
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】アルツハイマー病、神経外胚葉腫瘍、悪性アストロサイトーマおよびグリオブラ
ストーマの免疫診断法ならびに分子診断法および遺伝子治療法を提供する。
【解決手段】上記疾患に関連する神経糸状タンパク質をコードする遺伝子を含む組換え宿
主およびベクター。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 実 質 上 、 天 然 の 不 純 物 を 含 有 せ ず 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （
Manassass、 Va.） に 受 託 番 号 ６ ９ ２ ６ ３ と し て 寄 託 さ れ て い る 大 腸 菌 細 胞 中 に 存 在 す る 、
図 １ ６ Ｅ に 示 す 配 列 を 有 す る Ａ Ｄ ２ － ２  Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る 神 経 糸 状 タ ン パ
ク 質 （ Ｎ Ｔ Ｐ ） 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ Manassass、 Va.） に 受 託 番 号 ６ ９ ２
６ ３ と し て 寄 託 さ れ て い る 大 腸 菌 細 胞 中 に 存 在 す る 、 図 １ ６ Ｅ に 示 す 配 列 を 有 す る Ａ Ｄ ２
－ ２  Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｔ Ｐ ） を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子
。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ト の Ｎ Ｔ Ｐ で あ る Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 を 含 む 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む プ ラ ス ミ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 神 経 組 織 か ら 単 離 さ れ る 、 Ｎ Ｔ Ｐ と 反 応 し Ｐ Ｔ
Ｐ と は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 反 応 す る Ｎ Ｔ Ｐ を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 　 該 Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る 該 遺 伝 子 配 列 を 含 む 該 プ ラ ス ミ ド を 宿 主 細 胞 中 に 導 入 し
、 組 換 え 宿 主 細 胞 を 製 造 す る こ と ；
　 （ ｂ ） 　 該 組 換 え 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と ； 次 い で
　 （ ｃ ） 　 神 経 組 織 か ら 単 離 さ れ る 、 Ｎ Ｔ Ｐ と 反 応 し Ｐ Ｔ Ｐ と は 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 と 反 応 す る 該 Ｎ Ｔ Ｐ を 該 組 換 え 宿 主 細 胞 か ら 単 離 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る 該 遺 伝 子 配 列 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 の 脳 組 織 か ら 得 ら れ る も
の で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る 該 遺 伝 子 配 列 が ヒ ト の 神 経 腫 瘍 細 胞 系 か ら 得 ら れ る も の で あ る 請
求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 宿 主 が 大 腸 菌 で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 該 遺 伝 子 が ベ ク タ ー に 含 ま れ て い る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 遺 伝 子 が 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー の コ ン ト ロ ー ル 下 に あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 プ ロ モ ー タ ー が ラ ム ダ Ｐ L プ ロ モ ー タ ー で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 プ ロ モ ー タ ー が ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー で あ る 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 ２ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る ビ リ オ ン 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 遺 伝 子 工 学 お よ び 分 子 生 物 学 の 分 野 に 関 す る 。 こ の 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー
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病 、 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 、 悪 性 星 状 細 胞 腫 （ ア ス ト ロ サ イ ト ー マ ） 、 お よ び 膠 芽 細 胞 腫 （ グ
リ オ サ イ ト ー マ ） に 付 随 す る 新 規 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え 宿 主 に 関 す る 。 こ の 発 明 は
、 詳 し く は 、 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 （ neural thread proteins） を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む
組 換 え 宿 主 お よ び ベ ク タ ー に 関 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 実 質 的 に 純 粋 な 神 経 糸 状 タ ン パ ク
質 、 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る た め の 免 疫 診 断 お よ び 分 子 診 断 法 、 お よ び 遺 伝
子 療 法 に お け る 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
ア ル ツ ハ イ マ ー 病
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） は 米 国 に お け る 痴 呆 の 最 も 頻 度 の 高 い 原 因 で あ り 、 毎 年 、 ２
０ ０ 万 人 以 上 の 人 が 該 疾 患 に 罹 患 し て い る 。 そ れ は 、 記 憶 の 喪 失 、 錯 乱 、 お よ び 漸 進 的 な
身 体 劣 化 を 特 徴 と す る 退 行 性 の 脳 疾 患 で あ る 。 そ れ は 、 第 四 の 一 般 的 死 因 で あ る 。 こ の 疾
患 の 病 因 は わ か っ て い な い が 、 種 々 の ウ イ ル ス 、 毒 素 、 重 金 属 、 並 び に 遺 伝 的 欠 損 な ど が
挙 げ ら れ て い る 。 こ の 疾 患 は 現 在 の と こ ろ 不 治 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ご く 最 近 ま で ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 、 老 人 性 痴 呆 と し て 分 類 さ れ る 症 例 の 比 較 的 少 数 の 原
因 で あ る と 考 え ら れ て き た 。 繰 り 返 し 性 の 穏 や か な 発 作 、 甲 状 腺 異 常 、 ア ル コ ー ル 中 毒 、
お よ び あ る 種 の ビ タ ミ ン の 不 足 を 含 む 他 の 要 因 が か か る 状 態 に 導 き う る が 、 こ れ ら の 多 く
は 潜 在 的 に 治 癒 し う る も の で あ る 。 そ れ ゆ え 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 特 異 的 な 診 断 試 験 は 、
こ れ ら 状 態 の す べ て に 共 通 す る 兆 候 を 表 す 患 者 の 臨 床 診 断 お よ び 適 切 な 臨 床 治 療 に 非 常 に
有 用 で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を 有 す る 個 体 の 脳 は 、 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 体 内 の 神 経 原 線 維 の も つ れ （ ne
urofibrillary tangles） 、 お よ び 神 経 炎 性 （ ま た は 老 年 ） 斑 と し て 生 じ る コ ン ゴ 親 和 性
の （ congophilic） 繊 維 状 物 質 の 病 的 な 蓄 積 を 特 徴 と す る 。 神 経 原 線 維 の も つ れ は ま た 、
あ る 種 の 脳 血 管 壁 に も 認 め ら れ る 。 神 経 原 線 維 の も つ れ の 主 要 な 有 機 的 構 造 成 員 は 、 対 を
な し た ら せ ん 状 の フ ィ ラ メ ン ト で あ る 。 定 性 的 に 区 別 で き な い ア ミ ロ イ ド の 沈 着 は ま た 正
常 人 の 老 年 の 脳 に も 生 じ る が 、 そ の 数 は は る か に 少 な く 、 地 誌 的 な 分 布 も 限 ら れ た も の で
あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び 他 の 神 経 学 的 疾 患 の 神 経 炎 性 斑 お よ び 神 経 原 線 維 の も つ れ に 認
め ら れ る タ ン パ ク 質 の 特 徴 付 け に 関 し 、 近 年 、 相 当 の 研 究 活 動 が な さ れ て い る 。 グ レ ナ ー
（ Ｇ lenner） ら に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 の 一 つ は ク ロ ー ニ ン グ さ
れ 、 配 列 が 決 定 さ れ て い る （ グ レ ナ ー ら 、 Ｂ iochem.Ｂ iophys.Ｒ es.Ｃ ommun.１ ２ ０ ： １
１ ３ １ ～ １ １ ３ ５ （ １ ９ ８ ４ ） ； 米 国 特 許 第 ４ ,６ ６ ６ ,８ ２ ９ 号 ） 。 神 経 炎 斑 お よ び 血 管
中 に 認 め ら れ る Ａ ４ ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 は 、 グ リ コ シ ル 化 さ れ た 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー と
し て 機 能 す る と 提 唱 さ れ て い る タ ン パ ク 質 で あ る ６ ９ ５ ア ミ ノ 酸 前 駆 体 の 成 員 で あ る こ と
が 決 定 さ れ て い る （ マ ス タ ー ズ （ Ｍ asters） ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ ８ ２ ：
４ ２ ４ ５ ～ ４ ２ ４ ９ （ １ ９ ８ ５ ） 、 カ ン グ （ Ｋ ang） ら 、 Ｎ ature３ ２ ５ ： ７ ３ ３ ～ ７ ３ ６
（ １ ９ ８ ７ ） ） 。 加 え て 、 こ の ア ミ ロ イ ド タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 接 着 分 子 と し て 、 お よ び カ
ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 と し て 機 能 す る こ と が 提 唱 さ れ て い る （ フ ー パ ー （ Ｈ
ooper） 、 Ｊ .Ｎ Ｉ Ｈ  Ｒ es.４ ： ４ ８ ～ ５ ４ （ １ ９ ９ ２ ） ； レ ン ズ バ ー ガ ー （ Ｒ ensberger
） 、 Ｗ ayward Ｐ rotein Ｍ olecule Ｍ ay Ｂ e Ｅ lusive Ｋ iller of Ｂ rain Ｃ ells、 ワ シ
ン ト ン ポ ス ト 紙 、 １ ９ ９ ３ 年 １ 月 ２ ５ 日 、 Ａ ３ の § １ （ １ ９ ９ ３ ） ） 。 Ａ ４ を コ ー ド す る
遺 伝 子 は 第 ２ １ 染 色 体 上 に 位 置 す る が （ カ ン グ ら 、 上 記 文 献 ； ゴ ー ル ド ガ バ ー （ Ｇ oldgab
er） ら 、 Ｓ cience２ ３ ５ ： ８ ７ ７ ～ ８ ８ ０ （ １ ９ ８ ７ ） ； タ ン ジ （ Ｔ anzi） ら 、 Ｓ cience
２ ３ ５ ： ８ ８ ０ ～ ８ ８ ５ （ １ ９ ８ ７ ） ； セ ン ト ・ ジ ョ ー ジ － ヒ ス ロ プ （ Ｓ t.Ｇ eorge－ Ｈ y
slop） ら 、 Ｓ cience２ ３ ５ ： ８ ８ ５ ～ ８ ８ ９ （ １ ９ ８ ７ ） ） 、 家 族 性 の 該 疾 患 と は 関 係 が
な い よ う に 思 わ れ る （ バ ン ・ ブ ロ ー ク ホ ー ベ ン （ Ｖ an Ｂ roekhoven） ら 、 Ｎ ature３ ２ ９
： １ ５ ３ ～ １ ５ ５ （ １ ９ ８ ７ ） ） 。 ア ミ ロ イ ド Ａ ４ お よ び β タ ン パ ク 質 、 そ の 高 分 子 量 前

10

20

30

40

50

(3) JP 2004-97227 A 2004.4.2



駆 体 、 お よ び 膵 臓 糸 状 タ ン パ ク 質 （ pancreatic thread protein） （ Ｐ Ｔ Ｐ ） と の 間 に タ
ン パ ク 質 配 列 の 相 同 性 は 、 も し あ っ た に し て も 殆 ど な い と 思 わ れ る （ グ ロ ス （ Ｇ ross） ら
、 Ｊ .Ｃ lin.Ｉ nvest.７ ６ ： ２ １ １ ５ ～ ２ １ ２ ６ （ １ ９ ８ ５ ） ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ユ ビ キ チ ン 、 Ａ Ｌ Ｚ － ５ ０ 、 微 小 管 結 合 タ ン パ ク 質 τ お よ び Ｍ Ａ Ｐ ２ 、 お よ び ニ ュ ー ロ
フ ィ ラ メ ン ト タ ン パ ク 質 を 含 む 多 く の 他 の タ ン パ ク 質 が 該 疾 患 に 関 係 し て い る と 考 え ら れ
た （ た と え ば 、 マ ネ ッ ト （ Ｍ anetto） ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ ８ ５ ： ４ ５ ０
２ ～ ４ ５ ０ ５ （ １ ９ ８ ８ ） ； ウ ォ ロ ジ ン （ Ｗ olozin） ら 、 Ｓ cience２ ３ ２ ： ６ ４ ８ ～ ６ ５
１ （ １ ９ ８ ６ ） ； セ ル コ エ （ Ｓ elkoe） 、 Ｎ eurobiol.Ａ ging ７ ： ４ ２ ５ ～ ４ ３ ２ （ １ ９
８ ６ ） ； ペ リ ー （ Ｐ erry） ら 、 Ａ lterations of the Ｎ euronal Ｃ ytoskeleton in Ａ lzh
eimer's Ｄ isease、 プ レ ナ ム 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 １ ３ ７ ～ １ ４ ９ 頁 （ １ ９ ８ ７ ） 参 照 ） 。 さ
ら に 最 近 で は 、 α 1 － ア ン チ － キ モ ト リ プ シ ン （ α 1 － anti-chymotrypsin） と 呼 ば れ る セ
リ ン プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の ア ミ ロ イ ド 沈 着 物 中 に 認 め ら れ て い
る （ ア ブ ラ ハ ム （ Ａ braham） ら 、 Ｃ ell ５ ２ ： ４ ８ ７ ～ ５ ０ １ （ １ ９ ８ ８ ） ） 。
　 現 在 の と こ ろ 、 臨 床 的 に 使 わ れ て い る も の で ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 診 断 試 験 に 有 用 な も の
は な い 。 信 頼 性 の あ る 診 断 は 、 死 後 ま た は 生 存 中 に 脳 の 生 検 を 取 り 、 該 疾 患 を 特 徴 付 け る
特 徴 的 な 斑 、 も つ れ 、 対 の ら せ ん 状 フ ィ ラ メ ン ト 、 お よ び 他 の 脳 血 管 沈 着 を 明 ら か に す る
こ と に よ っ て の み 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 侵 入 性 の 外 科 的 手 段 は 本 来 危 険 で あ り 、 そ れ ゆ
え 利 用 さ れ る こ と は ま ず な い 。 そ の 結 果 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 臨 床 に お け る 誤 診 断 は 約 ２
０ ％ ～ ３ ０ ％ と 推 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
糸 状 タ ン パ ク 質 （ Ｔ hread Ｐ roteins）
　 原 型 と な る 糸 状 タ ン パ ク 質 分 子 は 膵 臓 糸 状 タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｔ Ｐ ） で あ り 、 こ の タ ン パ ク
質 は 中 性 の ｐ Ｈ で 不 溶 性 の フ ィ ブ リ ル を 形 成 す る が 酸 性 ま た は ア ル カ リ 性 の ｐ Ｈ で は 高 度
に 可 溶 性 で あ る と い う 異 常 な 物 理 特 性 を 有 す る （ グ ロ ス ら 、 上 記 文 献 ） 。 Ｐ Ｔ Ｐ は 非 常 に
広 く 分 布 し 、 膵 臓 の 胞 状 細 胞 に よ っ て 合 成 さ れ 、 膵 液 中 に １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ を 越 え る 濃 度 で 分
泌 さ れ る （ 同 上 ） 。 Ｐ Ｔ Ｐ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い 、 糸 状 タ ン パ ク 質 の 免 疫 反
応 性 が 増 加 す る こ と が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 変 を 有 す る 脳 で 示 さ れ て い る （ オ ズ タ ー ク （
Ｏ zturk） ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.Ｕ Ｓ Ａ ８ ６ ： ４ １ ９ ～ ４ ２ ３ （ １ ９ ８ ９ ） ） 。 加
え て 、 非 常 の 高 感 度 の 前 （ forward） サ ン ド イ ッ チ 放 射 免 疫 （ immunoradiometric） ア ッ セ
イ を 用 い 、 Ｐ Ｔ Ｐ と 脳 に お け る 関 連 タ ン パ ク 質 と に 共 通 す る 少 な く と も ３ つ の 異 な る 抗 原
性 エ ピ ト ー プ が 存 在 す る こ と が 示 さ れ た （ 同 上 ） 。 こ の よ う な 類 似 性 に も 拘 わ ら ず 、 膵 臓
糸 状 タ ン パ ク 質 と 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 と は 殆 ど 確 実 に 異 な る も の で あ る 。 と い う の は 、 そ
の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 お よ び タ ン パ ク 質 は サ イ ズ が 異 な り 、 膵 臓 糸 状 タ ン パ ク 質 中 に 存 在 す る 抗
原 性 エ ピ ト ー プ の 多 く は 脳 組 織 で は 検 出 さ れ な い か ら で あ る （ ド ・ ラ ・ モ ン ト （ de la Ｍ
onte） ら 、 Ｊ .Ｃ lin.Ｉ nvest.８ ６ ： １ ０ ０ ４ ～ １ ０ １ ３ （ １ ９ ９ ０ ） ； ド ・ ラ ・ モ ン ト
ら 、 Ｊ .Ｎ eurol.Ｓ ci.１ １ ３ ： １ ５ ２ ～ １ ６ ４ （ １ ９ ９ ２ ） ； ド ・ ラ ・ モ ン ト ら 、 Ａ nn.
Ｎ eurol.３ ２ ： ７ ３ ３ ～ ７ ４ ２ （ １ ９ ９ ２ ） ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 糸 状 タ ン パ ク 質 の 中 枢 神 経 系 の 形 態 （ 以 下 、 「 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 」 （ Ｎ Ｔ Ｐ ） と 称 す
る ） は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ダ ウ ン 症 候 群 の 脳 組 織 中 で 同 定 さ れ て い る （ ウ ォ ン ズ （
Ｗ ands） ら 、 国 際 出 願 公 開 第 Ｗ Ｏ  ９ ０ ／ ０ ６ ９ ９ ３ 号 ） 。 Ｎ Ｔ Ｐ は 、 該 疾 患 に 特 徴 的 な
神 経 病 理 学 的 変 化 が 存 在 す る 研 究 さ れ た す べ て の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 で 認 め ら れ て い る
（ 同 上 ） 。 食 塩 水 で 抽 出 可 能 な 可 溶 性 の 画 分 は 、 約 １ ７ ～ ２ ０ ｋ Ｄ の 分 子 量 を 有 す る （ 同
上 ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 の 種 々 の 領 域 に お け る Ｎ Ｔ Ｐ 免 疫 反 応 性 を 定 量 し た と こ ろ 、 対 照
の 脳 の 相 当 領 域 が １ ～ １ １ ｎ ｇ ／ ｇ 組 織 （ 平 均 ＝ ５ ｎ ｇ ／ ｇ 組 織 ） で あ る の に 比 べ て 、 １
２ ～ ２ ９ ５ ｎ ｇ ／ ｇ 組 織 （ 平 均 ＝ １ １ ６ ｎ ｇ ／ ｇ 組 織 ） の レ ベ ル で あ る こ と が 明 ら か と な
っ た （ 同 上 ） 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2004-97227 A 2004.4.2



【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｐ Ｔ Ｐ の 膵 臓 形 態 に 対 し て 向 け ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 行 っ た 免 疫 細 胞 化 学
は 、 Ｎ Ｔ Ｐ が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ダ ウ ン 症 候 群 の 両 方 の 脳 に お い て 細 胞 内 、 神 経 網 内
の 微 細 な 突 起 内 に 局 在 す る か 、 ま た は 細 胞 外 性 で あ る こ と を 示 し た （ 同 上 ） 。 ２ つ の 型 の
細 胞 ： す な わ ち ニ ュ ー ロ ン お よ び 星 状 細 胞 が Ｎ Ｔ Ｐ を 含 有 す る （ 同 上 ） 。 罹 患 し た ニ ュ ー
ロ ン は 大 き な ピ ラ ミ ッ ド 状 の 形 態 で あ り 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 に お い て よ く 知 ら れ て い
る 神 経 原 線 維 の も つ れ を 一 般 に 含 有 す る （ 同 上 ） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ニ ュ ー ロ ン 内 で の Ｎ Ｔ Ｐ の 蓄 積 が 本 質 的 に 重 要 で あ り ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 変 の 発 生 に
必 然 的 に 関 連 し て い る と い う こ と は 、 ダ ウ ン 症 候 群 の 脳 で は Ｎ Ｔ Ｐ の 免 疫 標 識 の 同 一 の パ
タ ー ン が 存 在 す る の に 対 照 の 脳 に は 存 在 し な い こ と に よ っ て 確 証 さ れ る （ 同 上 ） 。 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 と 同 じ 構 造 上 の 異 常 が 、 痴 呆 の 有 無 を 問 わ ず ダ ウ ン 症 候 群 の 中 年 の 個 体 す べ て
の 脳 に 認 め ら れ る こ と に 注 意 す る こ と は 重 要 で あ る 。 ダ ウ ン 症 候 群 の 患 者 の 家 族 に お い て
は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 発 症 率 も 高 い 。 さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ を 含 有 す る ニ ュ ー ロ ン 密 度 の 領 域 に
お け る 差 異 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び ダ ウ ン 症 候 群 の 両 者 に お い て 神 経 原 線 維 の も つ れ
の 密 度 分 布 と 一 致 す る 。 こ の こ と も ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 病 理 と 密 接 な 関 係
に あ る と い う 証 拠 を さ ら に 提 供 す る 。 Ｎ Ｔ Ｐ が 異 所 性 の 細 胞 代 謝 ま た は 輸 送 の 結 果 と し て
ニ ュ ー ロ ン の 核 周 囲 部 細 胞 体 内 に 蓄 積 す る の か ど う か に つ い て は 、 ま だ わ か っ て い な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ４ ,６ ６ ６ ,８ ２ ９ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 ９ ０ ／ ０ ６ ９ ９ ３ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 ４ ,３ ５ ８ ,５ ３ ５ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 ４ ,６ ８ ３ ,２ ０ ２ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ５ 】 米 国 特 許 第 ４ ,６ ８ ３ ,１ ９ ５ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ６ 】 国 際 公 開 第 ８ ８ ／ １ ０ ３ １ ５ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ７ 】 欧 州 特 許 第 ３ ２ ０ ３ ０ ８ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ８ 】 欧 州 特 許 第 ３ ３ ６ ７ ３ １ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ９ 】 国 際 公 開 第 ８ ９ ／ ０ ９ ８ ３ ５ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 １ ０ 】 米 国 特 許 第 ４ ,３ ７ ６ ,１ １ ０ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 １ １ 】 国 際 公 開 第 ９ ０ ／ ０ ９ １ ８ ０ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 １ ２ 】 米 国 特 許 第 ４ ,８ ９ ７ ,３ ５ ５ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 １ ３ 】 米 国 特 許 第 ４ ,３ ９ ４ ,４ ４ ８ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 １ ４ 】 米 国 特 許 第 ４ ,２ ３ ５ ,８ ７ １ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 １ ５ 】 米 国 特 許 第 ４ ,２ ３ １ ,８ ７ ７ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 １ ６ 】 米 国 特 許 第 ４ ,２ ２ ４ ,１ ７ ９ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 １ ７ 】 米 国 特 許 第 ４ ,７ ５ ３ ,７ ８ ８ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 １ ８ 】 米 国 特 許 第 ４ ,６ ７ ３ ,５ ６ ７ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 １ ９ 】 米 国 特 許 第 ４ ,２ ４ ７ ,４ １ １ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ ０ 】 米 国 特 許 第 ４ ,８ １ ４ ,２ ７ ０ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ １ 】 国 際 公 開 第 ８ ９ ０ ３ ８ ４ ９ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ ２ 】 欧 州 特 許 第 ０ ２ ６ ３ ７ ４ ０ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ ３ 】 国 際 公 開 第 ９ １ ／ ０ ６ ６ ２ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ ４ 】 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ １ ０ ５ ９ ０ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ ５ 】 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ ０ ７ ０ ６ ５ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ ６ 】 米 国 特 許 第 ５ ,１ ６ ８ ,０ ５ ３ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ ７ 】 国 際 公 開 第 ９ ２ ／ ０ ６ ６ ９ ３ 号 パ ン フ レ ッ ト
【 特 許 文 献 ２ ８ 】 米 国 特 許 第 ５ ,０ ８ ２ ,６ ７ ０ 号 明 細 書
【 特 許 文 献 ２ ９ 】 米 国 特 許 第 ４ ,８ ６ ６ ,０ ４ ２ 号 明 細 書
【 ０ ０ １ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 グ レ ナ ー ら , Ｂ iochem.Ｂ iophys.Ｒ es.Ｃ ommun.１ ２ ０ ： １ １ ３ １ ～ １
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１ ３ ５ （ １ ９ ８ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 マ ス タ ー ズ （ Ｍ asters） ら , Ｐ roc. Ｎ atl. Ａ cad. Ｓ ci. Ｕ Ｓ Ａ ８ ２
： ４ ２ ４ ５ ～ ４ ２ ４ ９ （ １ ９ ８ ５ ）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 カ ン グ （ Ｋ ang） ら , Ｎ ature３ ２ ５ ： ７ ３ ３ ～ ７ ３ ６ （ １ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ４ 】 フ ー パ ー （ Ｈ ooper） , Ｊ .Ｎ Ｉ Ｈ  Ｒ es.４ ： ４ ８ ～ ５ ４ （ １ ９ ９ ２ ）
【 非 特 許 文 献 ５ 】 レ ン ズ バ ー ガ ー （ Ｒ ensberger） , Ｗ ayward Ｐ rotein Ｍ olecule Ｍ ay 
Ｂ e Ｅ lusive Ｋ iller of Ｂ rain Ｃ ells、 ワ シ ン ト ン ポ ス ト 紙 , １ ９ ９ ３ 年 １ 月 ２ ５ 日
、 Ａ ３ の § １ （ １ ９ ９ ３ ）
【 非 特 許 文 献 ６ 】 ゴ ー ル ド ガ バ ー （ Ｇ oldgaber） ら , Ｓ cience２ ３ ５ ： ８ ７ ７ ～ ８ ８ ０ （
１ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ７ 】 タ ン ジ （ Ｔ anzi） ら , Ｓ cience２ ３ ５ ： ８ ８ ０ ～ ８ ８ ５ （ １ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ８ 】 セ ン ト ・ ジ ョ ー ジ － ヒ ス ロ プ （ Ｓ t.Ｇ eorge－ Ｈ yslop） ら , Ｓ cience２
３ ５ ： ８ ８ ５ ～ ８ ８ ９ （ １ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ９ 】 バ ン ・ ブ ロ ー ク ホ ー ベ ン （ Ｖ an Ｂ roekhoven） ら , Ｎ ature３ ２ ９ ： １
５ ３ ～ １ ５ ５ （ １ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 グ ロ ス （ Ｇ ross） ら , Ｊ . Ｃ lin. Ｉ nvest. ７ ６ ： ２ １ １ ５ ～ ２ １ ２
６ （ １ ９ ８ ５ ）
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 マ ネ ッ ト （ Ｍ anetto） ら , Ｐ roc. Ｎ atl. Ａ cad. Ｓ ci. Ｕ Ｓ Ａ ８ ５
： ４ ５ ０ ２ ～ ４ ５ ０ ５ （ １ ９ ８ ８ ）
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 ウ ォ ロ ジ ン （ Ｗ olozin） ら , Ｓ cience ２ ３ ２ ： ６ ４ ８ ～ ６ ５ １ （ １
９ ８ ６ ）
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 セ ル コ エ （ Ｓ elkoe） , Ｎ eurobiol. Ａ ging ７ ： ４ ２ ５ ～ ４ ３ ２ （ １
９ ８ ６ ）
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 ペ リ ー （ Ｐ erry） ら , Ａ lterations of the Ｎ euronal Ｃ ytoskeleto
n in Ａ lzheimer's Ｄ isease, プ レ ナ ム , ニ ュ ー ヨ ー ク , １ ３ ７ ～ １ ４ ９ 頁 （ １ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 ア ブ ラ ハ ム （ Ａ braham） ら , Ｃ ell ５ ２ ： ４ ８ ７ ～ ５ ０ １ （ １ ９ ８ ８
）
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 サ ン ブ ル ッ ク （ Ｓ ambrook） ら , モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・
ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ Ｍ olecular Ｃ loning： Ａ  Ｌ aboratory Ｍ anual） 、 第 ２ 版
、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー
ク （ １ ９ ８ ９ ）
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 ウ イ ル バ ー （ Ｗ ilber,Ｗ .Ｊ .） お よ び リ ッ プ マ ン （ Ｌ ipman,Ｄ .Ｊ .）
, Ｐ roc. Ｎ atl. Ａ cad. Ｓ ci. ８ ０ ： ７ ２ ６ ～ ７ ３ ０ （ １ ９ ８ ３ ）
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 レ ミ ン グ ト ン ズ ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ・ サ イ エ ン ス ィ ズ （ Ｒ emin
gton's Ｐ harmaceutical Ｓ ciences） （ １ ９ ８ ０ ）
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 サ ノ （ Ｓ ano） ら , Ｓ cience ２ ５ ８ ： １ ２ ０ ～ １ ２ ２ （ １ ９ ９ ２ ）
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー ・ ラ ブ フ ァ ッ ク ス （ Ｍ olecular Ｂ iolog
y Ｌ abＦ ax） , ブ ラ ウ ン （ Ｂ rown, Ｔ . Ａ .） 編 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス , ニ ュ ー ヨ ー ク （
１ ９ ９ １ ）
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 ハ ー デ ィ ー （ Ｈ ardy） , Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ プ ラ ク テ ィ カ ル ・
ア プ ロ ー チ （ Ｄ Ｎ Ａ  Ｃ loning： Ａ  Ｐ ractical Ａ pproach） , Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス , ワ シ ン ト ン
, Ｄ Ｃ （ １ ９ ８ ５ ） 中 の 「 バ シ ラ ス ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ メ ソ ッ ズ （ Ｂ acillus Ｃ loning Ｍ e
thods）
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 マ リ ク （ Ｍ alik） ら , Ｊ . Ｂ iol. Ｃ hem. ２ ６ ３ ： １ １ ７ ４ ～ １ １ ８
１ （ １ ９ ８ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 ロ ー ゼ ン バ ー グ （ Ｒ osenberg） ら , Ｇ ene ５ ９ ： １ ９ １ ～ ２ ０ ０ （ １
９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 シ ネ ド リ ン グ （ Ｓ hinedling） ら , Ｊ . Ｍ olec. Ｂ iol. １ ９ ５ ： ４ ７
１ ～ ４ ８ ０ （ １ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 ヒ ュ ー （ Ｈ u） ら , Ｇ ene ４ ２ ： ２ １ ～ ３ ０ （ １ ９ ８ ６ ）
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【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】 チ ャ ン バ ー リ ン （ Ｃ hamberlin） ら , Ｎ ature ２ ２ ８ ： ２ ２ ７ ～ ２ ３
１ （ １ ９ ７ ０ ）
【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】 ベ イ リ ー （ Ｂ ailey） ら , Ｐ roc. Ｎ atl. Ａ cad. Ｓ ci. （ Ｕ Ｓ Ａ ） ８
０ ： ２ ８ １ ４ ～ ２ ８ １ ８ （ １ ９ ８ ３ ）
【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】 ダ バ ン ル ー （ Ｄ avanloo） ら , Ｐ roc. Ｎ atl. Ａ cad. Ｓ ci. （ Ｕ Ｓ Ａ
） ８ １ ： ２ ０ ３ ５ ～ ２ ０ ３ ９ （ １ ９ ８ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ２ ９ 】 ザ ・ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ・ ラ ム ダ （ Ｔ he Ｂ acteriophage Ｌ amda） , 
ハ ー シ ー （ Ｈ ershey,Ａ .Ｄ .） 編 , コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー プ レ ス , コ ー ル ド ス プ リ
ン グ ハ ー バ ー , ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ７ ３ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ０ 】 ラ ム ダ II（ Ｌ amda II） , ヘ ン ド リ ッ ク ス （ Ｈ endrix,Ｒ .Ｗ .） 編 , コ
ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー プ レ ス , コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー , ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８
０ ）
【 非 特 許 文 献 ３ １ 】 ウ ル マ ネ ン （ Ｕ lmanen） ら , Ｊ . Ｂ acteriol. １ ６ ２ ： １ ７ ６ ～ １ ８
２ （ １ ９ ８ ５ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ２ 】 ギ ル マ ン （ Ｇ ilman） ら , Ｇ ene ３ ２ ： １ １ ～ ２ ０ （ １ ９ ８ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ３ 】 グ リ ク ザ ン （ Ｇ ryczan） , ザ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー ・ オ ブ ・
ザ ・ バ シ ラ イ （ Ｔ he Ｍ olecular Ｂ iology of the Ｂ acilli） , ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス , 
ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ２ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ４ 】 ウ ォ ー ド （ Ｗ ard） ら , Ｍ ol. Ｇ en. Ｇ enet. ２ ０ ３ ： ４ ６ ８ ～ ４ ７
８ （ １ ９ ８ ６ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ５ 】 グ リ ッ ク （ Ｇ lick） , Ｊ . Ｉ nd. Ｍ icrobiol. １ ： ２ ７ ７ ～ ２ ８ ２ （
１ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ６ 】 セ ナ チ エ ン ポ （ Ｃ enatiempo） , Ｂ iochimie ６ ８ ： ５ ０ ５ ～ ５ １ ６ （
１ ９ ８ ６ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ７ 】 ワ ト ソ ン （ Ｗ atson） ら , モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー ・ オ ブ ・ ザ ・
ジ ー ン （ Ｍ olecular Ｂ iology of the Ｇ ene） , 第 ４ 版 , ベ ン ジ ャ ミ ン ・ カ ミ ン ズ , メ ン
ロ パ ー ク , カ リ フ ォ ル ニ ア （ １ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ８ 】 ゴ ッ テ ス マ ン （ Ｇ ottesman） , Ａ nn. Ｒ ev. Ｇ enet. １ ８ ： ４ １ ５ ～
４ ４ ２ （ １ ９ ８ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ３ ９ 】 ハ マ ー （ Ｈ amer） ら , Ｊ . Ｍ ol. Ａ ppl. Ｇ en. １ ： ２ ７ ３ ～ ２ ８ ８
（ １ ９ ８ ２ ）
【 非 特 許 文 献 ４ ０ 】 マ ッ ク ナ イ ト （ Ｍ cＫ night） , Ｃ ell ３ １ ： ３ ５ ５ ～ ３ ６ ５ （ １ ９ ８
２ ）
【 非 特 許 文 献 ４ １ 】 ベ ノ イ ス ト （ Ｂ enoist） ら , Ｎ ature（ ロ ン ド ン ）  ２ ９ ０ ： ３ ０ ４ ～
３ １ ０ （ １ ９ ８ １ ）
【 非 特 許 文 献 ４ ２ 】 ジ ョ ン ス ト ン （ Ｊ ohnston） ら , Ｐ roc. Ｎ atl. Ａ cad. Ｓ ci. （ Ｕ Ｓ
Ａ ） ７ ９ ： ６ ９ ７ １ ～ ６ ９ ７ ５ （ １ ９ ８ ５ ）
【 非 特 許 文 献 ４ ３ 】 シ ル バ ー （ Ｓ ilver） ら , Ｐ roc. Ｎ atl. Ａ cad. Ｓ ci. （ Ｕ Ｓ Ａ ） ８
１ ： ５ ９ ５ １ ～ ５ ９ ５ ５ （ １ ９ ８ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ４ ４ 】 ゴ ー マ ン （ Ｇ orman） ら , Ｄ Ｎ Ａ  Ｃ loning： Ａ  Ｐ ractical Ａ pproac
h, II巻 , Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス , ワ シ ン ト ン ,Ｄ Ｃ , １ ４ ３ ～ １ ９ ０ 頁 （ １ ９ ８ ５ ） 中 の 「 ハ イ ・
エ フ ィ シ ャ ン シ ー ・ ジ ー ン ・ ト ラ ン ス フ ァ ー ・ イ ン ト ゥ ・ マ マ リ ア ン ・ セ ル ズ （ Ｈ igh Ｅ
fficiency Ｇ ene Ｔ ransfer into Ｍ ammalian cells） 」
【 非 特 許 文 献 ４ ５ 】 ウ エ ッ ト マ ー （ Ｗ etmur） ら , Ｊ . Ｍ ol. Ｂ iol. ３ １ ： ３ ４ ９ ～ ３ ７
０ （ １ ９ ６ ８ ）
【 非 特 許 文 献 ４ ６ 】 シ ャ ー プ （ Ｓ harp） ら , Ｊ . Ｍ ol. Ｂ iol. ８ ６ ： ７ ０ ９ ～ ７ ２ ６ （
１ ９ ７ ４ ）
【 非 特 許 文 献 ４ ７ 】 ブ リ ッ テ ン （ Ｂ ritten） ら , Ｓ cience １ ６ １ ： ５ ２ ９ ～ ５ ４ ０ （ １
９ ６ ８ ）
【 非 特 許 文 献 ４ ８ 】 サ ッ ト ン （ Ｓ utton） , Ｂ iochim. Ｂ iophys. Ａ cta ２ ４ ０ ： ５ ２ ２
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～ ５ ３ １ （ １ ９ ７ １ ）
【 非 特 許 文 献 ４ ９ 】 グ セ ラ （ Ｇ usella） , Ｆ Ａ Ｓ Ｅ Ｂ  Ｊ ３ ： ２ ０ ３ ６ ～ ２ ０ ４ １ （ １ ９
８ ９ ）
【 非 特 許 文 献 ５ ０ 】 ハ リ ソ ン ズ ・ プ リ ン シ プ ル ズ ・ オ ブ ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ メ デ ィ ス
ン （ Ｈ arrison's Ｐ rinciples of Ｉ nternational Ｍ edicine） , ブ ラ ウ ン ウ ォ ル ト （ Ｂ r
aunwald） ら 編 , 第 １ １ 版 , マ ッ ク グ ロ ー － ヒ ル ・ ブ ッ ク ・ カ ン パ ニ ー , ニ ュ ー ヨ ー ク , 
２ ０ １ ２ ～ ２ ０ １ ３ 頁 （ １ ９ ８ ７ ）
【 非 特 許 文 献 ５ １ 】 パ ー ク （ Ｐ ark） , Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ト コ ー ル ズ （ Ｐ Ｃ Ｒ  Ｐ rotocols） , イ
ニ ス （ Ｉ nnis） ら 編 , ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス , ニ ュ ー ヨ ー ク , ４ ０ ７ ～ ４ １ ５ 頁 （ １ ９ ９ ０
） 中 の 「 Ｐ Ｃ Ｒ ・ イ ン ・ ザ ・ ダ イ ア グ ノ ー シ ス ・ オ ブ ・ レ チ ノ ブ ラ ス ト ー マ (Ｐ Ｃ Ｒ  in t
he Ｄ iagnosis of Ｒ etinoblastoma)」
【 非 特 許 文 献 ５ ２ 】 グ セ ラ ら , Ｎ ature ３ ０ ６ ： ２ ３ ４ ～ ２ ３ ８ （ １ ９ ８ ３ ）
【 非 特 許 文 献 ５ ３ 】 「 A Textbook of Histology」 ， ブ ル ー ム (Bloom)お よ び フ ァ ウ セ ッ ト
(Faucett)編 , ダ ブ リ ュ ー ・ ビ ー ・ ソ ー ン ダ ー ス (Sounders)・ カ ン パ ニ ー ， フ ィ ラ デ ル フ
ィ ア （ １ ９ ６ ４ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ５ ４ 】 サ ノ (Sano)ら の Science, ２ ５ ８ :１ ２ ０ ～ １ ２ ２ （ １ ９ ９ ２ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ５ ５ 】 ロ ー (Loh)ら の Science, ２ ４ ３ :２ １ ７ （ １ ９ ８ ８ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ５ ６ 】 リ ー (Li)ら の Nature, ３ ３ ５ :４ １ ４ （ １ ９ ８ ８ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ５ ７ 】 ク ゥ オ ー (Kwoh)ら の Proc. Natl. Acad. Sci. USA, ８ ６ :１ １ ７ ３ (１
９ ８ ９ 年 )
【 非 特 許 文 献 ５ ８ 】 ウ ー (Wo)ら の Genomics, ４ :５ ６ ０ （ １ ９ ８ ９ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ５ ９ 】 サ ン ゾ ら の Bio/Technology, ９ :１ ３ ７ ８ （ １ ９ ９ １ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ６ ０ 】 ク レ イ ン (Klein)の 「 免 疫 学 ： 自 己 － 非 自 己 の 識 別 」 ，  ジ ョ ン ・ ウ イ
リ ー ・ ア ン ド ・ サ ン ズ ， ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ２ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ６ １ 】 ケ ネ ッ ト (Kennett)ら の 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ハ イ ブ リ ド ー マ :生 物
学 的 分 析 の 新 次 元 」 , プ レ ナ ム ・ プ レ ス , ニ ュ ー ヨ ー ク (１ ９ ８ ０ 年 )
【 非 特 許 文 献 ６ ２ 】 キ ャ ン ベ ル (Campbell)の "モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 テ ク ノ ロ ジ ー ", 「 生 化
学 と 分 子 生 物 学 に お け る 実 験 室 テ ク ニ ッ ク 」 , １ ３ 巻 (バ ー ド ン (Burdon,R.)ら 編 )，  エ ル
セ ビ ア ， ア ム ス テ ル ダ ム （ １ ９ ８ ４ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ６ ３ 】 エ イ ゼ ン （ Eisen） の 「 マ イ ク ロ バ イ オ ロ ジ ー 」 , 第 ３ 版 , デ ー ビ ス (
Davis)ら , ハ ー パ ー ・ ア ン ド ・ ロ ウ , フ ィ ラ デ ル フ ィ ア （ １ ９ ８ ０ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ６ ４ 】 ケ ー ラ ー (Kohler)お よ び ミ ル シ ュ タ イ ン (Milstein)の Nature, ２ ５ ６
： ４ ９ ５ ～ ４ ９ ７ （ １ ９ ７ ５ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ６ ５ 】 キ ャ ロ ル (Carroll)ら の "β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 の 外 来
セ グ メ ン ト に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 と 精 製 ", 「 Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ： 実 用 的
ア プ ロ ー チ 」 ， Ｉ Ｉ Ｉ 巻 ， Ｉ Ｒ Ｌ ・ プ レ ス ， ワ シ ン ト ン Ｄ Ｃ ， ８ ９ ～ １ １ １ ｐ ｐ （ １ ９ ８
７ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ６ ６ 】 モ ー ル (Mole)ら の "大 腸 菌 で 産 生 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 "， 「 Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ： 実 用 的 ア プ ロ ー チ 」 ， Ｉ Ｉ Ｉ 巻 ， Ｉ Ｒ
Ｌ ・ プ レ ス ， ワ シ ン ト ン Ｄ Ｃ ， １ １ ３ ～ １ １ ３ ９ ｐ ｐ （ １ ９ ８ ７ 年 ） 」
【 非 特 許 文 献 ６ ７ 】 デ ラ モ ン テ ら の J. Clin. Invest., ８ ６ ： １ ０ ０ ４ ～ １ ０ １ ３ （ １ ９
９ ０ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ６ ８ 】 ワ ー ル (Wahl)ら の J. Nucl. Med., ２ ４ ： ３ １ ６ ～ ３ ２ ５ （ １ ９ ８ ３
年 ）
【 非 特 許 文 献 ６ ９ 】 ワ ー ク （ Work） ら の 「 分 子 生 物 学 に お け る 実 験 技 術 お よ び 生 化 学 」 ，
ノ ー ス ・ ホ ラ ン ド ・ パ ブ リ ッ シ ン グ ・ カ ン パ ニ ー ， ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ７ ８ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ７ ０ 】 ペ テ ル ス ド ル フ (Petersdorf)ら の 「 Harrison's Principles of Inter
nal Medicine」  第 １ ０ 版 , マ ッ ク グ ロ ー － ヒ ル ・ ブ ッ ク ・ カ ン パ ニ ー ， ニ ュ ー ヨ ー ク ，
ｐ ２ ０ ７ ６ （ １ ９ ８ ３ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ７ １ 】 ケ ネ デ ィ ー （ Kennedy） ら の Clin.Chim.Acta, ７ ０ ： １ ～ ３ １ （ １ ９

10

20

30

40

50

(8) JP 2004-97227 A 2004.4.2



７ ６ 年 ）
【 非 特 許 文 献 ７ ２ 】 ス カ ー ス (Schurs)ら の Clin. Chim. Acta, ８ １ ： １ ～ ４ ０ （ １ ９ ７ ７
年 ）
【 非 特 許 文 献 ７ ３ 】 ワ イ ド (Wide),「 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 」 ， カ ー カ ム (Kirkham)お よ
び ハ ン タ ー (Hunter)編 , イ ー ・ ア ン ド ・ エ ス ・ リ ビ ン グ ス ト ー ン ， エ ジ ン バ ラ （ １ ９ ７ ０
年 ） 中 , ｐ １ ９ ９ ～ ２ ０ ６
【 非 特 許 文 献 ７ ４ 】 Mizunoら の 、  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:1966-1970(1984)
【 非 特 許 文 献 ７ ５ 】 Heywoodの 、 Nucleic Acids Res. 14:6771-6772(1986)
【 非 特 許 文 献 ７ ６ 】 Patersonら の 、  Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:4370-4374(1987)
【 非 特 許 文 献 ７ ７ 】 Jack Cohenの 、  Oligodeoxynucleotides, Antisense Inhibitors of 
Gene Expression, CRC Press(1989)
【 非 特 許 文 献 ７ ８ 】 Rothenbergら の 、  J. Natl. Cancer Inst. 81:1539-1544(1989)
【 非 特 許 文 献 ７ ９ 】 Iyerら の 、  J. Org. Chem. 55:4693-4698(1990)
【 非 特 許 文 献 ８ ０ 】 Iyerら の 、  J. Am. Chem. Soc. 112:1253-1254(1990)
【 非 特 許 文 献 ８ １ 】 Cechら の 、  Journal of Biological Chemistry 267:17479-17482(199
2)
【 非 特 許 文 献 ８ ２ 】 Haseloffら の 、  Nature 334:585-591(1988);Uhlenbeckら の 、  Nature
 328:596-600(1987)
【 非 特 許 文 献 ８ ３ 】 Hampelら の 、  Biochemistry 28:4929-4933(1989)
【 非 特 許 文 献 ８ ４ 】 Ojwangら の 、  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10802-10806(1992)
【 非 特 許 文 献 ８ ５ 】 Kuoら の 、  J. Virol. 62:4429-4444(1988)
【 非 特 許 文 献 ８ ６ 】 Sterlingの 、  「 Taystemic Antisense Treatment Reported」  Geneti
c Engineering News 12(12):1,28(1992)
【 非 特 許 文 献 ８ ７ 】 Brownら の 、 「 Retroviral Vectors,」  in DNA Cloning： A Practical
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【 ０ ０ １ ４ 】
（ 発 明 の 要 約 ）
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い る か ま た は そ の 危 険 の あ る と 思 わ れ る 個 体 に 行 う こ と の
で き る 信 頼 性 の あ る 診 断 試 験 に 対 す る 必 要 性 が 存 在 す る 。 本 発 明 は 、 そ の よ う な 必 要 性 を
満 た す も の で あ り 、 さ ら に 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ れ ら 目 的 お よ び 他 の 目 的 が 本 発 明 に よ っ て 実 現 さ れ る 仕 方 は 、 以 下 に 記 載 す る 要 約 お
よ び 詳 細 な 記 載 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 特 に 定 義 し な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 術 語 は 、 本 発 明 が 属 す る 当 該 技 術 分 野
に お い て よ く 理 解 さ れ て い る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 引 用 し た 刊 行 物 は す べ て 、 参 照 の た
め 本 明 細 書 中 に 引 用 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ の 発 明 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 、 悪 性 星 状 細 胞 腫 、 お よ び 膠 芽 細 胞
腫 に 付 随 す る 新 規 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え 宿 主 に 関 す る 。 こ の 発 明 は と り わ け 、 約 ８
ｋ Ｄ ａ 、 １ ４ ｋ Ｄ ａ 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 、 ２ １ ｋ Ｄ ａ 、 ２ ６ ｋ Ｄ ａ ま た は ４ ２ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を
有 す る 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｔ Ｐ ） を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え 宿 主 お よ び ベ
ク タ ー に 関 す る 。 こ の 発 明 は ま た 、 実 質 的 に 純 粋 な 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 、 神 経 糸 状 タ ン パ
ク 質 の 存 在 を 検 出 す る た め の 免 疫 診 断 お よ び 分 子 診 断 法 、 お よ び 遺 伝 子 療 法 に お け る 神 経
糸 状 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 と り わ け 、 本 発 明 は 、
（ ａ ） 検 出 可 能 な レ ベ ル の Ｎ Ｔ Ｐ を 含 有 す る と 思 わ れ る ヒ ト 個 体 か ら 採 取 し た 生 物 学 的 試
料 を 該 Ｎ Ｔ Ｐ と 結 合 し う る 分 子 と 接 触 さ せ 、 つ い で
（ ｂ ） 該 Ｎ Ｔ Ｐ に 結 合 し た 該 分 子 を 検 出 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 ヒ ト 個 体 に お け る Ｎ Ｔ Ｐ の 検 出 ま た は 定 量 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 該 結 合 分 子 が
（ ａ ） 天 然 の 不 純 物 を 実 質 的 に 含 ま な い 抗 体 、
（ ｂ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び
（ ｃ ） （ ａ ） ま た は （ ｂ ） の 断 片
よ り な る 群 か ら 選 ば れ た も の で あ る 、 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 該 検 出 分 子 が 検 出 可 能 な よ う に 標 識 さ れ て お り 、 そ の よ う な 結 合 分 子
の 組 み 合 わ せ を 用 い る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 組 換 え ヒ ト Ｎ Ｔ Ｐ に 由 来 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用
い た 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ヒ ト 個 体 に お け る 状 態 の 存 在 を 決 定 す る 方 法 を 包 含 し 、 該 状 態 は 、 ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 、 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 の 存 在 、 悪 性 星 状 細 胞 腫 の 存 在 、 お よ び 膠 芽 細 胞 腫 の
存 在 よ り な る 群 か ら 選 ば れ た も の が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患 し て い る と 思 わ れ る ヒ ト 個 体 に お け る ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 の 存 在 の 診 断 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｎ Ｔ Ｐ を 有 し て い る と 思 わ れ る 該 個 体 か ら 採 取 し た 生 物 学 的 試 料 を Ｎ Ｔ Ｐ を 同 定 し
う る 分 子 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で
（ ｂ ） 該 試 料 中 の 結 合 し た 該 分 子 を 検 出 す る （ 該 検 出 は 該 個 体 が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 罹 患
し て い る こ と を 示 す ）
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こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 に 罹 患 し て い る と 思 わ れ る ヒ ト 個 体 に お け る 神 経 外
胚 葉 性 腫 瘍 の 存 在 の 診 断 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｎ Ｔ Ｐ を 有 し て い る と 思 わ れ る 該 個 体 か ら 採 取 し た 生 物 学 的 試 料 を Ｎ Ｔ Ｐ を 同 定 し
う る 分 子 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で
（ ｂ ） 該 試 料 中 の 結 合 し た 該 分 子 を 検 出 す る （ 該 検 出 は 該 個 体 が 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 に 罹 患
し て い る こ と を 示 す ）
こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 悪 性 星 状 細 胞 腫 に 罹 患 し て い る と 思 わ れ る ヒ ト 個 体 に お け る 悪 性 星 状
細 胞 腫 の 存 在 の 診 断 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｎ Ｔ Ｐ を 有 し て い る と 思 わ れ る 該 個 体 か ら 採 取 し た 生 物 学 的 試 料 を Ｎ Ｔ Ｐ を 同 定 し
う る 結 合 分 子 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で
（ ｂ ） 該 試 料 中 の 結 合 し た 該 分 子 を 検 出 す る （ 該 検 出 は 該 個 体 が 悪 性 星 状 細 胞 腫 に 罹 患 し
て い る こ と を 示 す ）
こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 膠 芽 細 胞 腫 に 罹 患 し て い る と 思 わ れ る ヒ ト 個 体 に お け る 膠 芽 細 胞 腫 の
存 在 の 診 断 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） Ｎ Ｔ Ｐ を 有 し て い る と 思 わ れ る 該 個 体 か ら 採 取 し た 生 物 学 的 試 料 を Ｎ Ｔ Ｐ を 同 定 し
う る 結 合 分 子 の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 つ い で
（ ｂ ） 該 試 料 中 の 結 合 し た 該 分 子 を 検 出 す る （ 該 検 出 は 該 個 体 が 膠 芽 細 胞 腫 に 罹 患 し て い
る こ と を 示 す ）
こ と を 特 徴 と す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 生 物 学 的 試 料 を 該 分 子 に 接 触 さ せ る 前 に 該 試 料 を ヒ ト 個 体 か ら 採 取 す
る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 該 分 子 の 検 出 を イ ン シ ト ゥ 造 影 に よ り 行 う 上
記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 該 タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 該 分 子 の 検 出 を イ ン ビ ボ 造 影 に よ り 行 う 上 記
方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 該 生 物 学 的 試 料 と 該 結 合 分 子 と の 反 応 を 該 タ ン パ ク 質 の 存 在 お よ び 分
布 を 決 定 す る の に 充 分 な 仕 方 お よ び 条 件 下 で 行 う 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ を 検 出 し う る よ う に 標 識 し た 結 合 分 子 を ヒ ト 個 体 に 投 与 す る 上
記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 該 結 合 分 子 が 該 タ ン パ ク 質 に イ ン ビ ボ で 結 合 す る 上 記 方 法 を 包 含 す る
。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ が 実 質 的 に 天 然 の 不 純 物 を 含 ま ず 、 約 ４ ２ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有
す る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ が 実 質 的 に 天 然 の 不 純 物 を 含 ま ず 、 約 ２ ６ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有
す る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ が 実 質 的 に 天 然 の 不 純 物 を 含 ま ず 、 約 ２ １ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有
す る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ が 実 質 的 に 天 然 の 不 純 物 を 含 ま ず 、 約 １ ７ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有
す る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ が 実 質 的 に 天 然 の 不 純 物 を 含 ま ず 、 約 １ ４ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有
す る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ が 実 質 的 に 天 然 の 不 純 物 を 含 ま ず 、 約 ８ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有 す
る 上 記 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 と り わ け 、 イ ム ノ ア ッ セ イ が 固 相 支 持 体 に 結 合 し た ２ つ の 異 な る 抗 体 と
、 そ れ と 組 み 合 わ せ た 溶 液 中 の 検 出 し う る よ う に 標 識 し た 第 三 の 異 な る 抗 体 を 含 む 上 記 方
法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、
（ ａ ） Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る ヒ ト 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え 宿 主 を 培 養 し 、 つ い で
（ ｂ ） 該 宿 主 か ら 該 Ｎ Ｔ Ｐ を 単 離 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 Ｎ Ｔ Ｐ の 製 造 方 法 に 関 す る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 該 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 実 質 的 に 純 粋 な Ｎ Ｔ Ｐ に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ 核 酸 配 列 に は 相 補 的 で あ る が Ｐ Ｔ Ｐ 核 酸 配 列 に は 非 相 同 で あ る １
５ － ～ ３ ０ － マ ー の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ
び 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ 核 酸 配 列 に は 相 補 的 で あ る が Ｐ Ｔ Ｐ 核 酸 配 列 に は 非 相 同 で あ る 標
的 配 列 を 含 む リ ボ ザ イ ム 、 並 び に 該 リ ボ ザ イ ム お よ び 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 む 医
薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 許 容 し う る 担 体 ま た は 発 現 ベ ク タ ー に よ り Ｎ Ｔ Ｐ 分 子 の 脳 へ の 薬 物 送 達
（ 輸 送 ） を 行 う 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 種 々 の Ｎ Ｔ Ｐ 遺 伝 子 （ 核 酸 配 列 ） と 三 重 鎖 領 域 を 形 成 し 、 Ｐ Ｔ Ｐ 核 酸 配
列 に は 非 相 同 で あ る オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に 該 オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
お よ び 薬 理 学 的 に 許 容 し う る 担 体 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 型 の ニ ュ ー ロ ン 変 性 の 痴 呆 を 緩 和 ま た は 改 善 す る た め の
Ｎ Ｔ Ｐ 由 来 分 子 ま た は そ の 断 片 の 治 療 学 的 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 散 発 性 お よ び 家 族 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 識 別 診 断 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ 定 義 ）
　 以 下 の 記 載 に お い て 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に お い て 使 用 さ れ る 多 数 の 術 語 が 広 範 に 用 い ら
れ る 。 か か る 術 語 に よ っ て 与 え ら れ る 範 囲 を 含 め て 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 の 明 快 か つ
首 尾 一 貫 し た 理 解 を 得 る た め 、 以 下 に 定 義 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー
　 宿 主 細 胞 中 で 自 律 複 製 す る こ と が で き 、 １ ま た は 少 数 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 認 識 部
位 で あ っ て ベ ク タ ー の 必 須 の 生 物 学 的 機 能 を 失 う こ と な く 決 定 し う る 仕 方 で 切 断 さ れ る 部
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位 を 有 す る こ と を 特 徴 と し 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 複 製 お よ び ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 該 Ｄ Ｎ Ａ 断
片 を ス プ ラ イ シ ン グ す る 、 プ ラ ス ミ ド ま た は フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 他 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。 ク ロ
ー ニ ン グ ベ ク タ ー は ま た 、 該 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 細 胞 の 同 定
に 用 い る の に 適 し た マ ー カ ー を さ ら に 含 有 し て い て よ い 。 マ ー カ ー は 、 た と え ば 、 テ ト ラ
サ イ ク リ ン 耐 性 ま た は ア ン ピ リ シ ン 耐 性 を 付 与 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
発 現 ベ ク タ ー
　 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と 同 様 の ベ ク タ ー で あ る が 、 宿 主 に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し た 後 に 、
ク ロ ー ニ ン グ し た 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 し う る も の で あ る 。 ク ロ ー ニ ン グ す る 遺 伝 子 は 、 通
常 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 な ど の あ る 種 の 制 御 配 列 の 制 御 下 に 置 か れ る （ す な わ ち 、 機 能 的 に
連 結 ） 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 構 成 的 で あ っ て も 誘 導 的 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
実 質 的 に 純 粋
　 本 明 細 書 に お い て は 、 所 望 の 精 製 し た タ ン パ ク 質 が 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド － ド デ シ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム ゲ ル 電 気 泳 動 後 に 単 一 の バ ン ド に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 混 入 性 の 細 胞 成 分
（ 該 細 胞 成 分 は 、 天 然 で は 該 所 望 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て い る ） を 本 質 的 に 含 ま な い こ と
を 意 味 す る 。 混 入 性 の 細 胞 成 分 と し て は 、 タ ン パ ク 質 性 の 不 純 物 、 炭 水 化 物 性 の 不 純 物 、
ま た は 脂 質 性 の 不 純 物 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 ら れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 実 質 的 に 純 粋 」 な る 語 は 、 さ ら に 、 当 業 者 に よ っ て 用 い ら れ る １ ま た は ２ 以 上 の 純 度
ま た は 均 一 性 特 性 に よ っ て 均 一 で あ る 分 子 を 意 味 す る 。 た と え ば 、 実 質 的 に 純 粋 な Ｎ Ｔ Ｐ
は 以 下 の パ ラ メ ー タ に 関 し て 標 準 実 験 偏 差 内 で 一 定 か つ 再 現 性 の 特 性 を 示 す で あ ろ う ： 分
子 量 、 ク ロ マ ト グ ラ フ 移 動 、 ア ミ ノ 酸 組 成 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 ブ ロ ッ ク し た ま た は ブ ロ ッ ク
し て い な い Ｎ 末 端 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 溶 出 プ ロ フ ィ ル 、 生 物 学 的 活 性 、 お よ び 他 の パ ラ メ ー タ 。 し
か し な が ら 、 こ の 語 は 、 該 因 子 と 他 の 化 合 物 と の 人 為 的 ま た は 合 成 の 混 合 物 を 排 除 す る こ
と を 意 図 す る も の で は な い 。 加 え て 、 こ の 語 は 組 換 え 宿 主 か ら 単 離 し た Ｎ Ｔ Ｐ 融 合 タ ン パ
ク 質 を 排 除 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
組 換 え 宿 主
　 本 発 明 に よ れ ば 、 組 換 え 宿 主 と は 、 発 現 ベ ク タ ー ま た は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 上 の 所 望
の ク ロ ー ニ ン グ 遺 伝 子 を 含 有 す る 原 核 ま た は 真 核 細 胞 で あ る 。 こ の 語 は ま た 、 そ の 染 色 体
ま た は ゲ ノ ム 中 に 所 望 の 遺 伝 子 を 遺 伝 子 工 学 に よ り 組 み 込 ん だ 原 核 ま た は 真 核 細 胞 を も 包
含 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
組 換 え ベ ク タ ー
　 所 望 の ク ロ ー ニ ン グ 遺 伝 子 を 含 む ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ま た は 発 現 ベ ク タ ー 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
宿 主
　 複 製 し う る 発 現 ベ ク タ ー ま た は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー の 受 け 入 れ 側 で あ る 原 核 ま た は 真
核 細 胞 。 本 明 細 書 に お い て 用 い る 「 宿 主 」 な る 語 は ま た 、 よ く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て 所 望
の 遺 伝 子 を そ の 染 色 体 ま た は ゲ ノ ム 上 に 含 ま れ る よ う に 遺 伝 子 工 学 に よ り 組 み 込 む こ と の
で き る 原 核 ま た は 真 核 細 胞 を も 包 含 す る 。 そ の よ う な 宿 主 の 例 に つ い て は 、 サ ン ブ ル ッ ク
（ Ｓ ambrook） ら 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ Ｍ ole
cular Ｃ loning： Ａ  Ｌ aboratory Ｍ anual） 、 第 ２ 版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ ボ
ラ ト リ ー 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ９ ） を 参 照 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
プ ロ モ ー タ ー
　 開 始 コ ド ン の 近 位 に 位 置 し 、 遺 伝 子 の ５ ’ 領 域 と し て 一 般 に 記 載 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。 隣
接 す る 遺 伝 子 の 転 写 は プ ロ モ ー タ ー 領 域 で 開 始 さ れ る 。 プ ロ モ ー タ ー が 誘 導 性 プ ロ モ ー タ
ー で あ る 場 合 は 、 転 写 速 度 は 誘 導 因 子 に 応 答 し て 増 加 す る 。 対 照 的 に 、 プ ロ モ ー タ ー が 構
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成 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 場 合 は 、 転 写 速 度 は 誘 導 因 子 に よ っ て 制 御 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
遺 伝 子
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の 情 報 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
構 造 遺 伝 子
　 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） に 転 写 さ れ 、 つ い で こ れ が 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド に 特
徴 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 に 翻 訳 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 ／ ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ
　 真 核 生 物 で は ｍ Ｒ Ｎ Ａ は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ IIに よ っ て 転 写 さ れ る 。 し か し な が ら 、 特
定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る が 通 常 は 翻 訳 さ れ な い Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 転 写 さ れ る よ う
な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ II鋳 型 を 含 む 遺 伝 子 を 構 築 す る こ と が で き る こ と も 知 ら れ て い る 。
そ の よ う な 遺 伝 子 構 築 物 を 本 明 細 書 で は 「 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 」 と 称 し 、 そ の よ う
な Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 「 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 」 と 称 す る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ は 、 該 ア ン チ セ
ン ス Ｒ Ｎ Ａ 配 列 中 に 翻 訳 停 止 コ ド ン が 存 在 す る た め に 通 常 は 翻 訳 さ れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
　 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は
Ｒ Ｎ Ａ 分 子 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 特 定 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 の 相 補 的 な 配 列 に 結 合
し 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 抑 制 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
ア ン チ セ ン ス 療 法
　 対 応 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 抑 制 す る た め に 、 患 者 に ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 投
与 す る 治 療 方 法 。
【 ０ ０ ６ １ 】
相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ）
　 「 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ 」 ま た は 「 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 」 遺 伝 子 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 逆 転 写 に よ っ て 合 成 さ れ 、
ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 介 在 配 列 （ イ ン ト ロ ン ） が 除 か れ た 組 換 え 遺 伝 子 を い う 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
発 現
　 発 現 と は 、 構 造 遺 伝 子 か ら ポ リ ペ プ チ ド が 製 造 さ れ る プ ロ セ ス で あ る 。 こ の プ ロ セ ス に
は 、 該 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 転 写 お よ び 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
相 同 ／ 非 相 同
　 ２ つ の 核 酸 分 子 が 、 Ｈ Ａ Ｓ Ｈ － コ ー ド ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に （ ウ イ ル
バ ー （ Ｗ ilber,Ｗ .Ｊ .） お よ び リ ッ プ マ ン （ Ｌ ipman,Ｄ .Ｊ .） 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci
.８ ０ ： ７ ２ ６ ～ ７ ３ ０ （ １ ９ ８ ３ ） ） 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ５ ０ ％ を 越 え る 類 似 性 を 有
す る 場 合 に は こ れ ら 核 酸 分 子 は 「 相 同 」 で あ る と い う 。 ２ つ の 核 酸 分 子 が ５ ０ ％ 未 満 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 類 似 性 を 有 す る 場 合 に は 「 非 相 同 」 で あ る と い う 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
リ ボ ザ イ ム
　 リ ボ ザ イ ム は 、 触 媒 中 心 を 含 む Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 こ の 語 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 酵 素 、 自 己 ス プ ラ
イ シ ン グ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 自 己 開 裂 Ｒ Ｎ Ａ を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
リ ボ ザ イ ム 療 法
　 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 抑 制 す る た め に 患 者 に リ ボ ザ イ ム を 投 与 す る 治 療 方 法 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
断 片
　 Ｎ Ｔ Ｐ な ど の 分 子 の 「 断 片 」 と は 、 該 分 子 の ポ リ ペ プ チ ド 部 分 集 合 を い う 。
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【 ０ ０ ６ ７ 】
機 能 性 誘 導 体
　 「 機 能 性 誘 導 体 」 な る 語 は 、 該 分 子 の 「 変 異 体 」 、 「 類 似 体 」 ま た は 「 化 学 的 誘 導 体 」
を 包 含 す る 。 Ｎ Ｔ Ｐ な ど の 分 子 の 「 変 異 体 」 と は 、 分 子 の 全 体 か ま た は そ の 断 片 の い ず れ
か と 実 質 的 に 類 似 の 天 然 分 子 を い う 。 Ｎ Ｔ Ｐ な ど の 分 子 の 「 類 似 体 」 と は 、 分 子 の 全 体 ま
た は そ の 断 片 と 実 質 的 に 類 似 の 非 天 然 分 子 を い う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 あ る 分 子 と 他 の 分 子 と が 実 質 的 に 同 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 同 様 の 生 物 学 的 活 性 を
有 す る 場 合 に 、 こ れ ら 両 分 子 は 「 実 質 的 に 類 似 」 で あ る と い わ れ る 。 そ れ ゆ え 、 こ れ ら 分
子 が 同 様 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る こ と を 条 件 と し て 、 た と え こ れ ら 分 子 の 一 方 が 他 方 に は
な い ア ミ ノ 酸 を さ ら に 含 ん で い て も 、 あ る い は ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 が 同 一 で は な い と し て
も 、 こ れ ら 両 分 子 は 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 意 味 に お い て 変 異 体 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 あ る 分 子 が 他 の 分 子 の 一 部 と し て 通 常 含 ま れ な い 化 学 残 基 を さ ら に
有 す る 場 合 に 、 該 分 子 は 該 他 の 分 子 の 「 化 学 的 誘 導 体 」 で あ る と い わ れ る 。 そ の よ う な 残
基 は 、 分 子 の 溶 解 度 、 吸 収 、 生 物 学 的 半 減 期 な ど を 改 善 す る 。 こ れ ら 残 基 は ま た 、 該 分 子
の 毒 性 を 減 少 さ せ 、 該 分 子 の 望 ま し く な い 副 作 用 を 除 去 ま た は 弱 め る 。 そ の よ う な 効 果 を
媒 体 す る 残 基 の 例 は 、 レ ミ ン グ ト ン ズ ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ・ サ イ エ ン ス ィ ズ （ Ｒ em
ington's Ｐ harmaceutical Ｓ ciences） （ １ ９ ８ ０ ） に 開 示 さ れ て お り 、 当 業 者 に は 明 ら
か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
Ｎ Ｔ Ｐ
　 「 Ｎ Ｔ Ｐ 」 な る 語 は 、 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を い う 。 Ｎ Ｔ Ｐ フ ァ ミ リ ー に は
、 本 明 細 書 に お い て 記 載 す る よ う に 、 約 ８ ｋ Ｄ ａ 、 １ ４ ｋ Ｄ ａ 、 １ ７ ｋ Ｄ ａ 、 ２ １ ｋ Ｄ ａ
、 ２ ６ ｋ Ｄ ａ お よ び ４ ２ ｋ Ｄ ａ の 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
イ ム ノ － 複 製 連 鎖 反 応
　 特 異 的 抗 体 － Ｄ Ｎ Ａ 結 合 体 を 用 い て 抗 原 を 検 出 す る 方 法 。 こ の 方 法 に よ れ ば 、 Ｄ Ｎ Ａ と
抗 体 と に 対 し て ２ 特 異 的 な 結 合 親 和 性 を 有 す る リ ン カ ー 分 子 を 用 い 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 抗 原 －
抗 体 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 さ せ る 。 そ の 結 果 、 特 異 的 な 抗 原 － 抗 体 － Ｄ Ｎ Ａ 結 合 体 が 生 成
す る 。 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ は 、 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 複 製 連 鎖 反 応 （
Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 増 幅 す る こ と が で き る 。 特 異 的 な Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 存 在 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が 抗 原 －
抗 体 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 し た こ と を 示 し 、 そ れ ゆ え 抗 原 の 存 在 を 示 し て い る （ サ ノ （ Ｓ
ano） ら 、 Ｓ cience２ ５ ８ ： １ ２ ０ ～ １ ２ ２ （ １ ９ ９ ２ ） ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 た と え ば 、 上 記 サ ノ ら は 、 ビ オ チ ン お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ に 対 し て 特 異 的 結 合 親 和 性
を 有 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － プ ロ テ イ ン Ａ キ メ ラ を 構 築 し た 。 こ の キ メ ラ （ す な わ ち 、
「 リ ン カ ー 分 子 」 ） を 用 い 、 ビ オ チ ン 化 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ エ ル
上 に 固 定 化 し た 抗 原 － モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 さ せ た 。 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ
の 部 分 を 引 き 続 き Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 発 明 は 、 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｔ Ｐ ） 、 Ｎ Ｔ Ｐ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ア ン チ セ ン ス ｍ
Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 、 該 遺 伝 子 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 該 発 現 ベ ク タ ー で ト
ラ ン ス フ ォ ー ム し た 組 換 え 宿 主 、 お よ び そ の よ う な ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 組 換 え 宿 主 の
発 現 に よ っ て 産 生 さ れ た Ｎ Ｔ Ｐ お よ び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ に 関 す る 。 こ の 発 明 は さ ら に 、
Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム 、 お よ び Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム お よ び Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を コ ー ド す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 関 す る 。 こ の 発 明 は さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ に 対 し て 向 け ら れ
た 抗 体 、 並 び に 生 物 学 的 試 料 中 の Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 を 検 出 す る た め の Ｎ Ｔ Ｐ 抗 体 お よ び Ｎ Ｔ Ｐ
核 酸 配 列 の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子 療 法 に お け る Ｎ Ｔ Ｐ コ ー ド 配 列 の 使 用
に 関 す る 。
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【 ０ ０ ７ ４ 】
Ｉ ． 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 単 離
　 Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 種 々 の 採 取 源 か ら 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら 採 取 源
と し て は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び そ の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 方 法 に よ り （ た と え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク ら 、 モ レ キ ュ ラ ー ・
ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル 、 第 ２ 版 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー ラ
ボ ラ ト リ ー 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ９ ） 参 照 ） 、 ヒ ト Ｎ Ｔ
Ｐ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を あ ら ゆ る ヒ ト 細 胞 ま た は 組 織 か ら 抽 出 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。 本
発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 天 然 の イ ン ト ロ ン を 含 ん で い て も よ い し 含 ん で い な く て も
よ い 。 さ ら に 、 そ の よ う な ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ Ｔ Ｐ 遺 伝 子 配 列 の ５ ’ プ ロ モ ー タ ー 領 域 お
よ び ／ ま た は ３ ’ 翻 訳 終 止 領 域 が 結 合 し た 状 態 で 得 て も よ い 。 さ ら に 、 そ の よ う な ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ Ｔ Ｐ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ 非 翻 訳 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び ／ ま た は ３
’ 非 翻 訳 領 域 を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 が 結 合 し た 状 態 で 得 て も よ い 。 宿 主 細 胞 が ｍ Ｒ Ｎ Ａ
お よ び タ ン パ ク 質 の 発 現 に 付 随 し て 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 認 識 す る こ と
が で き る 程 度 に て 、 該 天 然 遺 伝 子 の ５ ’ お よ び ／ ま た は ３ ’ 非 転 写 領 域 、 お よ び ／ ま た は
該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ お よ び ／ ま た は ３ ’ 非 翻 訳 領 域 が 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 の た め に 保 持 さ れ
用 い ら れ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 別 法 と し て 、 Ｎ Ｔ Ｐ を 発 現 す る 細 胞 か ら Ｎ Ｔ Ｐ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 当 該 技 術 分 野 で よ
く 知 ら れ た 手 段 に よ り （ た と え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク ら の 上 記 文 献 参 照 ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 製 造 す る
の に 用 い る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 調 製 物 は 、 天 然 の ま ま 大 量 の Ｎ Ｔ Ｐ を 産 生 す る 細 胞 か
ら 単 離 す る こ と に よ り 、 ま た は イ ン ビ ト ロ で シ ョ 糖 密 度 遠 心 分 離 な ど の よ う な 特 定 の 配 列
に つ い て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 調 製 物 を 富 ま せ る た め に 通 常 用 い る 技 術 に よ り 、 ま た は そ の 両 者 に よ り
、 Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 富 ん で い る の が 好 ま し い 。 Ｎ Ｔ Ｐ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 哺 乳 動
物 の ニ ュ ー ロ ン 組 織 か ら 、 ま た は 該 組 織 に 由 来 す る 細 胞 株 か ら 得 る こ と が で で き る 。 ヒ ト
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 １ ７ ～ １ ８ 週 の 胎 児 脳 、 ２ 歳 の 側 頭 葉 新 皮 質 、 末 期 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の 大 脳 皮 質 、 ま た は ヒ ト ニ ュ ー ロ ン 組 織 由 来 の 細 胞 株 か ら 構 築 す る 。 そ の よ う な 細
胞 株 と し て は 、 中 枢 神 経 系 初 期 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 細 胞 （ 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ ま
た は Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ な ど ） 、 神 経 芽 腫 細 胞 （ 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ な ど ） 、 ま た
は 神 経 膠 腫 細 胞 （ Ａ １ ７ ２ ： Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ １ ６ ２ ０ な ど ） が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に
限 ら れ る も の で は な い 。 別 法 と し て 、 ラ ッ ト 神 経 膠 腫 細 胞 、 た と え ば Ｃ ６ ラ ッ ト 神 経 膠 腫
細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ １ ０ ７ ） か ら 単 離 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら ラ ッ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー
を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る に は 、 適 当 な Ｄ Ｎ Ａ 調 製 物 （ ゲ ノ ム 由 来 か ま た は ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ） を そ れ ぞ れ ラ ン ダ ム に 切 断 ま た は 酵 素 に よ り 開 裂 し 、 適 当 な ベ ク タ ー 中 に ラ イ ゲ ー ト
し て 組 換 え 遺 伝 子 （ ゲ ノ ム 由 来 か ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 さ せ る 。 Ｎ Ｔ Ｐ を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め の 平 滑 末 端 ま た は 付 着 末 端 、 適 当 な 末 端
を 提 供 す る た め の 制 限 酵 素 消 化 、 付 着 末 端 の 適 当 な 充 填 、 望 ま な い 結 合 を 回 避 す る た め の
ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 お よ び 適 当 な リ ガ ー ゼ を 用 い た ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 含 む 、
常 法 に 従 っ て ベ ク タ ー 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 操 作 技 術 は サ ン ブ ル ッ ク ら
の 上 記 文 献 に 開 示 さ れ て お り 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ ク ロ ー ン を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び Ｎ Ｔ Ｐ ク ロ ー ン の 同 定
は 、 た と え ば 、 （ １ ） 該 タ ン パ ク 質 の Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 な 配 列 を 有 す る 適 当 な 核 酸 プ ロ ー ブ
を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る 、 ま た は （ ２ ） 天 然 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 当 該 ク ロ ー ン に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 イ ン ビ ト ロ で 翻 訳 さ れ 、 つ い で 翻 訳 産 物 を さ ら に 特 徴 付 け る 、 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン － 選 択 し た 翻 訳 分 析 に よ る 、 ま た は （ ３ ） ク ロ ー ニ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列
自 体 が ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 し う る 場 合 に は 、 該 ク ロ ー ン を 含 有 す る 宿 主 に よ っ て 産 生 さ れ た 翻
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訳 Ｎ Ｔ Ｐ 産 物 の 免 疫 沈 降 に よ る 、 な ど の Ｎ Ｔ Ｐ  Ｄ Ｎ Ａ を 特 異 的 に 選 択 す る 手 段 に よ っ て
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ の ク ロ ー ン を 同 定 す る の に 用 い る こ と の で き る Ｎ Ｔ Ｐ に 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ロ ー ブ は 、 対 応 Ｎ Ｔ Ｐ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は Ｐ Ｔ Ｐ の 相 同 領 域 に 関 す る 知 見 か ら 設
計 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は ま た 、 Ｐ Ｔ Ｐ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に 関 す る 知 見 か ら 設 計 す る こ と が で き る （ ド ・ ラ ・ モ ン ト ら 、 Ｊ .Ｃ lin.Ｉ nve
st.８ ６ ： １ ０ ０ ４ ～ １ ０ １ ３ （ １ ９ ９ ０ ） ） 。
　 Ｎ Ｔ Ｐ 遺 伝 子 の 断 片 を コ ー ド し う る 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の セ ッ ト （ ま た は か か る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ ッ ト に 相 補
的 な も の ） は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 方 法 （ た と え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク ら の 上 記 文 献
参 照 ） に よ り 合 成 す る こ と が で き る 。 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ン 同 定 の
技 術 は サ ン ブ ル ッ ク ら の 上 記 文 献 に 開 示 さ れ て い る 。 つ い で 、 そ の よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を し う る と 認 め ら れ た 上 記 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 成 員 を 分 析 し 、 こ れ ら 成 員 に 含
ま れ る Ｎ Ｔ Ｐ コ ー ド 配 列 の 程 度 お よ び 性 質 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 所 望 の Ｎ Ｔ Ｐ コ ー ド 配 列 の 検 出 を 容 易 に す る た め 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 検 出 可 能 な 基
で 標 識 す る 。 そ の よ う な 検 出 可 能 な 基 は 、 検 出 可 能 な 物 理 的 ま た は 化 学 的 特 性 を 有 す る も
の で あ れ ば い か な る 物 質 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 物 質 は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 分 野 で よ く 開 発 さ れ て お り 、 一 般 に そ の よ う な 方 法 に 用 い る ほ と ん ど の 標 識 を 本 発 明 に
お い て 用 い る こ と が で き る 。 特 に 有 用 な も の は 、 3 2 Ｐ 、 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 、 1 2 5 Ｉ な ど の 放 射 性 標
識 で あ る 。 適 切 な シ グ ナ ル を 与 え 、 充 分 な 半 減 期 を 有 す る も の で あ れ ば い か な る 放 射 性 標
識 も 用 い る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ た 他 の 方 法 の な
か で も と り わ け 、 た と え ば 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に よ り 、 Ｔ ４ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
置 換 合 成 に よ り 、 ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ に よ り 標 識 す る こ と が で き る （ サ ン ブ ル ッ
ク ら の 上 記 文 献 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 別 法 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 、 ビ オ チ ン 、 酵 素 ま た は 蛍 光 基 な ど の 非 放 射 性 の マ ー カ
ー で 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ク ロ ー ニ ン グ す る 別 の 方 法 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に
３ ’ － お よ び ５ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 法 を 用 い 、 細 胞 株 お よ び 脳 組 織 か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 直 接 ク ロ ー ニ
ン グ す る こ と に よ り Ｎ Ｔ Ｐ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。 ヒ ト 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 細 胞 株
ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 組 織 を ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 採 取 源 と し て 用 い る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
II． Ｎ Ｔ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現
　 そ れ ゆ え 、 上 記 方 法 は 、 Ｎ Ｔ Ｐ ま た は そ の 断 片 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 同 定 す る こ と
が で き る 。 そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を さ ら に 特 徴 付 け る た め 、 お よ び 組 換 え タ ン パ ク 質 を 製
造 す る た め 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る の が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ を 発 現 す る に は 、 適 当 な 宿 主 に よ っ て 認 識 さ れ う る 転 写 お よ び 翻 訳 シ グ ナ ル が 必
要 で あ る 。 上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た ク ロ ー ニ ン グ し た Ｎ Ｔ Ｐ  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 好 ま し く は 二
本 鎖 の 形 態 ） を 発 現 ベ ク タ ー 中 で の 転 写 発 現 を 制 御 す る 配 列 に 「 機 能 的 に 連 結 」 し 、 原 核
も し く は 真 核 の 宿 主 細 胞 中 に 導 入 し て 組 換 え Ｎ Ｔ Ｐ を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 該 Ｎ Ｔ Ｐ
コ ー ド 配 列 の い ず れ の 鎖 が 転 写 発 現 を 制 御 す る 配 列 に 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る か に よ り 、
Ｎ Ｔ Ｐ の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 異 な る 宿 主 中 で の Ｎ Ｔ Ｐ の 発 現 は 異 な る 翻 訳 後 修 飾 と い う 結 果 と な り 、 こ の こ と に よ っ
て Ｎ Ｔ Ｐ の 特 性 が 変 化 し う る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 真 核 細 胞 、 と り わ け 哺 乳 動 物 、 昆
虫 、 お よ び 酵 母 細 胞 中 で の Ｎ Ｔ Ｐ の 発 現 を 包 含 す る 。 特 に 好 ま し い 真 核 細 胞 宿 主 は 哺 乳 動
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物 細 胞 で あ る 。 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 折 り 畳 み お よ び ／ ま た は リ ン 酸 化 を 含 む 翻 訳 後 修 飾 を 組
換 え Ｎ Ｔ Ｐ に 与 え る 。 最 も 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 ヒ ト 中 枢 神 経 系 の 初 期 神 経 外 胚
葉 性 腫 瘍 細 胞 、 ヒ ト 神 経 芽 腫 細 胞 、 ヒ ト 神 経 膠 腫 細 胞 、 ま た は ラ ッ ト 神 経 膠 腫 細 胞 を 包 含
す る 。 特 に 好 ま し い 初 期 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 細 胞 と し て は Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ お よ び Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ が 挙
げ ら れ 、 特 に 好 ま し い ヒ ト 神 経 芽 腫 細 胞 と し て は Ｈ ｇ １ ６ お よ び Ｈ ｇ １ ７ が 挙 げ ら れ 、 特
に 好 ま し い ヒ ト 神 経 膠 腫 細 胞 と し て は Ａ １ ７ ２ が 挙 げ ら れ 、 特 に 好 ま し い ラ ッ ト 神 経 膠 腫
細 胞 と し て は Ｃ ６ が 挙 げ ら れ る （ 実 施 例 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 別 法 と し て 、 Ｎ Ｔ Ｐ は 原 核 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ る こ と も で き る 。 組 換 え Ｎ Ｔ Ｐ は 、 本
明 細 書 に 記 載 す る よ う に 、 か か る 細 胞 に よ っ て 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る の が 好 ま
し い 。 特 に 好 ま し い 原 核 宿 主 は 大 腸 菌 で あ る 。 好 ま し い 大 腸 菌 株 と し て は 、 Ｙ １ ０ ８ ８ 、
Ｙ １ ０ ８ ９ 、 Ｃ Ｓ Ｈ １ ８ 、 Ｅ Ｒ １ ４ ５ １ 、 お よ び Ｅ Ｒ １ ６ ４ ７ が 挙 げ ら れ る （ た と え ば 、
モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー ・ ラ ブ フ ァ ッ ク ス （ Ｍ olecular Ｂ iology Ｌ abＦ ax） 、 ブ ラ
ウ ン （ Ｂ rown,Ｔ .Ａ .） 編 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ９ １ ） 参 照 ） 。 他
の 好 ま し い 宿 主 は バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス （ Ｂ acillus subtilus） で あ り 、 Ｂ Ｒ １ ５ １ 、 Ｙ Ｂ
８ ８ ６ 、 Ｍ Ｉ １ １ ９ 、 Ｍ Ｉ １ ２ ０ 、 お よ び Ｂ １ ７ ０ な ど の 株 を 含 む （ た と え ば 、 ハ ー デ ィ
ー （ Ｈ ardy） 、 Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ： ア ・ プ ラ ク テ ィ カ ル ・ ア プ ロ ー チ （ Ｄ Ｎ Ａ  Ｃ lonin
g： Ａ  Ｐ ractical Ａ pproach） 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 ワ シ ン ト ン 、 Ｄ Ｃ （ １ ９ ８ ５ ） 中 の 「 バ
シ ラ ス ・ ク ロ ー ニ ン グ ・ メ ソ ッ ズ （ Ｂ acillus Ｃ loning Ｍ ethods） 」 を 参 照 ） 。
　 Ｄ Ｎ Ａ な ど の 核 酸 分 子 は 、 そ れ が 発 現 制 御 配 列 を 含 み 、 該 配 列 が 転 写 制 御 情 報 を 含 み 、
そ し て 該 配 列 が タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 「 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る 」
場 合 に ポ リ ペ プ チ ド を 「 発 現 し う る 」 と い う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 あ る 核 酸 分 子 の ２ つ の 配 列 は 、 両 配 列 が 同 じ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 に 転 写 さ れ る か 、 ま た は 一 方
の 配 列 で 開 始 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 転 写 が 第 二 の 配 列 に 伸 長 し て い く か の い ず れ か の 仕 方 で 互 い に
連 結 し て い る 場 合 に 、 機 能 的 に 連 結 し て い る と い う こ と が で き る 。 そ れ ゆ え 、 プ ロ モ ー タ
ー 配 列 お よ び 他 の 「 第 二 の 」 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 な ど の ２ つ の 配 列 は 、 該 プ ロ モ ー タ
ー 配 列 で 開 始 さ れ た 転 写 が 該 機 能 的 に 連 結 さ れ た 第 二 の 配 列 の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 生 成 す る 場
合 に 、 機 能 的 に 連 結 し て い る と い う 。 機 能 的 に 連 結 し て い る た め に は 、 ２ つ の 配 列 は 互 い
に 密 に 隣 接 し て い る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 原 核 細 胞 の も の 、 真 核 細 胞 の も の 、 ま た は ウ イ ル ス の も
の で あ っ て よ い 。 適 当 な プ ロ モ ー タ ー は 、 抑 制 性 、 構 成 的 、 ま た は 誘 導 性 の も の で あ る 。
適 当 な 原 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 Ｔ ４ ポ リ メ ラ ー ゼ を 認 識 し う る プ ロ モ ー タ ー （ マ
リ ク （ Ｍ alik） ら 、 Ｊ .Ｂ iol.Ｃ hem.２ ６ ３ ： １ １ ７ ４ ～ １ １ ８ １ （ １ ９ ８ ４ ） ； ロ ー ゼ
ン バ ー グ （ Ｒ osenberg） ら 、 Ｇ ene５ ９ ： １ ９ １ ～ ２ ０ ０ （ １ ９ ８ ７ ） ； シ ネ ド リ ン グ （
Ｓ hinedling） ら 、 Ｊ .Ｍ olec.Ｂ iol.１ ９ ５ ： ４ ７ １ ～ ４ ８ ０ （ １ ９ ８ ７ ） ； ヒ ュ ー （ Ｈ u
） ら 、 Ｇ ene４ ２ ： ２ １ ～ ３ ０ （ １ ９ ８ ６ ） ） ； Ｔ ３ 、 Ｓ ｐ ６ お よ び Ｔ ７ を 認 識 し 得 る プ
ロ モ ー タ ー （ チ ャ ン バ ー リ ン （ Ｃ hamberlin） ら 、 Ｎ ature２ ２ ８ ： ２ ２ ７ ～ ２ ３ １ （ １ ９
７ ０ ） ； ベ イ リ ー （ Ｂ ailey） ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.（ Ｕ Ｓ Ａ ） ８ ０ ： ２ ８ １ ４ ～
２ ８ １ ８ （ １ ９ ８ ３ ） ； ダ バ ン ル ー （ Ｄ avanloo） ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.（ Ｕ Ｓ Ａ
） ８ １ ： ２ ０ ３ ５ ～ ２ ０ ３ ９ （ １ ９ ８ ４ ） ） ； バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ ム ダ の Ｐ R お よ び Ｐ L

プ ロ モ ー タ ー （ ザ ・ バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ・ ラ ム ダ （ Ｔ he Ｂ acteriophage Ｌ amda） 、 ハ ー
シ ー （ Ｈ ershey,Ａ .Ｄ .） 編 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー プ レ ス 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ
ハ ー バ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ７ ３ ） ； ラ ム ダ II（ Ｌ amda II） 、 ヘ ン ド リ ッ ク ス （ Ｈ end
rix,Ｒ .Ｗ .） 編 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー プ レ ス 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 、 ニ
ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ０ ） ） ； 大 腸 菌 の ｔ ｒ ｐ 、 ｒ ｅ ｃ Ａ 、 熱 シ ョ ッ ク 、 お よ び Ｌ ａ ｃ Ｚ プ
ロ モ ー タ ー ； バ シ ラ ス ・ サ チ リ ス の α － ア ミ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー （ ウ ル マ ネ ン （ Ｕ lmanen
） ら 、 Ｊ .Ｂ acteriol.１ ６ ２ ： １ ７ ６ ～ １ ８ ２ （ １ ９ ８ ５ ） ） お よ び デ ル タ － ２ ８ － 特 異
的 プ ロ モ ー タ ー （ ギ ル マ ン （ Ｇ ilman） ら 、 Ｇ ene３ ２ ： １ １ ～ ２ ０ （ １ ９ ８ ４ ） ） ； バ シ
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ラ ス の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の プ ロ モ ー タ ー （ グ リ ク ザ ン （ Ｇ ryczan） 、 ザ ・ モ レ キ ュ ラ ー
・ バ イ オ ロ ジ ー ・ オ ブ ・ ザ ・ バ シ ラ イ （ Ｔ he Ｍ olecular Ｂ iology of the Ｂ acilli） 、
ア カ デ ミ ッ ク ・ プ レ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ２ ） ） ； ス ト レ プ ト マ イ セ ス （ Ｓ treptomy
ces） の プ ロ モ ー タ ー （ ウ ォ ー ド （ Ｗ ard） ら 、 Ｍ ol.Ｇ en.Ｇ enet.２ ０ ３ ： ４ ６ ８ ～ ４ ７
８ （ １ ９ ８ ６ ） ） ； バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ ム ダ の ｉ ｎ ｔ プ ロ モ ー タ ー ； ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ の β
－ ラ ク タ マ ー ゼ 遺 伝 子 の ｂ ｌ ａ プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ５ の ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の Ｃ Ａ Ｔ プ ロ モ ー タ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。 原 核 細 胞
の プ ロ モ ー タ ー に つ い て は 、 グ リ ッ ク （ Ｇ lick） 、 Ｊ .Ｉ nd.Ｍ icrobiol.１ ： ２ ７ ７ ～ ２
８ ２ （ １ ９ ８ ７ ） ； セ ナ チ エ ン ポ （ Ｃ enatiempo） 、 Ｂ iochimie６ ８ ： ５ ０ ５ ～ ５ １ ６ （
１ ９ ８ ６ ） ； ワ ト ソ ン （ Ｗ atson） ら 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー ・ オ ブ ・ ザ ・ ジ ー ン
（ Ｍ olecular Ｂ iology of the Ｇ ene） 、 第 ４ 版 、 ベ ン ジ ャ ミ ン ・ カ ミ ン ズ 、 メ ン ロ パ ー
ク 、 カ リ フ ォ ル ニ ア （ １ ９ ８ ７ ） ； ゴ ッ テ ス マ ン （ Ｇ ottesman） 、 Ａ nn.Ｒ ev.Ｇ enet.１
８ ： ４ １ ５ ～ ４ ４ ２ （ １ ９ ８ ４ ） ； お よ び サ ン ブ ル ッ ク ら の 上 記 文 献 に 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 好 ま し い 真 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 マ ウ ス メ タ ロ チ オ ネ イ ン Ｉ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー
タ ー （ ハ マ ー （ Ｈ amer） ら 、 Ｊ .Ｍ ol.Ａ ppl.Ｇ en.１ ： ２ ７ ３ ～ ２ ８ ８ （ １ ９ ８ ２ ） ） ；
ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の Ｔ Ｋ プ ロ モ ー タ ー （ マ ッ ク ナ イ ト （ Ｍ cＫ night） 、 Ｃ ell３ １ ： ３ ５
５ ～ ３ ６ ５ （ １ ９ ８ ２ ） ） ； Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー （ ベ ノ イ ス ト （ Ｂ enoist） ら 、 Ｎ
ature（ ロ ン ド ン ） ２ ９ ０ ： ３ ０ ４ ～ ３ １ ０ （ １ ９ ８ １ ） ） ； お よ び 酵 母 ｇ ａ ｌ ４ 遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー （ ジ ョ ン ス ト ン （ Ｊ ohnston） ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.（ Ｕ Ｓ Ａ ） ７ ９
： ６ ９ ７ １ ～ ６ ９ ７ ５ （ １ ９ ８ ５ ） ； シ ル バ ー （ Ｓ ilver） ら 、 Ｐ roc.Ｎ atl.Ａ cad.Ｓ ci.
（ Ｕ Ｓ Ａ ） ８ １ ： ５ ９ ５ １ ～ ５ ９ ５ ５ （ １ ９ ８ ４ ） ） が 挙 げ ら れ る 。 上 記 文 献 を す べ て 参
照 の た め 本 明 細 書 に 引 用 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 強 力 な プ ロ モ ー タ ー は 、 本 発 明 の 最 も 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 そ の よ う な 好 ま し
い プ ロ モ ー タ ー の 例 は 、 Ｔ ３ 、 Ｓ Ｐ ６ お よ び Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 認 識 す る も
の ； バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ラ ム ダ の Ｐ L プ ロ モ ー タ ー ； ｒ ｅ ｃ Ａ プ ロ モ ー タ ー お よ び マ ウ ス
メ タ ロ チ オ ネ イ ン Ｉ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 原 核 細 胞 中 で 発 現 さ せ る の に 最 も 好 ま
し い プ ロ モ ー タ ー は 、 Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー を 認 識 し う る も の で あ る 。 そ の よ う
な ポ リ メ ラ ー ゼ 認 識 配 列 の 配 列 は 、 ワ ト ソ ン ら 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー ・ オ ブ ・ ザ
・ ジ ー ン 、 第 ４ 版 、 ベ ン ジ ャ ミ ン ・ カ ミ ン ズ 、 メ ン ロ パ ー ク 、 カ リ フ ォ ル ニ ア （ １ ９ ８ ７
） に 開 示 さ れ て い る 。 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 発 現 さ せ る の に 最 も 好 ま し い プ ロ モ ー タ ー は 、 Ｓ
Ｖ ４ ０ で あ る （ ゴ ー マ ン （ Ｇ orman） ら 、 Ｄ Ｎ Ａ  Ｃ loning： Ａ  Ｐ ractical Ａ pproach、 I
I巻 、 Ｉ Ｒ Ｌ プ レ ス 、 ワ シ ン ト ン 、 Ｄ Ｃ 、 １ ４ ３ ～ １ ９ ０ 頁 （ １ ９ ８ ５ ） 中 の 「 ハ イ ・ エ
フ ィ シ ャ ン シ ー ・ ジ ー ン ・ ト ラ ン ス フ ァ ー ・ イ ン ト ゥ ・ マ マ リ ア ン ・ セ ル ズ （ Ｈ igh Ｅ ff
iciency Ｇ ene Ｔ ransfer into Ｍ ammalian cells） 」 ） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
III． Ｎ Ｔ Ｐ の 検 出 方 法
　 こ の 発 明 は 、 Ｎ Ｔ Ｐ 遺 伝 子 ま た は 転 写 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は Ｎ
Ｔ Ｐ に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 、 ヒ ト 個 体 に お け る 神 経 学 的 疾 患 の 検 出 方 法 に 関 す る 。 「 神
経 学 的 疾 患 」 と は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ Ｄ ） 、 ま た は ア ル ツ ハ イ マ ー 型 の 病 因 変 化 を 有
す る 他 の 神 経 変 性 疾 患 （ た と え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 型 の 神 経 変 性 を 伴 う パ ー キ ン ソ ン 病
） 、 並 び に 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 、 悪 性 星 状 細 胞 腫 、 お よ び 膠 芽 細 胞 腫 を 意 味 す る 。 「 ヒ ト 個
体 」 と は 、 あ ら ゆ る ヒ ト 、 ま た は 出 生 前 の ヒ ト 胚 も し く は 胎 児 な ど の 発 達 形 態 を 意 味 す る
。 本 発 明 の 診 断 方 法 は 、 神 経 組 織 の 侵 入 性 の 除 去 を 必 要 と し な い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 光 学 も し く は 電 子 顕 微 鏡 に よ る 組 織 学 、 造 影 、 放 射 性 も し く は 酵 素 ベ
ー ス の ア ッ セ イ な ど を 用 い て 細 胞 中 ま た は ヒ ト 個 体 の 生 物 学 的 流 体 中 の Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 を 検
出 す る た め の 、 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ の 両 ア ッ セ イ
に 関 す る 。
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【 ０ ０ ９ ３ 】
ａ ． 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 用 い て Ｎ Ｔ Ｐ に つ い て 組 織 試 料 を 試 験 す る に 際
し て 、 Ｒ Ｎ Ａ の 組 織 か ら の 単 離 は 、 ク リ オ ス タ ッ ト 上 で 切 片 化 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ な ど の 界 面 活 性
剤 お よ び Ｅ Ｄ Ｔ Ａ な ど の キ レ ー ト 化 剤 を 用 い て 該 切 片 を 溶 解 し 、 場 合 に よ り プ ロ テ イ ナ ー
ゼ Ｋ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） で 一 夜 消 化 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 そ の よ う な 組 織 は
、 剖 検 お よ び 生 検 に よ り 得 る こ と が で き る 。 好 ま し い 組 織 量 は 、 １ ～ １ ０ ｍ ｇ の 範 囲 で あ
る 。 タ ン パ ク 質 を フ ェ ノ ー ル お よ び ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 に よ り 取 り 除 き 、 核 酸 を エ タ ノ ー ル
で 沈 殿 さ せ る 。 オ リ ゴ ｄ Ｔ カ ラ ム 上 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 そ こ か ら 溶 出 す る こ
と に よ っ て Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 す る 。 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 に 従 い 、 さ ら に 分 画 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 モ レ キ ュ ラ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 多 く の 技 術 が 、 組 織 中 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ
Ｎ Ａ 配 列 の 検 出 の た め に 用 い ら れ る 。 こ れ ら 技 術 は 、 そ れ ぞ れ 利 点 お よ び 欠 点 を 有 す る 。
多 量 の 組 織 が 利 用 で き る 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 動 力 学 の 分 析 に よ り 、 存 在 す
る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 正 確 に 定 量 し 、 並 び に プ ロ ー ブ と 同 一 で は な い が 密 接 に 関 連
し た 配 列 を 識 別 し 、 相 同 性 の パ ー セ ン ト を 決 定 す る 機 会 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 反 応 は 、 プ ロ ー ブ の 再 会 合 の 速 度 が 最 適 と な る よ う な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 （
温 度 は ２ ５ ℃ ） で 行 う （ ウ エ ッ ト マ ー （ Ｗ etmur） ら 、 Ｊ .Ｍ ol.Ｂ iol.３ １ ： ３ ４ ９ ～ ３
７ ０ （ １ ９ ６ ８ ） ） 。 反 応 の 動 力 学 は 、 組 織 中 の 配 列 が プ ロ ー ブ の 配 列 と 同 一 で あ る 場 合
に は 二 次 反 応 で あ る 。 し か し な が ら 、 プ ロ ー ブ 配 列 が 組 織 中 の 配 列 と 部 分 的 な 相 同 性 を 有
す る 場 合 に は 、 反 応 は 複 雑 な 動 力 学 を 示 す （ シ ャ ー プ （ Ｓ harp） ら 、 Ｊ .Ｍ ol.Ｂ iol.８ ６
： ７ ０ ９ ～ ７ ２ ６ （ １ ９ ７ ４ ） ） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ ー ブ の 比 は 、 所 望 の 感 度 に よ り 決 定 す る 。 細 胞 当 た り 一 つ の 転
写 物 を 検 出 す る に は 、 全 細 胞 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ  １ μ ｇ 当 た り 約 １ ０ ０ ｐ ｇ の プ ロ ー ブ
が 必 要 で あ ろ う 。 こ れ ら 核 酸 を 混 合 し 、 変 性 さ せ 、 適 当 な 塩 濃 度 お よ び 温 度 と し 、 種 々 の
時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 再 会 合 の 速 度 は 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
（ ブ リ ッ テ ン （ Ｂ ritten） ら 、 Ｓ cience１ ６ １ ： ５ ２ ９ ～ ５ ４ ０ （ １ ９ ６ ８ ） ） か ま た は
Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 （ サ ッ ト ン （ Ｓ utton） 、 Ｂ iochim.Ｂ iophys.Ａ cta２ ４ ０ ： ５ ２ ２
～ ５ ３ １ （ １ ９ ７ １ ） ） の い ず れ か に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ の 量 を 定 量 す る こ
と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 も っ と 順 応 性 の あ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 で あ る 。 こ の 方
法 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 厳 格 さ に お け る 変 化 、 並 び に 分 析 下 の 試 料 中 の レ ト
ロ ウ イ ル ス 配 列 の 状 態 の 決 定 を も た ら す 。 ノ ー ザ ン 分 析 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に し
て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 に 関 連 し て 主 と し て 考 慮 し な け
れ ば な ら な い の は 、 研 究 下 の 試 料 中 に 存 在 す る 配 列 に 対 し て プ ロ ー ブ が 有 す る 関 連 性 の 程
度 で あ る 。 こ の こ と は ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 で は 重 要 で あ る 。 と い う の は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 非 厳 格 条 件 下 で の 中 程 度 の 配 列 相 同 性 が 、 プ ロ ー ブ と 試 料 中 に 存 在 す る 配 列 と が
非 相 同 な 遺 伝 子 を 表 す 場 合 に お い て さ え も 強 い シ グ ナ ル を 生 じ う る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 特 定 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 は 本 発 明 に と っ て 本 質 的 な こ と で は な く 、 当 該 技 術 分
野 で 通 常 用 い ら れ る あ ら ゆ る 方 法 が 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 典 型 的 な プ ロ ー ブ 法 は フ
ァ ル コ ウ （ Ｆ alkow） ら の 米 国 特 許 第 ４ ,３ ５ ８ ,５ ３ ５ 号 に 記 載 さ れ て い る （ 参 照 の た め
本 明 細 書 に 引 用 す る ） 。 た と え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｃ （ １ ０ × Ｓ Ｓ
Ｃ ： １ .５ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ０ .１ ５ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ .０ ） 、 ５ × デ ン ハ
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ル ト （ １ × デ ン ハ ル ト ： ０ .２ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ .２ ％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ０
.０ ２ ％ フ ィ コ ー ル ４ ０ ０ ） 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び 約 １ ０ 7 ｃ ｐ ｍ の
ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン し た Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 溶 液 中 、 ６ ５ ℃ に て １ ６ 時 間 行 う こ と が
で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 上 記 標 識 プ ロ ー ブ は 、 組 織 中 の Ｎ Ｔ Ｐ の 検 出 の た め の 一 般 的 な 診 断 法 を 提 供 す る 。 こ の
方 法 は 、 適 度 に 速 く 、 プ ロ ト コ ー ル が 簡 単 で あ り 、 標 準 化 可 能 で 市 販 の キ ッ ト と し て 提 供
さ れ る 試 薬 を 有 し 、 多 数 の 試 料 の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 手 順 を 行 う 一 つ の 方 法 に お い て 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 含 有 す る 臨 床 単 離 物 を 支 持 体 上 に 固
定 す る 。 固 定 さ れ た 核 酸 を 、 該 Ｎ Ｔ Ｐ 遺 伝 子 の コ ー ド 鎖 に 相 補 的 ま た は 相 同 な 塩 基 配 列 を
有 す る 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ は 、 キ ッ ト の 形 態 の 製 造 お よ び 商 品 化 に 特 に
適 し て い る 。 該 キ ッ ト は 、 １ ま た は ２ 以 上 の コ ン テ ナ ー 手 段 （ バ イ ア ル 、 試 験 管 等 ） を 受
け 入 れ る べ く 密 に 詰 め 込 ま れ た 担 体 手 段 を 含 み 、 各 担 体 手 段 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア
ッ セ イ に 使 用 す る 別 々 の 要 素 を 一 つ 有 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 た と え ば 、 コ ン テ ナ ー 手 段 に は 、 「 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 」 （ 標 準 的 な 方 法 に つ い
て は 、 た と え ば 、 サ ン ブ ル ッ ク ら の 上 記 文 献 を 参 照 ） に よ り 標 識 す る の に 適 し た Ｎ Ｔ Ｐ  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 ま た は 標 識 し た Ｎ Ｔ Ｐ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 が 含 ま れ て い て よ い 。
別 の コ ン テ ナ ー 手 段 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ ／ Ｄ Ｎ Ａ ア ー ゼ お よ び 非 標 識 の デ オ キ シ
リ ボ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち 、 ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 お よ び ｄ Ａ Ｔ Ｐ ） か ら な
る 、 Ｎ Ｔ Ｐ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン の た め の 標 識 溶 液 が 含 ま れ て い て よ い
。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ  Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 は 、 被 験 組 織 中 の プ ロ ー ブ と 関 連 し た Ｒ Ｎ Ａ の 出 現 お よ び ／ ま た
は 量 の 変 化 に よ り 決 定 す る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ の 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は ま た 、 遺 伝 性 ま た は 家 族 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と 非 遺 伝 性
ま た は 散 発 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 と の 識 別 診 断 に も 用 い る こ と が で き る 。 家 族 性 の ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 は 、 し ば し ば 一 層 若 年 の 年 齢 で 生 じ 、 家 族 内 の ダ ウ ン 症 候 群 と 関 連 し て い る 。
そ れ ゆ え 、 家 族 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 遺 伝 子 試 験 に よ っ て 家 族 の 遺 伝 子 カ ウ ン セ リ ン グ
が 可 能 と な る 。 家 族 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 遺 伝 子 マ ー カ ー を 特 徴 付 け る べ く 多 大 の 努 力
が な さ れ て い る に も か か わ ら ず （ グ セ ラ （ Ｇ usella） 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｅ Ｂ  Ｊ ３ ： ２ ０ ３ ６ ～ ２
０ ４ １ （ １ ９ ８ ９ ） ； フ ー パ ー （ Ｈ ooper） 、 Ｊ  Ｎ Ｉ Ｈ  Ｒ es.４ ： ４ ８ ～ ５ ４ （ １ ９ ９ ２
） ） 、 遺 伝 子 連 鎖 分 析 に よ っ て は 遺 伝 子 マ ー カ ー 配 列 が 同 定 さ れ る の み で ゲ ノ ム 配 列 の 機
能 に 関 す る 知 見 に つ い て は 得 ら れ て い な い 。 対 照 的 に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ 散 発 性 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 の 個 体 か ら 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は 既 知 の 機 能 を 有 す る 既 知 の タ ン パ ク 質
を コ ー ド し て お り 、 こ れ が ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 の 脳 組 織 で 過 剰 発 現 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に つ い て は 家 族 性 の 症 例 も 多 く 記 録 さ れ て は い る も の の （ グ セ ラ 、 上
記 文 献 ； ハ リ ソ ン ズ ・ プ リ ン シ プ ル ズ ・ オ ブ ・ イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル ・ メ デ ィ ス ン （ Ｈ arri
son's Ｐ rinciples of Ｉ nternational Ｍ edicine） 、 ブ ラ ウ ン ウ ォ ル ト （ Ｂ raunwald）
ら 編 、 第 １ １ 版 、 マ ッ ク グ ロ ー － ヒ ル ・ ブ ッ ク ・ カ ン パ ニ ー 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ２ ０ １ ２ ～
２ ０ １ ３ 頁 （ １ ９ ８ ７ ） ） 、 ほ と ん ど の 症 例 は 散 発 性 で あ る よ う に 思 わ れ る 。 家 族 性 の ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 を 有 す る 患 者 は 、 散 発 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 と 違 っ て 該 疾 患 に か か
り や す く さ せ る 変 異 を 生 殖 細 胞 を 通 じ て 受 け 継 い で い る 。 家 族 性 の 症 例 の 幾 つ か は 、 常 染
色 体 の 優 性 遺 伝 パ タ ー ン に 従 う こ と が 示 さ れ て い る （ 同 上 ） 。 そ れ ゆ え 、 家 族 性 の ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 を 有 す る 患 者 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 散 発 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 の Ｄ Ｎ Ａ で は 存 在
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し な い 受 け 継 が れ た 遺 伝 子 変 化 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ヒ ト 個 体 に お け る 散 発 性 お よ び 家 族 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 識 別 法 に は 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 を 有 す る と 思 わ れ る ヒ ト 個 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と が 含 ま れ る 。 つ い で 、 該 生
物 学 試 料 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 精 製 す る 。 最 後 に 、 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
下 で Ｎ Ｔ Ｐ  Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 。 家 族 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は 該 プ ロ ー ブ と Ｄ
Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 の 検 出 に よ っ て 示 さ れ 、 一 方 、 散 発 性 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 は ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 の 不 在 に よ っ て 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 た と え ば 、 生 物 学 試 料 は 血 液 試 料 で あ っ て よ く 、 こ れ を 分 別 遠 心 分 離 に か け て 回 収 の ３
日 以 内 に 白 血 球 を 富 ま せ る （ パ ー ク （ Ｐ ark） 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ト コ ー ル ズ （ Ｐ Ｃ Ｒ  Ｐ rotoco
ls） 、 イ ニ ス （ Ｉ nnis） ら 編 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 、 ニ ュ ー ヨ ー ク 、 ４ ０ ７ ～ ４ １ ５ 頁 （
１ ９ ９ ０ ） 中 の 「 Ｐ Ｃ Ｒ ・ イ ン ・ ザ ・ ダ イ ア グ ノ ー シ ス ・ オ ブ ・ レ チ ノ ブ ラ ス ト ー マ (Ｐ
Ｃ Ｒ  in the Ｄ iagnosis of Ｒ etinoblastoma)」 ） 。 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 の 調 製 は 、 Ｎ － ラ ウ ロ イ
ル サ ル コ シ ン ナ ト リ ウ ム － プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ 、 フ ェ ノ ー ル 、 お よ び Ｒ Ｎ Ａ ア ー ゼ 法 （ サ ン
ブ ル ッ ク ら 、 上 記 文 献 ） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 分 析 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 （ 好 ま し
く は ５ μ ｇ ） を 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ （ Ｈ ｉ ｎ ｄ  IIIな ど ） で 消 化 す る こ と に よ っ て 行
う こ と が で き る 。 つ い で 、 消 化 し た Ｄ Ｎ Ａ を 、 好 ま し く は ８ ９ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ
８ ） 、 ８ ９ ｍ Ｍ 硼 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 有 す る 緩 衝 液 中 で ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 （ 好 ま し く は １ ％ 水 平 ア ガ ロ ー ス ゲ ル ） を １ ８ 時 間 行 う こ と に よ り 分 画 す る
（ グ セ ラ ら 、 Ｎ ature ３ ０ ６ ： ２ ３ ４ ～ ２ ３ ８ （ １ ９ ８ ３ ） ） 。 サ ザ ー ン 分 析 を 常 法 （ サ
ン ブ ル ッ ク ら 、 上 記 文 献 ） を 用 い て 行 う こ と が で き 、 標 識 し た ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ プ ロ ー ブ を 上 記 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き る 。 こ の 識 別 診 断 法 の た め に
好 ま し い Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と し て は 、 １ － ９ ａ 、 Ａ Ｄ ３ － ４ 、 Ａ Ｄ ４ － ４ お よ び Ｇ ２ － ２  
Ｐ ｓ ｔ Ｉ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ｂ ． イ ム ノ ア ッ セ イ
　 本 発 明 に 従 っ て 、 Ｎ Ｔ Ｐ に 対 す る 抗 体 を 用 い 、 Ａ Ｄ を 検 出 お よ び 診 断 す る こ と が で き る
。 ま た 本 発 明 で は 、 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 法 な ど の 種 々 の 組 織 学 的 染 色 法 を 用 い る こ と も で
き る 。 銀 染 色 法 も ま た Ｎ Ｔ Ｐ を 視 覚 化 す る 方 法 の ひ と つ で あ る 。 そ の 他 の 本 発 明 に 有 用 な
染 色 法 は 当 業 者 に と っ て 熟 知 さ れ て い る も の で あ り 、 当 業 者 で あ れ ば 、 そ の 定 量 を 適 切 に
行 え る で あ ろ う ［ た と え ば 一 般 に 、 「 A Textbook of Histology」 ， ブ ル ー ム (Bloom)お よ
び フ ァ ウ セ ッ ト (Faucett)編 ,ダ ブ リ ュ ー ・ ビ ー ・ ソ ー ン ダ ー ス (Sounders)・ カ ン パ ニ ー ，
フ ィ ラ デ ル フ ィ ア （ １ ９ ６ ４ 年 ） を 参 照 ］ 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 得 ら れ た 化 合 物 が Ｎ Ｔ Ｐ 官 能 性 誘 導 体 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ
法 の ひ と つ に 、 た と え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） ま た は 酵 素 免 疫 測 定 法 （ Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ ） 法 な ど の 、 Ｎ Ｔ Ｐ に 対 す る 特 異 的 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル ） の
産 生 に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 用 の 生 体 試 料 は 、 静 脈 穿 刺
（ 血 液 ） 、 脊 髄 穿 刺 （ 大 脳 脊 髄 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ ))、 尿 お よ び そ の 他 の 分 泌 液 （ 汗 お よ び 涙 な ど
） か ら 得 ら れ る 。 た と え ば 、 Ｒ Ｉ Ａ の 一 形 態 に お い て は 、 放 射 標 識 さ れ た 抗 原 の 存 在 下 、
試 験 に 付 す 物 質 を 希 釈 し た 抗 血 清 と 混 合 す る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 試 験 物 質 の 濃 度 は 、
特 異 的 抗 体 に 結 合 し た 放 射 標 識 抗 原 の 量 に 反 比 例 し 、 遊 離 の 放 射 標 識 抗 原 の 量 に 直 線 的 に
比 例 す る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 そ の 他 の 適 当 な ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 容 易 に 想 像 し う る で あ ろ
う 。
　 ま た 本 発 明 は 、 標 本 ま た は 検 体 中 の Ｎ Ｔ Ｐ ま た は そ の 官 能 性 誘 導 体 の 検 出 方 法 に 関 す る
。 Ｎ Ｔ Ｐ ま た は そ の 官 能 性 誘 導 体 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を 検 出 可 能 に す る た め に 、 た と え ば
放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 蛍 光 標 識 、 常 磁 性 標 識 ま た は フ リ ー ラ ジ カ ル な ど の 適 当 な マ ー カ ー
で 標 識 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
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　 別 法 と し て 、 イ ム ノ ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 の 技 術 に よ っ て 、 Ｎ Ｔ Ｐ ま た は そ の 官 能 性 誘 導
体 に 対 す る 特 異 的 抗 体 を Ｄ Ｎ Ａ で 標 識 し て も よ い ［ サ ノ (Sano)ら の Science, ２ ５ ８ ： １
２ ０ ～ １ ２ ２ （ １ ９ ９ ２ 年 ） ］ 。 該 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） 操 作 で は 、 変 性 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る 該 プ ラ イ マ ー の
伸 長 な ど の 一 連 の 手 順 を 通 し て 特 異 的 核 酸 配 列 が 増 幅 さ れ る ［ た と え ば 、 ミ ュ リ ス (Mulli
s)ら の 米 国 特 許 第 ４ ６ ８ ３ ２ ０ ２ 号 ； ミ ュ リ ス ら の 米 国 特 許 第 ４ ６ ８ ３ １ ９ ５ 号 ； ロ ー (L
oh)ら の Science, ２ ４ ３ ： ２ １ ７ （ １ ９ ８ ８ 年 ） を 参 照 ］ 。 こ の よ う な ス テ ッ プ を 何 回 も
繰 り 返 し 、 オ リ ジ ナ ル の 特 異 的 配 列 の コ ピ ー で あ る 多 量 の 増 幅 物 が 得 ら れ る 。 ひ と つ の Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 の シ ン グ ル コ ピ ー 程 度 の 配 列 を 増 幅 し て 何 百 と い う 数 の ナ ノ グ ラ ム 産 物 を 得 る こ
と が で き る ［ リ ー (Li)ら の Nature,３ ３ ５ ： ４ １ ４ （ １ ９ ８ ８ 年 ） ］ 。 そ の 他 の 公 知 の 核
酸 増 幅 操 作 と し て は 、 転 写 に 基 づ く 増 幅 シ ス テ ム ［ ク ゥ オ ー (Kwoh)ら の Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, ８ ６ ： １ １ ７ ３ (１ ９ ８ ９ 年 )； ジ ン ゲ ラ ス (Gingeras)ら の Ｗ Ｏ ８ ８ ／ １ ０ ３
１ ５ ］ 、 お よ び 得 ら れ る “ ジ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” の 配 列 を 有 す る 核 酸 標 的 の 存 在 下 に ２
つ （ ま た は そ れ 以 上 ） の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 連 結 し 、 そ れ に よ っ て 該 ジ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 増 幅 す る と い う “ リ ガ ー ゼ 鎖 反 応 ” が 挙 げ ら れ る ［ ウ ー (Wo)ら の Genomics, ４ ： ５
６ ０ （ １ ９ ８ ９ 年 ） ； バ ッ ク マ ン (Backman)ら の Ｅ Ｐ ３ ２ ０ ３ ０ ８ ； ウ ォ ー レ ス (Wallace)
の Ｅ Ｐ ３ ３ ６ ７ ３ １ ； オ ー ゲ ル (Orgel)の Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ ９ ８ ３ ５ ］ 。 た と え ば 、 様 々 な 量
の 試 験 物 質 を マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ エ ル の 表 面 に 固 定 化 し て 該 イ ム ノ Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ を 行 う
こ と が で き る ［ サ ン ゾ ら の 前 記 文 献 の １ ２ ２ 頁 脚 注 ７ を 参 照 ］ 。 次 い で Ｎ Ｔ Ｐ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 加 え て 該 ウ エ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 さ ら に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － タ
ン パ ク 質 キ メ ラ に 複 合 し た ビ オ チ ン 化 Ｎ Ｔ Ｐ  Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 加 え て イ ン キ ュ ベ ー ト す る ［
同 上 文 献 ］ 。 こ の キ メ ラ は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 部 分 を 介 し て ビ オ チ ン に 結 合 し 、 タ ン パ ク
質 Ａ 部 分 を 介 し て 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ 分 子 の Ｆ c部 に 結 合 す る ［ 同 上 文 献 の １ ２ ２ 頁 ； サ ン
ゾ ら の Bio/Technology, ９ ： １ ３ ７ ８ （ １ ９ ９ １ 年 ） ］ 。 次 い で ウ エ ル を 洗 浄 し て 非 結 合
複 合 体 を 除 去 す る 。 試 験 物 質 中 に 存 在 す る 幾 ら か の Ｎ Ｔ Ｐ に 、 Ｎ Ｔ Ｐ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
が 結 合 し 、 さ ら に ビ オ チ ン 化 Ｎ Ｔ Ｐ  Ｄ Ｎ Ａ － ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － タ ン パ ク 質 Ａ 複 合 体
の タ ン パ ク 質 Ａ 部 分 が 結 合 す る 。 次 い で Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 該 Ｎ Ｔ Ｐ  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 増 幅 す る
。 簡 単 に い う と 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 三 リ ン 酸 塩 、 Ｎ Ｔ Ｐ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ
イ マ ー お よ び Ｔ aqＤ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 加 え た マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ エ ル を イ ン キ ュ ベ ー ト
す る と い う こ と で あ る ［ サ ン ゾ ら の 同 上 文 献 の １ ２ ２ 頁 脚 注 １ １ を 参 照 ］ 。 自 動 熱 循 環 器
（ Ｐ Ｔ Ｃ － １ ０ ０ － ９ ６ Thermal Cycler,Ｍ Ｊ ・ リ サ ー チ ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド 製 な ど
） を 用 い て 標 準 的 条 件 下 で Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と が で き る ［ 同 上 文 献 ］ 。 次 い で 臭 化 エ チ ジ ウ
ム で 染 色 し た 後 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 法 で Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 分 析 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ の よ う な 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は そ の 官 能 性 誘 導 体 を 製 造 し 、 検 出 す る 方 法
は 、 当 業 者 に は 公 知 で あ り 、 下 記 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 免 疫 学 の 一 般 的 原 理 に つ い て 述
べ て い る 標 準 的 参 考 文 献 と し て 、 ク レ イ ン (Klein)の 「 免 疫 学 ： 自 己 － 非 自 己 の 識 別 」 ，
ジ ョ ン ・ ウ イ リ ー ・ ア ン ド ・ サ ン ズ ， ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ８ ２ 年 ） ； ケ ネ ッ ト (Kennett)
ら の 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ハ イ ブ リ ド ー マ :生 物 学 的 分 析 の 新 次 元 」 , プ レ ナ ム ・ プ レ
ス , ニ ュ ー ヨ ー ク (１ ９ ８ ０ 年 );キ ャ ン ベ ル (Campbell)の "モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 テ ク ノ ロ ジ
ー ", 「 生 化 学 と 分 子 生 物 学 に お け る 実 験 室 テ ク ニ ッ ク 」 ,１ ３ 巻 (バ ー ド ン (Burdon,R.)ら
編 )， エ ル セ ビ ア ， ア ム ス テ ル ダ ム （ １ ９ ８ ４ 年 ） 中 ； お よ び エ イ ゼ ン （ Eisen） の 「 マ イ
ク ロ バ イ オ ロ ジ ー 」 , 第 ３ 版 , デ ー ビ ス (Davis)ら , ハ ー パ ー ・ ア ン ド ・ ロ ウ , フ ィ ラ デ
ル フ ィ ア （ １ ９ ８ ０ 年 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 語 句 「 抗 体 」 と は 、 実 質 的 に ホ モ 集 団 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ヘ テ ロ 集 団 で あ
る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 意 味 す る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 抗 原 で 免 疫 感 作 し た 動 物
の 血 清 か ら 誘 導 さ れ る 。 特 異 的 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ mＡ bs） は 、 当 業 者 に
公 知 の 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 た と え ば 、 ケ ー ラ ー (Kohler)お よ び ミ ル シ ュ タ イ ン (Mil
stein)の Nature, ２ ５ ６ ： ４ ９ ５ ～ ４ ９ ７ （ １ ９ ７ ５ 年 ） お よ び 米 国 特 許 第 ４ ３ ７ ６ １ １
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０ 号 を 参 照 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 Ｉ gＧ ， Ｉ gＭ ， Ｉ gＥ ， Ｉ gＡ ， Ｉ gＤ お よ び そ れ ら の サ
ブ ク ラ ス な ど か ら な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の い ず れ か に 属 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 に 用 い た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 特 に mＡ bs Ｔ h７ ， Ｔ h９ お よ び Ｔ h１ ０ は 、 下 記
文 献 の 記 載 に 従 っ て 製 造 す る こ と が で き る ［ グ ロ ス (Gross)ら の J. Clin. Invest., ７ ６
： ２ １ １ ５ ～ ２ １ ２ ６ （ １ ９ ８ ５ 年 ） ； オ ツ ー ク (Otzturk)ら の Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, ８ ６ ： ４ １ ９ ～ ４ ２ ３ （ １ ９ ８ ９ 年 ） ； デ ラ モ ン テ （ de la Monte） ら の J. Clin. I
nvest., ８ ６ ： １ ０ ０ ４ ～ １ ０ １ ３ （ １ ９ ９ ０ 年 ） ； デ ラ モ ン テ ら の J. Neurol. Sci., 
１ １ ３ ： １ ５ ２ ～ １ ６ ４ （ １ ９ ９ ２ 年 ） ； デ ラ モ ン テ ら の Ann. Neurol., ３ ２ ： ７ ３ ３ ～
７ ４ ２ （ １ ９ ９ ２ 年 ） ］ 。 Ｔ hモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 精 製 す い 臓 型 糸 状 タ ン パ ク 質 に 対
し て 産 生 さ れ た ［ 同 上 文 献 ］ 。 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
、 組 換 え 宿 主 か ら 単 離 さ れ た 実 質 的 に 純 粋 な Ｎ Ｔ Ｐ に 対 し て 産 生 さ せ る こ と も で き る ［ た
と え ば 、 キ ャ ロ ル (Carroll)ら の "β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 の 外 来 セ グ メ ン ト
に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 と 精 製 ", 「 Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ： 実 用 的 ア プ ロ ー チ
」 ， Ｉ Ｉ Ｉ 巻 ， Ｉ Ｒ Ｌ ・ プ レ ス ， ワ シ ン ト ン Ｄ Ｃ ， ８ ９ ～ １ １ １ ｐ ｐ （ １ ９ ８ ７ 年 ） ； モ
ー ル (Mole)ら の "大 腸 菌 で 産 生 さ れ た 融 合 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 "
， 「 Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ： 実 用 的 ア プ ロ ー チ 」 ， Ｉ Ｉ Ｉ 巻 ， Ｉ Ｒ Ｌ ・ プ レ ス ， ワ シ ン ト ン
Ｄ Ｃ ， １ １ ３ ～ １ １ ３ ９ ｐ ｐ （ １ ９ ８ ７ 年 ） 」 を 参 照 ］ 。 別 法 と し て 、 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 ポ リ
ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 公 知 の 技 術 を 用 い て 、 脳 組 織 お よ び 細 胞 系 な ど
の 生 体 物 質 か ら 単 離 さ れ た 実 質 的 に 純 粋 な Ｎ Ｔ Ｐ に 対 し て 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 た と え ば 、 分 子 量 が お よ そ ８ ， １ ４ ， １ ７ ， ２ １ ， ２ ６ kＤ aお よ び ４ ２ kＤ aで あ る 種 々
の Ｎ Ｔ Ｐ 分 子 に 対 し て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 組 換 え 誘 導 タ ン パ ク 質 か ら 製 造 し
て も よ く 、 そ れ ら は cＤ Ｎ Ａ （ す な わ ち １ － ９ a） 、 ゲ ノ ム ク ロ ー ン （ Ｇ ２ － ２  Ｐ stＩ ）
お よ び Ａ Ｄ － Ｎ Ｔ Ｐ ３ － ４ cＤ Ｎ Ａ ク ロ ー ン か ら 発 現 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ る 。 こ れ ら の
Ｎ Ｔ Ｐ 分 子 を 、 上 記 cＤ Ｎ Ａ お よ び ゲ ノ ム ク ロ ー ン か ら 誘 導 し 、 挿 入 し 、 適 当 な 発 現 ベ ク
タ ー 中 で 製 造 す る （ 図 ２ Ａ お よ び 図 ２ Ｂ を 参 照 ） 。 １ － ９ aＮ Ｔ Ｐ お よ び Ｐ Ｔ Ｐ の ５ '末 端
に お い て 、 ６ ０ ～ ７ ０ ％ 相 同 で あ る 領 域 が 存 在 す る の で 、 Ｎ Ｔ Ｐ 組 換 え タ ン パ ク 質 に 特 異
的 に 結 合 し 、 す い 臓 型 タ ン パ ク 質 に 結 合 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 通 例 の 分 画 ス ク リ
ー ニ ン グ を 行 う こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る ［ デ ラ モ ン テ ら の J. Clin. Invest., ８ ６
： １ ０ ０ ４ ～ １ ０ １ ３ （ １ ９ ９ ０ 年 ） を 参 照 ］ 。 Ｎ Ｔ Ｐ お よ び Ｐ Ｔ Ｐ の 両 方 に 結 合 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 存 在 す る 可 能 性 は あ る け れ ど も 、 種 々 の 形 体 の Ｎ Ｔ Ｐ 分 子 （ た と え ば
８ ， １ ４ ， １ ７ ， ２ １ ， ２ ６ お よ び ４ ２ kＤ a） の 間 に は 実 質 的 配 列 分 化 が あ り 、 エ ピ ト ー
プ は 僅 か ６ ～ ８ ア ミ ノ 酸 に よ っ て 決 定 さ れ る た め 、 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生
産 す る こ と は 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ま た 語 句 「 抗 体 」 は 、 完 全 分 子 お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト （ 断 片 ） 、 た と え ば Ｆ abお
よ び Ｆ (ab') 2 な ど の 両 方 を 包 含 し 、 そ れ ら は 抗 原 に 結 合 可 能 で あ る 。 Ｆ abお よ び Ｆ (ab') 2
フ ラ グ メ ン ト は 、 完 全 分 子 か ら Ｆ cフ ラ グ メ ン ト を 除 い た も の で あ り 、 よ り 速 や か に 循 環
か ら 除 去 さ れ 、 完 全 分 子 よ り も 非 特 異 的 組 織 結 合 性 が 弱 い ［ ワ ー ル (Wahl)ら の J. Nucl.Me
d., ２ ４ ： ３ １ ６ ～ ３ ２ ５ （ １ ９ ８ ３ 年 ） ］ 。
　 Ａ Ｄ を 検 出 お よ び 診 断 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 完 全 抗 体 を 用 い る
場 合 と 同 様 な 方 法 で 、 本 発 明 に 有 用 な Ｆ abお よ び Ｆ (ab') 2 お よ び 抗 体 の 他 の フ ラ グ メ ン ト
を 用 い て Ｎ Ｔ Ｐ を 検 出 お よ び 定 量 し う る こ と が 認 め ら れ る で あ ろ う 。 こ の よ う な フ ラ グ メ
ン ト を 生 産 す る 代 表 的 な 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 で あ り 、 パ パ イ ン （ Ｆ abフ ラ グ メ
ン ト が 生 じ る ） あ る い は ペ プ シ ン （ Ｆ (ab') 2 フ ラ グ メ ン ト が 生 じ る ） な ど の 酵 素 を 使 用 す
る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 抗 体 が 、 あ る 分 子 と 特 異 的 に 反 応 し て 該 分 子 を 抗 体 に 結 合 す る こ と が 可 能 で あ る な ら ば
、 そ の 抗 体 は そ の 分 子 に 対 し て “ 結 合 可 能 ” で あ る と い う 。 語 句 「 エ ピ ト ー プ 」 と は 、 そ
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の 分 子 に お い て 、 抗 体 が 結 合 す る こ と が 可 能 か つ 抗 体 が 認 識 し う る 部 分 を 意 味 す る 。 エ ピ
ト ー プ 決 定 基 は 通 常 、 分 子 の 化 学 的 に 活 性 な 表 面 存 在 基 （ ア ミ ノ 酸 ま た は 糖 側 鎖 な ど ） か
ら な り 、 特 殊 な ３ 次 元 構 造 お よ び 特 殊 な 荷 電 特 性 を 有 し て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 「 抗 原 」 と は 、 抗 体 が 結 合 可 能 な 分 子 で あ り 、 さ ら に 言 え ば 、 動 物 に お い て 抗 原 の エ ピ
ト ー プ を 結 合 し う る 抗 体 の 産 生 を 誘 発 し う る も の で あ る 。 抗 原 は １ つ あ る い は そ れ 以 上 の
エ ピ ト ー プ を 有 す る 。 こ れ ま で に 述 べ た 「 特 異 的 反 応 」 と は 、 抗 原 が 、 高 度 な 選 択 性 の も
と に そ の 対 応 す る 抗 体 と 反 応 し 、 他 の 抗 原 に よ っ て 産 生 を 喚 起 さ れ る 多 数 の 他 の 抗 体 と は
反 応 し な い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 に 有 用 な 抗 体 あ る い は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 Ｎ Ｔ Ｐ 抗 原 を 含 む 細 胞 の 存 在
を 定 量 的 ま た は 定 性 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に 有 用 な 抗 体 あ る い
は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 組 織 学 に 応 用 し て 、 Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 を 検 出 ま た は 視 覚 化 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ の よ う な Ｎ Ｔ Ｐ 検 出 ア ッ セ イ は 、 通 例 、 Ｎ Ｔ Ｐ を 同 定 す る こ と が で き る 検 出 可 能 に 標
識 さ れ た 結 合 分 子 （ た と え ば 抗 体 ） の 存 在 下 、 Ｎ Ｔ Ｐ が 存 在 す る 状 態 に あ る と の 疑 い の あ
る 検 体 か ら の 生 体 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 試 料 に 結 合 す る 該 結 合 分 子 を 検 出 す る こ と か
ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て は 、 ま ず 生 体 試 料 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 ま た は
細 胞 ， 細 胞 粒 子 ま た は 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 固 定 し う る よ う な 他 の 固 相 支 持 体 で 処 理 す る 。
次 い で 該 支 持 体 を 適 当 な 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 次 い で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体
で 処 理 す る 。 次 い で 固 相 支 持 体 を 緩 衝 液 で も う 一 度 洗 浄 し て 非 結 合 の 抗 体 を 除 去 す る 。 次
い で 支 持 体 担 体 上 に 結 合 し た 標 識 の 量 を 常 套 の 手 段 で 検 出 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 「 固 相 支 持 体 」 は 、 抗 原 ま た は 抗 体 を 結 合 す る こ と が で き る 支 持 体 な ら ば ど の よ う な も
の で も よ い 。 公 知 の 支 持 体 ま た は 担 体 と し て は 、 ガ ラ ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
、 ポ リ エ チ レ ン 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ナ イ ロ ン 、 ア ミ ラ ー ゼ 、 天 然 お よ び 修 飾 セ ル ロ ー ス 、 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス お よ び マ グ ネ タ イ ト な ど が 挙 げ ら れ る 。 該 担 体 の 性 質 は 、
本 発 明 の 目 的 の た め に 、 あ る 程 度 ま で の 可 溶 性 で あ っ て も よ い し 、 ま た は 不 溶 性 で あ っ て
も よ い 。 支 持 体 物 質 は 、 結 合 し た 分 子 が 抗 原 ま た は 抗 体 に 結 合 可 能 で あ る 限 り 、 実 際 ど の
よ う な 構 造 的 形 状 で あ っ て も よ い 。 し た が っ て 、 支 持 体 の 形 状 は 、 ビ ー ズ の よ う な 球 体 、
試 験 管 の 内 側 表 面 ま た は ロ ッ ド の 外 側 表 面 な ど の 円 筒 体 で あ っ て よ い 。 ま た 、 シ ー ト 状 、
試 験 片 な ど の 平 面 で あ っ て も よ い 。 好 ま し い 支 持 体 は ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ で あ る 。 当 業 者
な ら ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 抗 原 を 結 合 す る た め の 適 当 な 担 体 を そ の 他 に 数 多 く 想
当 し 、 通 例 の 実 験 を 行 う こ と が で き よ う 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ を 含 む 生 体 試 料 に お け る 本 発 明 の 診 断 ア ッ セ イ の ひ と つ の 具 体 例 は 、
　 （ ａ ） 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 固 相 支 持 体 と 接 触 さ せ て 該 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異
的 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 固 定 化 を 行 い ；
　 （ ｂ ） Ｎ Ｔ Ｐ を 含 む 疑 い の あ る 試 料 を 該 固 相 支 持 体 と 接 触 さ せ ；
　 （ ｃ ） 該 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 該 支 持 体 と と も に 、 固 定 化 さ れ た Ｎ
Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 が Ｎ Ｔ Ｐ に 結 合 す る に 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 （ ｄ ） ス テ ッ プ （ 工 程 ） ｃ で 得 ら れ た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 混 合 物 か ら 固 相 支 持 体 を 分 離
し ； お よ び
　 （ ｅ ） 結 合 し た 標 識 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て Ｎ Ｔ Ｐ を 検 出 し 、 定 量 す る こ と
か ら な る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 別 法 と し て 、 試 料 中 の 標 識 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 ／ Ｎ Ｔ Ｐ 複 合 体 を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 し
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て 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 ま た は タ ン パ ク 質 （ た と え ば ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ タ ン パ ク 質 Ａ 、
ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ タ ン パ ク 質 Ｇ 、 抗 Ｉ gＭ ま た は 抗 Ｉ gＧ 抗 体 な ど ） と 接 触 さ せ る こ と
に よ っ て 反 応 混 合 物 か ら 分 離 し て も よ い 。 こ の よ う な 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 は ポ リ ク ロ ー
ナ ル で あ る が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。 次 い で 固 相 支 持 体 を 適 当 な 緩 衝 液 で 洗 浄
し て 、 固 定 化 Ｎ Ｔ Ｐ ／ 標 識 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 複 合 体 を 得 る 。 次 い で 標 識 を 検 出 し て Ｎ Ｔ Ｐ
の 測 定 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の 態 様 に お け る 本 発 明 は 、
　 （ ａ ） Ｎ Ｔ Ｐ を 含 む 疑 い の あ る 試 料 を 、 Ｎ Ｔ Ｐ に 結 合 す る Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 ま た は そ の
フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ ； お よ び
　 （ ｂ ） 複 合 体 が 形 成 さ れ る か ど う か を 検 出 す る こ と
か ら な る 試 料 中 の Ｎ Ｔ Ｐ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 検 出 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に
　 （ ｃ ） ス テ ッ プ ａ で 得 ら れ た 混 合 物 を 、 固 相 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ て い る 、 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異
的 抗 体 に 特 異 的 な 抗 体 で あ る ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ タ ン パ ク 質 Ａ ま た は ス タ フ ィ ロ コ ッ カ
・ ス タ ン パ ク 質 Ｇ な ど の Ｆ c結 合 分 子 と 接 触 さ せ 、 抗 体 複 合 体 に 固 定 化 さ れ た Ｎ Ｔ Ｐ ／ Ｎ
Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 得 ；
　 （ ｄ ） ス テ ッ プ ｃ で 得 ら れ た 固 相 支 持 体 を 洗 浄 し て 非 結 合 の Ｎ Ｔ Ｐ ／ Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体
複 合 体 を 除 去 し ； お よ び
　 （ ｅ ） 該 固 相 支 持 体 に 結 合 し た 標 識 を 検 出 す る こ と
か ら な る 試 料 中 の Ｎ Ｔ Ｐ の 検 出 法 に 関 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 も ち ろ ん 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 お よ び Ｎ Ｔ Ｐ の 特 定 の 濃 度 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 温 度 と 時 間 、 お よ び そ の 他 の ア ッ セ イ 条 件 は 、 試 料 中 の Ｎ Ｔ Ｐ の 濃 度 、 試 料 の 性 質 な ど
の 種 々 の 因 子 に 応 じ て 変 化 さ せ て よ い 。 得 ら れ た ロ ッ ト の 結 合 活 性 は 公 知 の 方 法 に 従 っ て
決 定 す る 。 当 業 者 な ら ば 、 通 例 の 実 験 を 行 っ て 各 測 定 に 対 す る 有 効 な 最 適 ア ッ セ イ 条 件 を
決 定 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 通 例 に 従 っ て 、 あ る い は 個 々 の 状 況 に 必 要 な 場 合 、 洗 浄 、 撹 拌 、 振 と う 、 濾 過 な ど の そ
の 他 の こ の よ う な ス テ ッ プ を 該 ア ッ セ イ に 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 検 出 可 能 に な る よ う に 標 識 し う る 方 法 の ひ と つ は 、 該 抗 体 を 酵 素 に
結 合 す る こ と で あ る 。 こ の 酵 素 は 、 後 で そ の 基 質 に 触 れ さ せ た と き に 、 該 基 質 と 反 応 し て
、 分 光 光 度 法 、 蛍 光 法 ま た は 視 覚 的 手 段 な ど に よ っ て 検 出 し う る 化 学 的 部 位 と な る 。 Ｎ Ｔ
Ｐ 特 異 的 抗 体 を 検 出 可 能 に 標 識 す る の に 用 い る 酵 素 と し て は 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ
、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ヌ ク レ ア ー ゼ 、 デ ル タ － Ｖ － ス テ ロ イ ド イ ソ メ ラ ー ゼ 、 酵 母 ア ル コ
ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ リ セ ロ ー ル － ３ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス リ ン 酸
イ ソ メ ラ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ア ス パ ラ ギ ナ ー
ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、
カ タ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － Ｖ Ｉ － ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ お よ
び ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 検 出 は 、 色 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ の ど れ か を 用 い て 行 う 。 た と え ば Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 ま た
は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 放 射 標 識 す る こ と に よ っ て 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 用 い て Ｎ Ｔ
Ｐ を 検 出 す る こ と が 可 能 と な る 。 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 し て は 、 ワ ー ク （ Work） ら の
「 分 子 生 物 学 に お け る 実 験 技 術 お よ び 生 化 学 」 ， ノ ー ス ・ ホ ラ ン ド ・ パ ブ リ ッ シ ン グ ・ カ
ン パ ニ ー ， ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ７ ８ 年 ） 、 特 に チ ャ ー ド （ Chard） に よ る “ ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ お よ び 関 連 技 術 入 門 ” と 題 す る 章 に 、 優 れ た 記 載 が あ る 。 こ の 文 献 は 本 明 細 書 の
参 考 文 献 で あ る 。
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【 ０ １ ３ １ 】
　 放 射 性 同 位 体 は 、 ガ ン マ 線 カ ウ ン タ ー ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー な ど の 手 段 ま
た は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 目 的 に 特 に 有 用 な
同 位 体 は 、 3 Ｈ ， 1 2 5 Ｉ ， 1 3 1 Ｉ ， 3 5 Ｓ ， 1 4 Ｃ で あ り 、 1 2 5 Ｉ が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 蛍 光 化 合 物 で Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 標 識 す る こ と も で き る 。 蛍 光 標 識 し た 抗 体 を 適 当 な 波
長 の 光 を 照 射 す る と 、 蛍 光 を 発 す る の で そ の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 最 も 一 般 的 に
用 い ら れ る 蛍 光 標 識 化 合 物 は 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ
エ リ セ リ ン 、 フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン 、 ｏ － フ タ ル デ ヒ ド お よ び フ ル オ レ サ
ミ ン で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 1 2 5 Ｅ ｕ ま た は 他 の ラ ン タ ニ ド 系 列 の 金 属 な ど の 蛍 光 発 光 金 属 を 用 い て Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗
体 を 検 出 可 能 に 標 識 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 金 属 は 、 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （
Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ） ま た は エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） な ど の 金 属 キ レ ー ト 基 を 用 い て Ｎ
Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 に 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 化 学 発 光 化 合 物 に カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と に よ っ て Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 検 出 可 能 に 標 識
す る こ と も で き る 。 次 い で 化 学 反 応 中 に 発 生 す る 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 化
学 発 光 化 合 物 付 加 Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 の 存 在 を 測 定 す る 。 特 に 有 用 な 化 学 発 光 標 識 化 合 物 の
例 と し て は 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 セ ロ マ チ ッ ク ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 イ ミ
ダ ゾ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム 塩 お よ び オ キ サ レ ー ト エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 ビ オ チ ン で Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 標 識 し 、 次 い で ア ビ ジ ン と 反 応 さ せ て も よ い 。 ビ オ チ ン
標 識 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は 、 ア ビ ジ ン ブ リ ッ ジ を 介 し て Ｎ Ｔ Ｐ ビ オ チ ン 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 に 結 合 す る 。 次 い で 特 定 の プ ラ イ マ ー を 用 い た Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 行
い 、 Ｎ Ｔ Ｐ 分 子 を 検 出 す る [サ ノ ら の Science, ２ ５ ８ :１ ２ ０ ～ １ ２ ２ （ １ ９ ９ ２ 年 ） ］
。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 同 様 に 、 生 物 発 光 化 合 物 を 用 い て 、 本 発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 標 識 し て も よ い 。 生 物
発 光 は 、 生 物 に 発 見 さ れ た 化 学 発 光 の ひ と つ で あ り 、 触 媒 タ ン パ ク 質 が 化 学 発 光 反 応 の 効
率 を 高 め る 。 発 光 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 生 物 発 光 タ ン パ ク 質 の 存 在 を 測 定 す る
。 標 識 す る と い う 目 的 に と っ て 重 要 な 生 物 発 光 化 合 物 は ル シ フ ェ リ ン 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お
よ び ア ク オ リ ン で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 た と え ば 検 出 可 能 な 標 識 が ガ ン マ 線 放 出 な ら ば シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い 、 ま
た は 該 標 識 が 蛍 光 物 質 な ら ば フ ル オ ロ メ ー タ ー を 用 い て Ｎ Ｔ Ｐ 特 異 的 抗 体 の 検 出 を 行 っ て
も よ い 。 酵 素 標 識 の 場 合 、 そ の 酵 素 に 対 す る 基 質 を 用 い る 比 色 法 に よ っ て 検 出 を 行 う こ と
が で き る 。 同 様 に 調 製 し た 標 準 と 基 質 と の 酵 素 反 応 の 範 囲 を 視 覚 的 に 比 較 す る こ と に よ っ
て 検 出 を 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 こ の よ う な 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 の 分 布 の 中 心 を 検 出 す る こ と は 、 前 述 の 疾 患 ま た
は 機 能 不 全 状 態 の 指 標 と な る 。 本 発 明 ア ッ セ イ に よ っ て 、 生 体 試 料 中 に 存 在 す る Ｎ Ｔ Ｐ を
検 出 す る こ と が で き る 。 Ｎ Ｔ Ｐ を 含 む ど の よ う な 試 料 で も 使 用 す る こ と が で き る 。 し か し
、 本 発 明 診 断 法 の 利 点 の ひ と つ は 、 組 織 切 除 な ど の 組 織 の 損 傷 を 与 え る こ と な く 診 断 し う
る こ と で あ る 。 そ れ ゆ え に 、 試 料 は 、 大 脳 髄 液 、 羊 水 、 血 液 、 血 清 お よ び 尿 な ど の 体 液 で
あ る こ と が 好 ま し い 。 し か し 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 試 料 を 用 い た ア ッ セ イ に 限 定 さ れ る も
の で は な く 、 当 業 者 で あ れ ば 、 他 の 試 料 を 用 い う る よ う な 適 当 な 条 件 を 決 定 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 た と え ば 、 ３ 部 位 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 イ ム ノ ラ ジ オ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ （ monoclonal
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 antibody-based immunoradiometric assays:Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ ） を 用 い て 体 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ な ど
） の Ｎ Ｔ Ｐ 濃 度 を 測 定 し て も よ い 。 Ａ Ｄ の 疑 い が あ る 個 体 か ら 通 例 の 方 法 に 基 づ い た 髄 液
穿 刺 に よ っ て Ｃ Ｓ Ｆ を 得 る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ の 非 侵 入 性 イ ム ノ ア ッ セ イ に よ
っ て Ａ Ｄ の 診 断 を 簡 単 に 行 う こ と で き 、 Ａ Ｄ 患 者 の Ｎ Ｔ Ｐ 濃 度 が 正 常 者 の も の よ り も 非 常
に 高 い こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 上 記 具 体 例 で は 、 体 液 試 料 を 取 り 出 し 、 該 試 料 を 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 （ ま た は 抗
体 フ ラ グ メ ン ト ） の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て Ａ Ｄ 検 査 が 行 わ れ る 。 こ の
技 術 が 、 磁 気 造 影 、 フ ル オ ロ グ ラ フ ィ ー な ど の 非 侵 入 性 の 方 法 で 行 わ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 標 識 抗 体 （ ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ） を 被 験 者 に 投 与 す る イ ン ビ ボ 造 影 技 術 を 用 い て Ｎ
Ｔ Ｐ を 有 す る 細 胞 の 検 出 を 行 い 、 あ ら か じ め 組 織 試 料 を 取 り 出 す こ と な く Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 を
検 出 す る の が 好 ま し い 。 こ の よ う な イ ン ビ ボ 検 出 操 作 は 、 他 の 検 出 方 法 よ り も 侵 入 性 が 少
な い と い う 利 点 を 持 ち 、 さ ら に 、 脳 組 織 な ど の 容 易 に 患 者 か ら 取 り 出 せ な い 組 織 注 の Ｎ Ｔ
Ｐ の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Ａ Ｄ 患 者 で は 脳 全 体 か ら Ｎ Ｔ Ｐ が 検 出 さ れ る が 、 脳 腫 瘍 の 場 合 は 分 散 し た 沈 着 物 中 に Ｎ
Ｔ Ｐ が 局 在 す る の で 、 イ ン ビ ボ 造 影 技 術 を 用 い て Ａ Ｄ と 脳 腫 瘍 を 区 別 す る こ と が で き る 。
た と え ば 、 Ａ Ｄ 患 者 の 脳 で は 、 Ｎ Ｔ Ｐ は 側 頭 皮 質 、 頭 頂 皮 質 お よ び 前 頭 皮 質 、 な ら び に 扁
桃 体 お よ び 海 馬 に お い て 発 見 さ れ る 。 星 状 細 胞 腫 が 発 生 し や す い 部 位 は 、 小 脳 、 視 床 、 視
神 経 交 叉 お よ び 脳 橋 ［ ペ テ ル ス ド ル フ (Petersdorf)ら の 「 Harrison's Principles of Int
ernal Medicine」 , 第 １ ０ 版 , マ ッ ク グ ロ ー － ヒ ル ・ ブ ッ ク ・ カ ン パ ニ ー ， ニ ュ ー ヨ ー ク
， ｐ ２ ０ ７ ６ （ １ ９ ８ ３ 年 ） ］ お よ び 多 形 グ リ ア 芽 腫 は 、 主 と し て 大 脳 に 局 在 す る ［ 同 上
文 献 ， ｐ ２ ０ ７ ５ ］ 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 当 業 者 に は 公 知 の イ ン ビ ボ 標 識 お よ 標 識 方 法 は 多 数 あ る 。 本 発 明 に 用 い 得 る 標 識 の 例 と
し て は 、 放 射 性 同 位 体 お よ び 常 磁 性 同 位 体 が 挙 げ ら れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 に 用 い
た 抗 体 を 結 合 す る た め の 他 の 適 当 な 標 識 を 承 知 し て い る か 、 あ る い は 通 例 の 実 験 法 を 用 い
て そ れ ら を 確 認 し え る で あ ろ う 。 さ ら に 、 こ れ ら の 標 識 の 抗 体 へ の 結 合 は 、 当 業 者 に は 一
般 的 で あ る 標 準 の 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 イ ン ビ ボ 診 断 用 の 放 射 性 核 種 を 選 択 す る 際 の 重 要 な 因 子 は 、 放 射 性 核 種 の 半 減 期 が 、 標
的 に よ る 最 大 ア ッ プ テ イ ク 時 に ま だ 検 出 可 能 で あ る 程 度 に は 長 く 、 一 方 宿 主 に 対 す る 有 害
な 放 射 線 を 最 小 に す る た め に 充 分 短 い こ と で あ る 。 イ ン ビ ボ 造 影 に 用 い る 放 射 性 核 種 は 、
粒 子 は 放 射 し な い が 、 常 套 の ガ ン マ 線 カ メ ラ で 容 易 に 検 出 し う る よ う な １ ４ ０ ～ ２ ０ ０ ke
Ｖ の 範 囲 の 多 数 の 光 子 を 放 出 す る も の が 理 想 的 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 イ ン ビ ボ 診 断 を 行 う た め に 、 放 射 性 核 種 を 抗 体 に 直 接 的 ま た は 仲 介 官 能 基 を 用 い て 間 接
的 に 結 合 す る 。 金 属 イ オ ン と し て 存 在 す る 放 射 性 同 位 体 の 結 合 に し ば し ば 用 い ら れ る 仲 介
官 能 基 は 、 Ｄ Ｔ Ｐ Ａ お よ び Ｅ Ｄ Ｔ Ａ で あ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結 合 し う る イ オ ン の 典 型 例
は 9 9 m Ｔ ｃ ，  1 2 3 Ｉ ，  1 1 1 Ｉ ｎ ，  1 3 1 Ｉ ，  9 7 Ｒ ｕ ，  6 7 Ｃ ｕ , 6 7 Ｇ ａ ，  1 2 5 Ｉ ，  6 8 Ｇ ａ ，
 7 2 Ａ ｓ ，  8 9 Ｚ ｒ お よ び 2 0 1 Ｔ ｌ で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 診 断 用 イ ン ビ ボ 造 影 を す る た め に 、 利 用 で き る 検 出 装 置 の 型 が 、 放 射 性 核 種 の 選 択 に お
け る 主 要 な 因 子 と な る 。 選 択 す る 放 射 性 核 種 は 、 そ の 検 出 装 置 で 検 出 可 能 な タ イ プ の 崩 壊
を す る も の で な け れ ば な ら な い 。 診 断 用 造 影 を 視 覚 化 す る 常 套 の 方 法 は 概 し て い ず れ も 本
発 明 に 利 用 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 Ｐ Ｅ Ｔ ， ガ ン マ ， ベ ー タ お よ び Ｍ Ｒ Ｉ 検 出 器 を
用 い て 診 断 用 造 影 を 視 覚 化 す る こ と が で き る 。
　 イ ン ビ ボ 診 断 を 行 う た め に 、 本 発 明 に 有 用 な 抗 体 を 常 磁 性 同 位 体 で 標 識 す る こ と も で き
る 。 磁 気 共 鳴 造 影 （ Ｍ Ｒ Ｉ ） に お い て 特 に 有 用 な 元 素 は 、 1 5 7 Ｇ ｄ ， 5 5 Ｍ ｎ ， 1 6 2 Ｄ ｙ お よ
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び 5 6 Ｆ ｅ で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 に 有 用 な 抗 体 （ ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ） は 、 身 体 組 織 、 体 液 （ Ｃ Ｓ Ｆ な ど ） あ
る い は 細 胞 抽 出 液 中 の Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 を 検 出 す る イ ン ビ ト ロ イ ム ノ ア ッ セ イ に も 特 に 適 し て
い る 。 こ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て は 、 抗 体 （ ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ） は 液 相 で
、 あ る い は 好 ま し く は 前 述 し た 固 相 担 体 に 結 合 さ せ て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 に 従 っ て 、 他 の 利 用 し う る 適 当 な 標 識 に つ い て 理 解 で き よ う 。
当 業 者 に は 公 知 の 標 準 的 技 術 を 用 い て 、 こ れ ら の 標 識 を 抗 体 あ る い は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト へ
結 合 す る こ と が で き る 。 代 表 的 な 技 術 は 、 ケ ネ デ ィ ー （ Kennedy） ら の Clin. Chim. Acta,
７ ０ ： １ ～ ３ １ （ １ ９ ７ ６ 年 ） お よ び ス カ ー ス (Schurs)ら の Clin.Chim.Acta,８ １ ： １ ～
４ ０ （ １ ９ ７ ７ 年 ） に 記 載 さ れ て い る 。 後 者 に 開 示 さ れ た カ ッ プ リ ン グ 技 術 は 、 グ ル タ ー
ル ア ル デ ヒ ド 法 、 過 ヨ ウ 素 酸 塩 法 、 ジ マ レ イ ミ ド 法 、 ｍ － マ レ イ ミ ド ベ ン ジ ル － Ｎ － ヒ ド
ロ キ シ － ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 法 で あ る 。 す べ て の 方 法 は 本 明 細 書 に お い て 参 考 と さ れ
る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 患 者 の 組 織 学 的 標 本 を 切 除 し 、 本 発 明 の 標 識 抗 体 を 組 み 合 わ せ て 該 標 本 に 適 用 し 、 イ ン
シ ト ゥ 検 出 を 行 っ て も よ い 。 標 識 抗 体 （ ま た は フ ラ グ メ ン ト ） を 生 体 試 料 に 塗 布 す る か ま
た は 抗 体 で 試 料 を 被 覆 す る こ と に よ っ て 適 用 す る の が 好 ま し い 。 こ の よ う な 操 作 を 行 う こ
と に よ っ て 、 Ｎ Ｔ Ｐ の 存 在 ば か り で な く 、 被 検 組 織 に お け る Ｎ Ｔ Ｐ の 分 布 状 態 も 測 定 す る
こ と が で き る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 多 種 多 様 な 組 織 学 的 方 法 （ 染 色 法 な ど ） の い ず れ の 方 法
で も 、 適 当 な 変 更 を 加 え る こ と に よ り 、 本 発 明 イ ン シ ト ゥ 検 出 に 適 用 で き る こ と が 容 易 に
理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 結 合 分 子 を 、 “ ツ ー サ イ ト ” ま た は “ サ ン ド イ ッ チ ” ア ッ セ イ と し て も 知 ら れ
る 免 疫 測 定 ア ッ セ イ に お い て 利 用 し て も よ い 。 典 型 的 な 免 疫 測 定 ア ッ セ イ に お い て は 、 あ
る 量 の 非 標 識 抗 体 （ ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト ） を 被 検 液 体 （ Ｃ Ｓ Ｆ な ど ） に 不 溶 で あ る 固
相 支 持 体 に 結 合 し 、 あ る 量 の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 可 溶 性 抗 体 を 加 え 、 固 相 抗 体 、 抗 原 お
よ び 標 識 抗 体 の 間 で 形 成 さ れ た ３ 成 分 複 合 体 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 代 表 的 か つ 好 ま し い 免 疫 測 定 ア ッ セ イ は 、 固 相 に 結 合 し た 抗 体 が 最 初 に 被 検 試 料 と 接 触
し 、 固 相 抗 体 － 抗 原 か ら な る ２ 成 分 複 合 体 を 形 成 す る こ と に よ っ て 該 試 料 か ら 抗 原 を 抽 出
す る “ 前 進 (forward)” ア ッ セ イ で あ る 。 適 当 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 該
固 相 支 持 体 を 洗 浄 し て 未 反 応 の 抗 原 （ も し 存 在 す る な ら ） を 含 む 液 体 試 料 の 残 り を 除 去 し
、 次 い で 未 知 量 の 標 識 抗 体 （ “ リ ポ ー タ ー 分 子 ” と し て 機 能 す る ） を 含 む 溶 液 と 接 触 さ せ
る 。 第 ２ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ て 標 識 抗 体 を 、 非 標 識 抗 体 を 介 し て 固 相 支 持 体 に 結
合 し た 抗 原 と 複 合 さ せ た 後 、 固 相 支 持 体 に 第 ２ の 洗 浄 を 行 い 、 未 反 応 の 標 識 抗 体 を 除 去 す
る 。 こ の タ イ プ の 前 進 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 抗 原 が 存 在 す る か ど う か を 測 定 す る 単 純
な "イ エ ス /ノ ー "ア ッ セ イ で あ る か ま た は 標 識 抗 体 の 測 定 結 果 を 、 既 知 量 の 抗 原 を 含 む 標
準 試 料 か ら 得 ら れ た 結 果 と 比 較 し て 定 量 を 行 う も の で あ る 。 こ の よ う な “ ツ ー サ イ ト ” ま
た は “ サ ン ド イ ッ チ ” ア ッ セ イ は 、 ワ イ ド (Wide)に よ っ て 「 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 法 」 ，
カ ー カ ム (Kirkham)お よ び ハ ン タ ー (Hunter)編 , イ ー ・ ア ン ド ・ エ ス ・ リ ビ ン グ ス ト ー ン
， エ ジ ン バ ラ （ １ ９ ７ ０ 年 ） の ｐ １ ９ ９ ～ ２ ０ ６ に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 こ れ も ま た 本 発 明 の 抗 原 に 使 用 し う る 、 別 の タ イ プ の “ サ ン ド イ ッ チ ” ア ッ セ イ に お い
て は 、 い わ ゆ る “ 同 時 （ simultaneous） ” お よ び “ 逆 行 (reverse)” ア ッ セ イ が 用 い ら れ
る 。 同 時 ア ッ セ イ は 、 固 相 支 持 体 に 結 合 し た 抗 体 と 標 識 抗 体 の 両 方 を 被 検 試 料 に 同 時 に 加
え る と い う 一 回 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ス テ ッ プ か ら な る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 完 了 後 、 固
相 支 持 体 洗 浄 し て 液 体 試 料 の 残 り お よ び 未 複 合 の 標 識 抗 体 を 除 去 す る 。 次 い で 固 相 支 持 体
に 会 合 し た 標 識 抗 体 の 存 在 を 常 套 の “ 前 進 ” サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で 測 定 す る 。
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【 ０ １ ５ ３ 】
　 “ 逆 行 ” ア ッ セ イ に お い て は 、 最 初 、 液 体 試 料 に 標 識 抗 体 の 溶 液 を 段 階 的 に 加 え 、 次 い
で 適 当 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 固 相 支 持 体 に 結 合 し た 非 標 識 抗 体 を 加 え る
。 第 ２ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 固 相 を 常 套 の 方 法 で 洗 浄 し て 被 検 試 料 の 残 り お よ び 未 反
応 の 標 識 抗 体 を 除 去 す る 。 次 い で 固 相 支 持 体 に 会 合 し た 標 識 抗 体 の 定 量 を “ 同 時 ” お よ び
“ 前 進 ” ア ッ セ イ で 行 う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 こ れ ま で に 述 べ た イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 検 出 法 を 用 い て 組 織 を 切 除 せ ず に Ａ Ｄ を 検
出 お よ び 診 断 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 検 出 法 を 用 い 、 生 体 試 料 中 の Ｎ Ｔ Ｐ の 濃 度 を
算 定 し 、 比 較 す る こ と は 、 Ａ Ｄ に お け る 神 経 学 的 退 行 の 測 定 の 援 助 と な る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 診 断 試 薬 （ 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト な ど ） の 有 効 量 と は 、 所 望 の 区 別 が 得 ら れ る 診
断 結 果 に 到 達 す る 量 で あ り 、 患 者 の 年 令 、 健 康 状 態 、 性 別 、 疾 患 の 程 度 、 も し あ れ ば 対 立
指 標 、 お よ び 医 師 に よ っ て 判 断 さ れ る べ き そ の 他 の 変 数 な ど の 因 子 に 応 じ て 変 化 す る も の
で あ る 。 診 断 試 験 に お い て 代 表 的 に 使 用 さ れ る 量 は 、 一 般 的 に ０ .１ ～ ５ mg、 好 ま し く は
０ .１ ～ ０ .５ mgで あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ は 、 キ ッ ト の 製 造 に も 適 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 閉 じ た 境 界 内 に
受 容 す る よ う に 仕 切 り を つ け た 担 体 手 段 、 お よ び バ イ ア ル 、 チ ュ ー ブ な ど の ひ と つ 以 上 の
コ ン テ ナ 手 段 か ら な り 、 該 コ ン テ ナ 手 段 に は そ れ ぞ れ 別 の イ ム ノ ア ッ セ イ 成 分 が 含 ま れ る
。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 た と え ば 、 固 相 支 持 体 に 固 定 化 さ れ た 第 １ の 抗 体 の 入 っ た コ ン テ ナ 手 段 、 お よ び 溶 液 中
に 第 ２ の 検 出 可 能 に 標 識 さ れ た 抗 体 の 入 っ た 次 の コ ン テ ナ 手 段 で あ る 。 さ ら な る コ ン テ ナ
手 段 に は 検 出 さ れ る べ き Ｎ Ｔ Ｐ の 濃 度 連 続 希 釈 液 を 含 む 標 準 溶 液 を 入 れ る 。 Ｎ Ｔ Ｐ の 標 準
溶 液 を 用 い て 、 横 座 標 に Ｎ Ｔ Ｐ 濃 度 を プ ロ ッ ト し 、 縦 座 標 に 検 出 シ グ ナ ル を プ ロ ッ ト し て
標 準 曲 線 を 作 成 す る 。 Ｎ Ｔ Ｐ 含 有 試 料 か ら 得 ら れ た 結 果 は 、 標 準 曲 線 か ら 内 挿 法 に よ っ て
Ｎ Ｔ Ｐ 濃 度 を 算 出 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
Ｉ Ｖ ． Ｎ Ｔ Ｐ の 分 離
　 本 発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 は 、 既 述 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ か ら の 発 現 に よ っ て 得 る
こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ は 生 物 材 料 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 に お い て 、 以 下 の 工 程 か ら な る 精 製 法 を 例 示 す る が 、 こ れ に 制 限 さ れ る も
の で は な い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ 精 製 の 最 初 の 工 程 に は 、 尿 素 、 ギ 酸 、 界 面 活 性 剤 、 も し く は チ オ シ ア ネ ー ト の 様
な 可 溶 化 剤 を 含 む か ま た は 含 ま な い 緩 衝 液 中 で 、 脳 組 織 も し く は Ｃ Ｓ Ｆ の 様 な 生 物 試 料 か
ら Ｎ Ｔ Ｐ 分 画 を 抽 出 す る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 第 二 の 工 程 に は 、 可 溶 化 物 質 を Ｍ ｏ ｎ ｏ － Ｑ ま た は Ｍ ｏ ｎ ｏ － Ｓ カ ラ ム （ Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ
ｃ ｉ ａ 　 Ｌ Ｋ Ｂ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ， Ｉ ｎ ｃ ； Ｐ ｉ ｓ ｃ ａ ｔ ａ ｗ ａ ｙ ， Ｎ Ｊ ）
イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る こ と が 含 ま れ る 。 同 様 に 、 可 溶 化 物 質 は 、 分 子 を
例 え ば 荷 電 密 度 、 荷 電 分 布 、 お よ び 分 子 サ イ ズ に 応 じ て 分 離 す る こ と が で き る い か な る 他
の 方 法 に よ っ て も 分 離 す る こ と が で き る 。 イ オ ン 交 換 樹 脂 か ら の Ｎ Ｔ Ｐ の 溶 離 は 、 Ｍ － Ｉ
Ｒ Ｍ Ａ の 様 な イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 各 分 画 ご と に モ ニ タ ー す る 。 次 い で 免 疫 反 応 の ピ ー
ク を 透 析 し 、 凍 結 乾 燥 し 、 分 子 ふ る い も し く は ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る こ と に な
ろ う 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 分 子 ふ る い ま た は ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 分 子 サ イ ズ に 基 づ い て 分 離 を 行 う 分 別 ク
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ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の １ 種 で あ る 。 こ の 種 の 分 離 に は 通 常 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド 、 お よ び ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な ゲ ル は 、 セ フ ァ ロ ー ス  １
２ （ Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 　 Ｌ Ｋ Ｂ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ， Ｉ ｎ ｃ ． ） で あ る 。 し
か し 、 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の 方 法 を 用 い て サ イ ズ に 基 づ い て 効 率 的 に 分 子 を 分 離 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ の 精 製 プ ロ ト コ ー ル に お け る 第 四 の 工 程 に は 、 ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム － ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） に よ る 免 疫 反 応 性 ピ ー ク の 分 析 、 さ ら な
る ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 精 製 工 程 、 お よ び 例 え ば 銀 染 色 の 様 な 染 色 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 精 製 法 の 第 五 工 程 に は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 後 に 得 ら れ る Ｎ Ｔ Ｐ を ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー か 、 ま た は 分 離 さ れ る 物 質 と こ の 物 質 が 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 分 子
の 親 和 性 に 基 づ く 他 の 何 ら か の 方 法 に か け る こ と が 含 ま れ る 。 Ｎ Ｔ Ｐ を さ ら に 精 製 す る た
め に は 、 抗 Ｎ Ｔ Ｐ  ｍ Ａ ｂ ｓ （ Ｔ ｈ ９ ま た は 実 質 的 に 純 粋 な Ｎ Ｔ Ｐ に 対 し て 生 じ た ｍ Ａ Ｂ
ｓ の よ う な ） が 結 合 し た セ フ ァ ロ ー ス ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と が
で き る 。 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ の 様 な 別 の 方 法 、 ま た は 良 好 な ピ ー ク 解 像 度 を 有 す る 急 速 分 離 を 特
徴 と す る 他 の 方 法 が 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ を 精 製 す る た め の 別 の 方 法 で は 、 Ａ Ｄ 患 者 か ら 得 ら れ た 濃 縮 Ｃ Ｓ Ｆ を 使 用 す る こ
と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 凍 結 乾 燥 ま た は Ａ ｍ ｉ ｃ ｏ ｎ 濾 過 な ど に よ っ て ３ ０ ～ ４ ０ ｍ
Ｌ に 濃 縮 し 、 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 に か け る 。 タ ン パ ク 質 を ｐ Ｈ グ ラ ジ エ ン ト 中 で 荷 電 に よ
っ て 一 方 向 に 分 離 し 、 次 い で 他 の 方 向 の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 分 子 ふ る
い ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け る 。 Ｎ Ｔ Ｐ 免 疫 反 応 性 断 片 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 用 い
る Ｔ ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 例 え ば Ｔ ｈ ９ ） に よ っ て 、 ス ポ ッ ト と し て 確 認 さ れ る 。 ゲ ル
を 切 り 出 し 、 ゲ ル か ら Ｎ Ｔ Ｐ タ ン パ ク 質 を 溶 離 す る 。 こ の 方 法 で 精 製 さ れ る Ｎ Ｔ Ｐ は 、 配
列 を 調 べ る か 、 ま た は 新 し い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 上 記 の 好 ま し い 方 法 の 代 わ り に 他 の 精 製 工 程 も 使 用 し 得 る こ と は 理 解 で き よ う 。 当 業 者
は 過 度 の 実 験 を 行 う こ と な く こ れ に 代 わ る 精 製 工 程 を 工 夫 す る こ と が で き よ う 。
【 ０ １ ６ ７ 】
Ｖ ． ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び リ ボ ザ イ ム を 用 い る 遺 伝 子 治 療
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 原 核 生 物 （ Ｍ ｉ ｚ ｕ ｎ ｏ ら の 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ
ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ １ ： １ ９ ６ ６ － １ ９ ７ ０ （ １ ９ ８ ４ ） ） な ら び に 真 核
生 物 （ Ｈ ｅ ｙ ｗ ｏ ｏ ｄ の 、 Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃ 　 Ａ ｃ ｉ ｄ ｓ 　 Ｒ ｅ ｓ ． １ ４ ： ６ ７ ７ １ － ６ ７
７ ２ （ １ ９ ８ ６ ） ） に お い て 、 遺 伝 子 発 現 を 抑 え る 天 然 の 生 物 学 的 阻 害 剤 で あ る と 記 載 さ
れ て 来 た 。 お そ ら く 、 こ れ ら の 配 列 は 相 補 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に
よ っ て 機 能 し 、 翻 訳 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 停 止 を も た ら す （ Ｐ ａ ｔ ｅ ｒ ｓ ｏ ｎ ら の 、
Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ， ７ ４ ： ４ ３ ７ ０ － ４ ３ ７ ４ （ １ ９ ８ ７
） ） 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 定 の 遺 伝 子 ま た は Ｒ Ｎ Ａ メ ッ セ ー ジ と 相 補 的 と
な る よ う に 製 造 さ れ た 短 い 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 で あ る 。 標 的 と す る
Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 対 す る こ れ ら の オ リ ゴ マ ー の 結 合 に よ っ て 、 当 該 遺 伝 子 の 転
写 ま た は 翻 訳 を 選 択 的 に 阻 害 す る こ と が で き 、 当 該 遺 伝 子 に よ っ て 生 じ た 疾 患 の 過 程 を 停
止 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｊ ａ ｃ ｋ 　 Ｃ ｏ ｈ ｅ ｎ の 、 Ｏ ｌ ｉ ｇ ｏ ｄ ｅ ｏ ｘ ｙ ｎ ｕ ｃ
ｌ ｅ ｏ ｔ ｉ ｄ ｅ ｓ ， Ａ ｎ ｔ ｉ ｓ ｅ ｎ ｓ ｅ 　 Ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒ ｓ 　 ｏ ｆ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｅ ｘ
ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ， Ｃ Ｒ Ｃ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ （ １ ９ ８ ９ ） を 参 照 の こ と ） 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 細 胞 質
に お け る 局 在 は 、 細 胞 に 入 り 込 む ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 容 易 に 接 近 で き る と
思 わ れ る 標 的 を 提 供 す る た め 、 当 該 分 野 の 多 く の 研 究 が 標 的 と な る Ｒ Ｎ Ａ に 絞 ら れ て き て
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い る 。 一 般 に 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 は 、 イ ン ビ ト ロ お よ び 細 胞 培 養 に
お け る 遺 伝 子 発 現 の 調 節 を 研 究 す る た め の 有 用 な 手 段 と な る （ Ｒ ｏ ｔ ｈ ｅ ｎ ｂ ｅ ｒ ｇ ら の
、 Ｊ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ． ８ １ ： １ ５ ３ ９ － １ ５ ４ ４ （ １ ９ ８ ９ ） ） 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 ア ン チ セ ン ス 治 療 と は 、 細 胞 内 に 局 在 す る 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 外 因 性 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る こ と で あ る 。 例 え ば 、 抗 癌 療 法 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を 全 身 的 に 投 与 す る こ と が で き る （ Ｓ ｍ ｉ ｔ ｈ の 、 国 際 出 願 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９
０ ／ ０ ９ １ ８ ０ ） 。 本 明 細 書 に 記 載 し た ご と く 、 Ｎ Ｔ Ｐ 関 連 タ ン パ ク 質 は 神 経 外 胚 葉 腫 瘍
細 胞 、 悪 性 ア ス ト ロ サ イ ト ー マ 細 胞 な ら び に グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ 、
ま た Ａ Ｄ 患 者 の 脳 組 織 中 に 比 較 的 高 濃 度 （ す な わ ち 、 対 照 に 比 較 し て ） に 産 生 さ れ る 。 し
た が っ て 、 本 発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 、 悪 性 ア
ス ト ロ サ イ ト ー マ な ら び に グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 、 お よ び Ａ Ｄ に 対 す る 治 療 に お い て 活 性 を
持 ち 得 る 。 　 本 発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 Ｓ － オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド （ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体 ま た は Ｓ － オ リ ゴ 、 既 述 の Ｊ ａ ｃ ｋ 　 Ｃ ｏ ｈ ｅ ｎ を 参 照
の こ と ） の 様 な 誘 導 体 が 含 ま れ る 。 Ｓ － オ リ ゴ （ ヌ ク レ オ シ ド ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ） は 、
リ ン 酸 基 の 架 橋 し て い な い 酸 素 原 子 が 硫 黄 原 子 で 置 き 換 え ら れ て い る オ リ コ ヌ ク レ オ チ ド
（ Ｏ － オ リ ゴ ） の 等 電 性 類 似 体 で あ る 。 本 発 明 の Ｓ － オ リ ゴ は 、 対 応 す る Ｏ － オ リ ゴ を 硫
黄 伝 達 試 薬 で あ る ３ Ｈ － １ ， ２ － ベ ン ゾ ジ チ オ ー ル － ３ － オ ン － １ ， １ － ジ オ キ シ ド で 処
理 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 Ｉ ｙ ｅ ｒ ら の 、 Ｊ ． Ｏ ｒ ｇ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ５ ５
： ４ ６ ９ ３ － ４ ６ ９ ８ （ １ ９ ９ ０ ） 、 お よ び Ｉ ｙ ｅ ｒ ら の 、 Ｊ ． Ａ ｍ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｓ ｏ ｃ
． １ １ ２ ： １ ２ ５ ３ － １ ２ ５ ４ （ １ ９ ９ ０ ） を 参 照 の こ と （ こ れ ら の 開 示 は 本 明 細 書 の 一
部 を 構 成 す る ） 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 に 示 す Ｎ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 配 列 分 析 が 示 す よ う に 、 Ｎ Ｔ Ｐ は Ｐ Ｔ Ｐ  Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 と 相 同 性 で な い 配 列 を 含 ん で い る （ 図 ９ を 参 照 の こ と ） 。 し た が っ て 、 本 発 明 の
Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｎ Ｔ Ｐ に 特 異 的 な そ の よ う な 配 列 と 相 補 的 で
、 ま た そ の よ う な 配 列 と 安 定 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ で あ ろ う 。 Ｐ Ｔ
Ｐ を 特 定 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ せ ず Ｎ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る た め に 、 こ の 領 域 に 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く
は 、 本 発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ：
　 １ ． 　 ５ ’ － Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： １ ］ 、
　 ２ ． 　 ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ２ ］ 、
　 ３ ．   ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ３ ］ 、
お よ び
の 様 な Ａ Ｄ ３ － ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 非 相 同 性 配 列 を コ ー ド す る ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の １ ５ ～
３ ０ 量 体 断 片 で あ る 。 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ ３ ０ 量 体 ） の 例 に は
：
　 １ ． 　 ５ ’ － Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ － ３ ’
［ 配 列 番 号 ： ４ ］ 、
　 ２ ． 　 ５ ’ － Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｇ － ３ ’
［ 配 列 番 号 ： ５ ］ 、 お よ び
　 ３ ．   ５ ’ － Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ａ － ３ ’
［ 配 列 番 号 ： ６ ］
が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 本 発 明 に は 、 本 発 明 の 少 な く と も １ 種 類 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 有
効 量 と 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と の 組 み 合 せ か ら な る 医 薬 組 成 物 も 同 様 に 含 ま れ る 。 １ つ
の 態 様 と し て 、 単 一 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用 す る 。 別 の 態 様 と し
て 、 Ｎ Ｔ Ｐ ゲ ノ ム の 近 傍 領 域 に 相 補 的 な ２ 種 類 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 利 用 す る 。 当 該 ゲ ノ ム の 近 傍 領 域 に 相 補 的 な ２ 種 類 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
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オ チ ド 、 ま た は そ れ に 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 投 与 し て 、 Ｎ Ｔ Ｐ ゲ ノ ム の 転 写 も し く は ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 翻 訳 を よ り 効 率 的 に 阻 害 し 、 Ｎ Ｔ Ｐ 産 生 を よ り 効 果 的 に 阻 害 す る こ と が で き る で あ ろ
う 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 の 細 胞 へ の 取 り 込 み を 増
強 す る 薬 剤 と 共 に 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を 、 リ ポ ソ ー ム の 形 で あ っ て も よ い 脂 肪 親 和 性 の カ チ オ ン 化 合 物 と 組 み 合 わ せ る こ と
が で き る 。 細 胞 内 に ヌ ク レ オ チ ド を 導 入 す る た め の リ ポ ソ ー ム の 使 用 に つ い て は 、 例 え ば
米 国 特 許 番 号 ４ ， ８ ９ ７ ， ３ ５ ５ お よ び ４ ， ３ ９ ４ ， ４ ４ ８ に 示 さ れ て い る （ こ れ ら の 開
示 は 本 明 細 書 の 一 部 を 構 成 す る ） 。 生 物 材 料 を 含 む リ ポ ソ ー ム を 製 造 す る た め の 一 般 的 方
法 に つ い て は 、 米 国 特 許 番 号 ４ ， ２ ３ ５ ， ８ ７ １ 、 ４ ， ２ ３ １ ， ８ ７ ７ 、 ４ ， ２ ２ ４ ， １
７ ９ 、 ４ ， ７ ５ ３ ， ７ ８ ８ 、 ４ ， ６ ７ ３ ， ５ ６ ７ 、 ４ ， ２ ４ ７ ， ４ １ １ 、 お よ び ４ ， ８ １
４ ， ２ ７ ０ も 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 あ る い は ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 コ ー レ ー
ト 、 お よ び デ オ キ シ コ ー ル 酸 を 含 む 多 く の ス テ ロ ー ル の い ず れ と も 組 み 合 わ せ る こ と が で
き る 。 好 ま し い ス テ ロ ー ル は コ レ ス テ ロ ー ル で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 さ ら に 、 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 細 胞 が 取 り 込 む ペ プ チ ド と 結 合 さ せ
る こ と が で き る 。 有 用 な ペ プ チ ド の 例 に は 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 抗 原 も し く は 抗 体 、 お よ
び ペ プ チ ド 毒 素 が 含 ま れ る 。 新 生 物 性 細 胞 が 選 択 的 に 取 り 込 む ペ プ チ ド を 選 択 す る こ と に
よ っ て 、 ア ン チ セ ン ス 薬 剤 の 特 異 的 な 輸 送 を 行 う こ と が で き る 。 次 い で 、 選 択 す る ペ プ チ
ド は 、 ア ミ ノ お よ び ス ル フ ィ ド リ ル 反 応 性 ヘ テ ロ ２ 機 能 性 試 薬 を 介 し て 、 活 性 化 Ｎ Ｔ Ｐ ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 共 有 結 合 す る こ と が で き る 。 後 者 は 、 選 択 す る ペ プ チ ド
中 に 存 在 す る シ ス テ イ ン 残 基 と 結 合 す る 。 選 択 す る ペ プ チ ド に 結 合 す る ペ プ チ ド Ｎ Ｔ Ｐ ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 細 胞 の ば く 露 に お い て 、 ペ プ チ ヂ ル ア ン チ セ ン ス
薬 剤 は エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ っ て 取 り 込 ま れ 、 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 標 的 Ｎ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 結 合 し て 翻 訳 を 阻 害 す る （ Ｈ ａ ｒ ａ ｌ ａ ｍ ｂ ｉ ｄ ら の 、 Ｗ Ｏ ８ ９
０ ３ ８ ４ ９ 、 Ｌ ｅ ｂ ｌ ｅ ｕ ら の 、 Ｅ Ｐ ０ ２ ６ ３ ７ ４ ０ ） 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 本 発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ の 医 薬 組 成 物 は 、 そ の 意 図 す
る 目 的 を 達 成 す る た め の い か な る 方 法 に よ っ て も 投 与 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 非 経 口
的 、 皮 下 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 ま た は 経 皮 経 路 に よ り 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与
す る 用 量 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 年 齢 、 健 康 、 お よ び 体 重 、 併 用 治 療 の 種 類 （ も し あ れ ば ） 、
治 療 頻 度 、 お よ び 所 望 す る 効 果 の 性 質 に よ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 組 成 物 に は 、 対 象 癌 細 胞 の 増 殖 阻 害 お よ び ／ ま た は 分 化 刺 激 を 達 成 す
る か 、 ま た は Ａ Ｄ を 軽 減 す る た め に 有 効 な 量 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
含 有 す る す べ て の 組 成 物 が 含 ま れ る 。 個 々 の 要 求 は 異 な る が 、 各 成 分 の 有 効 量 の 最 適 範 囲
の 決 定 は 当 業 者 が 行 う 。 一 般 に は 、 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 哺 乳 動 物
（ 例 え ば ヒ ト ） に 、 １ 日 当 た り 、 体 重 に 応 じ て ０ ． ０ ０ ５ ～ １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 用 量 で 投 与 す
る こ と が で き る 。 ま た 、 そ れ 相 当 す る 量 の そ の 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 あ る い は ま た 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ （ イ ン ト ロ ン 、 エ ク ソ
ン 、 ま た は そ の 両 方 を 含 む ） の 転 写 領 域 に 結 合 し 、 三 重 ら せ ん を 形 成 す る こ と に よ っ て Ｎ
Ｔ Ｐ 遺 伝 子 の 転 写 と 干 渉 す る よ う に 計 画 し て 製 造 す る こ と が で き る （ Ｆ ｒ ｏ ｅ ｈ ｌ ｅ ｒ ら
の 、 Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ ６ ６ ２ ６ ； Ｔ ｏ ｏ ｌ ｅ の 、 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ １ ０ ５ ９ ０ ） 。 三 重 ら せ ん を 形 成
す る た め の 好 ま し い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も ２ 領 域
の 極 性 が 逆 転 し て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る （ 同 上 ） 。 そ の 様 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 Ｌ が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 の ０ ～ １ ０ 塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 結 合 を 表 す ３ '---５
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'-Ｌ -５ '---３ '、 ま た は ５ '---３ '-Ｌ -３ '---５ 'の よ う な 極 性 が 反 対 で あ る タ ン デ ム 配 列
を 特 徴 と す る 。 極 性 が 逆 に な っ た 形 は 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る 分 解 に 対 し て １ 本 鎖 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 安 定 化 す る （ Ｆ ｒ ｏ ｅ ｈ ｌ ｅ ｒ ら 、 既 述 ） 。 好 ま し い 三 重 ら せ ん を 形
成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 １ ～ ３ に 基 づ い て い る ：
　 １ ． ３ ’ － Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ － ５ ’ － Ｌ －
　 　 　 ５ ’ － Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ７ ］ 、
　 ２ ． ３ ’ － Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ － ５ ’ － Ｌ －
　 　 　 ５ ’ － Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ８ ］ 、
　 ３ ． ３ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ５ ’ － Ｌ －
　 　 　 ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ９ ］ 、
　 ４ ． ３ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ － ５ ’ － Ｌ －
　 　 　 ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： １ ０ ］ 、
　 ５ ． ３ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ５ ’ － Ｌ －
　 　 　 ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： １ １ ］ 、
お よ び
　 ６ ． ３ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ － ５ ’ － Ｌ －
　 　 　 ５ ’ － Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ｃ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： １ ２ ］ 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 し た が っ て 、 三 重 ら せ ん を 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド １ お よ び ２ は 、 そ れ ぞ れ ３ ’ ［
配 列 番 号 ： １ ］ ５ ’ － Ｌ － ５ ’ ［ 配 列 番 号 ： １ ］ ３ ’ 、 お よ び ５ ’ ［ 配 列 番 号 ： １ ］ ３ ’
－ Ｌ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： １ ］ ５ ’ で 表 さ れ る 。 三 重 ら せ ん を 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
３ お よ び ４ は 、 そ れ ぞ れ ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ２ ］ ５ ’ － Ｌ － ５ ’ ［ 配 列 番 号 ： ２ ］ ３ ’ 、 お
よ び ５ ’ ［ 配 列 番 号 ： ２ ］ ３ ’ － Ｌ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ２ ］ ５ ’ で 表 さ れ る 。 三 重 ら せ ん
を 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ５ お よ び ６ は 、 そ れ ぞ れ ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ３ ］ ５ ’ － Ｌ －
５ ’ ［ 配 列 番 号 ： ３ ］ ３ ’ 、 お よ び ５ ’ ［ 配 列 番 号 ： ３ ］ ３ ’ － Ｌ － ３ ’ ［ 配 列 番 号 ： ３
］ ５ ’ で 表 さ れ る 。 も ち ろ ん 、 同 様 な 三 重 ら せ ん を 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番
号 ： ４ ～ ６ ま た は そ の 断 片 を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 治 療 的 応 用 に お い て 、 三 重 ら せ ん 形 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 既 述 し た 全 身 ま た は 局 所
投 与 を 含 む 様 々 な 投 与 法 の た め に 医 薬 製 造 物 と し て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 既 述 の ご と く 当 該 分 野 の 通 常 の 技 術 を 有
す る 者 に よ く 知 ら れ た い ず れ の 方 法 で 製 造 し て も よ い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 リ ボ ザ イ ム は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 機 能 を 阻 害 す る 別 の 方 法 を 提 供 す る 。 リ ボ ザ イ ム は Ｒ Ｎ Ａ 酵 素 、
自 己 ス プ ラ イ シ ン グ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 自 己 開 裂 Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て よ い （ Ｃ ｅ ｃ ｈ ら の 、 Ｊ ｏ ｕ
ｒ ｎ ａ ｌ 　 ｏ ｆ 　 Ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ 　 ２ ６ ７ ： １ ７ ４ ７ ９ － １
７ ４ ８ ２ （ １ ９ ９ ２ ） ） 。 あ る 標 的 配 列 の 途 中 に 対 す る エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る
新 た な リ ボ ザ イ ム を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の リ ボ ザ イ ム は 様 々 な 配 列 に 作 用 す る
こ と が で き る の で 、 リ ボ ザ イ ム は 実 質 的 に い か な る Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の た め に も 計 画 す る こ と が
で き る 。 し た が っ て 、 リ ボ ザ イ ム は 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め の 非 常 に 融 通 性 の
あ る 道 具 で あ る 。
　 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る リ ボ ザ イ ム の 構 築
に 成 功 し て い る （ Ｈ ａ ｓ ｅ ｌ ｏ ｆ ｆ ら の 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ３ ３ ４ ： ５ ８ ５ ー ５ ９ １ （ １ ９
８ ８ ） ； Ｕ ｈ ｌ ｅ ｎ ｂ ｅ ｃ ｋ ら の 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ３ ２ ８ ： ５ ９ ６ － ６ ０ ０ （ １ ９ ８ ７ ）
） 。 こ の リ ボ ザ イ ム に は ３ つ の 構 造 ド メ イ ン が 含 ま れ る ： １ ） 開 裂 部 位 の ５ ’ 方 向 の 隣 の
高 度 に 保 存 さ れ た 配 列 、 ２ ） リ ボ ソ ー ム の 自 然 発 生 す る 開 裂 ド メ イ ン を 含 む 、 塩 基 対 ス テ
ム （ 軸 ） を 形 成 す る 高 度 に 保 存 さ れ た 配 列 、 お よ び ３ ） 開 裂 部 位 の 両 側 の 隣 に あ る 、 そ の
開 裂 部 位 に 関 連 す る リ ボ ザ イ ム の 正 確 な 配 列 お よ び 基 質 な ら び に 酵 素 の 結 合 を 確 実 に す る
領 域 。 イ ン ビ ト ロ で Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 特 定 の 開 裂 を 生 じ さ せ る の に 適 し た 、 こ の モ デ ル に 従 っ
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て 構 築 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ 酵 素 が す で に 提 供 さ れ て い る （ Ｈ ａ ｓ ｅ ｌ ｏ ｆ ｆ ら 、 既 述 ） 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 あ る い は ま た 、 活 性 部 位 が タ バ コ 輪 紋 （ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 ｓ ｐ ｏ ｔ ） ウ イ ル ス の 付 随 Ｒ Ｎ Ａ の
マ イ ナ ス 鎖 か ら 誘 導 さ れ る ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム を 用 い て も よ い （ Ｈ ａ ｍ ｐ ｅ ｌ ら の 、 Ｂ ｉ
ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ 　 ２ ８ ： ４ ９ ２ ９ － ４ ９ ３ ３ （ １ ９ ８ ９ ） ） 。 最 近 、 ヒ ト 免 疫 不 全
ウ イ ル ス １ 型 の Ｒ Ｎ Ａ を 開 裂 さ せ る ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム が 計 画 さ れ た （ Ｏ ｊ ｗ ａ ｎ ｇ ら の
、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ 　 ８ ９ ： １ ０ ８ ０ ２ － １ ０ ８ ０ ６ （ １
９ ９ ２ ） ） 。 他 の 自 己 開 裂 Ｒ Ｎ Ａ 活 性 は 肝 炎 デ ル タ ウ イ ル ス に 関 連 し て い る （ Ｋ ｕ ｏ ら の
、 Ｊ ． Ｖ ｉ ｒ ｏ ｌ ． ６ ２ ： ４ ４ ２ ９ － ４ ４ ４ ４ （ １ ９ ８ ８ ） ） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 既 述 の 通 り 、 Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム の 好 ま し い 標 的 は 、 Ｐ Ｔ Ｐ 配 列 と 相 同 性 で な い ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム 分 子 は 、 既 述 の ク ロ ラ ム フ ェ ニ
コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ リ ボ ザ イ ム ま た は ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム に 基 づ い て 計 画
さ れ る 。 あ る い は ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム 分 子 は 、 化 学 的 お よ び 酵 素 的 分 解 に 対 す る 安 定
性 が 増 強 さ れ 、 治 療 薬 と し て 有 用 な 、 触 媒 的 活 性 を 有 す る リ ボ ザ イ ム 構 造 を 開 示 し て い る
Ｅ ｃ ｋ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ ら の 記 載 （ 国 際 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ７ ０ ６ ５ ） に 従 っ て 計 画 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 別 の 研 究 方 法 に お い て 、 外 部 ガ イ ド 配 列 （ Ｅ Ｇ Ｓ ） を 、 内 在 性 リ ボ ザ イ ム の Ｒ Ｎ ア ー ゼ
Ｐ を 細 胞 性 リ ボ ザ イ ム に よ っ て 実 質 的 に 開 裂 さ れ る 細 胞 内 Ｎ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 作 用 さ せ る よ
う に 構 築 す る こ と が で き る （ Ａ ｌ ｔ ｍ ａ ｎ ら の 、 米 国 特 許 番 号 ５ ， １ ６ ８ ， ０ ５ ３ ） 。 Ｎ
Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ に は 、 Ｎ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び Ｎ が プ リ ン で あ る こ と が 好 ま し い ３ ’ － Ｎ Ｃ
Ｃ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な １ ０ ～ １ ５ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含 ま れ る こ と が 好 ま し い
（ 同 上 ） 。 Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ 分 子 を 以 下 に 既 述 す る ご と く 細 胞 に 供 給 し て Ｎ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ と
相 補 性 Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ 配 列 の 間 に 塩 基 対 を 形 成 し 、 さ ら に 塩 基 対 形 成 領 域 の ５ ’ 側 の ヌ ク
レ オ チ ド に お い て Ｒ Ｎ ア ー ゼ Ｐ に よ る Ｎ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 開 裂 を 促 進 す る こ と に よ っ て 、 こ
の 分 子 を 標 的 と す る Ｎ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ と 結 合 さ せ る （ 同 上 ） 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 に は 、 本 発 明 の 少 な く と も １ 種 類 の Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム ま た は Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ の 有
効 量 と 医 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と の 組 み 合 わ せ と を 含 む 医 薬 組 成 物 も 含 ま れ る 。 Ｎ Ｔ Ｐ リ
ボ ザ イ ム ま た は Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ は 、 本 リ ボ ザ イ ム ま た は Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ 分 子 の 細 胞 へ の 取 り
込 み を 増 強 す る 薬 剤 と 併 用 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム ま た は Ｎ
Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ は 、 既 述 し た よ う に リ ポ ソ ー ム の 形 で あ っ て よ い 脂 肪 親 和 性 カ チ オ ン 化 合 物
と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム ま た は Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ は
コ レ ス テ ロ ー ル 、 コ ー レ ー ト 、 お よ び デ オ キ シ コ ー ル 酸 を 含 む 多 く の ス テ ロ ー ル の い ず れ
か の よ う な 脂 肪 親 和 性 担 体 と も 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 本 発 明 の Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム も し く は Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ 、 お よ び 医 薬 組 成 物 は 、 そ の 意 図 す
る 目 的 を 達 成 す る た め の 如 何 な る 方 法 に よ り 投 与 し て も よ い 。 例 え ば 、 非 経 口 、 皮 下 、 静
脈 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 ま た は 経 皮 経 路 で 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 す る 用 量 は 、 レ シ
ピ エ ン ト の 年 齢 、 健 康 な ら び に 体 重 、 も し あ れ ば 併 用 処 置 の 種 類 、 治 療 頻 度 、 お よ び 所 望
す る 効 果 の 性 質 に 依 存 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 ７ ０ ０ ｍ ｇ も の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 、 毒 性 徴 候 を 示 す こ と な く １ ０ 日 間 の ク ー ル に わ た っ て 患 者 に 静 脈 内 投 与 さ れ て
い る （ す な わ ち 、 ０ ． ０ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 時 ） （ Ｓ ｔ ｅ ｒ ｌ ｉ ｎ ｇ の 、 「 Ｔ ａ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｉ
ｃ 　 Ａ ｎ ｔ ｉ ｓ ｅ ｎ ｓ ｅ 　 Ｔ ｒ ｅ ａ ｔ ｍ ｅ ｎ ｔ 　 Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｄ 」 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｅ
ｎ ｇ ｉ ｎ ｅ ｅ ｒ ｉ ｎ ｇ 　 Ｎ ｅ ｗ ｓ 　 １ ２ （ １ ２ ） ： １ ， ２ ８ （ １ ９ ９ ２ ） ） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 の 組 成 物 に は 、 対 象 癌 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 し 、 な ら び に ／ も し く は そ の 癌
細 胞 の 分 化 を 促 進 す る か 、 ま た は Ａ Ｄ を 軽 減 す る の に 有 効 な 量 の Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム ま た は
Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ を 含 有 す る す べ て の 組 成 物 が 含 ま れ る 。 個 々 の 要 求 は 異 な る が 、 各 成 分 の
有 効 量 の 最 適 範 囲 の 決 定 は 当 業 者 が 行 う 。
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【 ０ １ ８ ８ 】
　 溶 液 中 の 未 加 工 の 化 学 薬 品 と し て Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム
、 ま た は Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ を 投 与 す る こ と に 加 え て 、 こ の 治 療 分 子 を 、 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ザ イ ム 、 ま た は Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ を 加 工 処 理 し て 医 薬 的 に 使 用 し
得 る 製 造 物 治 療 分 子 と す る の を 促 進 す る 賦 形 剤 お よ び 補 助 剤 を 含 む 適 切 な 医 薬 的 に 許 容 さ
れ る 担 体 を 含 有 す る 医 薬 製 造 物 の 一 部 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 非 経 口 投 与 に 適 し た 製 剤 に は 、 水 溶 性 の 形 の Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
リ ボ ザ イ ム 、 Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ （ 例 え ば 水 溶 性 塩 ） の 水 溶 液 が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 活 性 化 合
物 の 懸 濁 液 を 適 切 な 油 状 注 射 用 懸 濁 液 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 適 切 な 脂 肪 親 和 性 溶
媒 ま た は ビ ー ク ル に は 、 脂 肪 油 （ 例 え ば 、 ゴ マ 油 ） ま た は 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル （ 例 え ば エ
チ ル オ レ エ ー ト も し く は ト リ グ リ セ リ ド ） が 含 ま れ る 。 水 性 注 射 用 懸 濁 液 は 、 例 え ば ナ ト
リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 お よ び ／ ま た は デ キ ス ト ラ ン を 含 む
、 こ の 懸 濁 液 の 粘 性 を 増 大 さ せ る 物 質 を 含 有 す る こ と が で き る 。 こ の 懸 濁 液 に は 安 定 化 剤
が 含 ま れ て い る こ と が あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 あ る い は ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム 、 お よ び Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ
Ｇ Ｓ は 、 好 ま し く は イ ン ビ ボ で 複 製 す る こ と が で き な い ビ リ オ ン の 形 で 投 与 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ
構 築 物 に コ ー ド さ れ る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｔ ａ ｙ ｌ ｏ ｒ の 、 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ６ ６ ９ ３ を
参 照 の こ と ） 。 例 え ば 、 そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 は 、 ヘ ル ペ ス を 基 礎 と し た ウ イ ル ス を 用
い て 投 与 す る こ と が で き る （ Ｇ ａ ｇ ｅ ら の 、 米 国 特 許 番 号 ５ ， ０ ８ ２ ， ６ ７ ０ ） 。 あ る い
は ま た 、 Ｎ Ｔ Ｐ ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 配 列 、 Ｎ Ｔ Ｐ リ ボ ザ イ ム 、 お よ び Ｎ Ｔ Ｐ  Ｅ Ｇ Ｓ は レ
ト ロ ウ イ ル ス の 様 な ビ リ オ ン の 形 で 投 与 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 に コ ー ド さ れ る こ と が で き る
。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 製 造 法 は 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Ｂ ｒ ｏ ｗ ｎ
ら の 、 「 Ｒ ｅ ｔ ｒ ｏ ｖ ｉ ｒ ａ ｌ 　 Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ ｓ ， 」 ｉ ｎ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ ｇ ： Ａ
　 Ｐ ｒ ａ ｃ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ 　 Ａ ｐ ｐ ｒ ｏ ａ ｃ ｈ ， 第 ３ 巻 ， Ｉ Ｒ Ｌ 　 Ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ， Ｗ ａ ｓ ｈ ｉ ｎ
ｇ ｔ ｏ ｎ ， Ｄ ． Ｃ ． （ １ ９ ８ ７ ） を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 中 枢 神 経 系 に お け る 遺 伝 子 発 現 の 特 異 性 は 、 細 胞 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー お よ び プ ロ モ ー タ
ー の 様 な 適 切 な 細 胞 特 異 的 調 節 配 列 を 用 い る こ と に よ っ て 与 え る こ と が で き る 。 例 え ば 、
そ の よ う な 配 列 に は 、 Ｊ Ｃ ウ イ ル ス の オ リ ゴ デ ン ド ロ グ リ ア 特 異 的 な 発 現 、 プ ロ テ オ リ ピ
ッ ド タ ン パ ク 質 の グ リ ア 特 異 的 な 発 現 、 お よ び グ リ ア 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 調 節
す る 配 列 が 含 ま れ る （ Ｇ ａ ｇ ｅ ら 、 既 述 ） 。 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 は 神 経 調 節 に お い て 重
要 で あ る た め （ Ｋ ｅ ｎ ｎ ｅ ｄ ｙ の 、 「 Ｓ ｅ ｃ ｏ ｎ ｄ 　 Ｍ ｅ ｓ ｓ ｅ ｎ ｇ ｅ ｒ ｓ 　 ａ ｎ ｄ 　 Ｎ
ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ｆ ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ， 」 ｉ ｎ 　 Ａ ｎ 　 Ｉ ｎ ｔ ｒ ｏ ｄ ｕ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｔ ｏ 　
Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ ， Ｈ ａ ｌ ｌ ， Ｅ ｄ ． ， Ｓ ｉ ｎ ａ ｕ ｅ ｒ 　
Ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｓ ， Ｉ ｎ ｃ ． （ １ ９ ９ ２ ） ） 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 配 列
を 用 い て 十 分 な レ ベ ル の Ｎ Ｔ Ｐ 遺 伝 子 発 現 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 し た が っ て 、 遺 伝 子 療 法 を 用 い て Ｎ Ｔ Ｐ が 特 定 の 形 で 不 適 切 に 発 現 す る の を 阻 害 す る こ
と に よ り Ａ Ｄ を 軽 減 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 遺 伝 子 療 法 を 用 い て Ｎ Ｔ Ｐ の 特 定 の 形 の
適 切 な 発 現 レ ベ ル を も た ら す こ と に よ り Ａ Ｄ を 軽 減 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に は 、 特
定 の Ｎ Ｔ Ｐ 核 酸 配 列 を 、 既 述 し た ウ イ ル ス の 形 で 投 与 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 に コ
ー ド す る こ と が で き る 。 あ る い は ま た 、 「 ド ナ ー 細 胞 」 を 、 Ｎ Ｔ Ｐ 配 列 を 含 む ウ イ ル ス も
し く は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い る か 、 ま た は 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 内 に 導 入 す る た め の
他 の よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 修 飾 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ｓ ａ ｍ ｂ ｒ
ｏ ｏ ｋ ら 、 既 述 、 を 参 照 の こ と ） 。 そ の よ う な ド ナ ー 細 胞 に は 、 線 維 芽 細 胞 、 神 経 細 胞 、
グ リ ア 細 胞 、 お よ び 結 合 組 織 細 胞 が 含 ま れ る （ Ｇ ａ ｇ ｅ ら 、 既 述 ） 。 遺 伝 子 操 作 後 、 ド ナ
ー 細 胞 を 中 枢 神 経 系 に 移 植 し 、 遺 伝 的 に 修 飾 し た 細 胞 に 治 療 型 の Ｎ Ｔ Ｐ を 提 供 す る （ 既 述
） 。
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【 ０ １ ９ ３ 】
　 さ ら に 、 そ の よ う な ビ リ オ ン は 、 脳 に 輸 送 す る た め に 血 流 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。
こ れ は 血 液 脳 関 門 の 浸 透 性 を 破 壊 し た 後 に ビ リ オ ン を 投 与 す る こ と に よ っ て 成 し 遂 げ ら れ
る （ 例 え ば 、 Ｎ ｅ ｕ ｗ ｅ ｌ ｔ の 、 米 国 特 許 番 号 ４ ， ８ ６ ６ ， ０ ４ ２ を 参 照 の こ と ） 。 血 液
脳 関 門 は マ ン ニ ト ー ル 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ま た は グ リ セ ロ ー ル の 様 な 医 薬 的 に 活 性 な 無 毒 性
の 高 張 溶 液 を 投 与 す る こ と に よ っ て 破 壊 す る こ と が で き る （ 既 述 ） 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 大 腸 菌 中 の 以 下 の ク ロ ー ン は 、 ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 従 っ て 、 Ａ ｍ ｅ ｒ ｉ ｃ ａ ｎ 　 Ｔ ｙ ｐ ｅ
　 Ｃ ｕ ｌ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｃ ｏ ｌ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ （ １ ２ ３ ０ １  Ｐ ａ ｒ ｋ ｌ ａ ｗ ｎ 　 Ｄ ｒ ｉ ｖ ｅ
， Ｒ ｏ ｃ ｋ ｖ ｉ ｌ ｌ ｅ ， Ｍ ａ ｒ ｙ ｌ ａ ｎ ｄ ， ２ ０ ８ ５ ２ ） に 寄 託 さ れ た ： Ｇ ２ － ２  Ｐ ｓ
ｔ Ｉ － Ｄ Ｈ ５ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ５ ７ ） ； Ｇ ５ ｄ － Ｐ ｓ ｔ Ｉ － Ｄ Ｈ ５ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  
Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ５ ８ ） ； １ － ９ ａ － Ｌ Ｘ － １  ｂ ｌ ｕ ｅ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ５ ９ ） ； Ａ
Ｄ ３ － ４ － Ｄ Ｈ １ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ６ ０ ） ； Ｈ Ｂ ４ － Ｘ Ｌ － ｂ ｌ ｕ ｅ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
　 Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ６ １ ） ； Ａ Ｄ １ ０ － ７ － Ｄ Ｈ １ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ６ ２ ） ； Ａ Ｄ ２
－ ２ － Ｄ Ｈ １ － （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ６ ３ ） ； Ｇ ５ ｄ － １ Ｐ ｓ ｔ Ｉ － Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ － Ｄ
Ｈ ５ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ６ ４ ） ； お よ び Ｇ ２ － ２ Ｐ ｓ ｔ Ｉ － Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ -Ｄ Ｈ ５ （ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ  Ｎ ｏ ． ６ ９ ２ ６ ５ ） 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 本 発 明 に お け る 一 般 的 な 記 載 は 、 例 示 の た め に 示 さ れ た 以 下 の 実 施 例 に 対 す る 引 用 例 に
よ っ て よ り 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う が 、 こ れ ら は 特 に 示 さ な い 限 り 本 発 明 を 制 限 す る こ
と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
実 施 例 １
細 胞 株 に お け る Ｎ Ｔ Ｐ 免 疫 反 応 性 の 発 現
　 中 枢 神 経 系 由 来 の 細 胞 株 ７ 株 に つ い て 、 膵 臓 型 の 糸 状 タ ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ た （ Ｇ ｒ
ｏ ｓ ｓ ら の 、 Ｊ ． Ｃ ｌ ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． ７ ６ ： ２ １ １ ５ － ２ １ ２ ６ （ １ ９ ８ ５ ） ） 、
脳 組 織 お よ び 脳 脊 髄 液 中 に 存 在 す る 糸 状 タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応 す る （ Ｏ ｚ ｔ ｕ ｒ ｋ ら の 、
Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ６ ： ４ １ ９ － ４ ２ ３ （ １ ９ ８ ９ ） ；
ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｌ ． Ｃ ｌ ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． ８ ６ ： １ ０ ０ ４ － １ ０ １ ３
（ １ ９ ９ ０ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ． Ｓ ｃ ｉ ． １ １ ３ ： １ ５
２ － １ ６ ４ （ １ ９ ９ ２ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ａ ｎ ｎ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ． ３ ２ ：
７ ３ ３ － ７ ４ ２ （ １ ９ ９ ２ ） ） Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 糸 状 タ ン パ ク 質 に 対
す る 免 疫 反 応 性 を 発 現 す る こ と を 確 認 し た 。 そ れ ら の 中 に は 以 下 の も の が あ っ た ： 初 期 神
経 外 胚 葉 腫 瘍 （ Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ） 細 胞 株 ２ 株 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ お よ び Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ ； グ リ オ ブ ラ ス ト ー
マ 細 胞 株 ３ 株 、 Ｈ ｇ ｌ  １ ６ 、 Ｈ ｇ ｌ  １ ７ 、 お よ び Ｃ ６ ； グ リ ア 細 胞 株 Ａ １ ７ ２ ； お よ び
神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 株 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 。 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 細 胞 株 お よ び Ａ １ ７ ２ 細 胞 は Ａ
ｍ ｅ ｒ ｉ ｃ ａ ｎ 　 Ｔ ｙ ｐ ｅ 　 Ｃ ｕ ｌ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 Ｃ ｏ ｌ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） か ら 得
た 。 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 細 胞 は Ｓ ｌ ｏ ａ ｎ － Ｋ ｅ ｔ ｔ ｅ ｒ ｉ ｎ ｇ 記 念 病 院 の Ｄ ｒ ． Ｂ ｉ ｅ ｄ ｌ
ｅ ｒ か ら 得 た 。 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ 細 胞 株 は 以 前 に 記 載 さ れ て お り （ Ｔ ｈ ｅ ら の 、 Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ｇ
ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 ３ ： ６ ２ － ６ ６ （ １ ９ ９ ３ ） 、 Ｍ Ｇ Ｈ 癌 セ ン タ ー の Ｄ ｒ ． Ｒ ｅ ｎ ｅ ’ Ｂ
ｅ ｒ ｎ ａ ｒ ｄ ｓ か ら 得 た 。 す べ て の 細 胞 株 は １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 添 加 、 抗 生 物 質 不 含 Ｅ ａ
ｒ ｌ 変 法 Ｅ ａ ｇ ｌ ｅ 培 地 中 で 維 持 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 細 胞 の 糸 状 タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 免 疫 反 応 性 を 試 験 す る た め に 、 ２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含
む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） （ １ ３ ７ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ７ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 ４ ． ３
ｍ Ｍ  Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 、 １ ． ４ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 （ ｐ Ｈ ７ ． ３ ） ） 中 に 回 収 し 、 ス ラ イ ド 当 り
１ ０ 5 細 胞 を 用 い て サ イ ト ス ピ ン 標 本 を 作 製 し た 。 サ イ ト ス ピ ン 標 本 を １ ０ ０ ％ メ タ ノ ー
ル （ － ２ ０ ℃ ） 中 で 速 や か に 固 定 し 、 風 乾 し 、 使 用 す る ま で － ８ ０ ℃ に 保 存 し た 。 ス ラ イ
ド を 室 温 で 平 衡 化 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 水 和 し た 後 、 免 疫 染 色 を 行 っ た 。 非 特 異 的 な 抗 体 結 合 を ３
％ 非 免 疫 ウ マ 血 清 で ブ ロ ッ ク し た 。 同 じ 培 養 か ら の 複 製 サ イ ト ス ピ ン 標 本 を 、 一 次 抗 体 ５
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ま た は １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ と ４ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 免 疫 反 応 の 証 明 は 、 Ｖ ｅ ｃ
ｔ ａ ｓ ｔ ａ ｉ ｎ 　 Ｅ ｌ ｉ ｔ ｅ 　 ｋ ｉ ｔ （ Ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ 　 Ｌ ａ ｂ ｏ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｉ ｅ ｓ ， Ｂ ｕ
ｒ ｌ ｉ ｎ ｇ ａ ｍ ｅ ， Ｃ Ａ ） を メ ー カ ー の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 用 い 、 さ ら に ク ロ モ ゲ ン と
し て ３ － ３ ’ ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ ０ ． ５ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ  ＋  ０ ． ０ ３ ％ 過 酸 化 水 素 ） を 用 い
る ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 法 に よ っ て 行 っ た 。 次 に 、 細
胞 を ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し 、 段 階 的 ア ル コ ー ル 溶 液 中 で 脱 水 し 、 キ シ レ ン で 透 徹 し
て 、 Ｐ ｅ ｒ ｍ ｏ ｕ ｎ ｔ (Ｆ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ 　 Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ ） を 用 い て カ バ ー グ ラ ス 下
に 保 存 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 各 細 胞 株 の サ イ ト ス ピ ン 標 本 を 糸 状 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｔ ｈ ９ 、 Ｔ ｈ ７ 、 Ｔ
ｈ １ ０ 、 Ｔ ｈ ２ ９ 、 Ｔ ｈ ３ ４ 、 Ｔ Ｈ ４ ６ 、 Ｔ ｈ ６ ７ 、 お よ び Ｔ ｈ ９ ０ を 用 い て 免 疫 染 色 し
た 。 さ ら に 、 複 製 ス ラ イ ド を 陽 性 （ ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト 、 グ リ ア 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質
（ Ｇ Ｆ Ａ Ｐ ） 、 な ら び に ビ メ ン チ ン ） お よ び 陰 性 （ デ ス ミ ン 、 Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 － ５ Ｃ ３
） 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 免 疫 染 色 し た 。 発 明 者 の 研 究 室 で 作 製 し た ５ Ｃ ３ （ Ｆ
ｕ ｊ ｉ ｔ ａ ら の 、 Ｇ ａ ｓ ｔ ｒ ｏ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ  ９ １ ： １ ３ ５ ７ － １ ３ ６ ３ （ １ ９
８ ６ ） ） を 除 く 対 照 抗 体 は 購 入 し た （ Ｂ ｏ ｅ ｈ ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｒ － Ｍ ａ ｎ ｎ ｈ ｅ ｉ ｍ ） 。 す べ
て の 血 清 学 的 試 薬 は １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ で 希 釈 し 、 一 次 抗 体
を 除 く す べ て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 加 湿 チ ャ ン バ ー 内 で 室 温 で 行 っ た 。 ス ラ イ ド は 各 工
程 の 間 で Ｐ Ｂ Ｓ を ３ 回 交 換 し て 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞 お よ び Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ 細 胞 は 共 に 、 高 分 子 量 な ら び に 中 分 子 量 の ニ ュ ー ロ フ
ィ ラ メ ン ト タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 グ リ ア 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 ま た は ビ メ ン チ ン は ほ ど ん
ど あ る い は 全 く 発 現 し な か っ た 。 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ 、 お よ び Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 細 胞 は
、 未 成 熟 ニ ュ ー ロ ン お よ び 再 生 細 胞 増 殖 を 受 け た ニ ュ ー ロ ン 中 に 高 度 に 発 現 す る 豊 富 な カ
ル モ ジ ュ リ ン 結 合 リ ン タ ン パ ク 質 で あ る Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ を 発 現 し た （ Ｂ ｅ ｎ ｏ ｗ ｉ ｔ ｚ ら の
、 Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ． ３ ： ２ １ ５ ３ － ２ １ ６ ３ （ １ ９ ８ ３ ） ； Ｄ ｅ Ｇ ｒ ａ ａ ｎ ら の 、
Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ． Ｌ ｅ ｔ ｔ ． ６ １ ： ２ ３ ５ － ２ ４ １ （ １ ９ ８ ５ ） ； Ｋ ａ ｌ ｉ ｌ ら の 、 Ｊ
． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ． ６ ： ２ ５ ６ ３ － ２ ５ ７ ０ （ １ ９ ８ ６ ） ） 。 Ａ １ ７ ２ 細 胞 お よ び Ｃ ６
細 胞 は Ｇ Ｆ Ａ Ｐ お よ び ビ メ ン チ ン を 発 現 し た 。 し か し 、 Ａ １ ７ ２ は ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト
に 対 す る 免 疫 反 応 性 を も 示 し 、 そ れ が 純 粋 に グ リ ア 細 胞 の 性 状 を 持 つ か に 対 す る 疑 問 が 生
じ た 。 い ず れ の 細 胞 株 も デ ス ミ ン ま た は Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と
の 免 疫 反 応 性 を 生 じ な か っ た 。 陰 性 対 照 細 胞 株 と し て 肝 細 胞 癌 細 胞 株 Ｈ ｕ ｈ ７ も 同 様 に 免
疫 染 色 し 、 既 述 の 抗 体 と の 免 疫 反 応 性 を 示 さ な い こ と が 示 さ れ た 。 し か し 、 Ｈ ｕ ｈ 細 胞 は
、 本 細 胞 株 の 陽 性 対 照 と し て 用 い ら れ る イ ン ス リ ン 受 容 体 基 質 タ ン パ ク 質 の Ｉ Ｒ Ｓ － １ に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｓ ａ ｓ ａ ｋ ｉ ら の 、 Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ８ ： １ －
４ （ １ ９ ９ ３ ） ） と の 免 疫 反 応 性 を 示 し た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 、 糸 状 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 反 応 性 を 、 原 発 性 Ｐ
Ｎ Ｅ Ｔ （ Ａ ） 、 原 発 性 グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ （ Ｆ ） 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ （ Ｂ ） 、 お よ び Ｃ ６ 細 胞 （
Ｇ ） に お い て 検 出 し た が 、 肝 細 胞 癌 細 胞 株 で は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 １ Ａ － １ Ｊ ） 。 さ ら
に 、 Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 を 、 試 験 し た 原 発 性 ヒ ト Ｃ Ｎ Ｓ  Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ８ ～ ９ 株 お よ び 原 発 性 ヒ
ト グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ ５ 株 す べ て の 組 織 切 片 に お い て 検 出 し た （ 図 １ Ａ － １ Ｊ ） 。 細 胞 株
５ 株 は す べ て Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 強 い 免 疫 反 応 性 を 示 し た が 、 こ れ ら 細 胞 株 の
他 の Ｔ ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 免 疫 反 応 性 に 差 が み ら れ た 。 Ｔ ｈ １ ０ （ Ｃ 、 Ｈ ） 、
Ｔ ｈ ７ （ Ｄ 、 Ｉ ） 、 ま た は Ｔ ｈ ４ ６ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ っ て 生 じ る 免 疫 染 色 反 応 は 、
Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ （ Ｃ － Ｅ ） お よ び Ｃ ６ （ Ｈ － Ｊ ） に お い て 低 レ ベ ル (Ｃ 、 Ｄ )で あ る か 、 ま た は
欠 如 し て い た (Ｈ 、 Ｉ 、 Ｅ 、 Ｊ ） 。 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ 細 胞 は Ｔ ｈ ７ お よ び Ｔ ｈ ２ ９ と 低 レ ベ ル の
免 疫 反 応 性 し か 示 さ ず 、 他 の Ｔ ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は 免 疫 染 色 さ れ な か っ た 。 Ａ １ ７
２ 、 Ｃ ６ 、 お よ び Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 細 胞 は Ｔ ｈ ９ 以 外 の Ｔ ｈ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ほ と ん ど
ま た は 全 く 免 疫 反 応 性 を 示 さ な か っ た 。 Ｈ ｕ ｈ ７ 細 胞 は 使 用 し た 如 何 な る 糸 状 タ ン パ ク 質
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モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と も 免 疫 応 答 性 を 示 さ な か っ た が 、 ヒ ト 膵 臓 組 織 は 精 製 膵 臓 型 糸 状 タ
ン パ ク 質 に 対 し て 生 じ た Ｔ ｈ 抗 体 す べ て と 免 疫 反 応 性 を 示 し た （ Ｇ ｒ ｏ ｓ ｓ の 、 Ｊ ． Ｃ ｌ
ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． ７ ６ ： ２ １ １ ５ － ２ １ ２ ６ （ １ ９ ８ ５ ） ） 。
【 ０ ２ ０ １ 】
実 施 例 ２
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 基 づ く 免 疫 放 射 測 定 ア ッ セ イ （ Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ ） に よ る 糸 状 タ ン パ ク
質 の 分 析
　 培 養 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 回 収 し た 。 細 胞 を １ ０
０ ０ × ｇ 、 １ ５ 分 間 遠 心 し て 沈 さ と し 、 さ ら に ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、
１ ％ Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ  Ｘ － １ ０ ０ 、 ２ ｍ Ｍ  Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ
Ｆ 、 １ ｍ Ｍ  Ｎ ａ 4 Ｐ 2 Ｏ 7 、 ２ ｍ Ｍ  Ｎ ａ 3 Ｖ Ｏ 4  、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ
ニ ル フ ロ リ ド 、 １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ペ プ ス タ チ ン Ａ 、 お よ び １ μ ｇ
／ ｍ Ｌ  ロ イ ペ プ チ ン を 含 む 溶 解 緩 衝 液 中 に 再 浮 遊 さ せ た 。 溶 解 物 を １ ４ ， ０ ０ ０ × ｇ 、
１ ０ 分 間 遠 心 し て 得 た 上 清 分 画 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 沈 降 試 験 、 お よ び Ｍ － Ｉ
Ｒ Ｍ Ａ に 用 い た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は ロ ー リ ー 比 色 分 析 法 に よ っ て 測 定 し た 。 試 料 は － ４ ０
℃ に 保 存 し た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ は 、 細 胞 溶 解 物 、 組 織 培 養 液 、 組 織 ホ モ ゲ ネ ー ト 、 お よ び 体 液 中 の ｐ モ ラ
ー の Ｎ Ｔ Ｐ を 定 量 す る こ と が で き る 高 感 度 の ２ ま た は ３ 部 位 前 方 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で
あ る （ Ｏ ｚ ｔ ｕ ｒ ｋ ら の 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ６ ： ４ １
９ － ４ ２ ３ （ １ ９ ８ ９ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｃ ｌ ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ．
８ ６ ： １ ０ ０ ４ － １ ０ １ ３ （ １ ９ ９ ０ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ
ｌ ． Ｓ ｃ ｉ ． １ １ ３ ： １ ５ ２ － １ ６ ４ （ １ ９ ９ ２ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ａ ｎ
ｎ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ． ３ ２ ： ７ ３ ３ － ７ ４ ２ （ １ ９ ９ ２ ） ； Ｇ ｒ ｏ ｓ ｓ ら の 、 Ｊ ． Ｃ ｌ ｉ ｎ
． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． ７ ６ ： ２ １ １ ５ － ２ １ ２ ６ （ １ ９ ８ ５ ） ） 。 さ ら に 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
と 組 み 合 わ せ る と 、 Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ を 用 い て 糸 状 タ ン パ ク 質 お よ び 関 連 タ ン パ ク 質 の 分 子 サ
イ ズ を 決 定 す る こ と が で き る （ Ｏ ｚ ｔ ｕ ｒ ｋ ら の 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ
ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ  ８ ６ ： ４ １ ９ － ４ ２ ３ （ １ ９ ８ ９ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｃ
ｌ ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． ８ ６ ： １ ０ ０ ４ － １ ０ １ ３ （ １ ９ ９ ０ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ
ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ． Ｓ ｃ ｉ ． １ １ ３ ： １ ５ ２ － １ ６ ４ （ １ ９ ９ ２ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ
　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ａ ｎ ｎ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ． ３ ２ ： ７ ３ ３ － ７ ４ ２ （ １ ９ ９ ２ ） ） 。 Ｍ －
Ｉ Ｒ Ｍ Ａ に は 、 固 相 マ ト リ ッ ク ス に 固 定 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｔ ｈ ７ お よ び Ｔ ｈ １ ０ を
用 い て 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 免 疫 反 応 性 糸 状 タ ン パ ク 質 を 捕 捉 し 、 次 い で 当 該 タ ン パ ク 質
に 対 す る 第 三 放 射 能 標 識 ト レ ー サ ー モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ ｈ ９ ） を 用 い て 捕 捉 し た 抗 原
を 検 出 す る こ と が 含 ま れ る 。 簡 単 に は 、 １ ／ ４ ” ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ （ Ｐ ｒ ｅ ｃ ｉ ｓ ｉ ｏ
ｎ 　 Ｂ ａ ｌ ｌ ， Ｉ ｎ ｃ ） を 糸 状 タ ン パ ク 質 （ 通 常 Ｔ ｈ ７ ＋ Ｔ ｈ １ ０ ） に 対 す る １ ま た は ２
種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で コ ー ト し た 。 細 胞 溶 解 物 ま た は 組 織 ホ モ ゲ ネ ー ト の 上 清 分 画
（ Ｏ ｚ ｔ ｕ ｒ ｋ ら の 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ８ ６ ： ４ １ ９ － ４
２ ３ （ １ ９ ８ ９ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｃ ｌ ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． ８ ６ ：
１ ０ ０ ４ － １ ０ １ ３ （ １ ９ ９ ０ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ． Ｓ
ｃ ｉ ． １ １ ３ ： １ ５ ２ － １ ６ ４ （ １ ９ ９ ２ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ａ ｎ ｎ ． Ｎ
ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ． ３ ２ ： ７ ３ ３ － ７ ４ ２ （ １ ９ ９ ２ ） ） を 当 該 コ ー ト し た ビ ー ズ と 一 夜 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し 、 試 料 中 に 存 在 す る 糸 状 タ ン パ ク 質 を 捕 捉 す る 。 こ の ビ ー ズ を Ｐ Ｂ Ｓ で ５
回 洗 浄 し 、 次 い で ト レ ー サ ー と し て 1 2 5 Ｉ 標 識 Ｔ ｈ ９ と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 捕 捉 さ れ
た 糸 状 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 。 細 胞 溶 解 物 ま た は 組 織 ホ モ ゲ ネ ー ト 中 の 糸 状 タ ン パ ク 質 濃
度 を 、 既 知 量 の 精 製 糸 状 タ ン パ ク 質 に よ っ て 作 製 し た 標 準 曲 線 か ら 決 定 し た 。 こ の 高 感 度
の ア ッ セ イ は 溶 液 中 の わ ず か １ ０ ｐ モ ル も の 糸 状 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｓ
Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 画 し た 糸 状 タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ す る た め に 、 湿 潤 し た ゲ ル を ２ ｍ ｍ
間 隔 で ス ラ イ ス し 、 当 該 タ ン パ ク 質 を Ｐ Ｂ Ｓ ０ ． ５ ｍ Ｌ 中 で 室 温 で ２ ４ 時 間 振 と う す る こ
と に よ り 溶 離 し た 。 こ の 溶 離 物 中 の 糸 状 タ ン パ ク 質 を Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ に よ っ て 直 接 ア ッ セ イ
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し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 Ｔ ｈ ７ 、 Ｔ ｈ １ ０ 、 Ｔ ｈ ３ ４ 、 お よ び Ｔ ｈ ２ ９ に よ る Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞 の 広 範 な 免 疫 細 胞
化 学 染 色 に 対 応 す る こ れ ら の 細 胞 の 糸 状 タ ン パ ク 質 に 対 す る 免 疫 反 応 性 を Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ に
よ っ て 容 易 に 測 定 し た 。 換 言 す れ ば 、 Ｔ ｈ ７ 、 Ｔ ｈ １ ０ 、 Ｔ ｈ ３ ４ 、 お よ び Ｔ ｈ ２ ９ モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｍ ｏ Ａ ｂ ） を 単 一 で か ま た は ２ 種 類 を 一 緒 に し て 捕 捉 抗 体 と し て 用 い 、
1 2 5 Ｉ 標 識 Ｔ ｈ ９ を ト レ ー サ ー に 用 い て 、 同 様 に 高 レ ベ ル の 糸 状 タ ン パ ク 質 を 測 定 し た （
図 ２ ） 。 反 対 に 、 Ｔ ｈ ９ と 強 い 免 疫 反 応 性 を 示 す が 、 抗 原 を 捕 捉 す る た め に 用 い た Ｔ ｈ モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で は ほ と ん ど ま た は 全 く 免 疫 細 胞 化 学 的 に 染 色 さ れ な い Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ 、 Ｃ
６ 、 お よ び Ａ １ ７ ２ 細 胞 に お い て 、 Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ に よ っ て 検 出 さ れ る 糸 状 タ ン パ ク 質 レ ベ
ル は 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞 に お い て 測 定 さ れ る も の よ り は る か に 低 か っ た （ 図 ２ ） 。 同 様 に 、
い か な る 糸 状 タ ン パ ク 質 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 免 疫 細 胞 化 学 染 色 も 示 さ な か っ た Ｈ ｕ
ｈ ７ 細 胞 の 細 胞 溶 解 物 中 の 糸 状 タ ン パ ク 質 は 、 Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ に よ っ て 実 質 的 に 検 出 不 能 な
レ ベ ル で あ っ た 。 細 胞 溶 解 物 中 の 糸 状 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 Ｔ ｈ ７ お よ び Ｔ ｈ １ ０ を 捕 捉 抗
体 に 用 い る 精 製 Ｐ Ｔ Ｐ を 用 い て 作 製 し た 標 準 曲 線 か ら 計 算 し た 。 総 タ ン パ ク 質 １ ｍ ｇ 当 り
の 平 均 Ｓ ． Ｄ ． ｐ ｇ で 表 し た 結 果 は 以 下 の 通 り で あ る ： Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ － １ ３ ． １ ± ０ ． ３ ９
； Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ － ２ ． ０ ６ ± ０ ． １ ０ ； Ａ １ ７ ２ － ３ ． ３ ８ ± ０ ． ３ ７ ； Ｃ ６ － ２ ． ５ ２ ±
０ ． ２ ２ ； お よ び Ｈ ｕ ｈ ７ － ０ ． ３ ４ ± ０ ． ０ ５ 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
実 施 例 ３
腫 瘍 細 胞 株 の 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 の 特 徴 づ け
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お い て 、 タ ン パ ク 質 １ ０ ０ μ ｇ を 含 む 試 料 を 、 予 め 標 識 し た
分 子 量 標 準 と 共 に Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 画 化 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 半 乾 燥 ト ラ ン ス
フ ァ ー 装 置 （ Ｉ ｎ ｔ ｅ ｇ ｒ ａ ｔ ｅ ｄ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ ） を 用 い て ナ イ ロ ン 膜 （ Ｉ ｍ ｍ ｕ ｂ
ｉ ｌ ｏ ｎ － Ｐ ト ラ ン ス フ ァ ー 膜 、 Ｍ ｉ ｌ ｌ ｏ ｐ ｏ ｒ ｅ ） 上 に ブ ロ ッ ト し た 。 膜 を ト リ ス 緩
衝 生 理 食 塩 水 （ Ｔ Ｂ Ｓ ； １ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ０ ． ８ ５ ％ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ ） で 洗
浄 し 、 次 い で ３ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｔ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ ク し た 。 ブ ロ ッ ト し た も の を 1 2 5 Ｉ 標 識 Ｔ
ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ４ ℃ で 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 膜 を 室 温 で Ｔ Ｂ Ｓ － Ｂ Ｓ
Ａ 中 、 １ ５ 分 ３ 回 、 さ ら に ３ ０ 分 １ 回 洗 浄 す る こ と に よ り 非 特 異 的 に 結 合 し た プ ロ ー ブ を
除 去 し た 。 結 果 は コ ダ ッ ク Ｘ Ａ Ｒ フ ィ ル ム を 用 い る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て 分 析
し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 免 疫 沈 降 試 験 用 の 試 料 を 調 製 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 約 １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ を 含 む 細 胞 溶 解 物
試 料 １ ｍ Ｌ を 免 疫 沈 降 試 験 に 用 い た 。 こ の 溶 解 物 を 最 初 に 非 関 連 抗 体 （ ５ Ｃ ３ ま た は 抗 デ
ス モ シ ン ） で 、 次 い で プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス で 予 め き れ い に す る 。 糸 状 タ ン パ ク 質 は
Ｔ ｈ ９  ５ ～ １ ０ μ ｇ お よ び プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス を 用 い て 免 疫 沈 降 さ せ た （ Ｓ ａ ｓ
ａ ｋ ｉ ら の 、 Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ８ ： １ － ４ （ １ ９ ９ ３ ） ） 。 遠 心 に よ っ て 回
収 し た 免 疫 複 合 体 を ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び １ ０ ｍ Ｍ  β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 む 緩 衝 液
中 に 再 懸 濁 し 、 変 性 お よ び 還 元 条 件 下 で Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に か け た （ 同 上 ） 。 粗 細 胞 溶 解
物 （ １ ０ ０ μ ｇ タ ン パ ク 質 ） を 同 様 に 分 析 し た 。 タ ン パ ク 質 を Ｉ ｍ ｍ ｏ ｂ ｉ ｌ ｏ ｎ － Ｐ 膜
上 に ブ ロ ッ ト し 、 1 2 5 Ｉ 標 識 （ 同 上 ） Ｔ ｈ ９ を プ ロ ー ブ と し て 糸 状 タ ン パ ク 質 お よ び 関 連
分 子 を 検 出 し た 。 Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 （ ５ Ｃ ３ ） ま た は デ ス ミ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 用 い て 、 同 時 に 陰 性 対 照 試 験 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 １ ０ ０ ｍ ｍ 2 ペ ト リ 皿 中 で 培 養 し た 単 層 の 細 胞 を 用 い て 代 謝 標 識 試 験 を 行 っ た 。 標 識 前
に 、 細 胞 を メ チ オ ニ ン お よ び シ ス テ イ ン 不 含 培 地 に ２ 時 間 ば く 露 し た 。 つ い で 、 培 地 を ［
3 5 Ｓ ］ メ チ オ ニ ン ま た は ［ 3 5 Ｓ ］ シ ス テ イ ン 各 ３ ０ ０ μ Ｃ ｉ を 含 む Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ３ ｍ Ｌ に 置 き
換 え た 。 ３ 時 間 標 識 し た 後 、 細 胞 を 様 々 な 間 隔 で 、 放 射 性 標 識 し た ア ミ ノ 酸 を 含 ま な い １
０ ｍ Ｍ メ チ オ ニ ン 添 加 完 全 培 地 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 溶 解 物 を 既 述 の ご と く 調
製 し た 。 糸 状 タ ン パ ク 質 を Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス を
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用 い て 免 疫 沈 降 さ せ 、 免 疫 沈 降 生 成 物 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ お よ び フ ィ ル ム オ ー ト ラ ジ オ グ
ラ フ ィ ー に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 イ ン ビ ボ の リ ン 酸 化 試 験 に お い て 、 代 謝 標 識 試 験 に つ い て 記 載 し た ご と く 培 養 し た 細 胞
を Ｔ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し 、 １ ０ ％ 透 析 ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む リ ン 酸 不 含 Ｄ ｕ ｌ ｂ ｅ ｃ ｃ ｏ ’ ｓ
 Ｍ Ｅ Ｍ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 に 、 細 胞 を Ｔ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 ［ 3 2 Ｐ ］ オ ル
ソ リ ン 酸 ４ ０ ０ μ Ｃ ｉ ／ ｍ Ｌ を 含 む 同 じ 培 地 で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 溶 解
物 を 糸 状 タ ン パ ク 質 、 お よ び 陽 性 （ ｐ ３ ６ ） な ら び に 陰 性 （ デ ス ミ ン ） 対 照 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 と の 免 疫 沈 降 、 次 い で Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 状 態 を 試 験 す る た め 、 タ ン パ ク 質 約 １ ０ ０ μ ｇ を 含
む 細 胞 培 養 溶 解 物 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に か け 、 分 画 化 し た タ ン パ ク 質 を Ｉ ｍ ｍ ｏ ｂ ｉ ｌ ｏ
ｎ － Ｐ 膜 （ Ｍ ｉ ｌ ｌ ｉ ｐ ｏ ｒ ｅ ） に 移 し た 。 Ｏ － お よ び Ｎ － グ リ カ ン を 、 ペ リ オ デ ー ト 酸
化 、 次 い で ビ オ チ ニ ル 化 に よ り 、 さ ら に Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ ｔ ａ ｖ ｉ ｄ ｉ ｎ － ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ プ ロ ー ブ お よ び 比 色 分 析 用 基 質 と し て Ｎ Ｂ Ｔ ／ Ｂ Ｃ Ｉ Ｐ を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 に よ っ て 検 出 し た 。 本 ア ッ セ イ は 、 Ｇ ｌ ｙ ｃ ｏ Ｔ ｒ ａ ｃ ｋ  Ｋ ｉ ｔ （ Ｏ ｘ ｆ ｏ ｒ ｄ 　
Ｇ ｌ ｙ ｃ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ ， Ｒ ｏ ｓ ｅ ｄ ａ ｌ ｅ ， Ｎ Ｙ ） を メ ー カ ー の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ
て 用 い る こ と に よ り 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 を 、 ４ つ の 異 な る 方 法 に よ っ て Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ 、
Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 、 Ｃ ６ 、 お よ び Ａ １ ７ ２ 細 胞 の 溶 解 物 中 に 検 出 し た ： ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 、 免 疫 沈 降 後 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 代 謝 標 識 後 の 免 疫 沈 降 、 お よ び Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ と Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ と の 組 み 合 せ 。 1 2 5 Ｉ 標 識 Ｔ ｈ ９ を 用 い る 粗 細 胞 分 解 物 の ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 、 上 記 細 胞 株 に お い て ～ ２ １ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド （ 図 ３ 中 の 矢 印 で 表
示 ） が 示 さ れ た が 、 そ の 信 号 強 度 は 弱 か っ た 。 反 対 に 、 ヒ ト す い 臓 組 織 の 分 解 物 で は 、 予
想 さ れ た １ ７ ｋ Ｄ ａ の 非 開 裂 型 お よ び １ ４ ｋ Ｄ ａ の 開 裂 型 の す い 臓 糸 状 タ ン パ ク 質 が ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 容 易 に 検 出 さ れ た （ 図 ３ ） 。 糸 状 タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト 肝 細 胞
癌 細 胞 株 の 溶 解 物 中 に 検 出 さ れ な か っ た 。 神 経 お よ び グ リ ア 細 胞 株 と 比 較 し て す い 臓 組 織
中 の 糸 状 タ ン パ ク 質 が 著 し く 大 量 で あ っ た こ と は 、 脳 組 織 お よ び 脳 脊 髄 液 と 比 較 し て す い
臓 お よ び す い 液 中 の 糸 状 タ ン パ ク 質 濃 度 が １ ０ 6 倍 高 か っ た 以 前 の 知 見 と 一 致 し て い る （
Ｏ ｚ ｔ ｕ ｒ ｋ ら の 、 Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ Ｓ Ａ ８ ６ ： ４ １ ９ － ４ ２
３ （ １ ９ ８ ９ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｃ ｌ ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． ８ ６ ： １
０ ０ ４ － １ ０ １ ３ （ １ ９ ９ ０ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ｊ ． Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ． Ｓ ｃ
ｉ ． １ １ ３ ： １ ５ ２ － １ ６ ４ （ １ ９ ９ ２ ） ； ｄ ｅ 　 ｌ ａ 　 Ｍ ｏ ｎ ｔ ｅ ら の 、 Ａ ｎ ｎ ． Ｎ ｅ
ｕ ｒ ｏ ｌ ． ３ ２ ： ７ ３ ３ － ７ ４ ２ （ １ ９ ９ ２ ） ） 。 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ お よ び グ リ ア 細 胞 に よ っ て 合
成 さ れ た 糸 状 タ ン パ ク 質 が Ｐ Ｔ Ｐ お よ び Ｎ Ｔ Ｐ の 場 合 と 同 様 に 分 泌 さ れ る と 予 想 す る 者 も
あ る で あ ろ う が 、 糸 状 タ ン パ ク 質 は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お い て 、 組 織 培 養 培 地 を
凍 結 乾 燥 に よ り ４ な い し ５ 倍 に 濃 縮 し た 後 も 培 地 中 に 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 糸 状 タ ン パ ク 質 は 、 Ｔ Ｈ ７ ＋ Ｔ ｈ １ ０ も し く は Ｔ ｈ ９ の い ず れ か を 用
い て 溶 解 物 か ら 最 初 の 免 疫 沈 降 を 行 い 、 次 い で 1 2 5 Ｉ 標 識 Ｔ ｈ ９ （ 直 接 ） ま た は 1 2 5 Ｉ 標 識
プ ロ テ イ ン Ａ と 非 標 識 Ｔ ｈ ９ （ 間 接 ） を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 う こ と に よ っ
て 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ お よ び グ リ ア 細 胞 中 に よ り 容 易 に 検 出 さ れ た （ 図 ３ ） 。  ２ つ の 方 法 に お い
て も 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 検 出 さ れ た も の と 同 様 の ２ １ ｋ Ｄ ａ 糸 状 タ ン パ ク
質 関 連 タ ン パ ク 質 が 検 出 さ れ た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ お よ び グ リ ア 細 胞 に お い て ～ １ ７ ｋ Ｄ
ａ の バ ン ド も 観 察 さ れ た が 、 そ の 信 号 は ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 検 出 さ れ た も の
と 同 様 、 一 致 せ ず 、 低 レ ベ ル で あ っ た 。 陰 性 対 照 と し て 、 Ｈ ｕ ｈ ７ 、 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 、 お よ び
Ｆ Ｏ Ｃ Ｕ Ｓ （ Ｌ ｕ ｎ ら の 、 Ｉ ｎ 　 Ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ （ Ｒ ｏ ｃ ｋ ｖ ｉ ｌ ｌ ｅ ） ２ ０ ： ４ ９ ３ － ５ ０
４ （ １ ９ ８ ４ ） ） ヒ ト 肝 細 胞 癌 細 胞 株 を 同 様 の 条 件 下 で 同 時 に 試 験 し 、 そ れ ら の 細 胞 溶 解
物 中 に Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 を 検 出 し な か っ た 。
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【 ０ ２ １ １ 】
　 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ お よ び グ リ ア 細 胞 中 に 存 在 す る 糸 状 タ ン パ ク 質 の 分 子 サ イ ズ は 、 3 5 Ｓ － メ チ オ
ニ ン ま た は 3 5 Ｓ － シ ス テ イ ン に よ る 代 謝 標 識 、 次 い で Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る
免 疫 沈 降 に よ っ て 最 も 顕 著 に 証 明 さ れ た 。 デ ス ミ ン ま た は Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗 原 （ ５ Ｃ ３ ） に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 免 疫 沈 降 の 陰 性 対 照 と し て 使 用 し た 。 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ お よ び グ リ ア
細 胞 株 に お い て 、 ～ ２ ６ お よ び ～ ２ １ ｋ Ｄ ａ  Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 が 免 疫 沈 降 生
成 物 の Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 に よ っ て 検 出 さ れ た （ 図 ４ Ｂ ） 。 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞 に お い て 、
２ １ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド が 二 重 に 見 え た （ 図 ４ Ａ ） ； 付 随 す る わ ず か に 高 い 分 子 量 の バ ン ド は
～ ２ １ ｋ Ｄ ａ の 主 バ ン ド よ り 大 き く な い よ う で あ っ た 。 さ ら に 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ お よ び グ リ ア 細
胞 株 に お い て 、 ～ ２ １ ｋ Ｄ ａ の バ ン ド と ほ ぼ 同 じ 強 度 の バ ン ド と 関 連 す る ～ １ ７ ｋ Ｄ ａ の
Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク 質 も 認 め ら れ た 。 Ｃ ６ 細 胞 に お い て 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ 細 胞 で は 検 出 さ
れ な い ～ ２ ６ ｋ Ｄ ａ 、 ～ １ ４ ー １ ５ ｋ Ｄ ａ 、 お よ び ～ ８ ｋ Ｄ ａ の Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 タ ン パ
ク 質 も 認 め ら れ た （ 図 ４ Ａ お よ び ４ Ｂ 、 矢 印 ） 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ／ Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ か ら 、 ２ １ ｋ Ｄ ａ な ら び に １ ７ ｋ Ｄ ａ の 糸 状 タ ン パ ク
質 は Ｓ ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 、 Ａ １ ７ ２ 、 な ら び に Ｃ ６ 細 胞 中 に は 認 め ら れ る が 、 肝
細 胞 癌 細 胞 中 に は 認 め ら れ な い こ と が 明 ら か と な っ た （ 図 ５ Ａ － ５ Ｅ ） 。 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ に よ っ て 分 画 化 し た 細 胞 タ ン パ ク 質 を ２ ｍ ｍ 間 隔 で ス ラ イ ス し た ゲ ル か ら 溶 離 し 、 Ｔ ｈ
７ ＋ Ｔ ｈ １ ０ を 捕 捉 抗 体 に 、 1 2 5 Ｉ 標 識 Ｔ ｈ ９ を ト レ ー サ ー に 用 い る Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ に よ っ
て 、 糸 状 タ ン パ ク 質 を 直 接 ア ッ セ イ し た 。 低 レ ベ ル に も か か わ ら ず 、 ２ つ の 明 瞭 な ピ ー ク
が す べ て の 神 経 外 胚 葉 細 胞 株 に 認 め ら れ た が 、 同 時 に 同 じ 方 法 で ア ッ セ イ し た Ｈ ｕ ｈ ７ 肝
細 胞 癌 細 胞 株 に は 本 ピ ー ク は 認 め ら れ な か っ た 。 こ れ ら ゲ ル の 解 像 度 で は 、 存 在 し て い る
か も し れ な い ～ １ ４ － １ ５ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 と ～ １ ７ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ ク 質 を 区 別 で き な
か っ た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ お よ び Ｃ ６ 細 胞 を 3 2 Ｐ ま た は 3 5 Ｓ メ チ オ ニ ン で 代 謝 標 識 し 、 Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 糸 状 タ ン パ ク 質 を 溶 解 物 か ら 免 疫 沈 降 さ せ た (図 ６ )。 陰 性 対 照 と し て
、 細 胞 溶 解 物 と デ ス ミ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 同 じ 割 合 で 用 い て 免 疫 沈 降 試 験 を
行 っ た 。 （ 図 ６ 、 右 図 ） 。 3 5 Ｓ メ チ オ ニ ン で 標 識 し た 細 胞 に お い て 、 Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 バ
ン ド が 、 ～ ２ ６ ｋ Ｄ ａ な ら び に ～ ２ １ ｋ Ｄ ａ （ 上 の 矢 印 ） 、 ～ １ ７ ｋ Ｄ ａ （ 下 の 矢 印 ） 、
お よ び ～ １ ４ － １ ５ ｋ Ｄ ａ に も 検 出 さ れ た （ 図 ６ ） 。 3 2 Ｐ 標 識 後 に 、 ２ １ ｋ Ｄ の バ ン ド の
み が Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る 免 疫 沈 降 に よ っ て 観 察 さ れ た ； 他 の 分 子 量 の バ ン ド
は リ ン 酸 化 さ れ て い な い よ う で あ っ た （ 図 ６ ） 。 リ ン 酸 化 し た Ｔ ｈ ９ 免 疫 反 応 性 タ ン パ ク
質 は Ｃ ６ 細 胞 に お い て 検 出 さ れ 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞 で は 検 出 さ れ な か っ た が 、 こ れ は Ｐ Ｎ Ｅ
Ｔ １ 細 胞 は Ｃ ６ 細 胞 よ り 増 殖 が 遅 い た め 標 識 効 率 が 悪 か っ た こ と に よ る の か も 知 れ な い 。
免 疫 沈 降 に デ ス ミ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る と 、 １ ４ ｋ Ｄ ａ ～ ２ ６ ｋ Ｄ ａ の
範 囲 の バ ン ド は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 ６ ） 。 Ｔ ｈ ９ 免 疫 沈 降 タ ン パ ク 質 中 に 炭 水 化 物 成 分
は 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 糸 状 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞 の コ ン フ ル エ ン ト 前 （ す な わ ち 、 対 数 増 殖 期 中
） の 培 養 中 に お い て 最 高 濃 度 を 示 し 、 一 夜 の 血 清 欠 乏 培 養 （ 増 殖 停 止 ） に お い て 最 低 濃 度
を 示 し た （ 図 ７ ） 。 １ ０ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト と な っ た 培 養 に お け る 糸 状 タ ン パ ク 質 の 発 現
も 、 増 殖 期 の 培 養 に 比 べ て 低 レ ベ ル で あ っ た 。 Ｈ ｕ ｈ ７ 肝 細 胞 癌 細 胞 （ 陰 性 対 照 ） に つ い
て も 同 じ 培 養 条 件 で 同 時 に 試 験 し た が 、 糸 状 タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 全 体 を 通 じ て 低 い ま ま で
あ っ た 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 こ れ ら の 様 々 な 条 件 下 で 培 養 し た Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ 細 胞 の 糸 状 タ ン パ ク 質 免 疫
細 胞 化 学 染 色 の 程 度 に 変 化 が 見 ら れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ 測 定 に よ っ て
変 化 す る 糸 状 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 程 度 は 、 免 疫 細 胞 化 学 に よ っ て 検 出 不 能 で あ る よ う に 思
わ れ る 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 血 清 の 欠 乏 に よ っ て 誘 発 さ れ た 細 胞 糸 状 タ ン パ ク 質 含 有 量

10

20

30

40

50

(42) JP 2004-97227 A 2004.4.2



の 減 少 は 、 細 胞 の 表 現 型 の 変 化 と 関 連 し て い た 。 細 胞 が １ ０ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト と な っ た
と き 、 ま た は 細 胞 を 一 夜 血 清 欠 乏 状 態 に お い た 後 に お い て 、 細 胞 体 の 大 き さ は 減 少 し 、 ニ
ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト タ ン パ ク 質 、 Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ 、 お よ び Ｇ Ｆ Ａ Ｐ に 対 す る 免 疫 反 応 性 の 程
度 な ら び に 分 布 の 顕 著 な 変 化 が 認 め ら れ た （ 図 ８ ） 。 ５ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト の Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ 培
養 に お い て 、 細 胞 は ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト の 斑 点 状 な ら び に し ば し ば 極 性 分 布 、 お よ び Ｇ
Ａ Ｐ － ４ ３ 免 疫 反 応 性 を 示 し た が 、 １ ０ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト な ら び に 血 清 欠 乏 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ 培
養 で は 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト お よ び Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ に 対 す る び 慢 性 の 核 周 囲 部 に お け る 免
疫 反 応 性 が 認 め ら れ た 。 び 慢 性 の 免 疫 反 応 性 は 神 経 突 起 に お け る ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト お
よ び Ｇ Ａ Ｐ － ４ ３ の 分 布 と 関 連 が あ る も の と 思 わ れ る 。 反 対 に 、 ５ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト Ｐ
Ｎ Ｅ Ｔ 培 養 で は Ｇ Ｆ Ａ Ｐ に 対 す る 免 疫 反 応 性 が み ら れ な か っ た が 、 １ ０ ０ ％ コ ン フ ル エ ン
ト お よ び 血 清 欠 乏 培 養 に は Ｇ Ｆ Ａ Ｐ 陽 性 細 胞 が 顕 著 な 割 合 で 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 Ｇ Ｆ Ａ
Ｐ 免 疫 反 応 性 細 胞 の 割 合 は 、 １ ０ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト 血 清 欠 乏 培 養 に お い て 最 も 大 き く 、
次 い で １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 添 加 培 地 に よ る １ ０ ０ ％ コ ン フ ル エ ン ト 培 養 が 大 き か っ た 。 し
た が っ て 、 一 夜 血 清 欠 乏 と し た Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ 細 胞 に お い て 測 定 さ れ た 糸 状 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の
低 下 は 、 細 胞 の ア ス ト ロ サ イ ト 表 現 型 へ の 分 化 に よ る も の で あ ろ う と 思 わ れ る 。 Ｃ ６ 細 胞
お よ び 他 の グ リ オ ブ ラ ス ト ー マ 細 胞 株 は Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 強 い 免 疫 反 応 性 を
示 し た が 、 Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ に よ っ て 測 定 し た 糸 状 タ ン パ ク 質 レ ベ ル は し ば し ば 低 く 、 こ れ は
お そ ら く Ｔ ｈ ７ お よ び Ｔ Ｈ １ ０ を 含 む 他 の 糸 状 タ ン パ ク 質 抗 体 と の 免 疫 反 応 性 が 低 レ ベ ル
で あ る こ と に よ る も の で あ ろ う （ 図 １ Ａ － １ Ｊ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ２ １ ６ 】
実 施 例 ４
ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の 糸 状 タ ン パ ク 質 の ク ロ ー ニ ン グ
　 １ ７ ～ １ ８ 週 齢 の 胎 児 脳 か ら 作 成 し た ヒ ト 脳 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ
ｎ ｅ ， Ｉ ｎ ｃ .， Ｌ ａ 　 Ｊ ｏ ｌ ｌ ａ ， Ｃ Ａ ） 、 ２ 年 齢 の 側 頭 葉 新 皮 質 （ Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ
ｎ ｅ ） 、 及 び 最 終 段 階 の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 大 脳 皮 質 （ Ｉ ｎ 　 Ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ ； Ｓ ａ ｎ 　
Ｄ ｉ ｅ ｇ ｏ ， Ｃ Ａ ） を ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド ２ ３ ５ ～ ６ ５ ０ に 対 応 す る ４
１ ６ ｂ ｐ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト か ら 作 成 し た プ ロ ー ブ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 Ｏ １ ８
と 呼 ば れ る ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 公 表 さ れ た 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド ４ ５ ～ １ ０ ４ 及 び ３
４ ５ ～ ４ ０ ４ に 対 応 す る 合 成 ６ ０ マ ー （ 量 体 ） Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て ラ ッ ト 膵 臓 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た ［ テ ラ ゾ ノ （ Terazono） ら ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ
カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J． Biol． Chem.） ， ２ ６ ３ 巻 ， ２ １ １ １ ～ ２ １ １ ４ 頁 ， （ １ ９ ８ ８
年 ） ； ワ タ ナ ベ (Watanabe） ら ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J．
Biol． Chem.） ， ２ ６ ５ 巻 ， ７ ４ ３ ２ ～ ７ ４ ３ ９ 頁 ， （ １ ９ ９ ０ 年 ） ］ 。 各 ラ イ ブ ラ リ ー
由 来 の 約 ２ × １ ０ 6 の プ ラ ー ク 又 は コ ロ ニ ー を 標 準 的 な 方 法 ［ サ ン ブ ル ー ク （ Sambrook）
ら ， 前 掲 参 照 ］ を 用 い る ロ ー ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で も っ て ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。 推 定 上 の ク ロ ー ン を プ ラ ー ク ／ コ ロ ニ ー 精 製 し 、 Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を Ｔ ７ ポ リ
メ ラ ー ゼ （ Ｕ Ｓ Ｂ シ ー ク エ ナ ー ゼ ； Ｕ ｎ ｉ ｔ ｅ ｄ 　 Ｓ ｔ ａ ｔ ｅ ｓ 　 Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｃ ａ
ｌ 　 Ｃ ｏ ｒ ｐ .， Ｃ ｌ ｅ ｖ ｅ ｌ ａ ｎ ｄ ， Ｏ Ｈ ） を 用 い る ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド  チ ェ イ ン
 タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ り 配 列 決 定 し た 。 こ の 配 列 を Ｇ ｅ ｎ ｅ ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ベ ー ス と
比 較 し 、 他 の 糸 状 タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 核 酸 配 列 と と も に 配 列 さ せ た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
１ ． ヒ ト 胎 児 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た Ｃ Ｎ Ｓ 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
　 小 断 片 の み が 読 み 取 り 枠 に 対 応 し 、 残 り は ３ ’ 非 翻 訳 領 域 に 対 応 す る １ .３ ５ キ ロ ベ ー
ス （ ｋ ｂ ） の １ － ９ ａ Ｃ Ｎ Ｓ 糸 状 タ ン パ ク 質 の 部 分 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た （ 図 ９ Ａ ） 。 さ
ら な る １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を ５ ’ ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 生 成 物 か ら 得 た 。 ２ 回 目 の ５
’ ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り さ ら に ６ ０ ０ ｂ ｐ 上 流 の 生 成 物 を 得 た （ 図 ９ Ｂ ） 。 １ － ９ ａ
 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 部 分 は ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 及 び Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 に 有 意 の 相 同 性
を 共 有 し て い る （ 図 １ ０ Ｂ ） 。 さ ら に 、 始 め の ５ ’ ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 生 成 物 は Ｒ ｅ ｇ 遺
伝 子 の ５ ’ 末 端 と ６ ０ ％ の 相 同 性 を 有 し 、 ヒ ト Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 の エ ク ソ ン ２ と ６ ３ ％ の 相 同
性 を 有 し て い る （ 図 １ ０ Ｃ ） 。 さ ら に 、 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ９ ０ ｂ ｐ の ５ ’ 末 端 フ ラ
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グ メ ン ト か ら 作 成 し た プ ロ ー ブ を ヒ ト 脳 及 び 膵 臓 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た (図 １
２ Ａ － １ ２ Ｃ )。 １ － ９ ａ 配 列 は ま た 、 こ れ ら の 完 全 な 配 列 の 一 方 の 末 端 に お い て オ ー バ
ー ラ ッ プ が か な り あ る と い う 点 に お い て Ａ Ｄ ２ － ２ 及 び Ａ Ｄ ３ － ４  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 相 同 で も
あ る （ 図 １ ０ Ｃ ） 。
【 ０ ２ １ ８ 】
２ ． ２ 年 齢 の 側 頭 皮 質 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ｃ Ｎ Ｓ 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
　 Ｈ Ｂ ４ ク ロ ー ン は ２ 年 齢 の 側 頭 皮 質 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た ５ ９ ３ 塩 基 対 の 部 分 的 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ５ ’ 末 端 に 読 み 取 り 枠 を 含 み ヌ ク レ オ チ ド ２ ７ ５ で 終 結 し
て い る 。 ヌ ク レ オ チ ド ４ ７ ５ で 始 ま る ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル が あ り こ の 配 列 は ポ リ － Ａ
テ ー ル で 終 わ る （ 図 １ １ Ｄ ） 。 部 分 的 Ｈ Ｂ ４ ク ロ ー ン の 推 論 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 分 子
量 １ ０ .４ ｋ Ｄ ａ で ｐ Ｉ が １ ２ .１ の タ ン パ ク を 予 言 す る 。 Ｈ Ｂ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ （ 図 １ １ Ｅ ） 、 ヒ ト Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 断 片 （ 図 １ １ Ｅ ） と 核 酸 全 体 で ５ ０ ％ の 相 同 性 を
示 す 。
【 ０ ２ １ ９ 】
３ ． ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 Ｏ １ ８ ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て ４ つ の 関 連 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ａ Ｄ 脳 ラ イ ブ
ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 こ れ ら の ク ロ ー ン は Ａ Ｄ ２ － ２ 、 Ａ Ｄ ３ － ４ 、 Ａ Ｄ ４ － ４ 及 び Ａ Ｄ
１ ６ ｃ （ Ａ Ｄ １ ０ － ７ と も 呼 ば れ る ） と 命 名 さ れ て い る （ 図 １ ６ Ｄ － １ ６ Ｓ ） 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 Ａ Ｄ ２ － ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は お よ そ １ .２ ｋ ｂ で あ り 、 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ａ Ｄ １ ６ ｃ 、 ラ ッ
ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ヒ ト Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 の エ ク ソ ン １ と 有 意 の 相 同 性 を 共 有 し て い る （ 図
１ ７ ） 。 Ａ Ｄ ２ － ２ プ ロ ー ブ は Ａ Ｄ ３ － ４ プ ロ ー ブ で 得 ら れ る の と 同 様 の ゲ ノ ム サ ザ ン ブ
ロ ッ ト パ タ ー ン を 生 じ る 。 図 １ ６ Ｅ は Ａ Ｄ 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た Ａ Ｄ ２ － ２ ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー は 膵 臓 Ｒ Ｎ Ａ を 有 す
る グ リ ア セ ル ラ イ ン （ 細 胞 株 ） と は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い が ヒ ト 脳 及 び ニ ュ ー ロ ン 試 料 と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ の 配 列 に 基 づ い て プ ロ ー ブ を 生 じ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 図 １ ６ Ｆ 、 １ ６ Ｉ 、 １ ６ Ｊ 及 び １ ６ Ｋ は Ａ Ｄ 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た Ａ Ｄ ３ － ４
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 部 分 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し て い る 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー で 生 じ
た Ａ Ｄ ３ － ４ プ ロ ー ブ は 、 １ .６ ｋ Ｂ 及 び ３ .４ ｋ Ｂ の ２ つ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 生 じ た 。 こ
れ ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 種 は Ａ Ｄ 脳 に お い て 過 剰 に 発 現 し 、 同 年 齢 の 対 照 と 比 較 す る と 平 均 で ２
倍 上 昇 す る （ Ｎ ＝ ８ ） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 Ａ Ｄ ３ － ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ １ .６ ｋ ｂ ク ロ ー ン は 同 時 に 単 離 さ れ た 別 の ク ロ ー ン （ Ａ Ｄ ５ － ３
） と 同 一 で あ る （ 図 １ ８ Ｂ ） 。 Ａ Ｄ ３ － ４ ／ Ａ Ｄ ５ － ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は １ － ９ ａ  ５ ’ ア ン カ
ー Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 と 実 質 的 な 相 同 性 を 示 し （ 図 １ ８ Ｃ ） 、 同 様 に ヒ ト Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 及 び Ｇ ｅ
ｎ ２ ａ － Ｅ Ｐ ゲ ノ ム ク ロ ー ン と 実 質 的 な 相 同 性 を 示 す （ 図 １ ８ Ｃ ） 。 Ａ Ｄ ３ － ４ プ ロ ー ブ
に よ る ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は Ａ Ｄ ２ － ２ プ ロ ー ブ に よ り 得 ら れ た も の
と 同 様 の パ タ ー ン を 示 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 図 １ ６ Ｌ 及 び １ ６ Ｍ は Ａ Ｄ ４ － ４ の 部 分 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し 、 こ れ は 同 時 に 単 離
さ れ た 別 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ａ Ｄ ３ － ５ ） と 同 一 で あ る ０ .８ ｋ ｂ の 部 分 的 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン で
あ る 。 こ の Ａ Ｄ ４ － ４ ク ロ ー ン は Ａ Ｄ ２ － ２ 及 び １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 実 質 的 に 相 同 な 配
列 を 共 有 し て い る （ 図 １ ９ ） 。 図 １ ６ ｉ は Ａ Ｄ 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た 部 分 的 な ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し て い る 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 脳 及 び ニ ュ ー ロ
ン セ ル ラ イ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 １ .４ ｋ Ｂ の 転 写 物 を 単 独 で 生 じ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 図 １ ６ Ｏ は 、 Ａ Ｄ ２ － ２ と ７ ２ ％ 相 同 で あ る ０ .５ ｋ ｂ の 部 分 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン Ａ
Ｄ １ ６ ｃ （ Ａ Ｄ １ ０ － ７ と も 呼 ば れ る ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し て お り 、 こ れ も ま た ヒ
ト Ｐ Ｔ Ｐ 及 び ヒ ト Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 配 列 と と も に 並 ん で い る （ 図 ２ ０ Ｂ 及 び ２ ０ Ｃ ） 。

10

20

30

40

50

(44) JP 2004-97227 A 2004.4.2



【 ０ ２ ２ ５ 】
　 図 １ ６ Ｒ は Ａ Ｄ 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た Ａ Ｄ １ ０ － ７ ク ロ ー ン の 完 全 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 示 し て い る 。 ア ン チ セ ン ス ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ 又 は Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 生 じ る ラ ン
ダ ム プ ラ イ マ ー の い ず れ か を 用 い る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ニ ュ
ー ロ ン 細 胞 に お い て ２ .６ 、 １ .９ 、 １ .４ 及 び ０ .９ ｋ Ｂ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 検 出 し た 。 ニ
ュ ー ロ ン セ ル ラ イ ン は 最 も 大 き い ２ つ の 転 写 物 の み を 発 現 し 、 一 方 成 熟 し た 成 人 の ヒ ト の
脳 は 最 も 小 さ い ２ つ の 転 写 物 を 主 に 発 現 し 、 低 い レ ベ ル か 又 は 検 出 不 可 能 な レ ベ ル の ２ .
６ ｋ Ｂ 及 び １ .９ ｋ Ｂ の 転 写 物 を 発 現 し た 。 ヒ ト の 肝 臓 、 卵 巣 、 フ ァ ロ ー ピ ウ ス 管 、 結 腸
、 胃 、 脾 臓 、 直 腸 、 甲 状 腺 、 １ ２ 週 目 の 胎 盤 及 び 腎 臓 か ら 得 ら れ た Ｒ Ｎ Ａ の Ａ Ｄ １ ０ － ７
プ ロ ー ブ を 用 い る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は ネ ガ テ ィ ブ で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 図 １ ６ Ｓ は Ａ Ｄ 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た Ａ Ｄ １ ６ ｃ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 完 全 な
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 し て い る 。 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 生 じ る ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い る ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら Ａ Ｄ １ ０ － ７ ク ロ ー ン で 得 ら れ た 結 果 と 同
じ 結 果 を 得 た 。 Ａ Ｄ １ ６ ｃ ク ロ ー ン は Ａ Ｄ １ ０ － ７ と 同 一 に 近 い ６ ５ ０ ｂ ｐ の 断 片 を 共 有
し て い る 。 さ ら に ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 年 齢 対 照 脳 と 比 較 し て Ａ Ｄ １ ６ ｃ ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の レ ベ ル の 上 昇 が Ａ Ｄ 脳 に お い て 検 出 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
実 施 例 ５
脳 糸 状 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 発 現 の 分 析
　 糸 状 タ ン パ ク 質 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は 以 下 の 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 誘 導 セ ル ラ イ ン に お い て 試 験 し た
； Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 及 び Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ と 命 名 さ れ て い る 中 枢 神 経 系 初 期 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 細 胞 ； Ｈ Ｇ
Ｌ － １ ６ 及 び Ｈ Ｇ Ｌ － １ ７ ヒ ト グ リ ア 芽 腫 細 胞 ； Ａ １ ７ ２ ヒ ト グ リ オ ー ム 細 胞 ； Ｃ ６ ラ ッ
ト グ リ オ ー ム 細 胞 ； 及 び Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 神 経 芽 腫 細 胞 。 さ ら に ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 患 者 又
は 神 経 学 的 疾 病 の な い 患 者 （ 年 齢 対 照 ） 由 来 の ヒ ト 脳 組 織 、 及 び 胚 の 及 び 生 後 発 達 す る ラ
ッ ト 脳 を 糸 状 タ ン パ ク 質 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 に つ い て 分 析 し た 。 ヒ ト 及 び ラ ッ ト 膵 臓 か ら 抽 出 し
た Ｒ Ｎ Ａ は ポ ジ テ ィ ブ な 対 照 と し て 用 い た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ は ５ Ｍ 　 グ ア ジ ニ ウ ム イ ソ シ ア ナ ー ト 中 で 抽 出 し 、 次 い で 塩 化 セ シ ウ ム の ス テ ッ
プ グ ラ ジ ェ ン ト で 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 単 離 し た ［ サ ン ブ ル ー ク （ Sambrook） ら ， 前 掲
参 照 ］ 。 Ｒ Ｎ Ａ を ２ ６ ０ ｎ ｍ 及 び ２ ８ ０ ｎ ｍ の 吸 収 を 測 定 す る こ と に よ り 定 量 し た 。 糸 状
タ ン パ ク 質 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 大 き さ を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 分 析 し 、 発 現 の レ ベ ル
を Ｒ Ｎ Ａ ド ッ ト ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 評 価 し た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
は 細 胞 全 Ｒ Ｎ Ａ  １ ５ μ ｇ を 含 む 試 料 を １ ％ ア ガ ロ ー ス － ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ゲ ル で 電 気 泳
動 す る こ と に よ り 行 っ た 。 Ｒ Ｎ Ａ を ナ イ ロ ン 膜 に 移 し 、 紫 外 線 で 架 橋 さ せ て １ － ９ ａ  ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ６ ０ ０ ｂ ｐ フ ラ グ メ ン ト か ら 作 成 し た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で 用 い た フ ラ グ メ ン ト は ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 最 も 相 同 な
領 域 を 含 ん で い る 。 プ ロ ー ブ は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー 法 （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｃ ｏ ｒ ｐ ｏ ｒ
ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ； Ａ ｒ ｌ ｉ ｎ ｇ ｔ ｏ ｎ 　 Ｈ ｅ ｉ ｇ ｈ ｔ ｓ ， Ｉ Ｌ ） に よ り ［ 3 2 P ］ α － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ
で 標 識 し た 。 ブ ロ ッ ト は ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 、 １ ０ × Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ ’
ｓ （ １ ０ ０ × Ｄ ｅ ｎ ｈ ａ ｒ ｄ ｔ ’ ｓ は ２ ％ フ ィ コ ー ル 、 ２ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ２ ％ ポ
リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン で あ る ） 、 ０ .５ ％  Ｓ Ｄ Ｓ （ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 及 び １ ０ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ の せ ん 断 し 失 活 さ せ た サ ケ の 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 緩 衝 液 中 、 ２ × １ ０ 6 ｄ ｐ ｍ ／
ｍ ｌ の プ ロ ー ブ で も っ て ４ ２ ℃ で 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 膜 を 標 準 的 な 方 法 を 用 い て
０ .２ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ 中 で 洗 浄 し た 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム は 膜 を － ８ ０ ℃ に て
Ｋ ｏ ｄ ａ ｋ  Ｘ Ａ Ｒ フ ィ ル ム に さ ら す こ と に よ っ て 作 成 し た 。 続 い て 膜 か ら プ ロ ー ブ を 除
い た 後 、 １ ８ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 応 す る 合 成 ３ ０ マ ー と 再 度 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 試 料 の ロ ー デ
ィ ン グ を 評 価 し た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 作 成 さ れ た プ ロ ー ブ を 用 い る 全 細 胞 Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン 分 析 に よ
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り 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ ） 腫 瘍 セ ル ラ イ ン に お け る ２ つ の 主 要 な 転 写 物 が 現 れ た 。 転 写 物 の
１ つ は １ .６ ｋ ｂ で 他 方 は ０ .９ ｋ ｂ で あ っ た （ 図 １ ２ Ａ ） 。 さ ら に 、 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 神 経
芽 腫 及 び Ｐ Ｅ Ｎ Ｅ Ｔ １ セ ル ラ イ ン に お い て は よ り 大 き い ４ .２ ｋ ｂ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 も 検
出 さ れ た 。 ４ .２ ｋ ｂ の 転 写 物 は 前 処 理 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 示 す の か も し れ な い 。 同 じ 大 き
さ の 転 写 物 が 成 体 （ Ｒ .Ｂ ｒ ａ ｉ ｎ ） 及 び 新 生 （ Ｎ Ｂ ） ラ ッ ト に お い て 検 出 さ れ た が ０ .９
ｋ ｂ の 転 写 物 は 成 体 の 脳 に お い て よ り 多 く 、 一 方 、 １ .６ ｋ ｂ の 転 写 物 は 新 生 ラ ッ ト の 脳
に お い て よ り 多 か っ た 。 ラ ッ ト 膵 臓 （ Ｒ .Ｐ ａ ｎ ｃ .） に お い て は ０ .９ ｋ Ｂ の 転 写 物 の み
が 検 出 さ れ 、 こ れ は ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 大 き さ に 相 当 す る ［ テ ラ ゾ ノ （ Terazono） ら
， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J． Biol． Chem.） ， ２ ６ ３ 巻 ， ２
１ １ １ ～ ２ １ １ ４ 頁 ， （ １ ９ ８ ８ 年 ） ； ワ タ ナ ベ （ Watanabe） ら ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ
イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J． Biol． Chem.） ， ２ ６ ５ 巻 ， ７ ４ ３ ２ ～ ７ ４ ３ ９ 頁 ， （
１ ９ ９ ０ 年 ） ］ 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 は 正 常 な 肝 臓 か ら は 検 出 さ れ な か っ た （ Ｎ ｌ 　 Ｌ ｉ ｖ ｅ
ｒ ） 。 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 領 域 か ら 作 成 し た プ ロ ー ブ を 用 い る と 、 ０ .９ ｋ ｂ の 転 写
物 で は な く １ .６ ｋ ｂ の 転 写 物 が 現 れ た （ 図 １ ２ Ｂ ） 。 ５ ’ 最 末 端 の １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ に
対 応 す る ３ ０ マ ー の プ ロ ー ブ を 用 い る と よ り 高 い 分 子 量 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が 検 出 さ れ た （
図 １ ２ Ｃ ） 。 ０ .９ ｋ ｂ の 転 写 物 も ブ ロ ッ ト を よ り 長 く 露 出 さ せ る と 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ヒ ト 脳 Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン 分 析 に よ っ て 主 に １ .６ ｋ ｂ の 転 写 物 が 現 れ た が 、 １ .２ ｋ ｂ 、
０ .９ ｋ ｂ 及 び ０ .８ ｋ ｂ の ２ つ の 、 時 に は ３ つ の よ り 小 さ な 転 写 物 も 現 れ た （ 図 １ ３ Ｂ ）
。 セ ル ラ イ ン に お け る 結 果 と は 対 照 的 に ４ .２ ｋ ｂ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 は 成 人 の ヒ ト 脳 に お
い て ま れ に し か 観 察 さ れ な か っ た 。 ヒ ト 膵 臓 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り ０ .８ ｋ
ｂ の 転 写 物 が 現 れ 、 こ れ は Ｐ Ｔ Ｐ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 大 き さ に 相 当 す る 。 １ － ９ ａ プ ロ ー ブ を 用 い
て ヒ ト 脳 及 び 膵 臓 に お い て 検 出 さ れ た 転 写 物 は 、 Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 観 察 さ
れ た 転 写 物 の 大 き さ と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｔ Ｐ ） の ６ ０ ０ ｂ ｐ フ ラ グ メ ン ト を 用 い る 全 Ｒ Ｎ Ａ  ５ μ ｇ へ の
ド ッ ト ブ ロ ッ ト Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 年 齢 対 照 脳 と 比 較 し て Ａ Ｄ に お け る 高 い
レ ベ ル の 発 現 を 示 し た （ 図 １ ３ Ａ ） 。 β － ア ク チ ン に 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ る 同 じ 膜 の 再
度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 各 ド ッ ト に お い て 同 様 の Ｒ Ｎ Ａ の ロ ー デ ィ ン グ を 示 し た 。
Ａ Ｄ 脳 組 織 内 に お け る １ － ９ ａ 関 連 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 上 昇 が 観 察 さ れ た こ と は 、 ヒ ト Ｐ Ｔ
Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る ６ ０ マ ー の プ ロ ー ブ を 用 い て 、 す で に 報 告 さ れ た も の と 同 様 で あ る
［ デ ・ ラ ・ モ ン テ （ de la Monte） ら ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ク リ ニ カ ル ・ イ ン ベ ス テ ィ ゲ
ー シ ョ ン （ J． Clin． Invest.） ， ８ ６ 巻 ， １ ０ ０ ４ ～ １ ０ １ ３ 頁 ， （ １ ９ ９ ０ 年 ） ］ 。 Ａ
Ｄ と 対 照 脳 の 間 の 違 い は 、 図 １ ３ Ａ お よ び １ ３ Ｂ に 示 し た よ う に １ .６ ｋ ｂ 、 ０ .９ ｋ ｂ 及
び ０ .８ ｋ ｂ の 転 写 物 の レ ベ ル の 違 い に よ る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 Ａ Ｄ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ た Ａ Ｄ － Ｎ Ｔ Ｐ ３ － ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ は ニ ュ ー ロ ン 由 来 神 経 外
胚 葉 腫 瘍 セ ル ラ イ ン 及 び ヒ ト 脳 組 織 か ら の Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ の セ ル ラ イ ン
に お い て 、 １ － ９ ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 認 め ら れ る １ .６ ｋ ｂ 及 び ０ .９ ｋ ｂ の 転 写 物 が 検 出
さ れ た （ 図 ２ １ Ｃ ） 。 し か し 、 ヒ ト 脳  に お い て は 約 ４ ｋ ｂ 、 １ .６ ｋ ｂ 、 及 び ０ .９ ｋ ｂ
の 転 写 物 が 検 出 さ れ 、 ３ つ の 転 写 物 す べ て の 発 現 の レ ベ ル は 年 齢 対 照 脳 と 比 較 す る と Ａ Ｄ
に お い て よ り 高 か っ た （ 図 ２ １ Ｄ ） 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 Ａ Ｄ ４ － ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は ０ .９ ｋ ｂ の 転 写 物 の み と 、 し か も ニ ュ ー ロ ン セ ル ラ イ
ン の み に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
実 施 例 ６
神 経 外 胚 葉 腫 瘍 セ ル ラ イ ン 及 び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 脳 由 来 の 糸 状 タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 直 接
ク ロ ー ニ ン グ 及 び シ ー ク エ ン シ ン グ
　 糸 状 タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ 、 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 、 及 び Ａ １ ７ ２

10

20

30

40

50

(46) JP 2004-97227 A 2004.4.2



細 胞 、 及 び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及 び 年 齢 対 照 脳 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ か ら 、 ３ '－ 及 び ５ '－ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ
法 を 用 い て 直 接 ク ロ ー ニ ン グ し た ［ フ ロ ー マ ン （ Frohman） ら ， プ ロ シ ー デ ィ ン グ ・ ナ シ
ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン セ ス ・ Ｕ Ｓ Ａ （ Proc． Natl． Acad． Sci． USA） ， ８
５ 巻 ， ８ ９ ９ ８ 頁 ， （ １ ９ ８ ８ 年 ） ； オ オ ハ ラ （ Ohara） ら ， プ ロ シ ー デ ィ ン グ ・ ナ シ ョ
ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン セ ス ・ Ｕ Ｓ Ａ （ Proc． Natl． Acad． Sci． USA） ， ８ ６
巻 ， ５ ６ ７ ３ 頁 ， （ １ ９ ８ ９ 年 ） ； ロ ー （ Loh） ら ， サ イ エ ン ス （ Science） ， ２ ４ ３ 巻 ，
２ １ ７ 頁 ， （ １ ９ ８ ９ 年 )］ 。 要 す る に 、 Ｒ Ｎ Ａ は オ リ ゴ － ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転
写 し た 。 ５ '－ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 反 応 に つ い て は ｃ Ｄ Ｎ Ａ は １ － ９ ａ 配 列 の ５ '－ 領 域 に 対 応 す る 特
異 的 な １ ７ マ ー 及 び １ ７ ｄ Ｔ プ ラ イ マ ー を 用 い る ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ イ ン 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に
よ っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し た 。 得 ら れ た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は 、 別 の 内 部 の 、 し か し 重 複 し て い る
５ '－ 末 端 プ ラ イ マ ー 、 及 び １ － ９ ａ 配 列 の ３ '－ 領 域 に 対 応 す る 特 異 的 な ３ '－ １ ７ マ ー
を 用 い て 別 の 増 幅 に 付 し た 。 ３ '－ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 反 応 に つ い て は ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 最 初 に タ ー ミ ナ ル
デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 用 い て ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で テ イ リ ン グ し 、 次 い で 、 １
－ ９ ａ ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド ７ ８ １ ～ ７ ９ ７ に 対 応 す る 特 異 的 １ ７ マ ー 及 び ｄ Ｇ （ １ ７
マ ー ） を 用 い て 増 幅 し た 。 ２ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は ３ '末 端 の ヌ ク レ オ チ ド ７ ６ ６ ～ ７ ９ ２
に 対 応 す る 特 異 的 １ ７ マ ー 及 び ５ '末 端 に つ い て は ｄ Ｇ Ｔ Ｐ （ １ ７ マ ー ） を 用 い て 行 っ た
。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 内 部 の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト 及 び Ｏ １ ８ ラ
ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン か ら 作 成 し た プ ロ ー ブ を 用 い る サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 付 し た
。 Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 は ゲ ル 精 製 し 、 ウ ラ シ ル デ オ キ シ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 用 い て ｐ Ａ ｍ ｐ ｌ
ベ ク タ ー に 結 合 さ せ た 。 サ ブ ク ロ ー ン し た Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を Ｔ ７  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用
い る デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド チ ェ イ ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ り 配 列 さ せ た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 Ｃ Ｎ Ｓ 糸 状 タ ン パ ク 質 転 写 物 は 、 逆 転 写 と そ れ に 続 く １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ５ '及 び
３ '領 域 に 対 応 す る 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 神 経 外 胚 葉 腫 瘍 セ ル ラ イ
ン 及 び ヒ ト Ａ Ｄ 脳 組 織 に お い て 検 出 さ れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 精 製 物 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 ０ .
８ ｋ ｂ 及 び １ .０ ｋ ｂ の 主 に ２ つ の ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た も の を 示 し た （ 図 １ ４ Ａ 及
び １ ４ Ｂ ） 。 さ ら に 、 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 細 胞 に お い て は よ り 大 き な １ .８ ｋ ｂ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成
物 も 検 出 さ れ た 。 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ 、 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 、 及 び Ａ １ ７ ２ 細 胞 に お い て
は １ － ９ ａ プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ０ .４ ｋ ｂ の Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 が 観 察 さ れ た 。 ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 脳 に お け る 糸 状 タ ン パ ク 質 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の よ り 高 い レ ベ ル に 対 応 し て 、 Ａ Ｄ 試 料
に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル は 年 齢 対 照 試 料 と 比 較 す る と よ り 強 か っ た 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 細 胞 か ら 生 成 し た Ｐ Ｃ Ｒ 生 成 物 を サ ブ ク ロ ー ン し 配 列 決 定 し た 。 ク ロ ー
ン し た フ ラ グ メ ン ト の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 強 い ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン が 示 さ れ 、 Ｏ １ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ と は 弱 い が 明 確 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 し
た （ ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ） （ 図 １ ４ Ｃ ） 。 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ン （ Ｓ ｙ － Ｎ Ｔ Ｐ ） の 核
酸 配 列 は １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
実 施 例 ７
ヒ ト 脳 糸 状 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 単 離
　 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ２ 年 齢 の 側 頭 皮 質 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た １ － ９ ａ
 ヒ ト 脳 糸 状 タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ６ ０ ０ ｂ ｐ フ ラ グ メ ン ト で 作 成 し た プ ロ ー ブ を 用 い て
ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト は ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ と ６ ０ ％ の 核 酸 配 列
が 相 同 で あ る 領 域 を 含 ん で い た 。 コ ロ ニ ー 精 製 の 後 、 推 定 上 の ゲ ノ ム ク ロ ー ン は Ｏ １ ８ ラ
ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト と の ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に つ き チ ェ ッ ク し た
。 １ － ９ ａ 及 び Ｏ １ ８ プ ロ ー ブ の 両 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 、 Ｐ ｓ ｔ Ｉ 、 及 び
Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｐ ｓ ｔ Ｉ 制 限 フ ラ グ メ ン ト を ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ  IIベ ク タ ー （ Ｐ ｒ ｏ
ｍ ｅ ｇ ａ ， Ｉ ｎ ｃ ． Ｍ ａ ｄ ｉ ｓ ｏ ｎ ， Ｗ Ｉ ） に サ ブ ク ロ ー ン し 、 次 い で Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ
（ Ｕ Ｓ Ｂ シ ー ク エ ナ ー ゼ ） 又 は ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ イ ン 反 応 増 幅 及 び Ｖ ｅ ｎ ｔ ポ リ メ ラ ー ゼ
の い ず れ か を 用 い る デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド チ ェ イ ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 配 列 決 定
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し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 Ｇ ２ － ２ Ｐ ｓ ｔ Ｉ 、 Ｇ ２ － ２ Ｐ ｓ ｔ Ｉ － Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 、 Ｇ ５ ｄ － １ Ｐ ｓ ｔ Ｉ 、 及 び Ｇ ５ ｄ
－ １ Ｐ ｓ ｔ Ｉ － Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ と 命 名 さ れ た ４ つ の ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト を ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た （ 図 ２ ２ Ｂ ～ ２ ２ Ｅ ） 。 こ れ ら の ゲ ノ ム フ ラ グ メ ン ト は す べ て １
－ ９ ａ と Ｏ １ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 両 方 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ れ ら は １ .５ ｋ ｂ か ら ３
ｋ ｂ の 範 囲 の 大 き さ で あ る 。 部 分 的 な 核 酸 配 列 の 情 報 は 、 Ｇ ２ － ２ Ｐ ｓ ｔ Ｉ と ヒ ト Ｒ ｅ ｇ
遺 伝 子 、 及 び ヒ ト 及 び ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 間 （ 図 ２ ３ Ｂ ） ； Ｇ ２ － ２ Ｐ ｓ ｔ Ｉ － Ｅ
ｃ ｏ Ｒ Ｉ と 両 方 の Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 、 及 び ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の 間 （ 図 ２ ３ Ｃ ） 、 ま た Ａ
Ｄ ２ － ２ 、 Ａ Ｄ ３ － ４ 及 び １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ デ ー タ な し ） と の 間 ； Ｇ ５ ｄ － １ Ｐ ｓ ｔ
Ｉ と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 、 及 び ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ と の 間 （ 図 ２ ３ Ｄ ） ； 及 び Ｇ ５ ｄ － １ Ｐ ｓ ｔ Ｉ － Ｅ ｃ
ｏ Ｒ Ｉ と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 、 ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ 、 １ － ９ ａ 、 及 び Ａ Ｄ ４ － ４ と の 間 の 相 同 性 を 示 し て
い る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
実 施 例 ８
Ｌ ａ ｃ Ｚ 融 合 タ ン パ ク の イ ン ビ ト ロ 発 現 及 び 糸 状 タ ン パ ク 質 に 対 す る 関 連 性 の 実 証
　 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 含 む バ ク テ リ ア 内 の 融 合 タ ン パ ク の 発 現 、 又 は ４ つ の ゲ
ノ ム ク ロ ー ン の 内 の １ つ を 標 準 的 な 方 法 （ Sambrookら ， 前 掲 ） を 用 い て イ ソ プ ロ ピ ル チ オ
－ β － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ド （ Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ ） で 誘 導 し た 。 誘 導 さ れ た 又 は 誘 導 さ れ な か っ た 培 養
細 胞 か ら の 未 精 製 の バ ク テ リ ア の リ ゼ イ ト （ 溶 解 物 ） を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 糸 状 タ ン パ ク
質 に 対 す る Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ［ サ サ キ （ Sasaki） ら ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ
ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J． Biol． Chem.） ， ２ ６ ８ 巻 ， １ ～ ４ 頁 ， （ １ ９ ９ ３ 年 ） ］ 及
び 1 2 5 Ｉ で 標 識 さ れ た タ ン パ ク Ａ を 用 い る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 付 し 、 結 合 し た 抗 体
を 検 出 し た 。 さ ら に 、 ク ロ ー ン し た Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で い る バ ク テ リ ア の 菌 叢 を 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で
融 合 タ ン パ ク を 発 現 さ せ る た め に 誘 導 し 、 レ プ リ カ フ ィ ル タ ー を Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 、 次 い で 1 2 5 Ｉ 標 識 タ ン パ ク Ａ で 直 接 プ ロ ー ブ し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 糸 状 タ ン パ ク 質 の 免 疫 反 応 性 は 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 誘 導 し た コ ロ ニ ー へ の 抗 体 の 直 接 の 結 合 に
よ っ て バ ク テ リ ア 融 合 タ ン パ ク に お い て 示 さ れ た （ 図 ２ ４ Ａ － ２ ４ Ｄ ） 。 糸 状 タ ン パ ク 質
の 免 疫 反 応 性 は Ｐ Ｔ Ｐ に 対 す る Ｔ ｈ ９ 、 Ｔ ｈ ７ 、 及 び Ｔ ｈ １ ０ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の カ ク
テ ル ［ サ サ キ （ Sasaki） ら ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ ケ ミ ス ト リ ー （ J． Bio
l． Chem.） ， ２ ６ ８ 巻 ， １ ～ ４ 頁 ， （ １ ９ ９ ３ 年 ） ］ 、 及 び 1 2 5 Ｉ で 標 識 さ れ た タ ン パ ク
Ａ を 用 い て 検 出 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
実 施 例 ９
Ａ Ｄ 及 び 年 齢 対 照 脳 に お け る Ａ Ｄ １ ６ ｃ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 相 対 レ ベ ル
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を Ａ Ｄ １ ６  ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 行 っ た 。 ブ ロ ッ ト は 再 度
プ ロ ー ブ し て １ ８ ｓ リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 し 、 各 レ ー ン 中 の Ｒ Ｎ Ａ の ロ ー デ ィ ン グ を 評
価 し た 。 不 飽 和 （ ｕ ｎ ｓ ａ ｔ ｕ ｒ ａ ｔ ｅ ｄ ） の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ
　 Ｄ ｙ ｎ ａ ｍ ｉ ｃ ｓ 　 Ｉ ｍ ａ ｇ ｅ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｚ ｅ ｒ を 用 い る 濃 度 分 析 に 付 し た 。 Ａ Ｄ １
６ ｃ 及 び １ ８ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル の 比 率 を そ れ ぞ れ の 場 合 に つ い て
プ ロ ッ ト し 、 結 果 を 図 ２ ５ Ａ お よ び ２ ５ Ｂ に グ ラ フ で 示 し た 。 平 均 の 比 率 （ Ａ Ｄ １ ６ ｃ の
相 対 レ ベ ル ） を 標 準 誤 差 と と も に 小 さ い 右 側 の グ ラ フ に 示 し た 。 結 果 は 、 年 齢 を 一 致 さ せ
た 対 照 が ６ の 内 １ つ で あ る こ と と 比 較 し て Ａ Ｄ 脳 は ９ の 内 ６ つ に Ａ Ｄ １ ６ ｃ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発
現 の レ ベ ル が 上 昇 し て い る こ と を 確 認 し た 。 平 均 レ ベ ル の 違 い は 統 計 学 的 に 高 い 有 意 性 が
あ る （ Ｐ ＜ ０ .０ ０ ５ ） 。 同 様 の 結 果 が Ａ Ｄ １ ０ － ７ プ ロ ー ブ を 用 い て 得 ら れ た 。 こ れ ら
の 結 果 は 、 対 照 脳 と 比 較 し て Ａ Ｄ 脳 に お け る 発 現 レ ベ ル に お い て 統 計 学 的 に 有 意 な 上 昇 が
あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
実 施 例 １ ０
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組 み 換 え Ａ Ｄ １ ０ － ７ 融 合 タ ン パ ク の 調 製 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ る そ れ ら の 検 出
　 Ａ Ｄ １ ０ － ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ３ つ の 異 な る 読 み 取 り 枠 内 （ ２ つ は 不 正 確 な Ａ 及 び Ｂ 、 そ し て
正 確 な Ｃ ） で ｐ Ｔ ｒ ｃ Ｈ Ｉ Ｓ ベ ク タ ー （ Ｉ ｎ 　 Ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ｇ ｅ ｎ ， Ｓ ａ ｎ 　 Ｄ ｉ ｅ ｇ ｏ ）
に 結 合 し た 。 ３ つ の プ ラ ス ミ ド の 内 の １ つ で 形 質 転 換 し た バ ク テ リ ア を Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で 誘 導 し
、 バ ク テ リ ア の リ ゼ イ ト を タ ン パ ク の 発 現 に つ い て ０ 、 １ 及 び ５ 時 間 後 に 試 験 し た 。 タ ン
パ ク を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 分 画 し 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 発 現 し た 標 識 タ ン パ ク に 対
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ ７ － 標 識 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； Ｎ ｏ ｖ ｏ ｇ ｅ ｎ ） を 用
い て 行 っ た 。 ブ ロ ッ ト は ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 、 色 原 体 と し て ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン を 用 い る
セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 法 で 展 開 し た （ 図 ２ ６ ） 。 約 ４ ５ ｋ Ｄ Ａ に 相 当 す る バ ン
ド を Ａ Ｄ １ ０ － ７ が 正 確 な 読 み 取 り 枠 （ Ｃ ） に の み 結 合 し て い る プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ で 形 質
転 換 し た バ ク テ リ ア 内 に 検 出 し た （ 矢 印 ） 。 同 じ 大 き さ の タ ン パ ク が ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 リ
ゼ イ ト 分 析 系 に お い て イ ン ビ ト ロ の Ａ Ｄ １ ０ － ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 翻 訳 に よ っ て 観 察 さ れ た 。 両
方 の 系 に お い て 融 合 相 手 の ペ プ チ ド は 約 ３ ｋ Ｄ Ａ で あ り 、 約 ４ ２ ｋ Ｄ Ａ の タ ン パ ク を コ ー
ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ で あ る こ と を 示 し て い る 。 約 ４ ２ ｋ Ｄ Ａ の Ｎ Ｐ Ｔ 種 は ニ ュ ー ロ ン セ ル ラ イ
ン 及 び ヒ ト 脳 組 織 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 通 常 ど お り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
実 施 例 １ １
イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る Ａ Ｄ １ ０ － ７ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の ニ ュ ー ロ ン の 局 在
化 の 実 証
　 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は Ｓ Ｐ ６ 又 は Ｔ ７ Ｄ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ
ラ ー ゼ を 用 い て 直 線 化 し た Ａ Ｄ １ ０ － ７ プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ か ら そ れ ぞ れ 作 成 し た 。 ア ン チ
セ ン ス プ ロ ー ブ は こ の ク ロ ー ン に つ い て 前 記 し た よ う に ニ ュ ー ロ ン セ ル ラ イ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ と
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 一 方 、 ｃ Ｒ Ｎ Ａ セ ン ス プ ロ ー ブ は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で は Ｒ Ｎ Ａ
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た 。 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン － Ｕ Ｔ Ｐ で 標 識 さ れ た ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ は
初 期 の Ａ Ｄ 由 来 の ヒ ト 脳 組 織 断 片 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 こ の 断 片 を よ く 洗 浄 し た 後 ［ デ
・ ラ ・ モ ン テ （ de la Monte） ら ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ク リ ニ カ ル ・ イ ン ベ ス テ ィ ゲ ー シ
ョ ン （ J． Clin． Invest.） ， ８ ６ 巻 ， １ ０ ０ ４ ～ １ ０ １ ３ 頁 ， （ １ ９ ９ ０ 年 ） ］ ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し た プ ロ ー ブ を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 抱 合 し た ジ ゴ キ
シ ゲ ニ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 検 出 し 、 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 比 色 反 応 し
た 。 明 視 野 及 び 暗 視 野 顕 微 鏡 に よ る 断 片 の 試 験 は ニ ュ ー ロ ン に お い て の み Ａ Ｄ １ ０ － ７ の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 示 さ れ た （ 図 ２ ７ ； （ 図 ２ ７ Ａ ） の 細 胞 体 上 の 白 い 粒 子 の 集 塊
） 。 対 照 的 に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ る 結 果 と 同 様 に セ ン ス Ａ Ｄ １ ０ － ７ ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ
ロ ー ブ は 脳 組 織 （ 図 ２ ７ Ｂ ） と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 前 記 の 記 載 は 特 定 の 好 ま し い 態 様 で あ る け れ ど も 、 本 発 明 が そ の よ う に 制 限 さ れ な い こ
と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 当 業 者 は 様 々 な 変 更 を し て 開 示 さ れ た 態 様 に な し 得 る こ と を 想
到 し 得 る が 、 そ の よ う な 態 様 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ り 、 本 発 明 は 以 下 の 請 求 の 範 囲 に よ っ
て 定 義 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 記 載 し た す べ て の 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 本 発 明 に 属 す る 技 術 分 野 に お け る
技 術 レ ベ ル を 表 す 。 す べ て の 出 版 物 及 び 特 許 出 願 は 、 そ れ ぞ れ の 出 版 物 又 は 特 許 出 願 が そ
れ ら の 全 内 容 に お い て 引 用 さ れ る も の と し て 特 別 に そ し て 個 別 に 示 さ れ る の と 同 程 度 に 参
考 の た め に 引 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
                              微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号
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（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ５ ７
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ （ 大 腸 菌 ） ： Ｇ ２ － ２ Ｐ stＩ － Ｄ Ｈ ５
                              微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号
（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ５ ８
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ ： Ｇ ５ d－ Ｐ stＩ － Ｄ Ｈ ５
　                               微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号
（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ５ ９
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ ： １ － ９ a－ Ｌ Ｘ － １  blue
                               微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号
（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ６ ０
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ ： Ａ Ｄ ３ － ４ － Ｄ Ｈ １
                               微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号
（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ６ １
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ ： Ｈ Ｂ ４ － Ｘ Ｌ － ｂ lue
                               微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号

10

20

30

40

50

(50) JP 2004-97227 A 2004.4.2



（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ６ ２
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ ： Ａ Ｄ １ ０ － ７ － Ｄ Ｈ １
                               微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号
（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ６ ３
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ ： Ａ Ｄ ２ － ２ － Ｄ Ｈ １
                               微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号
（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ６ ４
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ ： Ｇ ５ d－ １ Ｐ stＩ － Ｅ coＲ Ｉ － Ｄ Ｈ ５
                               微 　 生 　 物
（ 寄 託 機 関 の 名 称 ）
ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
（ 寄 託 機 関 の 住 所 ）
ア メ リ カ 合 衆 国 メ リ ー ラ ン ド ２ ０ ８ ５ ２ 、
ロ ッ ク ビ ル 、 パ ー ク ロ ー ン ・ ド ラ イ ブ １ ２ ３ ０ １ 号
（ 寄 託 日 ） 　 　 　 　 　 　 　 　  （ 受 託 番 号 ）
１ ９ ９ ３ 年 　 ３ 月 １ ６ 日 　 　 　 ６ ９ ２ ６ ５
（ 追 加 表 示 ）
エ セ リ ヒ ア 　 コ リ ： Ｇ ２ － ２ Ｐ stＩ － Ｅ coＲ Ｉ － Ｄ Ｈ ５
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ４ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ Ａ － １ Ｊ は 、 中 枢 神 経 系 由 来 の 腫 瘍 に お け る 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 の 免 疫 反 応
性 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 前 サ ン ド イ ッ チ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ベ ー ス の 放 射 免 疫 ア ッ セ イ （ Ｍ － Ｉ
Ｒ Ｍ Ａ ） に よ り 測 定 し た Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ ２ 、 Ａ １ ７ ２ 、 Ｃ ６ 、 お よ び Ｈ ｕ ｈ ７ 肝 細
胞 癌 腫 細 胞 中 の 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 示 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ｔ ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 お よ び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 に よ り 決 定 し た Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 、 Ａ １ ７ ２ 、 お よ び Ｃ ６ 細 胞 中 の 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質
の 分 子 サ イ ズ を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ － ４ Ｂ は 、 3 5 Ｓ － メ チ オ ニ ン を 用 い た パ ル ス チ ェ イ ス 代 謝 標 識 、 お よ び Ｔ
ｈ ９ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫 沈 降 （ 図 ４ Ａ ） に よ り 示 さ れ た 、 Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞 （
ａ ） お よ び Ｃ ６ 膠 芽 細 胞 腫 細 胞 （ ｂ ） 中 の 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 の 分 子 サ イ ズ を 示 す 。 分 子
量 は ８ 、 １ ４ 、 １ ７ 、 ２ １ 、 ２ ６ お よ び ４ ２ ｋ Ｄ ａ で あ る （ 矢 印 ） 。
【 図 ５ 】 図 ５ Ａ － ５ Ｅ は 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ／ Ｍ － Ｉ Ｒ Ｍ Ａ に よ り 、 Ｓ Ｈ － Ｓ ｙ ５ ｙ 、 Ｐ
Ｎ Ｅ Ｔ １ 、 Ａ １ ７ ２ 、 お よ び Ｃ ６ 細 胞 中 の ２ １ ｋ Ｄ ａ お よ び １ ７ ｋ Ｄ ａ 神 経 糸 状 タ ン パ ク
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質 の 存 在 お よ び Ｈ ｕ ｈ ７ 細 胞 中 の 該 タ ン パ ク 質 の 不 在 を 示 す ５ つ の 一 連 の グ ラ フ を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 Ｃ ６ 膠 芽 細 胞 腫 細 胞 中 の ２ １ ｋ Ｄ ａ 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 が リ ン 酸 化 さ れ
て い る こ と を 示 す ゲ ル を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 増 殖 期 の Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞 に お け る 変 化 し た 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 発 現 を 示
す 棒 グ ラ フ を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ Ａ － ８ Ｆ は 、 細 胞 増 殖 が 停 止 し 一 夜 血 清 飢 餓 （ 欠 乏 ） さ せ た Ｐ Ｎ Ｅ Ｔ １ 細 胞
の 変 化 し た 表 現 型 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 ９ Ａ － ９ Ｂ は 、 １ － ９ ａ 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 示 し 、 図 ９ Ｂ は 該 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の ５ '領 域 に 対 応 す る 第 二 の ５ ’ ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 部 分 配 列 （ Ｗ Ｐ ５ ’ 配 列 ） を
示 す 。
【 図 １ ０ Ａ 】 図 １ ０ Ａ は 、 １ － ９ ａ と ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ お よ び Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 （ ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ の ゲ ノ
ム ク ロ ー ン に 対 応 す る 核 酸 配 列 ） と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 図 １ ０ Ｂ は 、 １ － ９ ａ と ヒ ト Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 の エ ク ソ ン ２ と の ア ラ イ ン メ ン ト
、 お よ び １ － ９ ａ の 第 一 の ５ ’ ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 （ Ｗ Ｐ ０ ３ － ４ １ ７ ） と エ ク ソ ン ２ お
よ び Ｒ ｅ ｇ と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ０ Ｃ 】 図 １ ０ Ｃ は 、 １ － ９ ａ お よ び そ の 第 二 の ５ ’ ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 （ Ｗ Ｐ ５ ’
） と Ａ Ｄ ３ － ４ お よ び Ａ Ｄ ２ － ２  ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ １ Ａ 】 図 １ １ Ａ は 、 Ｈ Ｂ ４  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 お よ び そ れ か ら 導 か れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ １ Ｂ 】 図 １ １ Ｂ は 、 タ ン パ ク 質 親 水 性 ウ イ ン ド ウ プ ロ ッ ト （ protein hydrophilici
ty window plot） を 示 す 。 親 水 性 ウ イ ン ド ウ サ イ ズ ＝ ７ 、 ス ケ ー ル ＝ Kyte-Doolittle。
【 図 １ １ Ｃ 】 図 １ １ Ｃ は 、 タ ン パ ク 質 親 水 性 ウ イ ン ド ウ プ ロ ッ ト （ protein hydrophilici
ty window plot） を 示 す 。 親 水 性 ウ イ ン ド ウ サ イ ズ ＝ ７ 、 ス ケ ー ル ＝ Kyte-Doolittle。
【 図 １ １ Ｄ 】 図 １ １ Ｄ は 、 Ｈ Ｂ ４ と ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ １ Ｅ 】 図 １ １ Ｅ は 、 Ｈ Ｂ ４ と ヒ ト Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ Ａ － １ ２ Ｃ は 、 神 経 外 胚 葉 性 腫 瘍 細 胞 株 お よ び ラ ッ ト 膵 臓 に お け る １ －
９ ａ 中 枢 神 経 系 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ Ａ － １ ３ Ｂ は 、 ヒ ト 脳 に お け る １ － ９ ａ 中 枢 神 経 系 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 応 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 示 す 。 こ の 図 は ま た 、 老 年 の 匹 敵 対 照 に 比 べ て
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 に お い て 一 層 高 レ ベ ル の １ － ９ ａ 中 枢 神 経 系 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 関
連 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 示 し て い る （ 図 １ ３ Ａ ） 。 図 １ ３ Ｂ は 、 老 年 の 対 照 に 比 べ て ア ル ツ ハ イ マ ー
病 に お い て 分 子 サ イ ズ の 小 さ な ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 豊 富 な ４ つ の 異 な る 転 写 物 を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ Ａ － １ ４ Ｃ は 、 神 経 外 胚 葉 性 細 胞 株 に お け る Ｒ Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
の １ － ９ ａ サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 神 経 外 胚 葉 細 胞 株 に お け る １ － ９ ａ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の Ａ － お よ び Ｂ － Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 、 新 生 の ラ ッ ト （ Ｎ Ｂ ） 脳 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 、 お よ び
老 年 対 照 脳 を 使 用 。 図 １ ４ Ａ は 図 １ ４ Ｂ よ り も 長 く 暴 露 し た も の で あ る 。 図 １ ４ Ｃ は Ｏ １
８ ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ プ ロ ー ブ を 用 い た 同 ブ ロ ッ ト の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ Ａ お よ び １ ５ Ｂ は 、 Ｓ Ｅ － Ｒ Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 逆 転 写 し 、 １ －
９ ａ 部 分 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 既 知 配 列 に 対 応 す る プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 す る こ と に よ っ て Ｓ Ｈ －
Ｓ ｙ ５ ｙ 細 胞 か ら 単 離 し た 幾 つ か の ク ロ ー ン と の １ － ９ ａ お よ び Ｏ １ ８ プ ロ ー ブ の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 。
【 図 １ ６ Ａ 】 図 １ ６ Ａ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ２ － ２  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｂ 】 図 １ ６ Ｂ は 、 Ａ Ｄ ２ － ２ Ｔ ７ の 親 水 性 ウ イ ン ド ウ プ ロ ッ ト を 示 す 。 親 水 性 ウ
イ ン ド ウ サ イ ズ ＝ ７ 、 ス ケ ー ル ＝ Kyte-Doolittle。
【 図 １ ６ Ｃ 】 Ａ Ｄ ２ － ２ Ｔ ７ の 親 水 性 ウ イ ン ド ウ プ ロ ッ ト を 示 す 。 親 水 性 ウ イ ン ド ウ サ イ
ズ ＝ ７ 、 ス ケ ー ル ＝ Kyte-Doolittle。
【 図 １ ６ Ｄ 】 図 １ ６ Ｄ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ２ － ２  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｅ 】 図 １ ６ Ｅ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ２ － ２  
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ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｆ 】 図 １ ６ Ｆ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ３ － ４  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｇ 】 図 １ ６ Ｇ は 、 Ａ Ｄ ３ － ４ の 親 水 性 ウ イ ン ド ウ プ ロ ッ ト を 示 す 。 親 水 性 ウ イ ン
ド ウ サ イ ズ ＝ ７ 、 ス ケ ー ル ＝ Kyte-Doolittle。
【 図 １ ６ Ｈ 】 図 １ ６ Ｈ は 、 Ａ Ｄ ３ － ４ の 親 水 性 ウ イ ン ド ウ プ ロ ッ ト を 示 す 。 親 水 性 ウ イ ン
ド ウ サ イ ズ ＝ ７ 、 ス ケ ー ル ＝ Kyte-Doolittle。
【 図 １ ６ Ｉ 】 図 １ ６ Ｉ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ３ － ４  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｊ 】 図 １ ６ Ｊ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ３ － ４  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｋ 】 図 １ ６ Ｋ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ３ － ４  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｌ 】 図 １ ６ Ｌ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ４ － ４  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｍ 】 図 １ ６ Ｍ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ４ － ４  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｎ 】 図 １ ６ Ｎ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ ４ － ４  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｏ 】 図 １ ６ Ｏ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ １ ６ ｃ （
Ａ Ｄ １ ０ － ７ と も 称 す る ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｐ 】 図 １ ６ Ｐ は 、 Ａ Ｄ １ ６ ｃ － Ｔ ７ の 親 水 性 ウ イ ン ド ウ プ ロ ッ ト を 示 す 。 親 水 性
ウ イ ン ド ウ サ イ ズ ＝ ７ 、 ス ケ ー ル ＝ Kyte-Doolittle。
【 図 １ ６ Ｑ 】 図 １ ６ Ｑ は 、 、 Ａ Ｄ １ ６ ｃ － Ｔ ７ の 親 水 性 ウ イ ン ド ウ プ ロ ッ ト を 示 す 。 親 水
性 ウ イ ン ド ウ サ イ ズ ＝ ７ 、 ス ケ ー ル ＝ Kyte-Doolittle。
【 図 １ ６ Ｒ 】 図 １ ６ Ｒ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ １ ０ － ７  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 完 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ６ Ｓ 】 図 １ ６ Ｓ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た Ａ Ｄ １ ６ ｃ  
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 核 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ７ Ａ 】 図 １ ７ Ａ は 、 Ａ Ｄ ２ － ２ と ヒ ト Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト
を 示 す 。
【 図 １ ７ Ｂ 】 図 １ ７ Ｂ は 、 Ａ Ｄ ２ － ２ と Ｒ ｅ ｇ の エ ク ソ ン １ お よ び ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ と の 部 分
配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ７ Ｃ 】 図 １ ７ Ｃ は 、 Ａ Ｄ ２ － ２ と １ － ９ ａ と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ７ Ｄ 】 図 １ ７ Ｄ は 、 Ａ Ｄ ２ － ２ と Ａ Ｄ １ ６ ｃ と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す
。
【 図 １ ８ Ａ 】 図 １ ８ Ａ は 、 Ａ Ｄ ３ － ４ （ Ａ Ｄ ５ － ３ と も 称 す る ） と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 と の 部 分
配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ８ Ｂ 】 図 １ ８ Ｂ は 、 Ａ Ｄ ３ － ４ と １ － ９ ａ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 （
Ｗ Ｐ Ｏ ３ － ５ お よ び １ ８ － ４ と 称 す る ） と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ８ Ｃ 】 図 １ ８ Ｃ は 、 Ａ Ｄ ３ － ４ と Ｇ ２ ａ － ａ  Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｐ ｓ ｔ Ｉ ゲ ノ ム ク ロ ー
ン と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 Ａ Ｄ ４ － ４ と Ａ Ｄ ２ － ２ お よ び １ － ９ ａ （ １ － ９ ａ と 同 一 の Ｐ Ｃ Ｒ
ク ロ ー ン に 対 応 し て Ｓ Ｅ － ４ と も 称 す る ） と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ０ Ａ 】 図 ２ ０ Ａ は 、 Ａ Ｄ １ ６ ｃ と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示
す 。
【 図 ２ ０ Ｂ 】 図 ２ ０ Ｂ は 、 Ａ Ｄ １ ６ ｃ と ヒ ト Ｐ Ｔ Ｐ と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す
。
【 図 ２ ０ Ｃ 】 図 ２ ０ Ｃ は 、 Ａ Ｄ １ ６ ｃ と Ａ Ｄ ２ － ２ と の 部 分 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す
。
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【 図 ２ １ 】 図 ２ １ Ａ は 、 プ ロ ー ブ と し て Ａ Ｄ ３ － ４ を 用 い た ゲ ノ ム サ ザ ー ン ブ ロ ッ ト 分 析
を 示 す 。 図 ２ １ Ｂ は 、 プ ロ ー ブ と し て Ａ Ｄ ２ － ２ を 用 い た ゲ ノ ム サ ザ ー ン で の 同 様 の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 示 す 。 図 ２ １ Ｃ は 、 プ ロ ー ブ と し て Ａ Ｄ ３ － ４ を 用 い た 神
経 外 胚 葉 性 腫 瘍 細 胞 株 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 Ａ Ｄ ３ － ４ 転 写 物 を 示 す ４ つ の 細
胞 株 は 表 現 型 が ニ ュ ー ロ ン 性 で あ る 。 Ｃ ６ 神 経 膠 腫 細 胞 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は Ａ Ｄ ３ － ４ プ ロ ー ブ
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た 。 図 ２ １ Ｄ は 、 Ａ Ｄ ３ － ４ プ ロ ー ブ を 用 い た ヒ ト ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 お よ び 老 年 対 照 の 脳 側 頭 葉 組 織 の ノ ー ザ ン 分 析 を 示 し 、 老 年 対 照 脳 （ Ｃ の レ ー ン ）
に 比 べ て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 （ Ａ の レ ー ン ） に お い て は 対 応 遺 伝 子 が 過 剰 発 現 し て い る こ と
を 示 し て い る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ Ａ － ２ ２ Ｉ は 、 ４ つ の ゲ ノ ム ク ロ ー ン （ プ ロ ー ブ と し て １ － ９ ａ  ｃ Ｄ
Ｎ Ａ お よ び Ｐ Ｔ Ｐ  Ｏ － １ ８  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 両 者 を 使 用 し て 単 離 ） の 部 分 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ａ 】 図 ２ ３ Ａ は 、 Ｇ ２ ａ － ２  Ｐ ｓ ｔ Ｉ の 部 分 配 列 と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 と の ア ラ イ ン
メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ｂ 】 図 ２ ３ Ｂ は 、 Ｇ ２ ａ － ２  Ｐ ｓ ｔ Ｉ の 部 分 配 列 と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 と の ア ラ イ ン
メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ｃ 】 図 ２ ３ Ｃ は 、 Ｇ ２ ａ － ２  Ｐ ｓ ｔ Ｉ － Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ 配 列 と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 お よ び
ラ ッ ト Ｐ Ｔ Ｐ と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ｄ 】 図 ２ ３ Ｄ は 、 Ｇ ５ ｄ － １  Ｐ ｓ ｔ Ｉ 配 列 と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 と の ア ラ イ ン メ ン ト
を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ｅ 】 図 ２ ３ Ｅ は 、 Ｇ ５ ｄ － １  Ｐ ｓ ｔ Ｉ 配 列 と Ｒ ｅ ｇ 遺 伝 子 と の ア ラ イ ン メ ン ト
を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 １ － ９ ａ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 図 ２ ４ Ａ ） お よ び Ｇ ２ ａ － ２  Ｐ ｓ ｔ Ｉ ゲ ノ ム ク ロ ー ン （
図 ２ ４ Ｂ ） に よ る 神 経 糸 状 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 示 す 。 図 ２ ４ Ｃ お よ び 図 ２ ４ Ｄ は 、 そ れ ぞ
れ 、 Ｇ ５ ｄ － １  Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｉ ／ Ｐ ｓ ｔ Ｉ ゲ ノ ム ク ロ ー ン 、 お よ び ｐ Ｂ luescript（ ク ロ ー ン
化 挿 入 物 を 欠 く ） に よ る 陰 性 発 現 を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ Ａ お よ び ２ ５ Ｂ は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 脳 お よ び 老 年 対 照 脳 に お け る Ａ
Ｄ １ ６ ｃ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 こ れ ら デ ー タ は 、 老 年 匹 敵 対 照 で は
６ の う ち １ で あ る の に 比 べ て ア ル ツ ハ イ マ ー 病 で は ９ の う ち ６ と い う ふ う に 、 Ａ Ｄ １ ６ ｃ
 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し た 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 発 現 し た 標 識 タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Ｔ ７ － 標 識
し た マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 用 い た Ａ Ｄ １ ０ － ７ 融 合 タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ Ａ お よ び ２ ７ Ｂ は 、 初 期 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の ヒ ト 脳 組 織 切 片 へ の セ ン ス
お よ び ア ン チ セ ン ス ｃ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の イ ン シ ト ゥ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 明 野 お よ び
暗 野 顕 微 鏡 分 析 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ５ Ｃ 】

【 図 ５ Ｄ 】

【 図 ５ Ｅ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】
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