
(57)【要約】
【課題】　ヒトのＮＥＬＬ－１遺伝子により、骨の石灰化を誘発する、あるいは、アップ
レギュレーションする。
【解決手段】　本発明が開示するＮＥＬＬ－１遺伝子または遺伝子産物は、スクリーニン
グによって、骨石灰化のモジュレータを得るための簡便な標的を提供する。該ＮＥＬＬ－
１は、骨折の修復を促進する目的に、かつ（あるいは）、一般に骨密度を増大する目的に
使用できる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
頭 蓋 冠 の 造 骨 細 胞 の 分 化 お よ び 石 灰 化 を 制 御 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ －
１ の 発 現 ま た は 活 性 を 改 変 す る 工 程 で あ っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 は 、
造 骨 細 胞 の 分 化 ま た は 石 灰 化 を 増 進 さ せ 、 か つ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 は
、 造 骨 細 胞 の 分 化 ま た は 石 灰 化 を 低 下 さ せ る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 が 、 抗 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ア ン チ セ ン ス 分 子 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的
リ ボ ザ イ ム 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的 触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 、 抗 Ｎ ｅ ｌ ｌ
－ １ 細 胞 内 発 現 抗 体 、 お よ び 、 特 定 の 標 的 細 胞 及 び ／ 又 は 組 織 内 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を ノ ッ ク
ア ウ ト す る 遺 伝 子 治 療 法 か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ た 方 法 に よ っ て 阻 害 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 が 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 発 現 し て い る 外 来 の 核 酸 を 細 胞 に 形 質 移
入 す る こ と 、 お よ び 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 を 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と か ら な る グ ル ー プ か
ら 選 択 さ れ た 方 法 に よ っ て 増 大 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 が 、 異 常 な 頭 蓋 縫 合 の 発 達 を 経 験 し つ つ あ る 哺 乳 類 に お
い て 、 阻 害 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 異 常 な 頭 蓋 縫 合 の 発 達 が 、 頭 蓋 骨 癒 合 症 （ Ｃ Ｓ ） を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
哺 乳 類 に お け る 潜 在 性 の Ｔ Ｇ Ｆ － β １ 活 性 化 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 外 来
の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 哺 乳 類 に 投 与 す る 工 程 、 あ る い は 、 前 記 哺 乳 類 に お け る 内 在 性 の Ｎ ｅ ｌ
ｌ － １ の 発 現 活 性 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
哺 乳 類 に お け る Ｔ Ｇ Ｆ － β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 活 性 化 す る 、 あ る い は 、 隔 離
す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 外 来 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 前 記 哺 乳 類 に 投 与 す る 工 程 、 あ る
い は 、 前 記 哺 乳 類 に お け る 内 在 性 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 活 性 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 む こ と
を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 造 骨 細 胞 の 分 化 を 制 御 す る 作 用 剤 を 得 る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方
法 が 、
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 を 含 む 試 験 細 胞 と 試 験 作 用 剤 と を 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 、 該 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 活 性 と
比 較 さ れ た 場 合 の 、 前 記 試 験 細 胞 に お け る 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｎ ｅ
ｌ ｌ － １ の 活 性 の 変 化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 該 試 験 細 胞 と 該 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 内 の 、
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 活 性 の 差 は 、 前 記 作 用 剤 が 、 骨 の 石 灰 化
を 調 整 す る こ と を 示 す 工 程 と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 コ ン ト ロ ー ル が 、 前 記 試 験 細 胞 よ り 低 い 濃 度 で 前 記 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た 、 ネ ガ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 よ り 低 い 濃 度 が 、 前 記 試 験 作 用 剤 の 不 在 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 コ ン ト ロ ー ル が 、 前 記 試 験 細 胞 よ り 高 い 濃 度 で 前 記 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た 、 ポ ジ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ２ 】
さ ら に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 ま た は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 の 発 現 を 改 変 す る 試 験 作 用 剤 を 、 Ｎ
Ｅ Ｌ Ｌ － １ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 に 、 あ る い は 、 骨 の 石 灰 化 の モ ジ ュ レ
ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 に 、 記 録 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 細 胞 内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の
発 現 レ ベ ル が 測 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 前 記 レ ベ ル が 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 に 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 ハ イ ブ リ ッ ド さ せ る 工 程 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ
た Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら な る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ
た 方 法 に よ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 、 プ ロ ー ブ の ア レ イ を 形 成 す る 複 数 の プ ロ ー ブ の メ ン バ ー で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 前 記 レ ベ ル が 、 核 酸 増 幅 反 応 を 用 い て 測 定 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 前 記 レ ベ ル が 、 前 記 生 体 試 料 内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定
す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 検 出 す る 工 程 が 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 質 量 分 析 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 介 し
て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 細 胞 が 生 体 外 で 培 養 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 試 験 作 用 剤 が 抗 体 で は な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 試 験 作 用 剤 が 蛋 白 質 で は な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
哺 乳 類 の 細 胞 内 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 を 改 変 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 が 、 Ｍ ｓ ｘ ２ 及 び
／ 又 は Ｃ ｂ ｆ ａ １ の 発 現 ま た は 活 性 を 改 変 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
Ｃ ｂ ｆ ａ １ 発 現 ま た は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性
を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
Ｍ ｓ ｘ ２ 発 現 ま た は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 を
ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る 作 用 剤 を 得 る 方 法 で あ
っ て 、 前 記 方 法 が 、
　 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 を 含 む 試 験 細 胞 と 試 験 作 用 剤 と を 接 触 さ せ る 工 程
と 、
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　 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 の 発 現 ま た は Ｃ ｂ ｆ
ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 活 性 と 比 較 さ れ た 場 合 の 、 前 記 試 験 細 胞 に お け る 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １
及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 活 性 の 変
化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 該 試 験 細 胞 と 該 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 内 の 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又
は Ｍ ｓ ｘ ２ の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 活 性 の 差 は 、 前 記 作 用 剤
が 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る こ と を 示 す 工 程 と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 コ ン ト ロ ー ル が 、 前 記 試 験 細 胞 よ り 低 い 濃 度 で 前 記 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た 、 ネ ガ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 よ り 低 い 濃 度 が 、 前 記 試 験 作 用 剤 の 不 在 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 コ ン ト ロ ー ル が 、 前 記 試 験 細 胞 よ り 高 い 濃 度 で 前 記 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た 、 ポ ジ テ
ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
さ ら に 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 の 発 現 を 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 活 性 の モ ジ ュ レ ー
タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 に 、 あ る い は 、 骨 の 石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 に 、
改 変 す る 試 験 作 用 剤 を 記 録 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 レ ベ ル が 、 前 記 細 胞 内 の Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 前 記 レ ベ ル が 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １
及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 ハ イ ブ リ ッ ド さ せ る 工 程 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 　 Ｒ
Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら な る グ ル
ー プ か ら 選 択 さ れ た 方 法 に よ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 、 プ ロ ー ブ の ア レ イ を 形 成 す る 複 数 の プ ロ ー ブ の メ ン バ ー で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 前 記 レ ベ ル が 、 核 酸 増 幅 反 応 を 用 い て 測 定 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 前 記 レ ベ ル が 、 前 記 生 体 試 料 内 の Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は
Ｍ ｓ ｘ ２ 蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項
２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 検 出 す る 工 程 が 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 質 量 分 析 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 介 し
て 行 わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 細 胞 が 生 体 外 で 培 養 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 試 験 作 用 剤 が 抗 体 で は な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 試 験 作 用 剤 が 蛋 白 質 で は な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
薬 学 的 な 製 剤 形 態 で あ っ て 、 前 記 製 剤 形 態 が 、
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 、 お よ び Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋
白 質 の 発 現 ま た は 活 性 を 改 変 す る 作 用 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 一 つ ま た は そ れ 以 上
の 活 性 な 作 用 剤 と 、
　 薬 学 的 に 受 容 で き る 賦 形 剤 と 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 薬 学 的 な 製 剤 形 態 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 、 骨 の 石 灰 化 を 増 進 す る と い う 発
見 に 関 す る 。 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 骨 の 石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ ー
を 求 め る た め の 良 好 な 標 的 を 提 供 す る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 提 供 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 骨 形 態 形
成 蛋 白 質 に 類 似 し た や り 方 で 、 骨 の 修 復 を 促 進 す る 目 的 で 使 用 可 能 な Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質
を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 頭 蓋 縫 合 の 早 期 閉 鎖 で あ る 頭 蓋 骨 癒 合 症 （ Ｃ Ｓ ） は 、 乳 児 の ３ ， ０ ０ ０ 人 に １ 人 に 顕 れ
、 従 っ て 、 最 も 一 般 的 な ヒ ト の 先 天 性 の 頭 蓋 顔 面 奇 形 の 一 つ で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 頭
蓋 異 形 症 を も た ら す 早 期 の 縫 合 閉 鎖 の 由 来 は 家 族 性 ま た は 散 発 性 の い ず れ で も あ り 得 る （
非 特 許 文 献 １ ） 。 ど の 乳 児 に 該 症 状 が 顕 れ る か に つ い て の 予 想 に は 、 性 別 も 民 族 性 も 使 用
で き な い 。 Ｃ Ｓ 関 連 の 症 候 群 の 遺 伝 連 鎖 分 析 に よ り 、 縫 合 形 成 の 分 子 調 節 に 関 し て 新 し い
情 報 が 豊 富 に 提 供 さ れ た も の の 、 特 に 、 非 症 候 群 性 の 非 家 族 性 Ｃ Ｓ に お け る 局 所 的 縫 合 閉
鎖 の 生 物 学 は 、 い ま だ 、 大 部 分 が 未 知 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 現 在 、 各 種 の 家 族 性 Ｃ Ｓ 症 候 群 を も た ら す 、 ８ ５ を 超 え る ヒ ト 突 然 変 異 が 、 Ｆ Ｇ Ｆ 受 容
体 遺 伝 子 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ２ 、 お よ び Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ３ に 局 在 化 さ れ て い る 。 す べ て 、 受 容
体 活 性 の 増 大 を も た ら す 「 機 能 獲 得 性 」 突 然 変 異 で あ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 Ｆ Ｇ Ｆ 配 位 子
に 結 び 付 け ら れ た Ｃ Ｓ 症 候 群 は な い ； し か し な が ら 、 Ｃ Ｓ の い く つ か の 動 物 モ デ ル が 、 Ｆ
Ｇ Ｆ の 過 剰 発 現 に 関 連 付 け ら れ て き た （ 非 特 許 文 献 ２ 、 ３ ） 。 Ｃ Ｓ に 関 連 し た 、 唯 一 の 記
述 さ れ た Ｍ Ｓ Ｘ ２ 突 然 変 異 （ 非 特 許 文 献 ４ ） も 、 Ｍ Ｓ Ｘ ２ 活 性 の 増 大 を も た ら し て い る （
非 特 許 文 献 ５ ～ ７ ） 。 こ れ ら 候 補 遺 伝 子 は 、 造 骨 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 に お い て 重 要 な 役
割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る が 、 そ れ ら は 、 胚 形 成 中 に 、 よ り 全 般 的 な 役 割 も 有 し て い
る 。 従 っ て 、 こ れ ら 遺 伝 子 に 突 然 変 異 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス モ デ ル が 、 Ｃ Ｓ
を 有 す る 患 者 の 大 半 に お い て 観 察 さ れ な い 頭 蓋 外 の 異 常 を 、 し ば し ば 顕 在 化 さ せ る こ と は
、 驚 く べ き こ と で は な い （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ 、 ８ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ヒ ト Ｃ Ｓ に お け る 早 期 の 縫 合 閉 鎖 は 、 二 つ の 、 可 能 性 と し て は 相 異 な る プ ロ セ ス 、 す な
わ ち 、 頭 蓋 冠 の 肥 大 と 骨 の 癒 合 と に 分 け る こ と が で き る 。 頭 蓋 冠 の 肥 大 は 、 二 つ の 対 向 す
る 骨 形 成 前 端 を 近 接 さ せ て 骨 の 癒 合 を 誘 発 す る の に 不 可 欠 で あ り 得 る が 、 必 ず し も 、 頭 蓋
冠 の 肥 大 ま た は 重 複 が 、 単 独 で 、 骨 の 癒 合 を も た ら す こ と に は な ら な い 。 従 っ て 、 早 期 の
縫 合 閉 鎖 の 機 序 の 研 究 は 、 異 常 な 縫 合 の 肥 大 ／ 重 複 と 骨 の 癒 合 の 両 方 の 研 究 を 含 ん で い な
け れ ば な ら な い （ 非 特 許 文 献 ６ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 最 近 、 Ｃ Ｂ Ｆ Ａ １ 仲 介 の 経 路 を 介 し た 早 期 の 頭 蓋 縫 合 癒 合 に お い て 、 Ｆ Ｇ Ｆ ２ お よ び Ｆ
Ｇ Ｆ Ｒ １ の 関 係 が 見 出 さ れ た （ 非 特 許 文 献 ８ ） 。 Ｃ Ｂ Ｆ Ａ １ の ミ ス セ ン ス 突 然 変 異 は 、 縫
合 閉 鎖 の 遅 滞 と し て 顕 在 化 さ れ た 鎖 骨 頭 蓋 骨 形 成 不 全 症 に 、 結 び 付 け ら れ て い る （ 非 特 許
文 献 ９ ） 。 従 っ て 、 Ｃ Ｓ に お け る 信 号 伝 達 カ ス ケ ー ド を 理 解 す る に は 、 骨 形 成 に 不 可 欠 な

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-512292 A 2006.4.13



Ｆ ｇ ｆ ｒ １ の 下 流 の 標 的 で あ る Ｃ ｂ ｆ ａ １ （ Ｒ ｕ ｎ ｘ ２ ） の 検 討 が 、 鍵 で あ る と 思 わ れ る
。 さ ら に 、 発 生 に お い て 多 面 発 現 効 果 を 有 す る 、 高 度 に 保 存 さ れ た Ｍ ｓ ｘ ホ メ オ ボ ッ ク ス
遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る Ｍ ｓ ｘ ２ が 、 Ｃ Ｓ の 動 物 モ デ ル に お い て 関 係 付 け ら れ
た （ 非 特 許 文 献 ５ 、 ６ ） 。 具 体 的 に は 、 縫 合 癒 合 の な い 縫 合 の 肥 大 ／ 重 複 を 示 す 、 Ｍ ｓ ｘ
２ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 、 早 期 の 縫 合 閉 鎖 の 機 序 と し て
、 造 骨 性 細 胞 の 増 殖 の 増 大 が 提 唱 さ れ た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Cohen, M.M, Jr., and MacLean, R.E. 2000. Craniosynostosis: diagn
osis, evaluation and management. 2nd edition. Oxford University Press. New York,
 New York, USA. 454 pp.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Coffin, J.D., et al. 1995. Abnormal bone growth and selective tr
anslational regulation in basic fibroblast growth factor (FGF-2) transgenic mice
 Mol. Biol. Cell. 6:1861-1873.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Carlton, M.B., Colledge, W.H., and Evans, M.J. 1998. Crouzon-lik
e craniofacial dysmorphology in the mouse is caused by an insertional mutation a
t the Fgf3/Fgf4 locus. Dev. Dyn. 212:242-249.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Jabs, E.W., et al. 1993. A mutation in the homeodomain of the hu
man MSX2 gene in a family affected with autosomal dominant craniosynostosis Cell
. 75:443-450.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Liu, Y.H., et al. 1995. Premature suture closure and ectopic cra
nial bone in mice expressing Msx2 transgenes in the developing skull. Proc. Natl
. Acad Sci. USA. 92:6137-6141.
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Liu, Y.H., et al. 1999. Msx2 gene dosage influences the number o
f proliferative osteogenic cells in growth centers of the developing murine skul
l: a possible mechanism for MSX2-mediated craniosynostosis in humans Dev. Biol. 
205:260-274.
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Ma, L., Golden, S., Wu, L., and Maxson, R. 1996. The molecular b
asis of Boston-type craniosynostosis: the Pro148->His mutation in the N-terminal
 arm of the MSX2 homeodomain stabilizes DNA binding without altering nucleotide 
sequence preferences. Hum. Mol. Genet. 5:1915-1920.
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Zhou, Y.X., et al. 2000. A Pro250Arg substitution in mouse Fgfr1
 causes increased expression of Cbfa1 and premature fusion of calvarial sutures 
Hum. Mol. Genet. 9:2001-2008.
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Otto, F., Kanegane, H., and Mundlos, S. 2002. Mutations in the R
UNX2 gene in patients with cleidocranial dysplasia. Hum. Mutat. 19:209-216.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 前 記 従 来 の 問 題 に 鑑 み な さ れ た も の で あ り 、 以 下 の 目 的 を 達 成 す る こ と を 課 題
と す る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 骨 石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ を 得 る た め の
簡 便 な 標 的 と し て 機 能 す る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 ま た は 該 遺 伝 子 産 物 を 提 供 す る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ は 、 骨 折 の 修 復 を 促 進 す る 目 的 に 、 及 び ／ 又 は 、 一 般 に 骨 密 度 を 増 大 す る 目 的 に も 使
用 可 能 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 縫 合 閉 鎖 の 分 子 経 路 を 解 明 す る た め 、 我 々 は 、 以 前 に 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ
イ を 用 い て 、 非 家 族 性 の 非 症 候 群 性 Ｃ Ｓ を 有 す る 患 者 に お い て 、 異 常 に 癒 合 し た 縫 合 内 で
特 異 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た （ upregulated） 遺 伝 子 を 同 定 し た 。 我 々 は 、 Ｎ
ｅ ｌ 様 の １ 型 分 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン を コ ー ド 化 す る 、 神 経 組 織 内 で 強 く 発 現 さ れ る 蛋 白
質 ） で あ る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 、 単 離 し 、 か つ 、 特 徴 づ け た （ 参 考 文 献 １ ０ ～ １ ２ ） 。 Ｎ ｅ ｌ
ｌ － １ は 、 分 泌 さ れ る 蛋 白 質 で あ る 。 構 造 的 に は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 分 泌 性 シ グ ナ ル ペ プ
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チ ド 配 列 、 Ｎ Ｈ ２ 末 端 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン － １ 様 モ ジ ュ ー ル 、 ６ つ の シ ス テ イ ン 残 基 を 有
す る ５ つ の  von Willebrand 因 子 様 反 復 、 お よ び ６ つ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン を コ ー ド 化 す る
。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は ま た 、 種 を 超 え て 高 度 に 保 存 さ れ る 。 例 え ば 、 ラ ッ ト Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ と ヒ
ト Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ と の 間 に は 、 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 ９ ０ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る 。 Ｃ Ｏ Ｓ 細
胞 内 で 過 剰 発 現 さ れ る と 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 形 態 は 、 真 核 細 胞 内 の ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 糖 部 分
に Ｎ 結 合 さ れ て 、 細 胞 質 内 で 見 い 出 さ れ る １ ４ ０ ｋ Ｄ ａ の 形 態 を 生 成 す る 。 こ の １ ４ ０ ｋ
Ｄ ａ の 蛋 白 質 は 、 さ ら に プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て 、 １ ３ ０ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 質 に な る 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ
－ １ 蛋 白 質 は 、 高 分 子 量 （ 約 ４ ０ ０ ｋ Ｄ ａ ） を 有 す る 三 量 体 の 形 態 と し て 分 泌 さ れ る （ 参
考 文 献 １ ３ 、 １ ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 初 期 の 研 究 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ が 、 頭 蓋 冠 組 織 の 頭 蓋 顔 面 領 域 内 で 、 優 先 的 に 発 現 さ れ る
こ と を 示 唆 し た （ 参 考 文 献 １ ２ ～ １ ４ ） 。 Ｃ Ｓ 患 者 に お け る 早 期 の 縫 合 閉 鎖 は 、 造 骨 性 領
域 内 の 造 骨 細 胞 様 細 胞 に よ る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 過 剰 発 現 の 程 度 に お い て 、 注 目 に 値 す る （ 参
考 文 献 １ ２ ） 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 過 剰 発 現 と 早 期 の 縫 合 閉 鎖 と は 、 偶 然 の 発 見 で あ り 得 る が
、 我 々 の デ ー タ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 頭 蓋 縫 合 閉 鎖 に お け る 局 所 的 制 御 因 子 で あ り 得 る こ
と を 示 唆 し て い る 。 こ の 研 究 で 、 我 々 は 、 さ ら に 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 Ｃ Ｓ に お い て 一 定 の
役 割 を 有 し て い る こ と を 検 証 し た 。 我 々 は 、 全 身 性 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 を 示 す ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス モ デ ル を 、 創 出 し た 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 Ｃ Ｓ
を 有 す る ヒ ト と 同 じ 特 徴 を 数 多 く 共 有 し て い る 。 そ れ ら は 、 頭 蓋 冠 の 肥 大 ／ 重 複 お よ び 早
期 の 縫 合 閉 鎖 を 実 証 し て い る 。 造 骨 細 胞 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ア デ ノ ウ イ ル ス 作 成 物 に よ る 感 染
は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 造 骨 細 胞 系 統 の 細 胞 に お け る 分 化 を 促 進 し 、 か つ 、 加 速 す る こ と を
示 し た 。 さ ら に 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン （ downregulation） は 、 造 骨 細
胞 の 分 化 を 阻 害 し た 。 従 っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 頭 蓋 縫 合 閉 鎖 を も た ら す 候 補 遺 伝 子 を 表
し 、 か つ 、 Ｃ Ｓ お よ び 頭 蓋 顔 面 の 発 達 の 研 究 に 、 新 し い 見 識 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 頭 蓋 冠 の 造 骨 細 胞 の 分 化 お よ び 石 灰 化 を 制 御 （ modulating
） す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら 方 法 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 を 改 変 す る 工 程 で
あ っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 は 造 骨 細 胞 の 分 化 ま た は 石 灰 化 を 増 進 さ せ
、 か つ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 は 、 造 骨 細 胞 の 分 化 ま た は 石 灰 化 を 低 下 さ
せ る 工 程 を 含 ん で い る 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 は 、 任 意 の 簡 便 な 方 法 （ 例 え ば 、 抗
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ア ン チ セ ン ス 分 子 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的 触
媒 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 、 抗 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 細 胞 内 発 現 抗 体 、 お よ び 、 特 定
の 標 的 細 胞 及 び ／ 又 は 組 織 内 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を ノ ッ ク ア ウ ト す る 遺 伝 子 治 療 法 ） に よ っ て
、 阻 害 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 は 、 任 意 の 簡 便 な 方 法 に
よ っ て （ 例 え ば 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 発 現 し て い る 外 来 の 核 酸 を 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と 、 Ｎ
ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 を 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と 、 な ど に よ っ て ） 、 増 大 さ せ る こ と が で き る
。 哺 乳 類 は 、 異 常 な 頭 蓋 縫 合 の 発 達 （ 例 え ば 、 頭 蓋 骨 癒 合 症 （ Ｃ Ｓ ） ） を 経 験 し つ つ あ る
哺 乳 類 （ ヒ ト ま た は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 ） で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 哺 乳 類 に お け る 潜 在 性 の Ｔ Ｇ Ｆ － β １ 活 性 化 を 促 進 す る 方 法 も 提 供 す る 。 こ
の 方 法 は 、 外 来 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 哺 乳 類 に 投 与 す る 工 程 、 あ る い は 、 前 記 哺 乳 類 に お け る
内 在 性 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 活 性 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 哺 乳 類 に お け る Ｔ Ｇ Ｆ － β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 活 性 化 す る 、 あ る い は 、 隔
離 す る 方 法 も 提 供 さ れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 外 来 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 哺 乳 類 に 投 与 す る 工 程
、 あ る い は 、 該 哺 乳 類 に お け る 内 在 性 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 活 性 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 ん
で い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 造 骨 細 胞 の 分 化 を 調 整
す る 作 用 剤 を 得 る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら 方 法 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 を 含 む 試 験 細 胞 と
試 験 作 用 剤 と を 接 触 さ せ る 工 程 と 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 発
現 ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 活 性 と 比 較 さ れ た 場 合 の 、 試 験 細 胞 に お け る 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 活 性 の 変 化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 試 験 細 胞 と コ
ン ト ロ ー ル 細 胞 内 の 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 活 性 の 差 は 、 前 記
作 用 剤 が 、 骨 の 石 灰 化 を 調 整 す る こ と を 示 す 工 程 と 、 を 含 ん で い る 。 あ る 種 の 実 施 形 態 で
は 、 コ ン ト ロ ー ル は 、 試 験 細 胞 よ り 低 い 濃 度 （ 例 え ば 、 半 分 の 濃 度 、 試 験 作 用 剤 の 不 在 な
ど ） で 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る 。 あ る 種 の 実 施 形 態
で は 、 コ ン ト ロ ー ル は 、 試 験 細 胞 よ り 高 い 濃 度 で 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た 、 ポ ジ テ ィ ブ コ
ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る 。 各 種 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 レ ベ ル は 、 前 記 細 胞 内
の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ 、 か つ （ あ る い は ）
、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の レ ベ ル は 、 例 え ば 、 本 文 書 で 述 べ る よ う に 、 生 体 細 胞 内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １
蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 類 の 細 胞 内 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 を 改 変 す る 方
法 を 提 供 す る 。 こ れ ら 方 法 は 、 Ｍ ｓ ｘ ２ 及 び ／ 又 は Ｃ ｂ ｆ ａ １ の 発 現 ま た は 活 性 を 改 変 す
る 工 程 を 含 ん で い る 。 あ る 種 の 実 施 形 態 で は 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 発 現 ま た は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン し て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 。 あ る 種 の
実 施 形 態 で は 、 Ｍ ｓ ｘ ２ 発 現 ま た は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発
現 ま た は 活 性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 同 様 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る 作 用 剤 を 得
る 方 法 で あ っ て 、 前 記 方 法 は 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 を 含 む 試 験 細 胞 と 試
験 作 用 剤 と を 接 触 さ せ る 工 程 と 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ
ｘ ２ 遺 伝 子 の 発 現 ま た は Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 活 性 と 比 較 さ れ た 場 合 の 、 前 記
試 験 細 胞 に お け る 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｃ ｂ ｆ ａ １
及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 活 性 の 変 化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 試 験 細 胞 と コ ン ト ロ ー ル 細 胞
内 の 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２
の 活 性 の 差 は 、 該 作 用 剤 が 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る こ と を 示 す 工 程 と 、
を 含 む 方 法 が 、 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 、 お よ び Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋
白 質 の 発 現 ま た は 活 性 を 改 変 す る 作 用 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 一 つ ま た は そ れ 以 上
の 活 性 な 作 用 剤 と 、 薬 学 的 に 受 容 で き る 賦 形 剤 と 、 を 含 む 薬 学 的 な 製 剤 形 態 も 提 供 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド は 、 骨 の 石 灰 化 を 誘 発 し 、 従 っ て 、 造 骨 性 で あ る と い う 発 見 に 係 る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １
遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 蛋 白 質 な ど ） は 、 ス ク リ ー ニ ン
グ に よ っ て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 求 め 、 従 っ て 、 骨 の 石
灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 求 め る た め の 良 好 な 標 的 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ は 、
骨 形 態 形 成 蛋 白 質 （ Ｂ Ｍ Ｐ ） の 使 用 に 類 似 し た や り 方 で 、 骨 折 の 修 復 を 早 め る の に 、 か つ
、 骨 移 植 片 材 料 の 構 成 要 素 と し て 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 す で に 示 し た よ う に 、 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 骨
の 石 灰 化 を 改 変 す る 作 用 剤 を 得 る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら 方 法 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 を
含 む 細 胞 と 試 験 作 用 剤 と を 接 触 さ せ る 工 程 と 、 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ て い な い 細 胞 に お け
る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 と 比 較 さ れ た 場 合 の 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 変
化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 接 触 さ せ た 細 胞 と 接 触 さ せ て い な い 細 胞 内 の 、 （ 例 え ば 、 ゲ
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ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の コ ピ ー 数 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル 、 蛋 白 質 レ ベ ル 、 蛋 白 質 活 性 な ど に よ っ て 表 さ れ
る ） Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 発 現 レ ベ ル の 差 は 、 前 記 作 用 剤 が 、 骨 の 石 灰 化 を 調 整 す る こ と を 示 す
工 程 と 、 を 含 ん で い る 。 こ れ ら 方 法 は 、 さ ら に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 ま た は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋
白 質 の 発 現 を 改 変 す る 試 験 作 用 剤 を 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス
内 に 、 あ る い は 、 骨 の 石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 に 、 含 ん で よ い 。 あ る 種
の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 発 現 レ ベ ル は 、 細 胞 内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ
ル を 測 定 す る こ と に よ っ て （ 例 え ば 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て ） 、 検 出 さ れ る 。 好 適 な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 と し て は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ か ら 誘 導
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ア レ イ ベ ー ス の 手 法 に 適 し て い る 。 従 っ て 、 い く つ か の
実 施 形 態 で は 、 プ ロ ー ブ は 、 プ ロ ー ブ の ア レ イ を 形 成 す る 複 数 の プ ロ ー ブ の メ ン バ ー で あ
る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 の レ ベ ル は 、 核 酸 増 幅 反 応 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ ） を 用 い て 測 定 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム の 他 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 は 、 生 体 試 料
内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 の 発 現 レ ベ ル を 、 （ 例 え ば 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト 、 質 量 分 析 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 組 織 化 学 な ど を 介 し て
） 測 定 す る こ と に よ っ て 、 検 出 さ れ る 。 細 胞 は 、 生 体 外 で 培 養 し て も よ く 、 あ る い は 、 イ
ン ビ ボ 及 び ／ 又 は in situで 培 養 し て も よ い 。 あ る 種 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 作 用 剤 は 、 抗
体 で な く 、 か つ （ あ る い は ） 、 蛋 白 質 で な く 、 か つ （ あ る い は ） 、 核 酸 で な い 。 好 適 な 試
験 作 用 剤 は 、 小 型 の 有 機 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 プ レ ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 の 潜 在 的 な
モ ジ ュ レ ー タ ー を 得 る 方 法 も 提 供 す る 。 こ れ ら 方 法 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 ま た は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ 蛋 白 質 と 試 験 作 用 剤 と を 接 触 さ せ る 工 程 と 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 ま た は 核 酸 に 対 す る
、 前 記 試 験 作 用 剤 の 特 異 的 結 合 を 検 出 す る 工 程 と 、 を 含 ん で い る 。 こ の 方 法 は 、 さ ら に 、
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 に 、 あ る い は 、 前 記 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 に 、 特 異 的 に 結 合 す る 試 験 作 用
剤 を 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 に 、 か つ （ あ る い は ） 、
骨 の 石 灰 化 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 に 、 記 録 す る 工 程 を 含 ん で よ い 。 試 験
作 用 剤 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 及 び ／ 又 は 蛋 白 質 に 直 接 的 に 、 あ る い は 、 該 核 酸 及 び ／ 又 は
蛋 白 質 を 含 む 細 胞 及 び ／ 又 は 組 織 及 び ／ 又 は 生 物 （ 例 え ば 、 哺 乳 類 ） に 、 接 触 さ せ て よ い
。 細 胞 を 接 触 さ せ る 場 合 、 細 胞 は 、 初 代 培 養 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 、 継 代 培 養 で あ っ
て も よ い 。 あ る 種 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 作 用 剤 は 、 抗 体 で な く 、 か つ （ あ る い は ） 、 蛋 白
質 で な く 、 か つ （ あ る い は ） 、 核 酸 で な い 。 好 適 な 試 験 作 用 剤 は 、 小 型 の 有 機 分 子 で あ る
。 検 定 で 、 核 酸 に 結 合 す る 試 験 作 用 剤 の 能 力 が 測 定 さ れ る 場 合 、 好 適 な 検 定 は 、 ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト 、 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 す る 。 検 定 で 、
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 に 結 合 す る 試 験 作 用 剤 の 能 力 が 測 定 さ れ る 場 合 、 好 適 な 検 定 は 、 キ ャ
ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 質 量 分 析 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 ま た は 免 疫 組 織 化 学 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 骨 の 石 灰 化 を 増 進 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 好 適 な 方 法 は
、 造 骨 性 細 胞 （ 例 え ば 、 造 骨 細 胞 、 間 葉 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 胎 性 胚 細 胞 、 幹 細 胞 、 骨 髄 細
胞 、 硬 膜 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 軟 骨 芽 細 胞 な ど ） 内 の 、 あ る い は 、 該 細 胞 が 見 い 出 さ れ る 環 境
内 の 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 産 物 の 濃 度 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 ん で い る 。 好 適 な 一 実 施 形 態
で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 産 物 の 濃 度 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 増 大 さ れ る 。 こ れ は 、 （ 例 え ば 、 内 在 性 の 制 御 領 域 （ 例 え ば 、
プ ロ モ ー タ ー ） を 修 飾 す る こ と に よ っ て ） 内 在 性 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 を ア ッ プ レ
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ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 方 法 、 あ る い は 、 細 胞 に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を 発 現 す る ベ ク ト ル を
形 質 移 入 す る 方 法 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 多 種 多 様 な 方 法 の う ち の い ず れ に よ
っ て 実 現 す る こ と が で き る 。 あ る 種 の 好 適 な ベ ク ト ル は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を 恒 常 的 に
発 現 す る が 、 他 の 好 適 な ベ ク ト ル は 、 誘 発 性 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ 遺 伝 子 産 物 の 濃 度 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 骨 に よ っ て 増 大 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 骨 折 の 修 復 を 促 進 す る 方 法 も 提 供 す る 。 こ れ ら 方 法 は 、 骨 折 部 位 の 、 あ る い
は 、 そ の 近 く の 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 産 物 の 濃 度 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 ん で い る 。 好 適 な
実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 産 物 は 、 骨 折 部 位 に 、 あ る い は 、 そ の 近 く に 存 在 す る
、 造 骨 性 細 胞 内 ま た は 骨 前 駆 細 胞 内 で 増 大 さ れ る 。 こ れ ら 方 法 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 過 剰 発
現 す る 造 骨 性 細 胞 ま た は 骨 前 駆 細 胞 を 、 骨 折 部 位 に 導 入 す る 工 程 を 含 ん で よ い 。 別 の 実 施
形 態 で は 、 本 発 明 は 、 in situで 、 造 骨 性 細 胞 内 ま た は 前 記 骨 前 駆 細 胞 内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １
遺 伝 子 産 物 の 濃 度 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 ん で よ い 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 産 物 の ア ッ プ レ ギ
ュ レ ー シ ョ ン は 、 本 文 書 で 述 べ る よ う に 実 現 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞
及 び ／ 又 は 骨 折 部 位 と Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド と を 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 骨 折 の 修 復 に 対 す る 別 の 手 法 で は 、 骨 折 部 位 と Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 と を 接 触 さ せ る 。 該
蛋 白 質 は 、 （ 例 え ば 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 の 導 入 に よ っ て 導 入 さ
れ た ） 細 胞 に よ っ て 、 か つ （ あ る い は ） 、 単 独 の 、 あ る い は 、 薬 理 学 的 賦 形 剤 と 組 み 合 わ
せ た 、 蛋 白 質 の 投 与 に よ っ て 、 か つ （ あ る い は ） 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 発 現 す る こ と が で き る
「 裸 の Ｄ Ｎ Ａ 」 ベ ク ト ル の 投 与 に よ っ て 、 産 生 さ れ 得 る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 骨 修 復
／ 骨 移 植 片 材 料 の 構 成 要 素 で あ っ て も よ く 、 か つ （ あ る い は ） 、 補 綴 装 置 の 一 部 で あ っ て
も よ い 。 好 適 な 移 植 片 材 料 の 一 つ は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質
を 発 現 し て い る 細 胞 に 加 え て 、 コ ラ ー ゲ ン 及 び ／ 又 は 骨 断 片 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 移 植 先 の 動 物 に お い て 、 骨 組 織 の 形 成 を 増 強 す る
こ と が で き る 骨 移 植 片 材 料 を 提 供 す る 。 好 適 な 骨 移 植 片 材 料 は 、 本 質 的 に 、 生 体 適 合 性 基
質 お よ び Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 か ら な る 。 好 適 な 移 植 片 材 料 の 一 つ は 、 再 吸 収 可 能 ／ 生 分 解
性 で あ る 。 ま た 、 基 質 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を 発 現 し て
い る 細 胞 で 含 浸 さ れ 得 る 。 好 適 な 骨 移 植 片 材 料 の 一 つ は 、 そ の 中 で 実 質 的 に 均 一 に 分 散 し
た 、 （ 例 え ば 、 約 ６ ５ ～ 約 ９ ５ 重 量 ％ の ） 再 構 成 さ れ た コ ラ ー ゲ ン と 、 （ 例 え ば 、 約 ３ ５
～ 約 ５ 重 量 ％ の ） Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を 発 現 し て い る 細 胞
と 、 を 含 む コ ラ ー ゲ ン 接 合 体 を 含 ん で い る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 骨 石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ を 得 る た め の 簡 便 な 標 的 と
し て 機 能 す る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 ま た は 該 遺 伝 子 産 物 を 提 供 す る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ は 、 骨 折
の 修 復 を 促 進 す る 目 的 に 、 及 び ／ 又 は 、 一 般 に 骨 密 度 を 増 大 す る 目 的 に も 使 用 可 能 で あ る
。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
用 語 定 義
　 本 文 書 で 、 用 語 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 お よ び 「 蛋 白 質 」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の
重 合 体 を 指 す の に 可 換 的 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら 用 語 は 、 そ れ に お い て 一 つ ま た は そ れ 以 上
の ア ミ ノ 酸 残 基 が 対 応 す る 自 然 発 生 の ア ミ ノ 酸 の 人 工 の 化 学 的 類 縁 体 で あ る ア ミ ノ 酸 重 合
体 に 、 並 び に 、 自 然 発 生 の ア ミ ノ 酸 重 合 体 に 、 適 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 用 語 「 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 」 お よ び 「 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 」 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 Watanabe e
t al. (1996) Genomics 38 (3): 273-276; Ting et al. (1999) J Bone Mineral Res, 14
: 80-89; お よ び  GenBank Accession Number U57523 に よ っ て 開 示 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び
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ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て 発 現 さ れ る 蛋 白 質
で あ る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 骨 の 石 灰 化 を 誘 発 す る 能 力 を 保 持 し て い る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １
蛋 白 質 断 片 を 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 文 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 抗 体 」 は 、 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 軽 鎖 お よ び 重 鎖 可 変 領 域
の み を 含 む Ｆ ｖ 断 片 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 連 結 さ れ た Ｆ ｖ 断 片 （ Brinkmann et al.
 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 547－ 551） 、 可 変 領 域 お よ び 定 常 領 域 の 一 部
を 含 む Ｆ ａ ｂ ま た は （ Ｆ ａ ｂ ） '２ 断 片 、 単 鎖 抗 体 な ど （ Bird et al. (1988) Science 24
2: 424－ 426; Huston et al. (1988) Proc. Nat. Acad. Sci. USA 85: 5879－ 5883） 、 各
種 の 形 態 の 、 修 飾 さ れ 、 あ る い は 、 改 変 さ れ た 抗 体 を 含 ん で い る 。 抗 体 は 、 動 物 （ 特 に 、
マ ウ ス ま た は ラ ッ ト ） ま た は ヒ ト 由 来 の も の で あ っ て よ く 、 あ る い は 、 キ メ ラ 型 （ Morris
on et al. (1984) Proc Nat. Acad. Sci. USA 81: 6851－ 6855） ま た は ヒ ト 化 （ Jones et
 al. (1986) Nature 321: 522－ 525、 お よ び 公 開 さ れ た 英 国 特 許 出 願 第 ８ ７ ０ ７ ２ ５ ２ 号
） の 抗 体 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 用 語 「 結 合 相 手 」 、 ま た は 「 捕 獲 作 用 剤 」 、 あ る い は 、 「 結 合 対 」 の メ ン バ ー は 、 他 の
分 子 と 特 異 的 に 結 合 し て 、 抗 体 － 抗 原 、 レ ク チ ン － 炭 水 化 物 、 核 酸 － 核 酸 、 ビ オ チ ン － ア
ビ ジ ン な ど の 結 合 複 合 体 を 形 成 す る 分 子 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 文 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 は 、 生 体 分 子 （ 例 え ば 、 蛋 白 質 、 核 酸 、
抗 体 な ど ） を 指 す 場 合 、 分 子 の 異 質 性 個 体 群 （ 例 え ば 、 蛋 白 質 お よ び 他 の 生 物 製 剤 ） 内 の
生 体 分 子 の 存 在 を 決 定 す る 結 合 反 応 を 指 す 。 従 っ て 、 指 定 の 条 件 （ 例 え ば 、 抗 体 の 場 合 は
免 疫 検 定 条 件 、 あ る い は 、 核 酸 の 場 合 は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
） の 下 で は 、 指 定 さ れ た 配 位 子 ま た は 抗 体 は 、 そ の 特 定 の 「 標 的 」 分 子 に 結 合 し 、 か つ 、
試 料 内 に 存 在 す る 他 の 分 子 に は 有 意 な 量 で 結 合 し な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 骨 粗 鬆 症 と い う 用 語 は 、 骨 質 量 の 減 少 お よ び 骨 折 を 特 徴 と す る 障 害 の 異 質 性 グ ル ー プ を
指 す 。 臨 床 的 に は 、 骨 粗 鬆 症 は 、 Ｉ 型 と Ｉ Ｉ 型 に 区 別 さ れ る 。 Ｉ 型 骨 粗 鬆 症 は
、 主 に 中 年 の 女 性 に 生 じ 、 閉 経 時 の エ ス ト ロ ゲ ン 欠 乏 に 関 連 し て お り 、 一 方 、 骨 粗 鬆 症 Ｉ
Ｉ 型 は 、 加 齢 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 骨 形 成 不 全 症 （ Ｏ Ｉ ） は 、 骨 お よ び 軟 部 結 合 組 織 の 脆 弱 性 を 特 徴 と す る 、 遺 伝 性 の 結 合
組 織 疾 患 の グ ル ー プ を 指 す （ Byers & Steiner (1992) Annu. Rev. Med. 43: 269－ 289; P
rockop (1990) J. Biol. Chem. 265: 15349－ 15352） 。 男 性 と 女 性 は 、 等 し く 影 響 を 受 け
、 全 体 的 な 発 生 率 は 、 現 在 、 出 生 者 ５ ， ０ ０ ０ ～ １ ４ ， ０ ０ ０ 人 に １ 人 と 推 定 さ れ て い る
。 聴 力 損 失 、 象 牙 質 形 成 不 全 症 、 呼 吸 不 全 、 重 度 の 脊 柱 側 弯 症 お よ び 気 腫 は 、 一 つ ま た は
そ れ 以 上 の 型 の Ｏ Ｉ に 関 連 し て い る 状 態 の う ち の 一 部 に 過 ぎ な い 。 医 療 費 の 正 確 な 推 定 値
は 入 手 不 能 で あ る が 、 Ｏ Ｉ に 関 連 し た 罹 病 率 お よ び 死 亡 率 は 、 間 違 い な く 、 極 度 の 骨 折 性
向 （ Ｉ ～ Ｉ Ｖ 型 Ｏ Ｉ ） お よ び 骨 折 修 復 後
の 異 常 な 骨 の 変 形 （ Ｉ Ｉ ～ Ｉ Ｖ 型 Ｏ Ｉ ） の 結 果 生 じ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 文 書 で 、 用 語 「 核 酸 」 ま た は 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 あ る い は 、 文 法 上 の 等 価 物 は
、 共 有 結 合 で 互 い に 連 結 さ れ た 少 な く と も 二 つ の ヌ ク レ オ チ ド を 指 す 。 本 発 明 の 核 酸 は 、
望 ま し く は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ り 、 一 般 に 、 リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 を 含 む こ と に な
る が 、 場 合 に よ っ て は 、 以 下 に 概 説 す る よ う に 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ル ア ミ ド （ Beaucage et 
al. (1993) Tetrahedron 49(10): 1925 お よ び 同 文 書 中 の 参 照 文 献 ； Letsinger (1970) J
. Org. Chem. 35:3800; Sprinzl et al. (1977) Eur. J. Biochem. 81: 579; Letsinger 
et al. (1986) Nucl. Acids Res. 14: 3487; Sawai et al. (1984) Chem. Lett. 805, Le
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tsinger et al. (1988) J. Am. Chem. Soc. 110: 4470； お よ び  Pauwels et al. (1986) 
Chemica Scripta 26: 141 9） 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト （ Mag et al. (1991) Nucleic Acids
 Res. 19:1437； お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ４ ４ ， ０ ４ ８ 号 ） 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト （ Bri
u et al. (1989) J. Am. Chem. Soc. 111 :2321） 、 Ｏ － メ チ ル ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 結 合
（ Eckstein, Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, Oxford Univers
ity Pressを 参 照 ） 、 お よ び ペ プ チ ド 核 酸 バ ッ ク ボ ー ン お よ び 結 合 （ Egholm (1992) J. Am
. Chem. Soc. 114:1895; Meier et al. (1992) Chem. Int. Ed. Engl. 31: 1008; Nielse
n (1993) Nature, 365: 566; Carlsson et al. (1996) Nature 380: 207を 参 照 ） を 含 む
、 交 互 の バ ッ ク ボ ー ン を 有 し て い る と 思 わ れ る 核 酸 類 縁 体 が 含 ま れ て い る 。 他 の 類 縁 体 核
酸 と し て は 、 ポ ジ テ ィ ブ バ ッ ク ボ ー ン （ Denpcy et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 92: 6097; 非 イ オ ン バ ッ ク ボ ー ン （ 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ８ ６ ， ０ ２ ３ 号 、 第 ５ ， ６ ３ ７
， ６ ８ ４ 号 、 第 ５ ， ６ ０ ２ ， ２ ４ ０ 号 、 第 ５ ， ２ １ ６ ， １ ４ １ 号 お よ び 第 ４ ， ４ ６ ９ ， ８
６ ３ 号 ； Angew. (1991) Chem. Intl. Ed. English 30: 423; Letsinger et al. (1988) J
. Am. Chem. Soc. 110:4470; Letsinger et al. (1994) Nucleoside & Nucleotide 13:15
97; Chapters 2 and 3, ASC Symposium Series 580, "Carbohydrate Modifications in A
ntisense Research", Ed. Y.S. Sanghui and P. Dan Cook; Mesmaeker et al. (1994), B
ioorganic & Medicinal Chem. Lett 4: 395; Jeffs et al. (1994) J. Biomolecular NMR
 34: 17; Tetrahedron Lett. 37:743 (1996))、 お よ び 、 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ３ ５ ， ０ ３ ３
号 お よ び 第 ５ ， ０ ３ ４ ， ５ ０ ６ 号 、 お よ び  Chapters 6 and 7, ASC Symposium Series 58
0, Carbohydrate Modifications in Antisense Research, Ed. Y.S. Sanghui and P. Dan
 Cook に 記 述 さ れ た も の を 含 む 、 非 リ ボ ー ス バ ッ ク ボ ー ン を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 一
つ ま た は そ れ 以 上 の 炭 素 環 の 糖 部 を 含 む 核 酸 も 、 核 酸 の 定 義 に 含 ま れ て い る （ Jenkins et
 al. (1995), Chem. Soc. Rev. pp169－ 176 を 参 照 ） 。 い く つ か の 核 酸 類 縁 体 が 、 Rawls,
 C & E News June 2, 1997 page 35 に 記 述 さ れ て い る 。 リ ボ ー ス － リ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン
の こ れ ら 修 飾 は 、 標 識 な ど の 追 加 的 な 部 分 の 付 加 を 促 進 す る た め に 、 あ る い は 、 生 理 学 的
環 境 に お け る そ の よ う な 分 子 の 安 定 性 お よ び 半 減 期 を 増 大 さ せ る た め に 行 わ れ て よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 文 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 お よ び 「 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 」 お よ び 「 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 核 酸 分 子 を 、 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で 、 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 、 優 先 的 に 結 合 す る こ と 、 二 重 化 す る
こ と 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 指 す 。 用 語 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 そ の
下 で 、 プ ロ ー ブ が 、 そ の 標 的 配 列 と 優 先 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ 、 他 の 配 列 と は 、 よ
り 低 い 程 度 に し か 、 あ る い は 、 ま っ た く 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い よ う な 条 件 を 指 す 。 核 酸
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 状 況 で の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 洗 浄 条 件 は 、 配 列 依 存 で あ り 、 異 な る 環 境 パ ラ
メ ー タ の 下 で は 、 異 な っ て い る 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 す る よ り 詳 細 な 手 引
き は 、 例 え ば 、 Tijssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
 Biology--Hybridization with Nucleic Acid Probes part 7, chapt 2, Overview of pr
inciples of hybridization and the strategy of nucleic acid probe assays, Elsevie
r, NY ( Tijssen ) に 見 い 出 さ れ る 。 一 般 に 、 き わ め て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 は 、 定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ に お い て 、 特 異 的 な 配 列
の 融 解 温 度 （ Ｔ m ） よ り 約 ５ ℃ 低 く な る よ う 選 択 さ れ る 。 Ｔ m は 、 標 的 配 列 の ５ ０ ％ が 、 （
定 義 さ れ た イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ の 下 で ） 完 璧 に マ ッ チ し た プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す
る 温 度 で あ る 。 非 常 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 特 定 の プ ロ ー ブ の Ｔ m に 等 し く な る よ
う 選 択 さ れ る 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 ア レ イ 上 ま た は フ ィ ル
タ ー 上 に 、 １ ０ ０ を 超 え る 相 補 的 残 基 を 有 す る 相 補 的 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対
す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 一 例 は 、 標 準 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 溶 液 （ 例 え ば 、 Sambrook (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd 
ed.) Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Press, NY、 お よ
び 下 記 の 詳 細 な 考 察 を 参 照 ） を 用 い て 、 ４ ２ ℃ で 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を オ ー バ ー ナ
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イ ト で 行 う も の で あ る 。 極 め て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 の 一 例 は 、 ７ ２ ℃ で 約 １ ５ 分
間 の ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 の 一 例 は 、 ６ ５ ℃ で １ ５
分 間 の ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 洗 浄 で あ る （ Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 の 内 容 に つ い て は 、 例 え ば 、 上 記  Sambr
ook を 参 照 ） 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 は 、 ま ず 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 を 行 っ て 、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の プ ロ ー ブ 信 号 を 除 去 す る 場 合 が 多 い 。 １ ０ ０ を 超 え る ヌ ク レ オ チ ド の
二 重 鎖 に 対 す る 、 中 程 度 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 の 一 例 は 、 ４ ５ ℃ で １ ５ 分 間 の １ × Ｓ Ｓ
Ｃ で あ る 。 １ ０ ０ を 超 え る ヌ ク レ オ チ ド の 二 重 鎖 に 対 す る 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 の
一 例 は 、 ４ ０ ℃ で １ ５ 分 間 の ４ × ～ ６ × Ｓ Ｓ Ｃ で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 造 骨 性 細 胞 」 は 、 石 灰 化 す る こ と が で き る 細 胞 で あ る 。 造 骨 性 細 胞 と し て は 、 造 骨 細
胞 、 造 骨 細 胞 様 細 胞 、 間 葉 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 胎 性 胚 細 胞 、 幹 細 胞 、 骨 髄 細 胞 、 硬 膜 細 胞
、 軟 骨 細 胞 、 お よ び 軟 骨 芽 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 試 験 作 用 剤 」 は 、 本 文 書 で 述 べ る 検 定 の う ち の 一 つ ま た は そ れ 以 上 に お い て ス ク
リ ー ニ ン グ す べ き 作 用 剤 を 指 す 。 こ の 作 用 剤 は 、 事 実 上 い か な る 化 合 物 で あ っ て も よ い 。
そ れ は 、 単 一 の 単 離 さ れ た 化 合 物 と し て 存 在 し て よ く 、 あ る い は 、 ケ ミ カ ル （ 例 え ば 、 コ
ン ビ ナ ト リ ア ル ） ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー で あ っ て も よ い 。 特 に 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、
試 験 作 用 剤 は 、 小 型 の 有 機 分 子 と な る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 用 語 「 小 型 の 有 機 分 子 」 は 、 医 薬 品 に 一 般 に 用 い ら れ る 有 機 分 子 に 相 当 す る 大 き さ の 分
子 を 指 す 。 こ の 用 語 は 、 生 体 高 分 子 （ 例 え ば 、 蛋 白 質 、 核 酸 な ど ） を 含 ま な い 。 好 適 な 小
型 の 有 機 分 子 は 、 大 き さ が 、 最 大 約 ５ ０ ０ ０ Ｄ ａ 、 よ り 望 ま し く は 、 最 大 ２ ０ ０ ０ Ｄ ａ 、
お よ び 、 最 も 望 ま し く は 、 最 大 約 １ ０ ０ ０ Ｄ ａ の 範 囲 に あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 デ ー タ ベ ー ス と い う 用 語 は 、 情 報 を 記 録 し 、 か つ 、 検 索 す る た め の 手 段 を 指 す 。 好 適 な
実 施 形 態 で は 、 デ ー タ ベ ー ス は 、 記 憶 さ れ た 情 報 を ソ ー ト し 、 か つ （ ま た は ） 、 検 索 す る
た め の 手 段 も 提 供 す る 。 デ ー タ ベ ー ス は 、 紙 シ ス テ ム 、 カ ー ド シ ス テ ム 、 機 械 的 シ ス テ ム
、 電 子 的 シ ス テ ム 、 光 学 的 シ ス テ ム 、 磁 気 シ ス テ ム 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ を 含 む が 、 そ
れ ら に 限 定 さ れ な い 、 任 意 の 簡 便 な メ デ ィ ア を 含 む こ と が で き る 。 好 適 な デ ー タ ベ ー ス と
し て は 、 電 子 的 （ 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の ） デ ー タ ベ ー ス が 挙 げ ら れ る 。 デ ー タ ベ
ー ス の 記 憶 お よ び 操 作 で 使 用 す る た め の コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り
、 「 パ ー ソ ナ ル コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム 」 、 メ イ ン フ レ ー ム シ ス テ ム 、 イ ン タ ー ネ ッ ト ま た
は イ ン ト ラ ネ ッ ト 上 の 分 散 型 ノ ー ド 、 専 用 の ハ ー ド ウ ェ ア に （ 例 え ば 、 マ イ ク ロ チ ッ プ に
） 記 憶 さ れ た デ ー タ ま た は デ ー タ ベ ー ス な ど が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 １ Ａ は 、 コ ン ト ロ ー ル と し て β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 有 す る 、 ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い
た Ｅ － １ ４ ラ ッ ト 頭 蓋 冠 の 初 代 細 胞 培 養 物 内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 過 剰 発 現 を 示 し て い る 。 図
１ Ｂ は 、 そ れ ぞ れ 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ お よ び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に よ る 処 置 後 の 時 間 の 関 数
と し て の 、 石 灰 化 の プ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 実 験 は 、 ３ 回 行 わ れ た 。 Ｓ ｔ ｕ ｄ ｅ ｎ ｔ の ｔ
検 定 が 行 わ れ た 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ に よ る 石 灰 化 は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ コ ン ト ロ ー ル に よ
る 石 灰 化 よ り も 統 計 的 に 高 か っ た （ * Ｐ ＜ ０ ． ０ ０ １ ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 ２ は 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 腹 仔 と 比 較 さ れ た Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス を 示 し て い る 。 （ 図 ２ Ａ ） 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 。 フ ァ ウ ン ダ ー （ Ｆ Ａ お よ び Ｆ Ｂ ）
お よ び そ れ ら の 子 孫 （ Ｔ Ｆ 2 Ａ １ 、 Ｔ Ｆ 2 Ａ ２ 、 お よ び Ｔ Ｆ 2 Ｂ １ ） は 、 ５ ０ ～ １ ０ ０ の コ
ピ ー 数 を 有 し て い る 。 Ｔ Ｆ 2 Ａ １ お よ び Ｔ Ｆ 2 Ａ ２ は 、 フ ァ ウ ン ダ ー Ａ ラ イ ン か ら の も の で
あ る 。 Ｔ Ｆ 2 Ｂ １ 、 Ｔ Ｆ 2 Ｂ ２ 、 お よ び Ｔ Ｆ 2 Ｂ ３ は 、 フ ァ ウ ン ダ ー Ｂ ラ イ ン か ら の も の で
あ る 。 （ 図 ２ Ｂ ） 両 フ ァ ウ ン ダ ー に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析
。 Ｃ 、 コ ン ト ロ ー ル Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ プ ラ ス ミ ド ； Ｍ 、 筋 肉 ； Ｈ 、 心 臓 ； Ｂ 、 骨 ； Ｋ 、 腎 臓 ；
Ｌ 、 肝 臓 。 （ 図 ２ Ｃ ） 新 生 仔 子 孫 の 全 身 （ 頭 部 な し ） Ｒ Ｎ Ａ 。 Ｔ Ｆ ２ Ａ １ お よ び Ｔ Ｆ ２ Ａ
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２ は 、 異 な る レ ベ ル の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 発 現 す る 。 Ｔ Ｆ ２ Ｂ １ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 弱 く 発 現
し 、 一 方 、 Ｔ Ｆ ２ Ｂ ２ お よ び Ｔ Ｆ ２ Ｂ ３ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 が な い 。 （ 図 ２ Ｄ ） 左 の パ
ネ ル 、 新 生 仔 Ｎ Ｆ ２ の 上 皮 、 筋 肉 、 お よ び 頭 蓋 冠 骨 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 の 免 疫 局
在 性 。 頭 蓋 冠 骨 に お け る 若 干 の 染 色 を 除 い て 、 検 出 可 能 な Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 は な い （ 茶 色
の 染 色 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 存 在 を 示 す ） 。 右 の パ ネ ル 、 Ｔ Ｆ ２ Ａ ２ の 上 皮 、 筋 肉 、 お よ び
頭 蓋 冠 骨 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 の 免 疫 局 在 性 。 全 て の 軟 部 組 織 層 の 全 体 に わ た っ て
、 並 び に 骨 に お い て 、 豊 富 な Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 が 存 在 す る 。 バ ー は 、 ５ ０ μ ｍ を 表 し て い
る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 ３ 　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 表 現 型 評 価 。 （ ａ お よ び ｂ ） 左 の パ ネ
ル は 、 新 生 仔 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 表 現 型 陽 性 （ Ｔ Ｆ ２ Ａ １ ） マ ウ ス を 示 す 。 前 頭 頭 頂 領 域 に お け
る 突 出 （ 矢 印 ） に 留 意 し た い 。 右 の パ ネ ル は 、 Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 を 示 し て い る 。 （ ｃ ） 左 の パ
ネ ル 、 頭 皮 を 除 去 し た Ｔ Ｆ ２ Ａ ２ マ ウ ス 。 矢 状 （ 黄 色 の 矢 印 ） お よ び Ｐ Ｆ （ 黒 色 の 矢 印 ）
縫 合 は 、 閉 鎖 し て い る 。 右 の パ ネ ル 、 開 存 し て い る 矢 状 （ 黄 色 の 矢 印 ） お よ び Ｐ Ｆ （ 黒 色
の 矢 印 ） 縫 合 、 お よ び 、 開 存 し て い る 縫 合 の 下 に 正 常 な 脈 管 構 造 を 有 す る 、 Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔
の 頭 蓋 骨 。 （ ｄ ） Ｃ Ｓ の 重 篤 な 一 形 態 で あ る 頭 蓋 終 脳 形 成 異 常 を 有 す る 乳 仔 。 （ ｅ ） Ｔ Ｆ

2 Ａ １ マ ウ ス （ 左 ） お よ び Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 （ 右 ） の 脳 Ｍ Ｒ Ｉ 。 そ の Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 （ 矢 印 、 右
） に 比 べ た 、 Ｔ Ｆ 2 Ａ １ マ ウ ス （ 矢 印 、 左 ） に お け る 、 高 い 頭 蓋 内 圧 を 示 唆 し て い る 、 脳
室 の 完 全 な 不 在 に 留 意 し た い 。 （ ｆ ） 新 生 仔 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 表 現 型 陽 性 Ｔ Ｆ 2 Ａ １ （ 左 ） お
よ び Ｎ Ｆ ２ （ 右 ） 同 腹 仔 の Ｍ Ｃ Ｔ 再 構 築 さ れ た 三 次 元 の 頭 蓋 骨 の 図 。 矢 印 は 、 矢 状 お よ び
Ｐ Ｆ 縫 合 部 位 を 示 し て い る 。 Ｔ Ｆ 2 Ａ １ マ ウ ス で は 、 矢 状 お よ び Ｐ Ｆ 縫 合 は 、 お お む ね 閉
鎖 し 、 か つ 、 異 常 な 隆 線 で 置 換 さ れ て い る 。 Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 で は 、 矢 状 縫 合 と Ｐ Ｆ 縫 合 の 両
方 が 、 開 存 し て い る 。 完 全 な 不 透 明 は 、 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｃ ｃ を 超 え る 石 灰 化 に 対 応 す る 。 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド の 垂 直 な 棒 は 、 （ 左 か ら 右 に ） ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 お よ び ２ ０ ０ ｍ ｇ ／
ｃ ｃ の 石 灰 化 密 度 に 対 応 す る フ ァ ン ト ム 参 照 棒 で あ る 。 （ ｇ ） ｆ に 示 さ れ て い る Ｔ Ｆ ２ Ａ
１ （ 左 ） お よ び Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 （ 右 ） の 連 続 軸 方 向 Ｍ Ｃ Ｔ 断 面 で あ る 。 黄 色 の 矢 印 は 、 頭 蓋
の 歪 み を 示 し て い る 。 緑 色 の 矢 印 は 、 Ｔ Ｆ ２ Ａ マ ウ ス （ 矢 印 、 右 ） に お け る 頭 蓋 冠 の 増 大
し た 石 灰 化 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 ４ 　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 組 織 学 的 お よ び 免 疫 組 織 学 的 評 価 。 （
パ ネ ル ａ ） Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 表 現 型 陽 性 Ｔ Ｆ ２ Ａ １ マ ウ ス の 矢 状 縫 合 の ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び
エ オ シ ン 染 色 。 頭 蓋 冠 端 部 の 重 複 （ 黒 色 の 矢 印 ） お よ び 閉 鎖 し つ つ あ る 骨 形 成 前 端 （ oste
ogenic fronts） （ 赤 色 の 矢 印 ） に よ っ て 示 さ れ た 、 縫 合 の 閉 鎖 が 存 在 す る 。 左 下 の パ ネ
ル は 、 von Kossa 染 色 を 示 し て い る 。 石 灰 化 し た 頭 蓋 冠 端 部 の 密 な 近 接 に 留 意 し た い 。 （
パ ネ ル ｂ ） Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 か ら の 矢 状 縫 合 の ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 染 色 。 開 存 し て
い る 縫 合 部 位 の 二 つ の 頭 蓋 冠 端 部 （ 黒 色 の 矢 印 ） を 隔 て て い る 大 き な 距 離 、 並 び に 、 前 進
し て い る 骨 形 成 前 端 （ 赤 色 の 矢 印 ） に 留 意 し た い 。 左 下 の パ ネ ル は 、 von Kossa 染 色 を 示
し て い る 。 黒 色 は 、 石 灰 化 を 示 し て い る 。 （ パ ネ ル ｃ ） Ｔ Ｆ ２ Ａ １ マ ウ ス に お け る ア ル カ
リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ （ Ａ Ｌ Ｐ ） の 免 疫 局 在 性 。 茶 色 の 染 色 は 、 ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ （ 矢 印 ） の 存 在 を 示 し て い る 。 下 の パ ネ ル は 、 よ り 低 い 倍 率 で の オ ス テ オ ポ ン チ ン の
免 疫 局 在 性 を 表 し て い る 。 （ パ ネ ル ｄ ） 上 の パ ネ ル は 、 新 生 仔 Ｎ Ｆ ２ の 頭 蓋 縫 合 に お け る
ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ の 免 疫 局 在 性 を 示 し て い る 。 下 の パ ネ ル は 、 よ り 低 い 倍 率 で
の オ ス テ オ ポ ン チ ン （ Ｏ Ｐ ） の 免 疫 局 在 性 を 表 し て い る 。 バ ー は 、 ５ ０ μ ｍ を 表 し て い る
。 （ パ ネ ル ｅ ） Ｔ Ｆ ２ 矢 状 縫 合 の Ｂ ｒ ｄ Ｕ 染 色 。 増 殖 細 胞 の 核 は 、 茶 色 で 染 色 さ れ て い る
（ 黒 色 の 矢 印 ） 。 増 殖 細 胞 は 、 ｄ に お い て Ｎ Ｆ ２ に つ い て 示 さ れ た も の と 比 べ て 、 有 意 に
減 少 し て い る 。 （ パ ネ ル ｆ ） 新 生 仔 Ｎ Ｆ 2 マ ウ ス の 矢 状 縫 合 の Ｂ ｒ ｄ Ｕ 染 色 。 多 数 の 茶 色
に 染 色 さ れ た 細 胞 が 、 開 存 し て い る 縫 合 の 頭 蓋 冠 端 部 （ 黒 色 の 矢 印 ） に 沿 っ て 、 並 び に 、
前 進 し て い る 骨 形 成 前 端 （ 赤 色 の 矢 印 ） に 沿 っ て 、 増 殖 し て い る 。 Ｈ ＆ Ｅ 、 ヘ マ ト キ シ リ
ン お よ び エ オ シ ン 。 （ パ ネ ル ｇ ） フ ィ ー ル ド 当 り の 増 殖 細 胞 の 数 。
【 ０ ０ ４ ４ 】

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-512292 A 2006.4.13



　 図 ５ 　 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 腹 仔 と 比 較 さ れ た Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ｔ Ｆ

2 Ｂ １ マ ウ ス 。 （ ａ ） 左 、 頭 皮 を 除 去 し た 新 生 仔 Ｔ Ｆ ２ Ｂ １ マ ウ ス 。 後 頭 領 域 の 異 常 な 隆
起 お よ び 頭 蓋 の 比 較 的 狭 い 幅 に 留 意 し た い 。 右 、 Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 。 Ｔ Ｆ ２ Ｂ １ ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 で は 、 矢 状 縫 合 お よ び い く つ か の 他 の 縫 合 が 、 閉 鎖 し て い る 。 （ ｂ ） Ｔ Ｆ ２ Ｂ
１ 矢 状 縫 合 の ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 染 色 。 縫 合 の 早 期 閉 鎖 は 、 頭 蓋 冠 端 部 の 重 度
の 重 複 （ 赤 色 の 矢 印 ） に お い て 著 明 で あ る 。 そ の 下 に あ る 脳 組 織 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 析 の た め に
除 去 さ れ て い る 。 （ ｃ ） Ｔ Ｆ ２ Ｂ １ マ ウ ス （ 左 ） お よ び そ の Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 （ 右 ） の 三 次 元
の Ｍ Ｃ Ｔ 再 構 築 。 Ｔ Ｆ ２ Ｂ １ マ ウ ス に お け る 早 期 正 中 線 縫 合 閉 鎖 の 領 域 （ 矢 印 、 左 ） に 留
意 し た い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 図 ６ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 の 、 石 灰 化 お よ び 骨 マ ー カ ー 発 現 に 対 す る 影 響 を 示 し て
い る 。 （ 図 ６ Ａ ） von Kossa 染 色 で 染 色 さ れ た 、 ２ ０ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 の Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を
感 染 さ せ た Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ 培 養 物 。 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 培 養 物 に は 、 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ を 感 染 さ せ
た 。 実 験 は 、 ３ 回 行 わ れ た 。 石 灰 化 し た 小 結 節 は 、 黒 色 に 染 色 さ れ て い る 。 （ 図 ６ Ｂ ） 石
灰 化 し た 領 域 の 定 量 化 お よ び 統 計 解 析 。 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 培 養 物 は 、 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ
ｌ コ ン ト ロ ー ル よ り も 有 意 に よ り 大 き な 石 灰 化 を 実 証 し た 。 （ 図 ６ Ｃ ） ア ス コ ル ビ ン 酸 な
し で 育 成 さ れ た Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 。 代 表 的 な 微 小 結 節 の 外 観 が 、 示 さ
れ て い る 。 右 の パ ネ ル は 、 微 小 結 節 の ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 を 表 し て い る 。 （
図 ６ Ｄ ～ Ｆ ） そ れ ぞ れ 、 感 染 後 ６ 、 ９ 、 お よ び １ ２ 日 目 の Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細
胞 の マ イ ク ロ ア レ イ 。 遺 伝 子 発 現 強 度 は 、 標 準 化 さ れ た ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 （ Ｈ Ｋ Ｇ
） を 用 い て 基 準 化 さ れ て い る 。 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度
は 、 ｙ 軸 上 に 表 さ れ て い る 。 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ 感 染 細 胞 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 は
、 ｘ 軸 上 に 表 さ れ て い る 。 Ｈ Ｋ Ｇ ｓ 　 ｒ ２ は 、 こ れ ら 二 つ の 試 料 間 の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺
伝 子 の 相 関 関 係 （ 塗 り つ ぶ さ れ た 四 角 形 ） を 表 し て い る 。 Ｅ Ｃ Ｍ ｓ 　 ｒ ２ は 、 こ れ ら 二 つ
の 試 料 間 の 候 補 遺 伝 子 発 現 の 相 関 関 係 （ 白 抜 き の 四 角 形 ） を 表 し て い る 。 各 ダ イ ヤ グ ラ ム
の 左 上 隅 に 、 マ イ ク ロ ア レ イ 読 取 り の 写 真 が 添 付 さ れ て い る 。 ２ 倍 ま た は そ れ 以 上 の ア ッ
プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 赤 色 で 表 さ れ て お り 、 一 方 、 ２ 倍 ま た は そ れ 以 上 の ダ ウ ン レ ギ ュ
レ ー シ ョ ン は 、 緑 色 で 表 さ れ て い る 。 （ ｇ ） Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 後 に 、 ２ 倍 高 い 、 あ る
い は 、 ２ 倍 低 い 発 現 の 差 を 有 す る 遺 伝 子 を 要 約 し た 表 。 比 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ／ β － Ｇ ａ ｌ
と し て 計 算 さ れ て い る 。 Ｃ ｏ ｌ は コ ラ ー ゲ ン 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 ７ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 、 ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 発 現 お
よ び 骨 マ ー カ ー 発 現 に 対 す る 影 響 を 示 し て い る 。 （ 図 ７ Ａ ） ２ ０ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 の Ａ ｄ Ａ ｎ
ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ま た は Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ コ ン ト ロ ー ル を 感 染 さ せ た ラ ッ ト Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ に お
け る 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 発 現 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 約 ６ ０ ％ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
シ ョ ン が 、 観 察 さ れ る 。 （ 図 ７ Ｂ ） Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ の ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 （ 赤 色 ）
。 Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 は 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞
よ り も 、 有 意 に よ り 少 な い 染 色 を 有 し て い る 。 （ 図 ７ Ｃ ） 感 染 後 ３ 、 ６ 、 ９ 、 お よ び １ ２
日 目 の Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ の ノ ー ザ ン 分 析 。 Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 は 、 有 意 に よ り 少 な
い オ ス テ オ カ ル シ ン お よ び オ ス テ オ ポ ン チ ン 発 現 を 有 し て い る 。 （ 図 ７ Ｄ ） PhosphorImag
er に よ っ て 測 定 さ れ 、 か つ 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に よ っ て 基 準 化 さ れ た 、 オ ス テ オ カ ル シ ン （ Ｏ
Ｃ ） お よ び オ ス テ オ ポ ン チ ン （ Ｏ Ｐ ） の 発 現 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 ８ は 、 早 期 縫 合 閉 鎖 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 機 能 の 仮 説 モ デ ル を 示 し て い る 。 破 線 は 、
潜 在 的 な 調 整 を 表 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 産 物 は 、 組 織 （ 例 え ば 、 骨 ） の 石 灰 化 を 増 進 す る と い う
発 見 を 提 供 し 、 か つ 、 そ の 発 見 に 係 る 。 特 定 の 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と な し に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ －
１ 蛋 白 質 は 、 Ｔ Ｇ Ｆ β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 そ の
機 能 を 実 行 し 得 る と 考 え ら れ て い る 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 で 述 べ る よ う に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ が 組 織 の 石 灰 化 を 仲 介 す る こ と を 認 識 し た こ と
か ら 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 骨 の
石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 求 め る 場 合 に 、 簡 便 な 標 的 を 提 供 す る と い え る 。 従 っ て 、 Ｎ Ｅ
Ｌ Ｌ － １ 発 現 及 び ／ 又 は 蛋 白 質 活 性 及 び ／ 又 は 蛋 白 質 － 蛋 白 質 相 互 作 用 を 阻 害 す る 作 用 剤
は 、 骨 の 石 灰 化 を 低 下 さ せ る こ と に な る 。 逆 に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 及 び ／ 又 は 蛋 白 質 活 性
及 び ／ 又 は 蛋 白 質 － 蛋 白 質 相 互 作 用 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 作 用 剤 は 、 骨 の 石 灰 化
を 増 進 さ せ る と 予 想 さ れ る 。 そ の よ う な Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 骨 粗 鬆 症 の 治 療
、 骨 折 治 癒 、 骨 形 成 不 全 症 の 治 療 、 骨 の 再 構 築 な ど を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 多
種 多 様 な 状 況 に お い て 、 有 用 で あ る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 を 調 整 す る （ 例 え ば 、 ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 、 あ る い は 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る ） 作 用 剤 を 同 定 す る 方 法 を
提 供 す る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 、 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ １ － １ 核 酸 を 含 む 細
胞 、 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 を 含 む 細 胞 を 含 む 組 織 ま た は 生 物 に 接 触 す る 工 程 、 並 び
に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 転 写 物 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 の レ ベ ル の
変 化 を 検 出 す る 工 程 を 含 ん で い る 。 一 実 施 形 態 で は 、 そ の よ う な 検 定 の た め の 候 補 試 験 作
用 剤 は 、 結 合 検 定 「 プ レ ス ク リ ー ン 」 に お い て 同 定 さ れ る 。 そ の よ う な 結 合 検 定 は 、 Ｎ Ｅ
Ｌ Ｌ － １ 核 酸 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 に つ い て 、 試 験 作 用
剤 を プ レ ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 を 含 ん で い る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン す る 、 こ れ ら 検 定 に よ っ て 同 定 さ れ る 作 用 剤 は 、 骨 粗 鬆 症 お よ び 骨 折 の 治 療 に お い て
有 用 で あ る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら に 、 骨 形 態 形 成 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Ｂ Ｍ Ｐ － １ ～ Ｂ Ｍ Ｐ － ２ ４ ） の 使 用 に 類 似 し た や
り 方 で 、 自 然 治 癒 が 限 ら れ て い る 、 あ る い は 、 存 在 し な い 状 況 下 で 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ
プ チ ド を 用 い て 、 骨 折 の 修 復 を 早 め る 、 あ る い は 、 骨 の 修 復 ま た は 置 換 を 誘 発 す る こ と が
で き る 。 一 般 に 、 そ の よ う な 方 法 は 、 骨 の 骨 折 部 位 の 、 あ る い は 、 そ の 近 く の 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ 遺 伝 子 産 物 の 量 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 ん で い る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 産 物 の 濃 度 は 、
い く つ か の 方 法 の う ち の 一 つ ま た は そ れ 以 上 に よ っ て 、 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 一 つ の
手 法 で は 、 骨 折 部 位 の 、 あ る い は 、 そ の 近 く の 、 細 胞 が 、 高 レ ベ ル の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 発 現
す る よ う 誘 発 さ れ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 に よ っ
て 、 あ る い は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ プ ロ モ ー タ ー を 改 変 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ を 発 現 す る 作 成 物 を 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と に よ っ て 、 実 現 さ れ る 。 こ れ は 、 イ ン ビ
ボ で 実 現 し て よ く 、 あ る い は 、 別 の 実 施 形 態 で は 、 そ の よ う な 細 胞 を 、 生 体 外 で Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ を 過 剰 発 現 す る よ う 修 飾 し 、 次 い で 、 対 象 生 物 に （ 例 え ば 、 骨 折 部 位 に 、 あ る い は 、
そ の 近 く に ） 再 び 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 発 現 し て い る 、 あ る い は 、 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 を 、 骨 移 植 片 材 料 に 組
み 込 む こ と が で き 、 か つ （ ま た は ） 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド を 、 そ の よ う な 骨 移 植 片
材 料 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 こ れ ら 移 植 片 材 料 は 、 骨 折 の 治 療 に 、 あ る い は 、 補 綴 ま た
は 骨 移 植 片 の 置 換 ／ 治 癒 を 促 進 す る 目 的 に 、 使 用 さ れ 得 る 。
Ｉ ． Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 を 調 整 す る 作 用 剤 の た め の 検 定
　 上 に 示 し た よ う に 、 本 発 明 の 一 態 様 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ が 、 骨 の 石 灰 化 を 仲 介 し 、 そ れ に
よ っ て 、 骨 の 石 灰 化 を 調 整 す る 新 規 な 作 用 剤 の た め の 良 好 な 標 的 を 提 供 す る 、 と い う 発 見
を 前 提 と し て い る 。 従 っ て 、 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 を 制 御 し 、 そ
れ に よ っ て 骨 の 石 灰 化 を 調 整 す る 作 用 剤 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法
は 、 問 題 の 該 作 用 剤 の 存 在 下 に お け る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 ま た は 該 遺 伝 子 産 物 （ 例 え ば 、
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 ） の 発 現 レ ベ ル 及 び ／ 又 は 活 性 レ ベ ル を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 試 験 作
用 剤 が 存 在 し な い 、 あ る い は 低 減 さ れ た 濃 度 で あ る 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て
、 該 作 用 剤 の 存 在 下 に お い て Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 レ ベ ル が 上 昇 し て い る こ
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と は 、 該 作 用 剤 が Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 活 性 ま た は 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と を 示 す
。 逆 に 、 試 験 作 用 剤 が 、 存 在 し な い 、 あ る い は 低 減 さ れ た 濃 度 で あ る 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル と 比 較 し て 、 該 作 用 剤 の 存 在 下 に お い て Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 レ ベ ル
が 低 下 し て い る こ と は 、 該 作 用 剤 が Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 活 性 ま た は 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル は 、 遺 伝 子 産 物 の 転 写 （ す な わ ち 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 ） の 変 化 、 遺 伝
子 産 物 の 翻 訳 （ す な わ ち 、 蛋 白 質 の 翻 訳 ） の 変 化 に よ っ て 、 及 び ／ 又 は 、 翻 訳 後 の 修 飾 （
例 え ば 、 蛋 白 質 の 折 り た た み 、 グ リ コ シ ル 化 な ど ） に よ っ て 、 改 変 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 本
発 明 に お け る 検 定 の 好 適 例 は 、 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ あ る い は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 か ら
誘 導 さ れ た 他 の 核 酸 ） の レ ベ ル 、 翻 訳 さ れ た 蛋 白 質 の レ ベ ル 、 翻 訳 さ れ た 蛋 白 質 の 活 性 な
ど を 検 定 す る 工 程 を 含 ん で い る 。 そ の よ う な 手 法 の 例 を 、 以 下 に 記 述 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 Ａ ） 核 酸 ベ ー ス の 検 定
　 　 １ ） 標 的 分 子
　 発 現 レ ベ ル の 変 化 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び ／ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ た 核 酸 （ 例 え ば 、 逆
転 写 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ な ど ） の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 検 出 さ れ 得 る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １
発 現 レ ベ ル を 測 定 す る た め に は 、 そ の よ う な 分 析 の た め の 核 酸 試 料 を 提 供 す る こ と が 望 ま
し い 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 該 核 酸 は 、 生 体 試 料 中 よ り 見 い 出 さ れ る か 、 又 は 生 体 試 料 か
ら 誘 導 さ れ る 。 本 文 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 生 体 試 料 」 は 、 生 物 か ら 、 あ る い は 、 生 物 の 構
成 要 素 （ 例 え ば 、 細 胞 ） か ら 、 得 ら れ た 試 料 を 指 す 。 該 試 料 は 、 い か な る 生 体 組 織 ま た は
液 体 の も の で あ っ て も よ い 。 生 体 試 料 と し て は ま た 、 器 官 、 あ る い は 、 組 織 学 的 な 目 的 の
た め に 採 取 さ れ た 凍 結 切 片 な ど 、 組 織 の 切 片 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 核 酸 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 誘 導 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ 核 酸 ） は 、 あ る 種 の 好 適 な 実 施 形 態 で
は 、 当 業 者 に は 周 知 の い く つ か の 方 法 の う ち の い ず れ か に よ っ て 、 試 料 か ら 単 離 さ れ る 。
ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 す る 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 核 酸 の 単 離 お よ び 精 製 の 方
法 は 、 Tijssen ed., (1993) Chapter 3 of Laboratory Techniques in Biochemistry and
 Molecular Biology: Hybridization With Nucleic Acid Probes, Part 1. Theory and N
ucleic Acid Preparation, Elsevier, N.Y. and Tijssen ed. に 詳 細 に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 例 え ば 、 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 法
を 用 い て 、 与 え ら れ た 試 料 か ら 「 全 」 核 酸 が 単 離 さ れ 、 か つ 、 オ リ ゴ ｄ Ｔ カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 あ る い は 、 （ ｄ Ｔ ） ｎ 磁 気 ビ ー ズ を 用 い て 、 ポ リ Ａ ＋ ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 単
離 さ れ る （ 例 え ば 、 Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2nd e
d.), Vols. 1－ 3, Cold Spring Harbor Laboratory, (1989)、 ま た は  Current Protocols
 in Molecular Biology, F. Ausubel et al., ed. Greene Publishing and Wiley-Inters
cience, New York (1987) を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 発 現 レ ベ ル の 検 定 は 、 ま ず 核 酸 試 料 を 増 幅 し て か ら 行 う こ と が 望 ま し い 場 合 が 多 い 。 核
酸 を 増 幅 す る 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 該 方 法 と し て は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （
Ｐ Ｃ Ｒ 、 例 え ば 、 Innis, et al., (1990) PCR Protocols. A guide to Methods and Appl
ication. Academic Press, Inc. San Diego を 参 照 ） 、 リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） （ Wu
 and Wallace (1989) Genomics 4: 560, Landegren et al. (1988) Science 241: 1077, 
and Barringer et al. (1990) Gene 89: 117 を 参 照 ） 、 転 写 増 幅 （ Kwoh et al. (1989) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173） 、 自 己 維 持 配 列 複 製 （ Guatelli et al. (1990) 
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 87: 1874） 、 ド ッ ト Ｐ Ｃ Ｒ 、 お よ び リ ン カ ー ア ダ プ タ ー Ｐ Ｃ
Ｒ な ど が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 特 に 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 試 料 中 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 転 写 レ ベ ル を （ お よ び 、 そ れ に よ
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り 発 現 を ） 数 量 化 す る こ と が 望 ま し い 場 合 に お い て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 濃
度 、 あ る い は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 か ら 誘 導 さ れ た 核 酸 の 濃 度 が 、 該 核 酸 試 料
の 遺 伝 子 の 転 写 レ ベ ル （ 従 っ て 、 発 現 レ ベ ル ） に 比 例 す る も の で あ る 。 同 様 に 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 信 号 強 度 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 核 酸 の 量 に 比 例 す る こ と が 望 ま し い 。
比 例 性 は 、 比 較 的 厳 密 で あ る （ 例 え ば 、 転 写 速 度 の 倍 加 は 、 試 料 核 酸 プ ー ル 内 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ
転 写 物 の 倍 加 、 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 信 号 の 倍 加 を も た ら す ） こ と が 望 ま し い が
、 当 業 者 な ら 、 こ の 比 例 性 は よ り 緩 い も の で あ っ て よ く 、 ま た 、 非 線 形 で あ っ て も よ い こ
と を 、 理 解 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 例 え ば 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 濃 度 の ５ 倍 の 差 が 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 の ３ ～ ６ 倍 の 差 を も た ら す 検 定 は 、 ほ と ん ど の 目 的 に と っ て 十 分 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 よ り 精 確 な 数 量 化 が 必 要 で あ る 場 合 は 、 本 文 書 で 述 べ る よ う に 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル を
実 行 し て 、 試 料 の 調 製 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 導 入 さ れ る 変 動 を 補 正 し て
よ い 。 さ ら に 、 「 標 準 の 」 標 的 核 酸 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） の 系 列 希 釈 を 用 い て 、 当 業 者 に
は 周 知 の 方 法 に 従 っ て 、 較 正 曲 線 を 作 成 し て よ い 。 当 然 、 転 写 物 の 存 在 ま た は 不 在 、 あ る
い は 、 核 酸 濃 度 の 変 化 の 大 き な 差 の 単 純 な 検 出 が 望 ま し い 場 合 は 、 精 巧 な コ ン ト ロ ー ル ま
た は 較 正 は 必 要 で は な い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 最 も 単 純 な 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 含 む 核 酸 試 料 は 、 生 体 試 料 か ら 、 単 離 さ れ 、
か つ （ あ る い は 、 さ も な け れ ば ） 、 誘 導 さ れ た 全 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 全 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 核 酸
は 、 上 に 示 し た よ う に 、 当 業 者 に は 周 知 の い く つ か の 方 法 の う ち の い ず れ か に よ っ て 、 試
料 か ら 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 　 ２ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ベ ー ス の 検 定
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 既 知 の 配 列 （ 例 え ば 、 （ 配 列 番 号 ： １ ） を 参 照 ） を 用 い て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ －
１ 転 写 物 を 検 出 す る 、 か つ （ ま た は ） 、 数 量 化 す る 工 程 は 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
技 法 （ 例 え ば 、 上 記  Sambrook et al. を 参 照 ） を 用 い て 日 常 的 に 実 現 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ で 逆 転 写 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 、 不 在 、 ま た は 数 量 を 評 価 す る た
め の 一 つ の 方 法 は 、 「 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 」 を 含 ん で い る 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト で は 、 一 般 に 、 電
気 泳 動 ゲ ル 上 で 、 断 片 化 さ れ 、 か つ 、 分 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 逆 転 写 さ れ た Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） を 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ に 対 し て 特 異 的 な プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 Ｎ
Ｅ Ｌ Ｌ － １ プ ロ ー ブ か ら の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 信 号 の 強 度 と 、 「 コ ン ト ロ ー ル 」 プ ロ
ー ブ （ 例 え ば 、 「 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 」 に 対 す る プ ロ ー ブ ） と の 比 較 は 、 標 的 核 酸 の
相 対 的 な 発 現 レ ベ ル の 推 定 値 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 別 法 と し て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト で 直 接 的 に 数 量 化 す る こ と
が で き る 。 簡 潔 に 言 え ば 、 例 え ば 、 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ ム － フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 法
を 用 い て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 与 え ら れ た 細 胞 試 料 か ら 単 離 す る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 次 い で 、 電 気 泳
動 し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 を 分 離 し 、 か つ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に
写 し 取 る 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト の 場 合 と 同 様 、 標 識 化 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 標 的 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　
ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 同 定 し 、 か つ （ ま た は ） 、 数 量 化 す る 。 適 切 な コ ン ト ロ ー ル （ 例 え ば 、 ハ ウ ス
キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 に 対 す る プ ロ ー ブ ） は 、 相 対 的 な 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る た め の 基 準 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る た め の 別 の 手 段 は 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン で あ る 。 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 検 定 は 、 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Angerer (1987
) Meth. Enzymol 152: 649） 。 一 般 に 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 以 下 の 主 要
な ス テ ッ プ を 含 ん で い る ： （ １ ） 分 析 す べ き 組 織 ま た は 生 物 学 的 構 造 物 の 固 定 ； （ ２ ） 標
的 Ｄ Ｎ Ａ の 到 達 性 を 増 大 さ せ る た め の 、 か つ 、 非 特 異 的 結 合 を 低 減 さ せ る た め の 、 生 物 学
的 構 造 物 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 置 ； （ ３ ） 核 酸 混 合 物 の 、 生 物 学 的 構 造 物 ま た
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は 組 織 内 核 酸 に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ； （ ４ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て
結 合 さ れ な い 核 酸 断 片 を 除 去 す る た め の 、 ポ ス ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 洗 浄 ； お よ び （
５ ） ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 核 酸 断 片 の 検 出 。 こ れ ら ス テ ッ プ の そ れ ぞ れ に お い て 用 い ら れ
る 試 薬 、 お よ び 使 用 条 件 は 、 特 定 の ア プ リ ケ ー シ ョ ン に よ っ て 異 な る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 い く つ か の ア プ リ ケ ー シ ョ ン で は 、 反 復 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 能 力 を ブ ロ ッ ク
す る こ と が 必 要 で あ る 。 従 っ て 、 い く つ か の 実 施 形 態 で は 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
、 ま た は Ｃ ｏ ｔ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 、 非 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を ブ ロ ッ ク す る
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 　 ３ ） 増 幅 ベ ー ス の 検 定
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 （ 転 写 ） レ ベ ル を 測 定 す る の に 、 増 幅 ベ ー ス の 検
定 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 増 幅 ベ ー ス の 検 定 で は 、 標 的 核 酸 配 列 （ す な わ ち 、
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ） は 、 増 幅 反 応 （ 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） ま た は 逆 転 写 Ｐ
Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） ） に お い て 、 鋳 型 と し て 作 用 す る 。 定 量 的 増 幅 で は 、 増 幅 産 物 の 量
は 、 元 の 試 料 中 の 鋳 型 （ 例 え ば 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） の 量 に 比 例 す る こ と に な る 。
適 切 な （ 例 え ば 、 試 験 作 用 剤 に 曝 露 さ れ て い な い 健 康 な 組 織 ま た は 細 胞 ） コ ン ト ロ ー ル と
の 比 較 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 転 写 物 レ ベ ル の 目 安 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 定 量 的 」 増 幅 の 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 同 じ プ ラ
イ マ ー を 用 い て 、 既 知 の 数 量 の コ ン ト ロ ー ル 配 列 を 同 時 に 共 増 幅 す る 工 程 を 含 ん で い る 。
こ れ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 較 正 に 使 用 可 能 な 内 部 標 準 を 提 供 す る 。 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 詳 細 な プ ロ
ト コ ル は 、 Innis et al. (1990) PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications
, Academic Press, Inc. N.Y. に 提 供 さ れ て い る 。 あ る 手 法 に は 、 例 え ば 、 標 的 の 増 幅 に
用 い ら れ る の と 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 既 知 の 数 量 の コ ン ト ロ ー ル 配 列 を 同 時 に 共 増 幅
す る 工 程 が 含 ま れ る 。 こ れ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 較 正 に 使 用 可 能 な 内 部 標 準 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 好 適 な 内 部 標 準 の 一 つ と し て 合 成 Ａ Ｗ １ ０ ６ 　 ｃ Ｒ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 Ａ Ｗ １ ０ ６ 　 ｃ
Ｒ Ｎ Ａ は 、 当 業 者 に は 既 知 の 標 準 的 技 法 に よ っ て 試 料 か ら 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ と 、 組 み 合 わ
さ れ る 。 Ｒ Ｎ Ａ は 、 次 い で 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 逆 転 写 さ れ て 、 コ ピ ー Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る
。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 次 い で 、 標 識 化 プ ラ イ マ ー を 用 い て （ 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て ） 増 幅
さ れ る 。 増 幅 産 物 が 、 一 般 に 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 さ れ 、 か つ 標 識 化 核 酸 の 量 （ 増 幅 さ れ
た 産 物 の 量 に 比 例 す る ） が 測 定 さ れ る 。 次 い で 、 既 知 の Ａ Ｗ １ ０ ６ 　 Ｒ Ｎ Ａ 標 準 に よ っ て
生 成 さ れ た 信 号 と の 比 較 に よ っ て 、 試 料 中 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 が 計 算 さ れ る 。 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の
詳 細 な プ ロ ト コ ル は 、 PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, Innis et
 al. (1990) Academic Press, Inc. N.Y. に 提 供 さ れ て い る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 既 知 の 核 酸
配 列 は 、 当 業 者 が 、 遺 伝 子 の 任 意 の 部 分 を 増 幅 す る た め の プ ラ イ マ ー を 、 日 常 的 に 選 択 す
る こ と を 十 分 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 　 ４ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 最 適 化
　 　 　 ａ ） ア レ イ ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ア レ イ ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ
ト で 利 用 さ れ 得 る 。 ア レ イ は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 表 面 （ 例 え ば 、 固 体 、 メ ン ブ レ ン 、
ま た は ゲ ル ） に 付 着 さ せ た 多 数 の 異 な る 「 プ ロ ー ブ 」 ま た は 「 標 的 」 核 酸 （ ま た は 他 の 化
合 物 ） で あ る 。 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 こ の 多 数 の 核 酸 （ ま た は 他 の 部 分 ） を 、 単 一 の 連
続 し た 表 面 に 、 あ る い は 、 互 い に 並 列 し た 多 数 の 表 面 に 、 付 着 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ア レ イ フ ォ ー マ ッ ト で は 、 多 数 の 異 な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 が 、 本 質 的 に 「 並
行 し て 」 実 行 さ れ 得 る 。 こ れ は 、 単 一 の 「 実 験 」 に お け る 、 い く つ か の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 高 速 な （ 本 質 的 に は 同 時 の ） 評 価 を 提 供 す る 。 ア レ イ ベ ー ス の フ ォ ー マ ッ ト で ハ
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イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 実 行 す る 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Pastinen
 (1997) Genome Res. 7: 606－ 614; Jackson (1996) Nature Biotechnology 14:1685; Ch
ee (1995) Science 274: 610; WO 96/17958, Pinkel et al. (1998) Nature Genetics 20
: 207－ 211 を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ア レ イ （ 特 に 、 核 酸 ア レ イ ） は 、 当 業 者 に は 周 知 の 多 種 多 様 な 方 法 に 従 っ て 生 成 さ れ 得
る 。 例 え ば 、 単 純 な 一 実 施 形 態 で は 、 固 体 の 支 持 体 （ 例 え ば 、 ガ ラ ス 表 面 、 メ ン ブ レ ン な
ど ） の 上 の 異 な る 場 所 の 異 な る 核 酸 を 、 （ 例 え ば 、 ピ ペ ッ ト を 用 い て 手 作 業 で ） ス ポ ッ テ
ィ ン グ す る こ と に よ っ て 、 「 低 密 度 」 ア レ イ を 簡 単 に 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 簡 単 な ス ポ ッ テ ィ ン グ 法 は 、 高 密 度 の ス ポ ッ テ ィ ン グ さ れ た ア レ イ を 生 成 す る よ う
自 動 化 さ れ て い る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ０ ７ ， ５ ２ ２ 号 を 参 照 ） 。 こ の 特 許 は 、 マ
イ ク ロ キ ャ ピ ラ リ ー を 表 面 に 対 し て 軽 く た た い て 少 量 の 生 体 試 料 を 沈 着 さ せ る 、 自 動 化 シ
ス テ ム の 使 用 を 記 述 し て い る 。 こ の プ ロ セ ス を 繰 り 返 し て 高 密 度 ア レ イ を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ア レ イ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 技 術 を 用 い て 生 成 す る こ と も で き る 。 従 っ て 、 例 え
ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， １ ４ ３ ， ８ ５ ４ 号 お よ び Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 公 開 第 Ｗ Ｏ 　 ９ ０ ／ １ ５ ０ ７ ０ 号
お よ び 第 ９ ２ ／ １ ０ ０ ９ ２ 号 は 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ の 光 誘 導 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル 合 成 の 使 用 を 教 示 し て い る 。 高 密 度 ア レ イ の 合 成 は 、 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ４ ４ ， ３ ０ ５
号 、 第 ５ ， ８ ０ ０ ， ９ ９ ２ 号 お よ び 第 ５ ， ４ ４ ５ ， ９ ３ ４ 号 に も 記 述 さ れ て い る 。
ｂ ） 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト
　 上 に 示 し た よ う に 、 各 種 の 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン フ ォ ー マ ッ ト が 、 当 業 者 に は 既
知 で あ る 。 例 え ば 、 一 般 的 な フ ォ ー マ ッ ト と し て は 、 サ ン ド イ ッ チ 検 定 、 お よ び 競 合 的 ま
た は 置 換 検 定 が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 検 定 フ ォ ー マ ッ ト は 、 一 般 に 、 Hames and Higgin
s (1985) Nucleic Acid Hybridization, A Practical Approach, IRL Press; Gall and P
ardue (1969) Proc. Nail. Acad. Sci. USA 63: 378－ 383； お よ び  John et al. (1969) 
Nature 223: 582－ 587 に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 検 定 は 、 核 酸 配 列 を 検 出 す る 、 あ る い は 、 単 離 す る た め の 、 商 用 的 に 有 用
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 検 定 で あ る 。 そ の よ う な 検 定 は 、 固 体 の 支 持 体 に 共 有 結 合 で 固
定 化 さ れ た 「 捕 捉 」 核 酸 、 お よ び 溶 液 状 の 標 識 化 「 信 号 」 核 酸 を 利 用 す る 。 試 料 は 、 標 的
核 酸 を 提 供 す る こ と に な る 。 「 捕 捉 」 核 酸 お よ び 「 信 号 」 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 標 的 核 酸 と ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る 。 最 も 効
果 的 で あ る た め に は 、 信 号 核 酸 は 、 捕 捉 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す べ き で な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 一 般 に 、 標 識 化 信 号 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る の に 用 い ら れ る 。 相 補
的 核 酸 ま た は 信 号 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る の に
一 般 に 用 い ら れ る 、 い く つ か の 方 法 の う ち の い ず れ か 一 つ に よ っ て 、 標 識 化 さ れ 得 る 。 最
も 一 般 的 な 検 出 方 法 は 、 3 Ｈ 、 1 2 5 Ｉ 、 3 5 Ｓ 、 1 4 Ｃ 、 ま た は 3 2 Ｐ 標 識 化 プ ロ ー ブ な ど に よ る
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の 使 用 で あ る 。 他 の 標 識 と し て は 、 標 識 化 抗 体 、 フ ル オ ロ フ ォ ア
、 化 学 発 光 剤 、 酵 素 、 お よ び 標 識 化 配 位 子 の 特 異 的 な 結 合 対 メ ン バ ー と し て 働 く こ と が で
き る 抗 体 に 、 結 合 す る 配 位 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 に は 、 信 号 生 成 複 合 体 を 、 標 的 お よ び プ ロ ー ブ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 核 酸 の 二 重 鎖 に 結 合 す る 工 程 が 必 要 と 思 わ れ る 。 一 般 に 、 そ の よ う
な 結 合 は 、 配 位 子 と 接 合 し た プ ロ ー ブ と 、 信 号 と 接 合 し た 抗 配 位 子 と の 間 の よ う に 、 配 位
子 と 抗 配 位 子 と の 相 互 作 用 を 通 し て 生 じ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 検 定 の 感 度 は 、 検 出 さ れ る 標 的 核 酸 を 増 倍 さ せ る 核 酸 増 幅 シ ス
テ ム の 使 用 を 通 し て 、 増 強 さ れ 得 る 。 そ の よ う な シ ス テ ム の 例 と し て は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連
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鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） シ ス テ ム お よ び リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） シ ス テ ム が 挙 げ ら れ る 。 こ
の 技 術 分 野 で 最 近 、 記 述 さ れ た 他 の 方 法 は 、 核 酸 配 列 ベ ー ス の 増 幅 （ NASBAO, Cangene, M
ississauga, Ontario） お よ び Ｑ 　 Beta Replicase シ ス テ ム で あ る 。
ｃ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 最 適 化
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 単 に 、 プ ロ ー ブ お よ び そ の 相 補 的 標 的 が 、 相 補 的 塩 基
対 合 を 通 し て 、 安 定 な ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 を 形 成 す る こ と が で き る よ う な 条 件 下 で 、 変 性
し た プ ロ ー ブ お よ び 標 的 核 酸 を 提 供 す る 工 程 を 含 ん で い る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 を 形 成 し
な い 核 酸 は 、 次 い で 、 洗 い 流 さ れ て 、 一 般 に 、 付 着 し た 検 出 可 能 な 標 識 の 検 出 を 通 し て 、
検 出 す べ き ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 核 酸 が 残 る 。 核 酸 は 、 核 酸 を 含 む 緩 衝 液 の 温 度 を 上 昇 さ
せ る こ と 、 塩 濃 度 を 低 下 さ せ る こ と 、 化 学 薬 剤 の 添 加 、 ま た は ｐ Ｈ の 上 昇 に よ り 、 変 性 さ
れ る こ と が 、 一 般 に 認 識 さ れ て い る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 （ 例 え ば 、 低 い 温 度 及 び
／ 又 は 高 い 塩 濃 度 及 び ／ 又 は 高 い 標 的 濃 度 ） の 下 で は 、 ア ニ ー リ ン グ さ れ た 配 列 が 、 完 璧
に 相 補 的 で は な い 場 合 で も 、 ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 （ 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ： Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ： Ｒ
Ｎ Ａ 、 ま た は Ｒ Ｎ Ａ ： Ｄ Ｎ Ａ ） が 形 成 さ れ る こ と に な る 。 従 っ て 、 よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 は 低 減 さ れ る 。 逆 に 、 よ り 高 い ス ト リ ン ジ
ェ ン シ ー （ 例 え ば 、 よ り 高 い 温 度 、 あ る い は 、 よ り 低 い 塩 濃 度 ） で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 成 功 に は 、 ミ ス マ ッ チ の 減 少 が 必 要 と な る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 任 意 の 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を
提 供 す る よ う 選 択 可 能 で あ る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 行 っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 保 証 し 、 次
い で 、 そ の 後 の 洗 浄 を よ り 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 行 っ て 、 ミ ス マ ッ チ し た ハ イ ブ リ ッ
ド 二 重 鎖 を 排 除 す る 。 洗 浄 は 、 所 望 の レ ベ ル の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 が 得 ら れ
る ま で 、 次 第 に 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で （ 例 え ば 、 ３ ７ ℃ ～ ７ ０ ℃ で 、 わ ず か ０ ． ２ ５
× Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ ま で ） 、 連 続 的 に 行 っ て よ い 。 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 作
用 剤 の 添 加 に よ っ て 増 大 さ せ る こ と も で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 は 、 試 験
プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 存 在 す る こ と が で き る 各 種 の コ ン ト ロ ー ル と の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 評 価 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 一 般 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 （ ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） と 信 号 強 度 と の 間 に
は 、 ト レ ー ド オ フ の 関 係 が 存 在 す る 。 従 っ て 、 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 洗 浄 は 、 一 貫 し た
結 果 を も た ら す 、 ま た 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 強 度 の 約 １ ０ ％ よ り 大 き な 信 号 強 度 を も た ら す
、 最 も 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 行 わ れ る 。 従 っ て 、 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ れ た ア レ イ を 、 連 続 的 に 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 溶 液 で 洗 浄 し 、 か つ 、 各 洗 浄 間
に 読 み 取 る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 生 成 さ れ た デ ー タ セ ッ ト の 分 析 に よ り 、 そ れ よ
り 上 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン が 、 認 め う る ほ ど に は 改 変 さ れ ず 、 か つ 、 関
心 の あ る 特 定 の プ ロ ー ブ に 、 適 切 な 信 号 を も た ら す 、 洗 浄 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー が 、 明 ら
か に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 に ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 （ 例 え ば 、 ｔ Ｒ
Ｎ Ａ 、 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ ｏ ｔ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ な ど ） を 使 用 し て 、 非 特 異 的 結 合 を 低 減 す る こ と
に よ り 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 信 号 を 低 減 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お け る ブ ロ ッ キ ン
グ 試 薬 の 使 用 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 上 記  P. Tijssen の  Chapter 8 を 参
照 ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 最 適 化 す る 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Ti
jssen (1993) Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Vol. 2
4: Hybridization With Nucleic Acid Probes, Elsevier, N.Y. を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 至 適 な 条 件 は 、 基 板 の 種 類 、 蛍 光 色 素 、 励 起 バ ン ド お よ び 放 出 バ ン ド 、 ス ポ ッ ト の 大 き
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さ な ど の 異 な る 組 合 せ に 対 す る 、 標 識 （ 例 え ば 、 蛍 光 ） 検 出 の 感 度 の 関 数 で も あ る 。 蛍 光
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 低 い 表 面 を 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Chu (1992) Electrophor
esis 13:105－ 114 を 参 照 ） 。 候 補 表 面 上 の 各 種 の 直 径 の ス ポ ッ ト （ 「 標 的 エ レ メ ン ト 」
） の 検 出 の 感 度 は 、 例 え ば 、 蛍 光 的 に 末 端 標 識 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 希 釈 系 列 を ス ポ ッ テ ィ
ン グ す る こ と に よ っ て 、 容 易 に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら ス ポ ッ ト は 、 次 い で 、 従 来
の 蛍 光 顕 微 鏡 法 を 用 い て 撮 像 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 蛍 光 色 素 と 固 体 表 面 （ 例 え ば 、
ガ ラ ス 、 溶 融 シ リ カ な ど ） と の 各 種 の 組 合 せ か ら 実 現 可 能 な 、 感 度 、 線 形 性 、 お よ び ダ イ
ナ ミ ッ ク レ ン ジ を 、 測 定 す る こ と が で き る 。 既 知 の 相 対 比 率 に お け る 蛍 光 色 素 の ペ ア の 系
列 希 釈 を 分 析 す る こ と も で き る 。 こ れ は 、 そ の 上 に プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ て い る 基 板 の 、 検
出 器 お よ び 蛍 光 に よ っ て 許 さ れ た ダ イ ナ ミ ッ ク レ ン ジ に わ た っ て 、 蛍 光 比 測 定 が 実 際 の 蛍
光 色 素 比 を 反 映 す る 精 度 を 測 定 す る 。
ｄ ） 核 酸 の 標 識 化 お よ び 検 出
　 本 文 書 で 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 レ ベ ル の 検 出 の た め に 用 い ら れ る プ ロ ー ブ は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ －
１ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 長 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 、 全 長 よ り 短 く て も よ い 。 よ り 短 い プ ロ ー
ブ は 、 特 異 性 に つ い て 実 験 的 に 試 験 さ れ る 。 好 適 な プ ロ ー ブ は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 標 的 核 酸 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ほ ど 十 分 に 長 い 。 好 適 な 大 き
さ は 、 約 ２ ０ 塩 基 か ら Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 長 さ の 範 囲 に あ り 、 よ り 望 ま し く は 、 約
３ ０ 塩 基 か ら Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 長 さ で あ り 、 最 も 望 ま し く は 、 約 ４ ０ 塩 基 か ら Ｎ
Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 プ ロ ー ブ は 、 一 般 に 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 化 さ れ る 。 本 発 明 で の 使 用 に 適 し た 検 出 可
能 な 標 識 と し て は 、 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 化 学 的 、 免 疫 化 学 的 、 電 気 的 、 光 学 的 ま た は
化 学 的 手 段 に よ っ て 検 出 可 能 な 、 任 意 の 組 成 物 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に お け る 有 用 な 標 識
と し て は 、 標 識 化 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 接 合 体 に よ る 染 色 の た め の ビ オ チ ン 、 磁 気 ビ ー ズ （
例 え ば 、 Dynabeads T M ） 、 蛍 光 染 料 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ロ ー ダ
ミ ン 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 、 （ Molecular Probes, Eugene, Or
egon, USA を 参 照 ） 、 放 射 性 標 識 （ 例 え ば 、 3 Ｈ 、 1 2 5 Ｉ 、 3 5 Ｓ 、 1 4 Ｃ 、 ま た は 3 2 Ｐ ） 、 酵
素 （ 例 え ば 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 一 般 に 用 い ら れ る そ の 他 の 酵 素 ） 、 お よ び コ ロ イ ド 金 （ 例 え ば 、 直 径 の 大 き さ
４ ０ ～ ８ ０ ｎ ｍ の 範 囲 の 金 粒 子 は 、 高 効 率 で 緑 色 の 光 を 散 乱 す る ） ま た は 着 色 さ れ た ガ ラ
ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク （ 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス な ど ） の ビ
ー ズ な ど の 比 色 定 量 標 識 が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 標 識 の 使 用 を 教 示 し て い る 特 許 と し て
は 、 米 国 特 許 第 ３ ， ８ １ ７ ， ８ ３ ７ 号 ； 第 ３ ， ８ ５ ０ ， ７ ５ ２ 号 ； 第 ３ ， ９ ３ ９ ， ３ ５ ０
号 ； 第 ３ ， ９ ９ ６ ， ３ ４ ５ 号 ； 第 ４ ， ２ ７ ７ ， ４ ３ ７ 号 ； 第 ４ ， ２ ７ ５ ， １ ４ ９ 号 ； お よ
び 第 ４ ， ３ ６ ６ ， ２ ４ １ 号 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 蛍 光 標 識 は 、 低 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で 非 常 に 強 力 な 信 号 を 提 供 す る た め 、 好 適 で あ る 。
そ れ は 、 ま た 、 高 速 な ス キ ャ ニ ン グ 手 順 を 通 し て 、 高 い 分 解 能 お よ び 感 度 で 、 光 学 的 に 検
出 可 能 で あ る 。 核 酸 試 料 は 、 全 て 、 単 一 の 標 識 （ 例 え ば 、 単 一 の 蛍 光 標 識 ） で 標 識 化 さ れ
得 る 。 別 法 と し て 、 別 の 実 施 形 態 で は 、 各 核 酸 試 料 が 異 な る 標 識 を 有 す る 場 合 に 、 異 な る
核 酸 試 料 を 、 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 一 つ の 標 的 は 、 緑 色 の 蛍
光 標 識 を 有 す る こ と が で き 、 ま た 、 二 番 目 の 標 的 は 、 赤 色 の 蛍 光 標 識 を 有 す る こ と が で き
る 。 ス キ ャ ニ ン グ ス テ ッ プ で は 、 赤 色 の 標 識 の 結 合 部 位 が 、 緑 色 の 蛍 光 標 識 を 結 合 し て い
る 部 位 か ら 識 別 さ れ る こ と に な る 。 各 核 酸 試 料 （ 標 的 核 酸 ） は 、 互 い に 独 立 し て 分 析 さ れ
得 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 利 用 す る こ と が で き る 適 当 な 色 原 体 と し て は 、 あ る 色 が 観 察 さ れ 得 る よ う 特 有 の 波 長 帯
の 光 を 吸 収 す る 、 あ る い は 、 別 法 と し て 、 特 定 の 波 長 ま た は 波 長 帯 の 放 射 線 を 照 射 さ れ る
と 光 を 放 出 す る 、 分 子 お よ び 化 合 物 （ 例 え ば 、 蛍 光 料 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

10

20

30

40

50

(22) JP 2006-512292 A 2006.4.13



　 望 ま し く は 、 蛍 光 標 識 は 、 約 ３ ０ ０ ｎ ｍ を 超 え る 、 望 ま し く は 、 約 ３ ５ ０ ｎ ｍ を 超 え る
、 よ り 望 ま し く は 、 約 ４ ０ ０ ｎ ｍ を 超 え る 光 を 吸 収 し 、 通 常 、 吸 収 さ れ た 光 の 波 長 よ り 約
１ ０ ｎ ｍ 高 い 波 長 よ り 大 き な 波 長 で 放 出 す べ き で あ る 。 結 合 し た 染 料 の 吸 収 お よ び 放 出 の
特 性 は 、 結 合 し て い な い 染 料 と は 異 な っ て い て よ い こ と に 注 目 し た い 。 従 っ て 、 染 料 の 各
種 の 波 長 帯 お よ び 特 性 を 指 す 場 合 、 利 用 さ れ た 染 料 を 示 す こ と を 意 図 し て お り 、 任 意 の 溶
媒 内 で 、 未 接 合 で あ り 、 か つ 、 特 性 決 定 さ れ た 染 料 を 示 す こ と は 、 意 図 し て い な い 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 蛍 光 料 は 、 光 を 蛍 光 料 に 照 射 す る こ と に よ っ て 、 複 数 の 放 出 体 を 得 る こ と が で き る た め
、 一 般 に 好 適 で あ る 。 従 っ て 、 単 一 の 標 識 が 、 複 数 の 測 定 可 能 な 事 象 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 検 出 可 能 な 信 号 は ま た 、 化 学 発 光 源 お よ び 生 物 発 光 源 に よ っ て も 提 供 さ れ 得 る 。 化 学 発
光 源 と し て は 、 化 学 反 応 に よ っ て 電 子 的 に 励 起 し 、 次 い で 、 検 出 可 能 な 信 号 と し て 働 く 、
あ る い は 、 蛍 光 ア ク セ プ タ ー に エ ネ ル ギ ー を 供 与 す る 、 光 を 放 出 す る こ と が で き る 化 合 物
が 挙 げ ら れ る 。 別 法 と し て 、 ル シ フ ェ リ ン と ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は ル シ ゲ ニ ン と を 併 用 し
て 、 生 物 発 光 を も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ス ピ ン 標 識 は 、 電 子 ス ピ ン 共 鳴 （ Ｅ Ｓ Ｒ ） 分 光 法 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 不 対 電 子 ス ピ ン
を 有 す る レ ポ ー タ ー 分 子 に よ っ て 、 も た ら さ れ る 。 代 表 的 な ス ピ ン 標 識 と し て は 、 有 機 フ
リ ー ラ ジ カ ル 、 遷 移 金 属 複 合 体 （ 特 に 、 バ ナ ジ ウ ム 、 銅 、 鉄 、 お よ び マ ン ガ ン ） な ど が 挙
げ ら れ る 。 代 表 的 な ス ピ ン 標 識 と し て は 、 窒 素 酸 化 物 フ リ ー ラ ジ カ ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 標 識 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 先 立 っ て 、 あ る い は 、 そ の 後 に 、 標 的 （ 試 料 ） 核 酸
に 付 加 す る こ と が で き る 。 い わ ゆ る 「 直 接 標 識 」 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 先 立 っ て
、 標 的 （ 試 料 ） 核 酸 に 、 直 接 的 に 、 付 着 さ せ る 、 あ る い は 、 取 り 込 ま せ る 、 検 出 可 能 な 標
識 で あ る 。 対 照 的 に 、 い わ ゆ る 「 間 接 標 識 」 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 、 ハ イ ブ リ
ッ ド 二 重 鎖 に つ な げ ら れ る 。 間 接 標 識 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 先 立 っ て 標 的 核 酸 に
付 着 さ れ た 結 合 部 分 に 、 付 着 さ れ る こ と が 多 い 。 従 っ て 、 例 え ば 、 標 的 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 前 に 、 ビ オ チ ン 化 さ れ 得 る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 、 ア ビ ジ ン と 接 合
し た フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 ビ オ チ ン を 持 つ ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 と 結 合 し て 、 簡 単 に 検 出 さ れ
る 標 識 を 提 供 す る こ と に な る 。 核 酸 を 標 識 化 し 、 か つ 、 標 識 化 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 核 酸
を 検 出 す る 方 法 の 詳 細 な レ ビ ュ ー に つ い て は 、 Laboratory Techniques in Biochemistry 
and Molecular Biology, Vol. 24: Hybridization With Nucleic Acid Probes, P. Tijss
en, ed. Elsevier, N.Y., (1993)） を 参 照 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 蛍 光 標 識 は 、 イ ン ビ ト ロ で の 転 写 反 応 中 に 、 簡 単 に 付 加 さ れ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 フ ル
オ レ セ イ ン 標 識 化 Ｕ Ｔ Ｐ お よ び Ｃ Ｔ Ｐ は 、 イ ン ビ ト ロ の 転 写 に お い て 産 生 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ に
取 り 込 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 標 識 は 、 直 接 的 に 、 あ る い は 、 リ ン カ ー 部 分 を 通 し て 、 付 着 さ せ る こ と が で き る 。 一 般
に 、 標 識 ま た は リ ン カ ー 標 識 の 付 着 の 部 位 は 、 何 ら か の 特 異 的 な 位 置 に 限 定 さ れ な い 。 例
え ば 、 標 識 は 、 検 出 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 干 渉 し な い 任 意 の 位 置 の ヌ ク レ オ シ
ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 類 縁 体 に 、 必 要 に 応 じ て 、 付 着 さ せ る こ と が で き る 。
例 え ば 、 Clontech（ Palo Alto, CA） 製 の あ る 種 の  Label－ ON Reagent は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の リ ン 酸 バ ッ ク ボ ー ン の 全 体 に わ た っ て 分 散 さ れ た 標 識 化 、 お よ び 、 ３ '末 端 お よ
び ５ '末 端 に お け る 末 端 標 識 化 を 提 供 す る 。 本 文 書 で 例 示 さ れ て い る よ う に 、 標 識 は 、 リ
ボ ー ス 環 上 の 位 置 に 付 着 さ せ る こ と が で き 、 あ る い は 、 リ ボ ー ス を 、 修 飾 す る こ と が で き
、 必 要 な ら 、 排 除 す る こ と す ら で き る 。 有 用 な 標 識 化 試 薬 の 塩 基 部 分 と し て は 、 自 然 発 生
の も の 、 あ る い は 、 そ れ ら が 供 さ れ る 目 的 に 干 渉 し な い や り 方 で 修 飾 さ れ た も の が 挙 げ ら
れ る 。 修 飾 塩 基 と し て は 、 ７ － デ ア ザ Ａ お よ び Ｇ 、 ７ － デ ア ザ － ８ － ア ザ Ａ お よ び Ｇ 、 お
よ び 、 他 の 複 素 環 式 部 分 が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
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【 ０ ０ ９ ２ 】
　 蛍 光 標 識 は 、 単 一 の 種 の 有 機 分 子 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 無 機 分 子 、 有 機 及 び ／ 又
は 無 機 分 子 の 多 分 子 の 混 合 物 、 結 晶 、 ヘ テ ロ 重 合 体 な ど を 含 ん で い る こ と が 認 識 さ れ る で
あ ろ う 。 従 っ て 、 例 え ば 、 シ リ カ シ ェ ル 内 に 封 入 さ れ た Ｃ ｄ Ｓ ｅ － Ｃ ｄ Ｓ コ ア シ ェ ル ナ ノ
結 晶 を 、 誘 導 体 化 し て 、 生 体 分 子 に 結 合 す る こ と が 容 易 に で き る （ Bruchez et al. (1998
) Science, 281: 2013－ 2016） 。 同 様 に 、 高 蛍 光 性 量 子 ド ッ ト （ 硫 化 亜 鉛 を 被 覆 し た セ レ
ン 化 カ ド ミ ウ ム ） が 、 超 高 感 度 の 生 物 学 的 検 出 で 使 用 す る た め の 生 体 分 子 に 、 共 有 結 合 で
結 合 さ れ る （ Warren and Nie (1998) Science, 281: 2016－ 2018） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 Ｂ ） ポ リ ペ プ チ ド ベ ー ス の 検 定
　 　 １ ） 検 定 フ ォ ー マ ッ ト
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 発 現 レ ベ ル の 検 出 に 加 え て 、 あ る い は 、 そ の 別 法 と し て 、 翻 訳 さ れ た
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 量 及 び ／ 又 は 活 性 を 検 出 し 、 か つ （ ま た は ） 、 数 量 化 す る こ
と に よ っ て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 発 現 に お け る 変 化 を 検 出 し 、 か つ （ ま た は ） 、 数 量 化 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 　 ２ ） 発 現 さ れ た 蛋 白 質 の 検 出
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に は 周 知 の い く つ か の 方
法 の う ち の い ず れ か に よ っ て 、 検 出 し 、 か つ 、 数 量 化 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 方 法 と し
て は 、 電 気 泳 動 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） 、 薄
層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｔ Ｌ Ｃ ） 、 高 拡 散 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 分 析 用 の 生 化 学 的 方
法 、 あ る い は 、 液 体 ま た は ゲ ル 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 法 （ 一 元 ま た は 二 重 ） 、 免 疫 電 気 泳 動
、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 免 疫 蛍 光
検 定 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど の 各 種 の 免 疫 学 的 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 電 気 泳 動 に よ る 蛋 白 質 分 離 （ 例 え ば 、 一 次 元 ま た は 二 次 元 電 気
泳 動 ） に お い て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド が 、 検 出 ／ 数 量 化 さ れ る 。 電 気 泳 動 技 法 を 用
い て 蛋 白 質 を 検 出 す る 手 段 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る （ 一 般 に 、 R. Scopes (1982) Prote
in Purification, Springer－ Verlag, N.Y.; Deutscher, (1990) Methods in Enzymology
 Vol. 182: Guide to Protein Purification, Academic Press, Inc., N.Y. を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 試 料 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 し 、 か つ 、 数 量
化 す る の に 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ 免 疫 ブ ロ ッ ト ） 分 析 が 用 い ら れ る 。 こ の 技 法 は 、 一 般
に 、 分 子 量 に 基 づ い て 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 、 試 料 蛋 白 質 を 分 離 す る 工 程 、 分 離 さ れ た
蛋 白 質 を 、 適 当 な 固 体 の 支 持 体 （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 、 ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー 、 ま
た は 誘 導 体 化 さ れ た ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー な ど ） に 移 し 取 る 工 程 、 お よ び 、 標 的 ポ リ ペ プ チ
ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 共 に 、 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 工 程 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 抗 体 は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 、 直 接 的 に 標 識 化 さ れ 得 る 、 あ る い
は 、 別 法 と し て 、 抗 体 の ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 化 抗 体 （ 例 え ば 、 標 識 化 羊 抗 マ
ウ ス 抗 体 ） を 用 い て 、 そ の 後 、 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 検 定 を 用 い て 検 出 さ れ る 。 本
文 書 で 用 い ら れ る よ う な 免 疫 検 定 と は 、 抗 体 を 利 用 し て 、 分 析 物 （ 例 え ば 、 標 的 ポ リ ペ プ
チ ド ） に 特 異 的 に 結 合 す る 検 定 で あ る 。 従 っ て 、 免 疫 検 定 は 、 他 の 物 理 的 ま た は 化 学 的 性
質 を 使 用 す る の と は 反 対 に 、 抗 体 に 対 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 異 的 結 合 を 検 出 し て
、 分 析 物 を 単 離 し 、 標 的 化 し 、 か つ 、 数 量 化 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 い く つ か の よ く 知 ら れ て い る 免 疫 学 的 結 合 検 定 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ６ ６ ， ２ ４
１ 号 ； 第 ４ ， ３ ７ ６ ， １ １ ０ 号 ； 第 ４ ， ５ １ ７ ， ２ ８ ８ 号 ； お よ び 第 ４ ， ８ ３ ７ ， １ ６ ８
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号 を 参 照 ） の う ち の い ず れ も 、 本 文 書 で 同 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 ま た は 数 量 化 に と
っ て 好 適 で あ る 。 一 般 的 な 免 疫 検 定 の レ ビ ュ ー に つ い て は 、 Asai (1993) Methods in Cel
l Biology Volume 37: Antibodies in Cell Biology, Academic Press, Inc. New York; 
Stites & Terr (1991) Basic and Clinical Immunology 7th Edition も 参 照 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 免 疫 学 的 結 合 検 定 （ ま た は 免 疫 検 定 ） は 、 一 般 に 、 「 捕 獲 作 用 剤 （ capture agent） 」
を 利 用 し て 、 分 析 物 （ Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド ） に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 、 そ れ を 固 定
化 す る こ と が 多 い 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 捕 獲 作 用 剤 は 、 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 免 疫 検 定 で は 、 標 識 化 作 用 剤 を 利 用 し て 、 捕 獲 作 用 剤 お よ び 分 析 物 に よ っ て 形 成 さ れ た
結 合 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 、 そ れ を 標 識 化 す る こ と も 多 い 。 標 識 化 作 用 剤 は 、 そ
れ 自 体 、 抗 体 ／ 分 析 物 複 合 体 を 含 む 部 分 の う ち の 一 つ で あ っ て よ い 。 従 っ て 、 標 識 化 作 用
剤 は 、 す で に 結 合 さ れ た 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 、 標 識 化 ポ リ ペ プ チ ド ま た
は 標 識 化 抗 体 で あ っ て よ い 。 別 法 と し て 、 標 識 化 作 用 剤 は 、 捕 獲 作 用 剤 ／ ポ リ ペ プ チ ド 複
合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 別 の 抗 体 な ど 、 三 番 目 の 部 分 で あ っ て よ い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ テ イ ン Ｇ な ど 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 と 特 異 的 に 結 合 す る こ
と が で き る 他 の 蛋 白 質 を 、 標 識 作 用 剤 と し て 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら 蛋 白 質 は 、 連 鎖 球 菌
の 細 胞 壁 の 通 常 の 構 成 要 素 で あ る 。 そ れ ら は 、 各 種 の 種 か ら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 と
、 強 い 非 免 疫 原 性 の 反 応 性 を 示 す （ 一 般 に 、 Kronval, et al. (1973) J. Immunol., 111:
 1401－ 1406, and Akerstrom (1985) J. Immunol., 135: 2589－ 2542 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 好 適 な 免 疫 検 定 は 、 競 合 的 ま た は 非 競 合 的 で あ る 。
非 競 合 的 免 疫 検 定 は 、 捕 獲 さ れ た 分 析 物 の 量 が 、 直 接 的 に 測 定 さ れ る 検 定 で あ る 。 好 適 な
「 サ ン ド イ ッ チ 」 検 定 の 一 つ で は 、 例 え ば 、 捕 獲 作 用 剤 （ 抗 体 ） を 、 そ れ ら が 固 定 化 さ れ
る 固 体 の 基 板 に 、 直 接 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら 固 定 化 さ れ た 抗 体 は 、 次 い で
、 試 験 試 料 内 に 存 在 す る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド を 捕 獲 す る 。 こ の よ う に し て 固 定 化 さ れ た 標 的
ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 い で 、 標 識 を 持 つ 二 番 目 の 抗 体 な ど の 標 識 化 作 用 剤 に よ っ て 結 合 さ れ
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 競 合 的 検 定 で は 、 試 料 内 に 存 在 す る 分 析 物 に よ っ て 、 捕 獲 作 用 剤 （ 抗 体 ） か ら 置 換 さ れ
た （ あ る い は 、 競 合 に よ り 除 去 さ れ た ） 、 添 加 さ れ た （ 外 来 の ） 分 析 物 の 量 を 測 定 す る こ
と に よ っ て 、 試 料 内 に 存 在 す る 分 析 物 （ Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド ） の 量 が 、 間 接 的 に 測
定 さ れ る 。 競 合 的 検 定 の 一 つ で は 、 既 知 量 の （ こ の 場 合 は ） 標 識 化 ポ リ ペ プ チ ド を 、 試 料
に 添 加 し 、 こ の 試 料 を 、 次 い で 、 捕 獲 作 用 剤 と 接 触 さ せ る 。 抗 体 に 結 合 し た 標 識 化 ポ リ ペ
プ チ ド の 量 は 、 試 料 内 に 存 在 す る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 に 反 比 例 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 特 に 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 抗 体 は 、 固 体 の 基 板 上 に 固 定 化 さ れ る 。 抗 体 に 結 合 し た 標
的 ポ リ ペ プ チ ド の 量 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ／ 抗 体 複 合 体 内 に 存 在 す る 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 量 を
測 定 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 、 別 法 と し て 、 残 り の 非 複 合 化 ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 測 定
す る こ と に よ っ て 、 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 免 疫 検 定 方 法 と し て は 、 利 用 さ れ る 特 定 の プ ロ ト コ ル に 応 じ て 、 単 独 で 、 あ る
い は 、 組 み 合 わ せ て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 、 あ る い は 、 単 鎖 抗 体 の 、 標 識 化 さ れ て い な い 、 あ る い は
、 標 識 化 （ 例 え ば 、 酵 素 で 標 識 化 さ れ た ） 誘 導 体 を 利 用 す る 、 酵 素 免 疫 検 定 （ Ｅ Ｉ Ａ ） が
挙 げ ら れ る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 が 標 識 化 さ れ な い 場 合 は 、 異 な る
検 出 可 能 な マ ー カ ー （ 例 え ば 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に 結 合 す る こ と が で き る 、 酵 素 で 標 識 化 さ れ た 抗 体 ） を 、 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｅ Ｉ Ａ
の 既 知 の 変 法 （ 例 え ば 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） ） の う ち の い ず れ を 利 用
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し て も よ い 。 上 に 示 し た よ う に 、 酵 素 検 出 シ ス テ ム を 利 用 し た 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
グ な ど の 、 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る 免 疫 検 定 技 法 も 、 本 発 明 に よ っ て 企 図 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 免 疫 検 定 方 法 は 、 他 の 既 知 の 免 疫 検 定 方 法 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン ま た は ロ
ー ダ ミ ン な ど の 蛍 光 物 質 の 抗 体 接 合 体 ま た は 抗 原 接 合 体 を 用 い た 蛍 光 免 疫 検 定 、 抗 体 で 被
覆 し た 、 あ る い は 、 抗 原 で 被 覆 し た ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 用 い た ラ テ ッ ク ス 凝 集 反 応 、 抗 体 で
被 覆 し た 、 あ る い は 、 抗 原 で 被 覆 し た 赤 血 球 を 用 い た 赤 血 球 凝 集 反 応 、 お よ び 、 ア ビ ジ ン
－ ビ オ チ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 検 出 シ ス テ ム を 利 用 し た 免 疫 検 定 な ど ）
で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 免 疫 検 定 で 利 用 さ れ る 特 定 の パ ラ メ ー タ は 、 試 料 中 の 抗 原 の 濃 度 、 試 料 の 性 質
、 利 用 さ れ る 免 疫 検 定 の 種 類 な ど の 各 種 の 要 因 に よ っ て 、 大 幅 に 変 化 し て よ い 。 至 適 な 条
件 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 確 立 さ れ 得 る 。 あ る 種 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ
プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 の 量 は 、 一 般 に 、 試 料 の 不 在 下 で 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー の ５ ０ ％ の
結 合 を も た ら す よ う 選 択 さ れ る 。 精 製 さ れ た 抗 体 が 抗 体 源 と し て 使 用 さ れ る 場 合 は 、 検 定
当 り に 使 用 さ れ る 抗 体 の 量 は 、 一 般 に 、 約 １ ｎ ｇ ～ 約 １ ０ ０ ｎ ｇ の 範 囲 で あ ろ う 。 代 表 的
な 検 定 条 件 と し て は 、 約 ４ ℃ ～ 約 ４ ５ ℃ 、 望 ま し く は 、 約 ２ ５ ℃ ～ 約 ３ ７ ℃ 、 最 も 望 ま し
く は 、 約 ２ ５ ℃ の 温 度 範 囲 、 約 ５ ～ ９ 、 望 ま し く は 、 約 ７ の ｐ Ｈ 値 範 囲 、 お よ び 、 蒸 留 水
の イ オ ン 強 度 か ら 、 約 ０ ． ２ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム の イ オ ン 強 度 、 望 ま し く は 、 約 ０ ． １ ５ Ｍ
塩 化 ナ ト リ ウ ム の イ オ ン 強 度 ま で 亘 る イ オ ン 強 度 が 挙 げ ら れ る 。 時 間 は 、 検 定 の 種 類 に よ
っ て 大 幅 に 変 わ り 、 一 般 に 、 約 ０ ． １ 分 間 ～ 約 ２ ４ 時 間 の 範 囲 で あ ろ う 。 多 種 多 様 な 緩 衝
液 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｂ Ｓ ） を 利 用 す る こ と が で き 、 か つ 、 イ オ ン 強 度 を 増 強 す る た め の 塩 な ど
の 他 の 試 薬 、 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど の 蛋 白 質 、 安 定 剤 、 殺 生 物 剤 お よ び 非 イ オ ン 性 洗 剤 を 含
ん で い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 検 定 は 、 当 業 者 に は 周 知 の 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 （ 陽 性 ま た は 陰 性 、 あ る い
は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の 量 と し て ） 採 点 （ score） さ れ る 。 特 定 の 採 点 方 法 は 、 検 定 フ ォ
ー マ ッ ト 、 お よ び 標 識 の 選 択 に よ っ て 異 な る こ と に な る 。 例 え ば 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検
定 は 、 酵 素 標 識 に よ っ て 生 成 さ れ た 、 着 色 さ れ た 生 成 物 を 描 出 す る こ と に よ っ て 、 採 点 す
る こ と が で き る 。 正 し い 分 子 量 で の 、 は っ き り と 目 に 見 え る 着 色 さ れ た バ ン ド ま た は ス ポ
ッ ト は 、 陽 性 の 結 果 と し て 採 点 さ れ 、 一 方 、 は っ き り と 目 に 見 え る ス ポ ッ ト ま た は バ ン ド
の 不 在 は 、 陰 性 と し て 採 点 さ れ る 。 バ ン ド ま た は ス ポ ッ ト の 強 度 は 、 標 的 ポ リ ペ プ チ ド の
濃 度 の 定 量 的 目 安 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 文 書 で 述 べ る 各 種 の 免 疫 検 定 で 使 用 す る た め の 抗 体 は 、 市 販 さ れ て い る か 、 あ る い は
、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 　 ３ ） Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体
　 本 文 書 で 述 べ る 本 発 明 の 免 疫 検 定 に お い て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の い ず れ を 使 用 し て も よ い 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 望 ま し く は 、 適 当 な ヒ ト 以 外
の 哺 乳 類 へ の 、 実 質 的 に 純 粋 な ポ リ ペ プ チ ド ま た は 抗 原 性 ポ リ ペ プ チ ド の 、 複 数 回 注 射 （
例 え ば 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 注 射 ） に よ っ て 産 生 さ れ る 。 標 的 ペ プ チ ド の 抗 原 性 は 、 ペ プ チ
ド で 免 疫 化 さ れ た 動 物 の 抗 体 反 応 の 大 き さ を 測 定 す る た め の 従 来 の 技 法 に よ っ て 、 測 定 さ
れ 得 る 。 一 般 に 、 本 発 明 の 方 法 で 使 用 す る た め の 抗 体 を 産 生 す る の に 用 い ら れ る ペ プ チ ド
は 、 一 般 に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た 標 的 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 比 較 的 高
い 親 和 性 を 有 す る 、 高 力 価 の 抗 体 の 産 生 を 誘 発 す る も の で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 必 要 な ら 、 こ の 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 技 法 を 用 い て 、 接 合 に よ り 、 免 疫 ペ プ チ ド を キ
ャ リ ヤ 蛋 白 質 に 結 合 し て よ い 。 ペ プ チ ド に 化 学 的 に 結 合 さ れ る 、 そ の よ う な 一 般 に 用 い ら
れ る キ ャ リ ヤ と し て は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン
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、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 お よ び 破 傷 風 ト キ ソ イ ド が 挙 げ ら れ る 。 次 い で 、 結 合
さ れ た ペ プ チ ド を 用 い て 、 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス ま た は ウ サ ギ ） を 免 疫 化 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 次 い で 、 哺 乳 類 か ら 採 取 さ れ た 血 液 試 料 か ら 、 抗 体 を 得 る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成
す る の に 用 い ら れ る 技 法 は 、 こ の 技 術 分 野 に お い て 既 知 で あ る （ 例 え ば 、 Methods of Enz
ymology, "Production of Antisera With Small Doses of Immunogen: Multiple Intrade
rmal Injections", Langone, et al. eds. (Acad. Press, 1981) を 参 照 ） 。 動 物 に よ っ
て 産 生 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 そ れ に 対 し て 該 抗 体 が 産 生 さ れ た ペ プ チ ド
が 結 合 し て い る 基 質 へ の 結 合 、 お よ び 、 該 基 質 か ら の 溶 出 に よ っ て 、 さ ら に 精 製 す る こ と
が で き る 。 当 業 者 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 並 び に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 及 び ／
又 は 濃 縮 の た め の 、 免 疫 学 の 技 術 で 一 般 的 な 各 種 の 技 法 は 、 既 知 で あ ろ う （ 例 え ば 、 Coli
gan, et al. (1991) Unit 9, Current Protocols in Immunology, Wiley Interscience 
を 参 照 ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 し か し な が ら 、 望 ま し く は 、 産 生 さ れ る 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 「 ｍ Ａ ｂ 」 ） で
あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 の た め に は 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の 免 疫 化 が 望 ま し い 。
本 発 明 で 使 用 さ れ る 用 語 「 抗 体 」 は 、 無 傷 の 分 子 、 並 び に 、 Ｆ ａ ｂ お よ び Ｆ （ ａ ｂ '） 2 '

な ど 、 そ れ ら の 断 片 、 及 び ／ 又 は 、 抗 原 決 定 基 と 結 合 す る こ と が で き る 単 鎖 抗 体 （ 例 え ば
、 ｓ ｃ Ｆ ｖ ） を 含 ん で い る 。 ま た 、 こ の 状 況 に お い て 、 用 語 「 本 発 明 の ｍ ａ ｂ 」 は 、 Ｎ Ｅ
Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て コ ー ド 化 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 性 を 有 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 指 す 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ｍ Ａ ｂ を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 産 生 に 用 い ら れ る 一 般 的 な 方 法 は 、 周 知 で あ る （ Ko
hler and Milstein (1975) Nature, 256:495） 。 簡 潔 に 言 え ば 、 Kohler お よ び Milstein 
が 述 べ て い る よ う に 、 こ の 技 法 は 、 黒 色 腫 、 奇 形 癌 腫 、 あ る い は 、 頚 部 、 神 経 膠 腫 ま た は
肺 の 癌 を 有 す る ５ 人 の 個 別 の 癌 患 者 の 、 領 域 性 の 流 入 領 域 リ ン パ 節 か ら 、 リ ン パ 球 を 単 離
す る 工 程 （ こ こ で 、 試 料 は 、 外 科 検 体 か ら 得 ら れ た ） 、 細 胞 を プ ー ル す る 工 程 、 お よ び 細
胞 を Ｓ Ｈ Ｆ Ｐ － １ で 融 合 す る 工 程 を 含 ん で い た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、
癌 細 胞 ラ イ ン に 結 合 さ れ る 抗 体 を 産 生 し た 。 ｍ Ａ ｂ 間 の 特 異 性 の 確 認 は 、 比 較 的 日 常 的 な
ス ク リ ー ニ ン グ 技 法 （ 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 、 ま た は 「 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 」 な ど ） を 用 い て 、
関 心 の あ る ｍ Ａ ｂ の 素 反 応 パ タ ー ン を 判 定 す る こ と に よ り 、 実 現 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 単 鎖 抗 体 （ ｓ ｃ Ｆ ｖ な ど ） ） は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 を 用 い
て 、 産 生 ／ 選 択 す る こ と が で き る 。 細 菌 に 感 染 す る ウ イ ル ス （ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ま た は
フ ァ ー ジ ） の 表 面 上 で 抗 体 断 片 を 発 現 す る 能 力 は 、 例 え ば 、 １ ０ 1 0 を 超 え る 非 結 合 ク ロ ー
ン の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 単 一 の 結 合 抗 体 断 片 を 単 離 す る こ と を 可 能 に す る 。 フ ァ ー ジ の 表
面 上 で 抗 体 断 片 を 発 現 す る （ フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ す る ） た め に は 、 フ ァ ー ジ 表 面 蛋 白 質
（ 例 え ば 、 ｐ Ｉ Ｉ Ｉ ） を コ ー ド 化 す る 遺 伝 子 に 、 抗 体
断 片 遺 伝 子 を 挿 入 し 、 か つ 、 抗 体 断 片 － ｐ Ｉ Ｉ Ｉ 融 合 蛋 白 質 を 、 フ ァ ー ジ 表 面 上 で デ ィ
ス プ レ イ す る （ McCafferty et al. (1990) Nature, 348: 552－ 554; Hoogenboom et al. 
(1991) Nucleic Acids Res. 19: 4133－ 4137） 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 フ ァ ー ジ の 表 面 上 の 抗 体 断 片 は 機 能 的 で あ る た め 、 抗 原 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
っ て 、 非 結 合 フ ァ ー ジ か ら 、 フ ァ ー ジ を 持 つ 抗 原 結 合 抗 体 断 片 を 分 離 す る こ と が で き る （
McCafferty et al. (1990) Nature, 348: 552－ 554） 。 抗 体 断 片 の 親 和 性 に 応 じ て 、 た だ
一 回 の 親 和 性 選 択 に 対 し て 、 ２ ０ 倍 ～ １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ 倍 の 濃 縮 係 数 が 得 ら れ る 。 し か
し な が ら 、 溶 出 さ れ た フ ァ ー ジ を 細 菌 に 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 、 よ り 多 く の フ ァ ー ジ を
育 成 し 、 か つ 、 別 の 回 の 選 択 の 対 象 と し て よ い 。 こ の よ う に し て 、 一 回 で １ ０ ０ ０ 倍 の 濃
縮 を 、 二 回 の 選 択 で １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ 倍 に す る こ と が で き る （ McCafferty et al. (199
0) Nature, 348: 552－ 554） 。 従 っ て 、 濃 縮 度 が 低 い 場 合 で も （ Marks et al. (1991) J.
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 Mol. Biol. 222: 581－ 597） 、 多 数 回 の 親 和 性 選 択 は 、 希 少 な フ ァ ー ジ の 単 離 を も た ら
す こ と が で き る 。 抗 原 に 関 す る フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー の 選 択 は 、 濃 縮 を も た ら す た め
、 わ ず か ３ ～ ４ 回 の 選 択 の 後 に 、 ク ロ ー ン の 過 半 数 が 、 抗 原 と 結 合 す る 。 従 っ て 、 比 較 的
少 数 の ク ロ ー ン （ 数 百 ） の み を 、 抗 原 に 対 す る 結 合 に つ い て 分 析 す れ ば よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ヒ ト 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ 上 に 、 非 常 に 大 き く 、 か つ 、 多 様 な Ｖ 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を デ ィ
ス プ レ イ す る こ と に よ っ て 、 事 前 の 免 疫 化 な し に 産 生 す る こ と が 出 来 る （ Marks et al. (
1991) J. Mol. Biol. 222: 581－ 597） 。 一 実 施 形 態 で は 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 内 に 存 在
す る 天 然 の Ｖ H お よ び Ｖ L レ パ ー ト リ ー を 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 、 免 疫 化 さ れ て い な い ド ナ ー か
ら 単 離 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 Ｖ 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を ラ ン ダ ム に 共 に ス プ ラ イ シ ン グ し
て 、 ｓ ｃ Ｆ ｖ 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を 創 出 し 、 該 ｓ ｃ Ｆ ｖ 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー を フ ァ ー ジ ベ
ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ し て 、 ３ 千 万 の フ ァ ー ジ 抗 体 か ら な る ラ イ ブ ラ リ ー を 創 出 し た （
同 著 ） 。 こ の 単 一 の 「 ナ イ ー ブ 」 フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 ハ プ テ ン 、 多 糖 類 お よ
び 蛋 白 質 を 含 む 、 １ ７ を 超 え る 異 な る 抗 原 に 対 し て 、 結 合 抗 体 断 片 が 単 離 さ れ て い る （ Ma
rks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222: 581－ 597; Marks et al. (1993). Bio/Technolo
gy. 10: 779－ 783; Griffiths et al. (1993) EMBO J. 12: 725－ 734; Clackson et al. 
(1991) Nature. 352: 624－ 628） 。 ヒ ト チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 腫 瘍 壊 死 因 子
お よ び Ｃ Ｅ Ａ を 含 む 、 自 己 蛋 白 質 に 対 し て 、 抗 体 が 産 生 さ れ て い る （ Griffiths et al. (
1993) EMBO J. 12: 725－ 734） 。 無 傷 の 細 胞 に 関 し て 、 直 接 的 に 選 択 す る こ と に よ っ て 、
細 胞 表 面 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 単 離 す る こ と も 可 能 で あ る 。 抗 体 断 片 は 、 選 択 に 用 い ら れ る
抗 原 に 対 し て き わ め て 特 異 的 で あ り 、 か つ 、 １ ： Ｍ ～ １ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の 親 和 性 を 有 し て
い る （ Marks et al. (1991) J. Mol. Biol. 222: 581－ 597; Griffiths et al. (1993) E
MBO J. 12: 725－ 734） 。 よ り 大 き な フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 よ り 大 き な 比 率 の 抗
原 に 対 し て 、 よ り 高 い 結 合 親 和 性 を 持 つ よ り 多 く の 抗 体 の 単 離 を も た ら す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 抗 体 が 、 い く つ か の 商 用 サ ー ビ ス （ 例 え ば 、 Berkeley antibody laboratories, Bethyl
 Laboratories, Anawa, Eurogenetec な ど ） の う ち の い ず れ に よ っ て も 調 製 さ れ 得 る こ と
も 、 認 識 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ｃ ） 検 定 の 最 適 化
　 本 発 明 の 検 定 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 細 胞 、 組 織 ま た は 生 物 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現
を 調 整 す る 作 用 剤 を 求 め る 場 合 に 、 即 時 の 有 用 性 を 有 し て い る 。 本 発 明 の 検 定 は 、 例 え ば
、 生 体 試 料 及 び ／ 又 は 特 定 の 試 験 作 用 剤 の 由 来 及 び ／ 又 は 性 質 、 及 び ／ 又 は 、 利 用 可 能 な
分 析 設 備 に 応 じ て 、 特 定 の 状 況 で の 使 用 に 向 け て 最 適 化 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 例 え
ば 、 最 適 化 は 、 結 合 検 定 の た め の 至 適 な 条 件 、 最 適 な 試 料 処 置 条 件 （ 例 え ば 、 好 適 な Ｐ Ｃ
Ｒ 条 件 ） 、 信 号 対 雑 音 比 を 最 大 化 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 ス ル ー プ ッ ト を 向 上
さ せ る プ ロ ト コ ル な ど 、 を 決 定 す る 工 程 を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 検 定 フ ォ ー マ ッ ト
は 、 機 器 及 び ／ 又 は 試 薬 の 利 用 可 能 性 に 従 っ て 、 選 択 し 、 か つ （ ま た は ） 、 最 適 化 す る こ
と が で き る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 市 販 の 抗 体 ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト が 利 用 可 能 な 場 合 は 、
蛋 白 質 濃 度 を 検 定 す る こ と が 望 ま し い と 思 わ れ る 。 逆 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 転 写
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 を 改 変 す る モ ジ ュ レ ー タ ー を 得 る こ と が 望 ま し い 場 合 は 、 核 酸 ベ ー ス
の 検 定 が 望 ま し い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 検 定 フ ォ ー マ ッ ト の 日 常 的 な 選 択 お よ び 最 適 化 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。
Ｉ Ｉ ． Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ と 結 合 す る 作 用 剤 の プ レ ス ク リ ー ニ ン グ
　 あ る 種 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る （ 例 え ば
、 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る ） 能 力 に つ い て 、 試 験 作 用 剤 を プ レ ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が 望 ま し い 。 特 異 的 に 結 合 す る 試 験 作 用 剤 は 、 相 互 作 用 す る 可 能 性 が よ り 高 く 、 か
つ 、 そ れ に よ っ て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 調 整 す る 可 能 性 が よ り 高 い 。 従 っ
て 、 い く つ か の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 試 験 作 用 剤 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 へ の 、 あ る い は 、
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Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 へ の 結 合 性 に つ い て プ レ ス ク リ ー ニ ン グ し て か ら 、 上 述 の よ り 複 雑 な
検 定 を 行 う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 そ の よ う な プ レ ス ク リ ー ニ ン グ は 、 単 純 な 結 合 検 定 を 用 い て 実 現 さ れ
る 。 核 酸 に 対 す る 、 あ る い は 、 蛋 白 質 に 対 す る 、 特 定 の 配 位 子 の 特 異 的 結 合 ま た は 結 合 親
和 性 を 検 定 す る 手 段 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 好 適 な 結 合 検 定 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白
質 ま た は 核 酸 が 、 （ 標 識 化 さ れ 得 る ） 試 験 作 用 剤 に 固 定 化 さ れ 、 か つ 、 曝 露 さ れ 、 あ る い
は 、 別 法 と し て 、 試 験 作 用 剤 が 、 （ 標 識 化 さ れ 得 る ） Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 に 、 あ る い は 、
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 に 固 定 化 さ れ 、 か つ 、 曝 露 さ れ る 。 固 定 化 さ れ た 部 分 は 、 次 い で 、 洗 浄
さ れ て 、 未 結 合 材 料 の 全 て が 除 去 さ れ 、 か つ 、 結 合 し た 試 験 作 用 剤 ま た は 結 合 し た Ｎ Ｅ Ｌ
Ｌ － １ 核 酸 ま た は 蛋 白 質 が 、 （ 例 え ば 、 結 合 し た 分 子 に 付 着 さ せ た 標 識 の 検 出 に よ っ て ）
検 出 さ れ る 。 固 定 化 さ れ た 標 識 の 量 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 ま た は 核 酸 と 、 試 験 作 用 剤 と
の 間 の 結 合 の 程 度 に 比 例 す る 。
Ｉ Ｉ Ｉ ． ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 作 用 剤
　 一 実 施 形 態 で は 、 上 述 し た 検 定 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 存 在 ま た は 不 在 を 検 出 す る 、 あ る い
は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 発 現 を 数 量 化 す る 方 法 を 提 供 し た が 、 同 じ 検 定 が 、 ス ク リ ー ニ ン グ に
よ っ て 、 Ｍ Ｔ － Ｓ Ｐ １ セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 調 整 す る 作 用 剤 を 求 め
る 為 に 使 用 可 能 で あ る こ と は 、 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 潜 在 的 な
モ ジ ュ レ ー タ ー を 求 め る 場 合 、 上 述 し た 検 定 は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 試 験 作 用 剤 の 存 在
下 で 行 わ れ 、 あ る い は 、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 試 験 作 用 剤 に 曝 露 さ れ た 、 細 胞 及 び ／ 又 は
組 織 及 び ／ 又 は 器 官 及 び ／ 又 は 生 物 か ら の 生 体 試 料 を 用 い て 行 わ れ る 。 Ｍ Ｔ － Ｓ Ｐ １ の 活
性 及 び ／ 又 は 発 現 レ ベ ル は 、 測 定 さ れ 、 か つ 、 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 「 コ ン ト ロ ー ル 」
検 定 （ 例 え ば 、 同 じ 検 定 で 試 験 作 用 剤 を 欠 い て い る も の ） に お い て 観 察 さ れ た 活 性 レ ベ ル
と 比 較 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル 検 定 と 比 較 さ れ た 場 合 の 、 「 試 験 」 検 定 に お け る Ｍ Ｔ － Ｓ Ｐ
１ の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 の 差 は 、 試 験 作 用 剤 が 、 Ｓ Ｐ １ の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 の 「 モ ジ ュ
レ ー タ ー 」 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 レ ベ ル の 検 定 は 、 測 定 さ れ た 蛋 白 質 ま た は 核 酸 レ ベ ル 、
あ る い は 、 蛋 白 質 活 性 が 、 コ ン ト ロ ー ル 試 料 に つ い て 、 測 定 さ れ た 、 あ る い は 、 既 知 で あ
る レ ベ ル （ 例 え ば 、 推 定 上 の モ ジ ュ レ ー タ ー （ 試 験 作 用 剤 ） に 曝 露 さ れ て い な い 同 じ 種 の
哺 乳 類 の 、 通 常 の 健 康 な 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 に つ い て 既 知 で あ る 、 あ る い は 、 測 定 さ れ
た レ ベ ル 、 あ る い は 、 同 じ 個 体 に つ い て 、 異 な る 組 織 及 び ／ 又 は 異 な る 時 点 で 測 定 さ れ た
「 ベ ー ス ラ イ ン ／ 参 照 」 レ ベ ル ） よ り 大 き い 場 合 に 、 陽 性 の 結 果 （ 例 え ば 、 高 発 現 及 び ／
又 は Ｍ Ｔ － Ｓ Ｐ １ 活 性 、 遺 伝 子 ） を 示 し て い る と 考 え ら れ る 。 特 に 好 適 な 一 実 施 形 態 で は
、 検 定 は 、 試 料 と 「 コ ン ト ロ ー ル 」 と の 間 の 差 が 統 計 的 に 有 意 （ 例 え ば 、 ８ ５ ％ ま た は そ
れ 以 上 の 、 望 ま し く は 、 ９ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 の 、 よ り 望 ま し く は 、 ９ ５ ％ ま た は そ れ 以
上 の 、 最 も 望 ま し く は 、 ９ ８ ％ ま た は そ れ 以 上 の 信 頼 水 準 ） で あ る 場 合 に 、 陽 性 の 結 果 を
示 し て い る と 考 え ら れ る 。
Ｉ Ｖ ． ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 の 検 定 は 、 「 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 」 形 式 に も 適 し て い る 。 従 来 、 有 用 な 性 質 （ 例 え
ば 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 ま た は 活 性 の 調 整 ） を 有 す る 新 し い 化 学 物 質 は 、 何 ら か の 望 ま し い
性 質 ま た は 活 性 を 有 す る 化 合 物 （ 「 リ ー ド 化 合 物 」 と 呼 ば れ る ） を 同 定 し 、 リ ー ド 化 合 物
の 変 異 体 を 創 出 し 、 か つ 、 そ れ ら 変 異 化 合 物 の 性 質 お よ び 活 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、
生 成 さ れ る 。 し か し な が ら 、 現 在 の 傾 向 は 、 創 薬 の 全 て の 側 面 に つ い て 時 間 尺 度 を 短 縮 す
る も の で あ る 。 多 数 の も の を 高 速 か つ 効 率 的 に 試 験 で き る た め 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ
ー ニ ン グ （ Ｈ Ｔ Ｓ ） 法 が 、 従 来 の リ ー ド 化 合 物 同 定 法 に 取 っ て 代 わ り つ つ あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 潜 在 的 に 所 望 の 活 性 を
有 す る 多 数 の 化 合 物 （ 候 補 化 合 物 ） を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 を 含 ん で い る 。 そ
の よ う な 「 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー 」 は 、 次 い で 、 本 文 書 で 述 べ る よ う に
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、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 検 定 で ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 所 望 の 特 徴 的 な 活 性 を 示 す ラ イ ブ ラ
リ ー メ ン バ ー （ 特 定 の 化 学 種 ま た は 亜 綱 ） を 同 定 す る 。 こ の よ う に し て 同 定 さ れ た 化 合 物
は 、 従 来 の 「 リ ー ド 化 合 物 」 と し て 働 く こ と が で き 、 あ る い は 、 そ れ 自 体 、 潜 在 的 な 、 あ
る い は 、 実 際 の 治 療 薬 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ａ ） コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー
　 最 近 、 新 し い 化 合 物 リ ー ド の 生 成 を 支 援 す る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー の
使 用 が 、 注 目 さ れ て い る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 試 薬 な ど 、 い く つ
か の 化 学 的 「 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク 」 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ る 、 化 学 合 成 ま た は 生 物 合
成 に よ っ て 生 成 さ れ る 、 多 様 な 化 合 物 の 集 合 体 で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ
ー な ど の 線 形 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 与 え ら れ た 化 合 物 の 長 さ （ す
な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 内 の ア ミ ノ 酸 の 数 ） に つ い て 、 あ ら ゆ る 可 能 な 方 法 で 、 ア ミ
ノ 酸 と 呼 ば れ る 一 組 の 化 学 的 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ
る 。 化 学 的 ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の そ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル 混 合 を 通 し て 、 数 百 万 の
化 合 物 を 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 評 論 家 は 、 １ ０ ０ の 可 換 的 な 化 学 的 ビ ル デ
ィ ン グ ブ ロ ッ ク の 、 体 系 的 な コ ン ビ ナ ト リ ア ル 混 合 は 、 １ 億 の 四 量 体 化 合 物 ま た は １ ０ ０
億 の 五 量 体 化 合 物 の 理 論 上 の 合 成 を も た ら す 、 と 述 べ て い る （ Gallop et al. (1994) 37(
9): 1233－ 1250） 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ は 、 当 業 者 に は 周
知 で あ る 。 そ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー と し て は 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ
ラ リ ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ０ １ ０ ， １ ７ ５ 号 、 Furka (1991) Int. J. Pept. Prot.
 Res., 37: 487－ 493, Houghton et al. (1991) Nature, 354: 84－ 88 を 参 照 ） が 挙 げ ら
れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ペ プ チ ド 合 成 は 、 決 し て 、 本 発 明 と の 使 用 に つ い て 想 定
さ れ 、 か つ 、 意 図 さ れ た 、 唯 一 の 手 法 で は な い 。 化 学 多 様 性 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る た め
の 他 の 化 学 物 質 を 使 用 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 化 学 物 質 と し て は 、 ペ プ ト イ ド （ Ｐ
Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ 　 ９ １ ／ １ ９ ７ ３ ５ 号 、 １ ９ ９ １ 年 １ ２ 月 ２ ６ 日 ） 、 コ ー ド 化 ペ プ チ ド （
Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ 　 ９ ３ ／ ２ ０ ２ ４ ２ 号 、 １ ９ ９ ３ 年 １ ０ 月 １ ４ 日 ） 、 ラ ン ダ ム バ イ オ オ
リ ゴ マ ー （ Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ 　 ９ ２ ／ ０ ０ ０ ９ １ 号 、 １ ９ ９ ２ 年 １ 月 ９ 日 ） 、 ベ ン ゾ ジ ア
ゼ ピ ン （ 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ８ ８ ， ５ １ ４ 号 ） 、 ヒ ダ ン ト イ ン 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン お よ び ジ
ペ プ チ ド な ど の デ ィ バ ー ゾ マ ー （ diversomer） （ Hobbs et al., (1993) Proc. Nat. Acad
. Sci. USA 90: 6909－ 6913） 、 ビ ニ ロ ガ ス ポ リ ペ プ チ ド （ Hagihara et al. (1992) J. A
mer. Chem. Soc. 114: 6568） 、 β － Ｄ － グ ル コ ー ス 骨 格 を 有 す る 非 ペ プ チ ジ ル ペ プ チ ド
模 倣 薬 （ Hirschmann et al., (1992) J. Amer. Chem. Soc. 114: 9217－ 9218） 、 小 型 化
合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の 類 似 有 機 合 成 物 （ Chen et al. (1994) J. Amer. Chem. Soc. 116: 26
61） 、 オ リ ゴ カ ル バ ミ ン 酸 塩 （ Cho, et al., (1993) Science 261:1303） 、 及 び ／ 又 は ペ
プ チ ジ ル ホ ス ホ ン 酸 塩 （ Campbell et al., (1994) J. Org. Chem. 59: 658） が 挙 げ ら れ
る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 般 に 、 Gordon et al., (1994) J. Med. Chem. 37: 1385
、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、  Strategene, Corp. を 参 照 ） 、 ペ プ チ ド 核 酸 ラ イ ブ ラ リ
ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ３ ９ ， ０ ８ ３ 号 を 参 照 ） 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Va
ughn et al. (1996) Nature Biotechnology, 14(3): 309－ 314、 お よ び  PCT/US96/10287 
を 参 照 ） 、 炭 水 化 物 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Liang et al. (1996) Science, 274: 1520－
1522, お よ び 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ９ ３ ， ８ ５ ３ 号 を 参 照 ） 、 お よ び 小 型 有 機 分 子 ラ イ ブ ラ リ
ー （ 例 え ば 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 Baum (1993) C&EN, Jan 18, page 33、 イ ソ プ レ ノ イ ド
、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ６ ９ ， ５ ８ ８ 号 、 チ ア ゾ リ ジ ノ ン お よ び メ タ チ ア ザ ノ ン 、 米 国 特 許 第
５ ， ５ ４ ９ ， ９ ７ ４ 号 、 ピ ロ リ ジ ン 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ２ ５ ， ７ ３ ５ 号 お よ び 第 ５ ， ５ １
９ ， １ ３ ４ 号 、 モ ル フ ォ リ ー ノ 化 合 物 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ０ ６ ， ３ ３ ７ 号 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ
ピ ン 、 第 ５ ， ２ ８ ８ ， ５ １ ４ 号 な ど を 参 照 ） を 参 照 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 の た め の 装 置 は 、 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 357 
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MPS, 390 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville KY, Symphony, Rainin, Wobum, MA, 43
3A Applied Biosystems, Foster City, CA, 9050 Plus, Millipore, Bedford, MA を 参 照
） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 溶 液 相 化 学 物 質 に つ い て 、 い く つ か の 周 知 の ロ ボ ッ ト シ ス テ ム も 開 発 さ れ て い る 。 こ れ
ら シ ス テ ム と し て は 、 武 田 薬 品 工 業 （ 大 阪 、 日 本 ） に よ っ て 開 発 さ れ た 自 動 化 合 成 装 置 の
よ う な 自 動 化 ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン 、 お よ び 化 学 者 に よ っ て 行 わ れ る 手 作 業 の 合 成 操 作 を 模
倣 し た 、 ロ ボ ッ ト ア ー ム を 利 用 し た 多 く の ロ ボ ッ ト シ ス テ ム （ Zymate II, Zymark Corpor
ation, Hopkinton, Mass.; Orca, Hewlett-Packard, Palo Alto, Calif.） が 挙 げ ら れ る
。 上 記 の 装 置 の う ち の い ず れ も 、 本 発 明 に 使 用 す る の に 適 し て い る 。 こ れ ら 装 置 を 、 本 文
書 で 述 べ る よ う に 動 作 で き る よ う に す る 、 こ れ ら 装 置 へ の 変 更 （ も し あ れ ば ） の 種 類 お よ
び 実 施 は 、 関 連 技 術 に 長 け た 人 に は 明 ら か で あ ろ う 。 さ ら に 、 多 数 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ
イ ブ ラ リ ー が 、 そ れ 自 体 で 、 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 ComGenex, Princeton, N.J., Asi
nex, Moscow, Ru, Tripos, Inc., St. Louis, MO, ChemStar, Ltd, Moscow, RU, 3D Phar
maceuticals, Exton, PA, Martek Biosciences, Columbia, MD な ど を 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ｂ ） ケ ミ カ ル ラ イ ブ ラ リ ー の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 検 定
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 発 現 を 調 整 す る も の 、 あ る い は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 特 異
性 及 び ／ 又 は 活 性 を 改 変 す る も の に つ い て の 検 定 の う ち の い ず れ も 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス
ク リ ー ニ ン グ に 適 し て い る 。 上 述 し た よ う に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 が 骨 の 石 灰 化 に 関 連 し て
い る こ と が 判 定 さ れ た た め 、 可 能 性 の 高 い モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 骨 の 石 灰 化 を 阻 害 す る か 、
あ る い は 、 増 大 さ せ る か 、 の い ず れ か で あ る 。 従 っ て 、 好 適 な 検 定 は 、 試 験 化 合 物 に よ る
転 写 の 阻 害 （ す な わ ち 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 産 生 の 阻 害 ） 、 試 験 化 合 物 に よ る 蛋 白 質 発 現 の 阻 害 、 あ
る い は 、 試 験 化 合 物 に よ る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 ｇ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） ま た は 遺 伝 子 産
物 （ 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 発 現 さ れ た 蛋 白 質 ） へ の 結 合 を 検 出 す る 。 別 法 と し て 、 検 定
は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 的 な 活 性 の 阻 害 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 特 定 の 核 酸 ま た は 蛋 白 質 産 物 の 存 在 、 不 在 に つ い て の 、 あ る い は 数 量 化 の た め の ハ イ ス
ル ー プ ッ ト 検 定 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 同 様 に 、 結 合 検 定 も 同 様 に 周 知 で あ る 。 従 っ
て 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ５ ９ ， ４ １ ０ 号 は 、 蛋 白 質 に つ い て の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス
ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 示 し て お り 、 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ８ ５ ， ６ ３ ９ 号 は 、 核 酸 結 合 （ す な わ
ち 、 ア レ イ 内 の ） に つ い て の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 開 示 し て お り 、 一 方 、
米 国 特 許 第 ５ ， ５ ７ ６ ， ２ ２ ０ 号 お よ び 第 ５ ， ５ ４ １ ， ０ ６ １ 号 は 、 配 位 子 ／ 抗 体 結 合 に
つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト 方 法 を 開 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 さ ら に 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク  リ ー ニ ン グ シ ス テ ム は 、 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Zym
ark Corp., Hopkinton, MA; Air Technical Industries, Mentor, OH; Beckman Instrume
nts, Inc. Fullerton, CA; Precision Systems, Inc., Natick, MA な ど を 参 照 ） 。 こ れ
ら シ ス テ ム は 、 一 般 に 、 全 て の 試 料 お よ び 試 薬 の ピ ペ ッ テ ィ ン グ 、 液 体 分 注 、 定 時 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 、 お よ び 検 定 に と っ て 適 切 な 検 出 器 内 の マ イ ク ロ プ レ ー ト の 最 終 的 な 読 取 り
を 含 む 、 手 順 全 体 を 自 動 化 す る 。 こ れ ら 構 成 可 能 な シ ス テ ム は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト お よ び
迅 速 な 起 動 、 並 び に 、 高 度 な 融 通 性 お よ び カ ス タ マ イ ゼ ー シ ョ ン を 提 供 す る 。 そ の よ う な
シ ス テ ム の 製 造 業 者 は 、 各 種 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の た め の 詳 細 な プ ロ ト コ ル を 提 供 し て い
る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 Zymark Corp. は 、 遺 伝 子 転 写 、 配 位 子 結 合 な ど の 調 整 を 検 出 す る
た め の ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム を 記 述 し た 技 術 告 示 を 提 供 し て い る 。
Ｖ ． Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 及 び ／ 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 骨 の 石 灰 化 の 増 進
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 骨 成 長 を 増 強 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 を 提 供
す る 。 こ れ は 、 外 傷 、 癌 手 術 ま た は 発 生 上 の 異 常 、 骨 形 成 不 全 症 の 治 療 、 骨 粗 鬆 症 の 治 療
、 お よ び 、 重 い 、 ま た は 軽 い 骨 折 の 治 癒 の 結 果 と し て 生 じ る 欠 損 を 再 構 築 す る た め に 使 用
さ れ る よ う な 、 骨 の 再 構 築 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 各 種 の 状 況 で 有 用 で あ る 。
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【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ れ ら 方 法 は 、 一 般 に 、 骨 に お け る 、 あ る い は 、 そ の 近 傍 の 、 あ る い は 、 骨 祖 先 細 胞 （
bone progenitor cell） に お け る 、 あ る い は 、 そ の 内 部 の 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 濃 度 を 上
昇 さ せ る 工 程 、 及 び ／ 又 は 、 細 胞 （ 例 え ば 、 骨 祖 先 細 胞 ） と 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド
、 あ る い は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド 化 す る ベ ク タ ー と を 接 触 さ せ る 工 程 を 含
ん で い る 。 こ れ は 、 骨 前 駆 細 胞 が 、 高 レ ベ ル の 内 在 性 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 発 現 す る よ う 、 あ
る い は 、 骨 前 駆 細 胞 が 、 外 来 の 形 質 移 入 さ れ た Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 核 酸 か ら の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 発
現 す る よ う 、 骨 前 駆 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 、 骨 、 骨 折 部 位 、 ま た は
骨 前 駆 細 胞 と Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 と を 接 触 さ せ る 工 程 、 あ る い は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 の
局 所 的 ま た は 全 身 的 投 与 に よ っ て 、 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 文 書 で 用 い ら れ る 、 用 語 「 骨 祖 先 細 胞 」 は 、 新 し い 骨 組 織 を 最 終 的 に 形 成 す る 、 あ る
い は 、 そ の 形 成 に 寄 与 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 の う ち の い ず れ か 、 ま た は 全 て を 指 す 。 こ れ
は 、 例 え ば 、 幹 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 線 維 芽 細 胞 、 血 管 細 胞 、 造 骨 細 胞 、 軟 造 骨 細 胞 、
破 骨 細 胞 な ど 、 分 化 の 異 な る 段 階 に あ る 各 種 の 細 胞 を 含 ん で い る 。 骨 祖 先 細 胞 と し て は ま
た 、 単 離 さ れ 、 か つ 、 イ ン ビ ト ロ で 操 作 さ れ た （ 例 え ば 、 サ イ ト カ イ ン ま た は 成 長 因 子 な
ど の 作 用 剤 、 あ る い は 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た 細 胞 に よ っ て 、 刺 激 を 与 え ら れ た ） 細 胞 も 挙 げ
ら れ る 。 細 胞 が 、 活 性 化 さ れ 、 か つ 、 イ ン ビ ボ な 実 施 形 態 の 状 況 で 、 最 終 的 に 新 し い 骨 組
織 を 生 じ る よ う な 方 法 で 刺 激 さ れ る 限 り 、 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 を 用 い て 刺 激 さ れ る
骨 祖 先 細 胞 の 特 定 の 型 は 重 要 で は な い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 用 語 「 骨 祖 先 細 胞 」 は ま た 、 特 に 、 骨 祖 先 組 織 内 に 所 在 す る 、 そ れ と 接 触 し て い る 、 あ
る い は 、 そ れ に 向 か っ て 遊 走 （ す な わ ち 、 「 回 帰 」 ） し 、 か つ 、 成 熟 し た 骨 の 形 成 を 直 接
的 に 、 あ る い は 、 間 接 的 に 刺 激 す る 細 胞 を 指 す の に も 用 い ら れ る 。 そ の よ う な も の と し て
、 祖 先 細 胞 は 、 そ れ 自 体 、 最 終 的 に 成 熟 し た 骨 細 胞 へ と 分 化 す る 細 胞 、 す な わ ち 、 新 し い
骨 組 織 を 「 直 接 的 に 」 形 成 す る 細 胞 で あ っ て よ い 。 刺 激 を 受 け る と 、 一 層 遠 く の 祖 先 細 胞
を 引 き 寄 せ 、 あ る い は 、 近 接 す る 細 胞 が 骨 形 成 細 胞 へ と （ 例 え ば 、 造 骨 細 胞 、 骨 細 胞 及 び
／ 又 は 破 骨 細 胞 へ と ） 分 化 す る の を 促 進 す る 細 胞 も 、 そ れ ら の 刺 激 が 、 「 間 接 的 に 」 骨 の
修 復 ま た は 再 生 を も た ら す の で 、 こ の 開 示 の 状 況 で は 、 祖 先 細 胞 で あ る と 見 な さ れ る 。 骨
形 成 に 間 接 的 に 影 響 す る 細 胞 は 、 各 種 の 成 長 因 子 ま た は サ イ ト カ イ ン の 生 成 に よ っ て 、 あ
る い は 、 他 の 細 胞 型 と の 、 そ れ ら の 物 理 的 相 互 作 用 に よ っ て 、 間 接 的 に 影 響 す る と 思 わ れ
る 。 祖 先 細 胞 が 骨 修 復 を 刺 激 す る 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 な 機 序 は 、 必 ず し も 、 本 発 明 を 実
施 す る 際 の 考 慮 事 項 で は な い 。 骨 祖 先 細 胞 お よ び 骨 祖 先 組 織 は 、 そ れ ら の 自 然 環 境 に お い
て 、 活 発 な 骨 の 成 長 、 修 復 ま た は 再 生 の 領 域 に 到 達 す る 細 胞 お よ び 組 織 で あ っ て よ い 。 骨
祖 先 細 胞 に 関 し て は 、 こ れ ら は 、 そ の よ う な 領 域 に 引 き 寄 せ ら れ る 、 あ る い は 、 動 員 さ れ
る 細 胞 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら は 、 動 物 モ デ ル 内 の 人 工 的 に 創 出 さ れ た 骨 切 断 部 位 内 に 存
在 す る 細 胞 で あ っ て よ い 。 骨 祖 先 細 胞 は 、 動 物 ま た は ヒ ト の 組 織 か ら 単 離 さ れ 、 か つ 、 イ
ン ビ ト ロ 環 境 で 維 持 さ れ て も よ い 。 骨 祖 先 細 胞 を 得 る べ き 適 当 な 身 体 領 域 は 、 骨 折 ま た は
他 の 骨 格 の 欠 損 部 （ こ れ が 、 人 工 的 に 創 出 さ れ た 部 位 か 否 か に 関 わ ら ず ） を 取 り 囲 ん で い
る 骨 組 織 お よ び 液 体 な ど の 領 域 で あ り 、 あ る い は 、 実 際 、 骨 髄 か ら で あ る 。 単 離 さ れ た 細
胞 は 、 本 文 書 で 開 示 さ れ て い る 方 法 お よ び 組 成 物 を 用 い て 刺 激 さ れ 、 か つ 、 必 要 な ら 、 骨
修 復 が 刺 激 さ れ る べ き 動 物 の 適 切 な 部 位 に 、 戻 さ れ て よ い 。 そ の よ う な 場 合 に は 、 核 酸 を
含 む 細 胞 は 、 そ れ 自 体 、 治 療 薬 の 一 形 態 と な る で あ ろ う 。 そ の よ う な 生 体 外 プ ロ ト コ ル は
、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 本 発 明 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 骨 祖 先 細 胞 お よ び 組 織 は 、 治 療
し た い と 望 む 骨 折 ま た は 骨 損 傷 の 領 域 に 到 達 す る 細 胞 お よ び 組 織 と い う こ と に な る 。 従 っ
て 、 治 療 の 実 施 形 態 で は 、 本 治 療 的 な 組 成 物 を 適 用 す べ き 適 当 な 標 的 祖 先 細 胞 の 同 定 に 関
連 し た 困 難 は な い 。 そ の よ う な 場 合 に は 、 本 文 書 で 開 示 さ れ て い る よ う な 、 適 切 な 刺 激 性
の 組 成 物 （ 例 え ば 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ポ リ ペ プ チ ド ） を 得 て 、 骨 折 ま た は 骨 の 欠 損 の 部 位 と 該
組 成 物 と を 接 触 さ せ る こ と で 、 十 分 で あ る 。 こ の 生 物 学 的 環 境 の 性 質 は 、 実 施 者 に よ る 、
さ ら な る 標 的 化 ま た は 細 胞 同 定 の 不 在 下 で 、 適 切 な 細 胞 が 活 性 化 状 態 に な る よ う な も の で
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あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Ａ ） Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 産 生 を 増 大 さ せ る た め の 細 胞 の 形 質 転 換
　 よ り 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 発 現 し て い る 核 酸 （ 例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） は
、 イ ン ビ ト ロ 及 び ／ 又 は イ ン ビ ボ で 、 細 胞 （ ヒ ト ま た は 他 の 哺 乳 類 の 細 胞 な ど ） に 形 質 移
入 す る 能 力 が あ る 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー 内 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 イ ン ビ ボ 、 生 体 外 お よ び イ ン ビ ト ロ で 、 細 胞 内 に 核 酸 を 導 入 す る た め の い く つ か の 手 法
が 用 い ら れ て き た 。 こ れ ら は 、 脂 質 ま た は リ ポ ソ ー ム ベ ー ス の 遺 伝 子 運 搬 （ WO 96/18372;
 WO 93/24640; Mannino and Gould－ Fogerite (1988) BioTechniques 6(7): 682－ 691; R
ose 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ７ ９ ， ８ ３ ３ 号 ； WO 91/06309； お よ び  Feigner et al. (1987) Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA 84: 7413－ 7414） 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 一 部 と し
て 治 療 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 保 持 し て い る 、 複 製 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例
え ば 、 Miller et al. (1990) Mol. Cell. Biol. 10:4239 (1990); Kolberg (1992) J. NI
H Res. 4: 43, and Cometta et al. (1991) Hum. Gene Ther. 2: 215 を 参 照 ） を 含 ん で
い る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 遺 伝 子 治 療 手 順 の レ ビ ュ ー に つ い て は 、 例 え ば 、 Anderson, Science (1992) 256: 808-
813; Nabel and Feigner (1993) TIBTECH 11: 211-217; Mitani and Caskey (1993) TIBT
ECH 11: 162-166; Mulligan (1993) Science, 926-932; Dillon (1993) TIBTECH 11: 167
-175; Miller (1992) Nature 357: 455－ 460; Van Brunt (1988) Biotechnology 6(10): 
1149-1154; Vigne (1995) Restorative Neurology and Neuroscience 8: 35-36; Kremer 
and Perricaudet (1995) British Medical Bulletin 51(1) 31-44; Haddada et al. (199
5) in Current Topics in Microbiology and Immunology, Doerfler and Bohm (eds) Spr
inger-Verlag, Heidelberg Germany; お よ び  Yu et al., (1994) Gene Therapy, 1:13-26
 を 参 照 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 広 く 用 い ら れ て い る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は 、 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ ｕ Ｌ
Ｖ ） 、 テ ナ ガ ザ ル 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｇ ａ Ｌ Ｖ ） 、 サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｓ Ｉ Ｖ ） 、 ヒ ト
免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ ） 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ に 基 づ く も の が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば
、 Buchscher et al. (1992) J. Virol. 66(5) 2731-2739; Johann et al. (1992) J. Vir
ol. 66 (5):1635-1640 (1992); Sommerfelt et al., (1990) Virol. 176:58-59; Wilson 
et al. (1989) J. Virol. 63:2374-2378; Miller et al., J. Virol. 65:2220-2224 (199
1); Wong－ Staal et al., PCT/US94/05700, お よ び  Rosenburg and Fauci (1993) in Fun
damental Immunology, Third Edition Paul (ed) Raven Press, Ltd., New York、 お よ び
こ れ ら 文 書 中 の 参 照 文 献 、 お よ び 、 上 記  Yu et al., Gene Therapy (1994)） を 参 照 す る
。 こ れ ら ベ ク タ ー は 、 オ プ シ ョ ン と し て 、 ベ ク タ ー に 対 応 す る レ ト ロ ウ イ ル ス に よ っ て 感
染 さ れ て い な い 細 胞 に 対 し て 、 ベ ク タ ー の 宿 主 域 を 伸 長 す る よ う シ ュ ー ド タ イ プ 化 さ れ る
。 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ 糖 蛋 白 質 （ Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ ） は 、 造 血 幹 細 胞 に 感 染 す
る こ と が で き る 、 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ － シ ュ ー ド タ イ プ Ｈ Ｉ Ｖ ベ ク タ ー を 構 築 す る の に 用 い ら れ て
き た （ Naldini et al. (1996) Science 272:263, お よ び Akkina et al. (1996) J Virol 
70:2581） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ ） ベ ー ス の ベ ク タ ー も 、 例 え ば 、 核 酸 お よ び ペ プ チ の イ ン
ビ ト ロ 産 生 に お い て 、 ま た 、 イ ン ビ ボ お よ び 生 体 外 の 遺 伝 子 治 療 手 順 に お い て 、 細 胞 に 標
的 核 酸 を 形 質 導 入 す る の に 用 い ら れ る 。 Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ ー の 概 要 に つ い て は 、 West et al. 
(1987) Virology 160:38-47; Carter et al. (1989) 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ９ ７ ， ３ ６ ８ 号 ；
Carter et al. WO 93/24641 (1993); Kotin (1994) Human Gene Therapy 5:793-801; Muz
yczka (1994) J. Clin. Invest. 94:1351 を 参 照 す る 。 組 換 え Ａ Ａ Ｖ ベ ク タ ー の 構 築 は 、
Lebkowski、 米 国 特 許 第 ５ ， １ ７ ３ ， ４ １ ４ 号 ； Tratschin et al. (1985) Mol. Cell. Bi
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ol. 5(11):3251-3260; Tratschin, et al. (1984) Mol. Cell. Biol., 4: 2072－ 2081; H
ermonat and Muzyczka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6466-6470; McLaughli
n et al. (1988) お よ び  Samulski et al. (1989) J. Virol., 63:03822-3828 を 含 む い
く つ か の 出 版 物 に 記 述 さ れ て い る 。 ｒ Ａ Ａ Ｖ に よ っ て 形 質 転 換 さ れ 得 る 細 胞 ラ イ ン と し て
は 、 Lebkowski et al. (1988) Mol. Cell. Biol., 8:3988-3996 に 記 述 さ れ た も の が 挙 げ
ら れ る 。 他 の 適 当 な ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス お よ び ワ ク シ ニ ア ウ イ
ル ス が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 米 国 特 許 第 ５ ， ９ ４ ２ ， ４ ９ ６ 号 お よ び 第 ５ ， ７ ６ ３ ， ４ １ ６ 号 は 、 生 体 内 原 位 置 で 骨
細 胞 内 に 核 酸 を 移 す 際 に 使 用 す る た め の 、 か つ （ ま た は ） 、 骨 祖 先 細 胞 を 刺 激 す る た め の
、 方 法 、 組 成 物 、 キ ッ ト お よ び 装 置 を 開 示 し て い る （ Evans and Robbins (1995) J. Bone
 and Joint Surgery, 77-A(7):1103-1114, Wolff et al. (1992) J. Cell Sci., 103:124
9-1259 も 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｂ ） 外 来 的 に 産 生 さ れ た Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 投 与
　 　 １ ） 標 的 細 胞 へ の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 の 運 搬
　 本 発 明 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 （ ま た は 、 そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 ） は 、 静 脈 内 、 非 経
口 、 局 所 的 、 経 口 、 ま た は （ 例 え ば 、 エ ア ロ ゾ ル に よ る 、 あ る い は 、 経 皮 的 な ） 局 所 投 与
に 有 用 で あ る 。 特 に 好 適 な 投 与 様 式 と し て は 、 動 脈 内 注 射 、 骨 折 部 位 へ の 注 射 、 あ る い は
、 生 分 解 性 の 基 質 内 で の 運 搬 が 挙 げ ら れ る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 作 用 剤 は 、 一 般 に 、 薬 学
的 に 受 容 で き る キ ャ リ ヤ （ 賦 形 剤 ） と 組 み 合 わ せ て 、 薬 理 学 的 組 成 物 を 形 成 す る 。 薬 学 的
に 受 容 で き る キ ャ リ ヤ は 、 例 え ば 、 組 成 物 を 安 定 化 さ せ る よ う 、 あ る い は 、 作 用 剤 の 吸 収
を 増 大 さ せ る 、 あ る い は 、 低 減 さ せ る よ う 作 用 す る 、 生 理 学 的 に 受 容 で き る 化 合 物 を 含 む
こ と も で き る 。 生 理 学 的 に 受 容 で き る 化 合 物 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 シ ョ 糖 、 ま
た は デ キ ス ト ラ ン な ど の 炭 水 化 物 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た は グ ル タ チ オ ン な ど の 抗 酸 化 物 、
キ レ ー ト 化 剤 、 低 分 子 量 蛋 白 質 、 抗 有 糸 分 裂 剤 の ク リ ア ラ ン ス ま た は 加 水 分 解 を 低 減 さ せ
る 組 成 物 、 あ る い は 、 賦 形 剤 ま た は 他 の 安 定 剤 及 び ／ 又 は 緩 衝 液 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 他 の 生 理 学 的 に 受 容 で き る 化 合 物 と し て は 、 浸 潤 剤 、 乳 化 剤 、 分 散 剤 、 あ る い は 、 微 生
物 の 増 殖 ま た は 作 用 を 阻 止 す る の に 特 に 有 用 な 保 存 剤 が 挙 げ ら れ る 。 各 種 の 保 存 剤 が 周 知
で あ り 、 保 存 剤 と し て は 、 例 え ば 、 フ ェ ノ ー ル お よ び ア ス コ ル ビ ン 酸 が 挙 げ ら れ る 。 当 業
者 な ら 、 生 理 学 的 に 受 容 で き る 化 合 物 を 含 む 、 薬 学 的 に 受 容 で き る キ ャ リ ヤ の 選 択 は 、 例
え ば 、 抗 有 糸 分 裂 剤 の 投 与 経 路 、 お よ び 、 抗 有 糸 分 裂 剤 の 特 定 の 生 理 化 学 的 特 性 に 左 右 さ
れ る こ と を 理 解 し よ う 。 骨 形 態 形 成 蛋 白 質 （ Ｂ Ｍ Ｐ ） の 運 搬 の た め の 好 適 な 製 剤 形 態 は 、
米 国 特 許 第 ５ ， ３ ８ ５ ， ８ ８ ７ 号 に 詳 細 に 記 述 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 薬 学 的 組 成 物 は 、 投 与 方 法 に 応 じ て 各 種 の 単 位 投 与 形 態 で 投 与 さ れ て よ い 。 例 え ば 、 経
口 投 与 に 適 し た 単 位 投 与 形 態 と し て は 、 粉 末 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル お よ び ロ ゼ ン ジ が 挙
げ ら れ る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 経 口 投 与 さ れ る 場 合 、 消 化 に 対 し て 保 護 さ れ な け れ ば
な ら な い こ と が 認 識 さ れ て い る 。 こ れ は 、 一 般 に 、 該 蛋 白 質 を 、 酸 性 お よ び 酵 素 加 水 分 解
に 対 す る 耐 性 を 該 蛋 白 質 に 持 た せ る た め の 組 成 物 と 複 合 体 を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 、 あ
る い は 、 該 蛋 白 質 を 、 リ ポ ソ ー ム な ど の 適 切 な 耐 性 を 有 す る キ ャ リ ヤ 内 に パ ッ ケ ー ジ ン グ
す る こ と に よ っ て 、 実 現 さ れ る 。 化 合 物 を 消 化 に 対 し て 保 護 す る 手 段 は 、 こ の 技 術 分 野 で
は 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 治 療 薬 の 経 口 運 搬 の た め の 脂 質 組 成 物 を 記 述 し た 、 米 国 特 許 第 ５
， ３ ９ １ ， ３ ７ ７ 号 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 例 え ば 、 治 療 す べ き 、 あ る い は 、 骨 の 再 構 築 及 び ／ 又 は 修 復
を 促 進 す べ き 、 外 科 的 創 傷 に お け る 、 局 所 的 投 与 に 特 に 有 用 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、
該 組 成 物 は 、 静 脈 内 投 与 、 あ る い は 、 体 腔 ま た は 器 官 の 内 腔 へ の 投 与 な ど 、 非 経 口 投 与 に
有 用 で あ る 。 投 与 の た め の 組 成 物 は 、 一 般 に 、 薬 学 的 に 受 容 で き る キ ャ リ ヤ 内 、 望 ま し く
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は 、 水 溶 性 蛋 白 質 の た め の 水 溶 性 キ ャ リ ヤ 内 に 、 溶 解 さ れ た Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 の 溶 液 を
含 む こ と に な る 。 例 え ば 、 緩 衝 生 理 食 塩 水 な ど 、 各 種 の キ ャ リ ヤ を 使 用 す る こ と が で き る
。 こ れ ら 溶 液 は 、 無 菌 で あ り 、 か つ 、 一 般 に 、 望 ま し く な い 物 質 を 含 ん で い な い 。 こ れ ら
組 成 物 は 、 従 来 の 周 知 の 滅 菌 技 法 に よ っ て 滅 菌 さ れ て よ い 。 こ れ ら 組 成 物 は 、 例 え ば 、 酢
酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 乳 酸 ナ ト リ ウ ム な ど 、
ｐ Ｈ 調 整 お よ び 緩 衝 剤 、 毒 性 調 整 剤 な ど の 、 生 理 学 的 条 件 を 近 似 さ せ る た め の 、 薬 学 的 に
受 容 で き る 補 助 物 質 を 、 必 要 に 応 じ て 含 ん で よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ れ ら 製 剤 形 態 内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 の 濃 度 は 、 大 幅 に 変 更 可 能 で あ り 、 か つ 、 選 択
さ れ た 特 定 の 投 与 様 式 お よ び 患 者 の 必 要 性 に 従 っ て 、 主 と し て 、 液 量 、 粘 度 、 体 重 な ど に
基 づ い て 、 選 択 さ れ る こ と に な る 。 一 般 に Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 （ 凍 結 乾 燥 さ れ た 形 態
か ら の 再 構 成 を 含 む ） 薬 学 的 に 受 容 で き る 溶 液 の 形 態 で 、 利 用 さ れ る 。 過 度 な 体 積 の キ ャ
リ ヤ を 必 要 と す る こ と な し に 、 薬 学 的 に 有 効 な 量 の 蛋 白 質 が 運 搬 さ れ 得 る よ う 、 少 な く と
も 約 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 望 ま し く は 、 約 ２ ～ ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 、 造 骨 性 蛋 白 質 を 可 溶 化 す
る の が 最 適 で あ る 。 い く つ か の ア プ リ ケ ー シ ョ ン で は 、 ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ よ り 高 い 濃 度 が 望 ま
し い と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 上 に 示 唆 し た よ う に 、 投 与 計 画 は 、 対 処 さ れ て い る 臨 床 徴 候 に よ っ て 、 ま た 、 各 種 の 患
者 変 数 （ 例 え ば 、 体 重 、 年 齢 、 性 別 ） お よ び 臨 床 症 状 （ 例 え ば 、 傷 害 の 程 度 、 傷 害 の 部 位
な ど ） に よ っ て 決 ま る 。 一 般 に 、 造 骨 性 蛋 白 質 の 投 与 量 は 、 １ ～ 約 １ ０ ０ ０ ０ μ ｇ 、 望 ま
し く は 、 約 １ ０ ～ １ ０ ０ ０ μ ｇ 、 よ り 望 ま し く は 、 約 １ ０ ～ １ ０ ０ μ ｇ の 範 囲 内 で あ ろ う
。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 　 ２ ） 骨 移 植 片 材 料
　 骨 創 傷 、 並 び に 、 多 く の 他 の 創 傷 モ デ ル は 、 創 傷 治 癒 プ ロ セ ス に と っ て 重 大 な 生 物 学 的
に 活 性 の 作 用 剤 の 遊 離 を 、 惹 起 す る 。 骨 内 で 自 然 発 生 す る 骨 形 態 形 成 蛋 白 質 （ Ｂ Ｍ Ｐ ） は
、 創 傷 か ら ひ と た び 遊 離 さ れ る と 、 骨 誘 発 を 刺 激 し 、 か つ 、 喪 失 し た 、 あ る い は 、 損 傷 し
た 骨 組 織 を 再 生 す る 。 精 製 さ れ た 形 態 の 、 こ れ ら 同 じ 蛋 白 質 は 、 生 分 解 性 の 基 質 へ の 骨 成
長 を 刺 激 し て 、 通 常 の 骨 格 の 境 界 の 内 部 お よ び 外 部 の 両 方 で 、 骨 の 人 工 的 創 出 を 可 能 に す
る の に 用 い る こ と が で き る 。 特 定 の 理 論 に 拘 束 さ れ る こ と な し に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は
、 骨 形 態 形 成 蛋 白 質 の 使 用 に 類 似 し た や り 方 で 、 骨 の 再 石 灰 化 を 刺 激 す る の に 用 い る こ と
が で き る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 上 述 し た よ う に 、 全 身 的 に 投 与 さ れ 得 る 。 加 え て 、 あ る い は 、
別 法 と し て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 骨 ま た は 骨 折 部 位 に 、 直 接 的 に 適 用 さ れ 得 る 。 こ れ
は 、 外 科 手 術 中 （ 例 え ば 、 複 雑 骨 折 を 接 骨 す る 時 、 骨 を 再 構 築 す る 時 、 骨 移 植 を 行 う 時 な
ど ） に 実 現 す る こ と が で き 、 あ る い は 、 直 接 注 射 に よ っ て 実 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 あ る 種 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 特 に 、 骨 の 再 構 築 ま た は 修 復 が 外 科 的 に 行 わ れ る 場 合 は
、 持 続 性 運 搬 「 ビ ヒ ク ル 」 を 用 い て Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を 投 与 す る こ と が 望 ま し い 。 持 続
性 運 搬 ビ ヒ ク ル と し て は 、 生 分 解 性 の 運 搬 ビ ヒ ク ル が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 好 適 な 生 分 解 性 の 運 搬 ビ ヒ ク ル は 、 望 ま し く は 、 多 孔 性 で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 物 質 の 放 出 制 御 を 行 い な が ら 、 細 胞 付 着 お よ び 組 織 再 生 誘 導 の た め の 場 所 も 提 供 す る た
め の 、 生 分 解 性 多 孔 性 運 搬 ビ ヒ ク ル を 開 発 す る 点 で は 、 多 く の 研 究 が な さ れ て き た 。 生 分
解 性 の 材 料 は 、 １ ） 親 水 性 の も の 、 お よ び ２ ） 疎 水 性 の も の 、 と い う 二 つ の カ テ ゴ リ ー に
分 け ら れ る こ と が 多 い 。 親 水 性 材 料 （ 脱 灰 凍 結 乾 燥 骨 、 セ ラ ミ ッ ク 、 フ ィ ブ リ ン 、 ゼ ラ チ
ン な ど ） は 、 水 に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 し て お り 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 水 溶 液 を 、 材 料 の
内 部 孔 内 に 、 容 易 に 取 り 込 む 。 疎 水 性 材 料 （ Ｌ － ポ リ 乳 酸 、 Ｄ ， Ｌ － ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ
コ ー ル 酸 な ど ） は 、 そ れ ら の 多 孔 性 、 全 体 の 大 き さ 、 形 状 お よ び 機 械 的 特 性 の 範 囲 で は 潜
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在 的 に 限 界 が な い が 、 水 溶 液 で 「 浸 潤 す る 」 の が よ り 困 難 で あ る 。 そ の よ う な 材 料 の 内 表
面 へ の 溶 液 の 沈 着 を 増 大 さ せ る た め に 、 疎 水 性 材 料 は 、 蛋 白 質 ま た は 界 面 活 性 剤 で 含 浸 し
て 、 蛋 白 質 （ 例 え ば 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ ） に よ る 含 浸 を 促 進 す る こ と が 多 い 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 、 ポ リ 乳 酸 、 多 孔 性 セ ラ ミ ッ ク ス 、 ゼ ラ チ ン 、 寒 天 な ど の 材 料 を 含 む 、
各 種 の 生 分 解 性 の 運 搬 材 料 の 詳 細 な 記 述 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ７ ３ ６ ， １ ６ ０ 号 、
第 ４ ， １ ８ １ ， ９ ８ ３ 号 、 第 ４ ， １ ８ ６ ， ４ ４ ８ 号 、 第 ３ ， ９ ０ ２ ， ４ ９ ７ 号 、 第 ４ ， ４
４ ２ ， ６ ５ ５ 号 、 第 ４ ， ５ ６ ３ ， ４ ８ ９ 号 、 第 ４ ， ５ ９ ６ ， ５ ７ ４ 号 、 第 ４ ， ６ ０ ９ ， ５
５ １ 号 、 第 ４ ， ６ ２ ０ ， ３ ２ ７ 号 、 お よ び 第 ５ ， ０ ４ １ ， １ ３ ８ 号 に 見 い 出 す こ と が で き
る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 他 の 運 搬 ビ ヒ ク ル と し て は 、 骨 移 植 片 材 料 が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 骨
移 植 片 材 料 は 、 天 然 の 材 料 （ 例 え ば 、 移 植 さ れ た 骨 ま た は 骨 断 片 ） 、 合 成 材 料 （ 例 え ば 、
各 種 の 重 合 体 及 び ／ 又 は セ ラ ミ ッ ク ス ） 、 あ る い は 、 両 方 の 組 合 せ か ら 誘 導 す る こ と が で
き る 。 骨 移 植 片 材 料 は 、 一 般 に 、 空 隙 を 埋 め る 、 あ る い は 、 さ も な け れ ば 、 喪 失 し た 骨 材
料 を 置 換 す る の に 利 用 さ れ る 。 そ の よ う な 移 植 片 材 料 は 、 し ば し ば 、 補 綴 の 生 骨 と の 緊 密
な 結 合 ／ ア ニ ー リ ン グ を 促 進 す る た め 、 補 綴 装 置 （ 例 え ば 、 骨 代 替 物 ま た は 支 持 体 ） の 構
成 要 素 と し て も 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 生 体 活 性 ガ ラ ス お よ び リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 コ ラ ー ゲ ン 、 混 合 物 な ど を 用 い た 骨 移 植 片 は
、 良 好 な 生 体 適 合 性 を 有 し て お り 、 か つ 、 場 合 に よ っ て は 、 骨 組 織 の 形 成 お よ び 取 込 み を
生 ず る 。 い く つ か の 異 な る ガ ラ ス 、 ガ ラ ス セ ラ ミ ッ ク ス 、 お よ び 結 晶 相 材 料 が 、 回 復 目 的
で 、 単 独 で 、 あ る い は 、 ア ク リ ル の 重 合 可 能 な 種 、 お よ び 重 合 体 の 他 の フ ァ ミ リ ー と 組 み
合 わ せ て 、 用 い ら れ て き た 。 こ れ ら と し て は 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 フ ッ 素 リ ン 灰 石 、
オ キ シ ア パ タ イ ト 、 ウ ォ ラ ス ト ナ イ ト 、 灰 長 石 、 フ ッ 化 カ ル シ ウ ム 、 ア グ レ ル 石 、 デ ビ ト
ラ イ ト 、 カ ナ サ イ ト 、 金 雲 母 、 モ ネ タ イ ト 、 ブ ラ ッ シ ュ 石 、 リ ン 酸 八 カ ル シ ウ ム 、 ウ ィ ッ
ト ロ ッ カ イ ト 、 リ ン 酸 四 カ ル シ ウ ム 、 コ ー デ ィ エ ラ イ ト 、 お よ び ベ ル リ ナ イ ト が 挙 げ ら れ
る 。 そ の よ う な 用 途 を 記 述 し た 代 表 的 な 特 許 と し て は 、 米 国 特 許 第 ３ ， ９ ８ １ ， ７ ３ ６ 号
、 第 ４ ， ６ ５ ２ ， ５ ３ ４ 号 、 第 ４ ， ６ ４ ３ ， ９ ８ ２ 号 、 第 ４ ， ７ ７ ５ ， ６ ４ ６ 号 、 第 ５ ，
２ ３ ６ ， ４ ５ ８ 号 、 第 ２ ， ９ ２ ０ ， ９ ７ １ 号 、 第 ５ ， ３ ３ ６ ， ６ ４ ２ 号 、 お よ び 第 ２ ， ９
２ ０ ， ９ ７ １ 号 が 挙 げ ら れ る 。 追 加 的 な 参 照 文 献 と し て は 、 日 本 国 特 許 第 ８ ７ － ０ １ ０ ９
３ ９ 号 お よ び 独 国 特 許 第 Ｏ Ｓ 　 ２ ， ２ ０ ８ ， ２ ３ ６ 号 が 挙 げ ら れ る 。 他 の 参 照 文 献 は 、 W.
 F. Brown, "Solubilities of Phosphate & Other Sparingly Soluble Compounds," Envi
ronmental Phosphorous Handbook, Ch. 10 (1973) に 見 い 出 さ れ る は ず で あ る 。 上 記 に 加
え て 、 サ ン ゴ お よ び 真 珠 貝 を 含 む 、 あ る 種 の 動 物 由 来 の 材 料 も 、 回 復 目 的 で 、 生 体 材 料 に
お い て 、 使 用 さ れ て き た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 他 の 骨 移 植 片 材 料 と し て は 、 １ ～ １ ０ 重 量 ％ の 硝 子 体 の 鉱 物 線 維 と 共 に １ ５ ～ ７ ５ 重 量
％ の 生 体 活 性 ガ ラ ス で 強 化 さ れ た 、 可 撓 性 の 成 形 用 ア ク リ ル ベ ー ス 骨 セ メ ン ト （ 米 国 特 許
第 ４ ， ２ ３ ９ ， １ １ ３ 号 ） 、 お よ び 、 ア ミ ン を 混 合 し た 過 酸 化 ベ ン ゾ イ ル な ど の 過 酸 化 シ
ス テ ム の 作 用 を 通 し て 重 合 可 能 な 、 ビ ス フ ェ ノ ー ル － Ａ － ジ グ リ シ ジ ル メ タ ク リ ル 酸 塩 （
ｂ ｉ ｓ 　 Ｇ Ｍ Ａ ） へ の 、 リ ン 酸 三 カ ル シ ウ ム お よ び バ イ オ セ ラ ミ ッ ク Ａ 2 な ど の 骨 充 填 材
（ Vuillemin et al. (1987) Arch. Otolygol. Head Neck Surg. 113: 836－ 840） が 挙 げ
ら れ る 。 水 酸 化 カ ル シ ウ ム セ メ ン ト 反 応 を 通 し て 硬 化 さ れ た 、 サ リ チ ル 酸 塩 と ア ク リ ル 酸
塩 の 両 方 を 含 む 二 成 分 樹 脂 複 合 体 が 、 米 国 特 許 第 ４ ， ８ ８ ６ ， ８ ４ ３ 号 に 記 述 さ れ て お り
、 一 方 、 米 国 特 許 第 ５ ， １ ４ ５ ， ５ ２ ０ 号 お よ び 第 ５ ， ２ ３ ８ ， ４ ９ １ 号 は 、 充 填 材 お よ
び セ メ ン ト を 開 示 し て い る 。 上 記 の 材 料 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を 取 り 込 む よ う 製 作 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 さ ら に 、 骨 形 態 形 成 蛋 白 質 を 含 む 移 植 片 材 料 が 、 既 知 で あ る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 米 国 特
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許 第 ４ ， ３ ９ ４ ， ３ ７ ０ 号 は 、 再 構 成 さ れ た コ ラ ー ゲ ン と 脱 灰 し た 骨 粒 子 と の 、 あ る い は
、 再 構 成 さ れ た コ ラ ー ゲ ン と 骨 欠 損 に お け る イ ン ビ ボ 移 植 に 適 し た 海 綿 状 に 製 作 さ れ た 可
溶 化 骨 形 態 発 生 蛋 白 質 と の 、 複 合 体 を 記 述 し て い る 。 同 様 に 、 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ２ ４ ， ０
８ ４ 号 は 、 望 ま し く は 、 帯 電 し た 表 面 を 有 す る 、 生 体 適 合 性 の 移 植 可 能 な 移 植 片 材 料 か ら
作 成 さ れ た 基 板 を 記 述 し て い る 。 生 体 適 合 性 の 移 植 可 能 な 移 植 片 材 料 の 例 と し て は 、 リ ン
酸 カ ル シ ウ ム を 含 む 合 成 セ ラ ミ ッ ク ス 、 い く つ か の 重 合 体 、 脱 灰 し た 骨 基 質 、 ま た は 石 灰
化 し た 骨 基 質 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら 材 料 は 、 追 加 的 に 、 基 板 の 表 面 に 結 合 し た 細 胞 接 着 分
子 を 含 ん で よ い 。 用 語 「 細 胞 接 着 分 子 」 は 、 集 合 的 に 、 ラ ミ ニ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 ビ
ト ロ ネ ク チ ン 、 血 管 細 胞 接 着 分 子 （ Ｖ － Ｃ Ａ Ｍ ） お よ び 細 胞 間 接 着 分 子 （ Ｉ － Ｃ Ａ Ｍ ） 、
お よ び コ ラ ー ゲ ン を 指 す 。 特 に 適 当 な 移 植 片 材 料 と し て は 、 例 え ば 、 単 離 さ れ た 石 灰 化 し
た 海 綿 骨 切 片 、 石 灰 化 し た 骨 の 粉 末 ま た は 顆 粒 、 脱 灰 し た 海 綿 骨 切 片 、 脱 灰 し た 骨 の 粉 末
ま た は 顆 粒 、 脱 灰 し た 骨 基 質 か ら 抽 出 さ れ た グ ア ニ ジ ン － Ｈ Ｃ ｌ 、 焼 結 さ れ た 皮 質 骨 ま た
は 海 綿 骨 、 Interpore 500 と い う 商 品 名 で  Interpore に よ っ て 販 売 さ れ て い る サ ン ゴ 状
ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト 、 お よ び  Zimmer に よ っ て 販 売 さ れ て い る 骨 移 植 片 代 用 物  Collagr
aft、 あ る い は 、 Orquest に よ っ て コ ラ ー ゲ ン か ら 作 成 さ れ た も の な ど の 線 維 状 海 綿 に 組
み 込 ま れ た も の な ど の 顆 粒 状 セ ラ ミ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、 こ れ ら
移 植 片 材 料 の う ち の い ず れ に も 組 み 込 む こ と が で き 、 あ る い は 、 骨 形 態 形 成 蛋 白 質 の 代 わ
り に 代 用 す る こ と が で き る 。
Ｖ Ｉ Ｉ ． キ ッ ト
　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 本 文 書 で 述 べ る 、 検 定 の 実 施 ま た は 組 成 物 の 使 用
の た め の 、 キ ッ ト を 提 供 す る 。 好 適 な 一 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 発 現 及 び
／ 又 は 活 性 レ ベ ル の 検 出 に 適 し た 、 抗 体 及 び ／ 又 は 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 一 つ ま た は そ れ 以
上 の 容 器 、 及 び ／ 又 は 基 板 を 含 ん で い る 。 キ ッ ト は 、 オ プ シ ョ ン と し て 、 本 文 書 で 述 べ る
検 定 の 実 施 を 促 進 す る た め の 、 い か な る 試 薬 及 び ／ 又 は 装 置 も 含 ん で よ い 。 そ の よ う な 試
薬 と し て は 、 緩 衝 液 、 標 識 、 標 識 化 抗 体 、 標 識 化 核 酸 、 蛍 光 標 識 の 描 出 の た め の フ ィ ル タ
ー セ ッ ト 、 ブ ロ ッ テ ィ ン グ メ ン ブ レ ン な ど が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 キ ッ ト は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 、 ま た は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を コ ー
ド 化 す る ベ ク タ ー 、 及 び ／ 又 は Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 を コ ー ド 化 す る ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 を
含 む 容 器 を 含 ん で よ い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 さ ら に 、 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 検 定 方 法 の 実 施 、 あ る い は 、 禁 忌 と 共 に 本 文 書 で 述 べ る 組
成 物 の 投 与 の た め の 、 指 示 （ す な わ ち 、 プ ロ ト コ ル ） を 含 む 指 図 資 料 を 含 ん で よ い 。 指 図
資 料 は 、 一 般 に 、 書 面 に よ る 、 あ る い は 、 印 刷 さ れ た 材 料 を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 そ の よ う な 指 図 を 記 憶 し 、 か つ 、 そ れ ら を 最 終 使 用 者 に 伝 達 す る こ と が で き る 、 い か
な る メ デ ィ ア も 、 本 発 明 に よ っ て 企 図 さ れ て い る 。 そ の よ う な メ デ ィ ア と し て は 、 電 子 的
記 憶 メ デ ィ ア （ 例 え ば 、 磁 気 デ ィ ス ク 、 テ ー プ 、 カ ー ト リ ッ ジ 、 チ ッ プ ） 、 光 学 的 メ デ ィ
ア （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ 　 Ｒ Ｏ Ｍ ） な ど が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の よ う な メ
デ ィ ア は 、 そ の よ う な 指 図 資 料 を 提 供 す る イ ン タ ー ネ ッ ト サ イ ト へ の ア ド レ ス を 含 ん で よ
い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ５ ８ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 請 求 項 に 記 載 の 発 明 を 限 定 す る 目 的 で は な く 、 例 示 す る 目 的 で 提 供 さ
れ て い る 。
実 施 例 １
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ は 、 胎 仔 の 頭 蓋 冠 造 骨 細 胞 に お け る 石 灰 化 を 増 進 す る
　 本 文 書 で 述 べ る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ニ ワ ト リ Ｎ
ｅ ｌ 遺 伝 子 に 対 し て 約 ６ １ ％ の 相 同 性 を 有 し て お り 、 従 っ て 、 ヒ ト Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ と 命 名 さ
れ た （ Watanabe et al. (1996) Genomics. 38(3), 273－ 276） 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 は 、
シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 Ｎ Ｈ 2 末 端 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン （ Ｔ Ｓ Ｐ ） 様 モ ジ ュ ー ル （ Francois an

10

20

30

40

50

(37) JP 2006-512292 A 2006.4.13



d Bier (1995) Cell. 80(1): 19－ 20） 、 ５ つ の  von Willebrand 因 子 Ｃ ド メ イ ン 、 お よ
び ６ つ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン を 含 ん で い る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ヒ ト Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 は 、 主 と し て 、 縫 合 近 傍 骨 縁 部 に 沿 っ て 、 骨 形 成 前 端 の
間 葉 細 胞 内 お よ び 造 骨 細 胞 内 に 、 か つ 、 新 し く 形 成 さ れ た 骨 の 凝 縮 し て い る 間 葉 細 胞 内 に
、 局 在 化 さ れ て い た 。 ヒ ト 多 臓 器 組 織 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト は 、 ヒ ト Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ が 、 胎 仔
の 脳 内 で は 、 特 異 的 に 発 現 さ れ た が 、 胎 仔 の 肺 、 腎 臓 ま た は 肝 臓 に お い て は 、 特 異 的 に 発
現 さ れ な か っ た こ と を 示 し た 。 我 々 は 、 ま た 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ が 、 ラ ッ ト 頭 蓋 冠 の 骨 祖 先 細
胞 内 で は 発 現 さ れ た が 、 ラ ッ ト の 脛 骨 、 ス ト ロ ー マ 細 胞 、 お よ び 線 維 芽 細 胞 の 培 養 物 に お
い て は 、 お お む ね 不 在 で あ っ た こ と を 実 証 し た 。 我 々 の デ ー タ は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 が
、 頭 蓋 の 膜 内 骨 お よ び 神 経 組 織 （ 神 経 冠 由 来 ） 内 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る こ と を 示 唆 し て い
る 。
Ａ ） 材 料 お よ び 方 法
　 胎 仔 の 妊 娠 ７ 、 １ １ 、 １ ４ 、 １ ７ 日 目 か ら の 全 マ ウ ス 胚 Ｒ Ｎ Ａ 分 析 を 行 っ た 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 担 持 す る ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ｅ ｌ － Ａ ノ ッ ク ア ウ ト お よ び Ｍ Ｃ Ｖ プ ロ モ ー
タ ー を 有 す る Ａ Ｄ ５ ） を 構 築 し 、 か つ 、 ラ ッ ト 胎 仔 の 頭 蓋 冠 の 初 代 細 胞 培 養 物 お よ び Ｍ Ｃ
３ Ｔ ３ 細 胞 ラ イ ン に 感 染 さ せ た 。 ウ イ ル ス は 、 以 下 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て 構 築 し た ： ２ ９
３ 細 胞 を 、 各 １ ０ ｍ ｇ の ｐ Ｊ Ｍ １ ７ （ 欠 損 ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 含 む ） お よ び （ Ｃ ａ Ｐ
Ｏ 4 を 用 い た 、 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス ラ ッ ト Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 含 む ） ｐ Ａ Ｃ － Ｃ Ｍ Ｖ ベ
ー ス の プ ラ ス ミ ド で 同 時 形 質 移 入 し て 、 １ ０ ～ １ ４ 日 間 で ラ ッ ト Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 発 現 し て
い る 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 生 成 し た 。 ウ イ ル ス を プ ラ ー ク 精 製 し 、 か つ 、 サ ザ
ン ブ ロ ッ ト を 行 っ て Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 の 取 込 み を 保 証 し た 。 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝
子 を 含 む ア デ ノ ウ イ ル ス を 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し 、 か つ 、 異 な る 細 胞 型 に よ る 感 染
の 有 効 性 に つ い て 、 検 査 し た 。 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 と Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 の 両 方 で 、 約 ８ ０ ～ ９
０ ％ の 感 染 効 率 が 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 感 染 後 １ ４ 、 １ ７ 、 ２ １ 日 目 に 、 von Kossa 染 色 を 行 っ た 。 ImagePro シ ス テ ム に よ っ
て 、 石 灰 化 の 領 域 を 定 量 化 し た 。 Ｓ ｔ ｕ ｄ ｅ ｎ ｔ の 両 側 ｔ 検 定 に よ っ て 、 統 計 解 析 を 行 っ
た 。 統 計 的 Ｐ 値 * ｐ ＜ ０ ． ０ １ を 有 意 と 見 な し た 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞
か ら の Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 か つ 、 マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 分 析 を 行 っ た 。 ホ ス フ ォ イ メ ジ ャ ー
に よ っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 信 号 を 定 量 化 し た 。
Ｂ ） 結 果
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 妊 娠 の １ ４ 日 目 か ら か す か に 発 現 さ れ 、 妊 娠 期 間 に わ た っ
て 若 干 増 大 し た 。 妊 娠 １ ４ 日 目 は 、 胎 仔 の 頭 蓋 冠 が 石 灰 化 し 始 め る 時 で あ る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ －
１ を 過 剰 発 現 し て い る 、 ラ ッ ト 胎 仔 の 頭 蓋 冠 の 初 代 細 胞 培 養 物 と Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 培 養 物 の
両 方 が 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ コ ン ト ロ ー ル と 比 べ た 石 灰 化 の 増 進 を 示 し た 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ －
１ の 過 剰 発 現 は 、 感 染 後 １ ７ 日 目 に 、 頭 蓋 冠 の 造 骨 性 初 代 細 胞 培 養 物 に お け る 石 灰 化 を 、
コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 約 ３ ０ 倍 増 進 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 von Kossa 染 色 に 基 づ い
て お り 、 か つ 、 ImagePro ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 定 量 化 さ れ た 。 こ の 相 対 的 な 増 大 は 、 感
染 後 ２ １ 日 目 ま で に 、 ２ 倍 に ま で 減 少 し た 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ を 感 染 さ せ た Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 か
ら の マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ の 結 果 は 、 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 、 Ｂ Ｍ Ｐ － ７ 遺 伝 子 発 現 に
お け る ２ ０ ％ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン 、 並 び に 、 Ｓ ｐ ｌ ｉ ｔ 　 Ｈ ａ ｎ ｄ お よ び Ｆ ｏ ｏ ｔ
遺 伝 子 の ３ 倍 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た 。 こ れ ら 二 つ の 遺 伝 子 は 、 骨 形 成 お よ び
頭 蓋 顔 面 の 発 生 に 密 接 に 関 連 し て い る 。
Ｃ ） 考 察 お よ び 結 論
　 こ の 研 究 で 、 我 々 は 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ が 、 骨 形 成 と 密 接 に 関 連 し て お り 、 そ れ が 、 頭 蓋 冠
造 骨 細 胞 様 細 胞 の 石 灰 化 を 増 進 し た こ と を 明 ら か に 確 認 し た 。 同 定 さ れ た 下 流 の エ フ ェ ク
タ ー の う ち の い く つ か は 、 明 ら か に 、 骨 形 成 お よ び 胎 生 学 的 な 発 生 に お い て 、 重 要 な 役 割
を 果 た し て い る 。 Ｃ Ｓ で 見 ら れ る よ う な 早 期 の 頭 蓋 縫 合 閉 鎖 は 、 頭 蓋 骨 の 過 剰 産 生 に よ る
も の で あ る と 思 わ れ 、 従 っ て 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 分 子 の 過 剰 発 現 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る
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。 こ れ ら の 結 果 お よ び Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 予 備 的 な 蛋 白 質 機 能 分 析 結 果 は 、 こ の 蛋 白 質 を 、 生
物 学 的 に 関 連 す る 分 子 と し て 分 類 す る 。 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の あ り 得 る 役 割 と し て 、 こ れ ら 蛋 白
質 は 、 他 の 成 長 因 子 と 相 互 作 用 す る 、 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 作 用 す る と 思 わ れ る 。 最 近 、
Ｔ Ｓ Ｐ － １ は 、 Ｔ Ｇ Ｆ β － １ の 主 要 な 活 性 化 剤 で あ る こ と が 示 さ れ た （ Francois and Bie
r (1995) Cell. 80(1):19-20） 。 Ｔ Ｇ Ｆ β － １ は 、 細 胞 受 容 体 と 相 互 作 用 す る こ と が で き
な い 、 不 活 性 な 形 態 の ほ と ん ど の 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る 。 Ｔ Ｇ Ｆ β － １ の 活 性 は 、 最 初
に 、 潜 状 関 連 蛋 白 質 （ Ｌ Ａ Ｐ ） と 呼 ば れ る 、 そ の Ｎ Ｈ 2 末 端 プ ロ ペ プ チ ド の 二 量 体 と の 、
そ の 非 共 有 結 合 的 な 関 連 性 に よ っ て マ ス ク さ れ る 。 Ｔ Ｇ Ｆ β － １ を 細 胞 外 で 活 性 化 す る 際
に 、 Ｔ Ｓ Ｐ － １ は 、 Ｌ Ａ Ｐ の Ｎ Ｈ 2 末 端 領 域 と 相 互 作 用 し て 、 三 分 子 複 合 体 を 形 成 す る 。
こ の 複 合 体 内 で 、 Ｔ Ｇ Ｆ β － １ を 受 容 体 に と っ て ア ク セ ス 可 能 に す る 立 体 配 座 的 変 化 が 生
じ る 。 ４ つ の ｖ Ｗ Ｆ 　 Ｃ ド メ イ ン （ お そ ら く 、 ホ モ 三 量 体 ） を 有 す る 、 コ ー デ ィ ン の よ う
な 高 い 相 同 性 を 有 す る 分 子 が 、 原 腸 形 成 中 に 分 泌 さ れ 、 か つ 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の 背 腹
パ タ ー ン 形 成 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た し て い る （ Crawford et al. (1998) Cell. 93(
7): 1159-1170） 。 最 近 、 コ ー デ ィ ン は 、 腹 側 Ｂ Ｍ Ｐ － ４ （ 骨 形 態 発 生 蛋 白 質 ４ 、 Ｔ Ｇ Ｆ
β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の う ち の 一 つ ） に 直 接 的 に 結 合 し 、 か つ 、 Ｂ Ｍ Ｐ － ４ 活 性 を 中 和 す
る こ と が 示 さ れ た （ Piccolo et al. (1996) Cell, 86(4):589-598） 。 こ れ ら の 結 果 は 、
Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 蛋 白 質 が 、 Ｔ Ｇ Ｆ β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の う ち の い く つ か と 相 互
作 用 す る こ と に よ っ て 、 そ れ ら の 未 同 定 の 機 能 を 細 胞 外 で 実 行 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る
。 Ｔ Ｇ Ｆ β － １ は 、 骨 形 成 の 制 御 因 子 と し て 既 知 で あ る た め 、 石 灰 化 を 増 進 す る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ
－ １ の 効 果 は 、 Ｔ Ｇ Ｆ β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー と の そ の 相 互 作 用 に 関 連 し て い る と 思 わ れ る
。
【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 ２
Ｎ ｅ Ｉ Ｉ － １ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お け る 頭 蓋 骨 癒 合 症
　 以 前 、 我 々 は 、 最 も 一 般 的 な 先 天 性 の 頭 蓋 顔 面 奇 形 の う ち の 一 つ 、 頭 蓋 骨 癒 合 症 （ Ｃ Ｓ
） の 患 者 に お い て 、 早 期 の 頭 蓋 縫 合 閉 鎖 中 に 過 剰 発 現 さ れ る 新 規 の 分 子 と し て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ
－ １ を 報 告 し た 。 こ こ で 、 我 々 は 、 Ｎ ｅ Ｉ Ｉ － １ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス の 創 出 お よ び 分 析 を 記 述 す る 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 単 純 な 骨
癒 合 症 か ら 複 合 的 な 骨 癒 合 症 ま で に 及 ぶ Ｃ Ｓ 様 表 現 型 を 示 し た 。 組 織 学 的 に 、 こ れ ら 動 物
に お け る 異 常 に 閉 鎖 し つ つ あ る ／ 閉 鎖 し た 縫 合 の 骨 形 成 前 端 は 、 造 骨 細 胞 分 化 の 増 大 お よ
び 細 胞 増 殖 の 減 少 と 共 に 、 頭 蓋 冠 の 肥 大 お よ び 重 複 を 明 ら か に し た 。 さ ら に 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ －
１ の 全 身 性 の 非 組 織 特 異 的 過 剰 発 現 に も 関 わ ら ず 、 異 形 は 、 頭 蓋 冠 骨 に 限 定 さ れ て い た 。
イ ン ビ ト ロ で 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 は 、 通 常 の 培 養 条 件 下 で 、 頭 蓋 冠 の 造 骨 細 胞 分 化 お
よ び 石 灰 化 を 加 速 し た 。 さ ら に 、 造 骨 細 胞 内 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 は 、 ア ル カ リ 性 フ ォ
ス フ ァ タ ー ゼ 発 現 お よ び 微 小 結 節 形 成 を 促 進 す る の に 十 分 で あ っ た 。 逆 に 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １
の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 イ ン ビ ト ロ で 造 骨 細 胞 分 化 を 阻 害 し た 。 要 約 す る と 、 Ｎ ｅ
ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 は 、 齧 歯 類 モ デ ル に お け る 早 期 の 縫 合 閉 鎖 を も た ら す 、 頭 蓋 冠 の 肥 大 を
誘 発 し た 。 従 っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 お そ ら く 、 早 期 の 縫 合 閉 鎖 を も た ら す 複 雑 な 一 連 の
事 象 の 一 部 と し て 、 Ｃ Ｓ の 発 生 に お い て 新 規 な 役 割 を 有 し て い る 。 細 胞 レ ベ ル で は 、 Ｎ ｅ
ｌ ｌ － １ 発 現 は 、 造 骨 細 胞 分 化 を 調 整 し 、 ま た 、 造 骨 細 胞 分 化 に と っ て 十 分 か つ 必 要 で あ
る と 思 わ れ る 。
方 法
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 過 剰 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 作 製
　 ｐ Ｔ Ｍ － ７ ０ （ １ ３ 、 １ ４ ） か ら 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー お よ び Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化
部 位 を 用 い た ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ ． １ （ Invitrogen, Carlsbad, California, USA） に 、 ラ ッ ト
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 先 ず 、 組 換 え プ ラ ス ミ ド を Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３
細 胞 （ マ ウ ス 頭 蓋 冠 の 細 胞 ラ イ ン ） に 形 質 移 入 し て 、 適 正 な 蛋 白 質 発 現 （ デ ー タ 示 さ ず ）
を 検 証 し た 。 次 い で 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び Ｓ Ｖ ４ ０ ポ
リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 含 む ４ ． ７ ６ ｋ ｂ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 卵 母 細 胞 の 微 量 注 射 に 用 い た 。 標
準 の プ ロ ト コ ル （ 参 考 文 献 １ ５ ） に よ り 、 Ｂ ６ Ｃ ３ マ ウ ス を 用 い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
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マ ウ ス を 生 成 し た 。 フ ァ ウ ン ダ ー を 、 そ れ ら の 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 腹 仔 と 交 配 さ せ て
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ イ ン を 確 立 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 の 分 析
　 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 、 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 推 定 し た 。 導 入 遺
伝 子 の コ ピ ー 数 を 確 立 す る Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ト コ ル は 、 http://www.med.umich.edu/tamc/spike.
html（ 参 考 文 献 １ ６ ） で 得 た 。 哺 乳 類 ゲ ノ ム の 半 数 体 含 有 量 は 、 ３ □ １ ０ ９ ｂ ｐ で あ り 、
か つ 、 そ れ を ス パ イ ク す る に は １ ０ □ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ を 要 す る と い う 仮 定 に 基 づ い て 、 ５ □ ｇ
の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 当 り の 導 入 遺 伝 子 Ｄ Ｎ Ａ の 質 量 を 、 Ｎ 　 ｂ ｐ 導 入 遺 伝 子 Ｄ Ｎ Ａ ／ ３ □ １ ０
９ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と し て 計 算 し た 。 イ ン サ ー ト の 大 き さ は 、 ４ ． ７ ６ ｋ ｂ で あ り 、 か つ 、 １
コ ピ ー の 標 準 は 、 １ ０ □ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 当 り ７ ． ９ ３ ３ ｐ ｇ で あ る 。 ３ ０ サ イ ク ル の Ｐ
Ｃ Ｒ を 行 い 、 か つ 、 生 成 物 を 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 用 い て 電 気 泳 動 ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 強 度
は 、 Eagle Eye Ｉ Ｉ （ Stratagene, La Jolla, California, USA） を 用 い て 計 算 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 免 疫 組 織 化 学
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 抗 体 の 詳 細 な 調 製 は 、 Kuroda et al． （ 参 考 文 献 １ ３ 、 １ ４ ） に よ っ て 文
書 化 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 末 端 領 域 （ Ｃ Ｓ Ｖ Ｄ Ｌ Ｅ Ｃ Ｉ Ｅ Ｎ
Ｎ ） を 認 識 す る 。 抗 体 の 特 異 性 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 形 質 移 入 し た Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 か ら 抽
出 さ れ た 蛋 白 質 を 用 い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 確 認 し た 。 標 準 の ア ビ ジ ン ビ オ チ
ン 複 合 体 ／ 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ プ ロ ト コ ル （ Vector Elite Kit; Vector Laboratories 
Inc., Burlingame, California, USA） を 、 １ ： １ ０ ０ の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 抗 体 希 釈 に よ り 用
い た 。 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 基 板 お よ び ３ － ア ミ ノ － ９ － エ チ ル カ ル バ ゾ
ー ル を 描 出 に 用 い 、 か つ 、 切 片 を 、 ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 磁 気 共 鳴 映 像 法
　 マ イ ク ロ イ メ ー ジ ン グ 勾 配 セ ッ ト を 備 え た ７ ． ０ Ｔ 、 １ ８ ｃ ｍ の ク リ ア ボ ア 磁 石 、 お よ
び 、 ３ ５ ｍ ｍ 内 径 の バ ー ド ケ ー ジ 高 周 波 コ イ ル を 有 す る 、 Bruker Biospec Ｍ Ｒ イ メ ジ ャ
ー  （ Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Germany） を 用 い て 、 ホ ル マ リ ン 保 存 し た 検
体 に 対 し て 、 磁 気 共 鳴 映 像 法 （ Ｍ Ｒ Ｉ ） を 行 っ た 。 以 下 の パ ラ メ ー タ に よ る 、 グ ラ ジ エ ン
ト エ コ ー フ ィ ル タ ー 化 イ メ ー ジ ン グ 常 態 パ ル ス シ ー ケ ン ス を 用 い て 、 脳 お よ び 頭 蓋 冠 の 体
軸 横 断 お よ び 矢 状 画 像 を 得 た ： Ｔ Ｒ ／ Ｔ Ｅ 、 ２ ２ ９ ． ３ ／ ６ ４ ． １ ｍ ｓ ； フ リ ッ プ ア ン グ
ル 、 ３ ０ ° ； 視 野 、 ２ ． ３ ｃ ｍ ； 基 質 、 ２ ５ ６ × ２ ５ ６ ； 薄 片 厚 さ 、 １ ｍ ｍ ； お よ び 励 起
数 、 ８ 。 面 内 の 空 間 分 解 能 は 、 約 ９ ０ μ ｍ で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 ス キ ャ ン
　 全 て の デ ー タ は 、 ３ ０ ｋ Ｖ ｐ お よ び ７ ５ ０ ｍ Ａ で 収 集 し た 。 デ ー タ は 、 MicroCat ス キ
ャ ナ ー （ Oak Ridge National Laboratory, Oak Ridge, Tennessee, USA） と 共 に 供 給 さ れ
た コ ー ン ビ ー ム ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 再 構 築 し た 。 マ ト リ ッ ク ス は 、 ２ ５ ６ × ２ ５ ６ ×
２ ５ ６ で 、 １ ４ ０ μ ｍ の 等 方 向 分 解 能 が 得 ら れ た 。 定 量 的 手 順 は 、 ０ 、 ５ ０ 、 ２ ５ ０ 、 お
よ び ７ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｃ ｃ の ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト を 含 む 、 骨 フ ァ ン ト ム （ 画 像 中 の 長 い ロ ッ
ド ） の 配 置 を 含 ん で い る 。 デ ー タ の 描 出 は 、 MetaMorph (二 次 元 ) (Universal Imaging Co
rp., West Chester, Pennsylvania, USA） 、 お よ び  Amira（ 三 次 元 ） （ Indeed－ Visual C
oncepts GmbH, Berlin, Germany） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 イ ン ビ ボ 増 殖 分 析
　 新 生 仔 マ ウ ス に 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｇ で Ｂ ｒ ｄ Ｕ を 注 射 し た 。 こ れ ら 動 物 を 、 注 射 か ら ２ 時
間 後 に 屠 殺 し た 。 こ れ ら 動 物 を 固 定 し 、 か つ 、 Ｂ ｒ ｄ Ｕ 抗 体 （ Sigma－ Aldrich, St. Loui
s, Missouri, USA） で 免 疫 染 色 し た 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 お よ び そ れ ら の 正 常 な 同 腹
仔 か ら の 、 頭 蓋 冠 縫 合 、 脳 、 お よ び 脛 骨 を 比 較 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
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　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ （ Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ） お よ び ア ン チ セ ン ス Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ （ Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ
ｅ ｌ ｌ － １ ） を 保 持 し て い る 組 換 え 欠 損 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
　 ヒ ト Ｃ Ｍ Ｖ 　 Ｉ Ｅ １ プ ロ モ ー タ ー と 、 Ａ ｄ ５ ウ イ ル ス の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 １ ～ ４ ５ ４ お
よ び ３ ， ３ ３ ４ ～ ６ ， ２ ３ １ に 隣 接 す る Ｓ Ｖ ４ ０ ス プ ラ イ ス ／ ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 と の 間
に 、 ラ ッ ト Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 双 方 向 的 に 挿 入 し た 。 そ の 結 果 生 じ た プ ラ ス ミ ド
ｐ Ａ ｄ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 標 準 の Ａ ｄ ５ 地 図 に 対 し て 左 向 き に 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 転
写 す る 。 ２ ９ ３ 細 胞 に 、 ｐ Ａ ｄ Ｃ Ｍ Ｖ － Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ お よ び ｐ Ｊ Ｍ １ ７ （ Microbix Biosy
stems Inc., Toronto, Canada） を 同 時 形 質 移 入 し 、 Ｅ １ － Ａ ウ イ ル ス 遺 伝 子 に 欠 損 の あ
る ベ ク タ ー を も た ら す こ と に よ っ て 、 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス （ Ａ ｄ ） （ Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １
） を 単 離 し た 。 組 換 え ウ イ ル ス の ク ロ ー ン を プ ラ ー ク 精 製 し 、 か つ 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
に よ っ て 確 認 し た 。 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ と Ａ ｄ Ｌ ａ ｃ Ｚ の 両 方 を 、 高 力 価 ま で 育 成 し 、 か つ
、 Ｃ ｓ Ｃ ｌ ク ッ シ ョ ン を 通 し て １ 回 、 お よ び 、 連 続 Ｃ ｓ Ｃ ｌ 勾 配 上 で 再 度 、 精 製 し た 。 そ
の 結 果 生 じ た ス ト ッ ク は 、 ２ ９ ３ 細 胞 上 の プ ラ ー ク 形 成 に よ っ て 検 定 さ れ た 場 合 、 ５ × １
０ ９ ｐ ｆ ｕ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 行 っ て 、 Ｎ ｅ
ｌ ｌ － １ 遺 伝 子 お よ び そ の 蛋 白 質 産 物 の 取 込 み お よ び 発 現 を 保 証 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ラ ッ ト 頭 蓋 冠 の 初 代 細 胞 培 養 物 （ Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ ）
　 前 述 し た よ う に 、 胎 生 １ ８ 日 目 （ Ｅ １ ８ ） の ラ ッ ト 頭 蓋 冠 か ら の 造 骨 性 細 胞 の 単 離 を 行
っ た （ 参 考 文 献 １ ２ ） 。 消 化 ４ 、 ５ 、 お よ び ６ か ら 収 集 さ れ た 細 胞 を プ ー ル し 、 か つ 、 ２
． ５ × １ ０ ４ ／ ｃ ｍ ２ で プ レ ー ト し た 。 継 代 ２ 内 の 細 胞 を 用 い た 。 造 骨 細 胞 の ア デ ノ ウ イ
ル ス 感 染 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 過 剰 発 現 す る 効 果 を 観 察 す る た め 、 異 な る 系 統 か ら の 造 骨 細 胞
を 、 ６ 穴 の プ レ ー ト 内 で 、 ８ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ス 状 態 ま で 育 成 し た 。 培 地 を 吸 引 し 、 か つ
、 感 染 量 （ １ ｍ ｌ の 無 血 清 培 地 内 で ２ ０ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 ） を 、 培 養 物 に 添 加 し た 。 Ａ ｄ Ｎ ｅ
ｌ ｌ － １ 、 Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 、 お よ び β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 担 持 す る 「 コ ン ト ロ
ー ル 」 Ａ ｄ （ Ａ ｄ β － Ｇ ａ ｌ ） を 、 ５ セ ッ ト 用 い た 。 感 染 後 １ ２ 、 １ ５ 、 お よ び ２ １ 日 目
に 、 von Kossa 染 色 を 行 っ た 。 石 灰 化 し た 領 域 の 割 合 を 、 Image-Pro Plus シ ス テ ム （ Med
ia Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA） を 用 い て 分 析 し た 。 マ ウ ス 間 の 比 較 は
、 Ｓ ｔ ｕ ｄ ｅ ｎ ｔ の ｔ 検 定 を 用 い て 行 っ た 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る
効 果 を 観 察 す る た め 、 上 述 し た よ う に 、 胎 仔 ラ ッ ト 頭 蓋 冠 細 胞 （ Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ ） 培 養 物 に 、 Ａ
ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 添 加 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 マ イ ク ロ ア レ イ 分 析
　 感 染 後 ６ 、 ９ 、 お よ び １ ２ 日 目 に 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 お よ び Ａ ｄ β － Ｇ ａ ｌ 感 染 Ｍ
Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 か ら の Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ を 行 っ た 。 I. Nishimura お よ び Uni
versity of California Los Angeles Microarrays Core Facility の ス タ ッ フ は 、 骨 関 連
マ イ ク ロ ア レ イ を 開 発 し た 。 こ れ ら マ イ ク ロ ア レ イ は 、 １ ０ を 超 え る 内 部 コ ン ト ロ ー ル 遺
伝 子 を 有 す る 、 ３ ７ を 超 え る 遺 伝 子 を 含 ん で い る 。 確 認 さ れ た マ ー カ ー と し て は 、 以 下 が
挙 げ ら れ る 、 す な わ ち 、 骨 基 質 蛋 白 質 （ オ ス テ オ ポ ン チ ン 、 オ ス テ オ ネ ク チ ン 、 オ ス テ オ
カ ル シ ン 、 骨 シ ア ロ 蛋 白 質 ） ； 受 容 体 （ α ２ － イ ン テ グ リ ン 、 ビ タ ミ ン Ｄ 受 容 体 、 副 甲 状
腺 受 容 体 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ） ； 造 骨 細 胞 マ ー カ ー （ ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 Ｃ
ｂ ｆ ａ １ ） ； 接 着 性 蛋 白 質 （ フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン １
、 デ コ リ ン 、 テ ネ イ シ ン 、 シ ン デ カ ン 、 ラ ミ ニ ン ） ； メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ （ 基 質 メ タ ロ
プ ロ テ イ ナ ー ゼ １ お よ び ２ ） ； 成 長 因 子 （ Ｂ ｍ ｐ ２ 、 Ｂ ｍ ｐ ７ ） ； 原 線 維 コ ラ ー ゲ ン （ コ
ラ ー ゲ ン １ Ａ １ 、 １ Ａ ２ 、 ３ Ａ １ 、 ５ Ａ ２ 、 お よ び １ １ Ａ １ ） ； 他 の コ ラ ー ゲ ン （ コ ラ ー
ゲ ン ４ Ａ １ 、 ６ Ａ １ 、 ７ Ａ １ 、 １ ０ Ａ １ 、 お よ び １ ５ Ａ １ ） ； お よ び 断 続 性 の 三 重 ら せ ん
を 有 す る 原 線 維 関 連 コ ラ ー ゲ ン （ Ｆ Ａ Ｃ Ｉ Ｔ ） （ コ ラ ー ゲ ン ９ Ａ １ 、 ９ Ａ ２ 、 １ ２ 、 １ ４
、 １ ６ 、 お よ び １ ９ ） 。 Ｒ Ｎ Ａ （ Ｃ ｙ ３ に は ３ ０ μ ｇ の 、 お よ び 、 Ｃ ｙ ５ に は ６ ０ μ ｇ の
、 全 Ｒ Ｎ Ａ ） を 、 六 量 体 の ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー お よ び Ｃ ｙ ３ － ｄ Ｕ Ｔ Ｐ ま た は Ｃ ｙ ５ － ｄ
Ｕ Ｔ Ｐ で 標 識 化 し た 。 逆 転 写 酵 素 で 標 識 化 さ れ た プ ロ ー ブ を 、 ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
た 。 ４ １ ８ 　 Ａ ｒ ｒ ａ ｙ 　 Ｓ ｃ ａ ｎ ｎ ｅ ｒ （ Affymetrix Inc., Santa Clara, California
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, USA） を 用 い て 、 複 数 回 の レ ー ザ ー ス キ ャ ン を 行 い 、 平 均 表 示 値 お よ び 標 準 偏 差 を 得 て
、 測 定 の 再 現 性 を 検 証 し た 。 全 て の 内 部 コ ン ト ロ ー ル の 平 均 を 計 算 し 、 か つ 、 そ れ を 用 い
て 、 IPLab version 3.2 MicroArray ス ー ト （ Scanalytics Inc., Fairfax, Virginia, US
A） に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 を 基 準 化 し た 。 グ ル ー プ と し て の 全 て の 造 骨 細 胞
マ ー カ ー の 相 関 関 係 を 計 算 し 、 か つ 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 と Ａ ｄ β － Ｇ ａ ｌ 感 染 「
コ ン ト ロ ー ル 」 細 胞 と の 間 で 、 比 較 し た 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 。 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 処 置 さ れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ
を 用 い た 。 高 サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ を 通 し た 遺 伝 子 断 片 発 現 の 最 初 の 検 証 の 後 、 相 対 的 な 遺 伝
子 発 現 を 数 量 化 す る た め に 、 別 の 低 サ イ ク ル の Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た （ 参 考 文 献 １ ２ ） 。 各 候 補
分 子 に つ い て 、 我 々 は 、 サ イ ク ル の 数 （ 範 囲 、 １ ５ ～ ３ ５ サ イ ク ル ） を 連 続 的 に 低 減 す る
こ と に よ っ て 、 線 形 増 幅 範 囲 内 に 収 ま る 可 能 性 が 最 も 高 い サ イ ク ル 数 を 決 定 し た 。 電 気 泳
動 を 行 い 、 か つ 、 Ｐ ３ ２ で 標 識 化 さ れ た 配 列 特 異 的 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 Phos
phorImager（ Molecular Dynamics, Sunnyvale, California, USA） を 用 い て 強 度 を 測 定 し
た 。 各 試 料 に つ い て 、 濃 度 測 定 値 を 、 （ ２ ０ サ イ ク ル で 行 っ た ） Ｇ ａ ｐ ｄ ｈ 値 で 除 算 し 、
か つ 、 基 準 化 し た 。 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 以 下 の と お り で あ っ た 。 Ｍ ｓ ｘ ２ ： 　 フ ォ ワ ー ド
、 ５ '－ Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ｇ Ｇ 　 Ｔ Ｃ Ａ 　 Ａ Ｇ Ｔ 　 Ｃ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ａ Ａ 　 Ａ Ｔ Ｔ 　 Ｃ － ３ '  （ 配 列 番
号 ： ２ ） ； 　 リ バ ー ス 、 ５ '－ Ｔ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ｃ Ａ 　 Ｇ Ｇ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ｔ 　 Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ｇ Ｇ
Ｃ 　 Ｇ － ３ '  （ 配 列 番 号 ： ３ ） ； 　 プ ロ ー ブ 、 ５ '－ Ｇ Ａ Ｇ 　 Ｃ Ａ Ｃ 　 Ｃ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ｇ Ａ 　
Ｔ Ａ Ｃ 　 Ａ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ｇ － 　 ３ '  （ 配 列 番 号 ： ４ ） 　 （ ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 ６ ８ ℃ ） 。 Ｃ
ｂ ｆ ａ １ ： 　 フ ォ ワ ー ド 、 ５ '－ Ｃ Ｔ Ｇ 　 Ｔ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ｇ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｔ Ａ Ａ 　 Ｃ Ａ Ａ 　 Ｇ
Ｔ Ｇ 　 Ｔ Ｇ － 　 ３ '  （ 配 列 番 号 ： ５ ） ； 　 リ バ ー ス 、 ５ '－ Ｇ Ｇ Ａ 　 Ｔ Ｔ Ｃ 　 Ｔ Ｇ Ｇ 　 Ｃ
Ａ Ａ 　 Ｔ Ｃ Ａ 　 Ｃ Ａ Ａ 　 Ｇ Ｃ Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ｃ － ３ '  （ 配 列 番 号 ： ６ ） ； 　 プ ロ ー ブ 、 ５ '－ Ｃ
Ｃ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ａ Ｃ 　 Ｔ Ｇ Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ｇ 　 Ｇ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ｇ Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｇ Ｃ － ３ '  （ 配 列
番 号 ： ７ ） 　 （ ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 ６ ６ ℃ ） 。 オ ス テ オ カ ル シ ン ： 　 フ ォ ワ ー ド 、 ５ '－
Ａ Ｔ Ｇ 　 Ａ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｔ Ｃ － ３ '  （ 配 列 番 号 ： ８ ） ；
　 リ バ ー ス 、 ５ '－ Ｇ Ｔ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｃ Ａ 　 Ｔ Ａ Ｇ 　 Ａ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｇ Ｃ 　 Ｔ Ｔ Ｇ － ３ '  （
配 列 番 号 ： ９ ） 、 プ ロ ー ブ 　 ５ '－ Ｃ Ａ Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ｃ 　 Ａ Ａ Ｇ 　 Ｃ Ａ Ｇ 　 Ｇ Ｇ Ａ 　 Ｇ Ｇ Ｇ 　
Ｃ Ａ － 　 ３ '  （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） 、 （ ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 ６ ６ ℃ ） 。 オ ス テ オ ポ ン チ ン
： 　 フ ォ ワ ー ド 、 ５ '－ Ａ Ｇ Ｃ 　 Ａ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ａ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ａ Ｃ 　 Ｔ Ｇ Ｃ － ３ '  （ 配 列
番 号 ： １ １ ） ； 　 リ バ ー ス 、 ５ '－ Ｇ Ａ Ｔ 　 Ｔ Ａ Ｔ 　 Ａ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ａ Ｃ 　 Ａ Ｃ Ａ 　 Ｇ Ａ Ｃ －
３ '  （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） 　 プ ロ ー ブ 　 ５ '－ Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ｇ 　 Ａ Ｇ Ｃ 　 Ｔ Ｔ Ａ 　 Ｇ Ｔ Ｔ 　
Ｃ Ｇ Ｔ 　 Ｔ Ｇ － ３ '  （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） 、 （ ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 ６ ６ ℃ ） 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ －
１ ： （ 参 考 文 献 １ ２ ） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析
　 細 胞 を 、 ５ × １ ０ ５ 細 胞 ／ プ レ ー ト で ６ ０ ｍ ｍ プ レ ー ト 上 に 播 種 し た 。 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ －
１ お よ び Ａ ｄ β － Ｇ ａ ｌ に よ る 感 染 か ら ２ ４ 、 ３ ６ 、 ４ ８ 、 お よ び ７ ２ 時 間 後 に 、 細 胞 を
収 集 し た 。 １ ０ ０ 万 個 の 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に 用 い 、 か つ 、 こ の 手 順 を ３ 回 繰 り
返 し た 。 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を 含 む 低 浸 透 圧 性 Ｄ Ｎ Ａ 染 色 緩 衝 液 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー の た め 、 細 胞 に 添 加 し た 。
結 果
　 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー ／ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 構 築
　 イ ン ビ ボ で の 全 身 性 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 の 影 響 を 調 査 す る た め に 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー
タ ー の 制 御 下 で Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 発 現 さ れ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 成 し た 。 サ ザ ン
ブ ロ ッ ト お よ び Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て コ ピ ー 数 を 確 認 し た （ 図 ２ Ａ ） 。 Ｒ Ｎ Ａ 分 析 （ 図 ２ Ｂ ） お
よ び 免 疫 組 織 化 学 （ デ ー タ 示 さ ず ） に よ っ て 、 フ ァ ウ ン ダ ー に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現
を さ ら に 確 認 し た 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 過 剰 発 現 し て い る フ ァ ウ ン ダ ー を 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 同 腹 仔 と 交 雑 し 、 か つ 、 Ｆ ２ 子 孫 に 対 し て 包 括 的 な 分 析 を 行 っ た 。 ほ と ん ど の ヒ ト Ｃ
Ｓ 表 現 型 は 、 新 生 仔 に お い て 容 易 に 分 か る た め 、 ２ つ の ラ イ ン か ら の ６ つ の 一 腹 仔 を 代 表
す る ４ ２ の 新 生 仔 マ ウ ス を 、 検 査 し た 。 縫 合 閉 鎖 を 含 む 発 生 異 常 に つ い て 、 こ れ ら マ ウ ス
の 形 態 を 評 価 し た 。 そ の 後 、 マ ウ ス の 遺 伝 子 型 を 決 定 し た 。 縫 合 の 下 の 目 に 見 え る 血 管 の
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不 在 （ 縫 合 閉 鎖 を 示 す ） ま た は 存 在 （ 縫 合 開 存 性 を 示 す ） に よ っ て 、 縫 合 開 存 性 を 測 定 し
た 。 解 剖 顕 微 鏡 下 で 、 縫 合 閉 鎖 を さ ら に 確 認 し た 。 ２ ０ の 子 孫 を 代 表 す る 、 検 査 さ れ た ６
つ の 一 腹 仔 の う ち の ２ つ は 、 明 ら か な 頭 蓋 顔 面 の 欠 損 を 有 す る 新 生 仔 を ま っ た く 生 じ ず 、
か つ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 導 入 遺 伝 子 陰 性 で あ っ た 。 こ れ ら の 一 腹 仔 は 、 そ れ 以 上 検 査 し な か っ
た 。 ４ つ の 残 り の 一 腹 仔 の そ れ ぞ れ に お い て 、 頭 蓋 顔 面 の 欠 損 を 有 す る 子 孫 を 回 収 し た 。
こ れ ら ４ つ の 一 腹 仔 の 子 孫 （ ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 ６ ６ ℃ ） 。 オ ス テ オ カ ル シ ン ： 　 フ ォ ワ
ー ド 、 ５ '－ Ａ Ｔ Ｇ 　 Ａ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｔ Ｃ － ３ '  （ 配 列 番
号 ： １ ４ ） ； 　 リ バ ー ス 、 ５ '－ Ｇ Ｔ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｃ Ａ 　 Ｔ Ａ Ｇ 　 Ａ Ｔ Ｇ 　 Ｃ Ｇ Ｃ 　 Ｔ
Ｔ Ｇ － 　 ３ '  （ 配 列 番 号 ： １ ５ ） 、 プ ロ ー ブ 　 ５ '－ Ｃ Ａ Ｔ 　 Ｇ Ｔ Ｃ 　 Ａ Ａ Ｇ 　 Ｃ Ａ Ｇ 　
Ｇ Ｇ Ａ 　 Ｇ Ｇ Ｇ 　 Ｃ Ａ － 　 ３ '  （ 配 列 番 号 ： 　 １ ６ ） 、 （ ア ニ ー リ ン グ 温 度 、 ６ ６ ℃ ）
。 オ ス テ オ ポ ン チ ン ： 　 フ ォ ワ ー ド 、 ５ '－ Ａ Ｇ Ｃ 　 Ａ Ｇ Ｇ 　 Ａ Ａ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｔ 　 Ａ Ａ Ｃ 　
Ｔ Ｇ Ｃ － ３ '  （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） ； 　 リ バ ー ス 、 ５ '－ Ｇ Ａ Ｔ 　 Ｔ Ａ Ｔ 　 Ａ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ａ Ｃ
　 Ａ Ｃ Ａ 　 Ｇ Ａ Ｃ － ３ '  （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） 　 プ ロ ー ブ 　 ５ '－ Ｇ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｔ Ｇ 　 Ａ Ｇ Ｃ
　 Ｔ Ｔ Ａ 　 Ｇ Ｔ Ｔ 　 Ｃ Ｇ Ｔ 　 Ｔ Ｇ － 　 ３ '  （ 配 列 番 号 ： １ ９ ） 、 （ ア ニ ー リ ン グ 温 度 、
６ ６ ℃ ） 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ： （ 参 考 文 献 １ ２ ） 。 （ ２ ２ の マ ウ ス ） を 、 さ ら に 分 析 し た 。 こ
の 高 速 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 の 限 界 は 、 縫 合 閉 鎖 の 焦 点 の み を 有 す る 軽 度 の Ｃ Ｓ は 、 検 出 さ
れ な い 可 能 性 が あ り 、 従 っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 が 、 よ り 低 い 浸 透 度 を 有 し て い る よ
う に 見 え る 可 能 性 が あ る 、 と い う こ と で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 こ れ ら ２ ２ の 新 生 仔 子 孫 の う ち の １ ３ （ ６ ０ ％ ） は 、 フ ァ ウ ン ダ ー Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ マ ウ ス
と 同 様 の 遺 伝 子 コ ピ ー 数 を 有 す る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ っ た （ 予 測 は ５ ０ ％ で
あ る ） 。 こ れ ら １ ３ の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｄ Ｎ Ａ 陽 性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ｆ ２ （ Ｔ Ｆ ２ ） マ ウ
ス の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル を 検 査 し た 。 ８ つ （ ６ ２ ％ ） は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ
発 現 に つ い て 陽 性 で あ っ た 。 し か し な が ら 、 発 現 の レ ベ ル は 、 さ ま ざ ま で あ っ た （ 図 ２ Ｃ
） 。 そ れ ら の 高 い 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 に も 関 わ ら ず 、 い く つ か の Ｔ Ｆ ２ マ ウ ス に お い て
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 が 低 か っ た 、 あ る い は 、 ほ ぼ 不 在 で あ っ た 理 由 は 、 明 ら か で な い が 、 イ
ン サ ー ト の 周 辺 の 異 質 ク ロ マ チ ン 形 成 な ど の 後 成 的 影 響 が 、 導 入 遺 伝 子 発 現 の 高 い 可 変 性
に お い て 、 有 意 な 役 割 を 果 た し て い る と 思 わ れ る （ 参 考 文 献 １ ７ ） 。 Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 同
じ 一 腹 仔 か ら 単 離 さ れ た 異 な る 組 織 に お い て も 異 な っ て い た 。 Liu et al. も 、 彼 ら が Ｃ
Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー を 用 い て Ｍ ｓ ｘ ２ を 過 剰 発 現 し た 時 、 こ の 変 動 を 観 察 し た （ 参 考 文 献 ５
、 ６ ） 。 従 っ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 転 写 は 、 必 ず し も 遺 伝 子 コ ピ ー 数 と 相
関 し て い な い と 思 わ れ 、 ま た 、 細 胞 型 に よ っ て 異 な っ て い る と 思 わ れ る 。 我 々 の ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク モ デ ル に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 が 生 理 学 的 に 関 連 し て い る か ど う か を 判
定 す る た め 、 我 々 は 、 軽 度 の Ｃ Ｓ 表 現 型 を 有 す る ３ つ の Ｔ Ｆ ２ 子 孫 の 全 頭 部 か ら の Ｎ ｅ ｌ
ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 レ ベ ル を 、 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 正 常 な 同 腹 仔 （ Ｎ Ｆ 2 マ ウ ス ） に
お け る レ ベ ル と 、 比 較 し た 。 Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス は 、 最 大 ４ 倍 増 大 し た Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 （ デ ー
タ 示 さ ず ） を 示 し た 。 こ れ は 、 ２ ～ ４ 倍 の 増 大 が 観 察 さ れ た ヒ ト Ｃ Ｓ 患 者 に お け る Ｎ Ｅ Ｌ
Ｌ － １ 過 剰 発 現 の レ ベ ル に 相 当 し て い た （ 参 考 文 献 １ ２ ） 。 こ れ は 、 我 々 の モ デ ル に お け
る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 レ ベ ル が 、 超 生 理 学 的 と い う よ り む し ろ 臨 床 的 に 関 連 し て い る こ
と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 表 現 型 の 分 析
　 こ れ ら ８ つ の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ 陽 性 Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス の う ち の ３ つ は 、 重 度 の 頭 蓋 顔 面
の 異 形 を 実 証 し 、 か つ 、 生 後 ま も な く 死 亡 し た （ 図 ３ Ａ ～ ３ Ｃ 、 お よ び 図 ５ を 参 照 ） 。 こ
れ ら マ ウ ス は 、 ま た 、 そ れ ら の 全 身 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お い て 、 検 出 可 能 な Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 導 入 遺 伝
子 発 現 を 実 証 し た （ 図 ２ Ｃ ） が 、 こ の 発 現 は 、 皮 膚 、 肝 臓 、 お よ び 頭 蓋 冠 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １
免 疫 染 色 （ 図 ２ Ｄ ） に よ っ て 検 証 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 最 も 重 篤 に 影 響 さ れ た Ｔ Ｆ ２ マ ウ ス の う ち の 一 つ の 形 態 学 的 検 査 で は 、 完 全 に 閉 鎖 し た
矢 状 お よ び 前 頭 後 部 （ Ｐ Ｆ ） 縫 合 、 並 び に 、 部 分 的 に 閉 鎖 し た 冠 状 縫 合 を 有 す る 正 中 傍 頭
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頂 領 域 に お け る 、 大 き な 隆 起 が 明 ら か に な っ た （ 図 ３ Ａ ～ ３ Ｃ ） 。 臨 床 的 に は 、 こ れ は 、
二 次 的 な 前 頭 骨 の 瘤 お よ び 正 中 傍 脳 ヘ ル ニ ア を 有 す る 、 早 期 の 矢 状 、 前 頭 、 お よ び 冠 状 縫
合 閉 鎖 を 有 す る ヒ ト Ｃ Ｓ の 一 形 態 で あ る 、 頭 蓋 終 脳 形 成 異 常 に 類 似 し て い る （ 図 ３ Ｄ ） （
参 考 文 献 １ ） 。 こ の Ｔ Ｆ ２ マ ウ ス の 脳 Ｍ Ｒ Ｉ は 、 有 意 に 減 少 し た 脳 室 の 大 き さ お よ び 増 大
し た 実 質 浮 腫 を 明 ら か に し 、 そ れ ら の 両 方 が 、 高 い 頭 蓋 内 圧 を 示 唆 し て い る （ 図 ３ Ｅ ） 。
早 期 の 縫 合 閉 鎖 に 直 面 し て の 継 続 し た 脳 成 長 は 、 ま た 、 未 治 療 の Ｃ Ｓ を 有 す る ヒ ト に お い
て 、 高 い 頭 蓋 内 圧 を も た ら す 。 マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影 （ Ｍ Ｃ Ｔ ） ス キ ャ ン お よ び
Ｍ Ｒ Ｉ 分 析 も 、 こ の Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス の 頭 蓋 に お け る 構 造 異 常 を 実 証 し た （ 図 ３ Ｆ お よ び ３ Ｇ
） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 表 現 型 陽 性 Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス の 組 織 学 的 検 査 で は 、 Ｎ Ｆ 2 同 腹 仔 と の 明 確 な 差 が
明 ら か に な っ た 。 ヒ ト Ｃ Ｓ の 場 合 と 同 様 、 Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス は 、 閉 鎖 し つ つ あ る ／ 重 複 し つ つ
あ る 骨 形 成 前 端 を 有 す る 頭 蓋 冠 隆 線 の 肥 厚 し た 無 秩 序 な 隆 線 と し て 、 組 織 学 的 に 見 ら れ た
、 早 期 に 閉 鎖 し つ つ あ る 縫 合 を 示 し た （ 図 ４ パ ネ ル ａ お よ び ｂ ） 。 ホ ー ル マ ウ ン ト 骨 格 染
色 は 、 観 察 可 能 な 頭 蓋 外 の い か な る 骨 格 異 形 も 示 さ な か っ た 。 口 蓋 お よ び 下 顎 骨 中 央 の 縫
合 、 椎 骨 、 並 び に 長 骨 の 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン お よ び 酒 石 酸 耐 性 酸 性 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 染 色 は 、 異 常 な 組 織 学 ま た は 破 骨 細 胞 数 の い か な る 増 大 も 示 さ な か っ た 。 従 っ て 、
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 の 影 響 は 、 頭 蓋 冠 に 限 局 さ れ て い る と 思 わ れ る 。 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の
使 用 に よ る 組 織 全 体 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 に も 関 わ ら ず 、 Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス は 、 主 と し て 蓋 冠 縫
合 の 開 存 性 お よ び 閉 鎖 に 影 響 し た 頭 蓋 の 特 異 的 異 形 を 示 し た 。 免 疫 組 織 化 学 は 、 造 骨 細 胞
分 化 マ ー カ ー の 増 大 し た イ ン ビ ボ 発 現 を 示 し た （ 図 ４ パ ネ ル ｃ お よ び ｄ ） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 発 現 し て い る Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス に お け る 、 早 期 に 閉 鎖 し つ つ あ る 頭 蓋 縫 合 の i
n situＢ ｒ ｄ Ｕ 分 析 は 、 縫 合 端 部 に 沿 っ た 造 骨 性 領 域 内 で 、 増 殖 細 胞 数 が 有 意 に 減 少 す る
こ と を 実 証 し た （ 図 ４ パ ネ ル ｅ お よ び ｆ ） 。 こ れ ら デ ー タ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 が 、
造 骨 細 胞 分 化 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｔ Ｆ 2 お よ び Ｎ Ｆ 2 マ ウ ス の 縫 合 に 沿 っ
た フ ィ ー ル ド 当 り の 細 胞 総 数 に は 、 統 計 的 に 有 意 な 差 は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ４ パ ネ ル ｇ
） 。 増 殖 細 胞 に お け る 観 察 さ れ た 減 少 は 、 分 化 し た 造 骨 細 胞 の 低 下 し た 増 殖 能 に 対 す る 二
次 的 な も の で あ る と も 思 わ れ 、 あ る い は 、 造 骨 細 胞 増 殖 に お け る 一 次 的 欠 損 を 反 映 し て い
る と も 思 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 第 二 の 重 篤 に 影 響 さ れ た Ｔ Ｆ 2 動 物 の 形 態 学 的 検 査 で は 、 後 頭 （ 後 部 ） 領 域 に 隆 起 を 有
す る 、 主 と し て 正 中 線 に お け る 有 意 な 頭 蓋 縫 合 閉 塞 （ す な わ ち 、 矢 状 縫 合 お よ び 前 頭 後 部
縫 合 ） が 示 さ れ た 。 全 体 的 に は 、 頭 蓋 骨 は 、 狭 く 、 か つ 、 舟 状 頭 蓋 お よ び 早 期 矢 状 縫 合 癒
合 症 を 有 す る ヒ ト の 頭 蓋 骨 に 類 似 し て い た 。 Ｍ Ｃ Ｔ ス キ ャ ニ ン グ で は 、 完 全 な Ｐ Ｆ 縫 合 お
よ び 部 分 的 な 矢 状 お よ び 冠 状 縫 合 閉 鎖 が 示 さ れ た （ 図 ５ Ｂ ） 。 組 織 学 的 相 関 関 係 は 、 矢 状
縫 合 の 閉 鎖 し た 領 域 に お け る 、 顕 著 な 頭 蓋 冠 骨 の 肥 大 お よ び 重 複 を 示 し た （ 図 ５ Ｂ ） 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 妊 娠 中 の Ｔ Ｆ 2 胎 生 学 的 な 発 生 を 検 討 す る た め 、 Ｅ １ ５ 　 Ｔ Ｆ 2 子 孫 の ２ つ の 一 腹 仔 を 屠
殺 し た 。 １ ９ の 胎 仔 の う ち の ２ つ に お い て 、 脳 ヘ ル ニ ア 様 表 現 型 を 有 す る 生 育 不 能 な 同 腹
仔 を 観 察 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 Liu et al. は 、 Ｍ ｓ ｘ ２ を 過 剰 発 現 し て い る マ ウ ス に
つ い て 、 脳 ヘ ル ニ ア の 同 様 の 発 見 を 報 告 し た （ 参 考 文 献 ６ ） 。 こ の 表 現 型 の 病 因 論 は 、 明
ら か で な い 。 こ の 結 果 は 、 ま た 、 新 生 仔 マ ウ ス 間 で の 、 重 篤 に 影 響 さ れ た Ｔ Ｆ 2 子 孫 の 、
観 察 さ れ た 低 い 発 生 率 を 説 明 す る の を 助 け る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 過 剰 発 現 は 、 造 骨 細 胞 分 化 を 加 速 す る
　 頭 蓋 冠 の 肥 大 ／ 重 複 お よ び 早 期 の 縫 合 閉 鎖 に 対 し て あ り 得 る 機 序 と し て 、 骨 形 成 調 節 不
全 が 提 唱 さ れ て い る （ 参 考 文 献 １ ８ ） 。 異 常 な 縫 合 部 位 骨 形 成 は 、 早 期 の 縫 合 閉 鎖 を 示 す
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス の 主 要 な 特 徴 で あ る た め 、 我 々 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 が
、 正 常 な 頭 蓋 冠 造 骨 細 胞 の 細 胞 周 期 お よ び 分 化 経 路 を 改 変 し て 、 早 期 の 骨 形 成 を 促 進 す る

10

20

30

40

50

(44) JP 2006-512292 A 2006.4.13



と い う 仮 説 を 立 て た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 我 々 の 仮 説 を 検 証 す る た め 、 我 々 は 、 先 ず 、 イ ン ビ ト ロ で の 造 骨 細 胞 分 化 の 特 徴 で あ る
石 灰 化 に 対 す る 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 影 響 を 検 査 し た 。 初 代 Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ お よ び Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ （ マ ウ
ス 頭 蓋 冠 造 骨 細 胞 様 細 胞 ラ イ ン ） 培 養 物 に 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 の 存 在 下 で 、 ２ ０ ｐ ｆ ｕ ／ 細
胞 で Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 感 染 さ せ た 。 ア ス コ ル ビ ン 酸 は 、 造 骨 細 胞 の 誘 発 お よ び 末 端 分 化
／ 石 灰 化 に 不 可 欠 で あ る （ 参 考 文 献 １ ９ ） 。 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ お よ び Ｍ Ｃ ３
Ｔ ３ 培 養 物 は 、 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ 感 染 コ ン ト ロ ー ル よ り も 、 高 速 か つ 大 量 に （ ６ 倍 を 超 え
て ） 石 灰 化 し た （ 図 ６ Ａ お よ び ６ Ｂ ） 。 対 照 的 に 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 は 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ
３ 、 成 体 、 ま た は 胎 仔 の ラ ッ ト 初 代 線 維 芽 細 胞 に お い て 、 石 灰 化 反 応 を ま っ た く 誘 発 し な
か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 こ れ ら デ ー タ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 造 骨 細 胞 石 灰 化 を 加 速 す る こ
と 、 お よ び 、 影 響 は 造 骨 細 胞 特 異 的 で あ る こ と 、 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 我 々 の 以 前 の イ ン ビ ボ で の Ｂ ｒ ｄ Ｕ 結 果 は 、 Ｔ Ｆ 2 マ ウ ス に お い て 、 骨 形 成 前 端 に 沿 っ
た 有 意 に 減 少 し た 細 胞 増 殖 を 実 証 し た 。 イ ン ビ ト ロ で の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 も 細 胞 周 期
に 影 響 す る か ど う か を 判 定 す る た め 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 （ 並 び に 、 ア
ス コ ル ビ ン 酸 処 置 を 行 っ た 、 お よ び 行 っ て い な い 、 並 び に 、 ２ ４ 時 間 の 血 清 欠 乏 を 行 っ た
、 お よ び 行 っ て い な い 、 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ コ ン ト ロ ー ル ） を 、 感 染 か ら ２ ４ 時 間 後 お よ び
４ ８ 時 間 後 に 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 検 査 し た 。 細 胞 周 期 の 異 な る 位 相 に お け る
個 体 群 に お い て 、 統 計 的 に 有 意 な 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た （ Ｓ ｔ ｕ ｄ ｅ ｎ ｔ の 両 側 ｔ 検 定
、 Ｐ ＞ ０ ． ０ ５ ） 。 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 が 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 形 質 移 入 後 に 、 低 下 し た 増 殖 を 実 証
し な か っ た と い う 事 実 は 、 イ ン ビ ボ の 造 骨 細 胞 と イ ン ビ ト ロ の 造 骨 細 胞 と の 間 の 固 有 な 差
、 あ る い は 、 細 胞 外 の 環 境 お よ び 細 胞 分 化 の 段 階 の 影 響 を 反 映 し て い る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 通 常 の イ ン ビ ト ロ で の 造 骨 細 胞 分 化 は 、 先 ず 小 結 節 形 成 （ 造 骨 細 胞 の 凝 集 体 ） が 行 わ れ
て 、 そ の 後 に 石 灰 化 が 生 じ る 。 こ の 分 化 プ ロ グ ラ ム は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 を 必 要 と す る 。 興
味 深 い こ と に 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 な し で 培 養 さ れ
た 時 も 、 感 染 後 ３ 日 目 か ら 、 ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を 発 現 し て い る 小 結 節 を 形 成 し
た が 、 「 コ ン ト ロ ー ル 」 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ 感 染 細 胞 に は 、 こ れ は 起 こ ら な か っ た 。 し か し
な が ら 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 の 不 在 下 で の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 誘 発 の 小 結 節 は 、 よ り 小 さ く （ 小 結 節
当 り ２ ０ 細 胞 ま た は そ れ 以 下 、 １ ０ ０ × 倍 率 で 検 出 可 能 ） 、 か つ 、 von Kossa 染 色 で 石 灰
化 を 示 さ な か っ た （ 図 ６ Ｃ ） 。 さ ら に 、 オ ス テ オ ポ ン チ ン な ど の 後 期 分 化 マ ー カ ー は 、 こ
れ ら 「 微 小 結 節 」 内 で 発 現 さ れ な か っ た 。 ア ス コ ル ビ ン 酸 の 不 在 下 で の Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １
感 染 造 骨 細 胞 に よ る 微 小 結 節 の 形 成 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 単 独 で 、 細 胞 － 細 胞 接 着 に 影 響
し て い る と 思 わ れ る が 、 完 全 な 造 骨 細 胞 分 化 を 誘 発 す る に は 十 分 で な い こ と を 示 唆 し て い
る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 造 骨 細 胞 分 化 を 増 強 す る こ と を 証 明 す る た め に 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 を 用 い
て 通 常 の 条 件 下 で 培 養 さ れ た Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 か ら の Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て
、 感 染 後 ６ 、 ９ 、 お よ び １ ２ 日 目 に 、 各 種 の 骨 特 異 的 マ ー カ ー の マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 を 行
っ た （ 図 ６ Ｄ ～ ６ Ｆ ） 。 マ イ ク ロ ア レ イ の 目 的 は 、 回 帰 分 析 を 用 い て 、 全 体 的 な 造 骨 細 胞
分 化 マ ー カ ー 発 現 パ タ ー ン に お い て 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 お よ び 「 コ ン ト ロ ー ル 」
Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ 感 染 細 胞 が 、 明 確 な 差 を 実 証 す る か ど う か を 判 定 す る こ と で あ っ た 。 １
２ 日 目 ま で に 、 造 骨 細 胞 分 化 マ ー カ ー の 発 現 パ タ ー ン は 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 と Ａ
ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ 感 染 細 胞 と の 間 で 、 明 確 に 異 な っ て い た （ ｒ ２ ＝ ０ ． ３ ３ ４ ） 。 こ の 実 験
に 用 い た マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 は 、 個 々 の 遺 伝 子 の 発 現 を 定 量 化 す る こ と を 意 図 さ れ て い な
か っ た 。 個 々 の 遺 伝 子 の 発 現 パ タ ー ン は 、 慎 重 に 解 釈 さ れ る べ き で あ り 、 例 え ば 、 ２ 倍 ま
た は そ れ 以 上 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 有 す る 遺 伝 子 が
、 次 い で 、 分 析 さ れ る べ き で あ る 。 結 果 は ま た 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 析 に よ り 確
認 さ れ る べ き で あ る 。 Ｂ ｍ ｐ ７ 、 オ ス テ オ ポ ン チ ン 、 お よ び オ ス テ オ カ ル シ ン な ど の 後 期
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分 化 マ ー カ ー は 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 に お い て 、 ２ 倍 を 超 え て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン さ れ 、 一 方 、 Ｉ 型 コ ラ ー ゲ ン お よ び オ ス テ オ ネ ク チ ン な ど 、 よ り 早 期 の マ ー カ ー は 、
２ 倍 を 超 え て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た （ 図 ６ Ｇ ） 。 こ れ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 造 骨 細
胞 分 化 を 促 進 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 オ ス テ オ カ ル シ ン お よ び オ ス テ オ ポ ン チ ン Ｒ Ｎ Ａ
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 、 Ｒ Ｎ Ａ 電 気 泳 動 に よ っ て 検 証 し た （ 図 ７ Ｃ お よ び ７ Ｄ を 参 照
） 。 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 低 減 サ イ ク ル の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の い ず れ も 、 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ －
１ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 に お い て 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 、 Ｔ ｇ ｆ － β １ 、 Ｔ ｇ ｆ － β ２ 、 お よ び Ｔ ｇ
ｆ － β ３ 、 ま た は Ｔ ｇ ｆ － β Ｉ 型 、 Ｔ ｇ ｆ － β Ｉ Ｉ 型 、 お よ び Ｔ ｇ ｆ － β Ｉ Ｉ Ｉ 型 受 容 体
、 Ｆ ｇ ｆ ｒ １ 、 ま た は Ｆ ｇ ｆ ｒ ２ の 発 現 に い か な る 有 意 な 変 化 も 実 証 し な か っ た （ デ ー タ
示 さ ず ） 。 こ れ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 こ れ ら 候 補 遺 伝 子 の 下 流 で 働 く 可 能 性 が あ り 、 あ る
い は 、 明 確 に 異 な る 経 路 に 影 響 す る 可 能 性 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 造 骨 細 胞 分 化 を 遅 延 さ せ る
　 造 骨 細 胞 分 化 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 生 理 学 的 機 能 に さ ら に 取 り 組 む た め に 、 我 々 は 、
造 骨 細 胞 に お け る ア デ ノ ウ イ ル ス の ア ン チ セ ン ス Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 を 通 し て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ －
１ 蛋 白 質 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 効 果 を 試 験 し た 。 Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ 培 養 物 に 、 ア ス コ ル ビ
ン 酸 の 存 在 下 で 、 ２ ０ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 で Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 感 染 さ せ た 。 Ａ ｄ Ａ ｎ
ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 発 現 を 、 そ の 通 常 の 発 現 レ ベ ル の ４ ０ ％ ま で ダ
ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し た （ 図 ７ Ａ ） 。 Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ 培 養 物 は 、 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ 感 染 コ ン ト
ロ ー ル ま た は Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 よ り も 、 有 意 に よ り 少 な い ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ
タ ー ゼ を 発 現 し た （ 図 ７ Ｂ ） 。 オ ス テ オ カ ル シ ン お よ び オ ス テ オ ポ ン チ ン Ｒ Ｎ Ａ 発 現 も 、
Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 細 胞 に お い て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た （ 図 ７ Ｃ お よ び ７
Ｄ ） 。 Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 内 の オ ス テ オ カ ル シ ン と 、 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ コ
ン ト ロ ー ル 内 の オ ス テ オ カ ル シ ン と の 比 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 に よ っ て 、 ９ 日 目 に １ ： ４ よ り
小 さ く 、 か つ 、 １ ２ 日 目 に １ ： ２ で あ っ た 。 Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 細 胞 内 の オ ス
テ オ ポ ン チ ン と 、 Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ コ ン ト ロ ー ル 内 の オ ス テ オ ポ ン チ ン と の 比 は 、 ６ 日 目
お よ び ９ 日 目 に １ ： ５ よ り 小 さ く 、 か つ 、 １ ２ 日 目 に ２ ： ５ よ り 小 さ か っ た 。 従 っ て 、 ノ
ッ ク ダ ウ ン デ ー タ は 、 過 剰 発 現 デ ー タ を 補 完 し て お り 、 か つ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 造 骨 細 胞 分
化 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
考 察
　 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ は 、 以 前 は 分 か ら な か っ た 機 能 を 有 す る 、 比 較 的 新 し く 発 見 さ れ た 分 子 で
あ る 。 Ｃ Ｓ 患 者 で 早 期 の 縫 合 閉 鎖 中 に 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 一 過 性 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
が 観 察 さ れ た （ １ ２ ） た め 、 我 々 は 、 マ ウ ス モ デ ル で Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 過 剰 発 現 を シ ミ ュ レ ー
ト し て 、 頭 蓋 顔 面 の 発 生 お よ び 病 理 学 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 新 規 の 潜 在 的 な 機 能 を 調 査
し た 。 我 々 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス に お い て 、 早 期 の 縫 合 閉 鎖 お よ び
増 大 し た 造 骨 細 胞 分 化 を 観 察 し た 。 従 っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 局 所 的 縫 合 閉 鎖 の 制 御 の 候
補 で あ る 可 能 性 が 高 く 、 か つ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 過 剰 発 現 は 、 Ｃ Ｓ に お け る 早 期 の 縫 合 閉 鎖
の 機 序 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 思 わ れ る 。 我 々 の 過 剰 発 現 お よ び ノ ッ ク ダ ウ
ン の イ ン ビ ト ロ デ ー タ に よ れ ば 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 造 骨 細 胞 分 化 に 影 響 す る 可 能 性 が 最 も
高 い 。 し か し な が ら 、 分 子 機 序 は 未 知 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 配 位 子 と 結 合 し 、 次 い で 、 そ れ を 隔 離 し 、 あ る い は 、 活 性 化 す る こ と
に よ っ て 、 並 び に 、 受 容 体 仲 介 の 信 号 伝 達 を 引 き 起 こ す こ と に よ っ て 、 造 骨 細 胞 分 化 を 誘
発 す る と 考 え ら れ る （ 参 考 文 献 ２ ０ ） 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 、 コ ー デ ィ ン 様 シ ス テ イ ン リ ッ チ
ド メ イ ン 、 Ｎ Ｈ 2 末 端 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 様 モ ジ ュ ー ル 、 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 の 組 合 せ は
、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 、 成 長 因 子 活 性 の 、 可 能 性 の 高 い モ ジ ュ レ ー タ ー に す る 。 我 々 は 、 こ の
可 能 性 を 試 験 す る た め の 予 備 研 究 を 行 っ た 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 既 知 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 受 容 体 に 結 合
す る か ど う か を 判 定 す る た め 、 我 々 は 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ １ 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ３ 、 ま た は Ｅ
ｒ ｂ Ｂ ４ を 発 現 し て い る Ｉ Ｌ － ３ 依 存 細 胞 に 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 事 前 に 添 加 し た 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ
－ １ の 添 加 は 、 こ れ ら 受 容 体 の チ ロ シ ン リ ン 酸 化 を も た ら さ な か っ た 。 従 っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ
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－ １ は 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 を 有 す る 既 知 の 分 泌 蛋 白 質 で は あ っ て も 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 こ れ ら
受 容 体 に 対 す る 配 位 子 で は な い （ 参 考 文 献 １ ３ ） 。 代 わ り に 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 あ る 種 の
細 胞 型 に よ っ て の み 発 現 さ れ る と 思 わ れ る 、 他 の 特 異 的 受 容 体 と 、 相 互 作 用 す る と 思 わ れ
る 。 酵 母 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム （ 参 考 文 献 １ ４ ） を 用 い て 、 我 々 は 、 潜 在 的 な Ｎ ｅ ｌ ｌ
－ １ 受 容 体 を 単 離 す る 過 程 に あ る 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン － １ お よ び コ ー
デ ィ ン と 、 多 く の モ チ ー フ を 共 有 し て い る た め 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 仮 説 上 は 、 Ｔ Ｇ Ｆ － β
ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 活 性 化 し 、 あ る い は 、 隔 離 し 、 か つ 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ
ン － １ 様 分 子 と し て 機 能 し て 、 潜 在 性 の Ｔ Ｇ Ｆ － β １ 活 性 化 を 促 進 す る と 思 わ れ る （ ２ １
） 。 最 近 、 Abreu et al. は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 コ ー デ ィ ン 、 kielin、 crossveinless, tw
isted gastrulation（ 原 腸 形 成 ） （ Ｔ ｓ ｇ ） 、 お よ び 結 合 Ｔ Ｇ Ｆ を 含 む 、 「 コ ー デ ィ ン 様
シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン 」 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る こ と を 示 唆 し た （ 参 考 文 献 ２ ０
） 。 コ ー デ ィ ン 様 シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 共 通 の 特 徴 は 、 そ れ ら
の 発 現 が 、 特 に 、 パ タ ー ン 形 成 に お い て 、 時 間 的 か つ 空 間 的 に 特 異 的 で あ る と い う こ と で
あ る 。 別 の 共 通 の 特 徴 は 、 そ れ ら の 、 Ｂ ｍ ｐ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と の 相 互 作 用 、 お よ び
、 プ ロ ま た は ア ン チ Ｂ ｍ ｐ と し て の そ の 後 の 機 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 イ ン ビ ボ で の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 特 異 的 な 発 現 お よ び 機 能
　 以 前 の 研 究 に お い て 我 々 は 、 Ｅ １ １ － Ｅ １ ４ マ ウ ス に お け る 、 最 も 早 期 の 検 出 可 能 な Ｎ
ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 を 報 告 し た （ 参 考 文 献 １ ２ ） 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 成 長 お よ び 発 生 中 に 、 出
生 前 と 出 生 後 の 両 方 で 、 頭 蓋 顔 面 の 領 域 内 で 優 先 的 に 発 現 さ れ る 。 免 疫 組 織 化 学 は 、 Ｎ ｅ
ｌ ｌ － １ が 、 主 と し て 、 縫 合 お よ び 頭 蓋 冠 の 骨 形 成 領 域 、 並 び に 、 下 顎 骨 内 の 骨 化 し つ つ
あ る 膜 性 骨 に 、 局 在 化 す る こ と を 示 し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 頭 蓋 冠 骨 と 下 顎 骨 膜 性 骨 の 両
方 が 、 神 経 冠 誘 導 体 で あ る と 考 え ら れ て い る （ 参 考 文 献 ２ ２ ） 。 神 経 冠 誘 導 体 に よ る 頭 蓋
顔 面 の 領 域 に お け る 優 先 的 な Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 頭 蓋 顔 面 の 骨 格 の 成
長 お よ び 発 達 中 に 重 要 で あ り 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 驚 く べ き こ と に 、 全 身 性 の 遺 伝 子
過 剰 発 現 を 含 む 他 の Ｃ Ｓ モ デ ル と は 異 な り 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、
全 身 性 の 非 組 織 特 異 的 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 に も 関 わ ら ず 、 頭 蓋 冠 骨 に 限 定 さ れ た 異 形 を
示 し た 。 こ れ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 き わ め て 特 異 的 な 相 互 作 用 を 行 っ て 、 造 骨 細 胞 分 化 を
誘 発 す る 、 と い う 我 々 の 仮 説 を 、 さ ら に 裏 付 け て い る 。 従 っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 が
、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン － １ な ど の 相 同 的 な 分 子 の 機 能 を 非 特 異 的 に 乱 す こ と に よ っ て 、 縫
合 閉 鎖 を 引 き 起 こ す 可 能 性 は 低 い 。 こ れ は 、 イ ン ビ ト ロ で の ノ ッ ク ダ ウ ン 研 究 に よ っ て 検
証 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 造 骨 細 胞 分 化 に 対 す る Ｎ ｅ Ｉ Ｉ － １ の 影 響
　 ア ス コ ル ビ ン 酸 な し で 培 養 さ れ た 正 常 な 造 骨 細 胞 は 、 分 化 し な い 。 一 方 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １
を 過 剰 発 現 し て い る 造 骨 細 胞 は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 の 不 在 下 で 、 微 小 結 節 を 形 成 し 、 か つ 、
ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を 発 現 す る 。 こ れ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 単 独 で 、 あ る 程 度 の
造 骨 細 胞 分 化 を 誘 発 す る の に 十 分 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 さ ら に 、 通 常 の 条 件 下 で （ す な わ ち 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 を 用 い て ） 培 養 さ れ た 造 骨 細 胞 に
お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 の Ｒ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 分 析 は 、 形 質 移 入 後 １ ２ 日 目 に 、 後
期 分 化 マ ー カ ー の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 実 証 し た 。 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 形 質 移 入 さ れ た
造 骨 細 胞 は ま た 、 形 質 移 入 後 １ ２ 日 目 に 始 ま る 、 石 灰 化 の 増 進 を 示 し た 。 こ れ ら デ ー タ は
、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 頭 蓋 冠 の 造 骨 細 胞 分 化 お よ び 石 灰 化 の 速 度 を 加 速 し 得 る こ と を 示 し て
い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 真 の 生 理 学 的 機 能 を 反 映 し て お ら ず 、 む し ろ
、 他 の ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 様 分 子 に 対 す る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 の 影 響 を 反 映 し て い る と
思 わ れ る 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 明 ら か に 、 造 骨 細 胞 分 化 を 阻 害 し
た 。 従 っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 イ ン ビ ト ロ で の 造 骨 細 胞 分 化 に と っ て 、 十 分 で あ り 、 か つ
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必 要 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 し か し な が ら 、 イ ン ビ ボ で こ の 結 論 を 正 当 化 す る た め に は 、 Ｎ
ｅ ｌ ｌ － １ ヌ ル マ ウ ス を 作 製 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 、 現 在 既 知 の Ｃ Ｓ モ デ ル と の 関 係
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 は 、 イ ン ビ ボ で の Ｍ ｓ ｘ ２ 過 剰 発 現 の 結 果 生 じ る も の と 同 様 の 、
頭 蓋 顔 面 の 異 常 を も た ら す 。 両 方 の マ ウ ス モ デ ル が 、 縫 合 肥 大 、 お よ び 脳 ヘ ル ニ ア の 高 い
発 生 率 を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ら 二 つ の 遺 伝 子 の 細 胞 機 能 は 、 明 確 に 異 な る と
思 わ れ る 、 す な わ ち 、 連 続 的 Ｍ ｓ ｘ ２ 過 剰 発 現 は 、 増 殖 を 誘 発 し 、 か つ 、 分 化 を 阻 害 し 、
一 方 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 分 化 を 増 強 す る 。 Ｐ ｒ ｏ ２ ５ ０ 突 然 変 異 を 有 す る マ ウ ス に お い て
は 、 頭 蓋 冠 の 癒 合 が は る か に 遅 く 生 じ （ 出 生 後 １ ６ ～ ２ １ 日 目 ） 、 か つ 、 全 体 の 縫 合 重 複
が 生 じ な い （ 参 考 文 献 ８ ） た め 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 過 剰 発 現 を 誘 発 す る 、 Ｆ ｇ ｆ ｒ １ に お け る Ｐ
ｒ ｏ ２ ５ ０ → Ａ ｒ ｇ 突 然 変 異 を 有 す る マ ウ ス は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 過 剰 発 現 し て い る マ ウ ス
と は 、 明 確 に 異 な る 表 現 型 を 有 し て い る 。 し か し な が ら 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ は 、 イ ン ビ ト ロ で Ｎ
ｅ ｌ ｌ － １ と 同 様 の 細 胞 機 能 を 有 し て い る 、 す な わ ち 、 両 方 と も 、 骨 マ ー カ ー 遺 伝 子 の ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に よ る 造 骨 細 胞 分 化 を 誘 発 す る 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 は 、 Ｍ ｓ ｘ ２ お
よ び Ｃ ｂ ｆ ａ １ に よ っ て 調 整 さ れ る 。 Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ の Ｃ ｂ ｆ ａ １ 形 質 移 入 は 、 ２ ４ 時 間 以 内 に
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し 、 一 方 、 Ｍ ｓ ｘ ２ 形 質 移 入 お よ び Ｃ ｂ ｆ ａ
１ ／ Ｍ ｓ ｘ ２ 同 時 形 質 移 入 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し た （ 未 発 表
の 観 察 ） 。 こ れ ら 候 補 遺 伝 子 は 全 て 、 Ｃ Ｓ の 理 解 に と っ て 重 要 で あ る が 、 Ｍ ｓ ｘ ２ は 、 Ｃ
Ｓ の よ り 早 期 の 段 階 に お い て 重 要 で あ る と 考 え ら れ （ 参 考 文 献 ５ 、 ６ ） 、 一 方 、 Ｆ ｇ ｆ ｒ
１ ／ Ｃ ｂ ｆ ａ １ は 、 縫 合 閉 鎖 の よ り 後 期 の 段 階 に お い て 、 一 定 の 役 割 を 果 た し て い る と 思
わ れ る 。 保 存 さ れ た Ｃ ｂ ｆ ａ １ お よ び Ｍ ｓ ｘ 結 合 配 列 を 含 む Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ プ ロ モ ー タ ー の
今 後 の 調 査 は 、 そ れ ら の 相 互 作 用 の さ ら な る 理 解 を も た ら す と 思 わ れ る （ 図 ８ ） 。 こ れ ら
観 察 は 、 頭 蓋 顔 面 の 成 長 お よ び 発 達 に お け る 、 動 的 な 遺 伝 的 お よ び 環 境 的 な 相 互 作 用 の 複
雑 性 を 強 調 し て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 結 論 と し て 、 我 々 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 過 剰 発 現 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 非 症 候 群 性 Ｃ Ｓ
の 動 物 モ デ ル を 創 出 し た 。 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ ま た は ホ メ オ ボ ッ ク ス 遺 伝 子 に お け る 突 然 変 異 を 含 む
、 他 の 利 用 可 能 な Ｃ Ｓ モ デ ル （ 参 考 文 献 １ 、 ２ 、 ８ ） と は 異 な り 、 我 々 の 動 物 モ デ ル は 、
頭 蓋 顔 面 の 骨 格 に 局 在 化 さ れ た 異 形 を 示 し た 。 我 々 は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 頭 蓋 冠 の 造 骨 細
胞 分 化 お よ び 骨 形 成 を 促 進 し 、 か つ 、 加 速 す る の に 、 十 分 で あ り 、 か つ 、 お そ ら く は 必 要
で あ る と の 仮 説 を 立 て る 。 機 序 的 に は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 過 剰 発 現 は 、 頭 蓋 縫 合 に お け る 膜 内
の 骨 形 成 を 誘 発 し 、 か つ 、 頭 蓋 冠 の 肥 大 ／ 重 複 お よ び そ の 後 の 早 期 の 縫 合 閉 鎖 を も た ら す
と 思 わ れ る 。 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ は 、 ヒ ト 遺 伝 子 研 究 に お い て Ｃ Ｓ の 一 因 と し て い ま だ 同 定 さ れ
て い な い が 、 デ ー タ は 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ が 、 早 期 の 縫 合 閉 鎖 を も た ら す 、 複 雑 な 一 連 の 事 象
の 一 部 で あ る こ と を 、 強 く 示 唆 し て い る （ 参 考 文 献 １ ） 。 非 症 候 群 性 Ｃ Ｓ を 有 す る ヒ ト に
対 す る 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 類 似 性 、 お よ び 、 既 知 の Ｃ Ｓ 候 補 遺 伝
子 と の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 関 連 性 は 、 Ｃ Ｓ 研 究 に 新 し い 見 識 を 提 供 す る 。 縫 合 閉 鎖 お よ び 骨 形
成 に お け る 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 制 御 お よ び 機 序 の さ ら な る 調 査 は 、 Ｃ Ｓ に お い て 早 期 の 縫 合
閉 鎖 を も た ら す 一 連 の 事 象 に つ い て 、 我 々 の 理 解 を 潜 在 的 に 加 速 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 本 文 書 で 述 べ る 例 お よ び 実 施 形 態 は 、 も っ ぱ ら 説 明 の 目 的 に の み 記 載 さ れ て お り 、 そ の
説 明 に 照 ら し た 各 種 の 変 形 ま た は 変 更 は 、 当 業 者 に 示 唆 さ れ て お り 、 か つ 、 本 出 願 書 の 主
旨 お よ び 本 文 、 か つ 、 添 付 の ク レ ー ム の 範 囲 内 に 含 ま れ る べ き で あ る こ と が 理 解 さ れ よ う
。 本 文 書 で 引 用 さ れ た 全 て の 出 版 物 、 特 許 、 お よ び 特 許 出 願 書 は 、 本 文 書 に よ っ て 、 全 て
の 目 的 の た め に 、 そ の 全 部 が 引 用 に よ り 組 み 込 ま れ て い る 。
関 連 出 願 の 記 載 、 連 邦 政 府 よ り 後 援 さ れ た 研 究 開 発 の 下 で 行 わ れ た 発 明 に 対 す る 権 利 に 関
す る 陳 述
　 本 願 は 、 ２ ０ ０ ２ 年 ９ 月 １ ３ 日 出 願 の Ｕ Ｓ Ｓ Ｎ 　 ６ ０ ／ ４ １ ０ ， ８ ４ ６ （ 引 用 に よ り 、
す べ て の 目 的 の た め に そ の 全 部 を 本 文 書 に 組 み 込 む ） に 対 す る 優 先 権 お よ び 該 Ｕ Ｓ Ｓ Ｎ 　
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６ ０ ／ ４ １ ０ ， ８ ４ ６ の 利 益 を 主 張 す る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 こ の 研 究 は 、 Ｎ Ｉ Ｈ ／ Ｎ Ｉ Ｄ Ｒ 付 与 番 号 Ｄ Ｅ ９ ４ ０ ０ ｌ お よ び Ｃ Ｒ Ｃ ／ Ｎ Ｉ Ｈ 付 与 番 号
Ｒ Ｒ ０ ０ ８ ６ ５ に よ り 支 援 さ れ た 。 本 発 明 に お い て は 、 米 国 政 府 が 一 定 の 権 利 を 有 し 得 る
。
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【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 が 開 示 す る Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、
骨 石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ を 得 る た め の 簡 便 な 標 的 を 提 供 す る 。 該 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ は 、 骨 折 の
修 復 を 促 進 す る 目 的 に 、 及 び ／ 又 は 、 一 般 に 骨 密 度 を 増 大 す る 目 的 に 使 用 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ９ ４ 】
【 図 １ Ａ 】 コ ン ト ロ ー ル と し て β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 有 す る 、 ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い た
Ｅ － １ ４ ラ ッ ト 頭 蓋 冠 の 初 代 細 胞 培 養 物 内 の Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ の 過 剰 発 現 を 示 す 。
【 図 １ Ｂ 】 そ れ ぞ れ 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ － １ お よ び β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に よ る 処 置 後 の 時 間 の 関
数 と し て の 、 石 灰 化 の プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ２ Ａ 】 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 腹 仔 と 比 較 さ れ た Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ
ウ ス に お け る 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 を 示 す 。
【 図 ２ Ｂ 】 両 フ ァ ウ ン ダ ー に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 示 す
。
【 図 ２ Ｃ 】 新 生 仔 子 孫 の 全 身 （ 頭 部 な し ） Ｒ Ｎ Ａ を 示 す 。
【 図 ２ Ｄ 】 左 の パ ネ ル は 、 新 生 仔 Ｎ Ｆ ２ の 上 皮 、 筋 肉 、 お よ び 頭 蓋 冠 骨 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ
－ １ 蛋 白 質 の 免 疫 局 在 性 を 示 し 、 右 の パ ネ ル は 、 Ｔ Ｆ ２ Ａ ２ の 上 皮 、 筋 肉 、 お よ び 頭 蓋 冠
骨 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 の 免 疫 局 在 性 を 示 す 。
【 図 ３ Ａ 】 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 表 現 型 評 価 で あ り 、 左 の パ ネ ル は 新
生 仔 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 表 現 型 陽 性 （ Ｔ Ｆ ２ Ａ １ ） マ ウ ス を 、 右 の パ ネ ル は Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 を そ れ
ぞ れ 示 す 。
【 図 ３ Ｂ 】 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 表 現 型 評 価 で あ り 、 左 の パ ネ ル は 新
生 仔 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 表 現 型 陽 性 （ Ｔ Ｆ ２ Ａ １ ） マ ウ ス を 、 右 の パ ネ ル は Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 を そ れ
ぞ れ 示 す 。
【 図 ３ Ｃ 】 左 の パ ネ ル は 、 頭 皮 を 除 去 し た Ｔ Ｆ ２ Ａ ２ マ ウ ス を 、 右 の パ ネ ル は 、 開 存 し て
い る 矢 状 お よ び Ｐ Ｆ 縫 合 、 お よ び 、 開 存 し て い る 縫 合 の 下 に 正 常 な 脈 管 構 造 を 有 す る 、 Ｎ
Ｆ ２ 同 腹 仔 の 頭 蓋 骨 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ３ Ｄ 】 Ｃ Ｓ の 重 篤 な 一 形 態 で あ る 頭 蓋 終 脳 形 成 異 常 を 有 す る 乳 仔 を 示 す 。
【 図 ３ Ｅ 】 Ｔ Ｆ 2 Ａ １ マ ウ ス （ 左 ） お よ び Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 （ 右 ） の 脳 Ｍ Ｒ Ｉ を 示 す 。
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【 図 ３ Ｆ 】 ） 新 生 仔 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 表 現 型 陽 性 Ｔ Ｆ 2 Ａ １ （ 左 ） お よ び Ｎ Ｆ ２ （ 右 ） 同 腹 仔
の Ｍ Ｃ Ｔ 再 構 築 さ れ た 三 次 元 の 頭 蓋 骨 の 図 を 示 す 。
【 図 ３ Ｇ 】 図 ３ Ｆ に 示 さ れ る Ｔ Ｆ ２ Ａ １ （ 左 ） お よ び Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 （ 右 ） の 連 続 軸 方 向 Ｍ
Ｃ Ｔ 断 面 を 示 す 。
【 図 ４ 】 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 組 織 学 的 お よ び 免 疫 組 織 学 的 評 価 を 示
す 。
【 図 ５ Ａ 】 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 同 腹 仔 と 比 較 さ れ た Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ｔ
Ｆ 2 Ｂ １ マ ウ ス で あ っ て 、 左 は 頭 皮 を 除 去 し た 新 生 仔 Ｔ Ｆ ２ Ｂ １ マ ウ ス を 、 右 は Ｎ Ｆ ２ 同
腹 仔 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ５ Ｂ 】 Ｔ Ｆ ２ Ｂ １ 矢 状 縫 合 の ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 染 色 を 示 す 。
【 図 ５ Ｃ 】 Ｔ Ｆ ２ Ｂ １ マ ウ ス （ 左 ） お よ び そ の Ｎ Ｆ ２ 同 腹 仔 （ 右 ） の 三 次 元 の Ｍ Ｃ Ｔ 再 構
築 を 示 す 。
【 図 ６ Ａ 】 von Kossa 染 色 で 染 色 さ れ た 、 ２ ０ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 の Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 感 染 さ
せ た Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ 培 養 物 を 示 す 。
【 図 ６ Ｂ 】 石 灰 化 し た 領 域 の 定 量 化 お よ び 統 計 解 析 を 示 す 。
【 図 ６ Ｃ 】 ア ス コ ル ビ ン 酸 な し で 育 成 さ れ た Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 示 す
。
【 図 ６ Ｄ 】 感 染 後 ６ 、 日 目 の Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 の マ イ ク ロ ア レ イ を 示 す 。
【 図 ６ Ｅ 】 感 染 後 ９ 日 目 の Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 の マ イ ク ロ ア レ イ を 示 す 。
【 図 ６ Ｆ 】 感 染 後 １ ２ 日 目 の Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ 感 染 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 の マ イ ク ロ ア レ イ を 示 す 。
【 図 ６ Ｇ 】 Ａ ｄ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 感 染 後 に 、 ２ 倍 高 い 、 あ る い は 、 ２ 倍 低 い 発 現 の 差 を 有 す る
遺 伝 子 を 要 約 し た 表 。
【 図 ７ Ａ 】 ２ ０ ｐ ｆ ｕ ／ 細 胞 の Ａ ｄ Ａ ｎ ｔ ｉ Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ま た は Ａ ｄ 　 β － Ｇ ａ ｌ コ ン ト
ロ ー ル を 感 染 さ せ た ラ ッ ト Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ に お け る 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 蛋 白 質 発 現 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ７ Ｂ 】 Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ の ア ル カ リ 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 （ 赤 色 ） を 示 す 。
【 図 ７ Ｃ 】 感 染 後 ３ 、 ６ 、 ９ 、 お よ び １ ２ 日 目 の Ｆ Ｒ Ｃ Ｃ の ノ ー ザ ン 分 析 を 示 す 。
【 図 ７ Ｄ 】 PhosphorImager に よ っ て 測 定 さ れ 、 か つ 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に よ っ て 基 準 化 さ れ た
、 オ ス テ オ カ ル シ ン （ Ｏ Ｃ ） お よ び オ ス テ オ ポ ン チ ン （ Ｏ Ｐ ） の 発 現 を 示 す 。
【 図 ８ 】 早 期 縫 合 閉 鎖 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 機 能 の 仮 説 モ デ ル 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】

(53) JP 2006-512292 A 2006.4.13



【 図 ２ Ｄ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ６ Ｃ 】

【 図 ６ Ｄ － ６ Ｇ 】

【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｄ 】
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【 図 ８ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 5月 16日 (2005.5.16)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ヒ ト に お い て 、 頭 蓋 冠 の 造 骨 細 胞 の 分 化 お よ び 石 灰 化 を 制 御 す る 方 法 で あ っ て 、
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 の 増 大 が 、 該 ヒ ト に お い て 、 造 骨 細 胞 の 分 化 ま た は 石 灰
化 を 増 進 さ せ 、 か つ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 の 低 下 が 、 該 ヒ ト に お い て 、 造 骨 細
胞 の 分 化 ま た は 石 灰 化 を 低 下 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 該 ヒ ト に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発
現 ま た は 活 性 を 改 変 す る 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
抗 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ ア ン チ セ ン ス 分 子 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的
触 媒 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 特 異 的 Ｒ Ｎ Ａ ｉ 、 抗 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 細 胞 内 発 現 抗 体 、 お よ び 、 標
的 細 胞 及 び ／ 又 は 組 織 内 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を ノ ッ ク ア ウ ト す る 遺 伝 子 治 療 法 か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 が 阻 害 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 発 現 す る 外 来 の 核 酸 を 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と 、 及 び 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ タ ン
パ ク 質 を 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １
の 発 現 ま た は 活 性 が 増 大 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ 】
前 記 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 が 、 該 ヒ ト に お い て 阻 害 さ れ る こ と 、 及 び 、
　 該 ヒ ト が 、 異 常 な 頭 蓋 縫 合 の 発 達 を 経 験 し つ つ あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 異 常 な 頭 蓋 縫 合 の 発 達 が 、 頭 蓋 骨 癒 合 症 （ Ｃ Ｓ ） を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ヒ ト に お い て 潜 在 的 Ｔ Ｇ Ｆ － β １ の 活 性 化 を 促 進 す る 方 法 で あ っ て 、 外 来 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １
を 前 記 ヒ ト に 投 与 す る 工 程 、 又 は 、 該 ヒ ト に お け る 内 在 性 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 活 性 を 増
大 さ せ る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ヒ ト に お い て Ｔ Ｇ Ｆ － β ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 活 性 化 す る 、 又 は 隔 離 す る 方 法
で あ っ て 、 外 来 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ を 該 ヒ ト に 投 与 す る 工 程 、 又 は 、 該 ヒ ト に お け る 内 在 性 の
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 活 性 を 増 大 さ せ る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
造 骨 細 胞 の 分 化 を 制 御 す る 作 用 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
　 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 遺 伝 子 を 含 む ヒ ト 細 胞 で あ る 試 験 細 胞 と 試 験 作 用 剤 と を 接 触 さ せ る 工 程 ；
及 び
　 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 該 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 活 性 と 比
較 し て の 、 該 試 験 細 胞 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 活
性 の 変 化 を 検 出 す る 工 程 で あ っ て 、 該 試 験 細 胞 と 該 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 内 の 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １
の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 活 性 の 差 が 、 前 記 作 用 剤 が 骨 の 石 灰 化 を 制 御 し て い る
こ と を 示 す こ と を 特 徴 と す る 該 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 コ ン ト ロ ー ル が 、 前 記 試 験 細 胞 よ り 低 い 濃 度 の 前 記 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た ネ ガ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 低 い 濃 度 が 、 前 記 試 験 作 用 剤 が 不 在 で あ る こ と を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ９ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
前 記 コ ン ト ロ ー ル が 、 前 記 試 験 細 胞 よ り 高 い 濃 度 の 前 記 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た ポ ジ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 核 酸 ま た は Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 改 変 す る 試 験 作 用 剤 を 、 Ｎ ｅ ｌ
ｌ － １ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 、 あ る い は 、 骨 の 石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ ー
の デ ー タ ベ ー ス 内 に 、 記 録 す る 工 程 を 、 更 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 細 胞 内 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の
発 現 レ ベ ル が 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 前 記 レ ベ ル が 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 核 酸 に 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 工 程 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 Ｒ Ｎ Ａ に 由 来 す る Ｄ Ｎ Ａ
を 用 い る サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 お よ び in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ る も
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の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 、 プ ロ ー ブ の ア レ イ を 形 成 す る 複 数 の プ ロ ー ブ の メ ン バ ー で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 前 記 レ ベ ル が 、 核 酸 増 幅 反 応 を 用 い て 測 定 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 前 記 レ ベ ル が 、 前 記 生 体 試 料 内 の Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を
測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 検 出 工 程 が 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 質 量 分 析 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、
免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 介 し て 行
わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 細 胞 が 生 体 外 で 培 養 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 試 験 作 用 剤 が 抗 体 で な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 試 験 作 用 剤 が タ ン パ ク 質 で な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ヒ ト 細 胞 内 に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 発 現 を 改 変 す る 方 法 で あ っ て 、 該 ヒ ト 細 胞 に お け る Ｍ ｓ
ｘ ２ 及 び ／ 又 は Ｃ ａ ｆ ａ １ の 発 現 ま た は 活 性 を 改 変 す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 該 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 ヒ ト 細 胞 に お け る Ｃ ｂ ｆ ａ １ の 発 現 ま た は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し て 、 Ｎ ｅ ｌ
ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
該 ヒ ト 細 胞 に お け る Ｍ ｓ ｘ ２ の 発 現 ま た は 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し て 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ
－ １ の 発 現 ま た は 活 性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
ヒ ト に お け る Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 を 制 御 す る 作 用 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
で あ っ て 、
　 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 を 含 む ヒ ト 細 胞 で あ る 試 験 細 胞 と 試 験 作 用 剤 と を
接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び
　 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に お け る 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 の 発 現 ま た は Ｃ ｂ ｆ
ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 活 性 と 比 較 し て の 、 該 試 験 細 胞 に お け る 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又
は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 活 性 の 変 化 を 検 出
す る 工 程 で あ っ て 、 該 試 験 細 胞 と 該 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 内 の 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ
２ の 発 現 レ ベ ル ま た は Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 活 性 の 差 が 、 前 記 作 用 剤 が Ｎ ｅ ｌ
ｌ － １ の 発 現 ま た は 活 性 を 制 御 し て い る こ と を 示 す こ と を 特 徴 と す る 該 工 程
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 コ ン ト ロ ー ル が 、 前 記 試 験 細 胞 よ り 低 い 濃 度 の 前 記 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た ネ ガ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 低 い 濃 度 が 、 前 記 試 験 作 用 剤 が 不 在 で あ る こ と を 示 す こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ７
に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 コ ン ト ロ ー ル が 、 前 記 試 験 細 胞 よ り 高 い 濃 度 の 前 記 試 験 作 用 剤 と 接 触 さ せ た ポ ジ テ ィ
ブ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 遺 伝 子 の 発 現 を 改 変 す る 試 験 作 用 剤 を 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ 活 性
の モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ ー ス 内 、 あ る い は 、 骨 の 石 灰 化 の モ ジ ュ レ ー タ ー の デ ー タ ベ
ー ス 内 に 、 記 録 す る 工 程 を 、 更 に 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ の 発 現 レ ベ ル が 、 前 記 細 胞 内 の Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 前 記 レ ベ ル が 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １
及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 核 酸 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る
こ と に よ っ て 測 定 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 工 程 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ
に 由 来 す る Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ア レ イ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ア フ ィ ニ テ
ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 方 法 に よ る も の で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 プ ロ ー ブ が 、 プ ロ ー ブ の ア レ イ を 形 成 す る 複 数 の プ ロ ー ブ の メ ン バ ー で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 前 記 レ ベ ル が 、 核 酸 増 幅 反 応 を 用 い て 測 定 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は Ｍ ｓ ｘ ２ の 前 記 レ ベ ル が 、 前 記 生 体 試 料 内 の Ｃ ｂ ｆ ａ １ 及 び ／ 又 は
Ｍ ｓ ｘ ２ タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 検 出 工 程 が 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 質 量 分 析 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、
免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 介 し て 行
わ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 細 胞 が 生 体 外 で 培 養 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 試 験 作 用 剤 が 抗 体 で は な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 試 験 作 用 剤 が タ ン パ ク 質 で は な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 Ｎ ｅ ｌ ｌ － １ タ ン パ ク 質 、 お よ び Ｎ ｅ ｌ ｌ
－ １ タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 を 改 変 す る 作 用 剤 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 一 つ ま た
は そ れ 以 上 の 活 性 な 作 用 剤 で あ っ て 、 ヒ ト に お い て 造 骨 細 胞 の 分 化 ま た は 石 灰 化 を 増 進 さ
せ る 目 的 に 有 効 な 量 の 、 該 作 用 剤 ； 及 び 、
　 薬 学 的 に 受 容 可 能 な 賦 形 剤
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 薬 学 的 な 製 剤 形 態 。
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