
(57)【要約】
【課題】腫瘍性疾患および／または前腫瘍性疾患を効果的に治療する。
【解決手段】一つもしくはそれ以上の実質的に純粋なＭＮ蛋白質および／またはポリペプ
チドが免疫原となる量で生理学的に許容される非毒性基剤中に分散されたワクチンにより
ＭＮ蛋白質またはポリペプチドに対する免疫応答を誘導し、あるいはＭＮ遺伝子から転写
されたｍＲＮＡに実質的に相補的なアンチセンス核酸配列を投与することによりＭＮ遺伝
子の発現を阻害する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 実 質 的 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 を 投 与 す
る こ と に よ り 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 腫 瘍 性 疾 患 お
よ び ／ ま た は 前 腫 瘍 性 疾 患 の 治 療 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 医 学 遺 伝 子 学 の 一 般 的 領 域 に 属 し 、 生 化 学 工 学 お よ び 免 疫 化 学 の 分 野 に 属 す る
。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 新 規 な 遺 伝 子 で あ る Ｍ Ｎ 遺 伝 子 （ 該 遺 伝 子 は Ｍ Ｎ 蛋 白 質 を コ ー
ド す る 細 胞 性 遺 伝 子 で あ る ） の 同 定 に 関 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 が 腫 瘍 形 成 に 関
与 し て い る こ と を 発 見 し た 。 患 者 の 試 料 中 か ら Ｍ Ｎ 抗 原 、 さ ら に 該 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 を
同 定 す る こ と は 、 癌 の 診 断 ／ 予 後 の 分 析 の 基 礎 を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 珍 し い 特 性 を 有 す る 新 規 な 疑 似 ウ イ ル ス 体 が 、 ヒ ト 胸 腺 癌 細 胞 と 共 培 養 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細
胞 ［ ヒ ト 子 宮 頚 管 腺 癌 由 来 の 細 胞 株 ］ 内 に お い て 、 熱 不 安 定 性 表 面 Ｇ 蛋 白 質 を 有 す る 水 疱
性 口 内 炎 ウ イ ル ス （ vesicular surface virus, VSV） 変 異 体 を 補 足 す る 能 力 に よ り 検 出 さ
れ た （ 非 特 許 文 献 １ か ら ５ を 参 照 ） 。 該 疑 似 ウ イ ル ス 体 は 、 お そ ら く ヒ ト 乳 腺 腫 瘍 （ mm
ary mor ） か ら 得 ら れ た こ と か ら Ｍ ａ Ｔ ｕ と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｍ ａ Ｔ ｕ を 研 究 し 、 特 性 を 明 ら か に す る こ と に 医 学 的 に 大 き な 興 味 が ひ か れ た 。 Ｍ ａ Ｔ
ｕ は 生 細 胞 へ の 全 く 新 し い 型 の 寄 生 分 子 と 思 わ れ 、 ま た 、 ヒ ト 腫 瘍 細 胞 由 来 の 可 能 性 が あ
る か ら で あ る 。 本 明 細 書 に は 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 お よ び Ｍ Ｎ タ ン パ ク 質 を 発 見 す る に 至 っ た 、 Ｍ
ａ Ｔ ｕ の 生 物 学 的 お よ び 分 子 学 的 性 質 を 記 述 し て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ が ２ つ の
コ ン ポ ー ネ ン ト 、 す な わ ち 、 外 因 性 の 輸 送 コ ン ポ ー ネ ン ト Ｍ Ｘ 、 お よ び 内 因 性 の 細 胞 性 コ
ン ポ ー ネ ン ト Ｍ Ｎ か ら な る こ と を 発 見 し た 。 本 明 細 書 に 記 載 し て い る よ う に 、 Ｍ Ｎ コ ン ポ
ー ネ ン ト は 細 胞 性 遺 伝 子 と し て 発 見 さ れ 、 既 知 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と は 相 同 性 （ ホ モ ロ ジ ー ） が
ほ と ん ど な い 。 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は 試 験 し た 全 て の 脊 椎 動 物 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 内 に 存 在 す る こ と が
見 出 さ れ て お り 、 該 遺 伝 子 の 発 現 は 腫 瘍 形 成 性 に 強 く 関 与 し て い る こ と が 明 ら か に な っ て
い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 ザ バ ダ （ Zavada） ら 、 Nature New Biol., 240 :124(1972)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 ザ バ ダ （ Zavada） ら 、 J. Gen. Viol., 24 :327(1974);
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Ｊ ． ザ バ ダ （ Zavada） 、  Arch. Viol., 50 :1(1976);
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Ｊ ． ザ バ ダ （ Zavada） 、 J. Gen. Viol., 63 :15-24(1982)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Ｊ ． ザ バ ダ （ Zavada） 、 Arch. Viol., 118　 :189(1991)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 述 し て い る の は 、 バ ク テ リ ア ベ ク タ ー 内 に お け る Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン
グ と 配 列 決 定 、 お よ び Ｍ Ｎ 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 蛋 白 質 の 産 生 に つ い て で あ る 。 こ の よ う
に 遺 伝 子 工 学 的 に 処 理 さ れ た Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 、 他 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド と 同 様 に 、 本
発 明 に 従 い 、 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る 血 清 学 的 分 析 に 使 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、
Ｍ Ｎ 抗 原 と 反 応 す る そ の よ う な Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド と 抗 体 は 、 本 発 明 に 従 い 、 Ｍ Ｎ
抗 原 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る 免 疫 学 的 検 定 （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） に 使 用 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う な 分 析 は 、 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 前 腫 瘍 性 の 疾 患 の 診 断 お よ び ／ ま た は 予
後 に 利 用 さ れ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 は 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ の 内 因 性 コ ン ポ ー ネ ン ト で あ る 細 胞 性 遺 伝 子 、 す な わ ち 、 Ｍ Ｎ 遺
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伝 子 に つ い て 開 示 し て い る 。 イ ン ト ロ ン を 有 し な い と 考 え ら れ る 該 遺 伝 子 の 実 質 的 な 全 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 ［ 配 列 番 号 1］ に 示 す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 該 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 、 そ の 断 片 お よ び そ れ に 関 係 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 関 し 、 こ れ ら は 、
た と え ば 次 の よ う に 有 用 で あ る 。 １ ） 生 化 学 工 学 に よ り Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を 産 生
。 ２ ） 被 検 材 料 の 細 胞 内 の Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 存 在 を 確 認 す る た め の 核 酸 プ ロ ー ブ の 調 製 。 ３ ）
適 切 な ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） プ ラ イ マ ー の 調 製 。 こ れ は 、 た と え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ に
基 づ く 分 析 や 核 酸 プ ロ ー ブ の 産 生 な ど に 使 用 す る 。 ４ ） Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 、
な ら び に そ れ ら と 相 同 あ る い は ほ ぼ 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 。 ５ ） 各 種 の 組 織 お よ び 細
胞 株 に 存 在 す る Ｍ Ｎ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た さ ま ざ ま な ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 同 定 。 ６ ） Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の
突 然 変 異 の 同 定 。 本 発 明 は さ ら に 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 、 あ る い は 関 連 す る ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ま た は そ の 断 片 か ら な る 、 精 製 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 こ れ ま で 未 知 で あ っ た 蛋 白 質 Ｍ Ｎ （ Ｍ Ｎ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ て
い る ） の 発 見 に 関 す る 。 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 発 現 は 、 高 密 度 培 養 中 に お い て 成 長 細 胞 に よ り 誘 導
さ れ 、 そ の よ う な 発 現 は 腫 瘍 形 成 性 細 胞 と 関 与 し て い る こ と が 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 、 イ ン ビ ト ロ （ ） で い く つ か の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 株 に お い て 産 生 さ れ
る こ と が わ か っ て い る 。 た と え ば 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ （ 子 宮 頚 管 癌 由 来 ） 、 Ｔ ２ ４ （ 膀 胱 癌 由 来 ）
お よ び Ｔ ４ ７ Ｄ （ 乳 腺 癌 由 来 ） お よ び Ｓ Ｋ － Ｍ ｅ ｌ 　 １ ４ ７ ７ （ メ ラ ノ ー マ 由 来 ） な ど の
細 胞 株 、 腫 瘍 形 成 性 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 な ど 。 ま た 、 イ ン ビ ボ （ ） で い く つ か の ヒ
ト 癌 細 胞 に お い て も 産 生 さ れ る 。 た と え ば 、 子 宮 頚 部 細 胞 、 卵 巣 お よ び 子 宮 内 膜 癌 細 胞 、
さ ら に 乳 頭 腫 な ど の よ う な い く つ か の 良 性 腫 瘍 細 胞 な ど 。 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 、 非 腫 瘍 形 成 性 ハ
イ ブ リ ッ ド 細 胞 や 正 常 組 織 の 細 胞 に お い て は 見 出 さ れ な い 。 こ の こ と か ら 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は
腫 瘍 特 異 的 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 株 お よ び 腫 瘍 形 成 性 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 と 線 維 芽 細 胞 と の ハ イ ブ リ ッ ド （ Ｈ ／ Ｆ
／ Ｔ ） 細 胞 株 に お い て は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 「 双 子 （ twin） 」 蛋 白 質 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ と し て 表
現 さ れ る 。 該 蛋 白 質 は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し て い る オ リ ゴ マ ー の 形 を
と っ て い る 。 還 元 性 ゲ ル を 用 い た 電 気 泳 動 に よ っ て 測 定 す る と 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 約 40Kdか ら
約 70Kdの 範 囲 の 分 子 量 を 有 し て お り 、 好 ま し く は 約 45Kdか ら 約 65Kdの 範 囲 、 よ り 好 ま し く
は 約 48Kdか ら 約 58Kdの 範 囲 の 分 子 量 を 有 し て い る の が よ い 。 非 還 元 性 の ゲ ル に お い て は 、
オ リ ゴ マ ー 型 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 約 145Kdか ら 約 160Kdの 範 囲 の 分 子 量 を 有 し て お り 、 好 ま し く
は 約 150Kdか ら 約 155Kdの 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 約 152Kdか ら 約 154Kdの 範 囲 の 分 子 量 を 有 し
て い る の が よ い 。 本 発 明 に お け る 好 ま し い Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 第 １ Ａ 図 － 第
１ Ｂ 図 に 示 す 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 と Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び そ れ ら に コ ー ド さ れ た 実 質 的 に 相 補 性 の Ｍ Ｎ 遺 伝 子 と Ｍ
Ｎ 蛋 白 質 の 発 見 に よ り 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 発 現 が 腫 瘍 形 成 性 と 関 連 し て い る こ と が 見 い だ さ れ
た 。 こ の 発 見 の 結 果 、 癌 お よ び 前 癌 状 態 の 診 断 ／ 予 後 の 方 法 が 確 立 さ れ た 。 脊 椎 動 物 、 好
ま し く は ホ 乳 類 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト の 細 胞 と 組 織 抽 出 物 を 含 ん だ 患 者 の 試 料 中 か ら Ｍ Ｎ
抗 原 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 性 疾 患 の 発 症 や 存 在 を 同 定 た め の 方
法 や 材 料 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な Ｍ Ｎ 抗 原 は 体 液 中 か ら も 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は 、 癌 の 診 断 ／ 予 後 に お け る 腫 瘍 形 成 の 分 子 メ カ ニ ズ ム の
解 明 の 研 究 に 利 用 さ れ て お り 、 ま た 、 癌 の 免 疫 療 法 に 応 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 広 範 な 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 前 腫 瘍 性 疾 患 の 検 出 に 有 効 で あ る 。 腫 瘍 性 疾 患
の 例 と し て は 、 乳 腺 、 膀 胱 、 卵 巣 、 子 宮 、 子 宮 頚 管 、 子 宮 内 膜 、 偏 平 細 胞 お よ び 腺 偏 平 癌
な ど の 腫 瘍 ； 頭 お よ び 首 の 癌 ； 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 網 膜 芽 腫 な ど の 中 胚 葉 性 腫 瘍 ； 骨 肉 腫
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お よ び ユ ー イ ン グ 肉 腫 （ Ewing′ s sarcoma） な ど の 肉 腫 ； お よ び メ ラ ノ ー マ が 挙 げ ら れ る
。 特 に 興 味 深 い も の と し て は 、 頭 お よ び 首 の 癌 、 卵 巣 、 子 宮 頚 管 、 腟 、 子 宮 内 膜 お よ び 陰
門 の 癌 を 含 む 婦 人 科 の 癌 ； 胃 、 結 腸 お よ び 食 道 の 癌 な ど の 胃 腸 系 の 癌 ； 膀 胱 お よ び 腎 臓 の
癌 な ど の 尿 路 系 の 癌 ； 皮 膚 癌 ； 肝 臓 癌 ； 前 立 腺 癌 ； 肺 癌 お よ び 乳 癌 が あ る 。 中 で も 特 に 興
味 が あ る の は 、 婦 人 科 の 癌 ； 乳 癌 ； 尿 路 系 の 癌 、 こ と に 膀 胱 癌 ； 肺 癌 ； 胃 、 結 腸 お よ び 食
道 の 癌 な ど の 胃 腸 系 の 癌 ； お よ び 肝 臓 癌 で あ る 。 さ ら に と り わ け 興 味 が 強 い の は 、 婦 人 科
の 癌 お よ び 乳 癌 で あ る 。 婦 人 科 の 癌 の 中 で 特 に 関 心 が あ る の は 子 宮 頚 管 、 子 宮 内 膜 お よ び
卵 巣 の 癌 で あ る が 、 子 宮 頚 管 偏 平 細 胞 腫 瘍 、 腺 偏 平 細 胞 腫 瘍 、 腺 腫 な ど を 含 む 婦 人 科 の 癌
と 同 様 に 、 後 形 体 子 宮 頚 管 組 織 や コ ン ジ ロ ー ム な ど の 婦 人 科 の 前 癌 状 態 も 非 常 に 興 味 深 い
。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 、 そ の 断 片 あ る い は 関 連 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 生 化 学 的 に 処 理 す
る こ と に 関 す る 。 た と え ば 、 該 遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 、 あ る い は 関 連 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 適 切
な 発 現 ベ ク タ ー に 組 込 ま れ 、 宿 主 細 胞 が そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に 形 質 転 換 さ れ 、 Ｍ Ｎ 蛋
白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は Ｍ Ｎ 蛋 白 質 が そ の 中 で 発 現 す る 。 そ の よ う な 組 換 え 蛋 白
質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る か ま た は い な い か で あ る が 、 好 ま し
く は グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る の が よ く 、 ほ ぼ 純 粋 の 状 態 に 精 製 さ れ 得 る 。 本 発 明 は さ ら に
、 合 成 的 に あ る い は そ の 他 の 生 化 学 的 手 法 で 調 製 さ れ た Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド に も 関
す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 該 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 、 患 者 の 試 料 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 を 検 出 す る 分 析 、 あ る い は Ｍ
Ｎ 特 異 的 抗 体 を 調 べ る 血 清 学 的 検 定 に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ
プ チ ド は 、 血 清 学 的 に 活 性 で 、 免 疫 原 性 が あ り 、 お よ び ／ ま た は 抗 原 性 が あ る 。 該 Ｍ Ｎ 蛋
白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 、 さ ら に 、 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び ／ ま た は モ ノ ク
ロ ー ナ ル ） を 産 生 さ せ た り 、 Ｔ 細 胞 免 疫 応 答 を 起 こ す 免 疫 原 と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 に 関 す る も の で あ り 、 該 抗 体 は 診 断 ／ 予 後 に 用 い ら れ
、 ま た 、 治 療 に 用 い る こ と も で き る 。 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 は 次 の よ う な 用 途 に 用 い ら れ る 。 た
と え ば 、 免 疫 蛍 光 顕 微 鏡 や 免 疫 組 織 化 学 染 色 に よ る 実 験 室 で の 解 析 、 臨 床 サ ン プ ル 中 の Ｍ
Ｎ 抗 原 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 の た め の 免 疫 測 定 法 の 構 成 分 の 一 つ と し て ； Ｍ Ｎ 抗 原 を
検 出 す る イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 の プ ロ ー ブ ； 細 胞 内 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド
の 局 在 を 示 す 金 コ ロ イ ド ビ ー ズ を 用 い た 免 疫 電 子 顕 微 鏡 法 ； お よ び Ｍ Ｎ 遺 伝 子 、 そ の 断 片
あ る い は 関 連 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ す る 遺 伝 子 工 学 な ど 。 そ の よ う な Ｍ Ｎ 特 異 的 抗
体 は 、 た と え ば イ ン ビ ト ロ （ ） で の 組 織 片 を 用 い た 診 断 お よ び ／ ま た は 予 後 用 の
キ ッ ト の 構 成 材 料 と し て 用 い ら れ る 。 そ の よ う な 抗 体 は ま た 、 た と え ば 、 適 切 な 放 射 活 性
同 位 体 を 用 い て 抗 体 を 適 切 に ラ ベ ル し 、 イ ン ビ ボ （ ） で の 抗 体 の 局 在 の 転 移 を シ
ン チ グ ラ フ ィ ー で 追 跡 す る こ と に よ り 、 イ ン ビ ボ （ ） で の 診 断 ／ 予 後 に 用 い る こ
と が で き る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 毒 性 因 子 お よ び ／ ま た は 細 胞 増 殖 抑 制 因 子 を そ
れ ら に 結 合 さ せ て 、 あ る い は さ せ ず に 、 イ ン ビ ボ （ ） 療 法 と し て 癌 患 者 の 加 療 に
使 用 す る こ と も で き る 。 ま た 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 前 腫 瘍 性 疾 患 の
存 在 を 検 出 す る た め に イ ン ビ ボ （ ） で 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 そ の よ う な
抗 体 は Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 典 型 的 な Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ７ ５ を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ は
、 1992年 ９ 月 17日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｈ Ｂ 　 11128と し て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ （ American Type Culture C
ollection， 米 国 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ロ ッ ク ヴ ィ ル ） に 寄 託 さ れ た 。 こ の Ｍ ７ ５ 抗 体 は 、
Ｍ Ｎ 蛋 白 質 を 発 見 、 同 定 す る た め に 用 い ら れ た も の で あ る が 、 ホ ル マ リ ン 固 定 さ れ た 組 織
サ ン プ ル か ら 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び 免 疫 組 織 化 学 的 方 法 に
よ り 、 Ｍ Ｎ 抗 原 を 簡 単 に 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 組 換
え Ｄ Ｎ Ａ 、 な ら び に 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る の み な ら ず 非 Ｍ Ｎ 蛋 白
質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を も コ ー ド す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ に 関 す る 。 該 ア ミ ノ 酸
配 列 は ヒ ト に 免 疫 原 性 を 有 し な い こ と 、 お よ び ヒ ト 体 液 中 の 抗 体 に 一 般 的 な 反 応 性 を 有 し
な い こ と が 望 ま し い 。 そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 例 と し て は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の α －
ペ プ チ ド コ ー ド 領 域 、 お よ び グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 配 列 と そ
の 断 片 な ど が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 実 質 的 に 純 粋 で あ り 、 天 然 に は 存 在 し な い そ の よ う な
組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド も 本 発 明 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 例
と し て は ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ が あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 腫 瘍 性 疾 患 お よ び ／ ま た は 前 腫 瘍 性 疾 患 の 治 療 方 法 に 関 し 、 該 方 法 は
、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 実 質 的 に 相 補 的 で あ る ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 を 投
与 す る こ と に よ り 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と か ら な る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 は
、 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 す よ う に 、 Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 に お い て 実 質 上 相 補 的 な
も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 と は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 実 質 的 に 純 粋 な 一 つ も し く は そ れ 以 上 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ
ペ プ チ ド を 免 疫 原 量 と し て 十 分 に 含 む ワ ク チ ン に 関 す る 。 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ
ペ プ チ ド は 生 理 学 的 に 許 容 性 で 非 毒 性 の 基 剤 に 分 散 し 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 発 現 と 関 係 し て い る
腫 瘍 性 疾 患 に 対 し て 、 脊 椎 動 物 、 好 ま し く は ホ 乳 類 、 よ り 好 ま し く は ヒ ト に 十 分 な 免 疫 効
果 を 上 げ る 量 を 使 用 す る 。 該 蛋 白 質 は 、 組 換 え 、 合 成 あ る い は 他 の 生 化 学 的 手 法 に よ り つ
く ら れ る 。 組 換 え Ｍ Ｎ 蛋 白 質 と し て は 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ な ど の よ う な 融 合 蛋 白 質 が
挙 げ ら れ る 。 該 ワ ク チ ン の 特 徴 的 な 使 用 法 と し て 、 再 発 お よ び ／ ま た は 転 移 の 阻 止 が あ る
。 た と え ば 、 Ｍ Ｎ 関 与 性 腫 瘍 を 外 科 的 に 切 除 し た 患 者 に 腫 瘍 の 再 発 を 防 ぐ た め に 該 ワ ク チ
ン を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 と 実 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ に 関 す る 。 本
発 明 に お け る 好 ま し い 核 酸 プ ロ ー ブ と は 、 そ の 配 列 が 、 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 す よ う に
、 Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 に 実 質 的 に 相 補 的 な も の で あ る 。 本 発 明 に 従 う 試 験 キ ッ ト （ テ ス
ト キ ッ ト ） は 、 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 前 腫 瘍 性 疾 患 の 診 断 ／ 予 後 に 有 効 な プ ロ ー ブ か ら 構
成 さ れ て い る 。 好 ま し い 試 験 キ ッ ト は 、 前 記 プ ロ ー ブ と Ｍ Ｎ 遺 伝 子 ま た は Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の ｍ
Ｒ Ｎ Ａ 産 物 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 視 覚 化 な ど に よ り 検 出 あ る い は 測 定 す る 手 法 に
よ り 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 従 う イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｍ Ｎ 特 異 的
抗 体 か ら な る 試 験 キ ッ ト と し て 具 体 化 さ れ る 。 そ の よ う な 試 験 キ ッ ト は 、 固 相 状 態 で あ る
が 、 そ れ に 限 定 さ れ る わ け で は な く 、 液 相 状 態 で あ っ て も よ く 、 非 増 幅 あ る い は ア ビ ジ ン
／ ビ オ チ ン 法 な ど を 用 い て 増 幅 し た 状 態 で 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 粒 子 ア ッ セ イ 、 放 射 測 定 あ る
い は 蛍 光 測 定 ア ッ セ イ な ど に 基 づ く も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　
　 本 明 細 書 内 で 使 用 す る 略 語 は 以 下 の 通 り で あ る ：
Ａ Ａ 　 － ア ミ ノ 酸
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 － ア メ リ カ ン 　 タ イ プ 　 カ ル チ ャ ー 　 コ レ ク シ ョ ン （ American Type 　 　 　 Cu
lture Collection）
ｂ ｐ 　 － 塩 基 対
Ｂ Ｓ Ａ 　 － ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
Ｃ ｉ 　 － キ ュ リ ー
ｃ ｍ 　 － セ ン チ メ ー タ ー
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略 語 表



ｃ ｐ ｍ 　 － カ ウ ン ト ／ 分
C-末 端 　 － カ ル ボ キ シ ル 末 端
℃ 　 － 摂 氏
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 　 － ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Dulbecco modified Eagle medium）
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 － エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
Ｅ Ｉ Ａ 　 － 酵 素 免 疫 測 定 法 、 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 　 － 酵 素 免 疫 吸 着 測 定 法
Ｆ 　 － 線 維 芽 細 胞
Ｆ Ｃ Ｓ 　 － ウ シ 胎 児 血 清
Ｆ Ｉ Ｂ Ｒ 　 － 線 維 芽 細 胞
Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 　 － フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
Ｈ 　 － Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞
Ｈ Ｅ Ｆ 　 － ヒ ト 胚 線 維 芽 細 胞
Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｋ 　 － 標 準 型 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞
Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｓ 　 － ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） 変 異 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 　 Ｄ ９ ８ ／ Ａ Ｈ ． ２
Ｈ ／ Ｆ － Ｔ 　 － ハ イ ブ リ ッ ド Ｈ ｅ Ｌ ａ 線 維 芽 細 胞 （ 腫 瘍 原 性 ） 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 　 Ｄ ９ ８ ／
Ａ Ｈ ． ２ 由 来
Ｈ ／ Ｆ － Ｎ 　 － ハ イ ブ リ ッ ド Ｈ ｅ Ｌ ａ 線 維 芽 細 胞 （ 非 腫 瘍 原 性 ） 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 　 Ｄ ９ ８
／ Ａ Ｈ ． ２ 由 来
Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ － 　 － ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン フ ォ ス フ ォ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 損
Ｈ Ｒ Ｐ 　 － 西 洋 ワ サ ビ （ ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ） ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ 　 － イ ソ プ ロ ピ ル － β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト － ピ ラ ノ サ イ ド
ｋ ｂ 　 － キ ロ ベ ー ス
ｋ ｄ 　 － キ ロ ダ ル ト ン
Ｍ 　 － モ ル 濃 度
ｍ Ａ 　 － ミ リ ア ン ペ ア
Ｍ Ａ ｂ 　 － モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
Ｍ Ｅ 　 － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
Ｍ Ｅ Ｍ 　 － 最 少 必 須 培 地
ｍ ｇ 　 － ミ リ グ ラ ム
ｍ ｌ 　 － ミ リ リ ッ ト ル
ｍ Ｍ 　 － ミ リ モ ル 濃 度
Ｍ Ｔ Ｖ 　 － 乳 腺 腫 瘍 ウ イ ル ス
Ｎ 　 － 規 定 濃 度
ｎ ｇ 　 － ナ ノ グ ラ ム
N-末 端 　 － ア ミ ノ 末 端
Ｏ Ｄ Ｎ 　 － オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 　 － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
Ｐ Ｂ Ｓ 　 － リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
Ｐ Ｅ Ｓ Ｔ 　 － プ ロ リ ン （ proline） 、 グ ル タ ミ ン 酸 （ glutamic acid） 、 生 理 食 塩 水 （ seri
ne） 、 ス レ オ ニ ン （ threonine） の 頭 文 字 の 組 合 せ
ｐ Ｉ 　 － 等 電 点
Ｒ Ｉ Ｐ 　 － 放 射 性 免 疫 沈 降 法
Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 　 － 放 射 性 免 疫 沈 降 測 定 法
Ｓ Ａ Ｃ 　 － プ ロ テ イ ン Ａ （ 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ ） 由 来 ）
Ｓ Ｄ Ｓ 　 － ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 　 － ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 　 － Ｎ ａ Ｃ ｌ （ 0.18Ｍ ） 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ 0.01Ｍ ） 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ 0.001Ｍ ）
Ｔ Ｃ Ａ 　 － ト リ ク ロ ロ 酢 酸
Ｔ Ｃ 培 地 　 － 組 織 培 養 培 地

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-83179 A 2006.3.30

Staphylococcus aureus



μ Ｃ ｉ 　 － マ イ ク ロ キ ュ リ ー
μ ｇ 　 － マ イ ク ロ グ ラ ム
μ ｌ 　 － マ イ ク ロ リ ッ ト ル
μ Ｍ 　 － マ イ ク ロ モ ル 濃 度
Ｖ Ｓ Ｖ 　 － 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス （ vesicular surface virus）
Ｘ － Ｍ Ｌ Ｖ 　 － 異 種 マ ウ ス 白 血 病 ウ イ ル ス
【 ０ ０ ２ ３ 】
　
　 本 明 細 書 に 記 述 し て い る 実 験 例 に お い て 使 用 し た 細 胞 株 を 以 下 に 示 す ：
Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｋ 　 － 標 準 型 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 ， 異 数 倍 数 性 、 上 皮 様 の 細 胞 株 、 ヒ ト 子 宮 頚 管 腺 腫
よ り 単 離 さ れ （ ゲ イ （ Gey） ら 、 : 264(1952)、 ジ ョ ー ン ズ （ Jones） ら 、

: 945-949(1971)参 照 ） 、 Ｂ ． コ リ シ ュ 教 授 （ Korych） （ チ ャ ー ル
ス 大 学 （ Charles University） 医 学 微 生 物 学 お よ び 免 疫 学 研 究 所 （ Insutitute of Medica
l Microbiology and Immunology） 、 チ ェ コ ス ロ バ キ ア 、 プ ラ ハ ） よ り 入 手
Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｄ ９ ８ ／ Ａ Ｈ ． ２ （ ま た は Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｓ ） 　 － 変 異 Ｈ ｅ Ｌ ａ ク ロ ー ン で あ り 、
ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン フ ォ ス フ ォ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 欠 損 （ Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ － ） 、
エ リ ッ ク 　 Ｊ ． ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Eric J. Stanbridge） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 大 学 医 学 部 微 生
物 学 科 （ Department of Microbiology, College of Medicine, University of Californi
a） 、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ア ー ヴ ァ ン ） よ り 供 与 さ れ 、 ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridg
e） ら に よ り 報 告 さ れ て い る （ : 252-259（ 1982年 １ 月 15日 号 ） ） 。 ハ イ ブ リ
ッ ド 細 胞 Ｈ ／ Ｆ － Ｎ の 親 株 も 同 じ く Ｅ ． Ｊ ． ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） か ら 入 手
Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 　 － マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 株 、 ア ー ロ ン ソ ン （ Aaronson） に よ り 報 告 さ れ て い
る （ : 178(1987)）
Ｔ ４ ７ Ｄ 　 － ヒ ト 乳 腺 癌 由 来 の 細 胞 株 （ ケ イ ダ ー （ Keydar） ら 、 : 65
9-670(1979)） 。 Ｊ ． ケ イ ダ ー （ Keydar） （ ハ ダ ッ サ ー 医 科 大 学 （ Haddasah Medical Scho
ol） 、 イ ス ラ エ ル 、 エ ル サ レ ム ） よ り 供 与
Ｔ ２ ４ 　 － 膀 胱 癌 由 来 の 細 胞 株 （ ブ ベ ニ ク （ Bubenik） ら 、 : 765-773
(1973)） 。 Ｊ ． ブ ベ ニ ク （ Bubenik） （ チ ェ コ ス ロ バ キ ア 科 学 ア カ デ ミ ー 分 子 遺 伝 学 研 究
所 （ Insutitute of Melecular Genetics, Czechoslovak Academy of Sciences） 、 チ ェ コ
ス ロ バ キ ア 、 プ ラ ハ ） よ り 供 与
Ｈ Ｍ Ｂ ２ 　 － メ ラ ノ ー マ 由 来 の 細 胞 株 （ ス ヴ ェ ク （ Svec） ら 、 : 665-681(1
988)）
Ｈ Ｅ Ｆ  － ヒ ト 胚 線 維 芽 細 胞 （ ザ バ ダ （ Zavada） ら 、 : 124-125(
1972)）
Ｓ Ｉ Ｒ Ｃ 　 － ウ サ ギ 角 膜 由 来 の 細 胞 株 （ 対 照 お よ び Ｘ － Ｍ Ｌ Ｖ 感 染 ） （ ザ バ ダ （ Zavada）
ら 、 : 221-231(1977)）
ベ ロ 細 胞 （ Vero cells） 　 － ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 由 来 の 細 胞 株 （ ザ バ ダ （ Zavada） ら 、 19
77年 ）
ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 Ｎ Ｓ － ０ 　 － モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に お い て 融 合 親 細 胞 と し て 用 い
ら れ る ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 （ ガ ル フ レ （ Galfre） と ミ ル シ ュ テ イ ン （ Milstein） 、

: 3-46(1981) ）
Ｓ Ｋ － Ｍ ｅ ｌ 　 １ ４ ７ ７ 　 － ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 株 。 Ｋ ． Ｅ ． ヘ ル ス ト ロ ン （ Hellstrom
） （ フ レ ッ ド ・ ハ ト キ ン ス 癌 研 究 セ ン タ ー 腫 瘍 免 疫 部 門 （ Division of Tumor Immunology
, Fred Hutchins Cancer Research Center） 、 米 国 、 ワ シ ン ト ン 州 、 シ ア ト ル ） よ り 供 与
Ｘ Ｃ 　 － ラ ッ ト 横 紋 筋 肉 腫 由 来 の 細 胞 で あ り 、 ラ ウ ス 肉 腫 （ Rous sarcoma） ウ イ ル ス に よ
っ て 誘 導 さ れ た 誘 導 ラ ッ ト 肉 腫 （ ス ヴ ォ ボ ダ （ Svoboda） ， Ｊ ． 、 国 立 癌 セ ン タ ー 研 究 所
モ ノ グ ラ フ 第 17巻 （ ） よ り 「 鳥 類 腫 瘍
ウ イ ル ス に 関 す る 国 際 学 会 （ International Conference on Avian Tumor Viruses） 」 （
Ｊ ． Ｗ ． ベ ア ー ド （ Beard） 編 ） 、 pp.277-298（ 1964年 ） 。 ジ ャ ン 　 ス ヴ ォ ボ ダ （ Svoboda
） （ チ ェ コ ス ロ バ キ ア 科 学 ア カ デ ミ ー 分 子 遺 伝 学 研 究 所 （ Insutitute of Melecular Gene
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tics, Czechoslovak Academy of Sciences） 、 チ ェ コ ス ロ バ キ ア 、 プ ラ ハ ） よ り 供 与
Ｒ ａ ｔ ２ － Ｔ ｋ － 　 － チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 欠 損 細 胞 株 。 Ｌ ． ク チ ノ ヴ ァ （ Kutinova） （ 血 清
お よ び ワ ク チ ン 研 究 所 （ Institute of Sera and Vaccines） 、 チ ェ コ ス ロ バ キ ア 、 プ ラ ハ
） よ り 供 与
Ｃ Ｇ Ｌ １ 　 － Ｈ ／ Ｆ － Ｎ ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 （ Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｄ ９ ８ ／ Ａ Ｈ ． ２ 起 源 ）
Ｃ Ｇ Ｌ ２ 　 － Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 （ Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｄ ９ ８ ／ Ａ Ｈ ． ２ 起 源 ）
Ｃ Ｇ Ｌ ３ 　 － Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 （ Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｄ ９ ８ ／ Ａ Ｈ ． ２ 起 源 ）
Ｃ Ｇ Ｌ ４ 　 － Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 （ Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｄ ９ ８ ／ Ａ Ｈ ． ２ 起 源 ）
【 ０ ０ ２ ４ 】
　
　 本 明 細 書 で は 、 以 下 の 記 号 を ヌ ク レ オ チ ド を 表 す 記 号 と し て 使 用 す る ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 ア デ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ
　 　 　 　 　 シ ト シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ
　 　 　 　 　 グ ア ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ
　 　 　 　 　 チ ミ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ
　 　 　 　 　 ウ ラ シ ル 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｕ
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 主 要 ア ミ ノ 酸 は 20個 あ り 、 そ れ ら の お の お の は ３ 個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド （ 三 つ 組 （
ト リ プ レ ッ ト ） コ ー ド ま た は コ ド ン ） の 異 な る 組 合 せ に よ っ て 特 定 さ れ て お り 、 さ ら に 、
特 徴 的 な 蛋 白 質 を 形 成 す る た め に 特 定 の 順 番 で 結 合 さ れ る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 該 ア ミ
ノ 酸 を 表 記 す る た め に 、 た と え ば 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 す よ う な ３ 文 字 記 号 を 使 用 す る
。 そ れ ら を 以 下 に 示 す ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ala 
　 　 　 　 　 ア ル ギ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Arg 
　 　 　 　 　 ア ス パ ラ ギ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asn 
　 　 　 　 　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asp 
　 　 　 　 　 シ ス テ イ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Cys 
　 　 　 　 　 グ ル タ ミ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Glu 
　 　 　 　 　 グ ル タ ミ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Gln 
　 　 　 　 　 グ リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Gly 
　 　 　 　 　 ヒ ス チ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 His 
　 　 　 　 　 イ ソ ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ile 
　 　 　 　 　 ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Leu 
　 　 　 　 　 リ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Lys 
　 　 　 　 　 メ チ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Met 
　 　 　 　 　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Phe 
　 　 　 　 　 プ ロ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Pro 
　 　 　 　 　 セ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ser 
　 　 　 　 　 ス レ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Thr 
　 　 　 　 　 ト リ プ ト フ ァ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Trp 
　 　 　 　 　 チ ロ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Tyr 
　 　 　 　 　 バ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Val 
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　
　 本 明 細 書 に 記 述 す る よ う に 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ は ２ コ ン ポ ー ネ ン ト シ ス テ ム か ら な っ て い る 。 コ
ン プ レ ッ ク ス の 一 つ の 部 分 で あ る 外 因 性 Ｍ Ｘ は 、 透 過 性 で あ り 、 蛋 白 質 ｐ ５ ８ Ｘ を 発 現 す
る 。 該 蛋 白 質 は 、 ヒ ト お よ び さ ま ざ ま な 動 物 の 天 然 の 血 清 と 反 応 す る 細 胞 質 抗 原 で あ る 。
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ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 記 号

塩 　 　 基 記 　 号

ア ミ ノ 酸 名 記 　 号

Ｍ ａ Ｔ ｕ － － Ｍ Ｘ お よ び Ｍ Ｎ コ ン ポ ー ネ ン ト



も う 一 つ の コ ン ポ ー ネ ン ト で あ る Ｍ Ｎ は 、 ヒ ト 細 胞 に 内 因 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Ｍ Ｎ は 細 胞 性 遺 伝 子 で あ り 、 既 知 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と は ほ と ん ど 相 同 性 が な い 。 Ｍ Ｎ は 保 存
性 で あ り 、 多 く の 脊 椎 動 物 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 内 で 単 一 の コ ピ ー 遺 伝 子 と し て 存 在 し て い る 。
本 明 細 書 に は 、 Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 、 ま た 融 合 蛋 白 質 （ Ｍ Ｎ ＋
グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の Ｃ 末 端 か ら な る ： ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 容 易 に 精 製 で き る ） の 遺 伝 子 工 学 的 処 理 に つ い て 記 述 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 Ｍ Ｎ は Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に お い て 双 子 蛋 白 質 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ と し て 表 現 さ れ 、 細 胞 表 面 お よ
び 核 内 に 局 在 し て い る 。 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５
） を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お い て 54kdと 58kdの ２ 本 の バ ン ド が 確 認 で き る 。 こ れ ら の ２
本 の バ ン ド は 、 一 種 類 の 蛋 白 質 に 関 し て 、 グ リ コ シ ル 化 の パ タ ー ン あ る い は プ ロ セ ッ シ ン
グ の 過 程 が 異 な る こ と に よ る も の か も し れ な い 。 （ ｐ ５ ４ Ｎ お よ び ｐ ５ ８ Ｎ は 、 両 方 と も
マ ン ノ ー ス を 含 む オ リ ゴ 糖 残 基 に よ り グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る が 、 ｐ ５ ８ Ｎ だ け は グ ル コ
サ ミ ン も 含 有 し て い る 。 ） 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 双 子 蛋 白 質 （ twin protein） 」 と は ｐ ５
４ ／ ５ ８ Ｎ を 指 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ｍ Ｎ は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 急 速 成 長 す る 希 薄 培 養 中 で は 出 現 し な い が 、 細 胞 を 高 密 度 培 養
中 で 維 持 す る こ と に よ り 、 あ る い は 、 さ ら に 効 率 的 な 手 段 と し て 、 細 胞 に Ｍ Ｘ を 感 染 さ せ
る こ と に よ り 誘 導 さ れ る 。 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ の み が Ｍ ａ Ｔ ｕ に 感 染 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 内 で 再
生 さ れ た 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス （ vesicular surface virus, VSV） の ビ リ オ ン に 結 合 す る
。 双 子 蛋 白 質 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ は グ リ コ シ ル 化 さ れ 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 連 結 さ れ た オ リ ゴ
マ ー の 形 を と っ て い る の に 対 し 、 ｐ ５ ８ Ｎ は グ リ コ シ ル 化 さ れ て お ら ず 、 ジ ス ル フ ィ ド 結
合 で 連 結 さ れ た オ リ ゴ マ ー 形 で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｖ Ｓ Ｖ は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 内 で ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ を ビ リ オ ン 中 に 集 め る が 、 こ の こ と は 、 該
双 子 蛋 白 質 が Ｖ Ｓ Ｖ の Ｇ 蛋 白 質 変 異 型 の 相 補 性 と 、 Ｖ Ｓ Ｖ （ Ｍ ａ Ｔ ｕ ） の プ ソ イ ド 型 の 形
成 に 関 与 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 エ ン ベ ロ ー プ を 有 す る ウ イ ル ス の み が 、 感 染 性 で
機 能 的 な プ ソ イ ド 型 を 形 成 す る た め の 表 面 糖 蛋 白 質 を 産 生 し 、 ビ リ オ ン の 細 胞 へ の 吸 着 お
よ び 侵 入 と い う 特 殊 な 機 能 を 発 揮 す る こ と が で き る （ ザ バ ダ （ Zavada） , Ｊ ． , 

: 15-24(1982)） 。 こ の こ と は Ｍ Ｎ 遺 伝 子 が 疑 似 ウ イ ル ス の 配 列 と し て 行 動 す る
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 エ ン ベ ロ ー プ を 有 す る ウ イ ル ス の 表 面 蛋 白 質 は 、 Ｖ Ｓ Ｖ の プ ソ イ ド 型 の 形 成 に 関 与 し て
お り 、 Ｍ Ｎ 双 子 蛋 白 質 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ と 同 様 に 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る 。 ま た 、 Ｍ Ｎ 蛋
白 質 は 、 オ リ ゴ マ ー （ 好 ま し く は 三 量 体 ま た は 四 量 体 ） の 形 成 に お い て は ウ イ ル ス の 糖 蛋
白 質 と 類 似 し て い る 。 そ の よ う な オ リ ゴ マ ー 形 成 に お い て は 、 Ｓ － Ｓ 結 合 （ ジ ス ル フ ィ ド
結 合 ） の 関 与 は 必 須 で は な い が 、 ビ リ オ ン の 集 積 に は 必 須 で あ る （ ク レ イ ス （ Kreis） と
ロ デ ィ ッ シ ュ （ Lodish） , : 929-937(1986)） 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は ２ － メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い て 還 元 す る こ と に よ り 分 裂 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 パ ス ト レ コ ヴ ァ （ Pastorekova） ら に よ り 報 告 さ れ て い る よ う に （ : 620-
626(1992)） 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 用 い て 還 元 し た 後 は 、 細 胞 抽 出 物 あ る い は Ｖ Ｓ Ｖ
由 来 の ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ は イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お い て 非 常 に 類 似 し て い る 。 還 元 を 行 わ な い 場
合 、 細 胞 抽 出 物 の ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ は 150kd付 近 に 複 数 の バ ン ド と し て 現 れ 、 こ の こ と は 細
胞 が 数 種 の 異 な る オ リ ゴ マ ー （ お そ ら く ｐ ５ ４ ： ｐ ５ ８ の 比 率 が 異 な る ） を 含 ん で い る こ
と を 示 唆 し て い る 。 し か し ， Ｖ Ｓ Ｖ に お い て は 選 択 的 に そ の 中 の 一 つ 、 分 子 量 約 153kdに
集 ま っ て い る 。 該 オ リ ゴ マ ー は 三 量 体 も し く は 四 量 体 で あ り 、 54kdお よ び 58kdの 蛋 白 質 か
ら な っ て い る 。 還 元 状 態 で の Ｖ Ｓ Ｖ サ ン プ ル の 分 析 に お い て 54kdと 58kdの バ ン ド の 強 さ が
ほ ぼ 同 等 で あ る こ と か ら 、 Ｖ Ｓ Ｖ ビ リ オ ン に お い て は ｐ ５ ４ ： ｐ ５ ８ が 等 モ ル 比 で あ る こ
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と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 発 現 は 、 腫 瘍 性 疾 患 の 診 断 ／ 予 後 に み ら れ る 。 Ｍ Ｎ 双 子 蛋 白 質 ｐ ５ ４ ／ ５
８ Ｎ は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 お よ び ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） の 腫 瘍 形 成 性 （ Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ）
ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 に お い て 発 現 が 確 認 さ れ て い る が （ ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） ら 、

: 699-712(1981)お よ び ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） ら 、
: 252-259(1982) ） 、 線 維 芽 細 胞 あ る い は 非 腫 瘍 形 成 性 （ Ｈ ／ Ｆ － Ｎ ） ハ イ ブ リ ッ

ド 細 胞 に お い て は 確 認 さ れ て い な い （ ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） ら 、 同 上 ） 。 ヒ ト 卵
巣 、 子 宮 内 膜 お よ び 子 宮 頚 管 癌 、 ま た い く つ か の 良 性 腫 瘍 （ 乳 頭 腫 な ど ） を 用 い て 行 っ た
イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お い て は Ｍ Ｎ 蛋 白 質 が 確 認 さ れ る が 、 正 常 な 卵 巣 、 子 宮 内 膜 、 子 宮 あ る
い は 胎 盤 の 組 織 か ら は 確 認 さ れ な い 。 Ｍ Ｘ に 感 染 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 内 で は 、 微 細 構 造 の 交
替 が 顕 著 に 行 わ れ て お り 、 こ の こ と は 、 細 胞 表 面 で の お び た だ し い 糸 状 体 の 形 成 お よ び ミ
ト コ ン ド リ ア の 増 幅 を 意 味 し て い る 。 免 疫 金 （ immunogold） 標 識 法 を 用 い る と 、 ｐ ５ ４ ／
５ ８ Ｎ は 糸 状 体 の 表 面 お よ び 核 、 特 に 核 小 体 上 で 観 察 さ れ る 。 す な わ ち 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 正
常 非 腫 瘍 細 胞 で は 産 生 さ れ て い な い こ と か ら 、 腫 瘍 特 異 的 で あ る と い え る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 の 実 施 例 に お い て 、 Ｍ Ｎ お よ び Ｍ Ｘ は 二 つ の 異 な る 存 在 で あ り 、 互 い に 独 立 し
て 存 在 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 外 因 性 の 透 過 性 物 質 で あ る Ｍ Ｘ は 、 線 維 芽 細 胞 あ る い は
非 腫 瘍 形 成 性 （ Ｈ ／ Ｆ － Ｎ ） ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 に お い て 増 殖 す る が 、 こ れ ら の 細 胞 は Ｍ Ｎ
関 連 蛋 白 質 は 発 現 し な い （ 第 ２ Ａ 図 － 第 ２ Ｂ 図 ） 。 そ の よ う な 細 胞 内 で は Ｍ Ｘ は Ｍ Ｎ 蛋 白
質 の 産 生 を 誘 導 し な い の で あ る 。 第 ２ Ａ 図 － 第 ２ Ｂ 図 お よ び 実 施 例 ５ と ６ に 示 さ れ る よ う
に 、 Ｍ Ｘ の 非 存 在 下 で も Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 お よ び 他 の 腫 瘍 細 胞 内 で 産 生 さ れ る 。
し か し な が ら 、 Ｍ Ｘ は Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 内 に お け る Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 強 力 な 誘 導 剤 で あ る 。 非 感 染
細 胞 内 に お い て 、 Ｍ Ｘ は Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 産 生 を 濃 度 に し て 30倍 増 加 さ せ た （ 下 記 の 実 施 例 ５
と ８ 、 実 施 例 ８ の 表 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
　 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 は 、 本 項 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 っ て 単 離 さ れ た Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を 示 し て い る 。 遺 伝 子 コ ド ン の 縮 重 か ら 、 一 つ の コ ド ン が 一 つ 以 上 の
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て お り （ た と え ば 、 Ｔ Ｔ Ａ 、 Ｔ Ｔ Ｇ 、 Ｃ Ｔ Ｔ 、 Ｃ Ｔ Ｃ 、 Ｃ Ｔ Ａ お よ び
Ｃ Ｔ Ｇ は い ず れ も ロ イ シ ン （ leu） と い う ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る ） 、 ま た 、 た と え ば
第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 す よ う に 、 一 つ の コ ド ン が 他 の コ ド ン と 入 れ 替 わ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 多 様 性 に よ り 、 本 発 明 と 実 質 的 に 同 等 な 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド が 産 生 さ れ る 。
Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 相 補 的 な 核 酸 配 列 に 関 す る そ の よ う な 変 形 も す
べ て 本 発 明 の 範 ち ゅ う に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 記 述 し 、 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 単
離 さ れ 、 本 明 細 書 で 説 明 し て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち 、 は っ き り し た 構 造 の
み を 表 し た も の で あ る 。 わ ず か に 変 更 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 見 つ か る こ と も あ ろ う し
、 ま た 、 た と え ば 、 同 様 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 等 の 、 実 質 的 に 同 等 な Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る よ う に 当 該 分 野 で 知 ら れ た 技 術 に よ り 変 形 す る こ と も 可 能 で あ る
。 そ し て そ の よ う な 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 目 的 に 適 合 す る 。 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ
ペ プ チ ド と 相 同 あ る い は ほ ぼ 相 同 な 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 合 成 核 酸 配 列 の よ
う に 、 同 等 な コ ド ン を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ は 本 発 明 の 範 ち ゅ う に 含 ま れ る 。 遺 伝 子
コ ー ド の 縮 重 が な け れ ば 、 こ れ ら の 核 酸 配 列 は や は り 前 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 明 細 書 で 説 明 し て い る よ う に 、 核 酸 配 列 が 修 飾 さ れ た り 変 形 さ れ る
結 果 、 Ｍ Ｎ 配 列 お よ び そ の 断 片 と 実 質 的 に 同 等 の 配 列 が 作 り 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 を 見 つ け る た め に 、 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら λ ｇ ｔ １ １ に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー を 調 製 し た 。 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ は グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー
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ト Ｃ ｓ Ｃ ｌ 法 を 用 い て 抽 出 し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は オ リ ゴ ｄ Ｔ セ ル ロ ー ス を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー
に よ り 分 離 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 お よ び ｇ ｔ １ １ へ の そ の ク ロ ー ニ ン グ は ア マ シ ャ ム （ Am
arsham） 社 の キ ッ ト を 用 い て 行 っ た が 、 － ア ダ プ タ ー だ け は ス ト ラ タ ジ ー ン （ S
tratagene） 社 （ 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ラ ・ ホ ー ラ （ La Jolla） ） の も の を 使 用 し た
。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ７ ５ と ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ を 縮 合 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 と
を 組 み 合 わ せ た イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ に ラ イ ブ ラ リ ー を か け た 。 こ の イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン
グ 法 は 、 ヤ ン グ （ Young） と デ イ ヴ ィ ス （ Davis） に よ り 報 告 さ れ て い る （ :
 1194-1198(1983)） 。 350,000の プ ラ ー ク （ 全 ラ イ ブ ラ リ ー の お お よ そ 半 分 に あ た る ） を
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 １ 個 の ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 取 り 出 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を pBluescript KS（ ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） 社 ） の 部 位
に 組 み 込 ん で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ を 行 い 、 pBluescript-MNを 作 っ た 。 Erase-a-BaseＴ Ｍ キ ッ
ト （ プ ロ メ ガ （ Promega） 社 、 米 国 、 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 マ デ ィ ソ ン ） を 使 用 し て 、 方 向
が 反 対 で 重 な る ２ 個 の 欠 失 を 作 り 、 Ｔ ７ シ ー ク エ ン ス 用 キ ッ ト （ フ ァ ル マ シ ア （ Pharmaci
a） 社 、 米 国 、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 、 ピ ス カ タ ウ ェ イ ） を 用 い て ジ デ オ キ シ 法 に よ り 配 列
を 決 定 し た 。 配 列 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 一 部 を 表 し て お り 、 イ ン サ ー ト の 長 さ は 1397bpで
あ っ た 。 本 配 列 を 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 す （ 配 列 番 号 1） 。 配 列 は 、 大 き な 1290bpの オ
ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム お よ び ポ リ Ａ シ グ ナ ル （ Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ ） を 含 む 107bpの ３ ’
非 翻 訳 領 域 か ら な っ て い る 。 該 配 列 の も う 一 つ の 特 徴 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 不 安 定 性 に 関 与 す る
領 域 （ 1389番 目 の Ａ Ｕ Ｕ Ｕ Ａ ） が 存 在 す る こ と で あ る 。 こ の 領 域 は 、 あ る 種 の 腫 瘍 遺 伝 子
お よ び リ ン ホ カ イ ン の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 特 異 的 な も の で あ る （ シ ョ ウ （ Shaw） と カ ー メ ン （ Kame
n） , : 659-667(1986)） 。 Ｍ Ｎ ク ロ ー ン の 大 き さ と 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の そ れ と を
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 比 較 す る と （ 実 施 例 12） 、 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 そ の 配 列 の ５ ’ 末 端
か ら 約 100bpが 欠 損 し て い る こ と が わ か っ た 。 　 Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 約 48kdの 推 定 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る （ 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 、 配 列
番 号 2） 。 推 定 翻 訳 ア ミ ノ 酸 （ Ａ Ａ ） 配 列 の 分 析 で は 、 既 報 の 蛋 白 質 の 配 列 と は 高 い 相 同
性 を 示 さ な か っ た 。 最 も 近 い 相 同 性 が 見 ら れ た の は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び い ろ い ろ な 型 の 炭
酸 脱 水 素 酵 素 の Ｃ 末 端 で あ る （ 170－ 200Ａ Ａ の 重 な り に お い て 約 30－ 35％ ） 。 炭 酸 脱 水 素
酵 素 の 活 性 部 位 は 、 Ｚ ｎ ２ ＋ 結 合 ド メ イ ン と 同 様 に 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 に お い て も よ く 保 存 さ れ
て い る 。 し か し な が ら 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 由 来 の 新 規 な 配 列 で あ る こ と は 明 か で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 上 述 し た よ う に 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は 既 知 の 炭 酸 脱 水 素 酵 素 と い く ら か の 相 同 性 を 有 す る が 、
い く つ か の 面 で そ れ ら と は 異 な っ て い る 。 ７ 個 の 炭 酸 脱 水 素 酵 素 が 報 告 さ れ て い る （ ド ッ
ジ ソ ン （ Dodgson） ら （ 編 ） 、 炭 酸 脱 水 素 酵 素 （ s） 、 （ プ レ ナ ム
プ レ ス （ Plenum Press） 社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ／ ロ ン ド ン （ 1991年 ） ） 。 そ れ ら の お の お の は
７ 個 の イ ン ト ロ ン を 含 ん で い る が 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は イ ン ト ロ ン を 含 ま な い よ う で あ る 。 ま た
、 既 知 の 炭 酸 脱 水 素 酵 素 は す べ て お よ そ 30kdの 蛋 白 質 で あ り 、 こ れ ら は Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の ｐ ５
４ ／ ５ ８ Ｎ 関 連 の 産 生 物 よ り 小 さ い 。 さ ら に 、 炭 酸 脱 水 素 酵 素 は Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 の よ う な
オ リ ゴ マ ー を 形 成 し な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 産 生 物 は 、 303－ 313の ア ミ ノ 酸 位 置 に 一 つ の 活 性
な Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 を 有 す る 塩 基 性 蛋 白 質 （ ｐ Ｉ 9.08） で あ る こ と が 明 か で あ る 。 こ
れ ら の 事 実 は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 由 来 の ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 が 、 Ｅ ｎ ｄ ｏ 　 Ｈ お よ び Ｅ ｎ ｄ
ｏ 　 Ｆ に よ る 分 裂 （ お の お の 約 ３ kdの 欠 損 を 起 こ す ） に 感 受 性 で あ る こ と に 対 応 し て い る
。 親 水 性 プ ロ フ ィ ル は 、 ア ミ ノ 酸 の 親 水 性 配 列 （ 371－ 395位 ） を 示 し て お り 、 こ れ は プ ラ
ズ マ 膜 に か か る 領 域 を 表 し て い る と 考 え ら れ 、 ま た 、 分 裂 シ グ ナ ル も 含 む と 考 え ら れ る 。
該 プ ロ フ ィ ル は 、 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 が 細 胞 膜 に 局 在 し て い る こ と と よ く 一 致 す る 。 Ｍ
Ｎ ア ミ ノ 酸 配 列 に は Ｐ Ｅ Ｓ Ｔ 領 域 は 存 在 し な い こ と か ら 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 産 生 物 は 安 定 で 永
続 性 の 蛋 白 質 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る （ ロ ジ ャ ー ス （ Rogers） ら 、 : 364-36
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8(1986)） 。 そ の よ う な 特 性 か ら 、 発 明 者 ら の ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ の 代 謝 ラ ベ ル が 非 効 率 的 で
あ っ た こ と を 説 明 で き る 。 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は さ ら に ほ か の 特 徴 を も 示 す 。 す な わ ち 、 10
個 の 活 性 リ ン 酸 化 部 位 と ７ 個 の ミ リ ス チ ル 化 部 位 お よ び ３ 個 の 抗 原 決 定 因 子 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 の 両 方 が 一 つ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る か 否 か を 確 認 す
る た め に 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 発 現 を 特 異 的 に 阻 害 す る ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ ｓ を 用 い た 。 （ こ の
よ う な ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ ｓ の 使 用 法 に つ い て は 、 ス テ イ ン （ Stein） と コ ー エ ン （ Cohen
） に よ り 総 説 さ れ て い る （ : 2659-2668(1988)） 。 ） こ れ ら の 実 験 に つ い
て は 実 施 例 11に 詳 述 し て い る 。 実 験 の 結 果 、 Ｏ Ｄ Ｎ ｓ と 共 に 培 養 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に お い
て は ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ の 合 成 が か な り 阻 害 さ れ て い る こ と が わ か り 、 一 方 、 い ろ い ろ な Ｈ ｅ
Ｌ ａ 細 胞 の 蛋 白 質 の 産 生 量 は ほ ぼ 同 程 度 に 保 た れ て い た 。 さ ら に 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト に お い
て 重 要 な 結 果 が 得 ら れ た 。 す な わ ち 、 Ｏ Ｄ Ｎ ｓ に よ る 特 異 的 阻 害 は ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質
の の 両 方 に 影 響 を 与 え て い た （ 実 施 例 11） 。 こ れ ら の こ と か ら 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は Ｈ ｅ Ｌ ａ 細
胞 に お い て ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 の 両 方 を コ ー ド し て い る と 結 論 づ け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 が ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 特 異 的 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る か 否 か を 確
認 す る た め に 、 該 遺 伝 子 を バ ク テ リ ア 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ （ フ ァ ル マ シ ア （ Phar
macia） 社 、 ス ゥ エ ー デ ン 、 ウ プ サ ラ ） に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ の Ｃ 末 端 を 有 す る 融 合 蛋 白 質 を 発 現 す る よ う に 構 築 し た 。 こ の サ ブ ク ロ ー ニ
ン グ は 、 本 発 明 に お け る Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 の 遺 伝 子 工 学 的 手 法 の 一 つ を 示 す も の で あ る 。 以
下 の 記 述 は 例 示 で あ り 、 如 何 な る 意 味 に お い て も 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　
　 上 述 の pBluescript-MN由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 体 （ イ ン サ ー ト ） は 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を

で 消 化 （ 切 断 （ digesting） ） す る こ と に よ り 切 出 し た 。 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 体 は 、 平 滑 末
端 を 得 る た め に Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ （ フ ァ ル マ シ ア （ Pharmacia
） 社 ） の 脱 リ ン 酸 化 し た 部 位 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 XL1-Blueの 形 質 転 換 お よ び Ｉ Ｐ Ｇ
Ｔ に よ る 誘 導 の 結 果 、 融 合 蛋 白 質 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 融 合 蛋 白 質 で あ る Ｍ Ｎ グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － セ フ
ァ ロ ー ス ４ Ｂ （ フ ァ ル マ シ ア （ Pharmacia） 社 ） を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 精 製 し た 。 10％ ゲ ル を 用 い た Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 さ れ た ２ つ の 同 様 な
サ ン プ ル か ら 、 20ミ リ グ ラ ム の 精 製 さ れ た 組 換 え 蛋 白 質 が 得 ら れ た 。 一 つ の サ ン プ ル （ Ａ
） は ク マ ジ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で 染 色 し 、 他 方 の サ ン プ ル （ Ｂ ） は ハ イ ボ ン ド Ｃ メ ン ブ
レ ン （ Hybond C membrane） （ ア マ シ ャ ム （ Amarsham） 社 、 英 国 、 バ ッ ク ス 、 ア リ ス バ リ
ー ） に ブ ロ ッ ト し た 。 こ の ブ ロ ッ ト は 、 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を 用 い て オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 展 開 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 か ら 興 味 深 い 結 果 が 得 ら れ た 。 す な わ ち 、 異 な る 分 子 量 を 有 す る
一 連 の 蛋 白 質 の バ ン ド が 存 在 す る こ と で あ る 。 本 発 明 に 従 っ て 産 生 さ れ た 別 の 融 合 蛋 白 質
で あ る 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ Ｍ Ｎ （ λ 　 ｇ ｔ １ １ 溶 原 ） に お い て も 同 様 な Ｄ Ｓ Ｄ － Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ パ タ ー ン が 得 ら れ た 。 Ｍ Ｎ 配 列 内 に ９ 個 の Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ コ ド ン タ ン デ ム が 存 在 す る こ
と に よ る 翻 訳 エ ラ ー の た め に 、 こ れ ら の パ タ ー ン が 現 れ た も の と 思 わ れ る 。 対 応 す る ｔ Ｒ
Ｎ Ａ が 短 い た め 、 バ ク テ リ ア 遺 伝 子 内 で こ れ ら の コ ド ン を 使 用 す る こ と は 絶 対 に 避 け ら れ
て い る 。 か く し て 、 外 来 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ タ ン デ ム の 翻 訳 の 際 に 、 ＋ １ の リ
ボ ソ ー ム 上 で の フ レ ー ム シ フ ト が 高 い 頻 度 （ 約 50％ ） で 起 こ る （ ス パ ン ヤ ー ド （ Spanjaar
d） ら 、 : 5031-5036(1990)） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に お い て 、 同 様 な パ タ ー ン が 得 ら れ た 。 す な わ ち 、 染 色 さ れ た Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 確 認 さ れ た 全 て の バ ン ド は 、 Ｍ Ｎ 特 異 的 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ に 反 応 し
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、 こ の こ と は 、 全 て の 蛋 白 質 の バ ン ド が Ｍ Ｎ 特 異 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 ま た 、 こ れ
ら の 結 果 か ら 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ へ の 結 合 部 位 は 、 フ レ ー ム シ フ ト の 影 響 を 受 け な い Ｍ Ｎ 蛋
白 質 の Ｎ 末 端 部 分 に あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 下 記 の 実 施 例 ８ に 示 す よ う に 、 融 合 蛋 白 質 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ は 、 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 お
よ び Ｍ Ｎ 抗 原 の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　
　 本 明 細 書 で 用 い て い る 「 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド 」 （ Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ
ペ プ チ ド ） と は 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 あ る い は そ の 断 片 に よ り コ ー ド さ れ て い る 蛋 白 質 お よ び ／ ま
た は ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 し て い る 。 好 ま し い Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 例 は 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 が 第 １
Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 さ れ て い る も の で あ る （ 配 列 番 号 2） 。 好 ま し い Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ
プ チ ド は 、 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 す Ｍ Ｎ 蛋 白 質 と 実 質 的 に 相 同 性 を 有 す る 蛋 白 質 ／ ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ る ア ミ ノ 酸 の 共 有 結 合 鎖 の こ と で あ り 、 本 明
細 書 で は 、 50あ る い は そ れ 以 下 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る も の と 考 え て い る 。 本 明 細 書 に
お け る 「 蛋 白 質 」 と は 、 50よ り 多 く の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 定 義 さ れ る
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 イ ン ビ ボ （ ） の 腫 瘍 細 胞 か ら 産 生 さ れ る 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 が 細 胞 培
養 内 の 腫 瘍 細 胞 か ら 産 生 さ れ る 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド の も の と 異 な る こ と が あ る 。 す な わ
ち 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド が 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 伸 張 、 欠 損 、 削 除 お よ び そ れ ら の 組 合
せ （ こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い が ） の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 変 化 を 有 し て い て も 、 そ
れ ら は す べ て 本 発 明 の 範 ち ゅ う に 属 す る 。 体 液 中 に 残 存 す る 蛋 白 質 は 蛋 白 質 分 解 な ど の 分
解 処 理 を 受 け る こ と が あ る 。 す な わ ち 、 血 清 な ど の 体 液 中 に は か な り の 削 除 が 行 わ れ た Ｍ
Ｎ 蛋 白 質 お よ び Ｍ Ｎ ポ リ ペ プ チ ド が 見 い だ さ れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 し て い る 「 Ｍ Ｎ 抗 原 」
と は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 さ ら に 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 遺 伝 子 工 学 に よ っ て 変 化 さ
せ る こ と も で き る 。 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 削 除 し た り 置 換 す る こ と が で き る 。
そ の よ う な ア ミ ノ 酸 の 変 化 も 、 生 物 学 的 活 性 に 有 意 の 変 化 を も た ら さ ず 、 本 発 明 の 範 囲 に
含 ま れ る 蛋 白 質 や ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 方 法 に し た が っ て 、 さ ま ざ ま な 手
段 で 調 製 で き る 。 た と え ば 、 組 換 え 、 合 成 、 あ る い は そ の 他 の 生 物 学 的 手 法 、 す な わ ち 、
長 い 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 酵 素 お よ び ／ ま た は 化 学 的 に 解 裂 す る 等 の 方 法 が 挙 げ ら
れ る 。 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 を 調 製 す る 好 ま し い 方 法 は 組 換 え 法 で あ る 。 組 換 え に よ る Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の
産 生 の た め に 特 に 好 ま し い 方 法 は 、 融 合 蛋 白 質 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ に 関 し て 上 述 し た 方
法 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　
　 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 す Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び そ の 断 片 を 調 製 す る 代 表 的 な 方 法 は 、 適 切
な Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 上 で 例 示 し た よ う な 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と で あ る 。
本 明 細 書 に 記 載 し て い る よ う に 、 単 離 さ れ た Ｍ Ｎ 　 Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ に は 、 広 範 な 種
類 の 宿 主 － ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 組 合 せ を 用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 有 用 な ク ロ
ー ニ ン グ 媒 体 と し て は 次 の よ う な も の を 挙 げ る こ と が で き る 。 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 、 非 染 色 体 Ｄ
Ｎ Ａ 、 合 成 の Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て 、 た と え ば 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ 等 の 各 種 の 既 知 の バ ク テ リ ア プ ラ
ス ミ ド 、 そ の 他 の 大 腸 菌 （ ） プ ラ ス ミ ド お よ び そ れ ら の 誘 導 体 、 な ら び に 広 い 宿
主 範 囲 の プ ラ ス ミ ド 、 た と え ば 、 Ｒ Ｐ ４ や フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ （ た と え ば 、 Ｎ Ｂ ９ ８ ９ 等 の λ

10

20

30

40

50

(13) JP 2006-83179 A 2006.3.30

Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド

in vivo

Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え 産 生

E. Coli



フ ァ ー ジ の 多 数 の 誘 導 体 ） 、 フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 を コ ン ト ロ ー ル す る 配 列 を 有 す る 修 飾
プ ラ ス ミ ド 等 の プ ラ ス ミ ド と フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ の 組 合 せ か ら 作 ら れ た ベ ク タ ー な ど 。 プ ラ ス
ミ ド ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ が 好 ま し い ク ロ ー ニ ン グ 媒 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 宿 主 と し て 有 用 な 細 胞 は 真 核 性 で も 原 核 性 で も よ く 、 次 の よ う な も の が 例 示 さ れ る 。 バ
ク テ リ ア 宿 主 、 た と え ば 、 大 腸 菌 （ ） と そ の 他 の バ ク テ リ ア 株 、 酵 母 お よ び そ の
他 の 菌 類 等 、 動 物 ま た は 植 物 の 培 養 細 胞 等 の 動 物 あ る い は 植 物 宿 主 、 昆 虫 細 胞 お よ び そ の
他 の 宿 主 。 も ち ろ ん 、 全 て の 宿 主 が 同 じ 効 果 を 有 す る わ け で は な い 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ
て い る 原 則 を 考 慮 し な が ら 本 発 明 の 範 囲 か ら 逸 脱 し な い よ う に 、 当 業 者 に よ っ て 宿 主 － ク
ロ ー ニ ン グ 媒 体 の 組 合 せ の 選 択 が な さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 形 成 す る た め 、 選 択 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ 媒 体 へ 挿 入 す
る 特 定 部 位 の 決 定 は 、 さ ま ざ ま な 因 子 に 影 響 さ れ る 。 こ れ ら の 因 子 と し て は 、 発 現 さ せ る
蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の サ イ ズ と 構 造 、 所 望 す る 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 宿 主 細
胞 の 成 分 に よ る 内 部 酵 素 分 解 に 対 す る 感 受 性 、 宿 主 細 胞 蛋 白 質 に よ る コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン
、 開 始 お よ び 終 了 コ ド ン の 局 在 な ど の 発 現 特 性 、 お よ び 当 業 者 に よ り 知 ら れ て い る そ の 他
の 因 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 、 そ の 断 片 あ る い は Ｍ Ｎ 遺 伝 子 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え 核 酸 分 子 は 宿 主
の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る が 、 そ の 形 質 転 換 に よ り 、 宿 主 （ 形 質 転 換 体 ） に そ の 構 造 蛋 白 質
お よ び 断 片 を 発 現 さ せ 、 か つ 、 ハ イ ブ リ ッ ド Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド し て い る 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ
プ チ ド を 産 生 さ せ る 。 組 換 え 核 酸 分 子 は ま た 、 Ｍ Ｎ 核 酸 お よ び そ の 断 片 の 源 と し て さ ら に
組 換 え 核 酸 分 子 を 複 製 生 産 さ せ る た め に 宿 主 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の そ れ ぞ れ
の 使 用 に 対 す る 適 切 な 宿 主 の 選 択 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 多 く の 因 子 に よ り 定 め ら れ
て い る 。 こ れ ら の 因 子 と し て は 、 た と え ば 、 選 択 し た ベ ク タ ー と の 適 合 性 、 共 生 産 物 の 毒
性 、 所 望 す る 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 回 収 の し や す さ 、 発 現 特 性 、 生 物 学 的 安 全 性 お
よ び コ ス ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 大 腸 菌 （ ） な ど の 原 核 細 胞 を 用 い る 場 合 は 、 Ｄ Ｎ Ａ を 取 り 込 む
こ と の で き る コ ン ピ テ ン ト な 細 胞 は 、 指 数 増 殖 期 の 後 に 細 胞 を 回 収 （ ハ ー ベ ス ト ） し 、 続
い て 既 知 の 手 法 で あ る Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 法 で 処 理 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。 宿 主 細 胞 の プ ロ ト
プ ラ ス ト を 作 っ た 後 、 形 質 転 換 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 宿 主 細 胞 と し て 原 核 細 胞 を 用 い る 場 合 に は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 等 の 従 来 か ら の 機 械 的 手 法 、 赤 血 球 あ る い は リ ポ ソ
ー ム に 封 入 し た プ ラ ス ミ ド の 挿 入 、 リ ゾ フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 等 の 薬 剤 を 用 い た 細 胞 処
理 、 あ る い は ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 な ど の 方 法 が と ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 量 は ３ つ の 大 き な 因 子 に 左 右 さ れ る 。 （ １ ） 細 胞 内 の
遺 伝 子 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の コ ピ ー 数 、 （ ２ ） 該 遺 伝 子 お よ び 配 列 が 転 写 、 翻 訳 さ れ る 効 率
、 お よ び （ ３ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 性 。 転 写 、 翻 訳 （ こ れ ら が 共 同 し て 発 現 を 司 る ） の 効 率 は
、 核 酸 配 列 、 一 般 に は 所 望 の コ ー ド 配 列 の 前 に 位 置 し て い る 核 酸 配 列 に 依 存 す る 。 こ れ ら
の 核 酸 配 列 、 す な わ ち 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 は 、 と り わ け 、 転 写 を 開 始 す る た め に Ｒ Ｎ Ａ
ポ リ メ ラ ー ゼ が 相 互 作 用 す る 位 置 （ プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） 、 お よ び 翻 訳 を 開 始 す る た め に リ
ボ ソ ー ム が ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ 転 写 産 物 ） と 結 合 し 、 相 互 作 用 す る 位 置 を 定 め て い る 。 そ の よ う な
全 て の 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 が 同 じ 効 果 を 発 揮 す る わ け で は な い 。 そ の た め 、 所 望 す る 蛋
白 質 に 特 異 的 な コ ー ド 配 列 を 近 傍 の 核 酸 配 列 か ら 切 り 出 し 、 そ の 代 わ り に 既 知 の 発 現 コ ン
ト ロ ー ル ベ ク タ ー に 融 合 し て 希 望 す る 高 レ ベ ル の 発 現 を 得 ら れ る よ う に す る の が よ い 。 上
述 の 操 作 を 行 っ て か ら 、 処 理 さ れ た こ の 新 し い Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 多 数 の プ ラ ス ミ ド ま た は バ ク
テ リ オ フ ァ ー ジ 誘 導 体 に 挿 入 さ れ 、 細 胞 内 で 遺 伝 子 ま た は 配 列 の コ ピ ー 数 を 増 し 、 さ ら に
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、 発 現 蛋 白 質 の 収 量 を 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 と し て 数 種 の も の が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 中 に は 、 オ ペ レ ー タ ー
、 プ ロ モ ー タ ー 、 大 腸 菌 （ ） の ラ ク ト ー ス オ ペ ロ ン （ lac 系 ） の リ ボ ソ ー ム 結 合
お よ び 相 互 作 用 配 列 、 大 腸 菌 （ ） の ト リ プ ト フ ァ ン 合 成 系 （ trp 系 ） に 対 応 す る
配 列 、 trpと lacプ ロ モ ー タ ー の 融 合 （ tac 系 ） 、 λ フ
ァ ー ジ の 主 要 オ ペ レ ー タ ー と プ ロ モ ー タ ー （ OＬ PＬ と OＲ PＲ ） 、 お よ び ｆ ｄ フ ァ ー ジ の コ
ー ト 蛋 白 質 の コ ン ト ロ ー ル 領 域 な ど が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 lac
あ る い は trpオ ペ ロ ン を 有 す る 形 質 導 入 フ ァ ー ジ の Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は λ あ る い は ｆ ｄ フ ァ ー
ジ の Ｄ Ｎ Ａ か ら 制 限 酵 素 を 用 い た 開 裂 に よ り 切 出 せ る 。 つ ぎ に 、 こ れ ら の 断 片 を 操 作 し て
、 必 須 コ ン ト ロ ー ル 配 列 が 、 コ ー ド 配 列 の 開 始 コ ド ン の 非 常 に 近 傍 ま た は 並 列 に 位 置 し て
い る よ う に な っ た 限 定 さ れ た 分 子 集 団 を 得 る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 融 合 体 は 次 に 、 適 切 な 宿 主 の 形 質 転 換 あ る い は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の ク ロ ー ニ
ン グ 媒 体 に 挿 入 し 、 抗 原 産 生 量 を 測 定 す る 。 そ し て 、 最 も 効 率 的 な 発 現 を す る 細 胞 を 選 択
す る 。 別 の 方 法 と し て は 、 開 始 コ ド ン に 接 続 さ れ た lac、 trpま た は λ PＬ コ ン ト ロ ー ル 系
を 有 す る ク ロ ー ニ ン グ 媒 体 を 用 い 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 含
む 断 片 に 融 合 し 、 そ れ に よ っ て 遺 伝 子 あ る い は 配 列 が ク ロ ー ニ ン グ 媒 体 の 開 始 コ ド ン か ら
正 し く 翻 訳 さ れ る よ う に す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 し て い る 「 組 換 え 核 酸 分 子 」 と は 、 少 な く と も ２ つ の 核 酸 配 列 か ら な る
ハ イ ブ リ ッ ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 指 し て お り 、 こ こ で 、 第 一 の 配 列 は 、 通 常 、 自 然 状 態 で
は 第 二 の 配 列 と 共 存 し て い な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 し て い る 「 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 」 と は 、 構 造 遺 伝 子 と 結 合 し た 場 合 に
そ の 発 現 を 制 御 ま た は 調 整 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の こ と で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　
　 本 発 明 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え 法 の み で な く 、 合 成 お よ び そ の 他 の 生
物 学 的 手 法 に よ っ て も 調 製 す る こ と が で き る 。 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 に よ る 産
生 は 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 所 望 す る ア ミ ノ 酸 鎖 を 化 学 的 に 合 成 し て い く
こ と か ら な る 。 所 望 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 質 を 調 製 す る た め の そ の 他 の 生 物 学 的 手
法 の 例 と し て は 、 所 望 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 長 い Ｍ Ｎ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 質 を 選 択
的 に 蛋 白 分 解 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 た と え ば 、 長 い ポ リ ペ プ チ ド ま た は 蛋 白 質 を 化 学 試
薬 ま た は 酵 素 で 分 解 す る こ と な ど で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ペ プ チ ド の 化 学 合 成 は 従 来 技 術 で あ り 、 た と え ば 、 メ リ フ ィ ー ル ド （ Merrifield） 固 相
合 成 法 （ メ リ フ ィ ー ル ド （ Merrifield） ， Ｊ ． , : 2149-2154(1963)
、 ケ ン ト （ Kent） ら 、 「 生 物 学 お よ び 医 学 に お け る 合 成 ペ プ チ ド （

） 29ペ ー ジ 」 、 ア リ タ ー ロ （ Alitalo） ら 編 、 エ ル セ ヴ ィ ー ル 科
学 出 版 （ Elsevier Science Publishers） 社 、 1985年 、 お よ び ハ ー グ （ Haug） ， Ｊ ． Ｄ ．
「 ペ プ チ ド 合 成 お よ び 保 護 基 戦 略 （ Peptide Synthesis and Protecting Group Strategy
） 」 , : 40-47（ 1987年 、 1/2月 号 ） な ど に よ
り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 化 学 的 ペ プ チ ド 合 成 の 方 法 に は 、 市 販 の 保 護 ア ミ ノ 酸 を 用 い る 自 動 ペ プ チ ド 合 成 機 の 使
用 も 含 ま れ る 。 合 成 機 と し て は 、 た と え ば バ イ オ サ ー チ （ Biosearch） 社 （ 米 国 、 カ リ フ
ォ ル ニ ア 州 、 サ ン ラ フ ァ エ ル ） の 9500型 お よ び 9600型 、 ア プ ラ イ ド 　 バ イ オ シ ス テ ム ズ （
Applied Biosystems） 社 （ 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ ー ） の 430型 、 ミ
リ ジ ェ ン （ Milligen） 社 （ ミ リ ポ ア （ Millipore） 社 の 子 会 社 、 米 国 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ
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州 、 ベ ッ ド フ ォ ー ド ） の 9050型 、 お よ び デ ュ ポ ン （ DuPont） の Ｒ Ａ Ｍ Ｐ （ 高 速 自 動 複 数 ペ
プ チ ド 合 成 機 ） （ デ ュ ポ ン コ ン パ ス （ Dupont Compass） 社 、 米 国 、 デ ラ ウ ェ ア 州 、 ウ ィ ル
ミ ン ト ン ） な ど が あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　
　 本 発 明 の 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 第 １ Ａ 図 － 第 １ 図 Ｂ に 示 す Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は Ｍ Ｎ 遺
伝 子 配 列 と 実 質 的 に 相 補 的 な 配 列 か ら な る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 実 質 的 に 相 補 的 」 と い
う 語 は 、 当 該 技 術 分 野 で 広 く 理 解 さ れ て い る 意 味 と 同 じ で あ り 、 そ れ ゆ え 、 通 常 の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 状 態 の 意 味 で 用 い る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 程 度 は 、 相 補 正 の 精
度 に 応 じ て 変 わ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 前 記 プ ロ ー ブ は 、 Ｍ Ｎ 　 Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 に 使 用 で き 、 し た が っ て 、
患 者 の 細 胞 内 の Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 存 在 や 欠 如 、 増 殖 、 変 異 、 あ る い は 遺 伝 子 再 配 列 の 試 験 に 使
用 で き る 。 た と え ば 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ を 使 用 し た ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト に よ り 検 出 で き る 。 増 幅 、 転 座 、 逆 位 な ら び に 欠 失 な ど の 遺 伝 子 変 化 は 本 発 明 の プ
ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ り 検 出 で き 、 こ の と き 、 該 プ ロ ー ブ は 、 細 胞 分 裂 中 期 の 染 色 体 の
広 が っ た 状 態 で も 間 期 の 核 の い ず れ の 状 態 で あ っ て も 、 患 者 の 細 胞 由 来 の 染 色 体 と イ ン サ
イ チ ュ ー （ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 。 ま た 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ を 用 い た サ
ザ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 増 幅 あ る い は 欠 失 を 検 出 す る こ と も で き る 。 該 プ ロ ー
ブ を 用 い た 制 限 酵 素 断 片 長 多 型 （ Ｒ Ｆ Ｌ Ｐ ） 分 析 は 、 遺 伝 子 変 化 、 変 異 お よ び 欠 失 の 検 出
と し て 好 ま し い 方 法 で あ る 。 該 プ ロ ー ブ は ま た 、 い ろ い ろ な 組 織 由 来 の Ｍ Ｎ 遺 伝 子 か ら 転
写 さ れ た 各 種 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／
ま た は ポ リ ペ プ チ ド な ら び に そ れ ら と 相 同 ま た は ほ ぼ 相 同 な 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ
プ チ ド を 検 出 す る た め に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ の よ う に 、 該 プ ロ ー ブ は 診 断 ／ 予 後 に 有 用 で あ る 。 該 プ ロ ー ブ は 試 験 キ ッ ト と し て 具
体 化 で き 、 好 ま し く は 、 該 プ ロ ー ブ が 適 切 な Ｍ Ｎ 遺 伝 子 ま た は Ｍ Ｎ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ タ ー ゲ ッ ト
と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 時 に 、 視 覚 化 で き る 適 切 な 手 段 を 伴 っ て い る の が よ い 。 そ
の よ う な 試 験 の サ ン プ ル と し て は 、 組 織 標 本 、 体 液 な ら び に 組 織 お よ び 細 胞 の 抽 出 物 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　
　 本 発 明 に 従 う 分 析 は 、 脊 椎 動 物 の サ ン プ ル 、 好 ま し く は ホ 乳 類 の サ ン プ ル 、 よ り 好 ま し
く は ヒ ト の サ ン プ ル 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 ま た は Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 で あ る
。 そ の よ う な サ ン プ ル と し て は 、 組 織 標 本 、 体 液 、 組 織 抽 出 物 お よ び 細 胞 抽 出 物 が 挙 げ ら
れ る 。 Ｍ Ｎ 抗 原 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 組 織 学 的 染 色 、 免 疫 電 子 お よ び 走 査 顕 微 鏡 観 察
、 と り わ け 、 免 疫 金 沈 降 （ immunogold） を 用 い る 技 術 に よ り 検 出 で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｍ Ｎ 抗 原 分 析 の 好 ま し い サ ン プ ル は 組 織 お よ び ／ ま た は 細 胞 抽 出 物 で あ る （ 下 記 の 実 施
例 ７ と ８ が 代 表 的 な も の で あ る ） 。 し か し 、 Ｍ Ｎ 抗 原 は 体 液 、 と り わ け 、 血 液 、 血 清 、 プ
ラ ズ マ 、 精 液 、 乳 汁 、 唾 液 、 涙 、 喀 痰 、 粘 液 、 尿 、 リ ン パ 液 、 サ イ ト ゾ ル 、 腹 水 、 胸 水 、
羊 水 、 膀 胱 洗 浄 液 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 、 随 液 か ら も 検 出 で き る 。 試 験 前 に 大 量 の 体 液 か ら
Ｍ Ｎ 抗 原 を 濃 縮 す る こ と が 望 ま し い 。 分 析 に 好 ま し い 体 液 は 、 試 験 す る 癌 の 型 に も よ る が
、 一 般 的 に 好 ま し い 体 液 は 、 乳 汁 、 胸 水 お よ び 腹 水 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 血 液 、 プ ラ ズ マ 、 血 清 、 リ ン パ 液 、 粘 液 、 涙 、 尿 、 髄 液 お よ び 唾 液 な ど の 体 液 サ ン プ ル
中 の 活 性 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド に Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 は 血 清 学 的 に 結 合 す る が 、 そ の よ う
な 抗 体 は 血 液 、 プ ラ ズ マ お よ び 血 清 、 好 ま し く は 血 清 に 普 通 に み ら れ る 。 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体
の 検 出 の た め の 代 表 的 な 分 析 は 、 下 記 の 実 施 例 ８ に 示 す も の で あ り 、 そ の 実 施 例 で は 融 合
蛋 白 質 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ を 用 い て い る 。 Ｍ Ｎ 抗 原 お よ び そ れ ら と 反 応 す る Ｍ Ｎ 特 異 的
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抗 体 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 試 験 の 結 果 の 相 関 か ら 、 患 者 の 病 状 の 好 ま し い プ ロ フ ァ イ
ル が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 分 析 は 、 診 断 お よ び ／ ま た は 予 後 の 両 方 、 す な わ ち 、 診 断 ／ 予 後 で あ る 。 本 明
細 書 で 使 用 し て い る 「 診 断 ／ 予 後 」 と は 、 臨 床 的 状 況 に 依 存 し て 以 下 の 手 順 の そ れ ぞ れ 、
ま た は 、 そ れ ら の 手 順 の い く つ か が 重 複 し て い る こ と を 意 味 す る 。 疾 病 の 存 在 の 判 断 、 疾
病 の 特 性 の 判 断 、 あ る 疾 病 と 他 の 疾 病 と の 区 別 、 病 状 の 帰 結 予 想 、 患 者 の 様 子 と 症 状 か ら
示 さ れ る 疾 病 か ら の 回 復 の 見 込 み 、 患 者 の 病 状 の モ ニ タ リ ン グ 、 疾 病 の 再 発 に 関 す る 患 者
の モ ニ タ リ ン グ 、 お よ び ／ ま た は 患 者 に 対 す る 好 ま し い 治 療 方 法 の 決 定 な ど 。 本 発 明 に お
け る 診 断 ／ 予 後 の 方 法 は た と え ば 以 下 の よ う な 場 合 に 有 用 で あ る 。 腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は
前 腫 瘍 性 疾 患 の 存 在 に 対 す る 集 団 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 腫 瘍 性 疾 患 の 進 展 の 危 険 性 の 判 断 、
腫 瘍 性 お よ び ／ ま た は 前 腫 瘍 性 疾 患 の 存 在 の 診 断 、 腫 瘍 性 疾 患 の 患 者 の 病 状 の モ ニ タ リ ン
グ 、 お よ び ／ ま た は 腫 瘍 性 疾 患 の 経 過 に 対 す る 予 後 の 判 断 な ど 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 は 、 広 範 な 種 類 の 腫 瘍 性 疾 患 の 存 在 の ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 た と え ば 、
乳 腺 、 尿 路 、 卵 巣 、 子 宮 、 子 宮 頚 管 、 子 宮 内 膜 、 偏 平 細 胞 お よ び 腺 偏 平 細 胞 な ど の 腫 瘍 ；
頭 お よ び 首 の 癌 ； 神 経 芽 細 胞 腫 お よ び 網 膜 芽 種 な ど の 中 胚 葉 性 の 腫 瘍 ； 骨 肉 腫 お よ び ユ ー
イ ン グ 肉 腫 （ Ewing′ s sarcoma） な ど の 肉 腫 ； あ る い は メ ラ ノ ー マ な ど が 含 ま れ る 。 特 に
興 味 が あ る の は 婦 人 科 の 癌 で あ り 、 こ の 中 に は 卵 巣 、 子 宮 、 子 宮 頚 管 、 膣 、 陰 門 、 子 宮 内
膜 癌 が 含 ま れ る が 、 中 で も と り わ け 興 味 が あ る の は 卵 巣 、 子 宮 頚 管 お よ び 子 宮 内 膜 の 癌 で
あ る 。 同 様 に 特 に 興 味 が あ る の は 、 胸 、 食 道 を 含 む 胃 、 結 腸 、 腎 臓 、 前 立 線 、 肝 臓 、 膀 胱
を 含 む 尿 路 系 、 肺 、 お よ び 頭 と 首 の 癌 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 は 、 た と え ば 、 宿 主 か ら 取 出 し た 直 後 の 細 胞 群 を 使 用 し て 、 悪 性 腫 瘍 あ る い は 前
悪 性 腫 瘍 性 細 胞 の 存 在 の 可 能 性 を 推 し 量 る た め の 方 法 お よ び 構 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う
な 分 析 は 、 腫 瘍 の 発 見 、 そ れ ら の 増 殖 の 計 測 お よ び 疾 病 の 診 断 と 予 後 に 役 立 つ 。 こ の 分 析
は ま た 、 癌 の 転 移 の 存 在 の 発 見 、 な ら び に 、 手 術 、 癌 の 化 学 療 法 お よ び ／ ま た は 放 射 線 療
法 の 後 、 全 て の 腫 瘍 組 織 が な く な っ て い る か 除 去 さ れ て い る か を 確 認 す る の に 役 立 つ 。 さ
ら に 、 診 断 は 、 癌 の 化 学 療 法 お よ び 腫 瘍 の 再 発 を モ ニ タ ー す る の に 役 立 つ 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｍ Ｎ 抗 原 ま た は 抗 体 の 存 在 は 、 多 く の 既 に 確 立 さ れ た 診 断 分 析 を 用 い て 検 出 お よ び ／ ま
た は 定 量 す る こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 従 来 か ら 存 在 す る 任 意 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法
を 適 用 し て 、 Ｍ Ｎ 抗 原 お よ び ／ ま た は 抗 体 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る こ と が で き る 。
実 施 例 ８ に 本 発 明 の 好 ま し い 診 断 方 法 で あ る ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に つ い て 詳 し く 述 べ
て い る 。 も ち ろ ん 、 Ｍ Ｎ 抗 原 お よ び Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 の 検 出 に は ほ か の 多 く の 方 式 も 利 用 可
能 で あ る 。 た と え ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 法 ） 、 Ｒ Ｉ Ａ
（ ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ ） 、 競 合 Ｅ Ｉ Ａ 、 二 重 抗 体 サ ン ド イ ッ チ 法 、 そ の 他 診 断 研 究 に お
い て 通 常 使 用 さ れ る 全 て の 分 析 法 な ど が あ る 。 そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 結 果 の
解 釈 は 、 抗 体 あ る い は 抗 体 の 組 合 せ は 、 Ｍ Ｎ に 関 係 の な い サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 他 の 蛋 白
質 お よ び 蛋 白 質 の 断 片 と は 交 差 反 応 し な い と い う 仮 定 に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Ｍ Ｎ 抗 原 検 出 の 代 表 的 な 一 つ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 試 験 は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て
作 ら れ た 抗 体 あ る い は Ｍ Ｎ 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 全 体 に 対 し て 作 ら れ た 抗 体 を コ ー ト し た
マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 、 組 織 あ る い は 細 胞 抽 出 物 の よ う な 患 者 の サ ン プ ル を 加 え る
方 法 で あ る 。 あ る 抗 原 が 抗 体 と 結 合 す る よ う に 一 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ ー ト
を 洗 浄 し 、 酵 素 が 連 結 し て い る 別 の 抗 Ｍ Ｎ 抗 体 を 加 え 、 反 応 が 生 じ る よ う に イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 プ レ ー ト を 再 洗 浄 す る 。 そ の 後 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 酵 素 基 質 を 加 え 、 酵
素 が 基 質 に 作 用 す る よ う に 一 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 最 終 試 料 の 吸 光 度 を 測 定 す る 。 吸
光 度 が 大 き く 変 化 す る こ と は 陽 性 の 結 果 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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　 患 者 の 体 液 、 組 織 お よ び ／ ま た は 細 胞 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 の 存 在 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す
る た め に Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド が 使 用 で き る こ と も イ ム ノ ア ッ セ イ の 分 野 の 当 業 者 に
は 明 か で あ る 。 そ の よ う な 実 施 態 様 の 一 つ と し て 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ が あ る が 、 こ の 方 法
で は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は ラ ベ ル さ れ 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗
体 へ の 該 ラ ベ ル 化 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 に 競 合 さ せ る た め に 体 液 を 加 え る 。 そ
の よ う な 分 析 は 実 施 例 ８ に 記 載 し て い る よ う な Ｍ Ｎ 抗 原 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 に 使 用
で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 別 の 実 施 例 と し て は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ラ ベ ル さ れ た 抗 体 を 用 い
る イ ム ノ メ ト リ ッ ク 分 析 が あ る 。 そ の よ う な 分 析 に お い て は 、 抗 原 結 合 抗 体 と コ ン プ レ ッ
ク ス を 形 成 す る ラ ベ ル 化 抗 体 の 量 は 、 試 料 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 の 量 と 直 接 的 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 を 検 出 す る 代 表 的 な 分 析 は 競 合 分 析 で あ り 、 こ の 分 析 で は 、 ラ ベ ル さ れ
た Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は サ ン プ ル 中 の 抗 体 、 た と え ば 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド
を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 結 合 し て 沈 降 す る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 従 来 か ら 存 在 す る
任 意 の イ ム ノ ア ッ セ イ 方 法 を 適 用 し て Ｍ Ｎ 抗 原 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る こ と が で き
る 。 該 抗 体 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 の 検 出 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 多 く の 方 法
、 た と え ば 、 ヒ ト に お い て は 抗 ヒ ト ラ ベ ル Ｉ ｇ Ｇ の 使 用 な ど に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に 従 い 、 脊 椎 動 物 の サ ン プ ル か ら Ｍ Ｎ 抗 原 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る イ ム ノ
ア ッ セ イ の 方 法 の 例 は 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 構 成 さ れ て い る ：
　 ａ ） Ｍ Ｎ 抗 原 に 結 合 す る 一 組 あ る い は そ れ 以 上 の 組 の 抗 体 （ 一 つ の 抗 体 か あ る い は 複 数
の 抗 体 ） （ そ の う ち 一 組 は ラ ベ ル さ れ て い る か ま た は そ の 他 の 手 法 で 検 出 可 能 と な っ て い
る ） と 脊 椎 動 物 の サ ン プ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト す る ；
　 ｂ ） Ｍ Ｎ 抗 原 と 該 抗 体 か ら な る 免 疫 コ ン プ レ ッ ク ス が 存 在 す る か に つ い て 、 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た サ ン プ ル を 調 べ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に 従 う 別 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 例 は 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ で あ り 、 脊 椎 動 物 サ ン プ
ル 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る た め に 使 用 さ れ 、 以 下 の ス テ ッ プ か ら 構 成
さ れ て い る ：
　 ａ ） 脊 椎 動 物 の サ ン プ ル を 一 組 あ る い は そ れ 以 上 の 組 の 抗 体 お よ び 一 定 量 の ラ ベ ル さ れ
た も し く は 他 の 手 段 で 認 識 で き る よ う に な っ て い る Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド と イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 こ の と き 、 該 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド が 抗 体 と の 結 合 に お い て 、 サ ン プ ル 中
に 存 在 す る Ｍ Ｎ 抗 原 と 競 合 す る ；
　 ｂ ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た サ ン プ ル を 調 べ て 、 抗 体 に 結 合 し て い る ラ ベ ル し た ／ 検 出 可 能
な Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 測 定 す る ；
　 ｃ ） ス テ ッ プ ｂ ） の 検 査 か ら 、 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る Ｍ Ｎ 抗 原 お よ び ／ ま た は 前 記
サ ン プ ル 中 に 存 在 す る Ｍ Ｎ 抗 原 の 量 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 望 ま し い 特 性 を 有 す る 抗 体 （ 生 物 学 的 に 活 性 な 抗 体 の 断 片 を 含 む ） が 調 製 さ れ る と 、 特
定 の 抗 体 抗 原 コ ン プ レ ッ ク ス の 形 成 を 判 定 す る た め の 広 範 な 免 疫 学 的 分 析 法 が 可 能 で あ る
。 多 く の 競 合 、 非 競 合 蛋 白 質 結 合 分 析 に 関 し て 化 学 文 献 お よ び 特 許 明 細 書 に 記 述 さ れ て お
り 、 そ の よ う な 分 析 法 の 多 く は 購 入 可 能 で あ る 。 血 清 中 の 抗 原 の 検 出 に 適 し た イ ム ノ ア ッ
セ イ の 例 と し て は 、 以 下 の 米 国 特 許 に 記 載 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。 米 国 特 許 第 3,791,
932号 、 第 3,817,837号 、 第 3,839,153号 、 第 3,850,752号 、 第 3,850,578号 、 第 3,853,987号
、 第 3,867,517号 、 第 3,879,262号 、 第 3,901,654号 、 第 3,935,074号 、 第 3,984,533号 、 第 3
,996,345号 、 第 4,034,074号 、 お よ び 第 4,098,876号 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 分 析 に 用 い ら れ る 抗 体 は 、 ラ ベ ル さ れ て い る か ま た は ラ ベ ル さ れ て い な い も の で あ る 。
ラ ベ ル さ れ て い な い 抗 体 は 凝 集 に 用 い ら れ 、 ラ ベ ル さ れ た 抗 体 は 、 多 く の 種 類 の ラ ベ ル を
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施 す こ と に よ り 、 広 範 な 分 析 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 適 切 な 検 出 に は 、 放 射 核 、 酵 素 、 補 酵 素 、 発 蛍 光 剤 、 化 学 発 光 剤 、 色 素 原 、 酵 素 基 質 あ
る い は 補 助 因 子 、 酵 素 阻 害 剤 、 フ リ ー ラ ジ カ ル 、 パ ー テ ィ ク ル 、 染 料 な ど の ラ ベ ル を 用 い
る も の が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な ラ ベ ル 試 薬 は 、 既 知 の さ ま ざ ま な 分 析 、 た と え ば 、 ラ ジ
オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 等 の 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 、 蛍 光 免 疫 ア ッ セ イ な ど に 用 い ら れ
る 。 た と え ば 、 米 国 特 許 第 3,766,162号 、 第 3,791,932号 、 第 3,817,837号 お よ び 第 4,233,4
02号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 分 析 に お い て 有 用 な 抗 体 を 調 製 す る 方 法 を 以 下 に 示 す 。 以 下 の 例 は 、 本 発 明 に
従 う 代 表 的 な 分 析 に つ い て 詳 述 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　
　 今 ま で に 概 要 を 示 し た 分 析 は 、 Ｍ Ｎ 抗 原 お よ び ／ ま た は Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 （ 生 物 学 的 に 活
性 な 抗 体 の 断 片 を 含 む ） を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る 試 験 キ ッ ト と し て 具 体 化 さ れ る 。
Ｍ Ｎ 抗 原 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る 試 験 キ ッ ト は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド お よ び
／ ま た は 、 （ ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び ／ ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル の ） Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 か ら な る
。 そ の よ う な 診 断 ／ 予 後 用 の 試 験 キ ッ ト は 、 一 組 ま た は そ れ 以 上 の 組 の ポ リ ク ロ ー ナ ル お
よ び ／ ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 構 成 さ れ て お り 、 サ ン ド イ ッ チ 法 の 場 合 に は 、 抗 体
が Ｍ Ｎ 抗 原 の エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 一 組 は 適 切 に ラ ベ ル さ れ て い る か 、 そ の 他 の 手 段 に よ
り 検 出 可 能 で あ る 。 　 ラ ベ ル さ れ た （ あ る い は 他 の 手 段 で 検 出 可 能 な ） Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ
ペ プ チ ド と サ ン プ ル 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 と の 間 で 抗 体 に 対 す る 結 合 に 関 し て 競 合 が あ る 分 析 方 法
の 試 験 キ ッ ト は 、 ラ ベ ル さ れ た 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド と 抗 体 の 量 を 組 合 わ せ て 、 最 適 の 感
度 と 精 度 が 得 ら れ る よ う に 構 成 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 検 出 の た め の 試 験 キ ッ ト は 、 ラ ベ ル さ れ た ／ 検 出 可 能 な Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ
リ ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ て い る こ と が 好 ま し く 、 必 要 で あ れ ば 、 た と え ば 、 下 記 の 実 施 例
８ に 概 要 を 示 し て い る よ う な 好 ま し い 分 析 を 行 う た め に 、 そ の 他 の 成 分 を 含 ん で い て も よ
い 。 そ の よ う な 試 験 キ ッ ト は 、 そ の 他 の 適 切 な 手 段 を 含 ん で 、 従 来 か ら あ る よ う な 分 析 に
応 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　
　 本 明 細 書 で 使 用 し て い る 「 抗 体 」 と い う 語 は 、 抗 体 全 体 を 指 す だ け で な く 、 生 物 学 的 に
活 性 な 抗 体 の 断 片 、 好 ま し く は 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 断 片 を も 指 し て い る 。 そ の よ う な 抗
体 は 、 従 来 か ら の 手 法 お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 工 学 に よ り 調 製 で き る 。 抗 体 の 断 片 は 、 遺 伝
子 操 作 に よ り 、 好 ま し く は 超 可 変 領 域 を 含 む 、 短 鎖 お よ び ／ ま た は 長 鎖 の 可 変 領 域 （ Ｖ Ｈ

と Ｖ Ｌ ） か ら 調 製 さ れ る の が よ く 、 さ ら に 好 ま し く は 、 Ｖ Ｈ 領 域 と Ｖ Ｌ 領 域 の 両 方 か ら 調
製 さ れ る の が よ い 。 た と え ば 、 本 明 細 書 で 使 用 し て い る 「 抗 体 」 と い う 語 は 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ら び に そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 を も 意 味 し て お り
、 と り わ け 、 「 一 価 」 抗 体 （ グ レ ニ ー （ Glennie） ら 、 : 712(1982)） ； 共 有
結 合 性 ま た は 非 共 有 結 合 性 凝 集 を す る Ｆ ａ ｂ ’ お よ び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 を 含 む Ｆ ａ ｂ 蛋
白 質 ； 好 ま し く は 短 鎖 お よ び 長 鎖 の 可 変 領 域 （ Ｖ Ｈ と Ｖ Ｌ 領 域 ） を 含 み 、 よ り 好 ま し く は
超 可 変 領 域 （ 該 Ｖ Ｈ と Ｖ Ｌ 領 域 の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ｓ ） と し て も 知 ら れ て い る ） を
含 む 短 鎖 ま た は 長 鎖 単 独 ； Ｆ ｃ 蛋 白 質 ； １ 以 上 の 抗 体 と 結 合 可 能 な 「 ハ イ ブ リ ッ ド 」 抗 体
； 定 常 － 可 変 領 域 キ メ ラ ； 異 な る 起 源 由 来 の 長 鎖 お よ び 短 鎖 か ら な る 「 複 合 」 免 疫 グ ロ ブ
リ ン ； 通 常 の 組 換 え 手 法 に よ り 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 依 存 突 然 変 異 誘 発 法 （ ダ ル
バ デ ィ ー － マ ク フ ァ ー ラ ン ド （ Dalbadie-McFarland） ら 、 : 6409(1982)）
に よ り 調 製 さ れ た 、 特 異 性 や そ の 他 の 特 性 を 改 良 し た 「 改 造 」 抗 体 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 治 療 お よ び ／ ま た は イ メ ー ジ ン グ に 使 用 す る 抗 体 は 、 生 物 学 的 に 活 性 な 抗 体 の 断 片 で あ
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る こ と が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 遺 伝 子 工 学 的 に 処 理 さ れ た 断 片 が よ く 、 さ ら に 好 ま し
く は Ｖ Ｈ お よ び ／ ま た は Ｖ Ｌ 領 域 か ら 遺 伝 子 工 学 的 に 処 理 さ れ た 断 片 が よ く 、 さ ら に よ り
好 ま し い の は 、 そ れ ら の 超 可 変 領 域 か ら な る 断 片 で あ る 。 　 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 出 す る 従 来 か ら の 技 術 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の 分 野 で は 周 知 で あ る 。 Ｍ Ｎ
特 異 的 抗 体 を 産 生 す る た め の 免 疫 原 に は 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま
し く は 純 粋 で 、 Ｍ Ｘ に 感 染 し た 腫 瘍 細 胞 株 、 た と え ば 、 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 お よ び そ の
他 の 免 疫 原 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 抗 ペ プ チ ド 抗 体 は 、 ヨ ー ロ ッ パ 特 許 出 願 公 開 第 44,710号 （ 1982年 １ 月 27日 公 開 ） に 記 載
さ れ て い る よ う な 当 該 分 野 の 従 来 法 に よ っ て も 作 出 さ れ る 。 該 方 法 を 要 約 す る と 、 第 １ Ａ
図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 す よ う な Ｍ Ｎ ア ミ ノ 酸 配 列 か ら ペ プ チ ド を 選 択 し 、 化 学 的 に 合 成 し 、 適
切 な 免 疫 原 蛋 白 質 に 結 合 し 、 適 切 な 動 物 、 通 常 は ウ サ ギ あ る い は マ ウ ス に 注 入 し 、 ポ リ ク
ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 ら せ る こ と に よ り 、 抗 ペ プ チ ド 抗 体 が 調 製 さ れ る
。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は コ ー ラ ー － ミ ル シ ュ テ イ ン （ Kohler-Milstein） 法 に 従 っ て 作 出
さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 従 来 の ハ イ ブ リ ド ー マ 法 だ け で な く 、 新 し い 技 術 も 本 発 明 に 従 う 抗 体 を 産 生 す る た め に
用 い る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ク ロ ー ン 作 成 お よ び 抗 体 の Ｖ 遺 伝 子 の 発 現 に ポ リ メ ラ ー
ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 法 を 用 い 、 結 合 活 性 を 有 す る 断 片 を コ ー ド し て い る 抗 体 遺 伝 子 の 選
択 に フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 用 い る こ と に よ り 、 免 疫 さ れ た マ ウ ス お よ び ヒ ト 由 来 の Ｐ
Ｃ Ｒ 増 幅 し た Ｖ 遺 伝 子 の 集 団 か ら 抗 体 の 断 片 を 単 離 す る こ と が で き た （ マ ー ク ス （ Marks
） ら 、 : 779（ 1992年 ７ 月 号 ） 参 照 の こ と 。 シ ャ ン （ Chiang） ら 、

: 360(1989)； ワ ー ド （ Ward） ら 、 : 544（ 1989年 10月 12日 号
） ； マ ー ク ス （ Marks） ら 、 : 581(1991)； ク ラ ク ソ ン （ Clackson） ら
、 : 624-628（ 1991年 ８ 月 15日 号 ） ； ム リ ナ ッ ク ス （ Mullinax） ら 、  (US
A), : 8095（ 1990年 10月 号 ） ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 組 換 え 技 術 を 用 い た 抗 体 （ 本 明 細 書 で は 生 物 学 的 に 活 性 な 抗 体 の 断 片 を 含 む ） の 調 製 法
に 関 す る 記 載 は 下 記 に 見 出 さ れ る 。 米 国 特 許 第 4,816,567号 （ 1989年 ３ 月 28日 付 与 ） 、 ヨ
ー ロ ッ パ 特 許 出 願 公 開 番 号 （ Ｅ Ｐ ） 第 338,745号 （ 1989年 10月 25日 公 開 ） 、 Ｅ Ｐ 第 368,684
号 （ 1990年 ６ 月 16日 公 開 ） 、 Ｅ Ｐ 第 239,400号 （ 1987年 ９ 月 30日 公 開 ） 、 Ｗ Ｏ 第 90/14424
号 （ 1990年 11月 29日 公 開 ） 、 Ｗ Ｏ 第 90/14430号 （ 1990年 ５ 月 16日 公 開 ） 、 ヒ ュ ー セ （ Huse
） ら 、 : 1275（ 1989年 12月 ８ 日 号 ） ； マ ー ク ス （ Marks） ら 、

: 779（ 1992年 ７ 月 号 ） ； ラ ・ サ ス ト リ ー （ La Sastry） ら 、 (USA), : 5728（ 1
989年 ８ 月 号 ） ； シ ャ ン （ Chiang） ら 、 : 360(1989)； オ ー ラ ン デ ィ
（ Orlandi） ら 、 (USA), : 3833（ 1989年 ５ 月 号 ） ； ワ ー ド （ Ward） ら 、
: 544（ 1989年 10月 12日 号 ） ； マ ー ク ス （ Marks） ら 、 : 581(1991)；

フ ー ゲ ン ブ ー ム （ Hoogenboom） ら 、 : 4133(1991)。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　 本 発 明 の 分 析 で 使 用 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 分 野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ り 得
ら れ る 。 た と え ば 、 ガ ル フ レ （ Galfre） と  ミ ル シ ュ テ イ ン （ Milstein） 「 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の 調 製 ： 戦 略 お よ び 方 法 （ Preparation of Monoclonal Antibodies: Strategies a
nd Procedures） 」 （ 酵 素 学 的 方 法 ： 免 疫 化 学 的 手 法 （

） 73巻 １ － 46ペ ー ジ よ り ） （ ラ ン ゴ ー ン （ Langone） と ヴ ァ ナ テ ィ ス （
Vanatis） 編 、 ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス （ Academic Press） 社 （ 1981年 ） 、 お よ び 古 典 的 な
参 考 と し て 、 ミ ル シ ュ テ イ ン （ Milstein） と コ ー ラ ー （ Kohler） 、 : 495-497
(1975)が あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 代 表 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 マ ウ ス 細 胞 株 の 融 合 に よ り 調 製 さ れ る が 、 ヒ ト ／
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ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ （ オ ル ソ ン （ Olsson） ら 、 (USA), : 5429(1980)） お よ び ヒ ト
／ マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ （ シ ュ ロ ー ム （ Schlom） ら 、 (USA), : 6841(1980)、 シ ェ
ア マ ン （ Shearman） ら 、 : 928-935(1991)、 ゴ ー マ ン （ Gorman） ら 、
(USA), : 4181-4185(1991)） か ら も 調 製 さ れ 得 る 。 そ の よ う な ヒ ト 型 の モ ノ ク ロ ー ナ

ル 抗 体 は 、 治 療 お よ び イ メ ー ジ ン グ に 使 用 す る の に 好 ま し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 に 用 い る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 適 切 な ホ 乳 類 、 好 ま し く は 齧 歯 類 、 よ り 好 ま し
く は ウ サ ギ ま た は マ ウ ス に 、 適 切 な 免 疫 原 、 た と え ば 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ に 感 染 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞
や 、 あ る い は 、 必 要 で あ れ ば キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 を つ け た Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を 用 い
て 免 疫 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 例 と し て 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ
Ｖ Ｕ － Ｍ ７ ５ の 作 出 に つ い て 以 下 に 記 載 し て い る 。 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ は 、 多 く の 実 験 室 で の
診 断 試 験 、 た と え ば 、 培 養 腫 瘍 細 胞 、 臨 床 サ ン プ ル な ど に お け る Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ
ド の 同 定 に 役 立 っ て い る 。 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を 産 生 す る 方 法 に よ り 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ １ ６ （ Ｉ ｇ
Ｇ ２ Ｂ の ア イ ソ タ イ プ ） お よ び Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ６ ７ （ Ｉ ｇ Ｇ １ の ア イ ソ タ イ プ ） も 産 生 さ れ た
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｍ ７ ５ （ Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ ） は 、 マ ウ ス リ ン パ 球 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｖ Ｕ
－ Ｍ ７ ５ か ら 産 生 さ れ る が 、 該 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 当 初 ス ロ ヴ ァ ク 科 学 ア カ デ ミ ー ウ イ ル
ス 研 究 所 （ Institute of Virology,　 Slovak Academy of Sciences） の ハ イ ブ リ ド ー マ コ
レ ク シ ョ ン （ Collection of Hybridomas） （ チ ェ コ ス ロ バ キ ア 、 ブ ラ テ ィ ス ラ ヴ ァ ） に 寄
託 さ れ 、 ま た 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ American Type Cultur
e Collection） （ 米 国 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ロ ッ ク ヴ ィ ル ） に 1992年 ９ 月 17日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受
入 番 号 Ｈ Ｂ 11128と し て 寄 託 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｖ Ｕ － Ｍ ７ ５ は 、 ガ ー ハ ー ド （ Gerhard） 、 Ｗ ． に よ っ て 記 載 さ れ て い
る 方 法 （ 「 懸 濁 液 中 で の 細 胞 融 合 お よ び 調 整 培 地 中 で の ハ イ ブ リ ッ ド の 発 芽 後 生 育 （ Fusi
on of cells in suspension and outgrowth of hybrids in conditioned medium） 」 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 ・ ハ イ ブ リ ド ー マ ： 生 物 学 的 分 析 の 新 し い 方 向 （

） よ り 、 370ペ ー ジ （ ケ ネ ッ ト （
Kennet） ら 編 、 プ レ ナ ム （ Plenum） 社 、 米 国 、 ニ ュ ー ヨ ー ク ） ） に 従 っ て 産 生 さ れ る 。 Ｂ
Ａ Ｌ Ｂ ／ Ｃ マ ウ ス を Ｍ ａ Ｔ ｕ に 感 染 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 で 免 疫 し 、 そ れ ら の 脾 細 胞 を ミ エ ロ
ー マ 細 胞 株 Ｎ Ｓ － ０ と 融 合 し た 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の 組 織 培 養 培 地 を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の
ス ク リ ー ニ ン グ に か け た 。 用 い た 抗 原 は 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ に 感 染 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 抽 出 物 と ウ
サ ギ 抗 Ｍ ａ Ｔ ｕ 血 清 の 免 疫 沈 降 物 で あ る ｐ ５ ８ 、 お よ び 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （
 ） 細 胞 （ Ｓ Ａ Ｃ ） の プ ロ テ イ ン Ａ で あ り （ ザ バ ダ （ Zabada） と ザ バ ド バ （ Zavadov
a） 、 : 189-197(1991)） 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル に よ り 分 離 し た 。 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー （ ハ ー ロ ウ （ Harlow） と レ イ ン （ Lane） 、 「 抗 体 ： 実 験 室 手 順 書 （ Antibodies: A 
Laboratory Manual） 」 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー （ Cold Spring Harbor） 社 、 米 国 、
ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 1988年 ） に よ り 、 Ｔ Ｃ 培 地 か ら 精 製 さ れ
た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 に 従 っ て Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る の に 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 従 来 か ら の 任 意 の 方 法 に よ っ て ラ ベ ル す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） の よ う な 酵 素 、 蛍 光 化 合 物 、 １ ２ ５ Ｉ な ど の 放 射 活 性 同 位 体 な ど で
あ る 。 本 発 明 に 従 う 好 ま し い ラ ベ ル は １ ２ ５ Ｉ で あ り 、 好 ま し い 抗 体 ラ ベ ル 化 の 方 法 は 、
ク ロ ラ ミ ン － Ｔ 法 （ ハ ン タ ー （ Hunter） 、 Ｗ ． Ｈ ． 、 「 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Radioimm
unoassay） 」 実 験 免 疫 学 の 手 引 （ Handbook of Experimental Immunology） よ り 、 14.1-14
.40（ Ｄ ． Ｗ ． ウ ェ イ ア ー （ Weir） 編 、 ブ ラ ッ ク ウ ェ ル （ Blackwell） 社 、 オ ッ ク ス フ ォ ー
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ド ／ ロ ン ド ン ／ エ デ ィ ン バ ラ ／ メ ル ボ ル ン 、 1978年 ） で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｈ ４ ６ ０ （ Ｍ Ａ ｂ 　 Ｈ ４ ６ ０ ） は 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ 　 と 同 様 な 方 法
に よ っ て 調 製 さ れ た 。 た だ し 、 マ ウ ス を Ｍ ａ Ｔ ｕ に 感 染 し て い な い Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に よ り 免
疫 し 、 マ ウ ス の 脾 細 胞 で は な く リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 Ｎ Ｓ － ０ の 細 胞 と 融 合 し た 点
が 異 な る 。 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｈ ４ ６ ０ は 、 ど ん な ヒ ト 細 胞 と も ほ ぼ 同 様 に 反 応 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　
　 本 発 明 の Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ／ ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 好
ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 よ り 好 ま し く は Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ は 、 腫 瘍 お よ び ／ ま た は 前
腫 瘍 性 疾 患 の 治 療 に 用 い る こ と が で き 、 単 独 あ る い は 化 学 療 法 剤 ま た は 毒 性 剤 （ た と え ば
、 リ シ ン Ａ 等 ） と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が で き る 。 治 療 用 と し て よ り 好 ま し い の は 、 本
明 細 書 に 記 載 し て い る よ う な 生 物 学 的 に 活 性 な 抗 体 の 断 片 で あ る 。 同 様 に 、 治 療 用 と し て
好 ま し い Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 は 、 ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 は 、 好 ま し く は 生 理 学 的 に 許 容 性 の 非 毒 性 液 体 基 剤 に 分 散 さ れ た 形 で 、
治 療 効 果 を 発 揮 す る の に 十 分 な 量 が 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　
　 さ ら に 、 本 発 明 の Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 は 、 放 射 核 な ど の イ メ ー ジ ン グ 剤 と 結 合 さ せ た 場 合 に
は 、 イ メ ー ジ ン グ に 利 用 で き る 。 生 物 学 的 に 活 性 な 抗 体 の 断 片 あ る い は ヒ ト 型 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 が イ メ ー ジ ン グ 用 と し て は 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 た と え ば 、 腫 瘍 部 位 や 転 移 の 位 置 な ど が 患 者 の 腫 瘍 組 織 か ら 同 定 で き る 。 適 切 に ラ ベ ル
し た あ る い は イ メ ー ジ ン グ 剤 と 結 合 さ せ た 抗 体 を 生 理 学 的 に 許 容 性 の キ ャ リ ア ー と 共 に 患
者 に 投 与 し 、 結 合 し た 抗 体 は 、 ラ ベ ル あ る い は イ メ ー ジ ン グ 剤 の 検 出 に 適 し た 方 法 、 た と
え ば 、 シ ン チ グ ラ フ ィ ー な ど に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　
　 本 発 明 の Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は 、 腫 瘍 遺 伝 子 と 推 定 さ れ 、 そ れ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 蛋 白 質
は 、 腫 瘍 性 蛋 白 質 で あ る と 推 定 さ れ る 。 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 実 質 的 に 相
補 性 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 は 、 実 施 例 11の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド （
Ｏ Ｄ Ｎ ｓ ） に 代 表 さ れ る も の で あ り 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 発 現 を 減 少 あ る い は 抑 制 す る の に 用 い
る こ と が で き る （ ザ メ ク ニ ッ ク （ Zamecnick） 、 Ｐ ． Ｃ ． 「 イ ン ト ロ ダ ク シ ョ ン ： 遺 伝 子
情 報 解 読 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ In
troduction: Oligonicleotide Base Hybridization as a Modulator of Genetic Message
 Readout） 」 １ － ６ ペ ー ジ 、 癌 お よ び Ａ Ｉ Ｄ Ｓ へ の ア ン チ セ ン ス 核 酸 療 法 の 予 測 （

 ） よ り （ ウ ィ レ イ － リ ス
（ Wiley-Liss） 社 、 米 国 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 1991年 ） ； ウ ィ ッ ク ス ト ー ム
（ Wickstorm） 、 Ｅ ． 「 Ｈ Ｌ － ６ ０ 前 骨 髄 球 性 白 血 病 細 胞 に 対 す る ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 療
法 ： 末 端 配 列 の 変 化 と 標 的 配 列 へ の 依 存 性 （ Antisense DNA Treatment of HL-60 Promyel
ocytic Leukemia Cells: Terminal Differenciation and Dependence on Target Sequenc
e） 」 ７ － 24ペ ー ジ 、 同 上 ； レ ザ マ ン （ Leserman） ら 、 「 腫 瘍 遺 伝 子 の 発 現 に 干 渉 す る ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 化 と 細 胞 内 分 布 （ Targeting and Intracellular De
livery of Antisense Oligonucleotides Interfering with Oncogene Expression） 」 25
－ 34ペ ー ジ 、 同 上 ； ヨ コ ヤ マ （ Yokoyama） 、 Ｋ ． 「 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ に よ る 腫 瘍 原 遺 伝
子 の 転 写 制 御 （ Transcriptional Regulation of  Proto-oncogene by Antisen
se RNA） 」 35－ 52ペ ー ジ 、 同 上 ； ヴ ァ ン デ ン ベ ル ク （ van den Berg） ら 、 「 染 色 体 の 異 常
世 代 を 抑 制 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ Antisense  Oligo
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deoxyribonucleotides Suppress the Generation of Chromosomal Aberrations） 」 63－ 7
0ペ ー ジ 、 同 上 ； メ ル コ ー ラ （ Mercola） 、 Ｄ ． 「 ア ン チ セ ン ス お よ び Ｒ Ｎ Ａ （ Anti
sense  and  RNA） 」 83－ 114ペ ー ジ 、 同 上 ； イ ノ ウ エ （ Inouye） 、 : 25-3
4(1988)、 ミ ラ ー （ Miller） と テ ィ ソ ー （ Ts′ o） 、 : 295-3
04(1988)； ス テ イ ン （ Stein） と コ ー エ ン （ Cohen） 、 : 2659-2668(1988)
； ス テ ヴ ェ ン ソ ン （ Stevenson） と イ ン ヴ ァ ー セ ン （ Inversen） 、 : 2
673-2682(1989)； グ ッ ド チ ャ イ ル ド （ Goodchild） 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ る 遺 伝 子 発
現 の 抑 制 （ Inhibition of Gene Expression by Oligonucleotides） 」 53－ 77ペ ー ジ 、 オ
リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ： 遺 伝 子 発 現 の ア ン チ セ ン ス 抑 制 剤 （

） 、 （ コ ー エ ン （ Cohen） 、 Ｊ ． Ｓ ． 編 、 Ｃ
Ｒ Ｃ プ レ ス （ CRC Press） 社 、 米 国 、 フ ロ リ ダ 州 、 ボ カ ・ ラ ー ト ン 、 1989年 ） ； デ ル ヴ ァ
ン （ Dervan） ら 、 「 三 重 ら せ ん 形 成 に よ る 二 重 ら せ ん Ｄ Ｎ Ａ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 認 識
（ Oligonucleotide Recognition of Double- helical DNA by Triple-helix Formation）
」 197－ 210ペ ー ジ 、 同 上 ； ネ ッ カ ー ズ （ Neckers） 、 Ｌ ． Ｍ ． 「 細 胞 制 御 研 究 の 道 具 と し
て の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ： 取 込 の メ カ ニ ズ ム と 腫 瘍 遺 伝 子 機 能 の 研
究 へ の 応 用 （ Antisense Oligodeoxynucleotides as a Tool for Studying Cell Regulati
on: Mechanisms of Uptake and Application to the Study of Oncogene Function） 」 21
1－ 232ペ ー ジ 、 同 上 ； レ イ ト ナ ー （ Leitner） ら 、 (USA), : 3430-3434(1990)； ベ
ヴ ィ ラ ッ カ （ Bevilacqua） ら 、 (USA), : 831-835(1988)； ロ ー ク （ Loke） ら 、

: 282-288(1988)； サ リ ン （ Sarin） ら 、 (USA), 
: 7448-7451(1988)； ア グ ラ ワ ル （ Agrawal） ら 、 「 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ： 化
学 療 法 お よ び Ａ Ｉ Ｄ Ｓ へ の ア プ ロ ー チ の 可 能 性 （ Antisense Oligonucleotides: A Possib
le Approach for Chemotherapy and AIDS） 」 核 酸 療 法 に 関 す る 生 化 学 会 国 際 会 議 （ Inter
national Union of Biochemistry Conference on Nucleic Acid Therapeutics） （ 1991年
１ 月 13－ 17日 、 米 国 、 フ ロ リ ダ 州 、 ク リ ア ウ ォ タ ー ビ ー チ ） ； ア ー ム ス ト ロ ン グ （ Armstr
ong） 、 Ｌ ． 、 、 88－ 89ペ ー ジ （ 1990年 ３ 月 ５ 日 号 ） ； ウ エ イ ン ト ラ ウ ブ （ Wein
traub） ら 、 : 22-25(1985)） 。 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 、 好 ま し く は
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は Ｍ Ｎ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 特 に リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 と 翻 訳 開 始 点 の 近 傍 で
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 害 す る 。 そ れ ゆ え 、 そ の よ
う な ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 を 使 用 す る こ と は 、 癌 の 治 療 の 一 つ の 方 法 と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 に 従 う 好 ま し い ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遺 伝 子 特 異 的 Ｏ Ｄ Ｎ ｓ あ る
い は Ｍ Ｎ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 特 に 好 ま し い の は
、 下 記 の 実 施 例 11に 配 列 が 示 さ れ て い る よ う な 、 ２ ９ － ｍ ｅ ｒ 　 Ｏ Ｄ Ｎ １ お よ び １ ９ － ｍ
ｅ ｒ 　 Ｏ Ｄ Ｎ ２ で あ る 。 こ れ ら の ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ ｓ は 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る
機 能 を 有 す る 多 く の ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 の 中 の 代 表 的 な も の で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、
第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 の 核 酸 配 列 か ら 適 切 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 配 列 、 好 ま し く は ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 確 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　 本 発 明 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 腫 瘍 性 疾 患 に 対 し て 防 御 免 疫 を 誘 起 で き 、
腫 瘍 形 成 活 性 を 弱 め る 効 果 を 有 す る よ う な ワ ク チ ン に 組 込 む こ と が で き る 。 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お
よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 合 成 あ る い は 組 換 え や そ の 他 の 生 物 学 的 手 法 に よ り 調 製 さ
れ て 、 単 量 体 、 ま た は 多 量 体 型 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の １ ま た は そ れ 以 上 の エ ピ ト ー プ に 対 応 す る
、 １ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 構 成 さ れ る よ う に す る こ と が で き る 。 つ ぎ に 、 こ
れ ら の 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 、 防 御 免 疫 を 誘 起 で き る ワ ク チ ン に 組 込 ま れ
る 。 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 を 上 げ る 方 法 は 、 多 量 体 構 造 に 組 込 む こ と 、 キ ー
ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） あ る い は ジ フ テ リ ア 毒 素 等 の 高 免 疫 原 性 蛋 白 質
キ ャ リ ア ー に 結 合 さ せ る こ と 、 お よ び ア ジ ュ バ ン ト あ る い は そ の 他 の 免 疫 応 答 強 化 剤 と 組
み 合 わ せ て 投 与 す る こ と を 含 む 。

10

20

30

40

50

(23) JP 2006-83179 A 2006.3.30

fos fun
fos fun Gene, 72

Ann. Reports Med. Chem., 23
Cancer Res., 48

J. Gen. Virol., 70

Oligodeoxynucleotides:
 Antisense Inhibitors of Gene Expression

PNAS 87
PNAS 85 Curr

. Top. Microbiol. Immunol., 141 PNAS 85

Ber. Week
Trends, 1

ワ ク チ ン



【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 に 従 う ワ ク チ ン に お い て 使 用 さ れ る 好 ま し い Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 、 遺 伝
子 工 学 的 に 処 理 さ れ た Ｍ Ｎ 蛋 白 質 で あ る 。 好 ま し い 組 換 え Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 、 本 発 明 に 従 っ て
産 生 さ れ た 融 合 蛋 白 質 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の そ の よ う な ワ ク チ ン の 好 ま し い 使 用 例 は 、 Ｍ Ｎ 関 与 性 一 次 癌 が 外 科 的 に 切 除 さ
れ た 患 者 へ 投 与 す る こ と で あ る 。 ワ ク チ ン は 患 者 の 体 内 で 能 動 免 疫 を 誘 起 し 、 再 発 あ る い
は 転 移 を 防 ぐ こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 さ ら に 、 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 に 対 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 も ワ ク
チ ン と し て 有 用 で あ り 、 同 様 に 製 剤 化 で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 単 量 体 、 ま た は 多 量 体 型 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 化 学 的 合 成 、 あ る い は 遺 伝 的 に 変 更 さ れ た 微 生 物 や そ れ ら の 培 養 培 地 な ど の 生 物
源 を 精 製 す る こ と に よ っ て も 得 ら れ る （ ラ ー ナ ー （ Lerner） 「 合 成 ワ ク チ ン （ Synthetic 
Vaccines） 」 (2): 66-74(1983)を 参 照 ） 。 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の
蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド （ 他 の タ ン パ ク 質 の 断 片 を 含 む ） と 組 合 わ さ れ て 一 つ の ア ミ ノ 酸 を
形 成 す る こ と が あ り 、 た と え ば 、 融 合 蛋 白 質 と し て 合 成 さ れ る 場 合 や 、 合 成 ま た は 生 物 由
来 の 抗 原 性 あ る い は 非 抗 原 性 の 他 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 場 合 な ど が あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 「 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ に 対 応 す る 」 と い う 言 葉 は 、 天 然 に 存 在 す る
蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 が 抗 原 性 を 与 え る こ と が あ り 、 腫 瘍 性 疾
患 に 対 す る 防 御 免 疫 お よ び ／ ま た は 抗 腫 瘍 形 成 性 効 果 を 付 与 す る こ と が あ る と い う 実 際 的
な 可 能 性 を 含 む も の と す る 。 配 列 の 変 化 の 可 能 性 と し て は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 伸 長 、 欠 失
、 削 除 、 挿 入 お よ び こ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
そ の よ う な 変 形 も 本 発 明 の 範 ち ゅ う に 含 ま れ る 。 た だ し 、 そ れ ら を 含 有 す る 蛋 白 質 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド が 免 疫 原 性 で あ り 、 そ の よ う な 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 分 泌 さ れ
た 抗 体 は 、 天 然 に 存 在 す る Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と 交 差 反 応 し 、 そ の 分 泌 量 は 、
ワ ク チ ン と し て 投 与 し た と き に 防 御 免 疫 お よ び ／ ま た は 抗 腫 瘍 形 成 性 活 性 を 誘 起 す る の に
十 分 な 量 で あ る も の と す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 そ の よ う な ワ ク チ ン の 組 成 物 は 、 生 理 学 的 に 許 容 し 得 る 基 剤 、 た と え ば 、 免 疫 的 に 許 容
さ れ る 希 釈 剤 お よ び キ ャ リ ア ー 、 ま た 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Freund′ s Comp
lete Adjubant） 、 サ ポ ニ ン 、 明 ば ん 等 の 通 常 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト な ど と 組 合 せ ら れ
る 。 投 与 は 、 免 疫 学 的 に 有 効 な 量 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で 行 う が 、 好 ま し い 投
与 量 ユ ニ ッ ト は 、 被 投 与 体 の 体 重 １ kgあ た り 0.01か ら 10.0μ gの 免 疫 学 的 に 活 性 な Ｍ Ｎ 蛋
白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 防 御 に 有 効 な 総 投 与 量 は 、 抗 原 量 と し て 0.1か
ら 約 100μ gの 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 投 与 経 路 、 抗 原 量 、 投 与 の 回 数 と 頻 度 は す べ て 最 適 の 条 件 で 行 う が 、 こ れ ら は 当 該 分 野
の 通 常 の 技 術 範 囲 の 範 ち ゅ う に 含 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 説 明 を す る た め の も の で あ り 、 如 何 な る 意 味 に お い て も 本 発 明 を 限 定 す
る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 次 の 材 料 お よ び 方 法 は 、 以 下 の 実 施 例 で 使 用 す る も の で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
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材 料 お よ び 方 法

Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 お よ び 非 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞



　 Ｍ ａ Ｔ ｕ 剤 （ ザ バ ダ （ Zabada） ら 、 :124-125(1972)、 ザ バ ダ （ Z
abada） ら 、 : 327-337(1974)） は 、 「 Ｍ ａ Ｔ ｕ 」 細 胞 由 来 で あ り （ ウ
ィ ド メ イ ア ー （ Widmaier） ら 、 : 1-10(1974)） 、 こ れ は 、 マ
イ ト マ イ シ ン Ｃ で 処 理 し た Ｍ ａ Ｔ ｕ 細 胞 と 共 培 養 す る こ と に よ り 、 発 明 者 ら の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細
胞 ス ト ッ ク に 移 し た も の で あ り 、 こ れ に よ り 、 対 照 と Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 細 胞 を 対 比 で き る よ う
な っ た 。 Ｍ ａ Ｔ ｕ 細 胞 は 、 5μ g/mlの マ イ ト マ イ シ ン Ｃ （ カ ル バ イ オ ケ ム （ Calbiochem）
社 、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 、 ラ ・ ホ ー ラ （ La Jolla） ） を 含 む 培 地 で 37℃ で ３ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 混 合 培 養 は 、 培 地 ５ mlあ た り 、 ２ × 10５ 個 の マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 処 理 細 胞
お よ び ４ × 10５ 個 の 新 鮮 感 受 性 細 胞 と か ら な る よ う に し た 。 ３ 日 後 に 最 初 の 継 代 を 行 い 、
さ ら に 週 に １ － ２ 回 継 代 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 対 照 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 は 、 ザ バ ダ （ Zabada） ら の 記 載 （ :124-125(1
972)） と 同 様 に 扱 っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　 癌 患 者 、 各 種 の 非 腫 瘍 性 症 状 に 苦 し む 患 者 お よ び 健 康 な 女 性 か ら の ヒ ト 血 清 は 、 大 学 院
医 学 研 究 科 産 婦 人 科 病 院 （ Clinics of Obstetrics and Gynaecology at the Postgraduat
e Medical School） （ チ ェ コ ス ロ バ キ ア 、 ブ ラ チ ス ラ ヴ ァ ） か ら 入 手 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ヒ ト 血 清 Ｋ Ｈ は 、 切 除 後 14カ 月 の 50才 の 乳 腺 腫 患 者 か ら 得 た 。 該 血 清 は 、 401の 血 清 サ
ン プ ル の 中 で 、 ザ バ ダ （ Zabada） ら に よ り 記 載 （
:124-125(1972)） さ れ て い る Ｖ Ｓ Ｖ （ Ｍ ａ Ｔ ｕ ） の プ ソ イ ド 型 に 対 す る 中 和 抗 体 を 含 有

す る ２ つ の 血 清 の 内 の 一 つ で あ る 。 血 清 Ｌ ８ は 、 パ ジ ェ ッ ト 病 （ Paget′ s disease） の 患
者 か ら 得 た 。 血 清 Ｍ ７ は 、 健 康 な 献 血 者 か ら 得 た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ウ サ ギ 抗 Ｍ ａ Ｔ ｕ 血 清 は 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ に 感 染 し た 生 存 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 10－ 5× 10７ 個 を 30日
の 間 隔 で ３ 回 ウ サ ギ に 免 疫 す る こ と に よ り 調 製 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　
　 Ｒ Ｉ Ｐ と Ｐ Ａ Ｇ Ｅ は 基 本 的 に は 、 ザ バ ダ （ Zabada） と ザ バ ド ヴ ァ （ Zabadova） に よ る 記
載 （ : 189-197(1991)） に 従 っ て 行 っ た が 、 本 明 細 書 に 記 載 し て い る 実
験 に お い て 異 な る 点 は 、 ［ ３ ５ Ｓ ］ メ チ オ ニ ン （ Ｎ Ｅ Ｎ ） 、 10μ Ci/mlの メ チ オ ニ ン 非 含
有 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 、 ２ ％ の Ｆ Ｃ Ｓ を 添 加 し た ３ ％ の 完 全 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 使 用 し た 点 で あ る 。 細 胞
の 全 面 ペ ト リ 皿 培 養 を 、 該 培 地 で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 Ｒ Ｉ Ｐ に は 、 Ｓ Ａ Ｃ 法 （ ケ ス ラ ー （ Kessler） 、 Ｊ ． , : 1617-1624(1
975)） を 用 い た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び 遠 心 分 離 は す べ て ０ － ４ ℃ で 行 っ た 。 単 層 細
胞 は 、 Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 （ 0.14Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 7.5mMの リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ 7.2） 、 １
％ の ト ラ イ ト ン Ｘ － 100（ Triton X-100） 、 0.1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ mMの
フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル フ ォ ニ ル お よ び ト ラ シ ロ ー ル （ Trasylol） か ら な る ） で 抽 出 し
た 。 非 特 異 反 応 を 減 少 さ せ る た め 、 抗 血 清 を ウ シ 胎 児 血 清 （ バ ー バ シ ッ ド （ Barbacid） ら
、 (USA), : 1617-1621(1980)） お よ び Ｓ Ａ Ｃ 処 理 し た 抗 原 抽 出 物 に 前 吸 着 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ （ 還 元 状 態 ） に は 、 10％ の Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル を 用 い た （ レ ム リ （ Laemmli） 、

: 680-685(1970)） 。 対 照 マ ー カ ー 蛋 白 質 と し て は 、 シ グ マ キ ッ ト （ Sigma Kit） （ 製
品 番 号 MW-SDS-200） を 使 用 し た 。 フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー に は 、 サ リ チ ル 酸 塩 を 用 い た （ ヘ ー
ガ ー ド （ Heegaard） ら 、 : 263-269(1984)） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　
　 本 明 細 書 に 記 載 し て い る イ ム ノ ブ ロ ッ ト は 、 ト ウ ビ ン （ Towbin） ら の 方 法 （ (USA) 

10

20

30

40

50

(25) JP 2006-83179 A 2006.3.30

Nature New Biol., 240
J. Gen. Virol., 24

Arch. Geschwulstforsch, 44

Nature New Biol.,240

血 清

Nature New Biol., 24
0

Ｒ Ｉ Ｐ と Ｐ Ａ Ｇ Ｅ

Arch. Virol., 118

J. Immunol., 115

PNAS 77

Nature,
 227

Electrophoresis 5

イ ム ノ ブ ロ ッ ト
PNAS



: 4350-4354(1979)） に 従 っ て 行 っ た 。 蛋 白 質 は 、 レ ム リ （ Laemmli） の 電 気 泳 動 緩 衝 液
を 蒸 留 水 で １ ： 10に 希 釈 し 、 メ タ ノ ー ル や Ｓ Ｄ Ｓ を 含 ま な い 状 態 で ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ
ー ス （ シ ュ レ イ カ ー ・ ア ン ド ・ シ ュ エ ル （ Schuleicher and Schuell） 社 、 ド イ ツ 、 ダ ッ
セ ル 、 0.45μ m多 孔 性 ） に 移 し た 。 移 送 は 1.75mA/cm２ で ２ 時 間 半 か け て 行 っ た 。 ブ ロ ッ ト
は 、 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た Ｍ Ａ ｂ と 共 に 展 開 し 、 増 感 フ ィ ル タ ー を 使 用 し て Ｘ 線 フ ィ ル ム
を － 70℃ で 感 光 す る こ と に よ り オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 細 胞 培 養 の 抽 出 物 に は 少 量 の Ｍ Ｎ 抗 原 し か 含 ま れ て い な い た め 、 0.5か ら １ mlの 抽 出 物
に 50μ lの 10％ Ｓ Ａ Ｃ 懸 濁 液 （ Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ が 含 ま れ て い る ） を 添 加 し て 濃 縮 し た 。 本
方 法 は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ を 含 む 臨 床 サ ン プ ル の Ｍ Ｎ 抗 原 の 濃 縮 に も 使 用 で き る 。 予 備 対 照 実 験
の 結 果 か ら 、 そ の よ う な 方 法 が Ｓ Ａ Ｃ 吸 着 Ｍ ７ ５ へ の Ｍ Ｎ 抗 原 の 結 合 に 影 響 し な い こ と が
示 さ れ て い る 。 組 織 抽 出 物 は 、 組 織 を モ ル タ ル 、 乳 棒 、 砂 （ 分 析 用 グ レ ー ド ） と 共 に 粉 砕
す る こ と に よ り 得 ら れ た 。 こ の ホ モ ジ ネ ー ト に 、 Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 を 当 初 の 組 織 に 対 し て 10
： １ （ 重 量 当 り の 容 量 ） の 割 合 で 加 え た 。 抽 出 物 は 、 エ ッ ペ ン ド ル フ （ Eppendorf） 遠 心
分 離 に ３ 分 間 か け 、 清 澄 に し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　
　 対 照 細 胞 、 お よ び 上 述 の 方 法 で 調 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ
Ｌ ａ 細 胞 に つ い て 、 免 疫 蛍 光 実 験 を 行 っ た 。 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ 関 連 抗 原
に 特 異 的 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 確 認 に は 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 用
い た 。 細 胞 の ギ ム ザ （ Giemsa） 染 色 か ら 、 対 照 と Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に は は っ き り
と し た 違 い は な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Ｍ ａ Ｔ ｕ 関 連 抗 原 に 特 異 的 で あ る こ と が 事 前 の 試 験 で 証 明 さ れ て い る Ｍ Ａ ｂ は 、 免 疫 蛍
光 に お い て 二 つ の 異 な る 反 応 性 を 示 し た 。 第 一 の グ ル ー プ を 代 表 す る Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ６ ７ は 、
Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に お い て 顆 粒 状 の 細 胞 質 蛍 光 反 応 を 示 し た が 、 こ れ は ア セ ト ン
で 固 定 し た 細 胞 の み に み ら れ 、 生 細 胞 は 蛍 光 を 示 さ な か っ た 。 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ １ ６ も 同 様 の 蛍
光 を 示 し た 。 Ｍ ６ ７ お よ び Ｍ １ ６ の い ず れ に つ い て も 、 対 照 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に お い て ご く
弱 い 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 蛍 光 が み ら れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 も う 一 つ の Ｍ Ａ ｂ で あ る Ｍ ７ ５ は 、 生 き た Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に お い て 顆 粒 状 の
膜 蛍 光 反 応 を 示 し 、 ア セ ト ン 固 定 細 胞 に お い て は 顆 粒 状 の 核 蛍 光 反 応 を 示 し た 。 し か し な
が ら 、 Ｍ ７ ５ は 、 非 感 染 Ｈ ａ Ｌ ａ 細 胞 に お い て も 、 非 常 に 弱 い が 類 似 の 蛍 光 を 示 す こ と が
あ っ た 。 増 殖 の 条 件 に 基 づ く 関 係 が 見 い だ さ れ た 。 す な わ ち 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ に 非 感 染 の Ｈ ｅ Ｌ
ａ 細 胞 に お い て は 、 細 胞 を 高 密 度 培 養 中 で 数 回 継 代 し て 増 殖 し た も の の み が Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７
５ に よ る 両 方 の 型 の 蛍 光 を 示 し 、 希 薄 培 養 中 で 増 殖 し た も の は 示 さ な い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 Ｍ ７ ５ 反 応 性 の 細 胞 表 面 抗 原 の 量 は 、 細 胞 蛍 光 測 定 法 に よ り 測 定 し 、 そ の 量 は 、 細 胞 培
養 の 密 度 お よ び Ｍ ａ Ｔ ｕ の 感 染 に 依 存 し て い た 。 対 照 お よ び  Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞
は 、 高 密 度 あ る い は 希 薄 培 養 中 で 12日 間 増 殖 さ せ た 。 細 胞 は 、 ヴ ァ ー セ ン （ Versene） （ E
DTA） に よ っ て 遊 離 さ せ 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ と 共 に あ る い は Ｍ Ａ ｂ な し で イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 続 い て Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 結 合 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 蛍 光 の 強 さ を 測 定 し た
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 抗 原 結 合 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ は 、 誘 導 性 の も の と 思 わ れ る 。 す な わ ち 、 該 抗 体 は 、 希 薄 培 養
で 増 殖 し た 対 照 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に は な く 、 高 密 度 培 養 で の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 増 殖 あ る い は Ｍ
ａ Ｔ ｕ の 感 染 に よ っ て 誘 起 さ れ る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら 二 つ の 因 子 は 、 付 加 的 あ る い は
共 働 作 用 効 果 を 有 す る こ と が わ か っ た 。 こ れ ら の 知 見 と 本 明 細 書 に 記 載 し た そ の 他 の 結 果
に よ り 、 次 の こ と が 示 唆 さ れ る 。 す な わ ち 、 二 つ の 異 な る 物 質 が あ り 、 そ の 一 つ は Ｍ ６ ７
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に 反 応 す る 外 因 性 、 透 過 性 の Ｍ Ｘ 、 も う 一 つ は Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ に よ り 検 出 さ れ る 内 因 性 、
誘 導 性 の Ｍ Ｎ で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　
　 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ が 、 非 感 染 お よ び Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 両 方 に お い て 同 じ 蛋 白 質
に 反 応 す る か 否 か を 確 か め 、 さ ら に 、 該 蛋 白 質 の 分 子 量 を 求 め る た め に 、 そ れ ら の 細 胞 の
抽 出 物 を Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ 上 述 の 方 法 に よ る ） に よ り 分 析 し た 。 高
密 度 あ る い は 希 薄 培 養 中 で 12日 間 増 殖 さ せ た 非 感 染 お よ び Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を ５
cmの ペ ト リ 皿 に ま き 、 す べ て の 変 異 型 に つ い て 細 胞 数 が ５ × 10５ 個 と な る よ う に し た 。 ２
日 後 に 細 胞 を Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 で 抽 出 し （ 上 述 ） 、 200μ l／ 皿 の 量 に し た 。 抽 出 物 は 、 ６ ％
の メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 有 す る ２ 倍 濃 縮 の レ ム リ （ Laemmli） の サ ン プ ル 緩 衝 液 と 混
合 し 、 ５ 分 間 煮 沸 し た 。 蛋 白 質 は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に
ブ ロ ッ ト し た 。 ブ ロ ッ ト は 、 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を 用 い て 展 開 し 、 オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に か け た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ は 、 54kdと 58kdの ２ 本 の Ｍ Ｎ 特 異 的 蛋 白 質 の バ ン ド と 反 応 し 、 こ の 結 果
は 高 密 度 で 増 殖 し た 非 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 な ら び に Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に お い て 同
じ で あ っ た こ と か ら 、 Ｍ ７ ５ は 、 非 感 染 お よ び Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 両 方 で 同 じ 蛋
白 質 を 認 識 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 細 胞 蛍 光 測 定 の 結 果 と 併 せ て 考 え る と 、 抗 原
量 は 、 細 胞 密 度 と Ｍ ａ Ｔ ｕ の 感 染 に 依 存 し て お り 、 後 者 が よ り 強 力 な ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ の 誘
導 因 子 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　
　
　 Ｍ ７ ５ で の 結 果 と は 対 照 的 に 、 別 の Ｍ Ａ ｂ で あ る 、 Ｍ ６ ７ は 、 外 因 性 で 透 過 性 の 物 質 Ｍ
Ｘ に 特 異 的 と 思 わ れ る 。 Ｍ ６ ７ に お い て は 、 細 胞 が 、 高 密 度 培 養 で 増 殖 さ れ た か あ る い は
希 薄 培 養 で 増 殖 さ れ た か に 関 係 な く 、 対 照 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 で は 免 疫 蛍 光 を 示 さ な か っ た 。
こ の 相 違 は 、 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た Ｍ Ａ ｂ ｓ 　 Ｍ ６ ７ お よ び Ｍ ７ ５ を 用 い た ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ 実 験 に よ っ て は っ き り 示 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 そ の よ う な 実 験 に お い て は 、 非 感 染 お よ び Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を 高 密 度 培 養 あ る
い は 希 薄 培 養 で 同 時 培 養 し て 増 殖 さ せ た 。 培 養 細 胞 は 、 生 き た も の （ 固 定 し な い ） か 、 固
定 し た も の （ メ タ ノ ー ル で ５ 分 間 処 理 後 風 乾 ） か で あ る 。 培 養 細 胞 は 、 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル
し た Ｍ Ａ ｂ ｓ を ６ × 10４ cm／ 皿 加 え た ペ ト リ 皿 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 培
養 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で ４ 回 洗 浄 し 、 1ml／ 皿 の ２ Ｎ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ で 溶 解 し 、 γ カ ウ ン タ ー で 放 射
活 性 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 例 の 簡 単 な 放 射 活 性 法 は 、 ペ ト リ 皿 の 培 養 細 胞 に 直 接 行 う も の で あ る 。 ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ の 16の 変 異 型 か ら 、 Ｍ Ｘ お よ び Ｍ Ｎ が 細 胞 表 面 あ る い は 細 胞 内 に 存 在 し て い る か
が 確 認 で き 、 こ れ ら 二 つ の 抗 原 の 発 現 が Ｍ ａ Ｔ ｕ の 感 染 お よ び ペ ト リ 皿 に ま く 前 の 細 胞 増
殖 の 時 の 密 度 に ど の よ う に 依 存 し て い る か が 確 認 さ れ た 。 生 き た 固 定 さ れ て い な い 細 胞 で
は 、 細 胞 表 面 の 抗 原 の み が Ｍ Ａ ｂ ｓ と 結 合 で き る 。 こ れ ら の 細 胞 に お い て は 、 Ｍ ６ ７ は 培
養 細 胞 の 如 何 な る 変 異 型 と も 反 応 を 示 さ な か っ た が 、 一 方 、 Ｍ ７ ５ は 上 述 の 実 施 例 １ お よ
び ２ の 結 果 に 示 す よ う に 反 応 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 メ タ ノ ー ル で 細 胞 を 固 定 す る こ と に よ り 、 細 胞 膜 は Ｍ Ａ ｂ ｓ を 透 過 さ せ る よ う に な る 。
Ｍ ６ ７ は 、 事 前 の 細 胞 密 度 に 関 係 な く Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 と 反 応 す る が 、 対 照 の Ｈ
ｅ Ｌ ａ 細 胞 に は 結 合 し な い 。 メ タ ノ ー ル 固 定 さ れ た 細 胞 内 の Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ に よ り 、 希 薄
培 養 由 来 の 非 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に は 対 応 す る 抗 原 が 存 在 し な い こ と 、 さ ら に 、 該 抗 原 は 、
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実 施 例 ３
イ ン サ イ チ ュ ー （ in situ） で の Ｍ ａ Ｔ ｕ 特 異 的 抗 原 の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ



高 密 度 培 養 に よ る 増 殖 あ る い は Ｍ ａ Ｔ ｕ の 感 染 に よ り 誘 導 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　
　
　 非 感 染 ま た は Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 由 来 の Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 抽 出 物 、 あ る い は 、 対 照 ま た は
Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 内 で 再 産 生 さ れ た 精 製 Ｖ Ｓ Ｖ 由 来 の Ｍ ａ Ｔ ｕ 特 異 的 蛋 白 質 の イ
ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 う こ と 、 抗 原 ｐ ５ ８ Ｘ あ る い は ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ の ち ど の 抗 原 が 動 物
血 清 と 放 射 免 疫 沈 降 す る か と い う こ と 、 さ ら に 、 Ｖ Ｓ Ｖ 変 異 株 の 相 補 性 お よ び プ ソ イ ド 型
（ pseudotype） の ビ リ オ ン の 形 成 に 関 与 し て い る か と い う こ と を 調 べ た 。 方 法 の 詳 細 に つ
い て は 、 パ ス ト レ コ ヴ ァ （ Pastorekova） ら に よ る 記 載 （ : 620-626(1992)
） を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 で 免 疫 し た ウ サ ギ の 血 清 は 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ６ ７ お よ び Ｍ Ａ ｂ 　
Ｍ ７ ５ 反 応 性 の 蛋 白 質 （ ｐ ５ ８ Ｘ お よ び ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ の 両 方 ） の 両 方 と 免 疫 沈 降 し た の
に 対 し 、 正 常 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ あ る い は 白 血 病 ウ シ の 「 自 発 的 （ spontaneously） 」 血 清 は
、 Ｍ ６ ７ 反 応 性 蛋 白 質 （ ｐ ５ ８ Ｘ ） と の み 免 疫 沈 降 し た 。 一 方 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細
胞 に よ り 産 生 さ れ 、 精 製 さ れ た Ｖ Ｓ Ｖ は 、 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ の Ｍ ７ ５ 反 応 性 の バ ン ド の み が
存 在 し た 。 こ の こ と か ら 、 Ｍ Ｘ と Ｍ Ｎ は 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ の 独 立 し た 構 成 成 分 で あ る と 考 え ら れ
、 Ｖ Ｓ Ｖ 変 異 株 に 相 補 性 で あ り 、 プ ソ イ ド 型 の ビ リ オ ン に 集 積 さ れ る の は ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ
で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 第 ２ Ａ 図 に 示 し 、 下 記 の 実 施 例 ５ に 述 べ て い る よ う に 、 Ｍ Ｘ 抗 原 は 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 線 維
芽 細 胞 内 に 存 在 す る こ と が わ か っ て い る 。 ザ バ ダ （ Zavada） と ザ バ ド バ （ Zavadova） は （
1991年 ） 、 Ｍ Ｘ 感 染 線 維 芽 細 胞 由 来 の ｐ ５ ８ の バ ン ド は 、 ウ サ ギ 抗 Ｍ ａ Ｔ ｕ 血 清 を 用 い た
Ｒ Ｉ Ｐ で は 検 出 で き な か っ た と 報 告 し て い る 。 該 血 清 中 に は 、 Ｍ Ｘ 抗 原 よ り も Ｍ Ｎ 抗 原 に
対 す る 抗 体 が 多 く 含 ま れ て い た 。 こ の 矛 盾 は 、 感 染 培 養 細 胞 内 に お け る Ｍ Ｘ の 伝 播 が 極 端
に 遅 い こ と で 説 明 で き る 。 ザ バ ダ （ Zavada） と ザ バ ド バ （ Zavadova） に よ る 報 告 は （ 1991
年 ） 、 感 染 後 ６ 週 目 の 線 維 芽 細 胞 に 関 す る も の で あ り 、 他 方 、 後 の 試 験 は 感 染 ４ カ 月 後 の
線 維 芽 細 胞 に 関 し て で あ る 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 か ら 、 Ｍ Ｘ は 、 ま ず 、 感 染 の ４ 週 間 後
に は Ｈ ／ Ｆ － Ｎ ハ イ ブ リ ッ ド お よ び Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ハ イ ブ リ ッ ド の 両 方 か ら 検 出 さ れ 、 ６ 週 後
に は Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に 検 出 さ れ 、 線 維 芽 細 胞 に お い て は 感 染 10週 後 に な っ て よ う や く 検 出 さ
れ る こ と を 発 明 者 ら は 見 出 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　
　
　 第 ２ Ａ 図 － 第 ２ Ｂ 図 は 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 お よ び Ｈ ／ Ｆ － Ｎ ハ イ ブ リ ッ ド
細 胞 と Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 内 に お け る Ｍ Ｎ 特 異 的 お よ び Ｍ Ｘ 特 異 的 蛋 白 質 の 発 現
を グ ラ フ と し て 示 し た も の で あ り 、 Ｍ Ｘ 感 染 お よ び 非 感 染 細 胞 で の 発 現 を 対 比 し て い る 。
細 胞 は 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ で 処 理 し た Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 と 共 培 養 す る こ と に よ り 感 染
さ せ た 。 感 染 お よ び 非 感 染 細 胞 は 、 高 密 度 培 養 中 で ３ 回 継 代 し て 増 殖 さ せ た 。 感 染 ４ カ 月
後 に 、 感 染 細 胞 を 非 感 染 細 胞 と 同 時 に ペ ト リ 皿 で 増 殖 し 、 高 密 度 単 相 を 形 成 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 全 面 ペ ト リ 皿 （ ５ cm） 培 養 し た 細 胞 に ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 直 接 行 い 、 メ タ ノ ー ル で
固 定 し た （ 基 本 的 に は 上 記 の 実 施 例 ３ と 同 様 ） 。 細 胞 の 単 層 は メ タ ノ ー ル で 固 定 し 、 １ ２

５ Ｉ で ラ ベ ル し た Ｍ Ａ ｂ ｓ 　 Ｍ ６ ７ （ 外 因 性 の Ｍ Ｘ 抗 原 特 異 的 ） ま た は Ｍ ７ ５ （ 内 因 性 Ｍ
Ｎ 抗 原 特 異 的 ） を ６ × 10４ cpm／ 皿 加 え て 処 理 し た 。 結 合 放 射 活 性 を 測 定 し た 。 結 果 は 第
２ Ａ 図 － 第 ２ Ｂ 図 に 示 す 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 第 ２ Ａ 図 は 、 試 験 し た ４ つ の 細 胞 株 す べ て 、 す な わ ち 、 ヒ ト 胚 線 維 芽 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細
胞 、 お よ び Ｈ ／ Ｆ － Ｎ ハ イ ブ リ ッ ド と Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 、 に Ｍ Ｘ が 透 過 し た こ
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実 施 例 ４
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実 施 例 ５
Ｍ Ｎ 特 異 的 お よ び Ｍ Ｘ 特 異 的 蛋 白 質 の 発 現



と を 示 し て お り 、 同 時 に 、 対 応 す る ４ つ の 非 感 染 細 胞 株 に は Ｍ Ｘ が 存 在 し な い こ と を 示 し
て い る 。 第 ２ Ｂ 図 は 、 Ｍ Ｘ 感 染 お よ び 非 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 な ら び に Ｈ ／ Ｆ － Ｔ 細 胞 に は Ｍ
Ｎ 抗 原 が 存 在 す る が 、 線 維 芽 細 胞 に は 存 在 し な い こ と を 示 し て い る 。 対 照 の Ｈ ／ Ｆ － Ｎ に
は Ｍ Ｎ は 全 く 検 出 さ れ ず 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ／ Ｆ － Ｎ に お い て Ｍ Ｎ 抗 原 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
を 越 え る わ ず か な 増 加 が 見 ら れ た だ け で あ っ た 。 こ の こ と か ら 、 ハ イ ブ リ ッ ド に お い て は
、 Ｍ Ｎ 抗 原 の 発 現 が 腫 瘍 形 成 性 と 強 く 関 係 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 得 ら れ た 結 果 と 一 致 す る 。 Ｍ Ｎ 特 異 的 双
子 蛋 白 質 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 株 （ 標 準 型 の 両 方
、 す な わ ち Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｋ 、 お よ び ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） 突 然 変 異 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、
す な わ ち Ｄ ９ ８ ／ Ａ Ｈ ． ２ あ る い は Ｈ ｅ Ｌ ａ 　 Ｓ ） お よ び 腫 瘍 形 成 性 Ｈ ／ Ｆ － Ｔ に お い て
検 出 さ れ た が 、 線 維 芽 細 胞 あ る い は 非 腫 瘍 形 成 性 Ｈ ／ Ｆ － Ｎ で は 、 放 射 活 性 を 検 出 す る た
め に 使 用 し た フ ィ ル ム を ゆ っ く り と 長 時 間 感 光 し て も ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ は 検 出 さ れ な か っ た
。 Ｍ Ｘ の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 へ の 感 染 に よ り 、 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 の 急 激 な 濃 度 上 昇 が み ら れ
た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 Ｈ ／ Ｆ － Ｎ お よ び Ｈ ／ Ｆ － Ｔ は 、 エ リ ッ ク 　 Ｊ ． ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Er
ic J. Stanbridge） に よ っ て 作 出 さ れ た （ ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） ら 、

: 699-712(1981)、 ス タ ン ブ リ ッ ジ （ Stanbridge） ら 、 : 252
-259(1982)） 。 彼 の 本 来 の ハ イ ブ リ ッ ド は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 と ヒ ト 線 維 芽 細 胞 と の 融 合 に よ
っ て 作 ら れ 、 ヌ ー ド マ ウ ス に お い て は 腫 瘍 形 成 性 で は な か っ た が 、 形 質 転 換 細 胞 内 の い く
つ か の 特 性 、 た と え ば 、 軟 寒 天 上 で の 増 殖 な ど 、 を 保 持 し て い た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
染 色 体 11を 失 っ た ハ イ ブ リ ッ ド 由 来 の 分 離 体 （ セ グ レ ガ ン ト ） が 腫 瘍 形 成 性 で あ る こ と は
ま れ で あ る 。 こ れ ら の 分 離 体 に お け る 腫 瘍 形 成 性 に 関 す る 最 も 妥 当 な 説 明 は 、 染 色 体 11が
抑 制 遺 伝 子 （ 抗 腫 瘍 遺 伝 子 ） を 有 し て お り 、 こ れ が 未 知 の 腫 瘍 遺 伝 子 の 発 現 を ブ ロ ッ ク し
て い る と い う こ と で あ る 。 該 腫 瘍 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 腫 瘍 蛋 白 質 は 、 ヌ ー ド
マ ウ ス 内 で 腫 瘍 を 形 成 す る Ｈ ／ Ｆ ハ イ ブ リ ッ ド の 能 力 に 対 し て 重 大 な 働 き を す る 。 ｐ ５ ４
／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 は 、 Ｈ ／ Ｆ ハ イ ブ リ ッ ド の 腫 瘍 形 成 性 に 関 連 が あ り 、 推 定 腫 瘍 蛋 白 質 の 一
つ の 候 補 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　
　
　 実 施 例 ５ に 示 し た よ う に 、 Ｈ ／ Ｆ ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 内 の 腫 瘍 形 成 性 に お い て 、 Ｍ Ｎ 抗 原
が 関 与 す る こ と か ら 、 そ の 他 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 培 養 お よ び 臨 床 標 本 内 の Ｍ Ｎ 抗 原 の 存 在 を 調
べ る こ と に し た 。 予 備 実 験 の 結 果 か ら 、 そ の 他 の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 培 養 の 抽 出 物 内 の Ｍ Ｎ 抗 原
の 濃 度 は Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 よ り も 低 い こ と が 示 さ れ た 。 こ の こ と か ら 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー に お い て は 、 長 時 間 の 感 光 が 必 要 で あ る こ と が わ か っ た 。 こ れ に よ り 、 上 述 の

に 従 う 方 法 （ こ こ で は 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を 結 合 さ せ た Ｓ Ａ
Ｃ を 用 い て 沈 澱 さ せ る こ と に よ り 、 Ｍ Ｎ 抗 原 を 濃 縮 し て い る ） に よ り 、 該 方 法 の 感 度 を 増
加 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 細 胞 培 養 の 抽 出 物 内 の Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト は 、 次 の も の か ら 調 製 し た 。 （ Ａ ）
Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 （ Ｂ ） ヒ ト 線 維 芽 細 胞 、 （ Ｃ ） Ｔ ２ ４ 、 （ Ｄ ） Ｔ ４ ７ Ｄ 、 （ Ｅ ）
Ｓ Ｋ － Ｍ ｅ ｌ 　 １ ４ ７ ７ 、 お よ び （ Ｆ ） Ｍ Ｘ 非 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 。 蛋 白 質 は 、 ３ ％ の メ ル
カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む か ま た は 含 ま な い 状 態 （ ＋ Ｍ Ｅ ま た は ０ Ｍ Ｅ と 表 す ） で サ ン プ ル
緩 衝 液 に 加 え て 加 熱 し た 後 、 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し た 。 つ ま り 、 お の お の の 抽 出 物 に 関 し
、 ＋ Ｍ Ｅ に つ い て 、 次 に ０ Ｍ Ｅ に つ い て 一 回 の 泳 動 を 行 っ た 。 レ ー ン （ Ａ ） （ Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ
ｅ Ｌ ａ 細 胞 由 来 の 細 胞 培 養 抽 出 物 ） に つ い て は 直 接 分 析 を 行 っ た が （ 10μ l／ レ ー ン ） 、
そ の 他 の 抽 出 物 （ レ ー ン Ｂ － Ｅ ） 由 来 の 抗 原 に つ い て は 、 500μ lの 抽 出 物 を Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７
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５ と Ｓ Ａ Ｃ を 用 い て 沈 澱 さ せ る こ と に よ り お の お の 濃 縮 し た 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト の 結 果 、 ２
つ の 他 の ヒ ト 癌 細 胞 株 が Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 を 含 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 Ｔ ２ ４ （
膀 胱 癌 ； レ ー ン Ｃ ） と Ｔ ４ ７ Ｄ （ 乳 腺 癌 ； レ ー ン Ｄ ） で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 Ｍ Ａ ｂ 　
Ｍ ７ ５ と 反 応 し 、 還 元 状 態 で は 54kdと 56kdの 分 子 量 を 含 有 し 、 非 還 元 状 態 で は 約 153kdの
分 子 量 を 有 す る 蛋 白 質 を 含 有 し て い る 。 こ れ ら の バ ン ド の 強 度 は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 由 来 の ｐ
５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 双 子 蛋 白 質 の そ れ の 少 な く と も 10分 の １ 以 下 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 由 来 の 抽 出 物 （ Ｓ Ｋ － Ｍ ｅ ｌ 　 １ ４ ７ ７ ； レ ー ン Ｅ ） の 還 元 状 態 で
は 、 お お よ そ 52kdの 位 置 に ご く 弱 い バ ン ド が 観 察 さ れ た が 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 抽 出 物 （ レ ー
ン Ｂ ） で は 、 還 元 状 態 で も 非 還 元 状 態 で も そ の よ う な バ ン ド は み ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 外 科 標 本 を 含 む ヒ ト 組 織 抽 出 物 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト を Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 由 来 の 細 胞 抽
出 物 （ レ ー ン Ａ ） の そ れ と 比 較 し た 。 他 の レ ー ン の 組 織 抽 出 物 は 次 の も の か ら 調 製 し た 。
（ Ｂ ） 満 期 の 胎 盤 、 （ Ｃ ） 子 宮 体 部 、 （ Ｄ ， Ｍ ） 子 宮 内 膜 腺 癌 、 （ Ｅ ， Ｎ ） 卵 巣 腺 癌 、 （
Ｆ ， Ｇ ） ト ロ ホ ブ ラ ス ト 、 （ Ｈ ） 正 常 卵 巣 、 （ Ｉ ） 子 宮 筋 腫 、 （ Ｊ ） 乳 頭 腫 、 （ Ｋ ） 正 常
乳 腺 、 （ Ｌ ） 高 増 殖 性 子 宮 内 膜 、 （ Ｏ ） 子 宮 頚 管 癌 、 お よ び （ Ｐ ） メ ラ ノ ー マ 。 レ ー ン Ａ
（ 10μ l／ レ ー ン で 直 接 分 析 し た ） を 除 く そ の 他 の 全 て の 抽 出 物 由 来 の Ｍ Ｎ 関 連 抗 原 は 、
上 述 の よ う に 、 ま ず １ mlの 抽 出 物 か ら 濃 縮 し た 。 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 、 子 宮 内 膜 （ レ ー ン Ｄ と Ｍ
） 、 卵 巣 （ レ ー ン Ｅ と Ｎ ） お よ び 子 宮 頚 管 （ レ ー ン Ｏ ） の 癌 に つ い て 見 つ か っ た 。 こ れ ら
の 抽 出 物 に お い て は 、 Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 は 、 約 48kdか ら 約 58kdの 間 の 分 子 量 を 有 す る ３ 本 の
バ ン ド と し て 現 れ た 。 乳 腺 癌 の 組 織 抽 出 物 中 に は 別 の Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 が 存 在 し て お り 、 該
蛋 白 質 は 、 約 48kdの 一 本 の バ ン ド と し て 現 れ た （ レ ー ン Ｊ ） 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 満 期 の 胎 盤 （ レ ー ン Ｂ ） 、 正 常 乳 腺 （ レ ー ン Ｋ ） 、 高 増 殖 性 子 宮 内 膜 （ レ ー ン Ｌ ） 、 正
常 卵 巣 （ レ ー ン Ｈ ） 、 お よ び 子 宮 筋 腫 （ レ ー ン Ｉ ） か ら の 抽 出 物 で は 全 く 何 も 現 れ て こ な
か っ た 。 ト ロ ホ ブ ラ ス ト （ レ ー ン Ｆ と Ｇ ） お よ び メ ラ ノ ー マ （ レ ー ン Ｐ ） か ら の 抽 出 物 に
お い て は 、 ご く 弱 い Ｍ Ｎ 関 連 の バ ン ド が 現 れ た だ け で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ に 関 連 す る 抗 原 は 、 い く つ か の 型 の ヒ ト の 癌 の 臨 床 標 本 内 で は 発 現 す る
が 、 対 応 す る 器 官 の 正 常 組 織 に お い て は 発 現 し な い と い う 所 見 か ら 、 Ｍ Ｎ 抗 原 の 腫 瘍 形 成
性 と の 関 係 が さ ら に は っ き り し て き た 。 し か し な が ら 、 ヒ ト 腫 瘍 に お い て は 、 腫 瘍 は 成 熟
し た 分 化 後 の 細 胞 か ら 生 じ る も の で は な く 、 分 岐 お よ び 分 化 能 を 有 す る あ る 種 の 基 幹 細 胞
か ら 生 じ る と 考 え ら れ る の で 、 正 常 細 胞 が 本 当 に 適 切 な 対 照 と な る わ け で は な い こ と に 注
意 し な け れ ば な ら な い 。 体 内 器 官 で は 、 そ の よ う な 細 胞 は き わ め て 稀 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　
　
　 試 験 し た 全 て の 脊 椎 動 物 の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ に は Ｍ Ｎ 遺 伝 子 が 存 在 し て い た こ と か ら 、 数 種
の 動 物 種 の 正 常 組 織 由 来 お よ び 腫 瘍 由 来 の 細 胞 株 に つ い て も Ｍ Ｎ 関 連 抗 原 を 調 べ た 。 Ｍ Ｎ
関 連 抗 原 は 、 二 つ の ラ ッ ト 細 胞 株 か ら 見 つ か っ た 。 一 つ は 、 ル イ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Rous s
arcoma virus） に よ り 誘 起 さ れ た ラ ッ ト 横 紋 筋 肉 腫 由 来 の Ｘ Ｃ 細 胞 株 で あ り 、 も う 一 つ は
、 Ｒ ａ ｔ ２ － Ｔ ｋ － 細 胞 株 で あ る 。 こ れ ら 両 方 の ラ ッ ト 細 胞 株 の 抽 出 物 に お い て 、 一 本 の
蛋 白 質 の バ ン ド が ブ ロ ッ ト 上 に 認 め ら れ た 。 還 元 ゲ ル お よ び 非 還 元 ゲ ル に よ り 得 ら れ た ブ
ロ ッ ト の 分 子 量 は 、 そ れ ぞ れ 53.5kdお よ び 153kdで あ っ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト は 、 （ Ａ ） Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 お よ び （ Ｂ ） Ｒ ａ ｔ ２
－ Ｔ Ｋ － 細 胞 株 （ 上 述 の よ う に 、 ３ ％ の メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む （ ＋ Ｍ Ｅ ） か ま た は
３ ％ の メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 ま な い （ ０ Ｍ Ｅ ） 状 態 で サ ン プ ル 緩 衝 液 に 加 え て 加 熱 し
た 後 、 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し た ） か ら 調 製 し た 。 こ れ ら 二 つ の 細 胞 株 内 の Ｍ Ｎ 抗 原 の 濃 度
は 、 ＋ Ｍ Ｅ お よ び ０ Ｍ Ｅ の 泳 動 に お い て ほ ぼ 同 じ で あ っ た 。 抽 出 物 は 直 接 分 析 し た （ 40μ
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l／ レ ー ン ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 Ｘ Ｃ 細 胞 の Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 は 、 還 元 お よ び 非 還 元 状 態 の い ず れ に お い て も Ｒ ａ ｔ ２ － Ｔ
ｋ － 細 胞 の そ れ と 同 様 の パ タ ー ン を 示 し た が 、 濃 度 は 30分 の １ で あ っ た 。 二 つ の ラ ッ ト 細
胞 株 （ 上 述 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト お よ び 実 施 例 ４ よ り ） に お い て Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 ｐ ５ ３ ． ５ Ｎ
が 発 見 さ れ た こ と に よ り 、 モ デ ル 系 の 基 礎 が 作 ら れ た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 Ｍ Ｎ 抗 原 を 濃 縮 し 、 高 感 度 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 を 使 用 し て も 、 試 験 し た 他 の 動 物 細 胞 株 に
は い ず れ も 検 出 で き る 量 の Ｍ Ｎ 抗 原 は 含 ま れ て い な か っ た 。 Ｍ Ｎ を 含 有 し て い な か っ た 細
胞 は 次 の も の で あ る 。 ベ ロ （ Vero） 細 胞 （ ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル ） ； マ ウ ス Ｌ 細 胞 ； マ ウ ス
Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 の 正 常 型 、 サ ル 白 血 病 ウ イ ル ス 感 染 型 あ る い は ハ ー ヴ ェ イ 肉 腫 ウ イ ル
ス （ Harvey sarcoma virus） 形 質 転 換 型 ； Ｇ Ｒ 細 胞 （ Ｍ Ｔ Ｖ に よ り 誘 起 さ れ た マ ウ ス 乳 腺
腫 細 胞 ） ； お よ び Ｎ Ｍ Ｇ 細 胞 （ 正 常 マ ウ ス 乳 腺 ） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　
　

　 グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 融 合 さ せ 、 上 述 の よ う に 調 製 、 精 製 し た 遺 伝 子 組
換 え Ｍ Ｎ 蛋 白 質 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ を 、 ク ロ ラ ミ ン Ｔ 法 （ ハ ン タ ー （ Hunter） ら 、 19
78年 ） に よ り １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た 。 精 製 し た 蛋 白 質 に よ り 、 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 な ら び に Ｍ
Ｎ 抗 原 の 定 量 Ｒ Ｉ Ａ を 行 う こ と が で き た 。 抗 体 の 希 釈 お よ び 抗 原 の 希 釈 は す べ て 、 １ ％ の
ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） を 添 加 し た Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 （ １ ％ の ト ラ イ ト ン Ｘ － 100（ TRITON 
X-100） お よ び 0.1％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム の Ｐ Ｂ Ｓ （ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 ｐ
Ｈ 7.2） 溶 液 で 行 っ た 。 組 織 お よ び 細 胞 の 抽 出 物 は 、 １ mMの フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル フ
ォ ニ ル お よ び １ mlあ た り 200ト リ プ シ ン 阻 害 ユ ニ ッ ト の ト ラ シ ロ ー ル （ Trasylol） （ ア プ
ロ チ ニ ン ） を 添 加 し 、 Ｆ Ｃ Ｓ を 含 ま な い Ｒ Ｉ Ｐ Ａ 緩 衝 液 で 調 製 し た 。 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し
た ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ （ 2.27μ Ci/μ gの Ｔ Ｃ Ａ 沈 降 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 ） は 、 使 用 前 に
１ ％ の Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Ｒ Ｉ Ｐ Ａ で 希 釈 し 、 非 特 異 結 合 放 射 活 性 を プ ロ テ イ ン Ａ 固 定 黄 色 ブ ド
ウ 球 菌 （ ） （ Ｓ Ａ Ｃ ） の 懸 濁 液 で 吸 着 し た 。 　 Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 に
関 す る Ｒ Ｉ Ａ に お い て は 、 Ｍ Ａ ｂ を 含 む 腹 水 あ る い は 試 験 血 清 を １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た 蛋
白 質 と 混 合 し 、 総 量 が １ mlと な る よ う に し て 室 温 で ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 、 50μ lの Ｓ
Ａ Ｃ の 10％ 懸 濁 液 （ ケ ス ラ ー （ Kessler） ら 、 同 上 ） を 加 え 、 得 ら れ た 混 合 物 を 30分 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 Ｓ Ａ Ｃ を 沈 澱 さ せ 、 Ｒ Ｉ Ｐ Ａ で ３ 回 洗 浄 し 、 結 合 放 射 活 性 を γ
カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 Ｍ Ｎ 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 滴 定 の 結 果 を 第 ３ Ａ 図 － 第 ３ Ｂ 図 に 示 す 。 Ｍ ７ ５ ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 含 有 す る マ ウ ス の 腹 水 （ Ａ ） は 、 １ ： 1.4× 10－ ６ 希 釈 に お い て 50％ 終 点 を 有 す
る こ と を 示 し て い る 。 同 時 に 、 Ｍ Ｘ 蛋 白 質 （ Ｍ １ ６ お よ び Ｍ ６ ７ ） に 特 異 的 な Ｍ Ａ ｂ ｓ を
含 有 す る 腹 水 は 、 １ ： 200希 釈 に お い て も １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ と
は 沈 降 し な か っ た 。 正 常 ウ サ ギ 血 清 （ Ｃ ） は 、 Ｍ Ｎ 抗 原 と は は っ き り と は 沈 降 し な か っ た
（ 結 果 は 示 し て い な い ） 。 生 き た Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 で 免 疫 し た ウ サ ギ か ら 得 ら れ た ウ
サ ギ 抗 Ｍ ａ Ｔ ｕ 血 清 （ Ｂ ） は 、 １ ： 200に 希 釈 し た と き に 放 射 活 性 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 と ７ ％ の 沈
降 を 示 し た 。 実 施 例 ４ （ 上 述 ） に 示 す よ う な イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ り 、 ウ サ ギ 抗 Ｍ ａ Ｔ ｕ 血
清 は 、 Ｍ Ｘ お よ び Ｍ Ｎ の い ず れ の 蛋 白 質 と も 沈 降 を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 試 験 し た 180の ヒ ト 血 清 （ 90の 対 照 、 お よ び 、 乳 房 、 卵 巣 、 子 宮 頚 管 癌 の 患 者 か ら の 90
の 血 清 ） の 中 か ら た だ 一 つ だ け が 、 放 射 活 性 ラ ベ ル さ れ た 組 換 え Ｍ Ｎ 蛋 白 質 と 明 か に 沈 降
し た 。 そ の 血 清 Ｌ ８ （ Ｄ ） を イ ム ノ ブ ロ ッ ト （ 実 施 例 ４ ） で 再 試 験 し た が 、 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ
Ｌ ａ 細 胞 由 来 の ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ の い ず れ と も 沈 降 し な か っ た 。 さ ら に 、 Ｋ Ｈ （ Ｅ ） を 含 む
６ つ の 他 の ヒ ト 血 清 も イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 反 応 し な か っ た 。 つ ま り 、 Ｒ Ｉ Ａ で た だ 一 つ 反 応
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ノ ア ッ セ イ
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し た ヒ ト 血 清 Ｌ ８ は 、 遺 伝 子 組 換 え 産 物 と の み 反 応 し 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 で 発 現 し た 、 生 来 の
ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ と は 反 応 し な か っ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｍ Ｎ 抗 原 に 対 す る Ｒ Ｉ Ａ に お い て は 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ の 希 釈 液 （ 事 前 の 試 験 で 50％ の 最
大 沈 降 放 射 活 性 （ ＝ １ ： 1.4× 10－ ６ 希 釈 ） を 示 し た ） を 細 胞 抽 出 物 の 希 釈 物 と 混 合 し 、
２ 時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 、 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ （ 25× 10３ cpm／
チ ュ ー ブ ） を 加 え 、 さ ら に ２ 時 間 反 応 さ せ た 。 最 後 に 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ に 結 合 し た 放 射 活
性 を Ｓ Ａ Ｃ で 沈 降 さ せ 、 上 述 の よ う に 洗 浄 し た 。 100％ の 沈 降 （ ＝ 阻 害 な し ） を 、 用 い た
希 釈 Ｍ Ａ ｂ に よ る 最 大 放 射 活 性 結 合 と 見 な し た 。 試 験 に 用 い た 細 胞 抽 出 物 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 の
濃 度 は 、 「 コ ー ル ド （ cold） 」 の ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ を 標 準 と し て 使 用 し た 阻 害 曲 線 か
ら 計 算 し た （ ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ を 標 準 と し て 使 用 し た 阻 害 曲 線 か ら 計 算 し た （ 第 ４ 図
の Ａ ） 。 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 放 射 活 性 ラ ベ ル し た ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ 蛋 白 質 と Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ と の 反 応 か ら 、 細 胞
抽 出 物 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 を 直 接 的 に 定 量 す る こ と が で き た 。 第 ４ 図 は 、 ３ ngの 「 コ ー ル ド 」 の
ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ （ Ａ ） が 、 「 ホ ッ ト （ hot） 」 の ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ と 50％ の 沈
降 阻 害 を 起 こ し た こ と を 示 す も の で あ る 。 同 量 の Ｍ Ｎ 抗 原 が 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞
（ Ｂ ） お よ び Ｒ ａ ｔ ２ － Ｔ ｋ － 細 胞 （ Ｃ ） か ら 抽 出 し た ３ × 10３ ngの 蛋 白 質 に も 存 在 し て
い る 。 本 実 験 の Ｒ Ｉ Ａ で 測 定 し た 細 胞 抽 出 物 中 の 蛋 白 質 の 濃 度 を 下 記 の 表 １ に 示 す 。 細 胞
抽 出 物 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 は 、 あ る 程 度 の 異 な る 大 き さ で あ る と い う こ と 、 ま た 、 遺 伝 子 操 作 さ
れ た Ｍ Ｎ 蛋 白 質 は 、 さ ま ざ ま な 大 き さ の 分 子 を 含 有 す る も の で あ る こ と か ら 、 計 算 値 は 絶
対 的 な も の で は な い こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ １ 】
　
　
　 ｐ ５ ８ Ｘ 蛋 白 質 の お よ そ の 濃 度 は 、 Ｍ ａ Ｔ ｕ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 抽 出 物 の Ｒ Ｉ Ｐ に よ り
求 め る こ と が で き 、 こ こ で 、 該 抽 出 物 は 、 ［ ３ ５ Ｓ ］ メ チ オ ニ ン あ る い は ［ １ ４ Ｃ ］ ア ミ
ノ 酸 混 合 物 で 代 謝 的 に ラ ベ ル し た も の で あ る 。 こ れ ら の 結 果 を 表 ２ に 示 す 。
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ２ 】
　 表 ２ に 示 す 結 果 か ら 、 ｐ ５ ８ Ｘ は 、 細 胞 抽 出 物 中 の 蛋 白 質 の お よ そ 0.8％ を 占 め る こ と
が わ か っ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 ラ ベ ル し た ア ミ ノ 酸 と 共 に 終 夜 培 養 し た 培 養 細 胞 お よ び 並 行 培 養 （ ア ミ ノ 酸 を 完 全 に 補
充 し た 「 コ ー ル ド 」 の 培 地 で さ ら に 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の ） の 培 養 細 胞 か ら も 非
常 に 近 似 し た 値 が 得 ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 得 ら れ た 放 射 活 性 の 値 が 既 に 平 衡 状 態 に あ
る こ と を 反 映 し た も の で あ り 、 取 り 込 み の 速 度 を 表 し た も の で は な い こ と を 示 し て お り 、
該 値 は 、 抽 出 物 中 の ｐ ５ ８ Ｘ の 実 際 の 含 量 と 大 差 は な い 。 ［ ３ ５ Ｓ ］ メ チ オ ニ ン で ラ ベ ル
し た 細 胞 の 抽 出 物 の ｐ ５ ８ Ｘ の 値 は 、 ［ １ ４ Ｃ ］ ア ミ ノ 酸 混 合 物 で ラ ベ ル し た 培 養 の 抽 出
液 内 の そ れ と 同 程 度 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　
　
　 上 記 の 実 施 例 １ に 示 し た よ う に 、 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を 用 い た 直 接 免 疫 蛍 光 法 に よ り 検 出 さ
れ た Ｍ Ｎ 抗 原 は 、 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 膜 表 面 お よ び 核 内 あ る い は 高 密 度 培 養 で 増 殖 さ
せ た Ｈ ａ Ｌ ａ 細 胞 内 に 存 在 し て い る 。 Ｍ Ｎ 抗 原 の 所 在 を さ ら に 明 ら か に さ せ る た め に 、 免
疫 電 子 顕 微 鏡 法 を 用 い た 。 該 方 法 に お い て は 、 Ｍ Ｎ 抗 原 に 結 合 し た Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を 免 疫
金 （ immunogold） ビ ー ズ で 視 覚 化 し た （ ヘ ル ゾ ー グ （ Herzog） ら 、 「 細 胞 表 面 域 判 定 の た
め の コ ロ イ ド 金 ラ ベ リ ン グ 法 （ Colloidal gold labeling for determining cell surface
 area）  」 コ ロ イ ド 金 （ ） 第 ３ 巻 （ ハ ヤ ッ ト （ Hayat） ， Ｍ ． Ａ ． 編 ） よ
り 、 139－ 149ペ ー ジ （ ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス （ Academic Press） 社 、 米 国 、 カ リ フ ォ ル ニ ア
州 、 サ ン デ ィ エ ゴ ） 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 Ｍ Ｘ 非 感 染 （ 対 照 ） お よ び Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 超 薄 片 を 、 免 疫 金 を 含 む Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ
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７ ５ お よ び 含 ま な い Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ で 染 色 し た 。 （ い く つ か の 細 胞 は 、 包 埋 し 、 切 断 す る
前 に Ｍ ７ ５ と 免 疫 金 で 固 定 し 、 処 理 し た 。 こ の 操 作 に よ り 、 免 疫 金 装 飾 が 細 胞 表 面 の 抗 原
に 対 し て の み 施 さ れ る 。 い く つ か の 細 胞 は 、 包 埋 し 、 切 断 し た 後 に の み Ｍ ７ ５ と 免 疫 金 で
処 理 し た 。 こ う す る と 、 細 胞 内 の 抗 原 も 装 飾 さ れ る 。 免 疫 金 で 処 理 し な か っ た い く つ か の
細 胞 は 、 細 胞 分 裂 の 末 期 の も の で あ る ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 染 色 し た 細 胞 の 免 疫 電 子 お よ び 走 査 顕 微 鏡 像 か ら 、 細 胞 内 の Ｍ Ｎ 抗 原 の 局 在 が 示 さ れ 、
さ ら に 、 対 照 お よ び Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 と で は 微 細 構 造 に か な り の 違 い が あ る こ と が 見
出 さ れ た 。 対 照 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 は 、 そ の 表 面 に 、 金 ビ ー ズ で 視 覚 化 さ れ た Ｍ Ｎ 抗 原 を ほ と
ん ど 有 し て い な い こ と が 示 さ れ た 。 細 胞 表 面 は 比 較 的 滑 ら か で 、 ２ つ の 小 さ い 突 起 を 有 す
る だ け で あ っ た 。 細 胞 質 内 に は ミ ト コ ン ド リ ア は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ と は 対 照 的 に 、 Ｍ
Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 で は 、 表 面 に た く さ ん の 密 集 し た 糸 状 突 起 が み ら れ た 。 ほ と ん ど の Ｍ
Ｎ 抗 原 は こ れ ら の 糸 状 体 の 上 に 局 在 し て お り 、 該 抗 原 は 、 染 色 に 免 疫 金 を 用 い た 場 合 に は
免 疫 金 に よ っ て 修 飾 さ れ て い た 。 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 細 胞 質 に は 多 く の ミ ト コ ン ド リ
ア を 含 ん で い る の が 見 ら れ た 。 Ｍ Ｎ 抗 原 は 、 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 核 に あ っ た 。 Ｍ Ｎ 抗
原 は 核 質 の 中 に い く ら か 存 在 し て い た が （ お そ ら く ク ロ マ チ ン と 結 合 し て い る の で あ ろ う
） 、 よ り 高 濃 度 の Ｍ Ｎ 抗 原 は 核 小 体 に 存 在 し て い た 。 繰 り 返 す と 、 正 常 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 細
胞 表 面 は 比 較 的 滑 ら か で あ り 、 一 方 、 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 表 面 に は 多 数 の 糸 状 体 と 「
水 疱 （ blebs） 」 が あ る 。 糸 状 体 の い く つ か は 、 近 隣 の 細 胞 と つ な が る 橋 を 形 成 し て い る
よ う に 見 え る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 イ ン ビ ト ロ （ ） で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 と そ れ ら の 正 常 親 細 胞 を 比 較 し た い く つ
か の 例 に お い て 注 目 す べ き こ と は 、 相 違 点 の 一 つ が 、 正 常 細 胞 の 表 面 は 滑 ら か で あ る が 、
形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 表 面 に は 多 数 の 毛 髪 状 の 糸 状 体 を 有 す る と い う こ と で あ る （ ダ ー ネ
ル （ Darnell） ら 、 「 分 子 細 胞 生 物 学 （ Molecular Cell Biology） 」 （ 第 ２ 版 ） 、 サ イ エ
ン ス ア メ リ カ ン ブ ッ ク ス （ Sci. Am. Books） 、 Ｗ ． Ｈ ． フ リ ー マ ン （ Freeman） 株 式 会 社
、 米 国 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 州 （ 1990年 ） ） 。 こ れ ら の 特 徴 か ら す る と 、 本 実 施 例 の 顕 微 鏡 像 で
明 ら か に さ れ た よ う に 、 Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 は 超 形 質 転 換 し た 外 観 を 呈 し て い る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 さ ら に 、 数 種 の 腫 瘍 で は 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 増 幅 が 報 告 さ れ て い る （ ベ ー ン ハ ー ド （ Be
rnhard） 、 Ｗ ． ， 「 分 子 細 胞 学 ハ ン ド ブ ッ ク （ Handbook of Molecular Cytology） 」 、 68
7－ 715ペ ー ジ 、 リ マ ・ デ ・ フ ァ リ ア （ Lima de Faria） 編 、 ノ ー ス ホ ラ ン ド （ North-Holla
nd） 出 版 株 式 会 社 、 ア ム ス テ ル ダ ム － ロ ン ド ン （ 1972年 ） ） 。 そ の よ う な 増 幅 は 、 ヤ ー ヌ
ス 緑 （ Janus′  green ） で 特 に ミ ト コ ン ド リ ア が 強 く 染 色 さ れ た Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 に
お い て 顕 著 で あ り 、 一 方 、 対 照 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 で は 弱 く し か 染 色 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 電 子 顕 微 鏡 の 熟 練 者 に よ っ て も 、 腫 瘍 細 胞 に 特 異 的 な 構 造 的 特 徴 は 見 出 す こ と が で き な
か っ た こ と を 付 記 し て お く 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　
　
　 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 の 両 方 が 一 つ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る か 否 か を 確 認 す
る た め に 、 ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ ｓ を 用 い て 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。 過 密 培 養 を 作 る た め に 、
事 前 に 希 薄 培 養 し て い た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 を ま き 、 Ｍ Ｎ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 に 相 補 的 で ２ つ
の 遺 伝 子 に 特 異 的 な Ｏ Ｄ Ｎ ｓ の 非 存 在 下 お よ び 存 在 下 で 130時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｈ
ｅ Ｌ ａ 細 胞 は 、 10％ の Ｆ Ｃ Ｓ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ １ mlあ た り ８ × 10５ 個 と な る よ う に 継 代 し た
。 同 時 に 、 次 の よ う に Ｏ Ｄ Ｎ ｓ を 培 地 に 添 加 し た 。 （ Ａ ） ２ ９ － ｍ ｅ ｒ 　 Ｏ Ｄ Ｎ １ （ ５ ’
Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ ３ ’ （ 配 列 番 号 3） 、 44
－ 72位 に 相 補 的 ） を ４ μ M（ 最 終 濃 度 ） 、 （ Ｂ ） １ ９ － ｍ ｅ ｒ 　 Ｏ Ｄ Ｎ ２ （ ５ ’ Ｇ Ｇ Ａ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ ３ ’ （ 配 列 番 号 4） 、 12－ 30位 に 相 補 的 ） を ４ μ M（ 最 終
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Ｍ Ｎ 遺 伝 子 発 現 を 阻 害 す る ア ン チ セ ン ス Ｏ Ｄ Ｎ ｓ



濃 度 ） 、 （ Ｃ ） Ｃ Ｄ Ｎ １ お よ び Ｏ Ｄ Ｎ ２ を お の お の ２ μ M（ 最 終 濃 度 ） 、 （ Ｄ ） 同 様 に 処
理 し た が 、 Ｏ Ｄ Ｎ ｓ を 加 え ず に イ ン キ ュ ベ ー ト し た も の で あ り 、 対 照 と す る 。 130時 間 後
に 細 胞 か ら 抽 出 物 を 調 製 し 、 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た Ｍ Ａ ｂ ｓ 　 Ｍ ７ ５ を 用 い た イ ム ノ ブ ロ
ッ ト に よ り 分 析 し た 。 細 胞 の 蛋 白 質 抽 出 物 は 、 Ｍ Ａ ｂ ｓ 　 Ｍ ７ ５ を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト
お よ び Ｒ Ｉ Ａ に よ り 分 析 し た 。 　 Ｏ Ｄ Ｎ ｓ を 添 加 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 の 培 養 の 結 果 、 ｐ ５ ４
／ ５ ８ Ｎ 合 成 が か な り 阻 害 さ れ て い る こ と が わ か っ た 。 最 終 濃 度 ４ μ Mの １ ９ － ｍ ｅ ｒ 　
Ｏ Ｄ Ｎ ２ が 非 常 に 効 果 が あ り 、 Ｒ Ｉ Ａ で 測 定 し た と こ ろ 、 40％ の 阻 害 を 起 こ し た 。 一 方 、
２ ９ － ｍ ｅ ｒ 　 Ｏ Ｄ Ｎ １ （ ４ μ M） お よ び ２ つ の Ｏ Ｄ Ｎ ｓ の 組 合 せ （ お の お の 最 終 濃 度 ２
μ M） で は 効 果 は 低 く な り 、 Ｒ Ｉ Ａ で 23－ 35％ の Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 の 減 少 を 示 し た 。 こ の と
き 、 特 異 的 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｈ ４ ６ ０ を 用 い た Ｒ Ｉ Ａ で 測 定 し た 、 別 の Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 蛋 白 質 の 量 は
、 全 て の 細 胞 変 異 種 に お い て ほ ぼ 同 程 度 で あ っ た 。 最 も 重 要 な こ と は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト に
お け る Ｏ Ｄ Ｎ ｓ に よ る 特 異 的 阻 害 は 、 ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 の 両 方 に 影 響 を 与 え て い る こ
と で あ る 。 こ の こ と か ら 、 発 明 者 ら が ク ロ ー ン し た Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 内 に お い
て ｐ ５ ４ ／ ５ ８ Ｎ 蛋 白 質 の 両 方 を コ ー ド し て い る と 結 論 づ け ら れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　
　

　 ヒ ト 細 胞 株 の Ｍ Ｎ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た 。 全 Ｒ Ｎ Ａ は 、 次 の 細
胞 株 か ら グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト Ｃ ｓ Ｃ ｌ 法 に よ り 調 製 し た 。 高 密 度 （ Ａ ） お よ び 希 薄
（ Ｂ ） 培 養 で 増 殖 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 ； （ Ｃ ） Ｃ Ｇ Ｌ １ （ Ｈ ／ Ｆ － Ｎ ） ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 ；
（ Ｄ ） Ｃ Ｇ Ｌ ３ 分 離 体 お よ び （ Ｅ ） Ｃ Ｇ Ｌ ４ 分 離 体 （ 両 者 と も Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ） 、 な ら び に （
Ｆ ） ヒ ト 胚 線 維 芽 細 胞 。 15μ gの Ｒ Ｎ Ａ を 1.2％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル で 分 離 し 、 ハ イ ボ
ン ド Ｃ ス ー パ ー メ ン ブ レ ン （ Hybond C Super membrane） （ ア マ シ ャ ム （ Amersham） 社 ）
の 上 に ブ ロ ッ ト し た 。 Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の Iプ ロ ー ブ を 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ （ マ ル チ
プ ラ イ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ ベ リ ン グ シ ス テ ム （ Multiprime DNA labelling system） 、 （ ア マ シ ャ
ム （ Amersham） 社 ） を 用 い て ラ ベ ル し た 。 50％ の ホ ル ム ア ミ ド 存 在 下 42℃ で ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 0.1％ の Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ と 0.1％ の Ｓ Ｄ Ｓ を 用 い て 65℃ で 最 終 洗 浄 を 行 っ た 。
Ｒ Ｎ Ａ ラ ダ ー （ RNA ladder） （ 0.24－ 9.5kb） （ ベ セ ス ダ 研 究 所 （ Ｂ Ｒ Ｌ ） （ Bethesda Re
search Laboratories） 、 米 国 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ベ セ ス ダ ） を サ イ ズ マ ー カ ー と し て 用
い た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 検 出 さ れ た の は 1.5kbの Ｍ Ｎ 特 異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ で 、 ２ つ の 腫 瘍 形 成 性 分 離 体 ク ロ ー ン 、 Ｃ
Ｇ Ｌ ３ と Ｃ Ｇ Ｌ ４ （ Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ） か ら の み で あ り 、 非 腫 瘍 形 成 性 ハ イ ブ リ ッ ド ク ロ ー ン Ｃ
Ｇ Ｌ １ （ Ｈ ／ Ｆ － Ｎ ） あ る い は 正 常 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 か ら は 検 出 さ れ な か っ た 。 さ ら に 、 1.
5kbの ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 高 密 度 培 養 で 増 殖 し た Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら は 検 出 さ れ た が 、 希 薄 培 養 の
も の か ら は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 こ の よ う に 、 Ｍ Ｎ 関 連 蛋 白 質 が 腫 瘍 形 成 性 と 関 連 し て い る と い う こ と に つ い て ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 結 果 は 、 上 述 の 実 施 例 の 結 果 と 一 致 し て い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　
　
　 い ろ い ろ な 脊 椎 動 物 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の Ｍ Ｎ 遺 伝 子 を サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 検 出
し た 。 次 の も の の 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を Iで 消 化 し た 。 （ Ａ ） ニ ワ ト リ 、 （ Ｂ ） ウ シ 、 （ Ｃ ）
ネ コ 、 （ Ｄ ） Ｍ Ｘ 感 染 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 （ Ｅ ） マ ウ ス Ｎ Ｉ Ｈ 　 ３ Ｔ ３ 細 胞 、 （ Ｆ ） ヒ ト 胎 盤
細 胞 、 （ Ｇ ） Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 （ Ｈ ） ヒ ツ ジ 、 （ Ｉ ） ヒ ト メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 お よ び （ Ｊ ） サ
ル ベ ロ （ Vero） 細 胞 。 制 限 酵 素 に よ る 断 片 を 、 0.7％ の 寒 天 ゲ ル で 分 離 し 、 ハ イ ボ ン ド Ｎ
メ ン ブ レ ン （ Hybond N membrane） （ ア マ シ ャ ム （ Amersham） 社 ） の 上 に ア ル カ リ ブ ロ ッ
ト し た 。 Ｍ Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の ラ ベ リ ン グ お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 操 作 は 、

10

20

30

40

50

(35) JP 2006-83179 A 2006.3.30

実 施 例 12
腫 瘍 形 成 性 細 胞 由 来 お よ び 非 腫 瘍 形 成 性 細 胞 株 由 来 の Ｍ Ｎ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
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実 施 例 13
各 種 の 脊 椎 動 物 種 由 来 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ る Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の 検 出
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実 施 例 12の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 と 同 様 に 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の I制 限 酵 素 断 片 を 用 い た サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 い ず れ の 種 に お い て
も 、 約 1.5kbの と こ ろ に 唯 一 の バ ン ド を 示 し た 。 さ ら に 、 Iお よ び Iに よ る 切 断 に よ
っ て 生 じ た 制 限 酵 素 断 片 を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て は 、 お の お の の 染 色 体
Ｄ Ｎ Ａ サ ン プ ル は 4.5kbお よ び 4.7kbに そ れ ぞ れ １ 本 の バ ン ド を 示 し た 。 こ れ ら の 結 果 か ら
、 脊 椎 動 物 の ゲ ノ ム に お い て は 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 は 単 一 の コ ピ ー と し て 存 在 し て い る こ と が 示
唆 さ れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 が そ の 側 面 配 列 と 共 に 保 存 性 で あ る こ と
を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Iの 開 裂 部 位 が Ｍ Ｎ 遺 伝 子 に お け る 自 然 な 境 界 を 形 成 し 、 Ｍ Ｎ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の サ イ ズ が
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に お け る Ｍ Ｎ 遺 伝 子 の サ イ ズ と 同 じ で あ る こ と か ら （ 実 施 例 12の 結 果 と
比 較 さ れ た い ） 、 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 に は イ ン ト ロ ン が 存 在 し な い と 推 論 さ れ る 。 こ の 結 論 は 、 Ｍ
Ｎ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 制 限 酵 素 パ タ ー ン と Ｍ Ｎ 特 異 的 ゲ ノ ム の I断 片 の そ れ と が 同 じ で あ る こ
と か ら も 支 持 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 下 記 に 挙 げ る 材 料 は 、 ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン （ American Type Cult
ure Collection） （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） （ 米 国 、 メ リ ー ラ ン ド 州 、 ロ ッ ク ヴ ィ ル 、 パ ー ク ロ ー ン 通
り （ Parklawn Drive） 12301番 地 、 郵 便 番 号 20852） に 寄 託 さ れ て い る 。 寄 託 は 、 特 許 手 続
き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 （ Budapest Treaty on the Int
ernational Recognition of Deposited Microorganisms for the Purposes of Patent Pr
ocedure and Regulations thereunder） （ ブ ダ ペ ス ト 条 約 ） に 基 づ い て な さ れ た 。 生 細 胞
培 養 の 維 持 は 寄 託 の 日 か ら 30年 間 保 障 さ れ て い る 。 微 生 物 は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 規 定 に 基
づ い て Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 可 能 で あ り 、 寄 託 者 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ は 、 関 連 す る 米 国 特 許 が 付 与 さ れ
る と 制 限 さ れ る こ と な く 入 手 で き る こ と に つ い て 合 意 し て い る 。 寄 託 し た 株 が 入 手 可 能 で
き る と は 言 っ て も 、 あ る 政 府 機 関 が そ の 国 の 特 許 法 に 基 づ い て 許 可 す る 権 利 に 違 反 し て 発
明 を 実 施 す る 実 施 権 を 与 え る と い う こ と で は な い ：

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 Ｖ Ｕ － Ｍ ７ ５ 　 　 　 　 1992年 ９ 月 17日 　 　 　  Ｈ Ｂ 　 11128
【 ０ １ ７ ８ 】
　 本 発 明 に 関 す る 以 上 の 具 体 例 の 記 述 は 、 例 示 お よ び 説 明 の た め の も の で あ る 。 こ れ ら の
具 体 例 は 全 て で は な く 、 ま た 、 開 示 さ れ た 特 定 の も の に 発 明 を 限 定 す る も の で も な い 。 さ
ら に 、 以 上 の 教 示 か ら 多 く の 修 正 や 変 形 が 可 能 な こ と は 明 か で あ る 。 以 上 の 具 体 例 は 、 本
発 明 の 要 旨 を 説 明 す る た め 、 お よ び 、 当 業 者 が 意 図 す る 特 定 の 使 用 に 適 す る よ う に さ ま ざ
ま な 修 正 を 加 え た 各 種 の 態 様 で 本 発 明 を 利 用 で き る よ う に す る た め に 、 選 択 し て 記 載 し た
も の で あ る 。 本 発 明 の 範 囲 は 、 明 細 書 に 添 付 さ れ た 請 求 項 に よ っ て 定 め ら れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 引 用 し た 全 て の 文 献 は 、 参 考 の た め に 本 明 細 書 に 取 り 入 れ ら れ て い る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 を 記 載 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
１ ． 単 離 さ れ た Ｍ Ｎ 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は そ の 断 片 、 あ る い は 該 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 ま た は そ の 断
片 と 実 質 上 相 補 的 で あ る 、 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 ０ １ ８ ２ 】
２ ． 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 ［ 配 列 番 号 1］ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 あ る い
は そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 か ら な る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は そ の 断 片 に 実 質 上 相 補 的 な 核 酸 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 実 施 形 態
１ 記 載 の 組 成 物 。
【 ０ １ ８ ３ 】
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３ ． 前 記 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 、 あ る い は 前 記 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 ま た は そ の 断 片 と 実 質 上 相
補 的 で あ る 核 酸 配 列 が ベ ク タ ー に 含 ま れ て い る こ と を 特 徴 と す る 実 施 形 態 １ 記 載 の 組 成 物
。
【 ０ １ ８ ４ 】
４ ． 前 記 核 酸 配 列 が 、 前 記 ベ ク タ ー 内 の 発 現 コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 機 能 的 に 結 合 し て い る こ
と を 特 徴 と す る 実 施 形 態 ３ 記 載 の 組 成 物 。
【 ０ １ ８ ５ 】
５ ． 実 施 形 態 ４ 記 載 の 組 成 物 で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 原 核 細 胞 ま た は 真 核
細 胞 で あ る 単 細 胞 宿 主 。
【 ０ １ ８ ６ 】
６ ． Ｍ Ｎ 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は そ の 断 片 に よ り コ ー ド さ れ て い る 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 ０ １ ８ ７ 】
７ ． 前 記 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 、 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 ［ 配 列 番 号 2］ に 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 あ る い は そ 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 ま た は そ の 一 部 、 あ る い は 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 ま た
は そ の 一 部 の 変 異 体 お よ び ／ ま た は 第 １ Ａ 図 － 第 １ Ｂ 図 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 あ る い は
そ 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 に 実 質 上 相 補 的 な 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド か ら な る こ と を 特 徴 と す
る 実 施 形 態 ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 ０ １ ８ ８ 】
８ ． ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ で あ る こ と を 特 徴 と す る 実 施 形 態 ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 ０ １ ８ ９ 】
９ ． Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 単 一 の 抗 体 ま た は 複 数 の 抗 体 を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 ０ １ ９ ０ 】
10． 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 実 施 形 態 ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 ０ １ ９ １ 】
11． 前 記 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が Ｍ ７ ５ と 称 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｈ Ｂ 　 １ １ １ ２
８ と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ Ｖ Ｕ － Ｍ ７ ５ か ら 産 生 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 実
施 形 態 10記 載 の 組 成 物 。
【 ０ １ ９ ２ 】
12． 前 記 抗 体 が 、 化 学 療 法 剤 も し く は 毒 性 剤 お よ び ／ ま た は イ メ ー ジ ン グ 剤 と 結 合 し て い
る こ と を 特 徴 と す る 実 施 形 態 ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 ０ １ ９ ３ 】
13． Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 特 異 的 結 合 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 含 む こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 ０ １ ９ ４ 】
14． 患 者 の 腫 瘍 性 疾 患 を イ メ ー ジ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ． 実 施 形 態 12記 載 の 抗 体 を 適 切 に ラ ベ ル し て 該 患 者 に 投 与 し 、 次 に 、
ｂ ． 該 ラ ベ ル 化 し た 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る
各 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ １ ９ ５ 】
15． 癌 細 胞 に 化 学 療 法 剤 ま た は 毒 性 剤 を 輸 送 す る 方 法 で あ っ て 、 実 施 形 態 12記 載 の 抗 体 に
該 細 胞 を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ １ ９ ６ 】
16． Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 組 換 え に よ り 産 生 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ． 実 施 形 態 ４ 記 載 の 組 成 物 を 用 い て 単 細 胞 宿 主 を 形 質 転 換 し 、
ｂ ． 該 単 細 胞 宿 主 を 培 養 し て Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ 、 次 に 、
ｃ ． 該 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 抽 出 し 単 離 す る 、
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各 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ １ ９ ７ 】
17． 脊 椎 動 物 サ ン プ ル 中 の Ｍ Ｎ 抗 原 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ． 該 サ ン プ ル を 実 施 形 態 ９ 記 載 の 単 一 ま た は 複 数 の 抗 体 と 接 触 さ せ 、
ｂ ． 該 サ ン プ ル 中 の 抗 原 に 対 す る 該 抗 体 の 結 合 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る 、
各 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ １ ９ ８ 】
18． 脊 椎 動 物 サ ン プ ル 中 の Ｍ Ｎ 特 異 的 抗 体 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ． 脊 椎 動 物 の サ ン プ ル を Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次
に 、
ｂ ． 該 サ ン プ ル 中 の 抗 体 に 対 す る 該 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ／ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 検 出 お よ び ／ ま た
は 定 量 す る 、
各 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 ０ １ ９ ９ 】
19． 一 つ も し く は そ れ 以 上 の 実 質 的 に 純 粋 な Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 免
疫 原 と な る 量 で 存 在 し て 、 生 理 学 的 に 許 容 性 で 非 毒 性 の 基 剤 中 に 分 散 さ れ た ワ ク チ ン で あ
っ て 、 該 量 が Ｍ Ｎ タ ン パ ク 質 の 発 現 に 関 連 す る 腫 瘍 性 疾 患 に 対 し て 脊 椎 動 物 を 免 疫 す る の
に 有 効 な 量 で あ る こ と を 特 徴 と す る ワ ク チ ン 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ０ ０ 】
【 図 １ Ａ 】 図 １ Ａ は 、 本 明 細 書 に 記 載 し て い る よ う に Ｍ Ｎ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン か ら 単 離 さ
れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 ［ そ れ
ぞ れ 配 列 番 号 1お よ び 2］ を 表 し て い る 。 シ ー ク エ ン ス デ ー タ は Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ デ ー タ ラ イ ブ ラ リ
ー （ EMBL Data Library） （ ド イ ツ 、 ハ イ デ ル ベ ル グ ） に 送 付 済 み で あ り 、 受 入 番 号 Ｘ 668
39と し て 利 用 可 能 で あ る 。
【 図 １ Ｂ 】 図 １ Ｂ は 、 図 １ Ａ の 続 き で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ （ Ａ お よ び Ｂ ） は 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 （ Ｆ ） 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 （ Ｈ ） お よ び Ｈ ／
Ｆ － Ｎ と Ｈ ／ Ｆ － Ｔ ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 内 に お け る Ｍ Ｎ 特 異 的 蛋 白 質 お よ び Ｍ Ｘ 特 異 的 蛋 白
質 の 発 現 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ り 、 Ｍ Ｘ 感 染 細 胞 お よ び Ｍ Ｘ 非 感 染 細 胞 に お け る 発 現
を 対 比 さ せ て い る 。 実 施 例 ５ に 操 作 と 結 果 に つ い て 詳 し く 記 載 し て い る 。
【 図 ３ 】 図 ３ （ Ａ お よ び Ｂ ） は 、 １ ２ ５ Ｉ － ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ 蛋 白 質 お よ び い ろ い ろ
な 抗 体 を 用 い た 放 射 免 疫 沈 降 実 験 の 結 果 を グ ラ フ に 表 し た も の で あ る （ 実 施 例 ８ に 記 述 ）
。 放 射 活 性 蛋 白 質 （ 15× 10３ cpm／ チ ュ ー ブ ） は 、 次 の 腹 水 あ る い は 血 清 お よ び Ｓ Ａ Ｃ と
沈 降 し た 。 （ Ａ ） Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を 含 む 腹 水 ； （ Ｂ ） ウ サ ギ 抗 Ｍ ａ Ｔ ｕ 血 清 ； （ Ｃ ） 正 常
ウ サ ギ 血 清 ； （ Ｄ ） ヒ ト 血 清 Ｌ ８ ； （ Ｅ ） ヒ ト 血 清 Ｋ Ｈ ； （ Ｆ ） ヒ ト 血 清 Ｍ ７ 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Ｍ Ｎ 抗 原 に 対 す る ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ の 結 果 を 示 す （ 実 施 例 ８ に 記 述
） 。 腹 水 （ 沈 降 が 50％ の 放 射 活 性 と な る よ う に 希 釈 ） は 、 次 の も の と ２ 時 間 反 応 さ せ た 。
（ Ａ ） 「 コ ー ル ド （ cold） 」 （ ラ ベ ル し て い な い ） 蛋 白 質 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ ； あ る い
は 以 下 の 細 胞 の 抽 出 物 （ Ｂ ） Ｈ ｅ Ｌ ａ ＋ Ｍ Ｘ ； （ Ｃ ） Ｒ ａ ｔ － ２ Ｔ Ｋ － ； （ Ｄ ） Ｈ ｅ Ｌ ａ
； （ Ｅ ） ラ ッ ト Ｘ Ｃ ； （ Ｆ ） Ｔ ２ ４ お よ び （ Ｇ ） Ｈ Ｅ Ｆ 。 次 に 、 １ ２ ５ Ｉ で ラ ベ ル し た ｐ
Ｇ Ｅ Ｘ － ３ Ｘ － Ｍ Ｎ 蛋 白 質 （ 25× 10３ cpm／ チ ュ ー ブ ） を 加 え 、 さ ら に ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 最 後 に 、 放 射 活 性 Ｍ Ａ ｂ 　 Ｍ ７ ５ を Ｓ Ａ Ｃ に 吸 着 さ せ 、 測 定 し た 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 11月 11日 (2005.11.11)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 含 有 す る 組 成 物 で あ
っ て 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 ア メ リ カ ン 　 タ イ プ 　 カ ル チ ャ ー 　 コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｈ Ｂ 　 １ １ １ ２ ８ と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ Ｖ Ｕ － Ｍ ７ ５ か ら 産
生 さ れ る Ｍ Ｎ － 特 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 Ｍ ７ ５ が 特 異 的 に 結 合 す る Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は Ｍ
Ｎ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス Ｍ Ｎ 核 酸 が Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス Ｍ Ｎ 核 酸 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス Ｍ Ｎ 核 酸 が 、 配 列 番 号 １ に 示 す Ｍ Ｎ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ５ '末 端 の 配 列 に
相 補 的 あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス Ｍ Ｎ 核 酸 が 、 １ ９ － ２ ９ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
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項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス Ｍ Ｎ 核 酸 が 、 配 列 番 号 ３ ま た は ４ に 示 す 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー で あ っ
て 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 ア メ リ カ ン 　 タ イ プ 　 カ ル チ ャ ー 　 コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） に Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｈ Ｂ 　 １ １ １ ２ ８ と し て 寄 託 さ れ て い る ハ イ ブ リ ド ー マ Ｖ Ｕ － Ｍ ７ ５ か ら 産 生
さ れ る Ｍ Ｎ － 特 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 Ｍ ７ ５ が 特 異 的 に 結 合 す る Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は Ｍ Ｎ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 １ に 示 す Ｍ Ｎ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な Ｍ Ｎ 核 酸 を 含 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 Ｍ Ｎ 核 酸 が 、 １ ９ － ２ ９ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の 組
成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 Ｍ Ｎ 核 酸 が 、 配 列 番 号 ３ ま た は ４ に 示 す 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 １ に 示 す Ｍ Ｎ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な Ｍ Ｎ 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 含 有 す る 組 成 物 で あ
っ て 、 前 記 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 血 清 学 的 に 活 性 で 、 免 疫 原 性 が あ り 、 お よ び ／ ま た は 抗 原 性 が あ
る Ｍ Ｎ 蛋 白 質 ま た は Ｍ Ｎ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る キ ャ リ ア ー を さ ら に 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 、 ８ ま た は １
２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Ｍ Ｎ 遺 伝 子 発 現 の 低 減 ま た は 防 止 に 使 用 す る た め の 請 求 項 １ 、 ８ ま た は １ ２ 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 の 異 常 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 前 癌 性 お よ び ／ ま た は 癌 性 疾 患 の 治 療 に
使 用 す る た め の 請 求 項 １ 、 ８ ま た は １ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Ｍ Ｎ 蛋 白 質 を 異 常 発 現 す る 脊 椎 動 物 の 前 癌 細 胞 ま た は 癌 細 胞 の 増 殖 の 阻 害 に 使 用 す る た
め の 請 求 項 １ 、 ８ ま た は １ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】

(41) JP 2006-83179 A 2006.3.30

2006083179000001.app



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｋ  39/395    (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｄ          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｎ          　　　　　
   　　　　                                Ａ６１Ｋ  39/00    　　　Ｈ          　　　　　

(74)代理人  100090468
            弁理士　佐久間　剛
(72)発明者  ヤン　ザバダ
            チェコ国　１６０　００　プラハ　６　ナ　ペクネ　ヴィリドス　１
(72)発明者  シルヴィア　パストレコヴァ
            スロヴァキア国　８４１　０７　ブラティスラヴァ　アイ　ブコフカナ　１８
(72)発明者  ヤロミール　パストレク
            スロヴァキア国　８４１　０７　ブラティスラヴァ　アイ　ブコフカナ　１８
Ｆターム(参考) 4B024 AA01  BA44  BA80  CA01  CA04  CA11  DA02  DA06  EA04  GA11 
　　　　 　　        HA03  HA17 
　　　　 　　  4C084 AA13  NA14  ZB26 
　　　　 　　  4C085 AA03  AA13  AA14  BB01  BB31  CC21  DD88  EE01 
　　　　 　　  4C086 AA01  EA16  MA01  MA04  NA14  ZB26 

(42) JP 2006-83179 A 2006.3.30



专利名称(译) mn基因和mn蛋白

公开(公告)号 JP2006083179A 公开(公告)日 2006-03-30

申请号 JP2005297594 申请日 2005-10-12

[标]申请(专利权)人(译) 拜尔公司
奥钢联俄生物学研究所

申请(专利权)人(译) 拜耳公司
病毒学研究所

[标]发明人 ヤンザバダ
シルヴィアパストレコヴァ
ヤロミールパストレク

发明人 ヤン ザバダ
シルヴィア パストレコヴァ
ヤロミール パストレク

IPC分类号 A61K48/00 A61K31/7088 A61P35/00 A61P43/00 C12N15/09 A61K39/395 A61K39/00 G01N33/53 
A61K39/12 A61K51/00 C07K14/47 C07K14/82 C07K16/00 C07K16/08 C07K16/18 C12N1/20 C12N5
/10 C12N15/02 C12N15/12 C12N15/33 C12N15/62 C12P21/02 C12P21/08 C12R1/91 G01N33/569

CPC分类号 C07K14/82 A61K39/00 C07K16/08 C07K2319/00

FI分类号 A61K48/00 A61K31/7088.ZNA A61P35/00 A61P43/00.105 C12N15/00.A A61K39/395.D A61K39/395.N 
A61K39/00.H A61K31/7088 C12N15/00.AZN.A

F-TERM分类号 4B024/AA01 4B024/BA44 4B024/BA80 4B024/CA01 4B024/CA04 4B024/CA11 4B024/DA02 4B024
/DA06 4B024/EA04 4B024/GA11 4B024/HA03 4B024/HA17 4C084/AA13 4C084/NA14 4C084/ZB26 
4C085/AA03 4C085/AA13 4C085/AA14 4C085/BB01 4C085/BB31 4C085/CC21 4C085/DD88 4C085
/EE01 4C086/AA01 4C086/EA16 4C086/MA01 4C086/MA04 4C086/NA14 4C086/ZB26

代理人(译) 佐久间刚

优先权 1992709 1992-03-11 CS
07/964589 1992-10-21 US

其他公开文献 JP4624900B2

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：有效治疗肿瘤疾病和/或肿瘤前疾病。解决方案：通过施
用与通过分散在生物学上允许的无毒基质中的疫苗诱导对MN蛋白或多肽
的免疫应答而制备的mRNA基本上互补的反义核酸序列来抑制MN基因的
表达，其中一种或多种基本上是纯MN蛋白和/或多肽是免疫来源或从MN
基因转录。 Ž

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/1761f2e9-b6be-42e8-8b9a-1f128c641cc3
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/025745325/publication/JP2006083179A?q=JP2006083179A

