
(57)【要約】
【課題】　医療上有用な組換えシャペロニン１０（ cpn 10）を提供すること。
【解決手段】　配列
【表１】
　
　
　

を有する組換え cpn１０および関連アミノ酸配列を有するペプチドを提供する。また、 (ｉ
)cpn１０に対する抗体を作り、 (ii)この抗体を cpn１０含有の可能性がある生物体液サン
プルと反応せしめ (iii)cpn１０－抗体複合体の生成からおきるシグナル増幅によりサンプ
ル中の cpn１０の存在を検出する各工程を含む、血清中または他の生物体液中の cpn１０を
検出する方法および哺乳動物に cpn１０を投与する工程を含む細胞成長または免疫抑制を
促進する方法も提供する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ お よ び /ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ
Ｔ か ら 基 本 的 に な る ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列
Ｇ Ｓ Ｍ Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ｆ Ｄ Ｒ Ｖ Ｌ Ｖ Ｅ Ｒ Ｓ Ａ Ａ Ｅ Ｔ Ｖ Ｔ Ｋ Ｇ Ｇ Ｉ Ｍ Ｌ Ｐ Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ
Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｔ Ｖ Ｖ Ａ Ｖ Ｇ Ｓ Ｇ Ｓ Ｋ Ｇ Ｋ Ｇ Ｇ Ｅ Ｉ Ｑ Ｐ Ｖ Ｓ Ｖ Ｋ Ｖ Ｇ Ｄ Ｋ Ｖ Ｌ Ｌ Ｐ Ｅ Ｙ Ｇ Ｇ
Ｔ Ｋ Ｖ Ｖ Ｌ Ｄ Ｄ Ｋ Ｄ Ｙ Ｆ Ｌ Ｆ Ｒ Ｄ Ｇ Ｄ Ｉ Ｌ Ｇ Ｋ Ｙ Ｖ Ｄ
を 有 す る 組 換 え  cpn１ ０ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
ペ プ チ ド が ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ ｃ － Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ
Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ
Ｑ Ａ Ｔ を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ １ Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ
Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ａ ２ (式 中 、 Ａ １ お よ び Ａ ２ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ
Ｌ Ｐ Ｌ Ａ ２ (式 中 、 Ａ ２ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ １ Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ
Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ (式 中 、 Ａ １ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ ｃ － Ａ １ Ａ Ｇ Ｑ
Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ａ ２ (式 中 、 Ａ １ お よ び Ａ ２ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １
記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ ｃ － Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ
Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ａ ２ (式 中 、 Ａ ２ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 １ １ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ ｃ － Ａ １ Ａ Ｇ Ｑ
Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ (式 中 、 Ａ １ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド
。
【 請 求 項 １ ２ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ １ Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ
Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｔ Ａ ２ (式 中 、 Ａ １ お よ び Ａ ２ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ
Ｑ Ａ Ｔ Ａ ２ (式 中 、 Ａ ２ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
ペ プ チ ド が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 欠 損 、 添 加 ま た は 置 換 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ １ Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ
Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｔ (式 中 Ａ １ は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 cpn１ ０ と も 略 称 す る シ ャ ペ ロ ニ ン １ ０ に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 先 行 技 術 ）
　 シ ャ ペ ロ ニ ン 類 は 、 よ り 広 い ク ラ ス の 分 子 シ ャ ペ ロ ン 類 に 属 し 、 翻 訳 後 の ひ だ 形 成 、 タ
ー ゲ ッ テ ィ ン グ お よ び 他 の タ ン パ ク 質 の 集 合 に 含 ま れ る 分 子 で あ る が 、 Ellisら , 1991, A
nnu.Rev.Biochem. 60, 321-347に 論 じ ら れ て い る よ う に 、 そ れ 自 体 は 最 終 的 な 集 合 構 造 の
部 分 を 形 成 し な い 。 大 部 分 の シ ャ ペ ロ ン 類 は “ 熱 シ ョ ッ ク ” ま た は “ ス ト レ ス ” タ ン パ ク
質 (hsp)で あ り 、 す な わ ち 、 そ の 生 成 は 、 種 々 の 細 胞 傷 害 (例 え ば 代 謝 性 破 壊 、 酸 素 ラ ジ カ
ル 、 炎 症 、 感 染 お よ び 変 形 )に よ り 誘 導 ま た は 増 大 さ れ る 。 Lindquistら , 1988, Annu.Rev
.Genet. 22 631-677で 評 さ れ て い る よ う に 、 熱 が よ り よ い 研 究 ス ト レ ス の 唯 一 の も の で あ
る 。 特 定 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル に お け る こ れ ら の 量 的 変 化 と 同 様 に 、 上 記 の Lindquistら に
言 及 さ れ て い る よ う に 、 ス ト レ ス は 本 質 的 に 生 成 し た ス ト レ ス タ ン パ ク 質 の 異 な る 細 胞 区
分 へ の 移 動 を 誘 導 し 得 る 。 熱 シ ョ ッ ク 反 応 は 最 も 高 く 維 持 さ れ て い る 遺 伝 系 の 一 つ で あ り
、 そ し て 種 々 の 熱 シ ョ ッ ク タ ン パ ク 質 が 最 も 進 化 論 的 に 安 定 な タ ン パ ク 質 の 中 に 存 在 し て
い る 。 逆 境 条 件 の 下 で 細 胞 が 切 り 抜 け ら れ る よ う に 、 こ れ ら の 類 の あ る も の は 正 常 細 胞 内
で 基 本 的 な 機 能 を 果 す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ２ つ の 型 の cpn分 子 、 す な わ ち cpn６ ０ (単 量 体 Ｍ ｒ  ～ ６ ０ ０ ０ ０ )と cpn１ ０ (単 量 体 Ｍ
ｒ  ～ １ ０ ０ ０ ０ )が あ る 。 cpn６ ０ は よ く 研 究 さ れ て き た 。 こ れ は す べ て の 細 菌 、 ミ ト コ
ン ド リ ア 、 色 素 体 で 認 め ら れ 、 そ し て 細 胞 質 型 、 Ｔ Ｃ Ｐ － １ は 真 核 細 胞 中 に 認 め ら れ る 。
い く つ か の 細 胞 の 表 面 上 で の そ の 存 在 が 報 告 さ れ て い る 。 し か し 上 記 の Ellis文 献 や van E
den, 1991, Immunol.Reviews 121 5-28で は 疑 問 視 さ れ て 来 た 。 非 常 に 最 近 ま で cpn１ ０ は
細 菌 中 で の み 認 め ら れ て い た が 、 構 造 的 お よ び 機 能 的 に 同 等 な も の が 葉 緑 体 中 (Bertschら
, 1992, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 89 8696-8700)、 ラ ッ
ト 中 (Hartmanら , 1992, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 89 339
4-3398)お よ び 牛 肝 ミ ト コ ン ド リ ア 中 (Lubbenら , 1990, Proceedings of the National Ac
ademy of Sciences USA 87 7683-7687)で 見 い 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ａ Ｔ Ｐ の 存 在 下 で cpn６ ０ と cpn１ ０ は 機 能 的 に 相 互 作 用 を お こ し 、 タ ン パ ク 質 の 集 合 を
仲 介 す る 。 cpn６ ０ か ら 独 立 し て 働 く cpn１ ０ の 例 は 報 告 さ れ て い な い が 、 cpn６ ０ は 単 独
で 働 き 、 本 質 的 に 相 違 す る 事 象 に 関 係 し て い る 。 例 え ば 、 そ れ は 細 菌 感 染 に お け る 抗 体 と
Ｔ 細 胞 反 応 の 免 疫 支 配 標 的 で あ り 、 し か し 、 タ ン パ ク 質 が 高 く 保 持 さ れ て い る の で 自 己 反
応 性 が 生 成 さ れ る 。 van Eden, 1991, Immunol.Reviews 121 5-28で 論 じ ら れ て い る よ う に
、 健 常 人 は 変 形 お よ び 感 染 自 己 細 胞 を 排 除 す る た め に こ の 自 己 認 識 を 用 い る こ と が で き 、
か か る 認 識 の 調 節 を 欠 い て い る 者 は 自 己 免 疫 疾 患 に な り 得 る 。 当 然 の こ と で あ る が 、 cpn
６ ０ は リ ウ マ チ 性 関 節 炎 な ど の 状 態 に 関 係 し て い る 。 分 子 シ ャ ペ ロ ン 類 は 、 多 様 な ポ リ ペ
プ チ ド 類 の 構 造 と 結 合 し た り あ る い は 変 化 す る 能 力 が あ り 、 タ ン パ ク 質 生 物 発 生 以 外 の 細
胞 機 能 に お い て 最 も 重 要 な 役 割 を な し 得 る 。 Hartmanら , 1993, Proceedings of the Nati
onal Academy of Sciences USA 90 2276-2280を 参 照 、 こ れ は cpn１ ０ お よ び cpn６ ０ を 用
い た タ ン パ ク 質 分 子 の 安 定 化 を 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 哺 乳 動 物 の cpn１ ０ に つ い て は 、 非 常 に 近 似 し た 配 列 相 同 性 で あ る こ と が 確 証 で き た 。
例 え ば 、 ラ ッ ト cpn１ ０ 分 子 (Hartmanら , 1992)は 、 J.E.Walker, MRC Lab. of Molecular 
Biology, Hills Road, Cambridge, UK提 供 の MT BTC PN10に お い て EMBL Data Base Direct
ryに 報 告 さ れ て い る 中 の cpn１ ０ の 構 造 と ９ ９ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 し て い る 。 こ の こ と は
、 細 菌 cpn１ ０ が ラ ッ ト シ ャ ペ ロ ニ ン １ ０ と わ ず か ３ ４ ％ 平 均 相 同 性 し か 有 し て い な い こ
と と 対 照 的 で あ る 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
初 期 妊 娠 因 子 (Ｅ Ｐ Ｆ )
　 Ｅ Ｐ Ｆ は 最 初 、 妊 娠 関 連 物 質 と し て 言 及 さ れ (Mortonら , 1976, Proc.R.Soc.B. 193 413
-419)、 こ の 発 見 は 受 精 か ら ６ － ２ ４ 時 間 以 内 に 妊 娠 の 有 無 を 検 査 で き る の で 非 常 に 興 味
を 呼 ん だ 。 最 初 に Ｅ Ｐ Ｆ は 、 リ ン パ 球 か ら 免 疫 抑 制 因 子 を 放 出 す る 能 力 に よ り 、 免 疫 抑 制
剤 と し て の 役 割 が 考 え ら れ た (Rolfeら , 1988, Clin.exp.Immunol 73 219-225)。 こ れ ら の
抑 制 因 子 は 、 マ ウ ス に お い て 遅 延 型 の 過 敏 症 を 低 下 せ し め 、 よ っ て 、 抗 原 的 に 異 質 の 胎 児
に 対 す る 母 体 の 免 疫 反 応 を 抑 制 す る の で あ ろ う 。 さ ら に 最 近 の 研 究 に よ る と 、 Ｅ Ｐ Ｆ の 生
成 は 妊 娠 に 限 ら れ て い な い 。 こ れ は 初 期 お よ び 新 生 細 胞 増 殖 の 産 物 で あ り 、 こ れ ら の 状 態
に お い て 成 長 因 子 と し て 働 く (Quinnら , 1990, Clin.exp.Immunol. 80 100-108； Cancer I
mmunol. Immunother. 1992, 34 265-271)。 Ｅ Ｐ Ｆ は 血 小 板 活 性 化 の 産 物 で も あ り 、 し た
が っ て 、 創 傷 治 癒 お よ び 皮 膚 再 生 に 関 係 す る こ と が 言 わ れ て い る (Cavanaghら , 1991, Jou
rnal Reproduction and Fertility 93, 355-365)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｅ Ｐ Ｆ は 、 Mortonら , 1992、 Eary Pregnancy Factor, Seminar in Reproduction Endoc
rinology 10 72-82で 詳 細 に 再 検 討 さ れ た 。 Ｅ Ｐ Ｆ 生 成 の 場 所 お よ び 調 節 が 記 載 さ れ 、 さ
ら に 血 小 板 か ら の Ｅ Ｐ Ｆ の 精 製 お よ び 精 製 物 と 他 の 源 か ら 導 か れ た Ｅ Ｐ Ｆ と の 関 係 に つ い
て も 述 べ て い る 。 こ の 再 検 討 は 、 精 製 工 程 の モ ニ タ リ ン グ お よ び 生 成 源 の 研 究 を 含 み 、 Ｅ
Ｐ Ｆ の 生 物 検 定 法 (す な わ ち 、 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 )に つ い て も 論 じ て い る 。 Ｅ Ｐ Ｆ の 生 物 活
性 が 論 じ ら れ 、 Ｅ Ｐ Ｆ と そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 可 能 な 臨 床 適 用 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Mortonら , 1992, Repord.Fertil.Dev. 4 411-422は 、 Ｅ Ｐ Ｆ の 免 疫 抑 制 お よ び 成 長 因 子
の 性 質 に 関 し て 以 前 な さ れ た 発 表 を 再 検 討 し て い る 。 前 胚 保 持 に お け る Ｅ Ｐ Ｆ の 役 割 に つ
い て も 、 こ の 文 献 で 論 じ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 今 ま で 、 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 が 複 合 生 物 学 的 混 合 物 中 の Ｅ Ｐ Ｆ を 検 出 す る 唯 一 の 手 段 で あ
っ た (Mortonら , 1976, Proc.R.Soc.B. 413-419)。 こ の 検 定 法 は 、 免 疫 抑 制 の 抗 リ ン パ 球
血 清 (Ａ Ｌ Ｓ )が リ ン パ 球 と 非 定 型 赤 血 球 と の イ ン ビ ト ロ 自 発 性 ロ ゼ ッ ト 形 成 を 阻 止 し 得 る
と の Bachお よ び Antoine, 1968, Nature(Lond) 217 658-659の 最 初 の 知 見 に 基 づ い て い る
。 Ｅ Ｐ Ｆ を 検 出 す る た め に 修 正 法 が 導 入 さ れ た 。 ま ず 、 Ｅ Ｐ Ｆ 中 で プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た リ ン パ 球 が 同 じ 提 供 者 の Ｅ Ｐ Ｆ 未 処 理 の リ ン パ 球 に 比 し て Ａ Ｌ Ｓ で 有 意 に 高 い ロ ゼ
ッ ト 阻 害 価 (Ｒ Ｉ Ｔ )を 有 し て い る こ と が 上 記 の 1976文 献 で 示 さ れ た 。 こ の 試 験 は 、 詳 細 に
、 上 記 の 1976文 献 お よ び Mortonら , 1987, "In Current Topics in  Developmental Biolo
gy" Vol.23 73-92, Academic Press, San Diegoに 記 載 さ れ て お り 、 簡 単 に は 、 Ｅ Ｐ Ｆ が
リ ン パ 球 に 結 合 し 、 続 い て 抑 制 因 子 の 放 出 を 誘 導 す る 一 連 の 流 れ に 関 し て い る (Rolfeら , 
1988, Clin.exp.Immunol. 73 219-225)(Rolfeら , 1989, Immunol.cell Biol. 67 205-208
)。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Athanasas-Platsisら , 1989, Jornal Reproduction and Fertility 87 495-502お よ び A
thanasas-Platsisら , 1991, Jornal Reproduction and Fertility 92 443-451に 、 Ｅ Ｐ Ｆ
に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 お よ び 胚 生 存 の 欠 如 を も た ら す
こ れ ら の 抗 体 に よ る 妊 娠 ラ ッ ト の 受 動 免 疫 法 に つ い て 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 研 究 で 妊
娠 が う ま く 成 立 す る た め に Ｅ Ｐ Ｆ が 必 要 で あ る こ と が は っ き り し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Quinnら , 1990, Clin.exp.Immunol. 80, 100-108に 、 Ｅ Ｐ Ｆ が 培 養 腫 瘍 お よ び 変 形 細 胞
の 成 長 調 節 物 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 細 胞 は 継 続 成 長 の た め に Ｅ Ｐ Ｆ に 依 存
し て お り 、 す な わ ち 、 Ｅ Ｐ Ｆ が オ ー ト ク リ ン モ ー ド で 働 く 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 腫 瘍 細 胞 の 成 長 が 抗 Ｅ Ｐ Ｆ mＡ bsで か な り 遅 延 さ れ る こ と か ら 、 Ｅ Ｐ Ｆ が 腫 瘍 の 成 長 促
進 に 役 割 を 演 じ て い る こ と が 確 証 さ れ て い る 。 さ ら に 、 高 い 親 和 力 の 抗 Ｅ Ｐ Ｆ 抗 体 を 生 成
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す る ハ イ ブ リ ド ー マ は 本 来 、 不 安 定 で あ ろ う こ と を こ の 文 献 は 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 Quinnら , 1992, Cancer Immunol.Immunother, 34 265-371に 、 移 植 可 能 マ ウ ス 腫 瘍 の イ
ン ビ ボ 成 長 に 対 す る 抗 Ｅ Ｐ Ｆ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mＡ bs)の 作 用 が 記 載 さ れ て い る 。 こ
の 文 献 の 要 点 は 、 Ｅ Ｐ Ｆ の 中 和 が イ ン ビ ボ 腫 瘍 の 成 長 を 遅 ら す こ と に あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 癌 が 非 常 に 初 期 段 階 に あ る と き 、 抗 Ｅ Ｐ Ｆ mＡ bに よ る Ｅ Ｐ Ｆ の 中 和 が 、 癌 の 拡 大 を 止 め
る こ と は Quinnら 、 1992の 文 献 に よ り 明 ら か で あ る 。 し か し 、 癌 が 大 き く な っ て し ま う と
、 こ れ ら の mＡ bsで の 処 置 は 癌 の 成 長 を 止 め る が 完 全 に 破 壊 し な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 腫 瘍 成 長 に お け る Ｅ Ｐ Ｆ の 役 割 に 関 す る 他 の 文 献 と し て 、 Quinn, 1991, Immunol.Cell.
Biol.69 1-6お よ び Quinn.K.A.の １ ９ ９ １ 年 オ ー ス ト ラ リ ア の ク イ ー ン ズ ラ ン ド 大 学 で の
“ 初 期 妊 娠 因 子 ： 細 胞 増 殖 に 関 す る 新 因 子 ” な る 博 士 論 文 が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 の こ と か ら 、 Ｅ Ｐ Ｆ は 、 胚 の 存 在 の 指 標 で あ り ま た 必 要 で あ り 、 免 疫 抑 制 作 用 を 有
し て い る と 評 価 さ れ る 。 最 近 の 研 究 は 、 変 形 、 新 生 お よ び 正 常 細 胞 の 成 長 調 節 剤 と し て の
Ｅ Ｐ Ｆ の 重 要 性 を 示 唆 し て お り 、 血 小 板 中 で の そ の 存 在 は 炎 症 お よ び 創 傷 治 癒 に お い て 役
割 を 演 じ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 特 異 な 結 合 作 用 を 保 持 す る 分 子 は 大 き い 意 義 を 有 し て い る が 、 今 ま で 、 こ の 分 子 の
構 造 は 明 ら か で な か っ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 意 外 に も 、 哺 乳 動 物 の シ ャ ペ ロ ン １ ０ が 初 期 妊 娠 因 子 (Ｅ Ｐ Ｆ )と 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る こ と が 確 証 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ９ 】
（ 発 明 の 開 示 ）
　 発 明 の 要 約
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 cpn１ ０ が Ｅ Ｐ Ｆ で あ る こ と お よ び Ｅ Ｐ Ｆ で も っ て 示
さ れ た 未 知 ま た は 未 予 測 の 作 用 を 有 す る こ と の 発 見 に あ る 。 cpn１ ０ の こ の 未 知 ま た は 未
予 測 の 作 用 は 、 成 長 因 子 お よ び 免 疫 抑 制 因 子 と し て の 作 用 活 性 の よ う な 細 胞 外 活 性 を 含 ん
で い る 。 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 cpn１ ０ の 未 知 ま た は 未 予 測 の 作 用 を 開 発 す る た
め に cpn１ ０ を 利 用 し て １ ま た は そ れ 以 上 の 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 成 長 を 促 進 す る
た め に cpn１ ０ を 利 用 す る 方 法 お よ び 免 疫 活 性 を 抑 制 す る た め に cpn１ ０ を 利 用 す る 方 法 を
含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 語 “ cpn１ ０ ” は そ の 範 囲 に 真 核 cpn１ ０ 、 groESを 含 む 原 核 cpn１ ０ お
よ び cpn１ ０ の 誘 導 体 を 含 ん で い る 。 cpn１ ０ は 生 物 体 か ら 精 製 さ れ 、 合 成 的 に ま た は 組 換
え Ｄ Ｎ Ａ 技 法 に よ り 製 造 さ れ 得 る 。 こ の 用 語 は 生 物 学 的 フ ラ グ メ ン ト も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は そ の 範 囲 に 、 修 飾 さ れ た 組 換 え 体 、 そ れ か ら 誘 導 さ れ る 誘 導 体 お よ び ペ プ チ ド
フ ラ グ メ ン ト を も 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は そ の 範 囲 に 下 記 の も の を 含 む 。
１ .ｃ ｐ ｎ １ ０ に つ い て の 検 定
　 cpn１ ０ に 対 す る 、 そ の 修 飾 体 に 対 す る 、 ま た は フ ラ グ メ ン ト に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 独 で 、 相 互 に 併 用 し て ま た は cpn６ ０ と 共 に (Ａ Ｔ Ｐ ま た は
他 の ヌ ク レ オ チ ド ト リ ホ ス フ ェ ー ト の 存 在 下 で )、 下 記 の 目 的 の た め に 用 い て 、 血 清 ま た
は 他 の 生 物 体 液 中 の cpn１ ０ の 検 出 。
　 (ａ )す べ て の 哺 乳 類 に お け る 妊 娠 の 診 断 ；
　 (ｂ )危 険 に さ ら さ れ て い る 妊 娠 に お け る 胚 の 状 態 の 監 視 ；
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　 (ｃ )腫 瘍 の 診 断 ； お よ び
　 (ｄ )腫 瘍 の 外 科 的 摘 出 後 の 患 者 の 監 視 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
２ .ｃ ｐ ｎ １ ０ に よ る 処 置
　 下 記 の 処 置 に お け る 成 長 因 子 ま た は 免 疫 抑 制 剤 と し て の cpn１ ０ の 使 用 。
　 (ａ )皮 膚 ま た は 臓 器 移 植 ；
　 (ｂ )創 傷 治 癒 、 組 織 修 復 ま た は 組 織 再 生 ；
　 (ｃ )自 己 免 疫 疾 患 ；
　 (ｄ )不 妊 ／ 流 産 ；
　 (ｅ )ア レ ル ギ ー 性 疾 患 ； お よ び
　 (ｆ )炎 症 状 態 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 実 験
１ .ｃ ｐ ｎ １ ０ の 精 製
　 (ａ )ヒ ト 血 小 板 か ら の ヒ ト Ｅ Ｐ Ｆ の 精 製 (図 １ ａ 、 １ ｂ 、 １ ｃ 、 １ ｄ )
抽 出
　 臨 床 的 に ７ 日 ま で 経 過 の 濃 縮 血 小 板 (血 液 銀 行 よ り )を チ ロ ー ド (Tyrodes)緩 衝 液 で 洗 い
、 Method in Enzymology, 1989, 167 7-11に 記 載 の 技 法 を 用 い 、 液 体 Ｎ ２ で 凍 ら せ て － ７
０ ℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 精 製 の 直 前 に 、 約 １ ０ ０ 洗 浄 血 小 板 単 位 を 水 浴 で 溶 か し 、 ７ ５ － ８ ５ ℃ で １ ５ 分 間 断 続
的 に 緩 や か に 撹 拌 し た 。 氷 冷 し た 後 、 細 胞 片 を 遠 心 分 離 (８ ０ ０ ０ ｇ 、 ２ ０ 分 、 ４ ℃ )で 除
き 、 ペ レ ッ ト を ０ .０ ５ Ｍ 酢 酸 ／ ０ .１ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ／ ０ .１ mg／ mlナ ト リ ウ ム ア ジ ド 　 ｐ
Ｈ ３ .０ で 均 等 化 に よ り ２ 度 抽 出 し 、 次 い で 遠 心 分 離 し た (８ ０ ０ ０ ｇ 、 １ ５ 分 、 ４ ℃ )。
こ の ３ 上 清 液 を た め て 、 全 抽 出 量 が ５ ０ ０ － ６ ０ ０ mlと な っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 １ ０ ０ 血 小 板 単 位 か ら の 抽 出 液 を 濃 塩 酸 で ｐ Ｈ ３ .０ に 調 整 し 、 ０ .０ ５ Ｍ 酢 酸 ／ ０ .１
Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ３ .０ で あ ら か じ め 平 衡 化 し た ２ ５ ０ ml　 Ｓ Ｐ － Ｓ ephadex Ｃ － ２ ５ (
Pharmacia-LKB)と 共 に 緩 や か に 一 晩 、 ４ ℃ で 撹 拌 し た 。 ゲ ル を 同 じ 緩 衝 液 ２ ０ volで 洗 っ
た カ ラ ム に 入 れ 、 ０ .５ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ／ ０ .０ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ .５ で
溶 出 し た 。 次 い で 、 ゲ ル を 、 捨 て た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
　 Ｓ Ｐ － Sephadex溶 出 物 を 、 濃 塩 酸 で ｐ Ｈ ６ .３ － ６ .４ に 調 整 し 、 ０ ． ０ ５ Ｍ リ ン 酸 ナ ト
リ ム 緩 衝 液 ／ ０ .０ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ６ .３ で あ ら か じ め 平 衡 化 し た Heparin-Sepharos
e CL-6Bの カ ラ ム (２ .５ × ７ .５ cm； Pharmacia-LKB)に か け た 。 カ ラ ム を 同 じ 緩 衝 液 ５ vol
で 洗 い 、 ０ .０ ５ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ ／ ５ mＭ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ／ ０ .２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ .５
の ５ volで 溶 出 し 、 サ ン プ ル 適 用 の た め に 用 い る カ ラ ム に 逆 方 向 で か け た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
高 性 能 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HIC-h.p.l.c.)
　 固 体 の (Ｎ Ｈ ４ )２ Ｓ Ｏ ４ を Heparin-Sepharose溶 出 液 に 最 終 濃 度 が ２ Ｍ に な る ま で 加 え
、 ０ .４ ５ μ mフ ィ ル タ ー を 通 し た 後 、 ０ .１ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ .０ ／ ５ mＭ 　 Ｃ ａ
Ｃ ｌ ２ ／ ２ Ｍ 　 (Ｎ Ｈ ４ )２ Ｓ Ｏ ４ で あ ら か じ め 平 衡 化 し た TSK Phenyl 5PWカ ラ ム (７ .５ ×
７ ５ mm、 Pharmacia-LKB)上 の 専 用 溶 媒 ラ イ ン を 通 し て サ ン プ ル を ポ ン プ で 送 っ た 。 こ の カ
ラ ム を 同 じ 緩 衝 液 １ ０ volで 洗 い 、 こ の 緩 衝 液 か ら ０ .１ Ｍ 　 ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ .０
／ ５ mＭ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ／ １ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル の ５ ０ 分 直 線 勾 配 溶 出 を 行 っ た (図 １ ａ )。
【 ０ ０ ２ ９ 】
Ｒ Ｐ － ｈ .ｐ .ｌ .ｃ .－ １
　 活 性 Ｈ Ｉ Ｃ － ｈ .ｐ .ｌ .ｃ .フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 Ａ 、 ０ .０ ４ Ｍ 　 ト リ ス ／ Ｈ Ｃ ｌ
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　 ｐ Ｈ ７ .０ ／ ５ mＭ － Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ お よ び Ｂ 、 ０ .０ ４ Ｍ 　 ト リ ス ／ Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ .０ ／ ５
mＭ 　 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ ／ ８ ０ ％ (ｖ ／ ｖ )ア セ ト ニ ト リ ル か ら な る 溶 媒 を 用 い て Ｃ ３ カ ラ ム (Ultr
apore RPSC, Beckman Institute)上 で 分 画 し た 。 カ ラ ム を サ ン プ ル 適 用 す る 前 に 溶 媒 Ａ で
平 衡 化 し 、 そ の 後 溶 媒 Ａ ５ volで 洗 い 、 こ の 溶 媒 か ら ３ ０ 分 ７ ５ ％ 溶 媒 Ｂ ま で の 直 線 勾 配
で 溶 出 を 行 っ た (図 １ ｂ )。
【 ０ ０ ３ ０ 】
Ｒ Ｐ － ｈ .ｐ .ｌ .ｃ .－ ２
　 い く つ か の １ ０ ０ 単 位 血 小 板 の Ｒ Ｐ － ｈ .ｐ .ｌ .ｃ .－ １ か ら の 活 性 フ ラ ク シ ョ ン を プ ー
ル し 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ と Ｄ Ｔ Ｔ を そ れ ぞ れ の 最 終 濃 度 が ２ ０ mＭ と １ mＭ に な る よ う に 加 え 、 こ の
混 合 物 を ０ .５ － １ 時 間 ４ ℃ で 放 置 し た 。 溶 媒 Ａ の ２ volで 希 釈 し た 後 、 Ｃ ３ カ ラ ム に か け
、 こ の 工 程 お よ び 次 の 工 程 を 行 い 、 Ｒ Ｐ － ｈ .ｐ .ｌ .ｃ .－ １ に 記 載 さ れ た よ う に 、 し か し
Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ を 除 き 、 分 画 し た (図 １ ｃ )。
【 ０ ０ ３ １ 】
Ｒ Ｐ － ｈ .ｐ .ｌ .ｃ .－ ３
　 Ｒ Ｐ － ｈ .ｐ .ｌ .ｃ .－ ２ か ら の 活 性 フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (Ｔ Ｆ
Ａ )を 最 終 濃 度 が ０ .１ ％ に な る よ う に 加 え 、 ０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ ２ volで 希 釈 し 、 ０ .１ ％ Ｔ Ｆ
Ａ で あ ら か じ め 平 衡 化 し た Ｃ ３ カ ラ ム に 混 合 物 を か け た 。 こ の 溶 媒 と ６ ０ ％ (v/v)ア セ ト
ニ ト リ ル ／ ０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ の ３ ０ 分 直 線 勾 配 溶 出 を 、 次 い で ９ ０ ％ (v/v)ア セ ト ニ ト リ ル ／
０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ の ３ 分 直 線 勾 配 溶 出 を 行 っ た 。 活 性 フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し た (図 １ ｄ )。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 １ 単 位 は 約 ５ ０ ０ mlで あ る 単 一 の 血 液 提 供 か ら の 血 小 板 を 表 す 。 “ 活 性 フ ラ ク シ ョ ン ”
は ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 に お け る 活 性 フ ラ ク シ ョ ン で あ っ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
他 の 供 給 源 か ら の Ｅ Ｐ Ｆ の 精 製
　 Cavanagh&Morton, 1994, Eur.J.Biochem. 222 551-560； Quinnら , 1994, Hepatology 2
0印 刷 中 に 論 じ ら れ た よ う に 、 種 々 の 供 給 源 か ら Ｅ Ｐ Ｆ を 精 製 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 す べ て の 例 に お い て 、 生 物 活 性 は ヒ ト 血 小 板 に つ い て 述 べ ら れ て い る 複 合 精 製 ス キ ー ム
を 通 し て 同 じ パ タ ー ン で あ っ た 。 さ ら に 、 す べ て の 供 給 源 か ら の 最 終 活 性 フ ラ ク シ ョ ン は
固 定 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル － 抗 Ｅ Ｐ Ｆ に よ り 特 に 結 合 さ れ 、 定 量 的 に 回 収 し 得 た (図 １ ｅ )。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ れ ら の 研 究 は 次 の 理 由 に よ り 重 要 で あ る ：
　 Ａ . す べ て の 材 料 で 観 察 さ れ た 生 化 学 的 お よ び 免 疫 的 類 似 性 は 、 生 物 検 定 法 が 種 々 の 生
物 的 状 況 に お い て 作 用 す る 単 一 の 物 質 ま た は 近 接 す る 類 の 物 質 を 検 出 す る こ と の 証 拠 で あ
る 。
　 Ｂ . こ れ ら の 材 料 す べ て か ら 精 製 さ れ た 活 性 体 は 、 Ｅ Ｐ Ｆ で あ る と し て 以 前 に 報 告 さ れ
た す べ て の 物 質 よ り も 多 く の 程 度 よ り 強 力 で あ る 。 こ れ は 、 上 に 論 じ た Ｅ Ｐ Ｆ の 生 物 検 定
法 の 詳 細 な 分 析 を 基 に 、 推 定 Ｅ Ｐ Ｆ 製 剤 に 関 し た 活 性 が 非 常 に 少 量 の 不 純 物 の 存 在 を 反 映
し て い る に 違 い な い と の 我 々 の 推 測 を 確 認 し て い る 。
　 Ｃ . (活 性 の 妨 害 と し て )タ ン パ ク 質 レ ベ ル で 研 究 す る の に 充 分 な Ｅ Ｐ Ｆ を 提 供 す る 唯 一
の 供 給 源 材 料 は 血 小 板 と 再 生 肝 で あ り 、 量 は そ れ ぞ れ 平 均 １ ０ ０ 単 位 当 た り １ ５ μ g(～ ５
０ ｌ 血 に 相 当 )お よ び ４ ０ ｇ 組 織 当 た り ５ μ g(６ 匹 ラ ッ ト よ り の 摘 出 肝 )。 Ｅ Ｐ Ｆ は 細 胞 外
に 表 れ る よ り も 細 胞 中 に 多 く 存 在 し て い る こ と は 明 白 で あ る 。 し か し 、 蓄 積 さ れ た Ｅ Ｐ Ｆ
に つ い て の 生 物 学 的 知 識 (上 記 の Mortonら 、 1992参 照 )は 、 こ の 細 胞 外 で の 出 現 が 思 い が け
な い も の で な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ヒ ト 血 小 板 誘 導 Ｅ Ｐ Ｆ は 、 最 も 豊 富 で あ り 、 か な り 詳 細 に 研 究 さ れ て き た 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ に お い て 、 Ｍ ｒ の 単 一 バ ン ド 約 ８ ５ ０ ０ と し て 表 れ 、 生 物 活 性 に 一 致 し た (図 ２ ａ )
； 再 生 ラ ッ ト 肝 臓 由 来 の Ｅ Ｐ Ｆ は 同 様 の 行 動 を 示 し た 。 質 量 分 析 計 に よ り 血 小 板 資 料 に つ
い て 分 子 量 １ ０ ８ ４ ３ .５ ± ２ Ｄ ａ が 明 確 か つ 精 密 に 決 定 さ れ 、 こ の 高 い レ ベ ル で の 同 質
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性 の 明 白 な 証 拠 で あ っ た (図 ２ ｂ )。 エ ド マ ン 分 解 法 の 後 、 分 子 が Ｎ － ブ ロ ッ ク さ れ て い る
こ と を 示 す が 、 約 ４ nmol　 Ｅ Ｐ Ｆ の タ ン パ ク 質 分 解 分 裂 が 行 わ れ た 。 得 た ペ プ チ ド フ ラ グ
メ ン ト を 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 分 離 し 、 エ ド マ ン 分 解 法 で 配 列 を 決 め た 。 １ ２ (フ ラ グ メ ン ト １ )
、 ２ ７ (フ ラ グ メ ン ト ２ )お よ び ３ ３ (フ ラ グ メ ン ト ３ )の 残 基 を 含 む ３ 配 列 領 域 は 、 ラ ッ ト
の ミ ト コ ン ド リ ア cpn１ ０ に お け る 残 基 ７ － １ ８ 、 ２ ７ － ５ ３ お よ び ６ ９ － １ ０ １ (Ｃ 末 端
)に 対 応 す る こ と が 判 明 し た 。 フ ラ グ メ ン ト ２ の 残 基 ５ ２ は 異 な っ て い た (cpn１ ０ 中 の Ｓ
、 ラ ッ ト cpn１ ０ 中 の Ｇ ； こ の 相 違 の み で ラ ッ ト cpn１ ０ よ り cpn１ ０ が ３ ０ Ｄ ａ 大 き い こ
と が 説 明 で き よ う )。 他 の す べ て の 残 基 は 同 一 で 、 シ ャ ペ ロ ニ ン 類 の 高 く 保 持 さ れ た 本 質
に 一 致 し た (図 ２ ｃ 参 照 )。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 Ｅ Ｐ Ｆ と cpn１ ０ の 配 列 の 同 一 性 が 確 認 さ れ て 以 来 、 ラ ッ ト ミ ト コ ン ド リ ア cpn１ ０ 、 Ｅ
.coli　 cpn１ ０ (groESと し て 知 ら れ る )お よ び Ｅ .coli　 cpn６ ０ (groEL)を 用 い て 、 機 能 的
な 関 係 に つ い て い く つ か の 研 究 が な さ れ て き た 。 最 初 に 、 cpn１ ０ が Ｅ Ｐ Ｆ と し て 働 く こ
と が 証 明 さ れ て い る 。 ラ ッ ト cpn１ ０ が Ｅ Ｐ Ｆ 生 物 検 定 法 で 検 討 さ れ 、 予 測 さ れ た 希 釈 範
囲 以 上 に ポ ジ テ ィ ブ で あ る こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ の 活 性 は Ｅ Ｐ Ｆ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で 中 和 さ れ 得 た (表 １ )。 興 味 あ る こ と に 、 ラ ッ ト cpn１ ０ と ～ ４ ０ ％ の 相 同 性 を 有
す る Ｅ .coli　 cpn１ ０ は 生 物 検 定 で 活 性 を 示 さ な か っ た (表 １ )。 こ れ は 、 す べ て の 哺 乳 動
物 の 細 胞 系 お よ び 酵 母 細 胞 が 活 性 で あ る の に 対 し 、 Ｅ .coliの 培 地 は 活 性 で な い と の 知 見
に 一 致 し て い る 。 cpn６ ０ は 生 物 検 定 で 不 活 性 で あ り 、 Ｅ Ｐ Ｆ 活 性 に 作 用 し な か っ た 。 Ｅ
Ｐ Ｆ は cpn１ ０ の よ う に 働 き 得 る こ と を 示 し て い た 。 Ｅ Ｐ Ｆ を Ａ Ｔ Ｐ の 存 在 下 ま た は 非 存
在 下 で cpn６ ０ と 混 合 し 、 こ の 混 合 物 を TSK G3000SWゲ ル 浸 透 カ ラ ム で 分 析 し た 。 得 ら れ た
フ ラ ク シ ョ ン を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 析 し た 。 cpn６ ０ は デ カ テ ト ラ マ ー (decatetramer)
で あ り 、 こ の カ ラ ム の 排 除 体 積 中 に 溶 出 す る (排 除 限 界 　 ３ ０ ０ ０ ０ ０ )。 Ａ Ｔ Ｐ の 存 在 下
で は 、 Ｅ Ｐ Ｆ も こ の フ ラ ク シ ョ ン に 存 在 し 、 cpn６ ０ と 安 定 な 複 合 物 の 形 成 を 示 す 。 Ａ Ｔ
Ｐ の 非 存 在 下 で は そ う で な い 。 こ の フ ラ ク シ ョ ン は 生 物 検 定 に お い て 活 性 で あ っ た が 、 Ａ
Ｔ Ｐ 非 存 在 下 の 実 験 で の 同 様 の フ ラ ク シ ョ ン (Ｅ Ｐ Ｆ が cpn６ ０ と 結 合 し て い な か っ た )は
活 性 で な い (図 ３ ａ 参 照 )。 こ の よ う に Ｅ Ｐ Ｆ お よ び cpn１ ０ 活 性 は 同 じ 分 子 に 属 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ れ ら の 研 究 者 は 、 血 小 板 誘 導 Ｅ Ｐ Ｆ が cpn１ ０ と 構 造 的 お よ び 機 能 的 に 相 同 体 で あ る
と の 明 白 な 証 拠 を 提 供 す る 。 cpn１ ０ と ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 に お け る 活 性 と の 関 係 が 試 験 さ
れ た (図 ３ ｂ )。 Ａ Ｔ Ｐ の 存 在 下 に お い て 、 Ａ Ｔ Ｐ の 非 存 在 下 で は そ う で な い の で あ る が 、
固 定 化 cpn６ ０ は 原 型 源 資 料 、 妊 娠 血 清 か ら す べ て の 活 性 を 除 去 し 得 た 。 そ し て 固 定 化 複
合 物 か ら Ａ Ｔ Ｐ を 取 り 除 く と 活 性 は 回 復 し 得 た 。 図 ３ ａ に 記 載 し た 実 験 の よ う に 、 こ の Ａ
Ｔ Ｐ の 必 要 性 は cpn６ ０ と 活 性 分 子 と の 相 互 関 係 の 特 殊 性 を 示 し て い る 。 cpn１ ０ は Ｅ Ｐ Ｆ
生 物 検 定 法 に お い て 反 応 を 司 る 分 子 単 位 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 cpn１ ０ と の Ｅ Ｐ Ｆ の 同 一 性 の 確 認 は 本 主 題 に つ い て の 研 究 を 進 め る 主 段 階 で あ り 、 今
日 ま で な さ れ た 多 く の 知 見 を 説 明 す る 助 け と な っ た 。 Ｅ Ｐ Ｆ 生 成 が こ の よ う に 多 様 な 生 物
的 状 態 、 例 え ば 、 着 床 前 － 後 妊 娠 初 期 お よ び 主 要 細 胞 増 殖 お よ び 血 小 板 活 性 に お い て 生 じ
る と の 主 張 に 対 し て 批 判 が あ っ た 。 hsp(heat stress protein： 熱 ス ト レ ス タ ン パ ク 質 )と
し て の そ の 役 割 に お い て 、 Ｅ Ｐ Ｆ 生 成 の 速 い 開 始 が 期 待 さ れ る す べ て の 条 件 が あ る 。 細 胞
の 生 存 に 必 須 で あ る hspの 機 能 は 、 上 記 の Linquistら に 示 さ れ て い る よ う に 細 胞 内 で あ る
。 逆 に 、 今 日 ま で 記 載 の Ｅ Ｐ Ｆ 活 性 は 細 胞 外 で あ る 。 例 え ば 、 Mortonら , 1987, Current 
Topics in Development Biology, Vol.23 73-92に 論 じ ら れ て い る よ う に 、 交 配 後 ４ － ６
時 間 の マ ウ ス 血 清 お よ び Quinn博 士 論 文 (1991)に 示 さ れ て い る よ う に ラ ッ ト の 部 分 的 肝 切
除 後 ４ － ８ 時 間 に そ の 活 性 が 表 れ る 。 上 述 の Quinnら 1990文 献 に 論 じ ら れ た よ う に オ ー ト
ク リ ン 相 ま た は 上 述 の Rolfeら 1988で 論 じ ら れ た 外 分 泌 相 に お い て 、 Ｅ Ｐ Ｆ が 働 き 得 る こ
と を 我 々 は 示 し て 来 た 。 こ れ ら は hspに つ い て 以 前 に 記 さ れ た 役 割 で は な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 Ｅ Ｐ Ｆ の 構 造 が 知 ら れ た の で 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 法 ま た は 化 学 合 成 な ど の 適 当 な 技 術 に よ
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っ て 商 業 的 な 量 で Ｅ Ｐ Ｆ が 製 造 し 得 る も の と 評 価 さ れ る 。
　 (ｂ )cpn１ ０ を コ ー ド す る ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ お よ び cpn１ ０ の 製 造
　 商 業 的 使 用 の た め の 製 造 は 、 哺 乳 動 物 cpn１ ０ 遺 伝 子 、 望 ま し く は ヒ ト cＤ Ｎ Ａ cpn１ ０
遺 伝 子 を ｐ Ｇ Ｅ Ｘ 系 、 ｐ Ｅ Ｔ 系 か ら の プ ラ ス ミ ド の よ う な 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 コ ー
ド さ れ た 哺 乳 動 物 cpn１ ０ を 発 現 し 、 組 換 え cpn１ ０ を 精 製 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
略 号 ：
　 Ａ Ｎ Ｇ Ｉ Ｓ 　 　 　 　 　 オ ー ス ト ラ リ ア 国 立 遺 伝 情 報 サ ー ビ ス
　 bp　 　 　 　 　 　 　 　 　 塩 基 対
　 Ｂ Ｓ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン
　 cＤ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　  相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ
　 cpn１ ０ 　 　 　 　 　 　  シ ャ ペ ロ ニ ン
　 Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 　 　 デ オ キ シ リ ボ 核 酸
　 Ｅ .coli　 　 　 　 　 　  大 腸 菌
　 Ｇ Ｓ Ｈ 　 　 　 　 　 　 　 グ ル タ チ オ ン (還 元 型 )
　 Ｇ Ｓ Ｔ 　 　 　 　 　 　 　 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
　 Ｌ Ｂ 　 　 　 　 　 　 　 　 ル リ ア － ベ ル タ ニ ブ ロ ス
　 Ｍ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 モ ル
　 Ｏ Ｒ Ｆ 　 　 　 　 　 　 　 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (翻 訳 領 域 )
　 Ｐ Ｃ Ｒ 　 　 　 　 　 　 　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
　 rＥ Ｐ Ｆ 　 　 　 　 　 　  組 換 え 初 期 妊 娠 因 子
　 Ｒ Ｓ Ｐ 　 　 　 　 　 　 　 逆 配 列 プ ラ イ マ ー
　 Ｓ Ｄ Ｓ 　 　 　 　 　 　 　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 　 　 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 　 　 　 　
　 泳 動
　 Ｔ ris　 　 　 　 　 　 　  ト リ (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ア ミ ノ メ タ ン
　 Ｕ Ｓ Ｐ 　 　 　 　 　 　 　 正 配 列 プ ラ イ マ ー
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 材 料 お よ び 方 法
ヒ ト cpn１ ０ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の ク ロ ー ニ ン グ
　 メ ラ ノ ー マ 細 胞 系 Ａ ２ ０ ５ ８ cＤ Ｎ Ａ ラ ム ダ ラ イ ブ ラ リ ー (Stratagene)か ら の ヒ ト cpn１
０ cＤ Ｎ Ａ の Ｏ Ｒ Ｆ (２ ７ ４ bp)部 分 を 最 初 に 増 幅 す る た め に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ
)を 用 い た 。 変 性 cpn１ ０ ア ン プ リ マ ー (Ｐ １ )は 、 ヒ ト cpn１ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 ８ ３ － ９ １
に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 Ｖ Ｌ Ｄ Ｄ Ｋ Ｄ Ｙ Ｆ Ｌ か ら つ く ら れ た 。 プ ラ イ マ ー Ｐ １ は 配 列 ５ ' 
Ａ Ｒ Ｒ Ａ Ａ Ｒ Ｔ Ａ Ｒ Ｔ Ｃ Ｙ Ｔ Ｔ Ｒ Ｔ Ｃ Ｒ Ｔ Ｃ ３ 'を 有 し 、 Ｒ は Ａ ま た は Ｇ 、 Ｙ は Ｃ ま た は
Ｔ で あ る 。 逆 配 列 プ ラ イ マ ー は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 (非 特 異 的 プ ラ イ マ ー )お よ び 配 列 Ｄ Ｎ Ａ 構 築
に 用 い ら れ 、 配 列 ５ ' Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ ３ 'を 有 す る 。 正 配 列 プ ラ イ
マ ー は 配 列 ５ ' Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ 　 ３ 'を 有 し て い る 。 フ ァ ー ジ ・ ラ
イ ブ ラ リ ー の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 非 特 異 的 上 流 ア ン プ リ マ ー (Ｒ Ｓ Ｐ )お よ び Ｐ １ を 、 そ れ ぞ れ
０ .５ μ Ｍ 最 終 濃 度 、 １ .５ mＭ  Ｍ gＣ l２ (Ｐ harmacia Ｂ iotech)、 １ Ｘ ポ リ メ ラ ー ゼ 緩 衝
液 (Ｂ oehringer Ｍ annheim)、 テ ル ム ス ア ク ア テ ィ カ ス (Ｔ hermus aquaticus)Ｄ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ (Ｂ oehringer Ｍ annheim)５ 単 位 お よ び 最 終 容 量 の ５ ０ μ Ｌ 中 で 用 い て 、 達 成 さ
れ た 。 ３ ０ サ イ ク ル に つ い て の パ ラ メ ー タ ー は 、 ９ ４ ℃ 、 １ 分 間 で の 変 性 、 ４ ０ ℃ 、 ３ ０
秒 間 の ア ニ ー リ ン グ お よ び ７ ２ ℃ 、 ３ 分 間 の エ ク ス テ ン シ ョ ン で あ っ た 。 ７ ２ ℃ で ７ 分 間
の 最 終 エ ク ス テ ン シ ョ ン が ４ ℃ １ ０ 分 間 の ソ ー ク サ イ ク ル に 続 い て 、 な さ れ た 。 １ μ Ｌ の
ア リ コ ー ト が コ ピ ー 数 を 増 す た め に 同 じ 条 件 で 増 幅 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ イ ム を 有 す る ２ つ の cpn１ ０ 特 異 ア ン プ リ マ ー が 作 ら れ た 。
上 流 プ ラ イ マ ー Ｐ ２ 、 Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ
－ ３ 'が 最 初 の Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト の 配 列 か ら 作 ら れ た 。 下 流 プ ラ イ マ ー Ｐ ３ 、 ５ '－ Ａ Ｔ
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Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ － ３ 'は 、 Ｅ xpressed Ｓ equence Ｔ
ag database via Ａ Ｎ Ｇ Ｉ Ｓ (Ａ ccession Ｎ o.Ｈ Ｕ Ｍ 00Ｔ Ｂ 037)か ら 得 ら れ る 配 列 か ら 作
ら れ た 。 ア ニ ー リ ン グ 温 度 を ５ ０ ℃ に し た 以 外 は 上 述 と 同 じ 反 応 お よ び サ イ ク リ ン グ の 条
件 を 用 い て フ ァ ー ジ ・ ラ イ ブ ラ リ ー か ら Ａ ３ １ ９ bpフ ラ グ メ ン ト が 増 幅 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
Ｄ Ｎ Ａ 構 築 お よ び 分 析
　 Ｂ oehringer Ｍ annheimか ら 得 た 制 限 酵 素 お よ び バ ッ フ ァ ー を 用 い て 、 Ｓ ambrookら (Ｓ a
mbrookら , 1989,Molecular Cloning:A Laboratory Manual.2nd Ed.Cold Spring Harbor P
ress,Cold Spring Harbor,NY)に 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 お よ び ベ ク タ ー の す べ て の 制 限 酵
素 に よ る 切 断 を 行 っ た 。 最 初 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を Ｅ coＲ １ で 消 化 し 、 プ ラ ス ミ ド pＲ Ｍ
１ を 形 成 す る pＢ luescript Ｋ Ｓ (＋ )(Ｓ tratagene)の Ｅ coＲ １ と Ｓ ma Ｉ 位 で ラ イ ゲ ー ト
し た (Ｓ ambrook et al.， 1989， Ｍ olecular Ｃ loning： Ａ  Ｌ aboratory Ｍ anual． ２ nd 
Ｅ d． Ｃ old Ｓ pring Ｈ arbor Ｐ ress， Ｃ old Ｓ pring Ｈ arbor， Ｎ Ｙ )(図 ４ ； 部 分 cpn１
０ 挿 入 ２ ７ ４ bp)。 ３ １ ９ bp生 成 物 を Ｂ amＨ Ｉ お よ び Ｅ coＲ １ で 消 化 し 、 プ ラ ス ミ ド pＲ Ｍ
２ を 形 成 す る 発 現 プ ラ ス ミ ド pＧ Ｅ Ｘ － ２ Ｔ (Ｐ harmacia Ｂ iotech)に 最 初 に ク ロ ー ン 化 し
た 。 こ の 同 一 性 を 確 認 す る た め に 、 Ｂ amＨ Ｉ － Ｅ coＲ １ フ ラ グ メ ン ト を pＢ luescript(Ｓ
Ｋ ＋ )に サ ブ ク ロ ー ン 化 し 、 配 列 決 定 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を 、 エ チ デ ィ ウ ム ブ ロ マ イ ド を 含 む ０ .
８ － １ .０ ％ (w／ v)ア ガ ロ ー ズ ゲ ル で 分 析 し 、 電 気 泳 動 の 後 、 Ｕ Ｖ イ ル ミ ネ ー シ ョ ン で 観
測 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
Ｅ ． coliの 形 質 転 換
　 適 格 な Ｅ ． coli Ｄ Ｈ ５ α の 細 胞 (１ ０ ０ μ Ｌ )を プ ラ ス ミ ド で 熱 律 動 法 (Ｓ ambrookら ， 1
989， Ｍ olecular Ｃ loning： Ａ  Ｌ aboratory Ｍ anual． ２ nd Ｅ d． Ｃ old Ｓ pring Ｈ arbo
r Ｐ ress， Ｃ old Ｓ pring Ｈ arbor， Ｎ Ｙ )に よ り 形 質 転 換 し た 。 細 胞 と Ｄ Ｎ Ａ の 混 合 物 (
１ ０ － １ ０ ０ ng)を ３ ０ 分 間 氷 の 上 に お き 、 正 確 に ２ 分 間 ４ ２ ℃ で 熱 律 動 せ し め 、 ２ 分 間
氷 の 上 に も ど し た 。 Ｌ Ｂ の ０ .９ mＬ を 加 え た 後 １ 時 間 後 振 り 、 ３ ７ ℃ で 細 胞 を 回 収 し た 。
１ ０ ０ μ Ｌ の 部 分 標 本 を 最 終 濃 度 １ ０ ０ μ g／ mＬ で ア ン ピ シ リ ン を 補 っ た Ｌ Ｂ 寒 天 プ レ ー
ト 上 に 置 い た 。 ３ ７ ℃ で 一 夜 、 培 養 し た 後 、 ラ ン ダ ム コ ロ ニ ー を 次 の 実 験 に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定
　 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 の 制 限 フ ラ グ メ ン ト を pＢ luescript中 に ク ロ ー ン し 、 製 造 業 者 (Pharmacia
 Ｂ iotech)の 指 示 に 従 っ て Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ キ ッ ト を 用 い て ジ デ オ キ シ チ ェ イ ン タ ー ミ ネ
ー シ ョ ン 法 に よ っ て 両 定 位 に 配 列 し た 。 約 ２ μ gの プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 し 、 エ タ ノ ー
ル 沈 殿 し 、 Ｕ Ｓ Ｐ 、 Ｒ Ｓ Ｐ ま た は Ｐ ３ の い ず れ か に ア ニ ー リ ン グ し た 。 配 列 反 応 を ８ ％ ア
ク リ ル ア ミ ド ／ ４ ６ ％ ウ レ ア 　 ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 し た 。 固 定 し 乾 燥 し た 後 、 Ｘ － 線 フ ィ ル
ム を ゲ ル に 一 夜 さ ら し 、 そ し て 現 像 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
Ｅ ． coliに お け る 組 換 え cpn１ ０ の 発 現 お よ び 精 製
　 Ｓ mithら (Ｓ mithら ， 1988， Ｇ ene 67(1)31－ 40)に 記 載 さ れ た 方 法 に よ り 小 培 地 ス ケ ー
ル (２ ml)で グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め に pＲ Ｍ
２ で 組 換 え た ク ロ ー ン を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 一 夜 置 い た 培 地 を 希 釈 し 、 ０ .１ mＭ  Ｉ Ｐ
Ｔ Ｇ を 加 え 、 ３ ７ ℃ で 数 時 間 お い て 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 せ し め た 。 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し
、 Ｐ Ｂ Ｓ ／ ０ .１ ％ Ｔ riton Ｘ － １ ０ ０ に 溶 解 し 、 溶 解 質 を ５ ０ ％ グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ
ー ゼ 　 ビ ー ズ (Ｓ igma Ｃ hemical Ｃ ompany)と 混 合 し た 。 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ
バ ッ フ ァ ー 中 で 煮 沸 す る こ と に よ り 親 和 性 ビ ー ズ か ら 溶 出 し た 。 サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を
１ ０ ％ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル に か け た 。 ゲ ル を 固 定 し 、 コ ー マ シ ー ブ ル ー (Ｃ oomassie bl
ue)で 着 色 し た 。 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 確 認 し た 後 Ｇ Ｓ Ｔ 分 子 か ら の rcpn１ ０ の 精 製 が
よ り 大 き い 規 模 で 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 述 の よ う に 細 胞 を 生 長 、 誘 導 せ し め て 、 細 胞 ペ レ ッ ト を Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 懸 濁 し 、 超 音 波 処
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理 し (output level ４ ， 50％  duty cycle， 2× 30 sec)そ し て 細 胞 溶 解 質 を － ３ ０ ℃ で 保
存 し た 。 １ ０ リ ッ ト ル 細 胞 培 地 か ら の 溶 解 質 を 解 凍 し 、 rＬ Ｉ Ｆ の 分 離 の た め に Ｇ earing
ら (Ｇ earingら .， 1989， Ｂ iotechnology ７ ， 1157－ 1161)が 用 い た と 同 じ 方 法 に よ り rcpn
１ ０ を 分 離 し た 。 直 ち に 、 Ｔ riton Ｘ － １ ０ ０ を 最 終 濃 度 ０ .１ ％ に な る ま で 加 え 、 そ し
て 細 胞 切 片 を 遠 心 分 離 で 除 い た (１ ５ 分 、 15000rpm、 ４ ℃ )。 １ ０ mlの グ ル タ チ オ ン － セ フ
ァ ロ ー ズ ４ Ｂ ゲ ル (Pharmacia-LKB Biotechnology)を 上 清 に 加 え 、 ス ラ リ ー を ４ ℃ で ２ 時
間 混 合 し た 。 ゲ ル を ペ レ ッ ト し 、 ５ ０ mlの Ｐ Ｂ Ｓ ／ ０ .１ ％  Ｔ ritonＸ － １ ０ ０ で ５ 回 、
５ ０ mlの ０ .０ ５ Ｍ  Ｔ ris－ Ｈ Ｃ l pＨ ８ .０ ／ ０ .１ ５ Ｍ  Ｎ aＣ lで １ 回 お よ び ０ .０ ５ Ｍ  
Ｔ ris－ Ｈ Ｃ l pＨ ８ .０ ／ ０ .１ ５ Ｍ  Ｎ aＣ l／ ２ .５ mＭ  Ｃ aＣ l２ で １ 回 洗 っ た 。 ゲ ル を ４
mlの ０ .０ ５ Ｍ  ト リ ス － Ｈ Ｃ l pＨ ８ .０ ／ ０ .１ ５ Ｍ  Ｎ aＣ l／ ２ .５ mＭ  Ｃ aＣ l２ バ ッ フ
ァ ー 中 に 懸 濁 し 、 １ ０ ０ ０ 単 位 の ト ロ ン ビ ン (Ｓ igmaＴ ６ ８ ８ ４ )を 加 え 、 ス ラ リ ー を 振 動
水 浴 中 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 混 合 し た 。 ゲ ル を ペ レ ッ ト し 、 上 清 を 保 持 し 、 ゲ ル を ３ 回 ４ ml０
.０ ５ Ｍ  ト リ ス － Ｈ Ｃ l pＨ ８ .０ ／ ０ .１ ５ Ｍ  Ｎ aＣ lで 洗 っ た 。 rcpn１ ０ を 包 有 す る も の
で あ る 、 こ れ ら の 洗 液 と 上 清 を プ ー ル す る と ４ － ５ mgの 組 換 え タ ン パ ク 質 が 得 ら れ た 。 ゲ
ル と 非 特 異 的 に 結 合 し て い る 追 加 の rcpn１ ０ は 次 の よ う に 回 収 さ れ た 。 ４ mlの ０ .０ ５ Ｍ  
Ｔ ris－ Ｈ Ｃ l pＨ ８ .０ ／ ２ Ｍ  Ｎ aＣ lを 加 え 、 そ し て ス ラ リ ー を ４ ℃ で ２ 時 間 混 合 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ペ レ ッ ト し た 後 、 ゲ ル を ３ 回 、 ２ mlの こ の ０ .０ ５ Ｍ  Ｔ ris－ Ｈ Ｃ l pＨ ８ .０ ／ ２ Ｍ  Ｎ
aＣ l bufferで 洗 い 、 洗 液 を 最 初 の 上 清 を プ ー ル し て 、 さ ら に 約 １ mgの rcpn１ ０ が 得 ら れ
た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は Ｌ awryら の 方 法 (Ｌ awryら .， 1951， Ｊ .Ｂ iol． Ｃ hem． 193 265－ 27
5)に よ っ て 測 定 さ れ た 。 １ ５ ％ Ｔ ris－ Ｔ ricineゲ ル を 用 い て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て
タ ン パ ク 質 が 分 析 さ れ た (Ｓ chagger et al.， 1987， Ａ nal． Ｂ iochem． 166 368－ 379)。
こ の 組 換 え ｃ ｐ ｎ １ ０ は 、 Ｎ 末 端 で ２ つ の 付 加 ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 天 然 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末
端 が Ａ ｃ － Ａ ｌ ａ で あ る が 、 組 替 え 体 タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 は Ｇ ｌ ｙ － Ｓ ｅ ｒ － Ｍ ｅ ｔ － Ａ
ｌ ａ で あ っ た 。 組 替 え 体 ｃ ｐ ｎ １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 以 下 の 配 列 で あ る ： Ｇ Ｓ Ｍ Ａ Ｇ Ｑ
Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ｆ Ｄ Ｒ Ｖ Ｌ Ｖ Ｅ Ｒ Ｓ Ａ Ａ Ｅ Ｔ Ｖ Ｔ Ｋ Ｇ Ｇ Ｉ Ｍ Ｌ Ｐ Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ
Ｔ Ｖ Ｖ Ａ Ｖ Ｇ Ｓ Ｇ Ｓ Ｋ Ｇ Ｋ Ｇ Ｇ Ｅ Ｉ Ｑ Ｐ Ｖ Ｓ Ｖ Ｋ Ｖ Ｇ Ｄ Ｋ Ｖ Ｌ Ｌ Ｐ Ｅ Ｙ Ｇ Ｇ Ｔ Ｋ Ｖ Ｖ Ｌ Ｄ
Ｄ Ｋ Ｄ Ｙ Ｆ Ｌ Ｆ Ｒ Ｄ Ｇ Ｄ Ｉ Ｌ Ｇ Ｋ Ｙ Ｖ Ｄ 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
２ ． 哺 乳 類 ｃ ｐ ｎ １ ０ の 投 与
(ａ )cpn１ ０ の 検 定
抗 原
　 細 菌 融 合 タ ン パ ク 質 、 Ｇ Ｓ Ｔ ／ cpn１ ０ を 、 cpn１ ０ の 製 造 で 記 載 し た よ う に 、 発 現 さ せ
、 グ ル タ チ オ ン － セ フ ァ ロ ー ス で 単 離 し た 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 ト リ ス 緩 衝 化 食 塩 水
中 の ５ ０ mＭ 還 元 グ ル タ チ オ ン を か け る こ と に よ り 、 ゲ ル か ら 溶 出 さ せ た 。 溶 出 フ ラ ク シ
ョ ン を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 析 し 、 最 も 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む フ ラ ク シ ョ ン を プ ー ル し た
。 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を Lowryら , 1951, J.Biol.Chem. 193 265-275の 方 法 に よ り 測 定 し た
。
【 ０ ０ ５ １ 】
抗 体
　 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 を 、 週 ４ 回 の 注 射 、 続 く 少 な く と も 月 ４ 回 の 追 加 免 疫 か ら
な る 免 疫 化 ス ケ ジ ュ ー ル に よ り ウ サ ギ で 発 生 さ せ た 。 最 初 の 注 射 用 の フ ロ イ ド 完 全 ア ジ ュ
バ ン ト 中 お よ び そ の 後 の フ ロ イ ド 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 濁 し た タ ン パ ク 質 約 １ ０ μ g
を そ れ ぞ れ の 注 射 に 使 用 し た 。 ウ サ ギ 血 清 で 、 最 初 に cpn１ ０ (５ μ g／ ml)で プ レ ー ト を コ
ー ト し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 検 出 系 (Amersham)を 使 用 し た ELISAに よ り 、 cpn１
０ に 対 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ウ サ ギ ＃ ４ ２ の 血 清 の cpn１ ０ お よ び 全 融 合 タ ン
パ ク 質 (Ｇ Ｓ Ｔ ／ cpn１ ０ が プ レ ー ト に 結 合 し て い る 場 合 )に 対 す る 抗 体 (Ａ b)力 価 を 図 ７ に
示 す 。 こ の ウ サ ギ か ら 、 ４ 回 目 の 追 加 免 疫 後 に 採 取 し た 血 清 サ ン プ ル の cpn１ ０ に 対 す る
力 価 を 図 ８ に 図 説 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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免 疫 検 定
　 次 い で 、 抗 体 を 下 記 の よ う に 行 う cpn１ ０ 検 出 用 競 合 結 合 検 定 に 使 用 し た 。 １ ： ３ ２ ０
０ ０ お よ び １ ： ６ ４ ０ ０ ０ (最 終 希 釈 ； 希 釈 ５ ０ mＭ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ７ .４
、 ０ .２ ％ w／ vゼ ラ チ ン 含 有 )に 希 釈 し た 抗 血 清 を 、 別 々 に 、 (一 晩 ４ ℃ で )種 々 の 濃 度 の cp
n１ ０ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ し た 。 こ れ ら の 混 合 物 を 、 図 ９ に 図 説 す る よ う に 、 上 記 の よ う
に 、 ５ μ g／ ml　 cpn１ ０ で コ ー ト し た プ レ ー ト で ELISAに よ り 試 験 し た 。 抗 体 ／ cpn１ ０ 混
合 物 の 吸 光 度 を 、 cpn１ ０ 非 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ し た 同 じ 抗 体 希 釈 に よ り 得 ら れ た
値 と 比 較 す る 。 プ レ ー ト へ の 抗 体 の 結 合 の 阻 害 度 が 元 の 抗 体 － cpn１ ０ 混 合 物 に お け る cpn
１ ０ の 量 と 比 例 し て い る ； こ れ か ら 、 標 準 曲 線 を 、 図 １ ０ に 示 す よ う に 作 る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ＃ ４ ２ が 血 清 に 存 在 す る cpn１ ０ の 非 常 に 低 い 濃 度 を 検 出 す る の に 十 分 感 受 性 で な い た
め 。 我 々 は ：
(１ )製 造 超 免 疫 化 特 性 を 示 す 抗 － cpn１ ０ の 産 生 ； し た が っ て 、 既 知 の 免 疫 応 答 の 促 進 技
術 と 組 み 合 わ せ て 、 高 い 親 和 性 抗 体 を 産 生 で き る ； お よ び
(２ )標 準 免 疫 検 定 技 術 に お け る 応 答 の 産 生
が で き る 技 術 を 確 立 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 改 善 さ れ た 抗 体 に よ る 検 出 系 の 促 進 の た め の 既 知 の 方 法 の 適 用 な ら び に 濃 縮 お よ び 部 分
的 精 製 cpn１ ０ (例 え ば 、 Ｃ １ ８ Sep-Pakカ ー ト リ ッ ジ [Waters]に か け 、 ト リ ス 緩 衝 化 食 塩
水 中 の ８ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル で 溶 出 す る か 、 ま た は Ａ Ｔ Ｐ 存 在 下 固 定 化 cpn６ ０ に か け 、
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で 溶 出 す る )の 両 方 の た め の 血 清 の 予 備 処 理 で あ る 、 こ れ ら の 技 術 は 、 単 独 ま た
は 他 の 免 疫 検 定 技 術 と 組 み 合 わ せ て 、 血 清 中 の cpn１ ０ の 検 出 の た め に 開 発 で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 、 Ｅ Ｐ Ｆ 生 物 検 定 の 感 受 性
　 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 は 、 非 定 量 的 で あ り 、 正 確 な 血 清 中 cpn１ ０ の 濃 度 測 定 に 使 用 で き な
い 。 こ の 検 定 は 、 サ ン プ ル の 限 界 量 を 比 較 す る こ と に よ り 、 半 定 量 的 に 使 用 さ れ 、 即 ち 、
サ ン プ ル の 最 も 高 い 希 釈 が 生 物 検 定 反 応 に お け る 位 置 を 与 え る 。 そ れ 自 身 生 物 検 定 に 不 活
性 で あ る 複 合 生 物 学 的 液 体 中 の 他 の 物 質 が 、 活 性 物 質 の 応 答 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る
た め 、 こ の 研 究 に は 注 意 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ の 生 物 検 定 が 、 純 粋 cpn１ ０ 　 ５ － ５ ０ ag／ ml(Cavanaghら , 1994, Eur.J.Biochem. 2
02 551-560)程 低 い 濃 度 を 検 出 で き る こ と を 我 々 は 調 べ た 。 妊 婦 (妊 娠 初 期 血 清 か ら 既 知 の
阻 害 物 質 が 除 か れ て い る )お よ び 癌 動 物 お よ び ヒ ト な ら び に 部 分 肝 切 除 ２ ４ 時 間 後 の ラ ッ
ト の 血 清 の 限 界 量 の 観 察 に 基 づ き 、 血 清 中 の cpn１ ０ 濃 度 は ０ .１ － １ ０ ０ pg／ mlの 範 囲 で
あ る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
３ ． ｃ ｐ ｎ １ ０ に よ る 処 置
(ａ )器 官 ／ 皮 膚 移 植 片
　 ラ ッ ト の 同 種 皮 膚 移 植 片 生 存 に お け る 組 換 え ｃ ｐ ｎ １ ０ の 効 果
皮 膚 移 植
　 皮 膚 移 植 片 は 、 以 下 の プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て 、 近 交 系 ル イ ス (Lewis)お よ び Ｄ Ａ ラ ッ
ト (～ １ ０ ０ ｇ )の 間 で 交 換 し た 。 腹 部 完 全 厚 皮 膚 を 、 標 準 技 術 を 使 用 し て 、 胸 郭 側 面 に 作
っ た 同 じ 大 き さ の 欠 損 部 に 縫 合 し た 。 ６ 匹 の ラ ッ ト の 群 に １ 回 で 移 植 し 、 そ れ ぞ れ の ラ ッ
ト が 一 つ の 自 己 移 植 片 お よ び 一 つ の 同 種 移 植 片 を 受 け た 。 ２ 匹 の ル イ ス お よ び ２ 匹 の Ｄ Ａ
ラ ッ ト は 、 毎 日 ２ 回 の 組 換 え cpn１ ０ の 注 射 を 受 け 、 一 匹 の ル イ ス お よ び １ 匹 の Ｄ Ａ に 、
移 植 片 の 回 り に 緩 衝 液 を 注 射 し た 。 異 な っ た 群 は 異 な っ た 用 量 の cpn１ ０ を 投 与 さ れ た 。
注 射 は １ ４ 日 間 続 け た 。 移 植 片 を ワ セ リ ン ガ ー ゼ 、 メ ロ リ ン 包 帯 、 ビ ニ ー ル ラ ッ プ お よ び
伸 縮 自 在 の 包 帯 で 覆 っ た 。 ７ 日 後 、 移 植 片 を 毎 日 壊 死 の 兆 候 に つ い て 試 験 し た 。 拒 絶 反 応
の 日 は 、 移 植 皮 膚 の ５ ０ ％ が 壊 死 分 解 を 示 す 日 と し た 。
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マ ウ ス に 組 換 え cpn１ ０ を 注 射 し た 後 の 血 清 に お け る cpn活 性 の 寿 命
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 種 々 の 量 の 組 換 え cpn１ ０ (図 １ １ 参 照 )を Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ マ ウ ス (～ ２ ０ ｇ )に i.p.注 射 し
、 マ ウ ス を 、 注 射 後 １ ５ 分 に 初 め て (０ 時 間 )種 々 の 時 間 に 殺 し た 。 血 清 の cpn１ ０ 活 性 を
、 C57BL/６ マ ウ ス の 脾 臓 細 胞 と 共 に 、 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 (Mortonら , 1987, Current Topic
s in Developmental Biology 23 73-92参 照 )で 試 験 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
結 果
　 結 果 は 表 ２ お よ び 図 １ １ に 示 す 。
　 組 換 え cpn１ ０ 注 射 に 続 い て 、 有 意 な 移 植 片 生 存 延 長 が あ っ た (ｐ ＜ ０ .０ ０ １ 、 ス チ ュ
ー デ ン ト の ｔ 検 定 )。 結 果 は 、 ベ ル 型 用 量 反 応 曲 線 を 示 し 、 最 も 有 効 な 量 は ２ － ２ ０ μ g　
cpn１ ０ × ２ ／ ラ ッ ト ／ 日 で あ っ た 。 マ ウ ス に お け る 実 験 は 、 こ の 組 換 え cpn１ ０ が 、 血 小
板 cpn１ ０ と 比 較 し た 場 合 、 予 期 さ れ る 半 減 期 よ り 短 い こ と を 示 唆 す る ； マ ウ ス 血 清 に お
け る 組 換 え cpn１ ０ 　 １ μ gお よ び １ ５ μ gの 半 減 期 は 、 そ れ ぞ れ 僅 か ３ 時 間 お よ び ７ 時 間
で あ っ た ； ４ 日 間 の 半 減 期 を 有 す る 血 小 板 cpn１ ０ (５ μ g)と 比 較 。 し か し な が ら 、 こ れ ら
の 結 果 は 、 cpn１ ０ が ラ ッ ト に お い て 同 種 皮 膚 移 植 片 の 生 存 率 を 有 意 に 延 長 で き る こ と を
示 し て い る (表 ２ 参 照 )。
【 ０ ０ ６ ０ 】
(ｂ )ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 の 創 傷 治 癒 促 進 の た め の cpn１ ０ に よ る 処 置
組 織 修 復 に お け る ｃ ｐ ｎ １ ０ の 掛 か り 合 い
　 成 長 因 子 は 、 血 小 板 か ら の そ の 最 初 の 遊 離 が 創 傷 修 復 に お い て 基 本 的 に 重 要 で あ る た め
、 治 癒 工 程 に 含 ま れ る よ う で あ る (Falange, 1993, J.Dermatol.Surg.Oncol. 19 716-720)
。 血 小 板 は cpn１ ０ の 豊 富 な 源 で あ る こ と が 示 さ れ (cpn１ ０ ； Cavanaghら , 1994、 Eur.J.B
iochem. 222 551-560)、 従 っ て 、 創 傷 治 癒 に 密 接 に 含 ま れ る 成 長 因 子 の 一 つ で あ り 得 る 。
研 究 は 、 マ ウ ス で 産 生 し た 完 全 厚 皮 膚 欠 損 の 治 癒 に お け る 局 所 適 用 組 換 え cpn１ ０ (rcpn１
０ )の 効 果 を 測 定 す る た め に 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
方 法
　 非 近 交 系 、 雄 カ ッ ケ ン ブ ッ シ ュ (Quackenbush)マ ウ ス (８ 週 齢 )を ネ ン ブ タ ー ル 麻 酔 し 、
毛 を 剃 り 、 皮 膚 を ７ ０ ％ ｖ ／ ｖ エ チ ル ア ル コ ー ル で 滅 菌 し 、 完 全 厚 欠 損 (直 径 ８ mm)を 胸 郭
外 側 領 域 に 作 っ た 。 ト リ ス 緩 衝 化 ０ .９ ％ ｗ ／ ｖ 塩 化 ナ ト リ ウ ム (食 塩 水 )、 ｐ Ｈ ７ .４ 、 ５
μ l中 の rcpn１ ０ 　 １ μ g、 ト リ ス 緩 衝 化 食 塩 水 単 独 (５ μ l)ま た は 食 塩 水 単 独 (５ μ l)を 直
接 創 傷 に 適 用 し 、 次 い で ワ セ リ ン ガ ー ゼ 、 メ ロ リ ン 非 粘 着 性 包 帯 で 覆 い 、 伸 縮 自 在 の 包 帯
で 固 定 し た 。 １ 日 ２ 回 、 マ ウ ス を ハ ロ タ ン (Fluothane, ICI)で 軽 く 麻 酔 し 、 包 帯 を 外 し 、
好 適 な 溶 液 ５ μ lを 適 用 し 、 再 び 創 傷 に 包 帯 を し た 。 種 々 の 間 隔 、 即 ち 、 ２ ４ 時 間 、 ４ ８
時 間 、 ３ 日 、 ４ 日 、 ５ 日 、 ６ 日 お よ び ７ 日 に 、 マ ウ ス 群 を ハ ロ タ ン で 安 楽 死 さ せ 、 創 傷 お
よ び 周 り の 組 織 を 回 収 し 、 創 傷 の 領 域 を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
結 果
　 rcpn１ ０ 処 置 に 続 き 、 緩 衝 液 ま た は 食 塩 水 で 処 置 し た 創 傷 と 比 較 し て 、 創 傷 収 縮 が 有 意
に 促 進 さ れ た (図 １ ２ )。 cpn１ ０ で 処 置 し た 創 傷 に お い て 、 創 傷 収 縮 は 最 初 の ２ ４ 時 間 以
内 に 開 始 す る が 、 一 方 、 対 照 の 創 傷 で は 、 収 縮 は ２ 日 以 降 に 開 始 す る (図 １ ２ )。 ３ 日 目 以
降 、 創 傷 の 大 き さ に 有 意 な 差 は な か っ た 。
結 論
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 マ ウ ス の 完 全 厚 創 傷 へ 局 所 的 に 投 与 し た cpn１ ０ は 、 負 傷 直 後 開 始 す る よ う に 見 え る 工
程 に よ り 、 縮 小 お よ び 治 癒 を 速 め る 。 対 照 マ ウ ス に お け る 創 傷 収 縮 は ４ ８ 時 間 後 ま で 明 白
で は な か っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 通 常 、 創 傷 治 癒 は ３ 相 か ら な る 。 １ 相 、 炎 症 相 (０ － ４ ８ 時 間 )は 負 傷 直 後 に 開 始 し 、 そ
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の 間 活 性 化 血 小 板 が 成 長 因 子 を 欠 損 部 に 分 泌 し 、 繊 維 芽 細 胞 活 性 化 を 助 長 し 、 創 傷 治 癒 の
続 く 段 階 に 含 ま れ る 細 胞 、 例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 を 増 加 す る 。 ２ 相 、 増 殖 相 (
２ － ６ 日 )は 最 初 の 繊 維 芽 細 胞 の 出 現 で 開 始 し 、 表 皮 細 胞 が 増 加 し 、 創 傷 部 位 へ 移 動 す る
。 ３ 相 は 成 熟 相 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 創 傷 縮 小 は 通 常 １ 相 で は 開 始 せ ず 、 遅 滞 期 と し て も 知 ら れ て い る 。 こ の 相 の 間 、 切 除 創
傷 は 、 回 り の 皮 膚 の 弾 力 に よ り 影 響 を 受 け て い る 。 こ れ ら の 力 は 欠 損 部 の 最 初 の 大 き さ を
増 加 さ せ 、 皮 膚 に 存 在 す る 圧 力 線 に 対 応 し て 異 な っ た 形 を 与 え る 。 我 々 が 緩 衝 液 ま た は 食
塩 水 で 処 置 し た マ ウ ス で 示 し た よ う に 、 創 傷 は 最 初 の ４ ８ 時 間 で 大 き く な っ た 。 比 較 し て
、 rcpn１ ０ で 処 置 し た マ ウ ス の 創 傷 は 、 こ の 間 に 収 縮 し 、 創 傷 へ の 直 接 の rcpn１ ０ の 投 与
が 、 創 傷 領 域 へ の 線 維 芽 細 胞 の 移 動 お よ び コ ラ ー ゲ ン の 付 着 を 促 進 す る こ と を 示 唆 す る 。
こ の 発 見 は 、 促 進 さ れ た 創 傷 収 縮 は 体 液 損 失 お よ び 感 染 の 危 険 性 を 非 常 に 減 少 さ せ る た め
、 熱 傷 を 含 む 創 傷 の 処 置 に 莫 大 な 重 要 性 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
 (ｃ )自 己 免 疫 疾 患
　 ラ ッ ト に お け る 、 自 己 免 疫 疾 患 の 動 物 モ デ ル で あ る 実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 の 発 症
に お け る ｃ ｐ ｎ １ ０ の 効 果
【 ０ ０ ６ ７ 】
導 入
　 実 験 的 ア レ ル ギ ー 性 脳 脊 髄 炎 (Ｅ Ａ Ｅ )は 、 動 物 に ア ジ ュ バ ン ト 中 の 中 枢 神 経 系 ミ エ リ ン
塩 基 性 タ ン パ ク 質 (Ｍ Ｂ Ｐ )を 接 種 す る こ と に よ り 誘 発 さ れ る 神 経 系 の 自 己 免 疫 性 脱 髄 疾 患
で あ り 、 多 発 性 硬 化 症 の 動 物 モ デ ル と し て 広 く 研 究 さ れ た (Raine, 1984, Laboratory Inv
estigation 50 608-635)。 広 く 研 究 さ れ て い る 種 で あ る ラ ッ ト に お け る Ｅ Ａ Ｅ の 臨 床 的 特
徴 は 、 接 種 後 １ ０ 日 か ら の 劇 的 一 夜 体 重 減 少 、 続 く 尾 弱 化 お よ び 麻 痺 、 後 肢 弱 化 お よ び あ
る 場 合 は 麻 痺 で あ る 。 前 肢 弱 化 は 時 々 発 症 す る (Pender, 1986, Journal of Neurological
 Sciences 75 317-328)。 実 験 は 、 接 種 後 の ラ ッ ト へ の rcpn１ ０ 投 与 が 、 疾 病 の 進 行 に 影
響 を 与 え る か ど う か を 測 定 す る た め に 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
方 法
　 Ｅ Ａ Ｅ モ デ ル ： Ｅ Ａ Ｅ は 、 近 交 系 、 雌 ル イ ス ラ ッ ト (年 齢 ～ １ ０ 週 齢 )の 一 方 の 足 蹠 に フ
ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト 内 の Ｍ Ｂ Ｐ を 接 種 後 誘 発 さ れ た 。 ラ ッ ト ３ 群 が 研 究 に 含 ま れ る 。 全
部 、 ０ 日 に 接 種 し た 。 １ 群 (ｎ ＝ ４ )は 、 処 置 を 受 け ず 、 動 物 は 疾 病 の 潜 伏 期 間 中 (０ 日 か
ら ８ 日 )抱 き 上 げ な か っ た 。 ２ 群 (対 照 群 ； ｎ ＝ ５ )は ト リ ス 緩 衝 化 食 塩 水 (０ .１ ml)i.p.×
１ 日 ２ 回 を ０ 日 か ら ２ ０ 日 に 投 与 さ れ た 。 ３ 群 (試 験 群 ； ｎ ＝ ５ )は 、 ト リ ス 緩 衝 化 食 塩 水
(i.p.)× １ 日 ２ 回 を ０ 日 か ら ２ ０ 日 に 投 与 さ れ た 。 ８ 日 目 か ら 、 全 て の ラ ッ ト を 体 重 測 定
し 、 毎 日 ３ ０ 日 ま で 試 験 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 (Ｉ )尾 弱 化 は 以 下 の よ う に 等 級 付 し た ：
０ ＝ 弱 化 な し ；
１ ＝ 弱 化 は 尾 の 末 端 部 の み 、 尾 末 端 部 は 試 験 者 の 指 に 巻 き 付 く こ と が で き な い ;
２ ＝ 尾 全 体 の 弱 化 で あ る が 、 尾 の 付 け 根 は ま た 重 力 に 対 し て 垂 直 に 直 立 で き る ;
３ ＝ 尾 が 揺 れ 動 く の み の 重 度 の 弱 化 ；
４ ＝ 尾 が 完 全 に ぐ に ゃ ぐ に ゃ の ま ひ 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 (II)後 肢 の 弱 化 は 以 下 の よ う に 等 級 付 し た ：
０ ＝ 弱 化 な し ；
１ ＝ 両 方 の 後 足 部 の 足 指 の 僅 か な 引 き ず り ；
２ ＝ 両 方 の 後 足 部 を ひ ど く 引 き ず る が 、 後 肢 の 残 り は 違 う ；
３ ＝ 両 方 の 後 肢 を ひ ど く 引 き ず り 、 両 方 の 後 肢 が し ば し ば 体 の 一 方 に 置 か れ る ;
４ ＝ 後 肢 が 完 全 に ぐ に ゃ ぐ に ゃ の 麻 痺 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 (III)前 肢 は 後 肢 と 同 様 に し て 評 価 し た 。
　 合 計 得 点 は (Ｉ )、 (II)お よ び (III)の 合 計 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
結 果
　 処 置 を 受 け て い な い ま た は 緩 衝 液 の み (対 照 群 )を 受 け て い る 群 の 体 重 減 少 開 始 時 期 お よ
び 最 大 体 重 減 少 期 間 は 有 意 に 異 な ら な か っ た (表 ３ )。 し か し な が ら 、 cpn１ ０ 投 与 群 (試 験
群 )は 、 処 置 を 受 け て い な い 群 と 比 較 し て 、 最 初 の 体 重 減 少 が 遅 れ 、 ま た 最 大 体 重 減 少 も
そ う で あ っ た (表 ３ ； ｐ ＜ ０ .０ ０ １ ％ χ ２ 分 布 )。 ３ 群 で 最 大 体 重 減 少 の 平 均 に 有 意 差 は
な か っ た (表 ３ )。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ラ ッ ト を 必 要 な だ け 抱 き 上 げ な が ら 毎 日 ２ 回 i.p.注 射 し て 投 与 す る こ と は 、 疾 病 の 開 始
ま た は 重 症 度 に 影 響 を 与 え な か っ た が 、 疾 病 の 進 行 を 数 日 間 延 長 し た (図 １ ３ に 示 さ れ る
よ う に 、 １ ７ 日 か ら １ ８ 日 )。 し か し な が ら 、 こ れ ら の ２ 群 の 一 つ の 目 立 つ 差 は 、 対 照 群
に お い て ３ ０ 日 ま で 続 く ２ ２ 日 目 の 重 い 疾 病 の 再 発 で あ っ た 。 処 置 を 受 け て な い 群 で は 、
僅 か な 再 発 が ３ 匹 の ラ ッ ト で ２ ７ 日 お よ び ２ ８ 日 に 起 こ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 初 期 体 重 減 少 、 尾 と 肢 の 弱 化 お よ び 麻 痺 が 試 験 群 、 rcpn１ ０ 投 与 群 で 、 対 照 群 と 比 較 し
て 遅 延 さ れ る (図 １ ４ ： １ ２ 日 、 ｐ ＜ ０ .０ １ ： １ ３ 日 、 ｐ ＜ ０ .０ ５ 、 ヘ テ ロ セ ダ ス テ ィ
ッ ク (Heteroscedastic)ｔ 検 定 )。 １ ４ 日 か ら １ ６ 日 の 試 験 群 に お い て 、 一 匹 の ラ ッ ト の み
が 対 照 ラ ッ ト が 発 症 し た の と 同 程 度 の 重 い 疾 病 を 発 症 し た 。 残 り の ４ 匹 の ラ ッ ト は 、 こ の
間 軽 い 疾 病 を 発 症 し た (図 １ ５ ： ｐ ＜ ０ .９ ５ 、 ヘ テ ロ セ ダ ス テ ィ ッ ク ｔ 検 定 )。 試 験 群 で
、 重 い 疾 病 は 試 験 期 間 中 再 発 し な か っ た ； 一 匹 の ラ ッ ト が ２ ２ 日 、 残 り の ラ ッ ト が ２ ７ 日
か ら １ ０ 日 に に 緩 和 な 疾 病 を 発 症 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
結 論
　 処 置 そ れ 自 体 、 即 ち ラ ッ ト へ の 液 体 の i.p.１ 日 ２ 回 の 投 与 は 疾 病 の 開 始 ま た 重 症 度 に 影
響 を 与 え な い が 、 そ の 期 間 を 僅 か に 延 ば し た 。 更 に 、 ト リ ス 緩 衝 化 食 塩 水 を 毎 日 投 与 さ れ
た ラ ッ ト に お い て 、 観 察 期 間 中 重 い 疾 病 が 再 発 し た が 、 処 置 を 受 け て い な い ラ ッ ト で は し
な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 研 究 の 最 も 興 味 深 い 観 察 は 、 cpn１ ０ で の ラ ッ ト の 処 置 が 開 始 を 有 意 に 遅 ら せ 、 ５
匹 中 ４ 匹 の ラ ッ ト の 臨 床 的 特 徴 を 変 化 さ せ た こ と で あ る 。 こ れ ら の 動 物 を 観 察 し て い た 間
の 重 い 疾 病 の 再 発 も ま た 防 止 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
(ｄ )不 妊 お よ び 流 産
　 本 発 明 の 更 な る 態 様 は 、 cpn１ ０ の 投 与 に よ る 不 妊 お よ び ／ ま た 流 産 の 処 置 で あ る 。 こ
の 問 題 が cpn１ ０ の 欠 乏 に よ り 起 こ る 場 合 、 重 大 で あ る 。 下 記 の 実 験 的 支 持 は 、 胚 発 育 中
の cpn１ ０ の 必 要 性 を 証 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 減 少 し た cpn１ ０ 濃 度 の 状 態 を 作 る た め に 、 抗 cpn１ ０ 抗 体 を 開 発 し 使 用 し た 。 入 手 可 能
な 動 物 モ デ ル 系 は な い 。 従 っ て 、 こ の 実 験 的 支 持 か ら 、 妊 娠 中 の cpn１ ０ の 濃 度 を 増 加 さ
せ る た め の cpn１ ０ の 投 与 が 、 不 妊 お よ び 流 産 の 前 記 の 問 題 を 解 決 す る と い う こ と な る 。
cpn１ ０ 由 来 ペ プ チ ド の 合 成
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ペ プ チ ド は 、 cpn１ ０ の Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト (Ｎ － ペ プ チ ド 、 即 ち Ａ ｃ － Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ
Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ )お よ び 内 部 フ ラ グ メ ン ト (Ｉ － ペ プ チ ド 、 即 ち Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｔ )と 一 致
す る よ う に 合 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
卵 白 ア ル ブ ミ ン へ の ペ プ チ ド の 結 合
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　 ペ プ チ ド を 、 異 種 ２ 機 能 性 試 薬 Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ に よ り 、 製 造 者 (Pharmacia LKB. Biotechnolko
gy, Uppsala, Sweden)の 指 示 に 従 っ て 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン に 結 合 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
免 疫 化 ス ケ ジ ュ ー ル
　 成 熟 非 近 交 系 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ウ サ ギ を 、 接 合 体 の 一 つ を 週 ４ 回 注 射 し 、 続 い て 数 カ 月
追 加 免 疫 す る こ と に よ り 免 疫 化 し た 。
　 注 射 の た め に 、 抗 原 を ０ .９ ％ 食 塩 水 (Ｍ ｒ １ ２ － １ ５ ０ ０ ０ 除 去 透 析 管 、 Visking, Uni
on Carbide, IL, USA)で 透 析 し 、 等 量 の フ ロ イ ン ド ア ジ ュ バ ン ト (一 回 目 は 完 全 、 そ れ 以
降 不 完 全 )に 乳 濁 化 し た 。 免 疫 化 は s.c.経 路 経 由 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
抗 血 清 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 抗 血 清 を 、 適 当 な 抗 原 (即 ち 、 Ｉ － ペ プ チ ド ま た は Ｎ － ペ プ チ ド ； 卵 白 ア ル ブ ミ ン )(５ m
g／ ml)に 対 し て ELISAで 試 験 し た 。 結 合 Ｉ gＧ は 、 ｏ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン を 基 質 と し て 、
ビ オ チ ン － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 系 (Amersham)で 検 出 し た 。 吸 光 度 は ４ ９ ２ nmで 読 ん だ 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 Ｉ gＧ を ４ ５ ％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 抗 血 清 か ら 沈 殿 さ せ 、 そ の 濃 度 を Lowryお よ び ゲ ル 電
気 泳 動 で 測 定 し た 。 Ｉ gＧ 沈 殿 は 免 疫 ペ プ チ ド 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン に 対 す る 結 合 に 対 し
て ELISAで 試 験 し た (表 ４ )。 沈 殿 は 、 ま た 、 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 に お け る マ ウ ス 妊 娠 血 清 の
中 和 活 性 の 能 力 を 試 験 し た 。 種 々 の 濃 度 の 抗 体 を 等 量 の 血 清 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次
い で 、 混 合 物 の 活 性 を ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 で 試 験 し た 。 完 全 に 活 性 を 中 和 す る 抗 体 の 最 低 濃
度 を 決 定 し た (Cavanaghら , 1994, Eur.J.Biochem. 222 551-560参 照 )。 抗 － Ｎ － ペ プ チ ド
Ａ b　 １ ０ pgは 妊 娠 血 清 １ mlの 活 性 を 中 和 す る が 、 完 全 な 中 和 の た め に 抗 － Ｉ － ペ プ チ ド
Ａ b　 ４ ngが 必 要 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
受 動 免 疫 化
　 成 熟 非 近 交 系 雄 お よ び 雌 カ ッ ケ ン ブ ッ シ ュ マ ウ ス を 、 ７ ： ３ ０ a.m.に 対 で ケ ー ジ に 入 れ
、 ８ ： ３ ０ p.m.に 離 し た 。 膣 栓 の あ る 雌 マ ウ ス に 、 妊 娠 １ 日 目 (交 配 の 日 )お よ び ２ 日 目 の
９ ： ０ ０ a.m.お よ び ５ ： ０ ０ p.m.に 、 抗 － Ｎ － ペ プ チ ド ／ 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 抗 － Ｉ － ペ プ
チ ド ／ 卵 白 ア ル ブ ミ ン ま た は 抗 － 卵 白 ア ル ブ ミ ン Ｉ gＧ 製 剤 を 注 射 し た 。 ２ 用 量 レ ジ メ に
お け る 特 異 的 Ｉ gＧ の 注 射 量 は 、 約 １ mg／ マ ウ ス ／ 日 と 概 算 し た 。 ７ 日 目 に 、 マ ウ ス を Ｃ
Ｏ ２ で 安 楽 死 さ せ 、 着 床 胚 お よ び 計 数 し た 黄 体 (Ｃ Ｌ )に つ い て 子 宮 を 試 験 し た 。 そ れ ぞ れ
の 群 に お い て 、 試 験 Ｉ gＧ で 処 理 し た マ ウ ス の 胚 ／ Ｃ Ｌ の 数 を 、 同 量 の 対 照 Ｉ gＧ を 投 与 し
た も の の 数 と 比 較 し た (χ ２ 試 験 )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 表 ５ に 示 す 結 果 は 、 妊 娠 血 清 に お け る cpn１ ０ の 中 和 が 、 妊 娠 初 期 の 胚 生 存 率 に 不 利 に
作 用 で き る こ と を 明 ら か に 証 明 す る 。 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 に お け る 抗 体 の 中 和 活 性 の 能 力 は
、 妊 娠 に 不 利 に 作 用 す る イ ン ビ ボ 能 力 の イ ン ビ ト ロ モ ニ タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 の 他 の 態 様
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に お い て 、 更 な る 実 験 が 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト cpn１ ０ の １ － １ １ お よ
び ３ ４ － ４ ４ 残 基 に 対 応 す る 分 子 の ２ つ の 領 域 の 生 物 活 性 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 は 、 従 っ て 、 cpn１ ０ の 活 性 中 心 と し て 機 能 し 得 る ア ミ ノ 酸 配 列 ：
(ｉ )Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ ；
(ii)Ａ ｃ － Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ (式 中 、 Ａ ｃ は ア セ チ ル )；
(iii)Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｔ
を そ の 範 囲 内 に 含 む 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 、 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 末 端 配 列 Ａ １ お よ び Ａ ２ 、 即 ち
(iv)Ａ １ Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ａ ２ ；
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(ｖ )Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ａ ２ ；
(vi)Ａ １ Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ ；
(vii)Ａ ｃ － Ａ １ Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ａ ２ ；
(viii)Ａ ｃ － Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ Ａ ２ ；
(ix)Ａ ｃ － Ａ １ Ａ Ｇ Ｑ Ａ Ｆ Ｒ Ｋ Ｆ Ｌ Ｐ Ｌ ；
(ｘ )Ａ １ Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｔ Ａ ２ ；
(xi)Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｔ Ａ ２ ；
(xii)Ａ １ Ｅ Ｋ Ｓ Ｑ Ｇ Ｋ Ｖ Ｌ Ｑ Ａ Ｔ ；
〔 式 中 、 Ａ １ お よ び Ａ ２ は 分 子 (ｉ )か ら (xii)の 一 端 ま た は 両 端 に 付 加 し 得 る ア ミ ノ 酸 配
列 で あ り 、 Ａ ｃ は ア セ チ ル で あ る 。 〕
を 有 す る 分 子 (ｉ )、 (ii)お よ び (iii)を そ の 範 囲 内 に 含 む 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 上 記 分 子 (ｉ )か ら (xii)に お い て 、 こ の よ う な 分 子 が 、 単 一 ア ミ ノ 酸 付 加 、 欠 失 ま た は
置 換 を そ の 範 囲 内 に 含 む こ と は 認 め ら れ よ う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 に お け る cpn１ ０ の 使 用 に 関 し て 、 cpn１ ０ の 投 与 に よ り 処 置 し 得 る
関 連 疾 病 は 、 イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 、 リ ュ ー マ チ 性 関 節 炎 、 全 身 性 紅 斑 狼 瘡 、 シ ェ ー
グ レ ン 症 候 群 、 グ レ ー ブ ス 病 お よ び 多 発 性 硬 化 症 を 含 む 。 こ れ は 、 本 明 細 書 に 記 載 の Ｅ Ａ
Ｅ ラ ッ ト モ デ ル に 関 す る 関 連 支 持 デ ー タ に よ り 明 白 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 器 官 移 植 、 皮 膚 移 植 の 処 置 に お け る cpn１ ０ の 使 用 に 関 し て 、 本 明 細 書 に 記 載 の ラ ッ ト
皮 膚 移 植 モ デ ル に 関 し て 、 関 連 支 持 デ ー タ が 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 不 妊 処 置 ま た は 流 産 予 防 に お け る cpn１ ０ の 使 用 に 関 し て 、 関 連 支 持 デ ー タ は マ ウ ス の
胚 発 育 お よ び 着 床 に お け る cpn１ ０ 抗 体 の 効 果 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 創 傷 治 癒 お よ び 組 織 修 復 ま た は 組 織 再 生 に お け る cpn１ ０ の 使 用 に 関 し て 、 こ れ は 、 cpn
１ ０ が 熱 傷 、 手 術 、 外 傷 、 床 ず れ お よ び 糖 尿 病 性 潰 瘍 を 含 む 皮 膚 潰 瘍 、 組 織 お よ び 器 官 障
害 を 含 む 感 染 性 疾 患 (例 え ば 、 肝 炎 )、 組 織 お よ び 器 官 障 害 を 含 む 代 謝 性 疾 患 (例 え ば 、 肝
硬 変 )お よ び 組 織 ま た は 器 官 障 害 を 含 む 退 行 性 疾 患 に 使 用 で き る こ と を 意 味 す る 。 こ の 結
論 の 支 持 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の マ ウ ス 創 傷 モ デ ル に つ い て 、 お よ び Quinnら , 1994, Hepat
ology 20印 刷 中 記 載 の 部 分 的 肝 切 除 後 の 肝 臓 再 生 デ ー タ に よ り 与 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の デ ー タ は 、 ま た 、 炎 症 性 腸 疾 患 お よ び 感 染 性 疾 患 を 含 む 炎 症 性 疾 患 の
処 置 へ の cpn１ ０ の 使 用 を 明 ら か に 支 持 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 の こ の よ う な デ ー タ は 、 ラ
ッ ト Ｅ Ａ Ｅ モ デ ル お よ び 皮 膚 移 植 モ デ ル に お け る 免 疫 抑 制 効 果 か ら 導 き 出 さ れ る 参 考 デ ー
タ を 含 む 。 こ れ は 、 ま た 、 Ｅ Ｐ Ｆ が マ ウ ス に お け る 遅 延 型 過 敏 症 を 減 少 で き る こ と を 示 す
、 Rolfeら , 1983, Clin.Exp.Immunol. 51 45-52お よ び Nature 278 No.5705 649-651に よ
り 支 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 喘 息 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 急 性 蕁 麻 疹 お よ び 薬 剤 過 敏 症 を 含 む ア レ
ル ギ ー 性 疾 患 に お け る cpn１ ０ の 使 用 は 、 ま た 、 ラ ッ ト Ｅ Ａ Ｅ モ デ ル お よ び 皮 膚 移 植 モ デ
ル に お け る cpn１ ０ の 免 疫 抑 制 効 果 に よ り 十 分 支 持 さ れ る 。 こ の 結 論 は 、 ま た 、 Ｅ Ｐ Ｆ が
マ ウ ス に お け る 遅 延 型 過 敏 症 を 減 少 で き る こ と を 示 す 、 Rolfeら , 1983, Clin.Exp.Immuno
l. 51 45-52お よ び Noonanら , 1979, Nature 278 No.5705 649-651に よ り 導 き 出 す こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 癌 の 診 断 お よ び ／ ま た は 癌 の 外 科 適 切 所 後 の 患 者 の 追 跡 に お け る cpn１ ０ の 使 用 は 、 Qui
nnら , 1992, Cancer Immunol.Immunother. 34 265-271の 参 考 デ ー タ に よ り 支 持 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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　 cpn１ ０ の 投 与 に 関 し て 使 用 し 得 る 用 量 に 関 し て 、 簡 便 な 量 は 、 １ － １ ０ ０ ０ μ g／ 体 重
kg、 更 に 好 ま し く は ５ ０ － ２ ０ ０ μ g／ 体 重 kgで あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 　 表 １
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 　 表 ２
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ０ 】
　 　 表 ３
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ １ 】
　 　 表 ４
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　 　 表 ５
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ３ 】
表 の 説 明
表 １
　 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 に お け る cpn１ ０ の 活 性
表 ２
　 皮 膚 移 植 片 生 存 時 間
　 緩 衝 液 の み 投 与 さ れ た 対 照 群 と 比 較 し た ｐ 値
　 ＊ ｐ ＜ ０ .０ ０ １
【 ０ １ ０ ４ 】
表 ３
　 Ｅ Ａ Ｅ 経 過 に お け る ３ 処 置 群 の 初 期 体 重 減 少 お よ び 最 大 体 重 減 少 の 時 間
　 ＃ χ ２ 分 布
　 ＊ ス チ ュ ー デ ン ト の ｔ 検 定
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表 ４
Ｎ － ペ プ チ ド お よ び Ｉ － ペ プ チ ド に 対 す る ELISAで 試 験 し た 抗 － Ｎ － ペ プ チ ド 、 抗 － Ｉ －
ペ プ チ ド お よ び 対 照 抗 卵 白 ア ル ブ ミ ン 抗 体
＊ １ ／ １ ０ ０ ０ が 試 験 し た 最 低 希 釈 で あ っ た
表 ５
確 認 交 配 マ ウ ス の cpn１ ０ 由 来 ペ プ チ ド の １ 日 目 お よ び ２ 日 目 p.c.に よ る 受 動 免 疫 の 、 p.c
.７ 日 目 に 存 在 す る 着 床 胚 お よ び 黄 体 数 に お け る 効 果
＊ (ヘ テ ロ セ ダ ス テ ィ ッ ク ｔ 検 定 )
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ５ 】
【 図 １ ａ 】 図 １ ａ は 、 Ｅ Ｐ Ｆ の 精 製 。 熱 抽 出 ヒ ト 血 小 板 (１ ０ ０ 単 位 )を Ｓ Ｐ － セ フ ァ デ ッ
ク ス お よ び ヘ パ リ ン セ フ ァ ロ ー ス で 分 画 し 、 次 い で 、 Ｔ Ｓ Ｋ － フ ェ ニ ル ５ Ｐ Ｗ カ ラ ム に か
け 、 逆 塩 勾 配 で 溶 出 し た 。 フ ラ ク シ ョ ン は ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 で 試 験 し た (免 疫 抑 制 抗 リ ン
パ 球 血 清 の ロ ゼ ッ ト 阻 害 活 性 を 増 大 さ せ る Ｅ Ｐ Ｆ の 能 力 を 基 本 に し て )。
【 図 １ ｂ 】 図 １ ｂ は 、 (ａ )の 活 性 フ ラ ク シ ョ ン (┏ ┓ )を Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ － １ で 分 画 し た 。
【 図 １ ｃ 】 図 １ ｃ は 、 (ｂ )の 活 性 フ ラ ク シ ョ ン (┏ ┓ )を Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ － ２ で 分 画 し た 。
【 図 １ ｄ 】 図 １ ｄ は 、 (ｃ )の 活 性 フ ラ ク シ ョ ン (┏ ┓ )を Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ － ３ で 分 画 し た 。
【 図 １ ｅ 】 図 １ ｅ は 、 (ｄ )由 来 の 活 性 フ ラ ク シ ョ ン を 伴 う 固 定 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 Ｅ Ｐ Ｆ
抗 体 ５ ／ ３ ４ １ と ヒ ト 妊 娠 血 清 、 妊 娠 ６ 日 (１ ０ ml)； ヒ ト 妊 娠 尿 、 妊 娠 １ カ 月 ま で (１ ０
リ ッ ト ル )； プ ロ ラ ク チ ン で 刺 激 し た 発 情 マ ウ ス 卵 巣 (１ ０ ０ )に よ り 条 件 付 し た 培 地 と マ
ウ ス 胚 条 件 付 培 地 (卵 巣 Ｃ Ｍ )； ウ シ 腎 臓 細 胞 系 Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ (Ｍ Ｄ Ｂ Ｋ － Ｃ Ｍ ； Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ
Ｃ Ｌ ２ ２ 、 １ ０ リ ッ ト ル )に よ り 条 件 付 し た 無 血 清 培 地 ； 部 分 的 肝 切 除 後 ２ ４ 時 間 に 得 た
ラ ッ ト 血 清 (ポ ス ト － ｐ Ｈ 、 １ ０ ml)； ポ ス ト － ｐ Ｈ ２ ４ 時 間 の ラ ッ ト 肝 臓 (４ ０ ｇ )； (ａ )
か ら (ｄ )の 全 フ ラ ク シ ョ ン の 等 価 フ ラ ク シ ョ ン の 相 互 作 用 。 抗 Ｅ Ｐ Ｆ 結 合 お よ び 非 結 合 フ
ラ ク シ ョ ン は 、 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 で 試 験 し 、 活 性 が 結 合 し な い 無 関 係 抗 体 を 使 用 し た 平 衡
実 験 と 比 較 す る こ と に よ り 特 異 性 を 証 明 し た 。
【 図 ２ ａ 】 図 ２ ａ は 、 図 １ Ａ の よ う に ３ ０ ０ 単 位 ヒ ト 血 小 板 か ら 精 製 し た Ｅ Ｐ Ｆ の 分 析 。
モ ノ マ ー サ イ ズ の 決 定 。 ヨ ウ 素 化 Ｅ Ｐ Ｆ を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ２ ９ で 分 画 し 、 ゲ ル ス ラ イ ス
(２ mm広 さ の ス ラ イ ス )し 、 放 射 活 性 お よ び 生 物 活 性 の 分 布 を 比 較 し た 。 (挿 入 図 )同 様 の 調
製 物 に お け る 直 接 ク マ ー シ ー ブ ル ー 染 色 。
【 図 ２ ｂ 】 図 ２ ｂ は 、 Ｅ Ｐ Ｆ の イ オ ン 噴 霧 マ ス ス ペ ク ト ル 、 多 重 プ ロ ト ン 化 分 子 イ オ ン と
し て 表 示 。 (挿 入 図 )分 子 質 量 の コ ン ピ ュ ー タ ー 復 元 。
【 図 ２ ｃ 】 図 ２ ｃ は 、 ラ ッ ト cpn１ ０ (下 線 )と 比 較 し た 、 ヒ ト Ｅ Ｐ Ｆ 由 来 の ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 (１ 文 字 標 記 )。 Ｅ Ｐ Ｆ を エ ン ド プ ロ テ イ ナ ー ゼ lys Ｃ お よ び エ ン ド プ ロ テ イ ナ
ー ゼ glu Ｃ で 消 化 し 、 残 っ た ペ プ チ ド を Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 離 し 、 配 列 決 定 し た 。 こ
の 個 々 の フ ラ グ メ ン ト の 配 列 を 示 す ； ７ ４ － １ ０ １ 以 外 は 、 lys消 化 由 来 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ｅ Ｐ Ｆ と cpn６ ０ (groEL)の 相 互 作 用 を 示 す 。 図 ３ ａ は 、 cpn６ ０ － Ｅ Ｐ
Ｆ 混 合 物 ＋ Ｍ ｇ ２ ＋ Ａ Ｔ Ｐ を か け た 後 の Ｔ Ｓ Ｋ 　 Ｇ ３ ０ ０ ０ Ｓ Ｗ ゲ ル 透 過 カ ラ ム の 除 去 量
に お け る ピ ー ク フ ラ ク シ ョ ン を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ (Schaggerら , 1987)で 分 析 し 、 銀 染 色 し
た (Morrissey, 1981)。 左 レ ー ン 　 ＋ Ａ Ｔ Ｐ 、 右 レ ー ン 　 － Ａ Ｔ Ｐ 。 (cpn６ ０ は １ ４ 量 体
、 Ｍ 　 ８ ４ ０ ０ ０ ０ 、 カ ラ ム 溶 出 限 界 ＞ ３ ０ ０ ０ ０ ０ 。 Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル の 高 い 方 の Ｍ ｒ バ ン ド
は groELの 多 量 体 形 で あ る )。 図 ３ ｂ は 、 固 定 化 cpn６ ０ を ヒ ト 妊 娠 血 清 (妊 娠 ６ 日 目 )と Ｍ
ｇ ２ ＋ Ａ Ｔ Ｐ 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 混 合 し た 。 非 結 合 お よ び 結 合 フ ラ ク シ ョ ン (後 者 は
ゲ ル か ら 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ に よ る Ａ Ｔ Ｐ の 除 去 に よ り 回 収 し た )を 、 次 い で 、 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験
で 試 験 し た 。 結 果 は 限 界 量 、 ロ ゼ ッ ト 阻 害 試 験 で 陽 性 結 果 と な る サ ン プ ル の 最 も 高 い 希 釈
と し て 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ｐ Ｒ Ｍ １ を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ｐ Ｒ Ｍ ２ を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ｐ Ｒ Ｍ ３ を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 cpn１ ０ の 抗 体 の 製 造 を 示 す 。
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【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ウ サ ギ 血 清 中 の 抗 cpn１ ０ 抗 体 の ELISAに よ る 検 出 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 cpn１ ０ の 競 合 結 合 検 定 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 抗 体 結 合 阻 害 ％ を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 i.p.注 射 後 の マ ウ ス 血 清 に お け る 組 換 え cpn１ ０ お よ び 血 小 板 cpn１
０ 活 性 の 時 間 経 過 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 マ ウ ス の 創 傷 縮 小 に お け る cpn１ ０ の 効 果 。 創 傷 (～ ４ ５ mm２ )を マ
ウ ス に 作 り 、 rcpn１ ０ 　 １ μ gま た は 対 照 溶 液 (５ μ l)を 一 日 ２ 回 局 所 投 与 し 、 マ ウ ス 群 の
創 傷 の 大 き さ を 指 示 し た 時 間 に 測 定 し た (平 均 ± Ｓ Ｄ )； ０ 日 ｎ ＝ １ ０ 、 １ 日 － ３ 日 ｎ ＝ ３
、 ４ 日 － ７ 日 ｎ ＝ ２ ＊ 対 照 群 と 比 較 し て ｐ ＜ ０ .０ ５ を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 ラ ッ ト の Ｅ Ａ Ｅ 発 病 に お け る 処 置 レ ジ メ の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 ラ ッ ト の Ｅ Ａ Ｅ 発 病 に お け る cpn１ ０ の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 ラ ッ ト の Ｅ Ａ Ｅ 発 病 に お け る cpn１ ０ の 効 果 を 示 す 。
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【 図 １ ａ 】

【 図 １ ｂ 】

【 図 １ ｃ 】

【 図 １ ｄ 】
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【 図 １ ｅ 】 【 図 ２ ａ 】

【 図 ２ ｂ 】 【 図 ２ ｃ 】
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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 】
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【 図 １ ５ 】
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