
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　完全長ｃＤＮＡライブラリーに含まれるｃＤＮＡクローンの塩基配列を解析し
、このうち配列が新規なｃＤＮＡについては、これがコードする蛋白質の生理活性を特定
し、該生理活性に基づく蛋白質およびそれをコードするＤＮＡの利用方法を提案すること
。
【解決手段】　以下の（ａ）～（ｃ）のいずれかの蛋白質；（ａ）ヒト由来の特定のアミ
ノ酸配列からなるＥＧＦ活性を持つ蛋白質、（ｂ）上記蛋白質のアミノ酸配列において１
もしくは数個のアミノ酸が欠失、置換および／または付加されたアミノ酸配列からなり、
かつ癌細胞または癌組織において発現が増加する蛋白質、（ｃ）上記蛋白質のアミノ酸配
列における部分アミノ酸配列からなり、かつ癌細胞または癌組織において発現が増加する
蛋白質。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｆ ） の い ず れ か の 蛋 白 質 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現
が 増 加 す る 蛋 白 質 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 癌 細 胞
ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る 蛋 白 質 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 を 有 す る 蛋 白 質
、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ
様 生 理 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か に
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 少 な く と も 一 つ 含 む 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ２ 】
癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 ま た は 膵 臓 癌 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ５ 】
以 下 の （ ａ ） ～ （ ｆ ） の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 お よ び
／ ま た は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る 蛋
白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お け る 部 分 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌
組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 お よ び
／ ま た は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お け る 部 分 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活
性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 お よ び
／ ま た は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 少 な く と も 一 つ 含 む Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ６ 】
癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 ま た は 膵 臓 癌 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 請 求 項 ７ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 導 入 し
た 遺 伝 子 導 入 細 胞 ま た は 該 細 胞 か ら な る 個 体 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ８ に 記 載 の 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る 蛋 白 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～ １ ０ ０ 塩 基 と 同 じ 配
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列 を 有 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 当 該 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配 列 を
有 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 、 当 該 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 な ら び に 、 当 該 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た １ ５ ～
３ ０ 塩 基 と 同 じ 配 列 を 有 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド か ら な る ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 当 該 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ 、 ２ ま た は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 あ る い は そ の 部
分 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
抗 体 が 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 の 有 す る 活 性 を 中 和 す る 作 用 を 有
す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 １ 、 ２ ま た は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 と 被 検 物 質 を 接 触 さ せ 、 該 被 検 物 質 に よ
る 該 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 の 変 化 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 蛋 白 質 の 活 性 調 節 物 質 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 ま た は 請 求 項 ８ に 記
載 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 と 被 検 物 質 を 接 触 さ せ 、 該 細 胞 に 導 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル
の 変 化 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 調 節 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の ア ミ
ノ 酸 配 列 情 報 お よ び ／ ま た は 請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 か ら 選 択
さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の 塩 基 配 列 情 報 を 保 存 し た コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 記 録 媒 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ 、 ２ も し く は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 、 請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ
Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 請 求 項 １ １ も し く は １ ２ に 記 載 の 抗 体 を 結 合 さ せ た 担 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
生 体 試 料 中 の 請 求 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 状 態 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 癌 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
生 体 試 料 中 の 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 を 、 請 求 項 １ １ ま た は １ ２ に 記 載 の 抗 体 ま
た は そ の 部 分 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 免 疫 学 的 に 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 癌 の 検 出 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
生 体 試 料 中 の 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 を 、 請 求 項 １ 、 ２ ま た は
９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 を 用 い て 免 疫 学 的 に 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 癌 の 検 出 方
法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 ま た は 膵 臓 癌 で あ る 、 請 求 項 １ ７ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 検 出
方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ 、 ２ も し く は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 、 請 求 項 １ １ も し く は １ ２ に 記 載 の 抗
体 、 ま た は 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 担 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 一 つ を 含 む こ と を
特 徴 と す る 癌 の 検 出 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 癌 関 連 蛋 白 質 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る
完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 配 列 か ら 成 る オ リ ゴ
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ヌ ク レ オ チ ド 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 し た 遺 伝 子 導 入 細 胞 、 お よ び 該 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 現 在 、 世 界 的 な レ ベ ル で 様 々 な 生 物 の ゲ ノ ム 配 列 の 解 明 と そ の 解 析 が 進 め ら れ て い る 。
既 に 約 百 数 十 の 原 核 微 生 物 、 下 等 真 核 生 物 の 出 芽 酵 母 、 多 細 胞 性 真 核 生 物 で あ る 線 虫 で 、
そ の 全 ゲ ノ ム 配 列 が 決 定 さ れ た 。 ３ ０ 億 塩 基 対 と い わ れ る ヒ ト の ゲ ノ ム に つ い て は ２ ０ ０
１ 年 ２ 月 に そ の 塩 基 配 列 の ド ラ フ ト が 発 表 さ れ て い た が 、 ２ ０ ０ ３ 年 ４ 月 に 完 全 配 列 が 解
読 さ れ 公 表 さ れ た 。 ゲ ノ ム 配 列 を 明 ら か に す る 目 的 は 、 全 て の 遺 伝 子 の 機 能 や 制 御 、 あ る
い は 遺 伝 子 間 、 蛋 白 質 間 、 細 胞 間 さ ら に は 個 体 間 に お け る 相 互 作 用 の ネ ッ ト ワ ー ク と し て
複 雑 な 生 命 現 象 を 理 解 す る と こ ろ に あ る 。 種 々 の 生 物 種 の ゲ ノ ム 情 報 か ら 生 命 現 象 を 解 明
し て い く こ と は 、 単 に 学 術 分 野 に お け る 研 究 課 題 と し て 重 要 で あ る の み な ら ず 、 そ こ で 得
ら れ る 研 究 成 果 を い か に 産 業 上 の 応 用 へ と 発 展 さ せ て い く か と い う 点 で 、 そ の 社 会 的 な 意
義 も 大 き い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 と こ ろ が 単 に ゲ ノ ム 配 列 を 決 定 し た だ け で は 、 全 て の 遺 伝 子 の 機 能 を 明 ら か に で き る わ
け で は な い 。 例 え ば 酵 母 で は 、 ゲ ノ ム 配 列 か ら 推 定 さ れ た 約 ６ ， ０ ０ ０ の 遺 伝 子 の 約 半 数
し か 、 そ の 機 能 を 推 定 で き な か っ た 。 一 方 、 ヒ ト に は 約 １ ０ 万 種 類 の 蛋 白 質 が 存 在 す る と
い わ れ る 。 そ こ で 、 ゲ ノ ム 配 列 か ら 明 ら か に さ れ て く る 膨 大 な 量 の 新 し い 遺 伝 子 の 機 能 を
、 迅 速 か つ 効 率 的 に 解 明 し て い く た め の 「 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 遺 伝 子 機 能 解 析 シ ス テ ム 」 の
確 立 が 、 強 く 望 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 真 核 生 物 の ゲ ノ ム 配 列 で は 、 多 く の 場 合 、 一 つ の 遺 伝 子 が イ ン ト ロ ン に よ っ て 複 数 の エ
ク ソ ン に 分 断 さ れ て い る 。 そ の た め 、 ゲ ノ ム 配 列 情 報 だ け か ら そ こ に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質
の 構 造 を 正 確 に 予 測 す る に は 、 多 く の 問 題 が あ る 。 一 方 、 イ ン ト ロ ン が 除 か れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ
か ら 作 製 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ で は 、 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 情 報 が 一 つ の 連 続 し た 配 列 情 報 と
し て 得 ら れ る た め 、 容 易 に そ の 一 次 構 造 を 明 ら か に す る こ と が 可 能 で あ る 。 ヒ ト の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ の 研 究 で は 、 こ れ ま で に ５ ０ ０ 万 以 上 の Ｅ Ｓ Ｔ （ Expressed Sequence Tags） デ ー タ が
公 共 デ ー タ ベ ー ス に 公 開 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 情 報 は 、 ヒ ト 遺 伝 子 構 造 の 解 明 や ゲ ノ ム 配 列 に お け る エ ク ソ ン 領 域 の 予 測 、 あ
る い は そ の 発 現 プ ロ フ ァ イ ル の 推 定 な ど 、 様 々 な 角 度 か ら 利 用 さ れ て い る 。 と こ ろ が 、 こ
れ ら の ヒ ト Ｅ Ｓ Ｔ 情 報 の 多 く は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 側 近 傍 に 集 中 し て い る た め 、 特 に ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 近 傍 の 情 報 が 極 端 に 不 足 し て い る 状 況 に あ る 。 ま た 、 世 界 の 研 究 機 関 （ ヘ
リ ッ ク ス 研 究 所 、 か ず さ Ｄ Ｎ Ａ 研 究 所 、 東 大 医 科 学 研 究 所 、 ド イ ツ 癌 研 究 セ ン タ ー 、 Ｍ Ｇ
Ｃ プ ロ ジ ェ ク ト な ど ） で 行 わ れ て い る 解 析 の 結 果 明 ら か に さ れ て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ４ 万 数 千
に 上 り 、 数 的 に は ３ 万 数 千 と 言 わ れ る 遺 伝 子 座 の 大 半 を カ バ ー し て い る と 思 わ れ る が 、 全
長 ク ロ ー ン と し て 取 得 さ れ て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 割 合 は ８ ０ ％ 程 度 で あ る こ と や 、 重 複 や ス プ
ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト が 含 ま れ て い る こ と を 考 慮 す る と 、 ま だ 取 得 さ れ て い な い ｃ Ｄ Ｎ Ａ
は 多 数 存 在 し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 で き れ ば 、 そ の ５ ’ 末 端 配 列 か ら ゲ ノ ム 配 列 上 で の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写
開 始 点 が 推 定 で き る 上 、 そ の 配 列 の 中 に 含 ま れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 性 や 翻 訳 段 階 で の 発 現 制
御 に 関 わ る 因 子 の 解 析 が 可 能 で あ る 。 ま た 、 翻 訳 開 始 コ ド ン で あ る ａ ｔ ｇ を ５ ’ 側 に 含 む
こ と か ら 、 正 し い フ レ ー ム で 蛋 白 質 へ の 翻 訳 を 行 う こ と が で き る 。 し た が っ て 、 適 当 な 遺
伝 子 発 現 系 を 適 用 す る こ と で 、 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 蛋 白 質 を 大 量 に 生 産 し た り 、 蛋
白 質 を 発 現 さ せ て そ の 生 物 学 的 活 性 を 解 析 す る こ と も 可 能 に な る 。 こ の よ う に 、 完 全 長 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の 解 析 か ら は ゲ ノ ム 配 列 解 析 を 相 補 す る 重 要 な 情 報 が 得 ら れ る 。 ま た 、 発 現 可 能 な
全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 そ の 遺 伝 子 の 機 能 の 実 証 的 な 解 析 や 産 業 分 野 で の 応 用 へ の 展 開
に お い て 、 そ の 重 要 性 は き わ め て 高 い 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2004-357702 A 2004.12.24



【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 同 一 の 遺 伝 子 か ら 転 写 修 飾 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て も 、 転 写 直 後 の 前 駆 Ｒ Ｎ Ａ か
ら 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 生 成 す る 過 程 で ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け る 際 、 遺 伝 子 配 列 中 一 部 の エ ク ソ
ン が 挿 入 ・ 欠 失 し て 結 合 す る 異 性 体 （ 以 下 、 こ れ を 「 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト ｍ Ｒ Ｎ Ａ
」 と 称 す る こ と が あ る ） が あ る 。 実 際 、 こ れ ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 翻 訳 さ れ て 生 成 さ れ る 、 複 数
種 の 類 似 の 蛋 白 質 （ 以 下 、 こ れ ら を 「 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト 」 と 称 す る こ と が あ る ）
が 生 体 内 に お い て 確 認 さ れ て い る 。 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト は 、 組 織 特 異 的 、 発 生 段 階
特 異 的 、 あ る い は 疾 患 特 異 的 に 発 現 し 、 そ れ ぞ れ 異 な る 機 能 を 有 し て い る と 考 え ら れ て い
る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 例 え ば 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 β は 、 １ ０ 種 類 の エ ク ソ ン 欠 失 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト
ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 様 々 な ヒ ト 組 織 よ り 同 定 さ れ て い る 。 こ の う ち ９ 種 類 が 正 常 乳 房 組 織 で 発 現 し
て い る が 、 そ の 中 で 、 ５ 番 と ６ 番 の エ ク ソ ン を 欠 い た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 、 大 部 分 の 癌 組 織
で 有 意 に 減 少 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。 ま た 、 ５ 番 の エ ク ソ ン を 欠 い た ｍ Ｒ Ｎ Ａ は
、 癌 の 進 行 度 に 応 じ て 、 有 意 に そ の 発 現 量 が 変 動 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ 例 え ば
、 非 特 許 文 献 １ を 参 照 。 ） 。 こ の よ う に ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト の 発 現 量 が 病 態 と 有 意
な 相 関 を 示 す こ と が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ の よ う な ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト の ｍ Ｒ Ｎ Ａ あ る い は ｃ Ｄ Ｎ Ａ も 、 従 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー や Ｅ Ｓ Ｔ か ら は 取 得 さ れ に く く 、 転 写 開 始 点 を 含 む 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー に よ り 取 得 さ れ る 可 能 性 の 高 い ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 中 で も 癌 関 連 蛋 白 質 は 、 １ ９ ６ ３ 年 に α － フ ェ ト プ ロ テ イ ン （ alpha-fetoprotein, Ａ
Ｆ Ｐ ） が 、 続 い て 腫 瘍 胎 児 性 抗 原 （ carcino embryonic antigen, Ｃ Ｅ Ａ ） が 報 告 さ れ て
以 来 、 種 々 見 出 さ れ 、 「 腫 瘍 （ 癌 ） 細 胞 が 産 生 す る 物 質 又 は 腫 瘍 の 存 在 に 応 じ て 非 腫 瘍 細
胞 が 産 生 す る 物 質 で あ り 、 そ の 測 定 が 腫 瘍 の 存 在 を 示 唆 し 、 臨 床 診 断 補 助 や 転 移 ・ 再 発 の
早 期 発 見 に 有 用 な も の 」 と 定 義 さ れ る 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 、 Ｘ 線 Ｃ Ｔ ・ 超 音 波 ・ Ｍ Ｒ Ｉ な
ど で 得 ら れ る 形 態 情 報 と は 異 な る 悪 性 腫 瘍 の 生 物 学 的 情 報 と し て 活 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 前 癌 細 胞 や 癌 細 胞 は 、 癌 関 連 マ ー カ ー 蛋 白 質 を 産 生 す る 特 徴 が あ る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 は
し ば し ば 野 生 型 蛋 白 質 の 異 常 型 （ 修 飾 型 ） に よ り 構 成 さ れ る が 、 そ れ ら は 遺 伝 的 変 異 ま た
は 翻 訳 後 の プ ロ セ シ ン グ の 改 変 の 結 果 と し て 癌 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る も の で あ る 。 あ る い
は 、 癌 マ ー カ ー は 、 通 常 、 遺 伝 子 増 幅 ま た は 異 常 な 転 写 調 節 の 結 果 と し て 、 腫 瘍 細 胞 中 で
過 剰 発 現 し た 蛋 白 質 で も あ り 得 る 。 あ る 場 合 に は 、 こ れ ら ２ 種 の 現 象 は 同 時 に 生 起 し 、 病
状 進 展 中 を 通 じ て 修 飾 蛋 白 質 を 集 積 し 続 け る 。 例 え ば 、 Ｒ ａ ｓ 、 ｐ ５ ３ 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ 、 Ｍ
Ｕ Ｃ － １ 、 ｃ － ｅ ｒ ｂ β ２ な ど の 修 飾 型 が 、 各 種 の 癌 に 関 連 す る も の と し て 見 出 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 癌 関 連 蛋 白 質 は 、 前 癌 細 胞 ま た は 癌 細 胞 を 保 有 す る 個 体 の 組 織 お よ び 体 液 中 の い ず れ に
お い て も 見 出 さ れ る 。 そ れ ら の レ ベ ル は 発 癌 過 程 の 早 期 段 階 に お い て は 極 め て 低 い が 、 病
状 が 進 展 す る 間 に 増 加 す る 。 こ れ ら の 蛋 白 質 の 検 出 は 、 日 常 の 検 査 に お い て 癌 の 診 断 に 効
果 的 に 用 い ら れ て い る が 、 残 念 な こ と に 、 こ れ ら の 測 定 試 薬 に は 種 々 の 限 界 が あ る 。 殊 に
、 標 準 的 な 検 査 用 の 市 販 の 抗 体 は 、 通 例 、 治 療 が 最 も 効 果 的 な 病 状 の ご く 早 期 の 段 階 、 例
え ば 無 症 候 性 患 者 で 見 ら れ る よ う な 低 レ ベ ル の 癌 関 連 蛋 白 質 の 検 出 に は 感 度 が 不 充 分 で あ
る 。 加 え て 、 大 部 分 の 市 販 の 抗 体 は 、 癌 関 連 マ ー カ ー の 修 飾 型 に は 特 異 的 で な く 、 こ れ ら
の 蛋 白 質 の 野 生 型 と 交 叉 反 応 す る 。 そ の た め 、 こ れ ら の 市 販 抗 体 は 、 通 例 、 癌 が 進 行 し た
段 階 で 起 こ る 、 癌 マ ー カ ー 蛋 白 質 の 血 清 レ ベ ル 中 で の 実 質 的 増 加 の 検 出 に お い て の み 有 用
で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 例 え ば 、 乳 癌 マ ー カ ー で あ る Ｃ Ａ １ ５ － ３ （ carbohydrate antigen 15-3） の 測 定 試 薬
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は 、 Ｍ Ｕ Ｃ １ の 修 飾 型 お よ び 未 修 飾 型 の 両 方 を 検 出 し 、 Ｍ Ｕ Ｃ １ の 血 清 レ ベ ル の 上 昇 が そ
の 特 徴 で あ る 、 転 移 乳 癌 の 診 断 に は 有 用 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ の 測 定 試 薬 は 、 新 生 物
ま た は 初 期 乳 癌 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 こ れ ら の 段 階 に お い て は Ｍ Ｕ Ｃ １ の 血 清 レ ベ ル が
健 常 者 に お け る そ れ と 有 意 に 異 な ら な い の で 、 使 用 で き な い (例 え ば 、 非 特 許 文 献 ２ を 参
照 。 )。 他 の 癌 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 Ｃ Ｅ Ａ お よ び Ｃ Ａ １ ９ .９ （ carbohydrate antigen 19.
9） は 、 転 移 乳 癌 お よ び 結 腸 直 腸 癌 を 有 す る 患 者 の 血 清 中 で 上 昇 す る が 、 初 期 癌 の 患 者 で
は そ う な ら な い と 報 告 さ れ て い る (例 え ば 、 非 特 許 文 献 ３ 、 ４ を 参 照 。 )。 ま た 、 こ れ ら の
癌 マ ー カ ー の 場 合 、 市 販 の 測 定 試 薬 は 、 蛋 白 質 の 修 飾 型 と 野 生 型 と を 区 別 で き な い た め 、
使 用 上 の 限 界 が あ る 。 さ ら に 、 市 販 の 抗 体 は 、 正 常 型 の 癌 関 連 蛋 白 質 と 交 叉 反 応 す る こ と
に よ り 、 偽 陽 性 結 果 を 導 く こ と も あ る 。 従 っ て 、 こ の 分 野 で は 、 こ れ ら の 測 定 に 使 用 し 、
前 癌 性 お よ び 早 期 の 発 癌 性 変 化 を 検 出 す る た め の 、 よ り 鋭 敏 で か つ 特 異 的 な 抗 体 が 必 要 と
さ れ て い る と 同 時 に 、 上 記 の 問 題 を 生 じ さ せ な い 新 し い 癌 関 連 蛋 白 質 の 提 供 が 望 ま れ て い
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 に 、 乳 癌 は 、 女 性 に お い て 主 要 な 癌 で あ り 、 欧 米 で は 女 性 の １ ０ 人 に １ 人 が 乳 癌 に 罹
る と 言 わ れ て い る 。 日 本 に お け る 乳 癌 患 者 数 は 欧 米 に 比 べ て 少 な い 傾 向 に あ っ た が 、 近 年
の 生 活 様 式 の 欧 米 化 に 伴 い 日 本 人 の 乳 癌 罹 患 率 は 急 増 し 、 １ ９ ９ ５ 年 以 降 に は 女 性 の 癌 罹
患 率 の １ 位 と な り 、 現 在 で は 、 年 間 約 ３ 万 人 の 女 性 が 乳 癌 に 罹 患 し 、 約 ８ ， ０ ０ ０ 人 以 上
が 死 亡 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 乳 癌 の 診 断 に は 、 触 診 、 超 音 波 検 査 、 マ ン モ グ ラ フ ィ ー （ 乳 腺 専 用 の Ｘ 線 （ レ ン ト ゲ ン
） 撮 影 ） 、 細 胞 診 あ る い は 組 織 診 な ど が 用 い ら れ て き た 。 し か し 、 早 期 に 乳 癌 を 検 出 す る
た め に は 触 診 や 超 音 波 検 査 で は 限 界 が あ り 、 一 方 Ｘ 線 撮 影 は 高 価 な 装 置 お よ び そ れ を 操 作
し 造 影 図 を 解 釈 す る 高 度 に 訓 練 さ れ た 専 門 家 が 必 要 と さ れ る の み な ら ず Ｘ 線 被 爆 の 機 会 を
増 や す と い う 問 題 が あ る 。 ま た 、 細 胞 診 や 組 織 診 も 特 定 の 施 設 に お け る 検 体 採 取 が 必 須 で
あ り 、 専 門 的 な 組 織 学 的 検 査 や 解 釈 を 必 要 と す る 侵 襲 性 方 法 で あ る と い う 問 題 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 の と お り 、 特 に 血 清 中 の 癌 マ ー カ ー に よ る 癌 の 検 出 は 、 簡 便 に 行 え る 優 れ た 方 法 で
あ り 、 よ り 精 度 の 高 い 癌 の 検 出 が 可 能 と な る 新 規 な 癌 マ ー カ ー 蛋 白 質 が 求 め ら れ て い る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Poola I et al., J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 82: 169-179 (200
2)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Robertson, et al., Eur. J. Cancer, 26: 1127-1132 (1990)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Robertson et al., Cancer Immunol.Immunother., 133: 403-410 (1991
)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Thomas et al., Br. J. Cancer 63: 975-976 (1991)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Payne, et al., Clin. Chem., 46: 175-182 (2000)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 蛋 白 質 、 そ の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 そ の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 等 、 お よ び そ れ ら の 用 途 の 提 供 を 課 題 と し て い る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 癌 に 関 連 す
る 新 規 な 蛋 白 質 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 該 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 該 Ｄ
Ｎ Ａ の 転 写 産 物 に 対 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 、 お よ び そ れ ら を 用 い た 診 断
薬 等 の 新 規 な 用 途 の 提 供 を 課 題 と し て い る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 オ リ ゴ キ ャ ッ プ 法  （ Maruyama, K., et al.,  Gene, 138: 171-174 (19
94); Suzuki , Y.  et al., Gene,  200: 149-156 (1997)） を 用 い て 取 得 さ れ た ス プ ラ イ
シ ン グ バ リ ア ン ト を 含 む 配 列 が 新 規 な 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に つ い て 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 塩
基 配 列 の 相 同 性 に 基 づ き デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し 、 癌 関 連 蛋 白 質 を コ ー ド す る と 推 定 さ れ る
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完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た 。 そ し て こ れ ら の 癌 関 連 蛋 白 質 を コ ー ド す る と 推 定 さ れ る 該 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の う ち 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ （ 配 列 番 号 １ 、 ２ ） が 、 癌 に 特 異 的 に 発 現 し て
い る こ と を 見 出 し 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ が コ ー ド し て い る 蛋 白 質 が 癌 関 連 蛋 白 質 で
あ る こ と を 同 定 し た 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 成 し 遂 げ ら れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 す な わ ち 本 発 明 に よ れ ば 、 以 下 の １ ～ ２ １ に 記 載 の 発 明 が 提 供 さ れ る 。
１ ． 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｆ ） の い ず れ か の 蛋 白 質 ；
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現
が 増 加 す る 蛋 白 質 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 癌 細 胞
ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る 蛋 白 質 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 を 有 す る 蛋 白 質
、
（ ｅ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ
様 生 理 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換
お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か に
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 少 な く と も 一 つ 含 む 蛋 白 質 。
２ ． 癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 ま た は 膵 臓 癌 で あ る 、 前 項 １ に 記 載 の 蛋 白 質 。
３ ． 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
４ ． 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 。
５ ． 以 下 の （ ａ ） ～ （ ｆ ） の い ず れ か の Ｄ Ｎ Ａ ；
（ ａ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 お よ び
／ ま た は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る 蛋
白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｃ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お け る 部 分 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌
組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｄ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 お よ び
／ ま た は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｅ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お け る 部 分 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活
性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、
（ ｆ ） 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 お よ び
／ ま た は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ 配 列 番 号 １ ０ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 少 な く と も 一 つ 含 む Ｄ Ｎ Ａ 。
６ ． 癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 ま た は 膵 臓 癌 で あ る 、 前 項 ５ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
７ ． 前 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
８ ． 前 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 前 項 ７ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 導 入 し
た 遺 伝 子 導 入 細 胞 ま た は 該 細 胞 か ら な る 個 体 。
９ ． 前 項 ８ に 記 載 の 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る 蛋 白 質 。
１ ０ ． 前 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～ １ ０ ０ 塩 基 と 同
じ 配 列 を 有 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 当 該 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配
列 を 有 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 、 当 該 セ ン ス ま た は ア ン チ セ ン ス オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 な ら び に 、 当 該 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た １
５ ～ ３ ０ 塩 基 と 同 じ 配 列 を 有 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド か ら な る ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 当 該 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
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オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
１ １ ． 前 項 １ 、 ２ ま た は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 あ る い は そ
の 部 分 フ ラ グ メ ン ト 。
１ ２ ． 抗 体 が 前 項 １ 、 ２ ま た は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 の 有 す る 活 性 を 中 和 す る 作 用
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 前 項 １ １ に 記 載 の 抗 体 。
１ ３ ． 前 項 １ 、 ２ ま た は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 と 被 検 物 質 を 接 触 さ せ 、 該 被 検 物 質
に よ る 該 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 の 変 化 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 蛋 白 質 の 活 性 調 節 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
１ ４ ． 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 ま た は 前 項 ８ に
記 載 の 遺 伝 子 導 入 細 胞 と 被 検 物 質 を 接 触 さ せ 、 該 細 胞 に 導 入 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ
ル の 変 化 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 調 節 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
１ ５ ． 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の
ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 お よ び ／ ま た は 前 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 か ら 選
択 さ れ る 少 な く と も １ 以 上 の 塩 基 配 列 情 報 を 保 存 し た コ ン ピ ュ ー タ 読 み 取 り 可 能 記 録 媒 体
。
１ ６ ． 前 項 １ 、 ２ も し く は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 、 前 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の
Ｄ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は 前 項 １ １ も し く は １ ２ に 記 載 の 抗 体 を 結 合 さ せ た 担 体 。
１ ７ ． 生 体 試 料 中 の 前 項 ３ ～ ６ の い ず れ か に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 状 態 を 測 定 す る こ と を 特
徴 と す る 、 癌 の 検 出 方 法 。
１ ８ ． 生 体 試 料 中 の 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 を 、 前 項 １ １ ま た は １ ２ に 記 載 の 抗 体
ま た は そ の 部 分 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 免 疫 学 的 に 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 癌 の 検 出 方
法 。
１ ９ ． 生 体 試 料 中 の 前 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 を 、 前 項 １ 、 ２ ま た
は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 を 用 い て 免 疫 学 的 に 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 癌 の 検 出
方 法 。
２ ０ ． 癌 が 乳 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 ま た は 膵 臓 癌 で あ る 、 前 項 １ ７ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の
検 出 方 法 。
２ １ ． 前 項 １ 、 ２ も し く は ９ の い ず れ か に 記 載 の 蛋 白 質 、 前 項 １ １ も し く は １ ２ に 記 載 の
抗 体 、 ま た は 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 担 体 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 一 つ を 含 む こ と
を 特 徴 と す る 癌 の 検 出 を 行 う た め の 試 薬 キ ッ ト 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 は 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す
る こ と か ら 、 該 蛋 白 質 あ る い は 該 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 、 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ も し
く は Ｒ Ｎ Ａ も し く は そ の 一 部 を 用 い た 、 各 種 の 癌 、 例 え ば 乳 癌 、 大 腸 癌 、 肺 癌 、 膵 臓 癌 等
の 診 断 薬 の 開 発 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 該 蛋 白 質 が 関 連 す る 疾 患 等 に 作 用 し 得 る 医 薬 品 の 開
発 に 有 用 で あ る 。 さ ら に 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た 遺 伝 子 治 療 、 該 蛋 白 質 を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 よ り 得 ら れ た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ も し く は Ｄ Ｎ Ａ も し く
は 各 種 ア プ タ マ ー を 利 用 し た 、 生 体 内 に お け る 該 蛋 白 質 も し く は 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ
Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 発 現 抑 制 剤 と し て 利 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 さ ら に 詳 述 す れ ば 、 乳 癌 組 織 か ら 選 択 ・ 単 離 さ れ た 本 発 明 の 遺 伝 子 は 、 乳 癌 細 胞 、 前 癌
状 態 の 細 胞 ま た は こ れ ら の 細 胞 を 含 む 組 織 で 有 意 に 発 現 が 上 昇 し て い る こ と か ら 、 こ の 遺
伝 子 を 各 種 の 癌 の 、 例 え ば 乳 癌 の 、 予 防 、 治 療 ま た は 診 断 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る 蛋 白 質 が 、 乳 癌 の 進 展 お よ び ／ ま た は 転 移 に 関 与
す る 場 合 に は 、 転 移 先 の 組 織 に お い て 本 蛋 白 質 に 結 合 す る 蛋 白 質 （ 例 え ば リ ガ ン ド な ど ）
は 、 転 移 に 対 す る 予 防 や 治 療 に 利 用 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 後 述 す る よ う に 、 本
発 明 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る 蛋 白 質 を 利 用 し て そ の リ ガ ン ド を 単 離 す る こ と が 可 能 と な り 、
本 発 明 の 遺 伝 子 が コ ー ド す る 蛋 白 質 と そ れ に 結 合 す る 蛋 白 質 と の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る

10

20

30

40

50

(8) JP 2004-357702 A 2004.12.24



化 合 物 は 、 乳 癌 の 進 展 、 転 移 を 予 防 す る た め の 医 薬 品 候 補 化 合 物 と な る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 遺 伝 子 は 、 特 に 乳 癌 の 発 生 に 密 接 に 関 連 し
て い る と 言 え る 。 そ の た め 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 や 、 こ の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 蛋 白
質 の 作 用 を 調 節 す る こ と に よ っ て 、 乳 癌 の 診 断 や 治 療 を 達 成 で き る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 す な わ ち 、 生 体 内 に お け る 本 発 明 の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す れ ば 、 乳 癌 の 発 生 、 進 行 、 お
よ び 転 移 を 効 果 的 に 抑 制 で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 働 き を 阻 害 す る こ と に よ っ
て も 、 乳 癌 の 抑 制 が 達 成 さ れ る 。 前 記 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る に は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 医
薬 や 、 あ る い は そ の 転 写 調 節 領 域 を 明 ら か に し た 上 で デ コ イ 核 酸 に よ っ て 発 現 を 阻 害 す る
こ と が で き る 。 蛋 白 質 の 働 き そ の も の を 阻 害 す る に は 、 こ の 蛋 白 質 に 結 合 す る 化 合 物 の 投
与 に よ っ て 活 性 部 位 の 立 体 構 造 に 変 化 を 与 え た り 、 あ る い は 蛋 白 質 と そ の 標 的 化 合 物 と の
結 合 を 妨 げ る こ と が 有 効 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 利 用 し て 癌 ワ ク チ ン を 開 発 す る こ と も で き る 。 す な わ ち 本 発
明 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 や そ の 断 片 に 対 す る 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と が で
き れ ば 、 乳 癌 に 対 す る 免 疫 学 的 な 排 除 機 構 を 強 め る こ と が で き る 。 こ の よ う な 免 疫 応 答 は
、 本 発 明 の 蛋 白 質 や そ の 断 片 を 投 与 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 生 体 内 へ の 蛋 白 質
の 投 与 は 、 蛋 白 質 の 投 与 や 、 そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 導 入 と 発 現 に よ っ て 達 成 で き る 。
必 要 な 遺 伝 子 は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー や 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い 、 公 知 の 方
法 に 基 づ い て 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 は 乳 癌 以 外 の 癌 に お い て も 同 様 の 役 割 を 果 た し て い る 可 能 性 が
考 え ら れ 、 乳 癌 と 同 様 に 、 癌 の 予 防 や 治 療 、 あ る い は 悪 性 度 の 予 測 に 用 い る こ と が で き る
。 す な わ ち 、 配 列 番 号 １ （ ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ２ ） で 示 さ れ る 配 列 を 持 つ 遺 伝 子 「 Ｔ
Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 」 は 、 乳 癌 細 胞 の み な ら ず 大 腸 癌 細 胞 、 肺 癌 細 胞 、 膵 臓 癌 細 胞 ま
た は こ れ ら の 癌 細 胞 を 含 む 組 織 に お い て も 発 現 が 有 意 に 上 昇 す る こ と が 判 明 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 し た が っ て 、 ヒ ト に お い て 分 離 が 進 ん で い な い ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト を 含 む 新 規 な
癌 関 連 蛋 白 質 の 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る 意 義 は 大 き く 、 こ の 遺 伝 子 が 関 与 し て い る 種 々 の
疾 患 に 対 す る 診 断 薬 ま た は 医 薬 品 の 開 発 に 利 用 さ れ 得 る 。 ま た 、 こ の 遺 伝 子 が コ ー ド す る
蛋 白 質 ま た は 該 蛋 白 質 に 対 す る 抗 体 に 、 診 断 薬 ま た は 医 薬 品 と し て の 有 用 性 を 期 待 で き る
。 し た が っ て 、 新 規 な ヒ ト 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 を 取 得 す る こ と に は 大 き な
意 義 が あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 下 、 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 こ れ ら の 記 載 は 本 発 明 の 実 施 態 様 の 一 例 （ 代
表 例 ） で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
（ １ ） 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 取 得
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 蛋 白 質 、 ま た は 配 列 番 号
２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 （ こ こ で 、 数 個 と は 、 例 え ば ５ 個 以 下 、
好 ま し く は ３ 個 以 下 、 よ り 好 ま し く は ２ 個 以 下 を 意 味 す る ） の ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 欠 失
お よ び ／ ま た は 付 加 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現
が 増 加 す る 蛋 白 質 を コ ー ド し 得 る も の で あ れ ば い か な る も の で あ っ て も よ い 。 具 体 的 に は
、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 翻 訳 領 域 （ 以 下 、 「 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 」 ま た
は 「 Ｏ Ｒ Ｆ 」 と 称 す る こ と が あ る ） の み で も 、 あ る い は そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 を 含 む も の で
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 例 え ば 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩
基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 そ の 翻 訳 領 域 と し て は 、 配 列 番 号 １ の 塩 基
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番 号 ７ ０ ～ ２ １ １ ８ （ 終 止 コ ド ン を 含 む ） に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 さ
ら に 上 記 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 で な く て も 、 上 記 翻 訳 領 域 と そ の ３ ’ お よ び ／ ま た は ５ ’ 端 に
隣 接 す る 、 翻 訳 領 域 の 発 現 に 最 低 限 必 要 な 部 分 を 含 む も の 等 も 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 こ れ を 取 得 で き る 方 法 で あ れ ば い か な る 方 法 に よ り 取 得 し た も の で
も よ い が 、 具 体 的 に は 例 え ば 下 述 の 方 法 に よ り 取 得 す る こ と が で き る 。 ま ず 、 ヒ ト の 組 織
あ る い は 培 養 細 胞 等 か ら そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用 い ら れ る 方 法 に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 す る 。
次 に 、 こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て オ リ ゴ キ ャ ッ プ 法 （ Maruyama, K., et al., Gene, 138:
171-174 (1994)） に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る 。 具 体 的 に は 、 取 得 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に つ い て 酸
性 ピ ロ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ に よ り ５ ’ キ ャ ッ プ を は ず し 、 そ の 後 露 出 し た ５ ’ 末 端 の リ ン 酸
基 を 標 的 に 、 オ リ ゴ キ ャ ッ プ リ ン カ ー を Ｒ Ｎ Ａ ラ イ ゲ ー ス を 用 い て 連 結 す る 。 こ こ で 、 キ
ャ ッ プ 構 造 を ５ ’ 末 端 に 有 し て い な い Ｒ Ｎ Ａ 分 子 に つ い て 、 上 記 オ リ ゴ キ ャ ッ プ リ ン カ ー
が 結 合 し な い よ う に 、 予 め ５ ’ 末 端 に 存 在 す る リ ン 酸 基 を 、 ５ ’ キ ャ ッ プ は 外 さ な い が ５
’ 端 の リ ン 酸 基 の み 外 す 活 性 を 有 す る フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 等 を 用 い て 外 し て お く こ と は 有 効
で あ る 。 こ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 鋳 型 と し て 、 ３ ’ 側 の プ ラ イ マ ー と し て オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー
を 用 い て 逆 転 写 酵 素 に よ り 逆 転 写 を 行 っ た 後 、 Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 分 解 除 去 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 さ ら に 取 得 さ れ た １ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 上 記 オ リ ゴ キ ャ ッ プ リ ン カ ー の 部 分 配 列
を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ５ ’ プ ラ イ マ ー と し 、 ３ ’ 末 端 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ オ
リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー 等 ） を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ イ ン リ ア ク シ ョ ン （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 行 う こ
と に よ り 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ こ で 、 ５ ’ プ ラ イ マ ー
お よ び ３ ’ プ ラ イ マ ー は 、 上 記 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 逆 転 写 プ ラ イ マ ー の 全 長 に
対 し て 相 補 的 な も の で は な く 、 ３ ’ 側 に ３ ～ １ ０ 塩 基 ず ら し た 配 列 を 用 い る こ と が 好 ま し
い 。 プ ラ イ マ ー の 鎖 長 と し て は 、 通 常 １ ５ ～ １ ０ ０ 塩 基 、 好 ま し く は １ ５ ～ ３ ０ 塩 基 が 挙
げ ら れ る が 、 増 幅 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 鎖 長 が 長 い 場 合 に は ２ ５ ～ ３ ５ 塩 基 の 長 さ と す る こ と が
好 ま し く 、 ま た 、 Long and Accurate PCR（ Ｌ Ａ  Ｐ Ｃ Ｒ ： 林 健 志 、 実 験 医 学 別 冊 ・ Ｐ Ｃ Ｒ
の 最 新 技 術 、 羊 土 社 ； Cheng, S. et al., Nature 369: 684-685 (1994)） を 用 い る こ と が
好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の よ う に し て 取 得 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 こ れ を 適 当 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 挿 入 し て
ク ロ ー ニ ン グ を 行 う 。 こ こ で 用 い ら れ る ベ ク タ ー と し て は 、 取 得 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
を 細 胞 に 導 入 し て 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 蛋 白 質 を 発 現 で き る よ う な 蛋 白 質 発 現 用 ベ ク タ
ー が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 例 え ば 、 宿 主 が 哺 乳 動 物 細 胞 等 の 場 合 に は ｐ Ｍ Ｅ １
８ Ｓ Ｆ Ｌ ３ （ Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ａ Ｂ ０ ０ ９ ８ ６ ４ ） 等 が 好 ま し く 、 ま た 大 腸 菌 の 場 合 で は
、 ｐ Ｅ Ｔ ３ 、 ｐ Ｅ Ｔ １ １ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｘ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ
イ オ テ ク 社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ 、 酵 母 の 場 合 で は ｐ Ｅ Ｓ Ｐ － Ｉ エ ク ス プ レ ッ シ ョ ン ベ ク タ ー
（ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ 、 さ ら に 昆 虫 細 胞 の 場 合 で は Ｂ ａ ｃ Ｐ Ａ Ｋ ６ （ ク ロ
ン テ ッ ク 社 製 ） 等 が 用 い ら れ る 。 ま た 宿 主 が 動 物 細 胞 の 場 合 で は 、 ZAP Express（ ス ト ラ
タ ジ ー ン 社 製 ） 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｋ ３ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 か く し て 取 得 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用 い ら れ る 方 法 に よ
り 塩 基 配 列 の 解 析 を 行 う 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 取 得 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 あ る い は ３
’ 末 端 の 塩 基 配 列 を 解 析 し 、 こ れ を Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ （ National Center for Biotechnology Info
rmation;http://www.ncbi.nlm.nih.gov/） で 運 用 し て い る Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ 、 Ｄ
Ｄ Ｂ Ｊ 、 ｄ ｂ Ｅ Ｓ Ｔ 等 の 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス を Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Basic local alignment se
arch tool; Altschul, S.F., et al., J. Mol. Biol., 215, 403-410(1990)） を 用 い て 検
索 し 、 そ の 全 長 に つ い て 完 全 に 一 致 す る 配 列 が 見 出 さ れ な い 場 合 は 新 規 と し て 以 下 の 解 析
に 供 す る こ と と し た 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 上 記 で ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 が 新 規 で あ る と さ れ た ク ロ ー ン 、 す な わ ち 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基
配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 例 え ば 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 等 が 挙
げ ら れ 、 こ れ ら の 塩 基 配 列 が コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ２ に 示 す も の が 挙 げ ら れ
る 。 さ ら に そ の 翻 訳 領 域 と し て は 、 具 体 的 に は 配 列 番 号 １ の 塩 基 番 号 ７ ０ ～ ２ １ １ ８ （ 終
止 コ ド ン を 含 む ） に 示 さ れ る 配 列 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 上 記 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全
長 で な く て も 、 上 記 翻 訳 領 域 と そ の ３ ’ お よ び ／ ま た は ５ ’ 端 に 隣 接 す る 、 翻 訳 領 域 の 発
現 に 最 低 限 必 要 な 部 分 を 含 む も の 等 も 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 上 述 の 方 法 に よ り 取 得 さ れ た も の で も 、 ま た 合 成 さ れ た も
の で も よ い 。 Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 の 置 換 は 、 例 え ば サ イ ト ダ イ レ ク テ ド ミ ュ ー タ ジ ェ ネ シ ス
キ ッ ト （ 宝 酒 造 社 製 ） や 、 ク イ ッ ク チ ェ ン ジ サ イ ト ダ イ レ ク テ ッ ド ミ ュ ー タ ジ ェ ネ シ ス キ
ッ ト （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 等 の 市 販 キ ッ ト で 容 易 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 か く し て 取 得 さ れ 、 塩 基 配 列 が 決 定 さ れ 、 ま た 機 能 が 推 定 さ れ る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 上 記
の 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 、 あ る い は そ の 翻 訳 領 域 と し て 上 記 に 示 し た 塩 基 配 列 を 有
す る も の だ け で な く 、 こ れ ら の 塩 基 配 列 に お い て 、 １ も し く は 数 個 （ こ こ で 、 言 う 数 個 と
は 、 例 え ば １ ５ 個 以 下 、 好 ま し く は ９ 個 以 下 、 よ り 好 ま し く は ６ 個 以 下 を 意 味 す る ） の 塩
基 が 欠 失 、 置 換 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 を 有 し 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お
い て 発 現 が 増 加 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 等 も 含 ま れ る 。 こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ に は 、 配 列 番
号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 欠 失 、 置 換 お よ び ／
ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 さ ら に 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加
す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る も の も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
（ ２ ） 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 解 析
　 Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/web/GenBank)、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ （ http://www.
ebi.ac.uk/embl/index.html） 、 Ｄ Ｄ Ｂ Ｊ （ http://www.ddbj.nig.ac.jp/） 、 ｄ ｂ Ｅ Ｓ Ｔ
（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/） 等 の 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 対 象 と し た Ｂ Ｌ Ａ
Ｓ Ｔ に よ る 相 同 性 検 索 （ homology search） を 行 い 取 得 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 と し て 新 規
な 塩 基 配 列 は 、 さ ら に 、 配 列 の 詳 細 な 解 析 と し て 、 Ｎ Ｒ Ｄ Ｂ 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス （ Ｓ Ｗ Ｉ
Ｓ Ｓ － Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ (http://www.ebi.ac.uk/ebi_docsSwissProt_db/swisshome.html)、 Ｐ Ｉ Ｒ
(http://pir.georgetown.edu/pirwww/pirhome.shtml)、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ （ http://kr.expasy
.org/sprot/sprot-search.html） 、 Ｇ Ｅ Ｎ Ｐ Ｅ Ｐ Ｔ (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/genbank)、
Ｐ Ｄ Ｂ (http://www.rcsb.org/pdb/index.html)、 Ｐ Ｒ Ｆ (http://www.prf.or.jp/en/))か
ら 作 成 さ れ た 重 複 の な い ア ミ ノ 酸 配 列 の デ ー タ ベ ー ス ） 等 の ア ミ ノ 酸 配 列 デ ー タ ベ ー ス を
対 象 と し た Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ に よ る 相 同 検 索 等 を 行 う こ と に よ り 、 該 塩 基 配 列 が コ ー ド す る 蛋 白
質 の 機 能 を 推 定 す る こ と が で き る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ に よ る 相 同 性 検 索 に お い て は 、 検 索 の 結 果
得 ら れ た 相 同 性 が 十 分 有 意 な ヒ ッ ト 配 列 に 付 随 す る 種 々 の ア ノ テ ー シ ョ ン 情 報 か ら 、 解 析
対 象 と し て い る ク ロ ー ン の 機 能 を 推 定 す る こ と が で き る 。 そ の 機 能 予 測 の 具 体 例 と し て 以
下 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ （ Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ ） は 、 ３ １ １
９ 塩 基 か ら 成 り 、 そ の う ち 塩 基 番 号 ７ ０ か ら ２ １ １ ８ ま で が オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム （ 終 止 コ ド ン を 含 む ） で あ る 。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム か ら 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 は 、 ６ ８ ２ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 成 る （ 配 列 番 号 ２ ） 。 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ は 、 配
列 デ ー タ ベ ー ス （ Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ ） の 登 録 記 号 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ （ Signal p
eptide-CUB-EGF-like domain containing protein 2） ） の Ｏ Ｒ Ｆ 領 域 を カ バ ー す る ２ ２
個 の エ ク ソ ン の う ち ４ つ の エ ク ソ ン が 欠 失 し て い る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ り 配 列
は 新 規 で あ る （ 図 ２ 参 照 ） 。 な お 、 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ は 、 詳 し く は Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ の 「 Ｓ Ｃ
Ｕ Ｂ Ｅ ２ ａ 」 と 呼 ば れ る バ リ ア ン ト で あ っ た が 、 Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ の 中 で も こ の Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２
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ａ が 最 も 広 く 存 在 す る こ と で 知 ら れ 、 Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ と 略 記 さ れ る こ と も 多 い こ と か ら 、 本
実 施 例 中 に お い て は 、 こ れ を Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ と 称 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 な お 、 配 列 の 詳 細 な 解 析 に 先 立 つ 予 備 的 相 同 性 検 索 の 場 合 は Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 、 Ｓ ｗ ｉ ｓ
ｓ － Ｐ ｒ ｏ ｔ 、 Ｕ ｎ ｉ Ｇ ｅ ｎ ｅ 、 Ｎ Ｒ Ｄ Ｂ 、 Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov
/LocusLink/refseq.html)と い っ た 各 デ ー タ ベ ー ス を 対 象 に Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ や Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ な ど
で 相 同 性 検 索 を 行 い 、 ヒ ッ ト し た 遺 伝 子 と そ れ が コ ー ド し て い る 蛋 白 質 の 機 能 を 参 照 す る
こ と で 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド し て い る 蛋 白 質 の 機 能 を 推 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、
構 造 か ら の 予 測 に お い て は 全 塩 基 配 列 か ら 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 、 シ グ ナ ル 配
列 、 膜 貫 通 領 域 の 予 測 な ら ば Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ （ K. Nakai & M. Kanehisa, Genomics, 14: 897-
911 (1992)） や Ｓ Ｏ Ｓ Ｕ Ｉ （ T.Hirokawa et.al. Bioimformatics, 14: 378-379 (1998)、
三 井 情 報 開 発 株 式 会 社 販 売 ） 、 Ｍ Ｅ Ｍ Ｓ Ａ Ｔ （ D.T.Jones, W.R.Taylor & J.M.Thornton, 
Biochemistry, 33: 3038-3049 (1994)） な ど 、 ま た モ チ ー フ や ド メ イ ン の 予 測 な ら ば Ｐ ｆ
ａ ｍ や Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ 　 (http://www.expasy.ch/prosite/)等 に 対 し て 検 索 を 行 う こ と に
よ っ て 、 ク ロ ー ン 中 に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の よ り 詳 細 な 機 能 予 測 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の よ う に し て 、 新 規 な 塩 基 配 列 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３
７ ９ （ 配 列 番 号 １ ） に つ い て 、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 、 Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ － Ｐ ｒ ｏ ｔ 、 Ｎ Ｒ Ｄ Ｂ 、 Ｒ ｅ
ｆ Ｓ ｅ ｑ の 各 デ ー タ ベ ー ス を 対 象 に 相 同 性 検 索 を 行 う こ と が で き る （ 実 施 例 ３ お よ び ５ 参
照 ） 。 ま た 全 長 塩 基 配 列 か ら 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ 、 Ｓ Ｏ Ｓ Ｕ Ｉ を
用 い た シ グ ナ ル 配 列 、 お よ び 膜 貫 通 領 域 の 検 索 を 行 う こ と が で き る （ 実 施 例 ４ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た 、 Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ － Ｐ ｒ ｏ ｔ ヒ ッ ト デ ー タ 、 お よ び Ｎ Ｒ Ｄ Ｂ 、 Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ ヒ ッ ト デ ー
タ が 、 ヒ ト の 遺 伝 子 と 疾 患 の デ ー タ ベ ー ス で あ る Online Mendelian Inheritance in Man 
（ Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ ） に 登 録 さ れ て い る 遺 伝 子 、 蛋 白 質 で あ れ ば 、 疾 患 関 連 蛋 白 質 と 推 定 で き る （
実 施 例 ５ 参 照 ） 。 こ の よ う に し て 、 ア ノ テ ー シ ョ ン を 基 本 と し た 機 能 予 測 （ Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ －
Ｐ ｒ ｏ ｔ の ヒ ッ ト デ ー タ で あ れ ば キ ー ワ ー ド を 参 照 す る 。 Ｎ Ｒ Ｄ Ｂ 、 Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ の ヒ ッ
ト デ ー タ で あ れ ば Definitionや Reference情 報 を 参 照 す る ） 、 お よ び 推 定 Ｏ Ｒ Ｆ に 対 す る
Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ を 用 い た シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス 検 索 、 Ｓ Ｏ Ｓ Ｕ Ｉ を 用 い た 膜 貫 通 領 域 の 検 索 、
Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ 登 録 の 結 果 を あ わ せ て 、 １ ４ 種 類 の 機 能 カ テ ゴ リ ー （ 分 泌 ・ 膜 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 関
連 蛋 白 質 、 シ グ ナ ル 伝 達 関 連 蛋 白 質 、 転 写 関 連 蛋 白 質 、 疾 患 関 連 蛋 白 質 、 酵 素 ・ 代 謝 関 連
蛋 白 質 、 細 胞 分 裂 ・ 増 殖 関 連 蛋 白 質 、 細 胞 骨 格 関 連 蛋 白 質 、 核 蛋 白 質 ・ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 関 連 蛋
白 質 、 蛋 白 質 合 成 ・ 輸 送 関 連 蛋 白 質 、 細 胞 防 御 関 連 蛋 白 質 、 発 生 ・ 分 化 関 連 蛋 白 質 、 Ｄ Ｎ
Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白 質 、 Ａ Ｔ Ｐ ・ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 蛋 白 質 ） へ の 分 類 を 行 う こ と が で き る 。
　 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 は 、 分 泌 ・ 膜 蛋 白 質 に 属 す る と
推 定 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
（ ３ ） 新 規 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の モ チ ー フ お よ び ド メ イ ン 解 析
　 蛋 白 質 全 体 の 構 造 は モ チ ー フ 、 ド メ イ ン と い っ た 最 小 限 構 造 の 寄 せ 集 め で 成 り 立 っ て お
り 、 そ の 結 果 、 蛋 白 質 全 体 と し て の 機 能 が 発 揮 さ れ る と 考 え ら れ る の で 、 本 発 明 に お い て
全 塩 基 配 列 が 明 ら か に な っ た 新 規 な 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に
対 し て 、 種 々 の 蛋 白 質 が 有 す る 最 小 単 位 の 共 通 し た モ チ ー フ 、 ド メ イ ン 構 造 に 着 目 し 、 本
発 明 の 蛋 白 質 を 解 析 し 、 共 通 と な る モ チ ー フ 、 ド メ イ ン 構 造 も し く は 共 通 と な る モ チ ー フ
、 ド メ イ ン 構 造 機 能 の 解 析 を 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 Ｈ Ｍ Ｍ Ｅ Ｒ （ 隠 れ Markovモ
デ ル に よ る 配 列 解 析 手 法 ； Eddy, S. R., Bioinformatics 14: 755-763 (1998)） の 機 能 群
の ひ と つ で あ る Ｈ Ｍ Ｍ Ｐ Ｆ Ａ Ｍ に よ る 蛋 白 質 特 徴 検 索 （ profile search:http://pfam.wus
tl.edu） 等 を 行 う こ と に よ り 、 ド メ イ ン や モ チ ー フ 構 造 の 解 析 か ら 、 そ の 蛋 白 質 が 全 体 と
し て 細 胞 内 で ど の よ う な 働 き を 担 っ て い る か と い う こ と を 分 子 レ ベ ル で 予 測 す る こ と が で
き る （ 実 施 例 ４ お よ び ６ 参 照 ） 。 Ｈ Ｍ Ｍ Ｐ Ｆ Ａ Ｍ は 、 Ｐ ｆ ａ ｍ と い う 蛋 白 質 プ ロ フ ァ イ ル
を 集 積 し た デ ー タ ベ ー ス 中 に あ る エ ン ト リ ー が 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の 特 徴 を 、 解 析 対 象 で
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あ る 塩 基 配 列 の コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 が 有 す る か ど う か を 洗 い 出 す 方 法 に よ る 解 析 で あ
る 。 プ ロ フ ァ イ ル は 一 連 の 同 一 特 徴 を 持 つ 蛋 白 質 群 か ら 抽 出 さ れ て お り 、 一 配 列 対 一 配 列
の 全 長 に 亘 る 比 較 で は 明 確 化 で き な い 機 能 で も 、 配 列 中 に そ の 特 徴 領 域 が あ れ ば こ れ を 見
出 し 機 能 予 測 が で き る 。 こ の よ う に 、 そ れ が コ ー ド す る 蛋 白 質 が 特 定 の 活 性 を 有 す る と 予
測 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 後 述 す る 生 化 学 的 実 験 に よ り そ の 特 定 の 活 性 を 確 認 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 中 に シ グ ナ ル 配 列 、 膜 貫 通 領 域 、 核 移 行 シ グ ナ ル 、 糖 鎖 付 加 シ グ
ナ ル 、 リ ン 酸 化 部 位 、 お よ び Zinc fingerモ チ ー フ 、 Ｓ Ｈ ３ ド メ イ ン 等 を 見 出 す こ と に よ
り ， 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド し て い る 蛋 白 質 の 共 通 と な る 機 能 推 定 を 試 み る こ と が で き
る 。 特 に モ チ ー フ 、 ド メ イ ン な ど の 構 造 は い く つ か の 蛋 白 質 に 共 通 し て 見 出 さ れ る 部 分 配
列 構 造 で 、 蛋 白 質 の 最 小 限 機 能 構 造 で あ り 、 現 在 ま で に 機 能 が 明 ら か と な っ て い る も の 、
な っ て い な い も の 全 て 合 わ せ て Ｐ ｆ ａ ｍ (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index
.shtml)に お い て は ４ ８ ３ ２ 種 類 が 同 定 さ れ 、 デ ー タ ベ ー ス 化 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に お い て 全 塩 基 配 列 が 明 ら か に な っ た 新 規 な 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る ク
ロ ー ン に つ い て 、 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｐ ｆ ａ ｍ （ http://www.sanger.ac.uk/Softwa
re/Pfam/index.shtml） に 対 す る ド メ イ ン 検 索 の 結 果 （ 実 施 例 ６ 参 照 ） か ら 得 ら れ る ヒ ッ
ト デ ー タ の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ 名 や ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 を 用 い て 、 Ｐ ｆ ａ ｍ の サ イ ト 内 や
Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ Ｐ ｒ ｏ （ http://www.ebi.ac.uk/interpro/） 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ 　 (http://www.
expasy.ch/cgi-bin/prosite-list.pl)等 の 各 リ ン ク 先 に お け る 各 ド メ イ ン 、 モ チ ー フ の 詳
細 な 説 明 や 、 特 に Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ に お い て は 独 自 の 機 能 カ テ ゴ リ ー 分 類 を 参 照 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う に し て 、 Ｐ ｆ ａ ｍ で ヒ ッ ト し た ク ロ ー ン 中 に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 機 能
予 測 を 行 い 、 １ ４ 種 類 の 機 能 カ テ ゴ リ ー （ 分 泌 ・ 膜 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 関 連 蛋 白 質 、 シ グ ナ ル
伝 達 関 連 蛋 白 質 、 転 写 関 連 蛋 白 質 、 疾 患 関 連 蛋 白 質 、 酵 素 ・ 代 謝 関 連 蛋 白 質 、 細 胞 分 裂 ・
増 殖 関 連 蛋 白 質 、 細 胞 骨 格 関 連 蛋 白 質 、 核 蛋 白 質 ・ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 関 連 蛋 白 質 、 蛋 白 質 合 成 ・
輸 送 関 連 蛋 白 質 、 細 胞 防 御 関 連 蛋 白 質 、 発 生 ・ 分 化 関 連 蛋 白 質 、 Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白
質 、 Ａ Ｔ Ｐ ・ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 蛋 白 質 ） へ の 分 類 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 EGF-likeと 呼 ば れ る ド メ イ ン （ Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン
） 、 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン の 繰 り 返 し （ Ｅ Ｇ Ｆ 様 リ ピ ー ト ） を 有 し て い る 。 そ の ド メ イ
ン 、 リ ピ ー ト が 有 す る 性 質 よ り 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 は Ｅ Ｇ
Ｆ 様 生 理 活 性 、 す な わ ち Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン ま た は Ｅ Ｇ Ｆ 様 リ ピ ー ト を 有 す る 蛋 白 質 と 同 様
の 生 理 活 性 を 有 し て い る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ト リ
プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 様 シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン 、 ケ ラ チ ン  (high sulfur B2 protein)
モ チ ー フ 、 グ ラ ニ ュ リ ン モ チ ー フ と い っ た 、 膜 蛋 白 質 に 特 徴 的 で あ る シ ス テ イ ン リ ッ チ な
モ チ ー フ 、 ド メ イ ン を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 な お 、 モ チ ー フ や ド メ イ ン の 機 能 が 必 ず し も 上 記 に 示 す 機 能 カ テ ゴ リ ー の 一 つ の み に 属
す る わ け で は な い た め 、 い ず れ の 予 測 さ れ た 機 能 カ テ ゴ リ ー に も 該 当 す る 可 能 性 が あ る 。
ま た こ れ ら 以 外 に Ｐ ｆ ａ ｍ で ヒ ッ ト デ ー タ が な か っ た 場 合 で も 、 今 後 蛋 白 質 の デ ー タ の 蓄
積 と 共 に 新 た な ド メ イ ン 、 モ チ ー フ が 見 い 出 さ れ た 場 合 、 再 び ク ロ ー ン の 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 を 新 し い デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 解 析 す る こ と で 新 た な 機 能 を 有 し た ド メ イ ン 、 モ チ ー フ
が 発 見 さ れ 、 カ テ ゴ リ ー 分 類 で き る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ ４ ） 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 蛋 白 質
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 蛋 白 質 の 翻 訳 領 域 は 、 例 え ば 、 該 Ｄ Ｎ Ａ が 有 す る 塩 基 配 列
に つ い て ３ 種 類 の 読 み 枠 に よ り ア ミ ノ 酸 に 変 換 し て い き 、 最 も 長 い ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 範 囲 を 本 発 明 の 蛋 白 質 の 翻 訳 領 域 と し て そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 推 定 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の も の 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、
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本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 上 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 限 ら れ る も の で は な く 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い
て １ も し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 、 お よ び ／ ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な り 、 か つ 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る も の も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 の 取 得 方 法 と し て は 、 （ １ ） に 記 載 の 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 適 当 な 方 法 に よ
り 転 写 ／ 翻 訳 す る 方 法 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 、 適 当 な 発 現 用 ベ ク タ ー も し く
は 適 当 な ベ ク タ ー に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー と と も に 挿 入 し た 組 換 え ベ ク タ ー を 作 製 し 、 こ の
組 換 え ベ ク タ ー で 適 当 な 宿 主 微 生 物 を 形 質 転 換 し た り 、 適 当 な 培 養 細 胞 に 導 入 す る こ と に
よ り 発 現 さ せ 、 こ れ を 精 製 す る こ と に よ り 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 そ の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に 適 当 な タ グ が 融 合 す る よ う に 設 計 さ れ た ベ ク タ ー な ど
に 挿 入 し て タ グ を 付 加 し た 蛋 白 質 も 本 発 明 の 蛋 白 質 に 含 ま れ る 。 タ グ と し て 具 体 的 に は 、
グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 、 Ｆ ｌ ａ ｇ 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ
領 域 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 上 記 形 質 転 換 体 が 産 生 す る 蛋 白 質 に は 、 蛋 白 質 合 成 時 に 重 原 子 な ど で 置 換 ・ 修 飾 し た ア
ミ ノ 酸 を 取 り 込 ま せ る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で き る 。 ま た 、 蛋 白 質 を 、 精 製 の 前 ま た
は 後 に 適 当 な 蛋 白 質 修 飾 酵 素 を 作 用 さ せ る こ と に よ り 、 任 意 に 修 飾 を 加 え た り 、 ポ リ ペ プ
チ ド を 部 分 的 に 除 去 す る こ と に よ り 修 飾 蛋 白 質 と す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｎ 末 端 ア セ
チ ル 化 、 Ｃ 末 端 ア ミ ド 化 な ど の 末 端 修 飾 、 糖 鎖 付 加 、 脂 質 付 加 、 ア シ ル 化 、 メ チ ル 化 、 ス
ル ホ ン 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 水 酸 化 、 リ ン 酸 化 、 Ａ Ｄ Ｐ － リ ボ シ ル 化 な ど で あ る が 、 必 ず
し も こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 修 飾 蛋 白 質 も 本 発 明 の 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な も の
で あ れ ば 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。 あ る 蛋 白 質 が 本 発 明 の 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 で あ る か
ど う か は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が 備 え る 生 物 学 的 な 活 性 、 例 え ば 抗 原 性 な ど を 指 標 と し て 、 該
活 性 を あ る 蛋 白 質 が 有 す る か ど う か を 調 べ る こ と に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た 、 上 記 形 質 転 換 体 が 産 生 す る 蛋 白 質 を 、 精 製 の 前 ま た は 後 に 適 当 な 蛋 白 質 修 飾 酵 素
を 作 用 さ せ る こ と に よ り 、 任 意 に 修 飾 を 加 え た り 、 ポ リ ペ プ チ ド を 部 分 的 に 除 去 す る こ と
に よ り 修 飾 蛋 白 質 と す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 修 飾 蛋 白 質 も 上 記 し た よ う に 本 発 明 の 蛋
白 質 と 機 能 的 に 同 等 な も の で あ れ ば 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 の 産 生 を 行 う 際 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー の 作 製 に 用 い る
ベ ク タ ー と し て は 、 形 質 転 換 体 内 で 該 Ｄ Ｎ Ａ が 発 現 さ れ る も の で あ れ ば 特 に 制 限 は な く 、
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー の い ず れ で も よ い 。 こ れ ら の う ち 通 常 は 、 該 Ｄ Ｎ
Ａ が 導 入 さ れ る 宿 主 に 適 し た プ ロ モ ー タ ー 等 の 発 現 制 御 領 域 Ｄ Ｎ Ａ が 既 に 挿 入 さ れ て い る
市 販 の 蛋 白 質 発 現 用 ベ ク タ ー を 用 い る 。 こ の よ う な 蛋 白 質 発 現 用 ベ ク タ ー と し て 、 具 体 的
に は 例 え ば 、 宿 主 が 大 腸 菌 の 場 合 で は 、 ｐ Ｅ Ｔ ３ 、 ｐ Ｅ Ｔ １ １ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 、
ｐ Ｇ Ｅ Ｘ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ 、 酵 母 の 場 合 で は ｐ Ｅ
Ｓ Ｐ － Ｉ エ ク ス プ レ ッ シ ョ ン ベ ク タ ー （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ 、 さ ら に 昆 虫
細 胞 の 場 合 で は Ｂ ａ ｃ Ｐ Ａ Ｋ ６ （ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ） 等 が 用 い ら れ る 。 ま た 宿 主 が 動 物 細
胞 の 場 合 で は 、 ZAP Express（ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 、 ｐ Ｓ Ｖ Ｋ ３ （ ア マ シ ャ ム フ ァ ル マ
シ ア バ イ オ テ ク 社 製 ） が 挙 げ ら れ 、 宿 主 が 哺 乳 動 物 細 胞 等 の 場 合 に は ｐ Ｍ Ｅ １ ８ Ｓ Ｆ Ｌ ３
（ Ｇ ｅ ｎ ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ａ Ｂ ０ ０ ９ ８ ６ ４ ） 等 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 発 現 制 御 領 域 が 挿 入 さ れ て い な い ベ ク タ ー を 用 い る 場 合 に は 、 発 現 制 御 領 域 と し て 少 な
く と も プ ロ モ ー タ ー を 挿 入 す る 必 要 が あ る 。 こ こ で プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 宿 主 微 生 物 ま
た は 培 養 細 胞 が 保 有 す る プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ に 限 ら れ る も の で は
な く 、 具 体 的 に は 例 え ば 、 宿 主 が 大 腸 菌 の 場 合 に は Ｔ ３ 、 Ｔ ７ 、 ｔ ａ ｃ 、 ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー
タ ー 等 を 用 い る こ と が で き 、 酵 母 の 場 合 に は ｎ ｍ ｔ １ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｇ ａ ｌ １ プ ロ モ ー タ
ー 等 を 用 い る こ と が で き る 。 昆 虫 細 胞 の 場 合 に は 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー 等 を 用 い る
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こ と が で き る 。 ま た 宿 主 が 動 物 細 胞 の 場 合 に は Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ
ー 等 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 哺 乳 動 物 由 来 の プ ロ モ ー タ ー が 機 能 可 能 な 宿 主 を 用 い る 場 合 に は 、 本 発 明 の 遺 伝 子
に 固 有 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と も で き る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー へ の 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 挿
入 は 、 該 Ｄ Ｎ Ａ ま た は こ れ を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を ベ ク タ ー 中 の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 該 遺 伝
子 Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 連 結 し て 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 こ の よ う に し て 作 製 し た 組 換 え ベ ク タ ー は 、 そ れ 自 体 既 知 の 方 法 に よ り 後 述 す る 宿 主 を
形 質 転 換 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 導 入 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 宿 主 へ の 該 ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と
し て 、 具 体 的 に は 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク 法 (J. Mol.Biol.,53: 154  (1970))、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム 法 (Science,221: 551 (1983))、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン 法 (Science,215: 166 (1982))、
イ ン ビ ト ロ パ ッ ケ ー ジ ン グ 法 (Proc.Natl.Acad. Sci.USA, 72: 581 (1975))、 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 法 (Cell,37: 1053 (1984))、 お よ び 電 気 パ ル ス 法 (Chu.et al., Nuc.Acids Res., 1
5: 1331 (1987))等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 導 入 体 を 作 製 す る た め の 宿 主 と し て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 体 内 で 発 現 す る も の で
あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 大 腸 菌 、 酵 母 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス （ 節 足 動 物 多 角 体 ウ
イ ル ス ） － 昆 虫 細 胞 、 あ る い は 動 物 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 に は 、 大 腸 菌 で は Ｂ Ｌ ２
１ 、 Ｘ Ｌ － ２ Ｂ ｌ ｕ ｅ （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 等 、 酵 母 で は Ｓ Ｐ － Ｑ ０ １ （ ス ト ラ タ ジ ー
ン 社 製 ） 等 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス で は Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ (J.Biol.Chem., 263: 7406 (1988))と そ の
宿 主 で あ る Ｓ ｆ ９ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ － １ ７ １ １ ； J.Biol.Chem., 263: 7406 (1988)） 等
が 挙 げ ら れ る 。 ま た 動 物 細 胞 と し て は マ ウ ス 繊 維 芽 細 胞 株 Ｃ １ ２ ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ －
１ ８ ０ ４ ； J.Viol., 26: 291 (1978)） や チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 株 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ
１ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ － ６ １ ； Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 77: 4216 (1980))等 が 挙 げ ら れ
る が 、 発 現 量 や ス ク リ ー ニ ン グ の 簡 便 さ か ら 好 ま し く は ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 由 来 細 胞
株 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １ ６ ５ １ ： ア メ リ カ ン 　 タ イ プ 　 カ ル チ ャ ー 　 コ レ ク シ
ョ ン 保 存 細 胞 ） 、 ヒ ト ア デ ノ ウ イ ル ス ５ 型 で ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た ヒ ト 胎 児 腎 臓 由 来 細 胞
株 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ７ ３ ； 以 下 、 「 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 」 と 称 す る こ と
が あ る 。 ） ま た は ヒ ト 子 宮 頸 部 癌 由 来 細 胞 株 Ｈ ｅ Ｌ ａ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ － ２ ； 以 下 、 「
Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 」 と 称 す る こ と が あ る 。 ） が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 記 し た よ う な 蛋 白 質 発 現 用 ベ ク タ ー を 用 い る 発 現 方 法 の 他 に 、 プ ロ モ ー タ ー を 連 結 し
た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 宿 主 微 生 物 の 染 色 体 中 に 直 接 挿 入 す る 相 同 組 換 え 技 術 （ Vertes, 
A. A. et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 57: 2036 (1993)） 、 あ る い は ト ラ ン ス
ポ ゾ ン や 挿 入 配 列 （ Vertes, A. A. et al., Molecular Microbiol., 11: 739 (1994)） 等
を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ 導 入 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 上 記 で 得 ら れ た 培 養 物 は 細 胞 ま た は 菌 体 を 遠 心 分 離 等 の 方 法 に よ り 収 集 し 、 こ れ を 適 当
な 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、 超 音 波 、 リ ゾ チ ー ム 、 お よ び ／ ま た は 凍 結 融 解 等 の そ れ 自 体 既 知 の 適
当 な 方 法 に よ り 破 壊 し た 後 、 遠 心 分 離 や 濾 過 等 に よ り 蛋 白 質 粗 精 製 液 を 得 、 さ ら に 適 当 な
精 製 方 法 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 か く し て 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が 取 得 さ れ る 。 上 記 し た 蛋 白 質 発 現 組 換 え ベ ク タ ー を 用 い る
発 現 方 法 の 他 に 、 上 記 （ １ ） で 取 得 さ れ た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 無 細 胞 転 写 翻 訳 系 に 供 す る こ
と に よ り 蛋 白 質 発 現 を 誘 導 し 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 取 得 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で 用 い ら
れ る 無 細 胞 転 写 翻 訳 系 （ ま た は 「 無 細 胞 蛋 白 質 合 成 系 」 と も 称 す る ） と は 、 Ｄ Ｎ Ａ か ら ｍ
Ｒ Ｎ Ａ へ の 転 写 、 お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 蛋 白 質 へ の 翻 訳 に 必 要 な 全 て の 要 素 を 含 む 系 で あ り
、 そ こ に Ｄ Ｎ Ａ を 加 え る こ と に よ っ て そ の Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド し て い る 蛋 白 質 が 合 成 さ れ る よ
う な あ ら ゆ る 系 を 指 す 。 無 細 胞 転 写 翻 訳 系 の 具 体 例 と し て は 、 真 核 細 胞 、 お よ び バ ク テ リ
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ア 細 胞 、 ま た は そ れ ら の 一 部 か ら の 抽 出 液 に 基 づ い て 調 製 さ れ た 転 写 翻 訳 系 が 挙 げ ら れ る
。 無 細 胞 蛋 白 質 合 成 系 と し て 具 体 的 に は 、 大 腸 菌 、 植 物 種 子 の 胚 芽 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 等
の 細 胞 抽 出 液 等 の 既 知 の も の が 用 い ら れ る 。 こ れ ら は 市 販 の も の を 用 い る こ と も で き る し
、 そ れ 自 体 既 知 の 方 法 、 具 体 的 に は 大 腸 菌 抽 出 液 は 、 Pratt, J. M. et al., Transcripti
on and Translation, Hames, 179-209, B.D.& Higgins, S. J., eds, IRL Press, Oxford
 (1984)に 記 載 の 方 法 等 に 準 じ て 調 製 す る こ と も で き る 。 市 販 の 無 細 胞 蛋 白 質 合 成 系 、 ま
た は 細 胞 抽 出 液 と し て は 、 大 腸 菌 由 来 の も の は 、 E. coli S30 extract system（ Promega
社 製 ） と RTS500 Rapid Translation System（ Roche社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ 、 ウ サ ギ 網 状 赤 血
球 由 来 の も の は Rabbit Reticulocyte Lysate System（ Promega社 製 ） 等 、 さ ら に コ ム ギ 胚
芽 由 来 の も の は Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ Ｅ Ｉ Ｏ Ｓ Ｔ Ｍ （ TOYOBO社 製 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 得 ら れ た 無 細 胞 転 写 翻 訳 系 の 転 写 翻 訳 産 物 か ら の 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 分 離 、 お よ び 精 製
は 、 そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用 い ら れ る 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば エ ピ ト
ー プ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ
Ｔ ） 、 マ ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 等 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 を 、 前 記 し た 転 写 翻 訳 さ れ る べ き
Ｄ Ｎ Ａ に 導 入 し 、 前 記 の 通 り 発 現 さ せ 、 該 蛋 白 質 と 親 和 性 を 有 す る 物 質 と の ア フ ィ ニ テ ィ
ー を 利 用 し て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 目 的 と す る 蛋 白 質 の 発 現 は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 等 で 分 離 し 、 ク
マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー （ シ グ マ 社 製 ） 等 で 染 色 す る か 、 ま た は 後 述 す る 本 発 明 の 蛋 白
質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に よ り 検 出 す る 方 法 等 に よ っ て 確 認 で き る 。 ま た 一 般 的 に 、 発
現 さ れ た 蛋 白 質 は 生 体 内 に 存 在 す る 蛋 白 質 分 解 酵 素 に よ り 切 断 さ れ る こ と （ プ ロ セ ッ シ ン
グ ） が 知 ら れ て い る 。 当 然 の こ と な が ら こ の よ う に 切 断 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 断 片 で
あ っ て も 、 本 発 明 の 蛋 白 質 と 機 能 的 に 同 等 な も の で あ れ ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ ５ ） 本 発 明 の 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 の 確 認
　 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 こ れ を 上 記 （ ４ ） に 記 載 の と お り 組 換 え 蛋 白 質 と し て 作 製 し 、 こ れ
を 解 析 す る こ と に よ り （ ２ ） ま た は （ ３ ） で 推 測 し た 活 性 を 有 し て い る こ と を 確 認 す る こ
と が で き る 。 ま た 、 下 記 （ ６ ） に 記 載 の よ う に 、 あ る 種 の 細 胞 に 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 し
、 そ の 表 現 型 の 変 化 を 解 析 す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 さ ら に 下 記 （ ９ ） に 記
載 の 抗 体 等 と の 組 み 合 わ せ に よ り 解 析 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 が 、 例 え ば Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 を 有 す る こ と は 、 そ れ 自 体 既 知 の 常 法 を 用
い て 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 増 殖 作 用 、 胃 酸 分 泌 抑 制 作 用 、 抗 潰 瘍 作 用 、 消
化 管 粘 膜 保 護 作 用 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 促 進 作 用 、 角 膜 修 復 作 用 、 カ ル シ ウ ム 遊 離 促 進 作 用 、 創 傷
治 癒 促 進 作 用 、 抗 炎 症 作 用 、 鎮 痛 作 用 、 肝 細 胞 障 害 抑 制 作 用 及 び 毛 胞 退 縮 作 用 な ど の 、 Ｅ
Ｇ Ｆ の 生 理 活 性 （ 日 本 組 織 培 養 学 会 編 、 「 細 胞 成 長 因 子 」 、 朝 倉 書 店 、 １ ９ ８ ４ 年 ） を 指
標 に す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 培 地 に 該 蛋 白 質 を 添 加 し て 細 胞 を 培 養 し 、 分 光
光 度 計 等 に よ る 吸 光 度 ま た は ３ Ｈ － チ ミ ジ ン の 取 り 込 み 等 で 細 胞 増 殖 を 測 定 す る 方 法 が 挙
げ ら れ る 。 細 胞 は 、 生 殖 系 列 ま た は 体 性 、 分 化 全 能 、 ま た は 多 分 化 能 、 分 割 ま た は 非 分 割
、 実 質 組 織 ま た は 上 皮 、 不 滅 化 し た も の ま た は 形 質 転 換 し た も の 等 で あ っ て よ い が 、 上 皮
細 胞 が 好 ま し い 。 こ こ で 上 皮 細 胞 と は 、 器 官 の 自 由 表 面 （ 角 質 、 粘 膜 又 は 獎 膜 性 の ） を 被
覆 す る か 、 又 は 動 物 体 の 管 若 し く は 体 腔 を 裏 打 ち す る 、 細 胞 性 で 非 脈 管 性 の 層 に 位 置 す る
細 胞 を 意 味 す る 。 具 体 的 に は 、 ヒ ト 乳 腺 上 皮 細 胞 、 正 常 ヒ ト 皮 膚 上 皮 細 胞 （ Ｎ Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞
（ Normal human epidermal keratinocyte） な ど ） 、 ヒ ト 血 管 平 滑 筋 細 胞 、 ヒ ト 網 膜 色 素
上 皮 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 こ の よ う な Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 の 解 析 系 は 、 本 発 明 の Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 等 を 有 す る 蛋 白 質
の ア ゴ ニ ス ト や ア ン タ ゴ ニ ス ト の 評 価 に も 用 い る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が
有 す る 活 性 の 確 認 は 、 上 記 し た 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
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【 ０ ０ ６ ５ 】
（ ６ ） 本 発 明 の 蛋 白 質 の 機 能 解 析
　 か く し て 得 ら れ た 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 で あ っ て 、 か つ Ｅ Ｇ Ｆ 様 生
理 活 性 等 を 有 す る 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 さ ら に 以 下 に 述 べ る 方 法 を 用 い て 機 能 を 解 析 す る こ
と に よ り そ の 新 規 の 利 用 法 が 提 供 さ れ る 。 特 に 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に は 、 公 知 の 蛋 白 質 の ス
プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る た め 、 こ の バ リ ア ン ト が 公 知 の バ リ ア ン ト と ど の よ う な 異
な る 機 能 が あ る か を 同 定 す る こ と は 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 具 体 的 な 機 能 の 解 析 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 （ i） 各 組 織 、 疾 患 、 あ る い は 発 生 段 階 に
お け る 発 現 状 態 を 比 較 解 析 す る 方 法 、 （ ii） 他 の 蛋 白 質 、 Ｄ Ｎ Ａ と の 相 互 作 用 を 解 析 す る
方 法 、 （ iii） 適 当 な 細 胞 あ る い は 個 体 へ 導 入 し 、 表 現 型 の 変 化 を 解 析 す る 方 法 、 （ iv）
適 当 な 細 胞 あ る い は 個 体 に お い て 該 蛋 白 質 の 発 現 を 阻 害 し て 表 現 型 の 変 化 を 解 析 す る 方 法
な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 （ i） の 方 法 に お い て は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 発 現 を 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル あ る い は 蛋 白 質 レ
ベ ル で 解 析 す る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で 発 現 量 を 解 析 す る 場 合 は 、 例 え ば 、 in s
ituハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 （ In situ hybridization: Application to Developmental
 Biology & Medicine. ,Ed. by Harris, N. and Wilkinson, D. G.） ,Cambridge Univers
ity Press（ 1990） ） 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 利 用 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ
法 等 が 用 い ら れ る 。 こ こ で 、 解 析 の 対 象 蛋 白 質 に 公 知 の バ リ ア ン ト が 存 在 す る ス プ ラ イ シ
ン グ バ リ ア ン ト で あ る 場 合 に は 、 解 析 対 象 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に の み 存 在 し 、 公
知 の バ リ ア ン ト を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い プ ロ ー ブ を 用 い る こ と が
好 ま し い 。 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 法 の 場 合 に は 、 対 象 バ リ ア ン ト と 公 知 バ リ ア ン ト 間 で 異 な る 長 さ の
増 幅 断 片 が で き る プ ラ イ マ ー を 選 択 し て 行 う 方 法 （ Wong, Y. W., Neuroscience Lett., 3
20: 141-145(2002)） 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 蛋 白 質 レ ベ ル で 解 析 す る 場 合 に は 、 後 述 す
る 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い た 組 織 染 色 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の 場
合 、 対 象 蛋 白 質 に の み 反 応 し 、 公 知 の バ リ ア ン ト に は 反 応 し な い 抗 体 を 用 い る こ と が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 （ ii） の 相 互 作 用 の 解 析 法 と し て は 、 そ れ 自 体 既 知 の 常 法 を 用 い る こ と が で き る が 、 具
体 的 に は 、 例 え ば 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 法 、 蛍 光 偏 光 解 消 法 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 法 、 フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 、 リ ボ ソ ー マ ル デ ィ ス プ レ イ 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 該 方 法 に お い て も 、
解 析 対 象 蛋 白 質 が 公 知 の バ リ ア ン ト が 存 在 す る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト の 場 合 に は 、 公
知 の バ リ ア ン ト も 同 様 に し て 相 互 作 用 す る 物 質 を 解 析 し 、 対 象 蛋 白 質 特 異 的 に 相 互 作 用 す
る 物 質 を 同 定 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 （ iii） の 方 法 で は 、 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る 細 胞 は 特 に 制 限 は な い が 、 ヒ ト 培 養
細 胞 等 が 特 に 好 ま し く 用 い ら れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 細 胞 へ の 導 入 法 と し て は 、 上 記 （ ２ ） に 記 載
の も の が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 導 入 細 胞 の 表 現 型 と し て は 、 細 胞 の 生 死 、 細 胞 の 増 殖 速 度 、
細 胞 の 分 化 、 細 胞 が 神 経 細 胞 の 場 合 に は 神 経 突 起 の 伸 長 度 、 細 胞 内 蛋 白 質 の 局 在 や 移 行 な
ど 顕 微 鏡 等 で 観 察 可 能 な も の や 、 細 胞 内 の 特 定 蛋 白 質 の 発 現 変 化 な ど 生 化 学 的 実 験 に よ り
解 析 可 能 な も の も 含 む 。 こ れ ら の 表 現 型 は 、 公 知 の バ リ ア ン ト が 存 在 す る ス プ ラ イ シ ン グ
バ リ ア ン ト の 場 合 に は 、 公 知 の も の も 同 様 に 細 胞 へ 導 入 し 、 比 較 解 析 す る こ と に よ り 解 析
対 象 バ リ ア ン ト に 関 連 す る 表 現 型 を 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 は 癌 細
胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る お よ び ／ ま た は Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 を 有 す る も の で
あ る こ と が わ か っ て い る の で 、 癌 や Ｅ Ｇ Ｆ が 関 連 す る 疾 患 に 見 ら れ る 表 現 型 等 に 注 目 し て
解 析 す る こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 あ る 遺 伝 子 が 癌 化 を も た ら す こ と は 、 そ の 遺 伝 子 の 形 質 転 換 に よ る 宿
主 細 胞 の 癌 化 を 観 察 す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 あ る い は 悪 性 化 を も た ら す こ
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と は 、 転 移 能 を 持 た な い 癌 細 胞 株 に そ の 遺 伝 子 を 形 質 転 換 転 し た と き に 、 細 胞 が 転 移 能 を
獲 得 す る こ と を 指 標 と し て 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 は 、 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 備 え る こ と か ら 、 前 述 の
よ う に 、 適 当 な 発 現 系 を 適 用 し て 組 み 換 え 体 と し て 発 現 さ せ た り 、 細 胞 に イ ン ジ ェ ク シ ョ
ン す る こ と に よ り 、 あ る い は 、 そ の 蛋 白 質 を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 を 作 製 し 、 用 い る こ と
で 、 そ の 生 物 学 的 活 性 、 お よ び 細 胞 増 殖 ・ 分 化 と い っ た 細 胞 状 態 変 化 へ の 作 用 を 解 析 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 各 蛋 白 質 は 、 そ れ ぞ れ 次 に 示 す 文 献 に 記 載 さ れ て い る 手 法 に も と づ い て 、 そ れ ぞ れ の 蛋
白 質 の 生 物 学 的 活 性 の 解 析 が 可 能 で あ る 。
分 泌 蛋 白 質 、 膜 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Ion Channels』 (R.H.Ashley編
、 1995)、
　 『 Growth Factors』 (I.McKay, I.Leigh編 、 1993)、 『 Extracellular Matrix』 (M.A.Har
alson, J.R.Hassell編 、 1995)
糖 蛋 白 質 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Glycobiology』 (M.Fukuda, A.K
obata編 、 1993)、
　 「 Method in Molecular Biology」 (Humana Press社 )シ リ ー ズ の 『 Glycoprotein Analys
is in Biomedicine』 (Elizabeth F.Hounsell編 、 1993)、
シ グ ナ ル 伝 達 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Signal Transduction』 (G.Mill
igan編 、 1992)、
　 『 Protein Phosphorylation』 (D.G.Hardie編 、 1993)、 ま た は 「 Method in Molecular B
iology」 (Humana Press社 )シ リ ー ズ の 『 Signal Transduction Protocols』 (David A. Ken
dall, Stephen J.Hill編 、 1995)、
転 写 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Gene Transcription』 (B.D.Ham
es, S.J.Higgins編 、 1993)、
　 『 Transcription Factors』 (D.S.Latchman編 、 1993)、
酵 素 ・ 代 謝 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Enzyme Assays』 (ROBERT EISEN
THAL and MICHAEL J. DANSON編 、 1992)、
細 胞 分 裂 ・ 増 殖 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Cell Growth, Differentiation
 and Senescence』 (GEORGE STUDZINSKI編 、 2000)、
細 胞 骨 格 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Cytoskeleton: Signalling and
 Cell Regulation』 (KERMIT L. CARRAWAY and CAROLIE A. CAROTHERS CARRAWAY編 、 2000)
、
　 「 Method in Molecular Biology」 (Humana Press社 )シ リ ー ズ の 『 Cytoskeleton Method
s and Protocols』 (Gavin, Ray H.編 、 2000)、
核 蛋 白 質 ・ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Nuclear Receptors』 (DIDIER P
ICARD編 、 1999)、
　 『 RNA Processing』 (STEPHEN J. HIGGINS and B. DAVID HAMES編 、 1994)、
蛋 白 質 合 成 ・ 輸 送 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 The Practical Approach Series」 (IRL PRESS社 )の 『 Membrane Transport』 (STEPHEN
 A. BALDWIN編 、 2000)、
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　 「 Method in Molecular Biology」 (Humana Press社 )シ リ ー ズ の 『 Protein Synthesis M
ethods and Protocols』 (Martin, Robin編 、 1998)、
細 胞 防 御 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 Method in Molecular Biology」 (Humana Press社 )シ リ ー ズ の 『 DNA Repair Protocol
s』 (Henderson, Daryl S.、 1999)、
　 『 Chaperonin Protocols』 (Schneider, Christine編 、 2000)、
発 生 ・ 分 化 関 連 蛋 白 質 ：
　 「 Method in Molecular Biology」 (Humana Press社 )シ リ ー ズ の 『 Developmental Biolo
gy Protocols』 (ROBERT EISENTHAL and MICHAEL J. DANSON編 、 1992)、
Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白 質 ：
　 「 Method in Molecular Biology」 (Humana Press社 )シ リ ー ズ の 『 DNA-Protein Interac
tions Principles and Protocols』 (Kneale, G. Geoff編 、 1994)、
　 『 RNA-Protein Interaction Protocols』 (Haynes, Susan R.編 、 1999)、
Ａ Ｔ Ｐ ・ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 蛋 白 質 ：
　 「 Method in Molecular Biology」 (Humana Press社 )シ リ ー ズ の 『 Signal Transduction
 Protocols』 (David A. Kendall, Stephen J.Hill編 、 1995)。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ れ ら 以 外 の 手 法 に つ い て は 、 Methods in Enzymology(Academic Press)を 参 照 し て 蛋
白 質 の 活 性 を 解 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 （ iv） の 方 法 で は 、 後 述 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た 方 法 や 、 Ｒ Ｎ Ａ イ ン タ ー フ ェ
ア レ ン ス 法 に よ り 効 率 的 に 行 う こ と が で き る 。 こ の 方 法 に お い て も 、 解 析 す る 対 象 蛋 白 質
が 、 公 知 の バ リ ア ン ト が 存 在 す る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る 場 合 に は 、 公 知 の バ リ
ア ン ト や そ の 他 の バ リ ア ン ト に つ い て も 同 様 の 解 析 を 行 い 、 比 較 解 析 す る こ と に よ り 対 象
蛋 白 質 特 異 的 な 機 能 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
（ ７ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ と 疾 患 と の 関 連 の 解 析
（ ７ － １ ） Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ を 用 い た 解 析
　 疾 患 関 連 蛋 白 質 に つ い て は 、 前 述 し た よ う に 機 能 ご と の 解 析 が 可 能 で あ る ほ か 、 疾 患 関
連 蛋 白 質 を 発 現 し て 得 ら れ た 特 異 認 識 抗 体 を 用 い て 、 特 定 の 疾 患 と 蛋 白 質 の 発 現 量 や 活 性
と の 相 関 を 知 る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ヒ ト の 遺 伝 子 と 疾 患 の デ ー タ ベ ー ス で あ る Onli
ne Mendelian Inheritance in Man (Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ )を 利 用 し 、 解 析 が 可 能 で あ る （ 実 施 例 ５ 参
照 ） 。 な お Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ に は 常 に 新 し い 情 報 が 付 加 さ れ て い る 。 し た が っ て 当 業 者 は 、 特 定 の
疾 患 と 本 発 明 の 遺 伝 子 と の 新 た な 関 係 を 最 新 の デ ー タ ベ ー ス か ら 見 出 す こ と が で き る 。 疾
患 関 連 蛋 白 質 は 、 診 断 マ ー カ ー 、 発 現 ・ 活 性 の 増 減 を 制 御 す る 薬 剤 、 あ る い は 遺 伝 子 治 療
の タ ー ゲ ッ ト に な る な ど 医 薬 品 の 開 発 等 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ま た 、 分 泌 蛋 白 質 、 膜 蛋 白 質 、 シ グ ナ ル 伝 達 関 連 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 質 関 連 蛋 白 質 、 転 写 関
連 蛋 白 質 を は じ め 、 上 記 の １ ４ 種 類 の カ テ ゴ リ ー の 蛋 白 質 に 限 ら ず 、 種 々 の 機 能 を も つ 蛋
白 質 に つ い て も 、 Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ を 利 用 し て キ ー ワ ー ド で 検 索 す る と 、 各 キ ー ワ ー ド に お い て 、
多 く の 疾 患 に 関 連 し た 結 果 が 得 ら れ る 。 あ る い は 、 例 え ば 転 写 関 連 蛋 白 質 や シ グ ナ ル 伝 達
関 連 蛋 白 質 に つ い て は 、 疾 患 と の 関 連 が そ れ ぞ れ 、 藤 井 ・ 田 村 ・ 諸 橋 ・ 影 山 ・ 佐 竹 編 の 実
験 医 学 増 刊 「 転 写 因 子 研 究 1999」 Vol.17, No.3, (1999)や 、 遺 伝 子 医 学 Vol.3,No.2(1999)
で 報 告 さ れ て い る 。 例 え ば 、 癌 を 例 に 挙 げ る と 、 裳 華 房 生 命 科 学 シ リ ー ズ 「 が ん の 生 物 学
」 (松 原 聡 著 、 1992)に あ る よ う に 、 癌 に は 分 泌 蛋 白 質 、 膜 蛋 白 質 、 シ グ ナ ル 伝 達 関 連 蛋 白
質 、 糖 蛋 白 質 関 連 蛋 白 質 、 転 写 関 連 蛋 白 質 ば か り で な く 、 酵 素 ・ 代 謝 関 連 蛋 白 質 、 細 胞 骨
格 関 連 蛋 白 質 、 細 胞 分 裂 ・ 増 殖 関 連 蛋 白 質 と い っ た 多 く の 蛋 白 質 が 関 与 す る こ と が 示 さ れ
て い る 。 こ の よ う に 、 疾 患 関 連 蛋 白 質 ば か り で な く 、 分 泌 蛋 白 質 、 膜 蛋 白 質 、 シ グ ナ ル 伝
達 関 連 蛋 白 質 、 糖 蛋 白 質 関 連 蛋 白 質 、 転 写 関 連 蛋 白 質 等 も 疾 患 に 関 与 す る こ と が 多 く 、 医
療 産 業 上 の タ ー ゲ ッ ト と し て 、 有 用 な こ と が わ か る 。
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【 ０ ０ ７ ７ 】
（ ７ － ２ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 解 析 に よ る 機 能 お よ び 疾 患 と の 関 連 の 予 測
　 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 用 い れ ば 、 そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 の 発
現 頻 度 を 解 析 す る こ と が で き る 。 さ ら に こ う し て 解 析 さ れ た 発 現 頻 度 情 報 に 基 づ い て 、 当
該 遺 伝 子 の 機 能 を 予 測 す る こ と が で き る （ 実 施 例 ８ お よ び ９ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 疾 患 に 関 連 し た 遺 伝 子 を 調 べ る 方 法 と し て 病 態 組 織 と 正 常 組 織 に お い て 遺 伝 子 発 現 量 の
違 い を 調 べ る 発 現 頻 度 解 析 が あ る 。 発 現 頻 度 解 析 に は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 や Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ 法 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ マ ク ロ ア レ イ や Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い た 発 現 頻 度 解 析 法
が あ る (実 験 医 学  Vol.17, No.8, 980-1056 (1999)、 村 松 ・ 那 波 監 修  細 胞 工 学 別 冊 「 Ｄ Ｎ
Ａ マ イ ク ロ ア レ イ と 最 新 Ｐ Ｃ Ｒ 法 」 (秀 潤 社 , 2000))。 さ ら に 、 こ う い っ た 解 析 方 法 以 外
に 、 発 現 し て い る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ を 利 用 し た 解 析 で 比 較 す る こ と に よ っ
て も 発 現 頻 度 を 解 析 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｂ Ｏ Ｄ Ｙ Ｍ Ａ Ｐ と 呼 ば れ る デ ー タ ベ ー ス
は 、 様 々 な 組 織 ・ 細 胞 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 無 作 為 に 遺 伝 子 ク ロ ー ン を 抽 出 し 、
３ ’ 末 端 領 域 の 塩 基 配 列 の 相 同 性 情 報 を も と に し て 、 相 同 性 の あ る も の は ま と め て ク ラ ス
タ ー と す る こ と に よ っ て 、 ク ラ ス タ ー 単 位 で 遺 伝 子 を 分 類 し て 、 各 ク ラ ス タ ー に 含 有 さ れ
る ク ロ ー ン の 個 数 を 比 較 す る こ と に よ っ て 遺 伝 子 の 発 現 頻 度 情 報 を 得 て い る （ http://bod
ymap.ims.u-tokyo.ac.jp/） 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の よ う な 解 析 手 法 に よ り 、 病 態 組 織 と 正 常 組 織 に お い て 遺 伝 子 発 現 量 の 違 い を 調 べ た
結 果 か ら 発 現 量 の 違 い が 明 ら か な 遺 伝 子 は 、 そ の 疾 患 に 関 連 し た 遺 伝 子 と い え る 。 ま た 、
病 態 組 織 で な く と も 、 病 態 に 関 連 し た 特 異 的 な 現 象 を 再 現 さ せ た 培 養 細 胞 と 正 常 細 胞 に お
い て 遺 伝 子 発 現 量 の 違 い を 調 べ た 結 果 か ら 発 現 量 の 違 い が 明 ら か な 遺 伝 子 は 、 そ の 疾 患 に
関 連 し た 遺 伝 子 と い え る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る ク ロ ー ン で あ る Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に つ い て 、 以 下 の デ
ー タ ベ ー ス を 用 い て 、 特 定 の 病 態 や 機 能 に 関 連 す る 遺 伝 子 を 選 択 す る こ と が で き る （ 実 施
例 ８ 参 照 ） 。 本 発 明 の 解 析 に 用 い る デ ー タ ベ ー ス は 、 １ ,４ ０ ２ ， ０ ６ ９ 個 の ク ロ ー ン の
塩 基 配 列 を デ ー タ ベ ー ス 化 し た も の で あ り 、 解 析 母 数 と し て は 十 分 な デ ー タ ベ ー ス で あ る
。 こ の デ ー タ ベ ー ス を 構 成 し て い る 配 列 情 報 は 、 実 施 例 １ に 示 し た 様 々 な 組 織 や 細 胞 由 来
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 無 作 為 に 選 択 し て 、 そ の ５ ’ 末 端 領 域 の
配 列 を 決 定 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 次 に こ の デ ー タ ベ ー ス に あ る 各 ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を 、 塩 基 配 列 の 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ
ム に よ っ て 相 同 な 配 列 同 士 を カ テ ゴ ラ イ ズ し （ ク ラ ス タ ー 化 ） 、 各 ク ラ ス タ ー に 属 す る ク
ロ ー ン 数 を 各 ラ イ ブ ラ リ ー 毎 に 集 計 し 規 格 化 す る こ と に よ っ て 、 あ る 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー 内 で の 存 在 比 を 解 析 で き る 。 こ の 解 析 に よ っ て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ソ ー
ス と な っ て い る 組 織 や 細 胞 に お け る 、 あ る 遺 伝 子 の 発 現 頻 度 情 報 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 次 に 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 持 つ 遺 伝 子 の 、 組 織 や 細 胞 間 で の 発 現 を 解 析 す る た
め に 、 大 量 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 解 析 し た 組 織 や 細 胞 由 来 の ラ イ ブ ラ リ ー を 組 織 ・ 細 胞 間
で の 発 現 量 の 比 較 の 対 象 に す る こ と が で き る 。 す な わ ち ６ ０ ０ 個 以 上 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
の 塩 基 配 列 を 解 析 し た 組 織 や 細 胞 に つ い て 、 先 に 規 格 化 し た 数 値 を 組 織 間 や 細 胞 間 で 比 較
し 、 遺 伝 子 の 発 現 頻 度 の 変 化 を 解 析 す る こ と が で き る 。 こ の 解 析 に よ っ て 以 下 に 続 く 病 態
や 機 能 に 関 連 す る 遺 伝 子 で あ る こ と が 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
（ ８ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 お よ び 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 機 能 解 析
　 上 記 （ １ ） に 記 載 の 方 法 で 取 得 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 断 片 を 用 い て 、 Ｄ Ｎ Ａ 合
成 機 な ど を 用 い る 常 法 に よ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 の 配 列 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る こ と が
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で き る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ の 有 す る 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～
１ ０ ０ 塩 基 と 同 じ 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 挙
げ る こ と が で き る 。 具 体 例 と し て は 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～ １
０ ０ 塩 基 と 同 じ 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 挙 げ
る こ と が で き る 。 こ こ で 、 対 象 蛋 白 質 が 、 公 知 の バ リ ア ン ト Ｄ Ｎ Ａ が 存 在 す る ス プ ラ イ シ
ン グ バ リ ア ン ト の 場 合 に は 、 公 知 の バ リ ア ン ト と 異 な る 部 分 の 塩 基 配 列 を 選 択 す る こ と が
好 ま し い 。 セ ン ス プ ラ イ マ ー お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い る 場 合 に は 、 両 者
の 融 解 温 度 （ Ｔ ｍ ） お よ び 塩 基 数 が 極 端 に 変 わ る こ と の な い 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が
好 ま し い 。 ま た 、 配 列 の 長 さ は 、 一 般 的 に は ５ ～ １ ０ ０ 塩 基 で あ り 、 好 ま し く は １ ０ ～ ６
０ 塩 基 で あ り 、 よ り 好 ま し く は １ ５ ～ ５ ０ 塩 基 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ま た 、 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 誘 導 体 も 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 利 用 す
る こ と が で き る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 と し て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ン 酸
ジ エ ス テ ル 結 合 が ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が Ｎ ３ ’ － Ｐ ５ ’ ホ ス フ ォ ア ミ デ ー ト 結 合 に 変
換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ボ ー ス と リ ン 酸 ジ エ ス テ
ル 結 合 が ペ プ チ ド 核 酸 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
中 の ウ ラ シ ル が Ｃ － ５ プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ウ ラ シ ル が Ｃ － ５ チ ア ゾ ー ル ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の シ ト シ ン が Ｃ － ５ プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン で 置 換 さ れ た オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の シ ト シ ン が フ ェ ノ キ サ ジ ン 修 飾 シ ト シ
ン （ phenoxazine-modified cytosine） で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ボ ー ス が ２ ’ － Ｏ － プ ロ ピ ル リ ボ ー ス で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 誘 導 体 、 あ る い は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ボ ー ス が ２ ’ － メ ト キ シ エ ト キ シ リ ボ ー ス
で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 等 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ れ を ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） と し て 調 製
す る こ と に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ イ ン タ ー フ ェ ア レ ン ス 法 （ Ｒ Ｎ Ａ ｉ 法 ） に 適 用 す る こ と が で き る
。 こ の う ち 、 鎖 長 が 短 い も の 特 に ２ １ 塩 基 程 度 の も の を 「 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 」 （ small interfer
ing RNAs） と 称 す る こ と が あ る 。 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の 作 製 方 法 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ イ ン タ ー フ ェ ア
レ ン ス 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 Elbashir, S., et al., Nature, 411: 494-498 (2001)に
記 載 の 方 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。 上 記 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ は 、 そ の す べ て が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 必
要 は な い 。 具 体 的 に は 、 そ の 一 部 が Ｄ Ｎ Ａ で あ る も の と し て 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ １ ０ ３ ７ ４ 号 公
報 に 記 載 の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の Ｒ Ｎ Ａ イ ン タ ー フ ェ ア レ ン ス 法 に お い て 標 的 と な る 遺 伝 子 （ 以 下 こ れ を 「 標 的 遺 伝
子 」 と 称 す る こ と が あ る ） は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ で あ れ ば 、 い か な る も の で あ っ て も よ い 。
ま た 、 該 遺 伝 子 Ｄ Ｎ Ａ の オ ル ソ ロ グ と 予 想 さ れ る 遺 伝 子 も 標 的 遺 伝 子 と す る こ と が で き る
。 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ の 少 な く と も 一 部 の 塩 基 配 列 と 実 質 的 に 同 一 な 配 列 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ か ら
な る ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 以 下 、 こ れ を 「 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と 称 す る こ
と が あ る ） と は 、 標 的 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の う ち 、 い ず れ の 部 分 で も よ い １ ５ ｂ ｐ 以 上 の 配
列 と 実 質 的 に 同 一 な 配 列 か ら な る も の で あ る 。 こ こ で 、 実 質 的 に 同 一 と は 、 標 的 遺 伝 子 の
配 列 と ８ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ま た 、 解 析 対 象 蛋 白 質 が 公 知 蛋 白 質 と 比 較 し て 、 挿 入 型 あ る い は 置 換 型 バ リ ア ン ト で あ
る 場 合 は 、 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 挿 入 あ る い は 置 換 部 位 に 設 定 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 解 析 対 象 蛋 白 質 が 公 知 蛋 白 質 の 欠 失 型 バ リ ア ン ト で あ る 場 合 は 、 欠 失 部 を 跨 ぐ
配 列 を ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と す る こ と に よ り 、 該 蛋 白 質 特 異 的 に 効 果 の あ る 配
列 を 選 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 解 析 対 象 蛋 白 質 と 公 知 蛋 白 質 の そ れ ぞ れ を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 と 比 較 し て 、 解 析 対 象 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 な 塩 基 配 列
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を 選 定 す る こ と に よ れ ば 、 解 析 対 象 蛋 白 質 特 異 的 に そ の 発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド の 鎖 長 は １ ５ ｂ ｐ か ら 標 的 遺 伝 子 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ
Ｆ ） の 全 長 ま で の い か な る 長 さ で も よ い が 、 １ ５ ～ ５ ０ ０ ｂ ｐ 程 度 の も の が 好 ま し く 用 い
ら れ る 。 た だ し 、 哺 乳 類 動 物 由 来 の 細 胞 に お い て は 、 ３ ０ ｂ ｐ 以 上 の 長 い ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に
反 応 し て 活 性 化 す る シ グ ナ ル 伝 達 系 の 存 在 が 知 ら れ て い る 。 こ れ は イ ン タ ー フ ェ ロ ン 反 応
と 呼 ば れ て お り （ Mareus, P. I., et al., Interferon, 5: 115-180 (1983)） 、 該 ２ 本 鎖
Ｒ Ｎ Ａ が 細 胞 内 に 侵 入 す る と 、 Ｐ Ｋ Ｒ （ dsRNA-responsive protein kinase: Bass, B. L.
, Nature, 411: 428-429 (2001)） を 介 し て 多 く の 遺 伝 子 の 翻 訳 開 始 が 非 特 異 的 に 阻 害 さ
れ 、 そ れ と 同 時 に 2’ -5’ oligoadenylate synthetase（ Bass, B. L., Nature, 411: 428-
429(2001)） を 介 し て Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ 　 Ｌ の 活 性 化 が 起 こ り 、 細 胞 内 の Ｒ Ｎ Ａ の 非 特 異 的 な 分
解 が 惹 起 さ れ る 。 こ れ ら の 非 特 異 的 な 反 応 の た め に 、 標 的 遺 伝 子 の 特 異 的 反 応 が 隠 蔽 さ れ
て し ま う 。 従 っ て 哺 乳 類 動 物 ま た は 該 動 物 由 来 の 細 胞 あ る い は 組 織 を 被 導 入 体 と し て 用 い
る 場 合 に は １ ５ ～ ３ ０ ｂ ｐ 、 好 ま し く は １ ９ ～ ２ ４ ｂ ｐ 、 さ ら に 好 ま し く は ２ １ ｂ ｐ の ２
本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は そ の 全 体
が ２ 本 鎖 で あ る 必 要 は な く 、 ５ ’ ま た は ３ ’ 末 端 が 一 部 突 出 し た も の も 含 む が 、 ３ ’ 末 端
が ２ 塩 基 突 出 し た も の を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 相 補 性 を 有
す る ２ 本 鎖 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る が 、 自 己 相 補 性 を 有 す る １ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 自 己 ア ニ ー リ ン グ し た も の で も よ い 。 自 己 相 補 性 を 有 す る １ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド と し て は 、 例 え ば 、 逆 方 向 反 復 配 列 を 有 す る も の 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製 方 法 と し て は 特 に 制 限 は な い が 、 そ れ 自 体 既 知 の 化 学
合 成 方 法 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 化 学 合 成 は 相 補 性 を 有 す る １ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 別 個 に 合 成 し 、 こ れ を 適 当 な 方 法 で 会 合 さ せ る こ と に よ り ２ 本 鎖 と す る こ と が で き る 。
会 合 の 方 法 と し て は 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 混 合 し 、 ２ 本 鎖 が 解 離 す る 温 度 に ま で 加 熱
し 、 そ の 後 徐 々 に 冷 却 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 会 合 し た ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
ア ガ ロ ー ス ゲ ル 等 を 用 い て 確 認 し 、 残 存 す る １ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 適 当 な 酵 素 に よ
り 分 解 す る 等 し て 除 去 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ の よ う に し て 調 製 し た ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る 被 導 入 体 と し て は 、 標 的
遺 伝 子 が そ の 細 胞 内 で Ｒ Ｎ Ａ に 転 写 、 ま た は 蛋 白 質 に 翻 訳 を 受 け 得 る も の で あ れ ば い か な
る も の で あ っ て も よ い が 、 具 体 的 に は 、 植 物 、 動 物 に 属 す る も の が 挙 げ ら れ る 。 植 物 は 単
子 葉 植 物 、 双 子 葉 植 物 ま た は 裸 子 植 物 で あ っ て よ く 、 動 物 は 、 脊 椎 動 物 ま た は 無 脊 椎 動 物
で あ っ て よ い 。 脊 椎 動 物 の 例 に は 、 魚 類 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 が 含 ま れ 、 無 脊 椎 動 物 に は 、 線 虫 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ
ョ ウ バ エ （ Drosophila） 、 お よ び 他 の 昆 虫 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 細 胞 は 脊 椎 動 物 細 胞
で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 被 導 入 体 は 、 細 胞 、 組 織 あ る い は 個 体 を 意 味 す る 。 こ こ で 細 胞 と は 、 生 殖 系 列 ま た は 体
性 、 分 化 全 能 、 ま た は 多 分 化 能 、 分 割 ま た は 非 分 割 、 実 質 組 織 ま た は 上 皮 、 不 滅 化 し た も
の ま た は 形 質 転 換 し た も の 等 か ら で あ っ て よ い 。 細 胞 は 、 配 偶 子 ま た は 胚 で あ っ て よ く 、
胚 の 場 合 、 単 一 細 胞 胚 ま た は 構 成 性 細 胞 、 ま た は 多 重 細 胞 胚 か ら の 細 胞 で あ り 、 胎 児 組 織
を 含 む 。 さ ら に は 、 幹 細 胞 の よ う な 未 分 化 細 胞 、 ま た は 胎 児 組 織 を 含 む 器 官 ま た は 組 織 の
細 胞 か ら の よ う な 分 化 細 胞 、 ま た は 生 物 内 に 存 在 す る 任 意 の 他 の 細 胞 で あ っ て よ い 。 分 化
し て い る 細 胞 型 に は 、 脂 肪 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 、 筋 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 神 経 細 胞 、
グ リ ア 細 胞 、 血 液 細 胞 、 巨 核 球 、 リ ン パ 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球
、 マ ス ト 細 胞 、 白 血 球 、 顆 粒 球 、 ケ ラ チ ン 生 成 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 肝
細 胞 お よ び 内 分 泌 腺 ま た は 外 分 泌 腺 の 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 被 導 入 体 へ の ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 導 入 法 と し て は 、 被 導 入 体 が 細 胞 、 あ る い は

10

20

30

40

50

(22) JP 2004-357702 A 2004.12.24



組 織 の 場 合 は 、 カ ル シ ウ ム フ ォ ス フ ェ ー ト 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 リ ポ フ ェ ク シ
ョ ン 法 、 ウ イ ル ス 感 染 、 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 溶 液 へ の 浸 漬 、 あ る い は 形 質 転 換 法 等
が 用 い ら れ る 。 ま た 、 胚 に 導 入 す る 方 法 と し て は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 あ る い は ウ イ ル ス 感 染 等 が 挙 げ ら れ る 。 被 導 入 体 が 植 物 の 場 合 に は 、
植 物 体 の 体 腔 ま た は 間 質 細 胞 等 へ の 注 入 ま た は 灌 流 、 あ る い は 噴 霧 に よ る 方 法 が 用 い ら れ
る 。 ま た 、 動 物 個 体 の 場 合 に は 、 経 口 、 局 所 、 非 経 口 （ 皮 下 、 筋 肉 内 お よ び 静 脈 内 投 与 を
含 む ） 、 経 膣 、 経 直 腸 、 経 鼻 、 経 眼 、 腹 膜 内 投 与 等 に よ っ て 全 身 的 に 導 入 す る 方 法 、 あ る
い は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 や ウ イ ル ス 感 染 等 が 用 い ら れ る 。 経 口 導 入 の た め の 方 法 に
は 、 ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 生 物 の 食 物 と 直 接 混 合 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 個 体
に 導 入 す る 場 合 に は 、 例 え ば 埋 め 込 み 長 期 放 出 製 剤 等 と し て 投 与 す る こ と や 、 ２ 本 鎖 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 し た 導 入 体 を 摂 取 さ せ る こ と に よ り 行 う こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 導 入 す る ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 量 は 、 導 入 体 や 、 標 的 遺 伝 子 に よ っ て 適 宜 選 択 す
る こ と が で き る が 、 細 胞 あ た り 少 な く と も １ コ ピ ー 導 入 さ れ る に 充 分 量 を 導 入 す る こ と が
好 ま し い 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 被 導 入 体 が ヒ ト 培 養 細 胞 で 、 カ ル シ ウ ム フ ォ ス フ ェ ー ト
法 に よ り ２ 本 鎖 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る 場 合 、 ０ ． １ ～ １ ０ ０ ０ ｎ Ｍ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ イ ン タ ー フ ェ ア レ ン ス に よ る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 導 入 体 内 で の 発 現 抑 制 に よ り 、 本
発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド す る 蛋 白 質 の 機 能 の 確 認 、 あ る い は 新 た な 機 能 の 解 析 等 を 行 う こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 臨 床 へ 応 用 す る に 際 し 、 例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 へ の 応 用
が 考 え ら れ る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 が 癌 細 胞 ま た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る お よ び ／ ま
た は Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 を 有 す る も の で あ る の で 、 遺 伝 子 治 療 の 標 的 と な る 疾 患 と し て は 、
例 え ば 癌 が 好 適 で あ る と 考 え ら れ る 。 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 遺 伝 子 治 療 に 用 い る 場 合 に
は 、 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー な ど の ウ イ ル ス ベ ク タ ー や リ ポ ソ ー ム な ど の 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど を 利 用 し て 、
ex vivo法 や in vivo法 な ど に よ り 患 者 へ 投 与 す れ ば よ く 、 抗 癌 剤 と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
（ ９ ） 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
　 本 発 明 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 調 製 方 法 と し て は 、 通 常 用 い ら れ る 公 知 の 方
法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 場 合 に は 、 Ｂ Ｓ Ａ （ 牛
血 清 ア ル ブ ミ ン ） 、 豚 甲 状 腺 グ ロ ブ リ ン 、 Ｋ Ｌ Ｈ （ キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ
ン ） 等 の 担 体 蛋 白 に 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 マ レ イ ミ ド 等 の 適 当 な 縮 合 剤 を 用 い て 前 記 抗 原 ポ
リ ペ プ チ ド を 結 合 さ せ 、 免 疫 用 の 抗 原 （ 免 疫 原 ） を 作 製 す る 。 こ こ で 、 担 体 蛋 白 へ の 抗 原
ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 は 、 そ れ 自 体 公 知 の 通 常 用 い ら れ る 方 法 に よ り 行 え ば よ い が 、 例 え ば
Ｋ Ｌ Ｈ を 担 体 蛋 白 と し て 用 い て 、 マ レ イ ミ ド 化 し て 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 さ せ る 。 こ の
方 法 の 場 合 に は 、 Ｋ Ｌ Ｈ に 、 好 ま し く は Sulfo-SMCC（ Sulfosuccimidyl 4-(N-maleimidome
thyl)cyclohexane-1-carboxylate） 等 の 二 官 能 性 の 縮 合 剤 を 反 応 さ せ て マ レ イ ミ ド 化 し 、
こ れ に ア ミ ノ 末 端 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 の う ち 結 合 を 生 じ さ せ た い 方 の 末 端 に シ ス テ イ ン
を 付 加 し た 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 反 応 さ せ れ ば 、 チ オ ー ル を 介 し て 容 易 に 結 合 し て 免 疫 用 の
抗 原 を 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド を 用 い た 場 合 に は 、 Ｋ Ｌ Ｈ と 抗 原 ポ
リ ペ プ チ ド と の 脱 水 縮 合 に よ り ペ プ チ ド 結 合 を 形 成 さ せ て 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 抗 原 と し て 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド に つ い て も 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 抗 原 性 が 高 く エ ピ
ト ー プ （ 抗 原 決 定 基 ） と し て 適 し た 配 列 を 選 択 し て 用 い る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ の 選
択 方 法 と し て は 、 例 え ば Epitope Adviser（ 富 士 通 九 州 シ ス テ ム エ ン ジ ニ ア リ ン グ 社 製 ）
等 の 市 販 の ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 対 象 蛋 白 質 が 、 公 知 の バ リ ア ン ト
が 存 在 す る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る 場 合 に は 、 対 象 蛋 白 質 に の み 反 応 し 、 公 知 の
、 ま た は そ れ 以 外 の バ リ ア ン ト に は 反 応 し な い 抗 体 を 用 い る こ と に よ り 、 対 象 蛋 白 質 に 特
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異 的 な 機 能 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 の エ ピ ト ー プ と し て は 、 例 え ば 、 対
象 蛋 白 質 が 公 知 の バ リ ア ン ト と 比 較 し て 欠 失 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 が あ る 場 合 、 欠 失 部 分
の 前 後 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ジ ャ ン ク シ ョ ン 部 分 ） 等 が 好 ま し い 。 ま た 、 対 象 蛋 白 質 が 公 知 の
バ リ ア ン ト の Ｎ 末 ま た は Ｃ 末 が 添 加 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 場 合 、 添 加 さ れ て い
る ア ミ ノ 酸 配 列 を エ ピ ト ー プ と す る こ と も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ で あ る Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 配 列
と し て 、 例 え ば 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の １ １ 番 目 の エ ク ソ ン に よ り コ ー ド さ れ る ア
ミ ノ 酸 配 列 と １ ２ 番 目 の エ ク ソ ン に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 連 結 部 分 の ア ミ ノ 酸
配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ４ ４ 番 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 抗 原 ポ リ
ペ プ チ ド と し て 、 例 え ば 、 こ の 連 結 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ４ ３ （ Val） と
４ ４ ４ (Ala)の ア ミ ノ 酸 ） を 含 む ５ ア ミ ノ 酸 残 基 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る こ と が 好 ま
し く 、 よ り 好 ま し く は ８ 残 基 以 上 、 最 も 好 ま し く は １ ０ 残 基 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド が 用 い ら
れ る 。 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の 長 さ の 上 限 は 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 特 異 的 抗 体 が 得 ら
れ る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 通 常 ２ ０ 残 基 以 下 、 好 ま し く は １ ５ 残 基 以 下 で あ
る 。 本 発 明 で 用 い る 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 配 列 と し て は 、 少 な く と も エ ク ソ ン 連 結
部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ Val Ala） を 含 み 、 そ の 両 端 に 付 加 さ れ る 配 列 は 特 に 限 定 さ れ な い
が 、 配 列 番 号 ２ に 示 す Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 配 列 そ の も の を 用 い る の が 好 ま し い 。
エ ク ソ ン 連 結 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 位 置 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 該 配 列 が 中 央 部 に 位 置 す
る こ と が 好 ま し い 。 す な わ ち 、 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 エ ク ソ ン 連 結 部 分 の ア ミ ノ 酸
配 列 （ Val Ala） の 両 末 端 に １ ～ ８ 残 基 、 好 ま し く は ３ ～ ６ 残 基 程 度 の Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０
７ ３ ７ ９ の 配 列 そ の も の を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の が 好 ま し い 。 そ の 好 ま し い 配 列
と し て は 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ４ ４ 番 を 含 む 抗 原 ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 配 列 番 号 １ ０ 、 １ ３ 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ま た 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ は 、 エ ク ソ ン の 欠 失 に よ り 、 そ れ に 続 く １ ６ 番 目 の エ
ク ソ ン 内 で フ レ ー ム シ フ ト を 生 じ て 終 止 コ ド ン が 生 じ て い る 。 こ の 結 果 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０
０ ７ ３ ７ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 に は 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 特 異 的 な Ｃ 末 端 配 列 （ 配 列
番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 ６ ７ ８ ～ ６ ８ ２ 番 ） が 存 在 す る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ
酸 番 号 ６ ７ ８ ～ ６ ８ ２ 番 を 含 む 抗 原 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 配 列 番 号 １ １ 、 １ ２ 等
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 上 記 以 外 の 方 法 と し て 、 対 象 蛋 白 質 に 対 し て 取 得 し た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 、 公 知 の
、 ま た は そ れ 以 外 の バ リ ア ン ト に 反 応 す る 抗 体 を 除 去 す る こ と に よ り 、 対 象 蛋 白 質 に の み
反 応 す る 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。 除 去 す る 方 法 と し て は 、 公 知 の 、 ま た は そ れ 以 外
の バ リ ア ン ト を リ ガ ン ド と し て 固 定 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 あ る い は 、
公 知 の 、 ま た は そ れ 以 外 の バ リ ア ン ト に よ る 免 疫 沈 降 法 等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 上 記 の 抗 原 と し て 用 い る ポ リ ペ プ チ ド は 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 合 成 し た 合 成 ペ プ チ ド で
も 、 ま た 本 発 明 の 蛋 白 質 そ の も の を 用 い る こ と も で き る 。 抗 原 と な る ポ リ ペ プ チ ド は 、 公
知 の 方 法 に 従 っ て 適 当 な 溶 液 等 に 調 製 し て 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等
や 鳥 類 、 例 え ば ニ ワ ト リ 等 に 免 疫 を 行 え ば よ い が 、 安 定 的 な 免 疫 を 行 っ た り 抗 体 価 を 高 め
る た め に 抗 原 ペ プ チ ド を 適 当 な キ ャ リ ア 蛋 白 質 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に し て 用 い た り 、 ア ジ
ュ バ ン ト 等 を 加 え て 免 疫 を 行 う の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 免 疫 に 際 し て の 抗 原 の 投 与 経 路 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 皮 下 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 あ る
い は 筋 肉 内 等 の い ず れ の 経 路 を 用 い て も よ い 。 具 体 的 に は 、 例 え ば Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス に
抗 原 ポ リ ペ プ チ ド を 数 日 ～ 数 週 間 お き に 数 回 接 種 す る 方 法 等 が 用 い ら れ る 。 ま た 、 抗 原 の
摂 取 量 と し て は 、 抗 原 が ポ リ ペ プ チ ド の 場 合 ０ ． ３ ～ ０ ． ５ ｍ ｇ ／ １ 回 程 度 が 好 ま し い が
、 ポ リ ペ プ チ ド の 種 類 、 ま た 免 疫 す る 動 物 種 に よ っ て は 適 宜 調 節 さ れ る 。
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【 ０ １ ０ ３ 】
　 ま た 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７
３ ７ ９ 遺 伝 子 を 導 入 し た 細 胞 を 直 接 免 疫 用 動 物 に 投 与 し 、 抗 体 を 作 製 し て も よ い （ Kather
in E. et al., HYBRIDOMA, 19: 297-302 (2000)； 円 城 寺 　 慶 一 , 日 本 血 栓 止 血 学 会 誌 ., 
11, 265-267(2000)） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 免 疫 後 、 適 宜 試 験 的 に 採 血 を 行 っ て オ ク タ ロ ニ ー 法 、 固 相 酵 素 免 疫 検 定 法 （ 以 下 、 こ れ
を 「 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 」 と 称 す る こ と が あ る ） や ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 等 の 方 法 で 抗 体 価
の 上 昇 を 確 認 し 、 十 分 に 抗 体 価 の 上 昇 し た 動 物 か ら 採 血 を 行 う 。 こ れ に 抗 体 の 調 製 に 用 い
ら れ る 適 当 な 処 理 を 行 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば
、 公 知 の 方 法 に 従 い 血 清 か ら 抗 体 成 分 を 精 製 し た 精 製 抗 体 を 取 得 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る
。 抗 体 成 分 の 精 製 は 、 塩 析 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 等 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ま た 、 該 動 物 の 脾 臓 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 用 い て 公 知 の 方 法 に 従 っ て 融 合 さ せ た ハ
イ ブ リ ド ー マ を 用 い る （ Milstein, et al., Nature, 256: 495 (1975)） こ と に よ り モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 以 下 の 方 法 に よ
り 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ま ず 、 上 記 し た 抗 原 の 免 疫 に よ り 抗 体 価 の 高 ま っ た 動 物 か ら 抗 体 産 生 細 胞 を 取 得 す る 。
抗 体 産 生 細 胞 は 、 形 質 細 胞 、 お よ び そ の 前 駆 細 胞 で あ る リ ン パ 球 で あ り 、 こ れ は 個 体 の い
ず れ か ら 取 得 し て も よ い が 、 好 ま し く は 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 末 梢 血 等 か ら 取 得 す る 。 こ れ ら
の 細 胞 と 融 合 さ せ る ミ エ ロ ー マ と し て は 、 一 般 的 に は マ ウ ス か ら 得 ら れ た 株 化 細 胞 、 例 え
ば ８ － ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス （ Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 由 来 等 ） ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 で あ る Ｐ ３ Ｘ ６
３ － Ａ ｇ ８ ． ６ ５ ３ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ： Ｃ Ｒ Ｌ － １ ５ ８ ０ ） 、 Ｐ ３ － Ｎ Ｓ １ ／ １ Ａ ｇ ４ ． １ （ 理
研 セ ル バ ン ク ： Ｒ Ｃ Ｂ ０ ０ ９ ５ ） 等 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 細 胞 の 融 合 は 、 抗 体 産 生 細 胞
と ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 適 当 な 割 合 で 混 合 し 、 適 当 な 細 胞 融 合 培 地 、 例 え ば Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０
や イ ス コ フ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ ） 、 あ る い は ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ
Ｍ Ｅ Ｍ ） 等 に 、 ５ ０ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） を 溶 解 し た も の 等 を 用 い る こ と
に よ り 行 う こ と が で き る 。 ま た 電 気 融 合 法 （ Zimmermann, U. et al., Naturwissenschaft
en, 68: 577 (1981)） に よ っ て も 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 用 い た ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 が ８ － ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 株 で あ る こ と を 利
用 し て 適 量 の ヒ ポ キ サ ン チ ン ・ ア ミ ノ プ テ リ ン ・ チ ミ ジ ン （ Ｈ Ａ Ｔ ） 液 を 含 む 正 常 培 地 （
Ｈ Ａ Ｔ 培 地 ） 中 で ５ ％ Ｃ Ｏ 2 、 ３ ７ ℃ で 適 当 時 間 培 養 す る こ と に よ り 選 択 す る こ と が で き
る 。 こ の 選 択 方 法 は 用 い る ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 に よ っ て 適 宜 選 択 し て 用 い る こ と が で き る 。
選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ が 産 生 す る 抗 体 の 抗 体 価 を 上 記 し た 方 法 に よ り 解 析 し 、 抗 体 価
の 高 い 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 限 界 希 釈 法 等 に よ り 分 離 し 、 分 離 し た 融 合 細 胞 を
適 当 な 培 地 で 培 養 し て 得 ら れ る 培 養 上 清 か ら 硫 安 分 画 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ グ ラ フ ィ
ー 等 の 適 当 な 方 法 に よ り 精 製 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 精 製 に は
市 販 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 精 製 キ ッ ト を 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に は 、 免 疫 し た 動 物 と
同 系 統 の 動 物 、 ま た は ヌ ー ド マ ウ ス 等 の 腹 腔 内 で 上 記 で 得 ら れ た 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ
を 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 大 量 に 含 む 腹 水 を 得 る こ と も で
き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 と し て ヒ ト 由 来 の も の を 取 得 し た 場 合 に は 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド
、 あ る い は そ の 部 分 ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 を 移 植 し た Severe combi
ned immune deficiency（ Ｓ Ｃ Ｉ Ｄ ） マ ウ ス に 上 記 し た 方 法 と 同 様 に し て 免 疫 し 、 該 免 疫
動 物 の 抗 体 産 生 細 胞 と ヒ ト の ミ エ ロ ー マ 細 胞 と の ハ イ ブ リ ド ー マ を 作 製 す る こ と に よ っ て
も ヒ ト 型 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る （ Mosier, D. E., et al., Nature, 335: 256-259 
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(1988); Duchosal, M. A., et al., Nature, 355: 258-262 (1992)） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ま た 、 取 得 し た ヒ ト 型 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ か ら Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 目 的 の ヒ ト
型 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し て 、 こ の 遺 伝 子 を 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 し 、
こ れ を 適 当 な 宿 主 に 導 入 し て 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 さ ら に 大 量 に ヒ ト 型 抗 体 を 作 製 す る
こ と が で き る 。 こ こ で 、 抗 原 と の 結 合 性 の 低 い 抗 体 は 、 そ れ 自 体 既 知 の 進 化 工 学 的 手 法 を
用 い る こ と に よ り さ ら に 結 合 性 の 高 い 抗 体 と し て 取 得 す る こ と も で き る 。 一 価 性 抗 体 等 の
部 分 フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば パ パ イ ン 等 を 用 い て Ｆ ａ ｂ 部 分 と Ｆ ｃ 部 分 を 切 断 し 、 ア フ ィ
ニ テ ィ カ ラ ム 等 を 用 い て Ｆ ａ ｂ 部 分 を 回 収 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 か く し て 得 ら れ る 本 発 明 の 蛋 白 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的
に 結 合 す る こ と に よ っ て 該 蛋 白 質 が 有 す る Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 等 を 阻 害 す る 中 和 抗 体 と し て
用 い る こ と も で き る 。 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 を 阻 害 す る も の の 選 択 方 法 と し て は 特 に 制 限 は
な い が 、 例 え ば 、 上 記 （ ４ ） で 作 製 し た Ｄ Ｎ Ａ 導 入 体 に 抗 体 を 接 触 さ せ 、 導 入 体 中 の 目 的
蛋 白 質 の 機 能 が 阻 害 さ れ る か 否 か を 解 析 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 か か る 中 和 抗 体 は 、 臨 床 へ 応 用 す る に 際 し 、 上 記 有 効 成 分 を 単 独 で 用 い る こ と も 可 能 で
あ る が 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 と 配 合 し て 医 薬 品 組 成 物 と し て 用 い る こ と も で き る 。
こ の 時 の 有 効 成 分 の 担 体 に 対 す る 割 合 は 、 １ ～ ９ ０ 重 量 ％ の 間 で 変 動 さ れ 得 る 。 ま た 、 か
か る 薬 剤 は 種 々 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き 、 そ れ ら の 投 与 形 態 と し て は 、 錠 剤 、 カ プ セ
ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 あ る い は シ ロ ッ プ 剤 等 に よ る 経 口 投 与 、 ま た は 注 射 剤 、 点 滴 剤 、 リ
ポ ソ ー ム 剤 、 坐 薬 剤 等 に よ る 非 経 口 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 投 与 量 は 、 症
状 、 年 齢 、 体 重 等 に よ っ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
（ １ ０ ） 本 発 明 の 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 を 調 節 す る 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ス ク リ ー ニ
ン グ 用 キ ッ ト
　 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 本 発 明 の 蛋 白 質 の 機 能 （ 活 性 ） を 阻 害 、 拮 抗 ま
た は 増 強 す る 作 用 を 有 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 本 発 明 の 蛋 白 質 の 機 能 調
節 物 質 （ 以 下 、 こ れ を 「 調 節 物 質 」 と 称 す る こ と が あ る ） を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の 調 節 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ 該 蛋 白
質 の 活 性 を 阻 害 、 拮 抗 ま た は 増 強 す る 作 用 を 有 す る 物 質 が 得 ら れ る 方 法 で あ れ ば い か な る
も の で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 ま ず は じ め に 本 発 明 の 蛋 白 質 と ス ク リ ー ニ ン グ に 供 す る 物
質 （ 以 下 、 こ れ を 「 被 検 物 質 」 と 称 す る こ と が あ る ） と を 接 触 さ せ 、 該 蛋 白 質 と の 結 合 性
を 指 標 と し て 選 抜 し た 後 に 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 の 変 化 を 指 標 と し て 被 検 物 質 を
選 抜 す る 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 被 検 物 質 と し て は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 と 相 互 作 用 し て 、 該 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 に 影 響 を 及
ぼ す 可 能 性 の あ る 物 質 で あ れ ば い か な る も の で あ っ て も よ い が 、 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 ペ
プ チ ド 、 蛋 白 質 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 低 分 子 化 合 物 、 合 成 化 合 物 、 発 酵 生 産 物 、 細 胞 抽
出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 物 質 は 新 規 な 物 質 で あ っ て も よ い し 、 公
知 の 物 質 で あ っ て も よ い 。 被 検 物 質 と 本 発 明 の 蛋 白 質 の 相 互 作 用 の 解 析 法 と し て は 、 そ れ
自 体 既 知 の 常 法 を 用 い る こ と が で き る が 、 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 法
、 蛍 光 偏 光 解 消 法 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 法 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 、 リ ボ ソ ー マ ル デ ィ ス プ
レ イ 法 、 あ る い は 上 記 （ ９ ） に 記 載 し た 抗 体 と の 競 合 解 析 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な
方 法 に よ り 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 結 合 す る 活 性 を 見 い だ さ れ た 物 質 は 、 次 に 該 物 質 の 存 在 下
で 本 発 明 の 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 が ど の よ う な 影 響 を 受 け る か を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 調
節 物 質 と し て 用 い ら れ る か 否 か が 同 定 さ れ る 。 こ こ で 、 対 象 蛋 白 質 が 、 公 知 の バ リ ア ン ト
が 存 在 す る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る 場 合 に は 、 対 象 蛋 白 質 に の み 結 合 し 、 公 知 の
ま た は 他 の バ リ ア ン ト に は 結 合 し な い 物 質 に つ い て そ の 影 響 を 解 析 す る か 、 ま た は 公 知 の
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あ る い は 他 の バ リ ア ン ト に お い て も 同 様 に 結 合 す る か 否 か を 同 定 し 、 結 合 し た 場 合 に は そ
の 影 響 の 相 違 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 対 象 蛋 白 質 に 対 す る 該 物 質 の 影 響 を 解 析 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 該 物 質 の 個 体 内 で の 分 布 を 検 討 す る こ と に よ り 、 対 象 蛋 白 質 や 公 知 の ま
た は 他 の バ リ ア ン ト に 対 す る 影 響 を 解 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 具 体 的 な 解 析 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 を 調 節 す る 物 質 を 解 析 す る 場 合
に は 、 （ ４ ） に 記 載 し た Ｄ Ｎ Ａ 導 入 体 に 標 的 と な る 蛋 白 質 （ 例 え ば 受 容 体 蛋 白 質 ） も 同 様
の 方 法 で 導 入 す る 。 こ の 導 入 体 に つ い て 選 択 さ れ た 物 質 の 存 在 下 ／ ま た は 非 存 在 下 で 標 的
と な る 蛋 白 質 の 活 性 等 を そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用 い ら れ る 方 法 に よ り 解 析 す る 。 具 体 的 に は
、 上 記 （ ５ ） に 記 載 の 方 法 等 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 標 的 と な る 蛋 白 質 の 活 性 等 が 、
物 質 の 非 存 在 下 の 場 合 と 比 べ て 増 加 し た 場 合 に は 、 該 物 質 は Ｅ Ｇ Ｆ 様 蛋 白 質 の 活 性 化 物 質
と し て 機 能 す る 可 能 性 が あ り 、 ま た 低 下 、 ま た は 阻 害 さ れ た 場 合 に は 物 質 は Ｅ Ｇ Ｆ 様 蛋 白
質 の 阻 害 物 質 と し て 機 能 す る 可 能 性 が あ る と 同 定 で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 こ こ で 、 医 薬 活 性 成 分 の 取 得 を 目 的 と し て 調 節 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は 組 み 換 え 蛋 白 質 を 用 い る 場 合 は 、 ヒ ト の Ｄ Ｎ Ａ あ る い は 蛋 白 質
を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 上 記 方 法 に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 物 質 は 、 さ ら に
生 体 内 で の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 医 薬 候 補 と し て の 選 択 を 行 っ て も よ い 。 な お 、 本 発 明
の 蛋 白 質 の 機 能 調 節 物 質 の 評 価 は 、 上 記 し た 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の 蛋 白 質 が 有 す る 活 性 の １ つ で あ る Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 と し て は 、 例 え ば 、 細 胞 増
殖 作 用 、 胃 酸 分 泌 抑 制 作 用 、 抗 潰 瘍 作 用 、 消 化 管 粘 膜 保 護 作 用 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 促 進 作 用 、 角
膜 修 復 作 用 、 カ ル シ ウ ム 遊 離 促 進 作 用 、 創 傷 治 癒 促 進 作 用 、 抗 炎 症 作 用 、 鎮 痛 作 用 、 肝 細
胞 障 害 抑 制 作 用 及 び 毛 胞 退 縮 作 用 な ど の 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン ま た は Ｅ Ｇ Ｆ 様 リ ピ ー ト を 有
す る 蛋 白 質 と 同 様 の 生 理 活 性 で あ る 。 そ こ で 、 本 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 同 定 で き る 調
節 物 質 は 、 制 癌 剤 、 消 化 器 系 疾 患 治 療 剤 、 再 生 組 織 誘 導 剤 、 免 疫 ・ 炎 症 性 疾 患 治 療 剤 等 と
し て 用 い ら れ 得 る も の で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 乳 癌 等 の 組 織 、 器 官 ま た は 細 胞 由 来 の Ｒ
Ｎ Ａ か ら 構 築 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー よ り ク ロ ー ニ ン グ さ れ て お り 、 取 得 さ れ た 本 発
明 の 蛋 白 質 は 、 上 記 組 織 ま た は 器 官 等 に お い て 特 有 の 機 能 を 有 し て い る 可 能 性 が あ る の で
、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 機 能 調 節 物 質 は 該 組 織 ま た は 器 官 に 特 有 の 疾 患 の 治 療 剤 と し て 用 い ら
れ 得 る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 か か る 調 節 物 質 は 、 臨 床 へ 応 用 す る に 際 し 、 上 記 有 効 成 分 を 単 独 で 用 い る こ と も 可 能 で
あ る が 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 と 配 合 し て 医 薬 品 組 成 物 と し て 用 い る こ と も で き る 。
こ の 時 の 有 効 成 分 の 担 体 に 対 す る 割 合 は 、 １ ～ ９ ０ 重 量 ％ の 間 で 変 動 さ れ 得 る 。 ま た 、 か
か る 薬 剤 は 種 々 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き 、 そ れ ら の 投 与 形 態 と し て は 、 錠 剤 、 カ プ セ
ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 あ る い は シ ロ ッ プ 剤 等 に よ る 経 口 投 与 、 ま た は 注 射 剤 、 点 滴 剤 、 リ
ポ ソ ー ム 剤 、 坐 薬 剤 等 に よ る 非 経 口 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 投 与 量 は 、 症
状 、 年 齢 、 体 重 等 に よ っ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た 、 か か る 調 節 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 等 を 含 有 す る も の
で あ れ ば よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
（ １ １ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 調 節 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト
　 ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 と し て は 、 被 検 物 質 の 存 在 下 で 本 発 明 の 蛋 白 質 、 あ る い は そ れ を
コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量 を 解 析 す る 方 法 等 が 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 （ ４
） に 記 載 し た 本 発 明 の 蛋 白 質 を 発 現 す る 細 胞 を 被 検 物 質 を 含 む 適 当 な 培 地 で 培 養 し 、 該 細
胞 内 に 発 現 し て い る 本 発 明 の 蛋 白 質 の 量 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 等 の 常 法 を 用 い て 解 析 す る か 、 あ る
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い は 該 細 胞 内 の 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 、 定 量 的 逆 転 写 Ｐ Ｃ Ｒ 法 や 、 ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 等 に よ り 解 析 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 被 検 物 質 と し て は 、 （ １ ０ ） に 記 載 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 こ の 解 析 に よ り 、 被
検 物 質 の 非 存 在 下 で 培 養 さ れ た 当 該 細 胞 内 で 発 現 さ れ た 蛋 白 質 、 あ る い は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 と 比
べ て そ の 量 が 増 加 す れ ば 、 こ の 被 検 物 質 は 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 促 進 物 質 と し て 機 能 す る
可 能 性 が あ り 、 逆 に 減 少 し た 場 合 に は 、 こ の 被 検 物 質 は 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 阻 害 物 質 と
し て 用 い ら れ 得 る と 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 か か る 発 現 調 節 物 質 は 、 臨 床 へ 応 用 す る に 際 し 、 上 記 有 効 成 分 を 単 独 で 用 い る こ と も 可
能 で あ る が 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 と 配 合 し て 医 薬 品 組 成 物 と し て 用 い る こ と も で き
る 。 こ の 時 の 有 効 成 分 の 担 体 に 対 す る 割 合 は 、 １ ～ ９ ０ 重 量 ％ の 間 で 変 動 さ れ 得 る 。 ま た
、 か か る 薬 剤 は 種 々 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き 、 そ れ ら の 投 与 形 態 と し て は 、 錠 剤 、 カ
プ セ ル 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 あ る い は シ ロ ッ プ 剤 等 に よ る 経 口 投 与 、 ま た は 注 射 剤 、 点 滴 剤
、 リ ポ ソ ー ム 剤 、 坐 薬 剤 等 に よ る 非 経 口 投 与 を 挙 げ る こ と が で き る 。 ま た 、 そ の 投 与 量 は
、 症 状 、 年 齢 、 体 重 等 に よ っ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ま た 、 か か る 発 現 調 節 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を
含 む 組 換 え ベ ク タ ー ま た は 該 組 換 え ベ ク タ ー を 導 入 し た 遺 伝 子 導 入 細 胞 等 を 含 有 す る も の
で あ れ ば よ い 。
【 ０ １ ２ ５ 】
（ １ ２ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 導 入 動 物
　 上 記 （ １ ） に 記 載 の 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 導 入 Ｄ Ｎ Ａ を 構 築 し 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物
の 受 精 卵 に 導 入 し て 、 こ れ を 雌 個 体 卵 管 に 移 植 し て 発 生 さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ
Ａ が 導 入 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 作 製 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 雌 個
体 を ホ ル モ ン 投 与 に よ り 過 剰 排 卵 さ せ た 後 、 雄 と 交 配 し 、 交 配 後 １ 日 目 の 卵 管 か ら 受 精 卵
を 摘 出 し 、 該 受 精 卵 に 導 入 Ｄ Ｎ Ａ を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 等 の 方 法 に よ り 導 入 す る 。
こ の 後 、 適 当 な 方 法 で 培 養 し た 後 、 生 存 し て い る 受 精 卵 を 、 偽 妊 娠 さ せ た 雌 個 体 （ 仮 親 ）
の 卵 管 に 移 植 し て 出 産 さ せ る 。 新 生 仔 に 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ が 導 入 さ れ て い る か 否 か は 、 該 個 体
の 細 胞 か ら 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を 行 う こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る
。 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 と し て は 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ
ギ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 か く し て 得 ら れ た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 導 入 動 物 は 、 こ の 個 体 を 交 配 し 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が
安 定 的 に 保 持 さ れ て い る こ と を 確 認 し な が ら 通 常 の 飼 育 環 境 で 継 代 飼 育 す る こ と に よ り そ
の 子 孫 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 体 外 受 精 を 繰 り 返 す こ と に よ り そ の 子 孫 を 得 て 、 系 統
を 維 持 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 導 入 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 生 体 内 に お け る 機 能
の 解 析 や 、 ま た こ れ を 調 節 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 系 等 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
（ １ ３ ） 本 発 明 の 蛋 白 質 、 そ れ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 、 お よ び 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド
す る 塩 基 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ の 他 の 利 用
　 本 発 明 の 蛋 白 質 お よ び ／ ま た は そ れ を 特 異 的 に 認 識 す る 抗 体 は 、 そ れ を 基 盤 上 に 結 合 さ
せ た 担 体 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 、 例
え ば 、 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 部 分 断 片 は 、 そ れ ら を 基 盤
上 に 結 合 さ せ た 担 体 と し て 用 い ら れ 得 る 。 こ れ ら を 、 以 下 、 「 プ ロ テ イ ン チ ッ プ 」 、 「 抗
体 チ ッ プ 」 、 「 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 」 ま た は 「 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ 」 （ Ｄ Ｎ Ａ マ イ ク ロ ア レ イ お よ び Ｄ
Ｎ Ａ マ ク ロ ア レ イ ） と 称 す る こ と が あ る 。 こ れ ら の プ ロ テ イ ン チ ッ プ 、 抗 体 チ ッ プ 、 ま た
は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ も し く は ア レ イ に は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 や 抗 体 や Ｄ Ｎ Ａ 以 外 に 、 他 の 蛋 白 質
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や 抗 体 や Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ て い て も よ い 。 こ こ で 、 対 象 蛋 白 質 が 公 知 の バ リ ア ン ト が 存 在 す
る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト で あ る 場 合 、 上 記 プ ロ テ イ ン チ ッ プ に は 対 象 蛋 白 質 特 異 的 な
ア ミ ノ 酸 配 列 部 分 断 片 を 用 い る こ と も で き る が 、 他 の バ リ ア ン ト と 異 な る 立 体 構 造 を 有 し
て い る 可 能 性 も あ る た め そ の 全 長 を 用 い る こ と も で き る 。 ま た 、 抗 体 チ ッ プ に は 、 対 象 蛋
白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 、 他 の バ リ ア ン ト と 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 立 体 構 造 を 認 識
す る 抗 体 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 同 様 に 、 Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ に は 、 対 象 蛋 白 質 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の う ち 、 他 の バ リ ア ン ト Ｄ Ｎ Ａ と 異 な る 配 列 を 選 択 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ま た 、 蛋 白 質 や 抗 体 や Ｄ Ｎ Ａ を 結 合 さ せ る 基 盤 と し て は 、 ナ イ ロ ン 膜 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
膜 等 の 樹 脂 基 盤 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 、 ガ ラ ス プ レ ー ト 、 シ リ コ ン プ レ ー ト 、 金 属 薄 膜 特
に 金 薄 膜 を コ ー ト し た 樹 脂 基 盤 等 が 用 い ら れ る が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 を 非 Ｒ
Ｉ 的 に 、 例 え ば 、 蛍 光 物 質 等 を 用 い て 行 う 場 合 に は 、 蛍 光 物 質 を 含 ま な い ガ ラ ス プ レ ー ト
、 シ リ コ ン プ レ ー ト 等 が 好 適 に 用 い ら れ る 。 ま た 該 基 盤 へ の 蛋 白 質 、 抗 体 あ る い は Ｄ Ｎ Ａ
の 結 合 は 、 そ れ 自 体 公 知 の 通 常 用 い ら れ る 方 法 に よ り 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の
プ ロ テ イ ン チ ッ プ 、 抗 体 チ ッ プ 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 、 あ る い は Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ も 、 本 発 明 の 範 囲
に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 は 、 配 列 情 報 と し て も 用
い る こ と が で き る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 に は 、 対 応 す る Ｒ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 も 含 ま れ る 。
す な わ ち 、 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 や 塩 基 配 列 を コ ン ピ ュ ー タ が 読 み と り 可 能 な 所 定 の 形 式
で 適 当 な 記 録 媒 体 に 格 納 す る こ と に よ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 や 塩 基 配 列 の デ ー タ ベ ー ス が 構 築
で き る 。 こ の デ ー タ ベ ー ス に は 、 他 の 種 類 の 蛋 白 質 や そ れ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列
が 含 ま れ て い て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 に お い て デ ー タ ベ ー ス と は 、 上 記 配 列 を 適 当 な 記 録
媒 体 に 書 き 込 み 、 所 定 の プ ロ グ ラ ム に 従 っ て 検 索 を 行 う コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム を も 意 味 す
る 。 こ こ で 適 当 な 記 録 媒 体 と し て は 、 例 え ば 、 フ レ キ シ ブ ル デ ィ ス ク 、 ハ ー ド デ ィ ス ク 、
磁 気 テ ー プ 等 の 磁 気 媒 体 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ 、 Ｍ Ｏ 、 Ｃ Ｄ － Ｒ 、 Ｃ Ｄ － Ｒ Ｗ 、 Ｄ Ｖ Ｄ ― Ｒ 、 Ｄ
Ｖ Ｄ － Ｒ Ａ Ｍ 等 の 光 デ ィ ス ク 、 半 導 体 メ モ リ 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
（ １ ４ ） 解 析 対 象 と な る 生 体 試 料 の 調 製
　 本 発 明 に お い て 解 析 対 象 と な る 生 体 試 料 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 含 む 可 能 性 の あ る も の で
あ れ ば よ い 。 例 え ば 、 癌 の 疑 い の あ る 個 体 か ら 得 ら れ る 血 液 、 髄 液 、 腹 水 、 尿 、 乳 汁 、 汗
、 唾 液 等 の 体 液 等 が 挙 げ ら れ る が 、 中 で も 特 に 血 液 が 好 ま し い 。 例 え ば 血 液 の 場 合 に は 、
癌 の 疑 い の あ る 個 体 か ら 採 血 さ れ た 試 料 は 、 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 変 化 （ 分 解 等 ） や
、 血 液 の 凝 固 等 を 防 止 す る た め に 、 酵 素 阻 害 剤 を 試 料 採 取 時 又 は 試 料 採 取 後 に 加 え る の が
好 ま し い 。 酵 素 阻 害 剤 と し て は 、 蛋 白 質 分 解 酵 素 阻 害 剤 と し て 、 例 え ば 、 ア プ ロ チ ニ ン 、
ア ン チ パ イ ン 、 ペ プ ス タ チ ン 、 ロ イ ペ プ チ ン 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 、 Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ （ フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル
フ ォ ニ ル フ ル オ リ ド ） 、 Ｔ Ｌ Ｃ Ｋ （ ト リ シ ル リ シ ン ク ロ ロ メ チ ル ケ ト ン ） 等 が 、 ま た 抗 凝
固 剤 と し て 、 例 え ば ヘ パ リ ン 等 が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の う ち 、 本 発 明 の 試 料 と し て 最 も 好
ま し く は 、 ア プ ロ チ ニ ン 、 ヘ パ リ ン 等 が 添 加 さ れ た 採 血 管 等 を 用 い て 採 血 を 行 い 、 得 ら れ
た 血 液 を 遠 心 分 離 等 で 分 離 し て 取 得 し た 血 清 成 分 ま た は 血 漿 が 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 試 料
は 、 採 取 後 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 解 析 に 供 す る ま で 、 例 え ば ４ ℃ 以 下 で 保 存 す る こ と が 好 ま
し く 、 よ り 好 ま し く は － ２ ０ ℃ 以 下 で 凍 結 保 存 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 所 望 に よ り 、 当 該 試 料 を 蛋 白 可 溶 化 剤 の 存 在 下 で 変 性 処 理 を し て 夾 雑 蛋 白 質 を
除 去 し て か ら 、 こ れ を 試 料 と し て 用 い る こ と も 好 ま し い 。 特 に 試 料 と し て 血 液 を 用 い る 場
合 に は 、 高 濃 度 の 蛋 白 に よ り 抗 原 抗 体 反 応 が 妨 害 さ れ る 等 の 理 由 か ら 、 除 蛋 白 を 行 う こ と
が 好 ま し い 。 ま た 、 必 要 に 応 じ て さ ら に 濃 縮 を 行 っ た 試 料 も 本 発 明 の 方 法 の 試 料 と し て 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 か く し て 取 得 さ れ る 試 料 は 、 さ ら に 必 要 に 応 じ て 、 既 知 の 方 法 に 従 っ て 濃 縮 す る こ と に
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よ り 本 発 明 の 蛋 白 質 の 検 出 感 度 を 上 昇 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
（ １ ５ ） 本 発 明 の 癌 の 検 出 方 法
　 上 記 （ １ ４ ） の 記 載 の と お り 癌 の 疑 い の あ る 個 体 か ら 取 得 し た 生 体 試 料 溶 液 に つ い て 、
本 発 明 の 蛋 白 質 の 存 在 を 解 析 し 、 癌 を 検 出 す る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 の 存 在 の 解 析 は 、 本 発 明
の 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 行 わ れ る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 試 料 と 本 発 明 の
蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 と の 反 応 性 、 す な わ ち 試 料 中 に 含 ま れ る 蛋 白 質 と 該 抗 体 と の 免 疫 反
応 を 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と 該 抗 体 と の 免 疫 反 応 と 比 較 す る こ と の で き る 方 法 で あ れ ば よ い
。 な お 、 濃 度 既 知 の 陽 性 コ ン ト ロ ー ル を 用 い て 得 ら れ る 結 果 と 、 試 料 を 用 い て 得 ら れ る 結
果 を 比 較 し て 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 量 を 求 め 、 そ の 測 定 結 果 を 癌 の 存 在 と 関 連 付 け る
こ と に よ り 、 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 と 癌 の 疑 い の あ る 個 体 か ら 得 ら れ た 生 体 試 料 中 の 蛋 白 質 の 免 疫 反 応 に よ る
解 析 は 、 生 化 学 実 験 法 11「 エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ 」 （ Tijssen P.著 、 東 京 化 学 同 人 ）
、 "Antibodies: A LABORATORY MANUAL"（ Ed Harlow et al., Cold Spring Harbor Labora
tory(1988)） 等 の 実 験 書 に 記 載 の そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用 い ら れ る 方 法 で 行 う こ と が で き る
。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 、 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 ） 等 の サ ン ド イ
ッ チ 法 、 競 合 法 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 こ こ で 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 に よ り 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 を 例 に
挙 げ て 、 以 下 に 説 明 す る 。 上 記 （ １ ４ ） の 記 載 の 方 法 で 得 ら れ る 試 料 を 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ （ Poly
vinyliden difluoride） 膜 や ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 等 の 通 常 蛋 白 質 の 転 写 に 用 い ら れ る 膜 に
転 写 す る 。 得 ら れ た 膜 を ス キ ム ミ ル ク 等 の 蛋 白 溶 液 で ブ ロ ッ キ ン グ し た 後 、 こ れ に 、 本 発
明 の 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 反 応 さ せ る 。 膜 を 洗 浄 し て 未 反 応 の 該 抗 体 を 除 去 し た 後 、 あ
ら か じ め 標 識 物 質 を 結 合 さ せ た 二 次 抗 体 を 反 応 さ せ る 。 標 識 物 質 が 、 例 え ば 、 酵 素 等 の そ
れ 自 体 は シ グ ナ ル を 発 す る 性 質 を 有 し て い な い 物 質 の 場 合 に は 、 反 応 後 の 膜 を 洗 浄 し て 未
反 応 の 二 次 抗 体 を 除 去 し た 後 、 標 識 物 質 と 特 異 的 に 反 応 し て シ グ ナ ル を 発 す る 基 質 等 の 物
質 を 反 応 さ せ 、 該 物 質 よ り 発 せ ら れ る シ グ ナ ル を 検 出 す る 。 そ の 検 出 結 果 と 、 濃 度 既 知 の
陽 性 コ ン ト ロ ー ル を 用 い て 得 ら れ た 結 果 と を 比 較 す る こ と に よ り 、 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白
質 の 存 在 量 を 知 る こ と が で き る 。 標 識 物 質 と し て 用 い ら れ る 酵 素 と し て は 、 ア ル カ リ フ ォ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 Horseradish peroxidase（ 以 下 、 こ れ を 「 Ｈ Ｒ Ｐ 」 と 称 す る こ と が あ る ）
等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 標 識 物 質 が 、 例 え ば 、 蛍 光 物 質 、 放 射 性 物 質 等 の そ れ 自 体 シ グ ナ ル を 発 す る 性 質 を 有 す
る 物 質 の 場 合 に は 、 反 応 後 の 膜 を 洗 浄 し て 未 反 応 の 二 次 抗 体 を 除 去 し た 後 、 標 識 物 質 よ り
発 せ ら れ る シ グ ナ ル を 検 出 し 、 そ の 検 出 結 果 と 濃 度 既 知 の 陽 性 コ ン ト ロ ー ル を 用 い て 得 ら
れ た 結 果 と を 比 較 す る こ と に よ り 、 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 存 在 量 を 知 る こ と が で き る
。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ま た 、 こ の よ う な 検 出 に お い て 、 試 料 等 か ら 持 ち 込 ま れ る 抗 体 に よ る 影 響 を 除 く た め に
、 抗 原 抗 体 反 応 で は な い 特 異 的 結 合 能 を 持 つ 物 質 に よ る 反 応 を 利 用 す る こ と も で き る 。 特
異 的 結 合 能 を 持 つ 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 レ セ プ タ ー 蛋
白 質 と そ の リ ガ ン ド 物 質 等 の 組 み 合 わ せ が 用 い ら れ 、 ビ オ チ ン と ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 組
み 合 わ せ が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 次 に 、 解 析 法 の 他 の 例 と し て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に よ り 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 存 在 を 解
析 す る 場 合 を 例 に 挙 げ て 、 以 下 に 説 明 す る 。 ま ず 、 本 発 明 の 抗 体 を 固 相 化 用 抗 体 と し て ９
６ ウ ェ ル Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 固 相 化 す る 。 抗 体 を 固 相 化 し た プ レ ー ト は 、 ス キ ム ミ ル ク
、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 こ れ を 「 Ｂ Ｓ Ａ 」 と 称 す る こ と が あ る ） 等 の 蛋 白 溶 液 で ブ ロ
ッ キ ン グ 処 理 を 施 し て お く の が 好 ま し い 。 そ し て 、 上 記 （ １ ４ ） に 記 載 の 方 法 で 得 ら れ る
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生 体 試 料 を 加 え て 、 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 を 固 相 に 結 合 さ せ る 。 続 い て 、 結 合 し た 本 発
明 の 蛋 白 質 を 検 出 す る た め の 検 出 用 抗 体 と し て 、 本 発 明 の 抗 体 の う ち 、 固 相 化 し た 抗 体 と
別 の も の を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 蛋 白 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 場 合 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質
を 異 な る 動 物 種 に 免 疫 し て 得 ら れ た ２ 種 類 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 組 合 わ せ て 、 そ れ ぞ れ
固 相 化 用 抗 体 と 検 出 用 抗 体 と し て 使 用 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 固 相 化 用 抗 体 に ウ サ ギ ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 検 出 用 抗 体 に マ ウ ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る こ と が で き る が 、 こ の
組 合 わ せ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 検 出 用 抗 体 を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 っ た 後 、 洗 浄 液 で 洗 浄 し 、 検 出 用 の 抗 体 を 認 識
し 、 か つ 標 識 物 質 で 標 識 化 さ れ た 抗 体 、 例 え ば 検 出 用 の 抗 体 が マ ウ ス 抗 体 の 場 合 は 、 酵 素
標 識 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 等 を 反 応 さ せ る 。 ま た は 、 検 出 用 抗 体 に あ ら か じ め ビ オ チ ン 等 を
結 合 さ せ て お き 、 こ れ に 酵 素 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 等 を 反 応 さ せ る 。 洗 浄 液 で 洗 浄 後 、
固 相 に 結 合 し た 標 識 物 質 の 活 性 を 測 定 し 、 濃 度 既 知 の 陽 性 コ ン ト ロ ー ル を 用 い て 得 ら れ た
結 果 と 比 較 す る こ と 等 に よ っ て 、 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 の 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 用 い ら れ る 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 本 発 明 の 抗 体 と 特 異
的 に 結 合 す る も の で あ れ ば い ず れ の も の で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 遺 伝 子 組 み 換 え に よ っ
て 調 製 し た 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 蛋 白 質 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ま た 、 癌 マ ー カ ー は 、 し ば し ば 、 個 体 の 免 疫 系 に よ り 異 種 分 子 と 認 識 さ れ 、 自 己 免 疫 応
答 を 誘 発 さ せ る 。 こ の 免 疫 応 答 は 、 体 液 性 で あ り 、 癌 マ ー カ ー 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 を
産 生 さ せ 得 る 。 自 己 抗 体 は 、 実 際 は 当 該 個 体 由 来 の 抗 原 で あ っ て も 当 該 個 体 の 免 疫 系 が 異
種 の も の と 認 識 す る 抗 原 に 対 し て 自 然 に 生 じ る 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 蛋 白 質 は 、 癌 細 胞 ま
た は 癌 組 織 に お い て 発 現 が 増 加 す る 蛋 白 質 で あ る か ら 、 自 己 抗 体 の 産 生 を 誘 発 す る 可 能 性
が あ る 。 し た が っ て 、 生 体 試 料 中 の 本 発 明 の 蛋 白 質 に 対 す る 自 己 抗 体 の 存 在 は 、 癌 の 指 標
と な り う る 。 か か る 自 己 抗 体 は 、 本 発 明 の 蛋 白 質 を 用 い れ ば 、 例 え ば 上 述 の 方 法 に 準 じ て
免 疫 学 的 に 測 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 か か る 自 己 抗 体 を 測 定 す る こ と に よ り 、 自 己
免 疫 疾 患 の 検 出 も 可 能 と な る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 細 胞 、 組 織 、 生 体 試 料 に お け る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 状 態 を 調 べ る こ と に よ っ
て も 癌 を 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 状 態 は 、 上 記 （ ６ ） で 記 載 の よ う に 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ レ ベ ル あ る い は 蛋 白 質 レ ベ ル で 解 析 す る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル で 発 現 量 を 解
析 す る 場 合 は 、 例 え ば 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ を 利 用 し た ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 が 用 い ら れ る 。 蛋 白 質 レ ベ ル で 発 現 量 を 解 析 す
る 場 合 は 、 例 え ば 、 上 述 の よ う に 、 本 発 明 の 蛋 白 質 の 量 を 免 疫 学 的 に 測 定 す れ ば よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
（ １ ６ ） 本 発 明 の 蛋 白 質 ま た は 本 発 明 の 抗 体 を 含 む 試 薬 キ ッ ト
　 本 発 明 の 試 薬 キ ッ ト は 、 少 な く と も 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ が コ ー ド し て い る 蛋 白
質 ま た は 該 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 み 、 通 常 の 免 疫 反 応 を 利 用 し た キ ッ ト に 準 じ た 構 成
に よ っ て 提 供 さ れ る 。 さ ら に 任 意 の 要 素 と し て 、 洗 浄 液 、 検 出 用 標 識 化 抗 体 、 蛋 白 可 溶 化
剤 を 含 有 す る 前 処 理 液 、 陽 性 コ ン ト ロ ー ル 、 希 釈 液 、 蛋 白 変 性 剤 、 濃 縮 用 器 具 又 は 試 薬 等
を 含 む 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 に 適 用 さ れ る キ ッ ト の 場 合 、 少 な く と も 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ
Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ が コ ー ド し て い る 蛋 白 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 み 、 さ ら に 、 固 相 化 抗 Ｔ Ｂ
Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 蛋 白 質 抗 体 、 標 識 化 抗 Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 含 み 、 任 意 の 要 素 と し て 蛋 白 可
溶 化 剤 を 含 有 す る 前 処 理 液 等 を 含 む 。 ま た 、 競 合 法 に 適 用 さ れ る キ ッ ト の 場 合 に は 、 標 識
化 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 蛋 白 質 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 蛋 白 質 特 異 的 抗 体 等 を 含
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み 、 任 意 の 要 素 と し て 蛋 白 可 溶 化 剤 を 含 有 す る 前 処 理 液 等 を 含 む 。 こ の よ う な 試 薬 キ ッ ト
を 用 い る こ と に よ り 、 本 発 明 の 癌 の 検 出 方 法 を よ り 迅 速 、 簡 便 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 以 下 、 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は こ れ ら の 実 施 例 に よ
り 限 定 さ れ る も の で は な い 。 な お 、 各 種 ベ ク タ ー の 作 製 、 蛋 白 質 の 発 現 等 は 、 特 に 記 載 の
な い 限 り 、 Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3rd edition（ Sambrook and Russ
ell著 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press刊  (2001)） 等 に 記 載 の 公 知 の 手 法 に 従 っ
て 行 っ た 。 な お 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 蛋 白 質 は 、 単 に ク ロ ー ン
名 を 引 用 し 「 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 」 と し て 表 記 す る こ と が あ る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ４ ８ 】

　 ヒ ト 各 組 織 よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ と し て 抽 出 さ れ た 市 販 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ ク ロ ン テ ッ ク 社 製 ： 乳 癌 （
＃ ６ ４ ０ １ ５ － １ ） か ら 、 オ リ ゴ キ ャ ッ プ 法 （ Maruyama, K., et al., Gene, 138: 171-1
74 (1994)） に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ま ず 、 上 記 Ｒ Ｎ Ａ を Ｂ Ａ Ｐ （ Bacterial Alkaline Phosphatase） お よ び Ｔ Ａ Ｐ （ Tobacc
o Acid Pyrophosphatase） で 処 理 し た 後 に 、 オ リ ゴ キ ャ ッ プ リ ン カ ー （ 配 列 番 号 ３ ） を Ｒ
Ｎ Ａ ラ イ ゲ ー ス を 用 い て 連 結 し た 。 こ の Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 鋳 型 と し て オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー （ 配
列 番 号 ４ ） を 用 い た 逆 転 写 反 応 に よ り 第 １ 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し 、 続 い て Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を 分 解 除
去 し た （ 鈴 木 ら 、 蛋 白 質 　 核 酸 　 酵 素 、 41: 603-607 (1996)； Suzuki, Y. et al., Gene,
 200: 149-156 (1997)） 。 次 い で 、 ５ ’ の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ５ ） と ３ ’ の Ｐ Ｃ
Ｒ プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ６ ） を 用 い Ｐ Ｃ Ｒ （ polymerase chain reaction） に よ り ２ 本 鎖
ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を Ｓ ｆ ｉ Ｉ に よ り 切 断 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 次 い で 、 発 現 用 ベ ク タ ー で あ る ｐ Ｍ Ｅ １ ８ Ｓ Ｆ Ｌ ３ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 　 Ａ Ｂ ０ ０ ９ ８ ６
４ ） の Ｄ ｒ ａ Ｉ Ｉ Ｉ サ イ ト に 上 記 で 取 得 し た Ｓ ｆ ｉ Ｉ 切 断 断 片 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 し た 。 上 記 で 用 い た ｐ Ｍ Ｅ １ ８ Ｓ Ｆ Ｌ ３ ベ ク タ ー は 、 ク ロ ー ニ ン グ
部 位 の 上 流 に Ｓ Ｒ α プ ロ モ ー タ ー と Ｓ Ｖ ４ ０ 　 ｓ ｍ ａ ｌ ｌ 　 ｔ イ ン ト ロ ン が 組 み 込 ま れ て
お り 、 ま た そ の 下 流 に は Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ （ Ａ ） 付 加 シ グ ナ ル 配 列 が 挿 入 さ れ て い る 。 ｐ Ｍ Ｅ
１ ８ Ｓ Ｆ Ｌ ３ の ク ロ ー ン 化 部 位 は 非 対 称 性 の Ｄ ｒ ａ Ｉ Ｉ Ｉ サ イ ト と な っ て お り 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
断 片 の 末 端 に は こ れ と 相 補 的 な Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 付 加 し て い る の で 、 ク ロ ー ン 化 し た ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 は Ｓ Ｒ α プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 一 方 向 性 に 挿 入 さ れ る 。 し た が っ て 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を 含 む ク ロ ー ン で は 、 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を そ の ま ま Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、
一 過 的 に 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 非 常 に 容 易 に 、 遺 伝 子 産 物 で
あ る 蛋 白 質 と し て 、 あ る い は そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 と し て 実 験 的 に 解 析 す る こ と が 可 能 と
な っ て い る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 こ れ ら よ り 得 た ク ロ ー ン の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ に つ い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 端 ま た は ３ ’ 端
の 塩 基 配 列 を Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン シ ン グ 試 薬 （ Dye Terminator Cycle Sequencing FS Ready R
eaction Kit, dRhodamine Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kitま た は B
igDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction Kit:PE Biosystems社 製 ） を 用
い 、 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て シ ー ケ ン シ ン グ 反 応 後 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン サ ー （ Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ
Ｍ 　 ３ ７ ０ ０ ： PE Biosystems社 製 ） で Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 を 解 析 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 実 施 例 ８ お よ び 実 施 例 ９ の 発 現 頻 度 解 析 に 用 い た デ ー タ ベ ー ス に 供 し た ク ロ ー ン を 含 む
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー も 、 上 記 と 同 様 の 方 法 で 作 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 名 と そ の
由 来 の 関 係 を 以 下 に 示 す 。 『 』 内 に ラ イ ブ ラ リ ー 名 を 、 そ の 後 の （ ） 内 に ラ イ ブ ラ リ ー ソ
ー ス の タ イ プ と 由 来 な ど を ／ で 区 切 っ て 記 載 し た 。
『 3NB69』 （ 培 養 細 胞 ／ NB69細 胞  (RCB #RCB0480) ）
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『 ADIPS』 （ 組 織 ／ 脂 肪 組 織 （ Adipose）  (Invitrogen #D6005-01)）
『 ADRGL』 （ 組 織 ／ 副 腎 （ Adrenal gland）  (CLONTECH #64016-1)）
『 AHMSC』 （ 培 養 細 胞 ／ HMSC細 胞  (間 葉 細 胞 ；  Human mesenchymal cell)）
『 ASTRO』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 正 常 神 経 膠 星 状 細 胞 (Normal Human Astrocyte) NHA5732 (宝
酒 造  #CC2565)）
『 BEAST』 （ 組 織 ／ 成 人 乳 房 （ Adult Breast）  ( STARATAGENE #735044)）
『 BLADE』 （ 組 織 ／ 膀 胱 （ Bladder）  (Invitrogen #D6020-01)）
『 BRALZ』 （ 組 織 ／ ア ル ツ ハ イ マ ー 患 者 大 脳 皮 質 （ Brain, cortex, Alzheimer）  (Invitro
gen #D6830-01)）
『 BRCAN』 （ 組 織 ／ 尾 状 核 （ Brain, caudate nucleus）  (CLONTECH #6575-1)）
『 BRCOC』 （ 組 織 ／ 脳 梁 （ Brain, corpus callosum）  (CLONTECH #6577-1)）
『 BRSSN』 （ 組 織 ／ 黒 質 （ Brain, substantia nigra）  (CLONTECH #6580-1)）
『 BRSTN』 （ 組 織 ／ 視 床 下 核 （ Brain, subthalamic nucleus）  (CLONTECH #6581-1)）
『 CERVX』 （ 組 織 ／ 子 宮 頸 管 （ Cervix）  (Invitrogen #D6047-01)）
『 CHONS』 （ 培 養 細 胞 ／ 軟 骨 細 胞 （ Chondrocyte） ）
『 COLON』 （ 組 織 ／ 結 腸 （ Colon）  (Invitrogen #D6050-0)）
『 CTONG』 （ 組 織 ／ 舌 癌 （ Tongue, Cancer） ）
『 D9OST』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ CD34+細 胞 （ ODF誘 導 9日 ） ）
『 DFNES』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 新 生 児 正 常 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 （ Normal Human Dermal Fibroblas
ts (Neonatal Skin); NHDF-Neo) NHDF2564 （ 宝 酒 造  #CC2509)）
『 ERLTF』 （ 培 養 細 胞 ／ TF-1細 胞  (赤 白 血 病 細 胞 ；  erythroleukemia)）
『 FEBRA』 （ 組 織 ／ 胎 児 脳 (Brain, Fetal) (CLONTECH #64019-1)）
『 FEHRT』 （ 組 織 ／ 胎 児 心 臓 （ Heart, Fetal）  (STARATAGENE #738012)）
『 FEKID』 （ 組 織 ／ 胎 児 腎 臓 （ Kidney; Fetal） ）
『 FELNG』 （ 組 織 ／ 胎 児 肺 （ Lung, Fetal）  (STARATAGENE #738020)）
『 HCASM』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 正 常 冠 動 脈 平 滑 筋 細 胞 HCASMC(Human coronary artery smooth
 muscle cells) (東 洋 紡  #T305K-05)）
『 HCHON』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 正 常 軟 骨 細 胞 HC(Human Chondrocytes) (東 洋 紡  #T402K-05)）
『 HEART』 （ 組 織 ／ 心 臓 （ Heart）  (CLONTECH #64025-1)）
『 HHDPC』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 正 常 頭 髪 毛 乳 頭 細 胞 HDPC(Human dermal papilla cells) （ 東
洋 紡  #THPCK-001)）
『 HLUNG』 （ 組 織 ／ 肺 （ Lung）  (CLONTECH #64023-1)）
『 HSYRA』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 滑 膜 細 胞 HS-RA(Human synoviocytes from rheumatioid arthr
itis)(東 洋 紡  #T404K-05)）
『 JCMLC』 （ 培 養 細 胞 ／ 白 血 病 細 胞 （ Leukemia, myelogenous)）
『 KIDNE』 （ 組 織 ／ 腎 臓 （ Kidney）  (CLONTECH #64030-1)）
『 LIVER』 （ 組 織 ／ 肝 臓 （ Liver）  (CLONTECH #64022-1)）
『 LYMPB』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ リ ン パ 芽 球 (Lymphoblast, EB virus transferred B cell)）
『 MESAN』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 正 常 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 (Normal human mesangial cells) NHMC
56046-2 (宝 酒 造  #CC2559)）
『 MESTC』 （ 培 養 細 胞 ／ 間 葉 系 幹 細 胞  (Mesenchyme stem cell)）
『 N1ESE』 （ 培 養 細 胞 ／ 間 葉 系 幹 細 胞 (Mesenchymal stem ceell）
『 NETRP』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 好 中 球 　 (Neutrophil)）
『 NOVAR』 （ 組 織 ／ 成 人 卵 巣 （ Adult Ovary）  (STARATAGENE #735260)）
『 NT2NE』 （ 培 養 細 胞 ／ NT2細 胞  神 経 分 化 後 濃 縮 回 収 （ NT2 Neuron） ）
『 NT2RI』 （ 培 養 細 胞 ／ NT2細 胞  RA誘 導 5週 間 後 生 育 阻 害 剤 処 理 2週 間 ）
『 NT2RP』 （ 培 養 細 胞 ／ NT2細 胞  RA誘 導 5週 間 ）
『 NTONG』 （ 組 織 ／ 正 常 舌 （ Tongue） ）
『 OCBBF』 （ 組 織 ／ 胎 児 脳 （ Brain, Fetal)）
『 PEBLM』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 正 常 末 梢 血 単 核 細 胞 (Human peripheral blood mononuclear c
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ells) HPBMC5939 （ 宝 酒 造  #CC2702)）
『 PERIC』 （ 組 織 ／ 心 膜 （ Pericardium）  (Invitrogen #D6105-01)）
『 PLACE』 （ 組 織 ／ 胎 盤 (Placenta) ）
『 PROST』 （ 組 織 ／ 前 立 腺 （ Prostate）  (CLONTECH #64038-1)）
『 PUAEN』 （ 初 代 培 養 細 胞 ／ 正 常 肺 動 脈 内 皮 細 胞 (Human pulmonary artery endothelial c
ells) (東 洋 紡  #T302K-05)）
『 RECTM』 （ 組 織 ／ 直 腸 （ Rectum）  (Invitrogen #D6110-01)）
『 SKMUS』 （ 組 織 ／ 骨 格 筋 （ Skeletal Muscle）  (CLONTECH #64033-1)）
『 SKNMC』 （ 培 養 細 胞 ／ SK-N-MC細 胞  (ATCC #HTB-10) ）
『 SKNSH』 （ 培 養 細 胞 ／ SK-N-SH細 胞  (RCB #RCB0426) ）
『 SMINT』 （ 組 織 ／ 小 腸 （ Small Intestine）  (CLONTECH #64039-1)）
『 SPLEN』 （ 組 織 ／ 脾 臓 （ Spleen）  (CLONTECH #64034-1)）
『 STOMA』 （ 組 織 ／ 胃 （ Stomach）  (CLONTECH #64090-1)）
『 SYNOV』 （ 組 織 ／ 滑 膜 組 織 (Synovial membrane tissue from rheumatioid arthritis)）
『 T1ESE』 （ 培 養 細 胞 ／ 間 葉 系 幹 細 胞 (Mesenchymal stem cell) (ト リ コ ス タ チ ン と ５ ア ザ
シ チ ジ ン 処 理 )）
『 TBAES』 （ 組 織 ／ 乳 癌 （ Breast, Tumor）  (CLONTECH #64015-1)）
『 TESOP』 （ 組 織 ／ 食 道 癌 （ Esophageal, Tumor）  (Invitrogen #D6860-01)）
『 TKIDN』 （ 組 織 ／ 腎 臓 癌 （ Kidney, Tumor）  (Invitrogen #D6870-01)）
『 TLIVE』 （ 組 織 ／ 肝 臓 癌 （ Liver, Tumor）  (Invitrogen #D6880-01)）
『 TLUNG』 （ 組 織 ／ 肺 癌 （ Lung; Tumor） ）
『 TRACH』 （ 組 織 ／ 気 管 （ Trachea）  (CLONTECH #64091-1)）
『 TSTOM』 （ 組 織 ／ 胃 癌 （ Stomach, Tumor）  (Invitrogen #D6920-01)）
『 TUTER』 （ 組 織 ／ 子 宮 癌 （ Uterus, Tumor）  (CLONTECH #64008-1)）
『 UTERU』 （ 組 織 ／ 子 宮 （ Uterus）  (CLONTECH #64029-1)）
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ５ ３ 】

　 実 施 例 １ で 作 製 し た ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ５ ’ 末 端 の 塩 基 配 列 は 、 こ れ を 公 共 デ
ー タ ベ ー ス 中 の ヒ ト 既 知 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 と 比 較 し 、 ５ ’ 末 端 配 列 が 一 致 す る 全 ク ロ ー ン に
つ い て 、 公 共 デ ー タ ベ ー ス 中 の 既 知 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 よ り 長 く ５ ’ 末 端 が 伸 び て い る 場 合 、 ま
た は ５ ’ 末 端 は 短 い が 翻 訳 開 始 コ ド ン は 有 し て い る 場 合 を 「 全 長 」 と 判 断 し 、 翻 訳 開 始 コ
ド ン を 含 ん で い な い 場 合 を 「 非 全 長 」 と 判 断 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 次 に 、 Ｅ Ｓ Ｔ ｉ Ｍ ａ ｔ ｅ Ｆ Ｌ に よ る ク ロ ー ン の 評 価 を 行 っ た 。 Ｅ Ｓ Ｔ ｉ Ｍ ａ ｔ ｅ Ｆ Ｌ は
、 公 共 デ ー タ ベ ー ス 中 の Ｅ Ｓ Ｔ の ５ ’ 末 端 配 列 や ３ ’ 末 端 配 列 と の 比 較 に よ っ て 全 長 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 可 能 性 の 高 い ク ロ ー ン を 選 択 す る た め に 、 ヘ リ ッ ク ス 研 究 所 の 西 川 ・ 太 田 ら に よ り
開 発 さ れ た 方 法 で あ る 。 実 施 例 １ で 解 析 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ５ ’ 末 端 や ３ ’ 末 端 配 列
を Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る 塩 基 配 列 と 比 較 し 、 取 得 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン
の 配 列 よ り も 、 ５ ’ 側 ま た は ３ ’ 側 へ 伸 長 し て い る Ｅ Ｓ Ｔ が 存 在 す る 場 合 に は 、 そ の ク ロ
ー ン は 「 全 長 で は な い 可 能 性 が 高 い 」 と 判 断 し た 。 公 共 デ ー タ ベ ー ス 中 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 よ り
５ ’ 末 端 が 伸 長 し て い る 場 合 、 あ る い は ５ ’ 末 端 が 短 い ク ロ ー ン で も 、 そ の 差 が ５ ０ 塩 基
以 内 の 場 合 を 便 宜 的 に 全 長 と し 、 そ れ 以 上 短 い 場 合 を 非 全 長 と し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 そ の 結 果 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ （ 配 列 番 号 １ 、 ２ ） は 、 新 規 な 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有
す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ５ ６ 】
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相 同 性 検 索 に よ る 解 析



　 実 施 例 ２ で 新 規 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ （
配 列 番 号 １ 、 ２ ） に つ い て 、 決 定 さ れ た 塩 基 配 列 お よ び 蛋 白 質 を コ ー ド す る と 推 定 さ れ る
Ｏ Ｒ Ｆ 部 分 の ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ Ｐ ｒ ｏ ｔ 、 Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ 、 Ｎ Ｒ Ｄ Ｂ に 対 す
る Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 検 索 を 行 っ た 。 Ｐ 値 ま た は Ｅ 値 が １ ０ － ４ 以 下 で あ り 、 か つ ア ミ ノ 酸 デ ー タ
ベ ー ス を 対 象 に し た 解 析 に お い て は コ ン セ ン サ ス 長 × 相 同 性 ＝ ３ ０ 以 上 の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 検 索
ヒ ッ ト デ ー タ の 中 か ら 、 相 同 性 が よ り 高 く 、 塩 基 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 機
能 の 予 測 が 比 較 的 容 易 な ヒ ッ ト デ ー タ の 中 か ら 代 表 的 な も の を 選 択 し 、 相 同 性 検 索 結 果 デ
ー タ と し て 以 下 に 示 し た 。 し た が っ て 示 し た デ ー タ は あ く ま で 代 表 的 な も の で あ り 、 ク ロ
ー ン に 相 同 性 を 示 す 分 子 が 、 こ れ の み に 限 定 さ れ る と い う わ け で は な い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 全 長 塩 基 配 列 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 相 同 性 検 索 結 果 デ ー タ を 以 下 に 示 す 。  
各 デ ー タ は 配 列 名 （ 配 列 番 号 ） 、 ヒ ッ ト デ ー タ の Definition、 Ｐ 値 、 比 較 配 列 の 長 さ 、 相
同 性 、 ヒ ッ ト デ ー タ の Accession No.の 順 に //で 区 切 っ て 記 載 し た 。
Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ （ 配 列 番 号 １ 、 ２ ） // // SCUBE2 (CEGP1) protein [Homo sap
iens]// 0// 545aa// 67%// NM_020974。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ５ ８ 】

　 全 長 塩 基 配 列 か ら 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 、 ア ミ ノ 末 端 の シ グ ナ ル 配 列 の 有 無
と 膜 貫 通 領 域 の 有 無 を 予 測 、 さ ら に 蛋 白 質 の 機 能 ド メ イ ン （ モ チ ー フ ） 検 索 を 行 っ た 。 ア
ミ ノ 末 端 の シ グ ナ ル 配 列 に つ い て は Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ （ K. Nakai,  M.Kanehisa, Genomics, 14:
 897-911 (1992)） を 、 膜 貫 通 領 域 に つ い て は Ｓ Ｏ Ｓ Ｕ Ｉ （ T.Hirokawa et.al., Bioinfor
matics, 14: 378-379 (1998)、 三 井 情 報 開 発 株 式 会 社 販 売 ） を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 機 能
ド メ イ ン の 検 索 に つ い て は Ｐ ｆ ａ ｍ （ http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.sh
tml） を 用 い た 。 Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ や Ｓ Ｏ Ｓ Ｕ Ｉ に よ り 、 ア ミ ノ 末 端 の シ グ ナ ル 配 列 や 膜 貫 通 領
域 が 予 測 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 は 分 泌 、 膜 蛋 白 質 で あ る と 予 測 さ れ た 。 ま た 、 Ｐ ｆ ａ ｍ に よ
る 機 能 ド メ イ ン 検 索 に お い て 、 あ る 機 能 ド メ イ ン に ヒ ッ ト し た ア ミ ノ 酸 配 列 は ヒ ッ ト デ ー
タ を も と に 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ (http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-list.pl)に
あ る 機 能 カ テ ゴ リ ー 分 類 を 参 照 に し て そ の 蛋 白 質 の 機 能 を 予 測 す る こ と が で き る 。 ま た 、
Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ で の 機 能 ド メ イ ン の 検 索 も 可 能 で あ る 。 各 ソ フ ト ウ ェ ア に よ る 検 索 結 果 を
以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 は 、 Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ に よ り 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 に シ グ ナ ル 配 列 は 検 出 さ れ た 。 ま た Ｓ Ｏ Ｓ Ｕ Ｉ に よ り 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 に 膜 貫 通 領 域 が
１ つ 検 出 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｐ ｆ ａ ｍ に よ り 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 に 機 能 ド メ イ ン を 検 出 し 、 そ の 検 索 結 果 を 、 ク ロ ー ン
名 （ 配 列 番 号 ） //機 能 ド メ イ ン 名 の よ う に 示 し 、 複 数 の 機 能 ド メ イ ン が ヒ ッ ト し た 場 合 に
は //で 区 切 っ て 並 記 し た 。 な お 同 一 の 機 能 ド メ イ ン が 複 数 ヒ ッ ト し た 場 合 も 省 略 せ ず に 記
載 し た 。
Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ （ 配 列 番 号 ２ ） // EGF-like domain// EGF-like domain// Try
psin Inhibitor like cysteine rich domain// EGF-like domain// EGF-like domain// K
eratin, high sulfur B2 protein// EGF-like domain// EGF-like domain// Granulins//
 EGF-like domain// EGF-like domain// EGF-like domain。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ １ ６ １ 】

　 実 施 例 ２ で 新 規 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に
つ い て 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ － Ｐ ｒ ｏ ｔ 、 Ｎ Ｒ Ｄ Ｂ 、 Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ の 各 デ ー タ
ベ ー ス を 対 象 に 行 っ た 相 同 性 検 索 の 結 果 （ 実 施 例 ３ 参 照 ） か ら 、 ク ロ ー ン 中 に コ ー ド さ れ
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推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 検 索 に よ る 機 能 カ テ ゴ リ ー 分 類



る 蛋 白 質 の 機 能 予 測 、 カ テ ゴ リ ー 分 類 を 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 分 泌 ・ 膜 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ ー タ 中 に  g
rowth factor, cytokine, hormone, signal, transmembrane, membrane, extracellular 
matrix, receptor, G-protein coupled receptor, ionic channel, voltage-gated chann
el, calcium channel, cell adhesion, collagen, connective tissue 等 、 分 泌 ・ 膜 蛋 白
質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ っ た 、 も し く は Ｐ ｓ ｏ ｒ ｔ と Ｓ Ｏ Ｓ Ｕ Ｉ に よ る 推 定 Ｏ Ｒ Ｆ の 解 析
の 結 果 、 シ グ ナ ル シ ー ク エ ン ス や 膜 貫 通 領 域 が あ っ た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 糖 蛋 白 質 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ ー タ 中
に  glycoprotein 等 、 糖 蛋 白 質 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ ー
タ 中 に  serine/threonine-protein kinase, tyrosine-protein kinase, SH3 domain, SH2
 domain等 、 シ グ ナ ル 伝 達 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ っ た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 転 写 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ ー タ 中 に  t
ranscription regulation, zinc finger, homeobox 等 、 転 写 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記
載 が あ っ た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 疾 患 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ ー タ 中 に  d
isease mutation, syndrome 等 、 疾 患 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ っ た 、 あ る い は 全
長 塩 基 配 列 に 対 す る Ｓ ｗ ｉ ｓ ｓ － Ｐ ｒ ｏ ｔ ヒ ッ ト デ ー タ 、 お よ び Ｎ Ｒ Ｄ Ｂ 、 Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ
ヒ ッ ト デ ー タ が 、 ヒ ト の 遺 伝 子 と 疾 患 の デ ー タ ベ ー ス で あ る Online Mendelian Inheritan
ce in Man （ Ｏ Ｍ Ｉ Ｍ ） に 登 録 さ れ て い る 遺 伝 子 、 蛋 白 質 で あ っ た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 酵 素 ・ 代 謝 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ ー タ
中 に metabolism, oxidoreductase, E.C.No. (Enzyme commission number)等 、 酵 素 ・ 代 謝
関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ っ た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 細 胞 分 裂 ・ 増 殖 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 cell div
ision, cell cycle, mitosis, chromosomal protein, cell growth, apoptosis等 、 細 胞
分 裂 ・ 増 殖 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ っ た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 細 胞 骨 格 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ ー タ 中
に structural protein, cytoskeleton, actin-binding, microtubles等 、 細 胞 骨 格 関 連 蛋
白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 核 蛋 白 質 ・ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ヒ
ッ ト デ ー タ 中 に nuclear protein, RNA splicing, RNA processing, RNA helicase, polya
denylation等 、 核 蛋 白 質 ・ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ っ た ク ロ ー ン で あ
る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 蛋 白 質 合 成 ・ 輸 送 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト
デ ー タ 中 に translation regulation, protein biosynthesis, amino-acid biosynthesis,
 ribosomal protein, protein transport, signal recognition particle等 、 蛋 白 質 合 成
・ 輸 送 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 細 胞 防 御 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ ー タ 中
に heat shock, DNA repair, DNA damage等 、 細 胞 防 御 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ る

10

20

30

40

50

(36) JP 2004-357702 A 2004.12.24



ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 発 生 ・ 分 化 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 developmenta
l protein等 、 発 生 ・ 分 化 関 連 蛋 白 質 と 推 定 さ れ る 記 載 が あ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ
ー タ 中 に DNA-binding, RNA-binding等 と 記 載 が あ っ た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ａ Ｔ Ｐ ・ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ヒ ッ ト デ
ー タ 中 に ATP-binding, GTP-binding等 と 記 載 が あ っ た ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ の 機 能 カ テ ゴ リ ー 分 類 で は 一 つ の ク ロ ー ン が 上 記 の 複 数 の カ テ ゴ リ ー に 該 当 す る 場 合
は 、 そ の ま ま 複 数 の カ テ ゴ リ ー に 分 類 し た 。 た だ し 、 蛋 白 質 の 機 能 は 必 ず し も 分 類 さ れ た
機 能 カ テ ゴ リ ー に 限 定 さ れ る わ け で は な く 、 今 後 そ の 他 の 機 能 も 明 ら か に な る 可 能 性 が あ
る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 は 、 分 泌 ・ 膜 蛋 白 質 に 属 す る と 推 定 で
き た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 な お 、 現 在 の と こ ろ 相 同 性 検 索 の 情 報 か ら は 機 能 を 推 定 で き る 情 報 の 得 ら れ な い 場 合 で
も 、 今 後 、 デ ー タ ベ ー ス の ア ッ プ デ ー ト に よ っ て 機 能 が 明 ら か に な る 可 能 性 が あ る 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ １ ７ ９ 】

　 ド メ イ ン 、 モ チ ー フ は 蛋 白 質 の 最 小 限 の 機 能 構 造 で あ る 。 一 蛋 白 質 の 構 造 は こ の 最 小 限
構 造 の 寄 せ 集 め で 成 り 立 ち 、 そ の 結 果 、 蛋 白 質 全 体 と し て の 機 能 が 決 定 さ れ る 。 よ っ て ド
メ イ ン や モ チ ー フ 構 造 の 解 析 か ら 全 体 と し て の 蛋 白 質 が 持 つ 機 能 を 比 較 的 正 確 に 予 測 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ の 結 果 を 機 能 別 に デ ー タ ベ ー ス 化 す る こ と は 、 特 定 の 機 能 を
持 つ ク ロ ー ン が 容 易 に 選 択 可 能 と い う こ と で あ り 、 個 々 の ク ロ ー ン の 機 能 解 析 の 際 に 非 常
に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 全 長 塩 基 配 列 か ら 推 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｐ ｆ ａ ｍ に 対 す る ド メ イ ン 検 索 （ 実 施 例 ４
参 照 ） の 結 果 か ら 、 ヒ ッ ト デ ー タ の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ 名 や ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 、 Ｐ ｆ ａ
ｍ （ http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.shtml） に お け る 詳 細 な 記 述 デ ー タ
や 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ  (http://www.expasy.ch/cgi-bin/prosite-list.pl)に あ る 機 能 カ テ
ゴ リ ー 分 類 を 参 照 に 、 ヒ ッ ト し た ク ロ ー ン 中 に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 の 機 能 予 測 、 カ テ ゴ リ
ー 分 類 を 行 っ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 分 泌 ・ 膜 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 受 容 体 、 イ オ ン チ ャ
ン ネ ル 、 ホ ル モ ン 、 成 長 因 子 な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば 7 transmembrane receptor, 
Pancreatic hormone peptides, Ion transport protein, Fibroblast growth factor等 の
ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 糖 蛋 白 質 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 糖 蛋 白 質 、  糖
転 移 酵 素 な ど Glycobiologyに 関 わ る と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Immunoglobulin domain, G
lycosyl transferases group 1等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 蛋 白 質 リ ン
酸 化 酵 素 、 脱 リ ン 酸 化 酵 素 、 Ｓ Ｈ ２ ド メ イ ン 、  Small G蛋 白 質 な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例
え ば Eukaryotic protein kinase domain, Protein phosphatase 2C, Ras family等 の ド メ
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イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 転 写 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 転 写 因 子 、 転 写 調 節
に 関 わ る 蛋 白 質 な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば bZIP transcription factor, Zinc finger
, C2H2 type等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 疾 患 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 特 定 の 疾 患 で 発 現 が
見 ら れ る よ う な 蛋 白 質 や 、 疾 患 で 発 現 が 上 昇 し た り 減 少 し た り す る と 推 測 さ れ る よ う な 例
え ば Wilm's tumour protein, von Hippel-Lindau disease tumor suppressor protein等
の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 酵 素 ・ 代 謝 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 転 移 酵 素 、 合
成 酵 素 、 加 水 分 解 酵 素 な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Aldehyde dehydrogenase family, C
hitin synthase, Glucose-6-phosphate dehydrogenase等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク
ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 細 胞 分 裂 ・ 増 殖 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 サ イ ク リ
ン 、 細 胞 増 殖 制 御 蛋 白 質 な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Cyclin, Cell division protein
等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 細 胞 骨 格 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 ア ク チ ン 、 キ ネ
シ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Actin, Fibronectin type I doma
in, Kinesin motor domain等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 核 蛋 白 質 ・ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 ス
プ ラ イ シ ン グ 因 子 、 RNA合 成 酵 素 、 へ リ カ ー ゼ な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Hepatitis C
 virus RNA dependent RNA polymerase, DEAD/DEAH box helicase等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー
フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 蛋 白 質 合 成 ・ 輸 送 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 翻 訳 関
連 蛋 白 質 、 ユ ビ キ チ ン 関 連 蛋 白 質 、 Ribosomal proteinな ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Tra
nslation initiation factor SUI1, Ubiquitin family, Ribosomal protein L16等 の ド メ
イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 細 胞 防 御 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 分 子 シ ャ ペ ロ ン
、 Ｄ Ｎ Ａ 修 復 蛋 白 質 な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Hsp90 protein, DNA mismatch repair
 protein等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 発 生 ・ 分 化 関 連 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ る ク ロ ー ン と は 、 器 官 形 成 関 連
蛋 白 質 な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Floricaula / Leafy protein等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー
フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 転 写 因 子
、 DNAリ ガ ー ゼ を は じ め と し た Ｄ Ｎ Ａ ・ Ｒ Ｎ Ａ 関 連 酵 素 類 、 Zinc-finger関 連 蛋 白 質 な ど と
推 測 さ れ る よ う な 例 え ば Transcription factor WhiB, B-box zinc finger, tRNA synthet
ases class I (C)等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 Ａ Ｔ Ｐ ・ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 蛋 白 質 の カ テ ゴ リ ー に 属 す る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン と は 、 Ａ Ｔ Ｐ ａ
ｓ ｅ 等 を は じ め と し た Ａ Ｔ Ｐ ・ Ｇ Ｔ Ｐ 関 連 酵 素 類 、 Ｇ 蛋 白 質 な ど と 推 測 さ れ る よ う な 例 え
ば E1-E2 ATPase, Ras family等 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ ク ロ ー ン で あ る 。
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【 ０ １ ９ ５ 】
　 な お 、 こ の 機 能 カ テ ゴ リ ー 分 類 で は 一 つ の ク ロ ー ン が 上 記 の 複 数 の カ テ ゴ リ ー に 該 当 す
る 場 合 は 、 そ の ま ま 複 数 の カ テ ゴ リ ー に 分 類 し た 。 た だ し 、 蛋 白 質 の 機 能 は 必 ず し も 分 類
さ れ た 機 能 カ テ ゴ リ ー に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 は 、 Pfamで ヒ ッ ト デ ー タ （ 実 施 例 ４ 参
照 ） が あ っ た も の の 、 上 記 の い ず れ の カ テ ゴ リ ー に 属 す る か 明 ら か で な い ク ロ ー ン で あ っ
た 。 し か し 、 EGF-likeと 呼 ば れ る ド メ イ ン （ Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン ） 、 お よ び Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ
ン の 繰 り 返 し （ Ｅ Ｇ Ｆ 様 リ ピ ー ト ） を 有 し て い る 。 そ の ド メ イ ン 、 リ ピ ー ト が 有 す る 性 質
よ り 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 は Ｅ Ｇ Ｆ 様 生 理 活 性 、 す な わ ち Ｅ
Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン ま た は Ｅ Ｇ Ｆ 様 リ ピ ー ト を 有 す る 蛋 白 質 と 同 様 の 生 理 活 性 を 有 し て い る と
推 定 で き た 。 ま た 、 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー 様 シ ス
テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン 、 ケ ラ チ ン  (high sulfur B2 protein)モ チ ー フ 、 グ ラ ニ ュ リ ン モ
チ ー フ と い っ た 、 膜 蛋 白 質 に 特 徴 的 で あ る シ ス テ イ ン リ ッ チ な モ チ ー フ 、 ド メ イ ン を 有 す
る の で 、 分 泌 ・ 膜 蛋 白 質 に 属 す る と 推 定 で き た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 今 後 同 様 の ド メ イ ン 、 モ チ ー フ を 持 つ 蛋 白 質 の デ ー タ の 蓄 積 と 共 に 機 能 が よ り 詳 細 に 解
明 さ れ 、 上 記 の カ テ ゴ リ ー に 分 類 で き る 可 能 性 が あ る 。  
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ま た こ れ ら 以 外 に Ｐ ｆ ａ ｍ で ヒ ッ ト デ ー タ が な か っ た 場 合 で も 、 今 後 蛋 白 質 の デ ー タ の
蓄 積 と 共 に 新 た な ド メ イ ン 、 モ チ ー フ が 見 い 出 さ れ た 場 合 、 再 び ク ロ ー ン の 推 定 ア ミ ノ 酸
配 列 を 新 し い デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 解 析 す る こ と で 新 た な 機 能 を 有 し た ド メ イ ン 、 モ チ ー
フ が 発 見 さ れ 、 カ テ ゴ リ ー 分 類 で き る 可 能 性 が あ る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ １ ９ ９ 】

　 実 施 例 ３ ～ ６ で 解 析 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 全 塩 基 配 列 に つ い て 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Basic 
local alignment search tool; Altschul, S. F., et al., J. Mol. Biol., 215: 403-41
0 (1990)） に よ る 相 同 性 検 索 （ homology search） や 、 Ｈ Ｍ Ｍ Ｅ Ｒ （ 隠 れ Markovモ デ ル に
よ る 配 列 解 析 手 法 ； Eddy, S. R., Bioinformatics, 14: 755-763 (1998)） の 機 能 群 の ひ
と つ で あ る Ｈ Ｍ Ｍ Ｐ Ｆ Ａ Ｍ に よ る 蛋 白 質 特 徴 検 索 （ profile search: http://pfam.wustl.
edu） に 加 え 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｓ Ｉ Ｔ Ｅ （ 蛋 白 質 の 機 能 の 類 似 性 に よ り ド メ イ ン 構 造 や フ ァ ミ リ ー
を 分 類 し た ア ミ ノ 酸 パ タ ー ン の デ ー タ ベ ー ス ； Nucleic Acids Res., 30: 235-8 (2002)）
を 検 索 し 、 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が コ ー ド す る 蛋 白 質 の 機 能 を 推 定 し た 。 ま た 、 そ の 塩 基 配
列 の 一 部 が 完 全 に 一 致 す る 公 知 の ク ロ ー ン が 存 在 す る ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト と 推 定 さ
れ る ク ロ ー ン に つ い て は 、 そ の ゲ ノ ム 配 列 が 解 析 可 能 で あ れ ば ど の エ ク ソ ン が 欠 失 し て ス
プ ラ イ シ ン グ し た も の で あ る か を 解 析 し た 。 さ ら に 、 蛋 白 質 の 細 胞 内 局 在 の 予 測 プ ロ グ ラ
ム で あ る Ｐ Ｓ Ｏ Ｒ Ｔ Ｉ Ｉ  (Trends Biochem. Sci., 24: 34-6 (1999)) に よ る 詳 細 な 解 析
を 行 っ た 。 そ の 結 果 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 実 施 例 ３ ～ ６ で 分 泌 ・ 膜 蛋 白 質 で あ る と 推 定 さ れ た ク ロ ー ン で あ る Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７
３ ７ ９ は 、 配 列 番 号 １ に 示 す よ う に 、 ３ １ １ ９ 塩 基 か ら な り 、 そ の う ち 塩 基 番 号 ７ ０ 番 か
ら ２ １ １ ８ 番 ま で が オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ 終 止 コ ド ン を 含 む ） で あ る 。 オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム か ら 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ６ ８ ２ ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る （
配 列 番 号 ２ ） 。 配 列 番 号 １ の 配 列 に つ い て 公 共 Ｄ Ｂ お よ び Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｓ ｅ ｑ に 対 し て Ｂ Ｌ Ａ
Ｓ Ｔ を 用 い て 相 同 性 検 索 を 行 い 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 高 い 相 同 性 を 有 す る
配 列 を 複 数 見 い だ し た 。 こ れ ら の う ち 、 Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ の 登 録 記 号 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ に コ ー
ド さ れ る 蛋 白 質 は 、 Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ （ Signal peptide-CUB-EGF-like domain containing pr
otein 2） と 呼 ば れ る 既 知 の 蛋 白 質 で あ っ た （ J. Biol. Chem., 277: 46364-46373 (2002)
） 。 前 述 し た よ う に 、 こ こ で 見 出 さ れ た の は 、 詳 し く は Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ の 「 Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ａ
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ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ （ 配 列 番 号 １ 、 ２ ） の 配 列 の 詳 細 な 解 析



」 と 呼 ば れ る バ リ ア ン ト で あ っ た が 、 Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ の 中 で も こ の Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ａ が 最 も 広
く 存 在 す る こ と で 知 ら れ 、 Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ と 略 記 さ れ る こ と も 多 い こ と か ら 、 本 実 施 例 中 に
お い て は 、 こ れ を Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ と 称 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 そ の 他 に 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｓ ｅ ｑ の 登 録 番 号 Ａ Ｂ Ｋ ９ ２ ２ ０ ９ （ Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ３ ０ ２ ６ ８ 号 公 報
） 、 Ａ Ｂ Ｎ ８ ６ ３ ６ ３ （ Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ５ ５ ９ ８ ８ 号 公 報 ） 、 Ａ Ｂ Ｔ ０ ７ ７ ２ ４ （ Ｗ Ｏ ０ ２ ／
５ ９ ３ ７ ７ 号 公 報 ） 、 Ａ Ｂ Ｔ １ ７ １ ０ １ （ Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ９ ８ ３ ５ ８ 号 公 報 ） 、 Ａ Ｂ Ｚ １ １ ５
４ ６ （ Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ７ ０ ５ ３ ９ 号 公 報 ） 、 Ａ Ｃ Ｃ ５ ０ ０ ９ ８ （ Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ０ ４ ９ ８ ９ 号 公
報 ） 、 Ａ Ｄ Ｇ ８ ９ ３ ４ ６ （ Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ７ ８ ６ ６ ２ 号 公 報 ） が 見 出 さ れ 、 こ れ ら の 配 列 は
、 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） と 塩 基 配 列 の 相 違 は 認 め ら れ る が ア ミ ノ 酸 配 列 と し
て は 完 全 に 一 致 し た 。 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ と Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） の
構 造 比 較 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 ま た 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｓ ｅ ｑ の 登 録 番 号 Ａ Ｂ Ｔ ３ １ ９ １ ８ （ Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ０ ０ ０ １ ２ 号 公 報 ）
、 Ａ Ａ Ｌ ５ １ ９ ４ ４ （ Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ０ ２ ６ １ ０ 号 公 報 ） 、 Ａ Ｄ Ｄ ７ ８ ２ ８ １ （ Ｗ Ｏ ０ ３ ／
０ ７ ７ ８ ７ ５ 号 公 報 ） 、 Ｒ ｅ ｆ Ｓ ｅ ｑ の 登 録 番 号 Ａ Ｋ １ ２ ３ ０ ３ ９ の 各 配 列 に つ い て は 、
そ れ ぞ れ Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） と 比 較 し て 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ と 同
様 に 、 一 部 欠 失 、 ア ミ ノ 酸 置 換 、 一 部 配 列 付 加 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 中 で も 特 に Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に は 、 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２
） の 中 央 部 分 と Ｃ 末 端 部 分 に 比 較 的 長 い 欠 失 が 認 め ら れ た （ 図 １ ） 。 こ れ ら の 欠 失 は ゲ ノ
ム 解 析 の 結 果 か ら 特 定 の エ ク ソ ン が 欠 失 し て い る こ と に 起 因 す る と 考 え ら れ た 。 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ
Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ と Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） の ゲ ノ ム 構 造 の 比 較 を 図 ２ に 示 す
。 図 ２ に 示 す と お り 、 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） は 全 部 で ２ ２ 個 の エ ク ソ ン を 有
し て い る が 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ は そ の う ち １ ２ ～ １ ４ 番 目 の エ ク ソ ン と 、 １ ９ 番
目 の エ ク ソ ン を 欠 失 し て お り 、 １ ９ 番 目 の エ ク ソ ン の 欠 失 に よ り そ れ に 続 く エ ク ソ ン 内 で
の フ レ ー ム シ フ ト を 生 じ て 終 止 コ ド ン が 生 じ て い る 。 こ の 結 果 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７
９ の ア ミ ノ 酸 配 列 に は 、 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） と 比 較 し て 、 特 異 的 な 連 結 配
列 （ 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ４ ４ 番 ） お よ び Ｃ 末 端 配 列 （ 配 列 番 号 ２ の ア ミ
ノ 酸 番 号 ６ ７ ８ ～ ６ ８ ２ 番 ） が 存 在 す る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ
Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） の ア ミ ノ 酸 番 号 ２ ８ ０ 番 ア ル ギ ニ ン が Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ で は ２ ８ ０ 番
グ ル タ ミ ン と な っ て い る 。 こ れ ら の Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 特 異 的 な 配 列 を 利 用 す れ
ば 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 特 異 的 抗 体 の 作 製 等 が 可 能 で あ る と 推 察 さ れ た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ２ ０ ４ 】

　 実 施 例 １ に 示 し た 様 々 な 組 織 ・ 細 胞 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し 、 各 ラ イ ブ ラ
リ ー か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 無 作 為 に 選 択 し て 、 そ の ５ '末 端 領 域 の 配 列 を 決 定 し 、 デ ー
タ ベ ー ス 化 し た 。 本 デ ー タ ベ ー ス は １ ,４ ０ ２ ,０ ６ ９ 個 の ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を デ ー タ ベ
ー ス 化 し た も の で あ り 、 解 析 母 数 と し て は 十 分 な デ ー タ ベ ー ス で あ る 。 な お 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン を 無 作 為 に 選 択 し た が 、 デ ー タ ベ ー ス に Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ が 含 ま れ て い た
の で 以 下 の よ う に 解 析 を 進 め た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 こ の デ ー タ ベ ー ス に あ る 各 ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を 、 塩 基 配 列 の 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム に
よ っ て 相 同 な 配 列 同 士 を カ テ ゴ ラ イ ズ し （ ク ラ ス タ ー 化 ） 、 各 ク ラ ス タ ー に 属 す る ク ロ ー
ン 数 を 各 ラ イ ブ ラ リ ー 毎 に 集 計 し 規 格 化 す る こ と に よ っ て 、 あ る 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー 内 で の 存 在 比 を 解 析 し た 。 こ の 解 析 に よ っ て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ソ ー ス と な
っ て い る 組 織 や 細 胞 に お け る 、 あ る 遺 伝 子 の 発 現 頻 度 情 報 を 得 た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 次 に 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 持 つ 遺 伝 子 の 、 組 織 や 細 胞 間 で の 発 現 を 解 析 す る た
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in silicoに お け る 発 現 頻 度 解 析



め に 、 大 量 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 解 析 し た 組 織 や 細 胞 由 来 の ラ イ ブ ラ リ ー を 組 織 ・ 細 胞 間
で の 発 現 量 の 比 較 の 対 象 に し た 。 す な わ ち ６ ０ ０ 個 以 上 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 塩 基 配 列 を
解 析 し た 組 織 や 細 胞 に つ い て 、 先 に 規 格 化 し た 数 値 を 組 織 間 や 細 胞 間 で 比 較 し 、 遺 伝 子 の
発 現 頻 度 の 変 化 を 解 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 癌 の 組 織 で は 、 正 常 組 織 と は 異 な る 遺 伝 子 の セ ッ ト が 発 現 し て 組 織 ・ 細 胞 の 癌 化 に 寄 与
し て い る と 考 え ら れ て い る 。 し た が っ て 、 正 常 組 織 と は 異 な る 発 現 を す る 遺 伝 子 は 癌 関 連
遺 伝 子 で あ る 。 正 常 な 組 織 と 比 較 し て 癌 組 織 で 発 現 変 化 す る 遺 伝 子 を 探 索 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 そ の 中 で 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ （ 配 列 番 号 １ ） は 、 乳 癌 由 来 の ラ イ ブ ラ リ ー （ Ｔ
Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ） と 、 正 常 な 乳 房 由 来 の ラ イ ブ ラ リ ー （ Ｂ Ｅ Ａ Ｓ Ｔ ） の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 解 析 し て 比 較
し た 結 果 （ 表 １ ） 、 両 者 で 顕 著 な 発 現 変 化 を 示 し た 。 よ っ て Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ は
乳 癌 に 関 す る 遺 伝 子 で あ る と 推 定 さ れ た 。 な お 、 表 １ 中 の 各 数 値 は 、 相 対 的 な 発 現 頻 度 を
示 し 、 数 値 が 大 き い ほ ど 発 現 量 が 多 い こ と を 示 す 。

[表 １ ] 
-----------------------------
Clone ID       BEAST   TBAES
-----------------------------
TBAES2007379   0.000  100.000
-----------------------------
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 な お 、 他 の 各 種 癌 組 織 、 各 種 正 常 組 織 、 各 種 成 体 組 織 、 各 種 胎 児 組 織 、 各 種 細 胞 由 来 の
ラ イ ブ ラ リ ー の ｃ Ｄ Ｎ Ａ に つ い て も Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 発 現 頻 度 を 解 析 し て 種 々
比 較 し た が 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ が 発 現 変 化 を 示 す も の は な か っ た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ２ １ ０ 】

　 実 施 例 ２ で 新 規 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た ク ロ ー ン で あ る Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２
０ ０ ７ ３ ７ ９ を 鋳 型 と し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 遺 伝 子 を 増 幅 さ せ た
。 な お 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 で は 、 合 成 forwardプ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ７ ） 及 び 合 成 reverseプ ラ イ マ
ー （ 配 列 番 号 ８ ） を 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 増 幅 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 制 限 酵 素 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ （ TAKARA社 製 ） で 処 理 し た 後 、 Ｐ ｓ ｔ Ｉ
（ TAKARA社 製 ） で 部 分 分 解 し 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に て 、 約 ２ ｋ ｂ の バ ン ド を 切 り 出
し 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 回 収 し た 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 目 的 遺 伝 子 と し て ｐ Ｍ Ｅ － ｓ ｉ ｇ Ｘ ａ Ｉ ｇ
（ 配 列 番 号 ９ ） の Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ (890)、 Ｐ ｓ ｔ Ｉ (1319)部 位 に 導 入 し て 発 現 ベ ク タ ー と し た
。 な お 、 制 限 酵 素 名 の 後 に （  ） で 示 し た 数 字 は 、 配 列 番 号 ９ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド ｐ Ｍ Ｅ
－ ｓ ｉ ｇ Ｘ ａ Ｉ ｇ の 配 列 上 の 塩 基 番 号 で あ り 、 制 限 酵 素 部 位 を 示 す 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド
で 大 腸 菌 Ｄ Ｈ ５ α 株 （ TOYOBO社 製 ） を 形 質 転 換 し 、 コ ロ ニ ー か ら プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出
・ 精 製 し た 後 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 確 認 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 こ こ で 作 製 し た 発 現 ベ ク タ ー は 、 挿 入 さ れ た 目 的 遺 伝 子 の 上 流 に Ｈ Ａ Ｉ － ２ 遺 伝 子 （ FE
BS Letters, 436 :111-114(1998)） の シ グ ナ ル 配 列 、 挿 入 さ れ た 目 的 遺 伝 子 の 下 流 に ヒ ト
Ｉ ｇ Ｇ １ の Ｆ ｃ 領 域 の 配 列 (タ グ 付 加 用 )、 目 的 遺 伝 子 と ヒ ト Ｆ ｃ 領 域 の 間 に プ ロ テ ア ー ゼ
認 識 配 列 （ FactorXa用 ） を 有 す る ベ ク タ ー で あ る 。 こ れ を 発 現 さ せ る と 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０
０ ７ ３ ７ ９ の 全 長 蛋 白 質 の Ｃ 末 端 側 に 、 プ ロ テ ア ー ゼ 認 識 配 列 を 介 し て ヒ ト Ｆ ｃ タ グ が 連
結 さ れ た 融 合 蛋 白 質 が 発 現 さ れ る 。
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蛋 白 質 の 調 製
（ １ ） Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 系 の 構 築

（ ２ ） Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 系 に よ る Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 発 現



【 ０ ２ １ ３ 】
　 上 記 （ １ ） で 作 製 し た 発 現 ベ ク タ ー を ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 を 付 与 す る た め の ベ ク タ ー
で あ る ｐ Ｂ Ｓ ｐ ａ ｃ Δ ｐ （ Gene, 62(1):121-126(1988)） と と も に 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 株 に 形 質
導 入 し た 。 形 質 導 入 に は Transfectam R (BIOSEPRA社 製 ） を 用 い 、 実 験 プ ロ ト コ ー ル は 試 薬
に 付 属 の 説 明 書 に 従 っ た 。 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 が 付 与 さ れ 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン （ １ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ ） お よ び Ｆ Ｂ Ｓ （ １ ０ ％ ： Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ 社 製 ） を 含 有 す る ｅ Ｒ Ｄ Ｆ 培 地 （ 極 東 製 薬
社 製 ） に 生 育 し て き た 形 質 導 入 株 を 選 択 し 、 そ れ ぞ れ を ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト
（ Corning社 製 ） に て 培 養 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 次 に 、 ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト で 培 養 し た 培 養 上 清 に つ い て 、 ヒ ト Ｆ ｃ を 検 出
す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ 酵 素 免 疫 測 定 法 ） を 行 う こ と で 、 目 的 の 融 合 蛋 白 を 発 現 し て い る ク ロ ー
ン を 選 択 し た 。 ヒ ト Ｆ ｃ を 検 出 す る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ に 反 応 す る ヤ ギ ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ 社 製 ） を ９ ６ ウ ェ ル の 細 胞 培 養 用 プ レ ー ト に 予 め 固 相 化 し て お き 、 こ れ
に 前 記 の 各 ク ロ ー ン の 培 養 上 清 を 加 え て ３ ７ ℃ で １ 時 間 反 応 さ せ た 後 洗 浄 し 、 Ｈ Ｒ Ｐ （ 西
洋 わ さ び ペ ル オ キ シ タ ー ゼ ） 標 識 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ 社 製 ） を
反 応 さ せ 、 洗 浄 後 に Ｏ Ｐ Ｄ （ o-Phenylenediamine） を 基 質 と し た 発 色 反 応 を 行 い 、 発 色 の
強 度 を 吸 光 光 度 計 で 測 定 す る こ と に よ り 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 上 記 の よ う に 選 択 さ れ た ク ロ ー ン は 、 そ れ ぞ れ 直 径 １ ０ ｃ ｍ の 培 養 用 プ レ ー ト （ Cornin
g社 製 ） で 培 養 し 、 細 胞 を 回 収 し た 。 回 収 し た 細 胞 に Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 １ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し 、
氷 上 に て 超 音 波 に よ り 細 胞 を 破 砕 し た 。 細 胞 破 砕 物 に つ い て 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
解 析 を 実 施 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 に お い て 用 い る 検 出 用 の 抗 体 と し て は 、 (ａ )Ｈ Ｒ Ｐ 標 識
さ れ た ヒ ト Ｆ ｃ に 反 応 す る ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ 社 製 ） 、 お よ び 、 (ｂ )実 施 例
１ ０ に 後 述 す る ペ プ チ ド を 免 疫 し て 得 ら れ た 実 施 例 １ １ に 後 述 す る ２ 種 類 の ウ サ ギ 抗 血 清
を 用 い た 。 す な わ ち 、 部 分 ペ プ チ ド ４ を 免 疫 し て 得 ら れ た ウ サ ギ 抗 血 清 と 、 部 分 ペ プ チ ド
２ ～ ４ の 混 合 物 を 免 疫 し て 得 ら れ た ウ サ ギ 抗 血 清 を 用 い る こ と と し 、 こ れ ら ２ 種 類 の 抗 血
清 を 混 合 し た も の も 用 い た 。 な お 、 (ｂ )の 場 合 は 、 抗 血 清 の 非 特 異 的 反 応 を 低 減 さ せ る た
め に 、 遺 伝 子 を 導 入 し て い な い Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 破 砕 物 と あ ら か じ め ３ ７ ℃ で １ ｈ ｒ 反 応 さ せ
て か ら 用 い た 。 (ｂ )の 場 合 の 標 識 抗 体 と し て は Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ヤ ギ ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 （ Ｄ Ａ Ｋ Ｏ 社 製 ） を 用 い 、 検 出 は （ ａ ） お よ び （ ｂ ） の い ず れ の 場 合 も Ｅ Ｃ Ｌ プ
ラ ス 化 学 発 光 キ ッ ト （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 以 上 の 蛋 白 質 の 発 現 確 認 の 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 図 ３ に お い て 、 い ず れ の 抗 体 を 反 応 さ せ
た 場 合 も 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 全 長 と ヒ ト Ｆ ｃ の 融 合 蛋 白 質 と し て 期 待 さ れ る 分
子 量 （ ９ ８ ． ４ ｋ Ｄ ａ ） 付 近 に バ ン ド が 認 め ら れ 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ が 発 現 さ れ
た こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ま た 、 実 施 例 １ １ に 後 述 す る ２ 種 類 の ウ サ ギ 抗 血 清 は 、 い ず れ も 発 現 し た 蛋 白 質 と 特 異
的 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ２ １ ９ 】

　 ペ プ チ ド 合 成 機 （ ア プ ラ イ ド バ イ オ 社 ） を 用 い Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 部 分 ペ プ チ
ド を 合 成 し た 。 合 成 す る 配 列 は 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ と Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ の ア ミ ノ 酸 配
列 を 比 較 し 、 異 な っ て い る 配 列 （ Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 特 異 的 な 配 列 ） を 利 用 し た
。 す な わ ち 、 部 分 ペ プ チ ド ２ お よ び ３ は 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の １ ２ ～ １ ４ 番 目 の
エ ク ソ ン が 欠 失 し て い る こ と に よ り 生 じ る 特 異 的 な 連 結 配 列 （ ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ４ ３ ～ ４ ４
４ 番 ） を 含 む 配 列 で あ る 。 ま た 、 部 分 ペ プ チ ド １ は 、 １ ９ 番 目 の エ ク ソ ン を 欠 失 し て い る
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Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 部 分 ペ プ チ ド と 免 疫 用 抗 原 の 作 製



た め に そ れ に 続 く エ ク ソ ン 内 で の フ レ ー ム シ フ ト を 生 じ て 終 止 コ ド ン が 生 じ て い る こ と か
ら 、 こ の Ｃ 末 端 の 配 列 （ ア ミ ノ 酸 番 号 ６ ７ ８ ～ ６ ８ ２ 番 ） を 利 用 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 抗 体 作 製 用 と し て は 、 部 分 ペ プ チ ド １ （ 配 列 番 号 １ ０ ： 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 ６ ６
６ ～ ６ ８ ２ に 対 応 ） は 、 キ ャ リ ア ー 蛋 白 と の 結 合 に 必 要 な 官 能 基 と リ ン カ ー を 導 入 し た 部
分 ペ プ チ ド ４ （ 配 列 番 号 １ ３ ） と し て 合 成 し た 。 部 分 ペ プ チ ド ２ （ 配 列 番 号 １ １ ： 配 列 番
号 ２ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ３ ９ ～ ４ ５ ８ に 対 応 ） と 部 分 ペ プ チ ド ３ （ 配 列 番 号 １ ２ ： 配 列 番 号
２ の ア ミ ノ 酸 番 号 ４ ３ １ ～ ４ ５ ０ に 対 応 ） は 、 末 端 に 官 能 基 を 持 つ ア ミ ノ 酸 が す で に あ る
た め 、 そ の ま ま の 配 列 を 用 い て 合 成 し た 。
部 分 ペ プ チ ド １ ： TTDFDGSTNITQFCDNI（ 配 列 番 号 １ ０ ）
部 分 ペ プ チ ド ２ ： KKDCVASCDLSCIVKRTEKR（ 配 列 番 号 １ １ ）
部 分 ペ プ チ ド ３ ： PGYKLHWNKKDCVASCDLSC（ 配 列 番 号 １ ２ ）
部 分 ペ プ チ ド ４ ： CGTTDFDGSTNITQFCDNI（ 配 列 番 号 １ ３ ）
【 ０ ２ ２ １ 】
　 作 製 し た 各 ペ プ チ ド は 、 Ｋ Ｌ Ｈ （ キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ ン ： Ｐ Ｉ Ｅ Ｒ Ｃ
Ｅ 社 ） を キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 と し て 用 い て 、 免 疫 用 の ペ プ チ ド 蛋 白 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ ペ プ
チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） を 作 製 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 各 部 分 ペ プ チ ド と Ｋ Ｌ Ｈ の 結 合 方 法 は ２ 種 類 実 施 し た 。 一 つ 目 の 方 法 （ カ ル ボ ジ イ ミ ド
法 ） は 、 各 ペ プ チ ド と Ｋ Ｌ Ｈ を モ ル 比 で １ ０ ： １ に な る よ う に Ｍ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ６ ． ０ に
溶 解 し た 液 を 用 意 し 、 そ こ に ペ プ チ ド に 対 し て モ ル 比 で １ ０ 倍 当 量 に な る よ う に カ ル ボ ジ
イ ミ ド （ 同 仁 社 ） を 加 え 、 室 温 に て １ 時 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 未 反 応 物 を 除 去 す る た め
に リ ン 酸 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ． ０ を 用 い て 一 晩 透 析 を 行 っ た 。 ２ つ 目 の 方 法 （ マ レ イ ミ ド 法 ） は
Ｋ Ｌ Ｈ に マ レ イ ミ ド 基 が 導 入 さ れ て い る Imject Maleimide Activated Carrier Proteins
（ Ｐ Ｉ Ｅ Ｒ Ｃ Ｅ 社 ） を 用 い て こ の キ ッ ト に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 い 行 っ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 具 体 的 に は 、 ま ず 、 ３ 種 類 の 部 分 ペ プ チ ド ２ 、 ３ 、 ４ に つ い て 、 そ れ ぞ れ Ｋ Ｌ Ｈ と カ ル
ボ ジ イ ミ ド 法 又 は マ レ イ ミ ド 法 に よ り 結 合 さ せ 、 計 ６ 種 類 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 し た 。
次 に 、 ２ 通 り の 方 法 で 作 製 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト ３ 種 類 を そ れ ぞ れ 混 合 し て ２ 種 類 の 混 合 物
を 調 製 し た 。 作 製 し た 各 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 免 疫 動 物 の 組 み 合 わ せ を 、 表 ２ に 示 し た 。

【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ２ ２ ４ 】

　 実 施 例 １ ０ に て 作 製 し た ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 各 溶 液 を 、 同 容 量 の フ ロ
イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 、 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 皮 下 お よ び 腹 腔 内 に ４ 週 間 間 隔
で ２ 回 投 与 し た 。 こ の 後 、 マ ウ ス 血 清 中 で 抗 体 価 が 上 昇 し て い る こ と を 確 認 し 、 マ ウ ス の
尾 静 脈 よ り 採 血 し て 、 遠 心 分 離 に て 血 清 を 分 離 し Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 対 す る マ ウ
ス ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。
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【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ウ サ ギ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 作 製 し た 。 実 施 例 １ ０ に て 作 製 し た ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 溶 液 を 、 同 容 量 の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 、 ウ サ ギ の 皮 下
に 投 与 し た 。 ８ 週 後 に 耳 よ り 採 血 し 、 遠 心 分 離 に て 血 清 を 分 離 し Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７
９ に 対 す る ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 免 疫 に 用 い た コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 免 疫 動 物 の 組 み 合 わ せ は 、 上 記 実 施 例 １ ０ の 表 ２ に 示 し
た と お り で あ る 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ２ ２ ７ 】

　 実 施 例 １ ０ で 作 製 し た ６ 種 の ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 抗 体 解 析 用 の 抗 原 と し て
、 各 ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 最 終 濃 度 ２ μ g/ｍ ｌ に な る 様 に 混 合 し 生 理 的 リ ン 酸
水 素 緩 衝 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） ） に 希 釈 後 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト （ コ ー ス タ ー 社 ） の ウ ェ ル に
５ ０ μ ｌ ず つ 添 加 し た 。 こ の 後 、 ４ ℃ 下 に て ２ ４ 時 間 保 存 し て 、 各 抗 原 を ９ ６ ウ ェ ル プ レ
ー ト に 吸 着 さ せ た 。 こ の 抗 原 付 着 プ レ ー ト よ り 溶 液 を 除 き 、 ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ －
） を ２ ５ ０ μ ｌ ず つ ウ ェ ル に 添 加 し て 、 ４ ℃ に て 一 昼 夜 （ １ ２ 時 間 程 度 ） ま た は ３ ７ ℃ に
て ２ 時 間 以 上 お く こ と に よ り ブ ロ ッ キ ン グ 操 作 を 行 い 、 特 異 性 解 析 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト
と し て 、 ４ ℃ 下 に て 保 存 し た 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー ル と し て Ｋ Ｌ Ｈ の み を 吸 着 さ せ た ９ ６ ウ
ェ ル プ レ ー ト も 同 様 に 作 製 し た 。 こ れ ら の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト は 、 使 用 直 前 に プ レ ー ト 中
の ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 除 い て 使 用 し た 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ２ ２ ８ 】

　 実 施 例 １ ２ で 作 製 し た Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 対 す る 抗 体 の 解 析 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ
ー ト の う ち 、 ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 吸 着 し た プ レ ー ト に 対 し て 、 実 施 例 １ １ で
得 ら れ た ６ 種 類 の マ ウ ス 抗 血 清 お よ び ２ 種 類 の ウ サ ギ 抗 血 清 を 希 釈 し て 添 加 し 、 抗 血 清 に
含 ま れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 解 析 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 対 す る 抗 体 の 特 異 性 解 析 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト ２ 種 類 （ ペ
プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 吸 着 プ レ ー ト と 、 Ｋ Ｌ Ｈ の み 吸 着 し た プ レ ー ト ） に 対 し 、 そ
れ ぞ れ 希 釈 し た 抗 血 清 を ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル に て 添 加 し た 後 ４ ℃ 下 に て ２ 時 間 以 上 反 応 さ せ
た 。 希 釈 液 に は Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） を 用 い 、 希 釈 倍 率 は ２ ０ ２ ５ ０ 、 ６ ０ ７ ５ ０ 、 １ ８ ２ ２ ５ ０
、 ５ ４ ６ ７ ５ ０ 倍 と し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 こ の 後 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） 液 （ 以 下 、 こ れ を 「 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ
液 」 と 称 す る こ と が あ る ） を 用 い て 十 分 な 洗 浄 を 行 な い 、 こ れ に 二 次 抗 体 と し て 、 マ ウ ス
抗 血 清 の 場 合 は Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ DAKO社 ） １ μ ｇ ／
ｍ ｌ お よ び １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） を １ ０ ０ μ ｌ ず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 ウ サ ギ 抗
血 清 の 場 合 は Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヒ ツ ジ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ DAKO社 ） １ μ ｇ ／ ｍ
ｌ お よ び １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） を １ ０ ０ μ ｌ ず つ ウ ェ ル に 添 加 し て 、 さ ら に 室
温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ 液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 ０ ． ４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ オ ル
ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ OPD、 Sigma社  P-9029） お よ び ０ ． ０ １ ５ ～ ０ ． ０ ３ ％ 過 酸 化 水
素 溶 液 を 含 む ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） を 添 加 し て 室 温 に て 反 応 さ せ 、 発 色
反 応 を 行 な っ た 。 こ の 後 １ Ｎ 　 Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ 溶 液 を 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 測 定 波 長 ４ ９ ０ ｎ
ｍ 、 リ フ ァ レ ン ス 波 長 ６ ５ ０ ｎ ｍ に て 吸 光 度 測 定 を 行 っ た 。 得 ら れ た 結 果 を 図 ４ に 示 す 。
ま た 、 Ｋ Ｌ Ｈ の み を 吸 着 さ せ た プ レ ー ト に 対 す る 反 応 と の 差 を 図 ５ に 示 す 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 実 施 例 １ １ で 作 製 し た 抗 体 は 実 施 例 １ ２ で 作 製 し た ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト プ レ
ー ト に 反 応 し た 。 ま た 、 ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 同 量 の Ｋ Ｌ Ｈ の み を 吸 着 さ せ た
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プ レ ー ト よ り も 反 応 性 が 高 く 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 が 作 製
で き た こ と が 確 認 で き た 。 ま た 、 ５ ４ ６ ７ ５ ０ 倍 と い う 高 倍 率 で 希 釈 し て も 反 応 が あ る こ
と か ら 、 高 親 和 性 の 抗 体 が 作 製 で き た こ と も 確 認 で き た 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ２ ３ ２ 】

　 実 施 例 １ １ で 得 ら れ た 抗 体 を 用 い て 、 各 種 の 癌 細 胞 株 お よ び ヒ ト 正 常 組 織 で の Ｔ Ｂ Ａ Ｅ
Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 存 在 に つ い て ド ッ ト ブ ロ ッ ト に て 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 用 い た 癌 細 胞 株 の 名 称 は 表 ３ に 示 し た 。 各 癌 細 胞 株 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 社 等 で 入 手 可 能 な 市 販 品
を 用 い た 。 各 癌 細 胞 株 は 、 直 径 １ ０ ｃ ｍ の 培 養 用 プ レ ー ト （ Corning社 製 ） で 培 養 し 、 細
胞 を 回 収 し た 。 回 収 し た 細 胞 に Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 １ ０ ０ μ ｌ を 添 加 し 、 氷 上 に て 超 音 波 に よ り
細 胞 を 破 砕 し た 。 得 ら れ た 細 胞 破 砕 物 の １ μ ｌ を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に ブ ロ ッ ト し 、 解 析
を 実 施 し た 。

[表 ３ ]
---------------------------------
    名 前             臓 器
---------------------------------
1   Ｍ Ｋ Ｎ １         胃
2   Ｍ Ｋ Ｎ ２ ８       胃
3   Ｍ Ｋ Ｎ ４ ５       胃
4   Ｈ Ｓ Ｃ － ３       胃
5   Ｌ ｉ ｃ           肝
6   Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２       肝
7   Ｍ Ｃ Ｆ ７         乳 房
8   Ｓ Ｗ ３ ８ ７       大 腸
9   Ｄ Ｌ Ｄ － １       大 腸
10  Ｃ ｏ ｌ ｏ ２ ０ ５   大 腸
11  Ｈ Ｌ Ｃ           肺
12  Ｌ Ｋ Ａ Ｚ         肺
13  Ｐ Ｃ － ３         肺
14  Ｐ Ｃ － ９         肺
15  Ｐ Ａ Ｎ Ｃ － １     膵
16  Ｈ ６ ２           肺
17  コ ン ト ロ ー ル （ 組 換 え 発 現 し た
    Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ ）
---------------------------------
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 ヒ ト 正 常 組 織 の 実 験 は 、 ク ロ ン テ ッ ク 社 よ り 購 入 し た 市 販 の 正 常 組 織 （ プ ロ テ イ ン メ ド
レ ー 、 Ｃ ａ ｔ ． Ｎ ｏ ． １ ６ ０ ２ － １ ） に 付 属 の 実 験 プ ロ ト コ ー ル に 従 い 行 っ た 。 用 い た 正
常 組 織 の 種 類 は 、 表 ４ に 示 し た 。 こ れ ら も １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 溶 液 か ら そ れ ぞ れ １ μ ｌ を ブ
ロ ッ ト に 用 い た 。

[表 ４ ]
---------------------------------
    臓 器
---------------------------------
1   脳
2   甲 状 腺
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3   心 臓
4   肺
5   リ ン パ 節
6   脾 臓
7   肝 臓
8   胃
9   小 腸
10  腎 臓
11  卵 巣
12  子 宮
13  胎 盤
14  精 巣
15  膀 胱
16  コ ン ト ロ ー ル （ 組 換 え 発 現 し た
    Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ ）
---------------------------------
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 コ ン ト ロ ー ル と し て は 、 上 記 実 施 例 ９ で 発 現 さ せ た 組 換 え Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ を
用 い る こ と と し 、 組 換 え Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ を 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 破 砕 物 を
ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 適 当 量 ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 一 次 抗 体 と し て 実 施 例 １ １ で 作 製 し た 抗 体 を 用 い た 。 非 特 異 的 反 応 を 低 減 さ せ る た め に
遺 伝 子 を 導 入 し て い な い Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 破 砕 物 と あ ら か じ め ３ ７ ℃ 、 １ ｈ ｒ 反 応 さ せ て か ら
用 い た 。 二 次 抗 体 と し て は 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ ヤ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｄ Ａ Ｋ
Ｏ 社 ） を 用 い た 。 検 出 は Ｅ Ｃ Ｌ プ ラ ス 化 学 発 光 キ ッ ト （ ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社 ）
を 用 い て 行 っ た 。 各 種 癌 細 胞 株 の ド ッ ト ブ ロ ッ ト の 結 果 を 図 ６ に 、 正 常 組 織 の ド ッ ト ブ ロ
ッ ト の 結 果 を 図 ７ に 示 す 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 そ の 結 果 、 癌 細 胞 株 で は 乳 房 由 来 の Ｍ Ｃ Ｆ ７ と 大 腸 由 来 の Ｄ Ｌ Ｄ － １ 、 Ｃ ｏ ｌ ｏ ２ ０ ５
と 肺 由 来 の Ｈ Ｌ Ｃ で コ ン ト ロ ー ル と 同 程 度 の は っ き り と し た 反 応 が 得 ら れ た 。 ま た 、 ヒ ト
正 常 組 織 で は 反 応 し た も の は な く 、 コ ン ト ロ ー ル の み が 反 応 し た 。 よ っ て Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０
０ ７ ３ ７ ９ は 癌 細 胞 特 異 的 に 蛋 白 発 現 し て お り 、 特 に 乳 癌 細 胞 、 大 腸 癌 細 胞 、 肺 癌 細 胞 で
強 い 蛋 白 発 現 し て い る こ と が わ か っ た 。 こ の 結 果 か ら 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ は 癌 の
診 断 や 治 療 に 応 用 で き 、 特 に 癌 の 診 断 に は 非 常 に 有 用 性 が 高 い と 考 え ら れ た 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ２ ３ ８ 】

　 実 施 例 １ １ で 得 ら れ た ウ サ ギ 抗 体 を 一 次 抗 体 と し て 使 用 し た 。 こ の 抗 体 を ３ ０ μ ｇ ／ ｍ
ｌ の 濃 度 に な る よ う に ０ ． ０ ５ Ｍ 炭 酸 － 重 炭 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ９ ． ６ ） に 溶 解 し 、 １ ０ ０ μ
ｌ ／ ウ ェ ル に て ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト へ 添 加 し 、 ４ ℃ に て 一 昼 夜 （ １ ２ 時 間 程 度 以 上 ） お い
て 固 相 化 し た 。 こ の 一 次 抗 体 付 着 プ レ ー ト よ り 一 次 抗 体 溶 液 を 除 い た 後 、 １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ を
含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） を ２ ５ ０ ～ ３ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 添 加 し 、 ４ ℃ に て 一 昼 夜 （ １ ２ 時 間
程 度 ） ま た は ３ ７ ℃ に て ２ 時 間 以 上 お い て ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 こ の プ レ ー ト か ら ブ ロ ッ キ
ン グ 溶 液 を 除 き 、 こ れ に 、 各 種 癌 患 者 の ヒ ト 血 清 を １ ０ ０ μ ｌ 、 も し く は 、 コ ン ト ロ ー ル
と し て 上 記 実 施 例 ９ で 発 現 さ せ た 組 換 え Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 培 養 上
清 と し て １ ０ ０ μ ｌ ず つ 添 加 し 、 室 温 に て 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 各 種 癌 患 者 の ヒ ト 血 清 は
、 ベ リ タ ス 社 か ら 購 入 し た 。 膵 臓 癌 患 者 の 血 清 を ８ 検 体 、 肝 癌 患 者 の 血 清 を ６ 検 体 、 大 腸
癌 患 者 の 血 清 を ５ 検 体 、 胃 癌 患 者 の 血 清 を １ 検 体 、 小 腸 癌 患 者 の 血 清 を １ 検 体 、 ま た 、 健
常 者 （ 正 常 ） 血 清 を ２ 検 体 用 い た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
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Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 測 定 系 の 構 築 と ヒ ト 血 液 中 の Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 測 定



　 反 応 後 、 ５ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ， 　 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ 　 ２ ０ ， 　 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ
ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ を 組 成 と す る 洗 浄 液 を 使 用 し て 十 分 な 洗 浄 を 行 な っ た 後 、 実 施
例 １ １ で 作 製 し た マ ウ ス 抗 体 １ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） を １ ０ ０
μ ｌ ず つ ウ ェ ル に 添 加 し 、 室 温 に て 約 １ 時 間 反 応 さ せ た 。 次 に 上 記 の 洗 浄 液 を 使 用 し て 十
分 な 洗 浄 を 行 な い 、 二 次 抗 体 と し て Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
（ DAKO社 ） を ２ ０ ０ ０ 倍 希 釈 し た １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） を １ ０ ０ μ ｌ ず つ ウ ェ
ル に 添 加 し 、 さ ら に 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ た 。 洗 浄 液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 ０ ．
４ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Ｏ Ｐ Ｄ 、 Sigma社  Ｐ － ９ ０ ２ ９ ） お よ び ０ ． ０
１ ５ ～ ０ ． ０ ３ ％ 過 酸 化 水 素 溶 液 を 含 む ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） を １ ０ ０
μ ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 添 加 し て 室 温 に て 反 応 さ せ 、 発 色 を 行 な っ た 。 こ の 後 １ Ｎ 　 Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４

溶 液 を １ ０ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル ず つ 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 測 定 波 長 ４ ９ ０ ｎ ｍ 、 リ フ ァ レ ン ス
波 長 ６ ５ ０ ｎ ｍ に て 吸 光 度 測 定 を 行 な っ た 。 結 果 を 図 ８ に 示 す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 そ の 結 果 、 正 常 人 よ り 高 い 値 を 示 し た 癌 患 者 血 清 は ２ １ 検 体 中 １ ５ 検 体 あ っ た 。 特 に 膵
癌 患 者 で は 高 値 を 示 す 検 体 が あ っ た 。 ま た 、 肝 癌 、 小 腸 癌 で も 高 い 値 を 示 す 検 体 が あ っ た
。 こ の 結 果 か ら 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ の 血 液 中 測 定 が 、 癌 の 診 断 に 有 用 で あ る こ と
が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ ２ ４ １ 】

　 実 施 例 １ ０ に て 作 製 し た ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 各 溶 液 を 、 同 容 量 の フ ロ
イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と と も に 、 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス の 皮 下 お よ び 腹 腔 内 に ４ 週 間 間 隔
で ３ 回 投 与 す る 。 マ ウ ス の 血 清 中 に 抗 体 が 産 生 し て い る こ と を 確 認 後 、 １ ０ μ ｇ の ペ プ チ
ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 溶 液 を 尾 静 脈 内 に 投 与 す る 。 ３ 日 後 に 脾 臓 を 取 り 出 し 、 「
単 ク ロ ー ン 抗 体 実 験 マ ニ ュ ア ル 」 （ 講 談 社 サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク １ ９ ８ ７ 年 出 版 ） に 従 い
、 ポ リ エ チ エ ン グ リ コ ー ル １ ５ ０ ０ を 使 用 し て 、 脾 臓 細 胞 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 Ｐ ３ Ｕ １ と 細
胞 融 合 さ せ 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 注 入 後 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 添 加 し て １ ４ 日 間 の 培 養 を 行 う 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 こ の 後 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 培 地 中 に 産
生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 別 を 行 う 。 す な わ ち 、 実 施 例 １ ２ で 作 製 し た Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０
７ ３ ７ ９ に 対 す る 抗 体 の 解 析 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト の う ち ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 吸 着 し た プ レ ー ト に 対 し て 、 選 択 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 添 加 し 、 培 養 上 清 に
存 在 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 解 析 す る 。 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 対 す る 抗
体 の 特 異 性 解 析 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に 対 し 、 選 択 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を １ ０
０ μ ｌ ／ ウ ェ ル に て 添 加 し た 後 ４ ℃ 下 に て ２ 時 間 以 上 反 応 さ せ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 こ の 後 、 ０ ． ０ ５ ％ 　 Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ 液 ） を 用 い て 十
分 な 洗 浄 を 行 な い 、 Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ ・ Ｆ ｃ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｉ Ｃ Ｎ
社 ） １ μ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び １ ％ 　 Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ （ － ） を １ ０ ０ μ ｌ ず つ ウ ェ ル に 添 加
し 、 さ ら に 室 温 で １ 時 間 反 応 さ せ る 。 Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ 液 で 充 分 に 洗 浄 操 作 を 行 っ た 後 、 ０ ． ４ ｍ
ｇ ／ ｍ ｌ オ ル ト フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （ Ｏ Ｐ Ｄ 、 Sigma社  Ｐ － ９ ０ ２ ９ ） お よ び ０ ． ０ １ ５
～ ０ ． ０ ３ ％ 過 酸 化 水 素 溶 液 を 含 む ク エ ン 酸 － リ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） を 添 加 し て 室
温 に て 反 応 さ せ 、 発 色 を 行 な う 。 こ の 後 １ Ｎ 　 Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ 溶 液 を 添 加 し て 反 応 を 止 め 、 測
定 波 長 ４ ９ ０ ｎ ｍ 、 リ フ ァ レ ン ス 波 長 ６ ５ ０ ｎ ｍ に て 吸 光 度 測 定 を 行 う 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 次 に 、 こ こ で 得 ら れ た ペ プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 対 し て 反 応 性 を 有 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 を 用 い 、 実 施 例 １ ２ で 作 製 し た Ｋ Ｌ Ｈ の み を 吸
着 さ せ た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ プ レ ー ト に て 同 様 に ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 Ｋ Ｌ Ｈ に 対 し て 反 応 性 を
全 く 示 さ な い ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０
７ ３ ７ ９ に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が 得 ら れ る 。
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Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製



【 ０ ２ ４ ５ 】
　 得 ら れ た 各 ハ イ ブ ブ リ ド ー マ は 、 限 界 希 釈 法 に よ る ４ 回 の ク ロ ー ニ ン グ 操 作 後 、 培 養 上
製 を 回 収 し て プ ロ テ イ ン Ａ が 結 合 し た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ア マ シ ャ ム フ
ァ ル マ シ ア バ イ オ テ ク 製 ） に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 を 行 う 。 か く し て 本 発 明 の
蛋 白 質 （ Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ ） に 対 し て 特 異 的 な 反 応 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 な お 、 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ３ 年 ５ 月 ９ 日 付 け の 日 本 特 許 出 願 （ 特 願 ２ ０ ０ ３ － １ ３ １ ４ ５
２ ） に 基 づ く も の で あ り 、 そ の 内 容 は 本 明 細 書 に 参 照 と し て 取 り 込 ま れ る 。 ま た 、 本 明 細
書 に お い て 引 用 さ れ た 全 て の 先 行 技 術 文 献 も 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 取 り 込 ま れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛋 白 質 （ Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９
蛋 白 質 ） の 構 造 と 既 知 蛋 白 質 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） の 構 造 を 比 較 し た 図 で あ
る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 配 列 番 号 １ の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ （ Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ ） と
既 知 蛋 白 質 Ｎ Ｍ ０ ２ ０ ９ ７ ４ （ Ｓ Ｃ Ｕ Ｂ Ｅ ２ ） を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ゲ ノ ム 構 造 を 比 較
し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 系 に よ る Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ 蛋 白 質 の 発 現 を 、 ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 確 認 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 部 分 ペ プ チ ド ２ ～ ４ （ 混 合 物 も 含 む ） と Ｋ Ｌ Ｈ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 吸 着
さ せ た プ レ ー ト に 対 す る 、 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 免 疫 原 と し て 得 た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反
応 性 を 測 定 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 免 疫 原 と し て 得 た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 、 ペ
プ チ ド Ｋ Ｌ Ｈ プ レ ー ト に 対 す る 反 応 性 と Ｋ Ｌ Ｈ の み を 吸 着 さ せ た プ レ ー ト に 対 す る 反 応 性
の 差 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 各 種 癌 細 胞 に 対 す る
ド ッ ト ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 正 常 組 織 に 対 す る ド
ッ ト ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 各 種 癌 患 者 血 清 中 の Ｔ Ｂ Ａ Ｅ Ｓ ２ ０ ０ ７ ３ ７ ９ を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 測 定 し た
結 果 を 示 す 。
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ３ 】
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摘要(译)

解决的问题：分析全长cDNA文库中包含的cDNA克隆的核苷酸序列，鉴
定由具有新序列的cDNA的cDNA编码的蛋白质的生理活性，基于生理活
性和目的鉴定蛋白质。 建议如何使用编码的DNA。 解决方案：根据以下
（a）至（c）中任一项的蛋白质；（a）具有EGF活性的蛋白质，该蛋白
质由特定的人源氨基酸序列组成，（b）上述蛋白质的氨基酸序列中的一
种或几种蛋白质。 缺失，取代和/或由氨基酸序列组成的氨基酸，以及在
癌细胞或癌组织中表达增加的蛋白质，（c）由该蛋白质的氨基酸序列中
的部分氨基酸序列组成，以及癌细胞或 在癌症组织中表达增加的蛋白
质。 [选择图]无
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