
(57)【要約】
【課題】
　血小板凝集に関連する新規遺伝子を見出し、該治療剤および予防剤として有用な物質を
得る方法等を提供する。
【解決手段】
　血小板凝集に関連する因子であるｇｐ４４を利用した血小板凝集に関連する化合物のス
クリーニング方法、活性測定方法、該方法により取得された化合物、該方法に用いるキッ
ト、血小板凝集活性を喪失した変異体ポリペプチド、並びに、血小板凝集に関連する疾患
の、モデル動物、診断方法、治療または予防のための医薬組成物等の提供。
【選択図】なし。 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工
程 を 含 む 方 法 ：
（ １ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 培 養 す る ；
（ ２ ） 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 培 養 細 胞 に お け る 、 下 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に
記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 検 出 す る ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
（ ３ ） 上 記 （ ２ ） で 検 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 、
被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と で 比 較 す る ；
（ ４ ） 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 少 な い 物 質 を
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 し ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 多 い 物 質 を 血 小
板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 す る 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 検 出 手 段 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ
ッ ト 法 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 法 ま た は ラ ン オ ン ・ ア ッ セ イ 法 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工
程 を 含 む 方 法 ：
（ １ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 す る ；
（ ２ ） 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 培 養 細 胞 に お け る 、 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か
一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
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リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ３ ） 上 記 （ ２ ） で 検 出 し た ペ プ チ ド の 発 現 量 を 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 、
被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と で 比 較 す る ；
（ ４ ） 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 ペ プ チ ド の 発 現 量 が 少 な い 物 質 を
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 し ま た は ペ プ チ ド の 発 現 量 が 多 い 物 質 を 血 小
板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 す る 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 の 測 定 方 法 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ
ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 )で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ３ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 物 質 の 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方
法 ：
（ １ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 培 養 す る ；
（ ２ ） 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 培 養 細 胞 に お け る 、 下 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に
記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 検 出 す る ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
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；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ペ プ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ３ ） 上 記 （ ２ ） で 検 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 、
被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と で 比 較 す る ；
（ ４ ） 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 少 な い 場 合 は
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 し ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 多 い 場 合 は 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有
す る と 判 定 す る 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 検 出 手 段 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ
ッ ト 法 、 Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 法 ま た は ラ ン オ ン ・ ア ッ セ イ 法 で
あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 物 質 の 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方
法 ：
（ １ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 す る ；
（ ２ ） 上 記 （ １ ） で 得 ら れ た 培 養 細 胞 に お け る 、 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か
一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
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活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ３ ） 上 記 （ ２ ） で 検 出 し た ペ プ チ ド の 発 現 量 を 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 、
被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と で 比 較 す る ；
（ ４ ） 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 ペ プ チ ド の 発 現 量 が 少 な い 場 合 は
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 し ま た は ペ プ チ ド の 発 現 量 が 多 い 場 合 は 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有
す る と 判 定 す る 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 の 測 定 方 法 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ
ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 )で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 が 、 癌 、 癌 の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 も し く は 動 脈 硬 化 ま
た は 血 管 手 術 の 際 の 血 小 板 凝 集 の 治 療 効 果 ま た は 予 防 効 果 で あ る 請 求 項 １ 乃 至 ８ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 が 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒 症 ま た は 慢 性 骨 髄 増 殖
性 疾 患 の 治 療 効 果 ま た は 予 防 効 果 で あ る 請 求 項 １ 乃 至 ８ の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 血 小 板 凝 集 促 進 に 関 連 す る 疾 患 の モ デ ル 動 物 で あ っ て 、 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 が 、 該 遺 伝 子 を 高 発 現 す る こ と が で き る
よ う に 導 入 さ れ て い る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
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（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 血 小 板 凝 集 促 進 に 関 連 す る 疾 患 が 、 癌 、 癌 の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 も し く は
動 脈 硬 化 ま た は 血 管 手 術 の 際 の 血 小 板 凝 集 で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 動 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 物 質 の 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 促 進 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 剤 若 し く は 予
防 剤 と し て の 効 果 を 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
（ １ ） 請 求 項 １ １ 又 は １ ２ に 記 載 の 動 物 に 被 験 物 質 を 投 与 す る ； お よ び
（ ２ ） （ １ ） の 動 物 の 血 小 板 凝 集 能 を 測 定 す る 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 の モ デ ル 動 物 で あ っ て 、 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 が 、 該 遺 伝 子 を 低 発 現 す る こ と が で き る
よ う に 導 入 さ れ て い る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 の モ デ ル 動 物 で あ っ て 、 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 が 、 ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て い る 非 ヒ ト 動 物
：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 が 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒 症 ま た は 慢
性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 で あ る 、 請 求 項 １ ４ ま た は １ ５ に 記 載 の 動 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 物 質 の 、 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 剤 若 し く は 予
防 剤 と し て の 効 果 を 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
（ １ ） 請 求 項 １ ４ 乃 至 １ ６ に 記 載 の 動 物 に 被 験 物 質 を 投 与 す る ； お よ び
（ ２ ） （ １ ） の 動 物 の 血 小 板 凝 集 能 を 測 定 す る 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 検 体 中 の 、 下 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 解 析 す る こ と に よ る 、 該 検 体 提 供 者 ま た は 該 検 体 提 供 動 物 の 血 小 板 凝 集
ま た は 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列

10

20

30

40

50

(7) JP 2004-350677 A 2004.12.16



；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 検 出 手 段 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ
ッ ト 法 、 Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 法 ま た は ラ ン オ ン ・ ア ッ セ イ 法 で
あ 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 】
　 検 体 中 の 、 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量
を 解 析 す る こ と に よ る 、 該 検 体 提 供 者 ま た は 該 検 体 提 供 動 物 の 血 小 板 凝 集 ま た は 血 小 板 機
能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
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ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 の 検 出 手 段 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ
ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 が 、 癌 、 癌 の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 も し く は 動 脈
硬 化 ま た は 血 管 手 術 の 際 の 血 小 板 凝 集 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ８ 乃 至 ２ １ か ら
選 択 さ れ る い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 が 、 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 小 腸 癌 、 精 巣 癌 、 セ ミ ノ ー マ （ Semino
ma） 又 は 扁 平 上 皮 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ８ 乃 至 ２ １ か ら 選 択 さ れ る い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 が 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒 症 ま た は 慢
性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ８ 乃 至 ２ １ か ら 選 択 さ れ る い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ
ド に 被 験 物 質 を 含 む 試 料 を 接 触 さ せ 、 次 い で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 物 質 を 分 離 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の 単 離 方 法 。
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
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ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い
て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、
か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ Ｘ Ｉ Ｖ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 被 験 物 質 を 含 む 試 料
を 接 触 さ せ 、 次 い で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 物 質 を 分 離 す る こ と を 特 徴 と す る 、 血 小
板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の 単 離 方 法 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ６ ７ か ら １ ３ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ６ ７ か ら １ ３ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ ０ ３ か ら １ ９ ８ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ８ ８ か ら １ ８ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ８ ２ か ら １ ８ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ
ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の ア ミ ノ
酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ の ア ミ
ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４
の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｉ Ｘ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４
４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ア ミ ノ 酸 番 号
３ ９ か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ６ か ら ５
１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ７ か ら
６ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９
か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｖ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
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ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 と 血 小 板 を 接 触 さ せ る ：
（ ２ ） 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る ：
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 抑 制 活 性 を 有 す
る か 否 か を 判 定 す る 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の
工 程 を 含 む 方 法 :
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ と 血 小 板 を 接 触 さ せ る ：
（ ２ ） 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る ：
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 抑 制 活 性 を 有 す
る か 否 か を 判 定 す る 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の
工 程 を 含 む 方 法 :
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る ：
（ ２ ） （ １ ） の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 組 織 に お け る 結 節 数 を 測 定 す る ：
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 血 小 板 凝 集 抑 制
活 性 を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
癌 の 転 移 抑 制 活 性 又 は 癌 の 転 移 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以
下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る ：
（ ２ ） （ １ ） の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 組 織 に お け る 結 節 数 を 測 定 す る ：
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 癌 の 転 移 抑 制 活 性 又 は 癌 の 転 移 促 進 活 性
を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 下 記 の （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 物 質 を 少 な く と も 一 つ 含 む こ と か ら な
る 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 乃 至 全 部 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
（ ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
（ ３ ） （ １ ） 又 は （ ２ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 下 記 の （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 物 質 を 少 な く と も 一 つ 含 む こ と か ら な
る 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ；
（ ２ ） （ １ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 ；
（ ３ ） （ １ ） 又 は （ ２ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 下 記 の （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 物 質 を 少 な く と も 一 つ 含 む こ と か ら な
る 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
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（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 乃 至 全 部 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
（ ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
（ ３ ） （ １ ） 又 は （ ２ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 下 記 の （ １ ） 乃 至 （ ３ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 物 質 を 少 な く と も 一 つ 含 む こ と か ら な
る 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ；
（ ２ ） （ １ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 ；
（ ３ ） （ １ ） 又 は （ ２ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 が 癌 、 癌 の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 ま た は 動 脈 硬 化
で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ３ ま た は 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 が 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 小 腸 癌 、 精 巣 癌 、 セ ミ ノ ー マ （ Seminoma）
、 扁 平 上 皮 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ ３ ま た は 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ Ｘ Ｉ Ｖ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に に 特 異 的 に 結 合 し 、
血 小 板 凝 集 阻 害 活 性 を 有 す る 抗 体 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ６ ７ か ら １ ３ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ６ ７ か ら １ ３ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ ０ ３ か ら １ ９ ８ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ８ ８ か ら １ ８ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ８ ２ か ら １ ８ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ
ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の ア ミ ノ
酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ の ア ミ
ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４
の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
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（ Ｉ Ｘ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４
４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ア ミ ノ 酸 番 号
３ ９ か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ６ か ら ５
１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ７ か ら
６ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９
か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｖ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 ４ 、 並 び に 、 請 求 項 ２ ７ 乃 至 ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り
選 択 さ れ た 物 質 、 ま た は 請 求 項 ２ ５ 又 は ２ ６ に 記 載 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ た 物 質 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｆ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｆ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ
っ て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、
変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
他 の ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 ３ ９ 又 は ４ ０ に 記 載 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
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（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア ン チ セ ン ス 配 列
か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
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集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド が 組 み 込 ま れ て い る ベ ク タ ー を 含 む 、 医 薬 組 成 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア ン チ セ ン ス 配 列 か
ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 組 み 込 ま れ て い る ベ ク タ ー を 含 む 、 医 薬 組 成 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
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（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 下 記 の （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 医 薬 組
成 物 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 下 記 の （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を と 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
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　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 ４ 、 並 び に 、 請 求 項 ２ ７ 乃 至 ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り
選 択 さ れ た 物 質 、 ま た は 請 求 項 ２ ５ 又 は ２ ６ に 記 載 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ た 物 質 を 含 有 す
る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 血 小 板 凝 集 促 進 の た め の 、 請 求 項 ４ ２ 、 ４ ４ 及 び ４ ６ か ら 選 択 さ れ る い ず れ か １ 項 に 記
載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 血 小 板 凝 集 抑 制 の た め の 、 請 求 項 ４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 及 び ４ ８ か ら 選 択 さ れ る い ず れ か １
項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 小 腸 癌 、 精 巣 癌 、 セ ミ ノ ー マ （ Seminoma） 、 扁 平 上 皮 癌 、 癌 の 転 移 、
肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 、 動 脈 硬 化 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒 症 も し く
は 慢 性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 の 治 療 も し く は 予 防 の た め ま た は 血 管 手 術 の 際 の 血 小 板 凝 集 を 抑 制
す る た め の 、 請 求 項 ４ ３ 、 ４ ５ 、 ４ ７ 及 び ４ ８ か ら 選 択 さ れ る い ず れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬
組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 因 子 を 利 用 し た 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 化 合 物 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 、 活 性 測 定 方 法 、 該 方 法 に よ り 取 得 さ れ た 化 合 物 、 該 方 法 に 用 い る キ ッ ト 、
血 小 板 凝 集 活 性 を 喪 失 し た 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 の 、
モ デ ル 動 物 、 診 断 方 法 、 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 組 成 物 等 に 関 す る 。
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【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 血 小 板 凝 集 と は 、 外 傷 な ど に よ り 損 傷 を 受 け た 血 管 や 血 管 壁 に 露 出 し た コ ラ ー ゲ ン と フ
ォ ン ヴ ィ レ ブ ラ ン ト 因 子 が 血 小 板 と 結 合 し 、 さ ら に コ ラ ー ゲ ン や フ ォ ン ヴ ィ レ ブ ラ ン ト 因
子 と 結 合 し て 内 部 構 造 が 壊 れ て 活 性 化 し た 血 小 板 よ り 遊 離 さ れ た ト ロ ン ボ キ サ ン と ADPが
新 し い 血 小 板 の 活 性 化 を 引 き 起 こ し て 外 傷 部 位 へ の 粘 着 を 誘 導 し て 血 小 板 の 止 血 栓 を 形 成
し て 血 流 を 止 め る 作 用 を い い 、 傷 か ら の 失 血 を 防 止 す る た め に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る
。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 血 小 板 が 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る 疾 患 は 多 数 存 在 し 、 例 え ば 、 肺 血 栓 塞 栓 症 (例
え ば 、 非 特 許 文 献 １ 参 照 。 )、 脳 梗 塞 （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ 及 び ３ 参 照 。 ） 、 虚 血 性 心
疾 患 、 静 脈 血 栓 症 、 末 梢 動 脈 血 栓 症 、 播 種 性 血 管 内 凝 固 （ Ｄ Ｉ Ｃ ） 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候
群 、 高 脂 血 症 、 糖 尿 病 性 慢 性 合 併 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 肝 疾 患 、 移 植 、 川 崎 病 お よ び 血 小 板 凝
集 能 亢 進 症 等 に 関 連 す る こ と が 知 ら れ て い る (例 え ば 、 非 特 許 文 献 ４ ～ ６ 参 照 。 )。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 血 小 板 数 の 先 天 的 ま た は 後 天 的 減 少 や 機 能 障 害 に よ り 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害
、 血 友 病 、 尿 毒 症 、 慢 性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 等 を 引 き 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る (例 え ば 、 非
特 許 文 献 ７ 参 照 。 )。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 癌 細 胞 は 、 種 々 の 血 小 板 凝 集 物 質 を 放 出 し 、 癌 細 胞 内 の 血 栓 形 成 や 過 凝 固 状 態 を 促 進 し
、 血 小 板 と 相 互 作 用 し て 血 栓 を 形 成 す る こ と に よ り 血 行 性 転 移 を 助 長 す る の で 、 癌 の 転 移
に お い て 、 癌 細 胞 と 血 小 板 の 相 互 作 用 が 重 要 な 役 割 を し て い る こ と が 知 ら れ て い る （ 例 え
ば 、 非 特 許 文 献 ８ 参 照 。 ） 。 特 に 、 骨 肉 腫 （ 乳 幼 児 に 多 い ） は 、 血 小 板 凝 集 を 起 こ す こ と
が 知 ら れ て お り 、 肺 転 移 と 相 関 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ９ 参 照 。 ）
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 マ ウ ス 末 梢 リ ン パ 節 の Ｔ 細 胞 依 存 領 域 の Ｉ 型 胸 腺 上 皮 細 胞 と 間 質 細 胞 に 、 gp38と い う 膜
タ ン パ ク が 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ０ 参 照 。 ） 。 ま た gp38の
マ ウ ス の ホ モ ロ グ と し て gp38Pも ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ １ 参 照
。 ） 。 gp38の ラ ッ ト ホ モ ロ グ で あ る 、 E11 antigenは 骨 芽 細 胞 系 の 新 し い マ ー カ ー と し て
報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ２ 参 照 。 ） 。 ま た 、 gp38の ラ ッ ト ホ モ ロ グ で あ る
T1α は 、 肺 の Ｉ 型 肺 胞 上 皮 細 胞 上 に 発 現 し て お り 、 こ れ は Ｉ Ｉ 型 の 肺 胞 上 皮 細 胞 に は 発 現
し て い な い こ と が 示 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ３ 参 照 。 ） 。 ま た 、 gp38の ラ ッ ト
ホ モ ロ グ で あ る T1α は 肺 胞 上 皮 幹 細 胞 か ら Ｉ 型 肺 胞 上 皮 細 胞 へ の 分 化 と と も に 発 現 さ れ て
く る こ と が 知 ら れ て い る 。 更 に 、 gp38の ラ ッ ト ホ モ ロ グ で あ る podoplaninは 、 43kDaの 糖
タ ン パ ク 質 （ T1α と 99％ ホ モ ロ ジ ー ） で 、 腎 の 糸 球 体 上 皮 細 胞 （ podocyte） に 発 現 し て お
り 、 ヒ ト の 微 小 変 化 群 （ ネ フ ロ ー ゼ 症 候 群 の ひ と つ の 病 理 組 織 型 ） の ラ ッ ト モ デ ル で 、 発
現 が 落 ち る こ と も 報 告 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ４ 参 照 。 ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 gp38の イ ヌ ホ モ ロ グ で あ る gp40は 、 type-I Madin-Darby canine kidney (MDCK) 細 胞 に
発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て お り （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ５ 参 照 。 ） 、 分 子 量 40kDaの
シ ア ロ 糖 タ ン パ ク 質 （ sialoglycoprotein） で あ り 、 O-結 合 型 糖 鎖 が 豊 富 で 、 N-結 合 型 糖
鎖 の 付 加 部 位 は な い 。 gp40は イ ヌ の 肺 、 腸 、 腎 、 脳 、 心 臓 に 発 現 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 gp38の ヒ ト ホ モ ロ グ と し て 、 gp36が 発 見 さ れ て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ６ 参 照 。 ）
。 gp36は ヒ ト 肺 、 胎 盤 、 骨 格 筋 に 高 発 現 （ 脳 、 腎 、 肝 に 低 発 現 ） し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の よ う に gp38（ あ る い は gp38P） に 関 し て は 、 ホ モ ロ グ も 含 め 、 多 く の 研 究 が な さ れ
て き て い る に も 関 わ ら ず 、 gp38（ あ る い は gp38P） の 機 能 に 関 し て は 、 こ れ ま で 明 ら か に
な っ て い な い 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 一 方 、 マ ウ ス の 結 腸 癌 細 胞 株 colon adenocarcinoma 26を 繰 り 返 し 実 験 的 肺 転 移 さ せ る
こ と に よ り 、 高 転 移 性 株 で あ る NL-17細 胞 と 低 転 移 性 株 で あ る NL-14細 胞 が 取 得 さ れ て い る
（ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ７ 参 照 。 ） 。 こ の NL-17細 胞 表 面 に 発 現 す る 血 小 板 凝 集 因 子 gp44
は マ ウ ス の 血 小 板 を 凝 集 さ せ 、 そ の 結 果 肺 転 移 を 起 こ す こ と が 示 唆 さ れ て い る （ 例 え ば 、
非 特 許 文 献 １ ８ 参 照 。 ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し か し 、 血 小 板 凝 集 因 子 gp44の 遺 伝 子 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て は 、 こ れ ま で に
報 告 さ れ て い な か っ た 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 「 臨 床 成 人 病 」 、 １ ９ ９ ０ 年 、 第 ２ ０ 巻 、 ｐ .１ ９ ９ ５ － ２ ０ ０ １
【 非 特 許 文 献 ２ 】 「 ス ト ロ ー ク （ Stroke） 」 、 １ ９ ８ ５ 年 、 第 １ ６ 巻 、 ｐ .５ ２ ４ － ５ ２
６
【 非 特 許 文 献 ３ 】 「 ス ト ロ ー ク （ Stroke） 」 、 １ ９ ８ ９ 年 、 第 ２ ０ 巻 、 ｐ .１ ２ ７ １ － １
２ ７ ２
【 非 特 許 文 献 ４ 】 山 中 学 、 山 崎 博 男 編 、 「 血 小 板 」 、 医 学 書 院 、 １ ９ ９ １ 年 １ 月 、 ｐ .２
５ １ － ２ ５ ３
【 非 特 許 文 献 ５ 】 斎 藤 英 彦 編 、 「 高 血 栓 薬 の 基 礎 と 臨 床 」 、 医 薬 ジ ャ ー ナ ル 社 、 ｐ .１ ２
３ － ２ ３ ０
【 非 特 許 文 献 ６ 】 藤 田 稠 清 、 「 血 小 板 凝 集 能 亢 進 症 と 疾 患 」 、 金 原 出 版 、 ２ ０ ０ １ 年 ６ 月
【 非 特 許 文 献 ７ 】 松 田 保 、 「 止 血 ・ 血 栓 の 臨 床 」 、 新 興 医 学 出 版 社 、 １ ９ ９ ６ 年 ４ 月 、 ｐ
.６ ５ － ８ ４
【 非 特 許 文 献 ８ 】 「 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ キ ャ ン サ ー ・ イ ン ス テ ィ テ ュ ー ト （
Journal of National Cancer Institute） 」 、 １ ９ ９ ９ 年 、 第 ９ １ 巻 、 ｐ ． ２ ２ － ３ ６
【 非 特 許 文 献 ９ 】 「 キ ャ ン サ ー ・ リ サ ー チ （ Cancer Research） 」 、 １ ９ ８ ７ 年 、 第 ４ ７
巻 、 ｐ ． ３ １ １ ５ － ３ １ １ ７ ７
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 「 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ エ ク ス ペ リ メ ン タ ル ・ メ デ ィ ス ン （ The Journa
l of Experimental Medicine） 」 、 １ ９ ９ ２ 年 、 第 １ ７ ６ 巻 、 ｐ ． １ ４ ７ ７ － １ ４ ８ ２
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 「 ネ フ ロ ロ ジ ー ・ ダ イ ア リ シ ス ・ ト ラ ン ス プ ラ ン テ ー シ ョ ン （ Nephro
logy Dialysis Transplantation） 」 、 ２ ０ ０ ２ 年 、 第 １ ７ 巻 、 ｐ ． ９ ７ ８ － ９ ８ ４
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 「 ボ ー ン （ Bone） 」 、 １ ９ ９ ６ 年 、 第 １ ８ 巻 、 ｐ ． １ ２ ５ － １ ３ ２
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 「 ア メ リ カ ン ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ レ ス ピ ラ ト リ ー ・ セ ル ・ ア ン ド ・
モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー （ American Journal of Respiratory cell and Molecular B
iology） 」 、 １ ９ ９ ０ 年 、 第 １ ９ 巻 、 ｐ ． １ ４ ３ － １ ４ ９
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 「 ザ ・ ア メ リ カ ン ・ ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ パ ソ ロ ジ ー （ The American J
ournal of Pathology） 」 、  １ ９ ９ ７ 年 、 第 １ ５ １ 巻 、 ｐ ． １ １ ４ １ － １ １ ５ ２
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 「 バ イ オ ケ ミ カ ル ・ ジ ャ ー ナ ル （ Biochemical Journal） 」 、 １ ９ ９
７ 年 、 第 ３ ２ ６ 巻 、 ｐ ． ９ ９ － １ ０ ８
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 「 バ イ オ ケ ミ カ ル ・ ジ ャ ー ナ ル （ Biochemical Journal） 」 、 １ ９ ９
９ 年 、 第 ３ ４ １ 巻 、 ｐ ． ２ ７ ７ － ２ ８ ４
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 「 キ ャ ン サ ー ・ リ サ ー チ （ Cancer Research） 」 、 １ ９ ８ ３ 年 、 第 ４
３ 巻 、 ｐ ． ５ ４ ３ ７ － ５ ４ ４ ２
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 「 キ ャ ン サ ー リ サ ー チ （ Cancer Research） 」 、 １ ９ ９ １ 年 、 第 ５ １
巻 、 ｐ ． ９ ２ １ － ９ ２ ５
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 新 規 遺 伝 子 を 見 出 し 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 新
規 物 質 、 血 小 板 凝 集 ま た は 血 小 板 機 能 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 剤 お よ び 予 防 剤 、 該 治 療
剤 お よ び 予 防 剤 と し て 有 用 な 物 質 を 得 る 方 法 、 物 質 の 血 小 板 凝 集 促 進 ・ 阻 害 活 性 を 測 定 す
る 方 法 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 の 解 明 、 並 び に 、 血 小 板 凝 集 ま た は 血
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小 板 機 能 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 遺 伝 子 を 探 索 す る 目 的 で 、 血 小 板 凝 集 作 用 を 有 す
る 事 が 知 ら れ て い た ｇ ｐ ４ ４ の 遺 伝 子 配 列 を 特 定 す べ く 鋭 意 努 力 し た 結 果 、 gp38Pと し て
知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 配 列 が ｇ ｐ ４ ４ を コ ー ド し て い る こ と を 見 出 し た 。 ま た
、 本 発 明 者 ら は 、 こ の 配 列 に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 （ ｇ ｐ ３ ８ P） ま た は こ の 配 列 に コ
ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 に 関 与 す る 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 剤 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 剤
と し て 使 用 で き る こ と 、 ま た gp38Pの ホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 ま た は こ の ホ モ ロ グ タ ン パ ク 質
の 発 現 に 関 与 す る 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 剤 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 剤 と し て 使 用 で き る こ と
、 そ し て 、 該 蛋 白 質 が 血 小 板 凝 集 作 用 を 有 す る た め に 必 須 の ア ミ ノ 酸 を 特 定 し 、 並 び に 、
こ れ ら 配 列 に コ ー ド さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 測 定 す る こ と に
よ り 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 物 質 の 探 索 お よ び 評 価 並 び に 血 小 板 凝 集 ま た は 血 小 板 機 能 低
下 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 に 利 用 で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、
（ １ ） 　 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以
下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
（ ｉ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 培 養 す る ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ） で 得 ら れ た 培 養 細 胞 に お け る 、 下 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ
に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 検 出 す る ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
（ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ） で 検 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細
胞 と 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と で 比 較 す る ；
（ ｉ ｖ ） 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 少 な い 物 質
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を 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 し ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 多 い 物 質 を 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 す る 、
（ ２ ） 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 検 出 手 段 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ
ト ブ ロ ッ ト 法 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 法 ま た は ラ ン オ ン ・ ア ッ セ
イ 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、
（ ３ ） 　 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以
下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
（ ａ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 す る ；
（ ｂ ） 上 記 （ ａ ） で 得 ら れ た 培 養 細 胞 に お け る 、 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か
一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ｃ ） 上 記 （ ｂ ） で 検 出 し た ペ プ チ ド の 発 現 量 を 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 、
被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と で 比 較 す る ；
（ ｄ ） 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 ペ プ チ ド の 発 現 量 が 少 な い 物 質 を
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 し ま た は ペ プ チ ド の 発 現 量 が 多 い 物 質 を 血 小
板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 す る 、
（ ４ ） 　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 の 測 定 方 法 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法
、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ） で あ る こ と を 特 徴 と す
る 、 （ ３ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、
（ ５ ） 　 物 質 の 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を
含 む 方 法 ：
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（ ｉ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 培 養 す る ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ） で 得 ら れ た 培 養 細 胞 に お け る 、 下 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ
に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 検 出 す る ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ペ プ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｃ ） 上 記 （ ｂ ） で 検 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 、
被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と で 比 較 す る ；
（ ｄ ） 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 少 な い 場 合 は
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 し ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 が 多 い 場 合 は 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有
す る と 判 定 す る 、
（ ６ ） 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 検 出 手 段 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ
ト ブ ロ ッ ト 法 、 Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 法 ま た は ラ ン オ ン ・ ア ッ セ
イ 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ５ ） に 記 載 の 方 法 、
（ ７ ） 　 物 質 の 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を
含 む 方 法 ：
（ ａ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 す る ；
（ ｂ ） 上 記 （ ａ ） で 得 ら れ た 培 養 細 胞 に お け る 、 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か
一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 す る ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ

10

20

30

40

50

(22) JP 2004-350677 A 2004.12.16



ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ｃ ） 上 記 （ ｂ ） で 検 出 し た ペ プ チ ド の 発 現 量 を 、 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 、
被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と で 比 較 す る ；
（ ｄ ） 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 と 比 較 し て 、 ペ プ チ ド の 発 現 量 が 少 な い 場 合 は
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 し ま た は ペ プ チ ド の 発 現 量 が 多 い 場 合 は 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有
す る と 判 定 す る 、
（ ８ ） 　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 の 測 定 方 法 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法
、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ） で あ る こ と を 特 徴 と す
る 、 （ ７ ） に 記 載 の 方 法 、
（ ９ ） 　 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 が 、 癌 、 癌 の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 も し く は 動 脈
硬 化 ま た は 血 管 手 術 の 際 の 血 小 板 凝 集 の 治 療 効 果 ま た は 予 防 効 果 で あ る （ １ ） 乃 至 （ ８ ）
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 、
（ １ ０ ） 　 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 が 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒 症 ま た は 慢 性
骨 髄 増 殖 性 疾 患 の 治 療 効 果 ま た は 予 防 効 果 で あ る （ １ ） 乃 至 （ ８ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
（ １ １ ） 　 血 小 板 凝 集 促 進 に 関 連 す る 疾 患 の モ デ ル 動 物 で あ っ て 、 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ
） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 が 、 該 遺 伝 子 を 高 発 現 す る こ と
が で き る よ う に 導 入 さ れ て い る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
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オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
（ １ ２ ） 　 血 小 板 凝 集 促 進 に 関 連 す る 疾 患 が 、 癌 、 癌 の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞
も し く は 動 脈 硬 化 ま た は 血 管 手 術 の 際 の 血 小 板 凝 集 で あ る 、 （ １ １ ） に 記 載 の 動 物 、
（ １ ３ ） 　 物 質 の 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 促 進 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 剤 若
し く は 予 防 剤 と し て の 効 果 を 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
（ ａ ） （ １ １ ） 又 は （ １ ２ ） に 記 載 の 動 物 に 被 験 物 質 を 投 与 す る ； お よ び
（ ｂ ） （ ａ ） の 動 物 の 血 小 板 凝 集 能 を 測 定 す る 。
（ １ ４ ） 　 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 の モ デ ル 動 物 で あ っ て 、 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ
） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 が 、 該 遺 伝 子 を 低 発 現 す る こ と
が で き る よ う に 導 入 さ れ て い る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
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数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
（ １ ５ ） 　 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 の モ デ ル 動 物 で あ っ て 、 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ
） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 遺 伝 子 が 、 ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て い る 非
ヒ ト 動 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
（ １ ６ ） 　 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 が 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒 症
ま た は 慢 性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 で あ る 、 （ １ ４ ） ま た は （ １ ５ ） に 記 載 の 動 物 、
（ １ ７ ） 　 物 質 の 、 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 剤 若
し く は 予 防 剤 と し て の 効 果 を 試 験 す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
（ ａ ） （ １ ４ ） 乃 至 （ １ ６ ） に 記 載 の 動 物 に 被 験 物 質 を 投 与 す る ； お よ び
（ ｂ ） （ ａ ） の 動 物 の 血 小 板 凝 集 能 を 測 定 す る 。
（ １ ８ ） 　 検 体 中 の 、 下 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か
ら な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 解 析 す る こ と に よ る 、 該 検 体 提 供 者 ま た は 該 検 体 提 供 動 物 の 血
小 板 凝 集 ま た は 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
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列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
（ １ ９ ） 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 検 出 手 段 が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ
ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 Ｐ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 法 ま た は ラ ン オ ン ・ ア ッ
セ イ 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ８ ） に 記 載 の 方 法 、
（ ２ ０ ） 　 検 体 中 の 、 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド
の 発 現 量 を 解 析 す る こ と に よ る 、 該 検 体 提 供 者 ま た は 該 検 体 提 供 動 物 の 血 小 板 凝 集 ま た は
血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
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ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ２ １ ） 　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 の 検 出 手 段 が 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト
法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ０ ） に
記 載 の 方 法 、
（ ２ ２ ） 　 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 が 、 癌 、 癌 の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 も し
く は 動 脈 硬 化 ま た は 血 管 手 術 の 際 の 血 小 板 凝 集 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ８ ） 乃 至 （
２ １ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 、
（ ２ ３ ） 　 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 が 、 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 小 腸 癌 、 精 巣 癌 、 セ ミ ノ ー マ
（ Seminoma） 、 扁 平 上 皮 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ８ ） 乃 至 （ ２ １ ） か ら 選 択 さ れ
る い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 、
（ ２ ４ ） 　 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 が 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒 症
ま た は 慢 性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ８ ） 乃 至 （ ２ １ ） か ら 選 択 さ れ
る い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 、
（ ２ ５ ） 　 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ
リ ペ プ チ ド に 被 験 物 質 を 含 む 試 料 を 接 触 さ せ 、 次 い で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 物 質 を
分 離 す る こ と を 特 徴 と す る 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の 単 離 方 法 。
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い
て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、
か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
（ ２ ６ ） 　 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ Ｘ Ｉ Ｖ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 被 験 物 質 を
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含 む 試 料 を 接 触 さ せ 、 次 い で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 物 質 を 分 離 す る こ と を 特 徴 と す
る 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の 単 離 方 法 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ６ ７ か ら １ ３ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ６ ７ か ら １ ３ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ ０ ３ か ら １ ９ ８ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ８ ８ か ら １ ８ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ８ ２ か ら １ ８ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ
ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の ア ミ ノ
酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ の ア ミ
ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４
の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｉ Ｘ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４
４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ア ミ ノ 酸 番 号
３ ９ か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ６ か ら ５
１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ７ か ら
６ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９
か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｖ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ２ ７ ） 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ ａ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 と 血 小 板 を 接 触 さ せ る ：
（ ｂ ） 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る ：
（ ｃ ） （ ｂ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 抑 制 活 性 を 有 す
る か 否 か を 判 定 す る 、
（ ２ ８ ） 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て
、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
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（ ａ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ と 血 小 板 を 接 触 さ せ る ：
（ ｂ ） 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る ：
（ ｃ ） （ ｂ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 抑 制 活 性 を 有 す
る か 否 か を 判 定 す る 、
（ ２ ９ ） 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て
、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ ａ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る ：
（ ｂ ） （ ａ ） の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 組 織 に お け る 結 節 数 を 測 定 す る ：
（ ｃ ） （ ｂ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 血 小 板 凝 集 抑 制
活 性 を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 、
（ ３ ０ ） 癌 の 転 移 抑 制 活 性 又 は 癌 の 転 移 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ ａ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る ：
（ ｂ ） （ ａ ） の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 組 織 に お け る 結 節 数 を 測 定 す る ：
（ ｃ ） （ ｂ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 癌 の 転 移 抑 制 活 性 又 は 癌 の 転 移 促 進 活 性
を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 、
（ ３ １ ） 　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｃ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 物 質 を 少 な く と も 一 つ 含 む こ
と か ら な る 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 乃 至 全 部 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
（ ｃ ） （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
（ ３ ２ ） 　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｃ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 物 質 を 少 な く と も 一 つ 含 む こ
と か ら な る 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ；
（ ｂ ） （ ａ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 ；
（ ｃ ） （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
（ ３ ３ ） 　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｃ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 物 質 を 少 な く と も 一 つ 含 む こ
と か ら な る 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 乃 至 全 部 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
（ ｃ ） （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 、
（ ３ ４ ） 　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｃ ） の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 物 質 を 少 な く と も 一 つ 含 む こ
と か ら な る 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ；
（ ｂ ） （ ａ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 ；
（ ｃ ） （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 、
（ ３ ５ ） 　 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 が 癌 、 癌 の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 ま た は
動 脈 硬 化 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ３ ３ ） ま た は （ ３ ４ ） に 記 載 の キ ッ ト 、
（ ３ ６ ） 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 が 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 小 腸 癌 、 精 巣 癌 、 セ ミ ノ ー マ （ Se
minoma） 、 扁 平 上 皮 癌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ３ ３ ） ま た は （ ３ ４ ） に 記 載 の キ ッ ト
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、
（ ３ ７ ） 　 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ Ｘ Ｉ Ｖ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に に 特 異 的 に
結 合 し 、 血 小 板 凝 集 阻 害 活 性 を 有 す る 抗 体 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 一 部 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ６ ７ か ら １ ３ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ６ ７ か ら １ ３ ２ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ ０ ３ か ら １ ９ ８ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ８ ８ か ら １ ８ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 ８ ２ か ら １ ８ ６ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ
ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の ア ミ ノ
酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ の ア ミ
ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ア
ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４
の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｉ Ｘ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４
４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ア ミ ノ 酸 番 号
３ ９ か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ６ か ら ５
１ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ７ か ら
６ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９
か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ Ｘ Ｉ Ｖ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ Ｘ Ｉ Ｉ Ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ３ ８ ） 　 （ １ ） 乃 至 （ ４ ） 、 並 び に 、 （ ２ ７ ） 乃 至 （ ３ ０ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 さ れ
た 方 法 に よ り 選 択 さ れ た 物 質 、 ま た は （ ２ ５ ） 又 は （ ２ ６ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ
た 物 質 、
（ ３ ９ ） 　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｆ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
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（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ っ
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 変
異 体 ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｆ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 で あ
っ て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、
変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ４ ０ ） 他 の ア ミ ノ 酸 が ア ラ ニ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 （ ３ １ ） に 記 載 の 変 異 体 ポ リ
ペ プ チ ド 、
（ ４ １ ） （ ３ ９ ） 又 は （ ４ ０ ） に 記 載 の 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ４ ２ ） 　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
（ ４ ３ ） 　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア ン チ セ
ン ス 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
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；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
（ ４ ４ ） 　 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド が 組 み 込 ま れ て い る ベ ク タ ー を 含 む 、 医 薬 組 成 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
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（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
（ ４ ５ ） 下 記 の （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア ン チ セ ン
ス 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 組 み 込 ま れ て い る ベ ク タ ー を 含 む 、 医 薬 組 成 物 ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
（ ４ ６ ） 　 下 記 の （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す
る 医 薬 組 成 物 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
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的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ４ ７ ） 　 下 記 の （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を と 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 ：
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
　 （ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
　 （ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ４ ８ ） 　 （ １ ） 乃 至 （ ４ ） 、 並 び に 、 （ ２ ７ ） 乃 至 （ ３ ０ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 さ れ
た 方 法 に よ り 選 択 さ れ た 物 質 、 ま た は （ ２ ５ ） 又 は （ ２ ６ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ
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た 物 質 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 、
（ ４ ９ ） 　 血 小 板 凝 集 促 進 の た め の 、 （ ４ ２ ） 、 （ ４ ４ ） 及 び （ ４ ６ ） か ら 選 択 さ れ る い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 、
（ ５ ０ ） 　 血 小 板 凝 集 抑 制 の た め の 、 （ ４ ３ ） 、 （ ４ ５ ） 、 （ ４ ７ ） 及 び （ ４ ８ ） か ら 選
択 さ れ る い ず れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 、
（ ５ １ ） 　 結 腸 癌 、 直 腸 癌 、 小 腸 癌 、 精 巣 癌 、 セ ミ ノ ー マ （ Seminoma） 、 扁 平 上 皮 癌 、 癌
の 転 移 、 肺 血 栓 、 脳 梗 塞 、 心 筋 梗 塞 、 動 脈 硬 化 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒
症 も し く は 慢 性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 の 治 療 も し く は 予 防 の た め ま た は 血 管 手 術 の 際 の 血 小 板 凝
集 を 抑 制 す る た め の 、 （ ４ ３ ） 、 （ ４ ５ ） 、 （ ４ ７ ） 及 び （ ４ ８ ） か ら 選 択 さ れ る い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 、
に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 血 小 板 凝 集 活 性 を 有 し 、 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び
該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 血 小 板 凝 集 促 進 剤 と し て 有 用 で あ り 、 血 小 板 機 能
障 害 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 剤 と し て 有 用 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 遺 伝
子 は 、 血 小 板 凝 集 ま た は 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 剤 お よ び 予 防 剤 と し て 有 用
な 物 質 を 得 る 方 法 、 物 質 の 血 小 板 凝 集 促 進 ・ 阻 害 活 性 を 測 定 す る 方 法 、 並 び に 、 血 小 板 凝
集 ま た は 血 小 板 機 能 低 下 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る 。 更 に 、 本 発
明 の 血 小 板 凝 集 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 は 、 血 小 板 凝 集 促 進 剤 ま た は 抑 制 剤 と し
て 有 用 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患 」 と は 、 上 記 疾 患 を 含 む 血 小 板 凝 集 に
起 因 ま た は 間 接 的 に 関 与 す る 疾 患 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 血 小 板 機 能 低 下 に 関 連 す る 疾 患 」 と は 、 上 記 疾 患 を 含 む 血 小 板 数
の 減 少 ま た は 血 小 板 機 能 低 下 に 起 因 ま た は 間 接 的 に 関 与 す る 疾 患 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 「 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 」 は 、 血 小 板 凝 集 に 起 因 ま た は 間
接 的 に 関 与 す る 疾 患 、 例 え ば 、 癌 （ 特 に 、 癌 の 転 移 )、 肺 血 栓 ・ 脳 梗 塞 ・ 虚 血 性 心 疾 患 （
心 筋 梗 塞 ） （ 特 に 交 通 事 故 な ど 外 傷 の 激 し い 症 状 の 際 に お き る 肺 血 栓 の 抑 制 ） 、 動 脈 硬 化
、 静 脈 血 栓 症 、 末 梢 動 脈 血 栓 症 、 播 種 性 血 管 内 凝 固 （ Ｄ Ｉ Ｃ ） 、 抗 リ ン 脂 質 抗 体 症 候 群 、
高 脂 血 症 、 糖 尿 病 性 慢 性 合 併 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 肝 疾 患 、 移 植 、 川 崎 病 お よ び 血 小 板 凝 集 能
亢 進 症 等 の 治 療 ま た は 予 防 あ る い は バ イ パ ス 手 術 ま た は 血 管 形 成 手 術 の 後 の 閉 塞 ま た は 最
狭 窄 の 防 止 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 「 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 」 は 、 血 小 板 数 の 減 少 ま た は 血 小 板 機 能 低 下
に 起 因 ま た は 間 接 的 に 関 与 す る 疾 患 、 例 え ば 、 出 血 傾 向 、 血 液 凝 固 障 害 、 血 友 病 、 尿 毒 症
、 慢 性 骨 髄 増 殖 性 疾 患 等 の 治 療 ま た は 予 防 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 ｇ ｐ ４ ４ 」 と は 、 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の こ と で あ る 。
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
（ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
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（ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
（ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
（ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進
活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 な お 、 糖 鎖 等 に よ り 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド も 本 発 明 の ｇ ｐ ４ ４ に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 「 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 」 と は 、 内 在 的 に ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 し ま た は 人 為 的 操 作
に よ り ｇ ｐ ４ ４ を コ ー ド し た 遺 伝 子 を 導 入 し て 発 現 し た 細 胞 の こ と で あ る 。 細 胞 と し て は
、 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 等 を 用 い る こ と が で き る が 、 好 適 に は 動 物 細 胞 で あ り 、 よ り 好 適 に
は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 イ ヌ ま た は ヒ ト の 細 胞 で あ り 、 特 に 好 適 に は 、 マ ウ ス 骨 芽 細 胞 株 Ｍ Ｃ
３ Ｔ ３ － Ｅ １ 細 胞 、 マ ウ ス リ ン パ 節 ス ト ロ ー マ Ｃ Ａ － １ ２ 細 胞 、 マ ウ ス 脳 毛 細 血 管 Ｍ Ｂ Ｅ
Ｃ － ４ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ま た は ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 で あ る 。 内 在 的 に ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細
胞 と し て は 、 動 物 細 胞 の う ち 、 骨 芽 細 胞 、 ま た は 、 肺 、 脳 、 皮 膚 、 骨 、 腸 、 腎 、 心 臓 、 胎
盤 、 骨 格 筋 由 来 の 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。 人 為 的 に 遺 伝 子 を 導 入 し た 細 胞 と し て は 、
例 え ば 、 一 時 的 （ 一 過 性 ： transient） に 遺 伝 子 を 形 質 発 現 さ せ た 細 胞 ま た は 定 常 的 に 遺
伝 子 を 形 質 発 現 さ せ た （ ス テ ー ブ ル ） 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 物 質 」 と は 、 単 一 の 化 合 物 の 他 、 混 合 物 を も 含 み 、 例 え ば 、 人 工 的 に 合 成 さ れ た 有 機
化 合 物 、 天 然 に 存 在 す る 有 機 化 合 物 、 抗 体 、 ペ プ チ ド ま た は 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 検 体 」 と は 、 被 験 者 （ 患 者 、 臨 床 試 験 の 被 験 者 を 含 む ） ま た は 被 験 動 物 等 か ら 得 ら れ
た 、 血 液 、 生 体 組 織 ま た は 排 泄 物 等 の 試 料 の こ と で あ り 、 好 適 に は 、 骨 芽 細 胞 、 肺 、 脳 、
皮 膚 、 骨 、 腸 、 腎 、 心 臓 、 胎 盤 ま た は 骨 格 筋 の 組 織 で あ り 、 よ り 好 適 に は 、 肺 ま た は 骨 格
筋 の 組 織 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 糖 鎖 等 に よ り 修 飾 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と は 、 市 販 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 溶 液 ExpressHyb Hybridization Solution（ ク ロ ー ン テ ッ ク 社 ） 中 、 ６ ８ ℃ で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ を 固 定 し た フ ィ ル タ ー を 用 い た 場 合 に は 、 ０ ． ７ －
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１ ． ０ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 存 在 下 、 ６ ８ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 ０ ． １ － ２ 倍
濃 度 の Ｓ Ｓ Ｃ 溶 液 （ １ 倍 濃 度 Ｓ Ｓ Ｃ と は 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ５ ｍ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム か ら な る ） を 用 い ６ ８ ℃ で 洗 浄 す る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 条 件 ま た は
そ れ と 同 等 の 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 、 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 は 、 医 薬 と し て
使 用 す る こ と が で き 、 そ の 投 与 形 態 と し て は 、 例 え ば 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤
若 し く は シ ロ ッ プ 剤 等 に よ る 経 口 投 与 又 は 注 射 剤 若 し く は 坐 剤 等 に よ る 非 経 口 投 与 を 挙 げ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 １ ． 培 養 細 胞 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
　 本 発 明 の 方 法 は 、 具 体 的 に は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 示 さ れ る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 、 そ れ が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 、 当 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 検
出 に よ っ て 測 定 し 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 低 下 又 は 上 昇 さ せ る よ う な 被 験 物 質 を 血 小 板 凝
集 抑 制 又 は 促 進 剤 と し て 選 択 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 な お 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 配 列 は 、 Mouse glycopro
tein 38 mRNA, complete cdsと し て 、 GenBankに ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M96645と し て 登 録 さ
れ て お り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 配 列 は Rattus norvegi
cus Sprague-Dawley (T1-alpha) mRNA, complete cdsと し て 、 GenBankに ア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 U07797と し て 登 録 さ れ て お り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
む 配 列 は 、 C.familiaris mucin-type membrane protein gp40と し て 、 GenBankに ア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 Z81018と し て 登 録 さ れ て お り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む 配 列 は 、 Homo sapiens lung type-I cell membrane-associated protein hT1a-2
 (hT1a-2) mRNA, complete cdsと し て GenBankに ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF030428と し て 登 録
さ れ て お り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 配 列 は Mus muscul
us mRNA for glycoprotein 38 podoplanin homologue (Gp38P gene)と し て 、 GenBankに ア
ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ297944と し て 登 録 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 具 体 的 に は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ の ア
ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 こ れ ら と 同 じ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 特 異 的 検 出 に よ っ て 測 定 し 、 該 ポ リ
ペ プ チ ド の 発 現 量 を 低 下 ／ 上 昇 さ せ る よ う な 被 験 物 質 を 血 小 板 凝 集 抑 制 ／ 促 進 剤 と し て 選
択 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 な お 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 GenBan
kの ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 M96645、 U07797、 Z81018、 AF030428ま た は AJ297944に 登 録 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 （ １ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 の 調 製
　 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 等 の 公 知 の 方 法 に よ り 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 イ ヌ ま た は
ヒ ト の 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 し 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞
に 導 入 す る こ と に よ り 、 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る 際 に 使 用 さ れ る プ ロ ー ブ と し て は
、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 か ら
な る 、 １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 の プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と
が で き る 。 プ ロ ー ブ の 長 さ は 、 好 適 に は 、 １ ５ 乃 至 ２ ０ 塩 基 長 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 導 入 す る 細 胞 と し て は 、 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 等 を 用 い る こ と が で き る が 、 好 適 に は 動 物
細 胞 で あ り 、 よ り 好 適 に は 、 霊 長 類 、 げ っ 歯 類 ま た は イ ヌ で あ り 、 よ り 更 に 好 適 に は マ ウ
ス 、 ラ ッ ト 、 イ ヌ ま た は ヒ ト の 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 細 胞 に 導 入 す る 方 法 と し て は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る 方 法 、 発 現 プ ラ ス ミ ド を 直 接
投 与 す る 方 法 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 カ ル
シ ウ ム ホ ス フ ェ ー ト 法 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る 場 合 、 使 用 さ れ る ウ イ ル ス と し て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ
ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ
イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 等 の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 、 ま た は 、 Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス を 挙 げ る こ と が で
き る 。 こ れ ら の う ち 、 好 適 に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス
ま た は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス で あ り 、 更 に 好 適 に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 （ ２ ） ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 の 培 養 お よ び 被 験 物 質 の 添 加
　 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 は 、 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 可 能 な 条 件 で あ れ ば 、 通 常 用 い ら れ る 培 養
方 法 で 培 養 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 新 生 化 学 実 験 講 座 （ 日 本 生 化 学 会 編 　 東 京 化 学 同
人 　 １ ９ ９ ０ ） 記 載 の 方 法 に よ り 培 養 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 被 験 物 質 は 、 培 地 、 燐 酸 バ ッ フ ァ ー 等 で 所 望 の 濃 度 に 調 製 し た 後 、 培 養 培 地 に 添 加 し て
一 定 期 間 培 養 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 被 験 物 質 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ ず 、 微 生 物 の 培 養 液 や 動 植 物 の 組 織 か ら の 抽 出 物 、 培
養 細 胞 の 培 養 液 か ら の 抽 出 物 、 人 工 的 に 合 成 さ れ た 無 機 ま た は 有 機 化 合 物 、 組 換 え タ ン パ
ク 質 、 抗 体 ま た は そ の 断 片 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 等 の 核 酸 、 そ れ ら の 塩 、 そ れ
ら の 誘 導 体 、 も し く は そ れ ら の 中 の 複 数 種 類 の 物 質 を 混 合 し た 組 成 物 な ど が い ず れ も 用 い
ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 被 験 物 質 の 添 加 量 お よ び 濃 度 は 、 適 宜 設 定 す る か ま た は 希 釈 系 列 を 作 成 す る 等 に よ り 複
数 種 の 添 加 量 を 設 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 被 験 物 質 添 加 後 の 培 養 時 間 は 、 適 宜 設 定 す る こ と が で き る が 、 通 常 ３ ０ 分 か ら ２ ４ 時 間
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 に よ り 培 養 し た 細 胞 は 、 所 望 に よ り 、 以 下 の （ ３ ） の 方 法 を 用 い て そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
発 現 を 検 出 す る こ と に よ り 、 ま た は 、 以 下 の （ ４ ） の 方 法 を 用 い て そ の ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 を 検 出 す る こ と に よ り 、 被 験 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 （ ３ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
（ ３ － １ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 の 調 製
　 Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。 以 下 同 じ 。 ） は 、 培 養 を 終 了 し た 細 胞 を 直 ち に Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 用
の 溶 媒 （ 例 え ば 、 フ ェ ノ ー ル 等 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 不 活 性 化 す る 作 用 を 有 す る 成 分 を 含 む
も の ） で 直 接 溶 解 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ は 、 細 胞 を 破 壊 し な い よ う に ス ク レ ー パ ー で 慎 重 に 掻 き と る 方 法 ま た は ト
リ プ シ ン な ど の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 用 い て 穏 や か に 培 養 基 材 か ら 分 離 さ せ る 方 法 等 に よ
り 細 胞 を 回 収 し た 後 、 抽 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ の 抽 出 方 法 と し て は 、 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ジ ニ ン ・ 塩 化 セ シ ウ ム 超 遠 心 法 、 チ オ シ
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ア ン 酸 グ ア ジ ニ ン ・ ホ ッ ト フ ェ ノ ー ル 法 、 グ ア ニ ジ ン 塩 酸 法 、 酸 性 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ
ン ・ フ ェ ノ ー ル ・ ク ロ ロ ホ ル ム 法 （ Chomczynski, P. and Sacchi, N., (1987) Anal. Bio
chem., 162, 156-159） 等 が 挙 げ ら れ る が 、 酸 性 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン ・ フ ェ ノ ー ル ・
ク ロ ロ ホ ル ム 法 が 好 適 で あ る 。 ま た 、 市 販 の Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 用 試 薬 （ 例 え ば 、 Ｉ Ｓ Ｏ Ｇ Ｅ Ｎ （
ニ ッ ポ ン ジ ー ン （ 株 ） 製 ） Ｔ Ｒ Ｉ Ｚ Ｏ Ｌ 試 薬 （ ギ ブ コ ・ ビ ー ア ー ル エ ル 社 ） 等 ） を 試 薬 に
添 付 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 物 を 更 に 精 製 す る こ と に よ り 得 る こ と
が で き る 。 真 核 細 胞 の 細 胞 質 に 存 在 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 多 く は 、 そ の ３ ’ 末 端 に ポ リ （ Ａ ） 配
列 を 持 つ こ と が 知 ら れ て お り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 こ の 特 徴 を 利 用 し て 精 製 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ビ オ チ ン 化 し た オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ロ ー ブ に 吸 着 さ せ て 複 合 体 を 生 成 さ
せ 、 次 い で 、 こ の 複 合 体 を ビ オ チ ン ／ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 間 の 結 合 を 利 用 し て 、 ス ト レ プ
ト ア ビ ジ ン を 固 定 化 し た 常 磁 性 粒 子 に 捕 捉 し 、 洗 浄 し た 後 、 溶 出 す る こ と に よ り 、 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ を 精 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） セ ル ロ ー ス カ ラ ム に ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 吸 着 さ
せ て 、 次 に こ れ を 溶 出 す る こ と に よ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 精 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 た だ し 、 本 発 明 の 方 法 に は 、 こ れ ら ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 精 製 工 程 は 必 須 で は な く 、 配 列 表 の 配 列
番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ 及 び １ ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 並 び に 、 そ れ が コ ー ド す る ポ
リ ペ プ チ ド と 同 じ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の い ず れ か 一
つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 の 検 出 が 可 能 で あ る 限 り 、 Ｒ Ｎ Ａ 抽
出 物 を そ の ま ま 検 出 工 程 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 （ ３ － ２ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 検 出 ・ 評 価
　 抽 出 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 、 ラ ン オ ン ・ ア ッ セ イ 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 解 析 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ
イ 解 析 、 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー 解 析 ま た は そ の 他 の 解 析 法 を 用 い る こ と に よ り 、 検 出 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 （ ３ － ２ － １ ） Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法
　 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳
型 と す る 逆 転 写 酵 素 反 応 を 行 い 、 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 し て 特 異 的 に Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 増 幅 す
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 逆 転 写 酵 素 反 応 に 使 用 す る プ ラ イ マ ー は 、 対 象 と な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 特 定 の 部 分 配 列 に 相 補
的 な 、 連 続 し た １ ５ 乃 至 ４ ０ 塩 基 長 の ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー で あ る 。 プ ラ イ マ ー の 長 さ
は 、 好 適 に は １ ８ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 で あ り 、 更 に 好 適 に は ２ １ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 逆 転 写 酵 素 反 応 に よ り 精 製 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 す る 際 に 使 用 す る プ ラ イ
マ ー は 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 特 定 の 部 分 配 列 に 相 補 的 な 、 連 続 し た １ ５ 乃 至 ４ ０ 塩 基 長 の セ ン ス
プ ラ イ マ ー で あ る 。 プ ラ イ マ ー の 長 さ は 、 好 適 に は １ ８ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 で あ り 、 更 に 好 適
に は ２ １ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 、 常 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 な お 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い る 試
料 は 、 精 製 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ で な く て も 良 い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 増 幅 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 終 了 後 、 反 応 液 を 電 気 泳 動 に か け て 目 的 の 長 さ の 核 酸 が
示 す バ ン ド を 測 定 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 定 量 的 な 検 出 を 行 う た め に は 、
あ ら か じ め 段 階 希 釈 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 標 準 の 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ と し て 同 条 件 で Ｐ Ｃ Ｒ に よ
り 増 幅 し 、 定 量 的 検 出 が 可 能 な 温 度 サ イ ク ル 数 を 定 め て お く か 、 ま た は 、 例 え ば ５ サ イ ク
ル 毎 に 一 部 反 応 液 を サ ン プ リ ン グ し て そ れ ぞ れ 電 気 泳 動 を 行 う 。 ま た 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反
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応 時 に 放 射 標 識 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ を 用 い る こ と に よ り 、 バ ン ド 中 に 取 り 込 ま れ た 放 射 能 の 量 を 指 標
に 定 量 を 行 う こ と も で き る 。 更 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 定 量 の 信 頼 性 を 高 め た 方 法 と し て 、
上 記 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 改 良 し た 競 合 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 （ Souaze et al. (1996) BioTechniques
 21, 280-285） や 、 Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ  Ｐ Ｃ Ｒ 法 （ Heid et al. (1996) Genom. Res. 6, 986-9
94） 等 も 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 か ら 抽 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 が 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で
培 養 し た 細 胞 か ら 抽 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 と 比 べ て 、 増 加 し て い る 場 合 は 血 小 板 凝 集 促 進 活
性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 し 、 減 少 し て い る 場 合 に は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 と
し て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 （ ３ － ２ － ２ ） ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 本 方 法 は 、 本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き る （ 例 え ば 、
バ イ オ 実 験 イ ラ ス ト レ イ テ ッ ド ４ , p148, 秀 潤 社 ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 物 質 の 選 択 は 上 記 （ ３ － ２ － １ ） と 同 様 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 （ ３ － ２ － ３ ） リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ
　 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 中 の 目 的 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を 、 相 補 的 な 標 識 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、
二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 形 成 さ せ た 後 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ を 添 加 し て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン を 行 う 。 こ れ に よ り 、 二 本 鎖 を 形 成 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ
り 消 化 さ れ ず 、 二 本 鎖 を 形 成 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ は リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 消 化 さ れ る 。 よ
っ て 、 上 記 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 定 量 す る こ と に よ り 、 目 的
の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 な お 、 好 適 に は 、 二 本 鎖 を 形 成 し な か っ た
標 識 プ ロ ー ブ を 、 二 本 鎖 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分 離 し て 定 量 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 方 法 に お い て 、 標 識 プ ロ ー ブ と し て は 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と が で き 、
好 適 に は 、 Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 プ ロ ー ブ の 長 さ は 、 好 適 に は 、 ５ ０ 乃 至 ５ ０ ０ 塩 基 長 で あ る 。
標 識 プ ロ ー ブ は ５ × １ ０ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ 相 当 の 量 を 用 い る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 以 下 の 方 法 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 鋳 型 Ｄ Ｎ Ａ を
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の プ ロ モ ー タ ー （ Ｔ ７ 、 Ｓ Ｐ ６ 、 Ｔ ３ プ ロ モ ー タ ー 等 ） を 有 す る プ ラ
ス ミ ド ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ － Ｔ （ プ ロ メ ガ 製 ） 等 ） に 挿 入 し て 組 換 え プ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー を 作 製 す る 。 該 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー を 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 挿 入 断 片 の す ぐ 下 流 の
一 箇 所 で 切 断 す る 。 得 ら れ た 直 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し 、 プ ロ モ ー タ ー に 対 応 し た ポ リ メ ラ ー
ゼ を 用 い て 、 放 射 能 標 識 さ れ た リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 存 在 下 、 イ ン ビ ト ロ 転 写 反 応 を 行 う 。 本
反 応 は 、 例 え ば 、 リ ボ プ ロ ー ブ シ ス テ ム － Ｔ ７ 、 リ ボ プ ロ ー ブ シ ス テ ム － Ｓ Ｐ ６ ま た は リ
ボ プ ロ ー ブ シ ス テ ム － Ｔ ３ （ い ず れ も プ ロ メ ガ 社 ） を 用 い て 行 う こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ と し て は 、 所 望 の も の を 使 用 す る こ と が で き る が 、 標 識 プ ロ ー ブ と し
て Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 す る 場 合 に は 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ も 消 化 で き る も の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 と し て は 、 精 製 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ 試
料 は １ ０ 乃 至 ２ ０ μ ｇ 相 当 の 量 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 な お 、 本 方 法 は 、 市 販 の キ ッ ト （ HybSpeed RPA Kit, ア ン ビ オ ン 社 ） を 用 い て 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 得 ら れ た リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 後 の 試 料 は 、 ８ Ｍ 尿 素 を 含 む ４ 乃 至 １ ２ ％ ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル で 電 気 泳 動 し た 後 、 ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー
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を 行 う こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出 し た バ ン ド の 定 量 は 、 常 法 に 従 っ て 行 う こ
と が で き る 。 ま た 、 各 試 料 間 の Ｒ Ｎ Ａ 量 の 差 な ど に 起 因 す る ば ら つ き は 、 ベ ー タ － ア ク チ
ン 遺 伝 子 の 発 現 量 を 同 時 に 測 定 す る こ と に よ り 補 正 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 物 質 の 選 択 は 上 記 （ ３ － ２ － １ ） と 同 様 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 （ ３ － ２ － ４ ） ラ ン オ ン ・ ア ッ セ イ （ Run-on assay, Greenberg, M.E. and Ziff, E.B.
B. (1984) Nature 311, 433-438, Groudine, M. et al. (1981) Mol. Cell Biol. 1, 281
-288）
　 本 方 法 は 、 細 胞 内 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 直 接 検 出 す る の で は な く 、 細 胞 か ら 単 離 し た 核 の 中
に あ る 目 的 の 遺 伝 子 の 転 写 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ り 、 本 発 明 の 、 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
発 現 量 を 測 定 す る 方 法 」 は 、 本 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 細 胞 核 を 単 離 し て 、 試 験 管 内 で 転 写 反 応 を 行 う こ と に よ り 、 核 を 単 離 す る 前 に 既 に 転 写
が 開 始 さ れ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 鎖 が 生 成 さ れ て い る 途 中 の も の を 伸 張 さ せ る 反 応 を 進 行 さ せ る こ と
が で き る 。 本 転 写 反 応 に お い て 、 放 射 標 識 し た リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 添 加 す る こ と に よ り 、
伸 張 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 標 識 す る こ と が で き る 。 非 標 識 の プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と に よ り 、 核 を 単 離 し た 時 点 に お け る 目 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 転 写 活
性 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 の 核 の 転 写 活 性 が 、 被 験 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細
胞 の 核 の 転 写 活 性 と 比 べ て 、 強 い 場 合 は 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 し 、
弱 い 場 合 に は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 （ ３ － ２ － ５ ） Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 解 析 、 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 、 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー
解 析
（ プ ロ ー ブ の 標 識 ）
　 前 記 、 （ ３ － １ ） で 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ 用 試 料 と し て 標 識 す る 。 標 識 す る 試 料
は 、 精 製 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ア フ ィ メ ト リ ク ス 社 製 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ に よ り 解 析 す る 場 合 、 使 用 す る プ ロ ー ブ は 、 該 チ ッ
プ に 添 付 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 ビ オ チ ン で 標 識 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ に よ り 解 析 す る 場 合 、 使 用 す る プ ロ ー ブ は 、 逆 転 写 酵 素 反 応 で ポ
リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 す る 際 に 、 蛍 光 色 素 (例 え ば 、 Ｃ ｙ ３ 、 Ｃ ｙ ５ な ど
） で 標 識 さ れ た ｄ － Ｕ Ｔ Ｐ な ど を 加 え て お く こ と に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 蛍 光 標 識 す る 。 こ の 際
、 被 験 物 質 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 由 来 の 試 料 と 、 被 験 物 質 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 由 来 の
試 料 を そ れ ぞ れ 異 な る 色 素 で 標 識 し た 場 合 に は 、 後 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 操 作 に お い
て 、 両 者 を 混 合 し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー を 用 い て 解 析 す る 場 合 、 逆 転 写 酵 素 反 応 で ポ リ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ か
ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 作 製 す る 際 に 、 放 射 性 同 位 元 素 （ 例 え ば 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ３ Ｐ な ど ） で 標 識 さ れ
た ｄ － Ｃ Ｔ Ｐ な ど を 加 え て お く こ と に よ り プ ロ ー ブ を 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 (固 相 化 試 料 の 作 製 )
　 (a)　 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 解 析
　 固 相 化 試 料 と し て は 、 例 え ば 、 デ ー タ ベ ー ス 上 の Ｅ Ｓ Ｔ （ expressed sequence tag） 配
列 若 し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 基 に 合 成 し た ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 固 相 化 さ れ た
遺 伝 子 チ ッ プ （ 例 え ば 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 製 （ Lipshuts, R. J. et al. (1999) Natu
re genet. 21, suppliment, 20-24） 等 ） を 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 固 相 化 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 由 来 は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド を 検 出 し う る も の で あ れ ば 特 に 限 定 は 無 い が 、 好 適 に は 、 近 縁 種 の 動 物 由 来 で
あ り 、 更 に 好 適 に は 、 プ ロ ー ブ の 調 製 に 用 い た 動 物 と 同 種 の 動 物 由 来 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 (b)　 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 解 析 ・ メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー 解 析
　 ま た 、 固 相 化 試 料 と し て プ ロ ー ブ 調 製 に 用 い た 細 胞 と 同 種 若 し く は 近 縁 の 動 物 の 臓 器 組
織 か ら 単 離 若 し く は 株 化 さ れ た 細 胞 か ら 得 ら れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ よ り 作 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 若 し く
は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 固 相 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 若 し く は メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー
を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 固 相 化 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 と し て は 、 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 材 料 と し た
動 物 の Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス な ど の 配 列 情 報 を 基 に 作 製 さ れ た プ ラ イ マ ー で 逆 転 写 酵 素 反 応
や Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 す る こ と に よ り ク ロ ー ン 化 さ れ た も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 試 料 を 調
製 す る た め の 材 料 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 示 さ れ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 、 ま た は 、 そ れ が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 の 少 な く と も い ず れ か 一 つ を 発 現 し て い る
細 胞 を 使 用 す る 。 該 細 胞 と し て 、 好 ま し く は 、 プ ロ ー ブ 調 製 に 用 い た 細 胞 と 同 種 若 し く は
近 縁 の 動 物 の 臓 器 組 織 か ら 単 離 若 し く は 株 化 さ れ た 細 胞 で あ る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｔ － Ｐ
Ｃ Ｒ 産 物 と し て は 、 予 め 発 現 量 の 異 な る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン 法 （ Diatchenko, 
L. et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93, 6025-6030） 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ
ル デ ィ ス プ レ イ 法 （ Kato, K. (1995) Nucleic Acids Res. 23, 3685-3690） 等 を 利 用 し て
選 択 し な が ら 作 製 さ れ た も の を 使 用 す る こ と も で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ ま た は メ ン
ブ レ ン フ ィ ル タ ー は 、 検 出 対 象 と な る 遺 伝 子 を 含 む も の で れ ば 市 販 品 を 利 用 す る こ と も で
き 、 ま た は 、 市 販 の ス ポ ッ タ ー （ 例 え ば 、 Ｇ Ｍ Ｓ ４ １ ７ ア レ イ ヤ ー ： 宝 酒 造 社 ） を 用 い て
固 相 化 し て 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 （ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ・ 解 析 ）
　 上 記 で 得 ら れ た プ ロ ー ブ 、 固 相 化 試 料 を 用 い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 操 作 を 行 う 。
（ Brown, P. O. et al. (1999) Nature genet. 21, suppliment, 33-37）
　 (a)　 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 解 析
　 例 え ば 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 製 遺 伝 子 チ ッ プ に 添 付 の プ ロ ト コ ー ル （ 発 現 解 析 技 術 マ
ニ ュ ア ル ） に 従 っ て 、 ア フ ィ メ ト リ ッ ク ス 社 製 の 解 析 装 置 （ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｃ ｈ ｉ ｐ 　 Ｆ ｌ ｕ ｉ
ｄ ｉ ｃ ｓ 　 Ｓ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ４ ０ ０ ） を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 解 析 を 行 い
、 ア ビ ジ ン に よ る 発 光 を 検 出 、 解 析 を 行 う 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 (b)　 Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ 解 析
　 常 法 に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な い 、 洗 浄 し た 後 、 蛍 光 検 出 器 を 用 い て 蛍 光 強
度 を 検 出 す る 。 例 え ば 、 ア レ イ と し て 例 え ば 、 宝 酒 造 （ 株 ） 社 の 市 販 ア レ イ を 用 い る 場 合
、 同 社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 を 行 っ て 、 蛍 光 シ グ ナ ル
検 出 機 （ 例 え ば Ｇ Ｍ Ｓ ４ １ ８ ア レ イ ス キ ャ ナ ー （ 宝 酒 造 （ 株 ） 社 ） 等 ） で 蛍 光 シ グ ナ ル を
検 出 後 、 解 析 を 行 う 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 (c)　 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー 解 析
　 常 法 に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な い 、 例 え ば 、 市 販 の フ ィ ル タ ー 製 マ イ ク ロ ア
レ ー で あ る 、 ア ト ラ ス シ ス テ ム （ ク ロ ー ン テ ッ ク 社 ） を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お
よ び 洗 浄 を 行 っ た 後 、 解 析 装 置 （ 例 え ば 、 ア ト ラ ス イ メ ー ジ ： ク ロ ー ン テ ッ ク 社 等 ） を 用
い て 検 出 を 行 う 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 前 記 (a)乃 至 (c)の い ず れ に 記 載 の 方 法 も 、 同 一 ロ ッ ト の 固 相 化 試 料 に 被 験 物 質 存 在 下 で
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培 養 し た 細 胞 由 来 の プ ロ ー ブ と 、 被 験 物 質 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 由 来 の プ ロ ー ブ を そ れ
ぞ れ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の と き 、 使 用 す る プ ロ ー ブ 以 外 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
以 外 の 条 件 は 同 じ と す る 。 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を 用 い る 場 合 に は 、 そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ を 異
な る 蛍 光 色 素 で 標 識 し て お け ば 一 つ の 固 相 化 試 料 に 両 プ ロ ー ブ の 混 合 物 を 一 度 に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ て 蛍 光 強 度 を 読 み 取 る こ と が で き る （ Brown, P. O. et al. (1999) Nature ge
net, 21, supplement, 33-37） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 （ 判 定 ）
　 物 質 の 選 択 は 上 記 （ ３ － ２ － １ ） と 同 様 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 （ ３ － ２ － ６ ） そ の 他 の 解 析 法
　 本 発 明 の 方 法 は 、 上 記 以 外 に も 被 験 物 質 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 由 来 の ｍ
Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と が で き る 方 法 で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 上 記 以 外 の 検 出 方 法 と
し て は 、 例 え ば 、 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ク ロ ー ニ ン グ 法 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ 法
、 単 一 の 反 応 に お い て Ｐ Ｃ Ｒ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ビ ン グ （ 以 下 、 「 プ ロ ー ビ
ン グ 」 と い う 。 ） を 組 み 合 わ せ て 行 う 「 Taqman」 と し て 知 ら れ る 技 術 （ Holland, P. M. e
t al. (1991) Proc． Natl． Acad． Sci． USA 88, 7276-7280） 、 単 一 の 反 応 に お い て Ｐ Ｃ
Ｒ を プ ロ ー ビ ン グ と 組 み 合 わ せ た 方 法 （ Higuchi et al. Biotechnology， 10, 413-417（ 1
992） ） 、 ラ イ ト サ イ ク ラ ー シ ス テ ム （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ク ス 社 、 日 本 特 許 公 開
２ ０ ０ ０ － ３ １ ２ ６ ０ ０ 号 公 報 参 照 ） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 （ ４ ） ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
（ ４ － １ ） ポ リ ペ プ チ ド 試 料 の 調 製
　 (a)　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に 用 い る 試 料 は 、 例 え ば 、 培 養 上 清 を ト リ ク ロ ロ 酢 酸 処 理 し て タ
ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ 、 遠 心 分 離 に よ り 沈 殿 物 を 回 収 し 、 回 収 し た 沈 殿 物 を 氷 冷 し た ア セ ト
ン で 洗 浄 し 、 風 乾 後 、 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 用 の ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル を 含 む サ ン プ ル 緩 衝 液 （ バ イ オ ラ ッ ド 社 等 ） に 溶 解 す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 (b)　 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法
　 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 に 用 い る 試 料 は 、 例
え ば 、 培 養 上 清 そ の も の ま た は 緩 衝 液 で 適 宜 希 釈 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 （ ４ － ２ ） ポ リ ペ プ チ ド 試 料 の 固 相 化
　 上 記 に よ り 得 ら れ た 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 検 出 す る た め 、 該 試 料 を 固 相 化 す
る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 (a)　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 で は 、 試 料 を 電 気
泳 動 し た 後 、 ゲ ル か ら メ ン ブ レ ン に ポ リ ペ プ チ ド を 移 す （ ブ ロ ッ テ ィ ン グ ） こ と に よ り 固
相 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 使 用 さ れ る メ ン ブ レ ン と し て は 、 例 え ば 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン （ バ イ オ ラ ッ ド
社 等 ） 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン （ ハ イ ボ ン ド － Ｅ Ｃ Ｌ （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア 社 ） 等 ）
、 コ ッ ト ン メ ン ブ レ ン （ ブ ロ ッ ト ア ブ ソ ー ベ ン ト フ ィ ル タ ー （ バ イ オ ラ ッ ド 社 ） 等 ） ま た
は ポ リ ビ ニ リ デ ン ・ ジ フ ル オ リ ド （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） （ バ イ オ ラ ッ ド 社 等 ） を 挙 げ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 方 法 と し て は 、 ウ ェ ッ ト 式 ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 、 セ ミ ド ラ イ 式 ブ ロ ッ テ ィ
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ン グ 法 （ と も に CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY volume2 ed. by J. E. Coligan, A. M
. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W. Strober参 照 ） 等 を 挙 げ る こ と が で
き る 。 ま た 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 の た め
の 市 販 の キ ッ ト を 使 用 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 バ イ オ ラ ッ ド 社 等 ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 (b)　 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｉ Ａ 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ）
　 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 で は 、 試 料 ま た は そ の 希 釈 液 を 専 用 の ９ ６ 穴 プ レ ー ト （ 例 え ば 、 イ
ム ノ プ レ ー ト ・ マ キ シ ソ ー プ （ ヌ ン ク 社 ） 等 ） に 加 え 、 ４ ℃ 乃 至 室 温 で 一 晩 ま た は ３ ７ ℃
で １ 乃 至 ３ 時 間 静 置 す る こ と に よ り ウ ェ ル 内 底 面 に ポ リ ペ プ チ ド を 吸 着 さ せ て 固 相 化 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 （ ４ － ３ ） 抗 体 の 調 製
　 本 方 法 に 用 い る 抗 体 は 、 本 発 明 の ｇ ｐ ４ ４ ま た は そ の 一 部 を 特 異 的 に 認 識 す る も の で あ
る 。 具 体 的 に は 、 本 方 法 に 用 い る 抗 体 は 、 下 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド ま た は そ の 一 部 を 特 異 的 に 認 識 す る も の で あ る 。
（ ｉ ） 下 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 、 そ の 一 部 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ － １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
（ ｉ － ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
（ ｉ － ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
（ ｉ － ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ；
（ ｉ － ５ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 ；
（ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ － １ ） 乃 至 （ ｉ － ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補
的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ
ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ｉ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｉ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
（ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 上 記 （ ｉ ｉ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 抗 体 と し て 、 好 適 に は 、 上 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ
か 一 つ の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と が で き 、 か つ 、 他 の い か な る マ ウ ス 又 は ヒ ト 由 来 の
タ ン パ ク 質 と も 結 合 し な い よ う な 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
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　 本 発 明 の 方 法 に 使 用 す る 抗 体 は 、 常 法 に よ り （ 例 え ば 、 新 生 化 学 実 験 講 座 １ , タ ン パ ク
質 １ , p389-397, (1992)） 、 抗 原 と な る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 一 部 を 動 物 に 免 疫 し 、 生
体 内 に 産 生 さ れ る 抗 体 を 採 取 、 精 製 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 公 知 の 方
法 （ 例 え ば 、 Kohler and Milstein, Nature 256, 495-497 (1975), Kennet, R. ed., Mon
oclonal Antibody p.365-367 (1980), Prenum press, N.Y.） に 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る 抗 体 産 生 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 さ せ る こ と に よ り
ハ イ ブ リ ド ー マ を 樹 立 し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 抗 原 と し て は 、 上 記 （ ｉ ） 乃 至 （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド も し
く は そ の 少 な く と も ６ 個 連 続 し た 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ポ リ
ペ プ チ ド に 任 意 の ア ミ ノ 酸 配 列 や 単 体 が 付 加 さ れ た 誘 導 体 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 抗 原 と な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 in vitroに て 合 成 し 、 ま た は 、 遺 伝 子 操 作 し た 宿 主 細 胞 に
産 生 さ せ る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 発 現 ベ ク タ ー に 抗 原 と な る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 組 み 込 み 、 該 ベ ク タ ー を 転 写 と 翻 訳 に 必 要 な 酵 素
、 基 質 お よ び エ ネ ル ギ ー 物 質 を 含 む 溶 液 中 で 反 応 さ せ る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 ま
た は 、 形 質 転 換 さ せ た 、 原 核 生 物 若 し く は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 に 、 該 ヌ ク レ オ チ ド を 発 現
さ せ る こ と に よ り 、 目 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の in vitroで の 合 成 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ラ ピ ッ ド ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン
シ ス テ ム （ Ｒ Ｔ Ｓ ） （ ロ シ ュ ・ ダ イ ア ゴ ノ ス テ ィ ッ ク ス 社 ） を 用 い た 方 法 を 挙 げ る こ と が
で き る 。 本 方 法 は 、 目 的 の 遺 伝 子 を Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー に ク
ロ ー ニ ン グ し 、 該 ベ ク タ ー と Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ － ゼ を in vitroの 反 応 系 に 添 加 し て 、 鋳
型 Ｄ Ｎ Ａ よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 転 写 さ せ 、 次 い で 、 大 腸 菌 溶 解 液 中 の リ ボ ソ ー ム 等 を 加 え る こ と
に よ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 翻 訳 さ れ て 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド が 反 応 液 中 に 合 成 さ せ る 方 法 で あ る （
Biochemica, 1, 20-23 (2001), Biochemica, 2, 28-29 (2001)） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 遺 伝 子 操 作 し た 宿 主 細 胞 に 産 生 さ せ る こ と に よ り 得 る 場 合 、 宿 主 と し て
使 用 す る こ と が で き る 原 核 細 胞 は 、 本 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る 原 核 細 胞 で あ れ ば 特 に
限 定 は な く 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ Escherichia coli） 、 枯 草 菌 （ Bacillus subtilis） 等 を
挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 大 腸 菌 と し て は 、 例 え ば 、 Ｋ １ ２ 株 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 枯 草 菌 と し て は 、 例 え ば 、 ２ ０ ７ － ２ ５ 株 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ベ ク タ ー と し て は 、 本 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る ベ ク タ ー で あ れ ば 特 に 限 定 は な く 、
例 え ば 、 宿 主 と し て 大 腸 菌 を 用 い た 場 合 に は 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ や ｐ Ｕ Ｃ 系 の プ ラ ス ミ ド が 用
い ら れ 、 宿 主 と し て 枯 草 菌 を 用 い た 場 合 に は 、 ｐ Ｔ Ｕ Ｂ ２ ８ ８ （ Ohmura, K. et al. (198
4) J. Biochem. 95, 87-93） が 用 い ら れ る 。 宿 主 と し て 枯 草 菌 を 用 い た 場 合 、 枯 草 菌 の α
－ ア ミ ラ ー ゼ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 連 結 さ せ る こ と に よ り 、
発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 菌 体 外 へ 分 泌 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 宿 主 と し て 原 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド の 産
生 に 使 用 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ ー で あ れ ば 特 に 限 定 は な い が 、 例 え ば 、 大 腸 菌 に お
い て は 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ ｔ ｒ ｐ ） プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ク ト ー ス （ ｌ ａ ｃ ） プ ロ モ ー タ ー 、
ト リ プ ト フ ァ ン ・ ラ ク ト － ス （ ｔ ａ ｃ ） プ ロ モ ー タ ー 、 リ ポ プ ロ テ イ ン （ ｌ ｐ ｐ ） プ ロ モ
ー タ ー 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 伸 張 因 子 Ｔ ｕ （ ｔ ｕ ｆ Ｂ ） プ ロ モ ー タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ま た 、 宿 主 と し て 使 用 す る こ と が で き る 真 核 細 胞 は 、 本 方 法 に 使 用 す る こ と が で き る 真
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核 細 胞 で あ れ ば 特 に 限 定 は な く 、 例 え ば 、 脊 椎 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 等 を 挙 げ る こ と
が で き る 。 脊 椎 動 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 サ ル の 細 胞 で あ る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 （ Gluzman, Y. 
(1981) Cell 23, 175-182, ATCC CRL-1650） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ・ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 （ Ｃ Ｈ
Ｏ 細 胞 ） （ ATCC CCL-61)の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 欠 損 株 （ Urlaub, G. and Chasin, L.A. 
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 4 126-4220） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 宿 主 と し て 真 核 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 発 現 し よ う と す る 遺 伝 子
の 上 流 に 位 置 す る プ ロ モ ー タ ー 、 Ｒ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 お よ び 転
写 終 結 配 列 等 を 有 す る も の を 使 用 す る こ と が で き 、 必 要 に 応 じ て 複 製 起 点 を 有 す る プ ロ モ
ー タ ー も 使 用 す る こ と が で き る 。 該 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば
、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ｐ Ｃ Ｒ ３ ． １ （ Invitrogen社 ） 、 Ｓ Ｖ
４ ０ の 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ｐ Ｓ Ｖ ２ ｄ ｈ ｆ ｒ （ Subramani, S. et al. (1981) Mol.
 Cell. Biol. 1, 854-864） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 例 え ば 、 宿 主 細 胞 と し て Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 用 い る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 複
製 起 点 を 有 し 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に お い て 自 立 増 殖 が 可 能 で あ り 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 終 結
シ グ ナ ル 、 お よ び 、 Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ ス 部 位 を 備 え た も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 該 発 現 ベ ク タ ー を 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ） － デ キ ス ト ラ ン 法 （ Luthman, H
. and Magnusson, G. (1983) Nucleic Acids Res, 11, 1295-1308)、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム －
Ｄ Ｎ Ａ 共 沈 殿 法 （ Graham, F. L. and van der Eb, A. J. (1973) Virology 52, 456-457
） ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 （ Neumann, E. et al. (1982) EMBO J. 1, 841-845）
等 に よ り Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に 取 り 込 ま せ る こ と に よ り 、 所 望 の 形 質 転 換 細 胞 を 得 る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ま た 、 宿 主 細 胞 と し て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 用 い る 場 合 、 発 現 ベ ク タ ー と 共 に 、 抗 生 物 質 Ｇ ４ １
８ 耐 性 マ ー カ ー と し て 機 能 す る ｎ ｅ ｏ 遺 伝 子 を 発 現 し 得 る ベ ク タ ー 、 例 え ば ｐ Ｒ Ｓ Ｖ ｎ ｅ
ｏ （ Sambrook, J. et al. (1989) : “ Molecular Cloning A Laboratory Manual“  Cold 
Spring Harbor Laboratory, NY） ま た は ｐ Ｓ Ｖ ２ ｎ ｅ ｏ （ Southern, P. J. and Berg, P.
 (1982) J. Mol. Appl. Genet. 1, 327-341） 等 を コ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 Ｇ ４ １ ８ 耐
性 の コ ロ ニ ー を 選 択 す る こ と に よ り 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 に 産 生 す る 形 質 転 換 細 胞
を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 昆 虫 細 胞 を 用 い る 場 合 、 そ の よ う な 昆 虫 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 鱗 翅 類
ヤ ガ 科 の Spodoptera frugi perdaの 卵 巣 細 胞 由 来 株 化 細 胞 （ Ｓ ｆ － ９ ま た は Ｓ ｆ － ２ １ ）
や Trichoplusia niの 卵 細 胞 由 来 High Five細 胞 （ Wickham, T. J. et al, (1992) Biotech
nol. Prog. I: 391-396） 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 昆 虫 細 胞 を 用 い る 場 合 、 使 用 さ れ る ベ ク タ ー と し て は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー 、 特 に 、 オ ー ト グ ラ フ ァ 核 多 角 体 ウ イ ル ス （ Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ ） の ポ
リ ヘ ド リ ン タ ン パ ク 質 の プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し た ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ２ ／ １ ３ ９ ３ （ Kidd, I. M
. and V.C. Emery (1993) The use of baculoviruses as expression vectors. Applied 
Biochemistry and Biotechnology 42, 137-159） 、 ま た は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の Ｐ １ ０ 若
し く は 同 塩 基 性 タ ン パ ク 質 の プ ロ モ ー タ ー を 利 用 し た ベ ク タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
ま た 、 Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ の エ ン ベ ロ ー プ 表 面 タ ン パ ク 質 Ｇ Ｐ ６ ７ の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 目 的 タ ン
パ ク 質 の Ｎ 末 端 側 に 繋 げ る こ と に よ り 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 分 泌 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ
せ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 酵 母 を 用 い る 場 合 、 そ の よ う な 酵 母 と し て は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 属 酵 母 （
例 え ば 、 パ ン 酵 母 Saccharomyces cerevisiae、 石 油 酵 母 Pichia pastoris等 ） が 好 適 で あ

10

20

30

40

50

(46) JP 2004-350677 A 2004.12.16



る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 酵 母 を 用 い る 場 合 、 使 用 さ れ る ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ア ル コ ー ル
脱 水 素 酵 素 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー （ Bennetzen, J. L. and Hall, B. D. (1982) J. Biol.
 Chem. 257, 3018-3025） ま た は 酸 性 フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー （ Miyanohar
a, A. et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 1-5） 等 が 好 適 で あ る 。 ま た 、 分
泌 シ グ ナ ル 配 列 お よ び 宿 主 細 胞 の 持 つ 内 在 性 プ ロ テ ア ー ゼ も し く は 既 知 の プ ロ テ ア ー ゼ の
切 断 部 位 を 目 的 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 側 に 繋 げ る こ と に よ り 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 分 泌 タ ン
パ ク 質 と し て 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 例 え ば 、 石 油 酵 母 で ト リ プ シ ン 型 セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ で あ る ヒ ト マ ス ト 細 胞 ト リ プ タ ー ゼ を 発 現 さ せ る 場 合 、 目 的 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 側 に
、 酵 母 の α フ ァ ク タ ー の 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 お よ び 石 油 酵 母 の 持 つ Ｋ Ｅ Ｘ ２ プ ロ テ ア ー ゼ の
切 断 部 位 を 繋 ぎ 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 活 性 型 ト リ プ タ ー ゼ が 培 地 中
に 分 泌 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る （ Andrew, L. Niles,et al. (1998) Biotechnol.Appl. 
Biochem. 28, 125-131)。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 で 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 常 法 に 従 い 培 養 す る こ と に よ り 、
細 胞 内 ま た は 細 胞 外 に 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 培 養 に 使 用 す る 培 地 と し て は 、 採 用 し た
宿 主 細 胞 に 応 じ て 慣 用 さ れ る 各 種 培 地 を 適 宜 選 択 で き る 。 例 え ば 、 上 記 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 の 培 養
に は 、 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 、 ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ 以 下 、 「 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 」 と い う
。 ） 等 に 、 必 要 に 応 じ て ウ シ 胎 児 血 清 等 の 血 清 成 分 を 添 加 し た 培 地 を 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 上 記 培 養 に よ り 、 形 質 転 換 体 の 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 に 産 生 さ れ る 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、
該 タ ン パ ク 質 の 物 理 的 性 質 や 化 学 的 性 質 な ど を 利 用 し た 公 知 の 分 離 操 作 法 に よ り 、 分 離 ・
精 製 す る こ と が で き る 。 該 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 通 常 の タ ン パ ク 質 沈 殿 剤 に よ る 処 理 ；
限 外 濾 過 ； 分 子 ふ る い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ゲ ル 濾 過 ） 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 若 し く は 高 速 液 体 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） 等 の 各 種 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； 透 析 法 ； ま た は こ れ ら の 組
み 合 わ せ を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 発 現 さ せ る 目 的 の 組 換 え タ ン パ ク 質 に ６ 残 基 か ら
な る ヒ ス チ ジ ン を 繋 げ る こ と に よ り 、 ニ ッ ケ ル ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム で 効 率 的 に 精 製 す る
こ と が で き る 。 好 適 に は 、 上 記 方 法 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 分 離 ・ 精 製 を 行 う 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 抗 体 と し て は 上 記 方 法 に よ っ て 取 得 さ れ た 抗 体 の 他
に 、 ｇ ｐ ４ ４ に 特 異 的 に 結 合 し て い る こ と が 既 に 知 ら れ て い る 抗 体 を 用 い る こ と も で き る
。 そ の よ う な 抗 体 と し て は 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ８ Ｆ １ １ （ M. Watanabe et al, C
ancer Res., 1988, 48, 6411-6416） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 （ ４ － ４ ） 抗 体 の 標 識
　 上 記 に よ り 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 取 得 し た 抗 体 は 、 以 下 の 検 出 工 程 に お い
て 、 直 接 標 識 し て 使 用 す る か 、 ま た は 、 該 抗 体 を 一 次 抗 体 と し 、 該 抗 体 を 特 異 的 に 認 識 す
る 標 識 二 次 抗 体 と 共 同 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 標 識 の 方 法 と し て は 、 通 常 使 用 さ れ る 方 法 で あ れ ば 特 に 限 定 は な く 、 好 適 に は 、 酵 素 （
例 え ば 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 等 ） ま た は ビ オ チ
ン （ ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 共 に 使 用 す る ） で あ る 。 標 識 二 次 抗 体 （ ま た は 標 識 ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン ） と し て は 、 種 々 の 市 販 品 を 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｉ Ａ の 場 合 、 例 え ば 、 Ｉ
１ ２ ５ 等 の 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 （ ４ － ５ ） ポ リ ペ プ チ ド の 検 出
　 抗 体 の 標 識 に 使 用 し た 酵 素 の 活 性 等 を 検 出 す る こ と に よ り 、 抗 原 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の
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量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 識 と し て 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は 西 洋
ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 使 用 し た 場 合 、 そ れ ら の 酵 素 と 市 販 さ れ て い る 基 質 を 反 応 さ せ
、 生 じ た 発 色 ま た は 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 測 定 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 抗 体 を 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 し た 場 合 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 等 を
用 い て 測 定 す る こ と に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 基 質 と し て 、 発 色 を 生 じ さ せ る 基 質 を 使 用 し た 場 合 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ
ロ ッ ト 法 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に お い て は 、 目 視 で 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ 法 に お い て は 、 好 適 に は 、 市 販 の マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 各 ウ ェ ル の 吸 光 度
（ 測 定 波 長 は 基 質 に よ り 異 な る ） を 測 定 す る こ と に よ り 定 量 す る 。 ま た 、 好 適 に は 、 上 記
（ ４ － ３ ） で 抗 体 作 製 の た め に 使 用 し た 抗 原 の 希 釈 系 列 を 調 製 し 、 こ れ を 標 準 抗 原 試 料 と
し て 目 的 の 試 料 と 同 時 に 検 出 操 作 を 行 っ て 、 標 準 抗 原 濃 度 と 測 定 値 を プ ロ ッ ト し た 標 準 曲
線 を 作 成 す る こ と に よ り 、 目 的 の 試 料 中 の 抗 原 濃 度 を 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 基 質 と し て 、 発 光 す る 基 質 を 使 用 し た 場 合 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法
ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に お い て は 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム 若 し く は イ メ ー ジ ン グ プ レ ー ト を 用
い た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー ま た は イ ン ス タ ン ト カ メ ラ を 用 い た 写 真 撮 影 に よ り 検 出 す る
こ と が で き る 。 ま た 、 デ ン シ ト メ ト リ ー ま た は モ レ キ ュ ラ ー ・ イ メ ー ジ ャ ー Ｆ ｘ シ ス テ ム
（ バ イ オ ラ ッ ド 社 ） 等 を 利 用 し て 定 量 す る こ と も で き る 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に お い て は 、 発 光
マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー （ バ イ オ ラ ッ ド 社 等 ） を 利 用 し て 定 量 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 （ ４ － ６ ） 測 定 操 作
　 (a)　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 ま た は ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 法
　 抗 体 の 非 特 異 的 吸 着 を 阻 止 す る た め 、 メ ン ブ レ ン を 、 非 特 異 的 吸 着 を 阻 害 す る 物 質 （ ス
キ ム ミ ル ク 、 カ ゼ イ ン 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 ） を 含
む 緩 衝 液 （ 以 下 、 「 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 」 と い う 。 ） 中 に 一 定 時 間 浸 し て お く （ 以 下 、 「 ブ
ロ ッ キ ン グ 」 と い う 。 ） 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 の 組 成 と し て は 、 例 え ば 、 ５ ％ ス キ ム ミ ル ク お よ び ０ ． ０ ５ ％ 乃 至 ０
． １ ％ ツ イ ー ン ２ ０ を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） 、 ま た は 、 ト リ ス 緩 衝 生 理 食
塩 水 （ Ｔ Ｂ Ｓ ） が 挙 げ ら れ る 。 ス キ ム ミ ル ク の 代 わ り に 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス （ 大 日 本 製 薬 ）
、 １ 乃 至 １ ０ ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． ５ 乃 至 ３ ％ の ゼ ラ チ ン ま た は １ ％ の ポ リ ビ ニ
ル ピ ロ リ ド ン 等 を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ の 温 度 お よ び 時 間 は 、 ４ ℃ で １ ６ 乃 至 ２ ４ 時 間 ま た は 室 温 で １ 乃 至 ３ 時 間
で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 次 に メ ン ブ レ ン を ０ ． ０ ５ ％ 乃 至 ０ ． １ ％ ツ イ ー ン ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ま た は Ｔ Ｂ Ｓ （ 以
下 、 「 洗 浄 液 」 と い う 。 ） で 洗 浄 し て 余 分 な ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 除 去 し た 後 、 上 記 （ ４ －
３ ） 、 （ ４ － ４ ） 記 載 の 方 法 で 作 製 さ れ た 抗 体 を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 適 宜 希 釈 し た 溶 液 に
一 定 時 間 浸 し て 、 抗 体 を メ ン ブ レ ン 上 の 抗 原 に 結 合 さ せ る 。 抗 体 の 希 釈 倍 率 は 、 例 え ば 上
記 （ ４ － ３ ） 記 載 の 組 換 え 抗 原 を 段 階 希 釈 し た も の を 試 料 と し て 予 備 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ 実 験 を 行 う こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 抗 体 反 応 操 作 は 、 好 ま し く は 室 温 で ２ 時 間 行 う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 抗 体 反 応 操 作 終 了 後 、 メ ン ブ レ ン を 洗 浄 液 で 洗 浄 し て 抗 体 を 除 去 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 標 識 し た 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 標 識 方 法 に 合 わ せ た 検 出 操 作 を 行 う 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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　 標 識 し な い 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 次 い で 二 次 抗 体 反 応 を 行 う 。 標 識 二 次 抗 体 は 、 例 え ば
、 市 販 の も の を 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 は ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で ２ ０ ０ ０ 乃 至 ２ ０ ０
０ ０ 倍 に 希 釈 し て 使 用 す る （ 市 販 の 二 次 抗 体 に 添 付 さ れ た 指 示 書 に 好 適 な 希 釈 倍 率 が 記 載
さ れ て い る 場 合 は 、 そ の 記 載 に 従 う 。 ） 。 一 次 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 後 の メ ン ブ レ ン を 、 室
温 で ４ ５ 分 乃 至 １ 時 間 二 次 抗 体 溶 液 に 浸 し 、 洗 浄 液 で 洗 浄 す る 。 洗 浄 操 作 は 、 例 え ば 、 ま
ず メ ン ブ レ ン を 洗 浄 液 中 で １ ５ 分 間 振 盪 し て か ら 洗 浄 液 を 新 し い も の に 交 換 し 、 更 に ５ 分
振 盪 し た 後 、 再 度 洗 浄 液 を 交 換 し て ５ 分 間 振 盪 す る こ と に よ り 行 う 。 次 い で 、 標 識 方 法 に
合 わ せ た 検 出 操 作 を 行 う 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 (b)　 固 相 酵 素 免 疫 定 量 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ／ Ｒ Ｉ Ａ 法 ）
　 上 記 （ ４ － ２ ） に お い て 試 料 を 固 相 化 さ せ た プ レ ー ト の ウ ェ ル 内 底 面 へ の 抗 体 の 非 特 異
的 吸 着 を 阻 止 す る た め 、 上 記 (a)と 同 様 に ブ ロ ッ キ ン グ を 行 う 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 ウ ェ ル 内 を 洗 浄 液 で 洗 浄 し て 余 分 な ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 除 去 し た 後 、 上 記 （ ４ － ３ ） 、
（ ４ － ４ ） 記 載 の 方 法 で 作 製 さ れ た 抗 体 を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 適 宜 希 釈 し た 溶 液 を 分 注 し
て 一 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 抗 体 を 抗 原 に 結 合 さ せ る 。 抗 体 の 希 釈 倍 率 は 、 例 え ば
上 記 （ ４ － ３ ） 記 載 の 組 換 え 抗 原 を 段 階 希 釈 し た も の を 試 料 と し て 予 備 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 実 験
を 行 う こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 抗 体 反 応 操 作 は 、 好 ま し く は 室 温 で １ 時 間 程 度 行 う 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 抗 体 反 応 操 作 終 了 後 、 ウ ェ ル 内 を 洗 浄 液 で 洗 浄 し て 抗 体 を 除 去 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 標 識 し た 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 標 識 方 法 に 合 わ せ た 検 出 操 作 を 行 う 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 標 識 し な い 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 次 い で 二 次 抗 体 反 応 を 行 う 。 標 識 二 次 抗 体 は 、 例 え ば
、 市 販 の も の を 使 用 す る こ と が で き 、 そ の 場 合 は ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で ２ ０ ０ ０ 乃 至 ２ ０ ０
０ ０ 倍 に 希 釈 し て 使 用 す る （ 市 販 の 二 次 抗 体 に 添 付 さ れ た 指 示 書 に 好 適 な 希 釈 倍 率 が 記 載
さ れ て い る 場 合 は 、 そ の 記 載 に 従 う 。 ） 。 一 次 抗 体 を 洗 浄 除 去 し た 後 の ウ ェ ル に 二 次 抗 体
溶 液 を 分 注 し て 、 室 温 で １ 乃 至 ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 洗 浄 液 で 洗 浄 す る 。 洗 浄 操
作 は 、 例 え ば 、 ま ず ウ ェ ル 内 に 洗 浄 液 を 分 注 し て ５ 分 間 振 盪 し て か ら 洗 浄 液 を 新 し い も の
に 交 換 し 、 更 に ５ 分 振 盪 し た 後 、 再 度 洗 浄 液 を 交 換 し て ５ 分 間 振 盪 す る こ と に よ り 行 う 。
次 い で 、 標 識 方 法 に 合 わ せ た 検 出 操 作 を 行 う 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ま た 、 い わ ゆ る サ ン ド イ ッ チ 法 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 例 え ば 、 以 下 に 記 載 す る 方 法 に よ り 実
施 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の い ず れ か 一 つ に お い て 、 親
水 性 に 富 む 領 域 を ２ 箇 所 選 び 、 そ れ ぞ れ の 領 域 に 含 ま れ る ６ 残 基 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る
部 分 ペ プ チ ド を 合 成 し 、 該 部 分 ペ プ チ ド を 抗 原 と し た ２ 種 類 の 抗 体 を 取 得 す る 。 こ の う ち
一 方 の 抗 体 を 上 記 （ ４ － ４ ） 記 載 の 方 法 に 準 じ て 標 識 す る 。 標 識 し な い 方 の 抗 体 は 、 上 記
（ ４ － ２ ） 記 載 の 方 法 に 準 じ て ９ ６ 穴 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 用 プ レ ー ト の ウ ェ ル 内 底 面 に 固 相 化 す る
。 ブ ロ ッ キ ン グ の 後 、 試 料 液 を ウ ェ ル 内 に 加 え て 室 温 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
ウ ェ ル 内 を 洗 浄 後 、 標 識 し た 方 の 抗 体 希 釈 液 を 各 ウ ェ ル に 分 注 し て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す
る 。 再 び ウ ェ ル を 洗 浄 し た 後 、 標 識 方 法 に 合 わ せ た 検 出 操 作 を 行 う 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 （ ４ － ７ ） リ ガ ン ド
　 抗 体 の 他 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 基 質 、 補 酵 素 、 調 節 因 子 な ど の
リ ガ ン ド を 用 い る こ と に よ っ て も 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 （ ４ － ８ ） 判 定
　 被 験 物 質 の 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 か ら 抽 出 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 、 被 験 物 質
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の 非 存 在 下 で 培 養 し た 細 胞 か ら 抽 出 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 比 べ て 、 増 加 し て い
る 場 合 は 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 し 、 減 少 し て い る 場 合 に は 血 小 板 凝
集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ま た 、 上 記 方 法 の 他 、 プ ロ テ イ ン チ ッ プ 法 ま た は プ ロ テ イ ン ア レ イ 法 等 も 、 本 発 明 の 方
法 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ２ ． 動 物 個 体 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 哺 乳 動 物 個 体 に 被 験 物 質 を 投 与 し 、 そ の 後 該 動 物 個 体
か ら 摘 出 さ れ た 臓 器 ま た は 組 織 細 胞 に お け る 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 量 を 検 出 す る 方 法 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 被 験 物 質 と し て は 、 人 工 的 に 合 成 し た 化 合 物 、 微 生 物 の 代 謝 産 物 、 植 物 も し く は 動 物 等
の 組 織 の 抽 出 物 、 そ れ ら の 塩 も し く は 誘 導 体 ま た は そ れ ら の 混 合 物 等 を 挙 げ る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 動 物 個 体 へ の 被 験 物 質 の 投 与 は 、 被 験 物 質 の 物 性 な ど に よ り 、 経 口 投 与 、 静 脈 注 射 、 腹
腔 内 注 射 、 経 皮 投 与 ま た は 皮 下 注 射 な ど の 投 与 形 態 を 使 い 分 け る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 被 験 物 質 の 投 与 量 お よ び 濃 度 は 、 適 宜 設 定 す る か ま た は 希 釈 系 列 を 作 成 す る 等 に よ り 複
数 種 の 投 与 量 を 設 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 被 験 物 質 投 与 後 の 飼 育 期 間 は 、 適 宜 設 定 す る こ と が で き る が 、 通 常 一 週 間 か ら 一 年 間 で
あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 被 験 物 質 投 与 後 、 一 定 期 間 飼 育 し た 動 物 個 体 よ り ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 臓 器 ま た は 組 織 細
胞 を 取 り 出 し 、 該 臓 器 ま た は 組 織 細 胞 中 の 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
の 量 を 上 記 培 養 細 胞 に お け る 測 定 と 同 様 に 測 定 す る 。 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 臓 器 ま た は 組 織
細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 骨 芽 細 胞 、 ま た は 、 肺 、 脳 、 皮 膚 、 骨 、 腸 、 腎 、 心 臓 、 胎 盤 、 骨
格 筋 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 被 験 物 質 を 投 与 し た 動 物 個 体 の 臓 器 ま た は 組 織 細 胞 か ら 抽 出 し た 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た
は ポ リ ペ プ チ ド の 量 が 、 被 験 物 質 を 投 与 し な い 動 物 個 体 の 臓 器 ま た は 組 織 細 胞 か ら 抽 出 し
た 本 発 明 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 比 べ て 、 増 加 し て い る 場 合 は 血 小 板 凝 集 促
進 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 選 択 し 、 減 少 し て い る 場 合 に は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物
質 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ３ ． 被 験 物 質 の 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 測 定 方 法
　 被 験 物 質 の 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 は 、 上 記 １ ． ま た は ２ ． に 記 載 の 方 法 に 準 じ
て 検 出 し 、 発 現 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 比 較 す る 。 例 え ば 、 非 投 与 の も の
と 比 べ て 多 い 場 合 に は 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 し 、 少 な い 場 合 に は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を
有 す る と 判 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 既 知 の 血 小 板 凝 集 促 進 物 質 ま た は 抑 制 物 質
を 対 照 群 と し て 同 時 に 測 定 す る こ と に よ り 、 対 象 群 と 比 較 し て 被 験 物 質 の 血 小 板 凝 集 促 進
ま た は 抑 制 活 性 の 強 さ を 判 定 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ４ ． ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ／ ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 用 い た 試 験 方 法
　 遺 伝 子 操 作 に よ り 、 正 常 動 物 に お い て 本 発 明 に 係 る 遺 伝 子 を 高 発 現 若 し く は 低 発 現 さ せ
た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 ま た は 本 発 明 に 係 る 遺 伝 子 を 破 壊 し た ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 作 成
し 、 血 小 板 凝 集 を 調 整 す る 機 能 に 異 常 の あ る 動 物 モ デ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。 該 モ デ
ル 動 物 は 、 血 小 板 凝 集 を 調 整 す る 機 能 に 異 常 の あ る 疾 患 を 対 象 と し た 医 薬 の 評 価 等 に 使 用
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す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 動 物 か ら 受 精 卵 を 取 得 し 、 遺 伝 子 導 入 の 後 、 偽 妊 娠 動 物 に
移 植 し 発 生 さ せ る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 そ の 手 順 に つ い て は 、 既 に 確 立 さ れ て い
る 方 法 に 従 う こ と が で き る （ 発 生 工 学 実 験 マ ニ ュ ア ル , 野 村 達 次 　 監 修 , 勝 木 元 也 　 編 , 
(1987)、 マ ウ ス 胚 の 操 作 マ ニ ュ ア ル ("Manipulating the Mouse Embryo, A Laboratory Ma
nual") B. Hogan, F. Costantini and E. Lacy著 、 山 内 一 也 、 豊 田 裕 、 森 庸 厚 、 岩 倉 洋 一
郎 　 訳 , (1989)、 特 公 平 ５ － ４ ８ ０ ９ ３ 号 公 報 等 参 照 ） 。 具 体 的 に は 、 例 え ば マ ウ ス の 場
合 、 ま ず 雌 マ ウ ス に 排 卵 誘 起 剤 を 投 与 後 、 同 系 統 の 雄 と 交 配 し 、 翌 日 雌 マ ウ ス の 卵 管 よ り
前 核 受 精 卵 を 採 取 す る 。 次 い で 、 導 入 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 溶 液 を 微 小 ガ ラ ス 管 を 用 い て 受 精 卵
の 前 核 に 注 入 す る 。 な お 、 導 入 す る 遺 伝 子 を 動 物 細 胞 内 で 発 現 さ せ る た め の 、 プ ロ モ ー タ
ー や エ ン ハ ン サ ー 等 の 調 節 遺 伝 子 と し て は 、 導 入 さ れ た 動 物 の 細 胞 内 で 機 能 す る も の で あ
れ ば い ず れ も 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 導 入 遺 伝 子 の 所 望 の 発 現 量 に 応 じ て 、 プ ロ モ
ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 等 の 調 節 因 子 を 選 択 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ を 注 入 し た 受 精 卵 は
、 偽 妊 娠 仮 親 雌 マ ウ ス （ Ｓ ｌ ｃ ： Ｉ Ｃ Ｒ 等 ） の 卵 管 に 移 植 し 、 約 ２ ０ 日 後 に 自 然 分 娩 又 は
帝 王 切 開 に よ り 出 生 さ せ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 動 物 が 導 入 し た 遺 伝 子 を 保 持 し て い
る こ と を 確 認 す る 方 法 と し て は 、 該 動 物 の 尾 等 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し
て 導 入 遺 伝 子 に 特 異 的 な セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 方 法
、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 数 種 の 制 限 酵 素 で 消 化 後 ゲ ル 電 気 泳 動 し 、 ゲ ル 中 の Ｄ Ｎ Ａ を ニ ト ロ セ ル ロ ー
ス 膜 や ナ イ ロ ン 膜 等 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た も の に つ い て 導 入 遺 伝 子 の 全 部 ま た は 一 部 を 標
識 し た も の を プ ロ ー ブ と し た サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 な う 方 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
ま た 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 が 実 際 に 動 物 体 内 で 発 現 し て い る か 否 か は 、 下 記 ５ ． に 記 載 の 方
法 に よ り 血 小 板 凝 集 能 を 測 定 す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 導 入 さ れ た 遺 伝 子 が
実 際 に 動 物 体 内 で 高 発 現 し て い る 場 合 は 、 遺 伝 子 を 導 入 し な い 動 物 よ り も 血 小 板 凝 集 能 が
高 く な り 、 低 発 現 し て い る 場 合 は 、 遺 伝 子 を 導 入 し な い 動 物 よ り も 血 小 板 凝 集 能 が 低 く な
る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ま た 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 上 記 の 他 、 胚 幹 細 胞 に Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 し た 後 キ メ ラ を 作
成 す る 方 法 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 初 期 発 生 胚 に 感 染 さ せ 導 入 す る 方 法 等 に よ っ て も
得 る こ と が で き る （ Kanegae Y.ら 、 Nucleic Acids Res. 23: 3816-3821 (1995)、 Kanegae
 Y.ら 、 Gene. 181: 207-212、 Wakita T.ら 、 J. Biol. Chem. 273: 9001-9006参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 遺 伝 子 導 入 し 相 同 組 換 え 体 を 得 た 後 、 そ の 組 換 え 体 を 胚 盤 胞 の 時
期 の 胚 に 注 入 し て キ メ ラ 動 物 を 作 成 し 、 該 キ メ ラ 動 物 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 得 る こ と
が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 ま ず 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー よ り 目 的 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ
ン グ し 、 削 除 す る エ キ ソ ン の 周 り の 遺 伝 子 地 図 を 作 成 す る 。 そ の 地 図 を も と に 相 同 組 換 え
を 起 こ す の に 必 要 な 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ を サ ブ ク ロ － ニ ン グ し 削 除 し た い 部 分 を ネ オ マ イ シ ン 耐
性 遺 伝 子 若 し く は 他 の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 で 置 き 換 え 、 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 用 Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え
体 を 作 製 す る 。 組 換 え の 効 率 を 更 に 上 げ る た め に は 、 そ の 遺 伝 子 が 発 現 す る と 細 胞 が 死 滅
す る ネ ガ テ ィ ブ 選 択 を 起 こ す 遺 伝 子 を つ な い で お く こ と が で き る 。 次 い で 、 胚 幹 細 胞 に エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン な ど に よ り 遺 伝 子 を 導 入 し 、 胚 幹 細 胞 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト を 作 製
す る 。 こ こ で 使 用 す る 胚 幹 細 胞 は 、 ゲ ノ ム シ ス テ ム 社 ま た は レ キ シ コ ン ジ ェ ネ テ ィ ッ ク 社
か ら 購 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 雌 マ ウ ス に 排 卵 誘 起 剤 を 投 与 後 、 同 系 統 の 雄 と 交 配 し 、 ４ 日 後 雌 マ ウ ス の 卵 管 よ り 前 核
受 精 卵 を 採 取 す る 。 次 い で 、 導 入 す る 胚 幹 細 胞 ト ラ ン ス フ ォ ー マ ン ト １ ５ 乃 至 ２ ０ 個 を 、
微 小 ガ ラ ス 管 を 用 い て 、 胚 盤 胞 の 内 部 細 胞 塊 に 接 触 す る よ う に 注 入 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ を 注 入 し
た 受 精 卵 は 、 偽 妊 娠 ４ 日 目 の 仮 親 雌 動 物 （ マ ウ ス の 場 合 、 Ｓ ｌ ｃ ： Ｉ Ｃ Ｒ 等 ） の 卵 管 に 移
植 し 、 約 ２ ０ 日 後 に 自 然 分 娩 又 は 帝 王 切 開 に よ り 出 生 さ せ る 。 得 ら れ た キ メ ラ 動 物 を 正 常
動 物 と か け 合 わ せ ヘ テ ロ 接 合 型 動 物 を 作 成 し 、 更 に 、 こ の ヘ テ ロ 接 合 型 動 物 を 掛 け 合 わ せ
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る こ と に よ り ホ モ 接 合 型 動 物 を 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 な お 、 Ｃ ｒ ｅ -ｌ ｏ ｘ Ｐ シ ス テ ム を 使 用 す る こ と に よ り 、 不 要 な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 消 失
さ せ た り 、 発 現 時 期 特 異 的 な ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 作 成 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 動 物 が 導 入 し た 遺 伝 子 を 消 失 し て い る こ と を 確 認 す る 方 法 と し
て は 、 該 動 物 の 尾 等 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 導 入 遺 伝 子 に 特 異 的 な セ
ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 方 法 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 数 種 の 制 限 酵
素 で 消 化 後 ゲ ル 電 気 泳 動 し 、 ゲ ル 中 の Ｄ Ｎ Ａ を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 や ナ イ ロ ン 膜 等 に ブ ロ
ッ テ ィ ン グ し た も の に つ い て 導 入 遺 伝 子 の 全 部 ま た は 一 部 を 標 識 し た も の を プ ロ ー ブ と し
た サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 な う 方 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 消 失 し た 遺 伝 子 が 実
際 に 動 物 体 内 で 発 現 し て い る か 否 か は 、 下 記 ５ ． に 記 載 の 方 法 に よ り 血 小 板 凝 集 能 を 測 定
す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 導 入 さ れ た 遺 伝 子 が 実 際 に 動 物 体 内 で 消 失 し て い
る 場 合 は 、 遺 伝 子 を 消 失 し な い 動 物 よ り も 血 小 板 凝 集 能 が 低 く な る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 そ の よ う に し て 得 ら れ た 遺 伝 子 導 入 動 物 に 被 検 物 質 を 投 与 し て 、 血 小 板 凝 集 を 促 進 ま た
は 抑 制 す る 活 性 を 測 定 す る （ 好 ま し く は 、 遺 伝 子 導 入 し な い 動 物 に も 被 検 物 質 を 投 与 し て
結 果 を 比 較 し 、 遺 伝 子 導 入 し た 動 物 で 顕 著 に 血 小 板 凝 集 を 促 進 ま た は 抑 制 す る 活 性 を 測 定
す る ） 。 ま た 、 遺 伝 子 導 入 動 物 に 被 験 物 質 を 投 与 し て 、 対 象 と な る 病 体 の 治 療 ま た は 予 防
効 果 を 試 験 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 こ の 方 法 で は 、 導 入 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 ま た は 阻 害 す る 物 質 の み な ら ず 、 該 遺 伝
子 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 自 体 の 機 能 や 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し て 該 ポ リ ペ プ
チ ド の 機 能 発 現 に 寄 与 す る 因 子 （ 例 え ば 、 レ セ プ タ ー ） 等 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 に よ る
血 小 板 凝 集 に 関 わ る 生 体 反 応 の い ず れ か を 阻 害 す る 物 質 を 見 出 す こ と が で き る 。 そ の よ う
な 物 質 も 血 小 板 凝 集 促 進 又 は 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 剤 と な り 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ５ ． 血 小 板 凝 集 活 性 を 利 用 し た 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る
物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 は 被 験 物 質 の 血 小 板 凝 集 活 性
を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 取 得 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 以 下 の Ａ ま た は Ｂ の ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 を 取
得 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 Ａ ． 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 と 血 小 板 を 接 触 さ せ る ：
（ ２ ） 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る ：
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 抑 制 活 性 を 有 す
る か 否 か を 判 定 す る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 Ｂ .血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ と 血 小 板 を 接 触 さ せ る ：
（ ２ ） 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る ：
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 抑 制 活 性 を 有 す
る か 否 か を 判 定 す る 。
以 下 、 上 記 、 Ａ 及 び Ｂ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に つ い て 、 順 次 説 明 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 Ａ ． 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
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以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 と 血 小 板 を 接 触 さ せ る 工 程
　 「 被 験 物 質 」 は 既 に 上 記 「 １ ． 」 の 項 で 示 し た よ う に 、 人 工 的 に 合 成 し た 化 合 物 、 微 生
物 の 代 謝 産 物 、 植 物 も し く は 動 物 等 の 組 織 の 抽 出 物 、 そ れ ら の 塩 も し く は 誘 導 体 ま た は そ
れ ら の 混 合 物 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 被 験 物 質 の 添 加 量 お よ び 濃 度 は 、 適 宜 設 定 す る か
ま た は 希 釈 系 列 を 作 成 す る 等 に よ り 複 数 種 の 添 加 量 を 設 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 「 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 」 も 、 上 記 「 １ ． 」 の 項 に 説 明 し た 細 胞 を 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 「 血 小 板 」 と し て は 、 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 限 り に お い て ど の よ う な
形 態 で も よ く 、 例 え ば 、 血 小 板 を 含 む 溶 液 を 用 い る こ と が で き る 。 溶 液 中 の 血 小 板 濃 度 も
血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 で き る 限 り に お い て 特 に 制 限 は な い 。 血 小 板 を 含 む 溶 液 と し て は 、
血 液 を そ の ま ま 、 血 球 を 除 い た 血 漿 、 血 漿 を Ｐ Ｂ Ｓ 等 の 溶 液 で 適 当 量 （ 例 え ば 、 ３ 倍 ） に
希 釈 し た 溶 液 等 を 用 い る こ と が で き る が 、 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 で き る 限 り に お い て 特 に
制 限 は な い 。 血 小 板 は 発 現 し て い る ｇ ｐ ４ ４ が ど の 生 物 由 来 の も の か に よ っ て 適 当 な 生 物
由 来 の も の を 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 ヒ ト 由 来 の ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 し て い る 細 胞 を 用 い
る と き に は 、 ヒ ト 由 来 の 血 小 板 を 用 い る こ と が で き 、 マ ウ ス 由 来 の ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 し て い
る 細 胞 を 用 い る と き に は 、 マ ウ ス 由 来 の 血 小 板 を 用 い る こ と が で き 、 ラ ッ ト 由 来 の ｇ ｐ ４
４ を 発 現 し て い る 細 胞 を 用 い る と き に は 、 ラ ッ ト 由 来 の 血 小 板 を 用 い る こ と が で き 、 イ ヌ
由 来 の ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 し て い る 細 胞 を 用 い る と き に は 、 イ ヌ 由 来 の 血 小 板 を 用 い る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 と 血 小 板 を 接 触 さ せ る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現
す る 細 胞 溶 液 に 血 小 板 を 含 む 溶 液 を 添 加 す れ ば よ い 。
（ ２ ） 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る 工 程
　 血 小 板 凝 集 活 性 は 、 血 小 板 の 凝 集 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る 限 り に お い て 得 に 制 限 は
な い が 、 例 え ば 、 血 小 板 凝 集 に 伴 う 光 の 透 過 度 上 昇 を 利 用 し た 血 小 板 凝 集 の ア ッ セ イ 法 （
Watanabe M, Okochi E, Sugimoto Y, Tsuruo T. Cancer Res. 1988; 48: 6411-6お よ び Ka
to Y, Fujita N, Yano H, Tsuruo T. Cancer Res. 1997; 57: 3040-5） 、 カ ル シ ウ ム 感 受
性 蛍 光 物 質 （ Quin2, Fura2） を 用 い た 、 血 小 板 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 上 昇 を 利 用 し た 血 小 板
凝 集 の ア ッ セ イ 法 （ Sage SO, Merritt JE, Hallam TJ, Rink TJ. Biochem J. 1989; 258:
 923-6、 Rink TJ, Sage SO. J Physiol. 1987; 393: 513-24お よ び Soslau G, Class R, M
organ DA, Foster C, Lord ST, Marchese P, Ruggeri ZM. J Biol Chem. 2001; 276: 211
73-83） 、 カ ル シ ウ ム 感 受 性 発 光 蛋 白 （ Aequorin） を 用 い た 、 血 小 板 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の
上 昇 を 利 用 し た 血 小 板 活 性 化 の ア ッ セ イ 法 （ Johnson PC, Ware JA, Cliveden PB, Smith 
M, Dvorak AM, Salzman EW. J Biol Chem. 1985; 260: 2069-76） 、 ま た は 、 4 5 Caを 利 用
し た 血 小 板 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 上 昇 を 利 用 し た 血 小 板 活 性 化 の ア ッ セ イ 法 （ Feinstein MB
, Fraser C. J Gen Physiol. 1975; 66: 561-81） 等 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 抑 制 活 性 を 有 す
る か 否 か を 判 定 す る 工 程
上 記 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 も 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 も 示 さ な い コ ン ト ロ
ー ル に 比 べ て 、 高 い 血 小 板 凝 集 活 性 を 示 す 被 験 物 質 は 、 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る 物 質
で あ る と 判 定 す る こ と が で き 、 一 方 、 コ ン ト ロ ー ル に 比 べ て 、 低 い 血 小 板 凝 集 活 性 を 示 す
か 、 あ る い は 血 小 板 凝 集 活 性 を 全 く 示 さ な い 被 験 物 質 は 、 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物
質 で あ る と 判 定 す る こ と が で き る 。
上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 と し て 、 抗 ｇ ｐ ４ ４ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る ８ Ｆ １ １ が 取 得 で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 Ｂ ． 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、
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以 下 の 工 程 を 含 む 方 法 :
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ と 血 小 板 を 接 触 さ せ る 工 程
　 「 被 験 物 質 」 及 び 「 血 小 板 」 は 上 記 「 Ａ ． 」 と 同 様 で あ る 。 「 ｇ ｐ ４ ４ 」 は ｇ ｐ ４ ４ を
発 現 し て い る 生 物 の 細 胞 か ら 精 製 す る こ と も で き る し 、 上 記 「 １ ． 」 の 項 に 記 載 し た 方 法
に よ っ て 取 得 す る こ と も で き る 。
「 （ ２ ） 血 小 板 凝 集 活 性 を 測 定 す る 工 程 」 及 び 「 （ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被
験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 抑 制 活 性 を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 工 程 」 に つ い て は 、
上 記 「 Ａ ． 」 と 同 様 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ６ ． 抗 体 結 合 部 位 の 同 定
　 ｇ ｐ ４ ４ に 対 す る 抗 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 の 結 合 部 位 は 、 当 業 者 が 通 常 用 い る 方 法 に よ っ て 決 定
す る こ と が で き る （ Fujita N, Sato S, Katayama K, Tsuruo T. J. Biol. Chem. 2002; 2
77: 28706-13） が 、 例 え ば 、 ｇ ｐ ４ ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 種 々 の 遺 伝 子 断 片 を ｐ Ｅ Ｔ -２ １ ａ （
Ｎ ｏ ｖ ａ ｇ ｅ ｎ 社 ） の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 大 腸 菌 で 発 現 さ せ 、 発 現 し た ポ リ
ペ プ チ ド と 抗 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 と の 反 応 性 を 調 べ 、 反 応 性 を 示 し た 断 片 と 示 さ な か っ た 断 片 と
を 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ｇ ｐ ４ ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 部 位 特 異 的
変 異 を 導 入 し た 遺 伝 子 を ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー （ Ｉ ｎ ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ 社 ） の よ う な 発 現 ベ
ク タ ー に 組 み 込 み 、 哺 乳 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ 、 発 現 し た 変 異 タ ン パ ク 質 と 抗 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体
と の 反 応 性 を 調 べ 、 反 応 性 を 示 さ な い 変 異 部 位 を 特 定 す る こ と に よ っ て も ｇ ｐ ４ ４ に 対 す
る 抗 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 の 結 合 部 位 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 例 え ば 、 抗 ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る ８ Ｆ １ １ に つ い て 、 上 記 方 法 に よ っ て 抗
体 結 合 部 位 を 調 べ る と 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ あ る い は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ 乃
至 ４ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る こ と が 明 ら か と な る 。 す な わ ち 、 配 列 表 の 配 列
番 号 ２ あ る い は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ 乃 至 ４ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識
す る 抗 体 は ｇ ｐ ４ ４ の 血 小 板 凝 集 活 性 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か と な る 。 同 様 に 、 配 列 表 の
配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４ ４ の
ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い
て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ６ か ら ５ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 表 の 配 列 番 号
８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ７ か ら ６ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 も ｇ ｐ ４ ４ の 血 小 板 凝 集 活 性 を 阻 害 す る 抗 体 と な る
。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ７ ． ｇ ｐ ４ ４ の 血 小 板 凝 集 に 必 須 な 部 位 の 同 定
　 ｇ ｐ ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 上 で 血 小 板 凝 集 に 必 須 な 部 位 は 、 当 業 者 が 通 常 行 う 方 法 に よ っ
て 決 定 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 ｇ ｐ ４ ４ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 特 定 の 箇 所 の ア ミ
ノ 酸 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し た 各 種 変 異 体 の 遺 伝 子 を 作 製 し 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ ベ ク タ ー に 導
入 し 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 表 面 に 発 現 さ せ 、 血 小 板 が 豊 富 な 血 漿 画 分 （ Platelet-rich plasma： PR
P） を 添 加 し て 、 血 小 板 の 凝 集 活 性 を 観 察 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 こ の よ う な 実 験 に よ っ て 、 例 え ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る タ ン パ ク 質 に つ い て は ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ス レ オ ニ ン が 、 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 に つ い て は ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ス レ オ ニ ン が 、 配 列 番 号 ６ に 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 に つ い て は ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ と ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０
の ス レ オ ニ ン が 、 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 に つ い て は ア ミ
ノ 酸 番 号 ５ ２ の ス レ オ ニ ン が 、 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
に つ い て は ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ス レ オ ニ ン が 血 小 板 凝 集 活 性 に 必 須 で あ る こ と が 分 か る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 従 っ て 、 上 記 血 小 板 凝 集 活 性 に 必 須 の ア ミ ノ 酸 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 変 異 タ ン パ ク 質 は 血 小 板 凝 集 活 性 を 有 さ な い 変 異 タ ン パ ク 質 と な り 、 例 え ば 、 血
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小 板 凝 集 活 性 を 有 す る 天 然 型 の タ ン パ ク 質 と の 比 較 に よ り 、 血 小 板 凝 集 機 構 の 解 明 に 利 用
す る こ と が で き 、 血 小 板 凝 集 促 進 物 質 や 血 小 板 凝 集 阻 害 物 質 の 研 究 に も 利 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 ８ ． 直 接 相 互 作 用 す る 物 質 の 探 索
本 発 明 の 他 の 一 つ の 態 様 と し て は 、 ｇ ｐ ４ ４ の 活 性 を 抑 制 す る よ う な 物 質 を 得 る こ と を 目
的 と し た 、 該 蛋 白 質 の 立 体 構 造 を ベ ー ス と し た ド ラ ッ グ デ ザ イ ン の 手 法 を 含 む 。 こ の よ う
な 手 法 は 、 ラ シ ョ ナ ル ド ラ ッ グ デ ザ イ ン 法 と し て 知 ら れ て お り 、 酵 素 活 性 な ど の 機 能 や 、
リ ガ ン ド 、 コ フ ァ ク タ ー 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ へ の 結 合 な ど を 効 率 よ く 阻 害 も し く は 活 性 化 さ せ
る よ う な 化 合 物 の 探 索 に 利 用 さ れ て い る 。 こ の 例 と し て 、 す で に 上 市 さ れ て い る 抗 Ｈ Ｉ Ｖ
剤 で あ る プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 剤 が よ く 知 ら れ て い る 。 ｇ ｐ ４ ４ の 三 次 元 構 造 解 析 に お い て
も 、 Ｘ ― 線 結 晶 解 析 や 核 磁 気 共 鳴 法 と い っ た 一 般 的 に よ く 知 ら れ て い る 手 法 が 利 用 で き る
と 考 え ら れ る 。 さ ら に 、 ｇ ｐ ４ ４ の 機 能 を 抑 制 す る 物 質 の 探 索 に は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー ド ラ
ッ グ デ ザ イ ン （ Ｃ Ａ Ｄ Ｄ ） を 活 用 し た 設 計 も 可 能 で あ る 。 な お 、 ｇ ｐ ４ ４ の 活 性 に 必 須 な
ア ミ ノ 酸 と し て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３
４ の ア ミ ノ 酸 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４
の ア ミ ノ 酸 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の
ア ミ ノ 酸 あ る い は ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ア ミ ノ 酸 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 が 明 ら か と な り 、 ま た 抗 ｇ ｐ ４ ４ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る ８ Ｆ １ １ は ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 し 、
血 小 板 凝 集 活 性 を 阻 害 す る こ と が 明 ら か と な っ た の で 、 か か る 領 域 付 近 の 立 体 構 造 を 利 用
す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 こ の 例 と し て は 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 治 療 の 新 た な ゲ ノ ム 新 薬 と し て 期 待 さ れ て い る Ａ Ｐ
－ １ の 働 き を 阻 害 す る 低 分 子 化 合 物 （ 国 際 特 許 出 願 公 開 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ５ ８ ５ １ ５ 号 ） な ど が
知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 ｇ ｐ ４ ４ に 直 接 結 合 し 、 あ る い は ｇ ｐ ４ ４ と 他 の
因 子 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 ｇ ｐ ４ ４ の 機 能 を 抑 制 す る よ う な 物 質 を 得 る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 他 の 一 つ の 態 様 は 、 ｇ ｐ ４ ４ が 会 合 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 す な わ ち ｇ ｐ ４ ４ の パ
ー ト ナ ー 蛋 白 質 あ る い は ｇ ｐ ４ ４ と 結 合 す る 化 合 物 等 に 関 す る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 ｇ
ｐ ４ ４ の 活 性 を 調 節 す る パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 や 結 合 す る 化 合 物 等 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関
す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の 一 つ の 態 様 は 、 ｇ ｐ ４ ４ に 被 験 物 質 を 接 触 さ せ 、 ｇ ｐ ４ ４ に
結 合 す る 被 験 物 質 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 。 こ の よ う な 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 精 製 し た ｇ
ｐ ４ ４ を 用 い て 、 こ れ に 結 合 す る 蛋 白 質 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 を 行 う 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
ま た 、 ｇ ｐ ４ ４ の 血 小 板 凝 集 に 必 須 の ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 部 分 ポ リ ペ プ
チ ド を 用 い る こ と も で き る 。 こ の よ う な 部 分 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 例 え ば 、 配 列 表 の 配
列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し
た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸
番 号 ４ １ な い し ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番
号 ５ ２ の ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列
表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ア ミ ノ 酸 を 含 み
、 連 続 し た ６ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と か ら な る
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ポ リ ペ プ チ ド を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 具 体 的 な 方 法 の 一 例 を 示 せ ば 、 ｇ ｐ ４ ４ ま た は 上 記 部 分 ポ リ ペ プ チ ド に ヒ ス チ ジ ン ６ 個
よ り な る 配 列 を ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ と し て 融 合 し た も の を 作 製 し て 、 こ れ を 細 胞 の 抽 出 液
（ 予 め ニ ッ ケ ル － ア ガ ロ ー ス カ ラ ム に チ ャ ー ジ し て 、 こ の カ ラ ム を 素 通 り し た 画 分 ） と ４
℃ で １ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 、 こ の 混 合 物 に 別 途 ニ ッ ケ ル － ア ガ ロ ー ス 担 体 を
加 え て ４ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ニ ッ ケ ル － ア ガ ロ ー ス 担 体 を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で
十 分 洗 浄 し た 後 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル を 加 え る こ と に よ り 、 ｇ ｐ ４ ４ ま た は 部 分 ポ リ
ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 細 胞 抽 出 液 中 の 蛋 白 質 を 溶 出 さ せ て 精 製 し 、 こ の 構 造 を 決 定
す る 。 こ の よ う に し て 、 ｇ ｐ ４ ４ ま た は そ の 部 分 ペ プ チ ド と 直 接 結 合 す る 蛋 白 質 、 及 び ｇ
ｐ ４ ４ ま た は 部 分 ペ プ チ ド と の 結 合 活 性 は 持 た な い が 、 サ ブ ユ ニ ッ ト と し て ｇ ｐ ４ ４ に 直
接 結 合 す る 蛋 白 質 と 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ り 間 接 的 に ｇ ｐ ４ ４ に 結 合 す る 蛋 白 質 が 精
製 で き る ［ 実 験 医 学 別 冊 、 バ イ オ マ ニ ュ ア ル シ リ ー ズ ５ 「 転 写 因 子 研 究 法 」 ｐ ｐ ２ １ ５ －
２ １ ９ （ 羊 土 社 刊 ） ］ 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 別 の 方 法 と し て は 、 フ ァ ー ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 ［ 実 験 医 学 別 冊 、 「 新 遺 伝 子 工 学 ハ ン
ド ブ ッ ク 」 ｐ ｐ ７ ６ － ８ １ （ 羊 土 社 刊 ） ］ や 、 酵 母 や 哺 乳 類 動 物 細 胞 を 用 い た ツ ー ハ イ ブ
リ ッ ド シ ス テ ム 法 ［ 実 験 医 学 別 冊 、 「 新 遺 伝 子 工 学 ハ ン ド ブ ッ ク 」 ｐ ｐ ６ ６ － ７ ５ （ 羊 土
社 刊 ） 、 「 チ ェ ッ ク メ イ ト ・ マ ン マ リ ア ン ・ ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム 」 （ プ ロ メ ガ 社 ）
］ に よ る ク ロ ー ニ ン グ も 可 能 で あ る が 、 こ れ ら の 方 法 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ま た 、 被 験 物 質 と し て 化 合 物 等 を 用 い る と き は 、 上 記 細 胞 の 抽 出 液 の 代 わ り に 被 験 物 質
を 含 む 溶 液 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 こ の よ う に し て 、 ｇ ｐ ４ ４ と 直 接 も し く は 間 接 的 に 相 互 作 用 す る パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ が 得 ら れ れ ば 、 ｇ ｐ ４ ４ と 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 物 質 の 機 能
的 ス ク リ ー ニ ン グ に 利 用 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 ｇ ｐ ４ ４ と グ ル タ チ オ
ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 融 合 蛋 白 質 を 調 製 し て 、 抗 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ 抗 体 で 覆 っ た マ イ ク ロ プ レ ー ト に 結 合 さ せ た 後 、 ビ オ チ ン 化 し た 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白
質 を こ の 融 合 蛋 白 質 と 接 触 さ せ 、 該 融 合 蛋 白 質 と の 結 合 を ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 化 ア ル カ リ
フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で 検 出 す る 。 ビ オ チ ン 化 し た 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 添 加 の 際 、 被 験 物 質 も
添 加 し 、 融 合 蛋 白 質 と 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 と の 結 合 を 促 進 あ る い は 阻 害 す る 物 質 を 選 択 す
る 。 こ の 方 法 で は 、 融 合 蛋 白 質 に 直 接 作 用 す る 物 質 ま た は 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 に 直 接 作 用
す る 物 質 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 融 合 蛋 白 質 と 該 パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 と の 結 合 が 間 接 的 で あ り 、 何 ら か の 別 の 因 子 を 介 し て
い る よ う な 場 合 に は 、 例 え ば 該 因 子 を 含 む よ う な 細 胞 抽 出 液 存 在 下 で 、 同 様 に 上 記 ア ッ セ
イ を 行 う 。 こ の 場 合 に は 、 該 因 子 に 対 し て 作 用 す る よ う な 物 質 も 選 択 さ れ る 可 能 性 が あ る
。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ま た 、 得 ら れ た パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 が 、 ｇ ｐ ４ ４ の 機 能 を 抑 制 す る 活 性 を 有 し て い る 場 合
に は 、 既 に 記 載 し た ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 の 発 現 ベ ク タ ー を 応 用 し た 試 験 方 法 に 従 っ て 、 血 小 板
凝 集 抑 制 活 性 を 持 つ 有 用 な 候 補 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 得 ら れ
た パ ー ト ナ ー 蛋 白 質 が 、 ｇ ｐ ４ ４ の 機 能 を 抑 制 す る 活 性 を 有 し て い る 場 合 に は 、 こ の よ う
な 抑 制 因 子 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 血 小 板 凝 集 に 起
因 す る 疾 患 の 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 そ の よ う な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 同 定 さ れ た 阻 害 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 解 析 し 、
該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合
成 し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー や ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と に よ り 取
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得 で き る 。 ま た 、 ｇ ｐ ４ ４ の 機 能 の 阻 害 活 性 を 有 す る ぺ プ チ ド が 、 ラ ン ダ ム に 合 成 さ れ た
人 工 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 で あ る 場 合 は 、 該 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ を 化 学 合 成 す る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 ま た 、 ｇ ｐ ４ ４ ま た は そ の 部 分 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 被 験 物 質 は 上 記 、 「 ５ ． 」 の 項
目 で 示 し た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 阻 害 活 性 を 有 す る か 否 か を 判
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ９ ． ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 の 癌 特 異 的 発 現
　 ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 が 癌 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 で あ る か 否 か は 、 癌 組 織 と 正 常 組 織 、
あ る い は 、 癌 患 者 の 癌 部 と 非 癌 部 に お け る ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 比 較 す る こ と に よ っ
て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 様 々 な 癌 患 者 の 癌 部 と 非 癌 部 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 固 相 化 し た
Cancer Profiling Array II（ BD Bioscience社 ） に つ い て ヒ ト ホ モ ロ グ ｇ ｐ ３ ６ 遺 伝 子 の
発 現 量 を 比 較 す る と 、 Colon（ 結 腸 ） 、 Rectum（ 直 腸 ） 、 Small intestine（ 小 腸 ） 、 精 巣
の 癌 部 に お い て 非 癌 部 に 比 べ ｇ ｐ ３ ６ の 発 現 量 が 上 昇 し て い る 傾 向 が 観 察 さ れ る 。 す な わ
ち 、 ｇ ｐ ４ ４ 及 び ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 は 腸 及 び 精 巣 の 癌 （ 例 え ば Seminoma） 診 断 用 マ ー カ ー と
し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ま た 、 同 様 に 癌 患 者 の 癌 部 と 非 癌 部 、 更 に 転 移 部 に つ い て ｇ ｐ ４ ４ の 発 現 量 の 比 較 を す
る と 、 大 腸 癌 の 癌 部 で 非 癌 部 よ り 発 現 量 が 増 加 し て い る こ と が 観 察 さ れ 、 転 移 部 で は さ ら
に 発 現 量 が 増 加 し て い る 傾 向 が 観 察 さ れ る 。 す な わ ち 、 ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 の 発 現 が 大 腸 癌 の
転 移 促 進 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ｇ ｐ ４ ４ の 発 現 量 を 指 標 に し た 、 腸 癌 及 び ／ 又 は 精 巣 癌 の 診 断 用 キ ッ ト と し て 、 具 体 的
に は 、 以 下 の （ １ ） 乃 至 （ ６ ） か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も い ず れ か 一 つ を 含 む も の を 使 用
す る こ と が で き る 。 な お 、 こ れ ら の キ ッ ト は 組 織 に お け る 、 癌 の 有 無 を 検 出 す る こ と が で
き る に 止 ま ら ず 、 組 織 中 の 癌 部 と 非 癌 部 、 さ ら に ， 転 移 部 に つ い て も 検 出 す る こ と が で き
る 。
（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 乃 至 全 部 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
（ ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
（ ３ ） （ １ ） 又 は （ ２ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
（ ４ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ；
（ ５ ） （ ４ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 ；
（ ６ ） （ ４ ） 又 は （ ５ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 １ ０ ． ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 及 び ｇ ｐ ４ ４ の 癌 組 織 型 に よ る 発 現 量 の 差
　 （ １ ） ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 の 発 現 量
　 上 記 、 「 ９ ． ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 の 癌 特 異 的 発 現 」 に 記 載 の 方 法 と 同 様 の 方 法 で 、 Cancer P
rofiling Array II（ BD Biosciences社 ） 及 び Cancer Profiling Array（ BD Biosciences
社 ） メ ン ブ レ ン を 用 い て 肺 癌 に お け る 組 織 型 と ヒ ト ホ モ ロ グ ｇ ｐ ３ ６ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル
と の 関 係 を 調 べ る と 、 扁 平 上 皮 癌 で は 腺 癌 よ り も ｇ ｐ ３ ６ の 発 現 が 上 昇 し て い る 症 例 が 多
い こ と が 確 認 で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 す な わ ち 、 ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 は 、 癌 の 組 織 型 に よ っ て 発 現 量 に 差 が あ り 、 扁 平 上 皮 癌 で 発
現 量 が 上 昇 し 、 腺 癌 で は 発 現 量 の 上 昇 は 認 め ら れ な い 。 し た が っ て 、 ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 の 発
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現 量 を 調 べ る こ と で 、 発 現 量 が 上 昇 し て い れ ば 、 扁 平 上 皮 癌 で あ る と 判 断 で き 、 発 現 量 が
上 昇 し て い な け れ ば 、 扁 平 上 皮 癌 で は な い と 判 断 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 ｇ ｐ ４ ４
遺 伝 子 は 扁 平 上 皮 癌 の マ ー カ ー と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 （ ２ ） ｇ ｐ ４ ４ の 発 現 量
　 ヒ ト 肺 癌 組 織 及 び 正 常 肺 組 織 に お け る 、 ヒ ト ホ モ ロ グ ｇ ｐ ３ ６ の 発 現 を 免 疫 組 織 染 色 で
調 べ る と 、 扁 平 上 皮 癌 で は ｇ ｐ ３ ６ が 発 現 し て い る こ と が 確 認 で き る が 、 腺 癌 や 正 常 な 肺
で は ｇ ｐ ３ ６ の 発 現 は 確 認 で き な い 。 こ の こ と は 、 扁 平 上 皮 癌 で は ｇ ｐ ３ ６ の 発 現 量 が 増
加 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 す な わ ち 、 ｇ ｐ ４ ４ は 、 癌 の 組 織 型 に よ っ て 発 現 量 に 差 が あ り 、 扁 平 上 皮 癌 で 発 現 量 が
上 昇 し 、 腺 癌 で は 発 現 量 の 上 昇 は 認 め ら れ な い 。 し た が っ て 、 ｇ ｐ ４ ４ の 発 現 量 を 調 べ る
こ と で 、 発 現 量 が 上 昇 し て い れ ば 、 扁 平 上 皮 癌 で あ る と 判 断 で き 、 発 現 量 が 上 昇 し て い な
け れ ば 扁 平 上 皮 癌 で は な い と 判 断 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 ｇ ｐ ４ ４ は 扁 平 上 皮 癌 の
マ ー カ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 （ ３ ） 扁 平 上 皮 癌 検 出 用 キ ッ ト
　 ｇ ｐ ４ ４ 及 び ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 は 癌 の 組 織 型 の う ち ， 扁 平 上 皮 癌 で 発 現 量 が 上 昇 し て い る
。 し た が っ て 、 ｇ ｐ ４ ４ 及 び ／ 又 は ｇ ｐ ４ ４ 遺 伝 子 の 発 現 量 を 測 定 す れ ば ， 癌 組 織 型 が 扁
平 上 皮 癌 で あ る か ど う か を 判 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 扁 平 上 皮 癌 検 出 用 キ ッ ト と し て は 、 具 体 的 に は ， 以 下 の （ ａ ） 乃 至 （ ｆ ） か ら 選 択 さ れ
る 少 な く と も い ず れ か 一 つ を 有 す る も の を 挙 げ る こ と が で き る 。
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 乃 至 全 部 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
検 出 す る た め の １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
（ ｃ ） （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ；
（ ｅ ） （ ｄ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 ；
（ ｆ ） （ ｄ ） 又 は （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料
　 １ １ ． ｇ ｐ ４ ４ の 癌 転 移 促 進 効 果
　 ｇ ｐ ４ ４ は 血 小 板 の 凝 集 を 促 進 す る 機 能 を 有 す る 。 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 非 ヒ ト 哺
乳 動 物 の 血 管 に 投 与 す る と 、 ｇ ｐ ４ ４ の 血 小 板 凝 集 能 に よ り 、 投 与 し た 細 胞 は 凝 集 塊 を 形
成 す る 。 こ の 凝 集 塊 は 毛 細 血 管 を 詰 ま ら せ 、 そ こ で 結 節 （ 腫 瘍 ） を 生 成 す る 。 こ の よ う に
し て 形 成 さ れ る 結 節 を 転 移 結 節 と い う 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 す な わ ち 、 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 投 与 す る こ と で 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 結 節 を 生 成 さ
せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 例 え ば 、 ｇ ｐ ４ ４ の ヒ ト ホ モ ロ グ で あ る ｇ ｐ ３ ６ 遺 伝 子 を 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を マ ウ ス
の 尾 静 脈 よ り 静 脈 注 射 に よ リ 投 与 す る と 、 ｇ ｐ ３ ６ を 発 現 し な い 細 胞 を 投 与 し た 場 合 に 比
べ 、 有 意 に 結 節 の 生 成 数 が 増 加 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 転 移 結 節 は 、 ヒ ト ホ モ ロ グ ｇ ｐ ３ ６ を 発 現 す る 細 胞 を 投 与 し た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 肺 、 肝
臓 、 リ ン パ 節 な ど 各 種 組 織 で 観 察 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 ｇ ｐ ３ ６ を 発 現 す る Ｃ Ｈ
Ｏ 細 胞 を 静 脈 か ら 投 与 し た 場 合 に は 、 肺 を 用 い た 目 視 観 察 に よ り 結 節 の 生 成 を 確 認 す る こ
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と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 １ ２ ． 転 移 結 節 の 生 成 数 の 測 定 を 利 用 し た 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 活
性 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
　 ｇ ｐ ４ ４ を 大 量 に 発 現 し て い る 細 胞 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る と 血 小 板 凝 集 に 伴 う 細
胞 の 凝 集 を 原 因 と す る 結 節 が 確 認 さ れ る 。 し た が っ て 、 結 節 を 測 定 す る こ と に よ っ て 被 験
物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る か 否 か を 判 定 す る こ と が で
き る 。 ま た 、 結 節 数 を 測 定 す る こ と で 被 験 物 質 が 癌 の 転 移 を 抑 制 す る 物 質 か 又 は 促 進 す る
物 質 か 否 か を 判 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 こ の よ う な 性 質 を 有 す る 物 質 は 具 体 的 に は 、 以 下 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 取 得 す
る こ と が で き る 。
Ａ ． 以 下 の 工 程 （ １ ） 乃 至 （ ３ ） を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る ：
（ ２ ） （ １ ） の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 組 織 に お け る 結 節 数 を 測 定 す る ：
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 又 は 血 小 板 凝 集 抑 制
活 性 を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 。
Ｂ ． 以 下 の 工 程 （ １ ） 乃 至 （ ３ ） を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ：
（ １ ） 被 験 物 質 の 存 在 下 で ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 を 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 す る ：
（ ２ ） （ １ ） の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の 組 織 に お け る 結 節 数 を 測 定 す る ：
（ ３ ） （ ２ ） の 測 定 結 果 に 基 づ い て 、 被 験 物 質 が 癌 の 転 移 抑 制 活 性 又 は 癌 の 転 移 促 進 活 性
を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 用 い る こ と が で き る 被 験 物 質 及 び ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 す る 細 胞 は
、 上 記 、 「 １ ． 培 養 細 胞 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 」 の 項 に 記 載 し た も の と 同 様 の も の
を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 し て い る 細 胞 を 被 験 物 質 存 在 下 で 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 し た 場 合 に ， 被
験 物 質 を 投 与 し な い 場 合 に 比 べ 結 節 数 が 低 下 し て い た 場 合 、 被 験 物 質 は 血 小 板 の 凝 集 抑 制
活 性 を 有 す る と 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 転 移 結 節 数 が 低 下 し て い た 場 合 に は 被 験 物
質 は 、 癌 の 転 移 抑 制 物 質 で あ る と 判 断 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ま た 、 ｇ ｐ ４ ４ を 発 現 し て い る 細 胞 を 被 験 物 質 存 在 下 で 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 し た 場 合
に 、 被 験 物 質 を 投 与 し な い 場 合 に 比 べ 結 節 数 が 増 加 し て い た 場 合 、 被 験 物 質 は 血 小 板 の 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る と 判 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 結 節 数 が 増 加 し て い た 場 合 に は 、 被
験 物 質 は 、 癌 の 転 移 促 進 物 質 で あ る と 判 断 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 １ ３ ． 血 小 板 凝 集 ま た は 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法
　 患 者 お よ び 正 常 人 よ り 得 ら れ た 検 体 か ら 抽 出 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 試 料 と
し て 、 上 記 「 ３ ． 」 ま た は 「 ４ ． 」 の 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 、 本 発 明 に 係 る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た
は 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 を 測 定 し 、 該 発 現 量 を 患 者 由 来 の 検 体 と 正 常 人 由 来
の 検 体 と で 比 較 す る こ と に よ り 、 血 小 板 凝 集 ま た は 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 を 診 断
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 す な わ ち 、 患 者 よ り 得 ら れ た 検 体 中 の 本 発 明 に 係 る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 量 が 、 正 常 人 よ り 得 ら れ た 検 体 中 の 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量
と 比 べ て 多 い 場 合 に は 、 血 小 板 凝 集 促 進 に 関 連 す る 疾 患 で あ る か ま た は 該 疾 患 に か か る 可
能 性 が 高 い と 診 断 す る こ と が で き る 。 ま た 、 患 者 よ り 得 ら れ た 検 体 中 の 本 発 明 に 係 る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ ま た は 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 が 、 正 常 人 よ り 得 ら れ た 検 体 中 の 該 ｍ Ｒ Ｎ
Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 と 比 べ て 少 な い 場 合 に は 、 血 小 板 凝 集 抑 制 に 関 連 す る 疾 患
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で あ る か ま た は 該 疾 患 に な る 可 能 性 が 高 い と 診 断 す る こ と が で き る 。 更 に 、 本 発 明 に 係 る
ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 量 を 経 時 的 に 観 察 す る こ と に よ り 患 者 の
予 後 を 観 察 し 、 予 測 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 被 験 動 物 お よ び 正 常 動 物 か ら 得 ら れ た 検 体 を 用 い る こ と に よ り 、
哺 乳 動 物 に つ い て も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 上 記 に お い て 、 「 正 常 人 」 ま た は 「 正 常 動 物 」 と は 、 血 小 板 凝 集 活 性 に 異 常 が な い 人 ま
た は 動 物 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 １ ４ ． 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 を 測 定 す る た め の キ ッ ト
　 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 血 小 板 凝 集 抑 制 を 有 す る 物 質 は 、 下 記 （ １ ） 乃 至 （ ５ ） の 少 な く
と も 一 つ に 記 載 の 物 質 を 含 む キ ッ ト を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。
（ １ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 乃 至 全 部 を 特 異 的 に 増 幅 す る た め の １ ５ 乃 至 ３ ０ 塩 基 長 の 連 続 し た
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ；
（ ２ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検
出 す る た め の １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 連 続 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ；
（ ３ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ ま た は １ ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ
プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 該 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 抗 体 ；
（ ４ ） （ ３ ） に 記 載 の 抗 体 に 結 合 し 得 る 二 次 抗 体 ；
（ ５ ） （ １ ） 乃 至 （ ４ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の 物 質 が 固 定 さ れ た 固 相 化 試 料 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 上 記 （ １ ） に 記 載 さ れ た プ ラ イ マ ー は 、 本 発 明 に 係 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 配 列 に 基
づ き 市 販 の プ ラ イ マ ー 設 計 ソ フ ト （ 例 え ば 、 Wisconsin GCG package Version 10.2） を 用
い る 等 、 情 報 に よ り 設 計 し 、 増 幅 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 上 記 （ ２ ） に 記 載 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 本 発 明 に 係 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ れ ば 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な プ ロ ー ブ と し て は 、 好
適 に は 、 １ ０ ０ 乃 至 １ ５ ０ ０ 塩 基 長 で あ り 、 さ ら に 好 適 に は 、 ３ ０ ０ 乃 至 ６ ０ ０ 塩 基 長 で
あ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 こ れ ら の プ ラ イ マ ー や プ ロ ー ブ は 、 適 当 な 標 識 に よ り ラ ベ ル （ 例 え ば 、 酵 素 標 識 、 放 射
性 標 識 ま た は 蛍 光 標 識 等 ） さ れ て い て も よ く 、 ま た 、 リ ン カ ー が 付 加 さ れ て い て も 良 い 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 上 記 （ ５ ） の 固 相 化 試 料 の う ち 、 （ １ ） に 記 載 の プ ラ イ マ ー ま た は （ ２ ） に 記 載 の プ ロ
ー ブ を 固 相 化 し た 試 料 は 、 該 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ を ガ ラ ス 板 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン
な ど の 固 相 に 固 定 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 試 料 の 固 相 化 方 法 は 、 上 記 １ ． の （ ３ － ２
－ ５ ） 欄 の （ 固 相 化 試 料 の 作 製 ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 ま た 、 上 記 （ ３ ） お よ び （ ４ ） に 記 載 の 抗 体 は 、 上 記 １ ． の （ ４ － ３ ） に 記 載 の 方 法 と
同 様 に し て 行 う こ と が で き る 。 該 抗 体 は 、 上 記 １ ． の （ ４ － ４ ） に 記 載 の 方 法 と 同 様 に し
て 、 適 宜 標 識 （ 例 え ば 、 酵 素 標 識 、 放 射 性 標 識 、 蛍 光 標 識 ） さ れ て い て も よ い 。 ま た 、 （
５ ） の 固 相 化 試 料 の う ち 、 該 抗 体 を 固 相 化 し た 試 料 は 、 上 記 １ ． の （ ４ － ２ ） に 記 載 の 方
法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 キ ッ ト は 、 上 述 の 方 法 に 準 じ て 使 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 係 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 、 血 小 板 凝 集 促 進 ま た は 抑 制 活 性 を 有 す る 物 質 の
ス ク リ ー ニ ン グ 、 物 質 の 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 ま た は 抑 制 活 性 の 測 定 あ る い は 血 小 板 凝 集 促
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進 ま た は 抑 制 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 １ ５ ． 医 薬 組 成 物
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の 有 効 成 分 で あ る 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド
は 、 常 法 に よ り 得 る こ と が で き る が 、 例 え ば 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を
産 生 す る 細 胞 を 培 養 し 、 該 細 胞 よ り 抽 出 ・ 精 製 す る か 、 ま た は 、 試 験 管 内 で 該 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 増 幅 さ せ 、 若 し く は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と に よ り 得 る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 得 ら れ た 抗 体 を ヒ ト に 対 す る 医 薬 と し て 用 い る 場 合 、 抗 原 性 の 問 題 か ら ヒ ト 型 抗 ヒ ト ｇ
ｐ ４ ４ 抗 体 を 作 製 す る こ と が 望 ま し い 。 ヒ ト 型 抗 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 の 作 製 は 、 以 下 の 方 法
に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 （ １ ） ヒ ト 末 梢 血 あ る い は 脾 臓 か ら 採 取 し た ヒ ト リ ン パ 球 を ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で Ｉ Ｌ －
４ 存 在 下 、 抗 原 で あ る ｇ ｐ ４ ４ で 感 作 し 、 感 作 し た ヒ ト リ ン パ 球 を マ ウ ス と ヒ ト と の ヘ テ
ロ ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る Ｋ ６ Ｈ ６ ／ Ｂ ５ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １ ８ ２ ３ ） と 細 胞 融 合 さ せ る
こ と に よ り 、 ヒ ト 型 抗 ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る
。 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ の 産 生 す る 抗 体 の 中 か ら ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ の 活 性 を 中 和 す る 抗 体 を
選 別 す る こ と に よ り ヒ ト 型 抗 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ た ヒ ト 型 抗 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 以 下 の 方 法 に
よ り 高 親 和 化 す る こ と が で き る 。 上 記 の 方 法 に よ り 得 ら れ た ヒ ト 型 抗 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 （ 特 に Ｃ Ｄ Ｒ － ３ ） に ラ ン ダ ム 変 異 を 導 入 す る 。 変 異 を
導 入 し た 抗 体 を フ ァ ー ジ で 発 現 さ せ て 、 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ を 固 相 化 し た プ レ ー ト を 用 い て フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ ー 法 を 行 い 、 抗 原 で あ る ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ に 強 力 に 結 合 す る フ ァ ー ジ を 選 択 す
る 。 該 フ ァ ー ジ を 大 腸 菌 で 増 や し 、 そ の 塩 基 配 列 か ら 高 親 和 性 を 有 す る Ｃ Ｄ Ｒ の ア ミ ノ 酸
配 列 を 決 定 す る 。 得 ら れ た ヒ ト 型 抗 ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、
一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 哺 乳 動 物 細 胞 用 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 、 発 現 さ せ る こ と に よ
り 、 ヒ ト 型 抗 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 抗 体 の 中 か
ら 、 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ の 生 物 活 性 を 中 和 し 、 か つ 高 親 和 性 で あ る ヒ ト 型 抗 ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 選 別 す る こ と に よ り 、 所 望 の 高 親 和 性 の 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 （ ２ ） Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス を 用 い て 、 常 法 （ Kohler et al.: Nature 256, p.495-497, 
1975） に 従 い マ ウ ス 型 抗 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し 、 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ の 生 物
活 性 を 中 和 し 、 か つ 高 親 和 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る 。 こ の 高 親 和 性 マ ウ
ス 型 抗 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の Ｃ Ｄ Ｒ － 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ － １ 、 ２ お よ び ３ ） を Ｃ
Ｄ Ｒ － ｇ ｒ ａ ｆ ｔ ｉ ｎ ｇ 法 （ Winter and Milstein: Nature 349, p293-299, 1991） に よ
り ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に 移 植 す る こ と に よ り 、 高 親 和 性 の 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 （ ３ ） ヒ ト 抹 消 血 リ ン パ 球 を Ｓ ｅ ｖ ｅ ｒ ｅ 　 ｃ ｏ ｍ ｂ ｉ ｎ ｅ ｄ 　 ｉ ｍ ｍ ｕ ｎ ｅ 　 ｄ ｅ ｆ
ｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｙ （ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ ） マ ウ ス に 移 植 す る 。 Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ マ ウ ス は ヒ ト 型 抗 体 を 生 産 す る
（ Mosier D. E. et al.: Nature 335, p256-259, 1988; Duchosal M. A. et al.: Nature
 355, p258-262, 1992） た め 、 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ を 抗 原 と し て 該 マ ウ ス を 感 作 し 、 ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に よ り 、 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ に 特 異 的 な ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る リ ン
パ 球 を 採 取 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た リ ン パ 球 を 、 上 記 （ １ ） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 マ
ウ ス と ヒ ト と の ヘ テ ロ ハ イ ブ リ ド ー マ で あ る Ｋ ６ Ｈ ６ ／ Ｂ ５ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １ ８ ２ ３
） と 細 胞 融 合 さ せ 、 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 目 的 の ヒ
ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 以 上 に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 培 養 す る こ と に よ り 、 目 的 の ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ
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ル 抗 体 を 大 量 に 製 造 で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ま た 、 目 的 の ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） を ク ロ ー ニ ン
グ し 、 こ の 遺 伝 子 を 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 各 種 動 物 細 胞 、
昆 虫 細 胞 、 あ る い は 大 腸 菌 な ど を 宿 主 と し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 遺 伝 子 組 換 え ヒ ト 型
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 製 造 す る こ と が で き る 。 更 に 、 本 方 法 で 得 ら れ た 抗 ｇ ｐ ４ ４
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 よ り 、 ｇ ｐ ４ ４ の 生 物 活 性 を 中 和 す る 抗 体 を 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た ｇ ｐ ４ ４ の 生 物 活 性 を 中 和 す る 抗 体 は 、 生 体 内 で の ｇ ｐ ４ ４ の
生 物 活 性 、 即 ち 、 細 胞 の 血 小 板 凝 集 を 阻 害 す る こ と か ら 、 医 薬 と し て 、 特 に 血 小 板 凝 集 に
関 連 す る 疾 患 の 治 療 及 び ／ ま た は 予 防 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ
で の 抗 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 に よ る ｇ ｐ ４ ４ の 生 物 活 性 の 中 和 活 性 は 例 え ば 、 上 記 ５ ． 記 載 の 方 法
に 従 い ｇ ｐ ４ ４ を 過 剰 発 現 し て い る 細 胞 の 血 小 板 凝 集 の 抑 制 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 確
認 す る こ と が で き る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 実 験 動 物 を 利 用 し た 抗 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 の 血 小 板 凝
集 に 関 連 す る 疾 患 に 対 す る 治 療 及 び ／ ま た は 予 防 効 果 は 、 例 え ば 、 ｇ ｐ ４ ４ を 過 剰 に 発 現
し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 同 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 を 投 与 し 、 血 小 板 凝 集 に 関 連 す る 疾 患
の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 更 に 、 上 記 方 法 に 準 じ て 、 ｇ ｐ ４ ４ の 活 性 を 促 進 す る 抗 体 も 得 る こ と が で き る 。 該 抗 体
は 、 血 小 板 凝 集 を 促 進 す る こ と か ら 、 医 薬 と し て 、 特 に 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 の
治 療 及 び ／ ま た は 予 防 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で の 抗 ｇ ｐ ４ ４
抗 体 に よ る ｇ ｐ ４ ４ の 促 進 活 性 は 例 え ば 、 上 記 ５ ． 記 載 の 方 法 に 従 い ｇ ｐ ４ ４ を 過 剰 発 現
し て い る 細 胞 の 血 小 板 凝 集 の 促 進 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 ｉ ｎ
　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 実 験 動 物 を 利 用 し た 抗 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 の 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 に 対
す る 治 療 及 び ／ ま た は 予 防 効 果 は 、 例 え ば 、 ｇ ｐ ４ ４ を 低 発 現 し て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 に 同 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 を 投 与 し 、 血 小 板 機 能 障 害 に 関 連 す る 疾 患 の 変 化 を 測 定 す る こ と
に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 有 効 成 分 と し て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 場 合 、 通 常 遺 伝 子 治 療 剤 を 細 胞 内 に 導 入
す る 方 法 と し て 知 ら れ る 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 方 法 と し て は
、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 利 用 し た 方 法 ま た は 非 ウ イ ル ス 性 の 導 入 方 法 （ 日 経 サ イ エ ン ス , 19
94年 ４ 月 号 ， 20-45頁 、 実 験 医 学 増 刊 , 12 (15) (1994)、 実 験 医 学 別 冊 「 遺 伝 子 治 療 の 基
礎 技 術 」 , 羊 土 社 (1996)） な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ る 遺 伝 子 導 入 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル
ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス 、 シ ン ビ ス ウ イ ル ス 等 の Ｄ Ｎ Ａ ウ イ ル ス ま た は Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス に 、 Ｔ
Ｒ ４ ま た は 変 異 Ｔ Ｒ ４ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込 ん で 導 入 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き
る 。 こ の う ち 、 好 適 に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ま た は
ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス を 使 用 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 非 ウ イ ル ス 性 の 遺 伝 子 導 入 方 法 と し て は 、 発 現 プ ラ ス ミ ド を 直 接 組 織 内 に 投 与 す る 方 法
（ Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン 法 ） 、 リ ポ ソ ー ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
法 、 燐 酸 カ ル シ ウ ム 法 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 な ど が 挙 げ ら れ 、 好 適 に は 、 Ｄ Ｎ
Ａ ワ ク チ ン 法 ま た は リ ポ ソ ー ム 法 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ま た 、 遺 伝 子 治 療 剤 を 実 際 に 医 薬 と し て 作 用 さ せ る に は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 直 接 体 内 に 導 入 す る
イ ン ビ ボ （ in vivo） 法 ま た は 人 等 か ら 臓 器 若 し く は 組 織 の 細 胞 を 取 り 出 し て 体 外 で Ｄ Ｎ
Ａ を 該 細 胞 に 導 入 し 、 そ の 細 胞 を 体 内 に 戻 す エ ク ス ビ ボ （ ex vivo） 法 が あ る （ 日 経 サ イ
エ ン ス , 1994年 4月 号 , 20-45頁 、 月 間 薬 事 , 36 (1), 23-48 (1994)、 実 験 医 学 増 刊 , 12 (
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15) (1994)） 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 例 え ば 、 該 遺 伝 子 治 療 剤 が イ ン ビ ボ 法 に よ り 投 与 さ れ る 場 合 は 、 疾 患 、 症 状 等 に 応 じ 、
静 脈 、 動 脈 、 皮 下 、 皮 内 、 組 織 （ 筋 肉 を 含 む ） 内 等 、 適 当 な 投 与 経 路 に よ り 投 与 さ れ る 。
ま た イ ン ビ ボ 法 に よ り 投 与 す る 場 合 は 、 該 遺 伝 子 治 療 剤 は 一 般 的 に は 注 射 剤 等 と さ れ る が
、 必 要 に 応 じ て 慣 用 の 担 体 を 加 え て も よ い 。 ま た 、 リ ポ ソ ー ム ま た は 膜 融 合 リ ポ ソ ー ム （
セ ン ダ イ ウ イ ル ス － リ ポ ソ ー ム 等 ） の 形 態 に し た 場 合 は 、 懸 濁 剤 、 凍 結 剤 、 遠 心 分 離 濃 縮
凍 結 剤 等 の リ ポ ソ ー ム 製 剤 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 部 分 配 列 に
相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 い わ ゆ る ア ン チ セ ン ス 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 ア ン チ
セ ン ス 分 子 と し て は 、 通 常 １ ５ 乃 至 ３ ０ ｍ ｅ ｒ か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 、 も し く は そ の ホ ス ホ ロ チ
オ エ ー ト 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト ま た は モ ル フ ォ リ ノ 誘 導 体 な ど の 安 定 な Ｄ Ｎ Ａ 誘 導 体 、 ２
’ － Ｏ － ア ル キ ル Ｒ Ｎ Ａ な ど の 安 定 な Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 体 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア
ン チ セ ン ス 分 子 は 、 例 え ば 、 微 量 注 入 、 リ ポ ソ ー ム カ プ セ ル 化 ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 を
有 す る ベ ク タ ー の 利 用 等 、 本 発 明 の 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 で 細 胞 に 導 入 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な ア ン チ セ ン ス 療 法 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に
示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き 、 血 小
板 凝 集 促 進 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 上 記 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 は 、 医 薬 と し て 許 容 で き る 担 体
と 混 合 す る 等 、 公 知 の 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 レ ミ ン ト ン の Pharma
ceutical Sciences） 。 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ５ 、 ７ ま た は １ ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 遺 伝 子 の 発 現 や そ の 遺 伝 子 産 物 の 活 性 に 異 常 の 認 め ら れ る 血 小 板 凝 集 促 進 活 性 に 関
連 す る 疾 患 の 治 療 に は 、 上 記 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 の 十 分 な
量 を 投 与 す る 。 そ の 有 効 量 は 、 患 者 の 状 態 、 体 重 、 性 別 、 及 び 年 齢 な ど の 種 々 の 因 子 や 、
皮 下 、 局 所 、 経 口 、 及 び 組 織 （ 筋 肉 を 含 む ） 内 と い っ た 投 与 方 法 の 違 い に よ っ て 変 化 す る
。 例 え ば 、 静 脈 注 射 す る 場 合 に は 、 ０ ． ０ ２ 乃 至 ０ ． ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 時 間 で ２ 時 間 、 ま た
、 皮 下 投 与 の 場 合 に は 、 １ 乃 至 ２ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ 2 ／ 日 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 有 効 成 分 と し て ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 場 合 、 そ の 投 与 形 態 と し て は 、 例 え ば 、 錠 剤 、
カ プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 若 し く は シ ロ ッ プ 剤 等 に よ る 経 口 投 与 又 は 注 射 剤 若 し く は 坐 剤
等 に よ る 非 経 口 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 製 剤 は 、 賦 形 剤 （ 例 え ば 、 乳 糖 、 白
糖 、 葡 萄 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル の よ う な 糖 誘 導 体 ； ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン 、 バ
レ イ シ ョ デ ン プ ン 、 α 澱 粉 、 デ キ ス ト リ ン の よ う な 澱 粉 誘 導 体 ； 結 晶 セ ル ロ ー ス の よ う な
セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ； ア ラ ビ ア ゴ ム ； デ キ ス ト ラ ン ； プ ル ラ ン の よ う な 有 機 系 賦 形 剤 ： 及 び
、 軽 質 無 水 珪 酸 、 合 成 珪 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 珪 酸 カ ル シ ウ ム 、 メ タ 珪 酸 ア ル ミ ン 酸 マ グ ネ シ
ウ ム の よ う な 珪 酸 塩 誘 導 体 ； 燐 酸 水 素 カ ル シ ウ ム の よ う な 燐 酸 塩 ； 炭 酸 カ ル シ ウ ム の よ う
な 炭 酸 塩 ； 硫 酸 カ ル シ ウ ム の よ う な 硫 酸 塩 等 の 無 機 系 賦 形 剤 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、
滑 沢 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム の
よ う な ス テ ア リ ン 酸 金 属 塩 ； タ ル ク ； コ ロ イ ド シ リ カ ； ビ ー ガ ム 、 ゲ イ 蝋 の よ う な ワ ッ ク
ス 類 ； 硼 酸 ； ア ジ ピ ン 酸 ； 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 硫 酸 塩 ； グ リ コ ー ル ； フ マ ル 酸 ； 安 息
香 酸 ナ ト リ ウ ム ； Ｄ Ｌ ロ イ シ ン ； 脂 肪 酸 ナ ト リ ウ ム 塩 ； ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ラ ウ リ
ル 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム の よ う な ラ ウ リ ル 硫 酸 塩 ； 無 水 珪 酸 、 珪 酸 水 和 物 の よ う な 珪 酸 類 ； 及
び 、 上 記 澱 粉 誘 導 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ
ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 マ ク ロ ゴ ー ル
、 及 び 、 前 記 賦 形 剤 と 同 様 の 化 合 物 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 低 置 換
度 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル
ロ ー ス カ ル シ ウ ム 、 内 部 架 橋 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム の よ う な セ ル ロ ー ス
誘 導 体 ； カ ル ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ス タ ー チ ナ ト リ ウ ム 、 架 橋 ポ リ ビ
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ニ ル ピ ロ リ ド ン の よ う な 化 学 修 飾 さ れ た デ ン プ ン ・ セ ル ロ ー ス 類 を 挙 げ る こ と が で き る 。
） 、 安 定 剤 （ メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン の よ う な パ ラ オ キ シ 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類
； ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 フ ェ ニ ル エ チ ル ア ル コ ー ル の よ う な ア ル コ ー
ル 類 ； 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム ； フ ェ ノ ー ル 、 ク レ ゾ ー ル の よ う な フ ェ ノ ー ル 類 ； チ メ ロ サ
ー ル ； デ ヒ ド ロ 酢 酸 ； 及 び 、 ソ ル ビ ン 酸 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 矯 味 矯 臭 剤 （ 例 え ば
、 通 常 使 用 さ れ る 、 甘 味 料 、 酸 味 料 、 香 料 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ） 、 希 釈 剤 等 の 添 加
剤 を 用 い て 周 知 の 方 法 で 製 造 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 そ の 使 用 量 は 症 状 、 年 齢 、 投 与 方 法 等 に よ り 異 な る が 、 例 え ば 、 経 口 投 与 の 場 合 に は 、
１ 回 当 り 、 下 限 と し て 、 ０ ． ０ １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 （ 好 ま し く は 、 ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 ）
、 上 限 と し て 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 （ 好 ま し く は 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 ） を 、 静 脈 内 投
与 の 場 合 に は 、 １ 回 当 り 、 下 限 と し て 、 ０ ． ０ ０ １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 （ 好 ま し く は 、 ０ ． ０
１ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 ） 、 上 限 と し て 、 １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 （ 好 ま し く は 、 １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重
） を １ 日 当 り １ 乃 至 数 回 症 状 に 応 じ て 投 与 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 ま た 、 有 効 成 分 と し て 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 製 剤 化 し て 経 口 的 あ る い は 非 経 口 的 に 投 与
す る こ と が で き る 。 医 薬 組 成 物 の 形 態 と し て は 、 点 滴 を 含 む 注 射 剤 、 坐 剤 、 経 鼻 剤 、 舌 下
剤 、 経 皮 吸 収 剤 な ど が 挙 げ ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 高 分 子 蛋 白 質 で あ る こ と か ら 、
バ イ ア ル 瓶 な ど の ガ ラ ス 容 器 や 注 射 筒 な ど へ の 吸 着 が 著 し い 上 に 不 安 定 で あ り 、 種 々 の 物
理 化 学 的 因 子 、 例 え ば 、 熱 、 ｐ Ｈ 及 び 湿 度 等 に よ り 容 易 に 失 活 す る た め 、 安 定 化 剤 、 ｐ Ｈ
調 整 剤 、 緩 衝 剤 、 可 溶 化 剤 、 界 面 活 性 剤 等 を 添 加 す る こ と に よ り 安 定 な 形 で 製 剤 化 す る こ
と が で き る 。 安 定 化 剤 と し て は グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 等 の ア ミ ノ 酸 類 、 デ キ ス ト ラ ン ４ ０ 及
び マ ン ノ ー ス 等 の 糖 類 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル 等
が 挙 げ ら れ る 。 ま た こ れ ら の 二 種 以 上 を 併 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 安 定 化 剤 の 添 加 量 は 、
抗 体 の 重 量 に 対 し て ０ ． ０ １ ～ １ ０ ０ 倍 、 特 に ０ ． １ ～ １ ０ 倍 添 加 す る の が 好 ま し い 。 緩
衝 剤 と し て は 、 例 え ば リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 緩 衝 剤 の
添 加 量 と し て は 、 例 え ば 液 状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 を 採 用 解 し た 後 の 水 量 に 対 し 、 １
～ １ ０ ｍ Ｍ と す る の が 好 ま し い 。 界 面 活 性 剤 と し て は 、 好 ま し く は ポ リ ソ ル ベ ー ト ２ ０ 、
プ ル ロ ニ ッ ク Ｆ － ６ ８ 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 、 特 に 好 ま し く は ポ リ ソ ル ベ ー ト ８ ０
が 挙 げ ら れ 、 ま た こ れ ら の ２ 種 以 上 を 併 用 し て も よ い 。 界 面 活 性 剤 の 添 加 量 と し て は 、 液
状 製 剤 あ る い は 凍 結 乾 燥 製 剤 の 再 溶 解 後 の 水 重 量 に 対 し て ０ ． ０ ０ １ ～ １ ． ０ ％ 添 加 す る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 特 に 医 療 用 ま た は 動 物 用 注 射 剤 と し て 用 い る 場 合 は 、 浸 透 圧 と し て 許 容 さ れ る 浸 透 圧 比
は １ ～ ２ が 好 ま し い 。 浸 透 圧 比 は 、 製 剤 化 に 際 し て 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 増 減 に よ り 調 製 す る
こ と が で き る 。 製 剤 中 の 抗 体 含 量 は 、 適 用 疾 患 、 適 用 投 与 経 路 な ど に 応 じ て 適 宜 調 整 す る
こ と が で き 、 ヒ ト に 対 す る ヒ ト 型 抗 体 の 投 与 量 は 、 抗 体 の ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ に 対 す る 親 和 性 、
即 ち 、 ヒ ト ｇ ｐ ４ ４ に 対 す る 解 離 定 数 （ Ｋ ｄ 値 ） に 対 し 、 親 和 性 が 高 い （ Ｋ ｄ 値 が 低 い ）
ほ ど 、 ヒ ト へ の 投 与 量 を 少 な く 薬 効 を 発 揮 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 型 抗 ｇ ｐ ４ ４ 抗 体 を ヒ
ト に 対 し て 投 与 す る 際 に は 、 約 ０ ． １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を １ ～ ３ ０ 日 間 に １ 回 投 与 す れ
ば よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 示 し て こ の 発 明 を 詳 細 か つ 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施
例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 な お 、 下 記 実 施 例 に お い て 遺 伝 子 操 作 に 関 す る 各 操 作 は 特
に 明 示 が な い 限 り 、 「 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ （ Molecular Cloning） 」 （ Sambrook, J
., Fritsch, E.F.お よ び Maniatis, T.著 , Cold SpringHarbor Laboratory Pressよ り 1989
年 に 発 刊 ） に 記 載 の 方 法 に よ り 行 う か 、 ま た は 、 市 販 の 試 薬 や キ ッ ト を 用 い る 場 合 に は 市
販 品 の 指 示 書 に 従 っ て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
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　 （ 実 施 例 １ ） 血 小 板 凝 集 を 引 き 起 こ す 癌 細 胞 で の ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の 発 現 検 討
（ １ ） 細 胞 培 養
　 マ ウ ス 脳 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 Ｍ Ｂ Ｅ Ｃ － ４ （ Tatsuta T, Naito M, Oh-hara T, Sugawara 
I, Tsuruo T. J Biol Chem. 1992; 267: 20383-91） 、 マ ウ ス リ ン パ 節 ス ト ロ ー マ 細 胞 Ｃ
Ａ － １ ２ （ Fujita N, Kataoka S, Naito M, Heike Y, Boku N, Nakajima M, Tsuruo T. C
ancer Res. 1993; 53: 5022-7） 、 マ ウ ス 結 腸 癌 細 胞 colon26と そ の サ ブ ラ イ ン で あ る Ｎ Ｌ
－ １ ４ 、 Ｎ Ｌ － １ ７ 、 Ｎ Ｌ － ４ ４ （ Watanabe M, Okochi E, Sugimoto Y, Tsuruo T. Canc
er Res. 1988; 48: 6411-6） 、 マ ウ ス Ｂ １ ６ メ ラ ノ ー マ 細 胞 の サ ブ ラ イ ン で あ る Ｂ １ ６ ／
Ｆ １ と Ｂ １ ６ ／ Ｆ １ ０ （ Watanabe M, Sugimoto Y, Tsuruo T. Cancer Res. 1990; 50: 66
57-62） 、 お よ び 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 繊 維 芽 細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） は 、 ２ ｍ Ｍ の L-グ
ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ナ マ イ シ ン お よ び 10%の heat-inactivated FBSを 加 え た
Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 培 地 で 、 ３ ７ ℃ 、 湿 度 ９ ５ ％  、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ の 条 件 下 で 培 養 し た 。 マ ウ
ス 骨 芽 細 胞 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ － Ｅ １ （ Sakamoto, S. and Sakamoto, M. Biochem. Int., 9, 51－
58, 1984） 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 細 胞 ２ ９ ３ Ｔ は 、 ２ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ
の カ ナ マ イ シ ン お よ び １ ０ ％ の heat-inactivated FBSを 加 え た ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培
地 で 、 ３ ７ ℃ 、 湿 度 ９ ５ ％ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ の 条 件 下 で 培 養 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 マ ウ ス の 正 常 腹 腔 内 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 以 下 の 方 法 に よ り 取 得 し た 。 ８ 週 齢 の Ｂ Ａ Ｌ Ｂ
／ ｃ 雌 マ ウ ス に １ ｍ Ｌ の ３ ％ チ オ グ リ コ レ ー ト 溶 液 を 腹 腔 に 注 射 し た 。 ４ 日 後 に ５ ｍ Ｌ の
Ｐ Ｂ Ｓ を 注 射 し て 、 腹 部 を 軽 く も ん で か ら 腹 腔 液 を 吸 い 取 り 、 細 胞 を 遠 心 し た 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ
で ２ 回 洗 い 細 胞 を 得 た 。 （ Gallily R, Feldman M.  Immunology. 1967 Feb;12(2):197-20
6参 照 ）
　 （ ２ ） ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ Ｍ Ｂ Ｅ Ｃ － ４ 、 Ｃ Ａ － １ ２ 、 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ － Ｅ １ 細 胞
）
　 （ １ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 培 養 し た Ｍ Ｂ Ｅ Ｃ － ４ 、 Ｃ Ａ － １ ２ お よ び Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ － Ｅ １
の 各 細 胞 を １ × １ ０ ７ 個 ず つ 回 収 し 、 ５ ０ ０ μ ｌ の lysis　 Ｂ （ ２ ５ ｍ Ｍ Tris （ ｐ Ｈ ７ ．
４ ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５ ％ 　 Na deoxycholate、 ２ ％  Nonidet P-40、 ０ ． ２ ％
　 Ｓ Ｄ Ｓ ） に 懸 濁 さ せ 、 １ ０ 分 に 1回 攪 拌 し な が ら 、 氷 上 で １ 時 間 放 置 し た 。 BCA-Protein
 Assay法 （ Pierce社 ） に て 蛋 白 定 量 後 、 Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ ２ － メ ル カ プ ト エ タ
ノ ー ル 入 り ） を ２ ０ μ ｌ ず つ 加 え 、 ５ 分 間 煮 沸 し た あ と 、 １ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
を 用 い て 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ の 後 ｇ ｐ ４ ４ 特
異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る ８ Ｆ １ １ 抗 体 (１ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ )（ Watanabe et 
al, Cancer Res, 1991） , β ア ク チ ン 抗 体 （ シ グ マ 社 ） を 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 ０ ．
０ ５ ％ 　 Tween２ ０ 入 り の Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ 分 ３ 回 洗 い 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ２ 次 抗 体 を 反 応 さ せ た 。
同 様 に 洗 浄 後 、 ECL-detectionを 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 結 果 を 図 １ の Ａ に 示 す 。 図 １ Ａ か ら 明 ら か な よ う に 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 は MC3T3-E1上 の 約 ４
４ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白 を 認 識 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 で 認 識 さ れ る 抗 原
は マ ウ ス 脳 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 MBEC-4、 マ ウ ス リ ン パ 節 ス ト ロ ー マ 細 胞 CA-12、 マ ウ ス の 正
常 腹 腔 内 マ ク ロ フ ァ ー ジ に も 認 め ら れ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 （ ３ ） Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｎ Ｌ － １ ７ 、 Ｎ Ｌ － １ ４ 、 Ｎ Ｌ － ４ ４ 、 Ｂ １ ６ Ｆ １ 、 Ｂ １ ６ Ｆ １
０ 細 胞 ）
　 （ １ ） 記 載 の 方 法 に よ り 培 養 し た NL-17, NL-14, NL-44, B16F1, B16F10の 各 細 胞 を １ ×
１ ０ ７ 個 調 製 し 、 RNA PCR Kit (AMV) Ver.2.1(宝 酒 造 )を 用 い て RNAを 調 製 し た 。 RT-PCRは
常 法 に 従 い 行 な っ た （ Morinaga Y, Fujita N, Ohishi K, Tsuruo T. Int J Cancer, 1997
, 71; 422-8） 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 の 補 正 の 為 の コ ン ト ロ ー ル と し て β ア ク チ ン の 発 現 量 を 検 出
し た 。 検 出 に 用 い た プ ラ イ マ ー は 、 β ア ク チ ン の セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 、
５ ’ － gatatcgctgcgctggtcgtcgac－ ３ ’  （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ５ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て
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、
５ ’ － caagaaggaaggctggaaaagagc－ ３ ’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ６ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ｇ ｐ ３ ８ Pの セ ン ス プ ラ イ マ ー
と し て 、
５ ’ － tcaagatgtg gaccgtgcca gtg－ ３ ’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ９ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 図 １ Ｂ ） ま た は 、
５ ’ － ctcaagcttc aagatgtgga ccgtgccagt g－ ３ ’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ １ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 図 １ Ｃ ） 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ
マ ー と し て 、
５ ’ － cgccatgggt catcttcctc cac－ ３ ’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ０ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 図 １ Ｂ ） ま た は 、
５ ’ － gaggaattcg ggcgagaacc ttccagaaat c－ ３ ’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ２ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 図 １ Ｃ ） を 用 い た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 結 果 を 図 １ の Ｂ 及 び Ｃ に 示 す 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 図 １ の Ｂ に 示 す よ う に 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 の 認 識 す る gp44（ マ ウ ス 大 腸 癌 細 胞 （ Colon 26）
と そ の サ ブ ラ イ ン の 場 合 ） と ｇ ｐ ４ ０ （ マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 場 合 ） を 発 現 し て い る 細
胞 株 で は 全 て ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 正 常 マ ウ ス 大 腸 で は ｇ ｐ ３
８ Ｐ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 が 癌 細 胞 よ り 低 い こ と が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に 、 図 １ Ｃ に 示 す よ う
に 、 Ｎ Ｌ － １ ７ 細 胞 と 比 べ て 、 血 小 板 凝 集 能 が 低 く ｇ ｐ ４ ４ の 発 現 量 が 少 な い Ｎ Ｌ － １ ４
細 胞 で は 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 に よ る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
発 現 量 も 少 な い こ と が 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 に て 確 認 さ れ た 。 つ ま り 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 は ｇ ｐ ３
８ Ｐ （ ま た は ｇ ｐ ３ ８ ） と し て 知 ら れ る 分 子 を 認 識 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 （ 実 施 例 ２ ） フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
　 配 列 番 号 １ ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る た
め 、 Ｎ Ｌ － １ ７ 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 に セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 、
5’ -ctcaagcttcaagatgtggaccgtgccagtg-3’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ７ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て
、
５ ’ － ttacttgtcgtcatcgtctttgtagtcgggcgagaaccttccagaaatc－ ３ ’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号
１ ８ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 取 得 し
た PCR産 物 を 、 Concert Rapid PCR　 Purification System (Gibco社 )を 用 い て 精 製 し 、 Xcm
 Iに よ り 切 断 し た p3Tベ ク タ ー （ MoBiTec社 ） に ligationし 、 p3T/gp38Pを 作 製 し た 。 さ ら
に p3T/gp38Pを HindIIIと NotIで 末 端 を 切 断 し 、 pcDNA3ベ ク タ ー （ Invitrogen社 ） の EcoRI-
NotIサ イ ト に つ な ぎ か え 、 pcDNA3-gp38Pを 作 製 し た 。 作 製 し た pcDNA3-gp38Pプ ラ ス ミ ド を
Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し 、 Ｇ ４ １ ８ （ １ mg/mL） で 選 択 す る こ と に よ り 、 ｇ ｐ ３ ８ Ｐ を
ス テ ー ブ ル に 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 株 を 樹 立 し た 。 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 及 び Ｃ Ｈ Ｏ
／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 を 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 で 培 養 し た 後 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗
っ て 、 遠 心 に て 回 収 し た 。 １ サ ン プ ル あ た り １ × １ ０ ６ 個 の 細 胞 に 対 し 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 を
１ μ ｇ ず つ 加 え 、 氷 上 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 PBSに て 洗 浄 後 、 抗 ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ － Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ
（ Cappel社 ） を １ ０ ０ 倍 に 希 釈 し 、 ５ ０ μ ｌ ／ サ ン プ ル で 加 え 、 氷 上 で ３ ０ 分 間 反 応 さ せ
た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 FACS Caliber (Becton Dickinson)に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 結 果 を 図 ２ の Ａ に 示 す 。 ８ Ｆ １ １ 抗 体 は Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 由 来 の サ ン プ ル に の み
に 反 応 し 、 親 株 の Ｃ Ｈ Ｏ 由 来 の サ ン プ ル に は 反 応 し な い こ と が 明 ら か と な り 、 ８ Ｆ １ １ 抗
体 は 、 ｇ ｐ ４ ４ お よ び ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の い ず れ と も 反 応 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ れ よ り
、 ｇ ｐ ３ ８ Ｐ は 、 ｇ ｐ ４ ４ に 対 応 す る 物 質 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
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【 ０ ２ ３ ５ 】
　 （ 実 施 例 ３ ） ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 CHO細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し 、 G418（ 1 mg/mL） で 選 択 す る こ と に よ り 、 空 遺 伝 子 を ス テ ー ブ
ル に 導 入 し た ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト （ CHO/Mock） を 得 た 。 ま た 、 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ヒ ト ホ モ ロ グ ｇ ｐ ３ ６ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 ヒ ト 肺 の cDNA lib
rary（ コ ス モ バ イ オ 社 ） を 鋳 型 に 、 セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 、
5’ -ctcaagcttgaacgatgtggaaggtgtcagc-3’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ９ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て
、
５ ’ － gaggaattcgggcgagtaccttcccgaca－ ３ ’ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ０ ）
に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 取 得 し
た PCR産 物 を 、 Concert Rapid PCR Purification System (Gibco社 )を 用 い て 精 製 し 、 Hind
IIIと EcoRIで 末 端 を 切 断 し て 、 Eco RIと Hind IIIで あ ら か じ め 切 断 し て お い た pcDNA3-FLA
G（ pcDNA3ベ ク タ ー （ Invitrogen社 ） の EcoRI-NotIサ イ ト に あ ら か じ め FLAGタ グ の 配 列 を
挿 入 し た も の ） ベ ク タ ー に ligationし 、 pcDNA3-gp36を 作 製 し た 。 作 製 さ れ た pcDNA3-gp36
を ス テ ー ブ ル に 導 入 し た ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト （ CHO/gp36） を 樹 立 し た 。 ま た 、 ヒ ト 胎 児
腎 細 胞 293T細 胞 に 一 過 性 に pcDNA3-gp38P、 pcDNA3-gp36、 pFLAG-CMV-2-gp38P（ pcDNA3-gp3
8Pを 鋳 型 に PCRを 行 な い 、 SIGMA社 よ り 入 手 し た pFLAG-CMV-2ベ ク タ ー の Eco RIサ イ ト に PCR
産 物 を ligationし て 作 製 し た 、 N末 に FLAGタ グ が つ く gp38P発 現 プ ラ ス ミ ド ） の 各 プ ラ ス ミ
ド を 遺 伝 子 導 入 し た 。 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ６ 細 胞 、 Ｃ
Ｈ Ｏ ／ Ｍ ｏ ｃ ｋ 細 胞 、 配 列 番 号 １ ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る ｇ ｐ ３ ８ Ｐ を コ
ー ド す る 遺 伝 子 を 一 過 性 に 発 現 さ せ た ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 お よ び 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 か ら な る ｇ ｐ ３ ６ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 一 過 性 に 発 現 さ せ た ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 実 施
例 １ の 方 法 で 培 養 し た 後 、 各 細 胞 を １ × １ ０ ７ 個 ず つ 回 収 し 、 ５ ０ ０ μ ｌ の lysis B(２ ５
ｍ Ｍ Tris (ｐ Ｈ 7.4、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５ ％  デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム （ Na d
eoxycholate） 、 ２ ％  ノ ニ デ ッ ト （ Nonidet）  P-40、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ )に 懸 濁 さ せ 、 １ ０
分 に 1回 攪 拌 し な が ら 、 氷 上 で １ 時 間 放 置 し た 。 BCA-プ ロ テ イ ン ア ッ セ イ 法 （ Pierce社 ）
に て タ ン パ ク 質 の 定 量 後 、 Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 入 り ）
を ２ ０ μ ｌ ず つ 加 え 、 ５ 分 間 煮 沸 し た あ と 、 １ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 電 気
泳 動 を 行 っ た 。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ の 後 ８ Ｆ １ １ 抗 体 (１ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ )、 β ア ク チ ン 抗 体 （ シ グ マ 社 ） を 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 ０ ． ０ ５ ％ Tween 20
入 り の Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ 分 ３ 回 洗 い 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ２ 次 抗 体 を 反 応 さ せ た 。 同 様 に 洗 浄 後 、 ECL-
detectionを 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 結 果 を 図 ２ の Ｂ に 示 す 。 ８ Ｆ １ １ 抗 体 は Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 の 約 ４ ４ ｋ Ｄ ａ の 蛋 白
を 認 識 し 、 親 株 や モ ッ ク ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト 、 ヒ ト ホ モ ロ グ ｇ ｐ ３ ６ 遺 伝 子 発 現 株 と は
反 応 し な か っ た 。 さ ら に 、 ヒ ト ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に 一 過 性 に ｇ ｐ ３ ８ Ｐ を 遺 伝 子 導 入 し た 細 胞
の 約 ４ ４ ｋ Ｄ ａ 蛋 白 質 と 反 応 す る こ と も 確 認 さ れ た 。 一 方 、 ヒ ト ホ モ ロ グ ｇ ｐ ３ ６ を 遺 伝
子 導 入 し た も の で は 反 応 し な い こ と か ら 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ｇ ｐ ３ ８ Ｐ が ８ Ｆ １ １
抗 体 の 抗 原 で あ る こ と が 確 認 さ れ 、 ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 発 現 に と も な う ２ 次 的 な 蛋 白 発 現 で は な い
こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 （ 実 施 例 ４ ） 免 沈 -ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 お よ び Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 を 実 施 例 １ の 方 法 で 培 養 し た 後 、 各 細 胞 を １
× １ ０ ７ 個 ず つ 回 収 し 、 ５ ０ ０ μ lの lysis B（ ２ ５ ｍ Ｍ  Tris-HCl (ｐ Ｈ ７ ． ４ )、 ５ ０ ｍ
Ｍ  NaCl、 ０ ． ５ ％  Na deoxycholate、 ２ ％  Nonidet P-40、 ０ ． ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） に 懸 濁 さ せ
、 １ ０ 分 に 1回 攪 拌 し な が ら 、 氷 上 で １ 時 間 放 置 し た 。 Ｃ Ｈ Ｏ 親 株 と Ｆ Ｌ Ａ Ｇ の タ グ 付 き
で あ る Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 の 細 胞 溶 解 液 か ら ８ Ｆ １ １ 抗 体 、 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 抗 体 、 正 常 ラ
ッ ト 抗 体 （ コ ン ト ロ ー ル 用 ） を 用 い て 免 疫 沈 降 し 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 ま た は ｇ ｐ ４ ４ を 認 識 す
る も う 一 つ の 抗 ｇ ｐ ４ ４ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る ２ ０ Ａ １ １ 抗 体 (Watanabe M, Okochi 
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E, Sugimoto Y, Tsuruo T. Cancer Res. 1988; 48: 6411-6参 照 。 ） を 用 い て 、 以 下 の 方
法 に よ り ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 ８ Ｆ １ １ 抗 体 、 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ － Ｍ ２ 抗 体 （ シ
グ マ 社 ） 、 コ ン ト ロ ー ル 用 正 常 ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Ｎ Ｒ 　 Ｉ ｇ Ｇ ； シ グ マ 社 ） を １ ０ μ ｇ
ず つ 、 プ ロ テ イ ン Ｇ － セ フ ァ ロ ー ス ４ Ｂ ゲ ル (Zymed社 )１ ０ μ ｌ と 氷 上 で １ 時 間 反 応 さ せ
た あ と 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 い 、 各 細 胞 の ラ イ セ ー ト を １ ０ ０ μ ｌ ず つ 加 え 、 氷 上 で １ 時 間 反 応 さ
せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 後 、 Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー （ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 入 り ） を
２ ０ μ ｌ ず つ 加 え 、 ５ 分 間 煮 沸 し た あ と 、 １ ０ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い て 電 気 泳
動 を 行 っ た 。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ の 後 ８ Ｆ １ １ 抗 体 （ １ ０ μ ｇ ／
ｍ ｌ ） 、 ２ ０ Ａ １ １ 抗 体 （ 培 養 上 清 ） を 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ レ ン を
０ ． ０ ５ ％ Tween 20入 り の Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ 分 × ３ 回 洗 い 、 抗 ラ ッ ト Ｉ ｇ Ｇ － Ｈ Ｒ Ｐ （ Ｄ Ａ Ｋ
Ｏ 社 ） を 反 応 さ せ た 。 同 様 に 洗 浄 後 、 ECL-検 出 （ detection） を 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 結 果 を 図 ２ の Ｃ に 示 す 。 そ れ ぞ れ 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に ８ Ｆ １ １ 抗 体 を 用 い た
も の を 図 ２ Ｃ 左 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ２ ０ Ａ １ １ を 用 い た も の を 図 ２ Ｃ 右 に 示 す 。 抗 FL
AG抗 体 で 免 疫 沈 降 さ れ る ｇ ｐ ３ ８ Ｐ が 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 と ２ ０ Ａ １ １ 抗 体 で 認 識 さ れ る こ と
か ら 、 ｇ ｐ ４ ４ と し て 見 つ け て い た 分 子 は ｇ ｐ ３ ８ Ｐ と 同 一 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 （ 実 施 例 ５ ） 血 小 板 凝 集 実 験
　 マ ウ ス よ り ヘ パ リ ン を 用 い て 血 液 を 採 取 し 、 ９ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で １ ０ 分 遠 心 を 行 い 、 血 小 板
が 豊 富 な 血 漿 画 分 （ Platelet-rich plasma： PRP） を 集 め た 。 こ の Ｐ Ｒ Ｐ を Ｐ Ｂ Ｓ で ３ 倍
の 体 積 に 希 釈 し 、 血 小 板 凝 集 用 の Ｐ Ｒ Ｐ と し た 。 血 小 板 凝 集 に 用 い る 細 胞 は 、 ト リ プ シ ン
で 処 理 し 回 収 し た 後 、 セ ル バ ン カ ー で 一 晩 凍 結 し た も の を 使 用 し た 。 実 際 に は マ ウ ス Ｐ Ｒ
Ｐ を ２ ０ ０ μ ｌ ず つ 分 注 し 、 ２ x１ ０ ７ cells／ ｍ ｌ の Ｃ Ｈ Ｏ 親 株 、 Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細
胞 を そ れ ぞ れ １ ０ μ ｌ ず つ 加 え 、 ヘ マ ト レ ー サ ー （ NKK HEMA TRACER I MODEL PAT-4M; Ni
ko Bioscientific CO, Tokyo, Japan） を 用 い て 血 小 板 凝 集 の 様 子 を 記 録 し た （ 参 考 文 献
： Watanabe M, Okochi E, Sugimoto Y, Tsuruo T. Cancer Res. 1988; 48: 6411-6） 。 ま
た ８ Ｆ １ １ 抗 体 に よ る 血 小 板 凝 集 抑 制 効 果 を 検 討 す る 場 合 に は 、 Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞
を コ ン ト ロ ー ル 用 Ｎ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ 　 Ｒ ａ ｔ 　 Ｉ ｇ Ｇ （ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 ； Sigma社 ） ま た は
８ Ｆ １ １ 抗 体 （ ５ ０ ０ μ ｇ ） と ２ ０ 分 氷 浴 上 で 反 応 さ せ た 後 に 上 記 の 血 小 板 凝 集 実 験 を 行
な っ た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 結 果 を 図 ３ の Ａ お よ び Ｂ に 示 す 。 図 ３ Ａ に あ る よ う に Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 の み で 血
小 板 凝 集 が 確 認 さ れ 、 ｇ ｐ ３ ８ Ｐ が 血 小 板 を 凝 集 さ せ る 活 性 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。 ま
た 図 ３ Ｂ よ り 、 こ の Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 に よ る 凝 集 は 、 細 胞 を あ ら か じ め ８ Ｆ １ １ 抗
体 と 反 応 さ せ る こ と に よ り 抑 制 さ れ る こ と か ら 、 本 結 果 の 示 す 血 小 板 凝 集 は ｇ ｐ ３ ８ 遺 伝
子 産 物 の 発 現 に よ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 （ 実 施 例 ６ ） 抗 ヒ ト gp36ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ TT679） の 作 製
Japanese White Rabbitに 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に キ ャ リ ア ー と し て Keyho
le Limpet Hemocyanin (KLH)を 共 有 結 合 さ せ た ペ プ チ ド ：
Cys Glu Gly Gly Val Ala Met Pro Gly Ala Glu Asp Asp Val Val（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２
１ ）
を 6回 免 疫 し 、 血 清 を 回 収 し た 。 血 清 を 上 記 ペ プ チ ド を セ フ ァ ロ ー ス ゲ ル に 固 相 化 し た カ
ラ ム に て affinity精 製 を 行 な っ た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 （ 実 施 例 ７ ） ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
CHO細 胞 に 発 現 す る 遺 伝 子 を 含 ん で い な い 空 の pcDNA3（ Mock） 、 pcDNA3-gp38P、 pcDNA3-gp
36、 ま た は gp38Pの 点 変 異 体 の gp38P-M41A cDNAを 含 ん だ pcDNA3プ ラ ス ミ ド （ pcDNA3-gp38P
-M41A） を 遺 伝 子 導 入 し 、 ２ ４ 時 間 後 に 1x10 7 個 ず つ 回 収 し 、 ５ ０ ０ μ lの lysis B(25 mM T
ris (pH 7.4, 50 mM NaCl, 0.5% デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム （ sodium deoxycholate）
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、 2% ノ ニ デ ッ ト （ Nonidet） P-40、 0.2% SDS) に 懸 濁 さ せ 、 １ ０ 分 に 1回 ボ ル テ ッ ク ス （ v
ortex） し な が ら 、 氷 上 で １ 時 間 放 置 し た 。 Pierce社 の BCA-Protein Assay法 に て 蛋 白 定 量
後 、 SDS sample buffer（ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 入 り ） を ２ ０ μ lず つ 加 え 、 ５ 分 間 煮
沸 し た あ と 、 10％  ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル （ polyacrylamide gel） を 用 い て 電 気 泳 動
を 行 っ た 。 PVDFメ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ の 後 、 抗 gp36ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ TT
679） 、 8F11抗 体 (10μ g/ml)を 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 0.05% Tween 20入 り の PBSで １ ０
分 ３ 回 洗 い 、 HRP標 識 ２ 次 抗 体 を 反 応 さ せ た 。 同 様 に 洗 浄 後 、 ECL-検 出 （ detection） を 行
っ た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 結 果 を 図 ４ Ａ に 示 す 。 抗 gp36ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ TT679） は CHO/gp36細 胞 由 来 の サ ン
プ ル の み に 反 応 し 、 CHO/Mock、 CHO/gp38P、 CHO/gp38P-M41Aに は 反 応 せ ず 、 一 方 8F11抗 体
は CHO/gp38P細 胞 由 来 の サ ン プ ル の み に 反 応 し 、 CHO/Mock、 CHO/gp38P-M41A、 CHO/gp36に
は 反 応 せ ず 、 作 製 さ れ た 抗 gp36ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ TT679） は 特 異 的 に ヒ ト ホ モ ロ グ gp3
6に 反 応 す る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 （ 実 施 例 ８ ） マ ウ ス ・ ヒ ト 血 小 板 凝 集 実 験
マ ウ ス ま た は ヒ ト 健 常 人 よ り ヘ パ リ ン を 用 い て 血 液 を 採 取 し 、 900rpmで １ ０ 分 間 遠 心 を 行
い 、 血 小 板 が 豊 富 な 血 漿 画 分 （ Platelet-rich plasma： PRP)を 集 め た 。 こ の PRPを PBSで ３
倍 の 体 積 に 希 釈 し 、 血 小 板 凝 集 用 の PRPと し た 。 血 小 板 凝 集 に 用 い る 細 胞 は 、 ト リ プ シ ン
で 処 理 し 回 収 し た 後 、 使 用 し た 。 実 際 に は マ ウ ス ま た は ヒ ト PRPを 200μ lず つ 分 注 し 、 ２ x
１ ０ 7 cells/mlの CHO親 株 、 CHO/gp38P、 CHO/gp36、 を そ れ ぞ れ １ ０ μ lず つ 加 え 、 ヘ マ ト レ
ー サ ー （ NKK HEMA TRACER I MODEL PAT-4M; Niko Bioscientific CO, Tokyo, Japan） を
用 い て 血 小 板 凝 集 の 様 子 を 記 録 し た （ 参 考 文 献 ： Watanabe, M., Okochi, E., Sugimoto, 
Y., and Tsuruo, T. Cancer Res. 48: 6411-6416, 1988） 。
結 果 を 図 ４ の Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ に 示 す 。 図 ４ Ｂ に 示 す よ う に 、 マ ウ ス の gp38P遺 伝 子 が 発 現 し て
い る CHO/gp38P細 胞 だ け で な く 、 gp38Pの ヒ ト ホ モ ロ グ で あ る gp36遺 伝 子 が 発 現 し て い る CH
O/gp36細 胞 に も マ ウ ス 血 小 板 凝 集 を 誘 導 す る 活 性 が あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 図 ４ Ｃ に
示 す よ う に 、 マ ウ ス の gp38P遺 伝 子 が 発 現 し て い る CHO/gp38P細 胞 に は ヒ ト 血 小 板 を 凝 集 さ
せ る 活 性 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。 さ ら に 図 ４ Ｄ に 示 す よ う に 、 ヒ ト の gp36遺 伝 子 が 発 現
し て い る CHO/gp36細 胞 に は ヒ ト 血 小 板 を 凝 集 さ せ る 活 性 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。 本 結 果
よ り 、 gp38Pと ヒ ト ホ モ ロ グ で あ る gp36に は 、 マ ウ ス ・ ヒ ト と い っ た 種 を 超 え た 血 小 板 凝
集 誘 導 活 性 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 （ 実 施 例 ９ ） 8F11抗 体 に よ る 血 小 板 凝 集 阻 害
マ ウ ス よ り ヘ パ リ ン を 用 い て 血 液 を 採 取 し 、 900rpmで １ ０ 分 間 遠 心 を 行 い 、 血 小 板 が 豊 富
な 血 漿 画 分 （ Platelet-rich plasma： PRP） を 集 め た 。 こ の PRPを PBSで ３ 倍 の 体 積 に 希 釈
し 、 血 小 板 凝 集 用 の PRPと し た 。 血 小 板 凝 集 に 用 い た CHO/gp38P細 胞 は 、 ト リ プ シ ン で 処 理
し 回 収 し た 後 、 使 用 し た 。 実 際 に は マ ウ ス PRPを 200μ lず つ 分 注 し 、 8F11抗 体 ま た は コ ン
ト ロ ー ル 用 Ｎ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ 　 Ｒ ａ ｔ 　 Ｉ ｇ Ｇ （ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 ； Sigma社 ） を 1 mg添 加 し
３ ７ ℃ で ３ ０ 分 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 ２ x１ ０ 7 cells/mlの CHO/gp38Pを １ ０ μ lず つ 加 え 、
ヘ マ ト レ ー サ ー （ NKK HEMA TRACER I MODEL PAT-4M; Niko Bioscientific CO, Tokyo, Ja
pan） を 用 い て 血 小 板 凝 集 の 様 子 を 記 録 し た （ 参 考 文 献 ： Watanabe, M., Okochi, E., Sug
imoto, Y., and Tsuruo, T. Cancer Res. 48: 6411-6416, 1988） 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 結 果 を 図 ５ Ａ に 示 す 。 8F11抗 体 は gp38Pを 恒 常 的 に 発 現 さ せ た CHO/gp38P細 胞 に よ る gp38
P依 存 的 な 血 小 板 凝 集 を 抑 制 す る こ と が 分 か り 、 コ ン ト ロ ー ル 用 Ｎ ｏ ｒ ｍ ａ ｌ 　 Ｒ ａ ｔ 　
Ｉ ｇ Ｇ （ コ ン ト ロ ー ル 抗 体 ） 添 加 で は 血 小 板 凝 集 が 抑 制 さ れ な い こ と か ら 、 8F11抗 体 は gp
38Pを 認 識 し て 結 合 す る こ と に よ り 血 小 板 凝 集 を 中 和 す る 活 性 を 示 す 抗 体 で あ る こ と が 明
ら か と な っ た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
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　 （ 実 施 例 １ ０ ） gp38Pフ ラ グ メ ン ト を 用 い た 8F11抗 体 結 合 部 位 の 同 定
全 長 gp38P遺 伝 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 に PCRを 行 な い 、 PCR産 物 を EcoRIと NheIで 処 理 し
た 後 、 pET-21a vector（ Novagen社 ） に FLAGタ グ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を あ ら か じ め 組 み 込
ん だ プ ラ ス ミ ド に ligationし た 。 こ の プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し た 大 腸 菌 を 培 養 し IPTG添 加
に よ り 発 現 誘 導 を 行 な っ た 。 こ の 大 腸 菌 の 菌 体 を 遠 心 に よ り 集 め 、 直 接 SDS sample buffe
r（ ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 入 り ） を ５ ０ μ lず つ 加 え 、 5分 間 煮 沸 し た あ と 、 10％  ポ リ
ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 PVDFメ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 ブ ロ ッ キ ン
グ の 後 、 抗 FLAG-M2抗 体 （ シ グ マ 社 ） 、 8F11抗 体 (10μ g/ml)を 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 0
.05% Tween 20入 り の PBSで １ ０ 分 間 × ３ 回 洗 浄 し 、 HRP標 識 ２ 次 抗 体 を 反 応 さ せ た 。 同 様
に 洗 浄 後 、 ECL検 出 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 結 果 を 図 ５ の Ｂ 及 び Ｃ に 示 す 。 図 ５ Ｂ に 示 す よ う に 、 8F11抗 体 は ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の Ｎ 末 か ら
４ ６ 番 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ６ 番 ） 目 以 降 を コ ー ド す る gp38Pの 遺 伝
子 断 片 か ら 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に は 強 く 反 応 す る が 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸
番 号 １ 乃 至 ４ ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド と は 、 弱 い 反 応 性 し か 示 さ
な か っ た 。 な お 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ 乃 至 ４ ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 し て い る こ と は 抗 FLAG抗 体 で 確 認 し た 。 ま た 、 8F11抗 体 は
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ 乃 至 ４ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ
チ ド に は 全 く 反 応 し な い と い う 結 果 が 得 ら れ た 。 ま た 図 ５ Ｃ に 示 す よ う に 、 N末 を 削 っ た
配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ 乃 至 １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ
リ ペ プ チ ド に は 全 く 反 応 し な い が 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ 乃 至 １ ７ ２
に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド に は 強 く 反 応 し た 。 gp38Pの 遺 伝 子 断 片 か
ら 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 8F11抗 体 の 反 応 性 を ま と め る と 図 ５ Ｄ の よ う に な る 。
8F11抗 体 の gp38P上 の 認 識 部 位 は 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ 乃 至 ４ ４ に 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ る こ と が 推 測 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ １ ） gp38Pの 点 変 異 体 を 用 い た 8F11抗 体 結 合 部 位 の 確 認
gp38P cDNA（ WT） を 用 い て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ８ の グ リ シ ン を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｇ ３ ８ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ２
に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 配 列 番 号 ２ ３ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） 、 配 列 番 号 １ ４ の ア
ミ ノ 酸 番 号 ４ ０ の グ リ シ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た
Ｇ ４ ０ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ４ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ２ ５ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す
。 ） 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の メ チ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ
ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｍ ４ １ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ６ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、
２ ７ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ２ の バ リ ン を コ ー ド す る
遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｖ ４ ２ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ８ に ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ２ ９ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ３
の プ ロ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｐ ４ ３ Ａ （ 配 列
表 の 配 列 番 号 ３ ０ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ３ １ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） 、 配 列 番 号
１ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ５ の グ リ シ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に
置 換 し た Ｇ ４ ５ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ２ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ３ ３ に ア ミ ノ 酸 配
列 を 示 す 。 ） 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ９ の リ ジ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン
を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｋ ４ ９ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ４ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示
し 、 ３ ５ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ス レ オ ニ ン を コ
ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｔ ３ ４ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３
６ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ３ ７ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸
番 号 ３ ７ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｔ ３
７ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ８ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ３ ９ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ）
、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ １ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド
す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｔ ５ １ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ０ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ４ １
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に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る
遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た Ｔ ５ ２ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ２ に ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ４ ３ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） の 各 変 異 体 を QuickChange Mutagene
sis Kit (Stratagene社 )を 用 い て 作 製 し た 。 こ れ ら 変 異 体 に 変 異 が 導 入 さ れ て い る こ と を
シ ー ケ ン ス に て 確 認 後 、 pcDNA3ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 CHO細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し た 。 遺 伝 子
導 入 ２ ４ 時 間 後 に Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 1x10 7 個 ず つ 回 収 し 、 ５ ０ ０ μ lの lysis B(25 mM Tris (pH
 7.4, 50 mM NaCl, 0.5% デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、  2% Nonidet P-40, 0.2% SDS) 
に 懸 濁 し 、 １ ０ 分 に 1回 vortexし な が ら 、 氷 上 で １ 時 間 放 置 し た 。 Pierce社 の BCA-Protein
 Assay法 に て 蛋 白 定 量 後 、 SDS sample buffer（ 2－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 入 り ） を ２ ０ μ
lず つ 加 え 、 ５ 分 間 煮 沸 し た あ と 、 10％  ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 を 行
っ た 。 PVDFメ ン ブ レ ン に 転 写 し 、 ブ ロ ッ キ ン グ の 後 、 抗 FLAG-M2抗 体 （ Sigma社 ） 、 8F11抗
体 (10μ g/ml)を 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 0.05% Tween 20入 り の PBSで １ ０ 分 ３ 回 洗 い 、 H
RP標 識 ２ 次 抗 体 を 反 応 さ せ た 。 同 様 に 洗 浄 後 、 ECL検 出 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 結 果 を 図 ６ Ａ に 示 す 。 8F11抗 体 は Ｇ ４ ０ Ａ 、 Ｍ ４ １ Ａ 、 Ｖ ４ ２ Ａ 、 Ｐ ４ ３ Ａ の 各 変 異 体
に は 反 応 せ ず 、 Ｇ ３ ８ Ａ の 変 異 体 に 対 し て は 弱 い 反 応 性 し か 示 さ な か っ た 。 そ の 他 の 変 異
体 に 対 し て 8F11抗 体 は 強 く 反 応 し た 。 よ っ て 、 先 の 図 ５ の 結 果 と 合 わ せ 、 8F11抗 体 は gp38
Pの ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４ ４ 番 目 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ 乃 至 ４ ４
） の ペ プ チ ド 配 列 を 認 識 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 （ 実 施 例 １ ２ ） ELISAに よ る 8F11抗 体 の 反 応 部 位 の 確 認
gp38P蛋 白 の ３ ９ 番 目 か ら ４ ７ 番 目 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ 乃 至 ４ ７
） の ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ 末 に シ ス テ イ ン （ Ｃ ） を 加 え た ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Asp Gly Met Val Pro Pro Gly Ile Glu Cys（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ４ ） か ら な る ペ プ チ ド
（ Ｗ Ｔ )と 、
ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の メ チ オ ニ ン を ア ラ ニ ン に し た ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Asp Gly Ala Val Pro Pro Gly Ile Glu Cys（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ５ ） か ら な る ペ プ チ ド (
Ｍ ４ １ Ａ ｐ ｔ )、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ２ の バ リ ン を ア ラ ニ ン に し た ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Asp Gly Met Ala Pro Pro Gly Ile Glu Cys（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ６ ） か ら な る ペ プ チ ド (
Ｖ ４ ２ Ａ ｐ ｔ )、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ３ の プ ロ リ ン を ア ラ ニ ン に し た ア ミ ノ 酸 配 列 :
Asp Gly Met Val Ala Pro Gly Ile Glu Cys（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ７ ） か ら な る ペ プ チ ド
（ Ｐ ４ ３ Ａ ｐ ｔ ） 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ４ の プ ロ リ ン を ア ラ ニ ン に し た ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Asp Gly Met Val Pro Ala Gly Ile Glu Cys（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ８ ） か ら な る ペ プ チ ド (
Ｐ ４ ４ Ａ ｐ ｔ )を ペ プ チ ド 合 成 機 に て 合 成 し 、 96-well plateに 固 相 化 し た 。 常 法 に 従 い （
参 考 文 献 ：  Kato, Y., Fujita, N., Yano, H., and Tsuruo, T. Cancer Res., 57, 3040-
3045, 1997） 8F11抗 体 と コ ン ト ロ ー ル ラ ッ ト 抗 体 （ Sigma社 ） の ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性
を ELISA法 に て 検 討 し た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 結 果 を 図 ６ Ｂ に 示 す 。 図 ６ Ｂ に 示 す よ う に 、 8F11抗 体 は WTペ プ チ ド に は 反 応 す る が 、 他
の 変 異 ペ プ チ ド に は 反 応 性 を 示 さ ず 、 図 ６ Ａ の 結 果 が 別 の 実 験 で 再 現 で き 、 確 か に 8F11抗
体 は gp38Pの ア ミ ノ 酸 39か ら 44番 目 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ 乃 至 ４ ４
） を 認 識 す る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 （ 実 施 例 １ ３ ） 8F11抗 体 に よ る gp38Pの 血 小 板 凝 集 阻 害 機 構 の 検 討
8F11抗 体 に よ り 認 識 さ れ る ペ プ チ ド 配 列 が gp38Pの 血 小 板 凝 集 活 性 に 必 須 で あ る な ら 、 こ
の 部 位 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 異 を 入 れ た 変 異 gp38Pに は 血 小 板 凝 集 活 性 が 認 め ら れ な い 可 能
性 が あ る 。 そ こ で 、 マ ウ ス よ り ヘ パ リ ン を 用 い て 血 液 を 採 取 し 、 900rpmで １ ０ 分 間 遠 心 を
行 い 、 血 小 板 が 豊 富 な 血 漿 画 分 （ Platelet-rich plasma： PRP） を 集 め た 。 こ の PRPを PBS
で ３ 倍 の 体 積 に 希 釈 し 、 血 小 板 凝 集 用 の PRPと し た 。 血 小 板 凝 集 に 用 い る 細 胞 は 、 ト リ プ
シ ン で 処 理 し 回 収 し た 後 、 使 用 し た 。 実 際 に は マ ウ ス PRPを 200μ lず つ 分 注 し 、 ２ x１ ０ 7 c
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ells/mlの CHO親 株 、 CHO/gp38P、 gp38Pの ４ １ 番 目 の メ チ オ ニ ン を ア ラ ニ ン に 置 換 し た M41A
-gp38P（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ ７ ） を ス テ ー ブ ル に 発 現 す る CHO/M41Aを そ れ ぞ れ １ ０ μ lず
つ 加 え 、 ヘ マ ト レ ー サ ー （ NKK HEMA TRACER I MODEL PAT-4M; Niko Bioscientific CO, T
okyo, Japan） を 用 い て 血 小 板 凝 集 の 様 子 を 記 録 し た （ 参 考 文 献 ： Watanabe, M., Okochi,
 E., Sugimoto, Y., and Tsuruo, T. Cancer Res. 48: 6411-6416, 1988） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 結 果 を 図 ６ Ｃ 及 び Ｄ に 示 す 。 図 ６ Ｃ に 示 す よ う に 、 マ ウ ス の gp38P遺 伝 子 が 発 現 し て い
る CHO/gp38P細 胞 だ け で な く 、 gp38Pの ４ １ 番 目 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４
１ ） の メ チ オ ニ ン を ア ラ ニ ン に 置 換 し た M41A-gp38Pを ス テ ー ブ ル に 導 入 し た CHO/M41A細 胞
も マ ウ ス の 血 小 板 凝 集 を 誘 導 す る 活 性 を 持 つ こ と が 確 認 さ れ た 。 こ の こ と は 図 ６ Ｄ に 示 す
よ う に 、 8F11抗 体 が 8F11認 識 部 位 近 傍 に 存 在 す る gp38Pの 糖 鎖 を 立 体 的 に 障 害 す る こ と に
よ り 、 糖 鎖 依 存 的 な 血 小 板 凝 集 を 阻 害 し て い る 可 能 性 を 示 す も の で あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 （ 実 施 例 １ ４ ） gp38P蛋 白 質 上 の 血 小 板 凝 集 に 必 須 な 部 位 の 同 定
配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 野 生 型 gp38P の ア ミ ノ 酸 番 号 ４
１ の メ チ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異 体 タ ン
パ ク 質 Ｍ ４ １ Ａ 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド
す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ３ ４ Ａ (配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ７ )、 ア ミ ノ 酸 番 号
３ ７ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異 体 タ
ン パ ク 質 Ｔ ３ ７ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ ９ ） 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ １ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す
る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ５ １ Ａ （ 配 列 表 の
配 列 番 号 ４ １ ） 、 及 び 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を
コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ５ ２ Ａ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ３ ） の 各 変
異 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 含 ん だ pcDNA3ベ ク タ ー を CHO細 胞 に 一 過 性 に 遺 伝 子 導
入 し そ れ ぞ れ の 蛋 白 を 膜 表 面 上 に 発 現 さ せ 、 ２ ４ 時 間 後 に ト リ プ シ ン で 処 理 し 回 収 し た 。
マ ウ ス よ り ヘ パ リ ン を 用 い て 血 液 を 採 取 し 、 900rpmで １ ０ 分 遠 心 を 行 い 、 血 小 板 が 豊 富 な
血 漿 画 分 （ Platelet-rich plasma： PRP） を 集 め た 。 こ の PRPを PBSで ３ 倍 の 体 積 に 希 釈 し
、 血 小 板 凝 集 用 の PRPと し た 。 実 際 に は マ ウ ス PRPを 200μ lず つ 分 注 し 、 ２ x１ ０ 7 cells/ml
濃 度 の 、 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｍ ４ １ Ａ を 一 過 性 に 発 現 さ せ た CHO/M41A、 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ
３ ４ Ａ を 一 過 性 に 発 現 さ せ た CHO/T34A、 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ３ ７ Ａ を 一 過 性 に 発 現 さ せ た
CHO/T37A、 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ５ １ Ａ を 一 過 性 に 発 現 さ せ た CHO/T51A、 及 び 変 異 体 タ ン パ
ク 質 Ｔ ５ ２ Ａ を 一 過 性 に 発 現 さ せ た CHO/T52Aを そ れ ぞ れ １ ０ μ lず つ 加 え 、 ヘ マ ト レ ー サ
ー （ NKK HEMA TRACER I MODEL PAT-4M; Niko Bioscientific CO, Tokyo, Japan） を 用 い
て 血 小 板 凝 集 の 様 子 を 記 録 し た （ 参 考 文 献 ： Watanabe, M., Okochi, E., Sugimoto, Y., 
and Tsuruo, T. Cancer Res. 48: 6411-6416, 1988） 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 結 果 を 図 ７ Ａ に 示 す 。 図 ７ Ａ に 示 す よ う に 、 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ３ ４ Ａ を 一 過 性 に 発 現
さ せ た CHO/T34A細 胞 に は マ ウ ス の 血 小 板 凝 集 を 誘 導 す る 活 性 が 全 く な い こ と が 分 か り 、 ３
４ 番 目 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ ） の ス レ オ ニ ン が 血 小 板 凝 集 に 必 須 な
部 位 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の 部 位 は 図 ７ Ｂ に 示 す よ う に 、 ス レ オ ニ ン の 次 に プ
ロ リ ン が 続 く 部 位 で あ り 、 糖 鎖 が つ き や す い 部 位 で あ る こ と が 知 ら れ て い る （ 参 考 文 献 ：
Yoshida, A., Suzuki, M., Ikenaga, H., and Takeuchi, M. J. Biol. Chem. 272: 16884
-16888, 1997） 。 こ の 部 位 （ 図 ７ Ｂ の ＊ マ ー ク の 部 位 ） は マ ウ ス の gp38Pだ け で な く 、 他
の ヒ ト （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ ） ・ ラ ッ ト （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ
ノ 酸 番 号 ３ ４ ） ・ イ ヌ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ あ る い は ア ミ ノ 酸 番 号 ５
０ ） の ホ モ ロ グ に も 保 存 さ れ て い る こ と が 、 そ れ ぞ れ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し た 図 ７ Ｂ よ
り 分 か り 、 血 小 板 凝 集 活 性 に 重 要 な 部 位 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 （ 実 施 例 １ ５ ） ヒ ト ホ モ ロ グ gp36蛋 白 質 上 の 血 小 板 凝 集 に 必 須 な 部 位 の 同 定
野 生 型 gp36 cDNA（ WT） と そ の ５ ２ 番 目 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ ） の ス
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レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た gp36-T52A（ 配 列
表 の 配 列 番 号 ４ ９ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ５ ０ に ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） 、 配 列 表 の
配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ５ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る
遺 伝 子 に 置 換 し た gp36-T55A（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ １ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 ５ ２ に
ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 ） の 各 変 異 体 を コ ー ド す る cDNAを 含 ん だ pcDNA3ベ ク タ ー を CHO細 胞
に 一 過 性 に 遺 伝 子 導 入 し そ れ ぞ れ の 蛋 白 を 膜 表 面 上 に 発 現 さ せ 、 ２ ４ 時 間 後 に ト リ プ シ ン
で 処 理 し 回 収 し た 。 マ ウ ス よ り ヘ パ リ ン を 用 い て 血 液 を 採 取 し 、 900rpmで １ ０ 分 遠 心 を 行
い 、 血 小 板 が 豊 富 な 血 漿 画 分 （ Platelet-rich plasma： PRP） を 集 め た 。 こ の PRPを PBSで
３ 倍 の 体 積 に 希 釈 し 、 血 小 板 凝 集 用 の PRPと し た 。 実 際 に は マ ウ ス PRPを 200μ lず つ 分 注 し
、 ２ x１ ０ 7 cells/mlの 野 生 型 gp36を 一 過 性 に 発 現 さ せ た CHO/gp36、 gp36の ５ ２ 番 目 （ 配 列
表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ ） の ス レ オ ニ ン を ア ラ ニ ン に 置 換 し た gp36-T52Aを 一
過 性 に 発 現 さ せ た CHO/gp36-T52A、 gp36の ５ ５ 番 目 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号
５ ５ ） の ス レ オ ニ ン を ア ラ ニ ン に 置 換 し た gp36-T55Aを 一 過 性 に 発 現 さ せ た CHO/gp36-T55A
を そ れ ぞ れ １ ０ μ lず つ 加 え 、 ヘ マ ト レ ー サ ー （ NKK HEMA TRACER I MODEL PAT-4M; Niko 
Bioscientific CO, Tokyo, Japan） を 用 い て 血 小 板 凝 集 の 様 子 を 記 録 し た （ 参 考 文 献 ： Wa
tanabe, M., Okochi, E., Sugimoto, Y., and Tsuruo, T. Cancer Res. 48: 6411-6416, 
1988） 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 結 果 を 図 ７ Ｃ に 示 す 。 図 ７ Ｃ に 示 す よ う に 、 gp36-T52Aを 一 過 性 に 発 現 さ せ た CHO/gp36-
T52A細 胞 に は マ ウ ス の 血 小 板 凝 集 を 誘 導 す る 活 性 が 全 く な い こ と が 分 か り 、 配 列 番 号 ８ の
ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ス レ オ ニ ン が 血 小 板 凝 集 に 必 須 な 部 位 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
こ の 部 位 は 図 ７ Ｂ に 示 す よ う に 、 gp38Pと ホ モ ロ ジ ー の 極 め て 高 い 部 位 で あ り 、 か つ gp38P
同 様 に ス レ オ ニ ン の 次 に プ ロ リ ン が 続 く 部 位 で 糖 鎖 が つ い て い る 可 能 性 が 高 い 部 位 で あ る
こ と が 知 ら れ て い る （ 参 考 文 献 ： Yoshida, A., Suzuki, M., Ikenaga, H., and Takeuchi
, M. J. Biol. Chem. 272: 16884-16888, 1997） 。 ま た 、 犬 の ホ モ ロ グ に 関 し て は 、 こ の
ス レ オ ニ ン に 糖 鎖 が 結 合 し て い る 可 能 性 を Edman分 解 後 の シ ー ケ ン ス の 際 に 読 め な い こ と
か ら 示 唆 し て い る （ 参 考 文 献 ： Zimmer, G., Lottspeich, F., Maisner, A., Klenk, H. D
., and Herrler, G. Biochem. J. 326: 99-108, 1997） 。 よ っ て 、 種 を 超 え て 保 存 さ れ て
い る こ の 部 位 （ 図 ７ Ｂ の ＊ マ ー ク の 部 位 ） が 血 小 板 凝 集 誘 導 活 性 に 極 め て 大 事 な 部 位 で あ
る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ ６ ） ヒ ト ホ モ ロ グ gp36遺 伝 子 の 腸 癌 に お け る 発 現 上 昇
　 Cancer Profiling Array II（ BD Biosciences社 ） は 、 様 々 な 癌 患 者 （ 160症 例 ） の 癌 部
（ T） と 非 癌 部 （ N） か ら mRNAを 抽 出 し 、 cDNAに 変 換 し 、 ４ 種 類 の house-keeping遺 伝 子 で c
DNAの 量 を 各 々 補 正 し た 後 に ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 上 に 固 相 化 し た も の で あ る 。 こ の Cancer 
Profiling Array IIメ ン ブ レ ン に 3 2 Pラ ベ ル し た ヒ ト ホ モ ロ グ gp36遺 伝 子 を プ ロ ー ブ と し
て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 各 々 の dotに お け る 放 射 比 活 性 を BAS1000 phosphoimage analyzer（
フ ジ フ ィ ル ム 社 ） に て 可 視 化 ・ 定 量 化 し 、 gp36遺 伝 子 の 癌 に お け る 発 現 レ ベ ル の 検 討 を 行
な っ た 。 基 本 的 な 方 法 は BD Biosciences社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た （ 参 考 文 献 ： Wiechen,
 K., Diatchenko, L., Agoulnik, A., Scharff, K. M., Schober, H., Arlt, K., Zhumab
ayeva, B., Siebert, P. D., Dietel, M., Schafer, R., and Sers, C. Am. J. Pathol. 
159, 1635-1643, 2001） 。 ま た 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） で の 発 現 の 差 異 は 、 Cancer Profi
ling Array IIメ ン ブ レ ン に 3 2 Pラ ベ ル し た ヒ ト ユ ビ キ チ ン 遺 伝 子 を コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ
と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 BAS1000 phospho-image analyzerに て 可 視 化 ・ 定 量 化 し て gp36
遺 伝 子 の 放 射 比 活 性 を 補 正 し 、 各 々 の 患 者 の 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） の 発 現 の 比 率 を 計 算
し た 。 ま た 、 Cancer Profiling Array II に 固 相 化 さ れ て い る 大 腸 癌 患 者 No.5と 小 腸 癌 患
者 No.2の cDNAを BD Biosciences社 よ り 購 入 し 、 こ れ を templateと し て gp36遺 伝 子 を 増 幅 す
る プ ラ イ マ ー ：
5’ -TGTGGAAGGTGTCAGCTCTG-3’ （ セ ン ス ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ３ ）
5’ -TTAGGGCGAGTACCTTCCCG-3’ （ ア ン チ セ ン ス ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ４ ）
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コ ン ト ロ ー ル 用 Ribosomal protein S9遺 伝 子 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー ：
5’ -GATGAGAAGGACCCACGGCGTCTGTTCG-3’ （ セ ン ス ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ５ ）
5'-GAGACAATCCAGCAGCCCAGGAGGGACA-3’ （ ア ン チ セ ン ス ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ６ ） を 用 い
て PCRを 行 な っ た 。 PCRの 条 件 と し て は 、 BD Biosciences社 の 推 奨 す る プ ロ ト コ ー ル に 従 い
、 ９ ４ ℃ 30秒 後 、 35回 ９ ４ ℃ 30秒 ・ ６ ８ ℃ 2分 の PCRを 行 な い 、 最 終 的 に 68℃ で 5分 間 反 応
液 を 熱 し た 後 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 を 行 な っ た 。
結 果 を 追 加 図 ８ の Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 及 び Ｄ に 示 す 。 図 ８ Ａ に 示 す よ う に 、 gp36遺 伝 子 を プ ロ ー ブ
と し て 用 い た 場 合 に は 、 gp36遺 伝 子 の 発 現 が Colon（ 結 腸 ） 、 Rectum（ 直 腸 ） 、 Small int
estine（ 小 腸 ） の 癌 部 （ T） に お い て ９ ０ ％ 以 上 の 確 率 で 非 癌 部 （ N） に 比 べ 上 昇 し て い る
こ と が 認 め ら れ る 。 一 方 、 Lung（ 肺 ） 、 Breast（ 乳 房 ） 、 Ovary（ 卵 巣 ） の 癌 部 （ T） と 非
癌 部 （ N） で は あ ま り gp36の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に は 変 化 が 認 め ら れ ず 、 腸 癌 で 特 異 的 に gp3
6遺 伝 子 の 発 現 上 昇 が 認 め ら れ た 。 さ ら に ユ ビ キ チ ン 遺 伝 子 を コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ と し
て 用 い て 、 メ ン ブ レ ン 上 の cDNAの 量 を 補 正 し 、 各 々 の 患 者 の 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） に お
け る gp36遺 伝 子 の 発 現 量 の 比 を 計 算 し た 結 果 を 追 加 図 ５ Bに 示 す 。 ま た 他 の 臓 器 由 来 の 癌
に お け る gp36遺 伝 子 の 発 現 量 の 比 を 計 算 し た 結 果 を 追 加 図 ５ Cに 示 す 。 こ れ ら の 図 か ら も
分 か る よ う に Colon（ 結 腸 ） 、 Rectum（ 直 腸 ） 、 Small intestine（ 小 腸 ） 、 Testis（ 精 巣
） の 癌 部 （ T） に お い て 高 頻 度 に gp36遺 伝 子 の 発 現 量 の 増 加 が 確 認 さ れ 、 gp36発 現 の 有 無
が 腸 及 び 精 巣 の 癌 の 診 断 マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。 ま た こ の Cancer
 Profiling Array IIの 結 果 が 正 し い こ と を 証 明 す る た め に 、 Cancer Profiling Array II
で 固 相 化 さ れ て い る 大 腸 癌 患 者 No.5と 小 腸 癌 患 者 No.2の cDNA（ 図 ８ Ａ で 数 字 の 周 り を 円 で
囲 っ て い る サ ン プ ル ） を 用 い て 、 gp36遺 伝 子 の プ ラ イ マ ー で PCRを 行 な っ た 結 果 、 確 か に
癌 部 （ T） よ り 調 製 し た cDNAに お い て gp36遺 伝 子 の 発 現 量 が 非 癌 部 （ N） に 比 べ 多 い こ と が
確 認 さ れ た （ 図 ８ Ｄ ） 。 尚 、 コ ン ト ロ ー ル 用 に ribosomal protein S9を 増 幅 す る プ ラ イ マ
ー で 同 様 に PCRを 行 な っ た 結 果 、 PCRに 用 い た 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） の cDNA量 は 等 し い こ
と が 確 認 さ れ て い る （ 図 ８ Ｄ 下 図 ） 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 （ 実 施 例 １ ７ ） ヒ ト ホ モ ロ グ gp36蛋 白 質 の 結 腸 癌 に お け る 発 現
ヒ ト 結 腸 癌 に お け る gp36蛋 白 質 発 現 増 加 を 検 討 す る た め に 、 ヒ ト 結 腸 癌 組 織 お よ び 正 常 結
腸 組 織 の 切 片 に 対 す る 免 疫 組 織 染 色 を 行 な っ た 。 具 体 的 に は 、 Ambion社 よ り LandMark Tis
sue Microarrays Low Density Colorectalを 購 入 し 、 こ れ を 上 述 の 抗 ヒ ト gp36ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ る TT679抗 体 を 用 い て 免 疫 染 色 し た 。 こ の MicroArrayは 直 径 600 μ mの ニ ー ド
ル で パ ン チ し た 結 腸 癌 と 正 常 組 織 の ホ ル マ リ ン 固 定 さ れ た 組 織 切 片 を ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に
の せ 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た も の で あ る 。 こ の 組 織 切 片 に 対 し て 、 TT679抗 体 を 一 次 抗 体 と
し て 反 応 さ せ 、 二 次 抗 体 に は ビ オ チ ン 標 識 抗 rabbit抗 体 を 用 い 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 st
reptoavidin（ DAKO社 、 LSAB2 kit） を 反 応 後 DABを 基 質 と し て 発 色 さ せ て 、 抗 体 が 反 応 し
て い る 部 分 は 茶 色 に 染 ま る よ う に し た 。 ヘ マ ト キ シ レ ン ・ エ オ ジ ン （ H&E） 染 色 し た 各 々
の 組 織 の 写 真 は 、 Ambion社 に お い て H&E染 色 さ れ た サ ン プ ル を 写 真 に と っ た も の で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 結 果 を 図 ９ に 示 す 。 図 ９ の Ａ 及 び Ｃ に あ る よ う に 、 ヒ ト 結 腸 癌 の 組 織 切 片 に 対 し て TT67
9抗 体 は 強 い 反 応 性 を 示 し た が 、 正 常 な 結 腸 の 組 織 切 片 に 対 し て は ほ と ん ど 反 応 性 を 示 さ
ず （ 図 ９ Ｅ ） 、 gp36は 図 ８ で 示 し た 遺 伝 子 レ ベ ル だ け で な く 、 蛋 白 質 レ ベ ル で も 確 か に 腸
癌 で 発 現 が 上 昇 し て い る こ と が 示 さ れ 、 腸 癌 の 診 断 に お い て 、 ｇ ｐ ４ ４ の ヒ ト ホ モ ロ グ gp
36の 発 現 上 昇 が マ ー カ ー と な る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 （ 実 施 例 １ ８ ） ヒ ト ホ モ ロ グ gp36発 現 レ ベ ル と 結 腸 癌 転 移 と の 相 関
Cancer Profiling Array（ BD Biosciences社 ） は 、 上 述 の Cancer Profiling Array　 IIと
同 様 に 、 様 々 な 癌 患 者 （ 241症 例 ） の 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） 、 さ ら に は 幾 つ か の 症 例 で
は 転 移 部 （ M） か ら mRNAを 抽 出 し 、 cDNAに 変 換 し 、 ４ 種 類 の house-keeping遺 伝 子 で cDNAの
量 を 各 々 補 正 し た 後 に ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン 上 に 固 相 化 し た も の で あ る 。 こ の Cancer Profi
ling Arrayメ ン ブ レ ン に 3 2 Pラ ベ ル し た ヒ ト gp36遺 伝 子 を プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ
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し 、 各 々 の dotに お け る 放 射 比 活 性 を BAS1000 phosphoimage analyzer（ フ ジ フ ィ ル ム 社 ）
に て 可 視 化 ・ 定 量 化 し 、 gp36遺 伝 子 の 原 発 巣 ・ 転 移 巣 に お け る 発 現 レ ベ ル の 検 討 を 行 な っ
た 。 基 本 的 な 方 法 は BD Biosciences社 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ た （ 参 考 文 献 ： Wiechen, K.,
 Diatchenko, L., Agoulnik, A., Scharff, K. M., Schober, H., Arlt, K., Zhumabayev
a, B., Siebert, P. D., Dietel, M., Schafer, R., and Sers, C. Am. J. Pathol. 159,
 1635-1643, 2001） 。 ま た 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） 、 転 移 部 （ M） で の 発 現 の 差 異 は 、 Can
cer Profiling Array メ ン ブ レ ン に 3 2 Pラ ベ ル し た ヒ ト ユ ビ キ チ ン 遺 伝 子 を コ ン ト ロ ー ル
プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 BAS1000 phospho-image analyzerに て 可 視 化 ・ 定 量 化
し て gp36遺 伝 子 の 放 射 比 活 性 を 補 正 し 、 各 々 の 患 者 の 非 癌 部 （ N） で の 発 現 を １ と し た 際
の 比 率 で 癌 部 （ T） と 転 移 部 （ M） で の 発 現 比 率 を 計 算 し た 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 結 果 を 図 １ ０ の Ａ 及 び Ｂ に 示 す 。 図 １ ０ Ａ に あ る よ う に 、 ヒ ト ホ モ ロ グ gp36遺 伝 子 を プ
ロ ー ブ と し て 用 い た 場 合 に は 、 gp36遺 伝 子 の 発 現 が 大 腸 癌 の 癌 部 （ T） で 非 癌 部 （ N） よ り
多 く な っ て い る こ と が 分 か る 。 さ ら に 転 移 部 （ M） で は さ ら に gp36遺 伝 子 発 現 が 増 加 し て
い る 場 合 が 多 い こ と が 分 か る 。 ユ ビ キ チ ン 遺 伝 子 を コ ン ト ロ ー ル プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、
メ ン ブ レ ン 上 の cDNAの 量 を 補 正 し 、 各 々 の 患 者 の 非 癌 部 （ N） に お け る gp36遺 伝 子 の 発 現
量 を １ と し た 際 の 癌 部 （ T） と 転 移 部 （ M） の 比 を 計 算 し た 結 果 を 図 １ ０ Ｂ に 示 す 。 そ の 結
果 、 明 ら か に 転 移 部 （ M） で の gp36発 現 が 癌 部 （ T） 、 さ ら に は 非 癌 部 （ N） よ り 増 加 し て
い る 場 合 が 多 く 、 こ の 結 果 よ り gp36遺 伝 子 発 現 が 大 腸 癌 の 転 移 促 進 に 関 わ っ て い る こ と が
明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 （ 実 施 例 １ ９ ） ヒ ト ホ モ ロ グ gp36発 現 に 伴 う 肺 転 移 増 加
　 実 施 例 ３ に 記 載 し た 方 法 に よ り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら
な る ヒ ト ホ モ ロ グ gp36遺 伝 子 を 含 ん だ pcDNA3-gp36プ ラ ス ミ ド 及 び コ ン ト ロ ー ル と し て gp3
6遺 伝 子 を 含 ま な い pcDNA3プ ラ ス ミ ド を CHO細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し 、 G418（ 1 mg/mL） に 対 す
る 耐 性 で 選 択 し た 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 こ こ で 樹 立 さ れ た 細 胞 株 の う ち 、 ヒ ト ホ モ ロ グ gp36を ス テ ー ブ ル に 発 現 し て い る 細 胞 株
を CHO/gp36細 胞 と 命 名 し 、 gp36遺 伝 子 を 含 ま な い pcDNA3プ ラ ス ミ ド を 含 ん だ 細 胞 株 を CHO/
mock細 胞 と 命 名 し た 。 CHO/gp36細 胞 及 び CHO/mock細 胞 を 実 施 例 １ に 記 載 の 方 法 で 培 養 し た
後 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 PBSで 洗 っ て 、 遠 心 に て 回 収 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 CHO/gp36細 胞 及 び CHO/mock細 胞 を そ れ ぞ れ 、 Hanks’  Balanced Salt Solution（ マ グ ネ
シ ウ ム ・ カ ル シ ウ ム 不 含 ：  0.40 g/L KCl、 0.06 g/L KH2PO4、 8.0 g/L NaCl、 0.35 g/L N
aHCO3、 0.048 g/L Na2HPO4、 1.00 g/L D-Glucose、 0.01 g/L Phenol Red） に 1 mL当 た り 2
.5X10 6 個 の 細 胞 濃 度 に な る よ う に 調 製 し た 。 調 製 し た 各 細 胞 を 含 む 溶 液 を BALB/cヌ ー ド マ
ウ ス （ チ ャ ー ル ズ リ バ ー ・ ジ ャ パ ン よ り 購 入 、 ５ 週 齢 ・ メ ス ） の 尾 静 脈 よ り 200μ Lず つ （
5X10 5 細 胞 ／ マ ウ ス ） 移 植 し た （ 参 考 文 献 ： Sugimoto, Y., Watanabe, M., Oh-hara, T., 
Sato, S., Isoe, T., and Tsuruo, T. Cancer Res. 51: 921-925, 1991） 。 細 胞 を 移 植 し
た ヌ ー ド マ ウ ス を 移 植 １ ９ 日 後 に エ ー テ ル 麻 酔 下 に て 屠 殺 し 、 肺 を 摘 出 し た 。 摘 出 し た 肺
を 飽 和 ピ ク リ ン 酸 に て 固 定 し 、 肺 結 節 を 可 視 化 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 結 果 を 図 １ １ に 示 す 。 CHO/mock細 胞 を 移 植 し た ヌ ー ド マ ウ ス の 肺 に は ほ と ん ど 転 移 結 節
が 認 め ら れ な い の に 対 し 、 CHO/gp36細 胞 を 移 植 し た ヌ ー ド マ ウ ス の 肺 は 、 肺 自 体 の 大 き さ
も 大 き く な っ て い る だ け で な く 、 肺 表 面 に 多 数 の 結 節 が 認 め ら れ た 。 ま た そ の 転 移 結 節 数
を 測 定 し た 結 果 、 CHO/mock細 胞 を 移 植 し た 場 合 に は ２ ～ ４ 個 で あ る の に 対 し 、 CHO/gp36細
胞 を 移 植 し た 場 合 に は ７ ８ ～ １ ０ ６ 個 で あ り 、 gp36発 現 に 伴 い 肺 転 移 が 劇 的 に 増 加 す る こ
と が 明 ら か と な り 、 ｇ ｐ ４ ４ の ヒ ト ホ モ ロ グ gp36の 発 現 と 転 移 形 成 に 相 関 が あ る こ と が 確
認 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
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　 （ 実 施 例 ２ ０ ） 肺 癌 の 組 織 型 と ヒ ト ホ モ ロ グ gp36遺 伝 子 発 現 と の 相 関
　 実 施 例 １ ６ に 記 載 の 方 法 に よ り 、 Cancer Profiling Array II（ BD Biosciences社 ） 及
び Cancer Profiling Array（ BD Biosciences社 ） メ ン ブ レ ン に 3 2 Pラ ベ ル し た ヒ ト ホ モ ロ
グ gp36遺 伝 子 及 び 3 2 Pラ ベ ル し た ヒ ト ユ ビ キ チ ン 遺 伝 子 を プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し 、 各 々 の dotに お け る 放 射 比 活 性 を BAS1000 phosphoimage analyzer（ フ ジ フ ィ ル ム 社 ）
に て 定 量 化 し 、 gp36遺 伝 子 の 肺 癌 に お け る 発 現 レ ベ ル の 検 討 を 行 な っ た 。 ま た Cancer Pro
filing Array II及 び Cancer Profiling Arrayに 添 付 の 各 々 の 癌 に お け る 組 織 型 を 参 考 に
、 gp36遺 伝 子 発 現 レ ベ ル と 肺 癌 の 組 織 型 と の 相 関 を 検 討 し た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 結 果 を 図 １ ２ に 示 す 。 Cancer Profiling Array II及 び Cancer Profiling Arrayで 重 複
し て い る サ ン プ ル を 除 き 、 腺 癌 １ ３ 症 例 と 扁 平 上 皮 癌 １ ５ 症 例 に お け る ヒ ト ホ モ ロ グ gp36
遺 伝 子 の 発 現 を プ ロ ッ ト し た 。 そ の 結 果 、 扁 平 上 皮 癌 は 腺 癌 よ り gp36の 発 現 が 上 昇 し て い
る 症 例 が 多 い こ と が 明 ら か と な っ た 。 カ ッ ト オ フ 値 を 1.5に と っ た 場 合 、 癌 部 で 発 現 上 昇
し て い る 腺 癌 症 例 は ０ で あ る の に 対 し 、 扁 平 上 皮 癌 の 場 合 に は １ ５ 症 例 中 １ ０ 症 例 で gp36
遺 伝 子 発 現 上 昇 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 （ 実 施 例 ２ １ ） 肺 癌 の 組 織 型 と ヒ ト ホ モ ロ グ ｇ ｐ ３ ６ 発 現 と の 相 関
　 ヒ ト 肺 癌 に お け る ｇ ｐ ３ ６ の 蛋 白 質 と し て の 発 現 を 検 討 す る た め に 、 ヒ ト 肺 癌 組 織 及 び
正 常 肺 組 織 の 切 片 に 対 す る 免 疫 組 織 染 色 を 行 な っ た 。 具 体 的 に は 、 実 施 例 １ ７ に 記 載 の La
ndMark Low Density Lung Tissue Microarrays（ カ タ ロ グ ナ ン バ ー 3172、 ロ ッ ト ナ ン バ ー
122P14A） を 用 い て 、 実 施 例 ６ に 記 載 の 抗 ヒ ト gp36ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る TT679抗 体 を
用 い て 免 疫 染 色 し た 。 こ の MicroArrayは 実 施 例 １ ７ と 同 様 に 直 径 600μ mの ニ ー ド ル で パ ン
チ し た 肺 癌 と 正 常 肺 組 織 の ホ ル マ リ ン 固 定 さ れ た 組 織 切 片 を ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に の せ 、 パ
ラ フ ィ ン 包 埋 し た も の で あ る 。 こ の 組 織 切 片 に 対 し て 、 TT679抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 反 応
さ せ 、 二 次 抗 体 に は ビ オ チ ン 標 識 抗 ウ サ ギ 抗 体 を 用 い 、 ビ オ チ ン 標 識 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ・
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合 体 （ DAKO社 、 CSA System） を 反 応 さ せ 、 さ ら に ビ オ チ ン 標 識 タ イ
ラ マ イ ド と ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 反 応 後 DABを 基 質 と し て 発 色 さ せ
て 、 抗 体 が 反 応 し て い る 部 分 は 染 色 す る よ う に し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 結 果 を 図 １ ３ に 示 す 。 図 １ ３ の 上 部 ３ つ の 写 真 に あ る よ う に 、 扁 平 上 皮 癌 で は 染 色 さ れ
て い る 癌 細 胞 が 多 数 認 め ら れ る が 、 腺 癌 お よ び 正 常 肺 は 全 く 染 ま っ て お ら ず 、 扁 平 上 皮 癌
特 異 的 に ｇ ｐ ３ ６ が 発 現 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 LandMark Low Density Lung Tissue
 Microarrays上 に あ る 扁 平 上 皮 癌 ８ 症 例 中 、 ７ 症 例 （ 87.5 %） で gp36の 発 現 が 陽 性 で あ っ
た が 、 腺 癌 で は １ ３ 症 例 中 gp36の 発 現 が 陽 性 で あ っ た の は ２ 症 例 （ 15.4 %） だ け で あ り 、
実 施 例 ２ ０ の 結 果 と 合 わ せ 、 扁 平 上 皮 癌 で 特 異 的 に ｇ ｐ ４ ４ の ヒ ト ホ モ ロ グ gp36の 蛋 白 質
レ ベ ル で の 発 現 が 上 昇 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 （ 製 剤 例 １ ） ソ フ ト カ プ セ ル 剤
消 化 性 油 状 物 、 例 え ば 、 大 豆 油 、 綿 実 油 又 は オ リ ー ブ 油 中 に 入 れ た 、 以 下 の （ ａ ） 乃 至 （
ｌ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ア ン チ セ ン ス 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 混 合 物 を 調 製 し 、 正 置 換 ポ ン プ で ゼ ラ チ ン 中 に 注 入 し て 、 10 mgの 活 性 成 分 を 含 有
す る ソ フ ト カ プ セ ル を 得 、 洗 浄 後 、 乾 燥 す る ：
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ０ １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ １ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
（ ｄ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ４ ８ ９ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
；
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（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ３ の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ５ ４ ０ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 ；
（ ｆ ） 上 記 （ ａ ） 乃 至 （ ｅ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 相 補 的 な ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 血
小 板 凝 集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド
配 列
（ ｇ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｈ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ６ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｉ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ９ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｊ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ６ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｋ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 １ か ら １ ７ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
（ ｌ ） 上 記 （ ｇ ） 乃 至 （ ｋ ） の い ず れ か 一 つ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は
数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 、 血 小 板 凝
集 促 進 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 （ 製 剤 例 ２ ） 錠 剤
　 常 法 に 従 っ て 、 10 mgの 製 剤 例 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ２ 、 0.2 mgの コ ロ イ ド 性
二 酸 化 珪 素 、 5 mgの ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 275 mgの 微 結 晶 性 セ ル ロ ー ス 、 11 mg の
デ ン プ ン 及 び 98.8 mg の ラ ク ト ー ス を 用 い て 製 造 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 尚 、 所 望 に よ り 、 剤 皮 を 塗 布 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 （ 製 剤 例 ３ ） 懸 濁 剤
　 5 ml中 に 、 10 mgの 製 剤 例 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 100 mgの ナ ト リ ウ ム カ ル ボ
キ シ 基 メ チ ル セ ル ロ － ス 、 5 mgの 安 息 香 酸 ナ ト リ ウ ム 、 1.0 g の ソ ル ビ ト ー ル 溶 液  (日 本
薬 局 方 ) 及 び 0.025 mlの バ ニ リ ン を 含 有 す る よ う に 製 造 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 （ 製 剤 例 ４ ） 注 射 剤
　 1.5 重 量 % の 製 剤 例 １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 10容 量 % の プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー
ル 中 で 撹 拌 し 、 次 い で 、 注 射 用 水 で 一 定 容 量 に し た 後 、 滅 菌 し て 製 造 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ７ ７ 】
【 図 １ 】 Ａ ： マ ウ ス 脳 毛 細 血 管 内 皮 細 胞 MBEC-4、 マ ウ ス リ ン パ 節 ス ト ロ ー マ 細 胞 CA-12、
マ ウ ス 骨 芽 細 胞 MC3T3-E1、 正 常 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び LPS刺 激 し た 活 性 化 マ ウ ス マ
ク ロ フ ァ ー ジ の 細 胞 溶 解 液 を 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た
結 果 を 示 し た 図 で あ る 。 左 よ り 、 Ｍ Ｂ Ｅ Ｃ － ４ 、 Ｃ Ａ － １ ２ 、 Ｍ Ｃ ３ Ｔ ３ － Ｅ １ 、 正 常 マ
ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ の 順 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 Ｂ ： マ ウ ス 大 腸 癌 Colon 26細 胞 の サ ブ ラ イ ン で あ る NL-17、 NL-44、 Colon 26、 マ ウ ス メ
ラ ノ ー マ B16細 胞 の サ ブ ラ イ ン で あ る B16/F1、 B16/F10及 び 正 常 マ ウ ス 大 腸 よ り 調 製 し た mR
NAを 、 gp38Pの プ ラ イ マ ー を 用 い て RT-PCRを 行 な っ た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。 左 か ら 、 マ
ー カ ー （ ６ ０ ３ ｂ ｐ ） 、 NL-17、 NL-44、 Colon 26、 B16/F1、 B16/F10、 正 常 マ ウ ス 大 腸 の
順 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 Ｃ ： NL-17と NL-14の 細 胞 よ り 調 製 し た mRNAを 、 gp38Pお よ び β ア ク チ ン の プ ラ イ マ ー を
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用 い て RT-PCRを 行 な っ た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 Ａ ： Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 と 親 株 （ Parental CHO） の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の
結 果 を 示 す 。 縦 軸 に は 細 胞 数 を 、 横 軸 に は 蛍 光 強 度 を 示 す 。 親 株 に は ８ Ｆ １ １ 抗 体 が 反 応
し な か っ た た め 蛍 光 強 度 の 強 い （ ８ Ｆ １ １ 抗 体 で 認 識 さ れ て い る ） 細 胞 は 存 在 し な い （ ピ
ー ク が 左 に よ っ て い る ） が 、 Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 に 対 し て は ８ Ｆ １ １ 抗 体 が 反 応 し て
蛍 光 強 度 の 強 い 細 胞 が 多 く 存 在 し て い る （ ピ ー ク が 右 に シ フ ト し て い る ） 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 Ｂ ： ８ Ｆ １ １ 抗 体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示 す 。 左 か ら 、 CHO/Mock
細 胞 、 CHO/gp38P細 胞 、 CHO/gp36細 胞 、 293T細 胞 に 一 過 性 （ transient） に pcDNA3-FLAG-gp
38Pを 導 入 し た 細 胞 、 同 じ く pcDNA3-FLAG-gp36を 導 入 し た 細 胞 、 pFLAG-CMV-2-gp38Pを 導 入
し た 細 胞 （ 右 端 ２ レ ー ン ） の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 Ｃ ： CHO/gp38P細 胞 と 親 株 CHO細 胞 の 免 疫 沈 降 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 を 示
す 。 左 の 写 真 は ８ Ｆ １ １ 抗 体 、 右 の 写 真 は ２ ０ Ａ １ １ 抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ン グ を 行 っ た 結 果 で あ り 、 そ れ ぞ れ 、 左 か ら 、 ２ レ ー ン ず つ 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 、 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ
抗 体 、 正 常 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 で 免 疫 沈 降 し た サ ン プ ル を 示 す 。 各 免 疫 沈 降 の サ ン プ ル の う
ち 、 左 が Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の サ ン プ ル 、 右 が 親 株 Ｃ Ｈ Ｏ の サ ン プ ル を 示 す 。
【 図 ３ 】 gp38Pの 血 小 板 凝 集 能 に 関 し て 親 株 Ｃ Ｈ Ｏ と Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 を 用 い マ ウ
ス 血 液 よ り 調 製 し た 正 常 血 小 板 を 凝 集 さ せ る 活 性 を 検 討 し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 Ａ ： 親 株 Ｃ Ｈ Ｏ と 配 列 番 号 １ ３ に 記 載 の gp38P遺 伝 子 を 導 入 し た Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細
胞 の 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ り 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 Ｂ ： Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 を あ ら か じ め ８ Ｆ １ １ 抗 体 と 反 応 さ せ た 場 合 の 8F11抗 体 の
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ り 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 マ ウ ス gp38P及 び ヒ ト gp36の 血 小 板 凝 集 能 に 関 し て 、 親 株 Ｃ Ｈ Ｏ と 各 々 の 発 現 プ
ラ ス ミ ド を CHO細 胞 に 遺 伝 子 導 入 し た CHO/gp38Pと CHO/gp36を 用 い マ ウ ス と ヒ ト 血 液 よ り 調
製 し た 正 常 血 小 板 を 凝 集 さ せ る 活 性 を 検 討 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 Ａ ： Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 空 の pcDNA3ベ ク タ ー （ Mock） 、 pcDNA3-gp38P、 pcDNA3-gp38P-M41A、 p
cDNA3-gp36を 一 過 性 に 遺 伝 子 導 入 し 、 各 々 の 細 胞 溶 解 液 を gp36を 特 異 的 に 認 識 す る TT679
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ８ Ｆ １ １ 抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 で あ
る 。 TT679ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は pcDNA3-gp36を 遺 伝 子 導 入 し た 細 胞 の み に 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体
は pcDNA3-gp38Pを 遺 伝 子 導 入 し た 細 胞 の み に 反 応 し て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 Ｂ ： 親 株 Ｃ Ｈ Ｏ と 配 列 番 号 １ ３ に 記 載 の gp38P遺 伝 子 を 導 入 し た Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細
胞 、 配 列 番 号 ７ に 記 載 の gp36遺 伝 子 を 導 入 し た Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ６ 細 胞 の マ ウ ス 血 小 板 を 凝
集 さ せ る 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ り 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 Ｃ ： 親 株 Ｃ Ｈ Ｏ と 配 列 番 号 １ ３ に 記 載 の gp38P遺 伝 子 を 導 入 し た Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細
胞 の ヒ ト 血 小 板 を 凝 集 さ せ る 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ り 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 Ｄ ： 親 株 Ｃ Ｈ Ｏ と 配 列 番 号 ７ に 記 載 の gp36遺 伝 子 を 導 入 し た Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ６ 細 胞 の ヒ
ト 血 小 板 を 凝 集 さ せ る 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ り 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 gp38Pの 血 小 板 凝 集 誘 導 活 性 を 阻 害 す る 8F11抗 体 の gp38P認 識 部 位 の 検 索 を お こ な
っ た 結 果 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 Ａ ： Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細 胞 を あ ら か じ め ８ Ｆ １ １ 抗 体 ま た は コ ン ト ロ ー ル 抗 体 各 １ mg
と 反 応 さ せ た 場 合 の 8F11抗 体 に よ る 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ り 測 定 し た 結
果 を 示 し た 図 で あ る 。
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【 ０ ２ ８ ９ 】
　 Ｂ ： 大 腸 菌 に 、 配 列 番 号 １ ３ に 記 載 の gp38P遺 伝 子 の 遺 伝 子 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を
含 ん だ pET-21aベ ク タ ー （ Novagen社 ） を 遺 伝 子 導 入 し た 後 、 大 腸 菌 内 で こ れ ら 遺 伝 子 が コ
ー ド す る 蛋 白 質 を 発 現 さ せ た 。 大 腸 菌 溶 解 液 を 、 ８ Ｆ １ １ 抗 体 ま た は 抗 FLAG抗 体 を 用 い て
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。 左 よ り 、 配 列 番 号 １ ４ に 記 載
の gp38P蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 番 号 １ － ４ ０ 、 １ － ４ ３ 、 １ － ４ ６ 、 １ － ４ ９ 、 １ － ５ ４ 、 １
－ ６ ０ を 発 現 さ せ た 大 腸 菌 の 順 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 Ｃ ： 上 記 と 同 様 に 、 大 腸 菌 溶 解 液 を ８ Ｆ １ １ 抗 体 ま た は 抗 FLAG抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。 左 よ り 、 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の gp38P蛋
白 質 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ － １ ７ ２ 、 ３ ９ － １ ７ ２ 、 ４ １ － １ ７ ２ を 発 現 さ せ た 大 腸 菌 の 順
で あ る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 Ｄ ： 大 腸 菌 に 発 現 さ せ た gp38P蛋 白 質 断 片 に 対 す る 8F11抗 体 の 反 応 性 を ま と め た 図 で あ
る 。 反 応 性 の 認 め ら れ な か っ た も の は 白 カ ラ ム で 、 反 応 性 の 弱 か っ た も の は 灰 色 カ ラ ム で
、 反 応 性 の 強 く 認 め ら れ た も の は 黒 カ ラ ム で 示 し た 。 そ の 結 果 、 8F11抗 体 の 認 識 す る 部 位
は 配 列 番 号 １ ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ か ら ４ ４ 番 目 で あ る こ と が 推 測 さ れ た 。
【 図 ６ 】 8F11抗 体 の gp38P認 識 部 位 と 血 小 板 凝 集 活 性 の 相 関 に つ い て 検 討 し た 図 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 Ａ ： Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 空 の pcDNA3（ Mock） 、 配 列 番 号 １ ３ に 記 載 の gp38P遺 伝 子 を 含 ん だ pcD
NA3（ WT） 、 あ る い は 配 列 番 号 １ ３ に 記 載 の gp38P遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 １ つ を ア ラ ニ ン に 置 換
し た 各 種 変 異 gp38Pを 含 ん だ pcDNA3を 一 過 性 に 遺 伝 子 導 入 し 、 そ の 細 胞 溶 解 液 を ８ Ｆ １ １
抗 体 ま た は 抗 FLAG抗 体 を 用 い て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 結 果 を 示 し た 図 で あ る
。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 Ｂ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ９ 乃 至 ４ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ 末 に シ ス テ
イ ン を 加 え た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ Ｗ Ｔ ｐ ｔ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ４ ） と 、 ア
ミ ノ 酸 番 号 ４ １ の メ チ オ ニ ン を ア ラ ニ ン に し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド (Ｍ ４ １ Ａ
ｐ ｔ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ５ )、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ２ の バ リ ン を ア ラ ニ ン に し た ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な る ペ プ チ ド (Ｖ ４ ２ Ａ ｐ ｔ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ６ )、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ３ の プ ロ リ
ン を ア ラ ニ ン に し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド （ Ｐ ４ ３ Ａ ｐ ｔ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ４
７ ） 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ４ の プ ロ リ ン を ア ラ ニ ン に し た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド (Ｐ
４ ４ Ａ ｐ ｔ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ ８ )を 96-well plateに 固 相 化 し た 後 、 8F11抗 体 と コ ン ト
ロ ー ル 抗 体 の 各 ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 を ELISA法 に て 検 討 し た 結 果 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 Ｃ ： 親 株 Ｃ Ｈ Ｏ と 配 列 番 号 １ ３ に 記 載 の gp38P遺 伝 子 を 導 入 し た Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 細
胞 、 gp38Pの ４ １ 番 目 の メ チ オ ニ ン を ア ラ ニ ン に 置 換 し た M41A-gp38Pを ス テ ー ブ ル に 発 現
す る CHO/M41Aの 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ り 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る
。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 Ｄ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ に よ る 血 小 板 凝 集 を 抑 制 す る 8F11抗 体 の 認 識 部 位 と 、 ８ F１ １ 抗 体 に よ
る 凝 集 阻 害 機 構 を 模 式 化 し た 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 gp38Pと gp36に お け る 血 小 板 凝 集 誘 導 活 性 に 必 須 な 部 位 の 同 定 を 行 な っ た 図 で あ
る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 Ａ ： 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 野 生 型 gp38P の ア ミ ノ 酸
番 号 ４ １ の メ チ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異
体 タ ン パ ク 質 Ｍ ４ １ Ａ 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を
コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ３ ４ Ａ 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ７ の ス レ オ ニ ン
を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ３ ７ Ａ
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、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ １ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置
換 し た 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ５ １ Ａ 、 及 び 、 ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺
伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た 変 異 体 タ ン パ ク 質 Ｔ ５ ２ Ａ の 各 変 異 体 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る cDNAを 含 ん だ pcDNA3ベ ク タ ー を CHO細 胞 に 一 過 性 に 遺 伝 子 導 入 し そ れ
ぞ れ の 蛋 白 を 膜 表 面 上 に 発 現 さ せ 、 各 々 の 細 胞 の 血 小 板 凝 集 誘 導 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ
り 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
Ｂ ： Ａ で 同 定 さ れ た マ ウ ス gp38P上 の 血 小 板 凝 集 に 必 須 な 部 位 の 、 他 の 種 の ホ モ ロ グ 蛋 白
質 上 に お け る ア ラ イ メ ン ト を 行 な っ た 図 で あ る 。 マ ウ ス で 認 め ら れ た gp38P上 の 血 小 板 凝
集 に 必 須 な 部 位 は 他 の 種 の ホ モ ロ グ に お い て も 高 度 に 保 存 さ れ て い る だ け で な く 、 特 に 大
事 な マ ウ ス gp38P上 の ス レ オ ニ ン （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ ； 図 ７ Bの ＊
で 示 し た 部 位 ） は 、 他 の ヒ ト （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２ ） ・ ラ ッ ト （ 配 列
表 の 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 番 号 ３ ４ ） ・ イ ヌ （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ １ あ
る い は ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ０ ） の ホ モ ロ グ に も 保 存 さ れ て い る こ と が 分 か る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 Ｃ ： 野 生 型 gp36 cDNA（ WT） と そ の ５ ２ 番 目 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ２
） の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た gp36-T52A
、 配 列 表 の 配 列 番 号 ８ の ア ミ ノ 酸 番 号 ５ ５ の ス レ オ ニ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ア ラ ニ ン を
コ ー ド す る 遺 伝 子 に 置 換 し た gp36-T55Aの 各 変 異 体 を コ ー ド す る cDNAを 含 ん だ pcDNA3ベ ク
タ ー を CHO細 胞 に 一 過 性 に 遺 伝 子 導 入 し そ れ ぞ れ の 蛋 白 を 膜 表 面 上 に 発 現 さ せ 、 各 々 の 細
胞 の 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 血 小 板 凝 集 計 に よ り 測 定 し た 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 腸 癌 に お け る gp36遺 伝 子 発 現 上 昇 を 検 討 し た 図 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 Ａ ： Cancer Profiling Array IIメ ン ブ レ ン （ BD Biosciences社 ） に 3 2 Pラ ベ ル し た ヒ ト
gp36 cDNA（ 配 列 表 の 配 列 番 号 ７ ） ま た は ヒ ト ユ ビ キ チ ン cDNAを プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 、 各 々 の 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） に お け る 放 射 比 活 性 を BAS1000 phosphoimage a
nalyzer（ フ ジ フ ィ ル ム 社 ） に て 可 視 化 ・ 定 量 化 し 、 gp36遺 伝 子 の 癌 に お け る 発 現 レ ベ ル
を 可 視 化 し た も の で あ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 Ｂ ： Ａ で 同 定 さ れ た 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） で の 発 現 の 差 異 を 、 ヒ ト ユ ビ キ チ ン cDNAの
放 射 比 活 性 で 補 正 し 、 各 々 の 患 者 の 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） の 発 現 の 比 率 を 定 量 化 し dot
で 示 し た 結 果 で あ る 。 各 々 の 臓 器 由 来 の 癌 の 平 均 値 は バ ー で 示 し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 Ｃ ： Ｂ と 同 様 に 、 各 臓 器 由 来 癌 に お け る gp36遺 伝 子 発 現 を 定 量 化 し た 結 果 で あ る 。 各 々
の 臓 器 由 来 の 癌 の 平 均 値 は バ ー で 示 し た 。
Ｄ ： Cancer Profiling Array II に 固 相 化 さ れ て い る 大 腸 癌 患 者 No.5と 小 腸 癌 患 者 No.2の
cDNA（ Ａ で 数 字 を 丸 で 囲 っ て い る サ ン プ ル ） を BD Biosciences社 よ り 購 入 し 、 こ れ を temp
lateと し て gp36遺 伝 子 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ３ と ５ ４ ） ま た は コ ン
ト ロ ー ル 用 Ribosomal protein S9遺 伝 子 を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ５ ５ と
５ ６ ） を 用 い て PCRを 行 な っ た 結 果 で あ る 。
【 図 ９ 】 結 腸 癌 に お け る gp36蛋 白 質 発 現 を 検 討 し た 図 で あ る 。 Ambion社 よ り LandMark Tis
sue Microarrays Low Density Colorectalを 購 入 し 、 こ れ を サ ン プ ル に 抗 gp36ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ る TT679抗 体 を 用 い て 免 疫 染 色 し た 結 果 で あ る （ A、 C、 E） 。 ヘ マ ト キ シ レ ン
・ エ オ ジ ン （ H&E） 染 色 し た 各 々 の 組 織 の 写 真 （ B、 D、 F） は 、 Ambion社 に お い て H&E染 色
さ れ た 各 々 の サ ン プ ル で あ る 。
【 図 １ ０ 】 結 腸 癌 転 移 部 位 に お け る gp36遺 伝 子 発 現 上 昇 を 検 討 し た 図 で あ る 。 Ａ ： Cancer
 Profiling Array（ BD Biosciences社 ） に 3 2 Pラ ベ ル し た ヒ ト gp36 cDNA（ 配 列 表 の 配 列 番
号 ７ ） ま た は ヒ ト ユ ビ キ チ ン cDNAを プ ロ ー ブ と し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 各 々 の 癌 部 （ T）
と 非 癌 部 （ N） 、 さ ら に は 転 移 部 （ M） に お け る 放 射 比 活 性 を BAS1000 phosphoimage analy
zer（ フ ジ フ ィ ル ム 社 ） に て 可 視 化 ・ 定 量 化 し 、 gp36遺 伝 子 の 癌 に お け る 発 現 レ ベ ル を 可
視 化 し た も の で あ る 。
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【 ０ ３ ０ １ 】
　 Ｂ ： Ａ で 同 定 さ れ た 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） 、 さ ら に は 転 移 部 （ M） で の 発 現 の 差 異 を
、 ヒ ト ユ ビ キ チ ン cDNAの 放 射 比 活 性 で 補 正 し 、 各 々 の 患 者 の 癌 部 （ T） と 非 癌 部 （ N） 、 さ
ら に は 転 移 部 （ M） の 発 現 の 比 率 を 定 量 化 し 棒 グ ラ フ で 示 し た 結 果 で あ る 。 転 移 巣 に お い
て 、 癌 部 よ り も さ ら に gp36遺 伝 子 の 発 現 が 上 昇 し て い る 症 例 が 多 く 認 め ら れ る こ と が 分 か
る 。
【 図 １ １ 】 Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｍ ｏ ｃ ｋ 細 胞 を 移 植 し た マ ウ ス と Ｃ Ｈ Ｏ ／ ｇ ｐ ３ ６ 細 胞 を 移 植 し た マ
ウ ス の 肺 に で き た 結 節 を 示 す 図 。
【 図 １ ２ 】 ヒ ト 肺 の 扁 平 上 皮 癌 と 腺 癌 の 癌 部 と 非 癌 部 に お け る ｇ ｐ ３ ６ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現
量 の 差 を 示 す 図 。
【 図 １ ３ 】 ヒ ト 肺 の 扁 平 上 皮 癌 、 腺 癌 及 び 正 常 肺 に お け る ｇ ｐ ３ ６ の 発 現 を 示 す 図 。 ｇ ｐ
３ ６ が 発 現 し て い る 部 分 は 染 色 さ れ て い る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ３ ０ ２ 】
配 列 番 号 ９ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 用 Ｐ Ｃ Ｒ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ０ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 用 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ １ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 用 Ｐ Ｃ Ｒ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ２ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 用 Ｐ Ｃ Ｒ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ５ ： β － ア ク チ ン 用 Ｐ Ｃ Ｒ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ６ ： β － ア ク チ ン 用 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ７ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 用 Ｐ Ｃ Ｒ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ８ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ 用 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ ９ ： ｇ ｐ ３ ６ 用 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ ０ ： ｇ ｐ ３ ６ 用 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ２ １ ： 抗 ｇ ｐ ３ ６ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 作 製 用 部 分 ポ リ ペ プ チ ド
配 列 番 号 ２ ２ ： Ｇ ３ ８ Ａ
配 列 番 号 ２ ３ ： Ｇ ３ ８ Ａ
配 列 番 号 ２ ４ ： Ｇ ４ ０ Ａ
配 列 番 号 ２ ５ ： Ｇ ４ ０ Ａ
配 列 番 号 ２ ６ ： Ｍ ４ １ Ａ
配 列 番 号 ２ ７ ： Ｍ ４ １ Ａ
配 列 番 号 ２ ８ ： Ｖ ４ ２ Ａ
配 列 番 号 ２ ９ ： Ｐ ４ ２ Ａ
配 列 番 号 ３ ０ ： Ｐ ４ ３ Ａ
配 列 番 号 ３ １ ： Ｐ ４ ３ Ａ
配 列 番 号 ３ ２ ： Ｇ ４ ５ Ａ
配 列 番 号 ３ ３ ： Ｇ ４ ５ Ａ
配 列 番 号 ３ ４ ： Ｋ ４ ９ Ａ
配 列 番 号 ３ ５ ： Ｋ ４ ９ Ａ
配 列 番 号 ３ ６ ： Ｔ ３ ４ Ａ
配 列 版 番 号 ３ ７ ： Ｔ ３ ４ Ａ
配 列 番 号 ３ ８ ： Ｔ ３ ７ Ａ
配 列 番 号 ３ ９ ： Ｔ ３ ７ Ａ
配 列 番 号 ４ ０ ： Ｔ ５ １ Ａ
配 列 番 号 ４ １ ： Ｔ ５ １ Ａ
配 列 番 号 ４ ２ ： Ｔ ５ ２ Ａ
配 列 番 号 ４ ３ ： Ｔ ５ ２ Ａ
配 列 番 号 ４ ４ ： Ｃ 末 に シ ス テ イ ン が 付 加 さ れ た ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の 部 分 ペ プ チ ド
配 列 番 号 ４ ５ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の 部 分 ペ プ チ ド の 変 異 体 ； Ｍ ４ １ ｐ ｔ
配 列 番 号 ４ ６ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の 部 分 ペ プ チ ド の 変 異 体 ； Ｖ ４ ２ Ａ ｐ ｔ
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配 列 番 号 ４ ７ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の 部 分 ペ プ チ ド の 変 異 体 ； Ｐ ４ ３ Ａ ｐ ｔ
配 列 番 号 ４ ８ ： ｇ ｐ ３ ８ Ｐ の 部 分 ペ プ チ ド の 変 異 体 ； Ｐ ４ ４ Ａ ｐ ｔ
配 列 番 号 ４ ９ ： ｇ ｐ ３ ６ － Ｔ ５ ２ Ａ
配 列 番 号 ５ ０ ： ｇ ｐ ３ ６ － Ｔ ５ ２ Ａ
配 列 番 号 ５ １ ： ｇ ｐ ３ ６ － Ｔ ５ ５ Ａ
配 列 番 号 ５ ２ ： ｇ ｐ ３ ６ － Ｔ ５ ５ Ａ
配 列 番 号 ５ ３ ： ｇ ｐ ３ ６ 用 Ｐ Ｃ Ｒ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ４ ： ｇ ｐ ３ ６ 用 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ５ ： リ ボ ゾ ー マ ル ・ プ ロ テ イ ン Ｓ ９ 用 Ｐ Ｃ Ｒ セ ン ス プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ５ ６ ： リ ボ ゾ ー マ ル ・ プ ロ テ イ ン Ｓ ９ 用 Ｐ Ｃ Ｒ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー

【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 配 列 表 】
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