ ） 。 セ ク レ チ ン 受 容 体 は 、 長 さ が 約 ４ ５ ０ ア ミ ノ 酸 で あ り 、
胃 腸 細 胞 の 原 形 質 膜 に 見 ら れ る 。 セ ク レ チ ン が そ の 受 容 体 に 結 合 す る こ と に よ り 、 cAMPの
産 出 が 刺 激 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 炎 症 及 び 免 疫 応 答 に 結 び つ け ら れ る セ ク レ チ ン 様 GPCRの 例 に は 、 EGFの モ ジ ュ ー ル を 含
ん だ ム チ ン 様 ホ ル モ ン 受 容 体 （ Emrl） 及 び CD97受 容 体 タ ン パ ク 質 が あ る 。 CD97は 、 主 に 白
血 球 で 発 現 し 、 活 性 化 さ れ た B及 び T細 胞 上 で 顕 著 に 上 方 制 御 さ れ る （ McKnight, A.J.及 び
S. Gordon (1998) J. Leukoc. Biol. 63:271-280） 。 こ れ ら の GPCRは 、 最 近 特 徴 付 け ら れ
た EGF-TM7受 容 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 こ れ ら 膜 ７ 回 貫 通 ホ ル モ ン 受 容 体 は
、 in vivoで ヘ テ ロ 二 量 体 と し て 存 在 し 、 ３ か ら ７ の 潜 在 的 カ ル シ ウ ム 結 合 EGF様 モ チ ー フ
群 を 持 つ 。 こ の EGF モ チ ー フ は 長 さ が 約 ４ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 で 、 ６ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ
ン 残 基 を 持 ち 、 シ グ ネ チ ャ 配 列 の N末 端 の 近 く に は カ ル シ ウ ム 結 合 部 位 が あ る 。 ア ス パ ラ
ギ ン 酸 ま た は ア ス パ ラ ギ ン 残 基 の 翻 訳 後 の ヒ ド ロ キ シ ル 化 は い く つ か の タ ン パ ク 質 の EGF
様 ド メ イ ン と 関 連 し て い る  (Prosite PDOC00010 Aspartic acid and asparagine hydroxy
lation site)。 EGF-TM7フ ァ ミ リ は 最 近 単 離 さ れ た EGF-TM7ラ ト ロ フ ィ リ ン （ latrophilin
） 関 連 タ ン パ ク 質 （ ETL） も 含 ん で い る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 心 臓 の 筋 細 胞 お よ び 平 滑 筋 で
発 現 さ れ て い て 、 心 臓 に お い て 発 生 的 に 調 節 さ れ て い る 。 ETLは 心 筋 の 最 終 分 化 を も た ら
す う え で 役 割 を 持 っ て い る 可 能 性 が あ る 。 ETLは 冠 状 動 脈 血 管 形 成 に も 関 与 し て い る 可 能
性 が あ る (Nechiporuk, T. 他  (2001) J. Biol. Chem. 276:4150-4157)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 も う １ つ の GPCRサ ブ フ ァ ミ リ ー は 、 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 フ ァ ミ リ ー で あ る 。
グ ル タ ミ ン 酸 は 、 中 枢 神 経 系 の 主 要 な 興 奮 性 神 経 伝 達 物 質 で あ る 。 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン
酸 受 容 体 は 、 細 胞 内 エ フ ェ ク タ ー の 活 性 を 調 節 し 、 長 期 の 増 強 作 用 に 関 与 す る （ 前 出 の Wa
tson, .130ペ ー ジ ） 。 Ca 2 + 感 知 受 容 体 は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 細 胞 外 濃 度 の 変 化 を 感 知 す
る も の で あ り 、 カ ル シ ウ ム 結 合 に 関 与 し 得 る 酸 性 ア ミ ノ 酸 の ク ラ ス タ ー 群 を 含 む 大 き な 細
胞 外 ド メ イ ン を 有 す る 。 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 フ ァ ミ リ ー に は 、 フ ェ ロ モ ン 受 容
体 、 GABA B 受 容 体 及 び 味 覚 受 容 体 も あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 そ の 他 の GPCRの サ ブ フ ァ ミ リ ー に は 、 線 虫 （ 及 び

に 見 ら れ る 化 学 受 容 体 遺 伝 子 の ２ つ の 群 が あ り 、 こ れ ら は 哺 乳 動 物 の 嗅 覚
受 容 体 遺 伝 子 に 遠 く 関 係 し て い る 。 細 胞 膜 上 の 接 合 因 子 へ の 反 応 に 関 与 し て い る 酵 母 フ ェ
ロ モ ン 受 容 体 STE2及 び STE3は 、 細 胞 性 粘 菌 （ Dictyostelium discoideum） で 個 々 の 細 胞 の
集 合 を 調 整 し 、 多 く の 発 達 的 制 御 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る と 考 え ら れ て い る cAMP受 容 体 と
同 様 に 、 膜 ７ 回 貫 通 シ グ ネ チ ャ を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 最 近 の 研 究 で は 、 糖 尿 病 、 肥 満 症 及 び 骨 粗 鬆 症 を 含 む 代 謝 障 害 の 治 療 に お い て GPCRを 将
来 的 に 使 用 で き る 可 能 性 を 示 唆 し て い る 。 例 え ば 、 腎 原 発 性 糖 尿 病 の 原 因 と な る 突 然 変 異
体 V2バ ソ プ レ シ ン 受 容 体 は 、 突 然 変 異 を 含 む 領 域 に 及 ぶ Ｃ 末 端 V2受 容 体 ペ プ チ ド の 同 時 発
現 に よ り in vitroで 機 能 的 に レ ス キ ュ ー さ れ 得 る 。 こ れ は 疾 病 治 療 の 新 規 な ス ト ラ テ ジ ー
を 示 唆 す る （ Schoneberg, T. 他  (1996) EMBO 1. 15:1283-1291） 。 メ ラ ノ コ ル チ ン 4受 容
体 （ MC4R） に お け る 突 然 変 異 は 、 ヒ ト の 体 重 調 節 及 び 肥 満 症 に 関 与 し て い る 。 バ ソ プ レ シ
ン V2受 容 体 の 突 然 変 異 体 に よ り 、 こ れ ら MC4Rの 突 然 変 異 体 は 原 形 質 膜 へ の 輸 送 に 欠 陥 が あ
る の で （ Ho, G及 び  R.G. MacKenzie (1999) J. Biol. Chem. 274:35816-35822） 、 従 っ て
同 様 の ス ト ラ テ ジ ー で 治 療 し 得 る 。 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ PTH） の た め の １ 型 受 容 体 は 、 血
流 中 の カ ル シ ウ ム ホ メ オ ス タ シ ス の PTH依 存 型 制 御 を 仲 介 す る GPCRで あ る 。 PTH／ 受 容 体 の
相 互 作 用 の 研 究 は 、 骨 粗 鬆 症 の 治 療 の た め の 新 規 な PTH受 容 体 リ ガ ン ド の 開 発 を 可 能 に し
得 る （ Mannstadt, M. 他  (1999) Am. J. Physiol. 277:F665-F675） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 GPCRの ケ モ カ イ ン 受 容 体 グ ル ー プ は 、 炎 症 及 び 感 染 症 の 治 療 に 役 立 つ 可 能 性 を 持 つ （ 概
説 は 、 Locati, M.お よ び P.M. Murphy (1999) Annu. Rev. Med. 50:425-440を 参 照 ） 。 ケ
モ カ イ ン は 、 白 血 球 輸 送 、 造 血 、 及 び 血 管 形 成 の 制 御 に お い て 、 細 胞 内 シ グ ナ ル と し て 作
用 す る 小 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 マ ウ ス に お け る 種 々 の ケ モ カ イ ン 受 容 体 の 標 的 化 さ れ た 破
壊 は 、 こ れ ら の 受 容 体 が 、 病 理 的 炎 症 に お い て 、 及 び 多 発 性 硬 化 症 な ど の 自 己 免 疫 異 常 に
お い て 、 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 す 。 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 及 び ヒ ト 免 疫 不 全 症 ウ イ ル ス
（ HIV-1） な ど の 感 染 体 も 、 感 染 を 促 進 す る た め に 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 を 利 用 す る 。 ケ モ
カ イ ン 受 容 体 CCR5の 短 縮 変 種 （ ト ラ ン ケ ー ト 型 ） は 、 HIV-1に よ る T細 胞 の 感 染 に 対 す る 補
助 受 容 体 と し て 作 用 す る も の で あ り 、 AIDSに 対 す る 抵 抗 力 を 生 じ さ せ 、 CCR5の ア ン タ ゴ ニ
ス ト が AIDSの 発 達 予 防 に 有 用 た り 得 る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン （ IL） は 免 疫 細 胞 と 炎 症 細 胞 の 間 の 相 互 作 用 を 仲 介 す る 。 い く つ か の
イ ン タ ー ロ イ キ ン が 記 述 さ れ て い て 、 そ の 各 々 が 独 自 の 生 物 学 的 活 性 お よ び 他 の も の と 重
複 す る 生 物 学 的 活 性 を 持 っ て い る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は IL-1と IL-6を 産 生 し 、 T細 胞 は IL-2
、 IL-3、 IL-4、 IL-5お よ び IL-6を 産 生 し 、 骨 髄 間 質 細 胞 は IL-７ を 産 生 す る 。 IL 1と IL 6
は 免 疫 細 胞 の 機 能 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す だ け で な く 、 さ ま ざ ま な 炎 症 細 胞 タ イ プ を
刺 激 す る 。 好 酸 球 の 成 長 と 分 化 は IL 5に よ っ て 顕 著 に 推 進 さ れ る 。 IL 2は T細 胞 、 ナ チ ュ
ラ ル キ ラ ー 細 胞 お よ び リ ン フ ォ カ イ ン 活 性 化 キ ラ ー 細 胞 の 強 力 な 増 殖 シ グ ナ ル で あ る 。 IL
 1, IL 3, IL 4お よ び  IL 7は さ ま ざ ま な 造 血 前 駆 体 の 発 達 を 推 進 す る 。 IL 4～ IL 6は ま
た 、 B細 胞 の 増 殖 と 抗 体 の 産 生 の 推 進 に 役 割 を 果 た す (Mizel, S.B. (1989) FASEB J. 3:23
792388)。
【 ０ ０ ３ ０ 】
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　 メ ラ ト ニ ン は ヒ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル (.OH)、 ペ ル オ キ シ 亜 硝 酸 ア ニ オ ン (ONOO)お よ び 次
亜 塩 素 酸 (HOCl)を 含 む フ リ ー ラ ジ カ ル を 除 去 し 、 核 因 子 κ B(NFkappa B) が 核 に 転 位 し て D
NAに 結 合 す る の を 防 ぎ 、 そ れ に よ り イ ン タ ー ロ イ キ ン お よ び 腫 瘍 神 経 症 因 子 α な ど の 炎 症
性 サ イ ト カ イ ン の 上 方 調 節 を 低 減 す る 。 メ ラ ト ニ ン は 組 織 の 損 傷 を 招 く 経 内 皮 移 動 お よ び
浮 腫 を 弱 め る (Reiter, R.J. 他  (2000) Ann. N.Y. Acad. Sci. 917:376386)。 メ ラ ト ニ ン
受 容 体 が 活 性 化 さ れ る と 、 γ イ ン タ ー フ ェ ロ ン お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ （ IL-2） な ど の
Tヘ ル パ ー 細 胞 サ イ ト カ イ ン の 放 出 、 お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン 4と ダ イ ノ ル フ ィ ン Bと に 免
疫 学 的 に 交 差 反 応 す る オ ピ オ イ ド サ イ ト カ イ ン の 活 性 化 が 促 進 さ れ る 。 造 血 は 、 メ ラ ト ニ
ン に 誘 発 さ れ た オ ピ オ イ ド が 骨 髄 マ ク ロ フ ァ ー ジ の κ １ オ ピ オ イ ド 受 容 体 に 作 用 す る こ と
に よ る 影 響 を 受 け る (Maestroni, G.J. (1999) Adv. Exp. Med. Biol. 467:217226)。
【 ０ ０ ３ １ 】
　
　 リ ガ ン ド 依 存 性 受 容 体 イ オ ン チ ャ ネ ル は 2つ の カ テ ゴ リ ー に 分 か れ る 。 第 1の カ テ ゴ リ ー
で あ る 細 胞 外 リ ガ ン ド 依 存 性 受 容 体 イ オ ン チ ャ ネ ル (ELG)は 、 神 経 伝 達 物 質 結 合 を 迅 速 な
シ ナ プ ス 神 経 伝 達 の よ う な 電 気 シ グ ナ ル に 急 速 に 変 換 す る 。 ELG機 能 は 翻 訳 後 修 飾 に よ っ
て 調 節 さ れ る 。 第 二 の カ テ ゴ リ ー で あ る 細 胞 内 リ ガ ン ド 依 存 性 受 容 体 イ オ ン チ ャ ネ ル (ILG
)は 多 く の 細 胞 内 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー に よ っ て 活 性 化 さ れ 、 チ ャ ネ ル 開 放 応 答 に 作 用
す る 際 、 翻 訳 後 修 飾 を 必 要 と し な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ELGは 、 活 動 電 位 の 発 生 の 閾 値 に ま で 興 奮 性 細 胞 を 脱 分 極 す る 。 非 興 奮 性 細 胞 に お い て
は 、 ELGは ア ゴ ニ ス ト の 存 在 時 に 限 ら れ た カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 入 を 可 能 に す る 。 ELGに は ア
セ チ ル コ リ ン 、 L-グ ル タ ミ ン 酸 、 グ リ シ ン 、 ATP、 セ ロ ト ニ ン 、 GABAお よ び ヒ ス タ ミ ン の
よ う な 神 経 伝 達 物 質 に よ っ て 直 接 制 御 さ れ る チ ャ ネ ル が 含 ま れ る 。 ELG遺 伝 子 は 構 造 的 か
つ 機 能 的 に 強 い 類 似 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 ILGは 異 な っ た 、 関 連 し な い 遺
伝 子 フ ァ ミ リ に よ っ て コ ー ド さ れ 、 ま た 、 cAMP、  cGMP、 カ ル シ ウ ム イ オ ン 、  ATPお よ び
ア ラ キ ド ン 酸 の 代 謝 産 物 に 対 す る 受 容 体 群 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　
　 マ ク ロ フ ァ ー ジ ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 類 は 広 い リ ガ ン ド 特 異 性 を 持 っ て お り 、 低 密 度 リ
ポ タ ン パ ク 質 （ LDL） や 外 来 抗 原 と の 結 合 に 関 与 し 得 る 。 ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 タ イ プ Iお
よ び IIは 三 量 体 膜 タ ン パ ク 質 で あ り 、 各 サ ブ ユ ニ ッ ト に は 小 さ い N末 端 細 胞 内 ド メ イ ン と
、 １ つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン と 、 １ つ の 大 き な 細 胞 外 ド メ イ ン と 、 C末 端 シ ス テ イ ン リ ッ チ ド
メ イ ン と が あ る 。 細 胞 外 ド メ イ ン に は １ つ の 短 い ス ペ ー サ ー ド メ イ ン と 、 １ つ の α 螺 旋 コ
イ ル ド コ イ ル ド メ イ ン と 、 １ つ の ３ 重 螺 旋 コ ラ ー ゲ ン 性 ド メ イ ン と が あ る 。 こ れ ら の 受 容
体 は 或 る 範 囲 の リ ガ ン ド 群 と 結 合 す る こ と が 示 さ れ 、 リ ガ ン ド の 例 に は 、 化 学 修 飾 さ れ た
リ ポ タ ン パ ク 質 お よ び ア ル ブ ミ ン と 、 ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド と 、 ポ リ サ ッ カ ラ イ ド と 、 リ
ン 脂 質 と 、 ア ス ベ ス ト と が あ る （ Matsumoto, A. 他  (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 87:
9133-9137; お よ び  Elomaa, O. 他  (1995) Cell 80:603-609） 。 ス カ ベ ン ジ ャ ー 受 容 体 が
主 要 な 役 割 を 果 た す と 思 わ れ る の は ア テ ロ ー ム 発 生 に お い て で あ り 、 こ れ は 、 動 脈 壁 内 の
、 修 飾 さ れ た LDLの 取 り 込 み を 媒 介 し て 働 き 、 ま た 宿 主 防 御 に お い て は 、 細 菌 性 エ ン ド ト
キ シ ン と 、 細 菌 と 、 原 虫 と に 結 合 し て 働 く 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　
　 T細 胞 は 免 疫 系 に お い て 作 動 体 お よ び 調 節 因 子 と し て の 二 つ の 役 割 を 果 た し て お り 、 感
染 細 胞 で 細 胞 死 を 誘 発 し 、 他 の 免 疫 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る シ グ ナ ル の 伝 達 と 抗 原 認 識 を 連
関 す る 。 T細 胞 の 集 団 は 広 範 囲 の 異 な っ た 抗 原 を 認 識 で き る が 、 個 々 の T細 胞 は 一 つ の 抗 原
の み を 、 抗 原 提 示 細 胞 表 面 上 の 主 要 組 織 適 合 分 子 (MHC)と の 複 合 型 ペ プ チ ド と し て T細 胞 受
容 体 (TCR)に 提 示 さ れ た 場 合 の み に 認 識 で き る 。 大 部 分 の T細 胞 上 の TCRは 免 疫 グ ロ ブ リ ン
様 膜 内 在 性 糖 タ ン パ ク 質 か ら な る 。 こ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 膜 内 在 性 糖 タ ン パ ク 質 は 、 似 た
分 子 量 の α と β の 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 。 両 方 の TCRサ ブ ユ ニ ッ ト は 、
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可 変 領 域 と 定 常 領 域 の 両 方 を 有 す る 細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 を 1回 貫 通 す る 膜 貫 通 ド メ イ ン 、
お よ び 短 い 細 胞 内 ド メ イ ン を 有 す る (Saito, H. 他  (1984) Nature 309:757-762)。 TCRサ
ブ ユ ニ ッ ト の 遺 伝 子 は 、 異 な っ た 遺 伝 子 区 分 の 体 細 胞 性 再 構 成 に よ っ て 作 成 さ れ る 。 適 切
な MHC状 況 に お け る 抗 原 と TCRと の 相 互 作 用 に よ っ て 、 免 疫 系 の 細 胞 要 素 の 増 殖 、 成 熟 お よ
び 機 能 を 誘 発 す る シ グ ナ ル カ ス ケ ー ド が 開 始 さ れ る (Weiss, A. (1991) Annu. Rev. Genet
. 25: 487-510)。 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 自 己 免 疫 疾 患 お よ び 免 疫 不 全 疾 患 に お い て TCR遺 伝
子 の 再 編 成 と TCR発 現 の 変 化 が 注 目 さ れ て い る (Aisenberg, A.C. 他  (1985) N. Engl. J. 
Med. 313:529-533; Weiss, )。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
　 ネ ト リ ン は 拡 散 性 誘 引 物 質 お よ び 忌 避 物 質 と し て 働 い て 発 達 中 の 神 経 系 内 で 遊 走 し て い
る 細 胞 や 軸 索 を そ の 標 的 に 誘 導 す る 分 子 の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 こ の ネ ト リ ン の 受 容 体 に は
線 虫 タ ン パ ク 質 UNC-5お よ び 最 近 脊 椎 動 物 中 に 同 定 さ れ た 相 同 体 が 含 ま れ る (Leonardo, E.
D. 他  (1997) Nature 386:833-838)。 こ れ ら の 受 容 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ
ー の メ ン バ ー で あ り 、 ま た ZU5 ド メ イ ン と 呼 ば れ る 特 徴 的 ド メ イ ン も 含 ん で い る 。 ネ ト リ
ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の マ ウ ス メ ン バ ー に お け る 突 然 変 異 で あ る Rcm(吻 側 小 脳 形 成 異 常 )で
は 、 明 ら か に 神 経 細 胞 異 常 遊 走 の 結 果 で あ る 小 脳 お よ び 中 脳 欠 損 を 生 じ て い る (Ackerman,
 S.L.. et al. (1997) Nature 386:838-842)。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　 VPS10含 有 受 容 体 フ ァ ミ リ の メ ン バ ー は す べ て 、 酵 母 の 液 胞 ソ ー テ ィ ン グ ・ タ ン パ ク 質 1
0 (VPS10) 受 容 体 に 相 同 性 を 持 つ ド メ イ ン を 含 ん で い る 。 こ の フ ァ ミ リ ー に は 、 マ ウ ス 胚
性 お よ び 出 生 後 早 期 の 神 経 系 発 達 時 に 発 現 す る SorCS、 モ ザ イ ク 受 容 体 SorLA、 お よ び ニ ュ
ー ロ テ ン シ ン 受 容 体 sortilinが 含 ま れ る (Hermey, G. 他  (1999) Biochem. Biophys. Res.
 Commun. 266:347-351; Hermey, G. 他  (2001) Neuroreport 12:29-32).こ の フ ァ ミ リ ー
の 最 近 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ る SorCS2は 発 達 中 お よ び 成 熟 し た マ ウ ス の 中 枢 神 経 系 に 高
度 に 発 現 さ れ る 。 そ の 発 現 の 主 要 部 位 は 底 板 で あ り 、 ド ー パ ミ ン 性 脳 核 お よ び 視 床 背 側 核
を 含 む 脳 領 域 に お い て も 一 過 性 に 高 度 に 検 出 さ れ る (Rezgaoui, M. (2001) Mech. Dev. 10
0:335-338)。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質
　
　 膜 ４ 回 貫 通 型 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー (TM4SF)、 別 名 テ ト ラ ス パ ン フ ァ ミ リ ー は 多 重 遺 伝 子
族 で あ り 、 タ イ プ III膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る （ Wright, M.D. お よ び  Tomlinson
, M.G. (1994) Immunol. Today 15:588-594） 。 こ の TM4SFは 、 細 胞 膜 を ４ 回 貫 通 す る 膜 タ
ン パ ク 質 か ら な る 。 TM4SFの メ ン バ ー の 例 に は 、 血 小 板 お よ び 内 皮 細 胞 の 膜 タ ン パ ク 質 と
、 黒 色 腫 関 連 抗 原 、 白 血 球 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 結 腸 癌 腫 抗 原 、 腫 瘍 関 連 抗 原 、 お よ び 住 血
吸 虫 表 面 タ ン パ ク 質 が あ る （ Jankowski, S.A. (1994) Oncogene 9:1205-1211） 。 TM4SFの
各 メ ン バ ー は 、 約 ２ ５ ～ ３ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 互 い に 共 有 す る 。 　 多 数 の TM4SF
メ ン バ ー が 関 与 す る と 示 唆 さ れ て い る 作 用 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 細 胞 接 着 の 制 御 、 細 胞 の 成
長 と 増 殖 と の 調 節 （ 例 え ば 発 生 お よ び 発 癌 ） 、 並 び に 細 胞 運 動 性 （ 例 え ば 腫 瘍 細 胞 転 移 ）
で あ る 。 TM4SFタ ン パ ク 質 の 発 現 は 多 様 な 腫 瘍 に 関 連 し 、 発 現 の レ ベ ル は 、 細 胞 が 成 長 す
る 際 や 活 性 化 す る 際 に 改 変 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　
　 腫 瘍 抗 原 は 表 面 分 子 で あ り 、 腫 瘍 細 胞 で は 正 常 細 胞 と 異 な る 発 現 を す る 。 腫 瘍 抗 原 は 、
腫 瘍 細 胞 を 免 疫 的 に 正 常 細 胞 と 区 別 し 、 ヒ ト の 癌 に 関 す る 診 断 と 治 療 の 標 的 を 提 供 す る （
Takagi, S. 他  (1995) Int. J. Cancer 61: 706-715; Liu, E. 他  (1992) Oncogene 7: 1
027-1032） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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前 出

ネ ト リ ン 受 容 体 ：

VPS10 ド メ イ ン 含 有 受 容 体

テ ト ラ ス パ ン フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質

腫 瘍 抗 原



　
　 イ オ ン チ ャ ネ ル は 、 事 実 上 、 身 体 の あ ら ゆ る 細 胞 の 原 形 質 膜 内 に 見 ら れ る 。 例 え ば 、 塩
素 イ オ ン チ ャ ネ ル は 多 様 な 細 胞 機 能 を 媒 介 し 、 そ の 機 能 の 例 に は 、 膜 電 位 の 調 節 と 、 上 皮
膜 を 通 っ て の イ オ ン の 吸 収 と 分 泌 と が あ る 。 塩 素 イ オ ン チ ャ ネ ル が 、 ゴ ル ジ 体 と エ ン ド サ
イ ト ー シ ス 小 胞 の 細 胞 内 の 膜 に あ る 場 合 、 オ ル ガ ネ ラ の pHを も 調 節 す る （ 例 え ば Greger, 
R. (1988) Annu. Rev. Physiol. 50:111-122を 参 照 ） 。 塩 素 イ オ ン チ ャ ネ ル 類 の 電 気 生 理
的 お よ び 薬 理 学 的 特 性 、 例 え ば イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス 、 電 流 -膜 電 位 関 係 、 お よ び モ ジ ュ
レ ー タ ー (修 飾 因 子 ） 類 へ の 感 受 性 は 、 筋 肉 、 神 経 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 お よ び
白 血 球 に 、 別 々 の 塩 素 イ オ ン チ ャ ネ ル が あ る こ と を 示 唆 す る 。 多 く の チ ャ ネ ル は 、 １ 個 若
し く は 数 個 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に よ る リ ン 酸 化 部 位 を 有 す る 。  プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に
は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ A、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 及 び カ ゼ イ ン キ ナ ー
ゼ IIが あ り 、 こ れ ら は す べ て 細 胞 の イ オ ン チ ャ ネ ル 活 性 を 調 節 す る 。 細 胞 内 に お け る タ ン
パ ク 質 の 不 適 切 な リ ン 酸 化 は 、 細 胞 周 期 の 進 行 お よ び 細 胞 分 化 に お け る 変 化 に 関 連 す る 。
細 胞 周 期 に お け る 変 化 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 発 や 癌 の 誘 発 に 関 連 す る こ と が 示 さ れ て い る
。 細 胞 分 化 に お け る 変 化 は 、 生 殖 系 、 免 疫 系 、 お よ び 骨 格 筋 の 、 疾 患 や 障 害 に 関 連 す る こ
と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 小 脳 顆 粒 神 経 細 胞 は 非 不 活 化 カ リ ウ ム 電 流 を 持 ち 、 こ れ は 神 経 伝 達 物 質 か ら の 受 容 体 刺
激 に よ る 発 火 頻 度 を 調 節 し 、 ま た 、 静 止 膜 電 位 を 制 御 す る 。 非 不 活 化 電 流 を 示 す カ リ ウ ム
チ ャ ネ ル 類 の 例 に 、 ether a go-go (EAG) チ ャ ネ ル が あ る 。 KCR1と 名 付 け ら れ た 膜 タ ン パ
ク 質 は 、 ラ ッ ト EAGと 特 異 的 に そ の C末 端 領 域 で 結 合 し 、 小 脳 非 不 活 化 カ リ ウ ム 電 流 を 調 節
す る 。 KCR1は 、 １ ２ の 膜 貫 通 ド メ イ ン 群 と 、 細 胞 内 に ア ミ ノ 酸 末 端 お よ び カ ル ボ キ シ ル 末
端 を 含 む と 予 測 さ れ る 。 こ れ ら の 膜 貫 通 領 域 の 構 造 的 特 徴 は ト ラ ン ス ポ ー タ ス ー パ ー フ ァ
ミ リ ー の 領 域 に 類 似 し て い る よ う に 見 え る が 、 KCR1と 既 知 の ト ラ ン ス ポ ー タ と の 間 に 相 同
性 は 見 ら れ な い こ と か ら 、 KCR1は 新 規 ク ラ ス の ト ラ ン ス ポ ー タ に 属 す こ と が 示 唆 さ れ る 。
KCR1は 、 非 不 活 化 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル の 調 節 成 分 と 考 え ら れ る  (Hoshi, N. 他  (1998) J. B
iol. Chem. 273:23080-23085)。
【 ０ ０ ４ １ 】
　
　 プ ロ ト ン ATPア ー ゼ は 大 き な ク ラ ス の 膜 タ ン パ ク 質 で あ り 、 ATP加 水 分 解 エ ネ ル ギ ー を 用
い て 電 気 化 学 的 プ ロ ト ン 勾 配 を 膜 の 内 外 に 発 生 さ せ る 。 こ の 発 生 し た 勾 配 は 、 他 の イ オ ン
（ Na + 、 K + 、 ま た は  Cl - ） の 膜 を 通 し て の 輸 送 、 ま た は 、 オ ル ガ ネ ラ pHの 維 持 の た め に 使
用 し 得 る 。 プ ロ ト ン ATPア ー ゼ 類 は 更 に 、 ミ ト コ ン ド リ ア F-ATPア ー ゼ 、 原 形 質 膜 ATPア ー
ゼ 、 お よ び 液 胞 ATPア ー ゼ に 分 類 さ れ る 。 液 胞 ATPア ー ゼ は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス と エ キ ソ
サ イ ト ー シ ス と の 各 過 程 に 関 与 す る 多 様 な 小 胞 に お け る 、 酸 性 pHを 確 立 し 維 持 す る （ Mell
man, I. 他  (1986) Ann. Rev. Biochem. 55:663-700） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 プ ロ ト ン と 共 役 す る 、 膜 12回 貫 通 ド メ イ ン ト ラ ン ス ポ ー タ 、 例 え ば PEPT 1お よ び PEPT 2
は ペ プ チ ド 類 の 、 胃 腸 で の 吸 収 と 、 腎 臓 で の 再 吸 収 と に 関 与 し 、 こ れ に は 電 気 化 学 的 プ ロ
ト ン 勾 配 を 駆 動 力 と し て 用 い る 。 別 の タ イ プ の ペ プ チ ド ト ラ ン ス ポ ー タ で あ る TAPト ラ ン
ス ポ ー タ は 、 TAP 1と TAP 2か ら 成 る ヘ テ ロ 二 量 体 で あ り 、 抗 原 の プ ロ セ シ ン グ に 関 わ る 。
ペ プ チ ド 抗 原 は TAPに よ っ て 小 胞 体 の 膜 を 通 し て 輸 送 さ れ 、 そ の 結 果 、 ペ プ チ ド 抗 原 は 、
細 胞 表 面 に お い て MHC分 子 と 会 合 し て 発 現 し 得 る 。 各 TAPタ ン パ ク 質 は 複 数 の 疎 水 性 膜 貫 通
セ グ メ ン ト と 、 １ つ の 高 度 に 保 存 さ れ た ATP結 合 カ セ ッ ト か ら 構 成 さ れ る （ Boll, M. 他  (
1996) Proc. Natl. Acad. Sci. 93:284289） 。 病 原 微 生 物 、 例 え ば 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
は 、 TAPが 媒 介 す る ペ プ チ ド 輸 送 の 阻 害 因 子 を コ ー ド す る 可 能 性 が あ り 、 そ の 目 的 は 、 免
疫 の 監 視 を 逃 れ る こ と で あ る （ Marusina, K. お よ び  Manaco, J.J. (1996) Curr. Opin. 
Hematol. 3:19-26） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
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イ オ ン チ ャ ネ ル

プ ロ ト ン ポ ン プ

Ａ Ｂ Ｃ 輸 送 体



　 ATP結 合 カ セ ッ ト （ ABC） 輸 送 体 、 別 名 「 輸 送 ATPア ー ゼ 」 は 膜 タ ン パ ク 質 の ス ー パ ー フ
ァ ミ リ ー で あ り 、 原 核 生 物 と 真 核 生 物 と に お け る 輸 送 機 能 と チ ャ ネ ル 機 能 と を 媒 介 す る （
Higgins, C.F. (1992) Annu. Rev. Cell Biol. 8:67-113） 。 ABCタ ン パ ク 質 類 は 、 類 似 し
た 全 体 構 造 と 、 顕 著 な 配 列 相 同 性 と を 共 有 す る 。 す べ て の ABCタ ン パ ク 質 に は 約 ２ ０ ０ ア
ミ ノ 酸 残 基 の 或 る 保 存 さ れ た ド メ イ ン が あ り 、 こ れ に は １ つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 結 合 ド メ
イ ン が 含 ま れ て い る 。 ABC輸 送 体 遺 伝 子 群 に お け る 突 然 変 異 は 、 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 II／ Dub
in-Johnson症 候 群 、 劣 性 ス タ ル ガ ル ト 病 、 X染 色 体 連 鎖 副 腎 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 多 剤 耐
性 、 小 児 脂 肪 便 症 、 お よ び 嚢 胞 性 線 維 症 な ど 、 様 々 な 疾 患 に 関 与 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　
　 セ マ フ ォ リ ン （ semaphorin） 類 は 軸 索 誘 導 分 子 の １ 大 グ ル ー プ で 少 な く と も 30種 の メ ン
バ ー が あ り 、 脊 椎 動 物 、 無 脊 椎 動 物 、 更 に は 数 種 の ウ イ ル ス で も 発 見 さ れ て い る 。 す べ て
の セ マ フ ォ リ ン は 長 さ が 約 ５ ０ ０ ア ミ ノ 酸 の セ マ （ sema） ド メ イ ン を 有 す る 。 セ マ フ ォ リ
ン 受 容 体 で あ る ニ ュ ー ロ ピ リ ン （ neuropilin） は 、 で 神 経 突 起 の 伸 展 を 促 進 す る
こ と が 示 さ れ て い る 。 ニ ュ ー ロ ピ リ ン の 細 胞 外 領 域 は Ｃ Ｕ Ｂ 、 デ ィ ス コ イ デ ィ ン （ discoi
din） 、 お よ び Ｍ Ａ Ｍ ド メ イ ン と い う ３ つ の 異 な る ド メ イ ン か ら 成 っ て い る 。 ニ ュ ー ロ ピ
リ ン の CUBモ チ ー フ お よ び MAMモ チ ー フ は タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 に お い て 幾 つ か の 役 割 を 果
た す こ と が 示 唆 さ れ て お り 、 更 に セ マ ド メ イ ン お よ び Ｃ 末 端 ド メ イ ン を 介 し て セ マ フ ォ リ
ン 類 の 結 合 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る （ Raper, J.A.（ 2000） Curr. Opin. Neurobiol. 
10:88-94の 概 説 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　
　 細 胞 間 伝 達 は 、 多 細 胞 生 物 の 発 生 と 生 存 と に 必 須 で あ る 。 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 シ グ ナ ル
伝 達 分 子 の 分 泌 と 取 り 込 み と に よ っ て 互 い に 通 信 す る 。 細 胞 内 へ の タ ン パ ク 質 の 取 り 込 み
を 達 成 す る 手 段 が エ ン ド サ イ ト ー シ ス で あ り 、 こ こ で は 、 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 と 原 形 質 膜 表
面 と の 相 互 作 用 が 、 し ば し ば 特 異 的 受 容 体 へ の 結 合 を 通 じ て 行 わ れ る 結 果 、 形 質 膜 由 来 小
胞 を 形 成 し 、 こ れ ら の 小 胞 が 分 子 を 取 り 囲 み 、 細 胞 質 内 に 運 ぶ 。 細 胞 か ら の タ ン パ ク 質 の
分 泌 を 達 成 す る 手 段 が エ キ ソ サ イ ト ー シ ス で あ り 、 こ こ で は 、 細 胞 内 の 分 子 が 、 ト ラ ン ス
ゴ ル ジ 網 に 由 来 す る 、 膜 に 囲 ま れ た 輸 送 小 胞 内 に 詰 め ら れ る 。 こ れ ら の 小 胞 は 原 形 質 膜 と
融 合 し 、 小 胞 の 内 容 物 を 周 囲 の 細 胞 外 空 間 に 放 出 す る 。 エ ン ド サ イ ト ー シ ス と エ キ ソ サ イ
ト ー シ ス と の 結 果 、 原 形 質 膜 成 分 の 除 去 と 追 加 と が 起 こ り 、 ま た 、 こ れ ら の 成 分 の リ サ イ
ク ル は 、 原 形 質 膜 と 、 膜 に 囲 ま れ た 内 部 区 画 と の 双 方 の 、 完 全 性 、 同 一 性 、 お よ び 機 能 性
の 維 持 に 必 須 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 シ ナ プ ト ブ レ ビ ン （ synaptobrevin） 類 は シ ナ プ ス の 小 胞 会 合 膜 タ ン パ ク 質 （ VAMP） で
あ り 、 初 め は ラ ッ ト 脳 で 発 見 さ れ た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 神 経 細 胞 に 限 定 さ れ 、 一 細
胞 の 細 胞 膜 か ら シ ナ プ ス を 通 り 他 の 細 胞 膜 へ の 、 小 胞 の 移 動 に お い て 機 能 す る と 初 め は 考
え ら れ て い た 。 シ ナ プ ト ブ レ ビ ン 類 は 、 今 で は 、 構 成 的 な 複 数 の 小 胞 輸 送 経 路 に 存 在 お よ
び 機 能 し 、 多 く の 非 神 経 細 胞 タ イ プ の 、 受 容 体 が 媒 介 す る エ ン ド サ イ ト ー シ ス お よ び エ キ
ソ サ イ ト ー シ ス 経 路 に 関 与 す る こ と が わ か っ た 。 こ の 調 節 さ れ る 小 胞 輸 送 経 路 は 、 シ ナ プ
ト ブ レ ビ ン 分 子 を 切 断 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 神 経 毒 素 の 、 高 度 に 特 異 的 な 作 用 に よ っ て ブ
ロ ッ ク さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　  で の 研 究 が 、 多 様 な 細 胞 膜 に 関 し て 行 わ れ  (Galli 他  (1994) J. Cell. Biol
. 125:1015-24; Link 他  (1993) J. Biol. Chem. 268:18423-6) 、 そ れ ら の 研 究 は 、 VAMP
Sは 広 く 分 布 す る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の 重 要 な 膜 輸 送 タ ン パ ク 質 は 、 発 生 期 の 軸 索
伸 展 に も エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 通 じ て 関 与 し 、 ま た 、 神 経 伝 達 物 質 と 調 節 ペ プ チ ド と の 放
出 や 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に も 関 与 す る よ う で あ る 。 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 性 小 胞 輸 送 と し
て は 、 細 胞 内 イ ベ ン ト 、 例 え ば 核 膜 、 小 胞 体 、 ゴ ル ジ 体 、 お よ び 多 様 な 封 入 体 （ 例 え ば ペ
ル オ キ シ ソ ー ム ま た は リ ソ ソ ー ム ） の 、 融 合 お よ び 分 裂 が あ る 。 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 各
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セ マ ホ リ ン と ニ ュ ー ロ ピ リ ン

in vitro

細 胞 間 伝 達 に 関 連 す る 膜 タ ン パ ク 質

In vitro



プ ロ セ ス は 、 真 核 細 胞 で は 、 酵 母 、 線 虫 （ ） 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
、 お よ び 哺 乳 動 物 に 渡 り 、 普 遍 的 な よ う で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 VAMP-1Bは 、 細 胞 内 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に 関 与 し 、 ま た 、 VAMP-1Aの ア イ ソ フ ォ ー ム で あ る
 (Isenmann, S. 他  (1998) Mol. Biol. Cell 9:1649-1660)。 ４ 種 の 更 な る ス プ ラ イ ス 変
異 体 （ VAMP-1Cか ら Fま で ） が 最 近 、 同 定 さ れ た 。 各 変 異 体 に は 可 変 配 列 群 が あ る が 、 そ の
位 置 は き わ め て 末 端 の C末 端 部 の み で あ る こ と か ら 、 C末 端 部 が 、 小 胞 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ に
重 要 で あ る と 示 唆 さ れ る  (Berglund, L. 他  (1999) Biochem. Biophys. Res. Commun. 26
4:777-780)。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Nogo は 中 枢 神 経 系 ミ エ リ ン の 成 分 と し て 同 定 さ れ 、 成 熟 し た 脊 椎 動 物 に お け る 軸 索 再
生 を 防 ぐ 。 Nogo-66 受 容 体 お よ び 軸 索 表 面 か ら の グ リ コ ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 結 合
タ ン パ ク 質 の 切 断 は 神 経 細 胞 を Nogo-66に 対 し て 非 感 受 性 に し て 中 枢 神 経 系 障 害 か ら の 回
復 を 促 進 す る (Fournier, A.E. 他  (2001) Nature 409:341-346)。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ス リ ッ ト タ ン パ ク 質 は 神 経 系 の 腹 側 正 中 線 の 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 細 胞 外 基 質 タ ン パ
ク 質 で あ る 。 ス リ ッ ト タ ン パ ク 質 は 反 発 的 ガ イ ダ ン ス 受 容 体 の Roundabout (Robo)の た め
の リ ガ ン ド で あ り 、 し た が っ て 、 反 発 的 軸 索 誘 導 の 役 割 を 果 た す (Brose, K. 他  (1999) C
ell 96:795-806)。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 リ ソ ソ ー ム は 、 自 己 貪 食 時 の 細 胞 内 物 質 分 解 の 部 位 で あ り 、 ま た 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス
後 の 細 胞 外 分 子 の 分 解 の 場 で も あ る 。 リ ソ ソ ー ム 酵 素 は 、 ト ラ ン ス ゴ ル ジ 網 か ら 出 芽 す る
小 胞 内 に 詰 め ら れ る 。 こ れ ら の 小 胞 は エ ン ド ソ ー ム と 融 合 し て 成 熟 リ ソ ソ ー ム を 形 成 し 、
成 熟 リ ソ ソ ー ム 内 で は 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て 取 り 込 ま れ た 物 質 の 加 水 分 解 性 消 化
が 起 こ る 。 リ ソ ソ ー ム は 自 己 貪 食 小 胞 と 融 合 し 、 独 特 な 区 画 を 形 成 し 得 る 。 こ の 区 画 の 中
で は 、 オ ル ガ ネ ラ や 他 の 細 胞 内 成 分 の 分 解 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 輸 送 小 胞 、 例 え ば エ ン ド ソ ー ム に よ る タ ン パ ク 質 選 別 は 、 多 様 な 生 理 的 過 程 に と っ て 重
要 な 結 果 を も た ら す 。 こ の よ う な 過 程 の 例 に 、 細 胞 表 面 成 長 、 異 な る 細 胞 内 オ ル ガ ネ ラ 群
の 生 合 成 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス 、 お よ び 、 ホ ル モ ン と 神 経 伝 達 物 質 と の 制 御 さ れ た 分 泌 が
あ る （ Rothman, J.E. お よ び  Wieland, F.T. (1996) Science 272:227-234） 。 特 に 、 神
経 変 性 障 害 そ の 他 の 神 経 病 理 に は 、 エ ン ド ソ ー ム の タ ン パ ク 質 選 別 時 、 ま た は 、 エ ン ド ソ
ー ム 生 合 成 の 際 の 生 化 学 的 欠 陥 が 関 連 す る （ Mayer R.J. 他  (1996) Adv. Exp. Med. Biol
. 389:261-269） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 類 は 、 分 泌 経 路 と は 独 立 し た オ ル ガ ネ ラ で あ る 。 こ れ ら は 、 細 胞 内 の
、 過 酸 化 物 を 生 成 す る 多 く の 酸 化 反 応 の 場 で あ る 。 ペ ル オ キ シ ソ ー ム は 、 真 核 細 胞 の オ ル
ガ ネ ラ の 中 で も サ イ ズ や 数 が 独 特 で あ り 、 ま た 、 酵 素 内 容 は 、 生 物 と 細 胞 タ イ プ と 代 謝 の
需 要 に よ っ て 異 な る （ Waterham, H.R. お よ び  Cregg, J.M. (1997) BioEssays 19:57-66
） 。 ペ ル オ キ シ ソ ー ム タ ン パ ク 質 に 遺 伝 子 欠 損 が あ る と ペ ル オ キ シ ソ ー ム 欠 損 症 を 生 じ 、
こ の 欠 損 が 関 連 付 け ら れ る 多 数 の ヒ ト 病 理 の 例 に 、 ツ ェ ル ヴ ェ ー ガ ー 症 候 群 、 近 位 肢 型 点
状 軟 骨 異 形 成 （ rhizomelic chondrodysplasia punctata） 、 X染 色 体 連 鎖 副 腎 白 質 ジ ス ト
ロ フ ィ ー 、 ア シ ル CoAオ キ シ ダ ー ゼ 欠 損 症 、 二 頭 酵 素 欠 損 症 、 古 典 的 Refsum病 、 DHAPア ル
キ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 損 症 、 お よ び 無 カ タ ラ ー ゼ 血 症 が あ る （ Moser, H.W. お よ び  M
oser, A.B. (1996) Ann. NY Acad. Sci. 804:427-441） 。 ま た 、 Gartner, J. 他  (1991; 
Pediatr. Res. 29:141-146) は 、 ツ ェ ル ヴ ェ ー ガ ー 症 候 群 の 患 者 に お け る 低 密 度 ペ ル オ キ
シ ソ ー ム 様 細 胞 内 分 画 に 関 連 す る 、 或 る 22 kDaの 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 正 常 な 胚 発 生 と 、 生 殖 細 胞 成 熟 の 制 御 と を 変 調 す る 多 数 の 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ
の 膜 結 合 受 容 体 と 相 互 作 用 す る 。 胚 発 生 時 の 細 胞 運 命 は 、 ア ク チ ビ ン （ activin） ／ TGF-
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β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 、 カ ド ヘ リ ン 、 IGF-2、 お よ び 他 の モ ル フ ォ ゲ ン に よ っ
て 決 定 さ れ る 。 ま た 、 生 殖 細 胞 と 生 殖 組 織 と の 増 殖 、 成 熟 、 お よ び 再 分 化 は 、 例 え ば IGF-
2、 イ ン ヒ ビ ン 、 ア ク チ ビ ン 、 お よ び フ ォ リ ス タ チ ン （ follistatins） に よ っ て 調 節 さ れ
る （ Petraglia, F. (1997) Placenta 18:3-8; Mather, J.P. 他  (1997) Proc. Soc. Exp.
 Biol. Med. 215:209-222） 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β (TGFベ ー タ ) シ グ ナ ル 伝
達 は 、 連 続 し て 作 用 す る 二 つ の 受 容 体 セ リ ン /ト レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ （ II型 TGFベ ー タ 受 容 体
(TbetaRII) と リ ン 酸 化 I型 TGFベ ー タ 受 容 体 (TbetaRI)） に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 TbetaRI結
合 タ ン パ ク 質 1 (TRECAP1)は I型 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β 受 容 体 の 静 止 形 態 と 活 性
形 態 を 識 別 し 、 TGFベ ー タ シ グ ナ ル 伝 達 に 関 連 付 け ら れ て い る (Charng, M.J 他 (1998) J. 
Biol. Chem. 273:93659368)。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 α (RAR α ) は レ チ ノ イ ン 酸 に よ っ て 誘 発 さ れ る 成 熟 を 媒 介 し 、 骨
髄 の 発 達 に 関 与 す る 。 顆 粒 球 分 化 中 に レ チ ノ イ ン 酸 に よ っ て 誘 発 さ れ る 遺 伝 子 に は 、 造 血
特 異 的 遺 伝 子 の E3が 含 ま れ て い る が 、 E3は 骨 髄 造 血 時 の 活 性 RARα の 直 接 の 標 的 と な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 μ オ ピ オ イ ド 受 容 体 (MOR)は 、 モ ル フ ィ ン 、 コ デ イ ン 、 メ サ ド ン お よ び フ ェ ン タ ニ ル 並
び に ヘ ロ イ ン な ど の 鎮 痛 薬 の 作 用 を 媒 介 す る 。 MORは Gタ ン パ ク 質 活 性 化 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル
に 機 能 的 に 結 合 す る (Mestek A. 他  (1995) J. Neurosci. 15:2396-2406)。 多 様 な MORサ ブ
タ イ プ が 存 在 す る 。 ソ マ ト ス タ チ ン 2、 ド パ ミ ン D2、 プ ロ ス タ グ ラ ン デ ィ ン EP3、 お よ び セ
ロ ト ニ ン 受 容 体 サ ブ タ イ プ  5ヒ ド ロ キ シ ト リ プ タ ミ ン 4 お よ び 5ヒ ド ロ キ シ ト リ プ タ ミ ン 7
 を 含 む 多 数 の Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 と 同 様 に MOR-1で 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ が 見 ら れ る (
Pan, Y.X. 他  (1999) Mol. Pharm. 56:396403)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　
　 い く つ か の 膜 タ ン パ ク 質 は 膜 貫 通 し て お ら ず 、 膜 ア ン カ ー ま た は 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 と
の 相 互 作 用 を 介 し て 原 形 質 膜 に 固 着 し て い る 。 膜 ア ン カ ー は 、 あ る タ ン パ ク 質 に 翻 訳 後 に
共 役 的 に 結 合 し 、 プ レ ニ ル 基 、 ミ リ ス チ ル 基 お よ び グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー
ル 基 の よ う な 部 分 が 含 ま れ る 。 膜 表 在 性 タ ン パ ク 質 お よ び ア ン カ ー 型 タ ン パ ク 質 の 膜 局 在
化 は 受 容 体 媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 な ど の プ ロ セ ス に お け る 機 能 に と っ て 重 要 で あ る 。 例 え ば 、
Rasの プ レ ニ ル 化 は 原 形 質 膜 へ の 局 在 化 に 必 要 で あ り 、 ま た シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 正 常 作
用 お よ び 発 ガ ン 性 作 用 に 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　
　 正 常 に 機 能 す る 真 核 細 胞 に 必 要 な 条 件 は 、 新 規 に 合 成 さ れ た 全 て の タ ン パ ク 質 が 正 し く
折 り た た ま れ 、 修 飾 さ れ 、 特 定 の 細 胞 内 部 位 お よ び 細 胞 外 部 位 に 送 達 さ れ る こ と で あ る 。
新 規 合 成 さ れ た 膜 タ ン パ ク 質 お よ び 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 の 選 別 ・ 分 配 網 に 入 る 。 こ れ
は 合 成 時 ま た は 合 成 直 後 に 起 こ り 、 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 は 細 胞 内 外 の 特 定 の 位 置 に 送 ら れ
る 。 こ の 過 程 の 最 初 の 区 画 で あ る 小 胞 体 （ ER） に お い て タ ン パ ク 質 が 受 け る 修 飾 の 例 に 、
グ リ コ シ ル 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 お よ び オ リ ゴ マ ー 形 成 が あ る 。 修 飾 さ れ た タ ン パ
ク 質 は 次 に 、 一 連 の 、 膜 に 囲 ま れ た 区 画 を 通 っ て 輸 送 さ れ る 。 こ の 区 画 の 例 に ゴ ル ジ 体 の
多 様 な 層 板 が あ り 、 こ の 区 画 で は 更 な る 糖 質 修 飾 が 起 こ る 。 区 画 間 の 輸 送 を 生 じ る 手 段 は
、 小 胞 の 出 芽 と 融 合 と で あ る 。 一 旦 、 分 泌 経 路 に 入 る と タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 表 面 に 達 す る
の に 膜 を 横 断 す る 必 要 は 無 い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 過 半 数 の タ ン パ ク 質 は ER内 で プ ロ セ シ ン グ さ れ オ ル ガ ネ ラ か ら 運 び 出 さ れ る が 、 幾 つ か
は 保 持 さ れ る 。 ER内 に 保 持 さ れ る た め の シ グ ナ ル は 、 哺 乳 動 物 細 胞 で は 、 テ ト ラ ペ プ チ ド
配 列 で あ る KDELか ら な り 、 そ の 位 置 は 、 常 在 ER膜 タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ ル 末 端 で あ る （
Munro, S. (1986) Cell 46:291-300） 。 KDEL配 列 を 持 つ タ ン パ ク 質 は ERを 出 る が 、 す ぐ に
初 期 ゴ ル ジ 層 板 か ら 回 収 さ れ 、 ERに 戻 る 。 一 方 、 こ の シ グ ナ ル を 欠 く タ ン パ ク 質 は 、 分 泌
経 路 を 進 む 。
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膜 表 在 性 タ ン パ ク 質 お よ び ア ン カ ー 型 膜 タ ン パ ク 質

小 胞 体 膜 タ ン パ ク 質



【 ０ ０ ６ ０ 】
　 細 胞 の 分 泌 経 路 の 妨 害 は 、 幾 つ か の ヒ ト 疾 患 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 家 族 性
高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 で は 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質 受 容 体 が ER内 に 残 り 、 細 胞 表 面 に 移 動 し
な い （ Pathak, R.K. (1988) J. Cell Biol. 106:1831-1841） 。 β ア ミ ロ イ ド 前 駆 体 タ ン
パ ク 質 （ β APP） の 輸 送 と プ ロ セ シ ン グ と の 変 異 は 、 推 定 上 の 小 胞 輸 送 タ ン パ ク 質 で あ る
プ レ セ ニ リ ン （ presenilin） と 関 与 し て お り 、 ま た 、 早 期 発 症 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 関 与 し
得 る （ Levy-Lahad, E. 他  (1995) Science 269:973-977） 。 ERに 由 来 す る カ ル シ ウ ム 恒 常
性 の 変 化 に 伴 う 疾 患 の 例 に 、 心 筋 症 、 心 臓 肥 大 、 筋 緊 張 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 Brody病 、 Smi
th-McCort異 形 成 、 お よ び 糖 尿 病 が あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　
　 ミ ト コ ン ド リ ア 電 子 伝 達 系 （ す な わ ち 呼 吸 鎖 ） は 、 一 連 の ３ 種 の 酵 素 複 合 体 で あ っ て ミ
ト コ ン ド リ ア 膜 内 に あ り 、 NADHか ら 酸 素 へ の 電 子 伝 達 と 、 こ の 酸 化 作 用 を ATPの 合 成 に 共
役 さ せ る 過 程 （ 酸 化 的 リ ン 酸 化 ） と に 関 わ る 。 ATPは そ の 後 、 主 要 な エ ネ ル ギ ー 源 を 提 供
す る こ と に よ り 、 細 胞 の 、 エ ネ ル ギ ー を 必 要 と す る 多 く の 反 応 を 駆 動 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ミ ト コ ン ド リ ア 呼 吸 鎖 の 殆 ど の タ ン パ ク 質 成 分 は 、 核 が コ ー ド す る 遺 伝 子 の 産 物 で あ り
、 こ れ ら は ミ ト コ ン ド リ ア 内 に 移 入 さ れ る が 、 他 の タ ン パ ク 質 は ミ ト コ ン ド リ ア 遺 伝 子 の
産 物 で あ る 。 こ の 呼 吸 鎖 に お け る 酵 素 の 欠 損 や 改 変 さ れ た 発 現 に 関 連 し て 多 様 な 病 態 が ヒ
ト に お い て 見 ら れ 、 そ の 例 に 、 神 経 変 性 疾 患 、 ミ オ パ シ ー （ 筋 疾 患 ） 、 お よ び 癌 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　
　 抗 原 へ の B細 胞 の 応 答 は 、 正 常 な 免 疫 系 の 必 須 要 素 で あ る 。 成 熟 B細 胞 は 、 B細 胞 受 容 体
（ BCR） に よ っ て が 外 来 抗 原 を 認 識 し 、 こ れ ら の 受 容 体 は 膜 結 合 性 の 特 異 的 抗 体 で あ っ て
、 外 来 抗 原 と 結 合 す る 。 こ の 抗 原 ／ 受 容 体 複 合 体 は 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ 、 抗 原 は タ ン パ ク
質 分 解 処 理 を 受 け る 。 複 雑 な 抗 原 に 対 し 有 効 な 応 答 を 発 生 す る に は 、 BCRと BCRに 会 合 す る
タ ン パ ク 質 と T細 胞 応 答 と の 全 て が 必 要 で あ る 。 抗 原 の タ ン パ ク 質 分 解 断 片 は 、 B細 胞 の 表
面 の 主 要 組 織 適 合 複 合 体 II(MHC II)分 子 と 複 合 体 を 形 成 す る 。 B細 胞 の 表 面 で こ の 複 合 体
を T細 胞 が 認 識 し 得 る 。 一 方 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 他 の リ ン パ 様 細 胞 は 、 MHC I分 子 に 会 合 す る
抗 原 を 、 T細 胞 に 提 示 す る 。 T細 胞 は MHC I-抗 原 複 合 体 を 認 識 し 、 そ れ に よ っ て 活 性 化 さ れ
る が 、 こ の 作 用 は 、 T細 胞 受 容 体 ／ CD3複 合 体 と の 相 互 作 用 に よ る 。 後 者 の 複 合 体 は T細 胞
表 面 多 量 体 タ ン パ ク 質 で 、 原 形 質 膜 に あ る 。 抗 原 提 示 に よ っ て 活 性 化 し た T細 胞 は 多 様 な
リ ン ホ カ イ ン を 分 泌 す る 。 リ ン ホ カ イ ン は B細 胞 の 成 熟 と T細 胞 の 増 殖 と を 誘 導 し 、 ま た 標
的 細 胞 を 殺 す マ ク ロ フ ァ ー ジ を 活 性 化 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 白 血 球 は 炎 症 応 答 と 免 疫 応 答 と に お い て 基 本 的 な 役 割 を 持 ち 、 白 血 球 の 例 と し て は 単 球
／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 肥 満 細 胞 、 多 形 核 白 血 球 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 好 中 球 、 好 酸 球 、
好 塩 基 球 、 お よ び 骨 髄 系 前 駆 体 が あ る 。 白 血 球 膜 タ ン パ ク 質 の 例 に 、 CD抗 原 の メ ン バ ー 、
N-CAM、 I-CAM、 ヒ ト 白 血 球 抗 原 （ HLA） ク ラ ス Iお よ び HLAク ラ ス IIの 遺 伝 子 産 物 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 、 補 体 、 補 体 受 容 体 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 受 容 体 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 受 容 体 、 お よ び ケ モ カ イ ン 受 容 体 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 異 常 な リ ン パ 球 と 白 血 球 と の 活 性 に 伴 う 急 性 障 害 の 例 に は 、 AIDS、 免 疫 過 敏 、 白 血 病 、
白 血 球 減 少 症 、 全 身 性 ル ー プ ス 、 肉 芽 腫 症 、 お よ び 好 酸 球 増 加 症 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　
　 多 様 な リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 酵 素 、 腫 瘍 抑 制 因 子 、 ウ イ ル ス 性 遺 伝 子 産 物 、 薬 物 、 お よ び
無 機 イ オ ン は 、 ア ポ ト ー シ ス の 細 胞 破 壊 の 調 節 と 実 行 に お い て 、 重 要 な 正 ま た は 負 の 役 割
を 持 つ 。 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 幾 つ か の 特 定 成 分 は す で に 同 定 さ れ 特 徴 付 け ら れ て い る が 、
関 与 す る タ ン パ ク 質 間 の 多 く の 相 互 作 用 は 不 明 確 で あ り 、 こ の 経 路 の 主 要 な 諸 相 は 未 知 の
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ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 DNA切 断 と 、 Fasが 媒 介 す る 細 胞 死 と に お け る カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 関 与 を 示 す 過 去 の 研 究
は 、 ア ポ ト ー シ ス に お い て カ ル シ ウ ム が 必 要 で あ る こ と を 示 唆 し た （ Hewish, D.R. お よ
び  L.A. Burgoyne (1973) Biochem. Biophys. Res. Comm. 52:504-510; Vignaux, F. 他  
(1995) J. Exp. Med. 181:781-786; Oshimi, Y. お よ び  S. Miyazaki (1995) J. Immunol
. 154:599-609） 。 別 の 研 究 は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 上 昇 が 、 胸 腺 細 胞 に お い て T細 胞
受 容 体 架 橋 ま た は 糖 質 コ ル チ コ イ ド に よ っ て ア ポ ト ー シ ス が 引 き 起 こ さ れ た 際 に 見 ら れ 、
ま た 、 こ の 上 昇 を ブ ロ ッ ク す る こ と に よ っ て 細 胞 死 を 防 げ る こ と を 示 し て い る （ McConkey
, D.J. 他  (1989) J. Immunol. 143:1801-1806; McConkey, D.J. 他  (1989) Arch. Bioch
em. Biophys. 269:365-370） 。 し た が っ て 、 膜 タ ン パ ク 質 、 例 え ば カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル お
よ び Fas受 容 体 は 、 ア ポ ト ー シ ス 応 答 に と っ て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体
　 核 内 受 容 体 又 は 細 胞 内 受 容 体 と も 呼 ば れ る 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 群 は 、 １ つ の タ ン パ ク 質
ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を 構 成 す る 。  こ の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 受 容 体 及 び 転
写 調 節 因 子 の 両 方 で あ る 。 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は 、 そ の 受 容 体 機 能 及 び 転 写 調 節 機 能 の 両
方 に よ っ て 、 発 生 、 恒 常 性 、 細 胞 増 殖 、 及 び 細 胞 分 化 を 含 む 広 範 な 生 体 プ ロ セ ス に 影 響 を
与 え る （ Mangelsdorf, D. J.他  (1995) Cell 83 : 835-840 ; Wen, D. X. 及 び  D. P. Mc
Donnell (1995) Curr. Opin. Biotechnol. 6 : 582-589 ; Perlmann, T. 及 び  R. M. Eva
ns (1997) Cell 90 : 391-397 ; Tenbaum, S. 及 び  A. Baniahmad (1997) Int. J. Bioch
em. Cell Biol. 29 : 1325-1341 ; Moras, D. 及 び  H. Gronemeyer (1998) Curr. Opin. 
Cell Biol. 10 : 384-391 ; Willy, P. J. 及 び  D. J. Mangelsdorf (1998)  

 (編 集 ：  B. W. O'Malley) vol. 1, Academic Press, San Diego CA, 307-3
58ペ ー ジ  ; Weatherman, R. V.他  (1999) Annu. Rev. Biochem. 68 : 559-581.） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　
　 一 般 に 、 受 容 体 と は 、 他 の 分 子 を 特 異 的 に 認 識 す る タ ン パ ク 質 を 指 す 。 核 内 ホ ル モ ン 受
容 体 は 受 容 体 と し て 、 そ れ ら の 同 種 リ ガ ン ド を 特 異 的 に 認 識 し て そ れ ら に 結 合 す る 。 核 内
ホ ル モ ン 受 容 体 は 細 胞 内 に 局 在 す る が 、 多 く の 受 容 体 は 、 細 胞 外 リ ガ ン ド と 結 合 す る 細 胞
外 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の よ う な 細 胞 外 受 容 体 は 、 成 長 、 分 化 、 エ ン ド サ イ ト
ー シ ス 、 及 び 免 疫 反 応 に 影 響 を 与 え る 細 胞 応 答 を 引 き 起 こ す 。 他 の 受 容 体 は 、 小 胞 体 か ら
の タ ン パ ク 質 の 選 択 的 な 輸 送 を 促 進 し 、 細 胞 の 特 定 の 領 域 に 酵 素 を 局 在 化 さ せ る 。 核 内 ホ
ル モ ン 受 容 体 に よ る 転 写 調 節 、 細 胞 外 受 容 体 に よ る 細 胞 内 へ の シ グ ナ ル 伝 達 、 及 び 他 の 受
容 体 に よ る タ ン パ ク 質 の 輸 送 及 び 局 在 化 は 全 て 、 受 容 体 と 様 々 な 細 胞 成 分 と の 間 の 特 異 的
な 相 互 作 用 に 依 存 す る 。 多 く の 場 合 、 受 容 体 が 結 合 す る 同 種 リ ガ ン ド が 同 定 さ れ て い な い
。 こ の よ う な 受 容 体 は オ ー フ ァ ン 受 容 体 と 呼 ば れ る 。 リ ガ ン ド と 結 合 せ ず に 転 写 調 節 機 能
を 果 た す 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 も オ ー フ ァ ン 受 容 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　
　 多 細 胞 生 物 は 、 構 造 及 び 機 能 が 著 し く 異 な る 多 様 な 細 胞 型 か ら 構 成 さ れ て い る 。 細 胞 型
は 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン の 特 徴 に よ っ て 決 定 さ れ 、 ま た 、 異 な っ た 細 胞 型 は 発 生 中 に 、 オ ー
バ ー ラ ッ プ す る が 弁 別 的 な 一 組 の 遺 伝 子 群 を 発 現 す る 。 遺 伝 子 発 現 の 空 間 的 及 び 時 間 的 な
調 節 は 、 細 胞 増 殖 、 細 胞 分 化 、 ア ポ ト ー シ ス 、 及 び 生 物 の 発 達 に 必 要 な そ の 他 の プ ロ セ ス
に と っ て 極 め て 重 要 で あ る 。 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は 転 写 調 節 因 子 と し て 、 こ れ ら の 基 本 的
な 生 体 プ ロ セ ス の 調 節 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 他 の 転 写 調 節 因 子 は 、 細 胞 間
伝 達 の 仲 介 お よ び 様 々 な 細 胞 型 の 作 用 の 調 整 を 行 な う 細 胞 外 シ グ ナ ル に 応 答 し て 遺 伝 子 発
現 に 影 響 を 与 え る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 般 に 、 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 等 の 転 写 調 節 因 子 は 、 配 列 特 異 的 な 要 領 で プ ロ モ ー タ ー 、
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エ ン ハ ン サ ー 、 及 び 遺 伝 子 の 上 流 の 調 節 領 域 と 結 合 し て 、 遺 伝 子 転 写 の 開 始 、 活 性 化 、 抑
制 、 ま た は 停 止 を 行 う 。 し か し な が ら 、 或 る 種 の 転 写 調 節 因 子 は 、 遺 伝 子 コ ー ド 領 域 内 或
い は そ の 下 流 の 調 節 エ レ メ ン ト と 結 合 す る 。 転 写 調 節 タ ン パ ク 質 が 、 単 体 で 或 い は 他 の ア
ク セ サ リ ー フ ァ ク タ ー と 複 合 体 を 形 成 し て DNAの 特 定 の 領 域 に 結 合 し 得 る （ Lewin, B. (19
90)  , Oxford University Press, New York NY, and Cell Press, Cambridge M
A, 554-570ペ ー ジ ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は 、 リ ガ ン ド と 結 合 し て い な い 状 態 で は 、 hsp90等 の 熱 シ ョ ッ ク タ
ン パ ク 質 及 び hsp56等 の イ ム ノ フ ィ リ ン を 含 む シ ャ ペ ロ ン の 多 タ ン パ ク 質 複 合 体 と 結 合 し
て 存 在 す る 。 こ れ ら の シ ャ ペ ロ ン は 、 遊 離 リ ガ ン ド の 結 合 が 受 け 入 れ ら れ る よ う な 不 活 性
な 状 態 に リ ガ ン ド の な い 受 容 体 を 維 持 し 、 リ ガ ン ド の な い 受 容 体 が 核 に 転 位 す る の を 防 止
す る 。 同 種 リ ガ ン ド に よ っ て 活 性 化 さ れ る と 、 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は ホ モ 二 量 体 又 は ヘ テ
ロ 二 量 体 を 形 成 す る こ と が で き 、 そ の ホ モ 二 量 体 又 は ヘ テ ロ 二 量 体 は 核 に 転 位 し て 、 特 定
の DNA配 列 に 結 合 し 、 転 写 調 節 機 能 を 発 揮 す る 。 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 の 調 節 の 役 割 を 効 果
的 に 果 た す た め に 、 活 性 化 し た 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ 含 有 コ リ プ
レ ッ サ ー 複 合 体 か ら 解 離 し 、 ヒ ス ト ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 含 有 コ ア ク テ ィ ベ ー タ
ー 複 合 体 と 結 合 す る （ Xu, L.他  (1999) Curr. Opin. Genet. Dev. 9 : 140- 147） 。 活 性
化 し た 受 容 体 が コ ア ク テ ィ ベ ー タ タ ン パ ク 質 と 結 合 し て ク ロ マ チ ン が リ モ デ リ ン グ さ れ る
こ と に よ り 、 転 写 的 に 開 い た 活 性 な 状 態 に な り 、 活 性 化 し た 核 内 受 容 体 の 転 写 調 節 エ レ メ
ン ト に 到 達 で き る よ う に な る （ Lemon, B. D. 及 び  L. P. Freedman (1999) Curr. Opin. 
Genet. Dev. 9 : 499-504） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　
　 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は 、 ホ ル モ ン シ グ ナ ル を 転 写 反 応 に 変 換 し て シ グ ナ ル ト ラ ン ス デ ュ
ー サ と し て 作 用 す る 。 一 般 に 、 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は 、 可 変 ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン 、 高 度 に
保 存 さ れ た DNA結 合 ド メ イ ン 、 及 び 保 存 さ れ た Ｃ 末 端 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン か ら な る 。 ス
テ ロ イ ド 結 合 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 で は 、 ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン が AF-1と 呼 ば れ る ト ラ ン ス 活
性 化 エ レ メ ン ト を 匿 っ て い る 。  或 る 種 の 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は ま た 、 AF-2と 呼 ば れ る リ
ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン に ト ラ ン ス 活 性 化 エ レ メ ン ト を 含 む 。  核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 の DNA結 合
ド メ イ ン 及 び リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン は 二 量 体 化 エ レ メ ン ト を 含 み 得 る 。  ま た 、 DNA結 合 ド
メ イ ン は 核 局 在 化 シ グ ナ ル を 含 み 得 る （ Weatherman, R. V.他  (1999) Annu. Rev. Bioche
m. 68 : 559-581） 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 の DNA結 合 ド メ イ ン は 、 特 定 の DNA配 列 の 認 識 を 媒 介 す る ２ つ の Znフ
ィ ン ガ ー モ チ ー フ か ら な る 。 Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ は 、 Zn + 2 を 配 位 結 合 す る 周 期 的 に 離 間
し た ヒ ス チ ジ ン 残 基 及 び シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。  こ の 配 列 パ タ ー ン の 例 に は 、 C2H2型 、 C
4型 、 及 び C3HC4型 （ 「 RING」 フ ィ ン ガ ー ） の Znフ ィ ン ガ ー 、 及 び PHDド メ イ ン が 含 ま れ る
（ Lewin, 前 出  ; Aasland, R. 他  (1995) Trends Biochem. Sci. 20 : 56-59） 。 Znフ ィ
ン ガ ー モ チ ー フ は 、 構 造 及 び 隣 接 状 態 が 亜 鉛 イ オ ン に よ っ て 維 持 さ れ て い る １ つ の 逆 平 行
β シ ー ト 及 び １ つ の α ヘ リ ッ ク ス を 含 む 。 DNAと の 接 触 は 、 ヘ リ ッ ク ス の 前 の ア ル ギ ニ ン
残 基 に よ っ て 、 並 び に α ヘ リ ッ ク ス の 第 ２ の 残 基 、 第 ３ の 残 基 、 及 び 第 ６ の 残 基 に よ っ て
な さ れ る 。 タ ン パ ク 質 の 各 Znフ ィ ン ガ ー の α ヘ リ ッ ク ス が DNA二 重 螺 旋 の 主 溝 と 接 触 で き
る よ う に 、 Znフ ィ ン ガ ー モ チ ー フ は そ の タ ン パ ク 質 内 に タ ン デ ム 型 に リ ピ ー ト さ れ 得 る 。
こ の 、 タ ン パ ク 質 と DNAと の 間 の 接 触 の 繰 り 返 し に よ っ て 、 強 力 且 つ 特 異 的 な DNA－ タ ン パ
ク 質 相 互 作 用 が 起 こ る 。 こ の 相 互 作 用 の 強 度 及 び 特 異 性 は 、 タ ン パ ク 質 内 の Znフ ィ ン ガ ー
モ チ ー フ の 数 に よ っ て 調 節 さ れ 得 る 。 Znフ ィ ン ガ ー は 、 初 め は DNAと 直 接 相 互 作 用 す る 領
域 と し て DNA結 合 タ ン パ ク 質 に お い て 見 出 さ れ た が 、 そ の 後 DNAと 結 合 し な い タ ン パ ク 質 か
ら も 見 出 さ れ た （ 例 え ば Lodish, H.他  (1995) , Scientific Ame
rican Books, New York NY,  447-451ペ ー ジ 参 照 ） 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
　 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン は 、 リ ガ ン ド 、 コ ア ク テ ィ ベ ー タ タ ン パ ク
質 、 及 び コ リ プ レ ッ サ ー タ ン パ ク 質 と の 結 合 に 関 与 す る 。 こ の ド メ イ ン は 三 層 の α ヘ リ ッ
ク ス か ら な り 、 中 間 の 層 は 多 数 の 疎 水 性 側 鎖 を 含 む ２ つ の ヘ リ ッ ク ス か ら な る （ Moras, D
. 及 び  H. Gronemeyer (1998) Curr. Opin. Cell Biol. 10 : 384-391） 。 従 っ て 、 こ れ
ら の ２ つ の 中 間 層 の α ヘ リ ッ ク ス が 、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 で あ る 疎 水 性 ポ ケ ッ ト を 形 成 し て
い る 。  こ の 疎 水 性 リ ガ ン ド 結 合 部 位 の リ ガ ン ド 結 合 は 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 の 内 部 に 完 全
に 埋 も れ 、 溶 液 に 露 出 し て い な い 。 こ の こ と か ら 、 リ ガ ン ド の 結 合 に は リ ガ ン ド 結 合 ド メ
イ ン に お け る 大 き な 構 造 の 変 化 を 伴 う こ と が 示 唆 さ れ る 。 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン の α ヘ リ
ッ ク ス の 一 つ は 、 核 内 受 容 体 の 二 量 体 に サ ブ ユ ニ ッ ト 間 の 接 触 の 多 く を 提 供 す る 。 こ の α
ヘ リ ッ ク ス は リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト に お い て 結 合 し て い る 時 は そ の リ ガ ン ド に 接 触 す る こ
と か ら 、 リ ガ ン ド 結 合 が 受 容 体 の 二 量 体 の 形 成 に 影 響 を 与 え 得 る こ と が 示 唆 さ れ る （ Weat
herman, R. V.他  (1999) Annu. Rev. Biochem. 68 : 559-581） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　
　 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は 、 ス テ ロ イ ド 受 容 体 、 RXR－ ヘ テ ロ 二 量 体 受 容 体 、 及 び 核 内 オ ー
フ ァ ン ホ ル モ ン 受 容 体 の ３ つ の ク ラ ス に 大 き く 分 類 す る こ と が で き る 。 ス テ ロ イ ド 受 容 体
は ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン に 結 合 し 、 こ の ク ラ ス に は ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 、 ミ ネ ラ ル コ ル チ コ
イ ド 受 容 体 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 、 糖 質 コ ル チ コ イ ド 受 容 体 、 及 び プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体
が 含 ま れ る 。 RXR－ ヘ テ ロ 二 量 体 受 容 体 は 非 ス テ ロ イ ド リ ガ ン ド と 結 合 し 、 こ の ク ラ ス に
は 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 、 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 、 ビ タ ミ ン D受 容 体 、 エ ク ジ ソ ン 受 容 体
、 及 び ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 が 含 ま れ る 。 核 内 オ ー フ ァ ン ホ ル モ ン 受 容
体 に は 、 ス テ ロ イ ド 産 生 因 子 １ 、 神 経 成 長 因 子 誘 導 性 受 容 体 、 及 び Ｘ 染 色 体 連 鎖 オ ー フ ァ
ン 受 容 体 DAX-1が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 は 、 特 定 の ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン と 結 合 す る と 活 性 化 す る 。  
リ ガ ン ド の 結 合 に よ っ て 起 こ る 構 造 の 変 化 に よ り 、 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 か ら 受 容 体 が 解
離 し 、 ホ ル モ ン 応 答 エ レ メ ン ト （ HRE） と 呼 ば れ る 特 定 の パ リ ン ド ロ ー ム DNA配 列 を 認 識 す
る 受 容 体 ホ モ 二 量 体 が 形 成 さ れ る 。 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 ホ モ 二 量 体 は HREに 結 合 す
る と 標 的 遺 伝 子 の 転 写 を 調 節 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 例 え ば プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （ PR） は 、 女 性 の 生 殖 周 期 を 変 化 さ せ る 重 要 な 要 素 で あ る
コ レ ス テ ロ ー ル 由 来 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン 即 ち 4-プ レ グ ネ ン -3,20-ジ オ ン に よ っ て 活 性 化 さ れ
る ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン 受 容 体 で あ る 。 こ れ ら の 変 動 は 、 月 経 及 び 妊 娠 を 含 む 解 剖 学 的 及 び
形 態 学 的 変 化 と 相 関 す る 。 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 作 用 は PRに よ っ て 仲 介 さ れ る 。 細 胞 質 で は 、
PRは 、 幾 つ か の 他 の タ ン パ ク 質 及 び PRヘ テ ロ 複 合 体 と し て 知 ら れ る 因 子 と 結 合 し て い る 。
こ の ヘ テ ロ 複 合 体 に は 、 hsp70、 hsp90、 hsp27、 p59 (hsp56)、 p48、 及 び p23等 の イ ム ノ フ
ィ リ ン 及 び 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る （ Johnson, J. L.他  (1994) Mol. Cell. Bio
l. 14 : 1956-1963） 。 プ ロ ゲ ス テ ロ ン の 結 合 で 活 性 化 さ れ た PRが 核 に 転 移 し 、 正 準 DNA転
写 エ レ メ ン ト に 結 合 し て 分 化 及 び 細 胞 周 期 に 関 係 す る プ ロ ゲ ス テ ロ ン 調 節 性 遺 伝 子 を 調 節
す る （ Moutsatsou, P 及 び  C. E. Sekeris (1997) Ann. N. Y. Acad. Sci. 816 : 99-115
） 。 妊 娠 を 終 了 さ せ る の に 用 い ら れ 得 る PRア ン タ ゴ ニ ス ト RU486は 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン
受 容 体 を 標 的 と し た 市 販 の 治 療 薬 の 一 例 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 RXRヘ テ ロ 二 量 体 核 内 受 容 体 は 、 そ の グ ル ー プ の メ ン バ ー が レ チ ノ イ ド Ｘ 受 容 体 （ RXR）
と ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る と そ の 標 的 DNA配 列 と 結 合 す る こ と か ら 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン
受 容 体 と 区 別 さ れ る （ Mangelsdorf, D. J. 及 び  R. M. Evans (1995) Cell 83 : 841-850
） 。 RXRの ３ 種 類 の ア イ ソ フ ォ ー ム が 同 定 さ れ た （ Minucci, S. 及 び  K. Ozato (1996) Cu
rr. Opin. Genet. Dev. 6 : 567-574） 。 レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 （ RAR） は RXRヘ テ ロ 二 量 体
核 内 受 容 体 の 例 で あ る 。 レ チ ノ イ ン 酸 （ RA） は 、 主 に 魚 の 肝 油 、 肝 臓 、 卵 黄 、 バ タ ー 、 及
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び ク リ ー ム に 存 在 す る 脂 溶 性 ビ タ ミ ン で あ る ビ タ ミ ン A（ レ チ ノ ー ル ） の 生 物 学 的 に 活 性
な 代 謝 産 物 で あ る 。 9-シ ス -RAは RAR/RXRに 結 合 す る が 、 オ ー ル -ト ラ ン ス -RAは RXRの み と
結 合 す る 。 RAR/RXRヘ テ ロ 二 量 体 は 、 レ チ ノ イ ン 酸 応 答 エ レ メ ン ト （ RARE） と し て 知 ら れ
る 特 定 の DNA配 列 と 高 親 和 的 に 結 合 す る た め 、 RA依 存 性 転 写 の 制 御 因 子 と し て 作 用 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 （ PPAR） は 、 脂 肪 酸 及 び エ イ コ サ ノ イ ド に よ っ
て 誘 導 さ れ る 治 療 的 に 重 要 な RXR－ ヘ テ ロ 二 量 体 核 内 受 容 体 で あ る 。 そ れ ぞ れ が 特 定 の 発
現 パ タ ー ン を 有 す る PPARの ３ 種 類 の 既 知 の イ ソ 型 が 存 在 し 、 こ れ ら は グ ル コ ー ス 及 び 脂 質
の 全 身 の 恒 常 性 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 調 節 に 関 与 す る （ Kliewer, S. A. 及 び  T. M. Willso
n (1998) Curr. Opin. Genet. Dev. 8 : 576-581 ; Michalik, L. 及 び  W. Wahli (1999)
 Curr. Opin. Biotechnol. 10 : 564-570） 。 従 っ て 、 PPARは 糖 尿 病 、 異 脂 肪 血 症 、 及 び
肥 満 症 等 の 疾 患 の 治 療 標 的 で あ る （ Smith, S. A. (1996) Pharmacol. Rev. Commun. 8 : 
57-64 ; Willson, T. M. 及 び  W. Wahli (1997) Curr. Opin. Chem. Biol. 1 : 235-241 
; Barroso, I.他  (1999) Nature 402 : 880-883） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 核 内 オ ー フ ァ ン 受 容 体 は 、 活 性 化 す る リ ガ ン ド を 有 し て い な い 核 内 受 容 体 、 或 い は リ ガ
ン ド 結 合 し て も そ の 影 響 が な く 転 写 調 節 活 性 を 発 揮 し 得 る 核 内 受 容 体 で あ る 。 例 え ば 、 線
虫 に お い て 、 X染 色 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る 核 内 受 容 体 相 同 体 SEX-1は 、 性 決 定 遺 伝 子 xol-
1の 転 写 を 調 節 す る （ Carmi, I.他  (1998) Nature 396 : 168-173） 。 SEX-1は リ ガ ン ド 結
合 に 依 存 す る の で は な く 、 X染 色 体 カ ウ ン ト 機 構 に よ る 性 分 化 調 節 に お い て 、 用 量 応 答 的
に 転 写 調 節 因 子 と し て 影 響 を 与 え る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 レ チ ノ イ ド 関 連 オ ー フ ァ ン 受 容 体 α （ RORα ） は 核 内 受 容 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ の も う 一
つ の メ ン バ ー で あ る 。 RORα 遺 伝 子 に 欠 失 の あ る マ ウ ス は 免 疫 系 の 異 常 を 示 す 。 RORα 1の
発 現 は NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 悪 影 響 を 与 え る が 、 こ れ は NF-κ Bシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 主
要 な 阻 害 タ ン パ ク 質 で あ る Iκ Bα の 誘 発 を 通 じ て 起 こ る よ う で あ る 。 こ ら ら の 観 察 は 、 RO
Rα 1が ア テ ロ ー ム 硬 化 型 冠 動 脈 疾 患 お よ び リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 な ど の 慢 性 炎 症 性 疾 患 の 治
療 の 標 的 で あ る こ と を 示 唆 し て い る (Delerive, P.  (2001)  EMBO 2:4248)。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 NSD1は い く つ か の 核 内 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン (LBD)と 相 互 作 用 す る マ ウ ス の 核
タ ン パ ク 質 で あ る 。 NSD1は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 遺 伝 子 Ash1お よ び 出 芽 酵 母 （ S. cerevis
iae） の 遺 伝 子 YJQ8に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 代 表 さ れ る サ ブ タ イ プ の SETド メ イ
ン を 含 む 。 SETド メ イ ン は 染 色 体 の 構 成 と 機 能 に 関 与 し 、 数 多 く の 真 核 生 物 タ ン パ ク 質 に
見 ら れ る 。 NSA1は ま た 、 PHDフ ィ ン ガ ー ま た は C4HC3モ チ ー フ と し て 知 ら れ る 複 数 の Znフ ィ
ン ガ ー 様 モ チ ー フ を 含 ん で い る 。 NSD1は NID L  お よ び  NID + L と 名 づ け ら れ た ２ つ の 明 確 な
核 内 受 容 体 相 互 作 用 ド メ イ ン を 含 ん で い る 。 NID L  は レ チ ノ イ ン 酸 受 容 体 （ RAR） と 甲 状 腺
ホ ル モ ン 受 容 体 （ TR） の リ ガ ン ド に 結 合 し て い な い LBDと 相 互 作 用 す る 。 NID + L  は RAR、 TR
、 レ チ ノ イ ド X受 容 体 （ RXR） お よ び エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） の リ ガ ン ド の 結 合 し た LBD
と 相 互 作 用 す る 。 こ の こ と か ら 、 標 的 核 内 受 容 体 の LBDに リ ガ ン ド が 結 合 し て い る か ど う
か に よ っ て 、 NSA1は 転 写 調 節 に 関 し て 異 な る 役 割 を 演 じ て い る 可 能 性 が 高 い (Ningwu Huan
gl, N. 他  (1998)  EMBO 17:33983412 お よ び こ の 論 文 中 の 参 照 文 献 )。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 或 る 種 の 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 は 、 通 常 は 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー と 結 合 す る 通 常
の DNA結 合 ド メ イ ン を 含 ま な い 。 DAX-1は 、 通 常 の DNA結 合 ド メ イ ン を 含 ま な い 核 内 ホ ル モ
ン 受 容 体 の 一 つ で あ っ て 、 DAX-1に お け る 突 然 変 異 は 先 天 性 X染 色 体 連 鎖 副 腎 形 成 不 全 を 引
き 起 こ す こ と が 分 か っ て い る （ Zanaria, E. F.他  (1994) Nature 372 : 635-641） 。 DAX-
1は 核 内 オ ー フ ァ ン 受 容 体 で あ っ て 、 ス テ ロ イ ド 産 生 因 子 １ （ SF-1） と 直 接 相 互 作 用 す る
（ Ito, M.他  (1997) Mol. Cell. Biol. 17 : 1476-1483） 。  DAX-1は ま た 、 性 特 異 的 遺 伝
子 発 現 に お け る SF-1の 作 用 を 調 節 す る 能 力 が あ る （ Nachtigal, M. W.他  (1998) Cell 445
-454） 。 SF-1は 、 副 腎 及 び 生 殖 腺 の 幾 つ か の ス テ ロ イ ド 産 生 酵 素 遺 伝 子 の 転 写 調 節 因 子 と
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し て 作 用 す る 核 内 オ ル フ ァ ン 受 容 体 で あ り 、 （ Lala, D. S.他  (1992) Mol. Endocrinol. 
6 : 1249-1258 ; Lynch, J. P. 他  (1993) Mol. Endocrinol. 7 : 776-786 ; Clemens, J
. W. 他  (1994) Endocrinology 134 : 1499-1508） 、 下 垂 体 性 腺 刺 激 細 胞 で 発 現 さ れ る 幾
つ か の 遺 伝 子 も 調 節 し 得 る （ Barnhart, K. M. 及 び  P. L. Mellon (1994) Mol. Endocrin
ol. 8 : 878-885 ; Ingraham, H. A. 他  (1994) Genes Dev. 8 : 2302-2312 ; Halvorson
, L. M. 他  (1996) J. Biol. Chem. 271 : 6645-6650 ; Keri, R. A. 及 び  J. H. Nilson
 (1996) J. Biol. Chem. 271 : 10782-10785） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 SF-1は ま た 小 ヘ テ ロ 二 量 体 パ ー ト ナ ー （ SHP ; short heterodimer partner） の 強 力 な
ト ラ ン ス 活 性 化 因 子 と し て 作 用 す る （ Lee, Y. K. 他  (1999) J. Biol. Chem. 274 : 2086
9-20873） 。 SHPも ま た 、 通 常 の DNA結 合 ド メ イ ン を 含 ま な い 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 で あ る （ S
eol, W. 他  (1996) Science 272 : 1336-1339 ; Lee, H.-K. 他  (1998) J. Biol. Chem. 
273 : 14398-14402） 。 SHPは 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 多 く の メ ン バ ー と 相 互 作 用
す る 。  そ の 中 に は 、 レ チ ノ イ ド 受 容 体 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 、
及 び オ ー フ ァ ン 受 容 体 CARが 含 ま れ る 。 SHPは 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 へ の 結 合 に お い て コ ア
ク テ ィ ベ ー タ ー と 競 合 す る こ と で 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 仲 介 性 転 写 活 性 化 の イ ン ヒ ビ タ ー
と し て 作 用 す る （ Johansson, L. 他  (1999) J. Biol. Chem. 274 : 345-353） 。 SHPは ま
た 、 オ ー フ ァ ン 受 容 体 肝 細 胞 核 因 子 ４ 及 び レ チ ノ イ ド X受 容 体 に よ っ て ト ラ ン ス 活 性 化 を
阻 害 す る （ Lee, Y. K. 他  (2000) Mol. Cell. Biol. 20 : 187-195） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ヒ ト の 甲 状 腺 ホ ル モ ン 受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 （ TRAP） 複 合 体 は 核 内 受 容 体 の コ ア ク テ ィ
ベ ー タ で あ る 。 TRAPは 、 TATA結 合 （ TBP） 関 連 因 子 （ TAF） が 不 在 の と き に in vitroで 活 性
化 転 写 を 仲 介 す る 能 力 を 持 つ 酵 母 の SRBお よ び MED含 有 補 助 因 子 複 合 体 (SRB/MED, SMCC) の
等 価 物 で あ る ら し い 。 TAFは TBPと は 異 な る TFIIDの サ ブ ユ ニ ッ ト を 含 む 。 SRB/MEDは 、 TAF
が 不 在 の と き に 活 性 化 転 写 を 仲 介 （ MED） す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ II（ SRP） の 最 大 サ ブ ユ ニ
ッ ト の カ ル ボ キ シ ル 末 端 リ ピ ー ト ド メ イ ン の 切 断 の サ プ レ ッ サ で あ る と 遺 伝 的 に 同 定 さ れ
る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　
　 ヒ ト に お け る 腫 瘍 疾 患 の 多 く は 、 不 適 切 な 遺 伝 子 発 現 に よ っ て 起 こ り 得 る 。 悪 性 の 細 胞
成 長 は 、 腫 瘍 促 進 遺 伝 子 の 過 剰 な 発 現 又 は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 の 不 十 分 な 発 現 に よ っ て 起 こ
り 得 る （ Cleary, M. L. (1992) Cancer Surv. 15:89-104） 。 染 色 体 転 座 に よ っ て も 、 或
る 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 を 別 の 無 関 係 遺 伝 子 の 調 節 領 域 と 融 合 さ せ る 、 キ メ ラ 座 （ chimeric
 loci） が 生 成 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 配 列 は 、 お そ ら く 不 適 切 な 遺 伝 子 転 写 を 引 き 起 こ す
。 ま た 、 悪 性 腫 瘍 を 引 き 起 こ す 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 更 に 、 免 疫 系 は 、 細 胞 防 御 機 構 の 漸 進 的 な 選 択 、 増 幅 、 及 び 動 員 を 調 整 す る イ ベ ン ト の
カ ス ケ ー ド を 活 性 化 す る こ と に よ り 、 感 染 や 外 傷 に 応 答 す る 。 遺 伝 子 の 活 性 化 及 び 抑 制 の
複 雑 か つ バ ラ ン ス の 取 れ た プ ロ グ ラ ム が 、 こ の プ ロ セ ス に 関 与 し て い る 。 し か し な が ら 、
遺 伝 子 発 現 の 不 適 切 或 い は 不 十 分 な 調 節 に よ っ て 起 こ る 免 疫 系 の 活 動 過 多 は 、 組 織 や 器 官
に 相 当 な 損 傷 を 与 え 得 る 。 こ の 損 傷 は 、 関 節 炎 、 ア レ ル ゲ ン 、 心 臓 発 症 、 発 作 、 及 び 感 染
に 関 連 す る 免 疫 応 答 に つ い て の 文 献 に 詳 し く 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば Isselbacher 他  (19
96) , 13/e, McGraw Hill, Inc. and Teto
n Data Systems Software参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 更 に 、 多 細 胞 生 物 の 成 長 は 発 生 の 適 切 な 段 階 に お け る 細 胞 分 化 の 誘 導 及 び 調 整 に 基 づ い
て い る 。 こ の プ ロ セ ス の 中 心 は 、 体 中 の 細 胞 及 び 組 織 に 固 有 性 を 与 え る 差 次 的 な 遺 伝 子 発
現 で あ る 。 発 生 中 に 遺 伝 子 発 現 の 調 節 に 失 敗 す る と 、 発 生 ／ 発 達 障 害 が 起 こ り 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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T細 胞 の 活 性 化



　 ヒ ト の T細 胞 は ブ ド ウ 球 菌 の 外 毒 素 に よ っ て 特 異 的 に 活 性 化 す る こ と が で き 、 こ の 結 果
サ イ ト カ イ ン の 産 生 と 細 胞 増 殖 が 起 こ り 、 敗 血 シ ョ ッ ク に 至 る こ と が あ る (Muraille, E. 
他  (1999) Int. Immunol. 11:1403-1410)。 ブ ド ウ 球 菌 の 外 毒 素 に よ っ て T細 胞 を 活 性 化 す
る に は 、 外 毒 素 分 子 を T細 胞 に 提 示 し て 最 適 な T細 胞 活 性 化 に 必 要 な 共 刺 激 シ グ ナ ル を 伝 え
る 、 抗 体 提 示 細 胞 (APC)の 存 在 を 要 す る 。 ブ ド ウ 球 菌 の 外 毒 素 は APCに よ っ て T細 胞 に 提 示
さ れ る 必 要 が あ る が 、 こ れ ら の 分 子 は APCに よ る プ ロ セ シ ン グ を 必 要 と し な い 。 そ の 代 わ
り に 、 ブ ド ウ 球 菌 の 外 毒 素 は ヒ ト の 主 要 組 織 適 合 性 複 合 体 （ MHC） ク ラ ス II分 子 の 非 多 型
性 部 分 に 直 接 結 合 し 、 こ れ に よ り MHCク ラ ス II分 子 の 多 型 性 抗 原 溝 へ の ペ プ チ ド の 結 合 お
よ び 切 断 、 捕 捉 の 必 要 性 を 回 避 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　 ア レ イ 技 術 は 、 単 一 の 多 型 遺 伝 子 の 発 現 や 、 多 数 の 関 連 遺 伝 子 ま た は 無 関 係 の 遺 伝 子 の
発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 探 求 す る 簡 単 な 方 法 を 提 供 し 得 る 。 単 一 遺 伝 子 の 発 現 を 試 験 す る と き
は 、 ア レ イ を 用 い て 或 る 特 定 遺 伝 子 又 は そ の 変 異 体 の 発 現 を 検 出 す る 。 発 現 プ ロ フ ァ イ ル
を 調 べ る と 、 組 織 特 異 的 で あ り 、 毒 性 試 験 で テ ス ト す る 物 質 に よ っ て 影 響 さ れ 、 シ グ ナ ル
伝 達 カ ス ケ ー ド の 一 部 で あ り 、 細 胞 の 生 存 に 基 本 的 に 必 要 な 機 能 を 実 行 す る 、 ま た は 特 定
の 遺 伝 的 素 因 、 状 態 、 疾 患 ま た は 障 害 に 特 に 関 連 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の プ ラ ッ ト ホ
ー ム を ア レ イ は 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 新 規 の 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 ま た そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
見 に よ り 、 新 規 の 組 成 物 を 提 供 す る こ と で 当 分 野 の 要 望 に 応 え る こ と が で き る 。  こ の 新
規 の 組 成 物 は 、 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 の 疾 患 、 神 経 疾 患 、 代 謝 異 常 、 発 生 ま た
は 発 達 障 害 、 内 分 泌 疾 患 、 心 血 管 障 害 、 生 殖 系 疾 患 、 胃 腸 障 害 、 代 謝 異 常 、 遺 伝 疾 患 、 脂
質 代 謝 異 常 、 癌 お よ び ウ ィ ル ス 感 染 の 診 断 ・ 治 療 ・ 予 防 に お い て 有 用 で あ り 、 ま た 、 受 容
体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 核 酸 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 の 発 現 に お け る 外 来 性 化 合 物 の 影
響 に つ い て の 評 価 に も 有 用 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は 、 総 称 し て 「 NAAP」 、 個 別 に は 各 々 「 REMAP-1」 、 「 REMAP-2」 、 「 REMAP-3」
、 「 REMAP-4」 、 「 REMAP-5」 、 「 REMAP-6」 、 「 REMAP-7」 、 「 REMAP-8」 、 「 REMAP-9」 、
「 REMAP-10」 、 「 REMAP-11」 、 「 REMAP-12」 、 「 REMAP-13」 、 「 REMAP-14」 、 「 REMAP-15
」 、 「 REMAP-16」 、 「 REMAP-17」 、 「 REMAP-18」 、 「 REMAP-19」 、 「 REMAP-20」 、 「 REMA
P-21」 、 「 REMAP-22」 、 「 REMAP-23」 、 「 REMAP-24」 、 「 REMAP-25」 、 お よ び 「 REMAP-26
」 と 呼 ぶ 、 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 、 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
或 る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少
な く と も 90％ が 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:
1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お
よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 原 性 断 片 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、
SEQ ID NO:1-26の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な
く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 持 つ 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID
 NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断
片 、 ま た は （ ｄ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 SEQ ID
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発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ



 NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 (a)SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド 、 (b)SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％ が 同
一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 (c)SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選
択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 ま た は （ ｄ ） SEQ ID NO:
1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 か ら 構 成
さ れ る 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 機 能 的 に 連 結 し た
プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は
組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 を 提 供 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発
明 は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 遺 伝 形 質 転 換 生 物 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90
%が 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る
群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び （ ｄ ） SE
Q ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片
か ら 構 成 さ れ る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る 。  製 造 方 法 は 、
（ ａ ） 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た
条 件 下 で 培 養 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） そ の よ う に 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 過 程 と を 有
し 、 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 機 能 的 に 連
結 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０
％ 同 一 で あ る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群
か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ 
ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 か
ら 構 成 さ れ る 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る よ う な 単 離 さ れ た 抗 体 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 （ ｄ ） （ ｂ ） に 相 補 的 な
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び （ ｅ ） （ ａ ） ～ （ ｄ ） の RNA等 価 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 少 な
く と も ６ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ こ で
、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は （ ａ ） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｄ ） （ ｂ ） に 相 補
的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ ｅ ） （ ａ ） ～ （ ｄ ） の RNA等 価 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 有 す る 。 検 出 方 法 は 、 （ ａ ） サ ン プ ル 中 の 前 記 の 標 的 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な 配 列 を 含 む 、 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 む プ ロ
ー ブ を 用 い て 該 サ ン プ ル を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 と 、 （ ｂ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複
合 体 の 存 在 ・ 不 存 在 を 検 出 し 、 複 合 体 が 存 在 す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ の 量 を 検 出 す る
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過 程 か ら な り 、 プ ロ ー ブ と 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド あ る い は そ の 断 片 の 間 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で 、 プ ロ ー ブ は 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 プ ロ ー ブ は 少 な く と も 60の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ こ で
、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ｃ ） （ ａ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
（ ｄ ） （ ｂ ） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ ｅ ） （ ａ ） ～ （
ｄ ） の RNA等 価 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。 検 出 方 法
は 、 （ ａ ） ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 増 幅 を 用 い て 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を 増
幅 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） 前 記 の 増 幅 し た 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 の 存 在 ・ 不 存
在 を 検 出 し 、 該 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 が 存 在 す る 場 合 に は オ プ シ ョ ン で そ
の 量 を 検 出 す る 過 程 を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 或 る 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド と 薬 物 と し て 許 容 し 得 る 或 る 賦 形 剤 と か ら な
る 、 或 る 組 成 物 を 提 供 す る 。 有 効 量 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群
か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か
ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を
含 む ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択
し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
一 実 施 例 で は 、 SEQ ID NO:1-26か ら な る 一 群 か ら 選 択 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 成 物 を
提 供 す る 。  更 に 、 本 発 明 は 、 患 者 に こ の 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 機 能 的 REMAPの 発
現 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 や そ の 症 状 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な
く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:
1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ
び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 を 確 認
す る た め に 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、
（ ａ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 （ ｂ ） サ ン プ ル 中 の
ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 別 法 で は 、 本 発 明 は 、 こ の 方 法 に よ っ て 同 定 さ
れ た ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 と 好 適 な 医 薬 用 賦 形 剤 と を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 更 な る 別 法 で は
、 本 発 明 は 、 こ の 組 成 物 の 患 者 へ の 投 与 を 含 む 、 機 能 的 REMAPの 発 現 の 低 下 に 関 連 し た 疾
患 や そ の 症 状 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な
く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:
1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 お よ
び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫
原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て の 有 効 性 に つ き
、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） 該 ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル を 或 る 化 合 物 に 曝 す 過 程 と 、 （ ｂ ） サ ン プ ル 中 の ア ン タ ゴ ニ ス
ト 活 性 を 検 出 す る 過 程 か ら な る 。 或 い は 本 発 明 は 、 こ の 方 法 で 同 定 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト 化
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合 物 と 薬 物 と し て 許 容 し 得 る 賦 形 剤 と を 有 す る 組 成 物 を 提 供 す る 。 更 な る 別 法 で 本 発 明 は
、 機 能 的 REMAPの 過 剰 発 現 を 伴 う 疾 患 や 症 状 の 治 療 を 要 す る 患 者 へ の 、 こ の 組 成 物 の 投 与
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ９ ０
％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:1-26か ら
な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、 ま た は （ ｄ
） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性
断 片 を 含 む 群 か ら 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 条 件 下 で 少 な く と も
１ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合 さ せ る 過 程 と 、 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 と の ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出
し 、 そ れ に よ っ て ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 過 程 と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 （ ａ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ
ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と の 少 な く と
も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 或 る 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｃ ） SEQ ID NO:
1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 断 片 、
お よ び （ ｄ ） SEQ ID NO:1-26か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ ポ リ ペ プ チ
ド の 免 疫 原 性 断 片 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 或 る 化 合
物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 （ ａ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 に と り 許 容 し 得 る 条 件 下 で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 と 混 合
す る 過 程 と 、 （ ｂ ） 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を こ の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で 算 定 す る 過 程 と 、
（ ｃ ） こ の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を こ の 試 験 化 合 物 の 不 存 在 下 で
の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る 過 程 か ら な り 、 こ の 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の 該 ポ リ ペ
プ チ ド の 活 性 の 変 化 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 標 示 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
持 つ 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 効 果 に つ き 、 或 る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 一 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ ａ ） こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る サ ン プ ル を
或 る 化 合 物 に 曝 露 す る 過 程 と 、 （ ｂ ） こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 改 変 を 検 出 す る
過 程 と 、 （ ｃ ） 可 変 量 の こ の 化 合 物 の 存 在 下 で の こ の 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 と 、 こ
の 化 合 物 の 不 在 下 で の 発 現 と を 比 較 す る 過 程 と か ら な る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 の 算 定 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 に は 、 以 下 の 過 程 が
あ る 。 （ ａ ） 核 酸 群 を 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 過 程 。 （ ｂ ） 処 理 済 み
生 体 サ ン プ ル の 核 酸 群 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 過 程 。 こ の 過 程 に は 、 次 の よ う な プ ロ ー ブ を
用 い る 。 （ i） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ii） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と の 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る 天 然 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 （ iii） （ i） に 相 補 的 な 配 列 を 持 つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ iv） （ ii） の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ v） （ i） ～ （ iv） の RNA等 価 物 、 か ら な る 群
か ら 選 択 し た 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ２ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る プ
ロ ー ブ で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 前 記 プ ロ ー ブ と 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の 標 的 ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 間 に 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 が 形 成 さ れ る よ う な 条 件 下 で
発 生 し 、 前 記 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 （ i） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ ii） SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選
択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も ９ ０ ％ が 同 一 で あ る 天 然 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 （ iii） （ i） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 （ iv） （ ii） の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び （ v） （ I） ～
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（ iv） の RNA等 価 物 か ら な る 群 か ら 選 択 す る 。 或 い は 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 （ i
） ～ （ v） か ら な る 群 か ら 選 択 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 と 、 （ ｃ ） ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 定 量 す る 過 程 と 、 （ ｄ ） 処 理 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 量 を 、 非 処 理 の 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体
の 量 と 比 較 す る 過 程 を 含 み 、 処 理 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体
の 量 と の 差 は 、 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 意 味 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ０ ８ 】
　 （ 本 発 明 の 記 載 に つ い て ）
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 方 法 に つ い て 説 明 す る 前 に 、 説 明 し た 特 定
の 装 置 、 材 料 及 び 方 法 に 本 発 明 が 限 定 さ れ る も の で は な く 、 改 変 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た
い 。 ま た 、 こ こ で 使 用 す る 専 門 用 語 は 特 定 の 実 施 例 を 説 明 す る 目 的 で 用 い た も の に 過 ぎ ず
、 特 許 請 求 の 範 囲 に の み 限 定 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で は な い
こ と も 併 せ て 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 請 求 の 範 囲 及 び 明 細 書 中 で 用 い て い る 単 数 形 の 「 或 る 」 及 び 「 そ の （ こ の ） 」 の 表 記 は
、 文 脈 か ら 明 ら か に そ う で な い と さ れ る 場 合 を 除 い て 複 数 の も の を 指 す 場 合 も あ る こ と に
注 意 し な け れ ば な ら な い 。 従 っ て 、 例 え ば 「 或 る 宿 主 細 胞 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は そ の
よ う な 宿 主 細 胞 が 複 数 あ る こ と も あ り 、 「 或 る 抗 体 」 と 記 さ れ て い る 場 合 に は 単 数 ま た は
複 数 の 抗 体 、 及 び 、 当 業 者 に 公 知 の 抗 体 の 等 価 物 等 に つ い て も 言 及 し て い る の で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 全 て の 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 、 特 に 定 義 さ れ て い る 場 合 を 除 き
、 当 業 者 に 一 般 に 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 で 説 明 す る も の と 類
似 あ る い は 同 等 の 任 意 の 装 置 、 材 料 及 び 方 法 を 用 い て 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 を 行 う こ と
が で き る が 、 こ こ で は 好 適 な 装 置 、 材 料 、 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 本 発 明 で 言 及 す る 全 て
の 刊 行 物 は 、 刊 行 物 中 で 報 告 さ れ て い て 且 つ 本 発 明 に 関 係 し て 用 い 得 る 、 細 胞 株 、 プ ロ ト
コ ル 、 試 薬 お よ び ベ ク タ ー に つ い て 説 明 お よ び 開 示 す る 目 的 で 引 用 し て い る も の で あ る 。
本 明 細 書 の い か な る 開 示 内 容 も 、 本 発 明 が 先 行 技 術 の 効 力 に よ っ て こ の よ う な 開 示 に 対 し
て 先 行 す る 権 利 を 与 え ら れ て い な い こ と を 認 め る も の で は な い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 （ 定 義 ）
　 用 語 「 REMAP」 は 、 天 然 、 合 成 、 半 合 成 或 い は 組 換 え 体 な ど 全 て の 種 （ 特 に ウ シ 、 ヒ ツ
ジ 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ウ マ 及 び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 ） か ら 得 ら れ る 実 質 的 に 精 製 さ れ た REMA
Pの ア ミ ノ 酸 配 列 を 指 す 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 REMAPの 生 物 学 的 活 性 を 強 め た り 、 模 倣 す る 分 子 を 指 す 。 こ の
ア ゴ ニ ス ト は 、 REMAP に 直 接 相 互 作 用 す る か 、 或 い は REMAP が 関 与 す る 生 物 学 的 経 路 の 成
分 と 作 用 し て 、 REMAP の 活 性 を 調 節 す る タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、 任 意 の 他 の 化
合 物 や 組 成 物 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 用 語 「 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 」 は 、 REMAPを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 別 の 形 を 指 す 。 対 立 遺 伝
子 変 異 体 は 、 核 酸 配 列 に お け る 少 な く と も １ つ の 突 然 変 異 か ら 作 製 し 得 る 。 ま た 、 変 異 RN
Aま た は ポ リ ペ プ チ ド か ら も 作 製 し 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 ま た は 機 能 は 、 変 異 す る こ
と も し な い こ と も あ る 。 或 る 遺 伝 子 は 、 そ の 天 然 型 の 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 を 全 く 持 た な い
場 合 も あ り 、 １ 個 以 上 持 つ こ と も あ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 生 じ さ せ る 通 常 の 突 然 変 異 性
変 化 は 一 般 に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 自 然 な 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 に よ る 。 こ れ ら 各 種 の 変 化 は
、 単 独 で あ る い は 他 の 変 化 と 共 に 、 或 る 配 列 内 で １ 回 以 上 、 生 じ 得 る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 REMAP を コ ー ド す る 「 変 異 (altered)」 核 酸 配 列 は 、 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド を 欠 失 、 挿 入
ま た は 置 換 す る 核 酸 配 列 を 有 し 、 REMAP と 同 一 ま た は REMAP の 機 能 的 特 徴 を 少 な く と も １
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つ 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 産 出 す る 。 こ の 定 義 に は 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 正 常 な 染 色 体 の 遺 伝 子 座 で は な い 位 置 で の 対 立 遺 伝 子 変 異 配 列 と の 不 適 当 あ る い は
予 期 し な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 並 び に REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 特 定
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て 容 易 に 検 出 可 能 な あ る い は 検 出 困 難 な 多 型 性 を 含
む 。 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 も 「 変 異 」 し 得 る も の で あ り 、 サ イ レ ン ト 変 化 を 生 ぜ し め て
結 果 的 に 機 能 的 に 等 価 な REMAPと な る よ う な ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 を 含 み
得 る 。 生 物 学 的 或 い は 免 疫 学 的 に REMAPの 活 性 が 保 持 さ れ る 範 囲 で 、 残 基 の 極 性 、 電 荷 、
溶 解 性 、 疎 水 性 、 親 水 性 、 及 び ／ ま た は 両 親 媒 性 に つ い て の 類 似 性 に 基 づ い て 意 図 的 な ア
ミ ノ 酸 置 換 が 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 負 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 に は ア ス パ ラ ギ ン 酸 及 び グ ル タ
ミ ン 酸 が あ り 、 正 に 帯 電 し た ア ミ ノ 酸 に は リ ジ ン 及 び ア ル ギ ニ ン が あ る 。 親 水 性 値 が 近 似
し て い る 非 荷 電 極 性 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 に は 、 ア ス パ ラ ギ ン と グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン と ト
レ オ ニ ン が あ る 。 親 水 性 値 が 近 似 し て い る 非 荷 電 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 に は 、 ロ イ シ ン と
イ ソ ロ イ シ ン と バ リ ン 、 グ リ シ ン と ア ラ ニ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン と チ ロ シ ン が 含 ま れ う る
。
【 ０ １ １ ５ 】
　 用 語 「 ア ミ ノ 酸 」 及 び 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 配 列 、 或 い は そ れ ら の 任 意 の 断 片 を 指 し 、 天 然 の 分 子 及 び 合 成 分 子 を 含 む 。
「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 が 天 然 の タ ン パ ク 質 分 子 の 配 列 を 指 す 場 合 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 及 び 類 似
の 用 語 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 記 載 し た タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 す る 完 全 で 元 の ま ま の ア ミ ノ 酸
配 列 に 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 用 語 「 増 幅 」 は 、 核 酸 配 列 の 複 製 物 を 作 製 す る こ と に 関 連 す る 。 増 幅 は 通 常 、 当 業 者 に
よ く 知 ら れ た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 技 術 を 用 い て 行 う 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 REMAPの 生 物 学 的 活 性 を 阻 害 或 い は 減 弱 す る 分 子 で あ る 。
ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 REMAP に 直 接 相 互 作 用 す る か 、 或 い は REMAP が 関 与 す る 生 物 学 的 経 路
の 成 分 と 作 用 し て REMAP の 活 性 を 調 節 す る 抗 体 、 核 酸 、 糖 質 、 小 分 子 、 任 意 の 他 の 化 合 物
や 組 成 物 な ど の タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 「 抗 体 」 の 語 は 、 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る こ と が で き る 、 そ の ま ま の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子
や そ の 断 片 、 例 え ば Fab,、 F(ab')2 及 び Fv断 片 を 指 す 。 REMAP  ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る
抗 体 は 、 抗 体 を 免 疫 す る 小 ペ プ チ ド を 含 む 無 傷 の 分 子 ま た は そ の 断 片 を 用 い て 作 製 可 能 で
あ る 。 動 物 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 等 ） を 免 疫 化 す る た め に 用 い る ポ リ ペ プ チ ド ま た は
オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 、 ま た は 化 学 合 成 に よ っ て 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は
オ リ ゴ ペ プ チ ド に 由 来 し 得 る も の で 、 好 み に 応 じ て キ ャ リ ア ー タ ン パ ク 質 に 抱 合 す る こ と
も 可 能 で あ る 。 通 常 用 い ら れ る キ ャ リ ア ー で あ っ て ペ プ チ ド と 化 学 結 合 す る も の は 、 ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 及 び ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 等 が あ る 。 そ
の 結 合 ペ プ チ ド は 、 動 物 を 免 疫 化 す る た め に 用 い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 用 語 「 抗 原 決 定 基 」 は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 す る 分 子 の 領 域 （ 即 ち エ ピ ト ー プ ） を 指 す 。
タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 を 用 い て 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る 場 合 、 タ ン パ ク 質 の 多 数
の 領 域 が 、 抗 原 決 定 基 （ タ ン パ ク 質 の 特 定 の 領 域 ま た は ３ 次 元 構 造 ） に 特 異 結 合 す る 抗 体
の 産 生 を 誘 導 し 得 る 。 抗 原 決 定 基 は 、 抗 体 に 結 合 す る た め の 無 損 傷 抗 原 （ 即 ち 免 疫 応 答 を
誘 導 す る た め に 用 い ら れ る 免 疫 原 ） と 競 合 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 用 語 「 ア プ タ マ ー （ aptamer） 」 は 、 核 酸 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ っ て 、 特
定 の 分 子 タ ー ゲ ッ ト に 結 合 す る 分 子 を 指 す 。 ア プ タ マ ー は で の 進 化 プ ロ セ ス に 由
来 す る （ 例 え ば 、 SELEX（ Systematic Evolution of Ligands by EXponential Enrichment
の 略 、 試 験 管 内 選 択 法 ） 、 米 国 特 許 第 5,270,163号 に 記 述 ） 。 こ れ は 、 大 規 模 な 組 み 合 わ
せ ラ イ ブ ラ リ 群 か ら 標 的 特 異 的 ア プ タ マ ー 配 列 を 選 択 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ア プ タ マ ー 組
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成 は 、 ２ 本 鎖 ま た は １ 本 鎖 で あ っ て も よ く 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 ま た は 他 の ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 を 含 み 得 る 。 ア プ タ マ ー の 各 ヌ
ク レ オ チ ド 成 分 は 修 飾 さ れ た 糖 基 を 持 つ こ と が あ り （ 例 え ば 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 2'-OH
基 は 2'-Fま た は 2'-NH 2 に よ っ て 置 換 さ れ 得 る ） 、 こ れ は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ へ の 抵 抗 性 ま た は
血 中 で の よ り 長 い 寿 命 な ど 、 所 望 の 特 性 を 向 上 し 得 る 。 循 環 系 か ら ア プ タ マ ー が 除 去 さ れ
る 速 度 を 遅 く す る た め に 、 ア プ タ マ ー を 高 分 子 量 キ ャ リ ア ー 等 の 分 子 に 抱 合 さ せ る こ と が
で き る 。 ア プ タ マ ー は 、 た と え ば 光 活 性 化 ま た は 架 橋 剤 に よ っ て 各 々 の リ ガ ン ド と 特 異 的
に 架 橋 さ せ る こ と が で き る 。 （ Brody, E.N. お よ び  L. Gold (2000) J. Biotechnol. 74:
5-13等 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 「 intramer」 の 用 語 は で 発 現 さ れ る ア プ タ マ ー を 意 味 す る た と え ば 、 ワ ク シ ニ
ア ウ イ ル ス に 基 づ く 或 る Ｒ Ｎ Ａ 発 現 系 は 、 白 血 球 の 細 胞 質 内 で 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ ア プ タ マ ー が
高 レ ベ ル で 発 現 す る た め に 使 用 さ れ て い る （ Blind, M. 他  (1999) Proc. Natl Acad. Sci
. USA 96:3606-3610） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 「 spiegelmer」 の 語 は Ｌ -Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｌ -Ｒ Ｎ Ａ そ の 他 の 左 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 ま た は
ヌ ク レ オ チ ド 様 分 子 を 含 む ア プ タ マ ー を 指 す 。 左 旋 性 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ア プ タ マ ー は 、
右 旋 性 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 基 質 に 通 常 作 用 す る 天 然 の 酵 素 に よ る 分 解 に 耐 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 ア ン チ セ ン ス 」 は 、 特 定 の 核 酸 配 列 の セ ン ス （ コ ー デ ィ ン グ ） 鎖 と
塩 基 対 を 形 成 し 得 る 任 意 の 組 成 物 を 指 す 。 ア ン チ セ ン ス 成 分 に は 、 DNAや 、 RNAや 、 ペ プ チ
ド 核 酸 （ PNA） や 、 ホ ス ホ ロ チ オ 酸 、 メ チ ル ホ ス ホ ン 酸 ま た は ベ ン ジ ル ホ ス ホ ン 酸 等 の 修
飾 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン 結 合 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 2'-メ ト キ シ エ チ ル 糖 ま た は 2
'-メ ト キ シ エ ト キ シ 糖 等 の 修 飾 さ れ た 糖 類 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド や 、 或 い は 5-メ チ
ル シ ト シ ン 、 2-デ オ キ シ ウ ラ シ ル ま た は 7-デ ア ザ -2'-デ オ キ シ グ ア ノ シ ン 等 の 修 飾 さ れ た
塩 基 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が あ る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 化 学 合 成 ま た は 転 写 を 含
む 任 意 の 方 法 で 製 造 す る こ と が で き る 。 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 ひ と た び 細 胞 に 導 入
さ れ た ら 、 細 胞 が 産 生 し た 天 然 核 酸 配 列 と の 塩 基 対 を 形 成 し 、 転 写 ま た は 翻 訳 を 阻 止 す る
二 重 鎖 を 形 成 す る 。 「 負 」 ま た は 「 マ イ ナ ス 」 と い う 表 現 は 、 あ る 参 考 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の ア ン
チ セ ン ス 鎖 を 意 味 し 、 「 正 」 ま た は 「 プ ラ ス 」 と い う 表 現 は あ る 参 考 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の セ ン ス
鎖 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 用 語 「 生 物 学 的 に 活 性 」 は 、 天 然 分 子 の 構 造 的 、 調 節 的 、 或 い は 生 化 学 的 な 機 能 を 有 す
る タ ン パ ク 質 を 指 す 。 同 様 に 、 用 語 「 免 疫 学 的 に 活 性 」 ま た は 「 免 疫 原 性 」 は 、 天 然 或 い
は 組 換 え 体 の REMAP、 合 成 の REMAPま た は そ れ ら の 任 意 の オ リ ゴ ペ プ チ ド が 、 適 当 な 動 物 或
い は 細 胞 の 特 定 の 免 疫 応 答 を 誘 発 し て 特 定 の 抗 体 と 結 合 す る 能 力 を 指 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 「 相 補 (的 )」 ま た は 「 相 補 性 」 の 語 は 、 塩 基 対 形 成 に よ っ て ア ニ ー リ ン グ す る 2つ の 一
本 鎖 核 酸 の 間 の 関 係 を 指 す 。 例 え ば 、 「 5'-AGT-3'」 は 、 そ の 相 補 配 列 「 3'-TCA-5'」 と の
対 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 「 所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 成 物 」 ま た は 「 所 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 成
物 」 は 広 い 意 味 で 、 所 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 若 し く は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 任 意 の 組 成
物 を 指 す 。 こ の 組 成 物 に は 、 乾 燥 製 剤 ま た は 水 溶 液 が 含 ま れ 得 る 。 REMAP  若 し く は REMAP
 の 断 片 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 組 成 物 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の プ ロ ー ブ は 、 凍 結 乾 燥 状 態 で 保 存 可 能 で あ り 、 糖 質 な ど
の 安 定 化 剤 と 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て は 、 塩 （ 例
え ば NaCl） 、 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ； SDS） 及 び そ の 他 の 構 成 成 分
（ 例 え ば デ ン ハ ー ト 液 、 脱 脂 粉 乳 、 サ ケ の 精 子 の DNA等 ） を 含 む 水 溶 液 中 に プ ロ ー ブ を 分
散 さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ １ ２ ７ 】
　 「 コ ン セ ン サ ス 配 列 」 は 、 不 要 な 塩 基 を 分 離 す る た め に DNA配 列 の 解 析 を 繰 り 返 し 行 い
、 XL-PCRキ ッ ト （ PE Biosystems,Foster City CA） を 用 い て ５ '及 び ／ ま た は ３ 'の 方 向 に
伸 長 さ れ 、 再 度 シ ー ク エ ン シ ン グ さ れ た 核 酸 配 列 、 ま た は GELVIEW 断 片 ア セ ン ブ リ シ ス テ
ム （ GCG, Madison, WI） ま た は Phrap (University of Washington, Seattle WA)等 の 断 片
ア セ ン ブ リ 用 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て １ つ 或 い は そ れ 以 上 の オ ー バ ー ラ ッ プ す
る cDNAや EST、 ま た は ゲ ノ ム DNA断 片 か ら ア セ ン ブ リ さ れ た 核 酸 配 列 を 指 す 。 伸 長 及 び ア セ
ン ブ リ の 両 方 を 行 っ て コ ン セ ン サ ス 配 列 を 作 製 す る 配 列 も あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 用 語 「 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 元 の タ ン パ ク 質 の 特 性 を 殆 ど 変 え な い 置 換 を 指 す 。
即 ち 、 置 換 に よ っ て そ の タ ン パ ク 質 の 構 造 や 機 能 が 大 き く は 変 わ ら ず 、 そ の タ ン パ ク 質 の
構 造 、 特 に そ の 機 能 が 保 存 さ れ る 。 下 表 は 、 タ ン パ ク 質 中 で 元 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 で き て 、
保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 と 認 め ら れ る ア ミ ノ 酸 を 示 し て い る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ９ 】
　 保 存 ア ミ ノ 酸 置 換 で は 通 常 、 （ ａ ） 置 換 領 域 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の バ ッ ク ボ ー ン 構 造
、 例 え ば β シ ー ト や α 螺 旋 構 造 、 （ ｂ ） 置 換 部 位 に お け る 分 子 の 電 荷 ま た は 疎 水 性 、 及 び
／ ま た は （ ｃ ） 側 鎖 の 大 部 分 を 保 持 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 用 語 「 欠 失 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 如 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 、 或 い は １ 個
以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 欠 如 す る 核 酸 配 列 の 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 用 語 「 誘 導 体 」 は 、 化 学 修 飾 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 例 え
ば 、 ア ル キ ル 基 、 ア シ ル 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 ま た は ア ミ ノ 基 に よ る 水 素 の 置 換 は 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 化 学 修 飾 に 含 ま れ 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 天 然 分 子 の 生 物 学
的 ま た は 免 疫 学 的 機 能 を 少 な く と も １ つ は 保 持 し て い る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 ポ リ
ペ プ チ ド 誘 導 体 は 、 グ リ コ シ ル 化 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 （ pegylation） 、 或 い は 任
意 の 同 様 な プ ロ セ ス で あ っ て 、 誘 導 起 源 の ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 若 し
く は 免 疫 学 的 機 能 を 保 持 す る プ ロ セ ス に よ っ て 、 修 飾 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
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【 ０ １ ３ ２ 】
　 「 検 出 可 能 な 標 識 」 は 、 測 定 可 能 な 信 号 を 発 生 し 得 る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ チ
ド に 共 有 結 合 或 い は 非 共 有 結 合 す る レ ポ ー タ ー 分 子 や 酵 素 を 指 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 「 差 次 的 発 現 」 は 少 な く と も 2つ の 異 な っ た サ ン プ ル を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 め ら れ
る 、 増 加 （ 上 方 調 節 ） 、 あ る い は 減 少 （ 下 方 調 節 ） 、 ま た は 欠 損 遺 伝 子 ま た は タ ン パ ク 発
現 の 欠 損 を 指 す 。 こ の よ う な 比 較 は 例 え ば 、 処 理 済 サ ン プ ル と 不 処 理 サ ン プ ル 、 ま た は 病
態 の サ ン プ ル と 正 常 サ ン プ ル の 間 で 行 わ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 「 エ キ ソ ン シ ャ フ リ ン グ 」 は 、 異 な る コ ー ド 領 域 （ エ キ ソ ン ） の 組 換 え を 意 味 す る 。 1
つ の エ キ ソ ン が コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 1つ の 構 造 的 ま た は 機 能 的 ド メ イ ン を 代 表 し 得
る た め 、 安 定 し た サ ブ ス ト ラ ク チ ャ ー を 再 分 類 す る こ と に よ っ て 、 新 し い タ ン パ ク 質 を ア
セ ン ブ リ す る こ と が 可 能 で あ り 、 新 し い タ ン パ ク 質 機 能 の 進 化 を 促 進 で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 用 語 「 断 片 」 は 、 REMAP ま た は REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 固 有 の 部 分 で あ
っ て 、 そ の 親 配 列 （ parent sequence） と 同 一 で あ る が そ の 配 列 よ り 長 さ が 短 い も の を 指
す 。 断 片 は 、 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 か ら １ ヌ ク レ オ チ ド ／ ア ミ ノ 酸 残 基 を 差 し 引 い た 長 さ
よ り も 短 い 長 さ を 有 し 得 る 。 例 え ば 或 る 断 片 は 、 ５ ～ １ ０ ０ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 し 得 る 。 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 抗 原 、 治 療 用 分 子 と し て 、 或 い は
そ の 他 の 目 的 の た め に 用 い ら れ る 断 片 は 、 少 な く と も ５ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０
、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ５ ０ 若 し く は ５ ０ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ
チ ド 或 い は ア ミ ノ 酸 残 基 長 さ で あ り 得 る 。 断 片 は 、 分 子 の 特 定 領 域 か ら 選 択 的 に 選 択 し 得
る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 所 定 の 配 列 に 示 す よ う な 最 初 の ２ ５ ０ ま た は ５ ０ ０ ア
ミ ノ 酸 （ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 最 初 の ２ ５ ％ ま た は ５ ０ ％ ） か ら 選 択 さ れ た 或 る 長 さ の 連
続 し た ア ミ ノ 酸 を 有 し 得 る 。 こ れ ら の 長 さ は 明 ら か に 例 と し て 挙 げ て い る も の で あ り 、 本
発 明 の 実 施 例 で は 、 配 列 表 、 表 及 び 図 面 を 含 む 明 細 書 に 裏 付 け さ れ た 任 意 の 長 さ で あ っ て
よ い 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 SEQ ID NO:27-52 の 断 片 は 、 例 え ば 、 こ の 断 片 を 得 た ゲ ノ ム 内 の 他 の 配 列 と は 異 な る 、
SEQ ID NO:27-52 を 明 確 に 同 定 す る 固 有 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 含 む 。 SEQ ID N
O:27-52の あ る 断 片 は 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や 増 幅 技 術 、 ま た は SEQ ID NO:2
7-52を 関 連 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 区 別 す る 類 似 の 方 法 に 有 用 で あ る 。 SEQ ID NO:27-5
2の 断 片 の 正 確 な 長 さ 及 び 断 片 に 対 応 す る SEQ ID NO:27-52の 領 域 は 、 断 片 に 対 す る 意 図 し
た 目 的 に 基 づ き 当 業 者 が 慣 例 的 に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 SEQ ID NO:1-26 の あ る 断 片 は 、 SEQ ID NO:27-52の あ る 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る 。  S
EQ ID NO:1-26 の あ る 断 片 に は 、 SEQ ID NO:1-26を 特 異 的 に 同 定 す る 固 有 の ア ミ ノ 酸 配 列
領 域 が 含 ま れ て い る 。  例 え ば 、 SEQ ID NO:1-26 の あ る 断 片 は 、 SEQ ID NO:1-26を 特 異 認
識 す る 抗 体 を 産 出 す る た め の 免 疫 原 性 ペ プ チ ド と し て 有 用 で あ る 。  SEQ ID NO:1-26 の あ
る 断 片 の 正 確 な 長 さ 、 及 び そ の 断 片 に 対 応 す る SEQ ID NO:1-26 の 領 域 は 、 断 片 に 対 す る
意 図 し た 目 的 に 基 づ き 当 業 者 が 慣 例 的 に 決 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 「 完 全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 、 少 な く と も １ つ の 翻 訳 開 始 コ ド ン （ 例 え ば メ チ
オ ニ ン ） 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 及 び 翻 訳 終 止 コ ド ン を 有 す る 配 列 で あ る 。 「 完
全 長 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 「 完 全 長 」 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 「 相 同 性 」 の 語 は 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配
列 の 配 列 類 似 性 、 ま た は 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て の 用 語 「 一 致 率 」 ま た は 「 一 致 性 ％ 」 と は 、 標 準 化 さ れ
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た ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る 、 ２ つ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 一
致 す る 残 基 の 百 分 率 の こ と で あ る 。 こ の よ う な ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ２ 配 列 間 の ア ラ イ ン メ ン
ト を 最 適 化 す る た め に 、 比 較 す る 配 列 に お い て 、 標 準 化 さ れ た 再 現 性 の あ る 方 法 で ギ ャ ッ
プ を 挿 入 し う る の で 、 ２ つ の 配 列 を よ り 有 意 に 比 較 で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ
グ ラ ム に 組 込 ま れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ を 用 い
て 決 定 で き る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 LASERGENE ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ (一 組 の 分 子 生 物
学 的 分 析 プ ロ グ ラ ム ) (DNASTAR, Madison WI)の 一 部 で あ る 。 こ の CLUSTAL Vは 、 Higgins,
 D.G.お よ び P.M. Sharp（ 1989） CABIOS 5:151-153、 Higgins, D.G. 他 （ 1992） CABIOS 8:
189-191に 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト す る 際 の
デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Ktuple=2、 gap penalty=5、 window=4、 「 diagonals saved」 =4
と 設 定 さ れ る 。 「 weighted」 残 基 重 み 付 け 表 が デ フ ォ ル ト で 選 択 さ れ る 。 一 致 率 は 、 ア ラ
イ ン メ ン ト さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 「 percent similarity（ 類 似 性 パ ー セ ン ト ）
」 と し て CLUSTAL Vに よ っ て 報 告 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 あ る い は 、 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ NCBI） の Basic Local Alignmen
t Search Tool（ BLAST） が 一 般 的 に 用 い ら れ 、 且 つ 、 無 料 で 入 手 可 能 な 配 列 比 較 ア ル ゴ リ
ズ ム 一 式 を 提 供 し て い る （ Altschul, S.F. 他 （ 1990） J. Mol. Biol. 215:403-410） 。 BL
ASTア ル ゴ リ ズ ム は 、 幾 つ か の 情 報 源 か ら 入 手 可 能 で あ り 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ベ セ ス ダ に あ
る NCBIお よ び イ ン タ ー ネ ッ ト （ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） か ら も 入 手 可 能 で
あ る 。 こ の BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 に は 、 既 知 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 様 々 な デ ー タ ベ
ー ス の 別 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト に 用 い ら れ る 「 blastn」 を 含 む 、 様
々 な 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム が 含 ま れ る 。 「 BLAST 2 Sequences」 と 呼 ば れ る ツ ー ル が 入 手 可
能 で あ り 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 直 接 の ペ ア ワ イ ズ で 比 較 す る た め に 用 い ら れ る 。 「
BLAST 2 Sequences」 は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.htmlに ア ク セ ス し て 、
対 話 形 式 で 利 用 が で き る 。 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル は 、 blastn お よ び  blastp（ 以
下 に 記 載 ） の 両 方 に 用 い 得 る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 、 一 般 的 に は 、 ギ ャ ッ プ （ gap） な ど の
パ ラ メ ー タ を デ フ ォ ル ト 設 定 に セ ッ ト し て 用 い る 。 例 え ば 、 ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 比
較 す る た め に 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ と し て 設 定 さ れ た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Ver
sion 2.0.12（ 2000年 4月 21日 ） を 用 い て blastnを 実 行 し て も よ い 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ
の 設 定 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ４ ３ 】
Matrix:BLOSUM62
Reward for match: 1
Penalty for mismatch: -2
Open Gap:5 及 び Extension Gap： 2 penalties
Gap x drop-off: 50
Expect: 10
Word Size: 11
Filter:on
【 ０ １ ４ ４ 】
　 一 致 率 は 、 あ る 定 義 さ れ た 配 列 の 全 長 （ 例 え ば 特 定 の SEQ IDナ ン バ ー で 定 義 さ れ た 配 列
） で 測 定 し 得 る 。 或 い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば 、 定 義 さ れ た 、 よ り 大 き な 配 列 か ら 得 ら
れ た 断 片 （ 例 え ば 少 な く と も ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ０ 、 １ ０ ０ ま た は ２ ０ ０ の 連 続
し た ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 ） の 長 さ と 比 較 し て 一 致 率 を 測 定 し て も よ い 。 こ こ に 挙 げ た 長 さ
は 単 な る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 及 び 配 列 リ ス ト を 含 め た 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 配
列 に 裏 付 け ら れ た 任 意 の 配 列 長 さ の 断 片 を 用 い て 、 一 致 率 を 測 定 し 得 る 長 さ を 説 明 し 得 る
こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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　 高 度 の 相 同 性 を 示 さ な い 核 酸 配 列 が 、 そ れ に も か か わ ら ず 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 が 原 因 で
類 似 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 場 合 が あ る 。 こ の 縮 重 を 利 用 し て 核 酸 配 列 内 で 変 化 を 生
じ さ せ て 、 全 て の 核 酸 配 列 が 実 質 上 同 一 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る よ う な 多 数 の 核 酸 配 列
を 生 成 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 用 い ら れ る 用 語 「 一 致 率 」 ま た は 「 一 致 性 ％ 」 と は 、 標 準 化 さ れ た
ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ア ラ イ ン メ ン ト さ れ る ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 す る 残
基 の 百 分 率 の こ と で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 公 知 で あ る 。 保 存 的
ア ミ ノ 酸 置 換 を 考 慮 す る ア ラ イ ン メ ン ト 方 法 も あ る 。 既 に 詳 述 し た こ の よ う な 保 存 的 置 換
は 通 常 、 置 換 部 位 の 電 荷 お よ び 疎 水 性 を 保 存 す る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 を （ し た が っ
て 機 能 も ） 保 存 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 一 致 率 は 、 MEGALIGN version 3.12e配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ
ム に 組 込 ま れ て い る よ う な CLUSTAL Vア ル ゴ リ ズ ム の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ を 用 い て 決
定 で き る （ 既 に 説 明 し た の で そ れ を 参 照 さ れ た い ） 。 CLUSTAL Vを 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド
配 列 を ペ ア ワ イ ズ ア ラ イ ン メ ン ト す る 際 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ は 、 Ktuple=1、 gap pena
lty=3、 window=5、 「 diagonals saved」 =5と 設 定 さ れ る 。 PAM250マ ト リ ク ス が 、 デ フ ォ ル
ト の 残 基 重 み 付 け 表 と し て 選 択 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア ラ イ ン メ ン ト と 同 様 に 、 CLUS
TAL Vは 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 対 間 の 「 類 似 率 」 と し て 一 致 率 を 報 告
す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 或 い は 、 NCBI BLASTソ フ ト ウ ェ ア 一 式 を 用 い て も よ い 。 例 え ば 、 ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配
列 を ペ ア ワ イ ズ で 比 較 す る 場 合 、 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.12（ 2000年 4
月 21日 ） の blastpを デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し て 用 い 得 る 。 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ の
設 定 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ４ ９ 】
Matrix:BLOSUM62
Open Gap:11 及 び Extension Gap： 1 penalties
Gap x drop-off: 50
Expect: 10
Word Size: 3
Filter:on
【 ０ １ ５ ０ 】
　 一 致 率 は 、 定 義 さ れ た （ 例 え ば 特 定 の 配 列 番 号 で 定 義 さ れ た ） ポ リ ペ プ チ ド 配 列 全 体 の
長 さ と 比 較 し て 測 定 し 得 る 。 或 い は 、 よ り 短 い 長 さ 、 例 え ば よ り 大 き な 定 義 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 か ら 得 ら れ た 断 片 （ 例 え ば 少 な く と も １ ５ 、 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ７ ０ ま
た は １ ５ ０ の 連 続 し た 残 基 の 断 片 ） の 長 さ と 比 較 し て 一 致 率 を 測 定 し て も よ い 。 こ こ に 挙
げ た 長 さ は 単 な る 例 示 的 な も の に 過 ぎ ず 、 表 、 図 及 び 配 列 リ ス ト を 含 め た 本 明 細 書 に 記 載
さ れ た 配 列 に 裏 付 け ら れ た 任 意 の 配 列 長 さ の 断 片 を 用 い て 、 或 る 長 さ で あ っ て そ の 長 さ に
対 し て 一 致 率 を 測 定 し 得 る 長 さ を 説 明 し 得 る こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 「 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 」 は 、 約 ６ kb ～ １ ０ Mbの サ イ ズ の DNA配 列 を 含 み 得 る 、 安 定
し た 染 色 体 複 製 の 分 離 及 び 維 持 に 必 要 な 全 て の エ レ メ ン ト を 含 む 直 鎖 状 の 小 染 色 体 で あ る
。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 も と の 結 合 能 力 を 保 持 し つ つ よ り ヒ ト の 抗 体 に 似 せ る た め に 、
非 抗 原 結 合 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 え ら れ た 抗 体 分 子 を 指 す 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と は 、 所 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 あ る 一 本
鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が あ る 相 補 的 な 一 本 鎖 と 塩 基 対 を 形 成 す る ア ニ ー リ ン グ の プ ロ セ ス で
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あ る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ２ つ の 核 酸 配 列 が 高 い 相 補 性 を 共 有 す る こ と を
示 す も の で あ る 。 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 許 容 さ れ る ア ニ ー リ ン グ 条 件 下
で 形 成 さ れ 、 「 洗 浄 」 ス テ ッ プ 後 も ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た ま ま で あ る 。 洗 浄 ス テ ッ プ は 、
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ セ ス の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 決 定 す る 際 に 特 に 重 要 で あ り 、
更 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で は 、 非 特 異 結 合 （ 即 ち 完 全 に は 一 致 し な い 核 酸 鎖 間 の 対 の
結 合 ） が 減 少 す る 。 核 酸 配 列 の ア ニ ー リ ン グ に 対 す る 許 容 条 件 は 、 本 技 術 分 野 に お け る 当
業 者 が 慣 例 的 に 決 定 す る 。  許 容 条 件 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 の 間 は 一 定 で よ い が
、 洗 浄 条 件 は 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 得 る よ う に 、 従 っ て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 特
異 性 も 得 る よ う に 実 験 中 に 変 更 す る こ と が で き る 。 ア ニ ー リ ン グ が 許 容 さ れ る 条 件 は 、 例
え ば 、 温 度 が ６ ８ ℃ で 、 約 ６ × SSC、 約 １ ％ （ w/v） の SDS、 並 び に 約 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の
せ ん 断 し て 変 性 し た サ ケ 精 子 DNAが 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 或 る 程 度 、 洗 浄 ス テ ッ プ を 実
行 す る 温 度 を 基 準 に し て 表 す こ と が で き る 。 こ の よ う な 洗 浄 温 度 は 通 常 、 所 定 の イ オ ン 強
度 及 び pHに お け る 特 定 の 配 列 の 融 点 （ Tm） よ り 約 ５ ～ ２ ０ ℃ 低 く な る よ う に 選 択 す る 。 こ
の Tmは 、 所 定 の イ オ ン 強 度 及 び pHの 条 件 下 で 、 完 全 に 一 致 す る プ ロ ー ブ に 標 的 配 列 の ５ ０
％ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 で あ る 。 Tmを 計 算 す る 式 及 び 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 は よ く 知 ら れ て お り 、 Sambrook 他  (1989) 
, 第 2版 , 1-3巻 , Cold Spring Harbor Press, Plainview NYに 記 載 さ れ て お り 、 特 に 2巻

の 9章 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は
、 約 ０ ． ２ x SSC及 び 約 0.１ ％ の SDSの 存 在 の 下 、 約 ６ ８ ℃ で １ 時 間 の 洗 浄 過 程 を 含 む 。 別
法 で は 、 約 ６ ５ ℃ 、 ６ ０ ℃ 、 ５ ５ ℃ 、 ま た は ４ ２ ℃ の 温 度 で 行 う 。 SSC濃 度 は 、 約 ０ .１ ％
の SDS存 在 下 で 、 約 ０ .１ ～ ２ × SSCの 範 囲 で 変 化 し 得 る 。 通 常 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 を 用 い
て 非 特 異 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 阻 止 す る 。 こ の よ う な ブ ロ ッ キ ン グ 剤 に は 、 例 え ば 、
約 100～ 200μ g/mlの せ ん 断 し た 変 性 サ ケ 精 子 DNAが あ る 。 特 定 条 件 下 で 、 例 え ば RNAと DNA
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 有 機 溶 剤 、 例 え ば 約 ３ ５ ～ ５ ０ ％ v/vの 濃 度 の ホ ル ム ア ミ ド
を 用 い る こ と も で き る 。 洗 浄 条 件 の 有 用 な バ リ エ ー シ ョ ン は 、 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 特 に 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド 間 の 進 化
的 な 類 似 性 を 示 唆 し 得 る 。 こ の よ う な 類 似 性 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 群 及 び ヌ ク レ オ チ ド に コ ー
ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 群 に つ い て 、 類 似 の 役 割 を 強 く 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 」 は 、 相 補 的 な 塩 基 間 の 水 素 結 合 に よ っ て 、 形 成
さ れ た ２ つ の 核 酸 配 列 の 複 合 体 を 指 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 溶 解 状 態 で 形
成 し 得 る （ C 0 tま た は R 0 t解 析 等 ） 。 或 い は 、 一 方 の 核 酸 配 列 が 溶 解 状 態 で 存 在 し 、 も う 一
方 の 核 酸 配 列 が 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 紙 、 膜 、 フ ィ ル タ 、 チ ッ プ 、 ピ ン ま た は ガ ラ ス ス ラ イ
ド 、 或 い は 他 の 適 切 な 基 板 で あ っ て 細 胞 若 し く は そ の 核 酸 が 固 定 さ れ る 基 板 ） に 固 定 さ れ
て い る よ う な ２ つ の 核 酸 配 列 間 に 形 成 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 用 語 「 挿 入 」 或 い は 「 付 加 」 は 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 或 い は ヌ ク レ オ チ ド が そ れ ぞ
れ 追 加 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 或 い は 核 酸 配 列 の 変 化 を 指 す 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 「 免 疫 応 答 」 は 、 炎 症 、 外 傷 、 免 疫 異 常 症 、 伝 染 性 疾 患 ま た は 遺 伝 性 疾 患 に 関 連 す る 症
状 を 指 し 得 る 。 こ れ ら の 症 状 は 、 細 胞 及 び 全 身 の 防 御 系 に 作 用 し 得 る 種 々 の 因 子 、 例 え ば
サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 そ の 他 の シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 発 現 に よ っ て 特 徴 づ け る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 「 免 疫 抗 原 性 断 片 」 と は 、 哺 乳 動 物 等 の 生 命 体 に 導 入 さ れ る と 免 疫 応 答 を 誘 発 し 得 る よ
う な REMAPの ポ リ ペ プ チ ド ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 で あ る 。 用 語 「 免 疫 原 性 断 片 」 に は
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ま た 、 本 明 細 書 で 開 示 す る ま た は 当 分 野 で 既 知 の あ ら ゆ る 抗 体 生 産 方 法 に 有 用 な 、 REMAP
の あ ら ゆ る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド 断 片 を も 含 む 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 用 語 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 基 板 上 の 複 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ
の 他 の 化 合 物 の 構 成 を 指 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 用 語 「 エ レ メ ン ト 」 ま た は 「 ア レ イ エ レ メ ン ト 」 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 固 有 の 指 定 さ
れ た 位 置 を 有 す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 他 の 化 合 物 を 指 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 用 語 「 調 節 」 は 、 REMAPの 活 性 の 変 化 を 指 す 。 調 節 す る こ と に よ っ て 例 え ば 、 REMAPの タ
ン パ ク 質 活 性 、 結 合 特 性 そ の 他 の 生 物 学 的 、 機 能 的 ま た は 免 疫 学 的 特 性 が 増 大 ま た は 低 下
し 得 る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 「 核 酸 」 及 び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は こ れ ら の 断 片 を 指 す 。 「 核 酸 」 及 び 「 核 酸 配 列 」 の 語 は 、 ゲ ノ ム 起 源 ま た は 合
成 起 源 の DNAま た は RNAで あ っ て 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ る か 或 い は セ ン ス 鎖 ま た は ア ン チ
セ ン ス 鎖 を 表 し 得 る よ う な DNAま た は RNAや 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） や 、 任 意 の DNA様 ま た は
RNA様 物 質 を 指 す こ と も あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 「 機 能 的 に 連 結 し た 」 は 、 第 １ の 核 酸 配 列 と 第 ２ の 核 酸 配 列 が 機 能 的 な 関 係 に あ る 状 態
を 指 す 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー が コ ー ド 配 列 の 転 写 ま た は 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 場 合 に は 、
そ の プ ロ モ ー タ ー は そ の コ ー ド 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し て い る 。 同 一 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム 内 で ２ つ の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 を 接 続 す る 必 要 が あ る 場 合 、 一 般 に 、 機 能 的 に 連 結 し
た DNA配 列 は 非 常 に 近 接 す る か 、 或 い は 連 続 的 に 隣 接 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 「 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 」 は 、 末 端 が リ シ ン で 終 わ る ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド の バ ッ ク
ボ ー ン に 結 合 し た 、 少 な く と も 約 ５ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ア
ン チ セ ン ス 分 子 ま た は 抗 遺 伝 子 剤 を 指 す 。 末 端 の リ ジ ン は 、 こ の 組 成 に 溶 解 性 を 与 え る 。
PNAは 、 相 補 的 一 本 鎖 DNAま た は RNAに 優 先 的 に 結 合 し て 転 写 の 伸 長 を 停 止 す る も の で あ り
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 化 し て 細 胞 に お け る PNAの 寿 命 を 延 長 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 REMAP の 「 翻 訳 後 修 飾 」 に は 、 脂 質 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 ラ セ ミ
化 、 蛋 白 分 解 性 切 断 及 び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 修 飾 が 含 ま れ 得 る 。  こ れ ら の プ ロ セ ス
は 、 合 成 或 い は 生 化 学 的 に 生 じ 得 る 。 生 化 学 的 修 飾 は 、 REMAPの 酵 素 環 境 に 依 存 し 、 細 胞
の 種 類 に よ っ て 異 な り 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 「 プ ロ ー ブ 」 と は 、 同 一 配 列 或 い は 対 立 遺 伝 子 核 酸 配 列 、 関 連 す る 核 酸 配 列 の 検 出 に 用
い る 、 REMAPや そ れ ら の 相 補 配 列 、 ま た は そ れ ら の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の こ と で あ
る 。 プ ロ ー ブ は 、 単 離 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 検 出
可 能 な 標 識 ま た は レ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 し た も の で あ る 。 典 型 的 な 標 識 に は 、 放 射 性 ア イ
ソ ト ー プ 、 リ ガ ン ド 、 化 学 発 光 試 薬 及 び 酵 素 が あ る 。 「 プ ラ イ マ ー 」 と は 、 相 補 的 な 塩 基
対 を 形 成 し て 標 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ア ニ ー リ ン グ 可 能 な 、 通 常 は DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で あ る 短 い 核 酸 で あ る 。 プ ラ イ マ ー は 次 に 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 に よ っ て 標 的 DNA鎖
に 沿 っ て 延 長 し 得 る 。 プ ラ イ マ ー 対 は 、 例 え ば ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） に よ る 核 酸
配 列 の 増 幅 （ 及 び 同 定 ） に 用 い 得 る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 に 用 い る よ う な プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー は 通 常 、 既 知 の 配 列 の 、 少 な く と も 15の
連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る 。 特 異 性 を 高 め る た め に 長 め の プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ
ー 、 例 え ば 開 示 し た 核 酸 配 列 の 少 な く と も ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 、 ６ ０ 、 ７ ０ 、
８ ０ 、 ９ ０ 、 １ ０ ０ ま た は １ ５ ０ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る よ う な プ ロ ー ブ 及 び プ

10

20

30

40

50

(40) JP 2005-514903 A 2005.5.26



ラ イ マ ー を 用 い て も よ い 。 こ れ よ り も か な り 長 い プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー も あ る 。 表 、 図
面 及 び 配 列 リ ス ト を 含 む 本 明 細 書 に 裏 付 け さ れ た 任 意 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と
が で き る も の と 理 解 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー の 調 製 及 び 使 用 方 法 に つ い て は 、 Sambrook, J.他  (1989) 

, 第 2版 , 1-3巻 、 Cold Spring Harbor Press, Plai
nview NY、 Ausubel, F.M.他 , (1987) , Greene
 Pubi. Assoc. & Wiley-Intersciences, New York NY、 Innis他  (1990) 

 Academic Press, San Diego CA等 を 参 照 さ れ た い
。 PCRプ ラ イ マ ー 対 は 、 そ の 目 的 の た め の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば Primer（ Versi
on 0.5, 1991, Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge MA） を 用 い
る な ど し て 既 知 の 配 列 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 プ ラ イ マ ー と し て 用 い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 は 、 そ の よ う な 目 的 の た め に 本 技 術
分 野 で 既 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 行 う 。 例 え ば OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア は 、 各 １ ０ ０ ヌ
ク レ オ チ ド ま で の PCRプ ラ イ マ ー 対 の 選 択 に 有 用 で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 最 大 ５ ,
０ ０ ０ ま で の 大 き め の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て ３ ２ キ ロ ベ ー ス ま で の イ ン プ ッ ト ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 か ら 得 た も の を 分 析 す る の に も 有 用 で あ る 。 類 似 の プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ
ラ ム に は 、 拡 張 能 力 の た め の 追 加 機 能 が 組 込 ま れ て い る 。 例 え ば 、 PrimOUプ ラ イ マ ー 選 択
プ ロ グ ラ ム （ テ キ サ ス 州 ダ ラ ス に あ る テ キ サ ス 大 学 南 西 部 医 療 セ ン タ ー の ゲ ノ ム セ ン タ ー
か ら 一 般 向 け に 入 手 可 能 ） は 、 メ ガ ベ ー ス 配 列 か ら 特 定 の プ ラ イ マ ー を 選 択 す る こ と が 可
能 で あ り 、 従 っ て ゲ ノ ム 全 体 の 範 囲 で プ ラ イ マ ー を 設 計 す る の に 有 用 で あ る 。 Primer3プ
ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム （ Whitehead Institute/MIT Center for Genome Research（ マ サ
チ ュ ー セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ） よ り 入 手 可 能 ） を 用 い れ ば 、 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 と し て 避
け た い 配 列 を 指 定 で き る 「 非 プ ラ イ ミ ン グ ラ イ ブ ラ リ （ mispriming library） 」 を 入 力 で
き る 。 Primer3は 特 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ の た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 選 択 に 有 用 で あ る
。 （ 後 二 者 の プ ラ イ マ ー 選 択 プ ロ グ ラ ム の ソ ー ス コ ー ド は 、 そ れ ぞ れ の 情 報 源 か ら 得 て ユ
ー ザ ー 固 有 の ニ ー ズ を 満 た す よ う に 変 更 し て も よ い 。 ） PrimerGenプ ロ グ ラ ム （ 英 国 ケ ン
ブ リ ッ ジ 市 の 英 国 ヒ ト ゲ ノ ム マ ッ ピ ン グ プ ロ ジ ェ ク ト -リ ソ ー ス セ ン タ ー か ら 一 般 向 け に
入 手 可 能 ） は 、 多 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト に 基 づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 そ れ に よ っ て
、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 核 酸 配 列 の 最 大 保 存 領 域 ま た は 最 小 保 存 領 域 の 何 れ か と ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る よ う な プ ラ イ マ ー の 選 択 を 可 能 に す る 。 従 っ て 、 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 固 有 で あ
っ て 保 存 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 の 同 定 に 有 用 で あ る 。 上
記 選 択 方 法 の い ず れ か に よ っ て 同 定 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片
は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に お い て 、 例 え ば PCRま た は シ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ
ー と し て 、 マ イ ク ロ ア レ イ エ レ メ ン ト と し て 、 或 い は 核 酸 の サ ン プ ル に お い て 完 全 ま た は
部 分 的 相 補 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 同 定 す る 特 異 プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 選 択 方 法 は 、 上 記 の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 明 細 書 に お け る 「 組 換 え 核 酸 」 は 天 然 の 配 列 で は な く 、 ２ つ 以 上 の 配 列 の 離 れ た セ グ
メ ン ト を 人 工 的 に 組 み 合 わ せ た 配 列 で あ る 。 こ の 人 為 的 組 合 せ は し ば し ば 化 学 合 成 に よ っ
て 達 成 す る が 、 よ り 一 般 的 に は 核 酸 の 単 離 セ グ メ ン ト の 人 為 的 操 作 に よ っ て 、 例 え ば の Sa
mbrookら の 文 献 （ 前 出 ） に 記 載 さ れ て い る よ う な 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ っ て 達 成 す る 。 組
換 え 核 酸 の 語 は 、 単 に 核 酸 の 一 部 が 付 加 、 置 換 ま た は 欠 失 に よ り 改 変 さ れ た 核 酸 も 含 む 。
し ば し ば 組 換 え 核 酸 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 機 能 的 に 連 結 し た 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 こ
の よ う な 組 換 え 核 酸 は 、 例 え ば あ る 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 使 用 さ れ る ベ ク タ ー の 一 部
と す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 或 い は こ の よ う な 組 換 え 核 酸 は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 一 部 で あ っ て 、 例 え ば ワ ク シ ニ ア
ウ イ ル ス に 基 づ く も の で あ り 得 る 。 そ の よ う な ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス は 哺 乳 動 物 に 接 種 さ れ
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、 そ の 組 換 え 核 酸 が 発 現 さ れ て 、 そ の 哺 乳 動 物 な い で 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る よ う に 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 「 調 節 因 子 」 は 、 通 常 は 遺 伝 子 の 非 翻 訳 領 域 に 由 来 す る 核 酸 配 列 で あ り 、 エ ン ハ ン サ ー
、 プ ロ モ ー タ ー 、 イ ン ト ロ ン 及 び ５ '及 び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 （ UTR） を 含 む 。 調 節 エ レ メ ン
ト は 、 転 写 、 翻 訳 ま た は RNA安 定 性 を 調 節 す る 宿 主 タ ン パ ク 質 ま た は ウ イ ル ス タ ン パ ク 質
と 相 互 作 用 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 核 酸 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 抗 体 の 標 識 に 用 い ら れ る 化 学 的 ま た は 生
化 学 的 な 部 分 で あ る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 発
色 剤 、 基 質 、 補 助 因 子 、 阻 害 因 子 、 磁 気 粒 子 及 び そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 成 分 が あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 DNA配 列 に 対 す る 「 RNA等 価 物 」 と は 、 基 準 と な る DNA配 列 と 同 じ 直 鎖 の 核 酸 配 列 か ら 構
成 さ れ る が 、 窒 素 性 塩 基 の チ ミ ン が ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ 、 糖 鎖 の バ ッ ク ボ ー ン が デ オ キ シ
リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス か ら な る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ て い る 。 REMAP、 REMAPを コ ー ド す る
核 酸 、 ま た は そ の 断 片 を 含 む と 推 定 さ れ る サ ン プ ル は 、 体 液 と 、 細 胞 か ら の 抽 出 物 や 細 胞
か ら 単 離 さ れ た 染 色 体 や 細 胞 内 小 器 官 、 膜 と 、 細 胞 と 、 溶 液 中 に 存 在 す る ま た は 基 板 に 固
定 さ れ た ゲ ノ ム DNA、 RNA、 cDNAと 、 組 織 と 、 組 織 プ リ ン ト 等 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 用 語 「 特 異 的 結 合 」 及 び 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 は 、 タ ン パ ク 質 若 し く は ペ プ チ ド と 、 ア
ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 小 分 子 、 若 し く は 任 意 の 天 然 若 し く は 合 成 の 結 合 組 成
物 と の 間 の 相 互 作 用 を 指 す 。 こ の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 の 構 造 （ 例 え ば 抗 原 決 定
基 即 ち エ ピ ト ー プ ） で あ っ て 結 合 分 子 が 認 識 す る も の が 存 在 す る か 否 か に 依 存 し て い る こ
と を 意 味 し て い る 。 例 え ば 、 抗 体 が エ ピ ト ー プ 「 Ａ 」 に 対 し て 特 異 的 で あ る 場 合 、 結 合 し
て い な い 標 識 し た 「 Ａ 」 及 び 抗 体 を 含 む 反 応 液 に 、 エ ピ ト ー プ Ａ を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 或 い
は 結 合 し て い な い 無 標 識 の 「 Ａ 」 が 存 在 す る と 、 抗 体 と 結 合 す る 標 識 Ａ の 量 が 減 少 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 用 語 「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 は 、 自 然 の 環 境 か ら 取 り 除 か れ て か ら 、 単 離 あ る い は 分 離
さ れ た 核 酸 配 列 あ る い は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 自 然 に 結 合 し て い る 組 成 物 が 少 な く と も
６ ０ ％ 除 去 さ れ た も の で あ り 、 好 ま し く は ７ ５ ％ 以 上 除 去 、 最 も 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 除
去 さ れ た も の を 指 す 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 「 置 換 」 と は 、 一 つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を そ れ ぞ れ 別 の ア ミ ノ 酸 ま た は
ヌ ク レ オ チ ド に 置 き 換 え る こ と で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 用 語 「 基 板 」 は 、 任 意 の 好 適 な 固 体 或 い は 半 固 体 の 支 持 物 を 指 し 、 膜 及 び フ ィ ル タ ー 、
チ ッ プ 、 ス ラ イ ド 、 ウ エ ハ 、 フ ァ イ バ ー 、 磁 気 ま た は 非 磁 気 ビ ー ド 、 ゲ ル 、 チ ュ ー ブ 、 プ
レ ー ト 、 ポ リ マ ー 、 微 小 粒 子 、 毛 細 管 が 含 ま れ る 。 基 板 は 、 壁 、 溝 、 ピ ン 、 チ ャ ネ ル 、 孔
等 、 様 々 な 表 面 形 態 を 有 す る こ と が で き 、 基 板 表 面 に は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド や ポ リ ペ プ チ ド
が 結 合 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 「 転 写 イ メ ー ジ 」 ま た は 「 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 」 は 、 所 定 条 件 下 で の 所 定 時 間 に お け る 特
定 の 細 胞 の 種 類 ま た は 組 織 に よ る 集 合 的 遺 伝 子 発 現 の パ タ ー ン を 指 す 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 「 形 質 転 換 (transformation)」 と は 、 外 来 DNAが 受 容 細 胞 に 導 入 さ れ る プ ロ セ ス の こ と
で あ る 。 形 質 転 換 は 、 本 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 に 従 っ て 自 然 条 件 ま た は 人 工
条 件 下 で 生 じ 得 る も の で あ り 、 外 来 性 の 核 酸 配 列 を 原 核 宿 主 細 胞 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 に 挿
入 す る 任 意 の 既 知 の 方 法 を 基 に し 得 る 。 形 質 転 換 の 方 法 は 、 形 質 転 換 す る 宿 主 細 胞 の 種 類
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に よ っ て 選 択 す る 。 限 定 す る も の で は な い が 形 質 転 換 方 法 に は 、 ウ イ ル ス 感 染 、 電 気 穿 孔
法 （ エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ） 、 熱 シ ョ ッ ク 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 及 び 微 粒 子 銃 を 用 い る 方
法 が あ る 。 「 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 」 に は 、 導 入 さ れ た DNAが 自 律 的 に 複 製 す る プ ラ ス ミ ド
と し て 或 い は 宿 主 染 色 体 の 一 部 と し て 複 製 可 能 で あ る 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 が 含 ま
れ る 。 さ ら に 、 限 ら れ た 時 間 に 一 過 的 に 導 入 DNA若 し く は 導 入 RNAを 発 現 す る 細 胞 も 含 ま れ
る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ こ で 用 い る 「 遺 伝 形 質 転 換 体 」 と は 任 意 の 生 物 体 で あ り 、 限 定 す る も の で は な い が 動
植 物 を 含 み 、 生 物 体 の １ 若 し く は 数 個 の 細 胞 が 、 ヒ ト の 関 与 に よ っ て 、 例 え ば 本 技 術 分 野
で よ く 知 ら れ て い る 形 質 転 換 技 術 に よ っ て 導 入 さ れ た 異 種 核 酸 を 有 す る 。  核 酸 の 細 胞 へ
の 導 入 は 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 、 細 胞 の 前 駆 物 質 に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 計 画 的 な 遺 伝
子 操 作 に よ っ て 、 例 え ば 微 量 注 射 法 に よ っ て 或 い は 組 換 え ウ イ ル ス の 導 入 に よ っ て 行 う 。
或 る 実 施 例 に お い て 、 核 酸 は レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ う な 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
用 い た 感 染 に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る (Lois, C. 他 (2002) Science 295:868-872)。
遺 伝 子 操 作 の 語 は 、 古 典 的 な 交 雑 育 種 或 い は 試 験 管 内 受 精 を 指 す も の で は な く 、 組 換 え DN
A分 子 の 導 入 を 指 す も の で あ る 。 本 発 明 に 基 づ い て 予 期 さ れ る 遺 伝 形 質 転 換 体 に は 、 バ ク
テ リ ア 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 、 真 菌 及 び 動 植 物 が あ る 。 本 発 明 の 単 離 さ れ た DNAは 、 本 技 術
分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 、 例 え ば 感 染 、 形 質 移 入 、 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス 接 合 （ transc
onjugation） に よ っ て 宿 主 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の DNAを こ の よ う な 生 物 体 に
移 入 す る 技 術 は よ く 知 ら れ て お り 、 前 出 の Sambrook ら  (1989) 等 の 参 考 文 献 に 与 え ら れ
て い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 特 定 の 核 酸 配 列 の 「 変 異 体 」 は 、 核 酸 配 列 １ 本 全 部 の 長 さ に 対 し て 特 定 の 核 酸 配 列 と 少
な く と も ４ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る 核 酸 配 列 で あ る と 定 義 す る 。  そ の 際 、 デ フ ォ ル ト パ ラ
メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー ル Version 2.0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て
blastnを 実 行 す る 。 こ の よ う な 核 酸 対 は 、 所 定 の 長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な く と も ５ ０ ％
、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％
、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 示 し 得 る 。 或 る 変 異 体 は 、
例 え ば 「 対 立 遺 伝 子 」 変 異 体 （ 前 述 ） 、 「 ス プ ラ イ ス 」 変 異 体 、 「 種 」 変 異 体 ま た は 「 多
型 性 」 変 異 体 と し て 説 明 し 得 る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は 参 照 分 子 と か な り の 相 同 性 を 有 し 得
る が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中 の エ キ ソ ン の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 通 常 、 よ り 多 く
ま た は よ り 少 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る こ と に な る 。 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 追 加 機 能
ド メ イ ン を 有 す る か 或 い は 参 照 分 子 に 存 在 す る ド メ イ ン が 欠 落 し て い る こ と が あ る 。 種 変
異 体 は 、 種 に よ っ て 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 結 果 的 に 生 じ る ポ リ ペ プ チ ド は
通 常 、 相 互 に か な り の ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る 。 多 型 性 変 異 体 は 、 与 え ら れ た 種 の 個 体 間
で 特 定 の 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 で の 変 異 で あ る 。 多 型 変 異 配 列 は ま た 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の １ つ の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る 「 １ 塩 基 多 型 性 」 （ SNP） も 含 み 得 る 。 SNP
の 存 在 は 、 例 え ば 特 定 の 個 体 群 、 病 状 ま た は 病 状 性 向 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 「 変 異 体 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の １ 本 の 長 さ 全 体 で 特 定 の
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も ４ ０ ％ の 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と し て 定
義 さ れ る 。 定 義 づ け に は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 し た 「 BLAST 2 Sequences」 ツ ー
ル Version 2.0.9（ 1999年 5月 7日 ） を 用 い て blastpを 実 行 す る 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド
対 は 、 一 方 の ポ リ ペ プ チ ド の 或 る 所 定 の 長 さ に 対 し て 、 例 え ば 少 な く と も ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％
、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ １ ％ 、 ９ ２ ％ 、 ９ ３ ％ 、 ９ ４ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ６ ％ 、 ９ ７ ％
、 ９ ８ ％ 、 ９ ９ ％ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 示 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 （ 発 明 ）
　 本 発 明 は 新 規 の ヒ ト の 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 （ REMAP） の 発 見 、 REMAPを コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 の 疾 患 、 神 経 疾 患 、 代 謝
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異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内 分 泌 疾 患 、 心 血 管 障 害 、 生 殖 系 疾 患 、 胃 腸 障 害 、 代 謝 異 常
、 遺 伝 疾 患 、 脂 質 代 謝 異 常 、 癌 お よ び ウ ィ ル ス 感 染 の 診 断 、 治 療 、 な ら び に 予 防 に 対 す る
こ れ ら の 組 成 の 使 用 に 基 づ い て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 命 名 の 概 略 で あ
る 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び そ の 対 応 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ つ の Incyteプ ロ ジ ェ ク ト 識
別 番 号 （ Incyteプ ロ ジ ェ ク ト ID） と 相 関 す る 。 各 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列
識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ ド SEQ ID NO） と Incyteポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyteポ リ ペ プ チ
ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 識 別 番 号 （
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO） と Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ ン サ ス 配 列 番 号 （ Incyte
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ID） に よ っ て 表 示 し た 。 列 ６ は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に 相 当 す る 物 理 的 な 完 全 長 ク ロ ー ン の Incyte ID 番 号 を 示 す 。 完 全 長 の ク ロ ー
ン は 列 ３ に 示 す ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 表 ２ は 、 GenBankタ ン パ ク 質 （ genpept） デ ー タ ベ ー ス と PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス と に 対 す
る BLAST分 析 で 同 定 し た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 群 に 相 同 な 配 列 群 を 示 す 。 列 １ お よ び 列
２ は そ れ ぞ れ 、 本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ ポ リ ペ プ チ
ド  SEQ ID NO:） と そ れ に 対 応 す る Incyte ポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyte ポ リ ペ プ チ ド  
ID） を 示 す 。 列 ３ は 、 GenBankの 最 も 近 い 相 同 体 の GenBank識 別 番 号 （ Genbank ID NO :）
と 最 も 近 い PROTEOME デ ー タ ベ ー ス 相 同 体 の PROTEOME デ ー タ ベ ー ス 識 別 番 号  (PROTEOME I
D NO:) を 示 す 。 列 ４ は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 と の 間 の 一 致 に つ い て 確 率 ス コ ア
を 示 す 。 列 ５ は 、 GenBankと PROTEOME デ ー タ ベ ー ス の 相 同 体 の 注 釈 を 示 し 、 更 に 該 当 箇 所
に は 関 連 す る 引 用 文 献 も 示 す 。 こ れ ら 全 て は 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る
。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 表 ３ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 様 々 な 構 造 的 特 徴 を 示 す 。 列 １ お よ び 列 ２ は そ れ ぞ れ
、 本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 識 別 番 号 （ SEQ ID NO :） お よ び そ れ に 対
応 す る Incyte ポ リ ペ プ チ ド 配 列 番 号 （ Incyte ポ リ ペ プ チ ド  ID） を 示 す 。 列 ３ は 、 各 ポ
リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 数 を 示 す 。 列 ４ お よ び 列 ５ は そ れ ぞ れ 、 GCG配 列 分 析 ソ フ ト ウ
ェ ア パ ッ ケ ー ジ の MOTIFSプ ロ グ ラ ム （ Genetics Computer Group, Madison WI） に よ っ て
決 定 さ れ た 、 リ ン 酸 化 お よ び グ リ コ シ ル 化 の 可 能 性 の あ る 部 位 を 示 す 。 列 ６ は 、 シ グ ネ チ
ャ 配 列 、 ド メ イ ン 、 お よ び モ チ ー フ を 含 む ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 列 ７ は 、 タ ン パ ク 質 の 構
造 ／ 機 能 の 分 析 の た め の 分 析 方 法 を 示 し 、 該 当 箇 所 に は さ ら に 分 析 方 法 に 利 用 し た 検 索 可
能 な デ ー タ ベ ー ス を 示 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 表 ２ 及 び 表 ３ は 共 に 、 本 発 明 の 各 々 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 性 を 要 約 し て お り 、 そ れ ら の 特
性 が 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を
確 立 し て い る 。 ま た 他 の 例 と し て 、 SEQ ID NO:1は マ ウ ス の VPS１ ０ ド メ イ ン 受 容 体 タ ン パ
ク 質 SorCS2(GenBank ID g12007720) と Ｍ １ 残 基 か ら V1158残 基 に か け て 86％ 同 一 で あ る こ
と が Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)に よ っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST
確 率 ス コ ア は 0.0で あ り 、 こ れ は 観 測 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が 偶 然 に 得
ら れ る 確 率 を 示 し て い る 。 SEQ ID NO:1は ま た 、 BNR リ ピ ー ト を 有 す る が 、  こ れ は 、 隠 れ
マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） を 基 に し た 保 存 さ れ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ド メ イ ン の PFAMデ ー
タ ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た  （ 表 3参 照 ） 。 MOTIFか ら
の デ ー タ お よ び PRODOMと DOMOデ ー タ ベ ー ス に 対 す る さ ら な る BLAST解 析 に よ り 、 SEQ ID NO
:1が VPS10ド メ イ ン 受 容 体 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ の メ ン バ ー で あ る と い う 実 証 的 な 証 拠 が さ
ら に 提 供 さ れ た 。 さ ら に 、 TMAP解 析 に よ り 、 SEQ ID NO:1が ２ つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 む
こ と が 明 ら か に さ れ た 。 別 の 例 で は 、 SEQ ID NO:6が N124残 基 か ら V673残 基 に か け て ヒ ト
の メ ラ ト ニ ン 関 連 受 容 体 (GenBank ID g1326155)と ９ ９ ％ 同 一 で あ る こ と が BLASTに よ っ て
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示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 0.0で あ る 。 SEQ ID NO:6は ま た 、 膜 ７ 回 貫 通 受
容 体 ド メ イ ン （ ロ ド プ シ ン フ ァ ミ リ ） を 含 む が 、 こ れ は HMMに 基 づ く PFAMデ ー タ ベ ー ス に
よ っ て 決 定 さ れ た  （ 表 3参 照 ） 。 BLIMPS、 MOTIFS、 お よ び PROFILESCAN解 析 か ら 得 ら れ た
デ ー タ に よ っ て 、 SEQ ID NO:6が ロ ド プ シ ン フ ァ ミ リ 受 容 体 で あ る こ と が 裏 付 け ら れ た 。
別 の 例 で は 、 SEQ ID NO:17が L2残 基 か ら P346残 基 に か け て ヒ ト の Nogo受 容 体 (GenBank ID 
g12407653)と ４ ９ ％ 同 一 で あ る こ と が BLASTに よ っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス
コ ア は 1.2e-81で あ る 。 SEQ ID NO:17は ま た 、 ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト ド メ イ ン を 含 む こ
と が HMMに 基 づ い た PFAMデ ー タ ベ ー ス に よ っ て 示 さ れ た （ 表 3参 照 ） 。 BLIMPS分 析 か ら 得 た
デ ー タ は 、 SEQ ID NO:17が Nogo受 容 体 で あ る こ と を 裏 づ け る 証 拠 を 更 に 提 供 す る 。 さ ら に
別 の 例 に お い て は 、 SEQ ID NO:１ ９ が M103残 基 か ら G409残 基 に か け て ヒ ト の 妊 娠 誘 発 性 成
長 イ ン ヒ ビ タ ー (GenBank ID g6274473) と 100％ 同 一 で あ る こ と が BLASTに よ っ て 示 さ れ た
（ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 1.6e-166で あ る 。 TMAPよ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:19 
が 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る 、 さ ら に 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 例 に お い て は 、
SEQ ID NO:２ ３ は マ ウ ス の SETド メ イ ン お よ び 複 数 の PHDフ ィ ン ガ ー ド メ イ ン を 含 む 核 受 容
体 タ ン パ ク 質 NSD1(GenBank ID g3329465) と V413残 基 か ら K2696に か け て 82％ 、 M1残 基 か
ら G324残 基 に か け て ８ ７ ％ 同 一 で あ る こ と が BLASTに よ っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST
確 率 ス コ ア は 0.0で あ る 。 SEQ ID NO:23は ま た 、 上 記 で 同 定 さ れ た NSD1の 保 存 さ れ た ド メ
イ ン を 含 む が 、 こ れ は HMMに 基 づ く PFAMデ ー タ ベ ー ス に よ っ て 決 定 さ れ た （ 表 3参 照 ） 。 BL
IMPS、 MOTIFS分 析 か ら 得 た デ ー タ は 、 SEQ ID NO:23が SETド メ イ ン 含 有 受 容 体 で あ る こ と
を 裏 づ け る 証 拠 を 更 に 提 供 す る 。 別 の 例 に お い て 、 SEQ ID NO:２ ４ は ヒ ト の 甲 状 腺 ホ ル モ
ン 受 容 体 関 連 タ ン パ ク 質 複 合 体 成 分 TRAP240(GenBank ID g4530437) と D740残 基 か ら L2210
残 基 に か け て ５ ８ ％ 、 K466残 基 か ら N1311残 基 に か け て ４ ５ ％ 同 一 で あ る こ と が BLASTに よ
っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 0.0で あ る 。 MOTIFS解 析 よ り の デ ー タ は 、
「 Pル ー プ 」 ATP/GTP結 合 部 位 が 存 在 す る と い う 証 拠 を 提 供 す る 。 さ ら に 別 の 例 に お い て 、
SEQ ID NO:２ ５ は 、 マ ウ ス の 核 内 オ ー フ ァ ン 受 容 体 /転 写 因 子 (GenBank ID g1869971) と V
81残 基 か ら G336残 基 に か け て ９ ８ ％ 、 M2残 基 か ら Q110残 基 に か け て ８ ０ ％ 同 一 で あ る こ と
が BLASTに よ っ て 示 さ れ た （ 表 2参 照 ） 。 BLAST確 率 ス コ ア は 3.4e-180で あ る 。 ま た 、 SEQ I
D NO:25 は 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 ド メ イ ン を 持 っ て い る が 、 こ れ は HMMベ ー ス の PFAMデ ー タ
ベ ー ス に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 一 致 を 検 索 し て 決 定 さ れ た （ 表 3参 照 ） 。 BLIMPS、 MOTIF
S、 及 び PROFILESCAN解 析 よ り の デ ー タ は 、 SEQ ID NO:25 が 核 内 ホ ル モ ン 受 容 体 で あ る 、
さ ら に 実 証 的 な 証 拠 を 提 供 す る 。 　 SEQ ID NO:2-5、 SEQ ID NO:7-16、 SEQ ID NO:18、 SEQ
 ID NO:20-22お よ び SEQ ID NO:26に つ い て は 、 同 様 の 方 法 で 分 析 し 、 注 釈 を 付 け た 。 SEQ 
ID NO:1-26の 解 析 の た め の ア ル ゴ リ ズ ム 及 び パ ラ メ ー タ が 表 ７ で 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 表 ４ に 示 す よ う に 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 cDNA配 列 ま た は ゲ ノ ム DN
A由 来 の コ ー ド （ エ キ ソ ン ） 配 列 を 用 い て 、 或 い は こ れ ら ２ 種 類 の 配 列 を 任 意 に 組 み 合 わ
せ て ア セ ン ブ リ し た 。 列 １ は 本 発 明 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
識 別 番 号 （ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド SEQ ID NO） お よ び 対 応 す る Incyteポ リ ヌ ク レ オ チ ド コ ン セ
ン サ ス 配 列 番 号 （ Incyte ID） 、 お よ び 塩 基 対 の 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ を 示 し て
い る 。 列 ２ は 、 本 発 明 の 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ア セ ン ブ リ す る た め に 使 わ れ た ｃ DN
A配 列 お よ び ／ ま た は ゲ ノ ム 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 開 始 位 置 （ 5'） と 終 了 位 置 （ 3'） を 示 し
、 ま た SEQ ID NO： 27-52を 同 定 す る た め の 、 ま た は SEQ ID NO： 27-52と 関 連 す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と を 区 別 す る た め の 技 術 （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 ま た は 増 幅
技 術 ） で 有 用 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 の ヌ ク レ オ チ ド 開 始 位 置 （ 5'） と 終 了 位 置 （
3'） を 示 す 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 表 ４ の 列 ２ で 記 述 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 具 体 的 に は た と え ば 組 織 特 異 的 な ｃ
DNAラ イ ブ ラ リ ま た は プ ー ル さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る Incyte cDNAを 指 す 場 合 が あ
る 。 或 い は 列 2の 識 別 番 号 は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア セ ン ブ リ に 寄 与 す る GenBa
nk cDNAま た は ESTを 指 す 場 合 も あ る 。 さ ら に 、 列 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 ENSEMBL（

10

20

30

40

50

(45) JP 2005-514903 A 2005.5.26



The Sanger Centre、 英 国 ケ ン ブ リ ッ ジ ） デ ー タ ベ ー ス か ら 由 来 し た 配 列 （ 即 ち 「 ENST」
命 名 を 含 む 配 列 ） を 同 定 し 得 る 。 或 い は 、 列 2で 記 述 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 NCB
I RefSeq Nucleotide Sequence Records デ ー タ ベ ー ス か ら 由 来 す る 場 合 も あ り （ 即 ち 「 N
M」 ま た は 「 NT」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 、 ま た NCBI RefSeq Protein Sequence Recordsか ら
由 来 す る 場 合 も あ る （ 即 ち 「 NP」 の 命 名 を 含 む 配 列 ） 。 ま た は 列 で 記 述 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 断 片 は 、 「 エ キ ソ ン ス テ ィ ッ チ ン グ （ exon-stitching） 」 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 結 び
合 わ せ た cDNA及 び Genscan予 想 エ キ ソ ン の 両 方 か ら な る ア セ ン ブ リ 体 を 意 味 す る 場 合 が あ
る 。 例 え ば 、 FL_XXXXXX_N 1 _N 2 _YYYYY_N 3 _N 4   と し て 同 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
ア ル ゴ リ ズ ム が 適 用 さ れ る 配 列 の ク ラ ス タ ー の 識 別 番 号 が XXXXXXで あ り 、 ア ル ゴ リ ズ ム に
よ り 生 成 さ れ る 予 測 の 番 号 が YYYYY で あ り 、 （ も し 存 在 す れ ば ） N 1 , 2 , 3 . . が 解 析 中 に 手 動
で 編 集 さ れ た 可 能 性 の あ る 特 定 の エ キ ソ ン で あ る よ う な 「 縫 合 さ れ た 」 配 列 で あ る ( 実 施
例 ５ 参 照  )。 ま た は 、 列 2の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ （ exon-st
retching） 」 ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 結 び 合 わ せ た エ キ ソ ン の ア セ ン ブ リ 体 を 指 す 場 合 も あ る
。 例 え ば 、 FLXXXXXX_gAAAAA_gBBBBB_1_N と し て 同 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 「 ス
ト レ ッ チ 」 配 列 で あ る 。 こ こ で XXXXXXは Incyteプ ロ ジ ェ ク ト 識 別 番 号 、 gAAAAAは 「 エ キ ソ
ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し た ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 の GenBank識 別 番 号 、 gBBBBB
は 一 番 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 の GenBank識 別 番 号 ま た は NCBI RefSeq 識 別 番 号 で あ
る 。 （ 実 施 例 ５ を 参 照 。 ） あ る RefSeq配 列 が 「 エ キ ソ ン ス ト レ ッ チ ン グ 」 ア ル ゴ リ ズ ム の
た め の タ ン パ ク 質 相 同 体 と し て 使 用 さ れ た 場 合 で は 、 RefSeq識 別 番 号 （ 「 NM」 、 「 NP」 、
ま た は 「 NT」 に よ っ て 表 さ れ る ） が 、 GenBank識 別 （ 即 ち 、 gBBBBB） の 代 わ り に 使 用 さ れ
る 場 合 も あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 或 い は 、 接 頭 コ ー ド は 、 手 動 で 編 集 さ れ た 構 成 配 列 、 ゲ ノ ム DNA配 列 か ら 予 測 さ れ た 構
成 配 列 、 ま た は 組 み 合 わ さ れ た 配 列 解 析 方 法 か ら 由 来 す る 構 成 配 列 を 同 定 す る 。 次 の 表 は
、 構 成 配 列 の 接 頭 コ ー ド と 、 接 頭 コ ー ド に 対 応 す る 配 列 分 析 方 法 の 例 を 列 記 す る (実 施 例
４ と ５ を 参 照 )。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ４ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 最 終 コ ン セ ン サ ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る た め に 表 4に 示 す
よ う な 配 列 の 適 用 範 囲 と 重 複 す る Incyte cDNAの 適 用 範 囲 が 得 ら れ た が 、 そ れ に 関 連 す る I
ncyte cDNA識 別 番 号 は 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
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　 表 ５ は 、 Incyte cDNA配 列 を 用 い て ア セ ン ブ リ さ れ た 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の た
め の 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 し て い る 。 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ は 、 上 記 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を ア セ ン ブ リ 及 び 確 認 す る た め に 用 い ら れ る Incyte cDNA配 列 に よ っ て 最 も
頻 繁 に 代 表 さ れ る Incyte cDNAラ イ ブ ラ リ で あ る 。 cDNAラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る た め に 用 い
た 組 織 お よ び ベ ク タ ー を 表 ５ に 示 し 、 表 ６ で 説 明 し て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 REMAP の 変 異 体 も 含 む 。 好 適 な REMAP 変 異 体 は 、 REMAP の 機 能 的 或 い は
構 造 的 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 有 し 、 か つ 、 REMAP ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８
０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 或 い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 更 に は 少
な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異 体 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を も 含 む 。 特 定 の 実 施 例 に お い
て 、 本 発 明 は 、 REMAPを コ ー ド す る SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 し た 配 列 を 含 む ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 SEQ ID NO:27-52の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に は 、 配 列 表 に 示
し た よ う に 等 価 RNA配 列 を も 含 む が 、 そ こ で は 窒 素 塩 基 チ ミ ン の 出 現 は ウ ラ シ ル に 置 換 さ
れ 、 糖 の バ ッ ク ボ ー ン は デ オ キ シ リ ボ ー ス で は な く リ ボ ー ス で 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 配 列 を 含 む 。 詳 細 に は
、 こ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 配 列 は 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ７ ０ ％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 或 い は 少 な く と も 約 ８
５ ％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 更 に は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ も の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 同 一 性 を 有 す る 。 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 は 、 SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た 核 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ７ ０ ％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 或 い は 少 な く と も 約
８ ５ ％ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 、 更 に は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ も の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 同 一 性 を 有 す る SEQ ID NO:27-52か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 変 異 配 列 を 提 供 す る 。  上 記 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 配 列 は 何 れ も 、 REMAPの 機
能 的 或 い は 構 造 的 特 徴 の 少 な く と も １ つ を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し 得 る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 更 に 別 の 例 で は 、 本 発 明 の 或 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 変 異 配 列 は 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 で あ る 。 ス プ ラ イ ス 変 異 体 は REMAPを コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 有 意 な 相 同 性 を 有 し 得 る が 、 mRNAプ ロ セ ッ シ ン グ 中 の エ キ ソ ン の
選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ る 配 列 ブ ロ ッ ク の 追 加 ま た は 削 除 に よ り 、 通 常 、 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が よ り 多 く ま た は よ り 少 数 の 塩 基 を 有 す る こ と に な る 。 或 る ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 に は
、 約 ７ ０ ％ 未 満 、 ま た は 約 ６ ０ ％ 未 満 、 あ る い は 約 ５ ０ ％ 未 満 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同
一 性 が 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 間 で 全 長 に 渡 っ て 見 ら れ る が 、 こ
の ス プ ラ イ ス 変 異 配 列 の 部 分 は 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 部 分 と 、 少
な く と も 約 ７ ０ ％ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 ま た は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 、 な お ま た
は １ ０ ０ ％ の 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と と な る 。 例 え ば 、 SEQ ID:39の
配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は SEQ ID:52の 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ス プ ラ イ ス 変
異 体 で あ る 。 前 記 の ス プ ラ イ ス 変 異 体 の い ず れ も が 、 REMAPの 少 な く と も 一 つ の 機 能 的 特
徴 か 、 ま た は 構 造 的 特 徴 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 遺 伝 暗 号 の 縮 重 に よ り 作 り 出 さ れ 得 る REMAPを コ ー ド す る 種 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に は 、 自 然 発 生 す る 任 意 の 既 知 の 遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 最 小 の 類 似 性 し か 有 し
な い も の も 含 ま れ る こ と を 、 当 業 者 は 理 解 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 本 発 明 に は 、 可 能 コ
ド ン 選 択 に 基 づ く 組 合 せ の 選 択 に よ っ て 産 出 し 得 る あ ら ゆ る 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の バ リ エ ー シ ョ ン を 網 羅 し 得 る 。 こ れ ら の 組 み 合 わ せ は 、 天 然 の REMAPの ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 適 用 さ れ る 標 準 的 な ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 を 基 に 作 ら れ 、 全 て の 変 異 が 明 確 に 開
示 さ れ て い る と 考 慮 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
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　 REMAP  を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び そ の 変 異 配 列 は 一 般 に 、 適 切 に 選 択 さ れ た
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 天 然 の REMAP  の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能
で あ る が 、 例 え ば 、 非 天 然 の コ ド ン を 含 め る な ど の 実 質 的 に 異 な っ た 使 い 方 の コ ド ン を 有
す る REMAP  或 い は そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 る こ と は 有 利 と な り 得
る 。 宿 主 が 特 定 の コ ド ン を 利 用 す る 頻 度 に 基 づ い て 、 特 定 の 真 核 宿 主 又 は 原 核 宿 主 に 発 生
す る ペ プ チ ド の 発 現 率 を 高 め る よ う に コ ド ン を 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 コ ー ド さ れ た
ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 え な い で 、 REMAP 及 び そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 実 質
的 に 変 更 す る 別 の 理 由 は 、 天 然 の 配 列 か ら 作 ら れ る 転 写 物 よ り 例 え ば 長 い 半 減 期 な ど 好 ま
し い 特 性 を 備 え る RNA転 写 物 を 作 る こ と に あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 REMAP  及 び そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る DNA配 列 ま た は そ れ ら の 断 片 を 完 全
に 合 成 化 学 に よ っ て 作 り 出 す こ と も 含 む 。 作 製 後 、 当 分 野 で 周 知 の 試 薬 を 用 い て 、 こ の 合
成 配 列 を 任 意 の 様 々 な 入 手 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー 及 び 細 胞 系 中 に 挿 入 し 得 る 。 更 に 、 合 成 化
学 を 用 い て REMAP ま た は そ の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 或 る 配 列 に 突 然 変 異 を 誘 導 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 更 に 本 発 明 に は 、 種 々 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 請 求 項 に 記 載 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 特 に 、 SEQ ID NO:27-52 及 び そ れ ら の 断 片 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る (例 え ば 、 Wahl, G.M.及 び S.L. Berger (1987) Methods Enzymol.
152:399-407、 Kimmel, A.R. (1987) Methods Enzymol. 152:507-511等 を 参 照 )。 ア ニ ー リ
ン グ 及 び 洗 浄 条 件 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 は 、 「 定 義 」 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ の 方 法 は 当 分 野 で は 公 知 で あ り 、 本 発 明 の い ず れ の 実 施 例 も DNAシ
ー ク エ ン シ ン グ 方 法 を 用 い て 実 施 可 能 で あ る 。 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 方 法 に は 酵 素 を 用 い
る こ と が で き 、 例 え ば DNAポ リ メ ラ ー ゼ Iの ク レ ノ ウ 断 片 、 SEQUENASE（ US Biochemical, C
leveland OH） 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ （ Applied Biosystems） 、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ （ Am
ersham, Biosciences, Piscataway NJ） を 用 い る こ と が で き る 。 或 い は 、 例 え ば ELONGASE
増 幅 シ ス テ ム （ Invitrogen, Carlsbad CA） に お い て 見 ら れ る よ う に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ と 校
正 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ を 併 用 す る こ と が で き る 。 好 適 に は 、 MICROLAB2200液 体 転 移 シ ス テ
ム （ Hamilton, Reno, NV） 、 PTC200サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, Watertown MA）
及 び ABI CATALYST 800サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） 等 の 装 置 を 用 い て 配 列
の 準 備 を 自 動 化 す る 。 次 に 、 ABI 373 或 い は  377 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applie
d Biosystems） 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Amersham Biosciences
） ま た は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 う 。 結 果 と し
て 得 ら れ た 配 列 を 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 種 々 の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 分 析 す る （ 例 え
ば 、 Ausubel, F.M. (1997) , John Wiley & Sons
, New York NY, 7.7ユ ニ ッ ト 、 Meyers, R.A. (1995) 
, Wiley VCH, New York NY, 856-853ペ ー ジ を 参 照 ） 。

【 ０ ２ ０ ５ 】
　 当 分 野 で 周 知 の PCR法 を ベ ー ス に し た 種 々 の 方 法 を 用 い て 部 分 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
利 用 し て 、 REMAP を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 伸 長 し 、 プ ロ モ ー タ ー や 調 節 エ レ メ ン ト な ど の
上 流 に あ る 配 列 を 検 出 す る 。 例 え ば 、 使 用 し 得 る 方 法 の １ つ で あ る 制 限 部 位 PCR法 は 、 ユ
ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー お よ び ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 内 の ゲ
ノ ム DNAか ら の 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る (例 え ば 、 Sarkar, G. (1993) PCR Method
s Applic. 2:318-322を 参 照 )。 別 の 方 法 に イ ン バ ー ス PCR法 が あ り 、 こ れ は 広 範 な 方 向 に
伸 長 さ せ た プ ラ イ マ ー を 用 い て 環 状 化 し た 鋳 型 か ら 未 知 の 配 列 を 増 幅 す る 方 法 で あ る 。 鋳
型 は 、 或 る 既 知 の ゲ ノ ム 遺 伝 子 座 お よ び そ の 周 辺 の 配 列 群 か ら な る 制 限 酵 素 断 片 群 か ら 得
る (例 え ば 、 Triglia, T. 他  (1988) Nucleic Acids Res. 16:8186を 参 照 )。 第 ３ の 方 法 と
し て キ ャ プ チ ャ PCR法 が あ り 、 こ れ は ヒ ト 及 び 酵 母 菌 人 工 染 色 体 DNAの 既 知 の 配 列 に 隣 接 す
る DNA断 片 を PCR増 幅 す る 方 法 に 関 与 し て い る 。 （ Lagerstrom, M.他 (1991) PCR Methods A
pplic 1:111-119等 を 参 照 ） 。 こ の 方 法 で は 、 PCRを 行 う 前 に 複 数 の 制 限 酵 素 の 消 化 及 び ラ
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イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 用 い て 未 知 の 配 列 領 域 内 に 組 換 え 二 本 鎖 配 列 を 挿 入 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 ま た 、 未 知 の 配 列 を 検 索 す る た め に 用 い 得 る 別 の 方 法 に つ い て は 当 分 野 で 知 ら れ て
い る （ Parker, J.D.他  (1991) Nucleic Acids Res. 19:3055-3060等 を 参 照 ） 。 更 に 、 PCR
、 ネ ス テ ッ ド プ ラ イ マ ー 及 び PromoterFinder（ 商 標 ） ラ イ ブ ラ リ （ Clontech, Palo Alto 
CA） を 用 い て ゲ ノ ム DNAを ウ ォ ー キ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の 手 順 は 、 ラ イ ブ ラ リ 類 を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 が な く 、 イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン 接 合 部 の 発 見 に 有 用 で あ る 。 全 て
の PCRベ ー ス の 方 法 に 対 し て 、 市 販 さ れ て い る ソ フ ト ウ ェ ア 、 例 え ば OLIGO 4.06プ ラ イ マ
ー 分 析 ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences, Plymouth MN） 或 い は 別 の 好 適 な プ ロ グ ラ
ム を 用 い て 、 長 さ が 約 ２ ２ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 ５ ０ ％ 以 上 、 温 度 約 ６ ８ ℃
～ ７ ２ ℃ で 鋳 型 に 対 し て ア ニ ー リ ン グ す る よ う に プ ラ イ マ ー を 設 計 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 完 全 長 cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 際 は 、 よ り 大 き な cDNAを 含 む よ う に サ イ ズ 選 択 さ れ た
ラ イ ブ ラ リ を 用 い る の が 好 ま し い 。 更 に 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー の ラ イ ブ ラ リ は 、 し ば し ば
遺 伝 子 の ５ '領 域 を 有 す る 配 列 を 含 み 、 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ が 完 全 長 cDNAを 作 製 で き な
い 状 況 に 対 し て 好 適 で あ る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ 群 は 、 ５ '非 転 写 調 節 領 域 へ の 、 配 列 の 伸
長 に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 市 販 の キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム を 用 い て 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ま た は PCR産 物 の サ
イ ズ を 分 析 し 、 ま た は そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 キ ャ
ピ ラ リ ー シ ー ク エ ン シ ン グ は 、 電 気 泳 動 に よ る 分 離 の た め の 流 動 性 ポ リ マ ー と 、 ４ つ の 異
な る ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 で あ る よ う な 、 レ ー ザ で 活 性 化 さ れ る フ ル オ ロ フ ォ ア と 、 発 光
さ れ た 波 長 の 検 出 に 利 用 す る CCDカ メ ラ と を 有 し 得 る 。 出 力 ／ 光 の 強 度 は 、 適 切 な ソ フ ト
ウ ェ ア （ Applied Biosystems社 の GENOTYPER、 SEQUENCE NAVIGATOR等 ） を 用 い て 電 気 信 号
に 変 換 し 得 る 。 サ ン プ ル の ロ ー ド か ら コ ン ピ ュ ー タ 分 析 及 び 電 子 デ ー タ 表 示 ま で の 全 プ ロ
セ ス が コ ン ピ ュ ー タ 制 御 可 能 で あ る 。 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 は 、 特 定 の サ ン プ ル に 少 量
し か 存 在 し な い よ う な DNA小 断 片 の シ ー ク エ ン シ ン グ に 特 に 適 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 断 片
を 、 REMAP 、 そ の 断 片 ま た は 機 能 的 等 価 物 を 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に 発 現 さ せ る 組 換 え DNA分
子 に ク ロ ー ニ ン グ し 得 る 。 遺 伝 暗 号 固 有 の 縮 重 に よ り 、 実 質 的 に 同 じ 或 い は 機 能 的 に 等 価
の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 別 の DNA配 列 が 作 ら れ 得 り 、 こ れ ら の 配 列 を REMAPの 発 現 に 利
用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 種 々 の 目 的 で REMAPを コ ー ド す る 配 列 を 変 え る た め に 、 当 分 野 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る
方 法 を 用 い て 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 組 換 え る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に は 、 遺 伝
子 産 物 の ク ロ ー ン 化 、 プ ロ セ ッ シ ン グ 及 び ／ ま た は 発 現 の 調 節 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ る も の で は な い 。 遺 伝 子 断 片 及 び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ラ ン ダ ム な フ ラ グ メ ン
テ ー シ ョ ン 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 再 ア セ ン ブ リ に よ る Ｄ Ｎ Ａ シ ャ ッ フ リ ン グ を 用 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 組 み 換 え る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た 部 位 特 異 的 変 異
誘 導 を 利 用 し て 、 新 規 な 制 限 部 位 の 作 製 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 、 コ ド ン 優 先 の 変
更 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 生 成 等 を 起 こ す 突 然 変 異 を 導 入 し 得 る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 MOLECULARBREEDING（ Maxygen Inc., Santa Clara CA。  米 国
特 許 第 5,837,458号 、 Chang, C.-C.他  (1999) Nat. Biotechnol. 17:793-797、 Christians
, F.C.他  (1999) Nat. Biotechnol. 17:259-264、 Crameri, A. 他  (1996) Nat. Biotechn
ol. 14:315-319に 記 載 ） 等 の DNAシ ャ ッ フ リ ン グ 技 術 の 対 象 と な り 、 REMAPの 生 物 学 的 特 性
、 例 え ば 生 物 活 性 、 酵 素 力 、 或 い は 他 の 分 子 や 化 合 物 と の 結 合 力 等 を 変 更 ま た は 向 上 さ せ
得 る 。 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は 、 遺 伝 子 断 片 の PCRを 介 す る 組 換 え を 用 い て 遺 伝 子 変 異 体 の ラ
イ ブ ラ リ を 作 製 す る プ ロ セ ス で あ る 。 ラ イ ブ ラ リ は そ の 後 、 所 望 の 特 性 を 持 つ 遺 伝 子 変 異
体 群 を 同 定 す る 、 選 択 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ の 手 順 を 経 る 。 続 い て 、 こ れ ら 好 適 な 変 異 体
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を プ ー ル し 、 更 に 反 復 し て DNAシ ャ ッ フ リ ン グ お よ び 選 択 ／ ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 得 る 。
従 っ て 、 人 工 的 な 育 種 及 び 急 速 な 分 子 の 進 化 に よ っ て 多 様 な 遺 伝 子 が 作 ら れ る 。 例 え ば 、
ラ ン ダ ム ポ イ ン ト 突 然 変 異 を 持 つ 単 一 の 遺 伝 子 の 断 片 を 組 み 換 え て 、 ス ク リ ー ニ ン グ し 、
そ の 後 所 望 の 特 性 が 最 適 化 さ れ る ま で シ ャ ッ フ リ ン グ し 得 る 。 或 い は 、 所 定 の 遺 伝 子 を 同
種 ま た は 異 種 の い ず れ か か ら 得 た 同 一 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 相 同 遺 伝 子 と 組 み 換 え 、 そ れ に
よ っ て 天 然 に 存 在 す る 複 数 の 遺 伝 子 の 遺 伝 多 様 性 を 、 指 図 さ れ た 制 御 可 能 な 方 法 で 最 大 化
さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 別 の 実 施 例 に よ れ ば 、 REMAPを コ ー ド す る 配 列 は 、 当 分 野 で 周 知 の 化 学 的 方 法 を 用 い て
、 全 体 或 い は 一 部 が 合 成 可 能 で あ る （ 例 え ば 、 Caruthers. M.H.ら （ 1980） Nucl. Acids R
es. Symp. Ser 7:215-223; 及 び Horn, T.他 （ 1980） Nucl. Acids Res. Symp. Ser.225-23
2を 参 照 ） 。 別 法 と し て 、 化 学 的 方 法 を 用 い て 、 REMAP 自 体 ま た は そ の 断 片 を 合 成 し 得 る
。 例 え ば 、 種 々 の 液 相 ま た は 固 相 技 術 を 用 い て ペ プ チ ド 合 成 を 行 い 得 る (た と え ば 、  Crei
ghton, T. (1984) , WH Freeman, New 
York NY, 55-60ペ ー ジ ; Roberge, J.Y. 他  (1995) Science 269:202204を 参 照 ） 。 自 動 合
成 は ABI 431Aペ プ チ ド シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 達 成 し 得 る 。 更 に RE
MAPの ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 任 意 の そ の 一 部 は 、 直 接 的 な 合 成 の 際 の 改 変 に よ り 、 お よ び ／
ま た は 他 の タ ン パ ク 質 群 ま た は 任 意 の そ の 一 部 か ら の 配 列 群 と の 組 み 合 わ せ に よ り 、 変 異
配 列 ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 、 ま た は 、 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 作 製
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 こ の ペ プ チ ド は 、 分 離 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 実 質 的 に 精 製 し 得 る （ Ch
iez, R.M.お よ び F.Z. Regnier (1990) Methods Enzymol. 182:392-421な ど を 参 照 ） 。 合
成 ペ プ チ ド の 組 成 は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 す る こ と が で き
る （ 前 出 の Creighton, 28-53ペ ー ジ 等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 生 物 学 的 に 活 性 な REMAPを 発 現 さ せ る た め に 、 REMAPを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た
は そ の 誘 導 体 を 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 得 る 。 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー と は 、 好 適 な 宿 主
に 挿 入 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 の 制 御 に 必 要 な エ レ メ ン ト 群 を 持 つ ベ ク
タ ー で あ る 。 こ れ ら の エ レ メ ン ト の 例 に は 、 エ ン ハ ン サ ー 、 構 成 型 及 び 発 現 誘 導 型 の プ ロ
モ ー タ ー 、 ５ '及 び ３ 'の 非 翻 訳 領 域 な ど 、 ベ ク タ ー 及 び REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 群 に お け る 調 節 配 列 が 含 ま れ る 。 必 要 な エ レ メ ン ト 群 は 、 強 度 お よ び 特 異 性 が 様
々 で あ る 。 特 定 の 開 始 シ グ ナ ル に よ っ て 、 REMAPを コ ー ド す る 配 列 の よ り 効 果 的 な 翻 訳 を
達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 開 始 シ グ ナ ル の 例 に は 、 ATG開 始 コ ド ン と 、 コ ザ ッ ク 配 列 な
ど 近 傍 の 配 列 と が 含 ま れ る 。 REMAP を コ ー ド す る 配 列 、 お よ び そ の 開 始 コ ド ン や 、 上 流 の
調 節 配 列 が 好 適 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ た 場 合 は 、 更 な る 転 写 制 御 シ グ ナ ル や 翻 訳 制 御
シ グ ナ ル は 必 要 な い こ と も あ る 。 し か し な が ら 、 コ ー ド 配 列 あ る い は そ の 断 片 の み が 挿 入
さ れ た 場 合 は 、 イ ン フ レ ー ム ATG開 始 コ ド ン な ど 外 因 性 の 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル が 発 現 ベ ク タ
ー に 含 ま れ る よ う に す べ き で あ る 。 外 因 性 の 翻 訳 エ レ メ ン ト 群 お よ び 開 始 コ ド ン 群 は 、 様
々 な 天 然 物 お よ び 合 成 物 を 起 源 と し 得 る 。 用 い ら れ る 特 定 の 宿 主 細 胞 系 に 好 適 な エ ン ハ ン
サ ー を 含 め る こ と で 発 現 の 効 率 を 高 め る こ と が 可 能 で あ る 。 （ Scharf, D. 他  (1994) Res
ults Probl. Cell Differ. 20:125-162.等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 REMAP を コ ー ド す る 配 列 、 好 適 な 転 写 及 び 翻 訳 調 節 エ レ
メ ン ト を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 in vitro組
換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 及 び in vivo遺 伝 子 組 換 え 技 術 が 含 ま れ る (例 え ば 、  Sambrook, 
J. 他 . (1989) , Cold Spring Harbor Press, 
Plainview NY, 4章 及 び 8章 , お よ び １ 6-17章 ; お よ び Ausubel, F.M. 他 . (1995) 

, John Wiley & Sons, New York NY, ch. 9章 、 13章 お
よ び 16章 を 参 照 )。
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【 ０ ２ １ ５ 】
　 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 を 利 用 し て 、 REMAPを コ ー ド す る 配 列 の 保 持 及 び 発 現 が 可
能 で あ る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 に は 、 組 換 え バ ク テ
リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 細 菌 や 、 酵
母 菌 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ せ た 酵 母 菌 な ど の 微 生 物 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え
ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ） に 感 染 し た 昆 虫 細 胞 系 や 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば カ リ フ ラ
ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス ： CaMVま た は タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス ： TMV） ま た は 細 菌 発 現 ベ ク
タ ー （ 例 え ば Tiま た は pBR322プ ラ ス ミ ド ） で 形 質 転 換 さ せ た 植 物 細 胞 系 、 動 物 細 胞 系 等 が
あ る 。 （ 前 出 の Sambrook、 前 出 の Ausubel、 Van Heeke, G. and S.M. Schuster (1989) J.
 Biol. Chem. 264:5503-5509、 ; Engelhard、 E.K. ら  (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 91:3224-3227、 Sandig, V. ら  (1996) Hum. Gene Ther. 7:1937-1945、 Takamatsu, N.
 (1987) EMBOJ. 6:307-311、 ;『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 (The McGraw Hill Yearbook
 of Science and Technology) (1992) McGraw Hill New York NY, 191-196ペ ー ジ 、 Logan
, J. and T. Shenk (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659、 Harrington, J.
J. ら  (1997) Nat. Genet. 15:345-355等 を 参 照 ） 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー 、 ま た は 種 々 の 細 菌 性 プ
ラ ス ミ ド 由 来 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 集
団 へ 輸 送 す る こ と が で き る （ Di Nicola, M. 他  (1998) Cancer Gen. Ther. 5(6):350-356
、 Yu, M. 他 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(13):6340-6344、 Buller, R.M. 他 (1
985) Nature 317(6040):813-815; McGregor, D.P. 他 (1994) Mol. Immunol. 31(3):219-2
26、 Verma, I.M.お よ び N. Somia (1997) Nature 389:239-242等 を 参 照 ） 。 本 発 明 は 使 用
さ れ る 宿 主 細 胞 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 細 菌 系 で は 、 多 数 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 及 び 発 現 ベ ク タ ー が 、 REMAPを コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 使 用 目 的 に 応 じ て 選 択 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 REMAPを コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 日 常 的 な ク ロ ー ニ ン グ 、 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 、 増 殖 に は 、 PBLUESCRIP
T(Stratagene, La Jolla CA)ま た は pSPORT１ プ ラ ス ミ ド (Invitrogen)な ど の 多 機 能 の 大 腸
菌 ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 に REMAP  を コ ー
ド す る 配 列 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る と lacＺ 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ 、 組 換 え 分 子 を 含 む 形 質 転 換
さ れ た 細 菌 の 同 定 の た め の 比 色 ス ク リ ー ニ ン グ 法 が 可 能 と な る 。 更 に こ れ ら の ベ ク タ ー は
、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 配 列 に お け る in vitro転 写 、 ジ デ オ キ シ の シ ー ク エ ン シ ン グ 、 ヘ ル
パ ー フ ァ ー ジ に よ る 一 本 鎖 の レ ス キ ュ ー 、 入 れ 子 状 態 の 欠 失 の 生 成 に も 有 用 で あ ろ う 。 (
例 え ば 、 Van Heeke, G. お よ び  S.M. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509を
参 照 )。 例 え ば 抗 体 類 の 産 生 な ど に 多 量 の REMAP が 必 要 な 場 合 は 、 高 度 レ ベ ル の REMAP の
発 現 を 誘 導 す る ベ ク タ ー 類 が 使 用 で き る 。 例 え ば 、 強 力 な 誘 導 SP６ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ
ロ モ ー タ ー ま た は 誘 導 T7バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー が 使 用 で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 酵 母 の 発 現 系 を 使 用 し て REMAPを 産 出 す る こ と も で き る 。 α 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ
ー ゼ 、 PGHプ ロ モ ー タ ー 等 の 構 成 型 或 い は 誘 導 型 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 多 数 の ベ ク タ ー が
、 出 芽 酵 母 菌 （ Saccharomyces cerevisiae）  ま た は ピ キ ア 酵 母 （ Pichia pastoris） に 使
用 可 能 で あ る 。 更 に 、 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 、 分 泌 か 細 胞 内 で の
保 持 か の ど ち ら か を 指 示 す る も の で あ り 、 安 定 し た 増 殖 の た め に 宿 主 ゲ ノ ム の 中 に 外 来 配
列 群 を 組 み 込 む こ と を 可 能 に す る (例 え ば 、 Ausubel, 1995,前 出 、 Bitter, G.A. 他  (1987
) Methods Enzymol.153:516-544、 及 び Scorer. C. A. 他  (1994) Bio/Technology 121： 1
81-184.を 参 照 )。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 植 物 系 も REMAPの 発 現 に 使 用 可 能 で あ る 。 REMAP を コ ー ド す る 配 列 の 転 写 は 、 ウ イ ル ス
プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば 単 独 で あ る い は TMV由 来 の オ メ ガ リ ー ダ ー 配 列 と 組 み 合 わ せ て 用 い
ら れ る よ う な CaMV由 来 の 35Sお よ び 19Sプ ロ モ ー タ ー に よ っ て 促 進 し 得 る （ Takamatsu, N.
（ 1987） EMBO J 6:307-311） 。 あ る い は 、 RuBisCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト な ど の 植 物 プ ロ モ ー
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タ ー 、 ま た は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー を 用 い 得 る 。 （ 例 え ば 、 Coruzzi, G. 他  (1984) EM
BO J. 3 : 1671-1680 ; Broglie, R. 他  (1984) Science 224 : 838-843 ; お よ び  Winte
r, J. 他  (1991) Results Probl. Cell Differ. 17 : 85-105を 参 照 ） こ れ ら の 構 成 物 は
、 直 接 DNA形 質 転 換 ま た は 病 原 体 を 媒 介 と す る 形 質 移 入 に よ っ て 、 植 物 細 胞 内 に 導 入 可 能
で あ る 。 （ 『 マ グ ロ ー ヒ ル 科 学 技 術 年 鑑 』 (

) (1992) McGraw Hill New York NY, 191-196ペ ー ジ 等 を 参 照 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 哺 乳 類 細 胞 に お い て は 、 多 数 の ウ イ ル ス ベ ー ス の 発 現 系 を 利 用 し 得 る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス
が 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 、 後 発 プ ロ モ ー タ ー 及 び ３ 連 リ ー ダ ー 配 列 か ら な る
ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 物 ／ 翻 訳 複 合 体 に REMAP を コ ー ド す る 配 列 を 結 合 し 得 る 。 ア デ ノ ウ イ
ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 の E1ま た は E3領 域 へ の 挿 入 を 用 い れ ば 、 宿 主 細 胞 内 で REMAP を 発 現 す
る 感 染 ウ イ ル ス を 得 る こ と が で き る (例 え ば 、 Logan, J. お よ び  T. Shenk (1984) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 81:36553659を 参 照 )。 更 に 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） エ ン ハ ン
サ ー 等 の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 増 大 さ せ 得 る 。 SV
40ま た は EBVを ベ ー ス に し た ベ ク タ ー を 用 い て タ ン パ ク 質 を 高 レ ベ ル で 発 現 さ せ る こ と も
で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） を 用 い て 、 プ ラ ス ミ ド に 含 ま れ 得 る 断 片 や プ ラ ス ミ ド か ら 発 現
し 得 る 断 片 よ り 大 き な DNAの 断 片 群 を 送 達 す る こ と も で き る 。 治 療 の た め に 約 ６ kb～ １ ０ M
bの HACsを 作 製 し 、 従 来 の 輸 送 方 法 （ リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 ま た は
ベ シ ク ル ） で 供 給 す る 。 (例 え ば 、 Harrington. J.J. 他  (1997) Nat. Genet.15:345-355.
を 参 照 )。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 長 期 に わ た り 哺 乳 動 物 系 内 で 組 換 え タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に は 、 細 胞 株 内 の REMAP 
の 安 定 発 現 が 望 ま し い 。 例 え ば 、 REMAP を コ ー ド す る 配 列 を 細 胞 株 に 形 質 転 換 す る た め に
、 発 現 ベ ク タ ー 類 と 、 同 じ 或 い は 別 の ベ ク タ ー 上 の 選 択 可 能 マ ー カ ー 遺 伝 子 と を 用 い 得 る
。 用 い る 発 現 ベ ク タ ー は 、 複 製 の ウ イ ル ス 起 源 、 及 び ／ ま た は 内 在 性 の 発 現 エ レ メ ン ト を
持 ち 得 る 。 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 選 択 培 地 に 移 す 前 に 強 化 培 地 で 約 1～ 2日 間 、 細 胞 を 増 殖 さ
せ 得 る 。 選 択 可 能 マ ー カ ー の 目 的 は 選 択 剤 へ の 抵 抗 性 を 与 え る こ と で あ り 、 選 択 可 能 マ ー
カ ー の 存 在 に よ り 、 導 入 し た 配 列 を う ま く 発 現 す る よ う な 細 胞 の 成 長 お よ び 回 収 が 可 能 と
な る 。 安 定 的 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 そ の 細 胞 型 に 適 し た 組 織 培 養 技 術
を 用 い て 増 殖 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 任 意 の 数 の 選 択 系 を 用 い て 、 形 質 転 換 細 胞 株 を 回 収 で き る 。 限 定 す る も の で は な い が こ
の よ う な 選 択 系 に は 、 tk－ 単 純 細 胞 の た め に 用 い ら れ る ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー
ゼ 遺 伝 子 と 、 apr－ 細 胞 の た め に 用 い ら れ る ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
遺 伝 子 が あ る (例 え ば 、 Wigler, M. 他  (1977) Cell 11:223-232; 及 び Lowy, I. 他 (1980)
 Cell 22:817-823を 参 照 )。 ま た 、 選 択 の 基 礎 と し て 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生 物 質 あ る い は 除
草 剤 へ の 耐 性 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば dhfrは メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 与 え
、 neoは ア ミ ノ グ リ コ シ ド 系 ネ オ マ イ シ ン お よ び G-418に 対 す る 耐 性 を 与 え 、 alsは ク ロ ル
ス ル フ ロ ン に 対 す る 耐 性 を 、 patは ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に 対
す る 耐 性 を 各 々 与 え る ( Wigler, M. 他  (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:3567357
0; ColbereGarapin, F. 他  (1981) J. Mol. Biol. 150:114 等 を 参 照 。 )こ の 他 の 選 択 可
能 な 遺 伝 子 、 例 え ば 、 代 謝 の た め の 細 胞 の 必 要 条 件 を 変 え る trpB及 び hisDは 、 文 献 に 記 載
さ れ て い る (Hartman, S.C. お よ び  R.C. Mulligan (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
85:80478051を 参 照 ） 。 可 視 マ ー カ ー 、 例 え ば ア ン ト シ ア ニ ン 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP
； Clontech） 、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 及 び そ の 基 質 β グ ル ク ロ ニ ド 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ
及 び そ の 基 質 ル シ フ ェ リ ン 等 を 用 い て も よ い 。 こ れ ら の マ ー カ ー を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ォ
ー マ ン ト を 同 定 す る だ け で な く 、 特 定 の ベ ク タ ー 系 に 起 因 す る 一 過 性 あ る い は 安 定 し た タ
ン パ ク 質 発 現 を 定 量 し 得 る (Rhodes, C.A. (1995) Methods Mol. Biol. 55:121131等 を 参
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照 )。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 有 無 に よ っ て 目 的 の 遺 伝 子 の 存 在 が 示 唆 さ れ て も 、 そ の 遺 伝 子 の
存 在 お よ び 発 現 の 確 認 が 必 要 な 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 REMAP  を コ ー ド す る 配 列 が マ ー カ
ー 遺 伝 子 配 列 の 中 に 挿 入 さ れ た 場 合 、 REMAP  を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 の 欠 落 に よ り 特 定 可 能 で あ る 。 ま た は 単 一 プ ロ モ ー タ ー 制 御 下
で 、 REMAP を コ ー ド す る 配 列 と タ ン デ ム に マ ー カ ー 遺 伝 子 を 配 置 す る こ と も 可 能 で あ る 。
誘 導 ま た は 選 択 に 応 答 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 通 常 、 タ ン デ ム 遺 伝 子 の 発 現 も 示 す 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 一 般 に 、 REMAP を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 持 ち 、 REMAP を 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に
周 知 の 種 々 の 方 法 を 用 い て 同 定 し 得 る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 DNA－ DNAあ る い は DNA－ RNAハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン や 、 PCR法 、 核 酸 配 列 あ る い は タ ン パ ク 質 配 列 の 検 出 お よ び ／ ま た
は 数 量 化 の た め の 膜 系 、 溶 液 ベ ー ス 、 あ る い は チ ッ プ ベ ー ス の 技 術 を 含 む タ ン パ ク 質 生 物
学 的 試 験 法 ま た は 免 疫 学 的 ア ッ セ イ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て REMAP の 発 現 の 検
出 及 び 計 測 を 行 う た め の 免 疫 学 的 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る 。  こ の よ う な 技 術 の 例 と
し て は 、 酵 素 に 結 合 し た イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ R
IA） 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 （ FACS） な ど が 挙 げ ら れ る 。 REMAP 上 の ２ つ の 非 干 渉 エ ピ ト ー
プ に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 ２ 部 位 の モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス  イ ム ノ ア ッ
セ イ （ two-site, monoclonal-based immunoassay） が 好 ま し い が 、 競 合 の 結 合 ア ッ セ イ も
用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 及 び こ れ 以 外 の ア ッ セ イ は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る
（ Hampton. R. 他  (1990)  APS Press. St 
Paul. MN, Sect. IV、 Coligan, J. E. 他  (1997) , Gr
eene Pub. Associates and Wiley-Interscience, New York NY、 Pound, J.D. (1998) 

, Humans Press, Totowa NJ等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 多 岐 に わ た る 標 識 方 法 及 び 抱 合 方 法 が 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 ア ッ セ イ お
よ び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ に こ れ ら の 方 法 を 用 い 得 る 。 REMAP  を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド に 関 連 す る 配 列 を 検 出 す る た め の 、 標 識 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ 或 い は
PCRプ ロ ー ブ を 生 成 す る 方 法 に は 、 オ リ ゴ 標 識 化 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端 標 識
化 、 ま た は 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る PCR増 幅 が 含 ま れ る 。 別 法 と し て 、 REMAPを コ
ー ド す る 配 列 、 ま た は そ の 任 意 の 断 片 を mRNAプ ロ ー ブ を 生 成 す る た め の ベ ク タ ー に ク ロ ー
ニ ン グ す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 当 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 市
販 も さ れ て お り 、 T7、 T3ま た は SP6な ど の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 標 識 さ れ た ヌ ク レ
オ チ ド を 加 え て 、 in vitroで RNAプ ロ ー ブ の 合 成 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法
は 、 例 え ば Amersham Biosciences、 Promega（ Madison WI） 、 U.S. Biochemicalな ど か ら
市 販 さ れ て い る 種 々 の キ ッ ト を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る 。 検 出 を 容 易 に す る た め に 用
い 得 る 好 適 な レ ポ ー タ ー 分 子 あ る い は 標 識 に は 、 基 質 、 補 助 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 磁 気 粒
子 の ほ か 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 発 色 剤 な ど が あ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 REMAP  を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 細 胞 培 地 で の こ
の タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 回 収 に 好 適 な 条 件 下 で 培 養 さ れ る 。 形 質 転 換 細 胞 か ら 製 造 さ れ た
タ ン パ ク 質 が 分 泌 さ れ る か 細 胞 内 に 留 ま る か は 、 使 用 さ れ る 配 列 、 ベ ク タ ー 、 あ る い は そ
の 両 者 に 依 存 す る 。 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 細
胞 膜 及 び 真 核 細 胞 膜 を 透 過 す る Ｐ Ｐ の 分 泌 を 誘 導 す る シ グ ナ ル 配 列 を 含 む よ う に 設 計 で き
る こ と は 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 更 に 、 宿 主 細 胞 株 の 選 択 は 、 挿 入 し た 配 列 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る 能 力 、 ま た は 発 現
し た タ ン パ ク 質 を 所 望 の 形 に 処 理 す る 能 力 に よ っ て 行 い 得 る 。 限 定 す る も の で は な い が こ
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の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 に は 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸
化 、 脂 質 化 お よ び ア シ ル 化 が あ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ 」 ま た は 「 プ ロ 」 形 を 切 断 す
る 翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 の 標 的 へ の 誘 導 、 折 り た た み 及 び ／ ま た
は 活 性 を 特 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 翻 訳 後 の 活 性 の た め の 固 有 の 細 胞 装 置 及 び 特 徴 の あ
る 機 構 を 有 す る 種 々 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば CHO、 HeLa、 MDCK、 MEK293、 WI38等 ） は 、 America
n Type Culture Collection（ ATCC, Manassas, VA） か ら 入 手 可 能 で あ り 、 外 来 タ ン パ ク
質 の 正 し い 修 飾 及 び 処 理 を 確 実 に す る よ う に 選 択 し 得 る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP を コ ー ド す る 天 然 の 核 酸 配 列 、 修 飾 さ れ た 核 酸 配 列 、
ま た は 組 換 え 核 酸 配 列 を 上 記 し た 任 意 の 宿 主 系 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 と な る 異 種 配 列 に
ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ る 。 例 え ば 、 市 販 の 抗 体 に よ っ て 認 識 で き る 異 種 部 分 を 含 む キ メ ラ RE
MAP  タ ン パ ク 質 が 、 REMAP  活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー
ニ ン グ を 容 易 に す る 。 ま た 、 異 種 タ ン パ ク 質 部 分 お よ び 異 種 ペ プ チ ド 部 分 も 、 市 販 さ れ て
い る 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促 進 し 得 る 。 限 定 さ れ る も の で
は な い が こ の よ う な 部 分 に は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 マ ル ト ー ス
結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） 、 チ オ レ ド キ シ ン （ Trx） 、 カ ル モ ジ ュ リ ン 結 合 ペ プ チ ド （ CBP）
、 6-His、 FLAG、 c-myc、 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） が あ る 。 GSTは 固 定 化 グ ル タ チ オ ン 上 で 、 MBP
は マ ル ト ー ス 上 で 、 Trxは フ ェ ニ ル ア ル シ ン オ キ シ ド 上 で 、 CBPは カ ル モ ジ ュ リ ン 上 で 、 そ
し て 6-Hisは 金 属 キ レ ー ト 樹 脂 上 で 、 同 族 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に す る 。 FLAG、 c
-mycお よ び 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） は 、 こ れ ら の エ ピ ト ー プ 標 識 を 特 異 的 に 認 識 す る 市 販 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 免 疫 親 和 性 精 製
を 可 能 に す る 。 ま た 、 融 合 タ ン パ ク 質 が 、 REMAP を コ ー ド す る 配 列 と 異 種 タ ン パ ク 質 配 列
と の 間 に タ ン パ ク 質 分 解 切 断 部 位 を 持 つ よ う に 遺 伝 子 操 作 す る と 、 精 製 後 に REMAP が 異 種
部 分 か ら 切 断 さ れ 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 方 法 は 、 前 出 の Ausubel（ 1995
） 10章 に 記 載 さ れ て い る 。 市 販 さ れ て い る 種 々 の キ ッ ト を 用 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 お
よ び 精 製 を 促 進 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 TNTウ サ ギ 網 状 赤 血 球 可 溶 化 液 ま た は コ ム ギ 胚 芽 抽 出 系 (Prom
ega)を 用 い て in vitroで 放 射 能 標 識 し た REMAP  の 合 成 が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 系 は 、 T7
、 T3ま た は SP6プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 連 結 し た タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 転 写 及 び 翻 訳 を
カ ッ プ ル さ せ る 。 翻 訳 は 、 例 え ば 3 5 Sメ チ オ ニ ン の よ う な 放 射 能 標 識 し た ア ミ ノ 酸 前 駆 体
の 存 在 下 で 起 こ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 本 発 明 の REMAPま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 REMAPに 特 異 結 合 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 少 な く と も １ つ ま た は 複 数 の 試 験 化 合 物 を 用 い て 、 REMAPへ の 特 異 的
結 合 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 試 験 化 合 物 と し て は 、 抗 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば リ ガ ン ド ま た は 受 容 体 ） ま た は 小 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 一 実 施
例 で は 、 こ の よ う に 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 例 え ば リ ガ ン ド や そ の 断 片 な ど の REMAPの 天 然
の リ ガ ン ド 、 ま た は 天 然 の 基 質 、 構 造 的 ま た は 機 能 的 な 擬 態 性 ま た は 自 然 結 合 パ ー ト ナ ー
に 密 接 に 関 連 し て い る （ Coligan, J.E. 他  (1991)  1(
2)の 5章 等 を 参 照 ） 。 別 の 実 施 例 に お い て は 、 こ う し て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 受 容 体 REMAPの
天 然 の リ ガ ン ド で あ る (た と え ば 、 Howard, A.D. 他  (2001) Trends Pharmacol. Sci.22:1
32-140; Wise, A. 他  (2002) Drug Discovery Today 7:235-246を 参 照 )。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て は 、 そ の 化 合 物 は 、 REMAP  が 結 合 す る 天 然 受 容 体 、 或 い は 少 な く
と も 受 容 体 の あ る 断 片 、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 ま た は 結 合 ポ ケ ッ ト の 全 体 ま た は 一 部 を 含 む 受
容 体 の あ る 断 片 に 密 接 に 関 連 し 得 る 。 た と え ば 、 こ の 化 合 物 は シ グ ナ ル を 伝 播 す る 能 力 を
持 つ REMAPの 受 容 体 で あ る か も し れ な い し 、 あ る い は シ グ ナ ル を 伝 播 す る 能 力 の な い REMAP
の お と り 受 容 体 で あ る か も し れ な い (Ashkenazi, A. お よ び  V.M. Divit (1999) Curr. Op
in. Cell Biol. 11:255-260; Mantovani, A. 他  (2001) Trends Immunol. 22:328-336)。
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こ の 化 合 物 は 既 知 の 技 法 を 用 い て 合 理 的 に 設 計 す る こ と が で き る 。 こ う し た 技 法 の 例 と し
て は 、 化 合 物 エ タ ネ ル セ プ ト （ etanercept） (ENBREL; Immunex Corp., Seattle WA)の 作
製 に 用 い ら れ た 技 法 が あ る 。 こ の 化 合 物 は ヒ ト の リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 の 治 療 に 効 果 的 で あ
る 。 エ タ ネ ル セ プ ト は 遺 伝 子 操 作 さ れ た ｐ ７ ５ 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 受 容 体 二 量 体 で あ り
、 ヒ ト の IgG 1 の Fc部 分 に 連 結 さ れ て い る (Taylor, P.C. 他  (2001) Curr. Opin. Immunol.
 13:611-616)。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 一 実 施 例 で は 、 REMAPへ の 特 異 的 な 結 合 、 刺 激 ま た は 阻 害 を 行 う 化 合 物 に 対 す る ス ク リ
ー ニ ン グ に は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 或 い は 細 胞 膜 上 の タ ン パ ク 質 の 何 れ か 一 方 と し て REMAPを
発 現 す る 好 適 な 細 胞 の 作 製 が 含 ま れ る 。 好 適 な 細 胞 に は 、 哺 乳 動 物 、 酵 母 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ 、 ま た は 大 腸 菌 か ら の 細 胞 が 含 ま れ る 。 PKINを 発 現 す る 細 胞 ま た は REMAP を 含 有 す る
細 胞 膜 断 片 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 REMAP ま た は 化 合 物 の 何 れ か の 結 合 、 刺 激 ま た は
阻 害 を 分 析 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 或 る ア ッ セ イ は 、 単 に 試 験 化 合 物 を ポ リ ペ プ チ ド に 実 験 的 に 結 合 さ せ 、 フ ル オ ロ フ ォ ア
(蛍 光 標 識 試 薬 )、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 抱 合 体 、 ま た は 他 の 検 出 可 能 な 標 識 に よ り 、 そ の 結
合 を 検 出 で き る 。 例 え ば 、 こ の ア ッ セ イ は 、 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 を 、 溶 液 中 の 或
い は 固 体 支 持 物 に 固 定 さ れ た REMAP と 結 合 さ せ る ス テ ッ プ と 、 REMAP と こ の 化 合 物 と の 結
合 を 検 出 す る ス テ ッ プ を 含 み 得 る 。 別 法 で は 、 標 識 さ れ た 競 合 物 の 存 在 下 で の 試 験 化 合 物
の 結 合 の 検 出 及 び 測 定 を 行 う こ と が で き る 。 更 に こ の ア ッ セ イ で は 、 無 細 胞 再 構 成 標 本 、
化 学 ラ イ ブ ラ リ ま た は 天 然 の 生 成 混 合 物 を 用 い て 実 施 す る こ と が で き 、 試 験 化 合 物 は 、 溶
液 中 で 遊 離 さ せ る か 固 体 支 持 体 に 固 定 さ せ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 あ る 化 合 物 が 天 然 の リ ガ ン ド に 結 合 し た り 天 然 の リ ガ ン ド が そ の 天 然 の 受 容 体 に 結 合 す
る の を 阻 害 す る 能 力 を 検 定 す る た め の ア ッ セ イ を 使 う こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ
の 例 と し て は 、 米 国 特 許 第 5,914,236 号 お よ び 米 国 特 許 第 6,372,724号 に 記 載 さ れ て い る
よ う な 放 射 線 標 識 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 関 連 す る 実 施 例 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物
（ た と え ば 受 容 体 ） に 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 導 入 し て 天 然 の リ ガ ン ド へ の 結 合 能 力 を
改 善 ま た は 変 更 す る こ と が で き る (た と え ば 、  Matthews, D.J. お よ び  J.A. Wells. (199
4) Chem. Biol. 1:25-30を 参 照 。 )別 の 関 連 す る 実 施 例 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 （
た と え ば リ ガ ン ド ） に 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 導 入 し て 天 然 の 受 容 体 へ の 結 合 能 力 を 改
善 ま た は 変 更 す る こ と が で き る (た と え ば 、  Cunningham, B.C. お よ び  J.A. Wells (1991
) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:3407-3411; Lowman, H.B. 他  (1991) J. Biol. Chem.
 266:10982-10988を 参 照 )。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 発 明 の REMAP ま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 REMAP の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 化 合 物 に は 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 部 分
的 ア ゴ ニ ス ト 、 ま た は 逆 ア ゴ ニ ス ト 等 が 含 ま れ る 。 一 実 施 例 で は 、 REMAP の 活 性 が 許 容 さ
れ る 条 件 下 で ア ッ セ イ を 実 施 し 、 そ の ア ッ セ イ で は 少 な く と も 1つ の 試 験 化 合 物 と REMAPを
混 合 し 、 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の REMAP の 活 性 が 試 験 化 合 物 不 在 下 で の REMAP の 活 性 と 比
較 す る 。 試 験 化 合 物 の 存 在 下 で の REMAP の 活 性 の 変 化 は 、 REMAP の 活 性 を 調 整 す る 化 合 物
の 存 在 を 示 唆 す る 。 別 の 実 施 態 様 に お い て 、 試 験 化 合 物 を REMAP の 活 性 に 適 し た 条 件 下 で
REMAP を 含 む in vitroま た は 無 細 胞 再 構 成 系 と 混 合 さ せ て ア ッ セ イ を 実 施 す る 。 こ れ ら ア
ッ セ イ の 何 れ か に お い て 、 REMAP  の 活 性 を 調 整 す る 試 験 化 合 物 は 間 接 的 に 結 合 す る こ と
が 可 能 で あ り 、 試 験 化 合 物 と 直 接 接 触 す る 必 要 は な い 。 少 な く と も １ つ か ら 複 数 の 試 験 化
合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） に お け る 相 同 組 み 換 え を 用 い て 動 物 モ デ ル 系
内 で 、 REMAP ま た は そ の 哺 乳 動 物 相 同 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 「 ノ ッ ク ア ウ ト
」 す る 。 こ の よ う な 技 術 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 ヒ ト 疾 患 動 物 モ デ ル の 作 製 に
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有 用 で あ る （ 米 国 特 許 第 5,175,383号 及 び 第 5,767,337号 等 を 参 照 ） 。 例 え ば 129/SvJ細 胞
株 等 の マ ウ ス ES細 胞 は 初 期 の マ ウ ス 胚 に 由 来 し 、 培 地 で 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の ES
細 胞 は 、 ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 （ neo: Capecchi, M.R.（ 1989） S
cience 244:1288-1292） な ど の マ ー カ ー 遺 伝 子 で 破 壊 し た 、 目 的 の 遺 伝 子 を 持 つ ベ ク タ ー
で 形 質 転 換 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 相 同 組 換 え に よ り 宿 主 ゲ ノ ム の 対 応 す る 領 域 に 組 み 込
ま れ る 。 別 法 で は 、 Cre-loxP系 を 用 い て 相 同 組 換 え を 行 い 、 組 織 特 異 的 ま た は 発 生 段 階 特
異 的 に 目 的 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る （ Marth, J.D. (1996) Clin. Invest. 97:1999-200
2; Wagner, K.U. 他  (1997) Nucleic Acids Res. 25:4323-43 30） 。 形 質 転 換 し た ES細 胞
を 同 定 し 、 例 え ば C57BL/6マ ウ ス 系 等 か ら 採 取 し た マ ウ ス 細 胞 胚 盤 胞 に 微 量 注 入 す る 。 胚
盤 胞 を 偽 妊 娠 メ ス に 外 科 的 に 導 入 し 、 得 ら れ る キ メ ラ 子 孫 の 遺 伝 形 質 を 決 め 、 こ れ を 交 配
さ せ て ヘ テ ロ 接 合 性 系 ま た は ホ モ 接 合 性 系 を 作 製 す る 。 こ の よ う に し て 作 製 し た 遺 伝 子 組
換 え 動 物 は 、 潜 在 的 な 治 療 薬 や 毒 性 薬 物 で 検 査 さ れ う る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 REMAP  を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を in vitroで ヒ ト 胚 盤 胞 由 来 の ES細 胞 に お い て
操 作 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト ES細 胞 は 、 内 胚 葉 、 中 胚 葉 及 び 外 胚 葉 の 細 胞 の 種 類 を 含
む 少 な く と も ８ つ の 別 々 の 細 胞 系 統 に 分 化 す る 可 能 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 細 胞 系 統 は 、 例
え ば 神 経 細 胞 、 造 血 系 統 及 び 心 筋 細 胞 に 分 化 す る （ Thomson, J.A. 他  (1998) Science 28
2:1145-1 147） 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 ヒ ト 疾 患 を モ デ ル と し た 「 ノ ッ ク イ ン
」 ヒ ト 化 動 物 （ ブ タ ） ま た は 遺 伝 子 組 み 換 え 動 物 （ マ ウ ス ま た は ラ ッ ト ） を 作 製 す る こ と
が 可 能 で あ る 。 ノ ッ ク イ ン 技 術 を 用 い て 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の あ る 領
域 を 動 物 ES細 胞 に 注 入 し 、 注 入 し た 配 列 を 動 物 細 胞 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま せ る 。 形 質 転 換 細 胞
を 胞 胚 に 注 入 し 、 胞 胚 を 上 記 の よ う に 移 植 す る 。 遺 伝 子 組 換 え 子 孫 ま た は 近 交 系 に つ い て
研 究 し 、 可 能 性 の あ る 医 薬 品 を 用 い て 処 理 し 、 ヒ ト の 疾 患 の 治 療 に 関 す る 情 報 を 得 る 。 別
法 で は 、 例 え ば REMAP を 乳 汁 内 に 分 泌 す る な ど REMAP を 過 剰 に 発 現 す る 哺 乳 動 物 近 交 系 は
、 便 利 な タ ン パ ク 質 源 と な り 得 る （ Janne, J. 他  (1998) Biotechnol. Annu. Rev. 4:55-
74） 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 （ 治 療 ）
　 REMAP 領 域 と 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 領 域 と の 間 に 、 例 え ば 配 列 及 び モ チ ー フ の
内 容 に お け る 化 学 的 及 び 構 造 的 類 似 性 が 存 在 す る 。 さ ら に 、 REMAPを 発 現 す る 組 織 の 例 が
、 表 ６ お よ び 実 施 例 11に 見 つ け ら れ る 。 従 っ て REMAPは 、 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症
性 の 疾 患 、 神 経 疾 患 、 代 謝 異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内 分 泌 疾 患 、 心 血 管 障 害 、 生 殖 系
疾 患 、 胃 腸 障 害 、 代 謝 異 常 、 遺 伝 疾 患 、 脂 質 代 謝 異 常 、 癌 お よ び ウ ィ ル ス 感 染 に お い て 或
る 役 割 を 果 た す も の と 考 え ら れ る 。 REMAP の 発 現 若 し く は 活 性 の 増 大 に 関 連 す る 疾 患 の 治
療 に お い て は 、 REMAP の 発 現 ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る こ と が 望 ま し い 。 REMAP の 発 現 ま た
は 活 性 の 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 REMAP の 発 現 ま た は 活 性 を 増 大 さ せ る こ
と が 望 ま し い 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 従 っ て 、 或 る 実 施 例 に お い て 、 REMAP の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま
た は 予 防 の た め に 、 患 者 に REMAP ま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
限 定 さ れ る も の で は な い が 、 そ の よ う な 疾 患 と し て 、 細 胞 増 殖 異 常 に は 日 光 性 角 化 症 、 動
脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合 型 結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨
髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、 原 発 性 血 小 板 血 症 、 並 び に
腺 癌 及 び 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 及 び 奇 形 癌 、 具 体 的 に は 、 副 腎 、 膀
胱 、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、
卵 巣 、 膵 臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 子 宮
の 癌 が 含 ま れ ； 　 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 、 ア ジ ソ ン 病
（ 慢 性 原 発 性 副 腎 機 能 不 全 ） 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 ア レ ル ギ ー 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ
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イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺
炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ 症 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー （ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆
嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎 、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ
球 傷 害 因 子 性 偶 発 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 新 生 児 溶 血 性 疾 患 （ 胎 児 赤 芽 球 症 ） 、 結 節 性 紅 斑 、
萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎
、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無 力 症 、 心 筋 ま た は 心 膜 炎 症
、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ ー 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節
炎 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、
全 身 性 強 皮 症 、 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ぶ ど う 膜 炎 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌
合 併 症 、 血 液 透 析 、 体 外 循 環 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 感 染 症
、 原 虫 感 染 症 、 蠕 虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま れ ； 　 神 経 障 害 に は 、 癲 癇 、 虚 血 性 脳 血 管 障 害 、
脳 卒 中 、 脳 腫 瘍 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ピ ッ ク 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病
お よ び そ の 他 の 錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 お よ び そ の 他 の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 障 害 、 進
行 性 神 経 性 筋 萎 縮 症 、 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 ） 、 遺 伝 性 運 動 失 調 、 多 発 性 硬 化 症
お よ び 他 の 脱 髄 疾 患 、 細 菌 性 お よ び ウ イ ル ス 性 髄 膜 炎 、 脳 膿 瘍 、 硬 膜 下 膿 瘍 、 硬 膜 外 膿 瘍
、 化 膿 性 頭 蓋 内 血 栓 性 静 脈 炎 、 脊 髄 炎 お よ び 神 経 根 炎 、 ウ イ ル ス 性 中 枢 神 経 系 疾 患 と 、 プ
リ オ ン 病 （ ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ コ ブ 病 、 お よ び Gerstmann-Straussler-Schei
nker症 候 群 を 含 む ） 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 、 神 経 系 性 栄 養 病 お よ び 代 謝 病 、 神 経 線 維 腫 症
、 結 節 硬 化 症 、 小 脳 網 膜 血 管 腫 症 （ cerebelloretinal hemangioblastomatosis） 、 脳 ３ 叉
神 経 血 管 症 候 群 、 ダ ウ ン 症 を 含 む 中 枢 神 経 系 性 精 神 遅 滞 お よ び 他 の 発 達 障 害 、 脳 性 麻 痺 、
神 経 骨 格 異 常 症 、 自 律 神 経 系 障 害 、 脳 神 経 障 害 、 脊 髄 疾 患 、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 他 の 神 経 筋
障 害 、 末 梢 神 経 疾 患 、 皮 膚 筋 炎 お よ び 多 発 性 筋 炎 と 、 遺 伝 性 、 代 謝 性 、 内 分 泌 性 、 お よ び
中 毒 性 ミ オ パ シ ー と 、 重 症 筋 無 力 症 、 周 期 性 四 肢 麻 痺 、 精 神 障 害 （ 気 分 性 、 不 安 性 の 障 害
、 統 合 失 調 症 ／ 分 裂 病 ） 、 季 節 性 感 情 障 害 （ SAD） 、 静 座 不 能 、 健 忘 症 、 緊 張 病 、 糖 尿 病
性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 遅 発 性 ジ ス キ ネ ジ ア 、 ジ ス ト ニ ー 、 パ ラ ノ イ ド 精 神 病 、 帯 状 疱 疹 後 神
経 痛 、 ト ゥ ー レ ッ ト 病 、 進 行 性 核 上 麻 痺 、 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性 （ corticobasal degenerat
ion） 、 お よ び 家 族 性 前 頭 側 頭 型 痴 呆 と が 含 ま れ ； 　 代 謝 系 の 疾 患 と し て は 、 ア ジ ソ ン 病
、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 先 天 性 副 腎 過 形 成 、 ク マ リ ン 耐 性 （ coumarin resistance） 、 嚢 胞 性 繊
維 症 、 糖 尿 病 、 脂 肪 性 肝 硬 変 、 フ ル ク ト ー ス -１ 、 ６ － ジ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 欠 乏 症 、 ガ ラ ク
ト ー ス 血 症 、 甲 状 腺 腫 、 グ ル カ ゴ ノ ー マ 、 糖 原 病 、 遺 伝 性 果 糖 不 耐 症 、 副 腎 皮 質 機 能 亢 進
症 （ Hyperadrenalism） 、 副 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 、 副 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル
血 症 、 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 、 低 血 糖 症 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 脂 肪 過 剰 血 症 、 脂 質 ミ オ パ シ ー
、 脂 肪 ジ ス ト ロ フ ィ ー 症 、 リ ソ ソ ー ム 蓄 積 症 、 マ ノ シ ド ー シ ス 、 ノ イ ラ ミ ニ ナ ー ゼ 欠 損 症
、 肥 満 、 骨 粗 し ょ う 症 、 フ ェ ニ ル ケ ト ン 尿 症 、 プ ソ イ ド ビ タ ミ ン D欠 損 く る 病 、 炭 水 化 物
代 謝 障 害 (例 え ば 、 先 天 性 II型 異 常 赤 血 球 産 生 症 性 貧 血 、 糖 尿 病 、 イ ン ス リ ン 依 存 型 真 性
糖 尿 病 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 型 真 性 糖 尿 病 、 ガ ラ ク ト ー ス エ ピ メ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 糖 原 病 、 リ
ソ ソ ー ム 蓄 積 症 、 果 糖 尿 、 五 炭 糖 尿 症 )、 お よ び ピ ル ビ ン 酸 代 謝 の 先 天 性 異 常 、 脂 肪 肝 の
よ う な 脂 質 代 謝 異 常 、 胆 汁 う っ 滞 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 カ ル ニ チ ン 欠 乏 症 、 カ ル ニ チ ン
パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ オ ア デ ニ レ ー ト デ ミ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 高 ト リ グ
リ セ リ ド 血 症 、 フ ァ ブ リ ー 病 な ど の 脂 質 貯 蔵 病 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ニ ー マ ン ‐ ピ ッ ク 病 、 変 染
色 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 G M ２ に ガ ン グ リ オ シ ド ー シ ス 、 セ
ロ イ ド リ ポ フ ス チ ン 症 、 無 β ‐ リ ポ 蛋 白 血 症 、 タ ン ジ ア ー 病 、 リ ポ 蛋 白 過 剰 血 症 、 脂 肪 異
栄 養 症 、 脂 肪 腫 症 、 急 性 皮 下 脂 肪 組 織 炎 、 播 種 性 脂 肪 組 織 壊 死 症 、 有 痛 脂 肪 症 、 リ ポ イ ド
副 腎 過 形 成 、 最 小 変 化 症 、 脂 肪 腫 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 高
ト リ グ リ セ リ ド 血 症 を 伴 っ た 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 原 発 性 低 α リ ポ 蛋 白 血 症 、 甲 状 腺 症
機 能 低 下 症 、 腎 臟 病 、 肝 疾 患 、 レ シ チ ン -コ レ ス テ ロ ー ル ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏
症 、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 シ ト ス テ ロ ー ル 血 症 、 低 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 テ イ ‐ サ ッ ク ス 病 、 サ
ン ド ホ フ 病 、 高 脂 血 症 、 脂 肪 過 剰 血 症 、 脂 質 筋 障 害 、 お よ び Menke病 の よ う な 銅 代 謝 疾 患
、 ウ イ ル ソ ン 病 、 お よ び エ ー レ ル ス ‐ ダ ン ロ ー 症 候 群 IX型 糖 尿 病 が 含 ま れ ； 　 発 生 ま た は
発 達 障 害 に は 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟 骨 形 成 不 全 性 小 人 症 、
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デ ュ シ ェ ン ヌ ／ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常 、 WAGR症 候 群 （ ウ ィ ル
ム ス 腫 瘍 、 無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 遅 滞 ） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ ニ ス 症 候 群 （ Smith- M
agenis syndrome） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 遺 伝 性 粘 膜 上 皮 異 形 成 、 遺 伝 性 角 皮 症 や 、 シ ャ
ル コ ー マ リ ー ツ ー ス 病 お よ び 神 経 線 維 腫 症 な ど の 遺 伝 性 神 経 病 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 水 頭
症 や 、 Syndenham舞 踏 病 （ Syndenham's chorea） お よ び 脳 性 小 児 麻 痺 な ど の 発 作 障 害 、 二
分 脊 椎 、 無 脳 症 、 頭 蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障 、 感 音 難 聴 が 含 ま れ ； 　 内 分 泌 障
害 の 中 に は 原 発 脳 腫 瘍 及 び 腺 腫 、 妊 娠 性 梗 塞 、 下 垂 体 切 除 、 動 脈 瘤 、 血 管 奇 形 、 血 栓 症 、
感 染 症 、 免 疫 異 常 、 頭 部 外 傷 に よ る 合 併 症 な ど の 病 変 か ら 起 こ る 視 床 下 部 及 び 下 垂 体 の 障
害 と 、 性 機 能 低 下 及 び シ ー ハ ン 症 候 群 、 尿 崩 症 、 カ ル マ ン 病 、 ハ ン ド ‐ シ ュ ラ ー ク リ ス チ
ャ ン 病 、 レ ト ラ ‐ シ ヴ ェ 病 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 エ ン プ テ ィ セ ラ 症 候 群 、 小 人 症 を 含 む 下
垂 体 低 下 に 関 連 し た 障 害 と 、 良 性 線 種 に よ っ て 発 生 し や す い 不 適 当 抗 利 尿 ホ ル モ ン （ ADH
） 分 泌 症 候 群 （ SIADH） 及 び 先 端 巨 大 症 、 巨 人 症 を 含 む 下 垂 体 亢 進 に 関 連 し た 障 害 と 、 甲
状 腺 腫 及 び 粘 液 水 腫 、 細 菌 感 染 性 急 性 甲 状 腺 炎 、 ウ イ ル ス 感 染 性 亜 急 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免
疫 性 甲 状 腺 炎 （ 橋 本 病 ） 、 ク レ チ ン 病 を 含 む 甲 状 腺 機 能 低 下 症 に 関 連 し た 障 害 と 、 甲 状 腺
中 毒 症 及 び そ の 様 々 な 型 、 グ レ ー ブ ス 病 、 前 脛 骨 粘 液 水 腫 、 中 毒 性 多 結 節 性 甲 状 腺 腫 、 甲
状 腺 癌 、 プ ラ ン マ ー 病 を 含 む 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 と 、 Conn病 （ chronic hypercalemia） を 含
む 副 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 と 、 Ｉ 型 及 び II型 糖 尿 病 及 び 合 併 症 な ど の 膵 臓 疾 患 と 、 過 形 成 及 び
副 腎 皮 質 の 癌 腫 や 腺 腫 、 ア ル カ ロ ー シ ス に 関 連 し た 高 血 圧 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 低 カ リ ウ ム 血
、 ク ッ シ ン グ 病 、 リ ド ル 症 候 群 、 Arnold-Healy-Gordon症 候 群 、 褐 色 細 胞 腫 瘍 、 、 ア ジ ソ
ン 病 、 副 腎 機 能 不 全 な ど の 副 腎 に 関 連 し た 障 害 と 、 女 性 の 異 常 プ ロ ラ ク チ ン 産 生 及 び 不 妊
症 、 子 宮 内 膜 症 、 月 経 周 期 の 摂 動 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 疾 患 、 高 プ ロ ラ ク チ ン 血 症 、 選 択 的 性 腺
刺 激 ホ ル モ ン 不 全 （ isolated gonadotropin deficiency） 、 無 月 経 、 乳 汁 漏 出 症 、 半 陰 陽
、 多 毛 症 及 び 男 性 化 、 乳 癌 、 閉 経 期 後 の 骨 粗 鬆 症 、 男 性 の ラ イ ジ ッ ヒ 細 胞 過 形 成 、 男 性 更
年 期 、 生 殖 細 胞 無 形 成 症 、 ラ イ ジ ッ ヒ 細 胞 腫 瘍 に 関 連 し た 性 機 能 亢 進 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容
体 の 欠 如 に 関 連 し た ア ン ド ロ ゲ ン 耐 性 、 ５ α － 還 元 酵 素 症 候 群 、 21‐ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 症
候 群 、 女 性 乳 房 症 な ど の 生 殖 腺 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン に 関 連 し た 疾 患 と が 含 ま れ ； 　 心 血 管
疾 患 の 中 に は 、 動 静 脈 瘻 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 高 血 圧 、 脈 管 炎 、 レ イ ノ ー 病 、 静 脈 奇 形 、 動
脈 解 離 、 静 脈 瘤 、 血 栓 静 脈 炎 及 び 静 脈 血 栓 、 血 管 の 腫 瘍 、 血 栓 崩 壊 の 合 併 症 、 バ ル ー ン 血
管 形 成 術 、 血 管 置 換 術 、 バ イ パ ス 手 術 、 う っ 血 性 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾 患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗
塞 、 高 血 圧 性 心 疾 患 、 変 性 弁 膜 性 心 疾 患 、 石 灰 化 大 動 脈 弁 狭 窄 症 、 先 天 性 ２ 尖 大 動 脈 弁 、
僧 帽 弁 輪 石 灰 化 、 僧 帽 弁 脱 出 、 リ ウ マ チ 熱 、 リ ウ マ チ 性 心 疾 患 、 感 染 性 心 内 膜 炎 、 非 細 菌
性 血 栓 性 心 内 膜 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の 心 内 膜 炎 、 カ ル チ ノ イ ド 心 疾 患 、 心 筋 症 、
心 筋 炎 、 心 膜 炎 、 腫 瘍 性 心 疾 患 、 先 天 性 心 臓 疾 患 、 及 び 心 臓 移 植 の 合 併 症 と 、 先 天 性 肺 異
常 、 肺 拡 張 不 全 、 肺 う っ 血 及 び 肺 水 腫 、 肺 動 脈 塞 栓 症 、 肺 出 血 、 肺 梗 塞 、 肺 高 血 圧 症 、 血
管 硬 化 症 、 閉 塞 性 肺 疾 患 、 拘 束 型 肺 疾 患 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 肺 気 腫 、 慢 性 気 管 支 炎 、 気
管 支 喘 息 、 細 気 管 支 拡 張 症 、 細 菌 性 肺 炎 、 ウ イ ル ス 性 肺 炎 及 び マ イ コ プ ラ ズ マ 肺 炎 、 肺 膿
瘍 、 肺 結 核 、 び ま ん 性 間 質 性 疾 患 、 塵 肺 症 、 サ ル コ イ ド 症 、 特 発 性 肺 線 維 症 、 剥 離 性 間 質
性 肺 炎 、 過 敏 症 肺 炎 、 肺 好 酸 球 増 加 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 ― 器 質 性 肺 炎 （ pulmonary eosinoph
ilia bronchiolitis obliterans-organizing pneumonia） 、 び ま ん 性 肺 出 血 症 候 群 、 グ ッ
ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 特 発 性 肺 血 鉄 症 、 肺 併 発 膠 原 血 管 病 併 発 性 肺 疾 患 、 肺 胞 た ん ぱ く 症
、 肺 腫 瘍 、 炎 症 性 及 び 非 炎 症 性 胸 水 、 気 胸 症 、 胸 膜 腫 瘍 、 薬 物 性 肺 疾 患 、 放 射 線 に よ る 肺
疾 患 、 及 び 肺 移 植 の 合 併 症 な ど が 含 ま れ ； 　 生 殖 系 疾 患 と し て 、 プ ロ ラ ク チ ン 産 生 の 障 害
、 不 妊 （ 例 え ば 卵 管 疾 患 、 排 卵 不 良 、 子 宮 内 膜 症 、 性 周 期 の 途 絶 、 月 経 周 期 の 途 絶 、 多 嚢
胞 性 卵 巣 症 候 群 、 卵 巣 過 剰 刺 激 症 候 群 、 子 宮 内 膜 腫 瘍 や 卵 巣 腫 瘍 、 子 宮 筋 腫 、 自 己 免 疫 障
害 、 異 所 性 妊 娠 、 奇 形 発 生 、 乳 癌 、 乳 房 線 維 嚢 胞 病 、 乳 漏 症 、 精 子 形 成 の 途 絶 、 異 常 精 子
生 理 、 精 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 炎 、 ペ ー ロ ニ ー 病 、 イ ン ポ テ ン ス 、 男
性 乳 癌 、 女 性 化 乳 房 、 高 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 性 腺 機 能 低 下 症 、 低 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 性 腺 機 能 低 下
症 、 仮 性 半 陰 陽 、 無 精 子 症 、 早 発 卵 巣 不 全 、 ア ク ロ シ ン 欠 損 症 、 晩 発 思 春 期 、 逆 行 性 射 精
、 無 射 精 、 血 管 芽 腫 、 嚢 胞 ・ ク ロ ム 親 和 細 胞 腫 （ cystsphaeochromocytomas） 、 傍 神 経 節
腫 、 精 巣 上 体 の 嚢 胞 腺 腫 、 お よ び 内 リ ン パ 嚢 腫 瘍 ） が 含 ま れ ； 　 胃 腸 障 害 の 内 に は 、 腸 疾

10

20

30

40

50

(58) JP 2005-514903 A 2005.5.26



患 、 消 化 性 食 道 炎 、 食 道 攣 縮 、 食 道 狭 窄 、 食 道 癌 、 消 化 不 良 、 消 化 不 良 、 胃 炎 、 胃 癌 、 摂
食 障 害 、 吐 き 気 、 嘔 吐 、 胃 不 全 麻 痺 、 胞 状 浮 腫 お よ び 幽 門 浮 腫 、 腹 部 ア ン ギ ナ 、 胸 焼 け 、
胃 腸 炎 、 腸 閉 塞 、 腸 管 感 染 、 消 化 性 潰 瘍 、 胆 石 症 、 胆 嚢 炎 、 胆 汁 鬱 滞 、 膵 臓 炎 、 膵 臓 癌 、
胆 道 疾 患 、 肝 炎 、 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 、 肝 硬 変 、 肝 臓 の 受 動 的 鬱 血 、 肝 臓 癌 、 伝 染 性 大 腸 炎
、 潰 瘍 大 腸 炎 、 潰 瘍 性 直 腸 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ホ イ ッ プ ル 病 、 マ ロ リ ー ワ イ ス 症 候 群 、 結 腸
癌 、 結 腸 閉 塞 、 過 敏 性 大 腸 症 候 群 、 短 腸 症 候 群 、 下 痢 、 便 秘 、 胃 腸 出 血 、 後 天 性 免 疫 不 全
症 候 群 （ AIDS） 、 腸 疾 患 、 黄 疸 、 肝 性 脳 症 、 肝 腎 症 候 群 、 肝 臓 脂 肪 症 、 血 色 素 症 、 ウ ィ ル
ソ ン 病 、 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン 欠 乏 症 、 ラ イ 症 候 群 、 原 発 性 硬 化 性 胆 管 炎 、 肝 臓 梗 塞 、 門
脈 閉 塞 お よ び 血 栓 症 、 小 葉 中 心 性 壊 死 、 肝 紫 斑 症 、 肝 静 脈 血 栓 症 、 肝 中 心 静 脈 閉 塞 症 、 子
癇 前 症 、 子 癇 、 急 性 妊 娠 脂 肪 肝 、 妊 娠 肝 内 胆 汁 鬱 滞 、 肝 腫 瘍 （ 結 節 過 形 成 、 腺 腫 、 お よ び
癌 ） が 含 ま れ ； 　 遺 伝 疾 患 と し て た と え ば 副 腎 脳 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 Alport症 候 群 、 コ
ロ イ デ レ ミ ア 、 デ ュ シ ェ ン ヌ お よ び ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ダ ウ ン 症 候 群 、 嚢 胞 性
線 維 症 、 慢 性 肉 芽 腫 症 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 Marfan症 候 群 、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー
、 筋 強 直 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ピ ク ノ デ ィ ス オ ス ト ー シ ス 、 Refsum症 候 群 、 網 膜 芽 細 胞 種 、
鎌 形 赤 血 球 貧 血 症 、 サ ラ セ ミ ア 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 von Willebrand症 候 群 、 ウ ィ ル ム ス
腫 瘍 、 ゼ ル ウ ィ ガ ー 症 候 群 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム ア シ ル CoAオ キ シ ダ ー ゼ 欠 乏 症 、 ペ ル オ キ
シ ソ ー ム チ オ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 二 価 性 タ ン パ ク 質 欠 乏 症 、 ミ ト コ ン ド リ ア
カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び カ ル ニ チ ン 欠 乏 症 、 ミ ト コ ン ド リ ア 長
鎖 ア シ ル
CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ ト コ ン ド リ ア 中 鎖 ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ
ト コ ン ド リ ア 短 鎖 ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ ト コ ン ド リ ア 電 子 伝 達 フ ラ ビ ン
タ ン パ ク 質 お よ び 電 子 伝 達 フ ラ ビ ン タ ン パ ク 質 ： ユ ー ビ キ ノ ン オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ 欠 乏
症 、 ミ ト コ ン ド リ ア 三 価 性 タ ン パ ク 質 欠 乏 症 お よ び ミ ト コ ン ド リ ア 短 鎖 ３ ヒ ド ロ キ シ ア シ
ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 乏 症 が 含 ま れ ； 　 脂 質 代 謝 障 害 と し て 、 脂 肪 肝 、 胆 汁 う っ 滞 、
原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 カ ル ニ チ ン 欠 乏 症 、 カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠
乏 症 、 ミ オ ア デ ニ ル 酸 デ ア ミ ナ ー ゼ 欠 損 症 、 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 と 、 フ ァ ブ リ ー 病 な ど
の 脂 質 貯 蔵 病 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ニ ー マ ン ‐ ピ ッ ク 病 、 異 染 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 副 腎 白 質
ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 GM２ ガ ン グ リ オ シ ド 蓄 積 症 、 セ ロ イ ド リ ポ フ ス チ ン 症 、 無 β ‐ リ ポ 蛋 白
血 症 、 タ ン ジ ア ー 病 、 高 リ ポ 蛋 白 血 症 、 糖 尿 病 、 脂 肪 異 栄 養 症 、 脂 肪 腫 症 、 急 性 皮 下 脂 肪
組 織 炎 、 播 種 性 脂 肪 壊 死 、 有 痛 脂 肪 症 、 リ ポ イ ド 副 腎 過 形 成 、 微 小 変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ 、 脂
肪 腫 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 を 伴 っ た
高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 原 発 性 低 α リ ポ 蛋 白 血 症 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 腎 疾 患 、 肝 疾 患 、
レ シ チ ン ： コ レ ス テ ロ ー ル ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 損 症 、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 シ ト ス テ ロ
ー ル 血 症 、 低 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 テ イ ‐ サ ッ ク ス 病 、 サ ン ド ホ フ 病 、 高 脂 血 症 、 高 脂 質
血 症 、 脂 質 筋 障 害 が 含 ま れ ； 　 癌 と し て は 、 腺 癌 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、
肉 腫 、 奇 形 癌 を 含 む 癌 、 具 体 的 に は 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経
節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液
腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 子 宮 の 癌 等 が 含 ま れ ； 　 ウ イ ル ス 病 原 体 に よ る 感
染 の 中 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 及 び ア レ ナ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ ル ス 、 カ リ チ ウ イ ル ス 、 コ
ロ ナ ウ イ ル ス 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス
、 オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス 、 パ ラ ミ キ ソ ウ イ ル ス 、 ピ
コ ル ナ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、
ト ン ガ ウ イ ル ス に 分 類 さ れ る ウ ィ ル ス に よ る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP ま た は そ の 断 片 や 誘 導 体 を 発 現 し 得 る ベ ク タ ー を 患 者 に 投 与 し
て 、 限 定 す る も の で は な い が 上 記 し た 疾 患 を 含 む REMAP の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し
た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 更 に 別 の 実 施 態 様 で は 、 限 定 す る も の で は な い が 上 記 し た 疾 患 を 含 む 、 REMAP の 発 現 ま
た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め に 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た REMAP を
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含 む 組 成 物 を 好 適 な 医 薬 用 キ ャ リ ア と 共 に 患 者 に 投 与 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 更 に 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP の 活 性 を 調 節 す る ア ゴ ニ ス ト を 患 者 に 投 与 し て 、 限 定 す る
も の で は な い が 上 記 し た 疾 患 を 含 む REMAP の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療
ま た は 予 防 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 更 な る 実 施 例 で は 、 REMAP の 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の
た め に 、 患 者 に REMAP の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 す る も の で は
な い が こ の よ う な 疾 患 の 例 に は 、 上 記 し た 細 胞 増 殖 異 常 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性 の 疾 患 、 神 経
疾 患 、 代 謝 異 常 、 発 生 ま た は 発 達 障 害 、 内 分 泌 疾 患 、 心 血 管 障 害 、 生 殖 系 疾 患 、 胃 腸 障 害
、 代 謝 異 常 、 遺 伝 疾 患 、 脂 質 代 謝 異 常 、 癌 お よ び ウ ィ ル ス 感 染 が あ る 。 一 実 施 態 様 で は 、
REMAP と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 直 接 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 、 或 い は REMAP を 発 現 す る 細
胞 ま た は 組 織 に 薬 剤 を 運 ぶ タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 或 い は 送 達 機 構 と し て 間 接 的 に 用 い ら れ 得 る
。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 体 を 発 現 す る ベ ク タ ー を
患 者 に 投 与 し て 、 限 定 す る も の で は な い が 上 記 し た 疾 患 を 含 む REMAP の 発 現 ま た は 活 性 の
増 大 に 関 連 し た 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 任 意 の タ ン パ ク 質 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、
相 補 配 列 、 ま た は ベ ク タ ー を 、 別 の 好 適 な 治 療 薬 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と も で き る 。
併 用 療 法 で 用 い る 好 適 な 治 療 薬 は 、 当 業 者 が 従 来 の 医 薬 原 理 に 従 っ て 選 択 し 得 る 。 治 療 薬
と 組 合 せ る こ と に よ り 、 上 記 し た 種 々 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 相 乗 効 果 を も た ら し 得 る
。 こ の 方 法 を 用 い る こ と に よ り 少 量 の 各 薬 剤 で 医 薬 効 果 を あ げ る こ と が 可 能 と な り 、 そ れ
に よ っ て 副 作 用 の 可 能 性 を 低 減 し 得 る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 REMAP の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 本 技 術 分 野 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 製 造 し 得
る 。 具 体 的 に は 、 精 製 さ れ た REMAP を 用 い て 抗 体 を 作 る か 、 治 療 薬 の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ
ー ニ ン グ し て 、 Ｔ Ｍ Ｐ と 特 異 結 合 す る も の を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 REMAP の 抗 体 も
、 当 分 野 で 一 般 的 な 方 法 を 用 い て 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 抗 体 に は 、 ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 、 Fab断 片 、 及 び Fab発 現 ラ イ
ブ ラ リ に よ っ て 作 ら れ た 断 片 が 含 ま れ る 。 但 し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 中 和
抗 体 （ 即 ち 二 量 体 の 形 成 を 阻 害 す る 抗 体 ） は 通 常 、 治 療 用 に 好 適 で あ る 。 (例 え ば 、 ラ ク
ダ ま た は ラ マ か ら の 一 本 鎖 抗 体 )一 本 鎖 抗 体 は 強 力 な 酵 素 阻 害 剤 で あ る 可 能 性 が あ り 、 ペ
プ チ ド 擬 態 の 設 計 お よ び 免 疫 吸 着 剤 お よ び バ イ オ セ ン サ の 開 発 に 有 用 で あ る 可 能 性 が あ る
(Muyldermans, S. (2001) J. Biotechnol. 74:277-302)。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 抗 体 の 産 生 の た め に は 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ク ダ 、 ヒ ト コ ブ ラ ク ダ 、 ラ
マ 、 ヒ ト 及 び そ の 他 の も の を 含 む 種 々 の 宿 主 が 、 REMAP ま た は 任 意 の 断 片 、 ま た は 免 疫 原
性 の 特 性 を 備 え る そ の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 注 入 に よ っ て 免 疫 化 さ れ 得 る 。 宿 主 の 種 に 応 じ て
、 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 応 答 を 高 め る こ と も で き る 。 限 定 す る も の で は な い が
こ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト に は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 等 の ミ ネ
ラ ル ゲ ル ア ジ ュ バ ン ト と 、 リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ
ド 、 油 性 乳 剤 、 ス カ シ ガ イ の ヘ モ シ ニ ア ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 等 の 界 面 活 性 剤 と が あ る
。 ヒ ト に 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト の 中 で は 、 BCG（ カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ ン 杆 菌 ） 及 び コ リ ネ
バ ク テ リ ウ ム ‐ パ ル バ ム （ ） が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 REMAP に 対 す る 抗 体 類 を 誘 導 す る た め に 用 い ら れ る オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ま た は
断 片 は 、 少 な く と も 約 ５ 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ も の が 好 ま し く 、 一 般
的 に は 約 １ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 断 片
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は 、 天 然 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 と 同 一 で あ る こ と が 望 ま し い 。 REMAP ア ミ ノ
酸 の 短 い ス ト レ ッ チ は 、 KLHな ど 別 の タ ン パ ク 質 の 配 列 と 融 合 さ れ る こ と が で き 、 こ の キ
メ ラ 分 子 に 対 す る 抗 体 群 が 産 生 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 REMAP に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 体 分 子 を 産 生 す る 任 意 の 技 術 を 用 い て 、 培 地
内 の 連 続 し た 細 胞 株 に よ っ て 作 製 し 得 る 。 限 定 す る も の で は な い が こ の よ う な 技 術 に は 、
ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 お よ び EBV-ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 が
あ る （ Kohler, G. 他  (1975) Nature 256:495-497、 Kozbor, D. 他  (1985) .J. Immunol.
 Methods 81:31-42、 Cote, R.J. 他  (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030
、 Cole, S.P. 他  (1984) Mol. Cell Biol. 62:109-120等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 更 に 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 作 製 の た め に 発 達 し た ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ス プ
ラ イ シ ン グ す る な ど の 技 術 が 、 好 適 な 抗 原 特 異 性 及 び 生 物 学 的 活 性 を 備 え る 分 子 を 得 る た
め に 用 い ら れ る （ 例 え ば 、 Morrison, S.L.他 . (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:6851-
6855; Neuberger, M.S.他 . (1984) Nature 312:604-608; Takeda, S.他  (1985) Nature 3
14:452,454を 参 照 。 ） 別 法 で は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 、 一 本 鎖 抗 体 の 産 生 の た め
の 記 載 さ れ た 技 術 を 適 用 し て 、 REMAP特 異 的 一 本 鎖 抗 体 を 生 成 す る 。 関 連 特 異 性 を 有 す る
が イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 が 異 な る よ う な 抗 体 を 、 ラ ン ダ ム な 組 合 せ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ
ラ リ か ら チ ェ ー ン シ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 産 生 す る こ と も で き る （ Burton D.R. (1991) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10134-10137等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 抗 体 の 産 生 は 、 リ ン パ 球 集 団 に お け る 産 生 の 誘 導 に よ っ て 、 或 い は 文 献 に 開 示
さ れ て い る よ う に 非 常 に 特 異 的 な 結 合 試 薬 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ラ イ ブ ラ リ ま た は パ ネ ル の
ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て も 行 い 得 る （ Orlandi, R. 他  (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 86: 3833-3837、 Winter, G. 他  (1991) Nature 349:293-299等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 REMAP の た め の 特 異 結 合 部 位 を 有 す る 抗 体 断 片 を 産 生 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 限 定
す る も の で は な い が 、 こ の よ う な 断 片 に は 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て 作 製 さ れ る
F(ab') 2  断 片 と 、 F(ab') 2  断 片 の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ る Fa
b断 片 と が あ る 。 或 い は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル Fa
b断 片 を 所 望 の 特 異 性 と 迅 速 且 つ 容 易 に 同 定 す る こ と が 可 能 と な る （ Huse, W.D. 他  (1989
) Science 246:1275-1281等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 種 々 の 免 疫 学 的 検 定 （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 所 望
の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同 定 し 得 る 。 隔 離 さ れ た 特 異 性 を 有 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 何 れ か を 用 い る 競 合 的 な 結 合 、 ま た は 免 疫 放 射 線 活 性 の た め の 数
々 の プ ロ ト コ ル が 、 当 分 野 で は 周 知 で あ る 。  通 常 こ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ に は 、 REMAP
  と そ の 特 異 性 抗 体 と の 間 の 複 合 体 形 成 の 計 測 が 含 ま れ る 。 二 つ の 非 干 渉 性 REMAP エ ピ ト
ー プ に 対 し て 反 応 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 、 ２ 部 位 モ ノ ク ロ ー ナ ル ベ ー ス の イ ム
ノ ア ッ セ イ が 一 般 に 利 用 さ れ る が 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ も 利 用 す る こ と が で き る (Pound、
前 出 )。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 と 共 に Scatchard分 析 な ど の 様 々 な 方 法 を 用 い て 、 REMAPに 対
す る 抗 体 の 親 和 性 を 評 価 す る 。 親 和 性 を 結 合 定 数 Kaで 表 す が 、 こ の Kaは 、 平 衡 状 態 の 下 で
REMAP抗 体 複 合 体 の モ ル 濃 度 を 遊 離 抗 体 と 遊 離 抗 原 の モ ル 濃 度 で 除 し て 得 ら れ る 値 で あ る
。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 類 は 多 数 の REMAP エ ピ ト ー プ に 対 し て 親 和 性 が 不 均 一 で あ り 、 或 る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 に 関 し て 判 定 し た Kaは 、 REMAP に 対 す る 抗 体 群 の 平 均 の 親 和 性 ま
た は 結 合 活 性 を 表 す 。 特 定 の REMAP エ ピ ト ー プ に 単 一 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 試 薬 の
Ｋ ａ は 、 親 和 性 の 真 の 測 定 値 を 表 す 。 Ka値 が １ ０ ９ ～ １ ０ １ ２ liter／ ｍ ｏ ｌ の 高 親 和 性
抗 体 試 薬 は 、 REMAP抗 体 複 合 体 が 過 酷 な 処 理 に 耐 え な け れ ば な ら な い イ ム ノ ア ッ セ イ に 用
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い る の が 好 ま し い 。 Ka値 が １ ０ ６ ～ １ ０ ７ liter／ ｍ ｏ ｌ の 低 親 和 性 抗 体 試 薬 は 、 REMAPが
抗 体 か ら 最 終 的 に 活 性 化 状 態 で 解 離 す る 必 要 が あ る 免 疫 精 製 及 び 類 似 の 処 理 に 用 い る の が
好 ま し い (Catty, D. (1988) . IRL Press,
 Washington, DC; Liddell, J. E. 及 び  Cryer, A. (1991) 

, John Wiley & Sons, New York NY)。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 剤 の 抗 体 価 お よ び 結 合 活 性 を 更 に 評 価 し て 、 後 に 使 う 或 る 適 用 例
に 対 す る こ の よ う な 試 薬 の 品 質 お よ び 適 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 少 な く と も
１ ～ ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 、 好 ま し く は ５ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 特 異 的 な 抗 体 を 含 む
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 医 薬 は 一 般 に 、 REMAP抗 体 複 合 体 を 沈 殿 さ せ な け れ ば な ら な い 処 理 に
用 い ら れ る 。 抗 体 の 特 異 性 、 抗 体 価 、 結 合 活 性 、 様 々 な 適 用 例 に お け る 抗 体 の 品 質 や 使 用
に 対 す る 指 針 に つ い て は 、 一 般 に 入 手 可 能 で あ る 。 （ 前 出 の Cattyの 文 献 、 同 Coligan 他
の 文 献 等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ の 任 意 の 断
片 や 相 補 配 列 を 、 治 療 目 的 で 使 用 で き る 。 あ る 実 施 態 様 で は 、 REMAPを コ ー ド す る 遺 伝 子
の コ ー デ ィ ン グ 領 域 や 調 節 領 域 に 相 補 的 な 配 列 や ア ン チ セ ン ス 分 子 （ DNA及 び RNA、 修 飾 ヌ
ク レ オ チ ド ） を 設 計 し て 遺 伝 子 発 現 を 変 更 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 技 術 は 当 分 野 で
は 周 知 で あ り 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 大 き な 断 片 を 、 REMAPを コ ー ド す
る 配 列 の 制 御 領 域 、 ま た は コ ー ド 領 域 に 沿 っ た さ ま ざ ま な 位 置 か ら 設 計 可 能 で あ る (Agraw
al, S., ed. (1996) , Humana Press Inc., Totawa NJを 参 照 )。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 治 療 に 用 い る 場 合 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 適 切 な 標 的 細 胞 に 導 入 す る の に 好 適 な 、 任 意 の
遺 伝 子 送 達 系 を 用 い る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 転 写 時 に 標 的 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 細 胞 配 列 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 配 列 を 作 製 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド の 形 で 細 胞
内 に 輸 送 す る こ と が 可 能 で あ る (Slater, J.E. 他  (1998) J. Allergy Clin. Immunol. 10
2(3):469-475; お よ び Scanlon, K.J. 他  (1995) 9(13):1288-1296を 参 照 )。 ア ン チ セ ン ス
配 列 は ま た 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス や ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の ウ イ ル ス ベ ク タ
ー を 用 い て 細 胞 内 に 導 入 す る こ と も で き る （ Miller, A.D. (1990) Blood 76:271、 前 出 の
Ausubel、 Uckert, W. お よ び  W. Walther (1994) Pharmacol. Ther. 63(3):323-347等 を
参 照 ） 。 そ の 他 の 遺 伝 子 送 達 機 構 に は 、 リ ポ ソ ー ム 系 、 人 工 的 な ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 及
び 当 分 野 で 公 知 の そ の 他 の シ ス テ ム が 含 ま れ る （ Rossi, J.J. (1995) Br. Med. Bull. 51
(1):217-225; Boado、 R.J.他  (1998) J. Pharm. Sci. 87(11):1308-1315、 Morris, M.C. 
他  (1997) Nucleic Acids Res. 25(14):2730-2736. 等 を 参 照 ） 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 体 細 胞 若 し く は 生
殖 細 胞 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 遺 伝 子 治 療 を 行 う こ と に よ り 、 （ i） 遺 伝
子 欠 損 症 （ 例 え ば Ｘ 染 色 体 鎖 遺 伝 （ Cavazzana-Calvo, M. 他  (2000) Science 288:669-67
2） に よ り 特 徴 付 け ら れ る 重 度 の 複 合 型 免 疫 欠 損 (SCID)-X1の 場 合 ） 、 先 天 性 ア デ ノ シ ン デ
ア ミ ナ ー ゼ （ ADA） 欠 損 症 に 関 連 す る 重 度 の 複 合 型 免 疫 欠 損 （ Blaese, R.M. 他  (1995) Sc
ience 270:475-480、 Bordignon, C. 他  (1995) Science 270:470-475） 、 嚢 胞 性 繊 維 症 （
Zabner, J. 他  (1993) Cell 75:207-216: Crystal、 R.G. 他  (1995) Hum. Gene  Therapy
 6:643-666、 Crystal, R.G. 他  (1995) Hum. Gene Therapy 6:667-703） 、 サ ラ セ ミ ア （ t
halassamia） 、 家 族 性 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 第 VIII因 子 若 し く は 第 IX因 子 欠 損 に 起 因 す
る 血 友 病 （ Crystal, 35  R.G. (1995) Science 270:404-410、 Verma, I.M. お よ び  N. So
mia (1997) Nature 389:239-242） を 治 療 し 、 （ ii） 条 件 的 致 死 性 遺 伝 子 産 物 を 発 現 さ せ
（ 例 え ば 制 御 不 能 な 細 胞 増 殖 に 起 因 す る 癌 の 場 合 ） 、 （ iii） 細 胞 内 の 寄 生 虫 （ 例 え ば ヒ
ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス (HIV)（ Baltimore, D. (1988) Nature 335:395-396、 Poescbla, E. 
他  (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 93:11395-11399） 、 B型 若 し く は C型 肝 炎 ウ イ ル
ス （ HBV、 HCV） 、 及 び 等 の 真 菌 寄 生 虫
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、 並 び に 及 び 等 の 原 虫 寄 生 体 に 対 す る 防 御 機 能
を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 REMAP の 発 現 若 し く は 調 節 に 必 要 な 遺 伝
子 の 欠 損 が 疾 患 を 引 き 起 こ す 場 合 、 導 入 し た 細 胞 の 好 適 な 集 団 か ら REMAP を 発 現 さ せ て 、
遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る 症 状 の 発 現 を 緩 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 例 で は 、 REMAPの 欠 損 に よ る 疾 患 や 障 害 は 、 REMAPを コ ー ド す る 哺 乳
動 物 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し て 、 こ れ ら の ベ ク タ ー を 機 械 的 手 段 に よ っ て REMAP欠 損 細 胞 に
導 入 す る こ と に よ っ て 治 療 さ れ る 。 in vivoあ る い は ex vitroの 細 胞 に 用 い る 機 械 的 導 入
技 術 に は 、 （ i） 個 々 の 細 胞 内 へ の 直 接 的 な DNA微 量 注 射 法 、 （ ii） 遺 伝 子 銃 、 （ iii） リ
ポ ソ ー ム を 介 し た 形 質 移 入 、 （ iv） 受 容 体 を 介 し た 遺 伝 子 導 入 、 お よ び （ v） DNAト ラ ン ス
ポ ゾ ン の 使 用 が あ る （ Morgan, R.A. お よ び  W.F. Anderson（ 1993） Annu. Rev. Biochem.
 62:191-217、 Ivics, Z.（ 1997） Cell 91:501-510; Boulay, J-L. お よ び H. Recipon（ 19
98） Curr. Opin. Biotechnol. 9:445-450） 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 REMAP の 発 現 に 有 効 で あ り 得 る 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て 、 限 定 す る も の で は な い が pcDN
A 3.1、 EpiTag、 pRcCMV2、 pREP、 pVAX、 pCRII-TOPOTAベ ク タ ー （ Invitrogen, Carlsbad C
A） 、 pCMV-Script、 pCMV-Tag、 PEGSH/PERV（ Stratagene, La Jolla CA） お よ び PTET-OFF
、 PTET-ON、 PTRE2、 PTRE2-LUC、 PTK-HYG（ Clontech, Palo Alto CA） が 挙 げ ら れ る 。 REMA
P を 発 現 さ せ る た め に 、 （ i） 恒 常 的 に 活 性 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ
ル ス （ CMV） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） 、 SV40ウ イ ル ス 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ TK） 、 若
し く は β － ア ク チ ン 遺 伝 子 等 ） 、 (ii)誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 市 販 の T-REXプ ラ ス
ミ ド （ Invitrogen） に 含 ま れ て い る 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 調 節 性 プ ロ モ ー タ ー （ Gossen, M.
 and H. Bujard (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:5547-5551; Gossen, M. 他  
(1995) Science 268:1766-1769; Rossi, F.M.V. 及 び  H.M. Blau (1998) Curr. Opin. Bi
otechnol. 9:451-456） ） 、 エ ク ジ ソ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ 市 販 の プ ラ ス ミ ド PVGRXR及
び PINDに 含 ま れ て い る ： Invitrogen） 、 FK506／ ラ パ マ イ シ ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 ま た
は RU486／ ミ フ ェ プ リ ス ト ー ン 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー （ Rossi, F.M.V. and H.M. Blau, 前 出
） 、 ま た は （ iii） 正 常 な 個 体 に 由 来 す る REMAP を コ ー ド す る 内 在 性 遺 伝 子 の 天 然 の プ ロ
モ ー タ ー 若 し く は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 市 販 の リ ポ ソ ー ム 形 質 転 換 キ ッ ト （ 例 え ば Invitrogen社 の PERFECT LIPID TRANSFECTION
 KIT） を 用 い れ ば 、 当 業 者 は 経 験 に そ れ ほ ど 頼 ら な い で も ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 培 養 中 の 標
的 細 胞 に 導 入 す る こ と が 可 能 に な る 。 別 法 で は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ Graham. F.L. 及
び  A.J. Eb (1973) Virology 52:456-467） 若 し く は 電 気 穿 孔 法 （ Neumann, B. 他  (1982)
 EMBO J. 1:841-845） を 用 い て 形 質 転 換 を 行 う 。 初 代 培 養 細 胞 に DNAを 導 入 す る た め に は
、 標 準 化 さ れ た 哺 乳 動 物 の 形 質 移 入 プ ロ ト コ ル の 修 飾 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 で は 、 REMAP の 発 現 に 関 連 す る 種 々 の 遺 伝 子 欠 損 に よ っ て 起 こ る
疾 患 や 障 害 を 、 （ i） レ ト ロ ウ イ ル ス 長 末 端 反 復 配 列 （ LTR） プ ロ モ ー タ ー 若 し く は 或 る 独
立 プ ロ モ ー タ ー の コ ン ト ロ ー ル 下 で REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 （ ii） 好 適
な RNAパ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 群 と 、 （ iii） 効 率 的 な ベ ク タ ー 増 殖 に 必 要 な コ ー デ ィ ン グ
配 列 群 と 追 加 の レ ト ロ ウ イ ル ス ・ シ ス 作 用 性 RNA配 列 群 と を 伴 う Rev応 答 性 エ レ メ ン ト （ RR
E） と 、 か ら な る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 作 製 し て 治 療 し 得 る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー （ 例 え ば PFB及 び PFBNEO） は Stratagene社 か ら 市 販 さ れ て お り 、 刊 行 デ ー タ （ Riviere, 
I. 他  (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:6733-6737） に 基 づ い て い る 。 上 記 デ
ー タ を 引 用 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ベ ク タ ー は 、 好 適 な ベ ク タ ー 産 生 細
胞 株 （ VPCL） に お い て 増 殖 さ れ 、 VPCLは 、 標 的 細 胞 上 の 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 を 有 す る エ
ン ベ ロ ー プ 遺 伝 子 ま た は VSVg等 の 汎 親 和 性 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る （ Armentan
o, D. 他  (1987) J. Virol. 61:1647-1650、 Bender, M.A. 他  (1987) J. Virol. 61:1639
-1646、 Adam, M.A. お よ び  A.D. Miller (1988) J. Virol. 62:3802-3806、 Dull, T. 他  
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(1998) J. Virol. 72:8463-8471、 Zufferey, R. 他  (1998) J. Virol. 72:9873-9880） 。
  U.S. Riggに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,910,434号 （ 「 Method for obtaining retrovirus 
packaging cell lines producing high transducing efficiency retroviral supernatan
t」 ） に お い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 株 を 得 る た め の 方 法 が 開 示 さ れ て お
り 、 引 用 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 増 殖 、 細 胞
集 団 （ 例 え ば CD4 +  Ｔ 細 胞 ） の 形 質 導 入 、 及 び 形 質 導 入 し た 細 胞 の 患 者 へ の 戻 し は 、 遺 伝
子 治 療 の 分 野 で は 当 業 者 に 公 知 の 方 法 で あ り 、 多 数 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ Ranga, U. 
他  (1997) J. Virol. 71:7020-7029、 Bauer, G. 他  (1997) Blood 89:2259-2267、 Bonyha
di, M.L. (1997) J. Virol. 71:4707-4716、 Ranga, U. 他  (1998) Proc. Natl. Acad. Sc
i. U.S.A. 95:1201-1206、 Su, L. (1997) Blood 89:2283-2290） 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 別 法 で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 系 遺 伝 子 治 療 の 送 達 系 を 用 い て 、 REMAP の 発 現 に 関 連 す る １
つ 以 上 の 遺 伝 子 異 常 を 有 す る 細 胞 に REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 送 達 す る 。 ア
デ ノ ウ イ ル ス 系 ベ ク タ ー の 作 製 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ に つ い て は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 複
製 欠 損 型 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 免 疫 調 節 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 膵 臓 の 無
損 傷 の 膵 島 内 に 導 入 す る た め に 融 通 の き く こ と が 証 明 さ れ た （ Csete, M.E. 他  (1995) Tr
ansplantation 27:263-268） 。 使 用 で き る 可 能 性 の あ る ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 Arme
ntanoに 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,707,618号 （ 「 Adenovirus vectors for gene therapy」
） に 記 載 さ れ て お り 、 引 用 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー に つ い て は 、 Antinozzi, P.A. 他  (1999) Annu. Rev. Nutr. 19:511-544 及 び  Verma
, I.M. 及 び  N. Somia (1997) Nature 18:389:239-242も 参 照 さ れ た い 。 両 文 献 は 、 引 用
す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 別 法 で は 、 ヘ ル ペ ス 系 遺 伝 子 治 療 の 或 る 送 達 系 を 用 い て 、 REMAP の 発 現 に 関 連 す る １ つ
以 上 の 遺 伝 子 異 常 を 持 つ 標 的 細 胞 群 に 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 群 を 送 達 す
る 。 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） 系 ベ ク タ ー 類 は 、 HSVが 親 和 性 を 持 つ 中 枢 神 経 系 の 細 胞
に REMAP を 導 入 す る 際 に 、 特 に 有 用 で あ ろ う 。 ヘ ル ペ ス 系 ベ ク タ ー の 作 製 及 び パ ッ ケ ー ジ
ン グ は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 複 製 適 格 性 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ HSV） I型 系 の ベ ク タ ー
は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 霊 長 類 の 眼 に 送 達 す る た め に 用 い ら れ て き た （ Liu, X. 他  (1999
) Exp. Eye Res.169:385-395） 。 HSV-1ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 作 製 に つ い て も 、 DeLucaに 付
与 さ れ た 米 国 特 許 第 5,804,413号 （ 「 Herpes simplex virus swains for gene transfer」
） に 開 示 さ れ て お り 、 該 特 許 の 引 用 を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。  米 国 特 許 第 5,804,4
13号 に は 、 ヒ ト 遺 伝 子 治 療 を 含 む 目 的 の た め に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お い て 細 胞
に 導 入 さ れ る 少 な く と も １ つ の 外 在 性 遺 伝 子 を 有 す る ゲ ノ ム を 含 む 組 換 え HSV d92に つ い
て の 記 載 が あ る 。 上 記 特 許 は ま た 、 ICP4、 ICP27及 び ICP22の た め に 除 去 さ れ る 組 換 え HSV
系 統 の 作 製 及 び 使 用 に つ い て 開 示 し て い る 。 HSVベ ク タ ー に つ い て は 、 Goins, W.F. 他  (1
999) J. Virol. 73:519-532 及 び  Xu, H. ら  (1994) Dev. Biol. 163:152-161も 参 照 さ れ
た い 。 両 文 献 は 、 引 用 を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ク ロ ー ン 化 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 配 列
の 操 作 、 巨 大 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の 異 な っ た 部 分 を 含 む 多 数 の プ ラ ス ミ ド を 形 質 移
入 し た 後 の 組 換 え ウ イ ル ス の 産 生 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の 成 長 及 び 増 殖 、 並 び に ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス の 細 胞 へ の 感 染 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 別 法 で は 、 α ウ イ ル ス （ 正 の 一 本 鎖 RNAウ イ ル ス ） ベ ク タ ー を 用 い て REMAP  を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 標 的 細 胞 に 送 達 す る 。 プ ロ ト タ イ プ の α ウ イ ル ス で あ る セ ム リ キ 森
林 熱 ウ イ ル ス （ Semliki Forest Virus, SFV） の 生 物 学 的 研 究 が 広 範 に 行 わ れ て お り 、 遺
伝 子 導 入 ベ ク タ ー が SFVゲ ノ ム に 基 づ い て い る こ と が 分 か っ た （ Garoff, H. 及 び  K.-J. L
i (1998) Cun. Opin. Biotech. 9:464-469） 。 α ウ イ ル ス RNAの 複 製 中 に 、 通 常 は ウ イ ル
ス の キ ャ プ シ ッ ド タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る サ ブ ゲ ノ ム RNAが 作 り 出 さ れ る 。 こ の サ ブ ゲ ノ
ム RNAは 、 完 全 長 の ゲ ノ ム RNAよ り 高 い レ ベ ル に 複 製 さ れ る た め 、 酵 素 活 性 （ 例 え ば プ ロ テ
ア ー ゼ 及 び ポ リ メ ラ ー ゼ ） を 有 す る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 に 比 べ て キ ャ プ シ ッ ド タ ン パ ク 質
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が 過 剰 産 生 さ れ る 。 同 様 に 、 REMAP を コ ー ド す る 配 列 を キ ャ プ シ ッ ド を コ ー ド す る 領 域 の
代 わ り に α ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 導 入 す る こ と に よ っ て 、 ベ ク タ ー 導 入 細 胞 に お い て 多 数 の RE
MAP を コ ー ド す る RNAが 産 生 さ れ 、 高 い レ ベ ル で REMAP が 合 成 さ れ る 。 通 常 は α ウ イ ル ス
の 感 染 が 数 日 以 内 で の 細 胞 溶 解 に 関 係 す る 一 方 で 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス （ SIN） の 変 異 体
を 有 す る ハ ム ス タ ー 正 常 腎 臓 細 胞 （ BHK-21） の 持 続 的 な 感 染 を 確 立 す る 能 力 は 、 α ウ イ ル
ス の 溶 解 複 製 を 遺 伝 子 治 療 に 適 用 で き る よ う に 好 適 に 変 更 可 能 で あ る こ と を 示 唆 し て い る
（ Dryga, S.A. 他  (1997) Virology 228 :74-83） 。 様 々 な 宿 主 に α ウ イ ル ス を 導 入 で き
る こ と か ら 、 様 々 な タ イ プ の 細 胞 に REMAP を 導 入 す る こ と が で き る 。 或 る 集 団 に お け る サ
ブ セ ッ ト の 細 胞 の 特 定 形 質 導 入 は 、 形 質 導 入 前 に 細 胞 の 選 別 を 必 要 と し 得 る 。 α ウ イ ル ス
の 感 染 性 cDNAク ロ ー ン の 処 置 方 法 、 α ウ イ ル ス の cDNA及 び RNAの 形 質 移 入 方 法 及 び α ウ イ
ル ス の 感 染 方 法 は 、 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 転 写 開 始 部 位 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ
る 。 転 写 開 始 部 位 (transcription initiation site)と は 例 え ば ス タ ー ト 部 位 (start site
)か ら 数 え て 約 － 10と 約 ＋ 10の 間 で あ る 。 同 様 に 、 三 重 ら せ ん 塩 基 対 の 形 成 方 法 を 用 い て
阻 害 が 可 能 と な る 。 三 重 ら せ ん 塩 基 対 形 成 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は 調 節 分 子 の
結 合 の た め に 充 分 に 開 く 、 二 重 ら せ ん の 能 力 を 阻 害 す る の で 有 用 で あ る 。 三 重 ら せ ん DNA
を 用 い る 最 近 の 治 療 の 進 歩 に つ い て は 文 献 に 記 載 が あ る （ Gee, J.E. 他  (1994) in: Hube
r, B.E.and B.I. Carr, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishing Co
., Mt. Kisco, NY, 163-177ペ ー ジ 等 を 参 照 。 ） 相 補 配 列 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 も ま た
、 転 写 物 が リ ボ ソ ー ム に 結 合 す る の を 阻 止 す る こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を 阻 止 す る べ く 設
計 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 酵 素 的 RNA分 子 で あ り 、 RNAの 特 異 的 切 断 を 触 媒 す る た め に リ ボ ザ イ ム を 用
い る こ と も で き る 。 リ ボ ザ イ ム 作 用 の メ カ ニ ズ ム は 、 相 補 的 標 的 RNAへ の リ ボ ザ イ ム 分 子
の 配 列 特 異 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と そ の 後 に 起 こ る 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 に 関 与 し て
い る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 操 作 で 作 ら れ た ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム 分 子 は 、 REMAPを コ ー
ド す る 配 列 の 内 ヌ ク レ オ チ ド 鎖 分 解 性 の 切 断 を 特 異 的 且 つ 効 果 的 に 触 媒 す る 可 能 性 が あ る
。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 任 意 の RNA標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 GUA、 GUU、 GUC配 列 を 含 め た リ ボ ザ イ
ム 切 断 部 位 に 対 し て 標 的 分 子 を ス キ ャ ン す る こ と に よ っ て 先 ず 同 定 さ れ る 。 一 度 同 定 さ れ
る と 、 切 断 部 位 を 含 む 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る １ ５ ～ ２ ０ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 短 い Ｒ
Ｎ Ａ 配 列 が 、 そ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 不 全 に す る よ う な ２ 次 構 造 の 特 徴 を も っ て い
な い か を 評 価 す る こ と が 可 能 に な る 。 候 補 標 的 の 適 合 性 の 評 価 も 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護
ア ッ セ イ を 用 い て 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ア ク セ ス 可 能
性 を テ ス ト す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 本 発 明 の 相 補 リ ボ 核 酸 分 子 お よ び リ ボ ザ イ ム は 、 核 酸 分 子 合 成 の た め に 当 分 野 で よ く 知
ら れ て い る 任 意 の 方 法 を 用 い て 作 製 し 得 る 。 任 意 の 方 法 に は 、 固 相 フ ォ ス フ ォ ア ミ ダ イ ト
化 学 合 成 等 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 方 法 が あ る 。 或 い は 、 REMAPを コ ー
ド す る DNA配 列 の in vitro及 び in vivo転 写 に よ っ て RNA分 子 を 産 出 し 得 る 。 こ の よ う な DNA
配 列 は 、 T7や SP6等 の 好 適 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 多 様 な ベ ク タ ー 内 に 取
り 込 む こ と が 可 能 で あ る 。 或 い は 、 相 補 的 RNAを 構 成 的 或 い は 誘 導 的 に 合 成 す る よ う な こ
れ ら cDNA産 物 を 、 細 胞 系 、 細 胞 ま た は 組 織 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 細 胞 内 の 安 定 性 を 高 め 、 半 減 期 を 長 く す る た め に RNA分 子 を 修 飾 す る こ と が で き る 。 限
定 す る も の で は な い が 可 能 な 修 飾 と し て は 、 分 子 の 5'末 端 、 3'末 端 、 あ る い は そ の 両 方 に
お い て 隣 接 配 列 群 を 追 加 す る こ と や 、 分 子 の 主 鎖 内 に お い て ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 結 合 で
は な く ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ま た は 2'O-メ チ ル を 使 用 す る こ と が 含 ま れ る 。 こ の 概 念 は 、 PN
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Aの 産 出 に 固 有 の も の で あ り 、 こ れ ら 全 て の 分 子 に 拡 大 す る こ と が で き る 。 そ れ に は 、 内
因 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 容 易 に は 認 識 さ れ な い ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア ニ ン 、
チ ミ ン 、 及 び ウ リ ジ ン に ア セ チ ル － 、 メ チ ル － 、 チ オ － 及 び 同 様 の 修 飾 を し た も の の 他 、
非 従 来 型 塩 基 、 例 え ば イ ノ シ ン 、 ク エ オ シ ン （ queosine） 、 ワ イ ブ ト シ ン （ wybutosine）
等 を 加 え る こ と で で き る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 更 な る 実 施 例 は 、 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 変 化 に 有 効 な
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 含 む 。 限 定 す る も の で は な い が 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
の 発 現 変 化 を 起 こ す の に 有 効 な 化 合 物 に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 、 三 重 ら せ ん 形 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 転 写 因 子 そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 転 写 制
御 因 子 、 及 び 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 互 作 用 し 得 る 非 高 分 子 化 学 的 実 体 が あ る 。 有
効 な 化 合 物 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー の い ず れ か と し
て 作 用 す る こ と に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 を 変 異 し 得 る 。 従 っ て 、 REMAP の 発 現 ま た は
活 性 の 増 加 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
現 を 特 異 的 に 阻 害 す る 化 合 物 が 治 療 上 有 用 で あ り 、 REMAP の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 に 関 連
す る 疾 患 の 治 療 に お い て は 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 特 異 的 に 促 進
す る 化 合 物 が 治 療 上 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 或 る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 改 変 す る 際 の 有 効 性 に つ い て 、 少 な く と も １ 個 、 ま
た は 複 数 個 の 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。 試 験 化 合 物 は 、 当 分 野 で 通 常 知 ら れ て
い る 任 意 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 。 こ の よ う な 方 法 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 変 異 さ
せ る 場 合 と 、 既 に 、 市 販 の ま た は 私 的 な 、 天 然 ま た は 非 天 然 の 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ か ら 選 択
す る 場 合 と 、 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 化 学 的 及 び ／ ま た は 構 造 的 特 性 に 基 づ く 化 合 物 を 合
理 的 に デ ザ イ ン す る 場 合 と 、 組 合 せ 的 に ま た は 無 作 為 に 生 成 し た 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ か ら
選 択 す る 場 合 に 有 効 で あ る こ と が 知 ら れ て い る よ う な 化 合 物 の 化 学 修 飾 が あ る 。 REMAP を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む サ ン プ ル は 、 少 な く と も １ つ の 試 験 化 合 物 に 曝 露 し て
得 る 。 サ ン プ ル に は 例 え ば 、 無 傷 細 胞 、 透 過 化 処 理 し た 細 胞 、 無 細 胞 再 構 成 系 ま た は 再 構
成 生 化 学 系 が あ り 得 る 。 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に お け る 変 化 は 、 当
分 野 で 通 常 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 で ア ッ セ イ す る 。 通 常 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ り 、 特 異 ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 検 出 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 量 を 定 量 し
、 そ れ に よ っ て １ つ 以 上 の 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る 及 び 曝 露 さ れ な い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
発 現 の 比 較 に 対 す る 基 礎 を 形 成 し 得 る 。 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現
に お け る 変 化 の 検 出 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 変 異 す る 際 に 試 験 化 合 物 が 有 効 で あ る
こ と を 示 し て い る 。 特 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 改 変 に 有 効 な 化 合 物 に 対 し て 、 例 え ば 分
裂 酵 母 （ ） 遺 伝 子 発 現 系 （ Atkins, D. 他  (1999) 米 国 特 許 第
5,932,435号 、 Arndt, G.M. 他  (2000) Nucleic Acids Res. 28:E15） ま た は HeLa細 胞 等 の
ヒ ト 細 胞 株 （ Clarke, M.L. 他  (2000) Biochem. Biophys. Res. Commun. 268:8-13） を 用
い て ス ク リ ー ニ ン グ を 実 行 す る 。 本 発 明 の 或 る 特 定 の 実 施 態 様 は 、 或 る 特 定 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 活 性 に つ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 、 修 飾 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） の 組 み 合 わ せ
ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 過 程 に 関 す る （ Bruice, T.W. 他  (1997) U.S. Patent N
o. 5,686,242、 Bruice, T.W. 他 . (2000) U.S. Patent No. 6,022,691)。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 ベ ク タ ー を 細 胞 ま た は 組 織 に 導 入 す る 多 数 の 方 法 が 利 用 可 能 で あ り 、 、
及 び の 使 用 に 対 し て 同 程 度 に 適 し て い る 。 ex vivo治 療 の 場 合 、 ベ ク タ ー を 患 者

か ら 採 取 し た 幹 細 胞 内 に 導 入 し 、 ク ロ ー ニ ン グ 増 殖 し て 同 一 患 者 に 自 家 移 植 で 戻 す こ と が
で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ボ ソ ー ム 注 入 ま た は ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー に よ
る 送 達 は 、 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る （ Goldman, C.K
. 他  (1997) Nat. Biotechnol. 15:462-466.等 を 参 照 ） 。
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【 ０ ２ ７ ６ 】
　 上 記 の 治 療 方 法 は い ず れ も 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル な
ど の 哺 乳 類 を 含 め て 治 療 が 必 要 な 全 て の 被 験 体 に 適 用 で き る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 追 加 実 施 例 は 、 通 常 薬 剤 と し て 許 容 で き る 賦 形 剤 で 処 方 さ れ る 活 性 成 分 を 有 す
る 組 成 物 の 投 与 に 関 連 す る 。 賦 形 剤 に は 例 え ば 、 糖 、 で ん ぷ ん 、 セ ル ロ ー ス 、 ゴ ム 及 び タ
ン パ ク 質 が あ る 。 様 々 な 処 方 が 通 常 知 ら れ て お り 、 詳 細 は

（ Maack Publishing, Easton PA） の 最 新 版 に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 組 成 物
は 、 REMAP、 REMAPの 抗 体 、 擬 態 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は REMAPの イ ン ヒ ビ
タ ー な ど か ら な る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 発 明 に 用 い ら れ る 組 成 物 は 、 任 意 の 数 の 経 路 に よ っ て 投 与 す る こ と が で き 、 限 定 す る
も の で は な い が 経 路 に は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄 内 、 ク モ 膜 下 腔 内 、 心 室
内 、 肺 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 腸 内 、 局 所 、 舌 下 ま た は 直 腸 が あ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 肺 か ら 投 与 す る 組 成 物 は 、 液 状 ま た は 乾 燥 粉 末 状 で 調 製 し 得 る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 通
常 、 患 者 が 吸 入 す る 直 前 に エ ア ロ ゾ ル 化 す る 。 小 分 子 （ 例 え ば 従 来 の 低 分 子 量 有 機 薬 ） の
場 合 に は 、 速 効 製 剤 の エ ア ロ ゾ ル 送 達 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 高 分 子 （ 例 え ば よ り 大 き な
ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 ） の 場 合 に は 、 当 該 分 野 に お い て 肺 の 肺 胞 領 域 を 介 し て の 肺 送 達
が 最 近 向 上 し た こ と に よ り 、 イ ン ス リ ン 等 の 薬 剤 を 実 質 的 に 血 液 循 環 へ 輸 送 す る こ と を 可
能 に し た （ Patton, J.S. 他 , 米 国 特 許 第 5,997,848号 等 を 参 照 ） 。 肺 送 達 は 、 針 注 射 な し
に 投 与 す る 点 で 優 れ て お り 、 有 毒 な 可 能 性 の あ る 浸 透 エ ン ハ ン サ ー の 必 要 性 を な く す 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 組 成 物 に は 、 所 定 の 目 的 を 達 成 す る た め に 必 要 な だ け の 量 の 活
性 成 分 を 含 有 す る 成 分 が 含 ま れ る 。 有 効 投 与 量 の 決 定 は 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で 行 う 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 特 殊 形 状 の 成 分 は 、 REMAP ま た は そ の 断 片 を 含 む 高 分 子 を 直 接 細 胞 内 輸 送 す る た め に 調
製 さ れ る 。 例 え ば 、 細 胞 不 透 過 性 高 分 子 を 含 む リ ポ ソ ー ム 製 剤 は 、 細 胞 融 合 及 び 高 分 子 の
細 胞 内 送 達 を 促 進 し 得 る 。 別 法 で は 、 REMAP   ま た は そ の 断 片 を HIV Tat-1タ ン パ ク 質 の
陽 イ オ ン N末 端 部 に 結 合 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に し て 生 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 は
、 マ ウ ス モ デ ル 系 の 脳 を 含 む 全 て の 組 織 の 細 胞 に 形 質 導 入 す る こ と が わ か っ て い る （ Schw
arze, S.R. 他  (1999) Science 285:1569-1572） 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 任 意 の 化 合 物 に 対 し て 、 先 ず 細 胞 培 養 ア ッ セ イ 、 例 え ば 新 生 物 性 細 胞 の 細 胞 培 養 ア ッ セ
イ に お い て 、 あ る い は 、 動 物 モ デ ル 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 サ ル ま た は
ブ タ な ど に お い て 、 治 療 有 効 量 を 推 定 す る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は ま た 、 好 適 な 濃 度
範 囲 及 び 投 与 経 路 を 決 定 す る た め に も 用 い 得 る 。 こ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 次 に ヒ ト に 対
す る 有 益 な 投 与 量 及 び 投 与 経 路 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 医 学 的 に 効 果 的 な 薬 用 量 は 、 症 状 や 容 態 を 回 復 さ せ る 、 た と え ば REMAPま た は そ の 断 片
、 REMAPの 抗 体 、 REMAPの ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 イ ン ヒ ビ タ ー な ど の 活 性 処 方
成 分 の 量 に 関 連 す る 。 治 療 有 効 性 お よ び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 動 物 実 験 に お け る 標 準 的
な 薬 学 手 法 に よ っ て 、 例 え ば ED 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ の 治 療 有 効 量 ） ま た は LD 5 0 （ 集 団 の ５ ０
％ の 致 死 量 ） 統 計 を 計 算 す る な ど し て 判 定 で き る 。 毒 性 効 果 の 治 療 効 果 に 対 す る 投 与 量 の
比 は 、 治 療 指 数 で あ り 、 LD 5 0 /ED 5 0 比 と し て 表 す こ と が で き る 。 高 い 治 療 指 数 を 示 す よ う
な 組 成 物 が 望 ま し い 。 細 胞 培 養 ア ッ セ イ と 動 物 実 験 と か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト に 用 い
る 投 与 量 の 範 囲 の 策 定 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 組 成 物 が 含 ま れ る 投 与 量 は 、 毒 性 を 殆 ど
或 い は 全 く 含 ま ず 、 ED 5 0 を 含 む よ う な 血 中 濃 度 の 範 囲 に あ る こ と が 好 ま し い 。 用 い ら れ る
投 与 形 態 、 患 者 の 感 受 性 及 び 投 与 の 経 路 に よ っ て 、 投 与 量 は こ の 範 囲 内 で 様 々 に 変 わ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
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　 正 確 な 投 与 量 は 、 治 療 が 必 要 な 被 験 者 に 関 す る 要 素 を 考 慮 し て 、 現 場 の 医 者 が 決 定 す る
こ と に な る 。 効 果 的 な レ ベ ル の 活 性 成 分 を 与 え 、 或 い は 所 望 の 効 果 を 維 持 す る べ く 、 投 与
量 及 び 投 与 を 調 節 す る 。 被 験 者 に 関 す る 要 素 と し て は 、 疾 患 の 重 症 度 、 患 者 の 通 常 の 健 康
状 態 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 及 び 性 別 、 投 与 の 時 間 及 び 頻 度 、 薬 剤 の 配 合 、 反 応 感 受 性 及 び 治
療 に 対 す る 応 答 等 を 考 慮 す る 。 作 用 期 間 が 長 い 組 成 物 は 、 特 定 の 製 剤 の 半 減 期 及 び ク リ ア
ラ ン ス 率 に よ っ て ３ ～ ４ 日 毎 に １ 度 、 １ 週 間 に １ 度 、 或 い は ２ 週 間 に １ 度 の 間 隔 で 投 与 し
得 る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 の 経 路 に も よ る が 約 ０ .１ ～ １ ０ ０ ,０ ０ ０ μ gで あ り 、 合 計 で 約
１ gま で と す る 。 特 定 の 投 与 量 及 び 送 達 方 法 に 関 す る ガ イ ダ ン ス は 文 献 に 記 載 さ れ て お り
、 現 場 の 医 者 は 通 常 そ れ を 利 用 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は イ ン ヒ ビ
タ ー に 対 す る 処 方 と は 異 な る 、 ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 処 方 を 利 用 す る こ と に な る 。 同 様 に
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 、 特 定 の 細 胞 、 状 態 、 位 置 等 に 特 異 的 な
も の と な る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 （ 診 断 ）
　 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP の 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 の 診 断 の た め に 、 或 い は RE
MAP や REMAP の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は 阻 害 剤 で 治 療 を 受 け て い る 患 者 を モ ニ
タ ー す る た め の ア ッ セ イ に お い て 、 REMAP を 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 用 い ら れ る こ と が あ
る 。 診 断 目 的 に 有 用 な 抗 体 は 、 上 記 の 治 療 の 箇 所 で 記 載 し た 方 法 と 同 じ 方 法 で 調 合 さ れ る
。 REMAP の 診 断 ア ッ セ イ に は 、 ヒ ト の 体 液 か ら 、 あ る い は 細 胞 や 組 織 の 抽 出 物 か ら 、 抗 体
お よ び 標 識 を 用 い て REMAP を 検 出 す る 方 法 が 含 ま れ る 。 こ の 抗 体 は 修 飾 さ れ た も の も さ れ
て い な い も の も 可 能 で あ り 、 レ ポ ー タ ー 分 子 と の 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 で 標 識 化 で き
る 。 レ ポ ー タ ー 分 子 と し て は 広 く さ ま ざ ま な 種 類 が 本 分 野 で 知 ら れ て お り 、 ま た 使 用 可 能
で あ る が 、 そ の う ち の い く つ か は 上 記 で 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 REMAPを 測 定 す る た め の 、 ELISA， RIA， 及 び FACSな ど 種 々 の プ ロ ト コ ル は 、 当 分 野 で は
既 知 で あ り 、 変 容 し た 或 い は 異 常 な レ ベ ル の REMAP発 現 を 診 断 す る た め の 基 盤 を 提 供 す る
。 正 常 或 い は 標 準 的 な REMAP の 発 現 の 値 は 、 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 正 常 な 哺 乳
動 物 、 例 え ば ヒ ト な ど の 被 験 者 か ら 採 取 し た 体 液 ま た は 細 胞 と REMAP に 対 す る 抗 体 と を 結
合 さ せ る こ と に よ っ て 決 定 す る 。 標 準 複 合 体 形 成 量 は 、 種 々 の 方 法 、 例 え ば 測 光 法 で 定 量
で き る 。 被 験 者 、 対 照 、 及 び 疾 患 生 検 組 織 か ら の 各 サ ン プ ル の REMAP の 発 現 の 量 が 基 準 値
と 比 較 さ れ る 。 標 準 値 と 被 験 者 と の 偏 差 が 疾 患 を 診 断 す る パ ラ メ ー タ と な る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 に よ れ ば 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 診 断 の た め に 用
い る こ と も で き る 。 用 い ら れ る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 、 相 補 的 RNA及 び DNA分 子 、 そ し て PNAが 含 ま れ る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、
疾 患 と 相 関 し 得 る REMAP  を 発 現 す る 生 検 組 織 に お け る 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し 定 量 す る 。
こ の 診 断 ア ッ セ イ を 用 い て 、 REMAP  の 存 在 の 有 無 、 更 に 過 剰 な 発 現 を 調 べ 、 治 療 中 の REM
AP  値 の 調 節 を 監 視 す る 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 REMAP  ま た は 近 縁 の 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 検 出 可 能 な PCRプ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 REMAP 
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 プ ロ ー ブ が 高 度 に 特 異 的 な 領 域 (例
え ば ５ '調 節 領 域 )か ら 作 成 さ れ て い よ う と 、 あ る い は 、 や や 特 異 性 の 低 い 領 域 (例 え ば 保
存 さ れ た モ チ ー フ )か ら 作 成 さ れ て い よ う と 、 プ ロ ー ブ の 特 異 性 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 或 い は 増 幅 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト は 、 プ ロ ー ブ が REMAPを コ ー ド す る 天 然 の 配 列 の み を
同 定 す る か 、 或 い は 対 立 形 質 変 異 体 や 関 連 配 列 コ ー ド す る 自 然 界 の 配 列 の み を 同 定 す る か
ど う か に よ っ て 決 ま る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
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　 プ ロ ー ブ は ま た 、 関 連 す る 配 列 の 検 出 に 利 用 さ れ 、 REMAP  を コ ー ド す る 任 意 の 配 列 と
少 な く と も ５ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し 得 る 。 目 的 の 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ
ー ブ に は 、 DNAあ る い は RNAが 可 能 で あ り 、 SEQ ID NO:27-52 の 配 列 、 或 い は REMAP 遺 伝 子
の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム 配 列 に 由 来 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 REMAP を コ ー ド す る DNAに 対 し て 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 作 製 方 法
に は 、 REMAP お よ び REMAP 誘 導 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を mRNAプ ロ ー ブ の 作
製 の た め の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 方 法 が あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 作 製 の た め の ベ ク
タ ー は 、 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 市 販 さ れ て お り 、 好 適 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 好 適 な
標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え る こ と に よ っ て 、 in vitroで Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 合 成 す る た
め に 用 い ら れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 種 々 の レ ポ ー タ ー の 集 団 に よ っ
て 標 識 さ れ 得 る 。 レ ポ ー タ ー 集 団 の 例 と し て は 、 3 2 Pま た は 3 5 S等 の 放 射 性 核 種 、 或 い は ア
ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 さ れ た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素
標 識 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 REMAP の 発 現 に 関 連 す る 疾 患 を 診
断 す る こ と が 可 能 で あ る 。 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 そ の よ う な 疾 患 と し て 、 細 胞 増 殖
異 常 に は 日 光 性 角 化 症 、 動 脈 硬 化 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 滑 液 包 炎 、 硬 変 、 肝 炎 、 混 合
型 結 合 組 織 病 （ MCTD） 、 骨 髄 線 維 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 、 真 性 多 血 症 、 乾 癬 、
原 発 性 血 小 板 血 症 、 並 び に 腺 癌 及 び 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 及 び 奇 形
癌 、 具 体 的 に は 、 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄 、 脳 、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓
、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、 副 甲 状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、
精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 子 宮 の 癌 が 含 ま れ ； 　 自 己 免 疫 ／ 炎 症 疾 患 に は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症
候 群 （ AIDS） 、 ア ジ ソ ン 病 （ 慢 性 原 発 性 副 腎 機 能 不 全 ） 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 ア レ ル ギ
ー 、 強 直 性 脊 椎 炎 、 ア ミ ロ イ ド 症 、 貧 血 、 喘 息 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 、 自 己 免 疫 性 溶 血
性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 多 腺 性 内 分 泌 カ ン ジ ダ 症 外 胚 葉 ジ ス ト ロ フ ィ ー
（ APECED） 、 気 管 支 炎 、 胆 嚢 炎 、 接 触 皮 膚 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 皮 膚 筋 炎
、 糖 尿 病 、 肺 気 腫 、 リ ン パ 球 傷 害 因 子 性 偶 発 性 リ ン パ 球 減 少 症 、 新 生 児 溶 血 性 疾 患 （ 胎 児
赤 芽 球 症 ） 、 結 節 性 紅 斑 、 萎 縮 性 胃 炎 、 糸 球 体 腎 炎 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 痛 風 、 グ
レ ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 過 好 酸 球 増 加 症 、 過 敏 性 腸 症 候 群 、 多 発 性 硬 化 症 、 重 症 筋 無
力 症 、 心 筋 ま た は 心 膜 炎 症 、 骨 関 節 炎 、 骨 粗 し ょ う 症 、 膵 炎 、 多 発 性 筋 炎 、 乾 癬 、 ラ イ タ
ー 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 強 皮 症 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、
全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 全 身 性 強 皮 症 、 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ぶ ど う 膜
炎 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 癌 合 併 症 、 血 液 透 析 、 体 外 循 環 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、
真 菌 感 染 症 、 寄 生 虫 感 染 症 、 原 虫 感 染 症 、 蠕 虫 感 染 症 、 外 傷 が 含 ま れ ； 　 神 経 障 害 に は 、
癲 癇 、 虚 血 性 脳 血 管 障 害 、 脳 卒 中 、 脳 腫 瘍 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ピ ッ ク 病 、 ハ ン チ ン ト ン
病 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 お よ び そ の 他 の 錐 体 外 路 障 害 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 お よ び そ の 他
の 運 動 ニ ュ ー ロ ン 障 害 、 進 行 性 神 経 性 筋 萎 縮 症 、 網 膜 色 素 変 性 症 （ 色 素 性 網 膜 炎 ） 、 遺 伝
性 運 動 失 調 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 他 の 脱 髄 疾 患 、 細 菌 性 お よ び ウ イ ル ス 性 髄 膜 炎 、 脳 膿 瘍
、 硬 膜 下 膿 瘍 、 硬 膜 外 膿 瘍 、 化 膿 性 頭 蓋 内 血 栓 性 静 脈 炎 、 脊 髄 炎 お よ び 神 経 根 炎 、 ウ イ ル
ス 性 中 枢 神 経 系 疾 患 と 、 プ リ オ ン 病 （ ク ー ル ー 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ コ ブ 病 、 お よ び Ge
rstmann-Straussler-Scheinker症 候 群 を 含 む ） 、 致 死 性 家 族 性 不 眠 症 、 神 経 系 性 栄 養 病 お
よ び 代 謝 病 、 神 経 線 維 腫 症 、 結 節 硬 化 症 、 小 脳 網 膜 血 管 腫 症 （ cerebelloretinal hemangi
oblastomatosis） 、 脳 ３ 叉 神 経 血 管 症 候 群 、 ダ ウ ン 症 を 含 む 中 枢 神 経 系 性 精 神 遅 滞 お よ び
他 の 発 達 障 害 、 脳 性 麻 痺 、 神 経 骨 格 異 常 症 、 自 律 神 経 系 障 害 、 脳 神 経 障 害 、 脊 髄 疾 患 、 筋
ジ ス ト ロ フ ィ ー 他 の 神 経 筋 障 害 、 末 梢 神 経 疾 患 、 皮 膚 筋 炎 お よ び 多 発 性 筋 炎 と 、 遺 伝 性 、
代 謝 性 、 内 分 泌 性 、 お よ び 中 毒 性 ミ オ パ シ ー と 、 重 症 筋 無 力 症 、 周 期 性 四 肢 麻 痺 、 精 神 障
害 （ 気 分 性 、 不 安 性 の 障 害 、 統 合 失 調 症 ／ 分 裂 病 ） 、 季 節 性 感 情 障 害 （ SAD） 、 静 座 不 能
、 健 忘 症 、 緊 張 病 、 糖 尿 病 性 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 遅 発 性 ジ ス キ ネ ジ ア 、 ジ ス ト ニ ー 、 パ ラ ノ
イ ド 精 神 病 、 帯 状 疱 疹 後 神 経 痛 、 ト ゥ ー レ ッ ト 病 、 進 行 性 核 上 麻 痺 、 大 脳 皮 質 基 底 核 変 性
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（ corticobasal degeneration） 、 お よ び 家 族 性 前 頭 側 頭 型 痴 呆 と が 含 ま れ ； 　 代 謝 系 の
疾 患 と し て は 、 ア ジ ソ ン 病 、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 先 天 性 副 腎 過 形 成 、 ク マ リ ン 耐 性 （ coumarin
 resistance） 、 嚢 胞 性 繊 維 症 、 糖 尿 病 、 脂 肪 性 肝 硬 変 、 フ ル ク ト ー ス -１ 、 ６ － ジ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 欠 乏 症 、 ガ ラ ク ト ー ス 血 症 、 甲 状 腺 腫 、 グ ル カ ゴ ノ ー マ 、 糖 原 病 、 遺 伝 性 果 糖 不
耐 症 、 副 腎 皮 質 機 能 亢 進 症 （ Hyperadrenalism） 、 副 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 、 副 甲 状 腺 機 能 低
下 症 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 、 低 血 糖 症 、 甲 状 腺 機 能 低 下 症 、 脂 肪 過
剰 血 症 、 脂 質 ミ オ パ シ ー 、 脂 肪 ジ ス ト ロ フ ィ ー 症 、 リ ソ ソ ー ム 蓄 積 症 、 マ ノ シ ド ー シ ス 、
ノ イ ラ ミ ニ ナ ー ゼ 欠 損 症 、 肥 満 、 骨 粗 し ょ う 症 、 フ ェ ニ ル ケ ト ン 尿 症 、 プ ソ イ ド ビ タ ミ ン
D欠 損 く る 病 、 炭 水 化 物 代 謝 障 害 (例 え ば 、 先 天 性 II型 異 常 赤 血 球 産 生 症 性 貧 血 、 糖 尿 病 、
イ ン ス リ ン 依 存 型 真 性 糖 尿 病 、 非 イ ン ス リ ン 依 存 型 真 性 糖 尿 病 、 ガ ラ ク ト ー ス エ ピ メ ラ ー
ゼ 欠 乏 症 、 糖 原 病 、 リ ソ ソ ー ム 蓄 積 症 、 果 糖 尿 、 五 炭 糖 尿 症 )、 お よ び ピ ル ビ ン 酸 代 謝 の
先 天 性 異 常 、 脂 肪 肝 の よ う な 脂 質 代 謝 異 常 、 胆 汁 う っ 滞 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 カ ル ニ チ
ン 欠 乏 症 、 カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ オ ア デ ニ レ ー ト デ ミ ナ
ー ゼ 欠 乏 症 、 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 、 フ ァ ブ リ ー 病 な ど の 脂 質 貯 蔵 病 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ニ ー
マ ン ‐ ピ ッ ク 病 、 変 染 色 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 副 腎 性 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 G M ２ に ガ ン
グ リ オ シ ド ー シ ス 、 セ ロ イ ド リ ポ フ ス チ ン 症 、 無 β ‐ リ ポ 蛋 白 血 症 、 タ ン ジ ア ー 病 、 リ ポ
蛋 白 過 剰 血 症 、 脂 肪 異 栄 養 症 、 脂 肪 腫 症 、 急 性 皮 下 脂 肪 組 織 炎 、 播 種 性 脂 肪 組 織 壊 死 症 、
有 痛 脂 肪 症 、 リ ポ イ ド 副 腎 過 形 成 、 最 小 変 化 症 、 脂 肪 腫 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 コ
レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 高 ト リ グ リ セ リ ド 血 症 を 伴 っ た 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 原 発 性 低 α リ
ポ 蛋 白 血 症 、 甲 状 腺 症 機 能 低 下 症 、 腎 臟 病 、 肝 疾 患 、 レ シ チ ン -コ レ ス テ ロ ー ル ア シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 脳 腱 黄 色 腫 症 、 シ ト ス テ ロ ー ル 血 症 、 低 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、
テ イ ‐ サ ッ ク ス 病 、 サ ン ド ホ フ 病 、 高 脂 血 症 、 脂 肪 過 剰 血 症 、 脂 質 筋 障 害 、 お よ び Menke
病 の よ う な 銅 代 謝 疾 患 、 ウ イ ル ソ ン 病 、 お よ び エ ー レ ル ス ‐ ダ ン ロ ー 症 候 群 IX型 糖 尿 病 が
含 ま れ ； 　 発 生 ま た は 発 達 障 害 に は 尿 細 管 性 ア シ ド ー シ ス 、 貧 血 、 ク ッ シ ン グ 症 候 群 、 軟
骨 形 成 不 全 性 小 人 症 、 デ ュ シ ェ ン ヌ ／ ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 癲 癇 、 性 腺 形 成 異 常
、 WAGR症 候 群 （ ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 無 虹 彩 症 、 尿 生 殖 器 異 常 、 精 神 遅 滞 ） 、 ス ミ ス ‐ マ ジ ェ
ニ ス 症 候 群 （ Smith- Magenis syndrome） 、 骨 髄 異 形 成 症 候 群 、 遺 伝 性 粘 膜 上 皮 異 形 成 、
遺 伝 性 角 皮 症 や 、 シ ャ ル コ ー マ リ ー ツ ー ス 病 お よ び 神 経 線 維 腫 症 な ど の 遺 伝 性 神 経 病 、 甲
状 腺 機 能 低 下 症 、 水 頭 症 や 、 Syndenham舞 踏 病 （ Syndenham's chorea） お よ び 脳 性 小 児 麻
痺 な ど の 発 作 障 害 、 二 分 脊 椎 、 無 脳 症 、 頭 蓋 脊 椎 披 裂 、 先 天 性 緑 内 障 、 白 内 障 、 感 音 難 聴
が 含 ま れ ； 　 内 分 泌 障 害 の 中 に は 原 発 脳 腫 瘍 及 び 腺 腫 、 妊 娠 性 梗 塞 、 下 垂 体 切 除 、 動 脈 瘤
、 血 管 奇 形 、 血 栓 症 、 感 染 症 、 免 疫 異 常 、 頭 部 外 傷 に よ る 合 併 症 な ど の 病 変 か ら 起 こ る 視
床 下 部 及 び 下 垂 体 の 障 害 と 、 性 機 能 低 下 及 び シ ー ハ ン 症 候 群 、 尿 崩 症 、 カ ル マ ン 病 、 ハ ン
ド ‐ シ ュ ラ ー ク リ ス チ ャ ン 病 、 レ ト ラ ‐ シ ヴ ェ 病 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 エ ン プ テ ィ セ ラ 症
候 群 、 小 人 症 を 含 む 下 垂 体 低 下 に 関 連 し た 障 害 と 、 良 性 線 種 に よ っ て 発 生 し や す い 不 適 当
抗 利 尿 ホ ル モ ン （ ADH） 分 泌 症 候 群 （ SIADH） 及 び 先 端 巨 大 症 、 巨 人 症 を 含 む 下 垂 体 亢 進 に
関 連 し た 障 害 と 、 甲 状 腺 腫 及 び 粘 液 水 腫 、 細 菌 感 染 性 急 性 甲 状 腺 炎 、 ウ イ ル ス 感 染 性 亜 急
性 甲 状 腺 炎 、 自 己 免 疫 性 甲 状 腺 炎 （ 橋 本 病 ） 、 ク レ チ ン 病 を 含 む 甲 状 腺 機 能 低 下 症 に 関 連
し た 障 害 と 、 甲 状 腺 中 毒 症 及 び そ の 様 々 な 型 、 グ レ ー ブ ス 病 、 前 脛 骨 粘 液 水 腫 、 中 毒 性 多
結 節 性 甲 状 腺 腫 、 甲 状 腺 癌 、 プ ラ ン マ ー 病 を 含 む 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 と 、 Conn病 （ chronic 
hypercalemia） を 含 む 副 甲 状 腺 機 能 亢 進 症 と 、 Ｉ 型 及 び II型 糖 尿 病 及 び 合 併 症 な ど の 膵 臓
疾 患 と 、 過 形 成 及 び 副 腎 皮 質 の 癌 腫 や 腺 腫 、 ア ル カ ロ ー シ ス に 関 連 し た 高 血 圧 、 ア ミ ロ イ
ド 症 、 低 カ リ ウ ム 血 、 ク ッ シ ン グ 病 、 リ ド ル 症 候 群 、 Arnold-Healy-Gordon症 候 群 、 褐 色
細 胞 腫 瘍 、 、 ア ジ ソ ン 病 、 副 腎 機 能 不 全 な ど の 副 腎 に 関 連 し た 障 害 と 、 女 性 の 異 常 プ ロ ラ
ク チ ン 産 生 及 び 不 妊 症 、 子 宮 内 膜 症 、 月 経 周 期 の 摂 動 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 疾 患 、 高 プ ロ ラ ク チ
ン 血 症 、 選 択 的 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 不 全 （ isolated gonadotropin deficiency） 、 無 月 経 、
乳 汁 漏 出 症 、 半 陰 陽 、 多 毛 症 及 び 男 性 化 、 乳 癌 、 閉 経 期 後 の 骨 粗 鬆 症 、 男 性 の ラ イ ジ ッ ヒ
細 胞 過 形 成 、 男 性 更 年 期 、 生 殖 細 胞 無 形 成 症 、 ラ イ ジ ッ ヒ 細 胞 腫 瘍 に 関 連 し た 性 機 能 亢 進
、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 の 欠 如 に 関 連 し た ア ン ド ロ ゲ ン 耐 性 、 ５ α － 還 元 酵 素 症 候 群 、 21‐
ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 症 候 群 、 女 性 乳 房 症 な ど の 生 殖 腺 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン に 関 連 し た 疾 患 と
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が 含 ま れ ； 　 心 血 管 疾 患 の 中 に は 、 動 静 脈 瘻 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 高 血 圧 、 脈 管 炎 、 レ イ ノ
ー 病 、 静 脈 奇 形 、 動 脈 解 離 、 静 脈 瘤 、 血 栓 静 脈 炎 及 び 静 脈 血 栓 、 血 管 の 腫 瘍 、 血 栓 崩 壊 の
合 併 症 、 バ ル ー ン 血 管 形 成 術 、 血 管 置 換 術 、 バ イ パ ス 手 術 、 う っ 血 性 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾
患 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 高 血 圧 性 心 疾 患 、 変 性 弁 膜 性 心 疾 患 、 石 灰 化 大 動 脈 弁 狭 窄 症 、 先
天 性 ２ 尖 大 動 脈 弁 、 僧 帽 弁 輪 石 灰 化 、 僧 帽 弁 脱 出 、 リ ウ マ チ 熱 、 リ ウ マ チ 性 心 疾 患 、 感 染
性 心 内 膜 炎 、 非 細 菌 性 血 栓 性 心 内 膜 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス の 心 内 膜 炎 、 カ ル チ ノ イ
ド 心 疾 患 、 心 筋 症 、 心 筋 炎 、 心 膜 炎 、 腫 瘍 性 心 疾 患 、 先 天 性 心 臓 疾 患 、 及 び 心 臓 移 植 の 合
併 症 と 、 先 天 性 肺 異 常 、 肺 拡 張 不 全 、 肺 う っ 血 及 び 肺 水 腫 、 肺 動 脈 塞 栓 症 、 肺 出 血 、 肺 梗
塞 、 肺 高 血 圧 症 、 血 管 硬 化 症 、 閉 塞 性 肺 疾 患 、 拘 束 型 肺 疾 患 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 肺 気 腫
、 慢 性 気 管 支 炎 、 気 管 支 喘 息 、 細 気 管 支 拡 張 症 、 細 菌 性 肺 炎 、 ウ イ ル ス 性 肺 炎 及 び マ イ コ
プ ラ ズ マ 肺 炎 、 肺 膿 瘍 、 肺 結 核 、 び ま ん 性 間 質 性 疾 患 、 塵 肺 症 、 サ ル コ イ ド 症 、 特 発 性 肺
線 維 症 、 剥 離 性 間 質 性 肺 炎 、 過 敏 症 肺 炎 、 肺 好 酸 球 増 加 閉 塞 性 細 気 管 支 炎 ― 器 質 性 肺 炎 （
pulmonary eosinophilia bronchiolitis obliterans-organizing pneumonia） 、 び ま ん 性
肺 出 血 症 候 群 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 特 発 性 肺 血 鉄 症 、 肺 併 発 膠 原 血 管 病 併 発 性 肺 疾
患 、 肺 胞 た ん ぱ く 症 、 肺 腫 瘍 、 炎 症 性 及 び 非 炎 症 性 胸 水 、 気 胸 症 、 胸 膜 腫 瘍 、 薬 物 性 肺 疾
患 、 放 射 線 に よ る 肺 疾 患 、 及 び 肺 移 植 の 合 併 症 な ど が 含 ま れ ； 　 生 殖 系 疾 患 と し て 、 プ ロ
ラ ク チ ン 産 生 の 障 害 、 不 妊 （ 例 え ば 卵 管 疾 患 、 排 卵 不 良 、 子 宮 内 膜 症 、 性 周 期 の 途 絶 、 月
経 周 期 の 途 絶 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 症 候 群 、 卵 巣 過 剰 刺 激 症 候 群 、 子 宮 内 膜 腫 瘍 や 卵 巣 腫 瘍 、 子
宮 筋 腫 、 自 己 免 疫 障 害 、 異 所 性 妊 娠 、 奇 形 発 生 、 乳 癌 、 乳 房 線 維 嚢 胞 病 、 乳 漏 症 、 精 子 形
成 の 途 絶 、 異 常 精 子 生 理 、 精 巣 癌 、 前 立 腺 癌 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 前 立 腺 炎 、 ペ ー ロ ニ ー 病
、 イ ン ポ テ ン ス 、 男 性 乳 癌 、 女 性 化 乳 房 、 高 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン 性 腺 機 能 低 下 症 、 低 ゴ ナ ド ト
ロ ピ ン 性 腺 機 能 低 下 症 、 仮 性 半 陰 陽 、 無 精 子 症 、 早 発 卵 巣 不 全 、 ア ク ロ シ ン 欠 損 症 、 晩 発
思 春 期 、 逆 行 性 射 精 、 無 射 精 、 血 管 芽 腫 、 嚢 胞 ・ ク ロ ム 親 和 細 胞 腫 （ cystsphaeochromocy
tomas） 、 傍 神 経 節 腫 、 精 巣 上 体 の 嚢 胞 腺 腫 、 お よ び 内 リ ン パ 嚢 腫 瘍 ） が 含 ま れ ； 　 胃 腸
障 害 の 内 に は 、 腸 疾 患 、 消 化 性 食 道 炎 、 食 道 攣 縮 、 食 道 狭 窄 、 食 道 癌 、 消 化 不 良 、 消 化 不
良 、 胃 炎 、 胃 癌 、 摂 食 障 害 、 吐 き 気 、 嘔 吐 、 胃 不 全 麻 痺 、 胞 状 浮 腫 お よ び 幽 門 浮 腫 、 腹 部
ア ン ギ ナ 、 胸 焼 け 、 胃 腸 炎 、 腸 閉 塞 、 腸 管 感 染 、 消 化 性 潰 瘍 、 胆 石 症 、 胆 嚢 炎 、 胆 汁 鬱 滞
、 膵 臓 炎 、 膵 臓 癌 、 胆 道 疾 患 、 肝 炎 、 高 ビ リ ル ビ ン 血 症 、 肝 硬 変 、 肝 臓 の 受 動 的 鬱 血 、 肝
臓 癌 、 伝 染 性 大 腸 炎 、 潰 瘍 大 腸 炎 、 潰 瘍 性 直 腸 炎 、 ク ロ ー ン 病 、 ホ イ ッ プ ル 病 、 マ ロ リ ー
ワ イ ス 症 候 群 、 結 腸 癌 、 結 腸 閉 塞 、 過 敏 性 大 腸 症 候 群 、 短 腸 症 候 群 、 下 痢 、 便 秘 、 胃 腸 出
血 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） 、 腸 疾 患 、 黄 疸 、 肝 性 脳 症 、 肝 腎 症 候 群 、 肝 臓 脂 肪 症
、 血 色 素 症 、 ウ ィ ル ソ ン 病 、 α 1ア ン チ ト リ プ シ ン 欠 乏 症 、 ラ イ 症 候 群 、 原 発 性 硬 化 性 胆
管 炎 、 肝 臓 梗 塞 、 門 脈 閉 塞 お よ び 血 栓 症 、 小 葉 中 心 性 壊 死 、 肝 紫 斑 症 、 肝 静 脈 血 栓 症 、 肝
中 心 静 脈 閉 塞 症 、 子 癇 前 症 、 子 癇 、 急 性 妊 娠 脂 肪 肝 、 妊 娠 肝 内 胆 汁 鬱 滞 、 肝 腫 瘍 （ 結 節 過
形 成 、 腺 腫 、 お よ び 癌 ） が 含 ま れ ； 　 遺 伝 疾 患 と し て た と え ば 副 腎 脳 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー
、 Alport症 候 群 、 コ ロ イ デ レ ミ ア 、 デ ュ シ ェ ン ヌ お よ び ベ ッ カ ー 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ダ
ウ ン 症 候 群 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 慢 性 肉 芽 腫 症 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 Marfan症 候 群
、 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 筋 強 直 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 ピ ク ノ デ ィ ス オ ス ト ー シ ス 、 Refsum症 候
群 、 網 膜 芽 細 胞 種 、 鎌 形 赤 血 球 貧 血 症 、 サ ラ セ ミ ア 、 ウ ェ ル ナ ー 症 候 群 、 von Willebrand
症 候 群 、 ウ ィ ル ム ス 腫 瘍 、 ゼ ル ウ ィ ガ ー 症 候 群 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム ア シ ル CoAオ キ シ ダ ー
ゼ 欠 乏 症 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム チ オ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 二 価 性 タ ン パ ク 質 欠 乏
症 、 ミ ト コ ン ド リ ア カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ お よ び カ ル ニ チ ン 欠 乏 症
、 ミ ト コ ン ド リ ア 長 鎖 ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ ト コ ン ド リ ア 中 鎖 ア シ ル CoA
デ
ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ ト コ ン ド リ ア 短 鎖 ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ ト コ
ン ド リ ア 電 子 伝 達 フ ラ ビ ン タ ン パ ク 質 お よ び 電 子 伝 達 フ ラ ビ ン タ ン パ ク 質 ： ユ ー ビ キ ノ ン
オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ ト コ ン ド リ ア 三 価 性 タ ン パ ク 質 欠 乏 症 お よ び ミ ト コ ン ド
リ ア 短 鎖 ３ ヒ ド ロ キ シ ア シ ル CoAデ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 欠 乏 症 が 含 ま れ ； 　 脂 質 代 謝 障 害 と し
て 、 脂 肪 肝 、 胆 汁 う っ 滞 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 カ ル ニ チ ン 欠 乏 症 、 カ ル ニ チ ン パ ル ミ ト
イ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 乏 症 、 ミ オ ア デ ニ ル 酸 デ ア ミ ナ ー ゼ 欠 損 症 、 高 ト リ グ リ セ リ ド
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血 症 と 、 フ ァ ブ リ ー 病 な ど の 脂 質 貯 蔵 病 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ニ ー マ ン ‐ ピ ッ ク 病 、 異 染 性 白 質
ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 副 腎 白 質 ジ ス ト ロ フ ィ ー 、 GM２ ガ ン グ リ オ シ ド 蓄 積 症 、 セ ロ イ ド リ ポ フ
ス チ ン 症 、 無 β ‐ リ ポ 蛋 白 血 症 、 タ ン ジ ア ー 病 、 高 リ ポ 蛋 白 血 症 、 糖 尿 病 、 脂 肪 異 栄 養 症
、 脂 肪 腫 症 、 急 性 皮 下 脂 肪 組 織 炎 、 播 種 性 脂 肪 壊 死 、 有 痛 脂 肪 症 、 リ ポ イ ド 副 腎 過 形 成 、
微 小 変 化 型 ネ フ ロ ー ゼ 、 脂 肪 腫 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 高 ト
リ グ リ セ リ ド 血 症 を 伴 っ た 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 原 発 性 低 α リ ポ 蛋 白 血 症 、 甲 状 腺 機 能
低 下 症 、 腎 疾 患 、 肝 疾 患 、 レ シ チ ン ： コ レ ス テ ロ ー ル ア シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 損 症 、
脳 腱 黄 色 腫 症 、 シ ト ス テ ロ ー ル 血 症 、 低 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 テ イ ‐ サ ッ ク ス 病 、 サ ン ド
ホ フ 病 、 高 脂 血 症 、 高 脂 質 血 症 、 脂 質 筋 障 害 が 含 ま れ ； 　 癌 と し て は 、 腺 癌 、 白 血 病 、 リ
ン パ 腫 、 黒 色 腫 、 骨 髄 腫 、 肉 腫 、 奇 形 癌 を 含 む 癌 、 具 体 的 に は 副 腎 、 膀 胱 、 骨 、 骨 髄 、 脳
、 乳 房 、 頚 部 、 胆 嚢 、 神 経 節 、 消 化 管 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 筋 肉 、 卵 巣 、 膵 臓 、 副 甲
状 腺 、 陰 茎 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 皮 膚 、 脾 臓 、 精 巣 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 子 宮 の 癌 等 が 含 ま れ ；
　 ウ イ ル ス 病 原 体 に よ る 感 染 の 中 に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 及 び ア レ ナ ウ イ ル ス 、 ブ ン ヤ ウ イ
ル ス 、 カ リ チ ウ イ ル ス 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 フ ィ ロ ウ イ ル ス 、 ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス
ウ イ ル ス 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 、 オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス
、 パ ラ ミ キ ソ ウ イ ル ス 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 レ オ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ
イ ル ス 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 、 ト ン ガ ウ イ ル ス に 分 類 さ れ る ウ ィ ル ス に よ る も の が 含 ま れ る 。
REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 変 容 し た REMAP 発 現 を 検 出 す る た め に 患 者
か ら 採 取 し た 体 液 あ る い は 組 織 を 利 用 す る 、 サ ザ ー ン 法 や ノ ー ザ ン 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法
、 あ る い は そ の 他 の 膜 系 の 技 術 、 PCR法 、 デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク （ dipstick） 、 ピ ン （ pin）
、 お よ び マ ル チ フ ォ ー マ ッ ト の ELISA式 ア ッ セ イ 、 お よ び マ イ ク ロ ア レ イ に 使 用 可 能 で あ
る 。 こ の よ う な 定 性 方 法 ま た は 定 量 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 あ る 実 施 態 様 で は 、 REMAP を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 関 連 す る 疾 患 、 特 に 上 記
し た 疾 患 を 検 出 す る ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ ろ う 。 REMAP を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は 、 標 準 的 な 方 法 で 標 識 化 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 に 好 適 な 条 件 下
で 、 患 者 か ら 採 取 し た 体 液 あ る い は 組 織 の サ ン プ ル に 加 え る こ と が で き る で あ ろ う 。 好 適
な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 が 経 過 し た ら サ ン プ ル を 洗 浄 し 、 シ グ ナ ル を 定 量 し て 標 準 値 と
比 較 す る 。 患 者 の サ ン プ ル の シ グ ナ ル の 量 が 対 照 サ ン プ ル に 比 較 し て 著 し く 変 化 し て い る
場 合 は 、 そ の サ ン プ ル 内 の REMAP を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 の レ ベ ル 変 化 の 存 在 に
よ り 、 関 連 す る 疾 患 の 存 在 が 明 ら か に な る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 動 物 実 験 、 臨 床 試 験
に お け る 特 定 の 治 療 効 果 を 評 価 す る た め 、 あ る い は 個 々 の 患 者 の 治 療 を モ ニ タ ー す る た め
に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 REMAPの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 の 基 礎 を 提 供 す る た め に 、 発 現 の 正 常 す な わ ち 標 準
的 な プ ロ フ ィ ー ル が 確 立 さ れ る 。 こ れ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 或 い は 増 幅 に 好 適 な 条
件 下 で 、 動 物 或 い は ヒ ト の 何 れ か の 正 常 な 被 験 者 か ら 抽 出 さ れ た 体 液 或 い は 細 胞 と 、 REMA
Pを コ ー ド す る 配 列 或 い は そ の 断 片 と を 結 合 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 実 質 的 に 精
製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 既 知 量 用 い て 行 っ た 実 験 か ら 得 た 値 を 正 常 な 被 験 者 か ら 得 た
値 と 比 較 す る こ と に よ り 、 標 準 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う に し て 得 た 標 準 値 は 、 疾 患 の 徴 候 を 示 す 患 者 か ら 得 た サ ン プ ル か ら 得 た 値 と 比 較 す る こ
と が で き る 。 標 準 値 か ら の 偏 差 を 用 い て 疾 患 の 存 在 を 確 定 す る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 疾 患 の 存 在 が 確 定 さ れ て 治 療 プ ロ ト コ ル が 開 始 さ れ る と 、 患 者 の 発 現 レ ベ ル が 正 常 な 被
検 者 に 観 察 さ れ る レ ベ ル に 近 づ き 始 め た か ど う か を 測 定 す る た め 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン ア ッ セ イ を 定 期 的 に 繰 り 返 し 得 る 。 連 続 ア ッ セ イ か ら 得 ら れ た 結 果 を 用 い て 、 数 日 か ら
数 ヶ 月 の 期 間 に わ た る 治 療 の 効 果 を 示 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 癌 に 関 し て は 、 個 体 か ら の 生 体 組 織 に お け る 異 常 な 量 の 転 写 物 （ 過 少 発 現 ま た は 過 剰 発
現 ） の 存 在 は 、 疾 患 の 発 生 素 質 を 示 し た り 、 実 際 に 臨 床 的 症 状 が 現 れ る 前 に 疾 患 を 検 出 す
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る 方 法 を 提 供 し 得 る 。 こ の 種 の よ り 明 確 な 診 断 に よ り 、 医 療 の 専 門 家 が 予 防 方 法 ま た は 積
極 的 な 治 療 法 を 早 く か ら 利 用 し 、 そ れ に よ っ て 癌 の 発 生 ま た は 更 な る 進 行 を 防 止 す る こ と
が 可 能 と な る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 REMAP を コ ー ド す る 配 列 群 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 群 の 更 な る 診 断 的 利 用 に は
、 PCRの 利 用 を 含 み 得 る 。 こ れ ら の オ リ ゴ マ ー は 、 化 学 的 に 合 成 す る か 、 酵 素 に よ り 生 産
す る か 、 或 い は in vitroで 産 出 し 得 る 。 オ リ ゴ マ ー は 、 好 ま し く は REMAPを コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 、 あ る い は REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 断 片 を 含 み 、 最 適 な 条 件 下 で 、 特 定 の 遺 伝 子 や 条 件 を 識 別 す る た め に 利 用 さ
れ る 。 ま た 、 オ リ ゴ マ ー は 、 や や 緩 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 近 縁 の Ｄ Ｎ Ａ 或 い は Ｒ
Ｎ Ａ 配 列 の 検 出 、 定 量 、 或 い は そ の 両 方 の た め 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 或 る 実 施 態 様 に お い て は 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 群 に 由 来 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 類 を 用 い て 、 一 塩 基 多 型 （ SNP） を 検 出 し 得 る 。 SNPは 、 多 く の
場 合 に ヒ ト の 先 天 性 ま た は 後 天 性 遺 伝 病 の 原 因 と な る よ う な 置 換 、 挿 入 お よ び 欠 失 で あ る
。 限 定 す る も の で は な い が Ｓ Ｎ Ｐ の 検 出 方 法 に は 、 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ （ single-stranded conforma
tion polymorphism） 及 び 蛍 光 Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ （ ｆ Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ ） が あ る 。 REMAP で は 、 REMAP  を コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） で DNAを 増 幅 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 例 え ば 、 病 変 組 織 ま た は 正 常 組 織 、 生 検 サ
ン プ ル 、 体 液 そ の 他 に 由 来 し 得 る 。 Ｄ Ｎ Ａ 内 の Ｓ Ｎ Ｐ は 、 一 本 鎖 形 状 の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の ２
次 及 び ３ 次 構 造 に 差 異 を 生 じ さ せ る 。 差 異 は 非 変 性 ゲ ル 中 で の ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い て 検
出 可 能 で あ る 。 ｆ Ｓ Ｃ Ｃ Ｐ で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 蛍 光 性 に 標 識 す る 。 そ
れ に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン シ ン グ 機 な ど の 高 処 理 機 器 で ア ン プ リ マ ー （ amplimer） の 検
出 が 可 能 に な る 。 更 に 、 イ ン シ リ コ SNP（ in silico SNP, isSNP） と 呼 ば れ る 配 列 デ ー タ
ベ ー ス 分 析 法 は 、 一 般 的 な コ ン セ ン サ ス 配 列 に ア セ ン ブ リ さ れ る よ う な 個 々 の オ ー バ ー ラ
ッ プ す る DNA断 片 の 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、 多 型 性 を 同 定 し 得 る 。 こ れ ら の コ ン ピ ュ
ー タ ベ ー ス の 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ の 実 験 室 で の 調 整 及 び 統 計 モ デ ル 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ク ロ マ ト グ
ラ ム の 自 動 分 析 を 用 い た シ ー ク エ ン シ ン グ の エ ラ ー に 起 因 す る 配 列 の 変 異 を フ ィ ル タ リ ン
グ し て 除 去 す る 。 別 の 態 様 で は 、 例 え ば 高 処 理 MASSARRAYシ ス テ ム （ Sequenom, Inc., San
 Diego CA） を 用 い た 質 量 分 析 に よ り SNPを 検 出 し 、 特 徴 付 け る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 SNPは ヒ ト の 病 気 の 遺 伝 的 基 礎 を 研 究 す る た め に 使 え る 可 能 性 が あ る 。 た と え ば 、 少 な
く と も １ ６ 個 の 一 般 的 な SNPが イ ン ス リ ン 非 依 存 性 の 糖 尿 病 と 関 連 付 け ら れ て い る 。 SNPは
ま た 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 鎌 形 血 球 貧 血 、 慢 性 肉 芽 腫 性 疾 病 等 の 単 一 遺 伝 子 病 の 現 れ 方 の 違 い
を 研 究 す る た め に 有 用 で あ る 。 た と え ば 、 マ ン ノ ー ス 結 合 レ ク チ ン （ MBL2） の 変 異 体 は 嚢
胞 性 線 維 症 の 肺 で の 有 害 な 現 れ 方 と の 相 関 が 示 さ れ て い る 。 SNPは ま た 、 薬 理 ゲ ノ ミ ッ ク
ス （ 命 の か か わ る 毒 性 な ど 、 患 者 の 薬 へ の 反 応 に 影 響 す る 遺 伝 的 変 異 体 の 同 定 ） に も 役 立
つ 。 た と え ば 、 Nア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の あ る 変 異 体 は 抗 結 核 薬 剤 イ ソ ニ ア ジ ド に
対 す る 高 頻 度 の 末 梢 神 経 障 害 と 関 連 付 け ら れ て い る し 、 ALOX5の コ ア プ ロ モ ー タ ー の あ る
変 異 体 は ５ リ ポ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 経 路 を 標 的 と す る 抗 喘 息 薬 剤 に よ る 治 療 へ の 臨 床 的 反 応 を
弱 く す る 。 異 な る 集 団 に お け る SNPの 分 布 の 解 析 は 、 遺 伝 子 浮 動 、 突 然 変 異 、 組 換 え お よ
び 選 択 の 研 究 に 有 用 で あ る と 共 に 、 集 団 の 起 源 と 移 動 の 調 査 に も 役 立 つ (Taylor, J.G. 他
 (2001) Trends Mol. Med. 7:507-512; Kwok, P.-Y. and Z. Gu (1999) Mol. Med. Today
 5:538-543; Nowotny, P. 他  (2001) Curr. Opin. Neurobiol. 11:637-641.)。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 REMAP の 発 現 を 定 量 す る た め に 用 い 得 る 方 法 に は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 放 射 標 識 ま た は ビ オ
チ ン 標 識 、 調 節 核 酸 の 相 互 増 幅 （ coamplification） 、 及 び 、 標 準 曲 線 か ら 得 た 結 果 の 補
間 も あ る (例 え ば 、  Melby, P.C. 他  (1993) J. Immunol. Methods 159:235-244; Duplaa,
 C. 他  (1993) Anal. Biochem. 212:229-236を 参 照 。 )目 的 の オ リ ゴ マ ー が 種 々 の 希 釈 液
中 に 存 在 し 、 分 光 光 度 法 ま た は 比 色 反 応 に よ っ て 定 量 が 迅 速 に な る よ う な 高 処 理 フ ォ ー マ
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ッ ト の ア ッ セ イ を 行 う こ と に よ っ て 、 複 数 の サ ン プ ル の 定 量 速 度 を 加 速 す る こ と が で き る
。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 更 に 別 の 実 施 例 で は 、 本 明 細 書 で 記 載 し た 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ま た は よ り 長 い 断 片 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ に お け る エ レ メ ン ト と し て 用 い る こ と
が で き る 。 多 数 の 遺 伝 子 の 関 連 発 現 レ ベ ル を 同 時 に モ ニ タ ー す る 転 写 イ メ ー ジ ン グ 技 術 に
マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ に つ い て は 、 以 下 に 記 載 す る 。 マ イ ク ロ
ア レ イ は ま た 、 遺 伝 変 異 体 、 突 然 変 異 及 び 多 型 性 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 情 報
を 用 い る こ と で 、 遺 伝 子 機 能 を 決 定 し 、 疾 患 の 遺 伝 的 根 拠 を 理 解 し 、 疾 患 を 診 断 し 、 遺 伝
子 発 現 の 機 能 と し て の 疾 病 の 進 行 ／ 後 退 を モ ニ タ ー し 、 疾 病 治 療 に お け る 薬 剤 の 活 性 を 開
発 及 び モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 特 に 、 患 者 に と っ て 最 も ふ さ わ し く 、 有 効 的 な 治 療 法
を 選 択 す る た め に 、 こ の 情 報 を 用 い て 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ィ ー ル を 開 発 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 患 者 の 薬 理 ゲ ノ ム プ ロ フ ァ イ ル に 基 づ き 、 患 者 に 対 し て 高 度 に 効 果 的 で 副
作 用 を 殆 ど 示 さ な い 治 療 薬 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP、 REMAPの 断 片 、 REMAPに 特 異 的 な 抗 体 を 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の
エ レ メ ン ト と し て 用 い る こ と が で き る 。 マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 、 上 記 の よ う な タ ン パ ク
質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 、 薬 剤 － 標 的 相 互 作 用 及 び 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を モ ニ タ ー ま
た は 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 或 る 実 施 態 様 は 、 或 る 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の 転 写 イ メ ー ジ を 作 製 す る 、 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に 関 連 す る 。 転 写 イ メ ー ジ は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ に よ り 遺
伝 子 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 表 す 。 包 括 的 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は 、 所 定 の 条 件 下 で 所 定 の
時 間 に 発 現 し た 遺 伝 子 の 数 及 び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ り 分 析 さ れ る （ Seilhamer 
他 、 米 国 特 許 第 5,840,484号 の 「 Comparative Gene Transcript Analysis」 を 参 照 。 こ れ
ら を 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 。 従 っ て 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ
プ の 転 写 ま た は 逆 転 写 全 体 に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 補 体 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と に よ り 、 転 写 イ メ ー ジ を 生 成 し 得 る 。 或 る 実 施 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド ま た は そ の 補 体 が マ イ ク ロ ア レ イ 上 の エ レ メ ン ト の サ ブ セ ッ ト を 複 数 含 む よ う な 高 処 理
フ ォ ー マ ッ ト で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 発 生 さ せ る 。 結 果 と し て 得 ら れ る 転 写 イ メ ー ジ
は 、 遺 伝 子 活 性 の プ ロ フ ァ イ ル を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 転 写 イ メ ー ジ は 、 組 織 、 細 胞 株 、 生 検 ま た は そ の 生 体 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 転 写 物 を 用
い て 作 製 し 得 る 。 転 写 イ メ ー ジ は 従 っ て 、 組 織 ま た は 生 検 サ ン プ ル の 場 合 に は in vivo、
ま た は 株 化 細 胞 の 場 合 に は in vitroで の 遺 伝 子 発 現 を 反 映 す る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の プ ロ フ ィ ー ル を 作 製 す る 転 写 イ メ ー ジ は ま た 、 工 業
的 ま た は 天 然 の 環 境 化 合 物 の 毒 性 試 験 の み な ら ず 、 モ デ ル 系 及 び 薬 剤 の 前 臨 床 評
価 と 併 せ て 使 用 し 得 る 。 全 て の 化 合 物 は 、 作 用 及 び 毒 性 の メ カ ニ ズ ム を 暗 示 す る 、 し ば し
ば 分 子 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ま た は 毒 性 シ グ ネ チ ャ (toxicant signatures)と 称 さ れ る よ う
な 特 徴 的 な 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 惹 起 す る （ Nuwaysir, E.F. 他  (1999) Mol. Carcinog. 
24:15 3-159、 Steiner, S. 及 び  N.L. Anderson (2000) Toxicol. Lett. 112-113:467-47
1、 該 文 献 は 特 に 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す ） 。 試 験 化 合 物 が 、 既 知 の
毒 性 を 有 す る 化 合 物 の シ グ ネ チ ャ と 同 一 の シ グ ネ チ ャ を 有 す る 場 合 に は 、 毒 性 特 性 を 共 有
し て い る 可 能 性 が あ る 。 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト ま た は シ グ ネ チ ャ は 、 多 数 の 遺 伝 子 お よ び 遺
伝 子 フ ァ ミ リ か ら の 発 現 情 報 を 含 ん で い る 場 合 に 、 最 も 有 用 且 つ 正 確 で あ る 。 理 想 的 に は
、 ゲ ノ ム 全 域 に わ た る 発 現 の 測 定 が 、 最 高 品 質 の シ グ ネ チ ャ を 提 供 す る 。 た と え 、 発 現 が
任 意 の 試 験 さ れ た 化 合 物 に よ っ て 変 化 し な い 遺 伝 子 が あ っ た と し て も 、 そ れ ら の 発 現 レ ベ
ル を 残 り の 発 現 デ ー タ を 標 準 化 す る た め に 使 用 で き る た め 、 そ れ ら の 遺 伝 子 は 重 要 で あ る
。 標 準 化 手 順 は 、 異 な る 化 合 物 で 処 理 し た 後 の 発 現 デ ー タ の 比 較 に 有 用 で あ る 。 毒 性 シ グ
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ネ チ ャ の 要 素 に 遺 伝 子 機 能 を 割 り 当 て る こ と が 毒 性 メ カ ニ ズ ム の 解 釈 に 役 立 つ が 、 毒 性 の
予 測 に つ な が る シ グ ネ チ ャ の 統 計 的 に 一 致 さ せ る の に 遺 伝 子 機 能 の 知 識 は 必 要 と さ れ な い
（ 例 え ば ２ ０ ０ ０ 年 ２ 月 ２ ９ 日 に National Institute of Environmental Health Science
sよ り 発 行 さ れ た Press Release 00-02を 参 照 さ れ た い 。 こ れ に つ い て は http://www.niehs
.nih.gov/oc/news/toxchip.htmで 入 手 可 能 で あ る ） 。 従 っ て 、 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ の
際 に 毒 性 シ グ ネ チ ャ を 用 い て 、 全 て の 発 現 し た 遺 伝 子 配 列 を 含 め る こ と は 重 要 且 つ 望 ま し
い こ と で あ る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 或 る 実 施 例 で は 、 核 酸 を 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ り 、 こ の
試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 処 理 し た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た 核 酸 は 、 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 な １ つ 若 し く は 複 数 の プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ に よ
っ て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 応 す る 転 写 レ ベ ル を 定 量 し 得 る 。 処 理 し た 生 物 学 的 サ
ン プ ル 中 の 転 写 レ ベ ル を 、 未 処 理 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の
転 写 レ ベ ル の 差 は 、 処 理 さ れ た サ ン プ ル 中 で 試 験 化 合 物 が 引 き 起 こ す 毒 性 反 応 を 示 す 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 群 を 用 い て 或 る 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ の プ
ロ テ オ ー ム を 分 析 す る こ と に 関 す る 。 プ ロ テ オ ー ム の 語 は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ
で の タ ン パ ク 質 発 現 の 包 括 的 パ タ ー ン を 指 す 。 プ ロ テ オ ー ム の 各 タ ン パ ク 質 成 分 は 、 個 々
に 更 に 分 析 の 対 象 と す る こ と が で き る 。 プ ロ テ オ ー ム 発 現 パ タ ー ン 即 ち プ ロ フ ィ ー ル は 、
所 与 の 条 件 下 で 所 与 の 時 間 に 発 現 し た タ ン パ ク 質 の 数 及 び 相 対 存 在 量 を 定 量 す る こ と に よ
り 分 析 し 得 る 。 従 っ て 細 胞 の プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル は 、 特 定 の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ
プ の ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 及 び 分 析 す る こ と に よ り 作 成 し 得 る 。 或 る 実 施 例 で は 、 １ 次 元 等
電 点 電 気 泳 動 に よ り サ ン プ ル か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し 、 ２ 次 元 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ス
ラ ブ ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 子 量 に 応 じ て 分 離 す る よ う な ２ 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 が
達 成 さ れ る （ 前 出 の Steiner お よ び  Anderson） 。 タ ン パ ク 質 は 、 通 常 ク ー マ シ ー ブ ル ー
ま た は 銀 染 色 液 ま た は 蛍 光 染 色 液 な ど の 物 質 を 用 い て ゲ ル で 染 色 す る こ と に よ り 、 分 散 し
た 、 独 自 の 位 置 に あ る 点 と し て ゲ ル 中 で 可 視 化 さ れ る 。 各 タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト の 光 学 密 度
は 、 通 常 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル に 比 例 す る 。 異 な る サ ン プ ル 、 例 え ば 試 験 化 合 物
ま た は 治 療 薬 で 処 理 ま た は 未 処 理 の い ず れ か の 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 得 ら れ る タ ン パ ク 質
ス ポ ッ ト の 光 学 密 度 を 比 較 し 、 処 理 に 関 連 す る タ ン パ ク 質 ス ポ ッ ト 密 度 の 変 化 を 同 定 す る
。 ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 化 学 的 ま た は 酵 素 的 切 断 と そ れ に 続 く 質 量 分 析 を 用
い る 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 部 分 的 に シ ー ク エ ン シ ン グ す る 。 ス ポ ッ ト 内 の タ ン パ ク 質 の 同
一 性 は 、 そ の 部 分 配 列 を 、 好 適 に は 少 な く と も ５ 個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 し 得 る 。 場 合 に よ っ て は 、 決 定 的 な タ ン パ ク
質 同 定 の た め の 更 な る 配 列 が 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ァ イ ル は 、 REMAP に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 作 成 し て REMAP 発 現 レ
ベ ル を 定 量 す る 。 或 る 実 施 例 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 で エ レ メ ン ト と し て 抗 体 を 用 い 、 マ
イ ク ロ ア レ イ を サ ン プ ル に 曝 し て 各 ア レ イ 要 素 へ の タ ン パ ク 質 結 合 レ ベ ル を 検 出 す る こ と
に よ り タ ン パ ク 質 発 現 レ ベ ル を 定 量 す る （ Lueking, A. 他  (1999) Anal. Biochern. 270:
103-111、 Mendoze, L.G. 他  (1999) Biotechniques 27:778-788） 。 検 出 は 当 分 野 で 既 知
の 様 々 な 方 法 で 行 う こ と が で き 、 例 え ば 、 チ オ ー ル 反 応 性 ま た は ア ミ ノ 反 応 性 蛍 光 化 合 物
と サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 を 反 応 さ せ 、 各 ア レ イ エ レ メ ン ト に お け る 蛍 光 結 合 の 量 を 検 出
し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 プ ロ テ オ ー ム レ ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ も 中 毒 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ り 、 転 写
レ ベ ル で の 毒 性 シ グ ネ チ ャ と 並 行 に 分 析 す る べ き で あ る 。 或 る 組 織 の 或 る タ ン パ ク 質 に 対
し て は 、 転 写 と タ ン パ ク 質 の 存 在 量 の 相 関 が 乏 し い こ と も あ る の で （ Anderson, N.L. 及
び  J. Seilhamer (1997) Electrophoresis 18:533-537） 、 転 写 イ メ ー ジ に は そ れ 程 影 響
し な い が プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル を 変 化 さ せ る よ う な 化 合 物 の 分 析 に お い て プ ロ テ オ
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ー ム 毒 性 シ グ ネ チ ャ は 有 用 た り 得 る 。 更 に 、 体 液 中 の 転 写 物 の 分 析 は mRNAの 急 速 な 分 解 の
た め に 困 難 な の で 、 プ ロ テ オ ー ム の プ ロ フ ィ ー ル 作 成 は こ の よ う な 場 合 に よ り 信 頼 し 得 、
情 報 価 値 が あ り 得 る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ
り 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で 発 現 し た タ ン パ ク 質 は
、 各 タ ン パ ク 質 の 量 を 定 量 し 得 る よ う に 分 離 す る 。 各 タ ン パ ク 質 の 量 を 、 未 処 理 生 物 学 的
サ ン プ ル 中 の 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 量 の 差 は 、 処
理 サ ン プ ル 中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 反 応 を 示 す 。 個 々 の タ ン パ ク 質 は 、 個 々 の タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 残 基 を シ ー ク エ ン シ ン グ し 、 こ れ ら 部 分 配 列 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 す
る こ と に よ り 同 定 す る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 生 体 サ ン プ ル を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る こ と に よ
り 試 験 化 合 物 の 毒 性 を 算 定 す る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル か ら 得 た タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 体 に よ り 認 識 さ れ た タ ン パ ク 質
の 量 を 定 量 す る 。 処 理 さ れ た 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 を 、 未 処 理 生 物 学 的 サ
ン プ ル 中 の タ ン パ ク 質 の 量 と 比 較 す る 。 両 サ ン プ ル の タ ン パ ク 質 量 の 差 は 、 処 理 サ ン プ ル
中 の 試 験 化 合 物 に 対 す る 反 応 を 示 す 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て 調 製 し 、 使 用 し 、 そ し て 分 析 し う
る （ Brennan, T.M. 他  (1995) の 米 国 特 許 第 5,474,796号 、 Schena, M. 他  (1996) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 93:10614-10619、 Baldeschweiler 他 の  (1995) PCT出 願 第 WO95/25
1116号 、 Shalon, D.他 の  (1995) PCT出 願 第 WO95/35505号 、 Heller, R.A. 他  (1997) Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 94:2150-2155、 Heller, M.J. 他 の  (1997) 米 国 特 許 第 5,605,66
2号 等 を 参 照 ） 。 様 々 な タ イ プ の マ イ ク ロ ア レ イ が 公 知 で あ り 、 詳 細 に つ い て は 、

, M. Schena, 編 集 . (1999) Oxford University Press,
 Londonに 記 載 さ れ て い る 。  該 文 献 は 、 特 に 引 用 す る こ と を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す
。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 天 然 の ゲ ノ ム 配 列 を マ ッ ピ ン グ す る 際 に 有 効 な ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 産 出 す る た め 、 REMAP を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 用 い る こ と が 可 能 で
あ る 。 コ ー ド 配 列 ま た は 非 コ ー ド 配 列 の い ず れ か を 用 い る こ と が で き 、 或 る 例 で は 、 コ ー
ド 配 列 よ り 非 コ ー ド 配 列 の 方 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 多 重 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 内 で
の コ ー ド 配 列 の 保 存 に よ り 、 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 中 に 望 ま し く な い ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン が 生 じ る 可 能 性 が あ る 。 核 酸 配 列 は 、 特 定 の 染 色 体 、 染 色 体 の 特 定 領 域 ま た は 人 工
形 成 の 染 色 体 、 例 え ば 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 （ HAC） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ YAC） 、 細 菌 人 工 染 色
体 （ BAC） 、 細 菌 P1産 物 、 或 い は 単 一 染 色 体 cDNAラ イ ブ ラ リ に 対 し て マ ッ ピ ン グ さ れ る 。
（ 例 え ば Harrington, J.J. 他 （ 1997） Nat. Genet. 15:345-355; Price, C.M.（ 1993） Bl
ood Rev. 7:127-134; Trask, B.J.（ 1991） Trends Genet. 7:149-154を 参 照 ） 。 一 度 マ ッ
ピ ン グ す る と 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 用 い て 例 え ば 病 状 の 遺 伝 を 特 定 の 染 色 体 領 域 の 遺 伝 ま
た は 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 （ RFLP） と 相 関 さ せ る よ う な 遺 伝 子 連 鎖 地 図 を 発 生 さ せ 得 る 。 (
例 え ば 、  Lander, E.S. and D. Botstein (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:7353-
7357を 参 照 )。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 蛍 光 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 （ FISH） は 、 他 の 物 理 的 及 び 遺 伝 地 図 デ ー タ と 相 関 し
得 る 。 （ 前 出 の Heinz-Ulrich, ら  (1995) in Meyers, 965-968ペ ー ジ .等 を 参 照 ） 遺 伝 地
図 デ ー タ の 例 は 、 種 々 の 科 学 雑 誌 あ る い は Online Mendelian Inheritance in Man（ Ｏ Ｍ
Ｉ Ｍ ） の ウ ェ ブ サ イ ト に 見 る こ と が で き る 。 物 理 的 な 染 色 体 地 図 上 の REMAP を コ ー ド す る
遺 伝 子 の 位 置 と 、 特 定 の 疾 患 と の 相 関 性 、 あ る い は 特 定 の 疾 患 に 対 す る 素 因 と の 相 関 性 は
、 こ の 疾 患 と 関 連 す る DNAの 領 域 の 決 定 に 役 立 ち 得 る た め 、 ポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ の
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作 業 を 促 進 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 確 定 し た 染 色 体 マ ー カ ー を 用 い た 連 鎖 分 析 等 の 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 技 術 及 び 染 色 体 標 本 原
位 置 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 を 用 い て 、 遺 伝 地 図 を 拡 張 す る こ と が で き る 。 例 え ば マ ウ ス な ど
別 の 哺 乳 動 物 の 染 色 体 上 に 遺 伝 子 を 配 置 す る こ と に よ り 、 正 確 な 染 色 体 上 の 遺 伝 子 座 が 未
知 で も 、 関 連 す る マ ー カ ー 類 を し ば し ば 明 ら か に し 得 る 。 こ の 情 報 は 、 ポ ジ シ ョ ナ ル ク ロ
ー ニ ン グ そ の 他 の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 遺 伝 的 疾 患 を 探 す 研 究 者 に と っ て 価 値 が あ る 。
い っ た ん 疾 患 ま た は 症 候 群 に 関 与 す る 遺 伝 子 （ 群 ） が 、 血 管 拡 張 性 失 調 症 の 11q22-23領 域
な ど 、 特 定 の ゲ ノ ム 領 域 へ の 遺 伝 的 連 鎖 に よ っ て 、 大 ま か に 位 置 決 め が な さ れ る と 、 該 領
域 に マ ッ プ さ れ る 任 意 の 配 列 は 、 更 な る 調 査 の た め の 関 連 遺 伝 子 あ る い は 調 節 遺 伝 子 を 提
示 し て い る 可 能 性 が あ る （ Gatti, R.A.他  (1988) Nature 336:577-580等 を 参 照 ） 転 座 、
反 転 な ど に 起 因 す る 、 健 常 者 、 保 有 者 、 罹 病 者 の 三 者 間 に お け る 染 色 体 位 置 の 相 違 を 検 出
す る 場 合 に も 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い 得 る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP、 そ の 触 媒 作 用 断 片 或 い は 免 疫 原 断 片 ま た は そ の オ リ
ゴ ペ プ チ ド を 、 種 々 の 任 意 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お け る 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ の ス ク
リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る 断 片 は 、 溶 液 中 に 遊 離 し
て い る か 、 固 体 支 持 物 に 固 定 さ れ る か 、 細 胞 表 面 上 に 保 持 さ れ る か 、 細 胞 内 に 位 置 す る こ
と に な ろ う 。 REMAP  と 検 査 す る 薬 剤 と の 結 合 に よ る 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 別 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 好 適 な 結 合 親 和 性 を 有 す る
化 合 物 を 高 い 処 理 能 力 で ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら れ る (Geysen, 他  (1984) PCT a
pplication WO84/03564等 を 参 照 。 )こ の 方 法 に お い て は 、 多 数 の 異 な る 小 さ な 試 験 用 化 合
物 を 固 体 基 板 上 で 合 成 す る 。 試 験 用 化 合 物 は 、 REMAP、 或 い は そ の 断 片 と 反 応 し て か ら 洗
浄 さ れ る 。 次 ぎ に 、 結 合 さ れ た REMAP が 当 分 野 で 周 知 の 方 法 で 検 出 さ れ る 。  精 製 さ れ た R
EMAP は ま た 、 前 記 し た 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 技 術 に 用 い ら れ る プ レ ー ト 上 で 直 接 被
覆 す る こ と も で き る 。 別 法 で は 、 非 中 和 抗 体 を 用 い て ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 ペ プ チ ド を 固 体
支 持 物 に 固 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 REMAP と 特 異 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が REMAP と の 結 合 に つ い て 試 験 用 化
合 物 競 合 す る 、 競 合 的 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は
、 抗 体 が 、 REMAPと １ つ 以 上 の 抗 原 決 定 因 子 を 共 有 す る ど の ペ プ チ ド の 存 在 も 検 出 す る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 別 の 実 施 例 で は 、 発 展 途 上 の 分 子 生 物 学 技 術 に REMAP を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
用 い て 、 限 定 は さ れ な い が 、 現 在 知 ら れ て い る ト リ プ レ ッ ト 暗 号 及 び 特 異 的 な 塩 基 対 相 互
作 用 な ど の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 性 に 依 存 す る 新 し い 技 術 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 更 に 詳 細 説 明 を し な く と も 、 当 業 者 で あ れ ば 以 上 の 説 明 を 以 っ て 本 発 明 を 最 大 限 に 利 用
で き る で あ ろ う 。 従 っ て 、 こ れ 以 下 に 記 載 す る 実 施 例 は 単 な る 例 示 目 的 に す ぎ ず 、 い か よ
う に も 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 開 示 し た 全 て の 特 許 、 特 許 出 願 及 び 刊 行 物 、 特 に 米 国 特 許 第 60/292,1
97号 、 第 60/297,012号 、 第 60/300,495号 、 第 60/300,582号 、 第 60/301,992号 及 び 第 60/340
,542は 、 言 及 す る こ と を も っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。
【 実 施 例 】
【 ０ ３ ２ ２ 】
　
　 Incyte cDNA群 の 由 来 は 、 LIFESEQ GOLDデ ー タ ベ ー ス  (Incyte Genomics, Palo Alto CA
)に 記 載 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ 群 で あ る 。 幾 つ か の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て グ ア ニ ジ ニ ウ
ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 溶 液 に 溶 解 し 、 他 の 組 織 は ホ モ ジ ナ イ ズ し て フ ェ ノ ー ル に ま た は 変
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性 剤 群 の 好 適 な 混 合 液 に 溶 解 し た 。 混 合 液 の １ 例 で あ る TRIZOL（ Invitrogen） は 、 フ ェ ノ
ー ル と グ ア ニ ジ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト と の 単 相 溶 液 で あ る 。 結 果 と し て 得 ら れ た 溶 解 物 は
、 塩 化 セ シ ウ ム で 遠 心 分 離 す る か ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 。 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル か 、 酢 酸 ナ
ト リ ウ ム と エ タ ノ ー ル か 、 い ず れ か 一 方 、 或 い は 別 の 方 法 を 用 い て 、 溶 解 物 か ら Ｒ Ｎ Ａ を
沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ の 純 度 を 高 め る た め 、 Ｒ Ｎ Ａ の フ ェ ノ ー ル に よ る 抽 出 及 び 沈 殿 を 必 要 な 回 数 繰 り
返 し た 。 場 合 に よ っ て は 、 Ｄ Ｎ A分 解 酵 素 で Ｒ Ｎ Ａ を 処 理 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ で は 、
オ リ ゴ d(T)連 結 常 磁 性 粒 子 （ Promega） 、 OLIGOTEXラ テ ッ ク ス 粒 子 （ QIAGEN, Chatsworth 
CA） ま た は OLIGOTEX mRNA精 製 キ ッ ト （ QIAGEN） を 用 い て 、 ポ リ (A+) RNAを 単 離 し た 。 別
法 で は 、 別 の RNA単 離 キ ッ ト 、 例 え ば POLY(A)PURE mRNA精 製 キ ッ ト （ Ambion, Austin TX）
を 用 い て 組 織 溶 解 物 か ら RNAを 直 接 単 離 し た 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 場 合 に よ っ て は Stratagene社 へ の RNA提 供 を 行 い 、 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を Strat
agene社 が 作 製 す る こ と も あ っ た 。 そ う で な い 場 合 は 、 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratag
ene） ま た は SUPERSCRIPTプ ラ ス ミ ド シ ス テ ム （ Invitrogen） を 用 い て 本 技 術 分 野 で 公 知 の
推 奨 方 法 ま た は 類 似 の 方 法 で cDNAを 合 成 し 、 cDNAラ イ ブ ラ リ を 作 製 し た （ 前 出 の Ausubel,
 1997, 5.1-6.6ユ ニ ッ ト 等 を 参 照 ） 。 逆 転 写 は 、 オ リ ゴ d(T)ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を
用 い て 開 始 し た 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー を 二 本 鎖 cDNAに 連 結 反 応 さ せ 、 好 適
な 制 限 酵 素 で cDNAを 消 化 し た 。 殆 ど の ラ イ ブ ラ リ に 対 し て 、 cDNAの サ イ ズ （ ３ ０ ０ ～ １ ０
０ ０ bp） 選 択 は 、 SEPHACRYL S1000、 SEPHAROSE CL2Bま た は SEPHAROSE CL4Bカ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー （ Amersham Biosciences） 、 或 い は 調 製 用 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 を 用 い
て 行 っ た 。  合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー を 二 本 鎖 cDNAに 連 結 反 応 さ せ 、 好 適 な 制
限 酵 素 ま た は 酵 素 で cDNAを 消 化 し た 。  好 適 な プ ラ ス ミ ド は 、 例 え ば PBLUESCRIPTプ ラ ス ミ
ド （ Stratagene） 、 PSPORT1 プ ラ ス ミ ド (Invitrogen)、 PCDNA2.1 プ ラ ス ミ ド  (Invitroge
n, Carlsbad CA)、 PBK-CMV プ ラ ス ミ ド  (Stratagene)、 PCR2-TOPOTAプ ラ ス ミ ド  (Invitro
gen)、 PCMV-ICISプ ラ ス ミ ド  (Stratagene)、 pIGEN (Incyte Genomics, Palo Alto CA)、 p
RARE (Incyte Genomics)、 plNCY（ Incyte Genomics） 等 お よ び そ の 誘 導 体 で あ る 。 組 換 え
プ ラ ス ミ ド は 、 Stratagene社 の XL1-Blue、 XL1-BIueMRFま た は SOLR、 あ る い は Invitrogen
社 の DH5α 、 DH10Bま た は ElectroMAX DH10Bな ど 適 格 な 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　
　 UNIZAPベ ク タ ー シ ス テ ム （ Stratagene） を 用 い た in vivo切 除 に よ っ て 、 或 い は 細 胞 溶
解 に よ っ て 、 の よ う に し て 得 た プ ラ ス ミ ド を 宿 主 細 胞 か ら 回 収 し た 。 プ ラ ス ミ ド
の 精 製 に は 、 下 記 の 少 な く と も １ つ を 用 い た 。 す な わ ち Magicま た は WIZARD Minipreps DN
A精 製 シ ス テ ム （ Promega） 、 AGTC Miniprep精 製 キ ッ ト （ Edge Biosystems, Gaithersburg
 MD） 、 QIAGEN社 の QIAWELL 8 Plasmid、 QIAWELL 8 Plus Plasmidお よ び QIAWELL 8 Ultra 
Plasmid精 製 シ ス テ ム 、 R.E.A.L. Prep 96プ ラ ス ミ ド 精 製 キ ッ ト の い ず れ か で あ る 。 プ ラ
ス ミ ド は 、 沈 殿 さ せ た 後 、 0.1mlの 蒸 留 水 に 再 懸 濁 し て 、 凍 結 乾 燥 し て 或 い は 凍 結 乾 燥 し
な い で ４ ℃ で 保 管 し た 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 別 法 で は 、 高 処 理 フ ォ ー マ ッ ト に お い て 直 接 結 合 Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て 宿 主 細 胞 溶 解 物 か ら
プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た （ Rao, V.B. (1994) Anal. Biochem. 216:1-14） 。 宿 主 細 胞
の 溶 解 お よ び 熱 サ イ ク リ ン グ 過 程 は 、 単 一 反 応 混 合 液 中 で 行 っ た 。 サ ン プ ル を 処 理 し 、 そ
れ を ３ ８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 内 で 保 管 し 、 増 幅 し た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 濃 度 を PICOGREEN色
素 （ Molecular Probes, Eugene OR） 及 び FLUOROSKANII蛍 光 ス キ ャ ナ （ Labsystems Oy, He
lsinki, Finland） を 用 い て 蛍 光 分 析 的 に 定 量 し た 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　
　 に 記 載 し た よ う に プ ラ ス ミ ド か ら 回 収 し た Incyte cDNAを 、 以 下 に 示 す よ う に
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シ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 cDNAの シ ー ク エ ン ス 反 応 は 、 標 準 的 方 法 或 い は 高 処 理 装 置 、 例 え
ば ABI CATALYST 800 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Applied Biosystems） ま た は PTC-200 サ ー マ
ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research） を HYDRAマ イ ク ロ デ ィ ス ペ ン サ ー （ Robbins Scientific） ま
た は MICROLAB 2200（ Hamilton） 液 体 転 移 シ ス テ ム と 併 用 し て 処 理 し た 。 cDNAの シ ー ク エ
ン ス 反 応 は 、 Amersham Biosciences 社 が 提 供 す る 試 薬 、 ま た は ABIシ ー ク エ ン シ ン グ キ ッ
ト 、 例 え ば ABI PRISM BIGDYE Terminator cycle sequencing ready reaction kit（ Appli
ed Biosystems） の 試 薬 を 用 い て 準 備 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の シ ー ク エ ン ス 反 応 の 電 気 泳 動 的 分
離 及 び 標 識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 に は 、 MEGABACE 1000 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ シ ス
テ ム （ Applied Biosystems） か 、 標 準 ABIプ ロ ト コ ル 及 び 塩 基 呼 び 出 し (base calling)ソ
フ ト ウ ェ ア を 用 い る ABI PRISM 373ま た は 377シ ー ク エ ン シ ン グ シ ス テ ム （ Applied Biosys
tems） か 、 或 い は そ の 他 の 本 技 術 分 野 で 既 知 の 配 列 解 析 シ ス テ ム を 用 い た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
内 の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 標 準 的 方 法 （ 前 出 の Ausubel, 1997, 7.7ユ ニ ッ ト に 概 説 ）
を 用 い て 決 定 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 幾 つ か を 選 択 し て 、 に 記 載 し た 方 法 で 配 列 を
伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 Incyte cDNA配 列 に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ベ ク タ ー 、 リ ン カ ー 及 び ポ リ (A)
配 列 を 除 去 し 、 あ い ま い な 塩 基 対 を マ ス ク す る こ と に よ っ て 有 効 性 を 確 認 し た 。  そ の 際
、 BLAST、 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ 及 び 隣 接 ジ ヌ ク レ オ チ ド 頻 度 分 析 に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム 及
び プ ロ グ ラ ム を 用 い た 。 次 に 、 Incyteの cDNA配 列 、 ま た は そ の 翻 訳 を 公 共 の デ ー タ ベ ー ス
（ 例 え ば GenBankの 霊 長 類 及 び げ っ 歯 類 、 哺 乳 動 物 、 脊 椎 動 物 、 真 核 生 物 の デ ー タ ベ ー ス
と 、 BLOCKS、 PRINTS、 DOMO、 PRODOM） と 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 線 虫 、 出 芽 酵 母 （ Sacc
haromyces cerevisiae） 、 分 裂 酵 母 （ Schizosaccharomyces pombe） 、 お よ び 鵞 口 瘡 カ ン
ジ ダ （ Candida albicans ） か ら の 配 列 を 含 む PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics, 
Palo Alto CA） 、 及 び PFAM等 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） に 基 づ い た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ
ー デ ー タ ベ ー ス 並 び に 、 SMART(Schultz 他 (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:5857-
5864、 Letunic, I. 他  (2002) Nucleic Acids Res. 30:242-244)の よ う な HMMに 基 づ い た
タ ン パ ク 質 ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス か ら 選 択 し た デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 問 い 合 わ せ た 。 （ HM
Mは 、 遺 伝 子 フ ァ ミ リ の コ ン セ ン サ ス １ 次 構 造 を 分 析 す る 確 率 的 ア プ ロ ー チ で あ る 。 例 え
ば Eddy, S.R. (1996) Cuff. Opin. Struct. Biol. 6:361-365等 を 参 照 ） 。 問 合 せ は 、 BLA
ST、 FASTA、 BLIMPS及 び HMMERに 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 行 っ た 。 Incyte cDNA配 列 を ア
セ ン ブ リ し 、 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 産 出 し た 。 あ る い は 、 GenBank cDNA群 、 Ge
nBank EST群 、 ス テ ィ ッ チ さ れ た 配 列 群 、 ス ト レ ッ チ さ れ た 配 列 群 、 ま た は Genscan予 測 コ
ー ド 配 列 群 （ を 参 照 ） を 用 い 、 Incyte cDNAの ア セ ン ブ リ 体 を 完 全 長 ま
で 伸 長 さ せ た 。 Phredと Phrapと Consedと に 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て ア セ ン ブ リ し 、 GenM
arkと BLASTと FASTAと に 基 づ く プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 cDNAの ア セ ン ブ リ 体 を 、 オ ー プ ン リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 翻 訳 し
、 対 応 す る 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 引 き 出 し た 。 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、
完 全 長 翻 訳 ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の メ チ オ ニ ン 残 基 で 開 始 し 得 る 。 完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 配 列
群 の 続 い て の 分 析 と し て の 問 い 合 わ せ を 、 GenBankタ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス 群 （ genpept）
、 SwissProt、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 群 、 BLOCKS、 PRINTS、 DOMO、 PRODOMお よ び Prosite等
の デ ー タ ベ ー ス や 、 PFAM、 INCY、 お よ び TIGRFAM等 の 隠 れ マ ル コ フ モ デ ル （ HMM） ベ ー ス の
タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー デ ー タ ベ ー ス 群 、 並 び に SMART等 の HMMベ ー ス の タ ン パ ク 質 ド メ イ ン
デ ー タ ベ ー ス 群 に 対 し 行 っ た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 MACDNASIS PROソ フ
ト ウ ェ ア （ 日 立 ソ フ ト ウ ェ ア エ ン ジ ニ ア リ ン グ , South San Francisco CA） お よ び LASERG
ENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て 分 析 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列
ア ラ イ ン メ ン ト は 、 ア ラ イ ン メ ン ト し た 配 列 と 配 列 の 一 致 率 も 計 算 す る MEGALIGNマ ル チ シ
ー ク エ ン ス ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム （ DNASTAR） に 組 み 込 ま れ て い る よ う な CLUSTALア ル
ゴ リ ズ ム に よ っ て 特 定 さ れ る デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 作 製 す る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 Incyte ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び 完 全 長 配 列 の 分 析 及 び ア セ ン ブ リ に 利 用 し た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム
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及 び ア ル ゴ リ ズ ム の 概 略 と 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 、 閾 値 パ ラ メ ー タ を 表 7に 示 す 。
用 い た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム 及 び ア ル ゴ リ ズ ム を 表 ７ の 列 １ に 、 そ れ ら の 簡 単 な 説 明 を 列 ２
に 示 す 。 列 ３ は 好 適 な 引 用 文 献 で あ り 、 全 て の 文 献 は そ っ く り そ の ま ま 引 用 を 以 っ て 本 明
細 書 の 一 部 と な す 。 適 用 可 能 な 場 合 に は 、 列 ４ は ２ つ の 配 列 が 一 致 す る 強 さ を 評 価 す る た
め に 用 い た ス コ ア 、 確 率 値 そ の 他 の パ ラ メ ー タ を 示 す （ ス コ ア が 高 い ほ ど 、 ま た は 確 率 値
が 低 い ほ ど 、 ２ 配 列 間 の 相 同 性 が 高 く な る ） 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ア セ ン ブ リ 及 び 分 析 に 用 い る 上
記 の プ ロ グ ラ ム は 、 SEQ ID NO:27-52の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 の 同 定 に も 利 用 で き る
。  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 増 幅 技 術 に 有 用 で あ る 約 ２ ０ ～ 約 ４ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド
の 断 片 を 表 ４ の 列 2に 示 し た 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　
　 推 定 上 の 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 公 共 の ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、
gbpriや gbhtg） に お い て Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム を 実 行 し て 初 め に 同 定 さ れ た 。 Gen
scanは 、 様 々 な 生 物 か ら の ゲ ノ ム DNA配 列 を 分 析 す る 汎 用 遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム で あ る （ B
urge, C. 及 び  S. Karlin (1997) J. Mol. Biol. 268:78-94、 Burge, C. 及 び  S. Karlin
 (1998) Curr. Opin. Struct. Biol. 8:346-354を 参 照 ） 。 プ ロ グ ラ ム は 予 測 エ キ ソ ン を
連 結 し 、 メ チ オ ニ ン か ら 終 止 コ ド ン に 及 ぶ ア セ ン ブ リ さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 形 成 す る 。 Ge
nscanの 出 力 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の FASTAデ ー タ ベ ー ス で あ る 。
Genscanが 一 度 に 分 析 す る 配 列 の 最 大 範 囲 は 、 30kbに 設 定 し た 。 こ れ ら の Genscan予 測 cDNA
配 列 の 内 、 ど の 配 列 が 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る か を 決 定 す る た め に 、
コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を PFAMモ デ ル に お い て 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 に つ い て
問 合 せ て 分 析 し た 。 潜 在 的 な 受 容 体 お よ び 膜 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 ま た 受 容 体 お よ び 膜 結 合
タ ン パ ク 質 と し て 注 釈 が 付 け ら れ た Incyte cDNA配 列 に 対 す る 相 同 性 を 基 に 同 定 し た 。 こ
う し て 選 択 さ れ た Genscan予 測 配 列 は 、 次 に BLAST分 析 に よ り 公 共 デ ー タ ベ ー ス genpept及
び gbpriと 比 較 し た 。 必 要 で あ れ ば 、 genpeptか ら の ト ッ プ BLASTヒ ッ ト と 比 較 す る こ と に
よ り Genscan予 測 配 列 を 編 集 し 、 余 分 な ま た は 省 略 さ れ た エ キ ソ ン な ど 、 Genscanが 予 測 し
た 配 列 に お け る エ ラ ー を 補 正 し た 。 BLAST分 析 は ま た 、 Genscan予 測 配 列 の 、 い か な る Incy
te cDNAま た は 公 共 cDNAカ バ レ ッ ジ （ coverage） の 発 見 に も 用 い ら れ 、 し た が っ て 転 写 の
証 拠 を 提 供 し た 。 Incyte cDNAカ バ レ ッ ジ が 利 用 で き た 場 合 に は 、 こ の 情 報 を 用 い て Gensc
an予 測 配 列 を 補 正 ま た は 確 認 し た 。 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 に 記 載 し た
ア セ ン ブ リ プ ロ セ ス を 用 い て 、 Incyte cDNA配 列 お よ び ／ ま た は 公 共 cDNA配 列 で Genscan予
測 コ ー ド 配 列 を ア セ ン ブ リ し て 得 た 。 或 い は 、 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 編 集 ま た は
未 編 集 の Genscan予 測 コ ー ド 配 列 に 完 全 に 由 来 す る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　
　
　 部 分 cDNA配 列 は 、 に 記 載 の Genscan遺 伝 子 同 定 プ ロ グ ラ ム に よ り 予 測 さ れ た エ
キ ソ ン を 用 い て 伸 長 さ せ た 。 に 記 載 さ れ た よ う に ア セ ン ブ リ さ れ た 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に マ ッ ピ ン グ し 、 関 連 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び １ つ 若 し く は 複 数 の ゲ ノ ム 配 列
か ら 予 測 さ れ た Genscanエ キ ソ ン を 含 む ク ラ ス タ に 分 解 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ゲ ノ ム 情 報 を
統 合 す る べ く グ ラ フ 理 論 及 び 動 的 プ ロ グ ラ ミ ン グ に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 各 ク ラ ス
タ を 分 析 し 、 引 き 続 い て 確 認 、 編 集 ま た は 伸 長 し て 完 全 長 配 列 を 産 出 す る よ う な 潜 在 的 ス
プ ラ イ シ ン グ 変 異 体 を 生 み 出 し た 。 区 間 全 体 の 長 さ が ク ラ ス タ 中 の ２ 以 上 の 配 列 に 存 在 す
る よ う な 配 列 を 同 定 し 、 そ の よ う に 同 定 さ れ た 間 隔 は 推 移 に よ り 等 し い と 考 え ら れ た 。 例
え ば 、 １ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ２ つ の ゲ ノ ム 配 列 に 間 隔 が 存 在 す る 場 合 、 ３ つ の 間 隔 は 全 て 等
し い と 考 え ら れ る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 無 関 係 で あ る が 連 続 し た ゲ ノ ム 配 列 を ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列
に よ り 結 び 合 わ せ て 架 橋 し 得 る 。 こ の よ う に し て 同 定 さ れ た 区 間 を 、 親 配 列 （ parent seq
uence） に 沿 っ て 現 わ れ る よ う に ス テ ッ チ ア ル ゴ リ ズ ム で 縫 い 合 わ せ 、 可 能 な 最 も 長 い 配
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４ 　 ゲ ノ ム DNAか ら の コ ー ド 配 列 の 同 定 及 び 編 集

実 施 例 ３

５ 　 ｃ DNA配 列 デ ー タ を 使 っ た ゲ ノ ム 配 列 デ ー タ の ア セ ン ブ リ
ス テ ッ チ 配 列 （ Stitched Sequence）

実 施 例 ４
実 施 例 ３



列 お よ び 変 異 配 列 を 作 製 す る 。 １ 種 類 の 親 配 列 に 沿 っ て 発 生 し た 間 隔 と 間 隔 と の 連 鎖 （ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム 配 列 － ゲ ノ ム 配 列 ） は 、 親 の 種 類 を 変 え る 連 鎖 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
－ ゲ ノ ム 配 列 ） に 優 先 し た 。 結 果 と し て 得 た ス テ ィ ッ チ 配 列 群 を 翻 訳 し 、 BLAST分 析 で 公
共 デ ー タ ベ ー ス genpeptお よ び gbpriと 比 較 し た 。 Genscanに よ り 予 測 さ れ た 不 正 確 な エ キ
ソ ン は 、 genpeptか ら の ト ッ プ の BLASTヒ ッ ト と 比 較 す る こ と に よ り 修 正 し た 。 必 要 な 場 合
に は 、 追 加 cDNA配 列 を 用 い る か ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 査 に よ り 配 列 を 更 に 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　
　 部 分 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 BLAST分 析 に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 完 全 長 ま で 伸 長 さ れ た 。 先
ず 、 BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 GenBankの 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 、 哺 乳 動 物 、 脊 椎 動 物 及 び 真
核 生 物 の デ ー タ ベ ー ス な ど の 公 共 デ ー タ ベ ー ス に 対 し 、 に 記 載 さ れ た よ う に ア セ
ン ブ リ さ れ た 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 問 い 合 わ せ た 。 次 に 、 最 も 近 い GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 を B
LAST分 析 に よ り Incyte cDNA配 列 ま た は に 記 載 の GenScanエ キ ソ ン 予 測 配 列 の い ず
れ か と 比 較 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） を 用 い て キ メ
ラ タ ン パ ク 質 を 産 出 し 、 翻 訳 し た 配 列 を GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 上 に マ ッ ピ ン グ し た 。
元 の GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 に 対 し 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 内 で は 挿 入 ま た は 欠 失 が 起 こ り
得 る 。 GenBankタ ン パ ク 質 相 同 体 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 両 方 を プ ロ ー ブ と し て 用
い 、 公 共 の ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス か ら 相 同 ゲ ノ ム 配 列 を 検 索 し た 。 こ の よ う に し て 、 部
分 的 な DNA配 列 を 相 同 ゲ ノ ム 配 列 の 付 加 に よ り ス ト レ ッ チ す な わ ち 伸 長 し た 。 結 果 と し て
得 ら れ る ス ト レ ッ チ 配 列 を 検 査 し 、 完 全 遺 伝 子 を 含 ん で い る か 否 か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　
　 SEQ ID NO:27-52を ア セ ン ブ リ す る た め に 用 い た 配 列 を 、 BLAST及 び Smith-Watermanア ル
ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 Incyte LIFESEQデ ー タ ベ ー ス 及 び 公 共 の ド メ イ ン デ ー タ ベ ー ス の 配 列
と 比 較 し た 。 SEQ ID NO:27-52と 一 致 す る こ れ ら の デ ー タ ベ ー ス の 配 列 を 、 Phrapな ど の ア
セ ン ブ リ ア ル ゴ リ ズ ム （ 表 ７ ） を 使 用 し て 、 連 続 し オ ー バ ー ラ ッ プ す る 配 列 の ク ラ ス タ ー
群 に ア セ ン ブ リ し た 。 ス タ ン フ ォ ー ド ・ ヒ ト ゲ ノ ム セ ン タ ー （ SHGC） 、 ホ ワ イ ト ヘ ッ ド ・
ゲ ノ ム 研 究 所 （ WIGR） 、 Genethon等 の 公 的 な 情 報 源 か ら 入 手 可 能 な 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド 及
び 遺 伝 地 図 デ ー タ を 用 い て 、 ク ラ ス タ 化 さ れ た 配 列 が 前 も っ て マ ッ ピ ン グ さ れ た か を 決 定
し た 。 マ ッ ピ ン グ さ れ た 配 列 が ク ラ ス タ に 含 ま れ て い る 場 合 は 、 個 々 の 配 列 番 号 を 含 め て
そ の ク ラ ス タ の 全 配 列 が 地 図 上 の 位 置 に 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 地 図 上 の 位 置 は 、 ヒ ト 染 色 体 の 範 囲 ま た は 間 隔 と し て 表 さ れ る 。 セ ン チ モ ル ガ ン 間 隔 の
地 図 上 の 位 置 は 、 染 色 体 の 短 腕 （ p-arm） の 末 端 に 関 連 し て 測 定 す る 。 （ セ ン チ モ ル ガ ン
（ cM） は 、 染 色 体 マ ー カ ー 間 の 組 換 え 頻 度 に 基 づ く 計 測 単 位 で あ る 。 平 均 し て 、 １ cMは 、
ヒ ト 中 の DNAの １ メ ガ ベ ー ス （ Mb） に ほ ぼ 等 し い 。 尤 も 、 こ の 値 は 、 組 換 え の ホ ッ ト ス ポ
ッ ト 及 び コ ー ル ド ス ポ ッ ト に 起 因 し て 広 範 囲 に 変 化 す る 。 ） cM距 離 は 、 各 ク ラ ス タ 内 に 配
列 が 含 ま れ る 放 射 線 ハ イ ブ リ ッ ド マ ー カ ー 類 に 対 し て 境 界 を 提 供 す る Genethonに よ っ て マ
ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 マ ー カ ー 群 に 基 づ く 。 NCBI「 GeneMap'99」 （ http://www.ncbi.nlm.ni
h.gov/genemap/） な ど の 公 的 に 入 手 可 能 な ヒ ト 遺 伝 子 マ ッ プ お よ び そ の 他 の 情 報 源 を 用 い
て 、 既 に 同 定 さ れ て い る 疾 患 遺 伝 子 群 が 、 上 記 し た 区 間 内 若 し く は 近 傍 に 位 置 す る か を 決
定 で き る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　
　 ノ ー ザ ン 分 析 は 、 転 写 さ れ た 遺 伝 情 報 の 存 在 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 実 験 技 術 で あ
り 、 特 定 の 細 胞 種 ま た は 組 織 か ら の RNAが 結 合 さ れ る 膜 へ の 標 識 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 与 し て い る 。 （ 前 出 の Sambrook, 7章 、 同 Ausubel. F.M. 
他 , 4章 及 び 16章 等 を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 BLASTを 適 用 し た 類 似 の コ ン ピ ュ ー タ 技 術 を 用 い て 、 GenBankや LifeSeq（ Incyte Genomi
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ス ト レ ッ チ 配 列 （ Stretched Sequence）

実 施 例 ３

実 施 例 ４

６ 　 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 染 色 体 マ ッ ピ ン グ

７ 　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 分 析



cs） 等 の ｃ DNAデ ー タ ベ ー ス に お い て 同 一 ま た は 関 連 分 子 を 検 索 し た 。 ノ ー ザ ン 分 析 は 、
多 数 の 膜 系 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン よ り も 非 常 に 速 い 。 更 に 、 特 定 の 同 一 を 厳 密 な 或 い は
相 同 的 な も の と し て 分 類 す る か 否 か を 決 定 す る た め 、 コ ン ピ ュ ー タ 検 索 の 感 度 を 変 更 す る
こ と が で き る 。 検 索 の 基 準 は 積 ス コ ア で あ り 、 次 式 で 定 義 さ れ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ９ 】
積 ス コ ア は 、 ２ つ の 配 列 間 の 類 似 度 と 、 配 列 が 一 致 す る 長 さ と の 両 方 を 考 慮 し て い る 。 積
ス コ ア は 、 ０ ～ １ ０ ０ の 規 準 化 さ れ た 値 で あ り 、 次 の よ う に し て 求 め る 。 BLASTス コ ア に
ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 一 致 率 を 乗 じ 、 そ の 積 を ２ つ の 配 列 の 短 い 方 の 長 さ の ５ 倍 で 除 す る 。
BLASTス コ ア を 計 算 す る に は 、 或 る 高 ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト 対 （ HSP） 内 の 一 致 す る 各 塩
基 に ＋ ５ の ス コ ア を 割 り 当 て 、 各 不 一 致 塩 基 に － ４ を 割 り 当 て る 。 ２ つ の 配 列 は 、 ２ 以 上
の HSPを 共 有 し 得 る （ ギ ャ ッ プ に よ り 隔 離 さ れ る ） 。 ２ 以 上 の HSPが あ る 場 合 に は 、 最 高 BL
ASTス コ ア の 塩 基 対 を 用 い て 積 ス コ ア を 計 算 す る 。 積 ス コ ア は 、 断 片 的 オ ー バ ー ラ ッ プ と B
LASTア ラ イ ン メ ン ト の 質 と の バ ラ ン ス を 表 す 。 例 え ば 積 ス コ ア １ ０ ０ は 、 比 較 し た ２ つ の
配 列 の 短 い 方 の 長 さ 全 体 に わ た っ て １ ０ ０ ％ 一 致 す る 場 合 の み 得 ら れ る 。 積 ス コ ア ７ ０ は
、 一 端 が １ ０ ０ ％ 一 致 し 、 ７ ０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 他 端 が ８ ８ ％ 一 致 し 、 １ ０
０ ％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。 積 ス コ ア 50は 、 一 端 が 100
％ 一 致 し 、 50％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る か 、 79％ 一 致 し 、 100％ オ ー バ ー ラ ッ プ し て い る
か の い ず れ か の 場 合 に 得 ら れ る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 或 い は 、 REMAP  を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 派 生
し た 組 織 源 に 関 連 し て 分 析 し た 。 例 え ば 幾 つ か の 完 全 長 配 列 は 、 少 な く と も 一 部 は 、 オ ー
バ ー ラ ッ プ す る Incyte cDNA配 列 群 を 用 い て ア セ ン ブ リ さ れ る （ を 参 照 ） 。 各 cDN
A配 列 は 、 ヒ ト 組 織 か ら 作 製 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 。 各 cDNA配 列 は 、 ヒ ト 組 織
か ら 作 製 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ に 由 来 す る 。 各 ヒ ト 組 織 は 、 以 下 の 生 物 ／ 組 織 カ テ ゴ リ ー
即 ち 心 血 管 系 、 結 合 組 織 、 消 化 器 系 、 胎 芽 構 造 、 内 分 泌 系 、 外 分 泌 腺 、 女 性 生 殖 器 、 男 性
生 殖 器 、 生 殖 細 胞 、 血 液 及 び 免 疫 系 、 肝 、 筋 骨 格 系 、 神 経 系 、 膵 臓 、 呼 吸 器 系 、 感 覚 器 、
皮 膚 、 顎 口 腔 系 、 非 分 類 性 ／ 混 合 性 ま た は 尿 路 の １ つ に 分 類 さ れ る 。 各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ
ブ ラ リ 数 を 数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の 総 ラ イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 同 様 に 、 各 ヒ ト 組 織 は 、 以
下 の 疾 患 ／ 病 状 カ テ ゴ リ ー 即 ち 癌 、 細 胞 株 、 発 達 、 炎 症 、 神 経 性 、 外 傷 、 心 血 管 、 プ ー ル
、 そ の 他 の １ つ に 分 類 さ れ る 。  各 カ テ ゴ リ ー の ラ イ ブ ラ リ 数 を 数 え て 、 全 カ テ ゴ リ ー の
総 ラ イ ブ ラ リ 数 で 除 す る 。 得 ら れ る パ ー セ ン テ ー ジ は 、 REMAP を コ ー ド す る cDNAの 疾 患 特
異 的 な 発 現 を 反 映 す る 。  cDNA配 列 お よ び cDNAラ イ ブ ラ リ ／ 組 織 の 情 報 は 、 LIFESEQ GOLD 
デ ー タ ベ ー ス （ Incyte Genomics, Palo Alto CA） か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　
　 完 全 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 完 全 長 分 子 の 適 切 な 断 片 か ら 設 計 し た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 群 を 用 い て 該 断 片 を 伸 長 さ せ て 産 生 し た 。 或 る プ ラ イ マ ー は 既 知 の
断 片 の ５ '伸 長 を 開 始 す る べ く 合 成 し 、 別 の プ ラ イ マ ー は 既 知 の 断 片 の ３ '伸 長 を 開 始 す る
べ く 合 成 し た 。 開 始 プ ラ イ マ ー は 、 長 さ が 約 ２ ２ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 GC含 有 率 が 約 ５ ０
％ 以 上 と な り 、 約 ６ ８ ～ ７ ２ ℃ の 温 度 で 標 的 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る よ う に 、 OLIGO 4.06
ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences） 或 い は 別 の 適 切 な プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 cDNAか ら
設 計 し た 。  ヘ ア ピ ン 構 造 及 び プ ラ イ マ ー － プ ラ イ マ ー 二 量 体 を 生 ず る よ う な ヌ ク レ オ チ
ド の 伸 長 は 全 て 回 避 し た 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
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実 施 例 ３

８ 　 REMAPを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長



　 配 列 を 伸 長 す る た め に 、 選 択 さ れ た ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 用 い た 。 ２ 段 階 以 上 の 伸
長 が 必 要 ま た は 望 ま し い 場 合 に は 、 付 加 的 プ ラ イ マ ー あ る い は プ ラ イ マ ー の ネ ス テ ッ ド セ
ッ ト を 設 計 し た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 高 忠 実 度 の 増 幅 が 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 利 用 し た PCR法 に よ っ て 得 ら れ た
。  PCRは 、 PTC-200 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ MJ Research, Inc.） を 用 い て ９ ６ 穴 プ レ ー ト
内 で 行 っ た 。 反 応 混 合 液 は 、 鋳 型 DNA及 び 200 nmolの 各 プ ラ イ マ ー 、 Mg２ + と (NH 4 ) 2 SO 4 と
β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む バ ッ フ ァ ー 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham Bioscienc
es)、 ELONGASE酵 素 (Invitrogen)、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Stratagene)を 含 む 。  プ ラ イ マ
ー の 組 、 PCI Aと PCI Bに 対 し て 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増 幅 を 行 っ た 。 ス テ ッ プ 1: 94℃ , 3分
、  ス テ ッ プ  2: 94℃ , 15 秒 、 ス テ ッ プ  3: 60℃ , 1 分 、 ス テ ッ プ  4: 68℃ , 2 分 、  ス
テ ッ プ  5: ス テ ッ プ 2、 3お よ び  4を 20回 反 復 す る 。   ス テ ッ プ 6: 68℃ 、  5 分 、 ス テ ッ プ
7:  4℃ で 保 存 す る 。 別 法 で は 、 プ ラ イ マ ー の 組 、 T7と SK+に 対 し て 以 下 の パ ラ メ ー タ で 増
幅 を 行 っ た 。 ス テ ッ プ 1: 94℃ , 3分 、  ス テ ッ プ  2: 94℃ , 15 秒 、 ス テ ッ プ  3: 57℃ , 1 
分 、 ス テ ッ プ  4: 68℃ , 2 分 、  ス テ ッ プ  5: ス テ ッ プ 2、 3お よ び  4を 20回 反 復 す る 。   
ス テ ッ プ 6: 68℃ 、  5 分 、 ス テ ッ プ 7:  4℃ で 保 存 す る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 各 ウ ェ ル の DNA濃 度 は 、 １ X TE及 び 0.5μ lの 希 釈 し て い な い PCR産 物 に 溶 解 し た 100μ lの
PICOGREEN定 量 試 薬 (0.25％ (v/v) PICOGREEN; Molecular Probes, Eugene OR)を 不 透 明 な
蛍 光 光 度 計 プ レ ー ト (Corning Costar, Acton MA)の 各 ウ ェ ル に 分 配 し て DNAが 試 薬 と 結 合
で き る よ う に し て 測 定 す る 。 サ ン プ ル の 蛍 光 を 計 測 し て DNAの 濃 度 を 定 量 す べ く 、 プ レ ー
ト を Fluoroskan II（ Labsystems Oy, Helsinki, Finland） で ス キ ャ ン し た 。 反 応 混 合 物
の ア リ コ ッ ト 5～ 10μ lを 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 法 に よ っ て 解 析 し 、 ど の 反 応 が
配 列 の 伸 長 に 成 功 し た か を 判 定 し た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 伸 長 さ せ た ヌ ク レ オ チ ド は 、 脱 塩 及 び 濃 縮 し て ３ ８ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 し 、 CviJIコ
レ ラ ウ イ ル ス エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Molecular Biology Research, Madison WI） を 用 い て
消 化 し 、 pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Biosciences） へ の 再 連 結 反 応 前 に 音 波 処 理 ま た は せ
ん 断 し た 。 シ ョ ッ ト ガ ン ・ シ ー ク エ ン シ ン グ の た め に 、 消 化 し た ヌ ク レ オ チ ド を 低 濃 度 （
0.6～ 0.8％ ） の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 断 片 を 切 除 し 、 寒 天 を Agar ACE（ Promega）
で 消 化 し た 。 伸 長 さ せ た ク ロ ー ン を Ｔ ４ リ ガ ー ゼ （ New England Biolabs, Beverly MA）
を 用 い て pUC 18ベ ク タ ー （ Amersham Biosciences） に 再 連 結 し 、 Pfu DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ S
tratagene） で 処 理 し て 制 限 部 位 の オ ー バ ー ハ ン グ を 満 た し 、 大 腸 菌 細 胞 に 形 質 移 入 し た
。 形 質 移 入 し た 細 胞 を 選 択 し て 抗 生 物 質 を 含 む 培 地 に 移 し 、 そ れ ぞ れ の コ ロ ニ ー を 切 り と
っ て LB/2Xカ ル ベ ニ シ リ ン 培 養 液 の 384ウ ェ ル プ レ ー ト に ３ ７ ℃ で 一 晩 培 養 し た 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 細 胞 を 溶 解 し て 、 Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham Biosciences)及 び Pfu DNAポ リ メ ラ ー
ゼ (Stratagene)を 用 い て 以 下 の 手 順 で DNAを PCR増 幅 し た 。 ス テ ッ プ 1: 94℃ , 3分 、  ス テ
ッ プ  2: 94℃ 、  15 秒 、 ス テ ッ プ  3: 60℃ 、  1 分 、 ス テ ッ プ  4: 72℃ 、  2 分 、  ス テ ッ
プ  5: ス テ ッ プ 2、 3お よ び  4を 29回 反 復 す る 。   ス テ ッ プ 6: 72℃ 、 5 分 、 ス テ ッ プ 7:  4
℃ で 保 存 す る 。 上 記 の よ う に PICOGREEN試 薬 (Molecular Probes)で DNAを 定 量 し た 。 DNAの
回 収 率 が 低 い サ ン プ ル は 、 上 記 と 同 一 の 条 件 を 用 い て 再 増 幅 し た 。 サ ン プ ル は 20％ ジ メ チ
ル ス ル ホ キ シ ド （ １ ： ２ , v/v） で 希 釈 し 、 DYENAMIC エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー  シ ー ク
エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー 、 及 び DYENAMIC DIRECT kit（ Amersham Biosciences） ま た は ABI P
RISM BIGDYE タ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク ル  シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 キ ッ ト （ Terminator cycle 
sequencing ready reaction kit） （ Applied Biosystems） を 用 い て シ ー ク エ ン シ ン グ し
た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 同 様 に 、 上 記 手 順 を 用 い て 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 証 し 、 或 い は そ の よ う な 伸
長 の た め に 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 適 切 な ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 5'調 節 配
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列 を 得 る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　
　 一 塩 基 多 型 （ SNP） と し て 知 ら れ る 一 般 的 な DNA配 列 変 異 体 が LIFESEQ デ ー タ ベ ー ス (Inc
yte Genomics)を 用 い て SEQ ID NO:27-52 に お い て 同 定 さ れ た 。 実 施 例 ３ に 記 述 し た よ う
に 、 同 じ 遺 伝 子 か ら の 配 列 を 一 緒 に ま と め て ク ラ ス タ ー 化 し 、 ア セ ン ブ リ し た 。 一 連 の フ
ィ ル タ か ら 成 る ア ル ゴ リ ズ ム が 、 Ｓ Ｎ Ｐ を 他 の 配 列 変 異 体 か ら 区 別 す る た め に 用 い ら れ た
。 予 備 フ ィ ル タ ー は 最 小 Phredク オ リ テ ィ ス コ ア １ ５ を 要 求 す る こ と に よ っ て 大 多 数 の ベ
ー ス コ ー ル エ ラ ー を 除 去 し 、 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト エ ラ ー と ス プ ラ イ ス 変 異 体 、 キ メ ラ お よ
び ベ ク タ ー 配 列 の 不 適 正 な ト リ ミ ン グ に よ る エ ラ ー を 除 去 し た 。 高 度 染 色 体 解 析 の 自 動 化
手 順 に よ り 、 オ リ ジ ナ ル の ク ロ マ ト グ ラ ム フ ァ イ ル の 中 の 推 定 上 の SNPの 近 傍 を 解 析 し た
。 ク ロ ー ン エ ラ ー フ ィ ル タ ー は 、 統 計 的 に 生 成 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム を 使 っ て 、 実 験 室 の 処
理 中 に 入 っ て く る （ 逆 転 写 酵 素 、 ポ リ メ ラ ー ゼ ま た は 体 細 胞 性 突 然 変 異 な ど に 起 因 す る ）
エ ラ ー を 同 定 し た 。 ク ラ ス タ リ ン グ エ ラ ー フ ィ ル タ ー は 統 計 的 に 生 成 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム
を 使 っ て 、 近 い 相 同 体 や 偽 遺 伝 子 の ク ラ ス タ リ ン グ に よ る エ ラ ー お よ び 非 ヒ ト 配 列 に よ る
コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン に 起 因 す る エ ラ ー を 同 定 し た 。 最 後 の フ ィ ル タ ー セ ッ ト は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ま た は T細 胞 受 容 体 で 見 つ か る 複 製 と SNPを 除 去 し た 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 ４ つ の 異 な る ヒ ト の 集 団 に お け る 対 立 遺 伝 子 頻 度 を 解 析 す る た め に 、 あ る 種 の SNPを 選
択 し て 、 高 ス ル ー プ ッ ト MASSARRAYシ ス テ ム (Sequenom, Inc.) を 使 っ た 質 量 分 析 で 特 性 を
測 定 し た 。 白 人 集 団 は ９ ２ 人 （ 男 性 ４ ６ 人 、 女 性 ４ ６ 人 ） で 、 ８ ３ 人 が ユ タ 州 出 身 、 ４ 人
が フ ラ ン ス 人 、 ３ 人 が ベ ネ ズ エ ラ 、 そ し て ２ 人 が ア ー ミ ッ シ ュ だ っ た 。 ア フ リ カ 人 は １ ９
４ 人 （ 男 性 97人 、 女 性 ９ ７ 人 ） か ら な り 、 そ の 全 て が ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 で あ っ た 。 ラ
テ ン ア メ リ カ 系 集 団 は 324人 （ 男 性 162人 、 女 性 162人 ） か ら な り 、 そ の 全 て が メ キ シ コ の
ラ テ ン ア メ リ カ 系 で あ っ た 。 ア ジ ア 系 集 団 は １ ２ ６ 人 （ 男 性 ６ ４ 人 、 女 性 ６ ２ 人 ） か ら な
り 、 報 告 さ れ た 親 の 内 訳 は 中 国 人 が ４ ３ ％ 、 日 本 人 が ３ １ ％ 、 韓 国 人 が １ ３ ％ 、 ベ ト ナ ム
人 が ５ ％ 、 そ の 他 の ア ジ ア 系 が ８ ％ で あ っ た 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 最 初 に 白 人 集 団 で 解 析 さ
れ た 。 こ の 集 団 内 で 対 立 遺 伝 子 変 異 を 示 さ な か っ た SNPは そ の 他 ３ つ の 集 団 で は テ ス ト し
な い 場 合 も あ っ た 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　
　 SEQ ID NO:27-52か ら 導 き 出 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い て 、 cDNA、 m
RNA、 ま た は ゲ ノ ム DNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 約 20塩 基 対 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
標 識 に つ い て 特 に 記 載 す る が 、 よ り 大 き な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 に 対 し て も 本 質 的 に 同 一 の 手
順 が 用 い ら れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 OLIGO 4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Bioscienc
es） 等 の 最 新 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 設 計 し 、 各 オ リ ゴ マ ー ５ ０ pmolと 、 [γ - 3 2 P]ア デ ノ シ
ン ３ リ ン 酸  （ Amersham Biosciences） ２ ５ ０ μ Ciと 、 T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ （ DuP
ont NEN, Boston MA） を 混 合 す る こ と に よ り 標 識 す る 。 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
SEPHADEX G-25超 細 繊 分 子 サ イ ズ 排 除 デ キ ス ト ラ ン  ビ ー ド カ ラ ム （ Amersham Biosciences
） を 用 い て 実 質 的 に 精 製 す る 。 下 記 の い ず れ か １ つ の エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 消 化 さ れ た ヒ
ト ゲ ノ ム DNAの 、 典 型 的 な 膜 ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に お い て 、 毎 分 10 7 カ ウ
ン ト の 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 含 む ア リ コ ッ ト を 用 い る 。 す な わ ち Ase I、 Bgl II、 Eco RI
、 Pst I、 Xba I、 ま た は Pvu II(DuPont NEN)で あ る 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 各 消 化 物 か ら 得 た DNAは 、 ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し て ナ イ ロ ン 膜 （ Nytran Plu
s, Schleicher & Schuell, Durham NH） に 移 す 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ４ ０ ℃ で １
６ 時 間 行 う 。  非 特 異 的 シ グ ナ ル を 除 去 す る た め 、 例 え ば ０ .１ × ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 食 塩
水 及 び ０ .５ ％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム に 一 致 す る 条 件 下 で 、 ブ ロ ッ ト を 室 温 で 順 次 洗 浄
す る 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は そ れ に 代 わ る イ メ ー ジ ン グ 手 段 を 用 い て ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 視 覚 化 し 、 比 較 す る 。
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９ 　 REMAP が コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の SNP(一 塩 基 多 型 )の 同 定

１ ０ 　 個 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 標 識 化 及 び 使 用



【 ０ ３ ５ ２ 】
　 １ １ 　 マ イ ク ロ ア レ イ
　 マ イ ク ロ ア レ イ の 表 面 上 で ア レ イ エ レ メ ン ト の 結 合 ま た は 合 成 は 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ
、 ピ エ ゾ 式 印 刷 （ イ ン ク ジ ェ ッ ト 印 刷 、 前 出 の Baldeschweiler等 を 参 照 ） 、 機 械 的 マ イ ク
ロ ス ポ ッ テ ィ ン グ 技 術 及 び こ れ ら か ら 派 生 し た も の を 用 い て 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。
上 記 各 技 術 に お い て 基 板 は 、 均 一 且 つ 非 多 孔 性 の 固 体 と す る べ き で あ る （ Schena (1999) 
前 出 ） 。 推 奨 す る 基 板 に は 、 シ リ コ ン 、 シ リ カ 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 、 ガ ラ ス チ ッ プ 及 び シ リ
コ ン ウ エ ハ が あ る 。 或 い は 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に 類 似 の ア レ イ
を 利 用 し て 、 熱 的 、 紫 外 線 的 、 化 学 的 ま た は 機 械 的 結 合 手 順 を 用 い て 基 板 の 表 面 に エ レ メ
ン ト を 配 置 及 び 結 合 さ せ て も よ い 。 通 常 の ア レ イ は 、 利 用 可 能 な 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 と
機 械 と を 用 い て 作 製 で き 、 任 意 の 適 正 数 の エ レ メ ン ト を 有 し 得 る (例 え ば Schena, M. 他 . 
(1995) Science 270:467-470、 Shalon, D.他 . (1996) Genome Res. 6:639-645、 Marshall
, A.及 び J. Hodgson (1998) Nat. Biotechnol. 16:27-31等 を 参 照 )。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 発 現 配 列 タ グ （ EST） 、 ま た は そ の 断 片 ま た は オ リ ゴ マ ー は 、 マ イ ク
ロ ア レ イ の エ レ メ ン ト と 成 り 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 好 適 な 断 片 ま た は オ リ ゴ マ
ー を 、 レ ー ザ GENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） 等 の 本 技 術 分 野 で 公 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い
て 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ア レ イ エ レ メ ン ト 群 を 、 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 群 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 生 体 サ ン プ ル 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 検 出 を 容 易 に す る た
め に 蛍 光 標 識 な ど の 分 子 タ グ に 抱 合 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 生 体 サ ン プ ル か
ら の ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し 、 蛍 光 ス キ ャ ナ を 用 い て 各 ア レ イ
エ レ メ ン ト で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る 。 あ る い は 、 レ ー ザ ー 脱 離 お よ び 質 量
ス ペ ク ト ロ メ ト リ を 用 い て も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 し 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の
或 る エ レ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 、 相 補 性 の 度 合 と 相 対 存 在 度
と を 算 定 し 得 る 。  一 実 施 態 様 に お け る マ イ ク ロ ア レ イ の 調 製 お よ び 使 用 に つ い て 、 以 下
に 詳 述 す る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　
　 グ ア ニ ジ ニ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト 法 を 用 い て 組 織 サ ン プ ル か ら 全 RNAを 単 離 し 、 オ リ ゴ (dT
)セ ル ロ ー ス 法 を 用 い て ポ リ (A) + RNAを 精 製 す る 。 各 ポ リ (A) + RNAサ ン プ ル を 、 MMLV逆 転 写
酵 素 、 0.05pg/μ lの オ リ ゴ (dT)プ ラ イ マ ー （ 21mer） 、 １ × 第 一 鎖 合 成 バ ッ フ ァ ー 、 0.03u
nit/μ lの RNア ー ゼ 阻 害 因 子 、 500μ Mの dATP、 500μ Mの dGTP、 500μ Mの dTTP、 40μ Mの dCTP
、 40μ Mの dCTP-Cy3（ BDS） ま た は dCTP-Cy5（ Amersham Biosciences） を 用 い て 逆 転 写 す る
。 逆 転 写 反 応 は 、 GEMBRIGHTキ ッ ト （ Incyte） を 用 い て ポ リ (A) + RNA含 有 の 25体 積 ml内 で 行
う 。 特 異 的 対 照 ポ リ (A) + RNAは 、 非 コ ー ド 酵 母 ゲ ノ ム DNAか ら in vitro転 写 に よ り 合 成 す る
。 各 反 応 サ ン プ ル （ １ つ は Ｃ ｙ 3、 も う １ つ は Ｃ ｙ 5標 識 ） は 、 ２ .５ mlの ０ .５ M水 酸 化 ナ
ト リ ウ ム で 処 理 し 、 ８ ５ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応 を 停 止 さ せ て RNAを 分 解 さ
せ る 。 サ ン プ ル は 、 ２ つ の 連 続 す る CHROMA SPIN 30ゲ ル 濾 過 ス ピ ン カ ラ ム （ CLONTECH Lab
oratories, Inc. (CLONTECH), Palo Alto CA） を 用 い て 精 製 す る 。  混 合 後 、 ２ つ の 反 応
サ ン プ ル は 、 １ mlの グ リ コ ー ゲ ン （ １ mg/ml） 、 ６ ０ mlの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ３ ０ ０ mlの
１ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル を 用 い て エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ る 。 サ ン プ ル は 次 に 、 SpeedVAC（ Savant
 Instruments Inc., Holbrook NY） を 用 い て 乾 燥 し て 仕 上 げ 、 １ ４ μ lの ５ × SSC／ ０ .２
％ SDS中 で 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　
　 本 発 明 の 配 列 を 用 い て 、 ア レ イ エ レ メ ン ト を 作 製 す る 。 各 ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ク ロ ー
ン 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ ン サ ー ト に よ り ベ ク タ ー 含 有 細 菌 性 細 胞 か ら 増 幅 す る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 cD
NAイ ン サ ー ト に 隣 接 す る ベ ク タ ー 配 列 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い る 。 ３ ０ サ イ ク ル の Ｐ
Ｃ Ｒ に よ っ て 、 １ ～ ２ ngの 初 期 量 か ら ５ μ gを 超 え る 最 終 量 ま で ア レ イ エ レ メ ン ト を 増 幅
す る 。 増 幅 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 SEPHACRYL-400（ Amersham Biosciences） を 用 い て
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精 製 す る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 精 製 し た ア レ イ エ レ メ ン ト は 、 ポ リ マ ー コ ー ト さ れ た ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 固 定 す る 。 顕
微 鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス （ Corning） は 、 処 理 中 及 び 処 理 後 に ０ .１ ％ の SDS及 び ア セ ト ン 中 で
超 音 波 処 理 を か け 、 蒸 留 水 で 非 常 に 良 く 洗 浄 す る 。 ス ラ イ ド グ ラ ス は 、 ４ ％ フ ッ 化 水 素 酸
（ VWR Scientific Products Corporation (VWR), West Chester PA） 中 で エ ッ チ ン グ し 、
蒸 留 水 中 で 非 常 に 良 く 洗 浄 し 、 ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル 中 で ０ .０ ５ ％ ア ミ ノ プ ロ ピ ル シ ラ ン （ S
igma） を 用 い て コ ー テ ィ ン グ す る 。 コ ー テ ィ ン グ し た ス ラ イ ド ガ ラ ス は 、 １ １ ０ ℃ の オ ブ
ン で 硬 化 さ せ る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 米 国 特 許 第 5,807,522号 で 説 明 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 、 コ ー テ ィ ン グ し た ガ ラ ス 基 板
に ア レ イ エ レ メ ン ト を 付 加 す る 。  該 特 許 は 、 引 用 を 以 っ て 本 明 細 書 の 一 部 と な す 。 平 均
濃 度 が 100ng/μ lの ア レ イ エ レ メ ン ト DNA１ μ lを 高 速 機 械 装 置 に よ り 開 放 型 キ ャ ピ ラ リ ー
プ リ ン テ ィ ン グ エ レ メ ン ト （ open capillary printing element） に 充 填 す る 。 装 置 は こ
こ で 、 ス ラ イ ド 毎 に 約 ５ nlの ア レ イ エ レ メ ン ト サ ン プ ル を 加 え る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ に は 、 STRATALINKER Ｕ Ｖ 架 橋 剤 （ Stratagene） を 用 い て Ｕ Ｖ 架 橋 す る
。 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 室 温 に お い て ０ .２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で １ 度 洗 浄 し 、 蒸 留 水 で ３ 度 洗 浄 す る
。 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水  (PBS)（ Tropix, Inc., Bedford MA） 中 の ０ .２ ％ カ ゼ イ ン 中 に
お い て ６ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 マ イ ク ロ ア レ イ を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 前 に 行 っ た よ う に ０ .
２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 及 び 蒸 留 水 で 洗 浄 す る こ と に よ り 、 非 特 異 結 合 部 位 を ブ ロ ッ ク す る 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 液 は 、 ５ × SSC、 ０ .２ ％ SDSハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝
液 に Cy3及 び Cy5標 識 し た cDNA合 成 産 物 を 各 ０ .２ μ g含 む ９ μ lの サ ン プ ル 混 合 体 を 含 め た
も の で あ る 。 サ ン プ ル 混 合 体 は 、 ６ ５ ℃ ま で ５ 分 間 加 熱 し 、 マ イ ク ロ ア レ イ 表 面 上 に 等 分
し て １ .８ cm 2  の カ バ ー ガ ラ ス で 覆 う 。 ア レ イ を 、 顕 微 鏡 用 ス ラ イ ド よ り わ ず か に 大 き い
空 洞 を 有 す る 防 水 チ ェ ン バ ー に 移 す 。 チ ェ ン バ ー の コ ー ナ ー に １ ４ ０ μ lの ５ × SSCを 加 え
る こ と に よ り 、 チ ェ ン バ ー 内 部 を 湿 度 100%に 保 持 す る 。 ア レ イ を 含 む チ ェ ン バ ー は 、 ６ ０
℃ で 約 ６ ． ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ア レ イ は 、 第 １ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ １ × SSC,０ .１ ％ S
DS） に お い て ４ ５ ℃ で １ ０ 分 間 洗 浄 し 、 第 ２ 洗 浄 緩 衝 液 中 （ ０ .１ × SSC） に お い て ４ ５ ℃
で １ ０ 分 間 各 々 ３ 度 洗 浄 し て 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　
　 レ ポ ー タ ー 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 は 、 Ｃ ｙ 3の 励 起 の た め に は ４ ８ ８ nm、
Ｃ ｙ 5の 励 起 の た め に は ６ ３ ２ nmで ス ペ ク ト ル 線 を 発 生 し 得 る Innova70混 合 ガ ス 10Ｗ レ ー
ザ （ Coherent, Inc., Santa Clara CA） を 備 え た 顕 微 鏡 で 検 出 す る 。 励 起 レ ー ザ 光 の 焦 点
を ア レ イ 上 に 置 く た め 、 20× 顕 微 鏡 対 物 レ ン ズ （ Nikon, Inc., Melville NY） を 用 い る 。
ア レ イ を 含 む ス ラ イ ド を 、 顕 微 鏡 の 、 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 の X-Yス テ ー ジ に 置 き 、 対 物 レ ン
ズ を 通 し て ラ ス タ ー ス キ ャ ン す る 。 本 実 施 例 で 用 い る 1.8cm× 1.8cmの ア レ イ は 、 解 像 度 20
μ mで ス キ ャ ン す る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 ２ つ の 異 な る ス キ ャ ン で 、 混 合 ガ ス マ ル チ ラ イ ン レ ー ザ は ２ つ の 蛍 光 色 素 を 連 続 的 に 励
起 す る 。 発 光 さ れ た 光 は 、 波 長 に 基 づ き 分 離 さ れ 、 ２ つ の フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 応 す る ２ つ
の 光 電 子 増 倍 管 検 出 器 （ PMT R1477, Hamamatsu Photonics Systems, Bridgewater NJ） に
送 ら れ る 。 好 適 な フ ィ ル タ 群 を ア レ イ と 光 電 子 増 倍 管 と の 間 に 設 置 し て 、 シ グ ナ ル を フ ィ
ル タ す る 。 用 い る フ ル オ ロ フ ォ ア の 最 大 発 光 の 波 長 は 、 Cy3で は 565nm、 Cy5で は 650nmで あ
る 。 装 置 は 両 方 の 蛍 光 色 素 か ら の ス ペ ク ト ル を 同 時 に 記 録 し 得 る が 、 レ ー ザ 源 に お い て 好
適 な フ ィ ル タ を 用 い て 、 蛍 光 色 素 １ つ に つ き １ 度 ス キ ャ ン し 、 各 ア レ イ を 通 常 ２ 度 ス キ ャ
ン す る 。
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【 ０ ３ ６ ２ 】
　 ス キ ャ ン の 感 度 は 通 常 、 既 知 濃 度 で サ ン プ ル 混 合 体 に 添 加 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 対 照 種 に よ り
発 生 さ れ る シ グ ナ ル 強 度 を 用 い て 較 正 す る 。 ア レ イ 上 の 特 定 の 位 置 に は 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
が 含 ま れ 、 そ の 位 置 に お け る シ グ ナ ル の 強 度 を 重 量 比 1： 100,000で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 種 と 相 関 さ せ る 。 異 な る 源 泉 （ 例 え ば 試 験 さ れ る 細 胞 及 び 対 照 細 胞 な ど ） か ら の ２ つ の
サ ン プ ル を 、 各 々 異 な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し 、 他 と 異 な っ て 発 現 し た 遺 伝 子 を 同 定 す る た め
に 単 一 の ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 場 合 に は 、 ２ つ の 蛍 光 色 素 で 較 正 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の サ
ン プ ル を 標 識 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 液 に 各 々 等 量 を 加 え る こ と に よ っ て 較 正 を
行 う 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 光 電 子 増 倍 管 の 出 力 は 、 IBMコ ン パ チ ブ ル PCコ ン ピ ュ ー タ に イ ン ス ト ー ル さ れ た 12ビ ッ
ト RTI-835Hア ナ ロ グ デ ィ ジ タ ル （ A/D） 変 換 ボ ー ド （ Analog Devices, Inc., Norwood MA
） を 用 い て デ ィ ジ タ ル 化 さ れ る 。 デ ィ ジ タ ル 化 さ れ た デ ー タ は 、 青 色 （ 低 シ グ ナ ル ） か ら
赤 色 （ 高 シ グ ナ ル ） ま で の 擬 似 カ ラ ー 範 囲 へ の リ ニ ア 20色 変 換 を 用 い て シ グ ナ ル 強 度 が マ
ッ ピ ン グ さ れ た よ う な イ メ ー ジ と し て 表 示 さ れ る 。 デ ー タ は 、 定 量 的 に も 分 析 さ れ る 。 2
つ の 異 な る 蛍 光 色 素 を 同 時 に 励 起 お よ び 測 定 す る 場 合 に は 、 各 蛍 光 体 の 発 光 ス ペ ク ト ル を
用 い て 、 デ ー タ は ま ず 蛍 光 色 素 間 の 光 学 的 ク ロ ス ト ー ク （ 発 光 ス ペ ク ト ル の 重 な り に 起 因
す る ） を 補 正 す る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 グ リ ッ ド が 蛍 光 シ グ ナ ル イ メ ー ジ 上 に 重 ね ら れ 、 そ れ に よ っ て 各 ス ポ ッ ト か ら の シ グ ナ
ル は グ リ ッ ド の 各 エ レ メ ン ト に 集 め ら れ る 。 各 エ レ メ ン ト 内 の 蛍 光 シ グ ナ ル は 統 合 さ れ 、
シ グ ナ ル の 平 均 強 度 に 応 じ た 数 値 が 得 ら れ る 。 シ グ ナ ル 分 析 に 用 い る ソ フ ト ウ ェ ア は 、 GE
MTOOLS遺 伝 子 発 現 分 析 プ ロ グ ラ ム （ Incyte） で あ る 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　
　 SEQ ID NO:30お よ び SEQ ID NO:48-50は 差 次 的 発 現 を 示 し 、 こ れ は マ イ ク ロ ア レ イ 分 析
で 判 定 し た 。 GEMTOOLSプ ロ グ ラ ム （ Incyte Genomics） を 使 っ て 、 発 現 が 少 な く と も 2倍 変
化 し た ア レ イ エ レ メ ン ト 、 SB比 が 少 な く と も 2.5で あ る も の 、 お よ び エ レ メ ン ト ス ポ ッ ト
サ イ ズ が 少 な く と も ４ ０ ％ で あ る も の は 差 次 的 に 発 現 し て い る と 同 定 さ れ た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 た と え ば 、 ブ ド ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン B（ SEB） に 対 す る 反 応 と し て 健 常 な 提 供 者 か ら
得 ら れ た 末 梢 血 単 核 球 （ PBMC） （ 12% Bリ ン パ 球 、 40% Tリ ン パ 球 、 20% NK 細 胞 、 25%単 球
、 3%樹 状 細 胞 と 前 駆 細 胞 を 含 む 様 々 な 細 胞 ） 内 の 遺 伝 子 発 現 の 変 異 を 評 価 す る た め に 、 7
人 の 健 常 な ボ ラ ン テ ィ ア 提 供 者 が  in vitro で 24時 間 お よ び 72時 間 SEBに よ っ て 刺 激 さ れ
た 。 各 提 供 者 か ら の SEB処 理 さ れ た PBMCが 、 同 じ 提 供 者 か ら の 、 SEBな し で 24時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト さ れ た PBMCと 比 較 さ れ た 。 SEQ ID NO:30 の 発 現 は 、 少 な く と も 2倍 増 が 、 SEB処 理
し た PBMCで 見 ら れ た 。 し た が っ て SEQ ID NO:30は 、 炎 症 応 答 の 診 断 ア ッ セ イ に 有 用 で あ る
。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 別 の 例 に お い て は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 の 或 る エ レ メ ン ト に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 各 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 、 相 補 性 の 度 合 と 相 対 存 在 度 と を 算 定 し 得 る 。  一 実 施 態 様 に お け る マ イ ク
ロ ア レ イ の 調 製 お よ び 使 用 に つ い て 、 以 下 に 詳 述 す る 。 た と え ば 、 SEQ ID NO:48は 、 腺 管
癌 を 持 つ 提 供 者 か ら 採 取 さ れ た 乳 房 腫 瘍 細 胞 株 に お い て 差 次 的 発 現 を 示 し た 。 比 較 の 前 に
、 健 常 な ヒ ト の 乳 腺 上 皮 細 胞 (HMEC) と 乳 房 の 腺 管 癌 細 胞 (BT-474 お よ び  BT-483)が 、 成
長 因 子 と ホ ル モ ン を 含 ま な い 基 礎 培 地 で 培 養 さ れ た 。 細 胞 は Trizolで 溶 解 さ れ 、 全 RNA分
画 が 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に し た が っ て 回 収 さ れ た 。 ポ リ （ A） ｍ RNAは 標 準 的 な オ リ ゴ ｄ T
選 択 法 を 使 っ て 精 製 さ れ た 。 Cy３ お よ び Cy5プ ロ ー ブ は 、 Incyte社 の マ イ ク ロ ア レ イ 施 設
で 開 発 さ れ た 標 準 的 な 作 業 手 順 に 従 っ て 調 製 さ れ た 。 HMEC細 胞 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
が BT-474 お よ び  BT-483の も の と 比 較 さ れ た 。 SEQ ID NO:４ ８ の 発 現 は 、 乳 腫 瘍 細 胞 株 (B
T-474 お よ び  BT-483) に お い て 、 正 常 な 乳 房 の 上 皮 細 胞 （ HMEC） と 比 べ て 少 な く と も 2倍
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に 増 加 し て い る こ と が マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 で 明 ら か に さ れ た 。 し た が っ て SEQ ID NO:48 
は 、 乳 癌 検 知 の 診 断 ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 さ ら に 別 の 例 に お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 用 い て 、 SEQ ID NO:２ ３ の ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る SEQ ID NO:４ ９ の 発 現 を 、 未 処 理 の 初 代 血 単 球 細 胞 （ PBMC） と グ ル コ コ ル チ
コ イ ド 、 デ キ サ メ タ ゾ ン （ 1 μ M） 、  リ ポ 多 糖 （ LPS） (1 μ g/ml)ま た は 両 方 の 化 合 物 で
処 理 し た PBMCに お い て 比 較 し た 。 4人 の 提 供 者 か ら の リ ン パ 球 を プ ー ル し て 、 2， 4， 24ま
た は 72時 間 、 処 理 （ ま た は 模 擬 処 理 ） し た 。 デ キ サ メ タ ゾ ン 、 LPSま た は 両 方 の 化 合 物 で
処 理 さ れ た PBMCは 、 実 験 の 早 期 の 時 点 （ す な わ ち ２ お よ び 4時 間 ） に お い て 2倍 以 上 の 下 方
調 節 を 示 し 、 後 の 時 点 に は そ れ ほ ど 顕 著 で な い 下 方 調 節 を 示 し た 。 こ の 結 果 は 、 SEQ ID N
O:49の 発 現 レ ベ ル を 使 っ て リ ン パ 球 に 対 し て 毒 性 の あ る 化 合 物 （ た と え ば LPS） ま た は PBM
Cの 応 答 に 影 響 し て 炎 症 反 応 を 仲 介 す る 化 合 物 （ た と え ば デ キ サ メ タ ゾ ン ） の 早 期 の 効 果
を 監 視 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 関 連 す る 実 験 に お い て 、 ホ ジ キ ン 病 の 患 者 か ら 採 取 さ れ た 細 胞 か ら 得 ら れ た B細 胞 リ ン
パ 芽 球 細 胞 株 (RPMI 6666) を 1 μ g/ml LPS で 0.5、 1， 2， 4ま た は 8時 間 処 理 し た も の と 未
処 理 の も の が 比 較 さ れ た 。 SEQ ID NO:４ ９ の 発 現 レ ベ ル は 実 験 の 全 期 間 を 通 じ て 着 実 に 減
少 し 、 4お よ び 8時 間 の 時 点 で は 2倍 以 上 減 少 し て い た 。 同 じ 実 験 に お い て 、 SEQ ID NO:２
４ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る SEQ ID NO:50の 発 現 は 、 8時 間 の 時 点 で 20倍 以 上 減 少 し た
の に 対 し て 、 そ れ よ り 以 前 の 時 点 で は 未 処 理 細 胞 と 差 が な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 SEQ 
ID NO:49お よ び SEQ ID NO:50は B細 胞 株 に 対 す る LPSの よ う な 毒 性 化 合 物 の 効 果 を 監 視 す る
た め に 役 立 つ こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　
　 REMAPを コ ー ド す る 配 列 或 い は そ の 任 意 の 一 部 に 対 し て 相 補 的 な 配 列 は 、 天 然 の REMAPの
発 現 を 低 下 さ せ る た め 即 ち 阻 害 す る た め に 用 い ら れ る 。 約 15～ 30塩 基 対 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 使 用 に つ い て 記 す が 、 こ れ よ り 小 さ な あ る い は 大 き な 配 列 の 断 片 の 場 合 で も 、
本 質 的 に 同 じ 手 順 を 用 い る 。 Oligo4.06ソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences） 及 び REMAP
の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 用 い て 、 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る 。 転 写 を 阻 害 す る た
め に は 、 最 も 独 特 な ５ '配 列 か ら 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し 、 こ れ を 用 い て 、 プ
ロ モ ー タ ー が コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 結 合 す る の を 防 止 す る 。 翻 訳 を 阻 害 す る た め に は 、 相 補
的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 し て 、 リ ボ ソ ー ム が REMAPを コ ー ド す る 転 写 物 に 結 合 す る
の を 阻 害 す る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　
　 REMAP の 発 現 及 び 精 製 は 、 細 菌 若 し く は ウ イ ル ス を 基 に し た 発 現 系 を 用 い て 行 う こ と が
で き る 。 細 菌 で REMAP   が 発 現 す る た め に 、 抗 生 物 質 耐 性 及 び cDNAの 転 写 レ ベ ル を 高 め る
誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 好 適 な ベ ク タ ー に cDNAを サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ う な
プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 lacオ ペ レ ー タ ー 調 節 エ レ メ ン ト と 併 用 す る T5ま た は T7バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び trp-lac（ tac） ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー が 含 ま れ る が
、 こ れ ら に 限 定 す る も の で は な い 。 組 換 え ベ ク タ ー を 、 BL21（ DE3） 等 の 好 適 な 細 菌 宿 主
に 形 質 転 換 す る 。 抗 生 物 質 耐 性 を も つ 細 菌 が 、 イ ソ プ ロ ピ ル β － Dチ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ
ド (IPTG)で 誘 発 さ れ る と REMAP  を 発 現 す る 。 真 核 細 胞 で の REMAP  の 発 現 は 、 一 般 に バ キ
ュ ロ ウ イ ス ル ス と し て 知 ら れ て い る 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス (AcMNP
V)を 昆 虫 細 胞 株 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 株 に 感 染 さ せ て 行 う 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 非 必 須 の 多
角 体 遺 伝 子 を 、 相 同 組 換 え 或 い は 転 移 プ ラ ス ミ ド の 媒 介 を 伴 う 細 菌 の 媒 介 に よ る 遺 伝 子 転
移 の ど ち ら か に よ っ て 、 REMAP   を コ ー ド す る cDNAと 置 換 す る 。 ウ イ ル ス の 感 染 力 は 維 持
さ れ 、 強 力 な ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 高 レ ベ ル の cDNA転 写 が 行 わ れ る 。 組 換 え
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 多 く の 場 合 は 夜 蛾 の １ 種 （ Sf9） 昆 虫 細 胞 へ
の 感 染 に 用 い る が 、 ヒ ト 肝 細 胞 へ の 感 染 に 用 い る こ と も あ る 。 後 者 の 感 染 の 場 合 は 、 バ キ
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ュ ロ ウ イ ル ス の 更 な る 遺 伝 的 変 更 が 必 要 に な る （ Engelhard. E. K.他  (1994) Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 91:3224-3227、 Sandig, V. 他  (1996) Hum. Gene Ther. 7:1937-1945.
等 を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 殆 ど の 発 現 系 で は 、 REMAP   が 、 例 え ば グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (GST)、 ま
た は FLAGや 6-Hisな ど の ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ 標 識 で 合 成 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 と な る た め
、 未 精 製 の 細 胞 溶 解 物 か ら の 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 の 親 和 性 ベ ー ス の 精 製 が 素 早 く １ 回 で
行 う こ と が で き る 。 GSTは 日 本 住 血 吸 虫 か ら の 26kDaの 酵 素 で あ り 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 お よ
び 抗 原 性 を 維 持 し た 状 態 で 、 固 定 化 し た グ ル タ チ オ ン 上 で の 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能
と す る （ Amersham Biosciences） 。 精 製 の 後 、 GST部 分 を 特 定 の 操 作 部 位 で REMAP   か ら
タ ン パ ク 分 解 的 に 切 断 で き る 。 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ は ８ ア ミ ノ 酸 の ペ プ チ ド で あ り 、 市 販 さ れ て い る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 抗 体 （ Eastman Kodak） を 用 い て 免 疫 親 和
性 精 製 を 可 能 に す る 。 ６ ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 連 続 し て 伸 長 し た 6-Hisは 、 金 属 キ レ ー ト 樹 脂
上 で の 精 製 を 可 能 に す る （ QIAGEN） 。 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 精 製 の 方 法 は 、 前 出 の Ausu
bel（ 1995） 10章 、 16章 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 方 法 で 得 た 精 製 REMAP を 直 接 用 い て
以 下 の の 、 適 用 可 能 な ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　
　 REMAP  機 能 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 系 に お い て 生 理 学 的 に 高 め ら れ た レ ベ ル で の REMAP  
を コ ー ド す る 配 列 の 発 現 に よ っ て 評 価 す る 。  cDNAを 、 cDNAを 高 い レ ベ ル で 発 現 す る 強 い
プ ロ モ ー タ ー を 含 む 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 選 択 さ れ る ベ ク タ ー
に は 、 PCMV SPORTプ ラ ス ミ ド （ Invitrogen, Carlsbad  CA） 及 び PCR 3.1プ ラ ス ミ ド （ Inv
itrogen） が 含 ま れ 、 ど ち ら も サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 。 リ ポ ソ ー ム
製 剤 あ る い は 電 気 穿 孔 法 を 用 い て 、 5～ 10μ gの 組 換 え ベ ク タ ー を ヒ ト 細 胞 株 、 例 え ば 内 皮
由 来 ま た は 造 血 由 来 の 細 胞 株 に 、 一 過 的 に 形 質 移 入 す る 。 更 に 、 標 識 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 配 列 を 含 む 1～ 2μ gの プ ラ ス ミ ド を 同 時 に 形 質 移 入 す る 。 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ
り 、 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 と 形 質 移 入 さ れ て い な い 細 胞 を 区 別 す る 手 段 が 与 え ら れ る 。 ま た
、 標 識 タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ っ て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 組 換 え ベ ク タ ー か ら の 発 現 を 正 確 に 予 想 で
き る 。 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP； Clontech） 、 CD64ま た は CD6
4-GFP融 合 タ ン パ ク 質 か ら 選 択 で き る 。 自 動 化 さ れ た 、 レ ー ザ ー 光 学 に 基 づ く 技 術 で あ る
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー （ FCM） を 用 い て 、 GFPま た は CD64-GFPを 発 現 す る 形 質 移 入 さ れ た 細
胞 を 同 定 し 、 そ れ ら の 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 状 態 や 他 の 細 胞 特 性 を 評 価 す る 。 Ｆ Ｃ Ｍ は 、 細
胞 死 に 先 行 す る か 或 い は 同 時 に 発 生 す る 現 象 を 診 断 す る 蛍 光 分 子 の 取 込 を 検 出 し て 計 量 す
る 。 こ の よ う な 現 象 と し て 挙 げ ら れ る の は 、 プ ロ ピ ジ ウ ム ヨ ウ 化 物 に よ る Ｄ Ｎ Ａ 染 色 に よ
っ て 計 測 さ れ る 核 Ｄ Ｎ Ａ 内 容 物 の 変 化 、 前 方 散 乱 光 と 90° 側 方 散 乱 光 に よ っ て 計 測 さ れ る
細 胞 サ イ ズ と 顆 粒 状 性 の 変 化 、 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン の 取 込 量 の 低 下 に よ っ て 計 測 さ れ
る DNA合 成 の 下 方 調 節 、 特 異 抗 体 と の 反 応 性 に よ っ て 計 測 さ れ る 細 胞 表 面 及 び 細 胞 内 に お
け る タ ン パ ン ク 質 の 発 現 の 変 化 、 及 び 蛍 光 複 合 ア ネ キ シ ン Ｖ タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 へ の 結
合 に よ っ て 計 測 さ れ る 原 形 質 膜 組 成 の 変 化 と が あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に つ い て は
、 Ormerod, M.G.（ 1994） , Oxford, New York NYに 記 述 が あ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 遺 伝 子 発 現 に お け る REMAP  の 影 響 は 、 REMAP  を コ ー ド す る 配 列 と CD64ま た は CD64-GFP
の ど ち ら か が 形 質 移 入 さ れ た 高 度 に 精 製 さ れ た 細 胞 集 団 を 用 い て 評 価 す る こ と が で き る 。
CD64ま た は CD64-GFPは 、 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 表 面 で 発 現 し 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン G（ IgG）
の 保 存 さ れ た 複 数 の 領 域 に 結 合 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 と 形 質 転 換 さ れ な い 細 胞 と は 、
ヒ ト IgGか CD64に 対 す る 抗 体 の ど ち ら か で 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ド を 用 い て 分 離 す る こ と が
で き る (DYNAL. Lake Success. NY)。 mRNAは 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 で 細 胞 か ら 精 製 す る こ
と が で き る 。 REMAP  お よ び 目 的 の 他 の 遺 伝 子 を コ ー ド す る mRNAの 発 現 は 、 ノ ー ザ ン 分 析
や マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 で 分 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
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１ ４ 　 機 能 的 ア ッ セ イ

Flow Cytometry  



　
　 実 質 的 に 精 製 さ れ た REMAPを 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ PAGE； 例 え ば 、 Har
rington, M.G.（ 1990） Methods Enzymol..
　 或 い は 、 レ ー ザ GENEソ フ ト ウ ェ ア （ DNASTAR） を 用 い て REMAP  ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、
免 疫 原 性 の 高 い 領 域 を 決 定 す る 。  そ し て 対 応 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し 、 こ の オ リ ゴ
ペ プ チ ド を 用 い て 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 方 法 で 抗 体 を 生 成 す る 。  適 切 な エ ピ ト ー プ
、 例 え ば Ｃ 末 端 付 近 或 い は 隣 接 す る 親 水 性 領 域 に あ る エ ピ ト ー プ の 選 択 に つ い て は 、 当 分
野 で 公 知 で あ る （ 前 出 の Ausubel, 1995, 11章 等 を 参 照 ） 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 通 常 は 、 長 さ 約 １ ５ 残 基 の オ リ ゴ ペ プ チ ド を 、 FMOC ケ ミ ス ト リ を 用 い る ABI 431A ペ プ
チ ド シ ン セ サ イ ザ （ Applied Biosystems） を 用 い て 合 成 し 、 N-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N-
ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ MBS） を 用 い た 反 応 に よ っ て KLH（ Sigma-Aldrich, S
t. Louis MO） に 結 合 さ せ て 、 免 疫 原 性 を 高 め る （ 前 出 の Ausubel, 1995 等 を 参 照 ） 。 完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に お い て 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド -KLH複 合 体 を 用 い て ウ サ ギ を 免 疫 化
す る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド ま た は REMAP  を 基 板 に 結 合 し 、 １ ％ BSAを 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ 処
理 し 、 ウ サ ギ 抗 血 清 と 反 応 さ せ て 洗 浄 し 、 さ ら に 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識 さ れ た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ig
Gと 反 応 さ せ て 、 得 ら れ た 抗 血 清 の 抗 ペ プ チ ド 活 性 及 び 抗 REMAP  活 性 を 検 査 す る 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　
　 天 然 REMAP  或 い は 組 換 え REMAP  を 、 REMAP  に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る イ ム ノ ア フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 実 質 的 に 精 製 す る 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム は 、 CNBr
-活 性 化 SEPHAROSE（ Amersham Biosciences） の よ う な 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 用 レ ジ ン
と 抗 REMAP  抗 体 と を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 形 成 す る 。 結 合 後 に 、 製 造 者 の 使 用 説 明
書 に 従 っ て こ の レ ジ ン を ブ ロ ッ ク し 、 洗 浄 す る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 REMAP  を 含 む 培 養 液 を イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に 通 し 、 REMAP  を 優 先 的 に 吸 着 で
き る 条 件 で （ 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 の 存 在 下 に お い て 高 イ オ ン 強 度 の バ ッ フ ァ ー で ） そ の カ
ラ ム を 洗 浄 す る 。 そ の カ ラ ム を 、 抗 体 と REMAP  と の 結 合 を 切 る よ う な 条 件 で （ 例 え ば 、
ｐ Ｈ ２ ～ ３ の バ ッ フ ァ ー 、 或 い は 高 濃 度 の 尿 素 ま た は チ オ シ ア ン 酸 塩 イ オ ン の よ う な カ オ
ト ロ ピ ッ ク イ オ ン で ） 溶 出 さ せ 、 REMAP  を 回 収 す る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　
　 REMAPと 相 互 作 用 す る 分 子 と し て は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 な ど 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 分 子
や 、 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 み 得 る 。 REMAPま た は そ の 断 片 を 、 1 2 5 Iボ ル ト ン
ハ ン タ ー 試 薬 で 標 識 す る (例 え ば  Bolton A.E.及 び W.M. Hunter (1973) Biochem. J. 133:
529-539を 参 照 )。 REMAPの 断 片 に は 、 例 え ば ３ つ の 細 胞 外 ル ー プ の う ち １ つ 若 し く は 複 数
の ル ー プ 、 細 胞 外 Ｎ 末 端 領 域 ま た は 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ が あ る 。 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト に 予
め 配 列 し て お い た 候 補 の 分 子 を 、 標 識 し た REMAP と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し て 、 標
識 し た REMAP 複 合 体 を 有 す る 全 て の ウ ェ ル を ア ッ セ イ す る 。 様 々 な REMAP   濃 度 で 得 ら れ
た デ ー タ を 用 い て 、 候 補 分 子 と 結 合 し た REMAP   の 数 量 及 び 親 和 性 、 会 合 に つ い て の 値 を
計 算 す る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 別 法 で は 、 REMAP  と 相 互 作 用 す る 分 子 を 、 Fields, S.お よ び O. Song（ 1989, Nature 3
40:245-246） に 記 載 の 酵 母 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム （ yeast two-hybrid system） や MAT
CHMAKERシ ス テ ム （ Clontech） な ど の ２ － ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム に 基 づ い た 市 販 の キ ッ ト
を 用 い て 分 析 す る 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 REMAPは ま た 、 高 処 理 型 の 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 使 用 す る PATHCALLINGプ ロ セ ス
（ CuraGen Corp., New Haven CT） に 用 い て 、 遺 伝 子 の ２ つ の 大 き な ラ イ ブ ラ リ に よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 間 の 全 て の 相 互 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る （ Nandabalan, K. 
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１ ５ 　 REMAPに 特 異 的 な 抗 体 の 作 製

１ ６ 　 特 異 的 抗 体 を 用 い る 天 然 REMAPの 精 製

１ ７ 　 REMAPと 相 互 作 用 す る 分 子 の 同 定



他  (2000) 米 国 特 許 第 6,057,101号 ） 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 潜 在 的 REMAPア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 実 施 例 １ ７ 及 び １ ８ に 記 載 の ア ッ セ
イ を 用 い て REMAP受 容 体 活 性 の 活 性 化 ま た は 阻 害 を 試 験 し 得 る 。 候 補 分 子 は 、 既 知 の GPCR
ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ 、 ま た は 組 み 合 わ せ の 化 学 ラ イ ブ
ラ リ か ら 選 択 し 得 る 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 REMAPと Ｇ タ ン パ ク 質 な ど の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 相 互 作 用 を 検 出 す る 方 法 は 、 オ
ー フ ァ ン Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 膜 ７ 回 貫 通 受 容 体 か ら 得 た 内 部 セ グ メ ン ト ま た は 細 胞 質 ド メ イ
ン が 、 既 知 の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 膜 ７ 回 貫 通 受 容 体 の 相 似 ド メ イ ン と 交 換 さ れ 、 Ｇ タ ン パ ク
質 及 び オ ー フ ァ ン 受 容 体 ド メ イ ン に 活 性 化 さ れ た 下 流 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 同 定 す る た め に
用 い ら れ る と い う 前 提 に 基 づ く （ Kobilka, B.K. ら  (1988) Science 240:1310-1316） 。
類 似 の 或 る 方 法 に お い て は 、 オ ー フ ァ ン 受 容 体 の ド メ イ ン 群 を 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 と し
て ク ロ ー ニ ン グ し 、 結 合 ア ッ セ イ に 用 い て 、 特 定 の Ｇ タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 実 証 し 得
る 。 研 究 に よ れ ば 、 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 膜 ７ 回 貫 通 受 容 体 の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ が Ｇ タ ン パ ク
質 相 互 作 用 及 び シ グ ナ ル 伝 達 に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ て き た （ Conklin, B.R. 他  (1993
) Cell 73:631-641） 。 例 え ば 、 REMAPの 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ に 対 応 す る DNA断 片 は 、 ポ リ メ
ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 法 （ PCR） に よ り 増 幅 し 、 pGEX（ Pharmacia Biotech） な ど の 融 合 ベ ク タ ー
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 得 る 。 構 成 物 は 適 切 な 細 菌 性 宿 主 へ 形 質 転 換 さ れ 、 誘 発 さ れ 、 融 合
タ ン パ ク 質 は グ ル タ チ オ ン -セ フ ァ ロ ー ス 4B（ Pharmacia Biotech） ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ で 細 胞 溶 解 産 物 か ら 精 製 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 結 合 ア ッ セ イ の 場 合 、 Ｇ タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 抽 出 物 は 、 ５ ０ mM Tris、 pH７ .
８ 、 １ mM EGTA、 ５ mMの MgCl 2 、 ２ ０ mMの CHAPS、 ２ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 各 １ ０ μ gの ア プ ロ
チ ニ ン 及 び ロ イ ペ プ チ ン と 、 ２ ０ μ lの ５ ０ mMフ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル で 抽 出
す る こ と に よ り 準 備 す る 。 溶 解 産 物 は 絶 え ず 撹 拌 し な が ら 氷 上 で ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 ２ ３ ,０ ０ ０ g、 ４ ℃ で １ ５ 分 間 遠 心 分 離 し て 上 澄 み を 集 め る 。 ７ ５ ０ μ gの 細 胞 抽 出
物 を グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 融 合 タ ン パ ク 質 ビ ー ズ を 用 い て ４ ℃ で ２ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。  GSTビ ー ズ は 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 で ５ 回 洗 浄 す る 。 結 合 Ｇ サ ブ ユ
ニ ッ ト は 、 百 日 咳 毒 素 ま た は コ レ ラ 毒 素 を 用 い た [ 3 2 P]ADPリ ボ シ ル 化 に よ り 検 出 す る 。 SD
Sサ ン プ ル 緩 衝 液 （ ４ .６ ％ (w/v) SDS、 １ ０ ％ (vlv) β メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ２ ０ ％ (w/
v) グ リ セ ロ ー ル 、 ９ ５ .２ mM Tris-HCl、 pH６ .８ 、 ０ .０ １ ％ (w/v) ブ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ
ル ー ） を 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ る 。 [ 3 2 P]ADP標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 １ ０
％ SDS-PAGEゲ ル で 分 離 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ を 行 う 。 ゲ ル 中 で 分 離 し た タ ン パ ク 質 は ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス ペ ー パ ー に 移 し 、 ブ ロ ッ ト (blotto)（ ５ ％ 脱 脂 粉 乳 、 ５ ０ mMの Tris-HCl (
pH 8.0)、 ２ mMの CaCl 2 、 ８ ０ mMの NaCl、 ０ .０ ２ ％ の NaN 3  及 び ０ .２ ％ ノ ニ デ ッ ト P-40）
を 用 い て 室 温 で １ 時 間 遮 断 し 、 Ｇ α サ ブ タ イ プ 選 択 的 抗 体 （ 1:500; Calbiochem-Novabioc
liem） で １ .５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ３ 回 洗 浄 後 に 、 ブ ロ ッ ト を ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 抱 合 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 1:2000, Cappel, Westc
hester PA） と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ス ベ ー ス の ECL法 （ Amersham Corp.） で
可 視 化 す る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　
　 REMAP 活 性 に 対 す る 或 る ア ッ セ イ は 、 細 胞 表 面 に お け る REMAP の 発 現 を 測 定 す る 。 REMA
P を コ ー ド す る cDNAを 、 好 適 な 哺 乳 動 物 細 胞 株 に 形 質 移 入 す る 。 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 は 、
記 載 さ れ て い る よ う に ビ オ チ ン で 標 識 す る （ de la Fuente, M.A. 他  (1997) Blood 90:23
98-2405） 。 REMAP特 異 抗 体 を 用 い て 免 疫 沈 降 を 実 行 し 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ SDS-PAGE） 及 び 免 疫 ブ ロ ッ ト 技 術 を 用 い て 免 疫 沈 降 サ ン プ ル を
分 析 す る 。 標 識 さ れ た 免 疫 沈 降 と 未 標 識 免 疫 沈 降 の 比 は 、 細 胞 表 面 に 発 現 し た REMAP の 量
に 比 例 す る 。
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in vitro

１ ８ 　 REMAP活 性 の 実 証



【 ０ ３ ８ ６ 】
　 或 い は 、 REMAP 活 性 の た め の ア ッ セ イ は 、 リ ガ ン ド ／ 受 容 体 が 仲 介 す る 細 胞 増 殖 の 調 節
の た め の 原 型 ア ッ セ イ に 基 づ く 。 こ の ア ッ セ イ は 、 Swissマ ウ ス 3T3細 胞 に お け る DNA合 成
速 度 を 測 定 す る 。 当 分 野 で 公 知 の 形 質 移 入 方 法 を 用 い て 、 REMAP を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む プ ラ ス ミ ド を 静 止 状 態 の 3T3培 養 細 胞 に 加 え る 。  一 過 性 に 形 質 移 入 さ れ た 細
胞 は 次 に 、 放 射 性 DNA前 駆 分 子 で あ る [ 3 H]チ ミ ジ ン の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に
、 培 養 し た 細 胞 に 種 々 の 量 の REMAP リ ガ ン ド を 加 え る 。 [ 3 H]チ ミ ジ ン の 、 酸 沈 殿 可 能 DNA
内 へ の 取 り 込 み を 、 ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ カ ウ ン タ ー を 用 い て 適 当 な 時 間 間 隔 で 測 定 す る 。
取 り 込 ま れ た 量 は 、 新 規 に 合 成 さ れ た DNAの 量 に 正 比 例 す る 。 少 な く と も １ ０ ０ 倍 の REMAP
 リ ガ ン ド 濃 度 範 囲 に 対 す る 用 量 反 応 曲 線 が リ ニ ア で あ る こ と は 、 受 容 体 活 性 を 示 唆 す る
も の で あ る 。 ミ リ リ ッ ト ル 当 り の 活 性 の １ 単 位 は 、 ５ ０ ％ の 反 応 レ ベ ル を 産 出 す る REMAP 
の 密 度 と し て 定 義 さ れ 、 １ ０ ０ ％ で あ れ ば [ 3 H]チ ミ ジ ン を 酸 沈 殿 可 能 DNAに 最 大 限 取 り 込
む こ と を 表 す （ McKay, I. and I. Leigh, eds. (1993) 

, Oxford University Press, New York NY, 73ペ ー ジ ） 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 或 い は 、 REMAP 活 性 の た め の ア ッ セ イ は 、 REMAP フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 が Ｇ タ ン パ ク 質
活 性 化 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 調 整 す る 能 力 に 基 づ く （ 例 え ば cAMP; 
Gauclin, P. 他  (1998) J. Biol. Chem. 273:4990-4996） 。 当 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て
、 完 全 長 REMAP を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 哺 乳 動 物 細 胞 系 （ 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ
ー 卵 巣 (CHO)ま た は ヒ ト 胎 児 腎 臓 (HEK-293)細 胞 系 ） に 形 質 移 入 す る 。  培 地 中 の １ ２ 穴 ト
レ ー で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 を 成 長 さ せ 、 培 養 液 を 廃 棄 し て 、 接 着 し た 細 胞 を PBSで 軽 く 洗
浄 す る 。 次 に 細 胞 の イ ン キ ュ ベ ー ト を 、 培 地 内 で 、 リ ガ ン ド と 共 に 又 は リ ガ ン ド 無 し で 30
分 間 行 い 、 次 に 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 の 溶 解 を 、 1 Mの 過 塩 素 酸 で 処 理 し て 行 う 。 溶 解 産 物
中 の cAMPレ ベ ル は 、 当 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て 放 射 免 疫 ア ッ セ イ に よ り 測 定 す る 。  リ
ガ ン ド に 曝 さ れ た 細 胞 か ら 得 た 溶 解 産 物 中 の cAMPレ ベ ル を リ ガ ン ド な し の も の と 比 較 し た
と き の 変 化 は 、 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 に 存 在 す る REMAP の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 レ ベ ル の 変 化 を 測 定 す る た め に は 、 １ × １ ０ 5  細 胞 ／ 穴 を 含 む ２ ４
穴 プ レ ー ト で 細 胞 を 成 長 さ せ 、 イ ノ シ ト ー ル を 含 ま な い 培 地 及 び  [ 3 H]ミ オ イ ノ シ ト ー ル
を 用 い て ２ μ Ci／ 穴 で ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 の 洗 浄 を 10 mM
の LiCl含 有 バ ッ フ ァ で 行 っ た 後 、 リ ガ ン ド を 加 え る 。 反 応 を 、 過 塩 素 酸 を 加 え て 停 止 さ せ
る 。 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 の 抽 出 と 分 離 と を Dowex AG1-X8 (Bio-Rad)ア ニ オ ン 交 換 樹 脂 上 で
行 い 、 標 識 さ れ た 総 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 の カ ウ ン ト を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン に よ っ て 行 う
。 リ ガ ン ド に 曝 さ れ た 細 胞 か ら 得 た 標 識 さ れ た イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 の レ ベ ル を リ ガ ン ド な
し の も の と 比 較 し た と き の 変 化 は 、 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 に 存 在 す る REMAP の 量 に 比 例 す る
。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 更 な る 実 施 例 に お い て 、 REMAPの イ オ ン 伝 導 性 機 能 は 電 気 生 理 学 的 試 験 を 用 い て 実 証 さ
れ る 。 REMAPは 、 COS7、  HeLa ま た は  CHOの よ う な 哺 乳 類 細 胞 系 を REMAPを コ ー ド す る  真
核 生 物 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 発 現 さ れ る 。 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー は 市
販 さ れ て お り 、 そ れ ら を 細 胞 内 に 導 入 す る 技 術 は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 β － ガ ラ ク ト シ
ダ ー ゼ の よ う な 多 数 の 標 識 遺 伝 子 の い ず れ か 一 つ を 発 現 さ せ る 第 二 プ ラ ス ミ ド の 少 量 は 、
細 胞 へ と 同 時 形 質 転 換 さ れ 、 外 来 DNAを 吸 収 し 発 現 さ せ る そ れ ら 細 胞 の 迅 速 な 同 定 を 可 能
と す る 。 細 胞 は 形 質 転 換 の 後 、 株 化 細 胞 が REMAP 及 び １ ３ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 発 現 し 蓄
積 す る の に 適 し た 条 件 下 で 、 ４ ８ ～ ７ ２ 時 間 に 渡 っ て イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 β － ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ を 発 現 す る 形 質 転 換 細 胞 は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 の 条 件 下 で 適 切 な 比 色 基 質 を 培
地 へ 添 加 す る と 青 く 染 色 さ れ る 。  染 色 さ れ た 細 胞 は 、 本 技 術 分 野 で 既 知 の 電 気 生 理 学 技
術 を 用 い て 膜 電 気 伝 導 度 の 違 い を 試 験 す る 。 形 質 転 換 さ れ て い な い 細 胞 、 及 び /又 は ベ ク
タ ー 配 列 だ け 、 若 し く は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 配 列 だ け の い ず れ か で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞
は 、 対 照 と し て 用 い ら れ 、 並 行 し て 試 験 す る 。 ど ち ら か の REMAPに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て
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細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て REMAP の カ チ オ ン ま た は ア ニ オ ン 伝 導 性 に 寄 与 す
る こ と が 示 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 抗 体 は 、 REMAPの 細 胞 外 側 に 結 合 す る こ と に よ り 、 イ オ ン
チ ャ ネ ル 内 の ポ ア と 、 そ れ に 伴 う 伝 導 性 と を ブ ロ ッ ク す る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 更 な る 実 施 例 に お い て 、 REMAP の 輸 送 活 性 は 、 卵 母 細 胞 へ の 標 識 さ
れ た 基 質 の 取 り 込 み を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 査 さ れ る 。 　 ス テ ー ジ ５ 及 び ６ の 卵 母 細 胞
は 、 REMAP mRNA (卵 母 細 胞 あ た り 10 ng)で 注 入 さ れ 、 OR2培 地 (82,5. 5mMの NaCl、 2. 5 mM
の KC1、 1mMの CaCl 2 、 1mMの MgCl 2 、 1mM Na 2 HPO 4 、 5 mMの Hepes、 3. 8 mMの NaOH、  50μ g/m
l ゲ ン タ マ イ シ ン 、 pH 7. 8) 内 で １ ８ ℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 REMAP の 発 現 を
可 能 と す る 。 卵 母 細 胞 は 、 次 に 標 準 取 り 込 み 培 地 (100mMの NaCl、 2 mMの KC1、 1mMの CaCl 2
、 1mMの MgCl 2 、 10 mMの Hepes/Tris、 pH 7. 5)へ と 移 さ れ る 。 種 々 の 基 質 (例 え ば 、 ア ミ ノ
酸 、 糖 、 薬 物 お よ び 神 経 伝 達 物 質 )の 取 り 込 み は 、 卵 母 細 胞 に H 3  基 質 を 添 加 す る こ と に よ
っ て 開 始 さ れ る 。 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 卵 母 細 胞 を  Na + 遊 離 培 養 液 中 で 卵 母 細 胞
を 3回 洗 浄 し て 取 り 込 み は 中 止 さ れ 、 取 り 込 ま れ た  3 Hを 測 定 し 、 対 照 と 比 較 す る 。 REMAP
活 性 は 吸 収 さ れ た 3 H基 質 の 濃 度 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 さ ら な る 実 施 例 に お い て 、 REMAP プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (PK)活 性 は 、 γ 標 識 の [ 3 2 P]ATP 
を 用 い た タ ン パ ク 質 基 質 の リ ン 酸 化 と 組 み 込 ま れ た 放 射 活 性 を 定 量 す る 。 REMAP  は タ ン
パ ク 質 基 質 、 3 2 P-ATP、 及 び 適 切 な キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 生 成 産
物 に 組 み 込 ま れ た 3 2 Pは 、 電 気 泳 動 法 で 遊 離 3 2 P-ATPよ り 分 離 さ れ 、 組 み 込 ま れ た 3 2 Pを カ
ウ ン ト す る 。 回 収 し た 3 2 P の 量 は ア ッ セ イ 中 の REMAP の PK 活 性 に 比 例 す る 。 リ ン 酸 化 し
た 特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 の 判 定 を 、 加 水 分 解 し た タ ン パ ク 質 の ホ ス ホ ア ミ ノ 酸 解 析 で 行 う 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 REMAPの 転 写 調 節 活 性 を 、 そ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 転 写 を 刺 激 す る 能 力 に よ っ て 測 定 す
る （ Liu, H. Y. 他  (1997) EMBO J. 16 : 5289-5298） 。 こ の ア ッ セ イ は 、 十 分 に 特 徴 付
け ら れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 作 成 物 で あ る LexA o p -LacZを 用 い る 。 こ の LexA o p -LacZは 、 大 腸
菌 LacZ酵 素 を コ ー ド す る 配 列 に 融 合 さ れ た LexA DNA転 写 調 節 エ レ メ ン ト （ LexA o p ） か ら な
る 。 融 合 遺 伝 子 の 作 成 及 び 発 現 、 細 胞 へ の 融 合 遺 伝 子 の 導 入 、 及 び 、 LacZ酵 素 活 性 の 測 定
方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 REMAPを コ ー ド す る 配 列 を 、 LexA転 写 因 子 に 由 来 す る DNA結
合 ド メ イ ン と REMAPと か ら な る 融 合 タ ン パ ク 質 、 LexA-REMAPの 合 成 を 指 示 す る プ ラ ス ミ ド
に ク ロ ー ニ ン グ す る 。 得 ら れ た LexA-REMAP融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド を 、 Le
xA o p -LacZレ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド と 共 に 酵 母 細 胞 内 に 導 入 す る 。 対 照 細 胞 と
比 較 し た LexA-REMAP形 質 移 入 細 胞 に 関 連 す る LacZ酵 素 活 性 の 量 が 、 REMAPに よ っ て 刺 激 さ
れ た 転 写 の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　
　 REMAP は 、 CHO（ チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 ） ま た は HEK（ ヒ ト 胎 児 腎 臓 ） 293な ど の
真 核 細 胞 株 に お い て 発 現 す る 。  こ れ ら の 細 胞 株 は 、 GPCR発 現 過 程 が 良 好 で あ り 、 発 現 し
た REMAP が 下 流 エ フ ェ ク タ ー に 機 能 的 に 共 役 で き る よ う な 広 範 囲 の Ｇ タ ン パ ク 質 を 含 む 。
候 補 リ ガ ン ド の 存 在 下 で 発 現 し た 受 容 体 の 活 性 化 に 対 し 、 形 質 転 換 し た 細 胞 を ア ッ セ イ す
る 。 活 性 を 、 cAMPま た は Ca 2 +  な ど 細 胞 内 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 変 化 に よ っ て 測 定 す
る 。 当 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い る か 、 活 性 化 受 容 体 に よ る タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ C
の 刺 激 に 反 応 し て 発 光 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク
質 ） が プ ロ モ ー タ ー の 転 写 調 節 下 に あ る よ う な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ セ イ を 用 い て 直 接 測
定 す る （ Milligan, C. 他  (1996) Trends Pharmacol. Sci. 17:235-237） 。 ア ッ セ イ 技 術
は 、 こ れ ら 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 系 の 両 方 に 利 用 可 能 で あ り 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ 活 性 化
FlashPlate Assay（ NEN Life Sciences Products） な ど の マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト フ ォ ー マ
ッ ト で の 、 ま た は Fluo-4 AM（ Molecular Probes） な ど の 蛍 光 Ca 2 +  指 示 薬 に FLIPR蛍 光 定
量 的 プ レ ー ト 読 出 し シ ス テ ム （ Molecular Devices） を 併 用 し て の 高 処 理 読 出 し を 可 能 に
す る 。 生 理 的 関 連 性 の あ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 経 路 が 知 ら れ て い な い 場 合 、 REMAP は
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、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C及 び Ca 2 +  可 動 化 に 関 与 す る 経 路 を 介 し て REMAP の シ グ ナ ル 伝 達 を 通 す
た め に 、 広 範 囲 の Ｇ タ ン パ ク 質 と 共 役 す る こ と が 実 証 さ れ て い る よ う な Ｇ タ ン パ ク 質 Ｇ α

1 5 / 1 6 と 同 時 発 現 し 得 る （ Offerrnanns, S. and M.I. Simon (1995) J. Biol. Chem. 270:
15175-15180） 。 或 い は 、 REMAP は 内 因 性 GPCRが 不 足 し て い る よ う な 操 作 さ れ た 酵 母 系 に
発 現 し 、 そ れ に よ っ て REMAP 活 性 化 ス ク リ ー ニ ン グ に 対 し て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 存 在 し な
い 利 点 を 提 供 し 得 る 。 こ れ ら の 酵 母 系 は 、 ヒ ト GPCR及 び Ｇ α タ ン パ ク 質 を 内 因 性 酵 母 フ ェ
ロ モ ン 受 容 体 経 路 の 対 応 す る 構 成 要 素 の 代 替 と す る 。 シ グ ナ ル に 対 す る 正 常 な 酵 母 反 応 を
、 選 択 的 培 地 の 正 の 成 長 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 に 変 換 す る よ う に 、 下 流 シ グ ナ ル 伝
達 経 路 も 変 更 さ れ る （ Broach, J.R. and J. Thorner (1996) Nature 384 (supp.):14-16
） 。 既 知 の GPCRリ ガ ン ド 及 び そ の 他 天 然 の 生 理 活 性 分 子 を 含 む 推 定 上 の リ ガ ン ド に 対 し て
受 容 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 組 織 、 生 物 学 的 液 体 及 び 細 胞 上 澄 み か ら の 生 物 学 的 抽 出 物
も ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の 範 囲 及 び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 本 発 明 の 記 載 し た 方 法 及 び シ ス
テ ム の 種 々 の 改 変 を 行 い 得 る 。 本 発 明 に つ い て 説 明 す る に あ た り 特 定 の 好 適 実 施 例 に 関 連
し て 説 明 を 行 っ た が 、 本 発 明 の 範 囲 が 、 そ の よ う な 特 定 の 実 施 例 に 不 当 に 制 限 さ れ る べ き
で は な い こ と を 理 解 さ れ た い 。 分 子 生 物 学 ま た は 関 連 分 野 の 専 門 家 に は 明 ら か な 、 本 明 細
書 に 記 載 す る 本 発 明 の 実 施 方 法 の 様 々 な 修 正 は 、 明 確 に 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る も の と す
る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 （ 表 の 簡 単 な 説 明 ）
　 表 １ は 、 本 発 明 の 完 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 命 名 法 の 概 略 を
示 す 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 表 ２ は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 群 の GenBank識 別 番 号 と 、 最 も 近 い GenBank相 同 体 の 注 釈
（ annotation） と 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 識 別 番 号 と 、 PROTEOMEデ ー タ ベ ー ス 相 同 体 群 の
注 釈 と を 示 す 。 ま た 、 各 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 相 同 体 （ １ つ 以 上 ） が 一 致 す る 確 率 ス コ ア も
併 せ て 示 す 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 表 ３ は 、 予 測 さ れ る モ チ ー フ 及 び ド メ イ ン を 含 む 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 造
的 特 徴 を 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い る た め の 方 法 、 ア ル ゴ リ ズ ム 及 び 検 索 可 能 な デ ー タ
ベ ー ス と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 表 ４ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ア セ ン ブ リ す る た め に 用 い た cDNAや ゲ ノ ム DN
A断 片 を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 選 択 し た 断 片 と 共 に 示 す 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 表 ５ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 代 表 的 な cDNAラ イ ブ ラ リ を 示 す 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 表 ６ は 、 表 ５ に 示 し た cDNAラ イ ブ ラ リ の 作 製 に 用 い た 組 織 及 び ベ ク タ ー を 説 明 す る 付 表
で あ る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 表 ７ は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ポ リ ペ プ チ ド の 分 析 に 用 い た ツ ー ル 、 プ ロ グ ラ ム
、 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 適 用 可 能 な 説 明 、 参 照 文 献 及 び 閾 値 パ ラ メ ー タ と 共 に 示 す 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
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摘要(译)

本发明提供了鉴定和编码REMAP的人受体和膜相关蛋白（REMAP）以
及多核苷酸。 本发明还提供表达载体，宿主细胞，抗体，激动剂和拮抗
剂。 本发明还提供了用于诊断，治疗或预防与REMAP异常表达有关的
疾病的方法。
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