
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】医療レベルにおける、ＩＬ -４およびＩＬ -１３（インターロイキン－１３）の調
節の現象の、および特にこれらの２種のサイトカインのいずれかによって創製される効果
を分離し、別々に制御することができるＩＬ－１３受容体ポリペプチド及びその作製方法
の提供。
【解決手段】ＩＬ－１３に特異的に結合することができる、特定な配列のフラグメントか
らなり、かつ／または細胞膜のレベルでＩＬ－１３によって特異的に生成されるシグナル
の伝達に関与し、かつ／または特定な配列のポリペプチドに特異的な抗体によって認識さ
れ、ならびに／あるいは特定な配列のポリペプチドを認識する抗体を誘導することができ
る精製されたポリペプチド。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 ま た は そ の 相 補 鎖 か ら
な る こ と を 特 徴 と す る プ ロ ー ブ を 含 む 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ り 、 生 物 試 料 中 の 、 ８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て
置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 を 検 出 す る た め の 、 ま た は 、 異 型 接 合 性 ま た は 遺 伝 子 転 移 の 欠 失 の ご と き 異
常 な 合 成 ま た は 遺 伝 的 異 常 を 明 ら か に す る た め の イ ン ・ ビ ト ロ （ in　 vitro） 診 断 ツ ー ル
。
【 請 求 項 ２ 】
残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 を コ ー ド す る 配
列 ま た は そ の 相 補 鎖 か ら な る こ と を 特 徴 と す る プ ロ ー ブ を 含 む 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 生 物 試 料 中 の 、 残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号
： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 検 出
す る た め の 、 ま た は 、 異 型 接 合 性 ま た は 遺 伝 子 転 移 の 欠 失 の ご と き 異 常 な 合 成 ま た は 遺 伝
的 異 常 を 明 ら か に す る た め の イ ン ・ ビ ト ロ （ in　 vitro） 診 断 ツ ー ル 。
【 請 求 項 ３ 】
残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 を コ ー ド す る 配
列 ま た は そ の 相 補 鎖 か ら な る こ と を 特 徴 と す る プ ロ ー ブ を 含 む 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 生 物 試 料 中 の 、 残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号
： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 検 出
す る た め の 、 ま た は 、 異 型 接 合 性 ま た は 遺 伝 子 転 移 の 欠 失 の ご と き 異 常 な 合 成 ま た は 遺 伝
的 異 常 を 明 ら か に す る た め の イ ン ・ ビ ト ロ （ in　 vitro） 診 断 ツ ー ル 。
【 請 求 項 ４ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ロ ー ブ を 含 む 染 色 体 異 常
を 検 出 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ８ １ ま で 伸 長 す る ヌ ク レ
オ チ ド リ ン ケ ー ジ か ら な る プ ロ ー ブ を 含 む 染 色 体 異 常 を 検 出 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ３ ま で 伸 長 す る ヌ ク レ
オ チ ド リ ン ケ ー ジ か ら な る プ ロ ー ブ を 含 む 染 色 体 異 常 を 検 出 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 ま た は そ の 相 補 鎖 か ら
な る ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を 、 所 望 に よ り 、 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 増 幅 の 予 備 段 階 後
で あ っ て も よ い が 、 該 プ ロ ー ブ と 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 複 合 体 の 形 成 を 許 容 す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 接 触 さ せ ；
　 形 成 し 得 る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し ；
　 所 望 に よ り 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 配 列 決 定 し て も よ い こ と を 含 む 、 ８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCV
TLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の レ ベ ル に お け る 異 常 な 合 成 ま た は 遺 伝 的 異 常 を イ ン ・ ビ ト ロ （
in　 vitro） 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 ま た は そ の 相 補 鎖 か ら な る ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を 、 所 望 に
よ り 、 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 増 幅 の 予 備 段 階 後 で あ っ て も よ い が 、 該 プ ロ ー ブ と 前 記 の
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ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 を 許 容 す る ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で 、 生 物 試 料 と 接 触 さ せ ；
　 形 成 し 得 る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し ；
　 所 望 に よ り 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ８ １ ま で
伸 長 す る ヌ ク レ オ チ ド リ ン ケ ー ジ か ら な る プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形
成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 配 列 決 定 し て も よ い こ と を 含 む 、 残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列
番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の
レ ベ ル に お け る 異 常 な 合 成 ま た は 遺 伝 的 異 常 を イ ン ・ ビ ト ロ （ in　 vitro） 検 出 す る た め
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ３ ま で 伸 長 す る ヌ ク レ
オ チ ド リ ン ケ ー ジ か ら な る ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を 、 所 望 に よ り 、 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 増 幅 の 予 備 段 階 後 で あ っ て も よ い が 、 該 プ ロ ー ブ と 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 間 の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 を 許 容 す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 生 物 試 料
と 接 触 さ せ ；
　 形 成 し 得 る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し ；
　 所 望 に よ り 、 該 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 配 列 決 定 し て も よ い こ と を 含 む 、 残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ
プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の レ ベ ル に お け る 異 常 な 合
成 ま た は 遺 伝 的 異 常 を イ ン ・ ビ ト ロ （ in　 vitro） 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 使 用 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 ８ 個
の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列
の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ８ １ ま で 伸 長 す る ヌ ク レ
オ チ ド リ ン ケ ー ジ か ら な る 核 酸 配 列 を 使 用 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 残 基 ３ ４ ３
ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド
の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ３ ま で 伸 長 す る ヌ ク レ
オ チ ド リ ン ケ ー ジ か ら な る 核 酸 配 列 を 使 用 す る こ と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 残 基 ３ ３ ７
ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド
の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 該 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 培 養 し ； つ い で
　 該 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る Ｉ Ｌ － １ ３ β 受 容 体 組 換 え ポ リ ペ プ
チ ド を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る 組 換 え ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ
ク レ オ チ ド １ ０ ８ １ ま で 伸 長 す る ヌ ク レ オ チ ド リ ン ケ ー ジ か ら な る 配 列 を 有 す る 核 酸 で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 培 養 し 、 つ い で 、 該 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 特 徴
と す る Ｉ Ｌ － １ ３ β 受 容 体 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る 組 換 え ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 を 許 容 す る 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ
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ク レ オ チ ド １ ０ ６ ３ ま で 伸 長 す る ヌ ク レ オ チ ド リ ン ケ ー ジ か ら な る 配 列 を 有 す る 核 酸 で ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 培 養 し 、 つ い で 該 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 特 徴 と
す る Ｉ Ｌ － １ ３ β 受 容 体 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 作 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る こ と を
特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 、 ま た は そ れ
ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ７ 】
残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 、 ま た は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ８ 】
残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 、 ま た は そ れ ら の 断 片 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ６ 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 生 物 試 料 中 の 、 ８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ：
VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ
プ チ ド を 検 出 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ７ 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 生 物 試 料 中 の 、 残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配
列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 ま た は 検 出 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ８ 記 載 の 抗 体 を 含 む 、 生 物 試 料 中 の 、 残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配
列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 ま た は 検 出 す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ ６ 、 １ ７ ま た は １ ８ い ず れ か に 記 載 の 少 な く と も １ の 抗 体 を 、 Ｉ Ｌ － １ ３ 受 容 体
と 該 抗 体 （ ま た は 複 数 の 該 抗 体 ） と の 間 の 特 異 的 な 免 疫 複 合 体 の 可 能 な 形 成 を 許 容 す る 条
件 下 で 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 形 成 し 得 る 特 異 的 な 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 異 常 な レ ベ ル で 発 現 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ３ 受 容 体 の 異 常 な 発 現 と 相 関 す る 病 理 を イ ン ・
ビ ト ロ （ in　 vitro） で 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
所 望 に よ り 支 持 体 に 結 合 し て い て も よ い 、 請 求 項 １ ６ 、 １ ７ ま た は １ ８ い ず れ か に 記 載 の
Ｉ Ｌ － １ ３ 受 容 体 に 特 異 的 な 少 な く と も １ の 抗 体 、
　 Ｉ Ｌ － １ ３ 受 容 体 と 該 抗 体 （ ま た は 複 数 の 該 抗 体 ） と の 間 の 特 異 的 な 抗 原 ／ 抗 体 複 合 体
の 形 成 を 明 ら か に す る た め の 手 段 お よ び ／ ま た は そ の 複 合 体 を 定 量 化 す る 手 段 を 含 む 、 生
物 試 料 中 の Ｉ Ｌ － １ ３ 受 容 体 の 異 常 な 発 現 を イ ン ・ ビ ト ロ （ in　 vitro） 診 断 す る た め の
お よ び ／ ま た は 該 試 料 中 の Ｉ Ｌ － １ ３ 受 容 体 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ
と が で き る 因 子 を 同 定 お よ び ／ ま た は 単 離 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 所 望 に よ り 未 同 定 で
あ っ て も よ い 化 合 物 ま た は 種 々 の 化 合 物 を 含 有 す る 混 合 物 を 、 ８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下
の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異
型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 と 、 該 化 合 物 が 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て
親 和 性 を 有 す る 場 合 に は 該 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 化 合 物 の 間 の 相 互 作 用 を 許 容 す る 条 件 下
で 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 化 合 物 ま た は そ の 生 物 活 性 を モ ジ
ュ レ ー ト す る こ と が で き る も の を 検 出 お よ び ／ ま た は 単 離 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き る 因 子 を 同 定 お よ び ／ ま た は 単 離 す
る た め の 方 法 で あ っ て 、 所 望 に よ り 未 同 定 で あ っ て も よ い 化 合 物 ま た は 種 々 の 化 合 物 を 含
有 す る 混 合 物 を 、 残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形
態 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 と 、 該 化 合 物 が 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て
親 和 性 を 有 す る 場 合 に は 該 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 化 合 物 の 間 の 相 互 作 用 を 許 容 す る 条 件 下
で 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 化 合 物 ま た は そ の 生 物 活 性 を モ ジ
ュ レ ー ト す る こ と が で き る も の を 検 出 お よ び ／ ま た は 単 離 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は そ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き る 因 子 を 同 定 お よ び ／ ま た は 単 離 す
る た め の 方 法 で あ っ て 、 所 望 に よ り 未 同 定 で あ っ て も よ い 化 合 物 ま た は 種 々 の 化 合 物 を 含
有 す る 混 合 物 を 、 残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形
態 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 と 、 該 化 合 物 が 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て
親 和 性 を 有 す る 場 合 に は 該 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 該 化 合 物 の 間 の 相 互 作 用 を 許 容 す る 条 件 下
で 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 化 合 物 ま た は そ の 生 物 活 性 を モ ジ
ュ レ ー ト す る こ と が で き る も の を 検 出 お よ び ／ ま た は 単 離 す る こ と を 特 徴 と す る 該 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の 活 性 を モ ジ ュ
レ ー ト す る こ と が で き る 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き る 因 子 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を 含 む 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き る 因 子 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る た め の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 Ｉ Ｌ －
１ ３ Ｒ β の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き る 生 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド の 使 用 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で
き る 生 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド の 使 用 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で
き る 生 成 物 の 製 造 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ６ 】
８ 個 の Ｃ － 末 端 残 基 が 以 下 の ６ 個 の 残 基 ： VRCVTLに よ っ て 置 換 さ れ て い る 配 列 番 号 ： ２ の
配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 Ｉ Ｌ －
１ ３ β 拮 抗 作 用 を 有 す る 医 療 生 成 物 の 合 成 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
残 基 ３ ４ ３ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド の 使 用 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 Ｉ Ｌ － １ ３ β 拮 抗 作 用 を 有 す る 医 療 生 成 物 の 合 成 方
法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ： ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 形 態 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド の 使 用 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 、 Ｉ Ｌ － １ ３ β 拮 抗 作 用 を 有 す る 医 療 生 成 物 の 合 成 方
法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -１ ３ （ Ｉ Ｌ -１ ３ ） に 対 し て 特 異 的 な 受 容 体 活 性 を 有 す る
精 製 ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 相 当 す る 核 酸 配 列 、 な ら
び に そ れ ら の 適 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｉ Ｌ -１ ３ は 、 最 近 同 定 さ れ た （ １ 、 ２ ） 、 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 、 活 性 化 後 の Ｂ リ ン パ 球
お よ び 肥 満 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ る １ １ ２ ア ミ ノ 酸 の サ イ ト カ イ ン で あ る 。
　 Ｉ Ｌ -４ と 共 有 す る そ の 膨 大 な 生 物 特 性 に よ り 、 Ｉ Ｌ -１ ３ は Ｉ Ｌ -４ 様 サ イ ト カ イ ン と
し て 説 明 さ れ て い る 。 そ の 活 性 は 、 Ｂ -細 胞 （ ３ -５ ） 、 単 球 （ ６ -１ ０ ） お よ び 他 の 非 -造
血 細 胞 （ １ １ -１ ２ ） に 対 す る Ｉ Ｌ -４ の 活 性 に 実 際 に 類 似 し て い る 。 一 方 、 Ｉ Ｌ -４ と は
反 対 に 、 休 止 ま た は 活 性 化 Ｔ 細 胞 に 対 し て は 特 異 的 な 効 果 を 何 ら 及 ぼ さ な い よ う で あ る （
１ ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｂ リ ン パ 球 お よ び あ る 種 の 造 血 前 駆 体 に 対 す る Ｉ Ｌ -１ ３ の 種
々 の 生 物 活 性 は A.J.Mintyに よ っ て 、 な ら び に Ｉ Ｌ -１ ３ の 概 説 論 文 に 詳 記 さ れ て い る （ 例
え ば １ ４ を 参 照 さ れ た し ） 。 加 え て 、 幾 つ か の デ ー タ は 、 こ の サ イ ト カ イ ン が 他 の 細 胞 型
に 対 し て 多 面 的 な 効 果 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 Ｉ Ｌ -１ ３ に よ っ て 直 接 的 に 影 響 を 受
け る こ れ ら の 非 -造 血 細 胞 は 、 内 皮 細 胞 お よ び 小 膠 細 胞 、 表 皮 ケ ラ チ ン 細 胞 、 な ら び に 腎
臓 お よ び 小 腸 の ガ ン 腫 で あ る 。
　 Ｉ Ｌ -１ ３ の 抗 -炎 症 お よ び 免 疫 調 節 活 性 は 、 例 え ば 、 自 己 免 疫 疾 患 、 腫 瘍 お よ び ウ イ ル
ス 病 理 の 治 療 に 有 用 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し な が ら 、 臨 床 レ ベ ル に お け る こ れ ら の 生 物 特 性 の 利 用 に は 、 関 連 す る 病 理 に お い
て 生 物 特 性 を 制 御 お よ び 変 調 さ せ る こ と が で き る よ う に 、 そ れ を 介 し て こ の 効 果 が 発 揮 さ
れ る シ グ ナ ル お よ び メ カ ニ ズ ム の 完 全 な 認 識 が 要 求 さ れ る 。
　 細 胞 内 の 生 物 分 子 に よ っ て 伝 達 さ れ る シ グ ナ ル の 分 析 に お け る ス テ ー ジ の １ つ は 、 そ の
膜 受 容 体 を 同 定 す る こ と に あ る 。 Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 の こ の 側 面 に 対 し て 行 っ た 研 究 実 験 に
よ り 、 Ｉ Ｌ -１ ３ お よ び Ｉ Ｌ -４ が 共 通 の 受 容 体 、 ま た は 非 常 に 少 な く 見 積 も っ て も 共 通 受
容 体 複 合 体 の 幾 つ か の コ ン ポ ー ネ ン ト 、 な ら び に 共 通 の シ グ ナ ル 伝 達 エ レ メ ン ト を 有 す る
こ と が 示 さ れ て い る （ １ ５ -１ ８ ） 。 こ の 受 容 体 は 、 考 え ら れ る 細 胞 型 に よ っ て 変 動 し 得
る 数 で 、 種 々 の 細 胞 型 の 表 面 に 存 在 す る 。 Ｉ Ｌ -１ ３ お よ び Ｉ Ｌ -１ ４ 受 容 体 の 比 較 分 布 が
、 A.J.Minty（ １ ４ ） に よ っ て 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Kondoら （ １ ９ ） は 、 Ｉ Ｌ -４ に 対 し て 高 親 和 性 を 有 す る 受 容 体 の 構 造 を 記 載 し て い る 。
こ の 受 容 体 は 、 １ ４ ０ ｋ Ｄ ａ の 糖 蛋 白 質 （ Ｉ Ｌ -４ Ｒ ） と Ｉ Ｌ -２ 受 容 体 の γ 鎖 （ γ ｃ ） と
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の 会 合 に よ っ て 形 成 さ れ る ダ イ マ ー で あ る 。 Ｉ Ｌ -４ は 高 親 和 性 （ ５ ０ ～ １ ０ ０ ｐ Ｍ の Ｋ
ｄ ） で １ ４ ０ ｋ Ｄ ａ の 糖 蛋 白 質 サ ブ ユ ニ ッ ト （ Ｉ Ｌ -４ Ｒ ま た は ｇ ｐ １ ４ ０ ） に 結 合 す る
こ と が で き る （ １ ５ ） 。 し か し な が ら 、 こ の 親 和 性 は 、 γ ｃ 鎖 が ｇ ｐ １ ４ ０ と 会 合 し た 場
合 に は 、 ２ ～ ３ 倍 だ け 上 昇 す る 。 加 え て 、 こ の 会 合 は Ｉ Ｌ -４ に よ り 媒 介 さ れ る あ る 種 の
シ グ ナ ル の 伝 達 に も 必 要 で あ る （ １ ９ 、 ２ ０ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｉ Ｌ -１ ３ ま た は Ｉ Ｌ -４ の い ず れ か の 結 合 性 に 関 す る 交 差 -競 合 実 験 に よ り 、 Ｉ Ｌ -４ は
Ｉ Ｌ -１ ３ の 結 合 性 を 通 常 妨 害 し 得 る が 、 Ｉ Ｌ -１ ３ は 一 般 的 に Ｉ Ｌ -４ の そ の 受 容 体 に 対
す る 結 合 性 を 部 分 的 に し か 妨 害 で き ず （ １ ７ 、 ２ １ ） 、 Ｉ Ｌ -４ 受 容 体 の ２ 個 の サ ブ ユ ニ
ッ ト の い ず れ に も 、 ま た は そ れ ら の 会 合 に よ っ て 形 成 さ れ た 複 合 体 に も 結 合 し な い こ と が
立 証 さ れ て い る 。 こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 、 本 発 明 者 ら は 、 Ｉ Ｌ -１ ３ に 対 し て 特 異 的 な
受 容 体 が 、 も う １ 個 の Ｉ Ｌ -１ ３ 結 合 性 コ ン ポ ー ネ ン ト （ Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β ） と 会 合 し た 受 容
体 複 合 体 Ｉ Ｌ -４ よ り な る と 予 想 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｉ Ｌ -１ ３ お よ び Ｉ Ｌ -４ に 応 答 し て 増 殖 す る こ と が で き る 赤 白 血 球 細 胞 系 統 （ Ｔ Ｆ -１
系 統 ） で 行 っ た 研 究 実 験 に よ り 、 こ れ ら の ２ 種 の サ イ ト カ イ ン が そ れ ら の 受 容 体 に 結 合 し
た 後 に 同 様 の 細 胞 内 事 象 を 生 成 す る こ と が 示 さ れ た （ １ ８ ） 。 平 行 し て 、 交 差 -連 結 （ cro
ss-linking） 実 験 に よ り 、 ｇ ｐ １ ４ ０ が 、 γ 鎖 ま た は 新 た な サ ブ ユ ニ ッ ト の い ず れ か と 分
子 量 ５ ５ ～ ７ ０ ｋ Ｄ ａ の ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 し 得 る こ と が 示 さ れ た （ １ ７ 、 ２ １ ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 、 マ ウ ス 胚 幹 細 胞 系 統 で 最 近 行 わ れ た 研 究 実 験 に よ り 、 ４ ２ ４ ア ミ ノ 酸 残 基 の ポ
リ ペ プ チ ド （ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α ） を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と
が 可 能 と な っ た が 、 こ れ は 、 高 親 和 性 、 す な わ ち そ の 定 数 Ｋ ｄ が 約 １ ０ ｐ Ｍ ～ １ ０ ０ ｐ Ｍ
の 値 に あ る 親 和 性 を 有 す る 受 容 体 （ 低 親 和 性 受 容 体 は 、 ２ ｎ Ｍ ～ １ ０ ｎ Ｍ の 値 に あ る 定 数
Ｋ ｄ を 有 し て い る ） （ ２ ２ 、 ２ ３ ） を 構 成 す る よ う に 、 Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 が Ｉ Ｌ -４ 受 容 体
と 共 通 の 鎖 を 分 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 医 療 レ ベ ル に お け る 、 Ｉ Ｌ -４ お よ び Ｉ Ｌ -１ ３ の 調 節 の 現 象 の 、 お よ び 特 に こ れ ら の ２
種 の サ イ ト カ イ ン の い ず れ か に よ っ て 創 製 さ れ る 効 果 を 分 離 し 、 別 々 に 制 御 す る こ と が で
き る 可 能 性 の 明 確 な 理 解 の 重 要 性 に 鑑 み 、 本 発 明 者 ら は 、 一 方 で は 、 高 親 和 性 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド 特 異 的 結 合 性 Ｉ Ｌ -１ ３ の 特 徴 付 け に 、 他 方 で は 、 低 親 和 性 で Ｉ Ｌ -１ ３ に 単 独
で 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｉ Ｌ -４ 受 容 体 と 会 合 す る と Ｉ Ｌ -１ ３ に 対 す る 高 親 和 性 受 容 体 を 構 成
す る も う １ 種 の ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 付 け に 関 心 を 持 っ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 今 回 、 本 発 明 者 ら は 、 他 の 公 知 の ヒ ト 腎 臓 ガ ン 腫 系 統 （ ２ １ ） よ り も よ り 多 量 に Ｉ Ｌ -
１ ３ 特 異 的 受 容 体 を 発 現 し て い る ヒ ト ガ ン 腫 細 胞 系 統 を 同 定 し 、 今 回 、 Ｉ Ｌ -４ ／ Ｉ Ｌ -１
３ 受 容 体 に 対 す る Ｉ Ｌ -１ ３ の 結 合 に 寄 与 す る 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β と 称 す る 一 次 サ ブ ユ ニ ッ ト
の ク ロ ー ニ ン グ 、 な ら び に ２ 種 の サ イ ト カ イ ン 間 の 交 差 -競 合 を 許 容 す る 高 親 和 性 受 容 体
を 構 成 す る た め に Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 と Ｉ Ｌ -４ 受 容 体 に よ っ て 分 有 さ れ て い る 、 Ｉ Ｌ -１ ３
Ｒ α と 称 す る 共 通 鎖 の ク ロ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 し か る に 、 本 発 明 は Ｉ Ｌ -１ ３ に 特 異 的 に
結 合 す る 精 製 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 特 に 、 本 発 明 の 対 象 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 が Ｉ Ｌ -１ ３ に 対 し て 特 異 的 な 受 容 体
（ Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α ） の 配 列 に 対 応 す る 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の
生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 対 象 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト を コ
ー ド す る 単 離 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で も あ る 。
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　 加 え て 、 本 発 明 は 、 前 記 定 義 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も １ 種 を 含 有 す る 発 現 ベ ク
タ ー 、 お よ び 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の う ち の １ 種 の 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 を 許 容 す る 条 件
下 に て こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 に 関 す る 。
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 に よ る 組 換 え Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α ま た は
そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト の 産 生 方 法 も 本 発 明 の 一 部 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ -１ ３ に よ っ て 創 製 さ れ る 免 疫 お よ び 炎 症 メ カ ニ ズ ム を 調 節 す る
た め の 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な フ
ラ グ メ ン ト を 含 む 医 薬 組 成 物 を も 含 む 。 加 え て 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た
は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α の 活 性 を 変 調 さ せ る こ と が で き る 剤 を 同 定 す る た め の 方 法 、 お よ び こ れ
ら の 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α ま た は そ
れ ら の フ ラ グ メ ン ト の 使 用 、 な ら び に Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 の 活 性 を 変 調 さ せ る こ と が で き る
新 規 な 生 成 物 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 ま
た は 抗 体 の 誘 導 体 を も 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α 、 そ れ ら の 生 物 学 的 に
活 性 な フ ラ グ メ ン ト の う ち の １ 種 、 ま た は こ の 受 容 体 の 活 性 を 特 異 的 に 変 調 さ せ る こ と が
で き る 化 合 物 を 、 医 薬 上 許 容 さ れ る ビ ヒ ク ル と 組 合 せ て 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 Ｉ Ｌ
-１ ３ に よ っ て 媒 介 さ れ る 免 疫 反 応 を 変 調 さ せ る た め の 治 療 処 理 方 法 に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 し た Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 Ｉ Ｌ
－ ４ に よ っ て 誘 導 さ れ る 応 答 に 匹 敵 す る 、 Ｉ Ｌ － １ ３ に よ っ て 特 異 的 に 誘 導 さ れ る 応 答 に
関 与 す る 因 子 の 知 識 を 改 善 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 Ｉ Ｌ － １ ３ が キ ー と な る 役 割 を 演
ず る 正 常 お よ び 病 理 状 態 下 の 受 容 体 の 発 現 の 調 節 を 研 究 す る た め の ツ ー ル を 有 す る こ と が
で き た 。
　 さ ら に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 入 手 可 能 性 に よ り 、 Ｉ Ｌ -４ ／ Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 複 合 体 の 再 構 成 に 必
要 な 他 の 蛋 白 質 を 容 易 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 ま た 、 Ｉ Ｌ -１ ３ の 活 性 の 特 異 的
な ア ン タ ゴ ニ ス ト と な り 得 る 新 規 な 医 薬 生 成 物 の 製 造 ま た は 合 理 的 な モ デ リ ン グ に も 有 用
で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 以 降 の 本 発 明 の 記 載 に お い て は 、 以 下 の 定 義 を 使 用 す る ：
‐ 高 親 和 性 で Ｉ Ｌ -１ ３ に 特 異 的 に 結 合 す る ポ リ ペ プ チ ド （ Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β ） ： 配 列 番 号 ２
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ の い ず れ か の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン
ト も し く は 誘 導 体 ；
【 ０ ０ １ ７ 】
-低 親 和 性 で Ｉ Ｌ -１ ３ に 単 独 で 特 異 的 に 結 合 し 、 Ｉ Ｌ -４ 受 容 体 と 会 合 す る と 高 親 和 性 受
容 体 を 構 成 す る ポ リ ペ プ チ ド （ Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α ） ： 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ
ペ プ チ ド 、 ま た は そ の い ず れ か の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 ；
【 ０ ０ １ ８ 】
　 -生 物 学 的 に 活 性 な ： Ｉ Ｌ -１ ３ に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き 、 か つ ／ ま た は 細 胞 膜 の
レ ベ ル で Ｉ Ｌ -１ ３ に よ っ て 特 異 的 に 生 成 さ れ る シ グ ナ ル の 伝 達 に 関 与 す る こ と が で き 、
か つ ／ ま た は Ｉ Ｌ -４ お よ び Ｉ Ｌ -１ ３ に 結 合 す る こ と が で き る 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、
Ｉ Ｌ -４ に 対 し て 特 異 的 な 受 容 体 （ Ｉ Ｌ -４ Ｒ ／ ｇ ｐ １ ４ ０ ） と 相 互 作 用 す る こ と が で き 、
か つ ／ ま た は 配 列 番 号 ２ の 配 列 お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て
特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ 、 な ら び に ／ あ る い は 配 列 番 号 ２ の 配 列 お よ び ／ ま た は 配
列 番 号 ４ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 誘 導 す る こ と が で き る こ と ；
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 -誘 導 体 ： 配 列 番 号 ２ の 配 列 お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 ４ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 型
で あ る い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 配 列 番 号 ２ の 配 列 ま た は 配 列 番 号 ４ の 配 列 の 遺 伝
的 お よ び ／ ま た は 化 学 的 性 質 の 改 変 か ら 得 た 、 す な わ ち １ 個 ま た は 限 定 数 の ア ミ ノ 酸 の 突
然 変 異 、 欠 失 、 付 加 、 置 換 お よ び ／ ま た は 化 学 修 飾 に よ っ て 得 た い ず れ か の 分 子 、 な ら び
に い ず れ か の イ ソ 型 配 列 、 す な わ ち 、 配 列 番 号 ２ の 配 列 ま た は 配 列 番 号 ４ の 配 列 、 そ れ ら
を 生 物 学 的 に 活 性 と す る 少 な く と も １ 種 の 保 存 さ れ た 特 性 を 有 す る Ｄ 　 エ ナ ン チ オ マ ー 形
、 該 変 異 型 、 修 飾 ま た は イ ソ 型 配 列 中 に １ ま た は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る 、 そ れ ら の
フ ラ グ メ ン ト の う ち の １ 種 も し く は そ れ ら の 修 飾 配 列 の う ち の １ 種 に 等 し い 配 列 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 対 象 は 、
　 ａ ） 配 列 番 号 ２ の 配 列 ま た は 配 列 番 号 ４ の 配 列 、 お よ び
　 ｂ ） 前 記 定 義 に よ る 、 配 列 番 号 ２ お よ び 配 列 番 号 ４ 由 来 の い ず れ か の 生 物 学 的 に 活 性 な
配 列 ； か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
　 誘 導 体 の 製 造 は 種 々 の 対 象 物 を 有 す る こ と が で き 、 こ れ に は 特 に Ｉ Ｌ -１ ３ に 対 す る 受
容 体 の 親 和 性 を 上 昇 さ せ る も の 、 Ｉ Ｌ -１ ３ と Ｉ Ｌ -４ と の 間 の 交 差 -競 合 を 変 調 さ せ る も
の 、 そ れ ら の 産 生 レ ベ ル を 向 上 す る も の 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る そ れ ら の 耐 性 を 上 昇 さ せ
る も の 、 そ れ ら の 生 物 活 性 を 改 善 す る も の 、 あ る い は 新 規 な 医 薬 的 お よ び ／ ま た は 生 物 学
的 特 性 を そ れ ら に 付 与 す る も の が 含 ま れ る 。
　 前 記 定 義 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 に 活 性 な 変 異 型 の 中 で は 、 前 記 の ア ミ ノ 酸 配 列 の う
ち の １ 種 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 物 （ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ ） の 可 変 ス プ ラ イ シ ン グ （
alternate　 splicing） に よ っ て 生 成 さ れ た フ ラ グ メ ン ト が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 有 利 な 変 異 型 に お い て は 、 配 列 番 号 ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の ８ 個 の Ｃ -末 端 ア ミ ノ 酸
が 以 下 の ６ 個 の ア ミ ノ 酸 ： Ｖ Ｒ Ｃ Ｖ Ｔ Ｌ に よ っ て 置 換 さ れ て い る 。
　 も う １ つ の 有 利 な 態 様 に よ り 、 本 発 明 は 、 残 基 ３ ４ ３ 、 好 ま し く は 残 基 ３ ３ ７ ま で 伸 長
す る 配 列 番 号 ２ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン を 特 に 含 む 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β ｓ と
称 す る Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β の 可 溶 性 形 態 、 な ら び に 、 残 基 ３ ４ ３ 、 好 ま し く は 残 基 ３ ３ ６ と ３
４ ２ と の 間 の 残 基 ま で 伸 長 す る 配 列 番 号 ４ の 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン を 特 に
含 む 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α ｓ と 称 す る Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α の 可 溶 性 形 態 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 配 列 番 号 ２ の 配 列 ま た は 配 列 番 号 ４ の 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 特 定 の 具 体
例 を 表 す 。 実 施 例 か ら 明 ら か と な る よ う に 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 機 能 性 Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容
体 を 形 成 す る よ う に ヒ ト 細 胞 の 表 面 に 発 現 さ せ る こ と が で き 、 か つ ／ ま た は 、 Ｉ Ｌ -２ 受
容 体 の γ 鎖 と 共 に 、 Ｉ Ｌ -４ お よ び Ｉ Ｌ -１ ３ に 共 通 の 受 容 体 複 合 体 を 形 成 す る よ う に Ｉ Ｌ
-４ 受 容 体 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 対 象 は 、
　 ａ ） 配 列 番 号 １ の 配 列 、
　 ｂ ） 配 列 番 号 ３ の 配 列 、
　 ｃ ） 配 列 番 号 １ の 配 列 も し く は 配 列 番 号 ３ の 配 列 、 ま た は そ れ ら の 相 補 的 配 列 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 か つ Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、
ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ お よ び Ｉ Ｌ -４ に 対 し て 高 親 和 性 を 有 す る 受 容 体 を 再 構 成 す る こ と が で き
る 核 酸 配 列 、 な ら び に
　 ｄ ） 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に 、 配 列 ａ ） 、 ｂ ） お よ び ｃ ） 由 来 と な る 核 酸 配 列 ； か ら
選 択 さ れ る 単 離 核 酸 配 列 で も あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 よ り 特 に は 、 本 発 明 の 対 象 は 、 記 載 し た 生 物 特 性 の 少 な く と も １ つ を 保 存 し て い る 、 Ｉ
Ｌ -１ ３ Ｒ β ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α の 可 溶 性 部 分 を コ ー ド す る 配 列 、 お よ び Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β
ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α の 転 写 物 の 可 変 ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 生 成 さ れ る い ず れ か の 変 異
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型 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 好 ま し い 具 体 例 は 、 配 列 番 号 １ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ８ １
ま で 、 好 ま し く は ヌ ク レ オ チ ド １ ０ ６ ３ ま で 伸 長 す る ヌ ク レ オ チ ド の ス ト レ ッ チ を 含 む か
、 ま た は そ れ か ら な る 核 酸 配 列 に よ っ て 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 も う １ つ の 好 ま し い 具 体 例 は 、 配 列 番 号 ３ の 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 番 号 １ か ら ヌ ク レ オ チ
ド 番 号 １ ０ ５ ９ ま で 、 好 ま し く は 番 号 １ ０ ４ １ と １ ０ ５ ６ と の 間 の ヌ ク レ オ チ ド ま で 伸 長
す る ヌ ク レ オ チ ド の ス ト レ ッ チ を 含 む か 、 ま た は そ れ か ら な る 核 酸 配 列 に よ っ て 表 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 有 利 に は 、 本 発 明 に よ る 核 酸 配 列 は 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α の 成 熟 形 態 に
相 当 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 配 列 で あ り 、 こ の 成 熟 蛋 白 質 は シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 放 出 の 結
果 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 人 工 的 な 起 源 ま た は 他 の も の と し 得 る 。 そ れ ら は
、 配 列 番 号 1の 配 列 ま た は 配 列 番 号 ３ の 配 列 に 基 づ い て 作 製 し た プ ロ ー ブ に よ り 配 列 ラ イ
ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 と し 得 る 。
か か る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 慣 用 的 な 分 子 生 物 学 的 技 術 に よ っ て 調 製 し
得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 化 学 合 成 、 ま た は 別 法 と し て ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ
ー ニ ン グ に よ っ て 得 た 配 列 の 化 学 的 ま た は 酵 素 的 修 飾 を 含 む 方 法 の 組 合 せ に よ っ て も 調 製
し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 に 活
性 な フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ を 調 製 す る こ と が で き る 。 適 当 な
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 当 業 者 に よ っ て 日 常 的 に 使 用 さ れ て い る 温 度 お よ び イ オ
ン 強 度 条 件 、 好 ま し く は Ｔ ｍ -５ ℃ と Ｔ ｍ -３ ０ ℃ と の 間 の 温 度 条 件 、 な お よ り 好 ま し く は
Ｔ ｍ -５ ℃ と Ｔ ｍ -１ ０ ℃ と の 間 の 温 度 条 件 （ 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ） で あ り 、 Ｔ ｍ と は ５
０ ％ の 塩 基 対 形 成 鎖 が 分 離 す る 温 度 と し て 定 義 さ れ る 溶 融 温 度 で あ る 。 こ れ ら は 、 生 物 試
料 中 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 転 写 物 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に よ っ て 検
出 す る た め の 、 あ る い は 多 形 性 、 突 然 変 異 、 ま た は 不 完 全 な （ poor） ス プ ラ イ シ ン グ か ら
生 じ る 異 常 な 合 成 ま た は 遺 伝 的 異 常 を 検 出 す る た め の イ ン ・ ビ ト ロ （ in vitro)診 断 ツ ー
ル と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も １ ０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 最 大 限 、 配 列 番 号 １ の
全 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も し く は 配 列 番 号 ３ の 全 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は そ れ ら の
相 補 鎖 を 含 む 。
　 最 も 短 い プ ロ ー ブ 、 す な わ ち 約 １ ０ ～ １ ５ ヌ ク レ オ チ ド の も の の 中 で は 、 適 当 な ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 当 業 者 に よ り 日 常 的 に 使 用 さ れ て い る 温 度 お よ び イ オ ン 強 度 条 件
に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ は そ の 使 用 前 に 標 識 す る 。 そ れ に 関 し て は 、 例 え ば 蛍 光
、 放 射 能 、 化 学 発 光 、 ま た は 酵 素 標 識 の ご と き 幾 つ か の 技 術 が 、 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 に
存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸
配 列 の レ ベ ル の 異 型 接 合 性 お よ び 遺 伝 子 転 移 の 欠 失 の ご と き 異 常 な 合 成 ま た は 遺 伝 的 異 常
の 検 出 に こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る イ ン ・ ビ ト ロ 診 断 方 法 が 本 発 明 に 包 含 さ
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れ る 。 か か る タ イ プ の 方 法 は ：
　 -所 望 に よ り 、 後 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 増 幅 さ せ る 予 備 工 程 の 後 で あ っ て も よ い が 、
本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 前 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 複 合 体 の 形 成 を 許 容 す る 条 件 下 に て 、 該 プ ロ ー ブ を 生 物 試 料 と を 接 触 さ せ ；
　 -形 成 さ れ 得 る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 し ； つ い で
　 -所 望 に よ り 、 本 発 明 の プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 配 列 決 定 し て も よ い ；
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 染 色 体 異 常 の 検 出 に も 有 利 に 用 い る こ と が で き る
。
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 い わ ゆ る Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） 技 術 ま た は そ
の い ず れ か 他 の 変 形 に よ り 、 配 列 決 定 反 応 ま た は 特 異 的 な 増 幅 反 応 用 の セ ン ス お よ び ／ ま
た は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 製 造 お よ び 使 用 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 包 含 す る 核 酸 配 列
と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス 配 列 を 調 製 す る 治 療 分 野 に お い
て も 用 途 を 有 し 、 遺 伝 子 治 療 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 か く し て 、 本 発 明 の 対 象 は 、 前
記 定 義 の Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 を 、 少 な く と も 部 分 的 に 阻 害 す る こ と が で
き る ア ン チ セ ン ス 配 列 で あ る 。 か か る 配 列 は 、 有 利 に は 、 転 写 レ ベ ル の Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β ま
た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α を コ ー ド す る リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 構 成 す る も の か ら な る 。
　 そ れ ら は 、 よ り 特 に 、 ア レ ル ギ ー ま た は 炎 症 の 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 活 性 を 有 す る 前 記 定 義 の
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 に も 使 用 す る こ と が で き る 。
　 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 組 換 え 産 物 を 作 製 す る た め の 技 術 に よ
り 、 前 記 定 義 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 作 製 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に お い て は 、 使 用
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 細 胞 性 宿 主 中 の そ の 発 現 を 許 容 す る シ グ ナ ル の 制 御 下 に 置 く 。
使 用 す る 細 胞 性 宿 主 は 、 細 菌 の ご と き 原 核 生 物 系 、 ま た は 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 （
チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ） ま た は 有 利 に 商 業 的 に 入 手 可 能 な い ず れ か の 他 の 系 の
ご と き 真 核 生 物 系 か ら 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 好 ま し い 細
胞 性 宿 主 は 、 繊 維 芽 細 胞 系 統 Ｃ Ｏ Ｓ -７ ま た は Ｃ Ｏ Ｓ -３ か ら な る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 プ ロ モ ー タ ー 、 ア ク チ ベ ー タ ー ま た は 末 端 配 列 の ご と き ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 制 御 す る
シ グ ナ ル は 、 使 用 す る 細 胞 性 宿 主 に 従 っ て 選 択 す る 。 こ の 終 了 ま で に 、 本 発 明 に よ る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 、 選 択 し た 宿 主 内 の 自 己 複 製 性 ベ ク タ ー 、 ま た は 選 択 し た 宿 主 の 組 込 み 性
ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 か か る ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に よ っ て 日 常 的 に 使 用 さ れ
て い る 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ 、 得 ら れ た ク ロ ー ン は 、 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の ご
と き 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 適 当 な 宿 主 に 導 入 す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 前 記 定 義 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も １ 種 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー も 、 本 発 明 の 一 部 で
あ る 。
　 Ｃ Ｏ Ｓ -７ ま た は Ｃ Ｏ Ｓ -３ 細 胞 の 場 合 に お い て は 、 （ １ ７ ） に 記 載 さ れ て い る の と 同 様
に 、 ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｅ -１ を 使 用 し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 に も
関 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 前 記 定 義 の ベ ク タ ー に 挿 入 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 宿 主 細 胞 に
導 入 し 、 つ づ い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 複 製 お よ び ／ ま た は 発 現 を 許
容 す る 条 件 下 に て 該 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
　 こ れ ら の 細 胞 は 、 配 列 番 号 ２ の 配 列 ま た は 配 列 番 号 ４ の 配 列 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド あ る
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い は そ の 誘 導 体 の 産 生 方 法 に 使 用 す る こ と が で き 、 該 方 法 は そ れ 自 体 が 本 発 明 に 含 ま れ 、
配 列 番 号 ２ の 配 列 も し く は 配 列 番 号 ４ の 配 列 の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は 誘 導 体 の 発 現 を
許 容 す る 条 件 下 に て 該 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 培 養 し 、 該 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ペ プ チ
ド を 回 収 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 使 用 す る 精 製 工 程 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ペ プ チ ド は 、 分 画 、 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も し く は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る
イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 技 術 の ご と き を 独 立 で 、 ま た は 組 合 せ て 用 い る 方 法 に よ っ て 、 細 胞
溶 解 物 お よ び 抽 出 物 か ら 、 培 養 上 清 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 前 記 定 義 に よ る Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が
で き る モ ノ -ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 本 発 明 の 一 部 で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、
通 常 の 手 法 に よ り 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α に 対 し て 免 疫 化 し た 動 物
の 血 清 か ら 得 る こ と が で き る 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Koehlerお よ び Milstein(Nature， 1975， 256， 495-497)に よ っ
て 記 載 さ れ て い る 慣 用 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 法 に 従 っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 有 利 な 抗 体 は 、 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 し て
指 向 さ れ た 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 に よ る 抗 体 は 、 例 え ば 、 キ メ ラ 抗 体 、 ヒ ト 化 （ humanized） 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ お よ び
Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 そ れ ら は 、 標 識 化 抗 体 ま た は 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の
形 態 と し て も 存 在 し 得 る 。 例 え ば 、 そ れ ら は 、 ジ フ テ リ ア 毒 の ご と き 毒 素 と 、 ま た は 放 射
性 物 と 会 合 し て い て も よ い 。 こ の 場 合 に お い て は 、 こ れ ら の イ ム ノ ト キ シ ン は 、 Ｉ Ｌ -１
３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α の 過 剰 発 現 に 関 与 す る あ る 種 の 病 理 の 治 療 に 使 用 す
る こ と が で き る 治 療 剤 を 構 成 し 得 る 。
　 本 発 明 の 抗 体 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 免 疫 蛍 光 に よ っ て か 、 ま た は 金 も
し く は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 に よ っ て 、 特 定 の 組 織 切 片 上 の Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 の 免 疫 組 織
化 学 分 析 に も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 そ れ ら は 、 例 え ば 異 常 な 過 剰 発 現 の ご と き Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α
の 発 現 を 観 察 す る こ と が 要 求 さ れ た り 、 ま た は 膜 発 現 の 調 節 を モ ニ タ ー す る い ず れ の 状 況
に お い て も 有 利 に 使 用 す る こ と が で き る 。
　 し か る に 、 本 発 明 は 、 異 常 な レ ベ ル で 発 現 さ れ た Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13
Ｒ α を 含 有 し 得 る 生 物 試 料 中 の 、 Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13Ｒ α の 異 常 な 発 現
と 関 連 付 け ら れ る 病 理 の イ ン ・ ビ ト ロ 診 断 方 法 に も 関 し 、 該 方 法 は 、 本 発 明 の 少 な く と も
１ 種 の 抗 体 を 、 Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13Ｒ α と 該 抗 体 （ 群 ） と の 間 の 特 異 的
な 免 疫 複 合 体 の 可 能 な 形 成 を 許 容 す る 条 件 下 に て 、 該 生 物 試 料 と 接 触 さ せ 、 形 成 さ れ 得 る
該 特 異 的 な 免 疫 複 合 体 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 生 物 試 料 中 の Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13Ｒ α の 異 常 な 発 現
の イ ン ・ ビ ト ロ 診 断 用 の 、 な ら び に ／ あ る い は 該 試 料 中 の Ｉ Ｌ -１ ３ 受 容 体 の 発 現 レ ベ ル
を 測 定 す る た め の キ ッ ト に も 関 し 、 該 キ ッ ト は 、
　 -所 望 に よ り 支 持 体 に 結 合 さ れ て い て も よ い 、 Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13Ｒ
α に 対 し て 特 異 的 な 少 な く と も １ 種 の 抗 体 、
　 -Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13Ｒ α と 該 抗 体 （ 群 ） と の 間 の 特 異 的 な 抗 原 ／ 抗
体 複 合 体 の 形 成 を 明 ら か に す る た め の 手 段 、 お よ び ／ ま た は こ れ ら の 複 合 体 を 定 量 化 す る
た め の 手 段 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 対 象 は 、 Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13Ｒ α に 特 異 的 な リ ガ
ン ド ま た は そ の 活 性 を 変 調 さ せ る こ と が で き る 剤 を 同 定 お よ び ／ ま た は 単 離 す る た め の 方
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法 に 関 し 、 該 方 法 は 、 所 望 に よ り 未 同 定 で あ っ て も よ い 、 当 該 化 合 物 が 受 容 体 に 対 す る 親
和 性 を 有 す る で あ ろ う 場 合 に は 、 化 合 物 ま た は 種 々 の 化 合 物 を 含 有 す る 混 合 物 を 、 Ｉ Ｌ -
１ ３ 受 容 体 と 該 化 合 物 と の 間 の 相 互 作 用 を 許 容 す る 条 件 下 に て 、 そ の 表 面 に Ｉ Ｌ － 13Ｒ β
お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13Ｒ α を 発 現 し て い る 細 胞 と 接 触 さ せ 、 Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た
は Ｉ Ｌ － 13Ｒ α に 結 合 し た 化 合 物 、 ま た は そ の 生 物 活 性 を 変 調 さ せ る こ と が で き る も の を
検 出 お よ び ／ ま た は 単 離 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 特 定 の 具 体 例 に お い て 、 本 発 明 の こ の 方 法 は 、 そ の Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ -
１ ３ Ｒ α 受 容 体 に つ い て の Ｉ Ｌ -１ ３ の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 お よ び ／
ま た は 単 離 に 適 用 さ れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 結 合 し た 、 有 効 成 分 と し て 、 好 ま し く は 可 溶
性 形 態 の 、 前 記 定 義 に 相 当 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 医 薬 組 成 物 を も 含 む 。
　 か か る ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 表 面 に 発 現 さ れ た Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － 13Ｒ
α と 実 際 に 競 合 し て 作 用 し 、 そ れ に よ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ３ の そ の 受 容 体 へ の 結 合 性 に 特 異 的
な ア ン タ ゴ ニ ス ト を 構 成 す る こ と が で き 、 病 理 状 態 に お い て Ｉ Ｌ -１ ３ に よ っ て 媒 介 さ れ
る 反 応 を 変 調 さ せ る こ と を 意 図 し た 医 薬 生 成 物 の 合 成 に 有 利 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 医 薬 上 許 容 さ れ る ビ ヒ ク ル と 結 合 し た 、 Ｉ Ｌ － 13Ｒ β お よ び ／ ま た
は Ｉ Ｌ － 13Ｒ α を （ ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト の １ 種 を ） 、 ま た は そ
の 生 物 活 性 を 特 異 的 に 変 調 さ せ る こ と が で き る 化 合 物 を 、 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 Ｉ
Ｌ -１ ３ に よ っ て 媒 介 さ れ る 免 疫 学 的 反 応 に リ ン ク し た 状 態 の 治 療 処 理 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 に 説 明 を 表 す 実 施 例 お よ び 図 面 と 残 り の 説 明 と で
明 ら か に な る で あ ろ う 。
　 　 実 施 例
【 ０ ０ ４ ９ 】
材 料 お よ び 方 法
結 合 性 お よ び 交 差 -連 結 実 験 ：
　 結 合 性 お よ び 交 差 -連 結 実 験 は 、 ［ １ ２ ５ Ｉ ］ ［ Phe43］ － Ｉ Ｌ － １ ３ － GlyTyrGlyTyrに
つ い て 記 載 さ れ て い る （ １ ７ ） の と 同 様 に し て 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
Ｉ Ｌ － ６ の 分 泌 の 誘 導 ：
　 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｔ Ｂ ４ ６ ） を ５ × １ ０ ４ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で ２ ４ －
ウ ェ ル プ レ ー ト に 入 れ 、 培 養 ３ 日 後 に 、 密 集 し た 単 層 を 無 ウ シ 胎 児 血 清 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で ３
回 洗 浄 し た 。 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 の 刺 激 は 、 Ｙ １ ２ ４ Ｄ Ｉ Ｌ － ４ ま た は 抗 － ｇ ｐ １ ４ ０ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 不 存 在 ま た は 存 在 下 に て 、 ３ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｌ － ４ ま た は Ｉ Ｌ － １ ３
を 用 い て 行 っ た 。 ２ ４ 時 間 培 養 し た 後 に 培 養 培 地 に 放 出 さ れ た Ｉ Ｌ － ６ の 量 を 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ 技 術 （ フ ラ ン ス ,Innotest社 製 ） に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 お よ び 分 析
　 前 記 （ ２ ５ ） と 同 様 に し て 、 合 計 Ｒ Ｎ Ａ を Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 か ら 抽 出 し た 。 ポ リ （ Ａ ）
Ｒ Ｎ Ａ は 、 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） ２ ５ で 被 覆 し た 磁 気 ビ ー ズ （ Dynal社 製 ） を 用 い て 合 計 Ｒ Ｎ Ａ
か ら 単 離 し た 。 ２ × １ ０ ５ ク ロ ー ン を 含 有 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 プ ラ イ マ ー － ア
ダ プ タ ー 法 （ ２ ６ ） お よ び ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｅ － １ （ ２ ７ ） を 用 い て 構 築 し た 。 用 い た 発 現 用
の ク ロ ー ニ ン グ 戦 略 は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ １ ７ ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 調 製 ：
　 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 逆 転 写 酵 素 で コ ピ ー し 、 そ れ を 、 配 列 ＋ ５ ２ ～ ＋ ７ １ に 相 当 す る セ ン ス プ
ラ イ マ ー お よ び ＋ ４ ８ ９ ～ ＋ ４ ７ ０ に 相 当 す る ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ 番 号 付 け は 図 ５
お よ び ６ に 示 す ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 い て 行 っ た ） を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ （ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ）
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に 付 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ － 増 幅 産 物 は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 ＋ ４ ４ ５ ～ ＋ ４ ６ １ に 相 補 的 な プ ロ ー ブ
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 サ イ ズ マ ー カ ー を 図 の 左 に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 お よ び 分 析
　 １ ） げ っ 歯 類 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α プ ロ ー ブ の 調 製
　 ａ ） Ｂ ９ 細 胞 の 培 養 （ ２ ８ ）
　 　 Ｂ ９ 細 胞 は 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 お よ び ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ゲ ン タ マ イ シ ン を 補 充 し た
Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 （ Gibco社 製 ） 中 で 培 養 し た 。
　 ｂ ） Ｂ ９ 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ の 調 製
　 該 細 胞 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 （ GIBCO－ BRL社 製 、 生 理 リ ン 酸 緩 衝 液 、 参 照 04104040） で ２ 回
洗 浄 し た 。 1,000rpmで １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し た 後 に 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 以 下 の 組 成 の 溶 解 緩 衝
液 中 に 懸 濁 し た ： ４ Ｍ 　 グ ア ニ ジ ン － チ オ シ ア ネ ー ト ； ２ ５ ｍ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 　
ｐ Ｈ ７ ； ０ ． ５ ％ サ ル コ シ ル ； ０ ． １ Ｍ 　 β ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 そ の 懸 濁 液 を 、 Ultraturaxソ ニ ケ ー タ ー No． 231256（ JANKE　 and　 KUNDEL社 製 ） を 用 い
、 最 大 出 力 に て １ 分 間 超 音 波 処 理 し た 。 ｐ Ｈ ４ の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し て ０ ． ２ Ｍ と し
た 。 そ の 溶 液 を １ 容 量 の フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 混 合 液 （ ｖ ／ ｖ ： ５ ／ １ ） で 抽 出 し た
。
　 水 性 相 に 含 ま れ る Ｒ Ｎ Ａ を １ 容 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル の 援 助 で － ２ ０ ℃ に て 沈 殿 さ せ た
。 そ の ペ レ ッ ト を 溶 解 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し た 。 そ の 溶 液 を フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム 混 合
液 で 再 度 抽 出 し 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル で Ｒ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ た 。 そ の ペ レ ッ ト を ７ ０ ％ つ い で
１ ０ ０ ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 後 に 、 Ｒ Ｎ Ａ を 水 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ｃ ） 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ の 調 製
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ Ｔ １ ２ プ ラ イ マ ー を 用 い て 合 計 Ｒ Ｎ Ａ ５ μ ｇ か ら 調 製 し た 。 合 計 Ｒ Ｎ
Ａ を 、 ３ ０ μ ｌ 容 量 の 緩 衝 液 ： ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 各 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 お よ び ３ ０
単 位 の Ｒ Ｎ ア シ ン （ Promega社 製 ） を 含 有 す る ５ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８ ． ３ 、
６ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 中 、 ３ ７ ℃ に て １ 時 間 、 つ い
で ５ ０ ℃ に て １ ０ 分 間 、 さ ら に ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 間 、 逆 転 写 酵 素 Ｒ Ｎ エ ー ス Ｈ （ Gibco－ B
RL社 製 、 参 照 8064A） ２ ０ ０ 単 位 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ６ ５ ℃ に て １ ０ 分 間 加 熱 す
る こ と に よ っ て 反 応 を 終 結 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ｄ ） Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 に よ る マ ウ ス Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の 特 異 的 増 幅
　 重 合 は 、 以 下 の 組 成 ： １ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８ ． ３ 、 ２ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ
２ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ 　 ４ 種 の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ 、 ２ 種 の 核 酸 プ ラ イ マ ー 各 ２ μ ｇ ／
ｍ ｌ 、 お よ び ２ ． ５ Ｕ 　 Ｔ Ａ Ｑ 　 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Beckman社 製 ） ； の 緩 衝 液 ５ ０ μ
ｌ 最 終 容 量 中 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ６ μ ｌ を 用 い て 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー の ペ ア は 、 Hilton（ ２ ２ ） に
よ っ て 公 開 さ れ て い る 配 列 上 で 選 択 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー ： ヌ ク レ オ チ ド ２ ４ ９ ～ ２ ６ ８
　 5’ AGAGGAATTACCCCTGGATG　 3’
　 ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー ： ヌ ク レ オ チ ド １ ２ ５ ６ ～ １ ２ ７ ５
　 5’ TCAAGGAGCTGCTTTCTTCA　 3'
　 反 応 は 、 ９ ４ ℃ に て １ 分 間 、 ５ ８ ℃ に て １ 分 間 、 ７ ２ ℃ に て ４ 分 間 の ３ ０ サ イ ク ル に つ
づ い て 、 ７ ２ ℃ に て １ ０ 分 間 の 最 終 サ イ ク ル 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ｅ ） Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 産 物 の 精 製
　 Ｔ Ａ Ｅ 緩 衝 液 （ ４ ０ ｍ Ｍ 、 ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 ｐ Ｈ ７ ． ９ ） 中 の １ ％
ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ Sigma社 製 ） 上 、 １ ０ ０ ボ ル ト に て １ 時 間 流 し た 後 に 、 同 緩 衝 液 中 の １
μ ｇ ／ ｍ ｌ 臭 化 エ チ ジ ウ ム 存 在 下 に て ゲ ル を 染 色 し た 。 増 幅 産 物 （ １ ０ ２ ７ 塩 基 対 （ ｂ ｐ
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） の Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α の ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト ） に 相 当 す る バ ン ド を Glass　 Maxキ ッ ト （ Gi
bco社 製 ） を 用 い て 抽 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ｆ ） プ ロ ー ブ の 調 製
　 マ ウ ス Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 受 容 体 に 相 当 す る １ ０ ２ ７ ｂ ｐ の 精 製 ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト ２ ５
ｎ ｇ を 、 Ｂ Ｒ Ｌ 　 Random　 Primers　 DNA　 標 識 化 シ ス テ ム キ ッ ト を 用 い て 、 ２ ． ４ × １ ０
９ ｄ ｐ ｍ ／ μ ｇ の 比 活 性 で ３ ２ Ｐ で 標 識 す る か ； 別 法 と し て 、 １ ０ ０ ｎ ｇ を ４ × １ ０ ８ ｄ
ｐ ｍ ／ μ ｇ の 比 活 性 で Boeringherキ ッ ト を 用 い た ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に よ っ て 標 識
し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ２ ） ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 お よ び 分 析
　 ａ ） 合 計 Ｒ Ｎ Ａ の 調 製
　 合 計 Ｒ Ｎ Ａ は 、 １ ｂ 章 で 前 記 し た の と 同 様 に し て Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 か ら 抽 出 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ｂ ） メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ポ リ Ａ ＋ 画 分 ） の 精 製
　 Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ Ａ ＋ 画 分 の 精 製 は 、 製 造 業 者 に よ り 推 奨 さ れ て い る 手 法 に 従 っ て DYNAL　
オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） ２ ５ 　 Dynabeadsキ ッ ト （ 参 照 610.05） を 用 い て 行 っ た 。 原 理 は 、 そ れ に
ポ リ （ ｄ Ｔ ） ２ ５ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 し て い る 超 常 磁 性 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ の 使 用
に 基 く 。 ポ リ Ａ ＋ 画 分 は 、 磁 性 支 持 体 に 捕 捉 さ れ た ビ ー ズ に 結 合 し た オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） ２ ５
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ｃ ） ノ ザ ン ブ ロ ッ ト
　 ポ リ Ａ ＋ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ ５ μ ｇ を 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ Ｍ 　 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 ０
． ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 中 の １ ％ ア ガ ロ ー ス 、 ８ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 変 性 ゲ ル 上 に 負 荷 し た
。 移 動 さ せ 、 ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 中 の Ｎ ＋ Hybondメ ン ブ レ ン （ Amersham社 製 ） 上 に 転 移 さ
せ た 後 に 、 そ の Ｒ Ｎ Ａ を 真 空 下 、 ８ ０ ℃ に て オ ー ブ ン 中 で 加 熱 す る こ と に よ っ て 固 定 化 さ
せ た 。 つ い で そ の メ ン ブ レ ン を 、 以 下 の 緩 衝 液 ： １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ３ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド ；
１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ５ × デ ン ハ ー ト 溶 液 ； １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 、 ４ ２ ℃ に て ２ 時
間 、 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ２ 時 間 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 、 そ の メ ン ブ
レ ン を ２ ． ５ × １ ０ ６ ｄ ｐ ｍ ／ ｍ ｌ の ラ ン ダ ム ・ プ ラ イ マ ー 法 に よ っ て 調 製 し た 一 定 濃 度
の マ ウ ス Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α プ ロ ー ブ と 同 緩 衝 液 中 に て １ ６ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 つ い
で そ の メ ン ブ レ ン を ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 室 温 に て ３ ０ 分 間 、 つ い で 同
緩 衝 液 中 、 ５ ０ ℃ に て ２ 時 間 、 ２ 回 洗 浄 し た 。 カ セ ッ ト （ Molecular　 Dynamics社 製 ） 中
で ４ 日 間 感 光 さ せ た 後 に 、 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト を Instant　 Imager（ Molecular　 Dynamics社 製
） で 分 析 し た 。 ４ ２ ０ ０ ｂ ｐ の 優 勢 な 転 写 物 、 お よ び １ ５ ０ ０ ｂ ｐ と ２ ０ ０ ０ ｂ ｐ と の 二
重 バ ン ド （ doublet） が Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 、 Ｕ ３ ７ ３ お よ び Ｕ ９ ３ ７ で 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の 特 性 の 特 徴 付 け ：
　 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ ま た は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 前 記 （ １ ７ ） と 同 様 に し て ペ ト リ 皿 中 で ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た 。 24時 間 後 に 、 そ の 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 ８ × １ ０ ４ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で ２
４ － ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 培 養 し た 。 ３ ７ ℃ に て ４ ８ 時 間 培 養 さ せ た 後 に 、 そ の 細 胞 を 、 前
記 （ １ ７ ） と 同 様 の ヨ ウ 素 化 Ｉ Ｌ － １ ３ を 用 い る 結 合 性 実 験 （ ３ 回 行 っ た ア ッ セ イ は 、 １
０ ％ 未 満 の 変 動 を 示 し た ） に 用 い た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 関 し て は 、 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ ま た
は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 、 種 々 の プ ラ ス ミ ド ０ ． ６ ｍ ｇ を 用 い て ２ ５ － ｃ ｍ ２ プ レ ー ト 中 で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 。 ２ ４ 時 間 後 に 、 細 胞 単 層 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 ８ × １ ０ ４ 細 胞 ／ ウ ェ ル
に て １ ２ － ウ ェ ル プ レ ー ト 中 で 培 養 し た 。 ３ 日 後 に 、 標 識 Ｉ Ｌ － １ ３ 、 な ら び に 非 標 識 Ｉ
Ｌ － １ ３ お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ４ を 用 い て 結 合 性 お よ び 競 合 実 験 を 行 っ た 。 結 果 は 、 別 々
に 行 っ た 少 な く と も ３ 回 の 実 験 の 代 表 な も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ４ Ｒ を 発 現 し て い る 細 胞 の 核 抽 出 物 の Ｅ Ｍ Ｓ Ａ
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に お け る 電 気 泳 動 移 動 度 の 比 較 ：
　 ２ × １ ０ ６ の Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を １ ０ ｃ ｍ ペ ト リ 皿 に 入 れ た 。 ２ ４ 時 間 後 に 、 そ の 細 胞 を プ ラ
ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ （ ３ ４ ） ６ μ ｇ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ４ ８ 時 間 後 に 、 そ の 細 胞 を 、 １ ０
０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 濃 度 の Ｉ Ｌ － １ ３ ま た は Ｉ Ｌ － ４ を 含 む か 、 ま た は 含 ま な い 培 地 ３ ｍ ｌ 中 、
３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 つ い で 、 そ の 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ － ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ 緩 衝 液 で ２ 回 濯 ぎ 、 つ い で Ｐ Ｂ Ｓ １ ． ２ ｍ ｌ 中 に 採 取 し た 。 つ い で 、 そ の 細 胞 を 遠 心
分 離 し 、 細 胞 抽 出 物 を （ ３ ５ ） 記 載 と 同 様 に し て 調 製 し た 。 つ い で 、 細 胞 抽 出 物 １ ０ ～ ２
０ μ ｇ 、 お よ び ３ ２ Ｐ で 放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ （ ５ ０
,０ ０ ０ － １ ０ ０ ,０ ０ ０ ｃ ｐ ｍ ） を 用 い て 、 （ ３ ６ ） 記 載 と 同 様 に し て Ｅ Ｍ Ｓ Ａ を 行 っ た
。 こ こ に 該 プ ロ ー ブ は ヒ ト Ｃ ε プ ロ モ ー タ ー の Ｃ ε エ レ メ ン ト に 相 当 す る （ ３ ７ ） 。 合 成
し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ロ ー ブ は 以 下 の 配 列 を 有 す る ：
　 5'－ GATCCACTTCCCAAGAACAGA－ 3’
【 ０ ０ ６ ５ 】
実 施 例
実 施 例 １ ：
Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 表 面 に お け る ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の 発 現 の 分 析
　 最 近 、 ヒ ト 腎 臓 ガ ン 腫 細 胞 が 、 Ｉ Ｌ － ４ お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ に よ り 分 有 さ れ て い る 受 容 体
に 加 え て 、 大 過 剰 量 の 特 異 的 な Ｉ Ｌ － １ ３ 受 容 体 を 発 現 し て い る こ と が 発 見 さ れ た （ ２ １
） 。 こ れ ら の 結 果 に 基 づ い て 、 ヒ ト ガ ン 腫 細 胞 系 統 の 試 料 を 前 記 （ １ ７ ） と 同 様 に し て Ｉ
Ｌ － １ ３ の 結 合 に つ い て 実 験 し た 。 Ｉ Ｌ － １ ３ に 対 す る 結 合 部 位 を 特 に 多 数 発 現 す る 特 定
の 系 統 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｈ Ｔ Ｂ ４ ６ ） を よ り 詳 細 に 分 析 し た 。 飽 和 実 験 か ら 得 た
ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 曲 線 は 、 ４ ４ ６ ± ５ ０ ｐ Ｍ の Ｋ ｄ お よ び ７ ． ２ × １ ０ ４ 受 容 体 ／ 細 胞 の
結 合 能 力 を 有 す る 結 合 部 位 が 存 在 す る こ と を 示 し た （ 図 １ ） 。 競 合 実 験 に お い て は 、 非 標
識 Ｉ Ｌ － １ ３ は 用 量 － 依 存 的 な 様 式 で 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ を 完 全 に 置 換 し た が 、 Ｉ Ｌ － ４ は
高 親 和 性 で 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ の 約 １ ０ ％ を 置 換 し た 。 よ り 高 濃 度 の Ｉ Ｌ － ４ （ １ ０ ０ ｎ Ｍ
よ り も 高 い 濃 度 ） で も 、 残 り の ９ ０ ％ の 結 合 Ｉ Ｌ － １ ３ を 置 換 し な か っ た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ２ 種 の 部 位 、 す な わ ち ２ 種 の サ イ ト カ イ ン に よ っ て 分 有 さ れ て い る １
種 と 、 Ｉ Ｌ － １ ３ に 特 異 的 な も う １ 種 ； が 存 在 す る こ と と 合 致 し た 。 Ｉ Ｌ － １ ３ に 対 す る
親 和 性 に よ る 交 差 -連 結 に 対 す る 実 験 は 、 約 ７ ０ ｋ Ｄ ａ の 複 合 体 を 示 し 、 こ れ は 、 種 々 の
細 胞 型 に お い て Ｉ Ｌ － １ ３ を 用 い た 同 様 の 交 差 -連 結 実 験 に お い て 認 め ら れ た 複 合 体 （ １
７ 、 ２ １ ） と 一 致 し た 。 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ は Ｉ Ｌ － １ ３ に よ っ て 複 合 体 か ら 完 全 に 置 換 さ
れ た が 、 Ｉ Ｌ － ４ に よ っ て は 置 換 さ れ な か っ た 。 こ の こ と は 競 合 実 験 と 合 致 し た （ 図 ３ ）
。
【 ０ ０ ６ ７ 】
実 施 例 ２ ：
Ｉ Ｌ － ４ ま た は Ｉ Ｌ － １ ３ に よ り 誘 導 さ れ る Ｉ Ｌ － ６ の 分 泌 の 分 析
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 で Ｉ Ｌ － ４ ま た は Ｉ Ｌ － １ ３ に よ っ て 誘 導 さ れ る 分 泌
を 分 析 し た 。 ２ 種 の サ イ ト カ イ ン は 、 同 様 な レ ベ ル の Ｉ Ｌ － ６ の 分 泌 を 誘 導 し 、 該 分 泌 は
Ｉ Ｌ － ４ Ｒ の α 鎖 に 特 異 的 な 抗 体 に よ っ て 、 お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト Ｙ １ ２ ４ Ｄ Ｉ Ｌ － ４ に
よ っ て 阻 害 さ れ た （ 図 ４ ） 。 こ の こ と は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 中 の ２ 種 の サ イ ト カ イ ン に よ
っ て 分 有 さ れ て い る 受 容 体 が Ｉ Ｌ － ６ の 分 泌 の 誘 導 に 寄 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。 Ｉ
Ｌ － ４ お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ に よ っ て 誘 導 さ れ る 蛋 白 質 複 合 体 Ｉ Ｒ Ｓ １ ／ ４ Ｐ Ｓ （ １ ８ ） の リ
ン 酸 化 を 抗 － Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 抗 体 お よ び Ｉ Ｌ － ４ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 存 在 ま た は 不 存 在 下 に て 分
析 し た 場 合 に も 、 同 様 の 結 果 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 全 体 と し て 考 慮 す る と 、 Ｃ ａ ｋ ｉ 細 胞 中 で 発 現 さ れ た 受 容 体 複 合 体 Ｉ
Ｌ － ４ ／ Ｉ Ｌ － １ ３ が 以 前 に 記 載 さ れ て い る も の と 同 一 で あ る こ と 、 お よ び 過 剰 発 現 し て
い る Ｉ Ｌ － １ ３ に 結 合 す る 蛋 白 質 （ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ） が Ｉ Ｌ － ４ Ｒ を 含 む 機 能 性 複 合 体 中
の Ｉ Ｌ － １ ３ の 認 識 に 寄 与 す る 受 容 体 の コ ン ポ ー ネ ン ト で あ る こ と を 示 し て い る 。 従 っ て
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、 こ の Ｉ Ｌ － １ ３ 結 合 基 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 供 給 源 と し て
、 こ れ ら の 細 胞 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
実 施 例 ３ ：
Ｉ Ｌ － １ ３ 受 容 体 の 一 次 サ ブ ユ ニ ッ ト （ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ） の ク ロ ー ニ ン グ
　 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 の ス ト ラ テ ジ ー は 以 前 に 記 載 さ れ て い る も の （ １ ７ ） を 用 い た
。 ２ × １ ０ ５ 組 換 え ク ロ ー ン を 含 有 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 を 用
い て 構 築 し た （ ２ ６ ） 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 各 バ ッ チ の Ｄ Ｎ Ａ が プ ラ ス ミ ド 形 態 で あ っ て
、 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 に 導 入 さ れ て い る （ ２ ９ ） １ ０ ０ ０ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の バ ッ チ に 分 け た 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 に 対 す る 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 に よ り 、 Ｉ Ｌ － １ ３
受 容 体 を コ ー ド す る ク ロ ー ン の バ ッ チ を 同 定 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 陽 性 バ ッ チ を 分 配
し 、 Ｉ Ｌ － １ ３ に 結 合 す る こ と が で き る 細 胞 表 面 蛋 白 質 の 合 成 を 行 う こ と が で き る 単 一 ク
ロ ー ン が 同 定 さ れ る ま で 再 ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ２ 種 の 独 立 し た Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 最 後 に 単 離 し た 。 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ れ か ら
予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ５ お よ び ６ に 示 す 。 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ポ リ － Ａ テ イ ル を 除 く １ ２
９ ８ 塩 基 長 、 お よ び １ ０ ６ 塩 基 の 短 い ３ ’ 非 翻 訳 領 域 を 有 す る 。 典 型 的 な （ canonical） A
ATAAAポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 予 想 さ れ た 部 位 に 存 在 し て い る 。 ヌ ク レ オ チ ド ５ ３ と １
１ ９ ２ と の 間 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は ３ ８ ０ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド を 規 定 す
る 。 該 配 列 は 、 潜 在 的 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 単 一 の 貫 膜 ド メ イ ン 、 お よ び 短 い 細 胞 質 内 テ
イ ル と 共 に 膜 蛋 白 質 を コ ー ド す る 。
　 ４ 箇 所 の 潜 在 的 な Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 は 細 胞 外 領 域 に 位 置 す る 。 II型 フ ァ ミ リ ー の サ
イ ト カ イ ン 受 容 体 の 特 徴 と し て 考 え ら れ て い る ２ 種 の 共 通 モ チ ー フ （ ３ ０ ） ； 第 １ の も の
は Ｎ － 末 端 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 ル ー プ 構 造 由 来 で あ り 、 第 ２ の も の は 細 胞 外 領 域 の Ｃ － 末 端
に 位 置 す る Ｗ Ｓ Ｘ Ｗ Ｓ タ イ プ の モ チ ー フ で あ る ； も 存 在 し て い る こ と は 重 要 で あ る 。 非 常
に 短 い 細 胞 質 配 列 は 、 な ぜ 細 胞 内 の シ グ ナ ル を 伝 達 す る も の が Ｃ ａ ｋ ｉ 細 胞 中 の Ｉ Ｌ － ４
お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ に よ っ て 分 有 さ れ て い る 受 容 体 複 合 体 の み で あ る の か を 説 明 し て い る の
か も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 整 列 実 験 に よ り 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － ５ Ｒ α 鎖 と の 相 同 性 （ ５ １ ％ 類 似 お よ び ２ ７ ％ 同 一 、 図 ７
） お よ び 、 よ り 低 い 程 度 で 、 プ ロ ラ ク チ ン 受 容 体 と の 相 同 性 が 立 証 さ れ た 。 Ｉ Ｌ － ５ Ｒ 複
合 体 が 、 Ｉ Ｌ － ５ に 結 合 す る が も う １ つ の 蛋 白 質 を 要 す る α 鎖 と 、 Ｉ Ｌ － ３ お よ び Ｇ Ｍ －
Ｃ Ｓ Ｆ 受 容 体 に 共 有 さ れ て い る β 鎖 と か ら な り 、 シ グ ナ ル を 伝 達 す る こ と が で き る 高 親 和
性 受 容 体 を 形 成 す る こ と は 興 味 深 い （ ３ １ ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
実 施 例 ４ ：
種 々 の 細 胞 系 統 に お け る ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 検 出
　 驚 く べ き こ と に は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 中 に お い て は 、 大 過 剰 量 の Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β が 発 現
さ れ て い る の だ が 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β お よ び Ｉ Ｌ － ４ Ｒ に 対 す る 同 様 の 量 の メ ッ セ ン ジ ャ ー
Ｒ Ｎ Ａ が ノ ザ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 検 出 さ れ た 。 こ の 知 見 は 、 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 転 写 物 と 比 較 し て
こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の よ り 多 量 の 翻 訳 が 存 在 す る こ と を 示 し て お り 、 少 数 の Ｉ Ｌ － １ ３ 結 合 部 位
し か 発 現 し て い な い 細 胞 系 統 に お け る Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 の 欠 如 を 説 明 し て
い る 。 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 （ 図 ８ ） は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 で 見 出 さ れ た 転 写 物 が 、 表 皮 ケ ラ
チ ン 細 胞 系 統 Ａ ４ ３ １ 、 前 骨 髄 細 胞 Ｔ Ｆ － １ 、 プ レ モ サ イ テ ィ ッ ク 細 胞 （ premocytic　 ce
ll） Ｕ ９ ３ ７ 、 お よ び 細 胞 系 統 Ｂ 　 Ｉ Ｍ ９ に お い て も よ り 低 レ ベ ル で 存 在 す る こ と を 示 し
た 。 JurkatＴ 細 胞 系 統 ま た は プ レ － Ｂ 　 Ｎ Ａ Ｌ Ｍ ６ 細 胞 系 統 に お い て は 全 く 転 写 物 が 検 出
さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 者 ら に よ っ て 以 前 に 記 載 さ れ た こ れ ら と 同 一 の 系
統 で 行 っ た Ｉ Ｌ － １ ３ 結 合 性 実 験 （ １ ７ ） 、 お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ の 知 ら れ て い る 生 物 学 的 標
的 と 合 致 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
実 施 例 ５ ：
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ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 で 行 っ た 結 合 性 分
析
　 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β を コ ー ド す る 単 離 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 は 、
標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ に 特 異 的 に 結 合 し た 。 飽 和 曲 線 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 は 、 ２ ５ ０ ± ３
０ ｐ Ｍ の Ｋ ｄ 値 と ５ ． ６ × １ ０ 6受 容 体 ／ 細 胞 の 最 大 結 合 能 力 と を 有 す る 単 一 の コ ン ポ ー
ネ ン ト 部 位 を 示 し た （ 図 ９ ） 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 組 換 え 受 容 体 の 親 和 性 は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 中 の Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β に つ い て の ４ ４ ６ ｐ Ｍ
の Ｋ ｄ 値 お よ び 幾 つ か の 他 の 細 胞 に お い て 記 載 さ れ て い る も の （ １ ７ ） と よ く 一 致 し た 。
そ の 結 果 、 Ｉ Ｌ － ５ Ｒ の α 鎖 と の 配 列 相 同 性 に も 拘 わ ら ず 、 ク ロ ー ン 化 受 容 体 は 高 親 和 性
の 結 合 部 位 を 再 構 成 す る た め に 第 ２ の 鎖 を 必 要 と し な い た め 、 そ れ は 異 な る 挙 動 を す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 同 様 に 最 近 記 載 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ５ に 結 合 す る 蛋 白 質 （ ３ ２ ） が 、 Ｉ Ｌ － １ ５ Ｒ 複 合 体 の
他 の ２ 種 の コ ン ポ ー ネ ン ト 不 存 在 下 に て 、 高 親 和 性 で Ｉ Ｌ － １ ５ に 結 合 す る 特 徴 を 有 す る
こ と は 興 味 深 い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 競 合 実 験 に お い て は 、 Ｉ Ｌ － １ ３ は 、 １ ． ５ ± ０ ． ５ ｎ Ｍ の 阻 害 定 数 （ Ｋ ｉ ） で 、 ク ロ
ー ン 化 受 容 体 に 対 す る 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 を 阻 害 す る こ と が で き た が 、 Ｉ Ｌ － ４ は
該 結 合 性 を 阻 害 で き な か っ た 。 し た が っ て 、 ク ロ ー ン 化 受 容 体 の 薬 理 学 は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ － １
細 胞 中 に 存 在 す る Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の も の と 同 様 で あ っ た 。 交 差 -連 結 実 験 に よ り 、 ７ ０ ｋ
Ｄ ａ の 放 射 性 同 位 体 標 識 化 バ ン ド が 示 さ れ た 。 こ の バ ン ド は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ 細 胞 な ら び に 他 の
細 胞 （ １ ７ ） で 認 め ら れ た も の と 同 一 の 移 動 度 を 有 す る 。 こ の 複 合 体 は 、 恐 ら く は 、 標 識
化 Ｉ Ｌ － ４ を 用 い て 行 っ た 交 差 -連 結 実 験 に お け る Ｉ Ｌ － ４ Ｒ の １ ４ ０ ｋ Ｄ ａ バ ン ド に 加
え て 認 め ら れ た ６ ０ － ７ ０ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド に 相 当 す る 。 ま た 、 こ の こ と は 、 機 能 性 受 容 体
複 合 体 に お け る ２ 種 の 蛋 白 質 間 に 強 い 相 互 作 用 が 存 在 す る こ と も 示 し て い る 。 し か る に 、
本 発 明 者 ら は 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β と Ｉ Ｌ － ４ Ｒ と が 細 胞 膜 中 で 相 互 作 用 し 、 ２ 種 の サ イ ト カ
イ ン 間 の 交 差 － 競 合 を 許 容 す る 受 容 体 を 再 構 成 す る の か を チ ェ ッ ク し た 。 同 時 発 現 実 験 の
結 果 を 図 １ １ お よ び １ ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 別 々 か 同 時 か の い ず れ か の ２ 種 の 受 容 体 の 発 現 が 、 ２ 種 の サ イ ト カ イ ン の い ず れ か を 特
異 的 に 認 識 す る 多 数 の 受 容 体 を 生 じ た こ と は 明 ら か な よ う で あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ ら
が 一 緒 に 発 現 し た 場 合 に は 、 少 数 の 受 容 体 し か （ ５ ～ １ ０ ％ ） ２ 種 の サ イ ト カ イ ン を 認 識
す る こ と が で き な か っ た 。 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β と の γ ｃ 鎖 の 同 時 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン は 、 分 有 さ れ る 結 合 部 位 の 数 の 増 加 を 引 き 起 こ さ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、
Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β お よ び Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 鎖 が 細 胞 膜 中 で 互 い に 相 互 作 用 し て 、 Ｉ Ｌ － １ ３ と Ｉ Ｌ
－ ４ と が 競 合 関 係 に な り 得 る 受 容 体 を 再 構 成 し 得 る こ と を 示 し て い る 。 再 構 成 受 容 体 の 低
い ％ は 、 Ｉ Ｌ － １ ３ お よ び Ｉ Ｌ － ４ が 競 合 的 に 結 合 す る 受 容 体 複 合 体 の 再 構 成 に 必 要 で あ
る Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 中 に 限 定 量 で も う １ つ の 蛋 白 質 （ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α ） が 存 在 す る こ と に 賛 同 す
る 論 拠 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 γ ｃ 鎖 で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 で 得 ら れ た 結 果 は 、 こ の 蛋 白 質 が 以 前 に 示 さ れ た
（ １ ５ ） 限 定 因 子 で は な い こ と を 立 証 し た 。 こ の 結 論 は 、 Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 中 に γ ｃ メ ッ
セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ が 存 在 し な い こ と （ ２ １ ） に よ っ て も 支 持 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 再 構 成 受 容 体 の 少 な い 数 を 説 明 す る も う １ つ の 可 能 な 論 拠 は 、 不 適 当 な 化 学 量 論 の ２ 種
の 蛋 白 質 が 細 胞 膜 中 に 存 在 す る こ と で あ る 。 し か し な が ら 、 異 な る 相 対 量 の Ｉ Ｌ － ４ Ｒ お
よ び Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β を 用 い た 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 再 構 成 受 容 体 の 数 に お け る 大
き な 相 違 は 示 さ な か っ た 。 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ と 相 互 作 用 す る よ り 大 き な 結 合 能 力 を 有 す る も う １
つ の Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ が 存 在 す る と い う 可 能 性 が 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 に よ っ て
マ ウ ス （ ２ ２ ） お よ び ヒ ト で 確 認 さ れ た （ 実 施 例 ７ を 参 照 さ れ た し ） 。 γ ｃ の 発 現 が 、 前
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記 さ れ て い る （ １ ９ ） の と 同 様 に Ｉ Ｌ － ４ の 結 合 性 を 向 上 し た が 、 Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 は
低 下 さ せ た こ と は 注 意 す べ き で あ り 、 こ の こ と は 、 異 な る 鎖 の 間 の 複 合 体 相 互 作 用 を 示 し
て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
実 施 例 ６ ：
可 溶 性 形 態 の 受 容 体 に よ る Ｉ Ｌ － １ ３ の そ の 膜 受 容 体 へ の 結 合 性 の 阻 害 の 実 験
　 経 時 的 発 現 （ 図 １ ３ ） ま た は 安 定 系 統 （ 図 １ ４ ） に お け る 結 果 を 説 明 す る 。
　 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ を コ ー ド す る ２ 種 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 Ｉ Ｌ － ２
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 代 り に ベ ク タ ー ｐ ７ ０ ５ ５ に 挿 入 し た （ ３ ３ ） 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド は 、 各
々 、 ２ ０ ３ ６ お よ び ２ ０ ３ ４ と 称 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ａ ） 経 時 的 発 現
　 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を ３ × １ ０ ５ 細 胞 ／ ウ ェ ル で １ ２ － ウ ェ ル プ レ ー ト に 接 種 し 、 翌 日 、 Ｃ Ｏ Ｓ
細 胞 に つ い て と 同 様 に Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 法 に よ っ て 、 プ ラ ス ミ ド ２ ０ ３ ６ も し く は
２ ０ ３ ４ 、 ま た は 対 照 と し て の 空 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｓ Ｅ － １ の い ず れ か で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 。
　 該 細 胞 は 、 プ ラ ス ミ ド ２ ０ ３ ４ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 上 清 に Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ
が 蓄 積 さ れ 、 プ ラ ス ミ ド ２ ０ ３ ６ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 膜 中 に お い て Ｉ Ｌ － １ ３
Ｒ β が 良 好 に 発 現 さ れ る よ う に 、 ３ 日 間 培 養 し た 。
　 つ い で 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ （ ２ ０ ３ ４ ） ま た は 陰 性 対 照 （ 空 ｐ Ｓ Ｅ － １ ） で ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 細 胞 の 上 清 を 回 収 し 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 用 い て Ｉ
Ｌ － １ ３ の 結 合 性 の 阻 害 を 実 験 し た 。
　 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β を 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 （ ２ ０ ３ ６ ） の 表 面 に 対 す る Ｉ Ｌ － １ ３ の 結
合 性 は 、 放 射 性 リ ガ ン ド で １ ． ５ 倍 に 希 釈 し た こ れ ら の 粗 製 上 清 の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下
で 測 定 し 、 あ る い は 過 剰 量 の 非 -放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ （ Ｎ Ｓ Ｂ ） 存 在 下 に て
測 定 し た 。 結 合 性 は 、 ３ ０ ０ ｐ Ｍ の 放 射 性 リ ガ ン ド を 含 む 最 終 容 量 ５ ０ ０ ｍ ｌ 中 の 全 細 胞
に 対 し て ３ 回 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ｂ ） 安 定 系 統
　 ２ 種 の 安 定 な 形 質 転 換 Ｃ Ｈ Ｏ 系 統 は 、 完 全 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β （ ３ ８ ０ 残 基 の ポ リ ペ プ チ ド
） ま た は 可 溶 性 形 態 の Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β （ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β の 残 基 １ ～ ３
３ ７ に 相 当 す る 切 頭 ポ リ ペ プ チ ド ） の コ ー ド 配 列 で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 得 た
。 こ れ ら の 配 列 を ベ ク タ ー ｐ ７ ０ ５ ５ に 挿 入 し た 。
　 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ － 細 胞 を プ ラ ス ミ ド ２ ０ ３ ６ （ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ） お よ び ２ ０ ３ ４ （ Ｉ
Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ ） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 組 換 え ク ロ ー ン を 以 前 に 記 載 さ れ て い る （ ３ ３
） の と 同 様 に し て 選 抜 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 細 胞 当 た り ２ ～ ５ × １ ０ ５ 部 位 を 有 す る 、 得 ら れ た ク ロ ー ン の う ち の １ 種 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｉ Ｌ
－ １ ３ Ｒ β （ Ｃ Ｈ Ｏ ２ ０ ３ ６ ） を ウ ェ ル 当 た り １ ０ ５ 細 胞 の 密 度 に て １ ２ － ウ ェ ル プ レ ー
ト に 接 種 し 、 ２ 日 後 に 、 そ の 細 胞 を Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ 存 在 ま た は 不 存 在 下 の 結 合 性 実 験 に
用 い た 。
　 そ れ に 関 し て は 、 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ （ Ｃ Ｈ Ｏ ２ ０ ３ ４ ） ク ロ ー ン を 皿 当 た り ５
× １ ０ ５ 細 胞 に て ６ ｃ ｍ 皿 に ３ 回 接 種 し た 。 培 養 培 地 中 に ３ 日 間 蓄 積 さ せ た 後 に 、 Ｃ Ｈ Ｏ
２ ０ ３ ６ ク ロ ー ン の Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β に 対 す る Ｉ Ｌ － １ ３ 結 合 阻 害 実 験 用 に 培 地 （ 皿 当 た り
５ ｍ ｌ ） を 収 集 し た 。 同 様 に し て 、 可 溶 性 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β を 発 現 し て い な い Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の
上 清 を 収 集 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 Ｃ Ｈ Ｏ ２ ０ ３ ６ － ２ ２ ク ロ ー ン の 表 面 の Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 は 、 放 射 性 リ ガ ン ド で １ ．
５ 倍 に 希 釈 し た こ れ ら の 粗 製 上 清 の 存 在 下 ま た は 不 存 在 下 に て 、 あ る い は 過 剰 量 の 非 -放
射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ （ Ｎ Ｓ Ｂ ） の 存 在 下 に て 測 定 し た 。 結 合 性 は 、 ３ ０ ０ ｐ Ｍ
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の 放 射 性 リ ガ ン ド を 含 む ５ ０ ０ ｍ ｌ 容 量 中 、 全 細 胞 に 対 し て ３ 回 行 っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 図 １ ３ お よ び １ ４ の 柱 状 グ ラ フ は 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β に 対 す る Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 の Ｉ Ｌ
－ １ ３ Ｒ β ｓ に よ る 阻 害 を 表 す 。 Ｉ Ｌ － １ ３ の そ の 受 容 体 に 対 す る 結 合 性 の 阻 害 は 、 幾 つ
か の ク ロ ー ン で 認 め る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
実 施 例 ７
ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 受 容 体 の ク ロ ー ニ ン グ
　 ａ ） Ｃ ａ ｋ ｉ － １ 細 胞 の ポ リ Ａ ＋ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の
調 製
　 ［ ３ ２ Ｐ ］ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 し た 一 本 鎖 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ （ 得 ら れ た 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ は ３ ０ ０ ０
ｄ ｐ ｍ ／ ｎ ｇ の 比 活 性 を 有 す る ） は 、 ポ リ Ａ ＋ メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ ０ ． ５ μ ｇ で 出 発 し
、 ３ ０ μ ｌ 容 量 の 以 下 の 緩 衝 液 ：
０ ． ５ ｍ Ｍ の 各 種 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 、 ［ α ３ ２ Ｐ ］ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 　 ３ ０ μ Ｃ ｉ 、
お よ び Ｒ Ｎ ア シ ン （ Promega社 製 ） 　 ３ ０ Ｕ を 含 有 す る ５ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ
８ ． ３ 、 ６ ｍ Ｍ 　 Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 ４ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｃ ｌ 中 に て 、 以 下 の 配 列
（ Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ 部 位 を 含 む ） ：
５ ’ ＜ GATCCGGGCCCTTTTTTTTTTTT＜ ３ ’
を 有 す る 合 成 プ ラ イ マ ー を 用 い て 調 製 し た 。 逆 転 写 酵 素 Ｒ Ｎ エ ー ス Ｈ （ Giboco－ BRL社 製
） ２ ０ ０ 単 位 と 共 に ３ ７ ℃ に て １ 時 間 、 つ い で ５ ０ ℃ に て １ ０ 分 間 、 さ ら に ３ ７ ℃ に て １
０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ４ μ ｌ を 添 加 し た 。 つ い で 、 ２ Ｎ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 溶
液 ６ μ ｌ を 添 加 し 、 ６ ５ ℃ に て ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 を 分
解 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 合 成 プ ラ イ マ ー を 除 去 す る た め に 、 Ｔ Ｅ 緩 衝 液 中 で 平 衡 化 し た Sephacryl　 S400カ ラ ム
（ Pharmacia社 製 ） １ ｍ ｌ 上 で 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 し た 。 最 初 の ２ つ の 放 射 性 画 分 を 合 し
、 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 後 に 、 １ ０ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 １ ／ １ ０ 容 量 お よ び エ タ ノ
ー ル ２ ． ５ 容 量 で 沈 殿 さ せ た 。 つ い で 、 タ ー ミ ナ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 （ Pharmacia
社 製 　 27073001） ２ ０ 単 位 と 共 に ｄ Ｇ ホ モ ポ リ マ ー 性 テ イ ル を 添 加 す る こ と に よ っ て ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を ５ ’ に お い て 伸 長 さ せ た 。 つ ぎ に 、 以 下 の 組 成 ： ３ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７
． ６ ： １ ｍ Ｍ 　 塩 化 コ バ ル ト ； １ ４ ０ ｍ Ｍ 　 カ コ ジ ル 酸 ； ０ ． １ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ； １ ｍ Ｍ 　
ｄ Ｇ Ｔ Ｐ ； を 有 す る 緩 衝 液 ２ ０ μ ｌ 中 、 ３ ７ ℃ に て １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 、
つ い で ０ ． ５ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ２ μ ｌ を 添 加 し た 。 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム で の さ ら な る 処 理 を 加 熱
す る こ と な く 行 い 、 つ づ い て S400カ ラ ム 上 で 再 精 製 し 、 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、 エ タ ノ ー
ル で 沈 殿 さ せ た 。 そ の ペ レ ッ ト を Ｔ Ｅ 緩 衝 液 ３ ３ μ ｌ 中 に 溶 解 し た 。 つ ぎ の ス テ ー ジ は 、
Ｐ ｓ ｔ Ｉ で 切 断 し た 後 に ホ モ ポ リ マ ー 性 ｄ Ｃ テ イ ル が 予 め そ れ に 加 え ら れ て い る ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー ｐ Ｔ ７ Ｔ ３ － １ ８ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ア ダ プ タ ー を 組 合 わ せ る こ と に あ っ た 。
ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ ３ ３ μ ｌ ） を 、 ベ ク タ ー ｐ Ｔ ７ ／ Ｔ ３ － １ ８ 　 ７ ５ ｎ ｇ （ ５ μ ｌ ） 、 以 下 の 配
列 （ Ａ ｐ ａ １ 部 位 を 含 む ） ：
５ ’ AAAAAAAAAAAAAGGGCCCG　 ３ ’
の ア ダ プ タ ー １ ２ ０ ｎ ｇ （ １ μ ｌ ） 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 溶 液 １ ０ μ ｌ と 接 触 さ せ 、 そ
の 混 合 物 を ６ ５ ℃ に て ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で そ の 反 応 物 を 室 温 ま で 放 冷 さ せ た
。 つ ぎ の ス テ ー ジ は 、 以 下 の 組 成 ： ５ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ ； １ ０ ｍ Ｍ 　
Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ａ Ｔ Ｐ ； を 有 す る 緩 衝 液 中 、 酵 素 Ｔ ４ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ リ ガ ー ゼ （ Ph
armacia社 製 ） ３ ２ ． ５ 単 位 を 用 い て 、 反 応 容 量 １ ０ ０ μ ｌ 中 の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と
一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と を １ ５ ℃ に て 一 晩 連 結 さ せ る こ と に あ っ た 。 つ い で 、 フ ェ ノ ー ル で の 抽
出 に つ づ い て ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 す る こ と に よ っ て 蛋 白 質 を 除 去 し 、 つ い で １ ０ ｍ Ｍ 酢 酸
ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 １ ／ １ ０ 容 量 お よ び エ タ ノ ー ル ２ ． ５ 容 量 を 添 加 し た 。 そ の 混 合 物 を 遠
心 分 離 し 、 ペ レ ッ ト を 以 下 の 組 成 ： ３ ３ ｍ Ｍ 　 ト リ ス － 酢 酸 　 ｐ Ｈ ７ ． ９ 、 ６ ２ ． ５ ｍ Ｍ
　 酢 酸 カ リ ウ ム 、 １ ｍ Ｍ 　 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム お よ び １ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ ； を 有 す る 緩 衝 液 中 に
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採 取 し 、 酵 素 Ｔ ４ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ （ Pharmacia社 製 ） ３ ０ 単 位 お よ び １ ｍ Ｍ
の ４ 種 の デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 の 混 合 物 な ら び に Ｔ ４ フ ァ ー ジ 遺 伝 子 ３ ２ の 蛋 白
質 （ Pharmacia社 製 ） ２ 単 位 を 含 む ３ ０ μ ｌ 容 量 中 、 ３ ７ ℃ に て １ 時 間 、 第 ２ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
鎖 を 合 成 し た 。 そ の 混 合 物 を フ ェ ノ ー ル で 抽 出 し 、 Ｐ １ ０ カ ラ ム （ Biogel　 P10－ 200－ 40
0メ ッ シ ュ － 参 照 15011050－ Biorad社 製 ） 上 に 沈 殿 さ せ る こ と に よ っ て 痕 跡 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 最 終 ス テ ー ジ は 、 製 造 業 者 に よ り 推 奨 さ れ て い る 条 件 下 、 ２ ． ５ ｋ Ｖ で 使 用 す る Biorad
　 Gene　 Pulser装 置 を 用 い た 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て Ｅ ． ｃ ｏ ｌ
ｉ 　 Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 つ い で そ の 細 菌 を 以 下 の 組 成 ： バ ク ト ト リ プ ト ン １
０ ｇ ／ ｌ ； 酵 母 エ キ ス ト ラ ク ト ５ ｇ ／ ｌ ； Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 １ ０ ｇ ／ ｌ ； を 有 す る Ｌ Ｂ 培 地 中 で
１ 時 間 培 養 す る こ と に あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 得 ら れ た 独 立 ク ロ ー ン の 数 は 、 １ ． ５ ％ 寒 天 （ ｗ ／ ｖ ） お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ン ピ
シ リ ン を 補 充 し た Ｌ Ｂ 培 地 （ 以 後 、 Ｌ Ｂ 寒 天 培 地 と 称 す る ） を 入 れ た 皿 上 で １ 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の 形 質 転 換 体 か ら の １ ／ １ ０ ０ ０ 希 釈 液 を 平 板 す る こ と に よ っ て 測 定
し た 。
　 得 ら れ た 独 立 ク ロ ー ン の 数 は １ ， ０ ０ ０ ， ０ ０ ０ で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ｂ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
　 全 体 ラ イ ブ ラ リ ー を Biodyne　 Aメ ン ブ レ ン （ PALL社 製 、 参 照 BNNG　 132） で 被 覆 し た 寒
天 培 地 （ 直 径 １ ５ ０ ｍ ｍ の ペ ト リ 皿 ） 上 に 平 板 し た 。 ３ ７ ℃ に て 一 晩 放 置 し た 後 に 、 新 た
な メ ン ブ レ ン 上 に 接 触 さ せ る こ と に よ っ て ク ロ ー ン を 転 移 さ せ た 。 そ の 新 た な メ ン ブ レ ン
を 、 下 記 の 組 成 の 溶 液 に 浸 漬 さ せ た Wathman　 3MMペ ー パ ー 上 に そ れ を 置 く こ と に よ っ て 処
理 し た ： ０ ． ５ Ｎ 　 Ｎ ａ Ｏ Ｈ 、 １ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ 分 間 、 つ い で ０ ． ５ Ｍ 　 ト リ ス －
Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ８ 、 １ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ 分 間 。 以 下 の 緩 衝 液 ： １ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス － Ｈ Ｃ
ｌ 　 ｐ Ｈ ８ 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． １ ％ 　 Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ０ ０ μ ｇ
／ ｍ ｌ 　 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｋ ； 中 、 ３ ７ ℃ に て ３ ０ 分 間 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｋ で 処 理
し た 後 に 、 そ の メ ン ブ レ ン を ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 緩 衝 液 （ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム － Ｎ ａ Ｃ ｌ ） で 完 全
に 洗 浄 し 、 つ い で 真 空 下 、 オ ー ブ ン 中 、 ８ ０ ℃ に て ２ ０ 分 間 乾 燥 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ｃ ） メ ン ブ レ ン の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 つ い で 、 そ の メ ン ブ レ ン を 以 下 の 緩 衝 液 ： １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ； ３ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド ； １ ％
Ｓ Ｄ Ｓ ； ５ × デ ン ハ ー ト 溶 液 ； １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ； 中 、 ４ ２ ℃ に て ２ 時 間
プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 ２ 時 間 の プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 、 そ の メ ン ブ レ ン
を 、 ２ ． ５ × １ ０ ６ ｄ ｐ ｍ ／ ｍ ｌ の ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に よ っ て 調 製 し た 一 定 濃 度
の マ ウ ス Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α プ ロ ー ブ を 含 む 同 緩 衝 液 中 に て １ ６ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。
そ の メ ン ブ レ ン を ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 緩 衝 液 中 、 室 温 に て ３ ０ 分 間 、 ２ 回 洗 浄 し
、 つ い で 同 緩 衝 液 中 、 ５ ０ ℃ に て ２ 時 間 洗 浄 し た 。 Kodak　 X－ OMATフ ィ ル ム 存 在 下 、 － ８
０ ℃ に て 一 晩 感 光 さ せ た 後 に 、 数 個 の 陽 性 ク ロ ー ン が 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ｄ ） ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α ク ロ ー ン の 配 列 決 定 お よ び 該 配 列 の 分 析
　 配 列 は 、 Applied　 Biosystem社 製 キ ッ ト （ 参 照 401628） を 用 い て 得 た 。 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 核 酸 配 列 お よ び そ れ か ら 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ ５ お よ び １ ６ に
示 す 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ポ リ － Ａ テ イ ル を 除 く ３ ９ ９ ９ 塩 基 長 で あ り 、 ２ １ ４ ５ 塩 基 の 長 い 非 翻
訳 ３ ’ 領 域 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 典 型 的 な ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が 予 想 さ れ た 部 位 に 存 在 し て い る 。 ヌ ク レ オ チ ド ３ ４
と １ ８ ５ １ と の 間 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 ４ ２ ７ ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド を
規 定 す る 。 該 配 列 は 、 潜 在 的 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド な ら び に 単 一 の 貫 膜 ド メ イ ン お よ び 短 い
細 胞 質 外 領 域 と 共 に 膜 蛋 白 質 を コ ー ド し て い る 。
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【 ０ ０ ９ ３ 】
　 １ ０ 箇 所 の 潜 在 的 な グ リ コ シ ル 化 部 位 は 、 細 胞 外 領 域 に 位 置 す る 。 サ イ ト カ イ ン 受 容 体
の Ｉ Ｉ 型 フ ァ ミ リ ー の 特 徴 と 考 え ら れ る ２ 種 の 共 通 モ チ ー フ ： １ 番 目 の も の は Ｎ － 末 端 ジ
ス ル フ ィ ド 架 橋 ル ー プ 構 造 由 来 の も の で 、 ２ 番 目 の も の は 細 胞 外 領 域 の Ｃ － 末 端 に 位 置 す
る Ｗ Ｓ Ｘ Ｗ Ｓ 型 の モ チ ー フ で あ る ； も 存 在 す る こ と は 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
実 施 例 ８
ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｏ Ｓ － ３ ま た は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 対
し て 行 っ た 結 合 性 分 析
　 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α を コ ー ド す る 単 離 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 は 、
標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ に 特 異 的 に 結 合 し た 。 飽 和 曲 線 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 は 、 ４ ． ５ ± ０
． ４ ｎ Ｍ の Ｋ ｄ 値 と ２ ６ ０ ０ ０ 受 容 体 ／ 細 胞 の 最 大 結 合 能 力 と を 有 す る 単 一 の コ ン ポ ー ネ
ン ト 部 位 を 示 し た （ 図 １ ９ Ｃ お よ び １ ９ Ｇ ） 。
　 同 時 発 現 実 験 の 結 果 を 図 １ ９ Ｄ お よ び １ ９ Ｈ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 図 １ ９ Ｃ の 結 果 の 分 析 に よ り 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の ク ロ ー ン ２ ０ ３ ６ に お い て Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α
が 良 好 に 発 現 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ は 、 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ
α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お け る Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 の ６ ０
％ を 置 換 し た （ 図 １ ９ Ｈ ） が 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α に 対 す る ７ ． ５ ｎ Ｍ の Ｋ ｄ を 考 慮 す る と 、
Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 部 位 よ り も Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 部 位 が １ ０ 倍 も 多 く 存 在 す る よ う で あ る こ と は 注 意
し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ｈ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ｈ Ｉ Ｌ － ４ Ｒ を 発 現 し
て い る Ｃ Ｈ Ｏ － ｈ Ｉ Ｌ ４ Ｒ 細 胞 （ ヒ ト Ｉ Ｌ － ４ Ｒ ） は 、 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ に 特 異 的 に 結 合
し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 飽 和 曲 線 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 は 、 ２ 種 の コ ン ポ ー ネ ン ト 部 位 ； ２ ３ ± ８ ． ９ ｐ Ｍ の
Ｋ ｄ 値 と ２ ８ ０ ０ ０ 部 位 ／ 細 胞 の 最 大 結 合 能 力 と を 有 す る 高 親 和 性 の １ 種 、 お よ び ４ ． ２
± １ ． ４ ｎ Ｍ の Ｋ ｄ 値 と １ ５ ０ ０ ０ ０ 部 位 ／ 細 胞 の 最 大 結 合 能 力 と を 有 す る 低 親 和 性 の も
う １ 種 ； を 明 ら か に 示 し た （ 図 １ ９ Ｄ ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 特 徴 付 け し た ２ 番 目 の 部 位 は 、 単 独 で 発 現 さ せ た ｈ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α （ ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ
α ） と 同 一 の 親 和 性 を 有 し 、 非 会 合 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 鎖 に 相 当 し た 。 な ぜ な ら ば 、 そ れ ら は
ｈ Ｉ Ｌ － ４ Ｒ よ り も 多 量 に 発 現 さ れ て い た か ら で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ２ 種 の ｈ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び ｈ Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 鎖 存 在 下 に て 再 構 成 し た こ れ ら の 高 親 和 性
受 容 体 は 、 ２ 種 の サ イ ト カ イ ン を 認 識 す る こ と が で き た （ 図 １ ９ Ｄ お よ び １ ９ Ｈ ） 。 こ の
こ と は 、 Ｉ Ｌ － ４ が 全 て の 結 合 性 Ｉ Ｌ － １ ３ を 置 換 す る 匹 敵 量 で ２ 種 の ｈ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α
お よ び ｈ Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 鎖 を 同 時 発 現 し て い る Ｃ Ｏ Ｓ ／ ｐ Ｓ Ｅ １ 細 胞 で さ え よ り 明 ら か で あ っ
た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 組 換 え ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α の 親 和 性 は 、 マ ウ ス Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 受 容 体 に つ い て 記 載 さ れ
て い る も の （ ２ － １ ０ ｎ Ｍ ） （ 参 照 ２ ２ ） に 匹 敵 し た 。
　 以 前 に 記 載 さ れ た ｈ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 鎖 と は 反 対 に 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α は そ れ 自 体 の 上
に 高 親 和 性 結 合 部 位 を 構 成 し な か っ た 。
　 し た が っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び Ｉ Ｌ － ４ Ｒ は 、 細 胞 膜 中 で 相 互 作 用 し て 高 親 和 性 受
容 体 を 再 構 成 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
実 施 例 ９
ｈ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び ｈ Ｉ Ｌ － ４ Ｒ を 同 時 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お け る Ｉ Ｌ － １ ３
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お よ び Ｉ Ｌ － ４ に よ る Ｓ Ｔ Ａ Ｔ 蛋 白 質 の 活 性 化
　 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 に お い て 、 ｈ Ｉ Ｌ － ４ お よ び Ｉ Ｌ － １ ３ は 、 後 期 転 写 因 子 で あ る Ｓ Ｔ
Ａ Ｔ ６ を リ ン 酸 化 す る JAK(janus)フ ァ ミ リ ー の ２ 種 の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 Ｊ ａ ｋ １ お よ び
Ｊ ａ ｋ ２ を 活 性 化 し た 。 こ の 活 性 化 さ れ た 因 子 は 核 に 入 り 、 Ｉ Ｌ － ４ に よ っ て 調 節 さ れ た
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 中 の 特 異 的 エ レ メ ン ト に 結 合 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 電 気 泳 動 移 動 度 ス イ ッ チ ア ッ セ イ （ Ｅ Ｍ Ｓ Ａ ） に お け る プ ロ ー ブ と し て
ヒ ト Ｃ ε プ ロ モ ー タ ー の Ｃ ε エ レ メ ン ト を 選 択 し て 、 Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ６ と 同 様 な 結 合 因 子 の Ｉ Ｌ
－ １ ３ に よ る 活 性 化 を 立 証 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｉ Ｌ － １ ３ ま た は Ｉ Ｌ － ４ で 、 ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 間 刺 激 し た 、 Ｉ Ｌ
－ １ ３ Ｒ 単 独 、 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 単 独 、 ま た は ２ 種 の 鎖 を 一 緒 に 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 核 抽
出 物 を 、 放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｃ ε エ レ メ ン ト と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ｈ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び ｈ Ｉ Ｌ － ４ Ｒ を 同 時 発 現 し て い る 細 胞 の 核 抽 出 物 は 、 当 該 細 胞
が Ｉ Ｌ － ４ ま た は Ｉ Ｌ － １ ３ の い ず れ で 誘 導 さ れ て い よ う が 、 Ｅ Ｍ Ｓ Ａ に お い て 同 一 の 移
動 度 を 有 す る 複 合 体 を 形 成 し た （ 図 ２ ０ を 参 照 さ れ た し ） 。 一 方 、 い ず れ か の 鎖 を 単 独 で
発 現 し て い る 細 胞 を 用 い る と 、 複 合 体 は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 ｈ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び ｈ Ｉ Ｌ － ４ Ｒ α を 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い
て は 、 Ｉ Ｌ － １ ３ お よ び Ｉ Ｌ － ４ が 同 一 の シ グ ナ リ ン グ 経 路 を 始 動 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
参 照 ：
　 １ ． Minty， A． ら に よ る Nature， 1993， 362， 248-250．
　 ２ ． McKenzie， A． N． ら に よ る Proc． Natl． Acad． Sci． U． S． A． ,1993,90,
3735-3739.
　 ３ ． Defrance， T． ら に よ る J． Exp． Med． ,1994， 179， 135-143．
　 ４ ． Punnonen， Ｊ .ら に よ る Proc． Natl． Acad． Sci． (USA),1993， 90， 3730-3734．
　 ５ ． Fior， R． ら に よ る Eur． Cytokine　 Network， 1994， 5， 593-600．
　 ６ ． Muzio， M． R． F． ら に よ る Blood， 1994， 83， 1738-1743．
　 ７ ． De　 Waal　 Malefyt， R． ら に よ る J． Immunol． ,1993， 151， 6370-6381．
　 ８ ． Doyle， A． ら に よ る Eur． J． Immunol． ,1994， 24， 1441-1445．
　 ９ ． Montaner， L． J． ら に よ る J.Exp． Med． ， 1993,178， 743-747．
　 １ ０ ． Sozzani， P.ら に よ る J． Biol． Chem． ,1995， 270， 5084-5088．
【 ０ １ ０ ７ 】
　 １ １ ． Herbert， J． M.ら に よ る Febs　 Lett． ,1993， 328,268-270．
　 １ ２ ． Derocq， J． M． ら に よ る Febs　 Lett． ,1994， 343， 32-36．
　 １ ３ ． Zurawski， G． ら に よ る Immunol． Today， 1994， 15， 19-26．
　 １ ４ ． Interleukin-13　 for　 Cytokines　 in　 Health　 and　 Disease．
D． G． Remickお よ び J． S． Frie編 ， Marcel　 Decker社 ， N.Y.， 1996．
　 １ ５ ． Zurawski， S． M． ら に よ る Embo　 Journal， 1993， 12， 2663-2670．
　 １ ６ ． Aversa， G． ら に よ る Ｊ ． Exp． Med． ,1993， 178， 2213-2218．
　 １ ７ ． Vita， N． ら に よ る Biol． Chem． ,1995， 270， 3512-3517．
　 １ ８ ． Lefort， S． ら に よ る Febs　 Lett． ,1995， 366， 122-126．
　 １ ９ ． Kondo， M． ら に よ る Science， 1993， 262， 1874-1883．
　 ２ ０ ． Russell， S． M． ら に よ る Science， 1993， 262， 1880-1883．
　 ２ １ ． Obiri， N． ら に よ る J． Biol． Chem． ， 1995， 270， 8797-8804．
　 ２ ２ ． Hilton， D.Ｊ ． ら に よ る Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 1996， 93， 497-501．
　 ２ ３ ． Callard， R． E． ら に よ る Immunology　 Today， 1996， 17， 3108-110．
　 ２ ４ ． Devereux， J． ら に よ る Nucleic　 Acids　 Res． ,1984， 12， 387-395．
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　 ２ ５ ． Chomczynski， P． ら に よ る N． Anal． Biochem． ， 1987， 162， 156-159．
　 ２ ６ ． Caput， D． ら に よ る Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 1986， 83， 1670-1674．
　 ２ ７ ． Minty， A． ら に よ る Eur． Cytokine　 Network， 1993， 4， 99-110．
　 ２ ８ ． Labit　 Le　 Bouteiller， C． ら に よ る J． oｆ 　 Immunol． Methods， 1995， 181， 1
， 29-36．
　 ２ ９ ． Seed， B． ら に よ る Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 1987， 84， 3365-3369．
　 ３ ０ ． Bazan， J． F． ら に よ る Proc． Natl． Acad． Sci． USA， 1990， 87， 6934-6938．
　 ３ １ ． Honjo， T． ら に よ る Current　 Opinion　 in　 Cell　 Biology， 1991， 1， 201-203
．
　 ３ ２ ． Giri， J． G． ら に よ る Embo　 Journal， 1993， 14， 3654-3663．
　 ３ ３ ． Miloux， B． ら に よ る Gene， 1994， 149， 341-344．
　 ３ ４ ． Sampayrac， L． M． ら に よ る PNAS　 USA， 1981， 78， 7575-7578．
　 ３ ５ ． Jiang， S-Wら に よ る Nucleic　 Acid　 Res． ,1995， 23， 3607-3608．
　 ３ ６ ． Koehler， Ｉ ら に よ る FEBS　 Letters， 1994， 345， 187-192．
　 ３ ７ ． Seidel， H． M． ら に よ る PNAS　 USA， 1995， 92， 3041-3045．
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ８ 】
【 図 １ 】 Ｃ ａ ｋ ｉ -１ 細 胞 中 に 存 在 す る ヒ ト Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β 受 容 体 の 特 徴 付 け を 示 す 。 ［ １
２ ５ Ｉ ］ で 標 識 し た Ｉ Ｌ -１ ３ の 飽 和 曲 線 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 （ 挿 入 図 ） 。
【 図 ２ 】 Ｃ ａ ｋ ｉ -１ 細 胞 中 に 存 在 す る ヒ ト Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β 受 容 体 の 特 徴 付 け を 示 す 。 上 昇
し て ゆ く 濃 度 の 非 標 識 Ｉ Ｌ -１ ３ （ ・ ） お よ び Ｉ Ｌ -４ （ ○ ） 存 在 下 に お け る ［ １ ２ ５ Ｉ ］
［ Phe43］ -Ｉ Ｌ -１ ３ -GlyTyrGlyTyrの 結 合 性 。
【 図 ３ 】 Ｃ ａ ｋ ｉ -１ 細 胞 中 に 存 在 す る ヒ ト Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β 受 容 体 の 特 徴 付 け を 示 す 。 非 標
識 Ｉ Ｌ － １ ３ 不 存 在 下 （ レ ー ン ａ ） 、 お よ び １ ０ ０ 倍 過 剰 量 の 非 Ｉ Ｌ － １ ３ （ レ ー ン ｂ ）
ま た は Ｉ Ｌ -４ （ レ ー ン ｃ ） 存 在 下 に て 放 射 性 Ｉ Ｌ -１ ３ を 用 い た 交 差 -連 結 実 験 。
【 図 ４ 】 Ｃ ａ ｋ ｉ -１ 細 胞 中 に 存 在 す る ヒ ト Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β 受 容 体 の 特 徴 付 け を 示 す 。 Ｉ Ｌ
－ ４ Ｒ 鎖 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び Ｉ Ｌ － ４ ア ン タ ゴ ニ ス ト Ｙ １ ２ ４ Ｄ
Ｉ Ｌ － ４ 存 在 下 に お け る 、 Ｉ Ｌ － １ ３ お よ び Ｉ Ｌ － ４ に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｉ Ｌ － ６ の 分 泌
の 阻 害 。
【 図 ５ 】 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。 核 酸 配 列 の 予 想 シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 は イ タ リ ッ ク
で 示 し 、 貫 膜 ド メ イ ン に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 は 太 字 で 示 す 。 潜 在 的 な Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位
（ Asn-X-Ser/Thr） に は 下 線 を 引 い て い る 。
【 図 ６ 】 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。 核 酸 配 列 の 予 想 シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 は イ タ リ ッ ク
で 示 し 、 貫 膜 ド メ イ ン に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 は 太 字 で 示 す 。 潜 在 的 な Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位
（ Asn-X-Ser/Thr） に は 下 線 を 引 い て い る 。
【 図 ７ 】 Ｉ Ｌ -５ Ｒ お よ び Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ β の 蛋 白 質 配 列 の 比 較 を 示 す 。 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β お よ
び Ｉ Ｌ － ５ Ｒ 配 列 の ア ミ ノ 酸 の 整 列 を 示 す 。 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ お よ び Ｉ Ｌ － ５ Ｒ の 蛋 白 質 配 列
を 前 記 （ ２ ４ ） と 同 様 に 整 列 さ せ て い る 。 受 容 体 の こ の フ ァ ミ リ ー に 特 徴 的 な シ ス テ イ ン
残 基 お よ び Ｗ Ｓ Ｘ Ｗ Ｓ モ チ ー フ は 四 角 で 囲 ん で い る 。
【 図 ８ 】 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。 Ｒ Ｎ Ａ は 以 下 の 細 胞 か ら 調 製
し た ： Ｃ ａ ｋ ｉ － １ （ レ ー ン ａ ） 、 Ａ ４ ３ １ （ レ ー ン ｂ ） 、 Ｔ Ｆ － １ （ レ ー ン ｃ ） 、 Ｕ ９
３ ７ （ レ ー ン ｄ ） 、 Ｊ ｕ ｒ ｋ ａ ｔ （ レ ー ン ｅ ） お よ び Ｉ Ｍ ９ （ レ ー ン ｆ ） 。
【 図 ９ 】 Ｉ Ｌ － １ ３ に つ い て の 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 受 容 体 の 特 徴 付 け を 示 す 。 Ｃ Ｏ Ｓ －
７ 細 胞 を Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 飽 和 曲 線 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド
解 析 に よ る 放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 に 関 す る 実 験 （ 挿 入 図 ） 。
【 図 １ ０ 】 Ｉ Ｌ － １ ３ に つ い て の 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 受 容 体 の 特 徴 付 け を 示 す 。 Ｃ Ｏ Ｓ
－ ７ 細 胞 を Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 不 存 在 （ レ ー ン ａ ） 、 お よ
び １ ０ ０ 倍 過 剰 量 の 非 標 識 Ｉ Ｌ － １ ３ 存 在 （ レ ー ン ｂ ） 下 に て 放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｉ Ｌ
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－ １ ３ を 用 い た 交 差 -連 結 実 験 。
【 図 １ １ 】 ク ロ ー ン 化 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 、 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ （ ｇ ｐ １ ４ ０ ） お よ び γ ｃ 鎖 を 用 い た
同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に つ づ く 放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 を 示 す
。 斜 線 棒 グ ラ フ お よ び 白 抜 き 棒 グ ラ フ は 、 Ｉ Ｌ － １ ３ の 特 異 的 結 合 性 を 表 す 。
【 図 １ ２ 】 ク ロ ー ン 化 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 、 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ （ ｇ ｐ １ ４ ０ ） お よ び γ ｃ 鎖 を 用 い た
同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に つ づ く 放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｉ Ｌ － ４ の 結 合 性 を 示 す 。
斜 線 棒 グ ラ フ お よ び 白 抜 き 棒 グ ラ フ は 、 Ｉ Ｌ － ４ の 特 異 的 結 合 性 を 表 す 。
【 図 １ ３ 】 経 時 発 現 の 可 溶 性 形 態 の 受 容 体 （ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ ） に よ る Ｉ Ｌ － １ ３ の Ｉ Ｌ
－ １ ３ Ｒ β へ の 結 合 性 の 阻 害 。 ２ ０ ３ ４ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 上 清 中 の Ｉ Ｌ － １ ３
Ｒ β ｓ の 発 現 を 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β （ ２ ０ ３ ６ ） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に 対 す る Ｉ Ｌ
－ １ ３ の 結 合 性 の 阻 害 に よ っ て 試 験 し た グ ラ フ を 示 す 。 該 上 清 は 、 ヨ ウ 素 化 リ ガ ン ド 中 で
そ れ を １ ． ５ 倍 に 希 釈 す る こ と に よ っ て 粗 製 状 態 で 試 験 し た 。 　 ２ ０ ３ ６ Ｎ Ｓ Ｂ ： 過 剰 量
の 非 標 識 Ｉ Ｌ － １ ３ 存 在 下 に お け る 非 特 異 的 結 合 性 。 　 ２ ０ ３ ６ Ｂ Ｔ ： ２ ０ ３ ６ で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に 対 す る 合 計 結 合 性 。 　 ２ ０ ３ ６ ＋ ｓ ｇ ｔ ２ ０ ３ ４ ： ２ ０ ３ ４ で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 上 清 存 在 下 に お け る 、 ２ ０ ３ ６ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 に 対
す る 結 合 性 。 　 ２ ０ ３ ６ ＋ ｓ ｇ ｔ 　 ｐ Ｓ Ｅ １ ： 対 照
【 図 １ ４ 】 安 定 系 統 上 の 可 溶 性 形 態 の 受 容 体 （ Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ ） に よ る Ｉ Ｌ － １ ３ の Ｉ
Ｌ － １ ３ Ｒ β へ の 結 合 性 の 阻 害 を 示 す 。 Ｔ ２ ０ ３ ６ － ２ ２ ： Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ を 分 泌 す る
ク ロ ー ン 上 清 不 存 在 下 に お け る 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β （ ２ ０ ３ ６ － ２ ２ ） に 対 す る 合 計 結 合 性
（ 参 照 　 １ ０ ０ ％ ） 　 ２ ０ ３ ４ － ４ 　 ２ ０ ３ ４ － ６ 　 ２ ０ ３ ４ － １ ９ 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 ４ 種 の ク ロ ー ン 　 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β ｓ 　 ２ ０ ３ ４ － ２ １ 　 １ ２ ７ ４ － ２ ０ ： Ｉ Ｌ － １
３ Ｒ β ｓ を 発 現 し て い な い Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 の 上 清 存 在 下 （ 対 照 ） 。
【 図 １ ５ 】 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。 核 酸 配 列 か ら 予 想 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 に
は 点 線 の 下 線 が 引 か れ て お り 、 貫 膜 ド メ イ ン に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 に は 二 重 線 の 下 線 が 引 か
れ て い る 。 潜 在 的 な Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 （ Asn-X-Ser/Thr） は 四 角 で 囲 ん で い る 。
【 図 １ ６ 】 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 Ｉ Ｌ -１ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。 核 酸 配 列 か ら 予 想 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 に
は 点 線 の 下 線 が 引 か れ て お り 、 貫 膜 ド メ イ ン に 相 当 す る ア ミ ノ 酸 に は 二 重 線 の 下 線 が 引 か
れ て い る 。 潜 在 的 な Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 （ Asn-X-Ser/Thr） は 四 角 で 囲 ん で い る 。
【 図 １ ７ 】 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び げ っ 歯 類 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α の ア ミ ノ 酸 の 整 列 を 示 す 。
ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び げ っ 歯 類 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α の 蛋 白 質 配 列 を 前 記 （ ２ ４ ） と 同 様 に
整 列 し て い る 。 受 容 体 の こ の フ ァ ミ リ ー に 特 徴 的 な シ ス テ イ ン 残 基 お よ び モ チ ー フ Ｗ Ｓ Ｘ
Ｗ Ｓ は 四 角 で 囲 ん で い る 。
【 図 １ ８ 】 Ｉ Ｌ － １ ３ に つ い て の 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 受 容 体 の 特 徴 付 け を 示 す 。 Ｃ Ｈ Ｏ
ま た は Ｃ Ｏ Ｓ － ３ 細 胞 を Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し ： Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ 図 Ａ お よ び Ｅ ） 、 Ｉ Ｌ
－ １ ３ Ｒ β 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ 図 Ｂ お よ び
Ｆ ） Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 用 い た 飽 和 曲 線 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 お よ び 該 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 対 す る ［
１ ２ ５ Ｉ ］ － Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 の 競 合 実 験 。 白 抜 き お よ び 横 線 棒 グ ラ フ は 、 各 々 、 過 剰
量 （ 1,000倍 多 い ） の Ｉ Ｌ － １ ３ ま た は Ｉ Ｌ － ４ 存 在 下 の 放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｉ Ｌ － １
３ の 特 異 的 結 合 性 を 表 し 、 黒 塗 り 棒 グ ラ フ は 合 計 結 合 性 を 表 し て い る 。
【 図 １ ９ 】 Ｉ Ｌ － １ ３ に つ い て の 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 受 容 体 の 特 徴 付 け を 示 す 。 Ｃ Ｈ Ｏ
ま た は Ｃ Ｏ Ｓ － ３ 細 胞 を Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び ／ ま た は Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し ： Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ 図 Ｃ お よ び Ｇ ） 、 お よ
び Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｉ Ｌ － ４ Ｒ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た （ 図 Ｄ
お よ び Ｈ ） Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 用 い た 飽 和 曲 線 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 解 析 お よ び 該 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 対
す る ［ １ ２ ５ Ｉ ］ － Ｉ Ｌ － １ ３ の 結 合 性 の 競 合 実 験 。 白 抜 き お よ び 横 線 棒 グ ラ フ は 、 各 々
、 過 剰 量 （ 1,000倍 多 い ） の Ｉ Ｌ － １ ３ ま た は Ｉ Ｌ － ４ 存 在 下 の 放 射 性 同 位 元 素 標 識 化 Ｉ
Ｌ － １ ３ の 特 異 的 結 合 性 を 表 し 、 黒 塗 り 棒 グ ラ フ は 合 計 結 合 性 を 表 し て い る 。
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【 図 ２ ０ 】 Ｉ Ｌ － ４ Ｒ ま た は Ｉ Ｌ － １ ３ 存 在 下 に て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 活 性 化 し た 後 の （ ４ ま た
は １ ３ ） Ｉ Ｌ － ４ 単 独 に 対 す る 受 容 体 を （ Ｃ Ｈ Ｏ － ４ ） 、 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α 単 独 に 対 す る 受
容 体 を （ Ｃ Ｈ Ｏ － １ ３ ） 、 ま た は 結 合 受 容 体 Ｉ Ｌ － １ ３ Ｒ α お よ び Ｉ Ｌ － ４ Ｒ を （ Ｃ Ｈ Ｏ
－ ４ － １ ３ ） 発 現 し て い る 細 胞 抽 出 物 の Ｅ Ｍ Ｓ Ａ に お け る 電 気 泳 動 移 動 度 の 比 較 。 ｃ は 非
活 性 化 対 照 を 表 し て い る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】
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【 配 列 表 】
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