
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヒトを含む哺乳類における腫瘍性細胞の成長及び増殖の診断と治療についての組
成物及び方法の提供。
【解決手段】腫瘍細胞のゲノムにおいて増幅する遺伝子の同定に基づく。このような遺伝
子増幅は、同じ組織型の正常細胞に比べて遺伝子産物の過剰発現に関連しており、腫瘍形
成の一因であると予想される。従って、増幅遺伝子によってコードされているタンパク質
は、ある癌の診断及び／治療（予防を含む）にとって有用な標的であると考えられ、腫瘍
治療の予後の予測指標となりうる。新規ポリペプチド及びこれらのポリペプチドをコード
する核酸分子、また、異種ポリペプチド配列へ融合している本発明のポリペプチドを含ん
でなるキメラポリペプチド、本発明のポリペプチドと結合する抗体を含んでなるベクター
及び宿主細胞、そして本発明のポリペプチドを生産する方法を提供する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号
： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と
特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
非 ヒ ト 相 補 性 決 定 部 位 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 又 は 枠 組 み 構 造 領 域 （ Ｆ Ｒ ） を 含 む 、 請 求 項 ２ に 記 載 の
抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
標 識 さ れ た 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と の 混 合 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 抗 体 を 含 む 製 造 品 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 抗 体 の 治 療 的 有 効 量 を 含 む 、 請 求 項 ６ の 製 造 品 。
【 請 求 項 ８ 】
細 胞 毒 性 又 は 化 学 療 法 薬 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ の 製 造 品 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ の 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ９ の 核 酸 分 子 を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ０ の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号
： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と
特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 抗 体 の 発 現 を 可 能 に な ら し め る の に
十 分 な 条 件 下 で 請 求 項 １ １ の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 及 び 、 細 胞 培 養 か ら 前 記 抗 体 を 回
収 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号
： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又
は そ の 相 補 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン す る 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ４ 】
配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号
： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
含 有 す る と 思 わ れ る 試 料 に お い て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 確 定 す る 方 法 で あ っ て 、 こ の
試 料 を 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 へ 曝 露 し 、 前 記 試 料 に お け る 前 記 抗 体 の 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド と の 結 合 を 確 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 試 料 が 、 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １
０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ
リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 思 わ れ る 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 細 胞 が 癌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ５ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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（ ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 、 及 び 、 （ ｂ ） 同 じ 細 胞 型 の 既 知 の 正 常 細 胞
の コ ン ト ロ ー ル 試 料 か ら 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配
列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で
示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り 、
コ ン ト ロ ー ル 試 料 と 比 較 し て 試 験 試 料 で の よ り 高 い 発 現 レ ベ ル が 、 試 験 組 織 細 胞 が 得 ら れ
た 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 の 存 在 を 示 す 、 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 を 診 断 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 試 験 試 料 が 腫 瘍 細 胞 の 成 長 又 は 増 殖 が あ る と 疑 わ れ る 個 体 か ら 得 ら れ た 、 請 求 項 １ ７
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号
： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に
対 す る 抗 体 及 び 適 切 な 包 装 体 中 の 担 体 を 含 ん で な る 、 ガ ン 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
同 じ 組 織 型 の 正 常 細 胞 と 比 較 し て 、 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番
号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番
号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 発 現 す る 肺 及 び 結 腸 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 方
法 で あ っ て 、 前 記 腫 瘍 細 胞 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 又 は そ の 相 補 鎖 と ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 有 効 量 に 曝 露 す る こ と を 含 ん
で な り 、 前 記 腫 瘍 細 胞 の 成 長 が そ れ に よ っ て 阻 害 さ れ る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 腫 瘍 細 胞 が 、 さ ら に 放 射 線 治 療 、 細 胞 毒 性 剤 又 は 化 学 療 法 剤 へ 曝 露 さ れ る 、 請 求 項 ２
０ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
容 器 ；
容 器 上 の ラ ベ ル ； 及 び
容 器 内 に 含 有 さ れ る 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番
号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 及 び ／ 又 は 発 現 を 阻 害 す る 抗 体 を 含 む 組 成 物 を 含 ん で な り 、
該 組 成 物 が 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 に 有 効 で あ り 、 容 器 上 の ラ ベ ル が 、 同 じ 組 織 型 の 正 常 細
胞 と 比 較 し て 、 前 記 腫 瘍 細 胞 に お い て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ
る 症 状 の 治 療 に 効 果 的 で あ る こ と を 示 す 製 造 品 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号
： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
発 現 す る 細 胞 に お い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 方 法 が 、 前 記 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 及 び 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 阻
害 さ れ る か 否 か を 確 定 す る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 候 補 化 合 物 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ２ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
以 下 の (a)又 は (b)の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た 核 酸
。
　 (a) 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配
列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 、 及 び
　 (b) １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (a)の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
り 、 肺 腫 瘍 に お い て 過 剰 発 現 し て い る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
以 下 の (a)又 は (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た 核 酸 。
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　 (a)配 列 番 号 ： １ ， 配 列 番 号 ： ３ ， 配 列 番 号 ： ５ ， 配 列 番 号 ： ７ ， 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列
番 号 ： １ １ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ７ 又 は 配 列 番 号 ： １ ９ で 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 及 び
　 (b) １ 若 し く は 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (a)の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 か ら な り 、 そ の コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド が 肺 又 は 結 腸 に お い て 過 剰 発 現 し て い る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
以 下 の (a)又 は (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た 核 酸 。
　 (a)配 列 番 号 ： １ ， 配 列 番 号 ： ３ ， 配 列 番 号 ： ５ ， 配 列 番 号 ： ７ ， 配 列 番 号 ： ９ ， 配 列
番 号 ： １ １ ， 配 列 番 号 ： １ ３ ， 配 列 番 号 ： １ ７ 又 は 配 列 番 号 ： １ ９ で 示 さ れ る 完 全 長 コ ー
ド 化 配 列 ； 及 び
　 (b)１ 若 し く は 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (a)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な り 、 そ の コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド が 肺 腫 瘍 で 過 剰 発 現 し て い る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
以 下 の (a)又 は (b)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た 核 酸 。
(a) Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 入 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － １ ２ ４ ， Ｐ Ｔ Ａ － ３ ８ ３ ， Ｐ Ｔ Ａ － ５ ５ ３ ， Ｐ Ｔ Ａ － ４ ８
１ ， Ｐ Ｔ Ａ － ５ ２ ０ ， Ｐ Ｔ Ａ － ５ ４ ８ ， Ｐ Ｔ Ａ － ５ ５ ２ ， Ｐ Ｔ Ａ － ６ １ ９ ， Ｐ Ｔ Ａ － ６ １
２ で 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 、 及 び
　 (b) １ 若 し く は 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (a)の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 か ら な り 、 そ の コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド が 肺 腫 瘍 に お い て 過 剰 発 現 し て い る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 ２ ５ ～ ２ ８ の 何 れ か 一 項 の 核 酸 を 含 ん で な る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る 制 御 配 列 と 作 用 可 能 に 連 結 し て い
る 請 求 項 ２ ９ の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
請 求 項 ３ ０ の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 細 胞 が CHO細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ １ の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
前 記 細 胞 が 大 腸 菌 で あ る 、 請 求 項 ３ １ の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 細 胞 が 酵 母 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ １ の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 細 胞 が バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ １ の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号
： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 に 適 し た 条 件 下 で 請 求 項 ３ １ の 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 及 び 、 細 胞 培 養 か ら 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
以 下 の (a)又 は (b)の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
　 (a)配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配
列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 、 及 び
　 (b) １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (a)の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
り 、 肺 又 は 直 腸 腫 瘍 で 過 剰 発 現 し て い る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
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以 下 の (a)又 は (b)の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
　 (a) Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 入 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － １ ２ ４ ， Ｐ Ｔ Ａ － ３ ８ ３ ， Ｐ Ｔ Ａ － ５ ５ ３ ， Ｐ Ｔ Ａ － ４
８ １ ， Ｐ Ｔ Ａ － ５ ２ ０ ， Ｐ Ｔ Ａ － ５ ４ ８ ， Ｐ Ｔ Ａ － ５ ５ ２ ， Ｐ Ｔ Ａ － ６ １ ９ ， Ｐ Ｔ Ａ － ６
１ ２ で 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び
　 (b) １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (a)の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
り 、 肺 又 は 直 腸 腫 瘍 で 過 剰 発 現 し て い る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 と 融 合 し て い る 請 求 項 ３ ７ ～ ３ ８ の 何 れ 一 項 に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
含 ん で な る キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ の キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ４ １ 】
前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ の キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ３ ７ ～ ３ ９ の 何 れ か 一 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ２ の 抗 体
。
【 請 求 項 ４ ４ 】
以 下 の (a)， (b)， (c)， (d)， (e)又 は (f)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た 核 酸 。
　 (a)シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ：
８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ：
２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び
　 (b) １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠
く 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番
号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 そ れ に よ り コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド が 肺
又 は 直 腸 腫 瘍 細 胞 で 過 剰 発 現 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は
　 (c) シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号
： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号
： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び
　 (d) １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有
す る 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列
番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 そ れ に よ り コ ー ド さ れ て い
る ポ リ ペ プ チ ド が 肺 又 は 直 腸 腫 瘍 細 胞 で 過 剰 発 現 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は
　 (e) シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ：
８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ：
２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 及 び
　 (f) １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠
く 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番
号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ
リ ペ プ チ ド が 肺 又 は 直 腸 腫 瘍 細 胞 で 過 剰 発 現 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
以 下 の (a)， (b)， (c)， (d)， (e)又 は (f)の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
。
　 (a) シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ：
８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ：
２ ０ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 及 び
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　 (b) １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (a)の ア ミ ノ 酸 配 列 で
あ っ て 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 肺 又 は 直 腸 腫 瘍 細 胞 で 過 剰 発 現 し て い
る 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は
　 (c) シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号
： ８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号
： ２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ぺ プ チ ド を の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 ； 及 び
　 (d) １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (c)の ア ミ ノ 酸 配 列 で
あ っ て 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 肺 又 は 直 腸 腫 瘍 細 胞 で 過 剰 発 現 し て い
る 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は
　 (e) シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 配 列 番 号 ： ２ ， 配 列 番 号 ： ４ ， 配 列 番 号 ： ６ ， 配 列 番 号 ：
８ ， 配 列 番 号 ： １ ０ ， 配 列 番 号 ： １ ２ ， 配 列 番 号 ： １ ４ ， 配 列 番 号 ： １ ８ 又 は 配 列 番 号 ：
２ ０ で 示 さ れ る ポ リ ぺ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 ； 及 び
　 (f)１ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た (e)の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
で あ っ て 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド が 肺 又 は 直 腸 腫 瘍 細 胞 で 過 剰 発 現 し て
い る 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 腫 瘍 の 診 断 及 び 治 療 の た め の 組 成 物 及 び 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 悪 性 腫 瘍 （ 癌 ） は 、 米 国 特 許 に お い て 心 臓 疾 患 に 続 き 第 ２ の 主 要 な 死 亡 原 因 で あ る （ Bo
ring等 , CA Cancel J. Clin., 43: 7 [1993]） 。
　 癌 は 、 正 常 な 組 織 か ら 誘 導 さ れ て 腫 瘍 実 体 を 形 成 す る 異 常 な 、 又 は 腫 瘍 形 成 性 の 細 胞 数
の 増 加 、 こ れ ら の 腫 瘍 形 成 性 腫 瘍 細 胞 に よ る 隣 接 組 織 の 侵 襲 、 及 び 最 終 的 に 血 液 や リ ン パ
系 を 介 し て 局 所 の リ ン パ 節 及 び 離 間 部 位 に 拡 散 （ 転 移 ） す る 悪 性 細 胞 の 生 成 を 特 徴 と す る
。 癌 性 状 態 に お い て は 、 正 常 細 胞 が 成 長 し な い 条 件 下 で 細 胞 が 増 殖 す る 。 癌 自 体 は 、 異 な
る 侵 襲 及 び 攻 撃 性 の 程 度 で 特 徴 付 け ら れ る 広 範 な 種 々 の 形 態 で 顕 現 す る 。
　 遺 伝 子 発 現 の 交 互 変 化 は 制 御 不 能 な 細 胞 成 長 及 び 脱 分 化 に 強 く 関 連 し て お り 、 全 て の 癌
に 共 通 す る 特 徴 で あ る 。 或 る 種 の 良 く 研 究 さ れ た ゲ ノ ム が 、 通 常 は 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 と 呼 ば
れ 、 正 常 に は 悪 性 細 胞 成 長 又 は 或 る 種 の 優 性 遺 伝 子 、 例 え ば 悪 性 成 長 を 促 進 す る よ う に 作
用 す る オ ン コ ジ ー ン の 過 剰 発 現 を 防 止 す る よ う に 作 用 す る 劣 性 遺 伝 子 発 現 の 現 象 を 示 す こ
と が 見 出 さ れ た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 変 化 は 、 凝 集 し て 十 分 な 腫 瘍 形 成 性 フ ェ ノ タ イ プ を 示 す
形 質 の 幾 つ か が 移 入 さ れ る 原 因 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た （ Hunter, Cell 64: 1129 [1
991]; Bishop, Cell 64: 235-248 [1991]） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 癌 細 胞 に お け る 良 く 知 ら れ た 遺 伝 子 (例 え ば オ ン コ ジ ー ン ） の 過 剰 発 現 の メ カ ニ ズ ム は
遺 伝 子 増 幅 で あ る 。 こ れ は 、 祖 先 細 胞 の 染 色 体 に お い て 特 定 遺 伝 子 の 多 重 コ ピ ー が 生 成 さ
れ る プ ロ セ ス で あ る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 遺 伝 子 を 含 む 染 色 体 の 領 域 の 計 画 性 の な い 複 製 、
次 い で 複 製 さ れ た セ グ メ ン ト が 染 色 体 へ 戻 る 再 組 換 え を 含 む （ Alitalo等 , Adv. Cancer R
es. 47: 235-281 [1986]） 。 遺 伝 子 増 幅 に 平 行 す る 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 は 、 即 ち 作 成 さ れ る
コ ピ ー の 数 に 比 例 す る と 考 え ら れ て い る 。
　 成 長 因 子 及 び 成 長 因 子 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン は 、 乳 癌 を 含 む 様 々
な ヒ ト の 悪 性 腫 瘍 の 原 因 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 例 え ば 、 表 皮
成 長 因 子 レ セ プ タ ー (Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ )に 関 連 し た １ ８ ５ -ｋ ｄ の 膜 貫 通 糖 タ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー (
ｐ １ ８ ５ Ｈ Ｅ Ｒ ２ 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ） を コ ー ド す る ヒ ト Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 遺 伝 子 (ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 、 ｈ ｅ ｒ
２ と し て も 知 ら れ て い る 、 又 は ｃ -ｅ ｒ ｂ Ｂ -２ )は 、 ヒ ト の 乳 癌 の 約 ２ ５ ％ ～ ３ ０ ％ で 過
剰 発 現 さ れ て い る こ と が 見 出 さ れ て い る (Slamon等 , Science 235:177-182[1987]； Slamon
等 , Science 244:707-712[1989])。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン の 遺 伝 子 増 幅 は 、 典 型 的 に は 癌 の よ り 悪 性 の 形 態 に 含 ま れ る 事 象 で
あ り 、 臨 床 的 結 果 の 予 言 者 と し て 作 用 し う る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Schwab等 , Genes Ch
romosomes Cancer 1, 181-193 [1990]; Alitalo等 , 上 掲 ） 。 即 ち 、 ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ の 過 剰 発
現 は 、 特 に 腋 窩 の リ ン パ 節 を 含 む 一 次 疾 患 を 持 つ 患 者 に お い て 、 不 完 全 な 予 後 の 前 兆 と 共
通 し て 見 な さ れ て お り （ Slamon等 , [1987]及 び [1989], 上 掲 ; Ravdin及 び Chamness, Gene
 159: 19-27 [1995]; 及 び Hynes及 び Stern, Biochem Biophys Acta 1198: 165-184 [1994
]） 、 ホ ル モ ン 療 法 及 び Ｃ Ｍ Ｆ （ シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 及 び フ ル オ ロ
ウ ラ シ ル ） を 含 む 化 学 治 療 薬 に 対 す る 感 受 性 又 は 耐 性 と 関 連 付 け ら れ て い た （ Baselga等 ,
 Oncology 11 (3 Suppl 1): 43-48 [1997]） 。 し か し な が ら 、 ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 過 剰 発 現 と 不 完
全 な 予 後 と の 関 連 に も 関 わ ら ず 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ -ポ ジ テ ィ ブ な 患 者 の タ キ サ ン で の 処 理 に 臨 床
的 に 反 応 す る 可 能 性 は 、 Ｈ Ｅ Ｒ ２ -ネ ガ テ ィ ブ 患 者 の ３ 倍 も 大 き か っ た （ 上 掲 ） 。 組 換 え
ヒ ト 化 抗 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ (抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (マ ウ ス 抗 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 抗 体 ４ Ｄ ５ の
ヒ ト 化 型 、 ｒ ｈ ｕ Ｍ Ａ ｂ  Ｈ Ｅ Ｒ ２ 又 は Herceptin(商 品 名 )と 呼 ば れ る ） は 、 広 範 な 従 来 の
抗 癌 治 療 を 受 け た Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ を 過 剰 発 現 す る 転 移 性 乳 癌 を 持 つ 患 者 で 臨 床 的 に 活 性 で あ る
(Baselga等 , J. Clin. Oncol. 14: 737-744[1996]） 。
　 上 記 に 照 ら し て 、 遺 伝 子 増 幅 に 関 連 す る 腫 瘍 の 診 断 及 び 治 療 に 有 用 な 新 規 な 方 法 及 び 組
成 物 を 同 定 す る こ と に 明 ら か な 興 味 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
１ ． 実 施 態 様
　 本 発 明 は 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 細 胞 成 長 及 び 増 殖 の 診 断 及 び 治 療 の た め の
組 成 物 及 び 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 腫 瘍 細 胞 の ゲ ノ ム に お い て 増 幅 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定
に 基 づ く 。 こ の よ う な 遺 伝 子 増 幅 は 、 遺 伝 子 産 物 の 過 剰 発 現 を 伴 い 、 腫 瘍 形 成 に 寄 与 す る
と 予 測 さ れ る 。 従 っ て 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 或 る 種 の 癌 の 診
断 及 び 治 療 （ 予 防 を 含 む ） に 有 用 で あ る と 考 え ら れ 、 腫 瘍 治 療 の 予 後 の 予 言 者 と し て 作 用
す る 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 結
合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 に 関 す る 。 一 側 面 で は 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に
特 異 的 に 結 合 す る 。 他 の 側 面 で は 、 抗 体 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 の 死 を 誘 導
す る 。 多 く の 場 合 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 は 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を 同 じ 組 織
型 の 正 常 細 胞 に 比 較 し て 過 剰 に 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 で あ る 。 さ ら に 他 の 側 面 で は 、 抗 体 は モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 そ れ は 好 ま し く は 非 ヒ ト の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 及 び ヒ ト
フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） 残 基 を 有 す る 。 抗 体 は ラ ベ ル 化 さ れ て も よ い し 、 固 体 支 持 体
へ 固 定 さ れ て も よ い 。 さ ら に 他 の 側 面 で は 、 抗 体 は 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 又 は ヒ ト 化 抗
体 で あ っ て 、 好 ま し く は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 混 合 さ れ た 、 好 ま し く は Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と を 含 む 物 質 の 組 成 物 に 関 す る 。 一 側 面 で は 、 こ
の 物 質 の 組 成 物 は 抗 体 の 治 療 的 有 効 量 を 含 有 す る 。 他 の 側 面 で は 、 こ の 組 成 物 は 、 例 え ば
更 な る 抗 体 又 は 細 胞 毒 性 又 は 化 学 治 療 薬 で あ っ て よ い 更 な る 活 性 成 分 を 含 む 。 好 ま し く は
、 こ の 組 成 物 は 無 菌 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 及
び そ の よ う な 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 及 び 組 換 え 宿 主 細 胞 に 関 す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １
４ 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ０ 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 製 造 方 法 に 関 し 、 当 該 方 法 は 、 そ の 抗 体 を コ ー ド す
る 核 酸 分 子 で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 当 該 抗 体 を 発 現 さ せ る の に 十 分 な 条 件 下 で 培 養 し 、
細 胞 培 地 か ら 抗 体 を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 さ ら に 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 機 能 又 は 活 性 の 一
又 は 複 数 を 阻 害 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の 相 補 鎖 を コ ー ド す る
核 酸 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 は 、 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 好 ま し く は ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 こ こ で 同 定
さ れ る 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス 分 子 と し て 作 用 で き 、 ま た 翻 っ て 各 増 幅 遺 伝 子 の
転 写 及 び ／ 又 は 翻 訳 の 調 節 に お い て 、 又 は 増 幅 反 応 に お け る ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し
て の 用 途 が 見 出 さ れ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 配 列 は 、 リ ボ ザ イ ム (ribozyme)及 び ／ 又 は 三
重 螺 旋 配 列 の 一 部 と し て 使 用 す る こ と が で き 、 そ れ は 翻 っ て 増 幅 遺 伝 子 の 調 節 に 置 い て 使
用 し て も よ い 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る と 推 測 さ れ る 試 料 中 で Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 当 該 方 法 は 、 当 該 試 料 を 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体
に 暴 露 し 、 当 該 抗 体 の 試 料 中 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る
。 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 中 で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 測 定 す る 方 法 を
提 供 し 、 当 該 方 法 は 、 当 該 細 胞 を 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 曝 露 し 、 抗 体 の 細 胞 へ の 結 合 を 測 定 す る
こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お い て 腫 瘍 を 診 断 す る 方 法 に 関 し 、 （
ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 中 、 及 び （ ｂ ） 同 じ 細 胞 型 の 知 ら れ た 正 常 組 織
細 胞 の 対 照 試 料 中 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す
る こ と を 含 ん で な り 、 対 照 試 料 に 比 較 し た 試 験 試 料 に お け る 高 い レ ベ ル が 、 当 該 試 験 組 織
細 胞 を 得 た 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 の 存 在 を 示 す 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お い て 腫 瘍 を 診 断 す る 方 法 に 関 し 、 （ ａ ） 抗
Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 と 接 触 さ せ 、 そ し て （ ｂ ） 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗
体 と 試 験 試 料 中 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り
、 複 合 体 の 形 成 が 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 の 存 在 を 示 す 。 測 定 は 定 性 的 で も 定 量 的 で も
よ く 、 同 じ 細 胞 型 の 知 ら れ た 正 常 組 織 細 胞 の 対 照 試 料 に お け る 複 合 体 形 成 の 監 視 と 比 較 し
て 実 施 し て も よ い 。 試 験 試 料 中 の 複 合 体 形 成 量 の 増 加 が 、 試 験 試 料 を 得 た 哺 乳 動 物 に お け
る 腫 瘍 の 存 在 を 示 す 。 抗 体 は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 を 担 持 す る 。 複 合 体 形 成 は 、 例
え ば 、 光 学 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 定 量 法 、 又 は こ の 分 野 で 公 知 の 他 の 技 術
に よ っ て 監 視 で き る 。
　 試 験 試 料 は 通 常 、 腫 瘍 性 細 胞 成 長 又 は 増 殖 （ 例 え ば 癌 性 細 胞 ） を 有 す る と 推 測 さ れ る 個
体 か ら 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 及 び 担 体 （ 例 え ば 緩 衝 液 ） を 適 切 な 包 装 内
に 含 ん で な る 癌 診 断 用 キ ッ ト に 関 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 好 ま し く は 当 該 抗 体 が 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド を 含 有 す る こ と が 推 測 さ れ る 試 料 中 の そ れ ら の 存 在 を を 検 出 す る た め に 用 い ら
れ る と い う 説 明 書 を 具 備 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 方 法 に 関 し 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性
及 び ／ 又 は 発 現 を 阻 害 す る 薬 剤 の 有 効 量 に 暴 露 す る こ と を 含 ん で な り 、 そ れ に よ り 当 該 腫
瘍 細 胞 の 成 長 が 阻 害 さ れ る 。 こ の 薬 剤 は 、 好 ま し く は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 、 小 さ な 有 機 及 び 無 機
分 子 、 ペ プ チ ド 、 リ ン ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス 又 は リ ボ ザ イ ム 分 子 、 又 は 三 重 螺 旋 分 子 で
あ る 。 特 別 な 態 様 で は 、 薬 剤 、 例 え ば 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 細 胞 死 を 誘 発 す る 。 さ ら な る 態 様 で
は 、 腫 瘍 細 胞 に は 、 放 射 線 処 理 、 細 胞 毒 性 薬 又 は 化 学 治 療 薬 が さ ら に 施 さ れ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、
　 容 器 ；
　 当 該 容 器 上 の ラ ベ ル ； 及 び
　 当 該 容 器 内 に 収 容 さ れ た 活 性 剤 を 含 有 す る 組 成 物 と を 具 備 し 、 当 該 組 成 物 が 腫 瘍 細 胞 の
成 長 を 阻 害 す る の に 有 効 で あ り 、 容 器 上 の ラ ベ ル が 当 該 組 成 物 は 前 記 腫 瘍 細 胞 中 で 同 じ 組
織 型 の 正 常 細 胞 に 比 較 し て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 を 特 徴 と す る 状 態 の 治 療 に 有 効
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で あ る こ と を 表 示 す る 製 造 品 に 関 す る 。 特 別 な 側 面 で は 、 組 成 物 中 の 活 性 剤 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の 活 性 及 び ／ 又 は 発 現 を 阻 害 す る 薬 剤 で あ る 。 好 ま し い 側 面 で は 、 活 性 剤 は 抗
Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同
定 す る 方 法 を 提 供 し 、 候 補 化 合 物 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 、 ２ つ の 成 分 が 相 互 作 用 す る の
に 十 分 な 条 件 下 及 び 時 間 で 接 触 さ せ 、 前 記 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫
学 的 活 性 が 阻 害 さ れ る か 否 か を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 。 他 の 態 様 で は 、 非 固 定 化 成 分
が 検 出 可 能 な 標 識 を 担 持 し て い る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の 方 法 は 、 （ ａ ） 細 胞 と ス ク リ
ー ニ ン グ す べ き 候 補 化 合 物 と を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に
よ っ て 通 常 誘 発 さ れ る 細 胞 性 反 応 の 誘 発 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 そ し て （ ｂ ） 前 記 細
胞 性 反 応 の 誘 発 を 測 定 し て 試 験 化 合 物 が 有 効 な ア ン タ ゴ ニ ス ト か 否 か を 決 定 す る こ と を 含
ん で な る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 当 該 細 胞 を 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 前 記 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 阻 害 さ れ る か 否 か を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 。 好 ま し い 側 面 で
は 、 こ の 方 法 は 、 （ ａ ） 細 胞 と ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 候 補 化 合 物 と を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 （ ｂ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 阻 害 を 測 定 す る 工 程
を 具 備 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
Ｂ ． 更 な る 実 施 態 様
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 側 面 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ
に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 し た 膜 貫 通 タ ン パ ク
質 の 細 胞 外 ド メ イ ン で シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 共 な う 又 は 共 な わ な い も の 、 こ こ に 開 示 し た 全
長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 特 異 的 に 定 義 さ れ た 断 片 、 又 は 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の
相 補 鎖 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核
酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の 核 酸 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と
も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は
少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、
あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列
同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 他 の 側 面 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 配 列 、 こ こ に 開 示 し た 膜 貫 通 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン
の コ ー ド 配 列 で シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 共 な う 又 は 共 な わ な い も の 、 又 は こ こ に 開 示 し た 全 長
ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 特 異 的 に 定 義 さ れ た 断 片 の コ ー ド 化 配 列 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １
％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３
％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５
％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７
％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９
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％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
１ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
３ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
５ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
７ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら な る 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ へ 寄 託 さ れ た 任 意 の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に
関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 そ の 他 の 側 面 で は 、 本 発 明 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 欠 損 或 い は 膜 貫 通 ド メ イ ン 不 活 化 の ど ち
ら か 、 又 は そ の よ う な コ ー ド 化 配 列 へ 相 補 的 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 し 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 膜 貫 通 ド
メ イ ン が こ こ に 開 示 さ れ て い る 。 従 っ て 、 こ こ に お い て 記 載 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の
可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン が 考 慮 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 例 え ば 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 結 合 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 選 択 的
に コ ー ド す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 化 断 片 の た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー
ブ 、 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て の 使 用 を 見 出 す こ と が で き る Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 、 又 は そ の 相 補 鎖 に つ い て 向 け ら れ て い る 。 そ の よ
う な 核 酸 断 片 は 、 通 常 少 な く と も 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ７ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ １ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １
３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も
約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く
と も 約 １ ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少
な く と も 約 １ ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い
は 少 な く と も 約 ２ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ
る い は 少 な く と も 約 ３ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ７ ０ ０ ヌ ク レ
オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 こ の 文 脈 に お い て
「 約 」 と い う 語 句 は 、 引 用 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 長 さ の プ ラ ス 又 は マ イ ナ ス １ ０
％ を 意 味 し て る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 新 規 の 断 片 は 、 任 意 の
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良 く 知 ら れ た 配 列 ア ラ イ メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 使 用 し 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と 他 の 既 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 整 列 さ せ 、 ど の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 が 新 規 で あ る の か を 決 定 す る こ と に よ る 日 常 的 方 法 に よ っ て 決 定 が
可 能 で あ る こ と は 注 目 さ れ る 。 全 て の そ の よ う な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 は が 、
本 出 願 に お い て 検 討 さ れ る 。 さ ら に 、 検 討 さ れ る の は 、 こ れ ら ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 に よ
っ て コ ー ド さ れ て い る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 結 合 部 位 を 含 む こ
れ ら Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 文 に お い て 特 定 さ れ た 全 て の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列
に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 あ る 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 全 長
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ
に 開 示 さ れ て い る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う 又 は 伴 わ な い 膜 貫 通 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞
外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ て い る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て の 特 異 的 に 定 義 さ れ た 断
片 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、
あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は
少 な く と も ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と
も ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９
２ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ４ ％
の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ６ ％ の 配
列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ８ ％ の 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら な る 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ た Ａ Ｔ Ｃ Ｃ へ 寄 託 さ れ た 全 て の ヒ
ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０
％ 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ４ ％ の 配 列
同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ６ ％ の 配 列 同 一
性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、
あ る い は 少 な く と も ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は
少 な く と も ９ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と
も ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も ９
９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 さ ら な る 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ
ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う 又 は 伴 わ な い 膜 貫 通 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ て い る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 て の 特 異 的
に 定 義 さ れ た 断 片 と 比 較 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ８ １ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ）
、 あ る い は 少 な く と も ８ ３ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ８ ４ ％ の 陽 性 (ポ
ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ８ ５ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ８ ６
％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ８ ７ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な
く と も ８ ８ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ８ ９ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ
る い は 少 な く と も ９ ０ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ９ １ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ
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ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ９ ２ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ９ ３ ％ の
陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ９ ４ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と
も ９ ５ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ９ ６ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い
は 少 な く と も ９ ７ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） 、 あ る い は 少 な く と も ９ ８ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ
） 、 あ る い は 少 な く と も ９ ９ ％ の 陽 性 (ポ ジ テ ィ ブ ） の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離
さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 特 別 な 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ｎ － 末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を
含 ま ず 、 前 記 に 記 載 し た よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー
ド さ れ て い る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適
し た 条 件 下 に あ る 適 切 な コ ー ド 化 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 の 培 養 、
及 び Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 培 養 細 胞 か ら 回 収 す る こ と を 含 む 工 程 で あ る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 工 程 が 同 じ く こ こ に 開 示 さ れ て い る 。
　 そ の 他 の 側 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 欠 損 又 は 膜 貫 通 ド メ イ ン 不 活 性 の
単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 に
あ る 適 切 な コ ー ド 化 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 の 培 養 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド を 培 養 細 胞 か ら 回 収 す る こ と を 含 む 工 程 で あ る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を 生 産 す る 工 程 が 同 じ く こ こ に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 さ ら な る そ の 他 の 実 施 態 様 に お い て は 、 こ こ に お い て 開 示 さ れ る 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 に お い て は 、 ア ゴ ニ ス ト 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 又 は 小 分 子 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 化 合 物 と 接 触 せ し め 、 そ し て
前 記 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 仲 介 さ れ る 生 物 活 性 を 監 視 す る こ と を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
　 さ ら に さ ら な る 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は こ こ に 開 示
さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 含 ん で な る
製 造 品 で 容 器 と の 組 合 せ に 関 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 容 器 は 、 製 薬 的 に 許 容 し う る も の で
あ る 。
　 本 発 明 の そ の 他 の 実 施 態 様 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、
そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 或 い は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 対 し て 反 応 性 の あ る 条 件 の 治 療
に 有 効 な 薬 剤 の 調 製 の た め の 前 文 に 記 載 し た よ う な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 対 象 と し て い る 。
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 記 載 す る ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー の 任 意 の も の を 含 む
宿 主 細 胞 も 提 供 さ れ る 。 例 と し て 、 宿 主 細 胞 は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 、 又 は バ キ ュ ウ ロ ウ イ
ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で あ っ て よ い 。 こ こ に 記 載 す る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 が さ ら に
提 供 さ れ 、 そ れ は 、 宿 主 細 胞 を 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 細 胞
培 地 か ら 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た 、 こ こ に
記 載 す る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 を 提 供 す る 。 そ の よ う な キ メ ラ 分 子
の 例 は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 に 融 合 し た こ こ に 記 載 の 任 意
の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 又 は 下 記 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 抗 体
断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ア ン チ
セ ン ス プ ロ ー ブ の 単 離 に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 そ れ ら の プ ロ ー ブ
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は 上 記 又 は 下 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 任 意 の も の か ら 誘 導 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
Ｉ ． 定 義
　 「 遺 伝 子 増 幅 」 及 び 「 遺 伝 子 複 製 」 な る 語 句 は 交 換 可 能 に 用 い ら れ 、 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子
断 片 の 複 数 の コ ピ ー が 特 定 の 細 胞 又 は 細 胞 系 で 生 成 さ れ る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。 複 製 さ れ
た 領 域 （ 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 伸 展 ） は 、 し ば し ば 「 単 位 複 製 配 列 」 と 呼 ば れ る 。 通 常 は 、
生 成 さ れ る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） の 量 、 即 ち 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル も 、 発 現 さ れ
た 特 定 遺 伝 子 の 作 成 さ れ た コ ピ ー 数 に 比 例 し て 増 加 す る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 腫 瘍 」 は 、 悪 性 又 は 良 性 に 関 わ ら ず 、 全 て の 腫 瘍 形 成 細 胞 成 長 及 び
増 殖 、 及 び 全 て の 前 癌 性 及 び 癌 性 細 胞 及 び 組 織 を 意 味 す る 。
　 「 癌 」 及 び 「 癌 性 」 と い う 用 語 は 、 典 型 的 に は 調 節 さ れ な い 細 胞 成 長 を 特 徴 と す る 、 哺
乳 動 物 に お け る 生 理 学 的 状 態 を 指 す か 記 述 す る 。 癌 の 例 に は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で
は な い が 、 腺 癌 、 リ ン パ 腫 、 芽 細 胞 腫 、 肉 腫 、 及 び 白 血 病 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 癌 の よ
り 特 定 の 例 に は 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 結 腸 癌 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 小 細 胞 肺 癌 、 非 小 細 胞 肺 癌
、 胃 腸 癌 、 膵 臓 癌 、 神 経 膠 芽 細 胞 腫 、 子 宮 頸 管 癌 、 卵 巣 癌 、 肝 臓 癌 、 膀 胱 癌 、 肝 細 胞 腫 、
結 腸 直 腸 癌 、 子 宮 体 癌 、 唾 液 腺 癌 、 腎 臓 癌 、 肝 臓 癌 、 産 卵 口 癌 、 甲 状 腺 癌 、 肝 癌 及 び 様 々
な 種 類 の 頭 部 及 び 頸 部 の 癌 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 治 療 」 と は 、 疾 患 の 病 理 の 進 展 阻 止 又 は 変 更 の 本 発 明 で 実 施 さ れ る 介 入 で あ る 。 従 っ
て 、 「 治 療 」 は 治 療 的 処 置 及 び 予 防 的 又 は 保 護 的 手 段 の 両 方 を 指 す 。 治 療 が 必 要 な も の は
、 既 に 疾 患 に 罹 っ て い る も の 並 び に 疾 患 が 防 止 さ れ る べ き も の を 含 む 。 腫 瘍 （ 例 え ば 、 癌
） 治 療 で は 、 治 療 薬 は 直 接 的 に 腫 瘍 細 胞 の 病 理 を 低 下 さ せ て も よ い し 、 又 は 腫 瘍 細 胞 を 他
の 治 療 媒 介 物 、 例 え ば 放 射 線 及 び ／ 又 は 化 学 治 療 に 対 し て よ り 敏 感 に し て も よ い 。
　 癌 の 「 病 理 」 は 、 患 者 の 良 好 な 生 存 を 危 う く さ せ る 全 て の 現 象 を 含 む 。 こ れ は 、 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 異 常 又 は 制 御 不 能 な 細 胞 成 長 、 転 移 、 隣 接 細 胞 の 正 常 機 能 の 阻 害 、
サ イ ト カ イ ン 又 は 他 の 分 泌 生 成 物 の 異 常 レ ベ ル で の 放 出 、 炎 症 又 は 免 疫 反 応 の 抑 制 又 は 悪
化 な ど を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 治 療 の 目 的 と さ れ る 「 哺 乳 動 物 」 は 、 哺 乳 類 に 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を 意 味 し 、 ヒ ト 、
家 畜 用 及 び 農 場 用 動 物 、 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 、 又 は ペ ッ ト 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ウ マ 、 ネ コ 、
ウ シ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ な ど を 含 む 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 担 体 」 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 を 含 み 、
そ れ ら は 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で そ れ に 暴 露 さ れ る 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 に 対 し て 非 毒 性
で あ る 。 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 は 、 ｐ Ｈ 緩 衝 水 溶 液 で あ る こ と が 多 い 。 生 理 学 的 に 許
容 さ れ る 担 体 の 例 は 、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 及 び 他 の 有 機 酸 バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ ル ビ ン
酸 を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） の ポ リ ペ プ チ ド ； タ ン パ ク 質 、 例 え ば
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 ポ
リ マ ー 、 グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ ジ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； グ
ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 又 は デ キ ス ト ラ ン 等 の 単 糖 類 、 二 糖 類 及 び 他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
等 の キ レ ー ト 化 剤 ； マ ン ニ ト ー ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル ； ナ ト リ ウ ム 等 の 自
己 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又 は TWEEN(商 品 名 )、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 、 及 び P
LURONICS(商 品 名 )等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
　 一 又 は 複 数 の さ ら な る 治 療 薬 「 と 組 み 合 わ せ て 」 の 投 与 は 、 同 時 （ 一 時 ） 及 び 任 意 の 順
序 で の 連 続 投 与 を 含 む 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 細 胞 毒 性 薬 」 な る 用 語 は 、 細 胞 の 機 能 を 阻 害 又 は 抑 制 す る 及 び ／ 又
は 細 胞 破 壊 を 生 ず る 物 質 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 放 射 性 同 位 体 （ 例 え ば 、 Ｉ １ ３ １ 、 Ｉ
１ ２ ５ 、 Ｙ ９ ０ 及 び Ｒ ｅ １ ８ ６ ） 、 化 学 治 療 薬 、 及 び 細 菌 、 真 菌 、 植 物 又 は 動 物 由 来 の 酵
素 的 活 性 毒 素 と い っ た 毒 素 、 又 は そ の 断 片 を 含 む と さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 「 化 学 治 療 薬 」 は 、 癌 の 治 療 に 有 用 な 化 合 物 で あ る 。 化 学 治 療 薬 の 例 は 、 ア ド リ ア マ イ
シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド （
「 Ａ ｒ ａ － Ｃ 」 ） 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 チ オ テ パ 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 サ イ ト キ シ ン 、 タ キ
ソ イ ド 、 例 え ば パ ク リ タ キ セ ル （ Taxol, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, N
J） 及 び ド キ セ タ キ セ ル （ Taxotere, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France） 、 ト キ ソ テ
ー ル 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 シ ス プ ラ チ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、 ブ レ オ マ イ シ
ン 、 エ ト ポ シ ド 、 イ フ ォ ス フ ァ ミ ド 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 マ イ ト キ サ ン ト ロ ン 、 ビ ン ク リ
ス チ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 テ ニ ポ シ ド 、 ダ ウ ノ マ イ シ ン 、 カ ル ミ ノ マ イ シ
ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ス ペ ラ マ イ シ ン （ 米 国 特 許
第 4,675,187号 ） 、 ５ － Ｆ Ｕ 、 ６ － チ オ グ ア ニ ン 、 ６ － メ ル カ プ ト プ リ ン 、 ア ク チ ノ マ イ
シ ン Ｄ 、 Ｖ Ｐ － １ ６ 、 ク ロ ラ ン ブ シ ル 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 及 び 他 の 関 連 す る ナ イ ト ロ ジ ェ ン
マ ス タ ー ド を 含 む 。 ま た 、 こ の 定 義 に 含 ま れ る の は 、 タ モ キ シ フ ェ ン 及 び オ ナ プ リ ス ト ン
な ど の 腫 瘍 へ の ホ ル モ ン 作 用 を 調 節 又 は 阻 害 す る よ う に 作 用 す る ホ ル モ ン 様 薬 剤 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 際 の 「 成 長 阻 害 剤 」 は 、 細 胞 、 特 に こ こ で 同 定 さ れ る 任 意 の 遺 伝 子 を
過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 の 成 長 を 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 阻 害 す る 化 合 物 又 は 組 成 物 を 意
味 す る 。 即 ち 、 成 長 阻 害 剤 は 、 Ｓ 期 で そ の よ う な 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 の 割 合 を 有 意
に 減 少 さ せ る も の で あ る 。 成 長 阻 害 剤 の 例 は 、 細 胞 周 期 を （ Ｓ 期 以 外 の 位 置 で ） 阻 害 す る
薬 剤 、 例 え ば Ｇ １ 期 停 止 又 は Ｍ 期 停 止 を 誘 発 す る 薬 剤 を 含 む 。 古 典 的 な Ｍ 期 ブ ロ ッ カ ー は
、 ビ ン カ ス （ ビ ン ク リ ス チ ン 及 び ビ ン ブ ラ ス チ ン ） 、 タ キ ソ ー ル 、 及 び ト ポ Ｉ Ｉ 阻 害 剤 、
例 え ば ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 及 び ブ レ オ マ イ シ
ン を 含 む 。 Ｇ １ 期 停 止 さ せ る こ れ ら の 薬 剤 は 、 Ｓ 期 停 止 に も 溢 流 し 、 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ ア ル
キ ル 化 剤 、 例 え ば 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 ダ カ ル バ ジ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 シ
ス プ ラ チ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 及 び ａ ｒ ａ -Ｃ で あ る 。 さ ら な る
情 報 は 、 The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn及 び Israel, 編 , Chapter 1, 表 題
「 Cell cycle reguration, oncogene, and antineoplastic drugs」 , Murakami等 , (WB S
aunders: Philadelphia, 1995)、 特 に p13に 見 出 す こ と が で き る 。
　 「 ド キ ソ ル ビ シ ン 」 は ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 抗 生 物 質 で あ る 。 ド キ ソ ル ビ シ ン の 完 全 な 化
学 名 は 、 (８ Ｓ -シ ス )-１ ０ -[(３ -ア ミ ノ -２ ， ３ ， ６ -ト リ デ オ キ シ -α -Ｌ -リ キ ソ ヘ キ サ
ピ ラ ノ シ ル )オ キ シ ]-７ ， ８ ， ９ ， １ ０ -テ ト ラ ヒ ド ロ -６ ， ８ ， １ １ -ト リ ヒ ド ロ キ シ -８ -
(ヒ ド ロ キ シ ア セ チ ル )-１ -メ ト キ シ -５ ， １ ２ -ナ フ タ セ ン ジ オ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 サ イ ト カ イ ン 」 な る 用 語 は 、 １ つ の 細 胞 集 団 か ら 放 出 さ れ 、 他 の 細 胞 に 細 胞 間 メ デ ィ
エ ー タ と し て 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 一 般 用 語 で あ る 。 こ の よ う な サ イ ト カ イ ン の 例 は 、 リ
ン ホ カ イ ン 、 モ ノ カ イ ン 、 及 び 伝 統 的 な ポ リ ペ プ チ ド ホ ル モ ン で あ る 。 サ イ ト カ イ ン に 含
ま れ る の は 、 成 長 ホ ル モ ン 、 例 え ば ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 、 Ｎ -メ チ オ ニ ル ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン
、 及 び ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ； 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ； チ ロ キ シ ン ； イ ン シ ュ リ ン ； プ ロ イ ン シ ュ
リ ン ； レ ラ キ シ ン ； プ ロ レ ラ キ シ ン ； 糖 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 濾 胞 刺 激 ホ ル モ ン （ Ｆ Ｓ Ｈ ）
、 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン （ Ｔ Ｓ Ｈ ） 、 及 び 黄 体 化 ホ ル モ ン （ Ｌ Ｈ ） ； 肝 臓 成 長 因 子 ； 線 維 芽
成 長 因 子 ； プ ロ ラ ク チ ン ； 胎 盤 ラ ク ト ゲ ン ； 腫 瘍 壊 死 因 子 -α 及 び -β ； ミ ュ ー ラ ー 阻 害 因
子 ； マ ウ ス 生 殖 腺 刺 激 ホ ル モ ン 関 連 ペ プ チ ド ； イ ン ヒ ビ ン ； ア ク チ ビ ン ； 血 管 内 皮 成 長 因
子 ； イ ン テ グ リ ン ； ト ロ ン ボ ポ エ チ ン （ Ｔ Ｐ Ｏ ） ； Ｎ Ｇ Ｆ -β 等 の 神 経 成 長 因 子 ； 血 小 板
成 長 因 子 ； Ｔ Ｇ Ｆ -α 及 び Ｔ Ｇ Ｆ -β 等 の ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 （ Ｔ Ｇ Ｆ ） ； イ ン
シ ュ リ ン 様 成 長 因 子 -Ｉ 及 び Ｉ Ｉ ； エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ Ｅ Ｐ Ｏ ） ； 骨 誘 発 因 子 ； イ ン タ ー
フ ェ ロ ン -α 、 -β 、 及 び -γ 等 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン ； コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｃ Ｓ Ｆ ｓ ） 、 例
え ば マ ク ロ フ ァ ー ジ -Ｃ Ｓ Ｆ （ Ｍ -Ｃ Ｓ Ｆ ） ； 顆 粒 球 -マ ク ロ フ ァ ー ジ -Ｃ Ｓ Ｆ （ Ｇ Ｍ -Ｃ Ｓ
Ｆ ） ； 及 び 顆 粒 球 -Ｃ Ｓ Ｆ （ Ｇ -Ｃ Ｓ Ｆ ） ； イ ン タ ー ロ イ キ ン （ Ｉ Ｌ ｓ ） 、 例 え ば Ｉ Ｌ -１
、 Ｉ Ｌ -１ α 、 Ｉ Ｌ -２ 、 Ｉ Ｌ -３ 、 Ｉ Ｌ -４ 、 Ｉ Ｌ -５ 、 Ｉ Ｌ -６ 、 Ｉ Ｌ -７ 、 Ｉ Ｌ -８ 、 Ｉ Ｌ
-９ 、 Ｉ Ｌ -１ １ 、 Ｉ Ｌ -１ ２ ； 腫 瘍 壊 死 因 子 、 例 え ば Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -β ； 及 び Ｌ Ｉ
Ｆ 及 び キ ッ ト リ ガ ン ド （ Ｋ Ｌ ） を 含 む 他 の ポ リ ペ プ チ ド 因 子 で あ る 。 こ こ で 用 い ら れ る 際

10

20

30

40

50

(14) JP 2005-27667 A 2005.2.3



、 用 語 サ イ ト カ イ ン は 、 天 然 供 給 源 か ら 、 又 は 組 換 え 細 胞 培 養 か ら の タ ン パ ク 質 を 含 み 、
天 然 配 列 サ イ ト カ イ ン の 生 物 学 的 な 活 性 等 価 物 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 出 願 で 使 用 さ れ る 「 プ ロ ド ラ ッ グ 」 と い う 用 語 は 、 親 薬 物 に 比 べ て 、 腫 瘍 細 胞 に 対 す
る 細 胞 毒 性 が 低 く 、 よ り 活 性 な 親 形 態 に 、 酵 素 的 に 活 性 化 又 は 転 換 さ れ 得 る 製 薬 的 に 活 性
な 物 質 の 先 駆 体 又 は 誘 導 体 形 態 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 Wilman, 「 Prodrugs in Cancer Che
motherapy」 , Biochemical Society Transactions, 14, pp.375-382, 615th Meeting Bel
fast(1986)及 び Stellaら ,「 Prodrugs:A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery
」 , Directed Drug Delivery, Borchardtら ,(編 ), pp.247-267, Humana Press(1985)を 参
照 。  限 定 す る も の で は な い が 、 本 発 明 の プ ロ ド ラ ッ グ に は 、 ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ
ッ グ 、 チ オ ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 ス ル フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 ペ プ チ ド 含
有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 Ｄ -ア ミ ノ 酸 変 性 プ ロ ド ラ ッ グ 、 グ リ コ シ ル 化 プ ロ ド ラ ッ グ 、 β ラ ク タ
ム 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 任 意 に 置 換 さ れ た フ ェ ノ キ シ ア セ ト ア ミ ド 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 又 は 任
意 に 置 換 さ れ た フ ェ ニ ル ア セ ト ア ミ ド 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ 、 よ り 活 性 の あ る 細 胞 毒 の な い 薬
剤 に 転 換 可 能 な ５ -フ ル オ ロ シ ト シ ン 及 び 他 の ５ -フ ル オ ロ ウ リ ジ ン プ ロ ド ラ ッ グ が 含 ま れ
る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る プ ロ ド ラ ッ グ 形 態 に 誘 導 体 化 可 能 な 細
胞 障 害 剤 の 例 に は 、 前 掲 の 化 学 療 法 剤 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ こ に 開 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト の 「 有 効 量 」 と は 、 腫 瘍 性 細 胞 成 長
、 腫 瘍 成 長 に 関 し て は 、 標 的 細 胞 の 成 長 を 或 る 程 度 阻 害 で き る 量 で あ る 。 こ の 用 語 は 、 標
的 細 胞 の 成 長 阻 害 、 細 胞 分 裂 停 止 及 び ／ 又 は 細 胞 毒 性 効 果 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス を 誘 起
す る こ と の で き る 量 を 含 む 。 腫 瘍 性 細 胞 成 長 の 阻 害 の 目 的 の た め の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又
は そ の ア ゴ ニ ス ト の 「 有 効 量 」 は 、 経 験 的 に 日 常 的 手 法 で 決 定 で き る 。
　 「 治 療 的 有 効 量 」 は 、 腫 瘍 の 治 療 に 関 し て は 、 次 の 効 果 ： （ １ ） 遅 延 化 及 び 完 全 な 成 長
停 止 を 含 む 、 腫 瘍 成 長 の 或 る 程 度 の 阻 害 ； （ ２ ） 腫 瘍 細 胞 数 の 減 少 ； （ ３ ） 腫 瘍 サ イ ズ の
縮 小 ； （ ４ ） 腫 瘍 細 胞 の 末 梢 器 官 へ の 浸 潤 の 阻 害 （ 即 ち 、 減 少 、 遅 延 化 又 は 完 全 な 停 止 ）
； （ ５ ） 転 移 の 阻 害 （ 即 ち 、 減 少 、 遅 延 化 又 は 完 全 な 停 止 ） ； （ ６ ） 抗 腫 瘍 免 疫 反 応 の 促
進 、 こ れ は 、 腫 瘍 の 退 行 又 は 拒 絶 を も た ら し て も よ い が 、 必 ず し も 必 要 で は な い ； 及 び ／
又 は （ ７ ） 疾 患 に 伴 う 徴 候 の １ つ 又 は 複 数 の 或 る 程 度 の 軽 減 の １ つ 又 は 複 数 を 誘 起 す る こ
と の で き る 量 を 意 味 す る 。 腫 瘍 の 治 療 の 目 的 の た め の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ
ス ト の 「 治 療 的 有 効 量 」 は 、 経 験 的 に 日 常 的 手 法 で 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト の 「 成 長 阻 害 量 」 は 、 細 胞 、 特 に 腫 瘍 、 例 え ば
癌 細 胞 の 成 長 を イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 阻 害 で き る 量 で あ る 。 腫 瘍 性 細 胞 成 長 の 阻 害 の
目 的 の た め の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト の 「 成 長 阻 害 量 」 は 、 経 験 的 に 日 常
的 手 法 で 決 定 で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト の 「 細 胞 毒 性 量 」 は 、 細 胞 、 特 に 腫 瘍 、 例 え ば
癌 細 胞 を イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 破 壊 で き る 量 で あ る 。 腫 瘍 性 細 胞 成 長 の 阻 害 の 目 的 の
た め の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト の 「 細 胞 毒 性 量 」 は 、 経 験 的 に 日 常 的 手 法
で 決 定 で き る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 際 の 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 と い う 用 語 は 、 直 後 に 数
値 符 号 が あ る 場 合 に 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 指 し 、 完 全 な 符 号 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 ） は
、 こ こ に 記 載 す る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 「 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字
ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 」 は 、 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 変 異 体 （ こ こ で 更 に
詳 細 に 定 義 す る ） を 含 む 。 こ こ の 記 載 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 組 織 型 又 は 他 の
供 給 源 と い っ た 種 々 の 供 給 源 か ら 単 離 し て も よ く 、 組 換 え 又 は 合 成 方 法 に よ っ て 調 製 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 天 然 由 来 の 対 応 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
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ド は 、 自 然 か ら 単 離 す る こ と も で き る し 、 組 換 え 又 は 合 成 手 段 に よ り 生 産 す る こ と も で き
る 。 「 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 に は 、 特 に 、 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 自 然 に 生 じ る 切 断 又 は 分 泌 形 態 (例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 )、 自 然 に 生 じ る 変 異 形 態
(例 え ば 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 )及 び そ の ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る 対 立
遺 伝 子 変 異 体 が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 添 付 の 図 面 に 示 さ れ て い る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 成 熟 又 は 全 長 天 然 配 列 ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。 開 始 及 び 終 止 コ ド ン は 、 図 面 に 太 字 及 び 下 線 部 で 示 さ れ て い る 。 添 付 さ
れ て い る 図 面 に 開 示 さ れ て い る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 面 の ア ミ ノ 酸 位 置 １ と 命 名 さ れ
て い る メ チ オ ニ ン 残 基 か ら 開 始 す る こ と が 示 さ れ て い る が 、 図 面 の ア ミ ノ 酸 位 置 １ よ り 上
流 又 は 下 流 の ど ち ら か に 位 置 す る 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 ア ミ ノ
酸 残 基 と し て 用 い ら れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 「 細 胞 外 ド メ イ ン 」 又 は 「 Ｅ Ｃ Ｄ 」 は 、 膜 貫 通 及 び 細 胞 質 ド メ イ ン
を 実 質 的 に 有 し な い Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 を 意 味 す る 。 通 常 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド Ｅ
Ｃ Ｄ は 、 そ れ ら の 膜 貫 通 及 び ／ 又 は 細 胞 質 ド メ イ ン を １ ％ 未 満 、 好 ま し く は そ の よ う な ド
メ イ ン を ０ ． ５ ％ 未 満 し か 持 た な い 。 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 同 定 さ れ た 任
意 の 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 疎 水 性 ド メ イ ン の そ の 型 を 同 定 す る た め に 当 該 分 野 に お い て 日 常
的 に 使 用 さ れ る 基 準 に 従 い 同 定 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 膜 貫 通 ド メ イ ン の 厳 密
な 境 界 は 変 わ り 得 る が 、 最 初 に 同 定 さ れ た ド メ イ ン の い ず れ か の 末 端 か ら 約 ５ ア ミ ノ 酸 を
越 え な い 可 能 性 が 高 い 。 従 っ て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 場 合 に よ っ て は
、 実 施 例 又 は 明 細 書 で 同 定 さ れ る よ う に 膜 貫 通 ド メ イ ン 及 び ／ 又 は 細 胞 外 ド メ イ ン の 境 界
の い ず れ か の 側 か ら 約 ５ を 越 え な い ア ミ ノ 酸 を 含 ん で も よ く 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う 又
は 伴 わ な い 、 そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る
。
　 こ こ に 開 示 す る 種 々 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 」 の お お よ そ の 位 置 は
、 添 付 の 図 面 に 示 さ れ て い る 。 し か し 、 注 記 す る よ う に 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境
界 は 変 化 し う る が 、 こ こ で 最 初 に 定 義 し た よ う に シ グ ナ ル ペ プ チ ド Ｃ -末 端 境 界 の い ず れ
か の 側 で 約 ５ ア ミ ノ 酸 未 満 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 く 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 は
、 そ の よ う な 型 の ア ミ ノ 酸 配 列 成 分 を 同 定 す る の に 日 常 的 に 使 用 さ れ る 基 準 に 従 っ て 同 定
し う る （ 例 え ば 、 Nielsen等 , Prot. Eng. 10: 1-6 (1997)及 び von Heinje等 , Nucl. Acid
s. Res. 14: 4683-4690 (1986)） 。 さ ら に 、 幾 つ か の 場 合 に は 、 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド か ら の
シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 切 断 は 完 全 に 均 一 で は な く 、 一 以 上 の 分 泌 種 を も た ら す こ と も 認 め ら
れ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が こ こ に 定 義 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 の 何 れ か の
側 の 約 ５ ア ミ ノ 酸 未 満 内 で 切 断 さ れ る こ れ ら の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び そ れ ら を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 」 と は 、 上 記 又 は 下 記 に 定 義 さ れ る よ う に 、 こ こ に 開 示 さ
れ る 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 天
然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 無 の こ こ に 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ の 細 胞
外 ド メ イ ン 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 断 片 と 、 少 な く と も 約 ８
０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 こ の よ う な Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に は 、 例 え ば 、 全 長 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ -又 は Ｃ -末 端 に お い て 一
又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 、 も し く は 欠 失 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 通
常 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 こ こ に 開 示 さ れ る 全 長 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示
さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
有 無 の こ こ に 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ の 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド の 他 の 断 片 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸
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配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。 通 常 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 約
１ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ア ミ
ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、
あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ７ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は
少 な く と も 約 ８ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と
も 約 １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約
２ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ に 定 義 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て こ こ で 同 定 さ れ て い る 「 パ ー セ ン ト (％ )
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た め に 必
要 な ら ば 間 隙 を 導 入 し 、 如 何 な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部 と 考 え な い と し た 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン ト と し
て 定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア ラ イ ン メ ン ト は
、 当 業 者 の 技 量 の 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又 は Megalign(DN
ASTAR)ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 す る こ と に
よ り 達 成 可 能 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 比 較 さ れ る 配 列 の 全 長 に 対 し て 最 大 の ア ラ イ ン メ
ン ト を 達 成 す る た め に 必 要 な 任 意 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 測 定 す る た め
の 適 切 な パ ラ メ ー タ を 決 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 ％ ア ミ
ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 用 い て 発 生 さ せ 、 こ こ
で ALIGN-2プ ロ グ ラ ム に 対 す る 完 全 な ソ ー ス コ ー ド は 以 下 の 表 １ に 提 供 さ れ る 。 ALIGN-2配
列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 に よ り 作 成 さ れ 、 以 下 の 表 １ に 示 さ れ た
ソ ー ス コ ー ド は 、 米 国 著 作 権 庁 、 Washington D.C., 20559に ユ ー ザ ー 資 料 と 共 に 提 出 さ れ
て お り 、 米 国 著 作 権 登 録 番 号 Ｔ Ｘ Ｕ ５ １ ０ ０ ８ ７ で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム
は ジ ェ ネ ン テ ク 社 （ South San Francisco, California） を 通 じ て 公 的 に 利 用 で き 、 以 下
の 表 １ に 提 供 さ れ る ソ ー ス コ ー ド か ら コ ン パ イ ル す る こ と が で き る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム
は UNIXオ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX V4.0Dで の 使 用 の た め に コ ン
パ イ ル さ れ な け れ ば な ら な い 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ は ALIGN-2プ ロ グ ラ ム に よ り 設
定 さ れ 、 変 動 し な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の 目 的 に お い て 、 付 与 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ に 対 す る 、 Ｂ と の 、 又 は Ｂ に 対 抗 す る 付
与 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 (別 に 、 付 与 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ が 、
付 与 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ に 対 す る 、 Ｂ と の 、 又 は Ｂ に 対 抗 す る 所 定 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る か 、 又 は こ れ を 含 む も の と し て も 呼 称 す る こ と が で き る )は 、 次 の 式 ：
　 　 　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
に よ り 算 出 さ れ 、 こ こ で 、 Ｘ は 、 Ａ 及 び Ｂ の プ ロ グ ラ ム 整 列 に お い て 、 配 列 整 列 プ ロ グ ラ
ム ALIGN-2に 同 一 符 合 す る と ス コ ア さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の ア ミ ノ 酸 残
基 の 全 数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ は ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と は 等 し く な く 、 Ｂ に 対
す る Ａ の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ａ に 対 す る Ｂ の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 等 し く な い
と 認 識 さ れ る で あ ろ う 。 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 算 出 例 と し て は 、 図 ２ Ａ -２ Ｂ に は 、 「
Ｐ Ｒ Ｏ 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 、 「 比 較 タ ン パ ク 質 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 算 出 方 法 を 示 し て い る 。
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　 特 に 記 載 し な い 場 合 は 、 こ こ で 使 用 さ れ る 全 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 ALIGN-2配 列
比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 上 述 し た よ う に し て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ％
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2(Altschulら , Nucleic Acids Re
s., 25： 3389-3402(1997))を 使 用 し て 決 定 す る こ と も で き る 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較 プ ロ
グ ラ ム は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド す る こ と が で き る 。 NCBI-BLAS
T2は い く つ か の サ ー チ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て お り 、 そ の 全 て の サ ー チ パ ラ メ ー タ は 、 例 え
ば ア ン マ ス ク ＝ yes、 ス ト ラ ン ド ＝ all、 予 測 発 生 値 ＝ １ ０ 、 最 低 複 雑 長 さ ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ
ル チ パ ス  ｅ 値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 間 隙 ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ
オ フ ＝ ２ ５ 、 ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む デ フ ォ ル ト 値 に 設 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に お い て NCBI-BLAST2が 使 用 さ れ る 状 況 で は 、 付 与 さ れ た ア ミ ノ 酸 配
列 Ｂ に 対 す る 、 Ｂ と の 、 又 は Ｂ に 対 抗 す る 付 与 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 (別 に 、 付 与 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ が 、 付 与 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ に 対 す る 、 Ｂ と の
、 又 は Ｂ に 対 抗 す る 所 定 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る か 、 又 は こ れ を 含 む も の と し て も 呼 称
す る こ と が で き る )は 、 次 の 式 ：
　 　 　 フ ラ ク シ ョ ン Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
に よ り 算 出 さ れ 、 こ こ で 、 Ｘ は 、 Ａ 及 び Ｂ の プ ロ グ ラ ム 整 列 に お い て 、 配 列 整 列 プ ロ グ ラ
ム NCBI-BLAST2に 同 一 符 合 す る と ス コ ア さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の ア ミ ノ
酸 残 基 の 全 数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ は ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と は 等 し く な く 、 Ｂ
に 対 す る Ａ の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ａ に 対 す る Ｂ の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 等 し く
な い と 認 識 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 さ ら に 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Altschul等 , Me
thods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 使 用 し て 決 定 す る こ と も で き る 。 殆 ど の W
U-BLAST-2サ ー チ パ ラ メ ー タ は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、 即 ち 調 節 可
能 な パ ラ メ ー タ は 以 下 の 値 に 設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー ラ ッ プ フ ラ
ク シ ョ ン ＝ ０ ． １ ２ ５ 、 ワ ー ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM
62。 こ こ で の 目 的 の た め に 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 関 心 あ る 比
較 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 即 ち 、 関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 比 較 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変
異 体 で あ っ て も よ い 配 列 ） と の 間 の 、 WU-BLAST-2で 決 定 さ れ た 一 致 す る 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基
の 数 を 、 （ ｂ ） 関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 の 総 数 で 割 る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
例 え ば 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 又 は
有 し て い る ア ミ ノ 酸 配 Ａ を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 示 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ が 関 心
あ る 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ が 関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 又 は 「 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 核 酸 配 列 」 と は 、 下 記 に 定 義 さ
れ る よ う に 、 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ り 、 こ こ に 開 示 す る 全 長
天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た 全 長 天 然 配
列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 無 の こ こ に 開 示 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 任 意 の 断 片 を
コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 通 常 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ
リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ に 開 示 す る 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ
に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ
プ チ ド を 伴 う 又 は 伴 わ な い こ こ に 開 示 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ
こ に 開 示 す る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 、 少 な く
と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 好 ま し く あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配
列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％
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の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ
る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核
酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く
と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
を 有 し て い る 。 変 異 体 は 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 通 常 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い
は 少 な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い
は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ
る い は 少 な く と も 約 １ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ７ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ５ ０ ヌ ク レ
オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 対 す る 「 パ ー セ ン ト (％ )核 酸 配 列 同 一 性 」
は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た め に 必 要 な ら ば 間 隙 を 導 入 し
、 Ｐ Ｒ Ｏ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド の パ ー セ ン ト と し て
定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト 核 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 当 業
者 の 知 る 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又 は Megalign(DNASTAR)ソ
フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 す る こ と に よ り 達 成
可 能 で あ る 。 し か し な が ら 、 こ こ に お け る 目 的 の た め に 、 パ ー セ ン ト (％ )核 酸 配 列 同 一 性
値 は 、 下 記 に 示 さ れ て い る よ う に 配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 使 用 す る
こ と で 得 ら れ 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム の た め の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド は 表 １ に 提 供 さ れ て い る
。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、 表 １ に
示 し た ソ ー ス コ ー ド は 米 国 著 作 権 事 務 所 , Washington D.C., 20559に 使 用 者 用 書 類 と と も
に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番 号 TXU510087の 下 へ 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は
ジ ェ ネ ン テ ク 社 、 South San Francisco, Californiaか ら 好 適 に 入 手 可 能 で あ り 、 ま た 表
１ に 与 え た ソ ー ス コ ー ド か ら コ ン パ イ ル し て も よ い 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は 、 UNIXオ ペ レ
ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX V4.0Dで の 使 用 の た め に コ ン パ イ ル さ れ る
。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ 変 動 し な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は
そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｄ と 、 又 は そ れ に 対 し て
或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｃ と 言 う こ と も で き
る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ヌ ク レ オ チ ド の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 数 で
あ る 。 核 酸 配 列 Ｃ の 長 さ が 核 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同
一 性 は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 方
法 を 用 い た ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ２ Ｃ -２ Ｄ は 、 「 比 較 Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 さ
れ る 核 酸 配 列 の 「 Ｐ Ｒ Ｏ -Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 核 酸 配 列 に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算
方 法 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 特 に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で の 全 て の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 上 記 の よ う に ALIGN-2配 列
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比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 は 、 配
列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschul等 , Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)
） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム は 、 http://ww.ncbi.nlm.ni
h.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ か の 検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 そ れ ら
検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば 、 unmask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予 測 さ れ る
発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス ｅ -値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス の 定 数
＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ フ ＝ ２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク
ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。
　 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら れ た
核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｄ
と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ
と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ヌ ク レ オ チ ド の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 ヌ ク レ オ チ ド
数 で あ る 。 核 酸 配 列 Ｃ の 長 さ が 核 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配
列 同 一 性 は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Altschul等 , Me
thods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 殆 ど の WU-BLAST-
2検 索 パ ラ メ ー タ は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、 即 ち 調 節 可 能 な パ ラ メ
ー タ は 以 下 の 値 に 設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ ン ＝
０ ． １ ２ ５ 、 ワ ー ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62。 こ こ で
の 目 的 の た め に 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核
酸 か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 核 酸 配 列 と
、 対 象 と す る 比 較 核 酸 分 子 （ 即 ち 、 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 配
列 が 比 較 さ れ る 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 配 列 ） と の 間 の 、 WU-BLAST-2に よ
っ て 決 定 し た 一 致 す る 同 一 ヌ ク レ オ チ ド の 数 を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ
ー ド 化 核 酸 の ヌ ク レ オ チ ド の 総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 「 核 酸 配 列 Ｂ
に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 持 っ て い る 核 酸 配 列 Ａ を 含 ん で な
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 」 と い う 表 現 で は 、 核 酸 配 列 Ａ が 対 象 と す る 比 較 核 酸 配 列 で あ り 、
核 酸 配 列 Ｂ が 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 核 酸 分 子 で あ り 、 好 ま し く は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄
条 件 下 で 、 添 付 し て い る 図 面 に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る も の で あ っ て も よ い 。
　 「 陽 性 （ ポ ジ テ ィ ブ ） 」 と い う 用 語 は 、 上 記 の よ う に 実 施 さ れ た 配 列 比 較 の 中 で 、 比 較
さ れ た 配 列 に お い て 同 一 で は な い が 類 似 の 特 性 を 有 し て い る 残 基 を 含 む 。 対 象 と す る ア ミ
ノ 酸 残 基 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ 値 の ス コ ア と さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 残
基 と 同 一 で あ る か 、 又 は 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 の （ 下 記 の 表 ３ で 特 定 す る よ う に ） 好 ま
し い 置 換 と さ れ る も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ こ で の 目 的 の た め に 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の
、 又 は そ れ に 対 す る ％ ポ ジ テ ィ ブ 値 （ あ る い は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ
に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ポ ジ テ ィ ブ を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も
で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
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て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 で
あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る ％ ポ
ジ テ ィ ブ は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ポ ジ テ ィ ブ と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 こ こ で 開 示 さ れ た 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 記 述 す る た め に 使 用 す る
と き は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
意 味 す る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 典 型 的
に は 妨 害 す る 物 質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び 他 の タ ン パ ク 質 様 又 は 非 タ ン パ ク 質 様 溶
質 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 (１ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ ー
ク エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列
の 残 基 を 得 る の に 充 分 な ほ ど 、 あ る い は 、 (２ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀 染
色 を 用 い た 非 還 元 あ る い は 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 が 得 ら れ る よ う
に 充 分 な ほ ど 精 製 さ れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ Ｒ の 自 然 環 境 の 少 な く と も １ つ の 成 分 が 存 在 し な い た め
、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に は 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
し か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 、 又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を コ
ー ド し て い る 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 は 、 同 定 さ れ 、 ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 の 天 然 供 給 源 に 通
常 付 随 し て い る 少 な く と も １ つ の 汚 染 核 酸 分 子 か ら 分 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ る 。 好 ま し く
は 、 天 然 に 付 随 す る す べ て の 組 成 物 が 無 い も の で あ る 。 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 核 酸 分
子 又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 見 出 さ れ る 形 態 あ る い は 設 定 以 外 の も の で あ
る 。 従 っ て 、 　 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 天 然 の 細 胞 中 に 存 在 す る Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 核 酸 分 子
又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 核 酸 分 子 と は 区 別 さ れ る 。 し か し 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し
て い る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を コ ー ド し て い る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、
通 常 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 発 現 す る 細 胞 に 包 含 さ れ て い る Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸
分 子 又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 分 子 を 含 み 、 そ の 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 が 天 然 の 細 胞 の も
の と は 異 な っ た 染 色 体 位 置 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 制 御 配 列 」 と い う 表 現 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 に お い て 作 用 可 能 に 結 合 さ れ た コ ー ド 配 列
を 発 現 す る た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 指 す 。 例 え ば 原 核 生 物 に 好 適 な 対 照 配 列 は 、 プ ロ モ
ー タ ー 、 場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ 配 列 、 及 び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む 。 真 核 生 物 の 細
胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 及 び エ ン ハ ン サ ー を 利 用 す る こ と が 知 ら れ
て い る 。
　 核 酸 は 、 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に あ る と き に 「 作 用 可 能 に 結 合 さ れ 」 て い る 。 例
え ば 、 プ レ 配 列 あ る い は 分 泌 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 寄 与 す る プ レ タ
ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ て い る な ら そ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 可 能 に 結 合 さ れ て い
る ； プ ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー は 、 配 列 の 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す な ら ば コ ー ド 配 列 に 作
用 可 能 に 結 合 さ れ て い る ； 又 は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 も し そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す る よ う
な 位 置 に あ る な ら コ ー ド 配 列 と 作 用 可 能 に 結 合 さ れ て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 用 可 能 に 結 合
さ れ る 」 と は 、 結 合 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 近 接 し て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 に は 近 接 し て
い て 読 み フ ェ ー ズ に あ る 。 し か し 、 エ ン ハ ン サ ー は 必 ず し も 近 接 し て い る わ け で は な い 。
結 合 は 簡 便 な 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 達 成 さ れ る 。 そ の よ う な 部 位 が 存 在 し な
い 場 合 は 、 通 常 の 手 法 に し た が っ て 、 合 成 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー あ る い は
リ ン カ ー が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 い 意 味 に お い て 使 用 さ れ 、 特 に 単 一 の 抗 Ｐ Ｒ Ｏ モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 及 び 中 和 抗 体 を 含 む )、 及 び 多 エ ピ ト ー プ 特 異 性
を 持 つ 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 組 成 物 を 包 含 し て い る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と
い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か ら 得 ら れ る 抗 体 を 称 す る 、 す な わ ち 、 集 団 を 構
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成 す る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 存 在 し う る 自 然 に 生 じ る 可 能 な 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定
さ れ 、 一 般 的 に プ ロ ー ブ 長 、 洗 浄 温 度 、 及 び 塩 濃 度 に 依 存 す る 経 験 的 な 計 算 で あ る 。 一 般
に 、 プ ロ ー ブ が 長 く な る と 適 切 な ア ニ ー リ ン グ の た め の 温 度 が 高 く な り 、 プ ロ ー ブ が 短 く
な る と 温 度 は 低 く な る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 一 般 的 に 、 相 補 的 鎖 が そ の 融 点 に 近
い が そ れ よ り 低 い 環 境 に 存 在 す る 場 合 に お け る 変 性 Ｄ Ｎ Ａ の 再 ア ニ ー ル す る 能 力 に 依 存 す
る 。 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 可 能 な 配 列 と の 間 の 所 望 の 相 同 性 の 程 度 が 高 く な
る と 、 使 用 で き る 相 対 温 度 が 高 く な る 。 そ の 結 果 、 よ り 高 い 相 対 温 度 は 、 反 応 条 件 を よ り
ス ト リ ン ジ ェ ン ト に す る が 、 低 い 温 度 は ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 低 下 さ せ る 。 さ ら に 、 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー は 塩 濃 度 に 逆 比 例 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー の 更 な る 詳 細 及 び 説 明 は 、 Ausubelら , Current Protocols in Molecular Biology, Wil
ey Interscience Publishers, (1995)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ こ で 定 義 さ れ る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 （ １ ） 洗 浄 の た め に 低 イ オ ン 強 度 及
び 高 温 度 、 例 え ば 、 ５ ０ ℃ に お い て ０ ． ０ １ ５ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． ０ ０ １ ５ Ｍ の ク
エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． １ ％ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い る も の ； （ ２ ） ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 中 に ホ ル ム ア ミ ド 等 の 変 性 剤 、 例 え ば 、 ４ ２ ℃ に お い て ５ ０ ％ （ vol/vol）
ホ ル ム ア ミ ド と ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ／ ０ ． １ ％ フ ィ コ ー ル ／ ０ ． １ ％ の ポ リ ビ ニ
ル ピ ロ リ ド ン ／ ５ ０ ｍ Ｍ の ｐ Ｈ ６ ． ５ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 及 び ７ ５ ０ ｍ Ｍ の
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ７ ５ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い る も の ； （ ３ ） ４ ２ ℃ に お け る ５ ０
％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、
５ ｘ デ ン ハ ー ド 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及
び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 と 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 の 洗 浄 及 び ５ ５ ℃ で の ホ ル ム ア ミ ド 、 次 い で ５ ５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 を 用 い る も の に よ っ て 同 定 さ
れ る 。
　 「 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 Sambrookら , Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に 記 載 さ れ て い る
よ う に 同 定 さ れ 、 上 記 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー よ り 低 い 洗 浄 溶 液 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 条 件 （ 例 え ば 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 及 び ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） の 使 用 を 含 む 。 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 は 、 ２ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ５ ｍ Ｍ の ク
エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ） 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ド 液 、
１ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 及 び ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 剪 断 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 溶 液 中 の
３ ７ ℃ で の 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 次 い で １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 ３ ７ － ５ ０ ℃ で の フ ィ ル タ ー の
洗 浄 と い っ た 条 件 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 プ ロ ー ブ 長 な ど の 因 子 に 適 合 さ せ る 必 要 に 応
じ て 、 ど の よ う に し て 温 度 、 イ オ ン 強 度 等 を 調 節 す る か を 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 エ ピ ト ー プ タ グ 」 な る 用 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る と き は 、 「 タ グ ポ リ ペ プ チ ド 」 に 融
合 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の ド メ イ ン 配 列 を 含 ん で な る キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド
を 指 す 。 タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 抗 体 が 産 生 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ 、 又 は 幾 つ か の 他 の 試
薬 に よ っ て 同 定 で き る エ ピ ト ー プ を 提 供 す る に 十 分 な 数 の 残 基 を 有 し て い る が 、 そ の 長 さ
は 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 し な い よ う 充 分 に 短 い 。 ま た 、 タ グ ポ リ ペ
プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 抗 体 が 他 の エ ピ ト ー プ と 実 質 的 に 交 差 反 応 を し な い よ う に か な り
独 特 で あ る 。 適 切 な タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 少 な く と も ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 、 通 常 は
約 ８ ～ 約 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 (好 ま し く は 約 １ ０ ～ 約 ２ ０ の 残 基 )を 有 す る 。
　 こ こ で 意 図 し て い る 「 活 性 な 」 及 び 「 活 性 」 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る Ｐ Ｒ Ｏ の 形 態 を 意 味 し 、 「 生 物 学 的 」 活
性 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ に よ っ て 生 ず る （ 阻 害 性 又 は 刺 激 性 の ） 生 物 学 的 機 能 で
あ っ て 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ が 有 す る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 し て 抗 体 を 生 成 す る 能 力
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を 除 く も の を 意 味 し 、 「 免 疫 学 的 」 活 性 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ が 有 す る 抗 原 性 エ
ピ ト ー プ に 対 し て 抗 体 を 生 成 す る 能 力 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 こ こ に 開 示 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 で き る 抗 体 又 は 他 の ア ン タ ゴ ニ
ス ト 分 子 （ 例 え ば 、 有 機 又 は 無 機 小 分 子 、 ペ プ チ ド 等 ） の 文 脈 に お け る 「 生 物 学 的 活 性 」
は 、 そ れ ら の 分 子 が こ こ に 同 定 さ れ る 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド と 結 合 又
は 複 合 体 形 成 す る 能 力 、 又 は コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド と 他 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用
を 妨 害 す る 能 力 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 又 は 翻 訳 を 妨 害 す る 能 力 を 指 す 。 好 ま し
い 生 物 学 的 活 性 は 、 標 的 細 胞 の 成 長 阻 害 で あ る 。 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 活 性 は 、 標 的 腫 瘍
細 胞 の 死 を も た ら す 細 胞 毒 性 活 性 で あ る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 文 脈 に お け る 「 生 物 学 的 活 性 」 と い う 用 語 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド が 腫 瘍 形 成 細 胞 成 長 又 は 制 御 さ れ な い 細 胞 成 長 を 誘 発 す る 能 力 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 「 免 疫 学 的 活 性 」 と い う 語 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の エ ピ ト ー プ と の
免 疫 学 的 交 差 反 応 性 を 意 味 す る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 」 と は 、 候 補 ポ リ ペ プ チ ド が 、 こ の 活 性 を 持 つ
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 定 性 的 生 物 学 的 活 性 を 、 周 知 の 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生
じ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 と 競 合 的 に 阻 害 で き る こ と を 意 味 す る 。 そ の よ う な 抗 血 清 は 、
例 え ば ヤ ギ 又 は ウ サ ギ に 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の 周 知 の 活 性 類 似 物 を 皮 下 注 射
し 、 次 い で 不 完 全 フ ロ イ ン ト 中 で 腹 膜 内 又 は 皮 下 に 追 加 免 疫 す る こ と に よ り 従 来 の 方 法 で
調 製 さ れ る 。 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 は 好 ま し く は 「 特 異 的 」 で あ り 、 こ れ は 同 定 さ れ る 免 疫
学 的 交 差 反 応 性 分 子 （ 例 え ば 抗 体 ） の 対 応 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 親 和 性 が
、 そ の 分 子 の 他 の 任 意 の 知 ら れ た 天 然 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 親 和 性 よ り 有 意 に 高 い （
好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ 倍 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ 倍 、 さ ら に よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ８ 倍 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ 倍 高 い ） こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 又 は そ の 転 写 又 は 翻 訳 を 全 体 的 又 は 部 分 的 に 阻 止 、 阻 害 、 又 は
中 和 す る 任 意 の 分 子 を 含 む 。 好 適 な ア ン タ ゴ ニ ス ト 分 子 は 特 に 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 又 は
抗 体 断 片 、 断 片 、 ペ プ チ ド 、 有 機 小 分 子 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 な ど を 含 む 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 は 、 候 補 ア ン タ ゴ ニ ス ト 分 子 と 接 触 さ せ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド に 通 常 付 随 す る 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を 測 定 す る こ と を 含 み う る 。
　 「 小 分 子 」 は 、 こ こ で 約 ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る と 定 義 さ れ る 。
　 「 抗 体 」 （ Ａ ｂ ｓ ） 及 び 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 （ Ｉ ｇ ｓ ） は 同 じ 構 造 的 特 徴 を 持 つ 糖 タ ン
パ ク 質 で あ る 。 抗 体 は 特 定 の 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 示 す が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 抗 体 及 び 抗
原 特 異 性 を 持 た な い 他 の 抗 体 様 分 子 の 両 方 を 含 む 。 後 者 の 種 類 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば
、 リ ン パ 系 に よ っ て 低 レ ベ ル で 、 ミ エ ロ ー マ に よ っ て 向 上 し た レ ベ ル で 生 産 さ れ る 。 「 抗
体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 使 用 さ れ 、 限 定 さ れ る こ と な く 、 無 傷 の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 少 な く と も ２ つ の 無 傷 の 抗 体 か ら 形 成 さ れ る 多 重 特 異 的 抗 体
（ 例 え ば 二 重 特 異 的 抗 体 ） 、 及 び そ れ ら が 所 望 の 生 物 学 的 活 性 を 有 し て い る 限 り 抗 体 断 片
を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 天 然 抗 体 」 及 び 「 天 然 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 は 、 通 常 、 ２ つ の 同 一 の 軽 (Ｌ )鎖 及 び ２ つ の
同 一 の 重 (Ｈ )鎖 か ら な る 、 約 １ ５ ０ ,０ ０ ０ ダ ル ト ン の 異 種 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。
各 軽 鎖 は 一 つ の 共 有 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 重 鎖 に 結 合 し て お り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 数
は 、 異 な っ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア イ ソ タ イ プ の 重 鎖 の 中 で 変 化 す る 。 ま た 各 重 鎖 と 軽 鎖 は 、
規 則 的 に 離 間 し た 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 有 し て い る 。 各 重 鎖 は 、 多 く の 定 常 ド メ イ ン が
続 く 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を 一 端 に 有 す る 。 各 軽 鎖 は 、 一 端 に 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )を 、 他 端
に 定 常 ド メ イ ン を 有 し ； 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン は 重 鎖 の 第 一 定 常 ド メ イ ン と 整 列 し 、 軽 鎖 の
可 変 ド メ イ ン は 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン と 整 列 し て い る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 軽 鎖 及 び 重
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鎖 可 変 ド メ イ ン 間 の 界 面 を 形 成 す る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 可 変 」 と い う 用 語 は 、 可 変 ド メ イ ン の あ る 部 位 が 、 抗 体 の 中 で 配 列 が 広 範 囲 に 異 な っ
て お り 、 そ の 特 定 の 抗 原 に 対 す る 各 特 定 の 抗 体 の 結 合 性 及 び 特 異 性 に 使 用 さ れ て い る と い
う 事 実 を 意 味 す る 。 し か し な が ら 、 可 変 性 は 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン に わ た っ て 一 様 に は 分 布
し て い な い 。 軽 鎖 及 び 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 両 方 の 高 頻 度 可 変 領 域 又 は 相 補 性 決 定 領 域 (
Ｃ Ｄ Ｒ ｓ )と 呼 ば れ る ３ つ 又 は ４ つ の の セ グ メ ン ト に 濃 縮 さ れ る 。 可 変 ド メ イ ン の よ り 高
度 に 保 持 さ れ た 部 分 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (Ｆ Ｒ )と 呼 ば れ る 。 天 然 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変
ド メ イ ン は 、 β シ ー ト 構 造 を 結 合 し 、 あ る 場 合 に は そ の 一 部 を 形 成 す る ル ー プ 結 合 を 形 成
す る 、 Ｃ Ｄ Ｒ に よ り 連 結 さ れ た β シ ー ト 配 置 を 主 に と る ４ つ 又 ５ つ の Ｆ Ｒ 領 域 を そ れ ぞ れ
含 ん で い る 。 各 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ は 、 Ｆ Ｒ に よ り 近 接 し て 結 合 せ し め ら れ 、 他 の 鎖 の Ｃ Ｄ Ｒ と 共
に 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に 寄 与 し て い る (Kabatら , NIH Publ. No.91-3242, Vol.I,
 647-669頁 [1991]を 参 照 の こ と )。 定 常 ド メ イ ン は 、 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 に 直 接 関 連 し て
い る も の で は な い が 、 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 、 例 え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 毒 性 活 性 へ の 抗 体
の 関 与 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 高 頻 度 可 変 領 域 」 な る 用 語 は 、 抗 原 結 合 性 を 生 じ る 抗 体 の ア
ミ ノ 酸 残 基 を 意 味 す る 。 高 頻 度 可 変 領 域 は 「 相 補 性 決 定 領 域 」 又 は 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 か ら の ア ミ
ノ 酸 残 基 (す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 ２ ４ － ３ ４ (Ｌ １ )、 ５ ０ － ５ ６ (Ｌ ２ )及 び
８ ９ -９ ７ (Ｌ ３ )及 び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の ３ １ － ３ ５ (Ｈ １ )、 ５ ０ － ６ ５ (Ｈ ２ )及 び ９ ５
－ １ ０ ２ (Ｈ ３ )； Kabatら , Sequences of Proteins of Immunological Interest,５ 版 , P
ublic Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.(1991)） 又 は 「
高 頻 度 可 変 ル ー プ 」 か ら の 残 基 (す な わ ち 、 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 ２ ６ － ３ ２ (Ｌ １ )、
５ ０ － ５ ２ (Ｌ ２ )及 び ９ １ － ９ ６ (Ｌ ３ )及 び 重 鎖 可 変 ド メ イ ン の 残 基 ２ ６ － ３ ２ (Ｈ １ )、
５ ３ － ５ ５ (Ｌ ２ )及 び ９ ６ － １ ０ １ (Ｌ ３ );Chothia及 び Lesk J.Mol.Biol. 196:901-917 (
1987))を 含 ん で な る 。 「 フ レ ー ム ワ ー ク 」 又 は 「 Ｆ Ｒ 」 残 基 は こ こ に 定 義 し た 高 頻 度 可 変
領 域 残 基 以 外 の 可 変 ド メ イ ン 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 抗 体 断 片 」 は 、 未 変 性 の 抗 体 の 一 部 、 好 ま し く は 未 変 性 の 抗 体 の 抗 原 結 合 又 は 可 変 領
域 を 含 む 。 抗 体 断 片 の 例 は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 、 及 び Ｆ ｖ 断 片 ； ダ イ ア ボ デ
ィ (diabody)； 直 鎖 状 抗 体 （ Zapataら , Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]） ； 一 本
鎖 抗 体 分 子 ； 及 び 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ る 多 重 特 異 的 抗 体 を 含 む 。
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 は 、 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば れ 、 各 々 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ ２ つ
の 同 一 な 抗 原 結 合 断 片 、 及 び 残 り の 「 Ｆ ｃ 」 断 片 、 そ の 名 称 は 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 反
映 し て い る 、 を 生 成 す る 。 ペ プ シ ン 処 理 に よ り 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る が 、 交 差 結
合 抗 原 で あ り 得 る Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 が 生 成 さ れ る 。
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 を 含 む 最 小 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領 域 は 、 緊
密 に 非 共 有 的 に 結 合 し た １ つ の 重 鎖 と １ つ の 軽 鎖 の 二 量 体 か ら な る 。 こ の 配 置 で は 、 Ｖ Ｈ

－ Ｖ Ｌ 二 量 体 の 表 面 に お け る 抗 原 結 合 部 位 を 決 定 す る た め に 各 可 変 領 域 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が
相 互 作 用 す る 。 正 確 に は 、 ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 抗 体 に 抗 原 結 合 特 異 性 を 与 え る 。 し か し 、 単 一
の 可 変 ド メ イ ン （ 又 は 抗 原 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ し か 含 ま な い Ｆ ｖ の 半 分 ） で さ え も 抗 原
を 認 識 し 結 合 す る 能 力 を 持 つ が 、 結 合 部 位 全 体 よ り は 親 和 性 が 低 い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ま た 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 及 び 重 鎖 の 第 １ の 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ １ ） も 含
む 。 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 抗 体 ヒ ン ジ 領 域 か ら ， の １ つ 又 は 複 数 の シ ス テ イ ン を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｈ １
ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ ル 末 端 に お け る 数 個 の 残 基 の 付 加 に よ り Ｆ ａ ｂ 断 片 と 相 違 す る 。 Ｆ
ａ ｂ '-Ｓ Ｈ は 、 こ こ に お い て 、 定 常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 が 遊 離 の チ オ ー ル 基 を 持 つ
Ｆ ａ ｂ 'の 記 号 で あ る 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 断 片 は 、 元 々 、 そ れ ら ， の 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン
を 持 つ Ｆ ａ ｂ '断 片 の 対 と し て 生 成 さ れ た 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 的 結 合 も 知 ら ， れ て い る
。
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　 任 意 の 種 か ら の 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） の 「 軽 鎖 」 は 、 そ れ ら の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ
酸 配 列 に 基 づ い て 、 カ ッ パ （ κ ） 及 び ラ ム ダ （ λ ） と 呼 ば れ る １ つ 又 は ２ つ の 明 ら か に 異
な る 型 に 分 類 で き る 。
　 そ れ ら の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 異 な る ク ラ
ス に 分 け ら れ る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ５ つ の 主 要 な ク ラ ス ： Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ
Ｇ 、 及 び Ｉ ｇ Ｍ が あ り 、 こ れ ら の 幾 つ か は 、 更 に サ ブ ク ラ ス （ ア イ ソ タ イ プ ） 、 例 え ば Ｉ
ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ａ 及 び Ｉ ｇ Ａ ２ に 分 け ら れ る 。 異 な る ク ラ
ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 応 す る 重 鎖 定 常 ド メ イ ン は 、 各 々 α 、 δ 、 ε 、 γ 、 及 び μ と 呼 ば
れ る 。 異 な る ク ラ ス の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の サ ブ ユ ニ ッ ト 構 造 及 び 三 次 元 配 置 は 良 く 知 ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か
ら 得 ら れ る 抗 体 を 意 味 す る 、 す な わ ち 、 集 団 を 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 存 在 し う る 自
然 に 生 じ る 可 能 な 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 高 度 に 特 異 的 で あ
り 、 一 つ の 抗 原 部 位 に 対 応 す る 。 更 に 、 異 な る 決 定 基 (エ ピ ト ー プ )に 対 応 す る 異 な る 抗 体
を 典 型 的 に 含 む 通 常 の （ ポ リ ク ロ ー ナ ル ） 抗 体 と は 異 な り 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 抗 原
の 単 一 の 決 定 基 に 対 応 す る 。 そ の 特 異 性 に 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 他 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン に よ っ て 汚 染 さ れ て い な い ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 か ら 合 成 さ れ る 点 で 優 れ て い る 。 「
モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と の 形 容 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 集 団 か ら 得 ら れ た と い う 抗 体 の 性 質 を
示 し 、 抗 体 を 何 か 特 定 の 方 法 で 生 産 し な け れ ば な ら な い こ と を 意 味 す る も の で は な い 。 例
え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 使 用 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 最 初 に Kohler ほ か に よ っ て ネ
イ チ ャ ー （ 256:495 (1975)） に 掲 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 作 る こ と が で き 、 あ
る い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 (例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 を 参 照 の こ と )に よ っ て 作 る こ と が
で き る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 例 え ば Clackson ら ， （ 624-628 (1991)） 及 び Marksら
， （ J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991)） に 記 載 さ れ た 技 術 を 用 い て フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ
ラ リ か ら 単 離 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ こ で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 の 一 部 が 特 定 の 種 由 来 の 抗 体 あ る
い は 特 定 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か 相 同 で
あ り 、 鎖 の 残 り の 部 分 は 他 の 種 由 来 の 抗 体 あ る い は 他 の 抗 体 ク ラ ス あ る い は サ ブ ク ラ ス に
属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か 相 同 で あ る 「 キ メ ラ 」 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ）
、 並 び に そ れ が 所 望 の 生 物 的 活 性 を 有 す る 限 り そ れ ら 抗 体 の 断 片 を 特 に 含 む (Cabilly ら
，  前 掲 ; Morrison ほ か , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984))。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 非 ヒ ト （ 例 え ば マ ウ ス ） 抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 と は 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 鎖 あ る い は 断 片 (例 え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ あ る い は 抗 体 の 他 の 抗
原 結 合 配 列 )で あ っ て 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含 む も の で あ る 。 大
部 分 に お い て ヒ ト 化 抗 体 は レ シ ピ エ ン ト の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） の 残 基 が 、 マ ウ ス 、
ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト （ ド ナ ー 抗 体 ）
の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ） で あ る 。 あ
る 場 合 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (Ｆ Ｒ )残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ
ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 。 更 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 移 入 さ れ
た Ｃ Ｄ Ｒ も し く は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 変
更 は 抗 体 の 特 性 を 更 に 洗 練 し 、 最 適 化 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て
あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い
は ほ と ん ど 全 て の Ｆ Ｒ 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の も の で あ る 、 少 な く と も １ つ 、 典
型 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 適 に は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 定 常 領 域 （ Ｆ ｃ ） 、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を
含 ん で な る 。 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 Jones ほ か , Nature, 321:522-525 (1986); Reichm
ann ら , Nature, 332:323-329 (1988); 及 び Presta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593-59
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6 (1992)を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 抗 体 の 抗 原 結 合 領 域 が 対 象 抗 体 で マ カ ク ザ ル を
免 疫 化 す る こ と に よ り 生 産 さ れ た 抗 体 か ら 由 来 す る プ リ マ タ イ ズ し た Primatized（ 商 品 名
） 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 一 本 鎖 Ｆ ｖ 」 又 は 「 ｓ Ｆ ｖ 」 抗 体 断 片 は 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 み 、 こ れ ら
の ド メ イ ン は 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 Ｆ ｖ ポ リ ペ プ チ ド は Ｖ Ｈ 及
び Ｖ Ｌ ド メ イ ン の 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 更 に 含 み 、 ｓ Ｆ ｖ を 結 合 さ せ て 抗 原 結 合 に
望 ま し い 構 造 を 形 成 し て も よ い 。 ｓ Ｆ Ｖ の 概 説 に つ い て は 、 The Pharmacology of Monocl
onal Antibodies, vol.113, Rosenburg and Mooreeds., Spring-Verlag, New York, pp.2
69-315 (1994)の Pluckthunを 参 照 さ れ た い 。
　 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 な る 用 語 は 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 小 さ な 抗 体 断 片 を 意 味 し 、 こ
れ ら の 断 片 は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ ） に 結 合 し た 重 鎖 可 変 領 域
（ Ｖ Ｈ ） を 含 む （ Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ ） 。 同 じ 鎖 に お け る ２ つ の ド メ イ ン 間 に 対 を 形 成 す る に は 短
す ぎ る リ ン カ ー を 用 い る と 、 ド メ イ ン は 他 の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と 強 制 的 に 対 を な し 、 ２
つ の 抗 原 結 合 部 位 を 生 成 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 例 え ば EP404,097; WO 93/11161; 及 び  H
ollinger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)に よ り 完 全 に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 抗 体 と は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回 収 さ
れ た も の を 意 味 す る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 妨 害
す る 物 質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び 他 の 非 タ ン パ ク 質 様 溶 質 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実
施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 (１ )ロ ー リ ー (Lowry)法 に よ っ て 決 定 し た 場 合 ９ ５ 重 量 ％ 以 上
の 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ の 抗 体 ま で 、 （ ２ ） ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ ー ク エ ネ ー タ ー を
使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 の 残 基 を 得 る の
に 充 分 な 程 度 ま で 、 あ る い は (３ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀 染 色 を 用 い た 還
元 又 は 非 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ れ る 。 単 離 さ れ た 抗 体
に は 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の 抗 体 が 含 ま れ る が 、 こ れ は 抗 体 の 自 然 環 境 の 少 な く と
も １ つ の 成 分 が 存 在 し な い か ら で あ る 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 少 な く
と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 標 識 」 と い う 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 抗 体 に 直 接 的 又 は 間 接 的 に 結 合 し て 「 標
識 化 」 抗 体 を 生 成 す る 検 出 可 能 な 化 合 物 又 は 組 成 物 を 意 味 す る 。 標 識 は そ れ 自 身 に よ っ て
検 出 可 能 で も よ く （ 例 え ば 、 放 射 性 同 位 体 標 識 又 は 蛍 光 標 識 ） 、 あ る い は 、 酵 素 標 識 の 場
合 に は 、 検 出 可 能 な 基 質 化 合 物 又 は 組 成 物 の 化 学 的 変 換 を 触 媒 し て も よ い 。 検 出 可 能 な 標
識 と し て 機 能 す る 放 射 性 核 種 は 、 例 え ば ， Ｉ － １ ３ １ 、 Ｉ － １ ２ ３ 、 Ｉ － １ ２ ５ 、 Ｙ － ９
０ 、 Ｒ ｅ － １ ８ ８ 、 Ｒ ｅ － １ ８ ６ 、 Ａ ｔ － ２ １ １ 、 Ｃ ｕ － ６ ７ 、 Ｂ ｉ － ２ １ ２ 、 及 び Ｐ ｄ
－ １ ０ ９ を 含 む 。 ま た 、 標 識 は 、 毒 素 の よ う な 非 検 出 可 能 な 物 質 で も 良 い 。
　 「 固 相 」 と は 、 本 発 明 の 抗 体 が 接 着 で き る 非 水 性 マ ト リ ク ス を 意 味 す る 。 こ こ に 包 含 さ
れ る 固 相 の 例 は 、 部 分 的 又 は 全 体 的 に ガ ラ ス （ 例 え ば 、 孔 の 制 御 さ れ た ガ ラ ス ） 、 ポ リ サ
ッ カ リ ド （ 例 え ば ア ガ ロ ー ス ） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ
ー ル 及 び シ リ コ ー ン で 形 成 さ れ た も の を 含 む 。 或 る 実 施 態 様 で は 、 前 後 関 係 に 応 じ て 、 固
相 は ア ッ セ イ 用 プ レ ー ト の ウ ェ ル ； そ の 他 で は 精 製 用 カ ラ ム （ 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ カ ラ ム ） を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 こ の 用 語 は 、 米 国 特 許 第 4,275,149号 に
記 載 さ れ た よ う な 別 々 の 粒 子 の 不 連 続 な 固 体 相 も 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 物 （ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ れ ら に 対 す る 抗 体 、
場 合 に よ っ て は 化 学 治 療 薬 ） の 送 達 に 有 用 な 、 脂 質 、 リ ン 脂 質 及 び ／ 又 は 界 面 活 性 剤 を 含
む 種 々 の 型 の 小 さ な 小 胞 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は 、 通 常 は 生 物 学 的 メ ン バ ー の 脂 質 配
列 に 類 似 し た ２ 層 構 造 に 配 列 さ れ る 。
　 こ こ で 用 い る よ う に 、 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 部 ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ
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ン の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 持 つ 異 種 タ ン パ ク 質 （ 「 ア ド ヘ シ ン 」 ） の 結 合 特 異 性 を 付 与 し た
抗 体 様 分 子 を 指 す 。 構 造 的 に は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 抗 体 の 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 以 外 の
所 望 の 結 合 特 異 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 即 ち 「 異 種 」 ） と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配
列 と の 融 合 物 で あ る 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 分 子 の ア ド へ シ ン 部 分 は 、 典 型 的 に は 少 な く と も
レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド の 結 合 部 位 を 含 む 近 接 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン の
免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 は 、 Ｉ ｇ Ｇ -１ 、 Ｉ ｇ Ｇ -２ 、 Ｉ ｇ Ｇ -３ 、 又 は Ｉ ｇ Ｇ -４
サ ブ タ イ プ 、 Ｉ ｇ Ａ （ Ｉ ｇ Ａ -１ 及 び Ｉ ｇ Ａ -２ を 含 む ） 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ 又 は Ｉ ｇ Ｍ な ど
の 任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 下 記 に 示 す よ う に 、 表 １ は ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム の た め の 完 全 な
ソ ー ス コ ー ド を 提 供 す る 。 こ の ソ ー ス コ ー ド は 、 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ
ラ ム を 提 供 す る た め に 、 Ｕ Ｎ Ｉ Ｘ オ ペ レ ー テ イ ン グ シ ス テ ム で の 利 用 の た め 日 常 的 に コ ン
パ イ ル さ れ て も 良 い 。  　 さ ら に 、 表 ２ Ａ -２ Ｄ は 、 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ
ラ ム を 用 い た ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ 表 ２ Ａ -２ Ｂ ） 及 び ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ 表 ２ Ｃ -２ Ｄ
） を 決 定 す る た め に 下 記 の 方 法 を 使 用 し た 仮 説 的 例 示 を 示 す 図 で あ り 、 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 は 対 象
と す る 仮 説 的 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 「 比 較 タ ン パ ク 質 」 は 対 象 と す
る 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 ポ リ ペ プ チ ド が 比 較 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 し 、 「 Ｐ Ｒ Ｏ -
Ｄ Ｎ Ａ 」 は 対 象 と す る 仮 説 的 Ｐ Ｒ Ｏ Ｘ Ｘ Ｘ -又 は Ｐ Ｒ Ｏ Ｘ Ｘ Ｘ -コ ー ド 化 核 酸 配 列 を 示 し 、
「 比 較 Ｄ Ｎ Ａ 」 は 対 象 と す る 「 Ｐ Ｒ Ｏ -Ｄ Ｎ Ａ 」 核 酸 分 子 が 比 較 さ れ る 核 酸 分 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 示 し 、 「 Ｘ 」 、 「 Ｙ 」 及 び 「 Ｚ 」 は 各 々 異 な る 仮 説 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 し 、
「 Ｎ 」 、 「 Ｌ 」 及 び 「 Ｖ 」 は 各 々 異 な る 仮 説 的 ヌ ク レ オ チ ド を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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【 ０ ０ ８ ９ 】
II.　 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法
Ａ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 呼 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 新 規 に 同
定 さ れ 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 下 記 の 実 施 例 で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る よ う に
、 種 々 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 同 定 さ れ 単 離 さ れ た 。 別 々 の 発 現 ラ
ウ ン ド で 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 に は 異 な る Ｐ Ｒ Ｏ 番 号 が 与 え ら れ る が 、 Ｕ Ｎ Ｑ 番 号 は 全 て
の 与 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 及 び コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 に 独 特 で あ り 、 変 わ る こ と は な い こ と を 記 し
て お く 。 し か し な が ら 、 単 純 化 の た め に 、 本 明 細 書 に お い て 、 こ こ に 開 示 し た 全 長 天 然 核
酸 分 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 並 び に 上 記 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 定 義 に 含 ま れ る さ ら
な る 天 然 相 同 体 及 び 変 異 体 は 、 そ れ ら の 起 源 又 は 調 製 形 式 に 関 わ ら ず 、 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 で 呼 称
す る 。
　 下 記 の 実 施 例 に 開 示 す る よ う に 、 種 々 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ て い る
。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 正 確 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 こ の 分 野 で 日 常 的 な 方 法 を 用 い て 寄 託
さ れ た ク ロ ー ン を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 予 測 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 常 套 的 技 量 を 用 い て 決 定 で き る 。 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 及 び コ ー ド 化 核 酸 に つ い て 、 本 出 願 人 は 、 現 時 点 で 入 手 可 能 な 配 列 情 報 と
最 も 良 く 一 致 す る リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム で あ る と 考 え ら れ る も の を 同 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
Ｂ ． Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体
　 こ こ に 記 載 し た 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 も 調 製 で き る
と 考 え ら れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド Ｄ Ｎ Ａ に 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を
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導 入 す る こ と に よ り 、 あ る い は 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と に よ り 調 製 で き
る 。 当 業 者 は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 数 又 は 位 置 の 変 化 あ る い は 膜 固 着 特 性 の 変 化 な ど の ア
ミ ノ 酸 変 化 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 プ ロ セ ス を 変 え う る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 天 然 全 長 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ 又 は こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の ド メ イ ン に お け る
変 異 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,364,934号 に 記 載 さ れ て い る 保 存 的 及 び 非 保 存 的 変 異 に つ
い て の 任 意 の 技 術 及 び 指 針 を 用 い て な す こ と が で き る 。 変 異 は 、 結 果 と し て 天 然 配 列 Ｐ Ｒ
Ｏ と 比 較 し て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 一 又 は 複 数 の コ ド ン の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 で あ っ て よ い 。 場 合 に よ っ て は 、 変 異 は 少
な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 一 又 は 複 数 の ド メ イ ン の 任 意 の 他 の ア ミ
ノ 酸 に よ る 置 換 で あ る 。 い ず れ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 所 望 の 活 性 に 悪 影 響 を 与 え る こ と な く 挿
入 、 置 換 又 は 欠 失 さ れ る か の 指 針 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 相 同 性 の 知 ら れ た タ ン
パ ク 質 分 子 の 配 列 と 比 較 し 、 相 同 性 の 高 い 領 域 内 で な さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 変 化 を 最 小 に す
る こ と に よ っ て 見 出 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 一 の ア ミ ノ 酸 の 類 似 し た 構 造 及 び ／ 又 は 化
学 特 性 を 持 つ 他 の ア ミ ノ 酸 で の 置 換 、 例 え ば ロ イ シ ン の セ リ ン で の 置 換 、 即 ち 保 存 的 ア ミ
ノ 酸 置 換 の 結 果 と す る こ と が で き る 。 挿 入 及 び 欠 失 は 、 場 合 に よ っ て は １ か ら ５ の ア ミ ノ
酸 の 範 囲 内 と す る こ と が で き る 。 許 容 さ れ る 変 異 は 、 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 欠 失
又 は 置 換 を 系 統 的 に 作 成 し 、 得 ら れ た 変 異 体 を 下 記 の 実 施 例 に 記 載 す る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ
イ の 任 意 の も の で 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が こ こ に 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 例 え ば 、 全 長 天 然 タ
ン パ ク 質 と 比 較 し た 際 に 、 Ｎ -末 端 又 は Ｃ -末 端 で 切 断 さ れ て も よ く 、 又 は 内 部 残 基 を 欠 い
て い て も よ い 。 或 る 種 の 断 片 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 所 望 の 生 物 学 的 活 性 に 必 須 で は な
い ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 い て い る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ 断 片 は 、 多 く の 従 来 技 術 の 任 意 の も の に よ っ て 調 製 し て よ い 。 所 望 の ペ プ チ ド 断
片 は 化 学 合 成 し て も よ い 。 代 替 的 方 法 は 、 酵 素 的 消 化 、 例 え ば 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ
て 決 定 さ れ る 部 位 の タ ン パ ク 質 を 切 断 す る こ と が 知 ら れ た 酵 素 で タ ン パ ク 質 を 処 理 す る こ
と に よ り 、 あ る い は 適 当 な 制 限 酵 素 で Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 し て 所 望 の 断 片 を 単 離 す る こ と に よ る
Ｐ Ｒ Ｏ 断 片 の 生 成 を 含 む 。 さ ら に 他 の 好 適 な 技 術 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に
よ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 増 幅 す る こ と を 含 む 。 Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 の 所 望 の 末 端 を 決 定 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の ５ ’ 及 び ３ ’ プ ラ イ マ
ー で 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド と 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 共 有 す る 。
　 特 別 の 実 施 態 様 で は 、 対 象 と す る 保 存 的 置 換 を 、 好 ま し い 置 換 を 先 頭 に し て 表 ３ に 示 す
。 こ の よ う な 置 換 が 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を も た ら す 場 合 、 表 ３ に 例 示 的 置 換 と 名 前 を 付 け
た 又 は 以 下 に ア ミ ノ 酸 分 類 で さ ら に 記 載 す る よ う に 、 よ り 置 換 的 な 変 化 が 導 入 さ れ 生 成 物
が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　  　

 　 　 　 　 　  　 　 　 　 　 　 換
Ala(A) 　 　 　 　 val; Leu; ile 　 　 　 　 　 　 　 　 val
Arg(R) 　 　 　 　 lys; gln; asn 　 　 　 　 　 　 　 　 lys
Asn(N) 　 　 　 　 gln; his; lys; arg 　 　 　 　 　  gln
Asp(D) 　 　 　 　 glu　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　 glu
Cys(C) 　 　 　 　 ser　 　 　 　 　 　 　  　 　  　 　 ser
Gln(Q) 　 　 　 　 asn 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　 　 ans
Gln(E) 　 　 　 　 asp 　 　 　 　 　 　 　 　  　 　 　 asp
Gly(G) 　 　 　 　 pro; ala 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ala
His(H) 　 　 　 　 asn; gln; lys; arg 　 　 　 　 　  　 arg
Ile(I)　 　 　 　 　 leu; val; met; ala; phe;
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表 ３
元 の 残 基 例 示 的 置 換 好 ま し い 置



　 　 　  　 　 　 　 ノ ル ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  leu
Leu(L) 　 　 　 　 ノ ル ロ イ シ ン ; ile; val;
　 　 　  　 　 　 　 met; ala; phe　 　 　 　 　 　 　 　  ile
Lys(K)　 　 　 　  arg; gln; asn 　 　 　 　 　 　 　 　 arg
Met(M) 　 　 　 　 leu; phe; ile 　 　 　 　 　 　 　 　 leu
Phe(F) 　 　 　 　  leu; val; ile; ala; tyr 　 　 　 　 　 leu
Pro(P) 　 　 　 　  ala 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ala
Ser(S) 　 　 　 　  thr 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 thr
Thr(T) 　 　 　 　 ser 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ser
Trp(W) 　 　 　 　 tyr; phe 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 tyr
Tyr(Y) 　 　 　 　 trp; phe; thr; ser 　 　 　 　 　 　 　 phe
Val(V)　 　 　 　  ile; leu; met; phe;
　 　 　  　 　 　 　 ala; ノ ル ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　  leu
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 及 び 免 疫 学 的 同 一 性 の 置 換 的 修 飾 は 、 （ ａ ） 置 換 領 域 の ポ リ ペ プ チ
ド 骨 格 の 構 造 、 例 え ば シ ー ト 又 は 螺 旋 配 置 、 （ ｂ ） 標 的 部 位 の 電 荷 又 は 疎 水 性 、 又 は （ ｃ
） 側 鎖 の 嵩 を 維 持 し な が ら 、 そ れ ら の 効 果 に お い て 実 質 的 に 異 な る 置 換 基 を 選 択 す る こ と
に よ り 達 成 さ れ る 。 天 然 発 生 残 基 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て グ ル ー プ に 分 け る こ と が で
き る ：
（ １ ） 疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン , met, ala, val, leu, ile;
（ ２ ） 中 性 の 親 水 性 ： cys, ser, thr;
（ ３ ） 酸 性 ： asp, glu;
（ ４ ） 塩 基 性 ： asn, gln, his, lys, arg;
（ ５ ） 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly, pro; 及 び
（ ６ ） 芳 香 族 ： trp, tyr, phe。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の 分 類 の 一 つ の メ ン バ ー を 他 の 分 類 に 交 換 す る こ と を 必 要 と す
る で あ ろ う 。 ま た 、 そ の よ う に 置 換 さ れ た 残 基 は 、 保 存 的 置 換 部 位 、 好 ま し く は 残 さ れ た
（ 非 保 存 ） 部 位 に 導 入 さ れ う る 。
　 変 異 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 （ 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン
グ 、 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 ［ Carter等 , Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller
等 , Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］ 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 ［ Wells等 , Gene, 34
: 315 (1985)］ 、 制 限 的 選 択 突 然 変 異 誘 発 ［ Wells等 , Philos. Trans. R. Soc. London S
erA, 317: 415 (1986)］ 等 の こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 を 用 い て な す こ と が で き 、 又 は 他 の
知 ら れ た 技 術 を ク ロ ー ニ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ に 実 施 し て Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ を 作 成 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ま た 、 隣 接 配 列 に 沿 っ て 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る の に ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸
分 析 を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 は 比 較 的 小 さ く 、 中 性 の ア
ミ ノ 酸 で あ る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 及 び シ ス テ イ ン を
含 む 。 ア ラ ニ ン は 、 ベ ー タ 炭 素 を 越 え る 側 鎖 を 排 除 し 変 異 体 の 主 鎖 構 造 を 変 化 さ せ に く い
の で 、 こ の 群 の 中 で 典 型 的 に 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 で あ る ［ Cuningham及 び Wel
ls, Science, 244: 1081-1085 (1989)］ 。 ま た 、 ア ラ ニ ン は 最 も あ り ふ れ た ア ミ ノ 酸 で あ
る た め 典 型 的 に は 好 ま し い 。 さ ら に 、 そ れ は 埋 も れ た 及 び 露 出 し た 位 置 の 両 方 に 見 ら れ る
こ と が 多 い ［ Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman &amp;amp;amp; Co., N.Y.); Cho
thia, J. Mol. Biol., 150: 1 (1976)］ 。 ア ラ ニ ン 置 換 が 十 分 な 量 の 変 異 体 を 生 じ な い 場
合 は 、 ア イ ソ テ リ ッ ク (isoteric)ア ミ ノ 酸 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
Ｃ ． Ｐ Ｒ Ｏ の 修 飾
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 共 有 結 合 的 修 飾 の
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一 型 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 標 的 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 さ
れ た 側 鎖 又 は Ｎ 又 は Ｃ 末 端 残 基 と 反 応 で き る 有 機 誘 導 体 化 試 薬 と 反 応 さ せ る こ と で あ る 。
二 官 能 性 試 薬 で の 誘 導 体 化 が 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ を 水 不 溶 性 支 持 体 マ ト リ ク ス あ る い は 抗 Ｐ Ｒ
Ｏ 抗 体 の 精 製 方 法 又 は そ の 逆 で 用 い る た め の 表 面 に 架 橋 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 通 常 用 い
ら れ る 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 １ ， １ -ビ ス （ ジ ア ゾ ア セ チ ル ） -２ -フ ェ ニ ル エ タ ン 、 グ ル タ
ル ア ル デ ヒ ド 、 Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 例 え ば ４ -ア ジ ド サ リ チ ル 酸 、 ３
， ３ ’ -ジ チ オ ビ ス （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト ） 等 の ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ
ル を 含 む ホ モ 二 官 能 性 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ ス -Ｎ -マ レ イ ミ ド -１ ， ８ -オ ク タ ン 等 の 二 官 能
性 マ レ イ ミ ド 、 及 び メ チ ル -３ -[(ｐ -ア ジ ド フ ェ ニ ル )-ジ チ オ ］ プ ロ ピ オ イ ミ ダ ー ト 等 の
試 薬 を 含 む 。
　 他 の 修 飾 は 、 グ ル タ ミ ニ ル 及 び ア ス パ ラ ギ ニ ル 残 基 の 各 々 対 応 す る グ ル タ ミ ル 及 び ア ス
パ ル チ ル へ の 脱 ア ミ ノ 化 、 プ ロ リ ン 及 び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ル 又 は ト レ オ ニ ル
残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 及 び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の α -ア ミ
ノ 基 の メ チ ル 化 [T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H
. Freeman &amp;amp;amp;amp; Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、 Ｎ 末 端 ア ミ ン の
ア セ チ ル 化 、 及 び 任 意 の Ｃ 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の 型 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド の 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 を 含 む 。 「 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 」 と
は 、 こ こ で 意 図 さ れ る の は 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ に 見 ら れ る １ 又 は 複 数 の 炭 水 化 物 部 分 の 欠 失
（ 存 在 す る グ リ コ シ ル 化 部 位 の 除 去 又 は 化 学 的 及 び ／ 又 は 酵 素 的 手 段 に よ る グ リ コ シ ル 化
の 削 除 の い ず れ か に よ る ） 、 及 び ／ 又 は 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ に 存 在 し な い １ 又 は 複 数 の グ リ コ
シ ル 化 部 位 の 付 加 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 こ の 文 節 は 、 存 在 す る 種 々 の 炭 水 化 物 部 分 の 性 質
及 び 特 性 の 変 化 を 含 む 、 天 然 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 に お け る 定 性 的 変 化 を 含 む 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド へ の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 を 伴 っ て も よ い
。 こ の 変 更 は 、 例 え ば 、 １ 又 は 複 数 の セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン 残 基 の 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ （ Ｏ -
結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 ） へ の 付 加 、 又 は 置 換 に よ っ て な さ れ て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ア ミ ノ 酸 配
列 は 、 場 合 に よ っ て は 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で の 変 化 、 特 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ を 予 め 選 択 さ れ た 塩 基 に お い て 変 異 さ せ 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 に 翻 訳 さ れ る コ ド ン を 生
成 さ せ る こ と を 通 し て 変 更 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 上 に 炭 水 化 物 部 分 の 数 を 増 加 さ せ る 他 の 手 段 は 、 グ リ コ シ ド の ポ リ
ペ プ チ ド へ の 化 学 的 又 は 酵 素 的 結 合 に よ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 こ の 技 術 分 野 に お い て 、
例 え ば 、 1987年 9月 11日 に 発 行 さ れ た WO 87/05330、 及 び Aplin及 び Wriston, CRC Crit. Re
v. Biochem., pp. 259-306 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 上 に 存 在 す る 炭 水 化 物 部 分 の 除 去 は 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 に 、 あ る い
は グ ル コ シ ル 化 の 標 的 と し て 提 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン の 変 異 的 置 換 に
よ っ て な す こ と が で き る 。 化 学 的 脱 グ リ コ シ ル 化 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え
ば 、 Hakimuddin等 , Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)に よ り 、 及 び Edge等 , Anal
. Biochem., 118: 131 (1981)に よ り 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 炭 水 化 物 部 分 の
酵 素 的 切 断 は 、 Thotakura等 , Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、
種 々 の エ ン ド 及 び エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
　 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の 型 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ぺ プ チ ド の 、 種 々 の 非 タ ン パ
ク 質 様 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 又 は ポ リ
オ キ シ ア ル キ レ ン の 一 つ へ の 、 米 国 特 許 第 4,640,835号 ； 第 4,496,689号 ； 第 4,301,144号
； 第 4,670,417号 ； 第 4,791,192号 又 は 第 4,179,337号 に 記 載 さ れ た 方 法 で の 結 合 を 含 む 。
　 ま た 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合
し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る 方 法 で 修 飾 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な キ メ ラ 分 子 は 、 抗 タ グ 抗 体 が 選 択 的 に 結 合 で き る エ ピ ト ー
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プ を 提 供 す る タ グ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ タ グ は
、 一 般 的 に は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 位 置 す る 。 こ の よ う な
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 の 存 在 は 、 タ グ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用
い て 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ の 提 供 は 、 抗 タ グ 抗 体 又 は エ ピ ト ー プ
タ グ に 結 合 す る 他 の 型 の 親 和 性 マ ト リ ク ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド を 容 易 に 精 製 で き る よ う に す る 。 種 々 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら 各 々 の 抗 体
は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。 例 と し て は 、 ポ リ － ヒ ス チ ジ ン （ ポ リ -Ｈ ｉ ｓ ） 又 は ポ
リ － ヒ ス チ ジ ン － グ リ シ ン （ poly-his-gly） タ グ ； flu HAタ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 抗 体
１ ２ Ｃ Ａ ５ ［ Field等 , Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］ ； c-mycタ グ 及 び そ れ に
対 す る ８ Ｆ ９ 、 ３ Ｃ ７ 、 ６ Ｅ １ ０ 、 Ｇ ４ 、 Ｂ ７ 及 び ９ Ｅ １ ０ 抗 体 ［ Evan等 , Molecular an
d Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)］ ； 及 び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ
（ gD） タ グ 及 び そ の 抗 体 ［ Paborsky等 , Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］ を
含 む 。 他 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 フ ラ ッ グ ペ プ チ ド ［ Hopp等 , BioTechnology, 6:1204-12
10 (1988)］ ； Ｋ Ｔ ３ エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ［ Martin等 , Science, 255:192-194 (1992)］ ；
α -チ ュ ー ブ リ ン エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ［ Skinner等 , J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1
991)］ ； 及 び Ｔ ７ 遺 伝 子 １ ０ タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド タ グ ［ Lutz-Freyermuth等 , Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］ を 含 む 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 そ れ に 換 わ る 実 施 態 様 で は 、 キ メ ラ 分 子 は Ｐ Ｒ Ｏ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 特 定 領 域 と の 融 合 体 を 含 ん で も よ い 。 キ メ ラ 分 子 の 二 価 形 態 （ 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と
も 呼 ば れ る ） に つ い て は 、 そ の よ う な 融 合 体 は Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の Ｆ ｃ 領 域 で あ り 得 る 。 Ｉ ｇ 融
合 体 は 、 好 ま し く は Ｉ ｇ 分 子 内 の 少 な く と も １ つ の 可 変 領 域 に 換 え て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 可 溶 化 （ 膜 貫 通 ド メ イ ン 欠 失 又 は 不 活 性 化 ） 形 態 を 含 む 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、
免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 、 又 は ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ １
、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 の 製 造 に つ い て は 、 1995年 6月 27
日 発 行 の 米 国 特 許 第 5,428,130号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ２ 】
Ｄ ． Ｐ Ｒ Ｏ の 調 製
　 以 下 の 説 明 は 、 主 と し て 、 Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 又 は 形 質 移 入 さ れ た 細
胞 を 培 養 す る こ と に よ り Ｐ Ｒ Ｏ を 生 産 す る 方 法 に 関 す る 。 も ち ろ ん 、 当 該 分 野 に お い て よ
く 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ を 調 製 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、
Ｐ Ｒ Ｏ 配 列 、 又 は そ の 一 部 は 、 固 相 技 術 を 用 い た 直 接 ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 生 産 し て も よ
い ［ 例 え ば 、 Stewart等 , Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Fran
cisco, CA (1969)； Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参 照 ］ 。 手 動
技 術 又 は 自 動 に よ る イ ン ビ ト ロ タ ン パ ク 質 合 成 を 行 っ て も よ い 。 自 動 合 成 は 、 例 え ば 、 ア
プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ ・ ペ プ チ ド 合 成 機 （ Foster City, CA） を 用 い て 、 製 造 者 の
指 示 に よ り 実 施 し て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ の 種 々 の 部 分 は 、 別 々 に 化 学 的 に 合 成 さ れ 、 化 学 的 又
は 酵 素 的 方 法 を 用 い て 結 合 さ せ て 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ を 生 産 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ａ ． Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 保 有 し て い て そ れ を 検 出 可 能 な レ ベ ル
で 発 現 す る と 考 え ら れ る 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 得 る こ と が で き る 。
従 っ て 、 ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に 、 ヒ ト の 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 簡 便 に 得 る こ と が で き る 。 ま た Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 遺 伝 子 は 、 ゲ ノ ム
ラ イ ブ ラ リ か ら 又 は 公 知 の 合 成 方 法 （ 例 え ば 、 自 動 化 核 酸 合 成 ） に よ り 得 る こ と も で き る
。
　 ラ イ ブ ラ リ は 、 対 象 と な る 遺 伝 子 あ る い は そ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を
同 定 す る た め に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ (Ｐ Ｒ Ｏ に 対 す る 抗 体 又 は 少 な く と も 約 ２ ０ － ８ ０ 塩
基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 )に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ に よ る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば Sambrook等 , Molecular Clon
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ing: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に
記 載 さ れ て い る 標 準 的 な 手 順 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 す る 他 の 方 法 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 使 用 す る も の で あ る ［ Sambrook等
,上 掲 ； Dieffenbach等 , PCR Primer： A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laborat
ory Press, 1995)］ 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 下 記 の 実 施 例 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 記 載 し て い る 。 プ ロ ー
ブ と し て 選 択 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 充 分 な 長 さ で 、 疑 陽 性 が 最 小 化 さ れ る よ
う 充 分 に 明 瞭 で な け れ ば な ら な い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ラ イ ブ
ラ リ 内 の Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 に 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ て い る こ
と が 好 ま し い 。 標 識 化 の 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 ３ ２ Ｐ 標 識 さ れ た Ａ
Ｔ Ｐ の よ う な 放 射 線 標 識 、 ビ オ チ ン 化 あ る い は 酵 素 標 識 の 使 用 が 含 ま れ る 。 中 程 度 の 厳 密
性 及 び 高 度 の 厳 密 性 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 上 掲 の Sambrook等 に 与 え ら れ
て い る 。
　 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 同 定 さ れ た 配 列 は 、 Genbank等 の 公
共 デ ー タ ベ ー ス 又 は 個 人 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 寄 託 さ れ 公 衆 に 利 用 可 能 と さ れ て い る 周 知
の 配 列 と 比 較 及 び ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と が で き る 。 分 子 の 決 定 さ れ た 領 域 内 又 は 全 長 に
渡 っ て の （ ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 レ ベ ル の い ず れ か で の ） 配 列 同 一 性 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た
、 そ し て こ こ に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
　 タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 初 め て こ こ で 開 示 さ れ た 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を
使 用 し 、 ま た 必 要 な ら ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 逆 転 写 さ れ な か っ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 中 間 体 及 び 先 駆
物 質 を 検 出 す る 上 掲 の Sambrook等 に 記 述 さ れ て い る よ う な 従 来 の プ ラ イ マ ー 伸 展 法 を 使 用
し 、 選 択 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る
。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ｂ ． 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換
　 宿 主 細 胞 を 、 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ 生 産 の た め の 発 現 又 は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で 形 質
移 入 又 は 形 質 転 換 し 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 又 は 所 望 の 配 列 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 適 当 に 変 性 さ れ た 常 套 的 栄 養 培 地 で 培 養 す る 。 培 養 条 件
、 例 え ば 培 地 、 温 度 、 ｐ Ｈ 等 々 は 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 当 業 者 が 選 ぶ こ と が で き る
。 一 般 に 、 細 胞 培 養 の 生 産 性 を 最 大 に す る た め の 原 理 、 プ ロ ト コ ー ル 、 及 び 実 用 技 術 は 、
Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編  (IRL Press, 1991)
及 び Sambrook等 , 上 掲 に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 原 核 生 物 細 胞 形 質 移 入 及 び 真 核 生 物 細 胞 形 質 移 入 の 方 法 、 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 Ｃ ａ Ｐ
Ｏ ４ 、 リ ポ ソ ー ム 媒 介 及 び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 用 い ら れ る
宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 そ の 細 胞 に 対 し て 適 し た 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 形 質 転 換 は な さ れ る 。
前 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た 塩 化 カ ル シ ウ ム を 用 い る カ ル シ ウ ム 処 理 又 は エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン が 、 一 般 的 に 原 核 生 物 に 対 し て 用 い ら れ る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ト ゥ メ フ ァ
シ エ ン ス に よ る 感 染 が 、 Shaw等 , Gene, 23:315 (1983)及 び 1989年 6月 29日 公 開 の WO 89/05
859に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 或 る 種 の 植 物 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 細
胞 壁 の な い 哺 乳 動 物 の 細 胞 に 対 し て は 、 Graham及 び van der Eb, Virology, 52:456-457 (
1978)の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 が 好 ま し い 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 宿 主 系 形 質 転 換 の 一 般 的 な
態 様 は 米 国 特 許 第 4,399,216号 に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 菌 中 へ の 形 質 転 換 は 、 典 型 的 に は
、 Van solingen等 , J. Bact., 130:946 (1977)及 び Hsiao等 , Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 76:3829 (1979)の 方 法 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。 し か し な が ら 、 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 中 に 導 入 す
る 他 の 方 法 、 例 え ば 、 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 無 傷 の 細
胞 、 又 は ポ リ カ チ オ ン 、 例 え ば ポ リ ブ レ ン 、 ポ リ オ ル ニ チ ン 等 を 用 い る 細 菌 プ ロ ト プ ラ ス
ト 融 合 も ま た 用 い る こ と も で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め の 種 々 の 技 術 に つ い
て は 、 Keown等 , Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990)及 び  Mansour等 , Nature, 
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336:348-352 (1988)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ こ に 記 載 の ベ ク タ ー に Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ あ る い は 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 細 胞
は 、 原 核 生 物 、 酵 母 菌 、 又 は 高 等 真 核 生 物 細 胞 で あ る 。 適 切 な 原 核 生 物 は 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 真 正 細 菌 、 例 え ば グ ラ ム 陰 性 又 は グ ラ ム 陽 性 生 物 体 、 例 え ば 大 腸 菌 の よ う な
腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 種 々 の 大 腸 菌 株 が 公 衆 に 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 株 Ｍ
Ｍ ２ ９ ４ （ ATCC31,446） ； 大 腸 菌 Ｘ １ ７ ７ ６ （ ATCC31,537） ； 大 腸 菌 株 Ｗ ３ １ １ ０ （ ATCC
27,325） 及 び Ｋ ５ ７ ７ ２ （ ATCC53,635） で あ る 。 他 の 好 ま し い 原 核 動 物 宿 主 細 胞 は 、 大 腸
菌 、 例 え ば 、 E. coli、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、 エ ル ビ ニ ア (Erwinia)、 ク レ ブ シ エ ラ (Klebsie
lla)、 プ ロ テ ウ ス (Proteus)、 サ ル モ ネ ラ 、 例 え ば 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 セ ラ チ ア 、 例 え ば
、 セ ラ チ ア マ ル セ サ ン ス (Serratia marcescans) 、 及 び 赤 痢 菌 、 並 び に 桿 菌 、 例 え ば バ シ
リ ス ブ チ リ ス (B. subtilis)及 び バ シ リ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス (B. licheniformis)（ 例 え ば
、 1989年 4月 12日 発 行 の DD 266,710に 記 載 さ れ た バ シ リ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス ４ １ Ｐ ） 、 シ
ュ ー ド モ ナ ス 、 例 え ば 緑 膿 筋 及 び ス ト レ プ ト マ イ セ ス な ど の 腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 こ れ ら の
例 は 限 定 で は な く 例 示 で あ る 。 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 生 産 発 行 の た め の 共 通 の 宿
主 株 で あ る の で 一 つ の 特 に 好 ま し い 宿 主 又 は 親 宿 主 で あ る 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 は 最 小
量 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 分 泌 す る 。 例 え ば 、 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 細 胞 に 外 来 の タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 変 異 を す る よ う に 修 飾 し て も よ く 、 そ の よ う な 宿 主 の
例 と し て は 、 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 １ Ａ ２ ； 完 全 な 遺 伝 子
型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ ｒ ３ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ９ Ｅ ４ ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ
ｒ ｔ ３ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ 　 (ａ ｒ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ )１ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｋ ａ ｎ <SU
P>r</SUP>を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ２ ７ Ｃ ７ （ ATCC 55,244） ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ
Ａ 　 ｐ ｔ ｒ ３ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ 　 (ａ ｌ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ )１ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｒ
ｂ ｓ ７ 　 ｉ ｌ ｖ Ｇ 　 ｋ ａ ｎ r を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ３ ７ Ｄ ６ ； 非 カ ナ マ イ シ ン 耐 性
ｄ ｅ ｇ Ｐ 欠 失 変 異 を 持 つ ３ ７ Ｄ ６ 株 で あ る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ４ ０ Ｂ ４ ； 及 び 1990年 8月 7
日 発 行 　 米 国 特 許 第 4,946,783号 に 開 示 さ れ た 変 異 周 辺 質 プ ロ テ ア ー ゼ を 有 す る 大 腸 菌 株
を 含 む 。 あ る い は 、 ク ロ ー ニ ン グ の イ ン ビ ト ロ 法 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 又 は 他 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー
ゼ ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 原 核 生 物 に 加 え て 、 糸 状 菌 又 は 酵 母 菌 の よ う な 真 核 微 生 物 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー
ド 化 ベ ク タ ー の た め の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 宿 主 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ヴ
ィ シ ア は 、 通 常 用 い ら れ る 下 等 真 核 生 物 宿 主 微 生 物 で あ る 。 他 に 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス プ
ロ ン ブ (Schizosaccharomyces prombe)（ Beach及 び Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; 198
5年 5月 2日 発 行 の EP 139,383） ； ク ル ベ ロ ミ セ ス ホ ス ツ (Kluveromyces hosts)（ 米 国 特 許
第 4,943,529号 ; Fleer等 , Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)） 、 例 え ば ケ ー ラ ク チ ス (
K. lactis)（ MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt等 , J. Bacteriol. 737 [1983]）
、 ケ ー フ ラ ギ リ ス (K. fragilis)（ ATCC 12,424） 、 ケ ー ブ ル ガ リ ク ス (K. bulgaricus)（ A
TCC 16,045） 、 ケ ー ウ ィ ケ ラ ミ イ (K. wickeramii)（ ATCC 24,178） 、 ケ ー ワ ル チ イ (K. wa
ltii)（ ATCC 56,500） 、 ケ ー ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム (K. drosophilarum)（ ATCC 36,906; Van d
en Berg等 , Bio/Technology, 8: 135 (1990)） 、 ケ ー テ モ ト レ ラ ン ス (K. themotolerans)
及 び ケ ー マ ル キ シ ア ナ ス (K. marxianus)； ヤ ロ ウ ィ ア (yarrowia)（ EP 402,226） ； ピ ッ チ
ャ パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)（ EP 183,070; Sheekrishna等 , J. Basic Microbiol, 28
: 265-278 [1988]） ； カ ン ジ ダ ； ト リ コ デ ル マ レ ー シ ア (reesia)（ EP 244,234） ； ア カ パ
ン カ ビ （ Case等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]） ； シ ュ ワ ニ オ マ
イ セ ス (schwanniomyces)、 例 え ば シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス オ ク シ デ ン タ リ ス (occidentalis)（
1990年 10月 31日 発 行 の EP 394,538） ； 及 び 糸 状 真 菌 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ 、 ペ ニ シ リ
ウ ム 、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ ム (Tolypocladium)（ 1991年 1月 10日 発 行 の WO 91/00357） ； 及 び コ
ウ ジ 菌 、 例 え ば 偽 巣 性 コ ウ ジ 菌 （ Ballance等 , Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 2
84-289 [1983]; Tilburn等 , Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等 , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]） 及 び ク ロ カ ビ （ Kelly及 び Hynes, EMBO J., 4: 475-47
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9 [1985]） が 含 ま れ る 。 こ こ で 好 ま し い メ チ ロ ト ロ ピ ッ ク (methylotropic)酵 母 は 、 こ れ
ら に 限 ら れ な い が 、 ハ ン セ ヌ ラ (Hansenula)、 カ ン ジ ダ 、 ク ロ エ ケ ラ (Kloeckera)、 ピ チ ア
(Pichia)、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 、 ト ル ロ プ シ ス (Torulopsis)、 及 び ロ ド ト ル ラ (Rhodotorula)
か ら な る 属 か ら 選 択 さ れ る メ タ ノ ー ル で 成 長 可 能 な 酵 母 を 含 む 。 こ の 酵 母 の 分 類 の 例 示 で
あ る 特 定 の 種 の リ ス ト は 、 C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982
)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 グ リ コ シ ル 化 Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現 に 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 多 細 胞 生 物 か ら 誘 導 さ れ る 。 無 脊 椎 動
物 細 胞 の 例 と し て は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｓ ２ 及 び ス ポ ド ス ペ ラ Ｓ ｆ ９ 等 の 昆 虫 細 胞 並 び に
植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 株 化 細 胞 の 例 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣
（ Ｃ Ｈ Ｏ ） 及 び Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 含 む 。 よ り 詳 細 な 例 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た サ
ル 腎 臓 Ｃ Ｖ １ 株  (COS-7, ATCC CRL 1651);ヒ ト 胚 腎 臓 株 （ 293又 は 懸 濁 培 養 で の 増 殖 の た
め に サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ た 293細 胞 、 Graham等 , J. Gen Virol., 36:59 (1977)） ;チ ャ イ
ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ (CHO, Urlaub及 び Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 77:4216 (1980));マ ウ ス の セ ル ト リ 細 胞 （ TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-
251 (1980)） ヒ ト 肺 細 胞  (W138, ATCC CCL 75); ヒ ト 肝 細 胞  (Hep G2, HB 8065); 及 び マ
ウ ス 乳 房 腫 瘍 細 胞  (MMT 060562, ATTC CCL51)を 含 む 。 適 切 な 宿 主 細 胞 の 選 択 は 、 こ の 分
野 の 技 術 常 識 内 に あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ｃ ． 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の 選 択 及 び 使 用
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 (例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ )は 、 ク ロ ー
ニ ン グ (Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 )又 は 発 現 の た め に 複 製 可 能 な ベ ク タ ー 内 に 挿 入 さ れ る 。 様 々 な ベ ク
タ ー が 公 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 粒
子 、 又 は フ ァ ー ジ の 形 態 と す る こ と が で き る 。 適 切 な 核 酸 配 列 が 、 種 々 の 手 法 に よ っ て ベ
ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 一 般 に 、 Ｄ Ｎ Ａ は こ の 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 適 当 な 制 限 エ ン ド
ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー 成 分 と し て は 、 一 般 に 、 こ れ ら に 制 限 さ れ る も
の で は な い が 、 一 又 は 複 数 の シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 一 又 は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、
エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 転 写 終 結 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 成 分 の 一 又
は 複 数 を 含 む 適 当 な ベ ク タ ー の 作 成 に は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 標 準 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術
を 用 い る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 直 接 的 に 組 換 え 手 法 に よ っ て 生 産 さ れ る だ け で は な く 、 シ グ ナ ル
配 列 あ る い は 成 熟 タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ -末 端 に 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る
他 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 ペ プ チ ド と し て も 生 産 さ れ る 。 一 般
に 、 シ グ ナ ル 配 列 は ベ ク タ ー の 成 分 で あ る か 、 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 Ｄ
Ｎ Ａ の 一 部 で あ る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ
、 ｌ ｐ ｐ あ る い は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン IIリ ー ダ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る 原 核 生 物 シ グ
ナ ル 配 列 で あ っ て よ い 。 酵 母 の 分 泌 に 関 し て は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ
ー ダ ー 、 ア ル フ ァ 因 子 リ ー ダ ー (酵 母 菌 属 (Saccharomyces)及 び ク ル イ ベ ロ マ イ シ ス (Kluyv
eromyces)α 因 子 リ ー ダ ー を 含 み 、 後 者 は 米 国 特 許 第 5,010,182号 に 記 載 さ れ て い る )、 又
は 酸 ホ ス フ ォ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 白 体 (C.albicans)グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ リ ー ダ ー (1990年 4月 4
日 発 行 の EP362179)、 又 は 1990年 11月 15日 に 公 開 さ れ た WO 90/13646に 記 載 さ れ て い る シ グ
ナ ル で あ り 得 る 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 発 現 に お い て は 、 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル 配 列 は 、 同 一 あ る い
は 関 連 あ る 種 の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 並 び に ウ イ ル ス 分 泌 リ ー ダ ー の よ う
な タ ン パ ク 質 の 直 接 分 泌 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 共 に 一 又 は 複 数 の 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て ベ ク タ
ー の 複 製 を 可 能 に す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 配 列 は 多 く の 細 菌 、 酵 母 及 び ウ イ ル ス
に 対 し て よ く 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ に 由 来 す る 複 製 開 始 点 は 大 部 分 の グ
ラ ム 陰 性 細 菌 に 好 適 で あ り 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド 開 始 点 は 酵 母 に 適 し て お り 、 様 々 な ウ イ ル ス
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開 始 点 (Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ 又 は Ｂ Ｐ Ｖ )は 哺 乳 動 物 細 胞 に お
け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 有 用 で あ る 。
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 選 べ る マ ー カ ー と も 称 さ れ る 選 択 遺 伝
子 を 含 む 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (a)ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト
あ る い は テ ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 抗 生 物 質 あ る い は 他 の 毒 素 に 耐 性 を 与 え 、 (b)栄 養 要
求 性 欠 陥 を 補 い 、 又 は (c)例 え ば バ シ リ に 対 す る 遺 伝 子 コ ー ド Ｄ -ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ の よ
う な 、 複 合 培 地 か ら 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に 適 切 な 選 べ る マ ー カ ー の 例 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ あ る い は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ の よ
う に 、 Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 を 取 り 込 む こ と の で き る 細 胞 成 分 を 同 定 す る こ と の で き る も
の で あ る 。 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 用 い た 場 合 の 好 適 な 宿 主 細 胞 は 、 Urlaub 等 に よ り , Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 調 製 さ れ 増 殖 さ れ た
Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 活 性 に 欠 陥 の あ る Ｃ Ｈ Ｏ 株 化 細 胞 で あ る 。 酵 母 菌 中 で の 使 用 に 好 適 な 選 択 遺 伝 子
は 酵 母 プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ ｐ ７ に 存 在 す る ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 で あ る ［ Stinchcomb等 , Nature, 28
2： 39(1979)； Kingman等 , Gene, 7： 141(1979)； Tschemper等 , Gene, 10： 157(1980)］ 。
ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 44076あ る い は Ｐ Ｅ Ｐ ４ -１ の よ う な ト リ プ ト フ
ァ ン 内 で 成 長 す る 能 力 を 欠 く 酵 母 菌 の 突 然 変 異 株 に 対 す る 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る ［ Jone
s, Genetics, 85:12 (1977)］ 。
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 通 常 、 Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 作 用 可 能 に 結 合
し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 種 々 の 可 能 な 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ
る 好 適 な プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ て い る 。 原 核 生 物 宿 主 で の 使 用 に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー は β
-ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Cahng等 , Nature, 275:615 (1978)；  Goe
ddel等 , Nature, 281:544 (1979)］ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン (trp)
プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776］ 、 及 び ハ
イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー ［ deBoer 等 , Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 80:21-25 (1983)］ を 含 む 。 細 菌 系 で 使 用 す る プ ロ モ ー タ も ま た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 作 用 可 能 に 結 合 し た シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ー ノ (S.D.)配 列 を 有 す る
。
【 ０ １ １ ４ 】
　 酵 母 宿 主 と 共 に 用 い て 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 例 と し て は 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ ラ ー ト
キ ナ ー ゼ ［ Hitzeman 等 , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］ 又 は 他 の 糖 分 解 酵 素 ［ Hess
 等 , J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 17： 4900(1987)］
、 例 え ば エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ
、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -６ -リ ン 酸 イ ソ
メ ラ ー ゼ 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ セ リ ン 酸 イ ソ
メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
　 他 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 成 長 条 件 に よ っ て 転 写 が 制 御 さ れ る 付 加 的 効 果 を 有 す
る 誘 発 的 プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ム Ｃ 、 酸 フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 と 関 連 す る 分 解 性 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ
ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 及 び マ ル ト ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 を 支 配 す る 酵 素
の プ ロ モ ー タ ー 領 域 が あ る 。 酵 母 菌 で の 発 現 に 好 適 に 用 い ら れ る ベ ク タ ー と プ ロ モ ー タ は
EP 73,657に 更 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に お け る ベ ク タ ー か ら の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 転 写 は 、 例 え ば 、 ポ リ
オ ー マ ウ ィ ル ス 、 伝 染 性 上 皮 腫 ウ ィ ル ス (1989年 7月 5日 公 開 の UK2,211,504)、 ア デ ノ ウ ィ
ル ス (例 え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス ２ )、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ ィ ル ス 及 び サ ル ウ ィ ル ス ４ ０ (SV40)の よ う な ウ ィ
ル ス の ゲ ノ ム か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 異 種 性 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ア ク チ ン
プ ロ モ ー タ ー 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 熱 衝 撃 プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ る プ
ロ モ ー タ ー に よ っ て 、 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 宿 主 細 胞 系 に 適 合 し 得 る 限 り 制 御 さ れ る
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。
　 よ り 高 等 の 真 核 生 物 に よ る 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は 、 ベ
ク タ ー 中 に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ 得 る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 通
常 は 約 １ ０ か ら ３ ０ ０ 塩 基 対 で 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 用 し て そ の 転 写 を 増 強 す る Ｄ Ｎ Ａ の シ
ス 作 動 要 素 で あ る 。 哺 乳 動 物 遺 伝 子 由 来 の 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 現 在 知 ら れ て い る (
グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 及 び イ ン ス リ ン )。 し か し な
が ら 、 典 型 的 に は 、 真 核 細 胞 ウ ィ ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー が 用 い ら れ る で あ ろ う 。 例 と し
て は 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー (１ ０ ０ － ２ ７ ０ 塩 基 対 )、 サ イ ト メ ガ ロ
ウ ィ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 及
び ア デ ノ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 配 列 の ５ ’
又 は ３ ’ 位 で ベ ク タ ー 中 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 得 る が 、 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー か ら ５ ’
位 に 位 置 し て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ま た 真 核 生 物 宿 主 細 胞 (酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 又 は 他 の 多 細 胞 生 物 由
来 の 有 核 細 胞 )に 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 の 終 結 及 び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要 な
配 列 も 含 む 。 こ の よ う な 配 列 は 、 真 核 生 物 又 は ウ ィ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 通 常 は ５
’ 、 時 に は ３ ’ の 非 翻 訳 領 域 か ら 取 得 で き る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 部 分 に ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド セ グ
メ ン ト を 含 む 。
　 組 換 え 脊 椎 動 物 細 胞 培 養 で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 に 適 応 化 す る の に 適 切 な 他 の 方
法 、 ベ ク タ ー 及 び 宿 主 細 胞 は 、 Gething等 , Nature, 293:620-625 (1981); Mantei等 , Nat
ure, 281:40-46 (1979); EP 117,060; 及 び EP 117,058に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ｄ ． 遺 伝 子 増 幅 ／ 発 現 の 検 出
　 遺 伝 子 の 増 幅 及 び ／ 又 は 発 現 は 、 こ こ で 提 供 さ れ た 配 列 に 基 づ き 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ
ロ ー ブ を 用 い 、 例 え ば 、 従 来 よ り の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 定 量 化 す る ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ［ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］ 、 ド ッ ト
ブ ロ ッ ト 法 (Ｄ Ｎ Ａ 分 析 )、 又 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 、 直 接 的 に
試 料 中 で 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 及 び Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ
Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 又 は Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 二 本 鎖 を 含 む 、 特 異 的 二 本 鎖 を 認 識 す る こ
と が で き る 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 次 い で 、 抗 体 を 標 識 し 、 ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と
が で き 、 こ こ で 二 本 鎖 は 表 面 に 結 合 し て お り 、 そ の 結 果 二 本 鎖 の 表 面 で の 形 成 の 時 点 で そ
の 二 本 鎖 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 あ る い は 、 遺 伝 子 の 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 直 接 的 に 定 量 す る 免 疫 学 的 な 方 法 、 例
え ば 細 胞 又 は 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び 細 胞 培 養 又 は 体 液 の ア ッ セ イ に よ っ て 、
測 定 す る こ と も で き る 。 試 料 液 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び ／ 又 は ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で も ポ リ ク ロ ー ナ ル で も よ く 、 任 意 の 哺 乳 動 物 で 調 製 す る こ と が で き る
。 簡 便 に は 、 抗 体 は 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は こ こ で 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を ベ ー ス と し た 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 し 特 異 的 抗 体 エ ピ
ト ー プ を コ ー ド す る 外 因 性 配 列 に 対 し て 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ｅ ． ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 は 、 培 地 又 は 宿 主 細 胞 の 溶 菌 液 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。
膜 結 合 性 で あ る な ら ば 、 適 切 な 洗 浄 液 (例 え ば ト リ ト ン -Ｘ １ ０ ０ )又 は 酵 素 的 切 断 を 用 い
て 膜 か ら 引 き 離 す こ と が で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 用 い ら れ る 細 胞 は 、 凍 結 融
解 サ イ ク ル 、 超 音 波 処 理 、 機 械 的 破 壊 、 又 は 細 胞 溶 解 剤 な ど の 種 々 の 化 学 的 又 は 物 理 的 手
段 に よ っ て 破 壊 す る こ と が で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 、 組 換 え 細 胞 タ ン パ ク 又 は ポ リ ペ プ チ ド か ら 精 製 す る こ と が 望 ま
し い 。 適 切 な 精 製 手 順 の 例 で あ る 次 の 手 順 に よ り 精 製 さ れ る ： す な わ ち 、 イ オ ン 交 換 カ ラ
ム で の 分 画 ； エ タ ノ ー ル 沈 殿 ； 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ； シ リ カ 又 は カ チ オ ン 交 換 樹 脂 、 例 え ば Ｄ Ｅ
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Ａ Ｅ に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ ； Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ； 硫 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 沈 殿 ； 例 え ば セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ -７ ５ を 用 い る ゲ ル 濾 過 ;Ｉ ｇ Ｇ の よ う な 汚 染 物 を
除 く プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 を
結 合 さ せ る 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム で あ る 。 こ の 分 野 で 知 ら れ 、 例 え ば 、 Deutcher, Method
es in Enzymology, 182 (1990)； Scopes, Protein Purification: Principles and Pract
ice, Springer-Verlag, New York (1982)に 記 載 さ れ た 多 く の タ ン パ ク 質 精 製 方 法 を 用 い
る こ と が で き る 。 選 ば れ る 精 製 過 程 は 、 例 え ば 、 用 い ら れ る 生 産 方 法 及 び 特 に 生 産 さ れ る
特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ の 性 質 に 依 存 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
Ｅ ． Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 腫 瘍 組 織 及 び 細 胞 系 で の 増 幅
　 こ の 発 明 は 或 る 種 の 癌 細 胞 で 増 幅 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定 及 び 特 徴 付 け に 基 づ い て い る 。
　 原 核 生 物 及 び 真 核 生 物 ゲ ノ ム に ２ つ の 見 掛 け 上 は 矛 盾 す る 要 件 を 課 し た 。 一 方 は 、 遺 伝
情 報 と し て の Ｄ Ｎ Ａ の そ の 最 初 の 形 態 で の 保 存 及 び 繁 殖 で あ り 、 複 数 の 世 代 を 通 し て 安 定
な 遺 伝 を 確 保 す る 。 他 方 で は 、 細 胞 又 は 生 物 が 最 近 の 環 境 変 化 を 採 用 し な け れ ば な ら な い
。 適 応 メ カ ニ ズ ム は 遺 伝 子 物 質 の 質 的 又 は 量 的 改 変 を 含 み う る 。 質 的 改 変 は 、 コ ー ド 化 配
列 が 変 化 し て 構 造 的 又 は 機 能 的 に 異 な る タ ン パ ク 質 を 生 ず る Ｄ Ｎ Ａ 変 異 を 含 む 。 遺 伝 子 増
幅 は 量 的 改 変 で あ り 、 そ れ に よ り 実 際 の 完 全 な コ ー ド 化 配 列 、 即 ち 遺 伝 子 の 数 が 増 加 し 、
転 写 に 利 用 で き る テ ン プ レ ー ト 数 の 増 加 、 翻 訳 可 能 な 転 写 物 の 数 の 増 加 、 及 び 最 終 的 に は
増 幅 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 の 増 加 を も た ら す 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 遺 伝 子 増 幅 の 現 象 及 び そ こ に あ る メ カ ニ ズ ム は 、 幾 つ か の 原 核 及 び 真 核 生 物 細 胞 培 養 系
で イ ン ビ ト ロ 実 験 さ れ て い る 。 遺 伝 子 増 幅 の 最 も 特 徴 づ け ら れ た 例 は 、 種 々 の 濃 度 の 細 胞
毒 性 薬 メ ト ト レ キ セ ー ト （ Ｍ Ｔ Ｘ ） を 含 有 す る 培 地 で の 真 核 生 物 細 胞 の 培 養 を 含 む 。 Ｍ Ｔ
Ｘ は 葉 酸 類 似 物 で あ り 酵 素 デ ヒ ド ロ フ ォ レ ー ト レ ダ ク タ ー ゼ （ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ） の ブ ロ ッ ク に よ
り Ｄ Ｎ Ａ 合 成 を 妨 害 す る 。 低 濃 度 の Ｍ Ｔ Ｘ に 最 初 に 暴 露 す る と 殆 ど の 細 胞 （ 99.9%） が 死
亡 す る 。 少 量 の 細 胞 は 生 き 残 り 、 多 量 の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ -Ｒ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ ク 質 を 生 産 す る こ と
に よ り Ｍ Ｔ Ｘ 濃 度 を 増 加 さ せ て も 成 長 で き る 。 こ の 過 剰 生 産 の 基 礎 は 単 一 の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 遺 伝
子 の 増 幅 で あ る 。 遺 伝 子 の さ ら な る コ ピ ー は 、 小 さ く 過 剰 な 染 色 体 （ 二 重 微 小 ） の 形 態 で
染 色 体 外 コ ピ ー と し て 、 又 は 一 体 化 染 色 体 コ ピ ー と し て 見 ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 遺 伝 子 増 幅 は 、 細 胞 毒 性 薬 （ 最 近 に 対 す る 抗 生 物 質 及 び 真 核 生 物 に 対 す る 化 学 治 療 薬 ）
へ の 耐 性 の 進 行 及 び 腫 瘍 形 成 性 形 質 転 換 に お い て 最 も 普 通 に 起 こ る 。 自 発 的 事 象 と し て の
又 は ウ イ ル ス 又 は 化 学 ／ 環 境 侵 襲 に よ る 真 核 生 物 の 形 質 転 換 は 典 型 的 に そ の 細 胞 の 遺 伝 物
質 に お け る 変 化 を 伴 う 。 ヒ ト 悪 性 収 容 で 観 察 さ れ る 最 も 通 常 の 遺 伝 的 変 化 は ｐ ５ ３ タ ン パ
ク 質 の 突 然 変 異 で あ る 。 ｐ ５ ３ は 、 定 常 （ Ｇ １ ） か ら 複 製 （ Ｓ ） 相 へ の 細 胞 の 転 移 を 制 御
し 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 の 存 在 下 で こ の 転 移 を 防 止 す る 。 言 い 換 え れ ば 、 ｐ ５ ３ 変 異 不 全 の 主 な 結
果 の 一 つ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 の 蓄 積 及 び 成 長 、 即 ち 遺 伝 的 変 化 で あ る 。 腫 瘍 形 成 細 胞 に お け る
遺 伝 的 変 化 の 通 常 の 型 は 、 点 変 異 に 加 え て 、 増 幅 及 び 全 体 、 構 造 的 改 変 、 例 え ば 転 位 置 で
あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 増 幅 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 実 験 系 で 例 示 し た よ う に 特 定 の 機 能 的 要 件 を 示 す 。 従 っ
て 、 悪 性 に お け る あ る 種 の オ ン コ ジ ー ン の 増 幅 は 悪 性 形 質 転 換 及 び 形 質 転 換 フ ェ ノ タ イ プ
の 維 持 の プ ロ セ ス に お け る こ れ ら の 遺 伝 子 の 原 因 と な る 役 割 を 示 す 。 こ の 仮 説 が 最 近 の 研
究 で 支 持 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ｂ ｃ ｌ -２ タ ン パ ク 質 は あ る 型 の 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 に お
い て 増 幅 さ れ る こ と が 見 い だ さ れ た 。 こ の タ ン パ ク 質 は ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 し て 腫 瘍 形 成
細 胞 の 蓄 積 を 進 行 さ せ る 。 成 長 因 子 レ セ プ タ ー の 遺 伝 子 フ ァ ミ リ の メ ン バ ー が 種 々 の 型 の
癌 で 増 幅 さ れ る こ と が 見 い だ さ れ 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー の 過 剰 発 現 が 、 腫 瘍 細 胞 の 制 限 さ
れ た 量 の 利 用 可 能 な 成 長 因 子 に 対 す る 感 受 性 を 低 下 さ せ る 。 例 と し て は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 欠
乏 治 療 の 間 の 再 発 前 立 腺 癌 に お け る ア ン ド ロ ゲ ン レ セ プ タ ー の 増 幅 、 及 び 乳 癌 に お け る 成
長 因 子 レ セ プ タ ー 相 同 体 Ｅ Ｒ Ｂ ２ の 増 幅 を 含 む 。 最 近 、 細 胞 間 シ グ ナ ル 伝 達 及 び 細 胞 周 期
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進 行 に 含 ま れ る 遺 伝 子 が 悪 性 形 質 転 換 の 間 に 増 幅 を 受 け う る 。 こ れ は 、 種 々 の 上 皮 及 び リ
ン パ 腫 瘍 形 成 に お け る ｂ ｃ ｌ -Ｉ 及 び ｒ ａ ｓ 遺 伝 子 の 増 幅 に よ っ て 例 示 さ れ る 。
　 こ れ ら の 初 期 の 研 究 は 、 こ れ ら の 方 法 が 悪 性 形 質 転 換 に 重 要 な 遺 伝 子 の 同 定 が 可 能 で あ
る た め 、 腫 瘍 形 成 に お い て 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 同 定 の 可 能 性 を 例 示 す る 。 Ｅ Ｒ Ｂ ２ の
場 合 も 、 形 質 転 換 タ ン パ ク 質 が 腫 瘍 治 療 の た め の 新 規 で 特 異 的 な 標 的 を 示 す の で 、 治 療 的
立 場 か ら の 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 増 幅 さ れ た ゲ ノ ム 配 列 を 示 す の に 幾 つ か の 異 な る 技 術 を 使 用 で き る 。 癌 細 胞 か ら 調 製 し
た 染 色 体 展 開 の 古 典 的 な 細 胞 発 生 分 析 は 、 転 位 置 、 欠 失 及 び 変 換 と い っ た 全 体 構 造 変 化 を
同 定 す る に は 十 分 で あ る 。 増 幅 ゲ ノ ム 領 域 は 、 そ れ ら が 高 い コ ピ ー 数 を 含 む か 染 色 体 外 物
質 と し て 存 在 す る 場 合 に の み 可 視 化 さ れ る 。 細 胞 発 生 は 特 定 の 腫 瘍 形 成 を 持 つ 特 定 の 染 色
体 変 化 の 一 貫 し た 関 係 を 示 す た め の 第 １ の 技 術 だ が 、 管 理 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 同 定 及 び 単
離 に は 不 十 分 で あ る 。 よ り 最 近 に 開 発 さ れ た 技 術 の 競 合 ゲ ノ ム ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （
Ｃ Ｇ Ｈ ） は 腫 瘍 形 成 に お け る ゲ ノ ム 増 幅 の 広 範 な 現 象 を 例 示 す る 。 腫 瘍 及 び 正 常 Ｄ Ｎ Ａ は
正 常 細 胞 の 分 裂 中 期 に 同 時 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 腫 瘍 に 高 頻 度 で 存 在 す る Ｄ Ｎ Ａ
配 列 に つ い て の 画 像 分 析 で 全 ゲ ノ ム を ス ク リ ー ニ ン グ す る （ WO 93/18,186; Gray等 , Radi
ation Res. 137: 275-289 [1994]） 。 ス ク リ ー ニ ン グ 法 と し て 、 こ の タ イ プ の 分 析 は 、 種
々 の ヒ ト 腫 瘍 に お け る 再 発 ア ン プ リ コ ン （ 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ の 伸 展 ） の 多 数 を 明 ら か に し た 。 Ｃ
Ｇ Ｈ は 古 典 的 細 胞 発 生 分 析 よ り Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 伸 展 の 同 定 に お い て 感 度 が 高 い が 、 そ れ は 標
準 的 な 遺 伝 子 技 術 に よ り ア ン プ リ コ ン 内 の コ ー ド 化 配 列 の 迅 速 な 同 定 及 び 単 離 が で き な い
。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 遺 伝 子 増 幅 の 検 出 に 最 も 感 度 の 良 い 方 法 は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） ベ ー ス の ア
ッ セ イ で あ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ は 極 め て 少 量 の 腫 瘍 Ｄ Ｎ Ａ を 出 発 材 料 と し て 用 い 、 精 巧
で 感 度 が 良 く 、 配 列 決 定 な ど の 更 な る 分 析 に 利 用 で き る Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 し 、 高 容 量 ス ル ー プ
ッ ト 分 析 に 適 し て い る 。
　 上 記 の ア ッ セ イ は 相 互 に 排 他 的 で は な く 、 腫 瘍 形 成 に お け る 増 幅 の 同 定 に し ば し ば 組 み
合 わ せ て 使 用 さ れ る 。 細 胞 発 生 分 析 及 び Ｃ Ｇ Ｈ は 増 幅 領 域 の 全 ゲ ノ ム の 概 観 の た め の ス ク
リ ー ニ ン グ 法 を 代 表 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の ア ッ セ イ は コ ー ド 化 配 列 、 即 ち 増 幅 領 域 の 遺 伝 子
を 最 終 的 に 同 定 す る の に 最 も 適 し て い る 。
　 本 発 明 に よ り 、 こ の よ う な 遺 伝 子 は 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ S. Gelmini等 , Clin, Chem. 43: 75
2 [1997]） に よ り 、 乳 、 肺 、 結 腸 、 前 立 腺 、 脳 、 肝 臓 、 腎 臓 、 膵 臓 、 脾 臓 、 精 巣 、 卵 巣 、
子 宮 な ど 、 腫 瘍 、 又 は 腫 瘍 細 胞 系 を 含 む 種 々 の 原 発 腫 瘍 か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 健 常 ド ナ ー か ら の
プ ー ル し た Ｄ Ｎ Ａ と 比 較 す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 TaqMan（ 商 品 名 ）
装 置 （ ABI） を 用 い て 実 施 さ れ た 。 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 及 び 蛍 光 発 生 プ ロ ー ブ は 、 Ｄ
Ｎ Ａ の コ ー ド 化 配 列 に 基 づ い て 設 計 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ヒ ト 肺 癌 細 胞 系 は 、 Ａ ５ ４ ９ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ６ ８ )、 Ｃ ａ ｌ ｕ -１ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ６ ９ )、 Ｃ ａ
ｌ ｕ -６ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ ０ )、 Ｈ １ ５ ７ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ １ )、 Ｈ ４ ４ １ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ ２ )、 Ｈ
４ ６ ０ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ ３ )、 Ｓ Ｋ Ｍ Ｅ Ｓ -１ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ ４ )、 Ｓ Ｗ ９ ０ ０ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ ５
)、 Ｈ ５ ２ ２ （ Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ３ ２ ） 、 及 び Ｈ ８ １ ０ （ Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ３ ３ ） を 含 み 、 全 て Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ か ら 入 手 可 能 で あ る 。 原 発 ヒ ト 肺 腫 瘍 細 胞 は 通 常 は 腺 癌 、 扁 平 上 皮 細 胞 癌 、 大 細 胞 癌 、
非 -小 細 胞 癌 、 小 細 胞 癌 、 及 び 気 管 支 肺 胞 癌 か ら 誘 導 さ れ 、 例 え ば 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ２ ４ （ 「 A
denoCa」 と 略 記 さ れ る 腺 癌 ） （ Ｌ Ｔ １ ） 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ２ ５ (「 SqCCa」 と 略 記 さ れ る 扁 平 上
皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ １ ａ )、 Ｓ Ｒ Ｃ ７ ２ ５ (「 Ｎ Ｓ Ｃ Ｃ ａ 」 と 略 記 さ れ る 非 -小 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ １
ａ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ２ ６ (腺 癌 )(Ｌ Ｔ ２ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ２ ７ (腺 癌 )(Ｌ Ｔ ３ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ２ ８
（ 腺 癌 ） (Ｌ Ｔ ４ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ２ ９ (扁 平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ ６ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ０ (腺 ／ 扁
平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ ７ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ２ ５ （ 腺 癌 ） （ Ｌ Ｔ ８ ） 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ １ (腺 癌 )(Ｌ
Ｔ ９ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ２ （ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ １ ０ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ３ （ 扁 平 上 皮 細 胞 癌
） (Ｌ Ｔ １ １ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ４ (腺 癌 )(Ｌ Ｔ １ ２ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ５ (腺 ／ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 )
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(Ｌ Ｔ １ ３ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ６ （ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ） (Ｌ Ｔ １ ５ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ７ （ 扁 平 上 皮
細 胞 癌 ） (Ｌ Ｔ １ ６ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ８ (扁 平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ １ ７ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ３ ９ (扁
平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ １ ８ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４ ０ (扁 平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ １ ９ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４
１ (肺 細 胞 癌 、 「 LCCa」 と 略 記 )(Ｌ Ｔ ２ １ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ １ １ (腺 癌 )(Ｌ Ｔ ２ ２ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ
８ ８ ７ (扁 平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ ２ ６ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ８ ８ (腺 -BAC癌 )(Ｌ Ｔ ２ ７ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８
８ ９ （ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ ２ ８ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ９ ０ （ 扁 平 上 皮 細 胞 癌 ） (Ｌ Ｔ ２ ９ )、 Ｓ
Ｒ Ｃ Ｃ ８ ９ １ (腺 癌 )(Ｌ Ｔ ３ ０ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ９ ２ (扁 平 上 皮 細 胞 癌 )(Ｌ Ｔ ３ １ )、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ
８ ９ ４ （ 腺 癌 ） (Ｌ Ｔ ３ ３ ） を 含 む 。 ま た 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ １ ２ ５ ［ HF-000631］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １
１ ２ ７ ［ HF-000641］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ １ ２ ９ ［ HF-000643］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ １ ３ ３ ［ HF-000840
］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ １ ３ ５ ［ HF-000842］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ２ ７ ［ HF-001291］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ２
９ ［ HF-001293］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ０ ［ HF-001294］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ３ １ ［ HF-001295］ 、
Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ２ ［ HF-001296］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ３ ［ HF-001297］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ５ ［
HF-001299］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ３ ６ ［ HF-001300］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ２ ９ ６ ［ HF-001640］ 、 Ｓ Ｒ
Ｃ Ｃ １ ２ ９ ９ ［ HF-001643］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ３ ０ ０ ［ HF-001644］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ３ ０ １ ［ HF-0
01645］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ３ ０ ２ ［ HF-001646］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ３ ０ ３ ［ HF-001647］ 、 及 び Ｓ Ｒ
Ｃ Ｃ １ ３ ０ ４ ［ HF-001648］ と 称 さ れ る ヒ ト 肺 腫 瘍 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 結 腸 癌 細 胞 系 は 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 細 胞 系 Ｓ Ｗ ４ ８ ０ (腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ ６ )、 Ｓ Ｗ ６
２ ０ (結 腸 腺 癌 の リ ン パ 節 転 移 、 Ｓ Ｒ Ｃ ７ ７ ７ )、 Ｃ ｏ ｌ ｏ ３ ２ ０ (癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ ８ )、
Ｈ Ｔ ２ ９ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ７ ９ ） 、 Ｈ Ｃ Ｃ ２ ９ ９ ８ (癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ３ ０ )、 Ｈ Ｍ ７ (Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 大 腸 腺 癌 細 胞 系 Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ の 高 ム シ ン 産 生 変 異 体 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ８ ０ 、 Robert War
ren博 士 , UCSFか ら 得 た ） 、 Ｃ ａ Ｗ ｉ Ｄ ｒ (腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ８ １ )、 Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６ (癌 、 Ｓ
Ｒ Ｃ Ｃ ７ ８ ２ )、 Ｓ Ｋ Ｃ Ｏ １ (腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ８ ３ )、 Ｓ Ｗ ４ ０ ３ (腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ８ ４
)、 Ｌ Ｓ １ ７ ４ Ｔ (癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ８ ５ )、 Ｃ ｏ ｌ ｏ ２ ０ ５ (癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ２ ８ )、 Ｈ Ｃ Ｔ
１ ５ (癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ２ ９ )、 Ｈ Ｃ Ｃ ２ ９ ９ ８ （ 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ３ ０ ） 、 及 び Ｋ Ｍ １ ２ (癌
、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ３ １ )を 含 む 。 原 発 大 腸 腫 瘍 は 、 Ｃ Ｔ ２ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４ ２ )、 Ｃ Ｔ ３ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ
７ ４ ３ )、 Ｃ Ｔ ８ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４ ４ )、 Ｃ Ｔ １ ０ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４ ５ )、 Ｃ Ｔ １ ２ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４
６ )、 Ｃ Ｔ １ ４ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４ ７ )、 Ｃ Ｔ １ ５ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４ ８ )、 Ｃ Ｔ １ ６ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ４ ９
)、 Ｃ Ｔ １ ７ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ０ )、 Ｃ Ｔ １ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ １ )、 Ｃ Ｔ ４ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ２ )、 Ｃ
Ｔ ５ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ３ )、 Ｃ Ｔ ６ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ４ )、 Ｃ Ｔ ７ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ５ )、 Ｃ Ｔ ９ (Ｓ
Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ６ )、 Ｃ Ｔ １ １ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ７ )、 Ｃ Ｔ １ ８ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ８ ) 、 Ｃ Ｔ １ ９ （ 腺
癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ ０ ６ ） 、 Ｃ Ｔ ２ ０ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ ０ ７ ） 、 Ｃ Ｔ ２ １ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ
９ ０ ８ ） 、 Ｃ Ｔ ２ ２ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ ０ ９ ） 、 Ｃ Ｔ ２ ３ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ ０ ） 、 Ｃ
Ｔ ２ ４ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ １ ） 、 Ｃ Ｔ ２ ５ (腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ ２ )、 Ｃ Ｔ ２ ６ （ 腺 癌 、
Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ ３ ） 、 Ｃ Ｔ ２ ７ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ ４ ） 、 Ｃ Ｔ ２ ８ (腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １
５ )、 Ｃ Ｔ ２ ９ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ ６ ） 、 Ｃ Ｔ ３ ０ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ ７ ） 、 Ｃ Ｔ ３
１ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ ８ ） 、 Ｃ Ｔ ３ ２ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ １ ９ ） 、 Ｃ Ｔ ３ ３ （ 腺 癌 、 Ｓ
Ｒ Ｃ Ｃ ９ ２ ０ ） 、 Ｃ Ｔ ３ ５ (腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ ２ １ )及 び Ｃ Ｔ ３ ６ （ 腺 癌 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ ２ ２
） と 称 さ れ る 大 腸 腺 癌 を 含 む 。 ま た 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ５ １ ［ HF-000499］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ５
２ ［ HF-000539］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ５ ３ ［ HF-000575］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ５ ４ ［ HF-000698］ 、
Ｓ Ｒ Ｃ １ ０ ５ ９ ［ HF-000755］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ６ ０ ［ HF-000756］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ １ １ ４ ２ ［ HF-0
00762］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ １ ４ ４ ［ HF-000789］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ １ １ ４ ６ ［ HF-000795］ 及 び Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ
１ １ ４ ８ ［ HF-000811］ と 称 さ れ る ヒ ト 大 腸 腫 瘍 中 心 も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ヒ ト 乳 癌 細 胞 系 は 、 例 え ば 、 Ｈ Ｂ Ｌ １ ０ ０ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ５ ９ )、 Ｍ Ｂ ４ ３ ５ ｓ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ
７ ６ ０ )、 Ｔ ４ ７ Ｄ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ６ １ )、 Ｍ Ｂ ４ ６ ８ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ６ ２ )、 Ｍ Ｂ １ ７ ５ (Ｓ Ｒ Ｃ
Ｃ ７ ６ ３ )、 Ｍ Ｂ ３ ６ １ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ６ ４ )、 Ｂ Ｔ ２ ０ (Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ６ ５ )、 Ｍ Ｃ Ｆ ７ (Ｓ Ｒ Ｃ
Ｃ ７ ６ ６ )、 及 び Ｓ Ｋ Ｂ Ｒ ３ （ Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ７ ６ ７ ） 、 及 び Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ５ ７ ［ HF-000545］ と
称 さ れ る ヒ ト 乳 腫 瘍 中 心 を 含 む 。 ま た 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ９ ４ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ９ ５ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ
１ ０ ９ ６ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ９ ７ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ９ ８ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ９ ９ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ １ ０ ０
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、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ １ ０ １ と 称 さ れ る ヒ ト 乳 腫 瘍 、 及 び Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ８ ９ ３ ［ LT32］ と 称 さ れ る brea
st-met-ling-NS腫 瘍 が 含 ま れ る 。
　 ヒ ト 直 腸 腫 瘍 は Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ ８ １ ［ HF-000550］ 及 び Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ ８ ２ ［ HF-000551］ を 含 む
。
　 ヒ ト 腎 臓 腫 瘍 中 心 は 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ ９ ８ ９ ［ HF-000611］ 及 び Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ １ ４ ［ HF-000613
］ を 含 む 。
　 ヒ ト 精 巣 腫 瘍 中 心 は Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ０ １ ［ HF-000733］ 、 そ し て 精 巣 腫 瘍 辺 縁 は Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ
９ ９ ９ ［ HF-000716］ を 含 む 。
　 ヒ ト 上 皮 小 体 腫 瘍 は Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ０ ２ ［ HF-000831］ 及 び Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ０ ３ ［ HF-000832
］ を 含 む 。
　 ヒ ト リ ン パ 節 腫 瘍 は Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ０ ４ ［ HF-000854］ 、 Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ０ ５ ［ HF-000855］
、 及 び Ｓ Ｒ Ｃ Ｃ １ ０ ０ ６ ［ HF-000856］ を 含 む 。
【 ０ １ ２ ８ 】
Ｆ ． 組 織 分 布
　 こ こ で の 遺 伝 子 増 幅 ア ッ セ イ の 結 果 は 、 種 々 の ヒ ト 組 織 で の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の 測 定 な ど の
さ ら な る 実 験 に よ り 確 認 で き る 。
　 上 記 し た よ う に 、 種 々 の 組 織 に お け る 遺 伝 子 増 幅 又 は 遺 伝 子 発 現 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 の
定 量 化 の た め の 従 来 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト （ Thomas, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 77: 5201-5205 [1980]） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト （ Ｄ Ｎ Ａ 分 析 ） 、 又 は イ ン サ イ ツ ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 こ こ に 提 供 す る 配 列 に も と づ い て 適 切 な 標 識 プ ロ ー ブ を 用
い て 測 定 で き る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 、 及 び Ｄ Ｎ Ａ -Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ
ッ ド 二 重 鎖 又 は Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 質 二 重 鎖 を 含 む 特 定 の 二 重 鎖 を 認 識 す る 抗 体 を 用 い て も
よ い 。
　 あ る い は 、 種 々 の 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 を 直 接 定 量 化 す る た め の 、 組
織 断 片 及 び 細 胞 培 地 又 は 体 液 の 免 疫 組 織 学 的 染 色 な ど の 免 疫 的 方 法 に よ っ て も 測 定 で き る
。 免 疫 組 織 学 的 染 色 及 び ／ 又 は 試 料 液 の ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で も ポ
リ ク ロ ー ナ ル で も よ く 、 任 意 の 動 物 か ら 調 製 さ れ る 。 便 利 に は 、 抗 体 は 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は こ こ に 提 供 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 、 又
は Ｐ Ｒ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 融 合 し 特 異 的 抗 体 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 細 胞 外 配 列 に 対 し て 調
製 さ れ る 。 抗 体 を 生 成 す る 一 般 的 技 術 、 及 び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ト コ ー ル は 以 下 に 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
Ｇ ． 染 色 体 マ ッ ピ ン グ
　 与 え ら れ た 遺 伝 子 の 増 幅 が 機 能 的 に 関 連 す る 場 合 は 、 そ の 遺 伝 子 は 、 腫 瘍 生 存 に 重 要 で
な い 隣 接 ゲ ノ ム 領 域 よ り 多 く 増 幅 す べ き で あ る 。 こ れ を 試 験 す る た め に 、 例 え ば 放 射 性 ハ
イ ブ リ ッ ド 分 析 に よ り 、 遺 伝 子 を 特 定 染 色 体 に マ ッ ピ ン グ で き る 。 次 い で 、 増 幅 レ ベ ル を
特 定 し た 位 置 及 び 隣 接 ゲ ノ ム 領 域 に お い て 測 定 す る 。 遺 伝 子 が マ ッ ピ ン グ さ れ た ゲ ノ ム 領
域 で の 選 択 的 又 は 優 先 的 増 幅 は 、 観 察 さ れ た 遺 伝 子 増 幅 が 腫 瘍 成 長 又 は 生 存 を 促 進 す る 可
能 性 と 一 致 す る 。 染 色 体 マ ッ ピ ン グ は フ レ ー ム ワ ー ク 及 び エ ピ セ ン タ ー マ ッ ピ ン グ の 両 方
を 含 む 。 さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Stewart等 , Genome Research 7, 422-433 (1997)を 参
照 。
【 ０ １ ３ ０ 】
Ｈ ． 抗 体 結 合 実 験
　 遺 伝 子 増 幅 実 験 の 結 果 は 、 腫 瘍 （ 癌 ） 細 胞 上 で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 阻 害 す る
抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 能 力 が 試 験 さ れ る 抗 体 結 合 実 験 に よ っ て 更 に 確 認 で き る 。 例 示 的 な 抗 体 は
、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 二 重 特 異 性 、 及 び へ テ ロ 抱 合 体 抗 体 を 含 み
、 そ の 調 製 は 以 下 に 記 載 す る 。
　 抗 体 結 合 実 験 は 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 及 び 間 接 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ 、 及 び 免
疫 沈 降 ア ッ セ イ な ど の 既 知 の ア ッ セ イ 法 で 実 施 し て よ い 。 Zola, Monoclonal Antibodies:
 A Manual of Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc., 1987)。
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　 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ は 、 標 識 標 準 物 の 、 限 ら れ た 量 の 抗 体 と の 結 合 に つ い て 試 験 分 析 物
と 競 合 す る 能 力 に よ る 。 試 験 試 料 中 の （ 腫 瘍 細 胞 で 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る ） 標
的 タ ン パ ク 質 の 量 は 、 抗 体 に 結 合 し 始 め る 標 準 物 の 量 に 逆 比 例 す る 。 結 合 し 始 め る 標 準 物
の 量 の 測 定 を 促 進 す る た め に 、 抗 体 は 好 ま し く は 競 合 の 前 又 は 後 に 固 定 化 し 、 抗 体 に 結 合
し た 標 準 品 及 び 分 析 物 が 未 結 合 で 残 っ て い る 標 準 物 及 び 分 析 物 か ら 容 易 に 分 離 で き る よ う
に す る 。
　 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ は ２ つ の 抗 体 の 使 用 を 含 み 、 各 々 が 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 異
な る 免 疫 原 部 分 、 又 は エ ピ ト ー プ に 結 合 で き る 。 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ に お い て 試 験 試
料 分 析 物 は 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た 第 １ の 抗 体 に 結 合 し 、 そ の 後 第 ２ の 抗 体 が 分 析 物
に 結 合 し 、 よ っ て 不 溶 性 の ３ 成 分 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 4,376,110号 参
照 。 第 ２ の 抗 体 は 検 出 可 能 部 分 で 標 識 さ れ （ 直 接 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ ） 、 あ る い は 検
出 可 能 部 分 で 標 識 さ れ た 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 用 い て 測 定 し て も よ い （ 間 接 サ ン ド ウ ィ
ッ チ ア ッ セ イ ） 。 例 え ば 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ の 一 形 態 は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で あ り
、 こ の 場 合 の 検 出 可 能 部 分 は 酵 素 で あ る 。
　 免 疫 組 織 学 の た め に 、 腫 瘍 試 料 は 新 鮮 で も 凍 結 し た も の で も よ く 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し
て 、 例 え ば ホ ル マ リ ン 等 の 保 存 剤 で 固 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ １ 】
Ｉ ． 細 胞 ベ ー ス の 腫 瘍 ア ッ セ イ
　 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ 及 び 腫 瘍 （ 例 え ば 、 癌 ） の 動 物 モ デ ル を 用 い て 、 遺 伝 子 増 幅 ア ッ セ
イ に 発 見 を 確 認 し 、 こ こ で の 遺 伝 子 増 幅 と 腫 瘍 形 成 細 胞 成 長 の 進 行 及 び 病 理 と の 関 係 を さ
ら に 理 解 す る こ と が で き る 。 こ こ で 同 定 す る 遺 伝 子 産 物 の 腫 瘍 又 は 癌 の 進 行 及 び 病 理 に お
け る 役 割 は 、 こ こ で 遺 伝 子 を 増 幅 す る と 同 定 さ れ た 原 発 腫 瘍 細 胞 又 は 細 胞 系 を 用 い て 試 験
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 細 胞 は 、 例 え ば 、 上 記 し た 乳 、 大 腸 及 び 肺 癌 細 胞 及 び 細 胞
系 を 含 む 。
　 異 な る 方 法 で は 、 特 定 の 腫 瘍 に 含 ま れ る こ と が 知 ら れ た 細 胞 型 の 細 胞 を こ こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
で 形 質 移 入 し 、 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 過 剰 成 長 誘 発 能 力 を 分 析 す る 。 適 当 な 細 胞 は 、 例 え ば
、 Ｂ １ ０ ４ -1-１ （ ｎ ｅ ｕ プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン で 形 質 移 入 さ れ た 安 定 な Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 細 胞
液 ） 及 び ｒ ａ ｓ -形 質 移 入 Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 細 胞 等 の 安 定 な 腫 瘍 細 胞 系 を 含 み 、 こ れ ら は 所 望
の 遺 伝 子 で 形 質 移 入 し 、 そ し て 腫 瘍 形 成 的 成 長 を 監 視 で き る 。 こ の よ う な 形 質 移 入 細 胞 系
は 、 次 い で 、 形 質 転 換 細 胞 の 成 長 に 対 す る 細 胞 分 裂 停 止 又 は 細 胞 毒 性 活 性 の 発 揮 に よ り 、
又 は 抗 体 依 存 性 細 胞 性 細 胞 毒 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） の 媒 介 に よ り 、 ポ リ － 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 又 は 抗 体 組 成 物 の 腫 瘍 形 成 細 胞 成 長 を 阻 害 す る 能 力 を 試 験 す る の に 使 用 で き る 。 こ こ に
同 定 し た 遺 伝 子 の コ ー ド 化 配 列 で 形 質 移 入 し た 細 胞 は 、 さ ら に 、 癌 治 療 用 の 候 補 薬 の 同 定
に 使 用 で き る 。
　 さ ら に 、 （ 下 記 の よ う な ） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 腫 瘍 か ら 誘 導 さ れ た 一 次 培 地 は 、
こ こ で の 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ に 使 用 で き る が 、 安 定 な 細 胞 系 が 好 ま し い 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 か ら 連 続 細 胞 系 を 誘 導 す る 技 術 は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る （ Small等 , Mol. 
Cell. Biol. 5, 642-648 [1985]参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ２ 】
Ｊ ． 動 物 モ デ ル
　 腫 瘍 の 進 行 及 び 原 因 に お け る こ こ に 同 定 さ れ る 遺 伝 子 の 役 割 を 更 に 理 解 す る た め に 、 そ
し て 抗 体 、 及 び 小 分 子 ア ゴ ニ ス ト を 含 む 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の 他 の ア ゴ ニ ス ト を 含 む 候 補 治
療 薬 の 有 効 性 を 試 験 す る た め に 、 種 々 の 良 く 知 ら れ た 動 物 モ デ ル が 使 用 で き る 。 こ れ ら の
モ デ ル の イ ン ビ ボ 性 質 に よ り 、 特 に ヒ ト 患 者 に お け る 反 応 を 予 測 で き る 。 腫 瘍 及 び 癌 （ 例
え ば 、 乳 癌 、 結 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 肺 癌 な ど ） の 動 物 モ デ ル は 、 非 組 換 え 及 び 組 換 え （ ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） 動 物 の 両 方 を 含 む 。 非 組 換 え 動 物 モ デ ル は 、 例 え ば 、 齧 歯 類 、 例 え ば マ
ウ ス モ デ ル を 含 む 。 こ の よ う な モ デ ル は 、 標 準 的 な 技 術 、 例 え ば 、 皮 下 注 射 、 尾 部 静 脈 注
射 、 脾 臓 移 植 、 腹 膜 内 移 植 、 腎 被 膜 下 移 植 、 又 は オ ル ト ピ ン (orthopin)移 植 、 例 え ば 大 腸
組 織 に 移 植 さ れ た 結 腸 癌 細 胞 に よ り 、 腫 瘍 細 胞 を 同 系 マ ウ ス に 導 入 す る こ と に よ り 作 成 さ
れ る 。 （ 1997年 9月 18日 に 発 行 さ れ た Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 WO 97/33551参 照 。 ）
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【 ０ １ ３ ３ 】
　 癌 遺 伝 子 の 研 究 に お そ ら く 最 も し ば し ば 用 い ら れ る 動 物 種 は 、 免 疫 不 全 マ ウ ス 、 特 に ヌ
ー ド マ ウ ス で あ る 。 ハ イ ポ ／ 形 成 不 全 を 持 つ ヌ ー ド マ ウ ス が ヒ ト 腫 瘍 異 種 移 植 の 宿 主 と し
て 行 動 す る と い う 観 察 は 、 こ の 目 的 の た め の 広 い 用 途 を 導 い た 。 常 染 色 体 劣 性 ｎ ｕ 遺 伝 子
が 、 例 え ば 、 Ａ Ｓ Ｗ 、 Ａ ／ Ｈ ｅ 、 Ａ Ｋ Ｒ 、 Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 、 Ｂ １ ０ ． Ｌ Ｐ 、 Ｃ １ ７ 、 Ｃ ３ Ｈ
、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ 、 Ｃ ５ ７ 、 Ｃ Ｂ Ａ 、 Ｄ Ｂ Ａ 、 Ｄ Ｄ Ｄ 、 I／ ｓ ｔ 、 Ｎ Ｃ 、 Ｎ Ｆ Ｒ 、 Ｎ Ｆ Ｓ 、 Ｎ
Ｆ Ｓ ／ Ｎ 、 Ｎ Ｚ Ｂ 、 Ｎ Ｚ Ｃ 、 Ｎ Ｚ Ｗ 、 Ｐ 、 Ｒ III及 び Ｓ Ｊ Ｌ を 含 む ヌ ー ド マ ウ ス の 極 め て
多 数 の 異 な る 共 通 遺 伝 子 系 統 に 導 入 さ れ た 。 さ ら に 、 遺 伝 的 な 免 疫 不 全 を 持 つ ヌ ー ド マ ウ
ス 以 外 の 広 範 な 他 の 動 物 が 生 育 さ れ 、 腫 瘍 異 種 移 植 の レ シ ピ エ ン ト と し て 用 い ら れ た 。 さ
ら な る 詳 細 に つ い て は 、 The Nude Mouse in Oncology Research, E. Boven 及 び  B. Wino
grad 編 , CRC Press, Inc., 1991を 参 照 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ れ ら の 動 物 に 導 入 さ れ る 細 胞 は 、 周 知 の 腫 瘍 ／ 癌 細 胞 系 、 例 え ば 上 記 列 挙 し た 腫 瘍 細
胞 系 、 及 び 、 例 え ば Ｂ １ ０ ４ -１ -１ 細 胞 系 （ ｎ ｅ ｕ プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン で 形 質 移 入 さ れ た
安 定 Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 細 胞 系 ） ； ｒ ａ ｓ -形 質 移 入 Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 細 胞 ： Ｃ ａ ｃ ｏ -２ （ ATCC H
TB-37） 、 中 程 度 に 良 く 分 化 し た グ レ ー ド IIヒ ト 大 腸 腺 癌 細 胞 系 、 Ｈ Ｔ -２ ９ （ ATCC HTB-3
8） か ら 、 あ る い は 腫 瘍 及 び 癌 か ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 又 は 癌 細 胞 の 試 料 は 、 手
術 を 受 け て い る 患 者 か ら 、 液 体 窒 素 中 で の 凍 結 及 び 保 存 を 含 む 標 準 的 な 条 件 を 用 い て 得 る
こ と が で き る （ Karmali等 , Br. J. Cancer 48, 689-696 [1983]） 。
　 腫 瘍 細 胞 は 、 ヌ ー ド マ ウ ス な ど の 動 物 に 、 種 々 の 手 法 に よ っ て 導 入 で き る 。 マ ウ ス の 皮
下 （ s.c.） 空 間 は 、 腫 瘍 移 植 に 非 常 に 好 ま し い 。 腫 瘍 は 、 固 体 ブ ロ ッ ク と し て 、 ト ロ チ ャ
ー (trochar)を 用 い て ニ ー ド ル 生 検 と し て 、 細 胞 懸 濁 物 と し て s.c.移 植 で き る 。 固 体 ブ ロ
ッ ク 又 は ト ロ チ ャ ー 移 植 の た め に 、 適 切 な 大 き さ の 腫 瘍 組 織 断 片 が s.c.空 間 に 導 入 さ れ る
。 細 胞 懸 濁 物 は 、 原 発 腫 瘍 又 は 安 定 な 腫 瘍 細 胞 系 か ら 新 た に 調 製 さ れ 、 皮 下 注 射 さ れ る 。
ま た 腫 瘍 細 胞 は 、 皮 下 植 え 込 み と し て 注 射 す る こ と も で き る 。 こ の 位 置 に お い て 、 種 菌 が
皮 膚 結 合 組 織 の 下 層 と s.c.組 織 と の 間 に 析 出 さ れ る 。 Boven及 び Winograd (1991), 上 掲 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 乳 癌 の 動 物 モ デ ル は 、 例 え ば 、 神 経 芽 腫 細 胞 （ そ れ か ら ｎ ｅ ｕ 癌 遺 伝 子 が 最 初 に 単 離 さ
れ る ） 、 又 は ｎ ｅ ｕ 形 質 移 入 Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 す る こ と に よ り 、
基 本 的 に は Drebin等 , PNAS USA 83, 9129-9133 (1986)に 記 載 さ れ て い る よ う に 生 成 さ れ
る 。
　 同 様 に 、 結 腸 癌 の 動 物 モ デ ル は 、 結 腸 癌 細 胞 を 動 物 、 例 え ば ヌ ー ド マ ウ ス に 継 代 し 、 こ
れ ら の 動 物 に お け る 腫 瘍 の 発 現 を 導 く こ と に よ り 生 成 さ れ る 。 ヌ ー ド マ ウ ス に お け る ヒ ト
結 腸 癌 の 同 所 性 移 植 モ デ ル は 、 例 え ば 、 Wang等 , Cancer Research 54, 4726-4728 (1994)
及 び Too等 , Cancer Research 55, 681-684 (1995)に 記 載 さ れ て い る 。 こ の モ デ ル は 、 い
わ ゆ る AntiCancer, Inc. (SanDiego, California)か ら 市 販 の 「 METAMOUSE」 に 基 づ く 。
　 動 物 に 生 じ た 腫 瘍 は 、 取 り 出 し て イ ン ビ ト ロ で 培 養 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ 培 地
か ら の 細 胞 は 、 次 い で 動 物 に 継 代 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 腫 瘍 は 、 さ ら な る 試 験 及 び
薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の 標 的 と し て 提 供 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 継 代 か ら 得 ら れ る 腫 瘍 は 単 離
で き 、 継 代 前 細 胞 及 び １ 又 は そ れ 以 上 の 継 代 後 に 単 離 し た 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ を 、 対 象 と す る 遺
伝 子 の 識 別 可 能 な 発 現 に つ い て 分 析 す る 。 こ の よ う な 継 代 技 術 は 、 周 知 の 腫 瘍 又 は 癌 細 胞
系 で 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 例 え ば 、 Ｍ ｅ ｔ ｈ  Ａ 、 Ｃ Ｍ Ｓ ４ 、 Ｃ Ｍ Ｓ ５ 、 Ｃ Ｍ Ｓ ２ １ 、 及 び Ｗ Ｅ Ｈ Ｉ -１ ６ ４ が Ｂ Ａ
Ｌ Ｂ ／ ｃ 雌 マ ウ ス の 線 維 肉 腫 に 導 入 さ れ （ DeLeo等 , J. Exp. Med. 146, 720 [1977]） 、
そ れ は 、 種 々 の 抗 原 の 抗 腫 瘍 活 性 の 研 究 の た め の 高 度 に 制 御 可 能 な モ デ ル 系 を 提 供 す る （
Palladino等 , J. Immunol. 138, 4023-4032 [1987]） 。 簡 便 に は 、 腫 瘍 細 胞 は 細 胞 培 地 中
で イ ン ビ ト ロ で 成 長 さ せ る 。 動 物 に 注 射 す る 前 に 、 細 胞 系 は 洗 浄 し て バ ッ フ ァ ー 中 に 約 １
０ ｘ １ ０ <SUP>６ </SUP>か ら １ ０ ｘ １ ０ <SUP>７ </SUP>細 胞 ／ ｍ ｌ の 細 胞 密 度 で 懸 濁 す る 。
次 い で 動 物 を １ ０ か ら １ ０ ０ μ ｌ の 細 胞 懸 濁 物 で 皮 下 感 染 し 、 腫 瘍 が 現 れ る ま で １ か ら ３
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週 間 放 置 す る 。
　 さ ら に 、 最 も 完 全 に 研 究 さ れ た 実 験 的 腫 瘍 の 一 つ で あ る マ ウ ス の ル イ ス 肺 （ ３ Ｌ Ｌ ） 癌
腫 は 、 研 究 用 腫 瘍 モ デ ル と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の 腫 瘍 モ デ ル に お け る 有 効 性 は 、
肺 の 小 細 胞 癌 腫 （ Ｓ Ｃ Ｃ Ｌ ） と 診 断 さ れ た ヒ ト 患 者 の 治 療 に お け る 有 利 な 効 果 と 相 関 し て
い た 。 こ の 腫 瘍 は 、 影 響 を 受 け た マ ウ ス か ら の 腫 瘍 断 片 又 は 培 地 に 残 っ た 細 胞 の 注 射 に 際
し て 正 常 マ ウ ス に 導 入 で き （ Zupi等 , Br. J. Cancer 41, suppl. 4, 309 [1980]） 、 証 拠
は 、 腫 瘍 が た っ た 一 つ の 細 胞 の 注 射 か ら 開 始 さ れ 、 感 染 し た 腫 瘍 細 胞 の 極 め て 高 い 集 団 が
生 存 す る こ と を 示 し て い る 。 こ の 腫 瘍 モ デ ル に 関 す る 更 な る 情 報 に つ い て は 、 Zacharski,
 Haemostasis 16, 300-320 [1986]を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 移 植 さ れ た 腫 瘍 の 動 物 モ デ ル に お け る 試 験 化 合 物 の 有 効 性 を 評 価 す る 一 つ の 方 法 は 、 治
療 前 後 で の 腫 瘍 の 大 き さ を 測 定 す る こ と で あ る 。 伝 統 的 に 、 移 植 し た 腫 瘍 の 大 き さ は 、 二
又 は 三 次 元 の ス ラ イ ド キ ャ リ パ ー で 測 定 さ れ る 。 二 次 元 に 制 限 さ れ た 測 定 は 、 腫 瘍 の 大 き
さ を 正 確 に 反 映 せ ず 、 従 っ て 、 通 常 は 数 式 を 用 い て 対 応 す る 容 積 に 換 算 さ れ る 。 し か し な
が ら 、 腫 瘍 の 大 き さ の 測 定 は 極 め て 不 正 確 で あ る 。 候 補 薬 の 治 療 効 果 は 、 治 療 -誘 発 性 の
成 長 遅 延 及 び 特 異 的 な 成 長 遅 延 と し て よ り 良 く 記 述 で き る 。 腫 瘍 成 長 の 記 述 に お け る 他 の
重 要 な 変 数 は 、 腫 瘍 容 積 倍 加 時 間 で あ る 。 Rygaard及 び Spang-Thomsen, Proc. 6th Int. W
orkshop on Immune-Deficient Animals, Wu及 び Sheng編 , Basel, 1989, 301に よ っ て 報 告
さ れ た プ ロ グ ラ ム な ど の 、 腫 瘍 成 長 の 計 算 及 び 記 述 の た め の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム も 利
用 可 能 で あ る 。 し か し 、 腫 瘍 に 続 く 壊 死 及 び 炎 症 反 応 が 実 際 に は 少 な く と も 初 期 に 腫 瘍 の
大 き さ を 増 大 さ せ 得 る こ と を 注 記 し て お く 。 従 っ て 、 こ れ ら の 変 化 は 、 形 態 学 的 方 法 及 び
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 組 み 合 わ せ て 、 注 意 深 く 監 視 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 組 換 え （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） 動 物 モ デ ル は 、 こ こ に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の コ ー ド 部 分 を
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 作 成 の た め の 標 準 的 技 術 を 用 い て 、 対 象 と す る 動 物 の ゲ ノ ム に
導 入 す る こ と に よ り 加 工 で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 操 作 の 標 的 と し て 提 供 で き る 動 物 は
、 限 定 さ れ な い が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 及 び 非
-ヒ ト 霊 長 類 、 例 え ば ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー 及 び サ ル を 含 む 。 こ れ ら の 動 物 に 導 入 遺 伝 子 を
導 入 す る の に こ の 分 野 で 知 ら れ た 技 術 は 、 全 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ Hoppe及 び Wan
ger, 米 国 特 許 第 4,873,191号 ） ； 胚 系 列 へ の レ ト ロ ウ イ ル ス 媒 介 遺 伝 子 転 移 （ 例 え ば 、 Va
n der Putten等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-615 [1985]） ； 胚 性 肝 細 胞 で の
遺 伝 子 標 的 化 （ Thompsonら , Cell 56, 313-321 [1989]） ； 胚 の エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン
（ Lo, Mol. Cel. Biol. 3, 1803-1814 [1983]） ； 精 子 媒 介 遺 伝 子 転 移 （ Lavitranoら , Ce
ll 57, 717-73 [1989]） を 含 む 。 概 説 の た め に は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,736,866号 を 参
照 の こ と 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 そ の 一 部 に の み 導 入 遺 伝 子 を 有 す
る も の （ 「 モ ザ イ ク 動 物 」 ） を 含 む 。 導 入 遺 伝 子 は 、 単 一 の 導 入 遺 伝 子 と し て 、 又 は コ ン
カ テ マ ー 、 例 え ば 頭 部 と 頭 部 又 は 頭 部 と 尾 部 の 直 列 型 と し て 組 み 込 ま れ る 。 特 定 の 細 胞 型
へ の 導 入 遺 伝 子 の 選 択 的 導 入 も 、 例 え ば 、 Lasko等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 62
32-636 (1992)の 技 術 に 従 っ て 可 能 で あ る 。
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 は 、 標 準 的 技 術 に よ っ て 監 視 で き る
。 例 え ば 、 導 入 遺 伝 子 の 組 み 込 み の 確 認 に サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 又 は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 が 用 い ら れ
る 。 次 い で 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の レ ベ ル は 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 又 は 免 疫 組 織 化 学 な ど の 技 術 を 用 い て 分 析 で き る 。 動 物 は 、 腫 瘍 又
は 癌 発 生 の 徴 候 に つ い て さ ら に 試 験 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 あ る い は 、 動 物 の 胚 性 細 胞 に 導 入 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 変 更 ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ と 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 内 在 性 遺 伝 子 と の 間 の 相 同 的 組 換 え に よ っ て 、 こ
こ に 同 定 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 欠 陥 又 は 変 更 遺 伝 子 を 有 す る 「 ノ ッ ク ア ウ
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ト 」 動 物 を 作 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は
、 確 立 さ れ た 技 術 に 従 い 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ
に 使 用 で き る 。 特 に Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を 欠 失 し た り 、
組 み 込 み を 監 視 す る た め に 使 用 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 等 の 他 の 遺 伝
子 で 置 換 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ベ ク タ ー は 無 変 化 の フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ (５ 'と
３ '末 端 の 両 方 )を 数 キ ロ ベ ー ス 含 む ［ 例 え ば 、 相 同 的 組 換 え ベ ク タ ー に つ い て は Thomas a
nd Capecchi, Cell, 51: 503 (1987)を 参 照 の こ と ］ 。 ベ ク タ ー は 胚 性 幹 細 胞 に (例 え ば エ
レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て )導 入 し 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 内 在 性 Ｄ Ｎ Ａ と 相 同 的 に 組
換 え ら れ た 細 胞 を 選 択 す る ［ 例 え ば 、 Li等 , Cell,69:915 (1992)参 照 ］ 。 選 択 さ れ た 細 胞
は 次 に 動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト )の 胚 盤 胞 内 に 注 入 さ れ 、 集 合 キ メ ラ を 形 成 す る ［ 例
え ば 、 Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, 
E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参 照 ］ 。 そ の 後 、 キ メ ラ 性 胚
を 適 切 な 偽 妊 娠 の 雌 性 乳 母 に 移 植 し 、 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 る と 言 わ れ る 。 胚 細 胞 に
相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 子 孫 は 標 準 的 な 技 術 に よ り 同 定 さ れ 、 そ れ ら を 利 用
し て 動 物 の 全 細 胞 が 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 動 物 を 繁 殖 さ せ る こ と が で き る 。
ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 不 在 で あ る こ と に よ る あ る 種 の 病 理 的 状 態 及
び 病 理 的 状 態 の 進 行 に 対 し て 防 御 す る 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 自 発 的 な 動 物 腫 瘍 の 治 療 に お け る こ こ に 同 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 、 及 び 他 の 候 補 薬 の 有 効 性 も 試 験 で き る 。 こ の よ う な 研 究 の た め の 適 切 な 標 的 は 、 ネ コ
口 腔 扁 平 上 皮 癌 （ Ｓ Ｃ Ｃ ） で あ る 。 ネ コ 口 腔 Ｓ Ｃ Ｃ は 高 度 に 侵 襲 的 な 悪 性 腫 瘍 で 、 ネ コ に
最 も 通 常 の 口 腔 悪 性 腫 瘍 で あ り 、 こ の 種 に 報 告 さ れ る 口 腔 腫 瘍 の ６ ０ ％ 以 上 を 占 め る 。 そ
れ は 、 離 れ た 部 位 に は 殆 ど 転 移 し な い が 、 こ の 転 移 の 低 い 発 生 率 は 単 に こ の 腫 瘍 を 持 つ ネ
コ の 短 い 生 存 期 間 を 反 映 し て い る に す ぎ な い 。 こ れ ら の 腫 瘍 は 通 常 手 術 で き な い が 、 主 に
ネ コ の 口 腔 の 解 剖 学 的 形 状 に よ る 。 現 在 で は 、 こ の 腫 瘍 の 有 効 な 治 療 法 は 存 在 し な い 。 研
究 に 入 る 前 に 、 各 々 の ネ コ に 完 全 な 臨 床 検 査 、 生 体 組 織 検 査 を 施 し 、 コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮
影 （ Ｃ Ｔ ） に よ り ス キ ャ ン し た 。 舌 下 口 腔 扁 平 上 皮 細 胞 腫 瘍 を 持 つ と 診 断 さ れ た ネ コ は 研
究 か ら 排 除 し た 。 舌 は こ の 腫 瘍 の た め に 麻 痺 し 始 め 、 治 療 が こ の 腫 瘍 を 殺 し た 後 で も 、 動
物 は 自 分 で 餌 を 取 る こ と が で き な い で あ ろ う 。 各 々 の ネ コ を 長 期 に 渡 っ て 繰 り 返 し 治 療 す
る 。 腫 瘍 の 写 真 を 治 療 期 間 中 の 毎 日 及 び 引 き 続 く 再 チ ェ ッ ク の 時 点 で 撮 影 し た 。 治 療 の 後
、 各 ね こ に 再 度 Ｃ Ｔ ス キ ャ ン を 施 し た 。 Ｃ Ｔ ス キ ャ ン 及 び ラ ジ オ グ ラ フ は 、 そ の 後 ８ 週 間
ご と に 評 価 し た 。 デ ー タ は 、 対 照 群 と 比 較 し た 生 存 数 、 反 応 性 及 び 毒 性 に お け る 相 違 に つ
い て 評 価 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ 反 応 は 、 腫 瘍 の 縮 小 、 好 ま し く は 生 存 の 質 の 向 上 又 は 生 存 期 間
の 延 長 を 必 要 と す る 。
　 さ ら に 、 他 の 自 発 的 動 物 腫 瘍 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 及 び ヒ ヒ の 線 維 肉 腫 、 腺 癌 、 リ ン パ
腫 、 ク ロ ン ド ロ ー マ (chrondroma)、 平 滑 筋 肉 腫 も 試 験 で き る 。 こ れ ら の イ ヌ 及 び ネ コ で の
乳 腺 癌 は 、 そ の 発 現 及 び 挙 動 が ヒ ト の も の に 極 め て 類 似 し て い る の で 、 好 ま し い モ デ ル で
あ る 。 し か し 、 こ の モ デ ル の 使 用 は 動 物 に お け る こ の 型 の 腫 瘍 の 発 生 比 率 に よ っ て 制 限 さ
れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Ｋ ． 候 補 薬 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 候 補 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 こ こ で 同 定 さ れ る 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド と 結 合 又 は 抱 合 す る 化 合 物 、 あ る い は コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド と 他 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質
と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 設 計 さ れ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ は 、 特 に 小 分 子 候 補 薬 の 同 定 に 適 し た も の に す る 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ の 高 ス ル ー
プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 従 う ア ッ セ イ を 含 む 。 小 分 子 と は 、 抗 体 合 成 有 機 又 は 無 機 化 合 物
を 含 む と 考 え 、 そ れ ら は 、 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド 、 （ ポ リ ） ペ プ チ ド -免
疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 、 特 に 、 限 定 さ れ な い が 、 ポ リ -及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 体 断
片 、 一 本 鎖 抗 体 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 及 び そ れ ら の 抗 体 又 は 断 片 の キ メ ラ 又 は ヒ ト 化
形 、 並 び に ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 を 含 ん で い る 。 ア ッ セ イ は 、 種 々 の 形 式 で 実
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施 で き 、 こ の 分 野 で 良 く 特 徴 付 け ら れ た タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 化 学 的
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 及 び 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ を 含 む 。
　 全 て の ア ッ セ イ は 、 そ れ ら が 候 補 薬 を こ こ で 同 定 さ れ る 核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド と 、 そ れ ら ２ 成 分 が 相 互 作 用 す る の に 十 分 な 時 間 接 触 さ せ る こ と で 共 通 し て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 相 互 作 用 は 結 合 で あ り 、 形 成 さ れ た 複 合 体 は 単 離 さ れ る か 、 又
は 反 応 混 合 物 中 で 検 出 さ れ る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 こ こ に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ セ プ タ ー 即 ち 候 補 薬 が 、 共 有 又 は 非 共 有 結 合 に よ り 固 相 、 例 え ば マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 。 非 共 有 結 合 は 、 一 般 的 に 固 体 表 面 を ポ リ ペ プ チ
ド の 溶 液 で 被 覆 し 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 固 定 化 す べ き ペ プ チ ド に
特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 そ の ペ プ チ ド を 固 体 表 面 に 固 着 さ せ
る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 固 定 化 成 分 、 例 え ば 固 着 成 分 を 含 む 被 覆 表 面
に 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い て も よ い 非 固 定 化 成 分 を 添 加 す る こ と に よ り 実 施 さ れ
る 。 反 応 が 完 了 し た と き 、 未 反 応 成 分 を 例 え ば 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 固 体 表 面 に 固 着 し た 複
合 体 を 検 出 す る 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 検 出 可 能 な 標 識 を 有 し て い る 場 合 、 表 面 に 固 定 化
さ れ た 標 識 の 検 出 は 複 合 体 形 成 が 起 こ っ た こ と を 示 す 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 標 識 を 持 た
な い 場 合 は 、 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 に
よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 候 補 化 合 物 が こ こ で 同 定 さ れ る 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互
作 用 す る が 結 合 し な い 場 合 、 そ の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す
る た め に 良 く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、
架 橋 、 同 時 免 疫 沈 降 、 及 び 勾 配 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ カ ラ ム を 通 す 同 時 精 製 な ど の 伝 統 的
な 手 法 を 含 む 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は 、 Fields及 び 共 同 研 究 者 等 ［
Fiels及 び Song, Nature(London) 340, 245-246 (1989); Chienら , Proc.Natl. Acad. Sci
. USA 88, 9578-9582 (1991)］ に 記 載 さ れ た 酵 母 菌 ベ ー ス の 遺 伝 子 系 を 用 い る こ と に よ り
、 Chevray及 び Nathans［ Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］ に 開 示 さ れ
て い る よ う に 監 視 す る こ と が で き る 。 酵 母 菌 Ｇ Ａ Ｌ ４ な ど の 多 く の 転 写 活 性 化 剤 は 、 ２ つ
の 物 理 的 に 別 個 の モ ジ ュ ラ ー ド メ イ ン か ら な り 、 一 方 は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と し て 作 用 し
、 他 方 は 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と し て 機 能 す る 。 以 前 の 文 献 に 記 載 さ れ た 酵 母 菌 発 現 系 （ 一
般 に 「 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 系 」 と 呼 ば れ る ） は 、 こ の 特 性 の 長 所 を 利 用 し て 、 ２ つ の ハ イ ブ
リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 用 い 、 一 方 で は 標 的 タ ン パ ク 質 が Ｇ Ａ Ｌ ４ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融
合 し 、 他 方 で は 、 候 補 と な る 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 活 性 化 ド メ イ ン に 融 合 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｌ
１ -ｌ ａ ｃ Ｚ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で の 発 現 は 、 タ ン
パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 介 し た Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 の 再 構 成 に 依 存 す る 。 相 互 作 用 す る ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む コ ロ ニ ー は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 対 す る 色 素 生 産 性 物 質 で 検 出 さ れ
る 。 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 を 用 い た ２ つ の 特 定 な タ ン パ ク 質 間 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相
互 作 用 を 同 定 す る た め の 完 全 な キ ッ ト （ MATCHMAKER(商 品 名 )） は 、 Clontechか ら 商 業 的 に
入 手 可 能 で あ る 。 こ の 系 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の
マ ッ ピ ン グ 、 並 び に こ れ ら 相 互 作 用 に と っ て 重 要 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 特 定 に も 拡 張 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ の コ ー ド 化 配 列 と 他 の 細 胞 外 成 分 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合
物 は 、 次 の よ う に 試 験 す る こ と が で き る ： 通 常 は 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 の 生 成 物 及 び 細 胞 内
又 は 外 成 分 を 含 む 反 応 混 合 物 を 、 条 件 下 で ２ つ の 生 成 物 が 相 互 作 用 及 び 結 合 す る 時 間 に 渡
っ て 調 製 す る 。 試 験 化 合 物 が 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 試 験 す る た め に 、 反 応 は 試 験 化 合 物 有
り 又 は 無 し で 実 施 す る 。 さ ら に 、 第 ３ の 反 応 混 合 物 に プ ラ シ ー ボ を 添 加 し て ポ ジ テ ィ ブ 対
照 と し て も よ い 。 混 合 物 中 に 存 在 す る 試 験 化 合 物 と 細 胞 内 又 は 外 成 分 と の 結 合 （ 複 合 体 形
成 ） は 上 記 の よ う に 監 視 す る 。 対 照 反 応 に お い て 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 試 験 化 合 物 を 含 む 反
応 混 合 物 で は し な い こ と は 、 試 験 化 合 物 が 試 験 化 合 物 と そ の 反 応 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用
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を 妨 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 検 定 す る た め に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 、 特 定 の 活 性 に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ す る 化 合 物 と と も に 細 胞 に 添 加 し て も よ く 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 存 在 下 で 対 象 と
す る 活 性 を 阻 害 す る 当 該 化 合 物 の 能 力 が 、 当 該 化 合 物 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ
ス ト で あ る こ と を 示 す 。 あ る い は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 潜 在 的 ア
ン タ ゴ ニ ス ト を 、 膜 結 合 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド レ セ プ タ ー 又 は 組 換 え レ セ プ タ ー と 、 競 合 的
阻 害 ア ッ セ イ に 適 し た 条 件 下 で 結 合 さ せ る こ と に よ り 検 出 し て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 放 射 活 性 等 で 標 識 で き 、 レ セ プ タ ー に 結 合 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 数 を 潜 在
的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 性 を 決 定 す る の に 使 用 で き る 。 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 は
、 当 業 者 に 知 ら れ た 多 く の 方 法 、 例 え ば リ ガ ン ド パ ン ニ ン グ 及 び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ソ ー テ ィ ン グ に
よ り 同 定 で き る 。 Coliganら , Current Protocols in Immun., 1(2): Chapter 5 (1991)。
好 ま し く は 発 現 ク ロ ー ニ ン グ が 用 い ら れ 、 そ こ で は ポ リ ア デ ニ ル 化 Ｒ Ｎ Ａ が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド に 反 応 性 の 細 胞 か ら 調 製 さ れ 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ が プ
ー ル に 分 配 さ れ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 又 は 他 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 で な い 細 胞 の 形 質 移 入
に 使 用 さ れ る 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス で 成 長 さ せ た 形 質 移 入 細 胞 を 、 標 識 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド へ 曝 露 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヨ ウ 素 化 又 は 部 位 特 異 的 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ の 認
識 部 位 の 包 含 を 含 む 種 々 の 手 段 で 標 識 で き る 。 固 定 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ス ラ イ
ド に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ 分 析 を 施 す 。 ポ ジ テ ィ ブ プ ー ル を 同 定 し 、 相 互 作 用 サ ブ プ ー ル 化
及 び 再 ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 を 用 い て サ ブ プ ー ル を 調 製 し て 再 形 質 移 入 し 、 結 果 的 に 推 定 レ
セ プ タ ー を コ ー ド す る 単 一 の ク ロ ー ン を 生 成 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 レ セ プ タ ー 同 定 の 代 替 的 方 法 と し て 、 標 識 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を レ セ プ タ ー 分 子 を
発 現 す る 細 胞 膜 又 は 抽 出 調 製 物 に 光 親 和 性 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 架 橋 材 料 は Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
に 溶 解 さ せ 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 暴 露 す る 。 レ セ プ タ ー を 含 む 標 識 複 合 体 を 励 起 し 、 ペ プ チ ド
断 片 に 分 離 し 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ 配 列 決 定 を 施 す こ と が で き る 。 マ イ ク ロ 配 列 決 定 か ら
得 た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 分 解 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 組 の 設 計 に 用 い ら れ る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の 検 定 で は 、 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 又 は 膜 調 製 物 を 、
候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 標 識 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 こ
の 相 互 作 用 を 促 進 又 は 阻 止 す る 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 。
　 潜 在 的 な ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ り 特 別 な 例 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の
融 合 体 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 、 限 ら れ な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド -及 び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 及 び こ れ ら の 抗 体 又 は
断 片 の キ メ ラ 又 は ヒ ト 化 形 態 、 並 び に ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 を 含 ん で い る 。 あ
る い は 、 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 密 接 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 レ セ プ タ ー を 認
識 す る が 効 果 を 与 え ず 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 を 競 合 的 に 阻 害 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド の 変 異 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 他 の 潜 在 的 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ア ン チ セ ン ス 技 術 を 用 い て 調 製 さ
れ た ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 作 成 物 で あ り 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ
Ａ は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て タ ン パ ク 質 翻 訳 を 妨 害 す る こ と に よ り
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 直 接 阻 止 す る よ う に 作 用 す る 。 ア ン チ セ ン ス 技 術 は 、 ト リ プ ル へ リ ッ ク
ス 形 成 又 は ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 通 し て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る の に 使 用 で き 、
そ れ ら の 方 法 は と も に 、 ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に 基 づ く
。 例 え ば 、 こ こ で の 成 熟 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ 'コ
ー ド 化 部 分 は 、 約 １ ０ か ら ４ ０ 塩 基 対 長 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計
に 使 用 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 に 含 ま れ る 遺 伝 子 の 領 域 に 相 補 的 で あ
る よ う に 設 計 さ れ （ 三 重 螺 旋 － Leeら , Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Cooneyら , Sc
ience, 241: 456 (1988); Dervanら , Science, 251: 1360 (1991)参 照 ） 、 そ れ に よ り Ｐ
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Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 及 び 生 成 を 防 止 す る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
イ ン ビ ボ で ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド へ
の 翻 訳 を 阻 止 す る （ ア ン チ セ ン ス － Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oligodeoxynuc
leotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (SRS Press: Boca Raton, FL, 
1988)） 。 ま た 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 輸 送 さ れ 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は
Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ビ ボ で 発 現 さ せ て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 を 阻 害 す る こ と も で き る 。 ア
ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ が 用 い ら れ る 場 合 、 翻 訳 開 始 部 位 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の － １ ０ か ら ＋ １ ０ 位 置 の 間 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い
。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ は 、 一 般 的 に 少 な く と も 約 ５ 塩 基 長 、 約 １ ０ 塩 基 長 、 約
１ ５ 塩 基 長 、 約 ２ ０ 塩 基 長 、 約 ２ ５ 塩 基 長 、 約 ３ ０ 塩 基 長 、 約 ３ ５ 塩 基 長 、 約 ４ ０ 塩 基 長
、 約 ４ ５ 塩 基 長 、 約 ５ ０ 塩 基 長 、 約 ５ ５ 塩 基 長 、 約 ６ ０ 塩 基 長 、 約 ６ ５ 塩 基 長 、 約 ７ ０ 塩
基 長 、 約 ７ ５ 塩 基 長 、 約 ８ ０ 塩 基 長 、 約 ８ ５ 塩 基 長 、 約 ９ ０ 塩 基 長 、 約 ９ ５ 塩 基 長 、 約 １
０ ０ 塩 基 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。
　 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 、 レ セ プ タ ー 結 合 部 位 、 又 は
成 長 因 子 又 は 他 の 関 連 結 合 部 位 に 結 合 し 、 そ れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 生 物 学
的 活 性 を 阻 止 す る 小 分 子 を 含 む 。 小 分 子 の 例 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 小 型 ペ プ チ ド 又
は ペ プ チ ド 様 分 子 、 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド 、 及 び 合 成 非 ペ プ チ ド 有 機 又 は 無 機 化 合 物
を 含 む 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 切 断 を 触 媒 で き る 酵 素 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 相 補 的 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切
断 的 切 断 に よ り 作 用 す る 。 潜 在 的 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 既 知 の 技
術 で 同 定 で き る 。 更 な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及
び Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 WO 97/33551（ 1997年 9月 18日 発 行 ） を 参 照 。
　 転 写 阻 害 に 用 い ら れ る 三 重 螺 旋 形 成 に お け る 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
か ら な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 基 本 組 成 は 、 フ ー グ ス チ ン 塩 基 対 則 を 介 す る ト
リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 を 促 進 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ は 一 般 に 二 重 鎖 の 一 方 の 鎖 上 の プ
リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン の サ イ ズ 変 更 可 能 な 伸 展 を 必 要 と す る 。 さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Ｐ
Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 WO 97/33551, 上 掲 を 参 照 。
　 こ れ ら の 小 分 子 は 、 上 記 で 議 論 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 一 又 は 複 数 の 任 意 の も の
に よ り 及 び ／ 又 は 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 他 の 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 同 定 で き る
。
【 ０ １ ５ １ 】
Ｌ ． 腫 瘍 治 療 の た め の 組 成 物 及 び 方 法
　 こ こ で 同 定 し た 遺 伝 子 の 増 幅 を 伴 う 腫 瘍 の 治 療 に 有 用 な 組 成 物 は 、 限 定 さ れ な い が 、 抗
体 、 小 有 機 及 び 無 機 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ホ ス ホ ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス 及 び リ ボ ザ イ ム 分 子
、 三 重 螺 旋 分 子 な ど を 含 み 、 標 的 遺 伝 子 産 物 の 発 現 又 は 活 性 を 阻 害 す る も の で あ る 。
　 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン し て タ ン パ ク 質 翻 訳 を 防 止 す る こ と に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 直 接 阻 止 す る 。 ア ン チ セ ン
ス Ｄ Ｎ Ａ が 用 い ら れ る 場 合 、 翻 訳 開 始 部 位 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の － １ ０
か ら ＋ １ ０ 位 置 の 間 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い 。
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 切 断 を 触 媒 で き る 酵 素 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 相 補 的 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切
断 的 切 断 に よ り 作 用 す る 。 潜 在 的 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 既 知 の 技
術 で 同 定 で き る 。 更 な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及
び Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 WO 97/33551（ 1997年 9月 18日 発 行 ） を 参 照 。
　 転 写 阻 害 に 用 い ら れ る 三 重 螺 旋 形 成 に お け る 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
か ら な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 基 本 組 成 は 、 フ ー グ ス チ ン 塩 基 対 則 を 介 す る 三
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重 螺 旋 形 成 を 促 進 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ は 一 般 に 二 重 鎖 の 一 方 の 鎖 上 の プ リ ン 又 は ピ
リ ミ ジ ン の サ イ ズ 変 更 可 能 な 伸 展 を 必 要 と す る 。 さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、
番 号 WO 97/33551, 上 掲 を 参 照 。
　 こ れ ら の 分 子 は 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 任 意 の も の 又 は 任 意 の 組 み 合 わ せ に よ
り 、 又 は 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 同 定 で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
Ｍ ． 抗 体
　 本 発 明 で 最 も 有 望 な 候 補 薬 剤 の 幾 つ か は 、 こ こ で 同 定 さ れ る 増 幅 遺 伝 子 の 生 成 又 は 遺 伝
子 産 物 を 阻 害 す る 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 低 下 さ せ る 抗 体 及 び 抗 体 断 片 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 １ ． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 哺 乳 動 物 に お い て ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 免 疫 化 剤 、 及 び 所 望 す る の で あ れ ば ア ジ ュ バ ン ト を 、 一 又 は 複 数 回 注
射 す る こ と で 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 免 疫 化 剤 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 複 数 回
皮 下 又 は 腹 腔 内 注 射 に よ り 、 哺 乳 動 物 に 注 射 す る 。 免 疫 化 剤 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は
そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 み う る 。 免 疫 化 剤 を 免 疫 化 さ れ た 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 が 知
ら れ て い る タ ン パ ク 質 に 抱 合 さ せ る の が 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 免 疫 原 タ ン パ ク 質 の 例 は
、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ サ
イ ロ グ ロ ブ リ ン 及 び 大 豆 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー が 含 ま れ る 。 使 用 さ れ 得 る ア ジ ュ バ ン ト
の 例 に は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 及 び Ｍ Ｐ Ｌ -Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト (モ ノ ホ ス ホ リ ル
脂 質 Ａ 、 合 成 ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ ミ コ ラ ー ト )が 含 ま れ る 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 、 過
度 の 実 験 な く 当 業 者 に よ り 選 択 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ２ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 あ る い は 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 Kohler及 び Milstein, Nature, 256:495 (1975)に 記 載 さ れ て い る よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ
法 を 使 用 す る こ と で 調 製 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー
又 は 他 の 適 切 な 宿 主 動 物 を 典 型 的 に は 免 疫 化 剤 に よ り 免 疫 化 す る こ と で 、 免 疫 化 剤 に 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る か あ る い は 生 成 可 能 な リ ン パ 球 を 誘 発 す る 。 ま た 、 リ ン パ 球
を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 す る こ と も で き る 。
　 免 疫 化 剤 は 、 典 型 的 に は 断 片 を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ の タ ン パ ク 質 又 は そ の
断 片 の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 一 般 に ヒ ト 由 来 の 細 胞 が 望 ま れ る 場 合 に は 末 梢 血 リ ン パ 球
(「 Ｐ Ｂ Ｌ 」 )が 使 用 さ れ る か 、 あ る い は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 源 が 望 ま れ て い る 場 合 は 、 脾 臓 細
胞 又 は リ ン パ 節 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 次 い で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 適 当 な 融 合 剤 を
用 い て リ ン パ 球 を 不 死 化 細 胞 系 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る ［ Goding, Mo
noclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103
］ 。 不 死 化 細 胞 系 は 、 通 常 は 、 形 質 転 換 し た 哺 乳 動 物 細 胞 、 特 に 齧 歯 動 物 、 ウ シ 、 及 び ヒ
ト 由 来 の 骨 髄 腫 細 胞 で あ る 。 通 常 、 ラ ッ ト 又 は マ ウ ス の 骨 髄 腫 細 胞 系 が 使 用 さ れ る 。 ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 未 融 合 の 不 死 化 細 胞 の 生 存 又 は 成 長 を 阻 害 す る 一 又 は 複
数 の 物 質 を 含 有 す る 適 切 な 培 地 で 培 養 さ れ る 。 例 え ば 、 親 細 胞 が 、 酵 素 の ヒ ポ キ サ ン チ ン
グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HGPRT又 は HPRT)を 欠 い て い る と 、 ハ イ ブ リ
ド ー マ の 培 地 は 、 典 型 的 に は 、 ヒ ポ キ サ チ ン 、 ア ミ ノ プ チ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 み (「 Ｈ
Ａ Ｔ 培 地 」 )、 こ の 物 質 が Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 乏 性 細 胞 の 増 殖 を 阻 止 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 好 ま し い 不 死 化 細 胞 系 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 生 成 細 胞 に よ る 安 定 し た 高
レ ベ ル の 抗 体 発 現 を 支 援 し 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 に 対 し て 感 受 性 の も の で あ る 。 よ り
好 ま し い 不 死 化 細 胞 系 は マ ウ ス 骨 髄 腫 系 で あ り 、 こ れ は 例 え ば カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ
エ ゴ の ソ ー ク 研 究 所 （ Salk Institute） Cell Distribution Centerや ヴ ァ ー ジ ニ ア 州 マ ナ
ッ サ ス の ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） よ り 入 手 可 能 で あ
る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め の ヒ ト 骨 髄 腫 及 び マ ウ ス -ヒ ト 異 種 骨 髄 腫 細
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胞 系 も 開 示 さ れ て い る ［ Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984)、 Brodeurら , Monoclona
l Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York
, (1987) pp. 51-63］ 。
　 次 い で ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 培 養 さ れ る 培 養 培 地 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 に つ い て 検 定 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 生 成
さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 免 疫 沈 降 又 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )や
酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )等 の イ ン ビ ト ロ 結 合 検 定 法 に よ っ て 測 定 す る 。 こ の よ う
な 技 術 及 び ア ッ セ イ は 、 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性
は 、 例 え ば Munson及 び Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)に よ る ス キ ャ ッ チ ャ ー
ド 分 析 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 同 定 さ れ た 後 、 ク ロ ー ン を 制 限 希 釈 工 程 に よ り サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し 、 標 準 的 な 方 法 で 成 長 さ せ る こ と が で き る ［ Goding, 上 掲 ］ 。 こ の 目 的 の た め の
適 当 な 培 地 に は 、 例 え ば 、 ダ ル ベ ッ コ の 改 変 イ ー グ ル 培 地 及 び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ -１ ６ ４ ０ 倍 地 が
含 ま れ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 哺 乳 動 物 に お い て イ ン ビ ボ で 腹 水 と し て 成 長
さ せ る こ と も で き る 。
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ っ て 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ
ロ ー ス 法 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 透 析 法 又 は
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 方 法 に よ っ て 培 養 培 地
又 は 腹 水 液 か ら 単 離 又 は 精 製 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 に 記 載
さ れ た 方 法 に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ は 、 常 套 的 な 方 法 を 用 い て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に
特 異 的 に 結 合 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て )、 容 易 に 単 離 し 配 列 決 定 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ の 好 ま し い 供 給 源 と な
る 。 ひ と た び 単 離 さ れ た ら 、 Ｄ Ｎ Ａ は 発 現 ベ ク タ ー 内 に 配 す る こ と が で き 、 こ れ が 宿 主 細
胞 、 例 え ば サ ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 、 あ る い は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 生 成 な ど し な い 骨 髄 腫 細 胞 内 に 形 質 移 入 さ れ 、 組 換 え 宿 主 細 胞 内 で
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 相 同 マ ウ ス 配 列
に 換 え て ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の コ ー ド 配 列 を 置 換 す る こ と に よ り ［ US. Patent
 No.4,816,567； Morrisonら , 上 掲 ］ 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 の 一 部 又 は 全 部 を 共 有 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン の 代 わ
り に 置 換 す る か 、 本 発 明 の 抗 体 の 一 つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン の 代 わ り に 置 換 し 、
キ メ ラ 性 二 価 抗 体 を 産 生 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は
、 本 発 明 の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン に 置 換 で き 、 あ る い は 本 発 明 の 抗 体 の １ つ の 抗 原 結 合 部 位
の 可 変 ド メ イ ン に 置 換 で き 、 キ メ ラ 性 二 価 抗 体 を 生 成 す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 抗 体 は 一 価 抗 体 で あ っ て も よ い 。 一 価 抗 体 の 調 製 方 法 は 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て
る 。 例 え ば 、 一 つ の 方 法 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 と 修 飾 重 鎖 の 組 換 え 発 現 を 含 む 。 重 鎖 は 一
般 的 に 、 重 鎖 の 架 橋 を 防 止 す る よ う に Ｆ ｃ 領 域 の 任 意 の ポ イ ン ト で 切 断 さ れ る 。 あ る い は
、 関 連 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 す る か 欠 失 さ せ て 架 橋 を 防 止 す る 。
　 一 価 抗 体 の 調 製 に は イ ン ビ ト ロ 法 が ま た 適 し て い る 。 抗 体 の 消 化 に よ る 、 そ の 断 片 、 特
に Ｆ ａ ｂ 断 片 の 生 成 は 、 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 慣 用 的 技 術 を 使 用 し て 達 成 で き る
。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ３ ． ヒ ト 及 び ヒ ト 化 抗 体
　 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 、 さ ら に ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 を 含 む 。 非 ヒ ト (例 え ば マ ウ ス )抗 体 の
ヒ ト 化 形 と は 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 あ る い は そ の 断 片 (例 え ば Ｆ ｖ
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、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ あ る い は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 )で あ っ て 、 非 ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含 む も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は レ シ ピ エ ン ト の 相
補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和
性 及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ
ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )を 含 む 。 幾 つ か の 例 で は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー
ム ワ ー ク 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 。 ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ
シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 移 入 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ も し く は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も 見 出 さ れ な い 残
基 を 含 ん で い て も よ い 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域
が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｆ Ｒ 領 域 が ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の も の で あ る 、 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ つ の 可 変 ド
メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 適 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Ｆ ｃ )、
典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 ん で な る ［ Jonesら , N
ature, 321:522-525 (1986); Riechmannら , Nature, 332:323-329 (1988); 及 び Presta, 
Curr. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］ 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は こ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 に
は 非 ヒ ト 由 来 の 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は 、
し ば し ば 、 典 型 的 に は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン か ら 得 ら れ る 「 移 入 」 残 基 と 称 さ れ る 。 ヒ ト
化 は 基 本 的 に 齧 歯 動 物 の Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 で ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 配 列 を 置 換 す る こ と
に よ り ウ ィ ン タ ー (winter)及 び 共 同 研 究 者 ［ Jonesら , Nature, 321:522-525 (1986)； Rie
chmannら , Nature, 332:323-327 (1988)； Verhoeyenら , Science, 239:1534-1536 (1988)
］ の 方 法 に 従 っ て 、 齧 歯 類 Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を ヒ ト 抗 体 の 対 応 す る 配 列 に 置 換 す る こ
と に よ り 実 施 さ れ る 。 よ っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン よ
り 実 質 的 に 少 な い 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 (米 国 特 許 第 4
,816,567号 )で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 幾 つ か の Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 及 び 場 合 に
よ っ て は 幾 つ か の Ｆ Ｒ 残 基 が 齧 歯 類 抗 体 の 類 似 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ
ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ 表 示 ラ イ ブ ラ リ ［ Hoogenboom及 び Winter, J. Mol. Biol.,
 227:381 (1992)； Marksら , J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］ を 含 む こ の 分 野 で 知 ら れ
た 種 々 の 方 法 を 用 い て 作 成 す る こ と も で き る 。 ま た 、 Coleら 及 び Boernerら の 技 術 も 、 ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 利 用 す る こ と が で き る ［ Coleら , Monoclonal Antibodies 
and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)及 び Boernerら , J. Immunol., 147(1)：
86-95(1991) ］ 。 同 様 に 、 ヒ ト 抗 体 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 座 位 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
、 例 え ば 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 部 分 的 又 は 完 全 に 不 活 性 化 さ れ た マ ウ ス に 導 入 す
る こ と に よ り 産 生 す る こ と が で き る 。 投 与 の 際 に 、 遺 伝 子 再 配 列 、 組 立 、 及 び 抗 体 レ パ ー
ト リ ー を 含 む あ ら ゆ る 観 点 に お い て ヒ ト に 見 ら れ る も の に 非 常 に 類 似 し て い る ヒ ト 抗 体 の
生 産 が 観 察 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,545,807号 ； 同 第 5,545,806号
； 同 第 5,569,825号 ； 同 第 5,625,126号 ； 同 第 5,633,425号 ； 同 第 5,661,016号 、 及 び 次 の 科
学 文 献 ： Marksら , Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonbergら , Nature 368 856-85
9 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwildら , Nature Biotechnology 
14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg及 び Hu
szar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 ４ ． 抗 体 依 存 性 酵 素 媒 介 性 プ ロ ド ラ ッ グ 治 療 法 (Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ )
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 プ ロ ド ラ ッ グ (例 え ば ペ プ チ ジ ル 化 学 療 法 剤 、 WO81/01145を 参
照 の こ と )を 活 性 な 抗 癌 剤 に 転 化 さ せ る プ ロ ド ラ ッ グ 活 性 化 酵 素 に 抗 体 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト
さ せ る こ と に よ り 、 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば WO88/07378及 び 米
国 特 許 第 4,975,278号 を 参 照 さ れ た い 。
　 Ａ Ｄ Ｅ Ｐ Ｔ に 有 用 な 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 酵 素 成 分 に は 、 よ り 活 性 な 細 胞 毒 形 態 に 転 化
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す る よ う に 、 プ ロ ド ラ ッ グ に 作 用 し 得 る 任 意 の 酵 素 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 限 定 す る も の で は な い が 、 こ の 発 明 の 方 法 に 有 用 な 酵 素 に は 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ
ー ス 置 き シ ダ ー ゼ 、 ヒ ト リ ソ ザ イ ム 、 ヒ ト グ ル コ ロ ニ ダ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ ー ト 含 有 プ ロ ド ラ
ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ； ス ル フ ァ ー ト 含 有 プ
ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ア リ ー ル ス ル フ ァ タ ー ゼ ； 非 毒 性 ５ -フ ル
オ ロ シ ト シ ン を 抗 癌 剤 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル に 転 化 す る の に 有 用 な シ ト シ ン デ ア ミ ナ ー ゼ
； プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え ば セ ラ チ ア プ ロ テ ア ー ゼ 、 サ ー モ リ シ ン 、 サ ブ チ リ シ ン 、 カ ル ボ キ
シ ペ プ チ ダ ー ゼ （ 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Ｇ ２ 及 び カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ Ａ ）
及 び カ テ プ シ ン (例 え ば 、 カ テ プ シ ン Ｂ 及 び Ｌ )で 、 ペ プ チ ド 含 有 プ ロ ド ラ ッ グ を 遊 離 の 薬
剤 に 転 化 す る の に 有 用 な も の ； Ｄ -ア ミ ノ 酸 置 換 基 を 含 有 す る プ ロ ド ラ ッ グ の 転 化 に 有 用
な Ｄ -ア ラ ニ ル カ ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ ； 炭 水 化 物 切 断 酵 素 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 プ ロ ド
ラ ッ グ を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 及 び β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ； β
ラ ク タ ム で 誘 導 体 化 さ れ た 薬 剤 を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 さ せ る の に 有 用 な β ラ ク タ マ ー ゼ ； 及
び ペ ニ シ リ ン ア ミ ダ ー ゼ 、 例 え ば そ れ ぞ れ フ ェ ノ キ シ ア セ チ ル 又 は フ ェ ニ ル ア セ チ ル 基 で
、 そ れ ら の ア ミ ン 性 窒 素 に お い て 誘 導 体 化 さ れ た 薬 剤 を 遊 離 の 薬 剤 に 転 化 す る の に 有 用 な
ペ ニ シ リ ン Ｖ ア ミ ダ ー ゼ 又 は ペ ニ シ リ ン Ｇ ア ミ ダ ー ゼ が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 「 ア ブ ザ イ
ム 」 と し て も ま た 公 知 の 酵 素 活 性 を 有 す る 抗 体 を 、 遊 離 の 活 性 薬 剤 に 本 発 明 の プ ロ ド ラ ッ
グ を 転 化 さ せ る た め に 使 用 す る こ と も で き る (例 え ば 、 Massey, Nature 328:457-458[1987
]を 参 照 の こ と )。 抗 体 -ア ブ ザ イ ム コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 こ こ で 記 載 さ れ て い る よ う に し て
、 腫 瘍 細 胞 個 体 群 に ア ブ ザ イ ム を 送 達 す る た め に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 こ の 発 明 の 酵 素 は 、 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 技 術 、 例 え ば 上 で 検 討 し た ヘ テ
ロ 二 官 能 性 架 橋 試 薬 を 使 用 す る こ と に よ り 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 共 有 的 に 結 合 さ せ る こ と が で
き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 抗 体 の 少 な く と も 結 合 領 域 を 本 発 明 の 酵 素 の 少 な く と も 機 能 的
に 活 性 な 部 位 に 結 合 せ し め て な る 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 当 該 技 術 に お い て よ く 知 ら れ て い る
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 使 用 し て 作 成 す る こ と が で き る (Neubergerら , Nature 312:604-608[1
984])。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 　 ５ ． 二 重 特 異 性 抗 体
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は ヒ ト も し く は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 場 合 に お い て 、 結 合 特
異 性 の 一 方 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て で あ り 、 他 方 は 任 意 の 他 の 抗 原 、 好 ま し く は 細
胞 表 面 タ ン パ ク 質 又 は レ セ プ タ ー 又 は レ セ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 し て で あ る 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 伝 統 的 に は 、 二 重
特 異 性 抗 体 の 組 換 え 生 産 は 、 二 つ の 重 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 持 つ 二 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
／ 軽 鎖 対 の 同 時 発 現 に 基 づ く ［ Milstein及 び Cuello, Nature, 305:537-539 (1983)］ 。 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 と 軽 鎖 を 無 作 為 に 取 り 揃 え る た め 、 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ア ド ロ
ー マ )は １ ０ 種 の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 混 合 物 を 生 成 し 、 そ の 内 一 種 の み が 正 し い 二 重
特 異 性 構 造 を 有 す る 。 正 し い 分 子 の 精 製 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ
っ て 通 常 達 成 さ れ る 。 同 様 の 手 順 が 1993年 5月 13日 公 開 の WO93/08829、 及 び Trauneckerら ,
 EMBO J.,10:3655-3656 (1991)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 所 望 の 結 合 特 異 性 (抗 体 -抗 原 結 合 部 位 )を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定
常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 で き る 。 融 合 は 、 好 ま し く は 少 な く と も ヒ ン ジ 部 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ
３ 領 域 の 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と の も の で あ る 。 少 な く と も 一 つ の
融 合 に は 軽 鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )が 存 在 す る こ と が 望 ま
し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 望 む の で あ れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 軽 鎖 を 、 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 に 同 時 形 質 移 入 す る 。 二 重 特 異
性 抗 体 を 作 成 す る た め の 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Sureshら , Methods in Enzymolog
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y, 121:210(1986)を 参 照 さ れ た い 。
　 WO96/27011に 記 載 さ れ た 他 の ア プ ロ ー チ 法 に よ れ ば 、 一 対 の 抗 体 分 子 間 の 界 面 を 操 作 し
て 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 回 収 さ れ る ヘ テ ロ 二 量 体 の パ ー セ ン ト を 最 大 に す る こ と が で き る 。
好 適 な 界 面 は 抗 体 定 常 ド メ イ ン の Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 こ の 方 法 で は
、 第 １ 抗 体 分 子 の 界 面 か ら の 一 又 は 複 数 の 小 さ い ア ミ ノ 酸 側 鎖 が よ り 大 き な 側 鎖 (例 え ば
チ ロ シ ン 又 は ト リ プ ト フ ァ ン )と 置 換 さ れ る 。 大 き な 側 鎖 と 同 じ 又 は よ り 小 さ い サ イ ズ の
相 補 的 「 キ ャ ビ テ ィ 」 を 、 大 き な ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 小 さ い も の (ア ラ ニ ン 又 は ス レ オ ニ ン )と
置 き 換 え る こ と に よ り 第 ２ の 抗 体 分 子 の 界 面 に 作 り 出 す 。 こ れ に よ り 、 ホ モ 二 量 体 の よ う
な 不 要 の 他 の 最 終 産 物 に 対 し て ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 収 量 を 増 大 さ せ る メ カ ニ ズ ム が 提 供 さ れ
る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 全 長 抗 体 又 は 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 二 重 特 異 性 抗 体 ） と
し て 調 製 で き る 。 抗 体 断 片 か ら 二 重 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る 技 術 も ま た 文 献 に 記 載 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 化 学 結 合 を 使 用 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Brennanら , S
cience, 229:81 (1985) は 無 傷 の 抗 体 を タ ン パ ク 分 解 性 に 切 断 し て Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 産
生 す る 手 順 を 記 述 し て い る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 ジ チ オ ー ル 錯 体 形 成 剤 亜 砒 酸 ナ ト リ ウ ム の
存 在 下 で 還 元 し て 近 接 ジ チ オ ー ル を 安 定 化 さ せ 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 止 す る 。 産
生 さ れ た Ｆ ａ ｂ '断 片 は つ い で チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ ア ー ト (Ｔ Ｎ Ｂ )誘 導 体 に 転 換 さ れ る 。 Ｆ
ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 一 つ を つ い で メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン で の 還 元 に よ り Ｆ ａ ｂ '-チ オ
ー ル に 再 転 換 し 、 他 の Ｆ ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 等 モ ル 量 と 混 合 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成
す る 。 作 ら れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 酵 素 の 選 択 的 固 定 化 用 の 薬 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き
る 。
　 大 腸 菌 か ら Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト を 直 接 回 収 で き 、 こ れ は 化 学 的 に 結 合 し て 二 重 特 異 性
抗 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 Shalabyら , J. Exp. Med., 175:217-225 (1992)は 完 全 に
ヒ ト 化 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 Ｆ (ａ ｂ ')２ 分 子 の 製 造 を 記 述 し て い る 。 各 Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ
ン ト は 大 腸 菌 か ら 別 個 に 分 泌 さ れ 、 イ ン ビ ト ロ で 定 方 向 化 学 共 役 を 受 け て 二 重 特 異 性 抗 体
を 形 成 す る 。 こ の よ う に し て 形 成 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 正 常 な ヒ ト Ｔ 細 胞 及 び Ｅ ｒ ｂ
Ｂ ２ レ セ プ タ ー を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 結 合 可 能 で 、 ヒ ト 乳 房 腫 瘍 標 的 に 対 す る ヒ ト 細 胞 障
害 性 リ ン パ 球 の 細 胞 溶 解 活 性 の 誘 因 と な る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 直 接 的 に 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 成 し 分 離 す る 様 々 な 方 法
も ま た 記 述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 使 用 し て 生 産 さ れ
て い る 。 Kostelnyら , J. Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。 Ｆ ｏ ｓ 及 び Ｊ ｕ ｎ タ ン パ
ク 質 か ら の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド を 遺 伝 子 融 合 に よ り 二 つ の 異 な っ た 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '
部 分 に 結 合 さ せ る 。 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 し て モ ノ マ ー を 形 成 し 、 つ い で
再 酸 化 し て 抗 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る 。 こ の 方 法 は ま た 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー の 生 産 に 対
し て 使 用 す る こ と が で き る 。 Hollingerら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (19
93)に よ り 記 述 さ れ た 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 技 術 は 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 成 す る 別
の メ カ ニ ズ ム を 提 供 し た 。 フ ラ グ メ ン ト は 、 同 一 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 形 成 を 可 能
に す る に は 十 分 に 短 い リ ン カ ー に よ り 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )
を 結 合 し て な る 。 従 っ て 、 一 つ の フ ラ グ メ ン ト の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 他 の フ ラ グ メ ン
ト の 相 補 的 Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 強 制 的 に 対 形 成 さ せ ら れ 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成
す る 。 単 鎖 Ｆ ｖ (ｓ Ｆ ｖ )ダ イ マ ー の 使 用 に よ り 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 製 造 す る 他
の 方 策 も ま た 報 告 さ れ て い る 。 Gruberら , J. Immunol. 152:5368 (1994)を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 二 価 よ り 多 い 抗 体 も 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 三 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Tu
ttら ， J. Immunol. 147:60(1991)。
　 例 示 的 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 こ こ で 与 え ら れ る タ ン パ ク 質 上 の ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ に
結 合 し う る 。 あ る い は 、 抗 ポ リ ペ プ チ ド ア ー ム は 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 分 子 （ 例 え ば Ｃ Ｄ ２
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、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ 又 は Ｂ ７ ） 等 の 白 血 球 上 の ト リ ガ ー 分 子 、 又 は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ (Ｃ Ｄ ６ ４ )
、 Ｆ ｃ γ Ｒ II(Ｃ Ｄ ３ ２ )及 び Ｆ ｃ γ Ｒ III(Ｃ Ｄ １ ６ )等 の Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ レ セ プ タ ー （ Ｆ ｃ
γ Ｒ ） に 結 合 す る ア ー ム に 結 合 し 、 細 胞 防 御 メ カ ニ ズ ム を 特 定 の タ ン パ ク 質 発 現 細 胞 に 集
中 す る よ う に し て も よ い 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に 対 す
る 局 所 的 細 胞 毒 性 薬 と し て 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 抗 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 ア ー ム 及
び 細 胞 毒 性 薬 又 は キ レ ー ト 化 剤 、 例 え ば Ｅ Ｏ Ｔ Ｕ Ｂ Ｅ 、 Ｄ Ｐ Ｔ Ａ 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 、 又 は Ｔ Ｅ Ｔ
Ａ に 結 合 す る ア ー ム を 有 す る 。 他 の 対 象 と す る 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し
、 さ ら に 組 織 因 子 （ Ｔ Ｆ ） に 結 合 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 　 ６ ． ヘ テ ロ 抱 合 体 抗 体
　 ヘ テ ロ 抱 合 抗 体 も ま た 本 発 明 の 範 囲 に 入 る 。 ヘ テ ロ 抱 合 抗 体 は 、 ２ つ の 共 有 結 合 し た 抗
体 か ら な る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 免 疫 系 細 胞 を 不 要 な 細 胞 に 対 し て タ ー ゲ テ ィ ン
グ さ せ る た め ［ 米 国 特 許 第 4,676,980号 ］ 及 び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 治 療 の た め に ［ WO 91/00360; 
WO 92/200373; EP 03089］ 提 案 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 は 、 架 橋 剤 に 関 連 し た も の を 含 む 合
成 タ ン パ ク 化 学 に お け る 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る こ と が で き る と 考
え ら れ る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 使 用 す る か 又 は チ オ エ ー テ ル 結 合 を 形 成 す る
こ と に よ り 、 免 疫 毒 素 を 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に 対 し て 好 適 な 試 薬 の 例 に は 、
イ ミ ノ チ オ レ ー ト 及 び メ チ ル -４ -メ ル カ プ ト ブ チ リ ミ デ ー ト 、 及 び 例 え ば 米 国 特 許 第 4,67
67,980号 に 開 示 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 ７ ． エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 設 計
　 本 発 明 の 抗 体 を エ フ ェ ク タ ー 機 能 に つ い て 改 変 し 、 例 え ば ガ ン の 治 療 に お け る 抗 体 の 効
能 を 増 強 す る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 を Ｆ ｃ 領 域 に 導 入 し て 、 こ の 領 域
に お け る 鎖 間 ジ ス ル イ ド 結 合 を 形 成 さ せ る 。 こ の よ う に し て 産 生 さ れ た ホ モ ダ イ マ ー 抗 体
は 改 善 さ れ た イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 能 力 及 び ／ 又 は 増 加 し た 補 体 媒 介 細 胞 死 滅 及 び 抗 体
依 存 性 細 胞 障 害 活 性 (Ａ Ｄ Ｃ Ｃ )を 有 し う る 。 Caronら , J. Exp. Med. 176:1191-1195 (199
2)及 び Shopes, B. J. Immunol. 148:2918-2922 (1992)を 参 照 さ れ た い 。 抗 腫 瘍 活 性 が 高
め ら れ た ホ モ ダ イ マ ー 抗 体 は 、 Wolffら , Cancer Research 53:2560-2565(1993)に 記 載 さ
れ て い る よ う な ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 剤 を 使 用 し て 調 製 す る こ と も で き る 。 あ る い は 二 重 Ｆ
ｃ 領 域 を 有 し 、 よ っ て 増 強 さ れ た 補 体 溶 解 及 び Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 能 を 有 し う る 抗 体 を 設 計 す る こ と
が で き る 。 Stevensonら , Anti-cancer Drug Design 3:219-230 (1989)を 参 照 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 ８ ． 免 疫 複 合 体
　 本 発 明 は ま た 、 化 学 治 療 薬 、 毒 素 （ 例 え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 又 は 動 物 由 来 の 酵 素 活 性
毒 素 、 又 は そ の 断 片 ） な ど の 細 胞 毒 性 薬 、 あ る い は 放 射 性 同 位 体 （ 即 ち 、 放 射 性 抱 合 ） に
抱 合 さ れ た 抗 体 を 含 む 免 疫 複 合 体 に も 関 す る 。
　 こ の よ う な 免 疫 複 合 体 の 生 成 に 有 用 な 化 学 治 療 薬 は 上 記 し た 。 用 い る こ と の で き る 酵 素
活 性 毒 素 及 び そ の 断 片 は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合 活 性 断 片 、 コ レ ラ 毒
素 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 、 （ 緑 膿 菌 か ら の ） 外 毒 素 Ａ 鎖 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ ク
シ ン (modeccin)Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ -サ ル シ ン 、 ア レ ウ リ テ ス ・ フ ォ ー デ ィ (Aleurites fordii
)タ ン パ ク 質 、 ジ ア ン チ ン (dianthin)タ ン パ ク 質 、 フ ィ ト ラ カ ・ ア メ リ カ ー ナ (Phytolaca 
americana)タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ａ Ｐ Ｉ 、 Ｐ Ａ Ｐ II、 及 び Ｐ Ａ Ｐ -Ｓ ） 、 モ モ ル デ ィ カ ・ チ ャ ラ
ン チ ア (momordica charantia)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ク ル シ ン (curcin)、 ク ロ チ ン (crotin)、 サ
パ オ ナ リ ア ・ オ フ ィ シ ナ リ ス (sapaonaria oficinalis)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)
、 ミ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ ス ト リ ク ト シ ン (restrictocin)、 フ ェ ノ マ イ シ ン (phenomy
cin)、 エ ノ マ イ シ ン (enomycin)及 び ト リ コ テ セ ン (tricothecene)を 含 む 。 小 分 子 毒 素 は 、
例 え ば カ リ ケ ア マ イ シ ン （ calicheamicins） 、 マ イ タ ン シ ノ イ ド (maytansinoids)、 パ リ
ト キ シ ン （ palytoxin） 及 び Ｃ Ｃ １ ０ ６ ５ を 含 む 。 様 々 な 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド が 放 射 性 抱
合 抗 体 の 生 成 に 利 用 可 能 で あ る 。 例 と し て 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ ｎ 、 ９ ０ Ｙ
及 び １ ８ ６ Ｒ ｅ を 含 む 。
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【 ０ １ ７ ３ 】
　 抗 体 及 び 細 胞 毒 性 薬 の 複 合 体 は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例 え ば 、
Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ ー ル )プ ロ ピ オ ネ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） 、 イ ミ ノ
チ オ ラ ン （ Ｉ Ｔ ） 、 イ ミ ド エ ス テ ル の 二 官 能 性 誘 導 体 （ ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ デ ー ト Ｈ Ｃ Ｌ 等
） 、 活 性 エ ス テ ル （ ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト 等 ） 、 ア ル デ ヒ ド （ グ ル タ ル ア ル デ ヒ
ド 等 ） 、 ビ ス -ア ジ ド 化 合 物 （ ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン 等 ） 、 ビ ス -
ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 （ ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル )-エ チ レ ン ジ ア ミ ン 等 ） 、 ジ イ
ソ シ ア ネ ー ト （ ト リ エ ン ２ ， ６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 等 ） 、 及 び ビ ス -活 性 フ ッ 素 化 合 物 （ １
， ５ -ジ フ ル オ ロ -２ ， ４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 等 ） を 用 い て 作 成 で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免
疫 毒 素 は 、 Vitettaら , Science 238: 1098 (1987)に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 す る こ と が で
き る 。 カ ー ボ ン -１ ４ -標 識 １ -イ ソ チ オ シ ア ナ ト ベ ン ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ
ン 五 酢 酸 （ Ｍ Ｘ -Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ） は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド の 抗 体 へ の 抱 合 の た め の キ レ ー ト 剤
の 例 で あ る 。 WO 94/11026を 参 照 の こ と 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 腫 瘍 の 予 備 標 的 化 で 使 用 す る た め に 、 抗 体 は 「 レ セ プ タ ー 」 （ ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 等 ） に 抱 合 さ れ て も よ く 、 抗 体 -レ セ プ タ ー 複 合 体 は 患 者 に 投 与 さ れ 、 次
い で 清 澄 化 剤 を 用 い て 未 結 合 複 合 体 を 循 環 か ら 除 去 し 、 次 に 細 胞 毒 性 薬 （ 例 え ば 、 放 射 性
ヌ ク レ オ チ ド 等 ） に 抱 合 さ れ た 「 リ ガ ン ド 」 （ 例 え ば ア ビ ジ ン ） を 投 与 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ９ ． 免 疫 リ ポ ソ ー ム
　 ま た 、 こ こ に 開 示 す る 抗 体 は 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム と し て 調 製 し て も よ い 。 抗 体 を 含 む リ ポ
ソ ー ム は 、 Epsteinら , Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwangら , Proc.
 natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及 び 米 国 特 許 第 4,485,045号 及 び 第 4,544,545
号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 で 調 製 さ れ る 。 向 上 し た 循 環 時 間 を 持 つ
リ ポ ソ ー ム は 、 米 国 特 許 第 5,013,556号 に 開 示 さ れ て い る 。
　 特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び Ｐ Ｅ Ｇ -誘 導 ホ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｇ -Ｐ Ｅ ） を 含 む 脂 質 組 成 物 で の 逆 相 蒸 発 法 に よ っ
て 生 成 さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 所 定 サ イ ズ の フ ィ ル タ ー を 通 し て 押 し 出 さ れ 、 所 望 の 径 を
有 す る リ ポ ソ ー ム が 生 成 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 は 、 Martinら , J. Biol. C
hem. 257: 286-288 (1982)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 介 し て リ ポ
ソ ー ム に 抱 合 さ れ 得 る 。 化 学 治 療 薬 （ ド キ ソ ル ビ シ ン 等 ） は 、 場 合 に よ っ て は リ ポ ソ ー ム
内 に 包 含 さ れ る 。 Gabizonら , J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)を 参 照 の こ
と 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ｎ ． 製 薬 組 成 物
　 こ こ で 同 定 さ れ る 増 幅 遺 伝 子 の 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 並 び に 上 記 に
開 示 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 同 定 さ れ た 他 の 分 子 は 、 癌 を 含 む 腫 瘍 、 ウ イ ル ス 性 疾
患 な ど の 上 記 で 議 論 し た 種 々 の 病 理 学 的 状 態 の 治 療 の た め に 、 免 疫 調 節 剤 と し て 、 製 薬 組
成 物 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
　 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 細 胞 内 で あ り 、 全 抗 体 が 阻 害 剤 と し て 用
い ら れ る 場 合 、 内 在 化 抗 体 が 好 ま し い 。 し か し 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 又 は リ ポ ソ ー ム も 抗 体
、 又 は 抗 体 断 片 を 細 胞 に 導 入 す る の に 使 用 で き る 。 　 抗 体 断 片 が 用 い ら れ る 場 合 、 標 的 タ
ン パ ク 質 の 結 合 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 最 小 阻 害 断 片 が 通 常 は 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗
体 の 可 変 領 域 配 列 に 基 づ い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 配 列 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し た ペ プ チ ド 分
子 が 設 計 で き る 。 こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 化 学 的 に 合 成 で き 、 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ
っ て 生 成 で き る （ 例 え ば 、 Marascoら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 [199
3]） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 抗 体 の 治 療 用 製 剤 は 、 所 望 さ れ る 程 度 の 純 度 を 持 つ 抗 体 を 、 親 油 性 製 剤 又 は 水 性 溶 液 の
形 態 で 、 任 意 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤 と 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ
れ 保 存 さ れ る （ Remington's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. [198
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0]） 。 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 は 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で 受 容 者 に 非
毒 性 で あ り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 及 び 他 の 有 機 酸 な ど の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ ル ビ ン 酸 及 び
メ チ オ ニ ン を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 防 腐 剤 （ オ ク タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ
ラ イ ド ； ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ベ ン ズ ア ル コ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ベ ン ズ エ ト ニ ウ
ム ク ロ ラ イ ド ； フ ェ ノ ー ル ； ブ チ ル 又 は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ； メ チ ル 又 は プ ロ ピ ル パ ラ ベ
ン 等 の ア ル キ ル パ ラ ベ ン ； カ テ コ ー ル ； レ ゾ ル シ ノ ー ル ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ -ペ ン
タ ノ ー ル ； 及 び ｍ -ク レ ゾ ー ル な ど ） ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清
ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の
親 水 性 ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 又 は
リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又 は デ キ ス ト リ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類
、 及 び 他 の 炭 水 化 物 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス
又 は ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖 ； ナ ト リ ウ ム な ど の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 （ 例 え ば 、 Ｚ ｎ
-タ ン パ ク 質 錯 体 ） 又 は ト ゥ イ ー ン (TWEEN)（ 商 品 名 ） 、 プ ル ロ ニ ク ス (PLURONICS)（ 商 品
名 ） 、 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 同 定 さ れ た 非 -抗 体 化 合 物 は 、 同 様 の 方 式 で 、 こ の
分 野 で 知 ら れ た 標 準 技 術 を 用 い て 製 剤 さ れ る 。
　 こ こ で の 製 剤 は 、 治 療 す べ き 特 定 の 徴 候 に 必 要 な 場 合 に １ 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま し く
は 互 い に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い 相 補 的 仮 性 を 持 つ も の も 含 ん で よ い 。 あ る い は 、 又 は そ れ に
加 え て 、 組 成 物 は 、 細 胞 毒 性 薬 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 成 長 阻 害 剤 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の
分 子 は 、 適 切 に は 、 意 図 す る 目 的 に 有 効 な 量 の 組 み 合 わ せ で 存 在 す る 。
　 ま た 、 活 性 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ
た マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 例 え ば 、 各 々 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン -マ イ ク ロ
カ プ セ ル 及 び ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ） マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 コ ロ イ ド 状 薬 物 送 達 系 &a
mp;lt;BR（ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 小 球 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 及 び
ナ ノ カ プ セ ル ） 中 、 又 は マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 中 に 包 括 さ れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 技 術
は 、 Remington's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. [1980]に 開 示 さ
れ て い る 。
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 無 菌 で な け ら ば な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し
た 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 徐 放 性 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 製 剤 の 好 適 な 例 は 、 抗 体 を 含 有 す る 固 体 疎 水 性 ポ
リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 こ の マ ト リ ク ス は 成 形 さ れ た 物 品 、 例 え ば フ ィ ル ム 、
又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 状 で あ る 。 除 放 性 マ ト リ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル ヒ ド ロ ゲ ル
（ 例 え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )又 は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） ）
、 ポ リ ア ク チ ド （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 ） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 及 び γ -エ チ ル -Ｌ -グ ル タ
メ ー ト 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 LUPRON DEPOT(商 品 名 )（ 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ
リ マ ー と 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド の 注 射 可 能 な 小 球 ） な ど の 分 解 性 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ
マ ー 、 ポ リ -(Ｄ )-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 を 含 む 。 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 及 び 乳 酸 -グ リ コ
ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー は 分 子 を １ ０ ０ 日 に 渡 っ て 放 出 す る こ と が で き る が 、 あ る 種 の ヒ ド
ロ ゲ ル は よ り 短 時 間 で タ ン パ ク 質 を 放 出 し て し ま う 。 カ プ セ ル 化 さ れ た 抗 体 が 身 体 内 に 長
時 間 残 る と 、 そ れ ら は ３ ７ ℃ の 水 分 に 露 出 さ れ る こ と に よ り 変 性 又 は 凝 集 し 、 そ の 結 果 、
生 物 学 的 活 性 の 低 下 及 び 起 こ り う る 免 疫 原 性 の 変 化 を も た ら す 。 合 理 的 な 方 法 は 、 含 ま れ
る 機 構 に 依 存 す る 安 定 化 に つ い て 工 夫 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が チ オ － ジ ス
ル フ ィ ド 交 換 を 通 し た 分 子 間 Ｓ -Ｓ 結 合 形 成 で あ る と 発 見 さ れ た 場 合 、 安 定 化 は ス ル フ ヒ
ド リ ル 残 基 の 修 飾 、 酸 性 溶 液 か ら の 凍 結 乾 燥 、 水 分 含 有 量 の 制 御 、 適 切 な 添 加 剤 の 付 加 、
及 び 特 異 的 ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 の 開 発 に よ っ て 達 成 さ れ う る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｏ ． 治 療 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 及 び 他 の 抗 腫 瘍 化 合 物 は 、 こ こ で 同 定 さ れ る 増 幅 遺 伝 子 の 過 剰 発 現 及 び ／
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又 は 活 性 化 を 特 徴 と す る も の を 含 む 種 々 の 状 態 の 治 療 に 用 い て も よ い と 考 え ら れ る 。 こ の
よ う な 抗 体 及 び 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 有 機 及 び 無 機 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス 分
子 等 を 含 む 他 の 化 合 物 で 治 療 さ れ る 状 態 又 は 疾 患 の 例 と し て は 、 良 性 又 は 悪 性 腫 瘍 （ 例 え
ば 、 腎 臓 (renal)、 肝 臓 、 腎 臓 (kidney)、 膀 胱 、 乳 房 、 胃 、 卵 巣 、 大 腸 直 腸 、 前 立 腺 、 膵
臓 、 肺 、 外 陰 部 、 甲 状 、 肝 臓 の 癌 ； 肉 腫 ； 膠 芽 細 胞 腫 ； 及 び 種 々 の 頭 部 及 び 頸 部 の 腫 瘍 ）
； 白 血 病 及 び リ ン パ 悪 性 疾 患 ； ニ ュ ー ロ ン 、 グ リ ア 、 星 状 細 胞 、 視 床 下 部 及 び 他 の 腺 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 、 上 皮 、 間 質 及 び 胞 胚 腔 の 疾 患 ； 及 び 炎 症 、 脈 管 形 成 及 び 免 疫 学 的 な 疾 患 が
含 ま れ る 。
　 本 発 明 の 抗 腫 瘍 剤 、 例 え ば 抗 体 は 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に 、 周 知 の 方 法 、 例 え ば
、 ボ ー ラ ス と し て 又 は 所 定 時 間 に 渡 る 連 続 注 入 に よ る 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内 、 腹 膜 内 、 脳 脊
髄 内 、 皮 下 、 関 節 間 、 滑 膜 内 、 鞘 内 、 経 口 、 局 所 、 又 は 吸 入 経 路 な ど に よ り 投 与 さ れ る 。
抗 体 の 静 脈 内 投 与 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 他 の 治 療 的 養 生 法 を 抗 癌 剤 、 例 え ば 本 発 明 の 抗 体 の 投 与 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 例 え ば
、 こ の よ う な 抗 癌 剤 で 治 療 さ れ る 患 者 は 放 射 線 治 療 を 受 け て も よ い 。 あ る い は 、 又 は そ れ
に 加 え て 、 患 者 に 化 学 治 療 薬 を 投 与 し て も よ い 。 こ の よ う な 化 学 治 療 薬 の 調 製 法 及 び 用 量
ス ケ ジ ュ ー ル は 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 さ れ る か 、 熟 練 し た 実 務 者 に よ り 経 験 的 に 決
定 さ れ る 。 そ の よ う な 化 学 治 療 に 対 す る 調 製 法 及 び 用 量 ス ケ ジ ュ ー ル は ま た Chemotherapy
 Service M.C. Perry編 , Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992)に も 記 載 さ れ て い
る 。 化 学 治 療 薬 は 、 本 発 明 の 抗 腫 瘍 剤 、 例 え ば 抗 体 の 投 与 に 先 立 っ て 、 又 は 続 い て 投 与 し
て も よ く 、 あ る い は そ れ ら と 同 時 に 投 与 し て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 タ モ キ シ フ ェ ン 等
の 抗 エ ス ト ロ ゲ ン 化 合 物 又 は オ ナ プ リ ス ト ン な ど の 抗 プ ロ ゲ ス テ ロ ン （ EP 616812参 照 ）
の 、 そ れ ら の 分 子 に つ い て 知 ら れ た 用 量 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。
　 ま た 、 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 抗 体 、 例 え ば Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ３ 、 Ｅ ｒ ｂ
Ｂ ４ 、 又 は 血 管 内 皮 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） に 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と も 好 ま し い 。 と き ど
き は 、 患 者 に サ イ ト カ イ ン を 投 与 す る こ と も 有 利 で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ こ の
抗 癌 剤 は 、 成 長 阻 害 剤 と 同 時 投 与 さ れ る 。 例 え ば 、 ま ず 成 長 阻 害 剤 を 投 与 し 、 続 い て 本 発
明 の 抗 癌 剤 を 投 与 す る 。 し か し な が ら 、 同 時 投 与 、 又 は 本 発 明 の 抗 癌 剤 を 最 初 に 投 与 す る
こ と も 考 え ら れ る 。 成 長 阻 害 剤 に つ い て の 適 切 な 用 量 は 現 在 用 い ら れ て い る 量 で あ る が 、
成 長 阻 害 剤 と こ の 抗 体 と の 組 み 合 わ せ （ 相 乗 ） 効 果 に よ り 減 少 さ せ 得 る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 疾 患 の 防 止 又 は 治 療 の た め の 、 こ こ で の 抗 腫 瘍 剤 の 適 切 な 用 量 は 、 上 記 で 定 義 し た よ う
な 治 療 さ れ る 疾 患 の 型 、 疾 患 の 重 篤 さ 及 び 経 過 、 防 止 又 は 治 療 目 的 で 薬 剤 が 投 与 さ れ る か
否 か 、 従 前 の 治 療 、 患 者 の 臨 床 履 歴 及 び 薬 剤 に 対 す る 反 応 、 及 び 主 治 医 の 裁 量 に 依 存 す る
。 薬 剤 は 、 適 切 に は 患 者 に 一 回 又 は 一 連 の 治 療 に 渡 っ て 適 切 に 投 与 さ れ る 。
　 例 え ば 、 疾 患 の 型 及 び 重 篤 さ に 応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ （ 例 え ば 、
０ ． １ － ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） の 抗 体 が 、 例 え ば 、 １ 又 は そ れ 以 上 の 別 々 の 投 与 あ る い は 連 続
注 入 の い ず れ に し て も 、 患 者 に 投 与 す る た め の 最 初 の 候 補 用 量 で あ る 。 典 型 的 な １ 日 の 用
量 は 、 上 記 の 要 因 に 応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 又 は そ れ 以 上 で あ ろ う
。 数 日 以 上 に 渡 る 繰 り 返 し 投 与 の た め に は 、 状 態 に 応 じ て 、 疾 患 の 徴 候 に 所 望 の 抑 制 が 現
れ る ま で 治 療 が 続 け ら れ る 。 し か し な が ら 、 他 の 用 量 計 画 が 有 用 で あ る こ と も あ る 。 こ の
治 療 の 進 行 は 、 従 来 の 技 術 及 び ア ッ セ イ に よ っ て 容 易 に 監 視 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 Ｐ ． 製 造 品
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 上 記 の 疾 患 の 診 断 又 は 治 療 に 有 用 な 物 質 を 含 む 製 造 品 が 提
供 さ れ る 。 こ の 製 造 品 は 容 器 と ラ ベ ル と を 含 ん で な る 。 好 適 な 容 器 は 、 例 え ば 、 ビ ン 、 バ
イ ア ル 、 シ リ ン ジ 、 及 び 試 験 管 を 含 む 。 容 器 は 、 ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク な ど の 材 料 か ら
形 成 さ れ て よ い 。 容 器 は 、 状 態 を 診 断 し 治 療 す る の に 有 効 な 組 成 物 を 収 容 し 、 無 菌 の ア ク
セ ス ポ ー ト を 有 し 得 る （ 例 え ば 、 容 器 は 皮 下 注 射 針 で 貫 通 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有 す る 静 脈
内 溶 液 バ ッ グ 又 は バ イ ア ル で あ っ て よ い ） 。 組 成 物 中 の 活 性 剤 は 通 常 、 こ こ で 同 定 さ れ る
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遺 伝 子 産 物 の 活 性 を 妨 害 す る こ と の で き る 抗 腫 瘍 剤 、 例 え ば 抗 体 で あ る 。 容 器 上 又 は 添 付
さ れ る ラ ベ ル は 、 組 成 物 が 選 択 し た 状 態 の 診 断 又 は 治 療 の た め に 使 用 さ れ る こ と を 示 す 。
製 造 品 は さ ら に 、 リ ン 酸 緩 衝 塩 水 、 リ ン ガ ー 液 及 び デ キ ス ト ロ ー ス 溶 液 な ど の 製 薬 的 に 許
容 さ れ る バ ッ フ ァ ー を 含 む 第 ２ の 容 器 を 具 備 し て も よ い 。 さ ら に 、 他 の バ ッ フ ァ ー 、 希 釈
剤 、 フ ィ ル タ ー 、 針 、 シ リ ン ジ 、 及 び 使 用 上 の 指 示 を 付 け た パ ッ ケ ー ジ 挿 入 物 を 含 む 商 業
的 及 び 使 用 者 の 見 地 か ら 望 ま し い 他 の 材 料 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 Ｑ ． 腫 瘍 の 診 断 及 び 予 知
　 或 る 種 の 腫 瘍 で 過 剰 発 現 さ れ る 成 長 レ セ プ タ ー 等 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 は 候 補 薬 剤 又 は
腫 瘍 （ 例 え ば 、 癌 ） 治 療 の 優 れ た 標 的 で あ る が 、 同 じ タ ン パ ク 質 は 腫 瘍 細 胞 で 増 幅 さ れ た
遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 分 泌 タ ン パ ク 質 と と も に 腫 瘍 の 診 断 及 び 予 知 に 用 途 が 見 出 さ れ る 。
例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 で 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 に 対 す る 抗 体 は 腫 瘍 診 断 又 は 予 知
と し て 使 用 で き る 。
　 例 え ば 、 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 は 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ 「 マ ー
カ ー 遺 伝 子 産 物 」 ） の 発 現 の 定 性 的 又 は 定 量 的 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 好 ま
し く は 検 出 可 能 な 、 例 え ば 蛍 光 標 識 を 備 え 、 結 合 は 光 学 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、
フ ル オ ロ メ ト リ ー 、 又 は こ の 分 野 で 知 ら れ た 他 の 技 術 に よ っ て 監 視 で き る 。 こ れ ら の 技 術
は 、 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 が 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 成 長 因 子 を コ ー ド す る 場 合 に 特 に 好
ま し い 。 こ の よ う な 結 合 ア ッ セ イ は 、 上 記 ５ 節 に 実 質 的 に 記 載 さ れ た よ う に 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 抗 体 の イ ン サ イ ツ 検 出 は 、 例 え ば 、 免 疫 蛍 光 又 は 免 疫 電
子 顕 微 鏡 に よ っ て 実 施 で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 組 織 学 的 試 料 を 患 者 か ら 取 り 出 し 、 好
ま し く は 生 物 学 的 試 料 に 抗 体 を 被 せ る こ と に よ り 、 標 識 抗 体 を そ れ に 適 用 す る 。 こ の 手 法
は ま た 、 試 験 さ れ る 組 織 に お け る マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 の 分 布 も 決 定 で き る よ う に す る 。 当
業 者 に は 、 イ ン サ イ ツ 検 出 の た め に 広 範 な 組 織 学 的 方 法 が 容 易 に 利 用 で き る こ と は 明 ら か
で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 す る た め に の み 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 決 し て 限
定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
　 本 明 細 書 で 引 用 し た 全 て の 特 許 及 び 文 献 の 全 体 を 、 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 む 。
【 ０ １ ８ ６ 】
（ 実 施 例 ）
　 実 施 例 で 言 及 さ れ て い る 全 て の 他 の 市 販 試 薬 は 、 特 に 示 さ な い 限 り は 製 造 者 の 使 用 説 明
に 従 い 使 用 し た 。 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 に よ り 以 下 の 実 施 例 及 び 明 細 書 全 体 を 通 し て 特 定 さ れ
て い る 細 胞 の 供 給 源 は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 、 １ ０ ８ ０ １ ユ ニ
ヴ ァ ー シ テ ィ ー ・ ビ ル デ ィ ン グ 、 マ ナ ッ サ ス 、 Ｖ Ａ ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９ で あ る 。 本 出 願
で 言 及 さ れ る 全 て の 元 の 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ
ペ ス ト 条 約 及 び そ の 規 則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 の 下 で な さ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付 か
ら ３ ０ 年 間 、 寄 託 の 生 存 可 能 な 培 養 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は ブ
ダ ペ ス ト 条 約 の 条 項 に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ か ら 入 手 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 ど れ が 最 初 で あ ろ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の 発 行
時 又 は 任 意 の 米 国 又 は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限 的 に
入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 し 、 ３ ５ 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官 規 則
(特 に 参 照 番 号 ８ ８ ６ Ｏ Ｇ ６ ３ ８ の ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ 第 １ ． １ ４ 条 を 含 む )に 従 っ て 権 利 を 有 す る
と 米 国 特 許 庁 長 官 が 決 定 し た 者 に 子 孫 を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 特 に 記 さ な い 限 り 、 本 発 明 は 上 記 及 び 以 下 の 教 科 書 に 記 載 さ れ た も の の よ う な 組 換 え Ｄ
Ｎ Ａ 技 術 の 標 準 的 な 手 法 を 用 い た ： Sambrookら , Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al, Cold Spring Harbor Press N.Y., 1989; Ausubelら , Current Protocols in Molecul
ar Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 1989; Inni
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sら , PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications, Academic Press, Inc., N
.Y.., 1990; Harlowら , Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press,
 Cold Spring Harbor, 1988; Gait, Oligonucleotide synthesis, IRL Press, Oxford, 1
984; R.I. Freshney, Animal Cell Culture, 1987; Coliganら , Current Protocols in I
mmunology, 1991。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ １ ８ ８ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Swiss-Prot公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら の 約 ９ ５ ０ の 公 知 の 分 泌 タ ン パ ク 質 か ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） 配 列 （ 必 要 な ら ば 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 、 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス の
検 索 に 使 用 し た 。 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス は 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） を 含 ん
だ 。 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in 
Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 、 Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 配 列 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の ６ フ
レ ー ム 翻 訳 と の 比 較 と し て 実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 Blastス コ ア ７ ０
（ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, U
niversity of Washington, Seattle, WA） で ク ラ ス タ ー 形 成 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列
に 構 築 し た 。
　 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て phrapを 用 い て 上 記 の よ う に 構 築 し
た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ３ ６ と 命 名 し た 。 幾 つ か の 場 合 に は
、 コ ン セ ン サ ス 配 列 は 中 間 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 誘 導 さ れ 、 そ れ は BLAST及 び phrap
の 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用 い て 伸 長 さ せ 、 そ の 中 間 コ ン セ ン サ ス 配 列 は 上 記 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の
供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り 伸 長 さ せ た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ３ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を
含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の
ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 正
方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば
し ば 約 １ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は
典 型 的 に は ４ ０ -５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 幾 つ か の 場 合 に は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 が 約 １ － １ ．
５ ｋ ｂ ｐ よ り 大 き な 場 合 に は 更 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 全 長 ク ロ ー ン に つ い
て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 掲 の Au
subelら , Current Protocols in Molecular Biologyの よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 次 い で ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い た 興 味 あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン の 単
離 に 使 用 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 対 （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：
　 ５ '-CAGCGAACCGGGTGCCGGGTC-３ '（ 配 列 番 号 ： ２ １ )
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：
　 ５ '-GAGCGACGAGCGCGCAGCGAAC-３ '（ 配 列 番 号 ： ２ ２ )
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ３ ：
　 ５ '-ATACTGCGATCGCTAAACCACCATGCGCCGCCGCCTGTGGCTG-３ '
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ２ ３ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー １ ：
　 ５ '-GCCGGCCTCTCAGGGCCTCAG-３ '（ 配 列 番 号 ： ２ ４ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ２ ：
　 ５ '-CCCACGTGTACAGAGCGGATCTC-３ '（ 配 列 番 号 ： ２ ５ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ３ ：
　 ５ '-GAGACCAGGACGGGCAGGAAGTG-３ '（ 配 列 番 号 ： ２ ６ )
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逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ４ ：
　 ５ '-CAGGCACCTTGGGGAGCCGCC -３ '（ 配 列 番 号 ： ２ ７ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ５ ：
　 ５ '-CCCACGTGTACAGAGCGGATCTC-３ '（ 配 列 番 号 ： ２ ８ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ６ ：
　 ５ '-GAGACCAGGACGGGCAGGAAGTG-３ '（ 配 列 番 号 ： ２ ９ )
さ ら に 、 次 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持 つ 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ を コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ３ ６ 配 列 か ら 構 築 し た ：
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：
　 ５ '-CTCTACGGGTACTGCAGGTTCCGGGAGCGCATCGAAGAGAACGG-３ '
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 (配 列 番 号 ： ３ ０ )
【 ０ １ ９ １ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ を ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Invitrogen, San Diego, CA 
か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 方 法 に よ っ て 形 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部
位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー の 平 滑 末 端 で 結 合 さ
せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で お よ そ の サ イ ズ 分 割 を し 、 決 め ら れ た 方 向 で 適 当
な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 持 た
な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmesら , Science, 253:1278-1280 (1991)） に 独 特 の
Ｘ ｈ ｏ ｌ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て ク ロ ー ン 化 し た 。
　 上 記 の よ う に 単 離 さ れ た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド に
つ い て の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ９ １ ２ -２ ６ ８ ０ と 命 名 す る ［ 図 １ 、 配 列 番 号 ：
１ ］ ） 及 び 当 該 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 を 与 え た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 上 記 で 同 定 さ れ た 全 長 ク ロ ー ン は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ７ － ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 及 び ヌ ク レ オ チ ド 位 置
５ １ ７ － ５ １ ９ の 停 止 シ グ ナ ル を 有 し て い た （ 図 １ ； 配 列 番 号 ： １ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド 前 駆 体 は １ ７ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 １ ９ ， ６ ６ ３ ダ ル ト ン の 計 算 上 の 分 子 量 及 び
約 １ １ ． ８ １ の 見 積 も ら れ た ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５
８ ０ ０ の 分 析 は 、 図 ２ に 示 し た よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 を 明 ら か
に し 、 こ こ で 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え た 位 置 は 上 記 の よ う に お よ そ の も の で あ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ９ １ ２ － ２ ６ ８ ０ は １ ９ ９ ９ 年 ５ 月 ２ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ
れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － １ ２ ４ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い た Day
hoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ア ミ ノ 酸 配
列 と 以 下 の Dayhoff配 列 、 P_W52595, P_W57313, FGFA_HUMAN, P_W57264, FGFA_RAT, P_W52
597, MMU94517_1, FGFA_MOUSE, P_W57306 及 び D86333_1と の 間 の 配 列 同 一 性 を 明 ら か に し
た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ １ ９ ３ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 天 然 ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８
８ ０ － ２ ６ ８ ９ ） を 、 一 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ５ ’ 末 端 を 優 先 的 に 示 す ヒ ト 子 宮 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ に お い て 、 酵 母 ス ク リ ー ニ ン グ を 使 用 し て 同 定 し た 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ８ ０ － ２ ６ ８ ９ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含
み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ８ － ３ ０ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ５ ８
０ － ５ ８ ２ に 見 か け の 停 止 コ ド ン を 含 む （ 図 ３ ； 配 列 番 号 ： ３ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ
ド 前 駆 体 は １ ８ ４ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ４ ； 配 列 番 号 ： ４ ） 。 図 ４ に 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ
６ ０ ０ ０ 配 列 は 、 約 ２ １ ， ０ ５ ２ ダ ル ト ン の 見 積 上 の 分 子 量 及 び 約 ５ ． ０ １ の 見 積 も ら れ
た ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ４ （ 配 列 番 号 ： ４ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ の 分 析 は 、 図 ４ に 示
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し た よ う な 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 を 明 ら か に し 、 こ こ で 重 要 な ポ リ ペ
プ チ ド ド メ イ ン に 与 え た 位 置 は 上 記 の よ う に お よ そ の も の で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２
８ ８ ０ － ２ ６ ８ ９ は １ ９ ９ ９ 年 ７ 月 ２ ０ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ
Ａ － ３ ８ ３ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 ４ （ 配 列 番 号 ： ４ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い た Day
hoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ア ミ ノ 酸 配
列 と 以 下 の Dayhoff配 列 、 SPS_VICFA, ADU85448_1, G64635, AE001516_3, P_W20328, P_W2
0747, 及 び SPS_SPIOLと の 間 の 配 列 同 一 性 を 明 ら か に し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ １ ９ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９ は 、 ジ ェ ネ ン テ ク ， イ ン ク （ South San Francisco, CA）
に よ っ て 開 発 さ れ た 独 自 の 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 公 的 （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び ／ 又
は 個 人 的 （ LIFESEQ(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA） デ ー タ
ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ｓ 並 び に 集 団 化 及 び 組 み 立 て ら れ た Ｅ Ｓ Ｔ 断 片 に 適 用 す る こ と に よ り
同 定 し た 。 シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 考 慮 し て い る 配 列 又 は 配 列 断 片 の ５ '-末 端 の 第
１ の 、 場 合 に よ っ て は 第 ２ の メ チ オ ニ ン コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド
の 文 字 に 基 づ く 分 泌 シ グ ナ ル ス コ ア を 計 算 す る 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ に 続 く ヌ ク レ オ チ ド は 、 停
止 コ ド ン を 持 た な い 少 な く と も ３ ５ の 不 明 瞭 で な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し な け れ ば な ら な い
。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ が 必 要 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る 場 合 、 第 ２ の も の は 試 験 し な い 。 何 れ も 要 件 を
満 た さ な い 場 合 、 候 補 配 列 に ス コ ア を つ け な い 。 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 が 真 正 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む
か 否 か を 決 定 す る た め に 、 Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 、
分 泌 シ グ ナ ル に 関 連 す る こ と が 知 ら れ た ７ つ の セ ン サ ー （ 評 価 パ ラ メ ー タ ） の 組 を 用 い て
ス コ ア を つ け た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 上 記 に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 は 、 こ こ で ３ ０ ３ ５ ２ ４ ８ Ｈ １ と 命 名
さ れ た LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ー ベ ー ス 、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CAか ら の
Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 同 定 を 可 能 に し た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス
（ 例 え ば 、 GenBank） 及 び 独 自 に 開 発 し た Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、
Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ
ベ ー ス と 比 較 し て 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム
BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を
用 い て 実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る
） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Was
hington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ
か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ８ ９ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ８ ９ コ ン セ ン サ ス 配 列 と LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ー ベ ー ス Incyte Pharmace
uticals、 Palo Alto, CAの Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ３ ０ ３ ５ ２ ４ ８ Ｈ １ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列
と の 間 の 観 察 さ れ た 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 ク ロ ー ン 番 号 ３ ０ ３ ５ ２ ４ ８ Ｈ １ を 購 入 し 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の 挿 入 物 は 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が わ か
っ た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ５ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９ と 命
名 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ ０ － ６ ２ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し
て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ ０ ５ － １ ０ ０ ７ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ５ ； 配 列 番 号 ： ５ ）
。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ １ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ６ ； 配 列 番 号 ： ６ ） 。 図
６ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ タ ン パ ク 質 は 、 約 ３ ５ ， ９ ６ ３ ダ ル ト ン の 見 積 も ら れ た 分 子
量 及 び 約 ５ ． ３ ８ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ 配
列 の 分 析 は 、 図 ６ に 示 し た 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の の 存 在 を 明 ら か に し 、 こ
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れ ら 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 上 記 の よ う に お よ そ の も の で あ る 。
ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９ は １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 １ ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ５ ５ ３ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 ６ （ 配 列 番 号 ： ６ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い た Day
hoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ア ミ ノ 酸 配
列 と 以 下 の Dayhoff配 列 、 P_W88499; HGS_RE347; P_W88647; YO87_CAEEL; S44095; P_W036
26; P_W03627; IE68_HSVSA; PN0009; RNU51583_1と の 間 の 配 列 同 一 性 を 明 ら か に し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ １ ９ ７ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ は 、 ジ ェ ネ ン テ ク ， イ ン ク （ South San Francisco, CA）
に よ っ て 開 発 さ れ た 独 自 の 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 公 的 （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び ／ 又
は 個 人 的 （ LIFESEQ(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA） デ ー タ
ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ｓ 並 び に 集 団 化 及 び 組 み 立 て ら れ た Ｅ Ｓ Ｔ 断 片 に 適 用 す る こ と に よ り
同 定 し た 。 シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 考 慮 し て い る 配 列 又 は 配 列 断 片 の ５ '-末 端 の 第
１ の 、 場 合 に よ っ て は 第 ２ の メ チ オ ニ ン コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド
の 文 字 に 基 づ く 分 泌 シ グ ナ ル ス コ ア を 計 算 す る 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ に 続 く ヌ ク レ オ チ ド は 、 停
止 コ ド ン を 持 た な い 少 な く と も ３ ５ の 不 明 瞭 で な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し な け れ ば な ら な い
。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ が 必 要 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る 場 合 、 第 ２ の も の は 試 験 し な い 。 何 れ も 要 件 を
満 た さ な い 場 合 、 候 補 配 列 に ス コ ア を つ け な い 。 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 が 真 正 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む
か 否 か を 決 定 す る た め に 、 Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 、
分 泌 シ グ ナ ル に 関 連 す る こ と が 知 ら れ た ７ つ の セ ン サ ー （ 評 価 パ ラ メ ー タ ） の 組 を 用 い て
ス コ ア を つ け た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 上 記 に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 は 、 こ こ で ７ ４ ５ ５ ７ ５ Ｈ １ と 命 名 さ
れ た LIFESEQ(商 品 名 )（ Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） デ ー タ ー ベ ー ス か ら の
Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 同 定 を 可 能 に し た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス
（ 例 え ば 、 GenBank） 及 び 独 自 に 開 発 し た Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、
Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ
ベ ー ス と 比 較 し て 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム
BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を
用 い て 実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る
） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Was
hington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ
か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ４ １ １ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ４ １ １ コ ン セ ン サ ス 配 列 と LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ー ベ ー ス Incyte Pharmace
uticals、 Palo Alto, CAの Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ７ ４ ５ ５ ７ ５ Ｈ １ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と
の 間 の 観 察 さ れ た 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 ク ロ ー ン 番 号 ７ ４ ５ ５ ７ ５ Ｈ １ を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の 挿 入 物 は 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が わ か っ た
。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ７ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ９ ８ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ と 命 名 す
る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ５ ２ － ３ ５ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、
そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ０ ８ ５ － ３ ０ ８ ７ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ７ ； 配 列 番 号 ：
７ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ９ １ １ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ８ ； 配 列 番 号 ： ８ ）
。 図 ８ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ タ ン パ ク 質 は 、 約 ９ ９ ， １ １ ７ ダ ル ト ン の 見 積 も ら れ た
分 子 量 及 び 約 ４ ． ６ ２ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ８ （ 配 列 番 号 ： ８ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １
８ 配 列 の 分 析 は 、 図 ８ に 示 し た 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の の 存 在 を 明 ら か に し
、 こ れ ら 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 上 記 の よ う に お よ そ の も の で あ
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る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ９ ８ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ は １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 ３ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ４ ８ １ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 ８ （ 配 列 番 号 ： ８ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い た Day
hoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ア ミ ノ 酸 配
列 と 以 下 の Dayhoff配 列 、 PGCB_BOVIN; P_R85442; P_R77034; P_R12609; AC003110_2; PGC
V_HUMAN; AF116856_1; P_W75099; HGS_A176; A098460_1と の 間 の 配 列 同 一 性 を 明 ら か に し
た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ０ ０ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Swiss-Prot公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら の 約 ９ ５ ０ の 公 知 の 分 泌 タ ン パ ク 質 か ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） 配 列 （ 必 要 な ら な 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 、 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス の
検 索 に 使 用 し た 。 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス は 、 自 社 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ー ベ ー ス (LIFESEQ(
商 品 名 ） 、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto、 CA） を 含 ん だ 。 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ
プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzymology 266: 460-480 
(1996)） を 用 い て 、 Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 配 列 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の ６ フ レ ー ム 翻 訳 と の 比 較 と し て
実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 Blastス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は
そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington,
 Seattle, WA） で ク ラ ス タ ー 形 成 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 構 築 し た 。
　 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て phrapを 用 い て 上 記 の よ う に 構 築 し
た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ３ ０ ４ ８ と 命 名 し た 。 幾 つ か の 場 合 に は 、
Ｄ Ｎ Ａ ４ ３ ０ ４ ８ コ ン セ ン サ ス 配 列 は 中 間 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 誘 導 さ れ 、 そ れ は
BLAST及 び phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用 い て 伸 長 さ せ 、 そ の 中 間 コ ン セ ン サ ス 配 列 は 上 記
の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ３ ０ ４ ８ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ ４ ３ ０ ４ ８ コ ン セ ン サ ス
配 列 と LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ー ベ ー ス Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CAの Ｅ Ｓ Ｔ
ク ロ ー ン 番 号 １ ６ ３ ６ ９ ５ ２ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 観 察 さ れ た 配 列 相 同 性 に 鑑 み
て 、 ク ロ ー ン 番 号 １ ６ ３ ６ ９ ５ ２ を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の 挿
入 物 は 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が わ か っ た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ９ に
示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２ ７ ３ ７ と 命 名 す る 。
　 上 記 に て 同 定 さ れ た 全 長 ク ロ ー ン は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ ３ － ６ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ３ ２ ８ － ２ ３ ３ ０ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ９ ； 配 列 番 号 ： ９ ） 。
予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ７ ５ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ８ ２ ， ７ ８ ５ ダ ル ト ン の 見
積 も ら れ た 分 子 量 及 び 約 ８ ． ７ １ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 示 し た 全
長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ 配 列 の 分 析 は 、 図 １ ０ に 示 し た 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の の
存 在 を 明 ら か に し 、 こ れ ら 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 上 記 の よ う に
お よ そ の も の で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２ ７ ３ ７ は １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 １ ０ 日 に
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ５ ２ ０ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い
た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ア ミ
ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 、 P_W81365; NEC3_MOUSE; MUSPRCON14_1; FURI_HUMAN; P_R
77540; S71340; P_W73932; DROFUR1ISO_1; GEN12660; 及 び P_R59784と の 間 の 配 列 同 一 性
を 明 ら か に し た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ０ ２ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Swiss-Prot公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら の 約 ９ ５ ０ の 公 知 の 分 泌 タ ン パ ク 質 か ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） 配 列 （ 必 要 な ら な 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 、 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス の
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検 索 に 使 用 し た 。 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス は 、 （ １ ） 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ー ベ ー ス （ 例 え ば 、 Me
rck/Washington University)、 及 び （ ２ ） 自 社 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ー ベ ー ス (LIFESEQ(
商 品 名 ） 、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto、 CA） を 含 ん だ 。 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ
プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzymology 266: 460-480 
(1996)） を 用 い て 、 Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 配 列 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の ６ フ レ ー ム 翻 訳 と の 比 較 と し て
実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 Blastス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は
そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington,
 Seattle, WA） で ク ラ ス タ ー 形 成 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 構 築 し た 。
　 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て phrapを 用 い て 上 記 の よ う に 構 築 し
た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ３ ７ と 命 名 し た 。 幾 つ か の 場 合 に は 、
Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ３ ７ コ ン セ ン サ ス 配 列 は 中 間 コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 誘 導 さ れ 、 そ れ は
BLAST及 び phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用 い て 伸 長 さ せ 、 そ の 中 間 コ ン セ ン サ ス 配 列 は 上 記
の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り 伸 長 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ３ ７ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ ３ ８ ２ ３ ７ コ ン セ ン サ ス
配 列 と LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ー ベ ー ス Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CAの Ｅ Ｓ Ｔ
ク ロ ー ン 番 号 １ ８ ５ ５ ７ ５ ５ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 観 察 さ れ た 配 列 相 同 性 に 鑑 み
て 、 ク ロ ー ン 番 号 １ ８ ５ ５ ７ ５ ５ を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の 挿
入 物 は 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が わ か っ た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 １ １
に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ － ２ ７ ４ ０ と 命 名 す る 。
　 上 記 に て 同 定 さ れ た 全 長 ク ロ ー ン は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ ィ ン
グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ ２ － １ ０ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ
し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ０ ８ ３ － １ ０ ８ ５ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ １ ； 配 列 番 号 ：
１ １ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ２ ７ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ３ ４ ， ３ ４ ８ ダ ル
ト ン の 見 積 も ら れ た 分 子 量 及 び 約 ７ ． ８ ８ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 １ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） に
示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ 配 列 の 分 析 は 、 図 １ ２ に 示 し た 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ
イ ン の の 存 在 を 明 ら か に し 、 こ れ ら 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 上 記
の よ う に お よ そ の も の で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ － ２ ７ ４ ０ は １ ９ ９ ９ 年 ８ 月
１ ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ５ ４ ８ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 １ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い
た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ア ミ
ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 、 AF061022_1; AF061024_1; HS889N15_1; GGY14064_1; GGY
14063_1; AF061023_1; XLU43330_1; GEN14531; MMCARH_1; 及 び MMU90715_1と の 間 の 配 列
同 一 性 を 明 ら か に し た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ２ ０ ４ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ は 、 ジ ェ ネ ン テ ク ， イ ン ク （ South San Francisco, CA
） に よ っ て 開 発 さ れ た 独 自 の 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 公 的 （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び ／
又 は 個 人 的 （ LIFESEQ(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA） デ ー
タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ｓ 並 び に 集 団 化 及 び 組 み 立 て ら れ た Ｅ Ｓ Ｔ 断 片 に 適 用 す る こ と に よ
り 同 定 し た 。 シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 考 慮 し て い る 配 列 又 は 配 列 断 片 の ５ '-末 端 の
第 １ の 、 場 合 に よ っ て は 第 ２ の メ チ オ ニ ン コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ
ド の 文 字 に 基 づ く 分 泌 シ グ ナ ル ス コ ア を 計 算 す る 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ に 続 く ヌ ク レ オ チ ド は 、
停 止 コ ド ン を 持 た な い 少 な く と も ３ ５ の 不 明 瞭 で な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し な け れ ば な ら な
い 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ が 必 要 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る 場 合 、 第 ２ の も の は 試 験 し な い 。 何 れ も 要 件
を 満 た さ な い 場 合 、 候 補 配 列 に ス コ ア を つ け な い 。 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 が 真 正 の シ グ ナ ル 配 列 を 含
む か 否 か を 決 定 す る た め に 、 Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を
、 分 泌 シ グ ナ ル に 関 連 す る こ と が 知 ら れ た ７ つ の セ ン サ ー （ 評 価 パ ラ メ ー タ ） の 組 を 用 い
て ス コ ア を つ け た 。
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【 ０ ２ ０ ５ 】
　 上 記 に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 は 、 こ こ で Ｃ Ｌ Ｕ ５ ７ ８ ３ ６ と 命 名 さ
れ た LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ー ベ ー ス 、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CAか ら の Ｅ
Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 を 可 能 に し た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー
タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び 独 自 に 開 発 し た Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(
商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ
） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ
ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1
996)） を 用 い て 実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場
合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, Universit
y of Washington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し
た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ８ ７ ５ ６ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ８ ７ ５ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 と LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ー ベ ー ス Incyte Pharmace
uticals、 Palo Alto, CAの Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ２ ２ ５ １ ４ ６ ２ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の
間 の 観 察 さ れ た 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 ク ロ ー ン 番 号 ２ ２ ５ １ ４ ６ ２ を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿
入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の 挿 入 物 は 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と が わ か っ た 。 こ
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 １ ３ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ と 命 名 す
る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ ０ － ６ ２ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ
し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ５ ０ ６ － １ ５ ０ ８ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ ３ ； 配 列 番 号 ：
１ ３ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ８ ２ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 １ ４ ； 配 列 番 号 ：
１ ４ ） 。 図 １ ４ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ タ ン パ ク 質 は 、 約 ４ ９ ， ０ ６ ０ ダ ル ト ン の 見 積
も ら れ た 分 子 量 及 び 約 ４ ． ７ ４ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 １ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） に 示 し た 全 長
Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ 配 列 の 分 析 は 、 図 １ ４ に 示 し た 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の の 存
在 を 明 ら か に し 、 こ れ ら 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 上 記 の よ う に お
よ そ の も の で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ は １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 １ ７ 日 に Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ５ ５ ２ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 １ ４ （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い
た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ア ミ
ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 、 P_Y12291, I47141, D88733_1, DMC56G7_1, P_Y11606, HW
P1_CANAL, HSMUC5BEX_1, HSU78550_1, HSU70136_1, HSU70136_1, 及 び SGS3_DROMEと の 間
の 配 列 同 一 性 を 明 ら か に し た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ２ ０ ７ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ は 、 ジ ェ ネ ン テ ク ， イ ン ク （ South San Francisco, CA
） に よ っ て 開 発 さ れ た 独 自 の 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 公 的 （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び ／
又 は 個 人 的 （ LIFESEQ(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA） デ ー
タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ｓ 並 び に 集 団 化 及 び 組 み 立 て ら れ た Ｅ Ｓ Ｔ 断 片 に 適 用 す る こ と に よ
り 同 定 し た 。 シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 考 慮 し て い る 配 列 又 は 配 列 断 片 の ５ '-末 端 の
第 １ の 、 場 合 に よ っ て は 第 ２ の メ チ オ ニ ン コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ
ド の 文 字 に 基 づ く 分 泌 シ グ ナ ル ス コ ア を 計 算 す る 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ に 続 く ヌ ク レ オ チ ド は 、
停 止 コ ド ン を 持 た な い 少 な く と も ３ ５ の 不 明 瞭 で な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し な け れ ば な ら な
い 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ が 必 要 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る 場 合 、 第 ２ の も の は 試 験 し な い 。 何 れ も 要 件
を 満 た さ な い 場 合 、 候 補 配 列 に ス コ ア を つ け な い 。 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 が 真 正 の シ グ ナ ル 配 列 を 含
む か 否 か を 決 定 す る た め に 、 Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を
、 分 泌 シ グ ナ ル に 関 連 す る こ と が 知 ら れ た ７ つ の セ ン サ ー （ 評 価 パ ラ メ ー タ ） の 組 を 用 い
て ス コ ア を つ け た 。
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【 ０ ２ ０ ８ 】
　 上 記 に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 は 、 こ こ で ８ １ ５ ７ ５ と 命 名 さ れ た In
cyte デ ー タ ー ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 を 可 能 に し た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ
Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び 独 自 に 開 発 し た Ｅ Ｓ Ｔ
Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） を 含
む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。
相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods i
n Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず
、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phr
ap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ
ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ
１ ０ ４ ３ ９ １ と 命 名 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ４ ３ ９ １ コ ン セ ン サ ス 配 列 と Incyteデ ー タ ー ベ ー ス の ク ロ ー ン 番 号 １ ９ ２ ２
８ ８ ８ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 観 察 さ れ た 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 ク ロ ー ン 番 号 １ ９
２ ２ ８ ８ ８ を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の 挿 入 物 は 全 長 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る こ と が わ か っ た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 １ ５ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ
１ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ と 命 名 す る 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ４ ７ － ４ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ
し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ １ １ － ３ １ ３ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ ５ ； 配 列 番 号 ： １ ５
） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ８ ８ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 １ ６ ） 。 図 １ ６ に 示 す 全
長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ タ ン パ ク 質 は 、 約 ９ ， ６ ４ ５ ダ ル ト ン の 見 積 も ら れ た 分 子 量 及 び 約 ５ ．
４ ５ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 １ ６ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ 配 列 の 分 析
は 、 図 １ ６ に 示 し た 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の の 存 在 を 明 ら か に し 、 こ れ ら 重
要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 上 記 の よ う に お よ そ の も の で あ る 。 ク ロ ー
ン Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ は １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 １ ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ５ ５ １ が 付 与 さ れ て い る 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ２ １ ０ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ４ ２ － ２ ７ ５ ４ は 、 ジ ェ ネ ン テ ク ， イ ン ク （ South San Francisco, CA
） に よ っ て 開 発 さ れ た 独 自 の 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 公 的 （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び ／
又 は 個 人 的 （ LIFESEQ(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA） デ ー
タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ｓ 並 び に 集 団 化 及 び 組 み 立 て ら れ た Ｅ Ｓ Ｔ 断 片 に 適 用 す る こ と に よ
り 同 定 し た 。 シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 考 慮 し て い る 配 列 又 は 配 列 断 片 の ５ '-末 端 の
第 １ の 、 場 合 に よ っ て は 第 ２ の メ チ オ ニ ン コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ
ド の 文 字 に 基 づ く 分 泌 シ グ ナ ル ス コ ア を 計 算 す る 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ に 続 く ヌ ク レ オ チ ド は 、
停 止 コ ド ン を 持 た な い 少 な く と も ３ ５ の 不 明 瞭 で な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し な け れ ば な ら な
い 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ が 必 要 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る 場 合 、 第 ２ の も の は 試 験 し な い 。 何 れ も 要 件
を 満 た さ な い 場 合 、 候 補 配 列 に ス コ ア を つ け な い 。 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 が 真 正 の シ グ ナ ル 配 列 を 含
む か 否 か を 決 定 す る た め に 、 Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を
、 分 泌 シ グ ナ ル に 関 連 す る こ と が 知 ら れ た ７ つ の セ ン サ ー （ 評 価 パ ラ メ ー タ ） の 組 を 用 い
て ス コ ア を つ け た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 上 記 に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 は 、 こ こ で ク ロ ー ン 番 号 ２ ２ ０ １ １ ８
２ と 命 名 さ れ た LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CAデ ー タ ー ベ ー
ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 を 可 能 に し た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を
、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び 独 自 に 開 発 し た Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス
（ LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ
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グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン
ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzymology 266: 
460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 公 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０
（ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green,
 University of Washington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配
列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ４ ３ ９ ２ と 命 名
す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ４ ３ ９ ２ コ ン セ ン サ ス 配 列 と Incyteデ ー タ ー ベ ー ス の ク ロ ー ン 番 号 ２ ２ ０ １
１ ８ ２ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 観 察 さ れ た 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 ク ロ ー ン 番 号 ２ ２
０ １ １ ８ ２ を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の 挿 入 物 は 全 長 タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る こ と が わ か っ た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 １ ５ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ
１ １ ９ ５ ４ ２ － ２ ７ ５ ４ と 命 名 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ４ ２ － ２ ７ ５ ４ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ
ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ４ ７ － ２ ４ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち
、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ３ ８ － ８ ４ ０ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ ７ ； 配 列 番 号 ：
１ ７ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ ９ ７ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 １ ８ ） 。 図 １ ８ に
示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ タ ン パ ク 質 は 、 約 ２ １ ， ９ ９ ２ ダ ル ト ン の 見 積 も ら れ た 分 子 量 及
び 約 １ ２ ． １ ８ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 １ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １
配 列 の 分 析 は 、 図 １ ８ に 示 し た 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の の 存 在 を 明 ら か に し
、 こ れ ら 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 上 記 の よ う に お よ そ の も の で あ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ４ ２ － ２ ７ ５ ４ は １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 ３ １ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ
れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ １ ９ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 １ ８ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い
た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ ア ミ
ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 AF061943_1; RNU08136_1; MAV011838_1; HXAA_HUMAN; Y653
_HUMAN; P_R51263; P_R74041; AF101057_1; AF101058; AF101059_1と の 間 の 配 列 同 一 性 を
明 ら か に し た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ２ １ ３ 】
ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 サ イ ト カ イ ン ／ 成 長 因 子 相 同 体 の た め に 、 相 同 体 検 索 を コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST
又 は BLAST2（ Altschul及 び Gish, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い
て 実 施 し た 。 ９ ４ ． ５ Ｋ Ｂ 断 片 が 成 長 因 子 を コ ー ド す る エ ク ソ ン を 含 む こ と が 見 出 さ れ た
が 、 こ の 断 片 は 大 き な イ ン ト ロ ン に よ っ て 分 割 さ れ て い た 。 イ ン ト ロ ン は 、 コ ン ピ ュ ー タ
ー ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 除 か れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ６ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １
） 対 象 と な る 配 列 を 含 ん だ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ が Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 同 定 さ れ る よ う に 、 そ し
て ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 利 用 す る
た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 、 一 般 的
に ２ ０ ～ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産
物 を 与 え る よ う に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 典 型 的 に は ４ ０ － ５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 或 る
場 合 に は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 が 約 １ － １ ． ５ ｋ ｂ ｐ よ り 大 き い と き 付 加 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 合 成 さ れ る 。 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を Ausubelら , Current Protocols i Molecular Biology, の
よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ
ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い た 対 象 と す る 遺 伝
子 ク ロ ー ン の 単 離 に 使 用 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 方 向 及 び 逆 方 向 ） を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：
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５ '-ATGCAGCTCCCACTGGCCCTG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ３ １ ）
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ：
５ '-CTAGTAGGCGTTCTCCAGCTCGGCCTG-３ '　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 （ 配 列 番 号 ： ３ ２ ）
さ ら に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 以 下 の 核 酸 配 列 を
持 つ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ６ ３ 配 列 か ら 作 成 し た ：
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ：
５ '-CTTCCGCTGCATCCCCGACCGCTACCGCGCGCAGCGCGTG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ３ ３ ） 　 上 記 の よ う
な 単 離 さ れ た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ポ リ ペ プ チ ド （ こ こ で Ｄ Ｎ Ａ
１ １ ５ ２ ５ ３ － ２ ７ ５ ７ ［ 図 １ ９ ， 配 列 番 号 ： １ ９ ］ と 命 名 さ れ た ） の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、
及 び そ の Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 を 与 え る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 上 記 の 同 定 さ れ た 全 長 ク ロ ー ン は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ ２ － ６ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ
ク レ オ チ ド 位 置 ７ ０ １ － ７ ０ ３ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ ９ ； 配 列 番 号 ： １ ９ ） 。 予
測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ １ ３ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ２ ４ ， ０ ３ １ ダ ル ト ン の 計 算
上 の 分 子 量 及 び 約 ９ ． ５ ９ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ２ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ
Ｏ ７ ４ ７ ６ 配 列 の 分 析 は 、 図 ２ ０ に 示 し た 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の の 存 在 を
明 ら か に し 、 こ れ ら 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 与 え ら れ た 位 置 は 上 記 の よ う に お よ そ
の も の で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ １ ５ ２ ５ ３ － ２ ７ ５ ７ は １ ９ ９ ９ 年 ８ 月 ３ １ 日 に Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 Ｐ Ｔ Ａ － ６ １ ２ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 ２ ０ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） に 示 し た 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 用 い
た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ version 35.45 SwissProt 35） の 分 析 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ア ミ
ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 、 P_W58704; P_W95711; P_W09408; P_Y12009; T08710; P_W
44090; P_W27654; P_Y03225; LSHB_MELGA; AB011030_1と の 間 の 配 列 同 一 性 を 明 ら か に し
た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ２ １ ６ 】
遺 伝 子 増 幅
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
１ ８ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ 、 Ｐ
Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ コ ー ド 化 遺 伝 子 が 或 る 種 の ヒ ト 肺 、 結 腸 及 び ／ 又 は 乳 癌
及 び ／ 又 は 細 胞 系 の ゲ ノ ム で 増 幅 さ れ る こ と を 示 す 。 増 幅 は 遺 伝 子 産 物 の 過 剰 発 現 を 伴 い
、 ポ リ ペ プ チ ド が 結 腸 、 肺 、 乳 及 び 他 の 癌 等 の 或 る 種 の 癌 に お い て 治 療 的 処 置 の 有 用 な 標
的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 治 療 薬 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １
６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３
１ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 形 態 を と り う る こ と が で き 、 例 え
ば Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６
， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７
６ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る マ ウ ス － ヒ ト キ メ ラ 、 ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 で あ る 。
　 ス ク リ ー ニ ン グ の 出 発 物 質 は 種 々 の 癌 か ら 単 離 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、 定
量 的 、 例 え ば 蛍 光 的 に 正 確 で あ る 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ を １ ０ の 正 常
健 常 個 体 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 そ れ を プ ー ル し て 健 常 個 体 に お け る 遺 伝 子 コ ピ ー の ア ッ セ
イ 対 照 と し て 使 用 し た （ 示 さ ず ） 。 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ （ 例 え ば TaqMan(商 品 名 )）
及 び 実 時 間 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ 例 え ば 、 ABI Prizm 7700 Sequence Detection System(商 品 名 )
(Perkin Elmer, applied Biosystems Division, Foster City, CA)） を 、 或 る 種 の 癌 で 潜
在 的 に 増 幅 さ れ る 遺 伝 子 の 発 見 に 使 用 し た 。 結 果 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が ス ク リ ー ニ ン
グ さ れ た 原 発 性 肺 又 は 結 腸 癌 又 は 癌 細 胞 系 又 は 乳 癌 細 胞 系 の 何 れ か で 過 剰 表 現 さ れ る か 否
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か を 決 定 す る た め に 用 い た 。 原 発 性 肺 癌 は 、 表 ４ に 示 し た 型 及 び 段 階 の 腫 瘍 を 持 つ 個 体 か
ら 得 た 。 表 ４ に 列 挙 し た 原 発 腫 瘍 及 び こ の 実 施 例 を 通 し て 参 照 さ れ る 原 発 腫 瘍 及 び 細 胞 系
の 表 示 に 使 用 し た 略 語 の 説 明 は 、 上 文 に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 TaqMan(商 品 名 )の 結 果 は デ ル タ (Δ )Ｃ ｔ 単 位 で 報 告 し た 。 １ 単 位 は １ Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル 又
は 正 常 に 対 し て 約 ２ 倍 の 増 幅 に 相 当 し 、 ２ 単 位 は ４ 倍 、 ３ 単 位 は ８ 倍 増 幅 等 々 に 相 当 す る
。 定 量 化 は プ ラ イ マ ー 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ － ， Ｐ
Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ － ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
２ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ コ ー ド 化 遺 伝 子 か ら 誘 導 し た TaqMan(商 品 名 )蛍
光 プ ロ ー ブ を 用 い て 得 た 。 独 特 の 核 酸 配 列 を 含 む 可 能 性 が 高 く 、 イ ン ト ロ ン を ス プ ラ イ シ
ン グ し て い る 可 能 性 が 少 な い と 思 わ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １
６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２
２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 領 域 が プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ 誘 導 に 好 適 で あ
り 、 例 え ば ３ -非 翻 訳 領 域 で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ 遺 伝 子 増 幅 分 析 に 使 用 し た プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ （
正 、 逆 及 び プ ロ ー ブ ） の 配 列 は 次 の 通 り で あ る ：
　
Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ (Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ９ １ ２ － ２ ６ ８ ０ ） ：
１ ０ ８ ９ １ ２ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-GCGTCGTGGTCATCAAAG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ３ ４ ）
１ ０ ８ ９ １ ２ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-TGCAGTCCACGGTGTAGAG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ３ ５ ）
１ ０ ８ ９ １ ２ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-CTTCTACGTGGCCATGAACCGC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ３ ６ ）
１ ０ ８ ９ １ ２ ． ｔ ｍ ． ｆ ２ ：
５ '-CCTGGAGATCCGCTCTGTA-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ３ ７ ）
１ ０ ８ ９ １ ２ ． ｔ ｍ ． ｐ ２ ：
５ '-CTTTGATGACCACGACGCCCA-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ３ ８ ）
１ ０ ８ ９ １ ２ ． ｔ ｍ ． ｒ ２ ：
５ '-ACGTAGAAGCCTGAGGACAC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ３ ９ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ８ ０ － ２ ６ ８ ９ ） ：
１ ０ ２ ８ ８ ０ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-GATGCTCCAGCTGAAATCC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ０ ）
１ ０ ２ ８ ８ ０ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-CACATGGCTGGAAATGATG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ １ ）
１ ０ ２ ８ ８ ０ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-AAGCTAAGCTCCCAACTGACAGCCA-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ２ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ （ Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９ ） ：
９ ６ ８ ８ １ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-TGGCCTACATGTGTCTTCATC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ３ ）
９ ６ ８ ８ １ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-CACAACTTTCTGGTCATAT CCAT-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ４ ）
９ ６ ８ ８ １ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-CCTGCCCCAAGACGGCATTAG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ５ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ （ Ｄ Ｎ Ａ ９ ８ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ ）
９ ８ ５ ６ ５ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
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５ '-CCTGGGCACCAGATCTTC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ６ ）
９ ８ ５ ６ ５ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-AGGGCAGTTGAGGCACTT-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ７ ）
９ ８ ５ ６ ５ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-CATCAGGGCCGGAGTAAATCCCT -３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ８ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ （ Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２ ７ ３ ７ ） ：
１ １ ９ ３ ０ ２ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-TCCATGGACCTCCCACTATAC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ４ ９ ）
１ １ ９ ３ ０ ２ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-GCTGACAACTTCAGGTTCCA-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ０ ）
１ １ ９ ３ ０ ２ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-ACCCCCACCAAACCCCAGGT-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ １ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ － ２ ７ ４ ０ ） ：
１ ０ ８ ７ ６ ０ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-GATCTCTGAGCACACTTGTATGAG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ２ ）
１ ０ ８ ７ ６ ０ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-GGCAGACGAGGGTCTTTC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ３ ）
１ ０ ８ ７ ６ ０ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-CAGGAACCCCTTGCTAGAATCAGCC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ４ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ ） ：
１ ０ ８ ７ ２ ２ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-CCCAGAAGGTTCCCATGA-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ５ ）
１ ０ ８ ７ ２ ２ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-GGGTCCTGTTGCCACATC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ６ ）
１ ０ ８ ７ ２ ２ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-CAGCATGTCC AAGCCCCTAACCC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ７ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ （ Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ ） ：
１ １ ９ ５ ３ ６ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-TCTCCCCGATTCTCATCTG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ８ ）
１ １ ９ ５ ３ ６ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-CCCTGAGAGTCCTGCACAT-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ５ ９ ）
１ １ ９ ５ ３ ６ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-CCCATAATCATGGACACAGCCCC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ６ ０ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ （ Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ４ ２ － ２ ７ ５ ４ ） ：
１ １ ９ ５ ４ ２ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-AGTGAAGTTTCTCCAGTCCCTAGT-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ６ １ ）
１ １ ９ ５ ４ ２ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
５ '-CCTGGGGTAAGTGAGCAAA-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ６ ２ ）
１ １ ９ ５ ４ ２ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-CCTCTCTTTTCACCCACCTTCCTCAG-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ６ ３ ）
　
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ （ Ｄ Ｎ Ａ １ １ ５ ２ ５ ３ － ２ ７ ５ ７ ） ：
１ １ ５ ２ ５ ３ ． ｔ ｍ ． ｆ １ ：
５ '-GGGACTGGTTAAGAAAGTTGGAT-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ６ ４ ）
１ １ ５ ２ ５ ３ ． ｔ ｍ ． ｒ １ ：
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５ '-CGCCTCAGGCTTTCTGAT-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ６ ５ ）
１ １ ５ ２ ５ ３ ． ｔ ｍ ． ｐ １ ：
５ '-AGATTCCCCCTTGCACCTCGC-３ '　 （ 配 列 番 号 ： ６ ６ ）
　
【 ０ ２ １ ８ 】
　 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ 反 応 は 蛍 光 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 技 術 で あ り 、 実 時 間 で の 増 幅 監 視
の た め の Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 の ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 使 用 す る 。 Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 に 典 型 的 な 単 位 複 製 配 列 の 生 成 に ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る
。 第 ３ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は プ ロ ー ブ は 、 ２ つ の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 間 に 位 置 す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 出 す る た め に 設 計 さ れ た 。 プ ロ ー ブ は Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 酵
素 に よ り 非 伸 展 性 で あ り 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 染 料 及 び ク エ ン チ ャ ー 蛍 光 染 料 で 標 識 さ れ る 。
２ つ の 染 料 が プ ロ ー ブ 上 に 接 近 し て 位 置 す る 場 合 、 レ ポ ー タ ー 染 料 か ら の レ ー ザ ー 誘 導 発
光 は 消 光 染 料 に よ っ て 消 光 さ れ る 。 増 幅 反 応 の 間 、 プ ロ ー ブ は Ｔ Ａ Ｑ  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ 酵 素 に よ り テ ン プ レ ー ト に 依 存 す る 形 で 切 断 さ れ る 。 得 ら れ た プ ロ ー ブ 断 片 は 溶 液 中 に
解 離 し 、 放 出 さ れ た レ ポ ー タ ー 染 料 か ら の シ グ ナ ル は 第 ２ の フ ル オ ロ ホ ア か ら の 消 光 効 果
を 受 け な い 。 レ ポ ー タ ー 染 料 の 一 分 子 は 、 新 た に 合 成 さ れ た 各 分 子 に 対 し て 遊 離 せ し め ら
れ 、 非 消 光 レ ポ ー タ ー 染 料 の 検 出 が デ ー タ の 定 量 的 解 釈 の 基 礎 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ 法 は 、 ABI Prism 7700TM配 列 検 出 な ど の 実 時 間 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 装 置 で 実
施 さ れ る 。 系 は 温 度 サ イ ク ル 器 、 レ ー ザ ー 、 電 荷 結 合 素 子 （ Ｃ Ｃ Ｄ ） カ メ ラ 及 び コ ン ピ ュ
ー タ か ら な る 。 系 は 温 度 サ イ ク ル 器 上 で 96-ウ ェ ル で の 試 料 を 増 幅 さ せ る 。 増 幅 中 に 、 レ
ー ザ ー 誘 導 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 実 時 間 で 、 光 フ ァ イ バ ー ケ ー ブ ル で ９ ６ ウ ェ ル に 集 め ら れ 、
Ｃ Ｃ Ｄ で 検 出 さ れ る 。 系 は 装 置 の 実 行 及 び デ ー タ の 分 析 の た め の ソ フ ト ウ ェ ア を 含 む 。
　 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ デ ー タ は 、 最 初 は Ｃ ｔ 又 は 境 界 サ イ ク ル で 表 さ れ る 。 こ れ は
、 レ ポ ー タ ー シ グ ナ ル が 蛍 光 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 越 え て 蓄 積 さ れ る サ イ ク ル と し て 定 義
さ れ る 。 正 常 な ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ の 結 果 を 癌 Ｄ Ｎ Ａ の 結 果 と 比 較 す る 場 合 に 、 △ Ｃ ｔ 値 を 核 酸 試
料 に お け る 特 定 の 標 的 配 列 の 出 発 コ ピ ー 相 対 数 の 定 量 的 尺 度 と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 表 ４ は 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８
， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １
又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た 種 々 の 原 発 腫 瘍 の 段 階 、 Ｔ 段 階 及 び
Ｎ 段 階 を 記 載 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
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【 ０ ２ ２ ２ 】
Ｄ Ｎ Ａ 調 製 ：
　 Ｄ Ｎ Ａ は 培 養 し た 細 胞 系 、 原 発 腫 瘍 、 正 常 ヒ ト 血 液 か ら 調 製 し た 。 単 離 は 、 全 て Quiage
nか ら の 、 精 製 キ ッ ト 、 バ ッ フ ァ ー セ ッ ト 及 び プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い 、 製 造 者 の 指 示 と 下 記
に 従 っ て 実 施 し た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 細 胞 培 養 溶 解 ：
　 細 胞 を 洗 浄 し 、 チ ッ プ 当 た り ７ ． ５ ｘ １ ０ ８ の 濃 度 で ト リ プ シ ン 化 し 、 ４ ℃ で ５ 分 間 10
00rpmで 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し 、 次 い で １ ／ ２ 容 量 の Ｐ Ｂ Ｓ 再 遠 心 で 洗 浄 し た 。 ペ レ
ッ ト を ３ 回 洗 浄 し 、 懸 濁 細 胞 を 回 収 し て ２ ｘ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 次 い で 細 胞 を 10mLの Ｐ Ｂ
Ｓ に 懸 濁 さ せ た 。 バ ッ フ ァ ー Ｃ １ を ４ ℃ で 平 衡 化 さ せ た 。 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ #19155を
６ ． ２ ５ mlの 冷 ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ で 最 終 濃 度 20mg/mlま で 希 釈 し て ４ ℃ で 平 衡 化 さ せ た 。 10mLの
Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー を 、 QuiagenＲ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ａ ス ト ッ ク （ １ ０ ０ mg/ml） を ２ ０ ０ μ g/mlの 最 終
濃 度 ま で 希 釈 し て 調 製 し た 。
　 バ ッ フ ァ ー Ｃ １ （ 10mL、 ４ ℃ ） 及 び ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ （ ４ ０ mL、 ４ ℃ ） を 、 次 い で １ ０ mlの 細
胞 懸 濁 物 に 添 加 し 、 反 転 さ せ て 混 合 し 、 氷 上 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 核 を Be
ckmanス イ ン グ バ ケ ッ ト ロ ー タ で ４ ℃ に お い て ２ ５ ０ ０ rpmで １ ５ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に
よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 上 清 を 捨 て 、 核 を ボ ル テ ッ ク ス し な が ら 2mlの バ ッ フ ァ ー Ｃ １ （ ４
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℃ ） 及 び 6mlの ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ に 懸 濁 し 、 ４ ℃ に お い て ２ ５ ０ ０ rpmで １ ５ 分 間 ２ 回 目 の 遠 心 分
離 を し た 。 次 い で 核 を 残 り の バ ッ フ ァ ー 中 に チ ッ プ 当 た り ２ ０ ０ μ lを 用 い て 再 懸 濁 し た
。 Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー （ １ ０ ml） を 懸 濁 し た 核 に 添 加 し な が ら 緩 い ボ ル テ ッ ク ス を 適 用 し た 。
バ ッ フ ァ ー 添 加 が 完 了 し た ら 、 強 い ボ ル テ ッ ク ス を ３ ０ 秒 間 適 用 し た 。 Quiagenプ ロ テ ア
ー ゼ （ ２ ０ ０ μ l、 上 記 の よ う に 調 製 ） を 添 加 し 、 ５ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 遠 心 分 離 を 、 溶 解 物 が 透 明 に な る ま で 繰 り 返 し た （ 例 え ば 、 さ
ら に ３ ０ － ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 ３ ０ ０ ０ ｘ ｇ で ペ レ ッ ト 化 す る ）
。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 固 体 ヒ ト 腫 瘍 試 料 の 調 製 及 び 溶 解 ：
　 腫 瘍 試 料 を 秤 量 し ５ ０ mlの コ ニ カ ル 管 に 配 し て 氷 上 に 保 持 し た 。 加 工 は 調 製 当 た り ２ ５
０ mgの 組 織 未 満 に 制 限 し た （ １ チ ッ プ ／ 調 製 ） 。 プ ロ テ ア ー ゼ 溶 液 を ６ ． ２ ５ mlの 冷 ｄ ｄ
Ｈ ２ Ｏ 中 に 最 終 濃 度 ２ ０ mg/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り 新 た に 調 製 し て ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。
Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ａ を 最 終 濃 度 ２ ０ ０ mg/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー （ 20ml） を
調 製 し た （ １ ０ ０ mg/mlの ス ト ッ ク か ら ） 。 エ ア ロ ゾ ル の 吸 入 を 避 け る た め に 層 流 Ｔ Ｃ フ
ー ド 内 で ポ リ ト ロ ン の 大 き な チ ッ プ を 用 い て 、 腫 瘍 組 織 を １ ９ mlの Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー 中 で ６
０ 秒 間 均 一 化 し 、 室 温 に 保 持 し た 。 試 料 間 で 、 各 々 ２ Lの ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ で ２ ｘ ３ ０ 秒 間 、 次
い で Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ml） で ス ピ ン さ せ る こ と に よ り ポ リ ト ロ ン を 清 浄 化 し た 。 組 織
が ジ ェ ネ レ ー タ チ ッ プ 上 に 存 在 す る 場 合 は 、 装 置 を 分 解 し て 清 浄 化 し た 。
　 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ （ 上 記 の よ う に 調 製 、 １ ． ０ ml） を 添 加 し 、 次 い で ボ ル テ ッ ク ス
し て ５ ０ ℃ で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 遠 心 分 離 を 、 溶 解 物 が
透 明 に な る ま で 繰 り 返 し た （ 例 え ば 、 さ ら に ３ ０ － ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で １
０ 分 間 ３ ０ ０ ０ ｘ gで ペ レ ッ ト 化 す る ） 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
ヒ ト 血 液 調 製 及 び 溶 解 ：
　 健 常 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 標 準 的 な 感 染 薬 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 血 液 を 採 り だ し 、 チ ッ プ
当 た り １ ０ mlの 試 料 に ク エ ン 酸 化 し た 。 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ を ６ ． ２ ５ mlの 冷 ｄ ｄ Ｈ ２

Ｏ 中 に 最 終 濃 度 ２ ０ mg/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り 新 た に 調 製 し て ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。 Ｄ Ｎ
Ａ ｓ ｅ Ａ を １ ０ ０ mg/mlの ス ト ッ ク か ら 最 終 濃 度 ２ ０ ０ mg/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り Ｇ ２
バ ッ フ ァ ー （ ２ ０ ml） を 調 製 し た 。 血 液 （ １ ０ ml） を ５ ０ mlの コ ニ カ ル 管 に 配 し 、 １ ０ ml
の Ｃ １ バ ッ フ ァ ー 及 び ３ ０ mlの ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ （ と も に ４ ℃ で 平 衡 化 し た も の ） を 添 加 し 、 反
転 さ せ て 混 合 し て 氷 上 に １ ０ 分 間 保 持 し た 。 Beckmanス イ ン グ バ ケ ッ ト ロ ー タ ー で 、 ４ ℃
に お い て ２ ５ ０ ０ rpmで １ ５ 分 間 核 を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 捨 て た 。 ボ ル テ ッ ク ス し な が
ら 、 核 を ２ mlの Ｃ １ バ ッ フ ァ ー （ ４ ℃ ） 及 び ６ mlの ｄ ｄ Ｈ <SUB>２ </SUB>Ｏ （ ４ ℃ ） 中 に
懸 濁 さ せ た 。 ボ ル テ ッ ク ス は ペ レ ッ ト が 白 く な る ま で 繰 り 返 し た 。 次 い で 核 を 残 り の バ ッ
フ ァ ー 中 に ２ ０ ０ μ lチ ッ プ を 用 い て 懸 濁 さ せ た 。 Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー （ １ ０ ml） を 懸 濁 核 に
添 加 し な が ら 緩 く ボ ル テ ッ ク ス し 、 次 い で ３ ０ 秒 間 強 く ボ ル テ ッ ク ス し た 。 Quiagenプ ロ
テ ア ー ゼ を 添 加 （ ２ ０ ０ μ l） し 、 ５ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 及 び 遠 心 分 離 を 、 溶 解 物 が 透 明 に な る ま で 繰 り 返 し た （ 例 え ば 、 さ ら に ３ ０ － ６ ０
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 ３ ０ ０ ０ ｘ gで ペ レ ッ ト 化 す る ） 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 透 明 化 溶 解 物 の 精 製 ：
　 （ １ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 ：
　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を １ ０ mlの Ｑ Ｂ Ｔ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た （ 最 大 チ ッ プ 調 製 当 た り １ 試 料
） 。 Ｑ Ｆ 溶 離 バ ッ フ ァ ー を ５ ０ ℃ で 平 衡 化 し た 。 試 料 を ３ ０ 秒 間 ボ ル テ ッ ク ス し 、 次 い で
平 衡 化 チ ッ プ に 負 荷 し て 重 力 に よ り 排 液 し た 。 チ ッ プ を ２ ｘ １ ５ mlの Ｑ Ｃ バ ッ フ ァ ー で 洗
浄 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を 、 ３ ０ mlの シ ラ ン 化 し た オ ー ト ク レ ー ブ ３ ０ mlCortex管 に １ ５ mlの Ｑ Ｆ
バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ℃ ） で 溶 離 し た 。 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （ １ ０ ． ５ ml） を 各 試 料 に 添 加 し 、
管 を パ ラ フ ィ ン で 被 覆 し 、 Ｄ Ｎ Ａ が 沈 殿 す る ま で 繰 り 返 し 反 転 さ せ て 混 合 し た 。 試 料 を 、
Ｓ Ｓ -３ ４ ロ ー タ で ４ ℃ に お い て １ ５ ， ０ ０ ０ rpmで １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し た
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。 ペ レ ッ ト 位 置 を マ ー ク し て 上 清 を 捨 て 、 １ ０ mlの 70%エ タ ノ ー ル （ ４ ℃ ） を 添 加 し た 。
試 料 を 、 Ｓ Ｓ -３ ４ ロ ー タ で ４ ℃ に お い て １ ０ ， ０ ０ ０ rpmで １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 再 度 ペ
レ ッ ト 化 し た 。 ペ レ ッ ト 位 置 を マ ー ク し て 上 清 を 捨 て た 。 次 い で 管 を 乾 燥 棚 の 各 面 に 置 き
、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 乾 燥 さ せ た が 、 使 用 の 過 剰 乾 燥 に は 注 意 し た 。
　 乾 燥 後 、 ペ レ ッ ト を １ ． ０ mlの Ｔ Ｅ （ pH８ ． ５ ） に 溶 解 し 、 ５ ０ ℃ に １ － ２ 時 間 置 い た
。 試 料 を ４ ℃ に 終 夜 保 持 し て 溶 解 を 続 け た 。 次 い で Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 、 ツ ベ ル ク リ ン シ リ ン ジ
上 に ２ ６ ゲ ー ジ の 針 を 具 備 す る １ ． ５ ml管 に 移 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を 剪 断 す る た め に 移 行 を ５ ｘ
繰 り 返 し た 。 次 い で 試 料 を ５ ０ ℃ に １ － ２ 時 間 置 い た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 （ ２ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 定 量 及 び 遺 伝 子 増 幅 ア ッ セ イ の た め の 調 製 ：
　 各 管 の Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル を １ ： ２ ０ 希 釈 （ ５ μ lＤ Ｎ Ａ ＋ ９ ５ μ lｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ ） で の 標 準 的 な
Ａ ２ ６ ０ 、 Ａ ２ ８ ０ ス ペ ク ト ル に よ り 、 Beckman Ｄ Ｕ ６ ４ ０ 分 光 光 度 計 の ０ ． １ ml石 英 キ
ュ ベ ッ ト を 用 い て 定 量 し た 。 Ａ ２ ６ ０ ／ Ａ ２ ８ ０ 比 率 は １ ． ８ － １ ． ９ の 範 囲 で あ っ た 。
次 い で 各 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を Ｔ Ｅ （ pH８ ． ５ ） 中 に 約 ２ ０ ０ ng/mlま で 希 釈 し た 。 最 初 の 材 料 が
高 濃 度 （ 約 ７ ０ ０ ng/μ l） で あ る 場 合 、 材 料 を ５ ０ ℃ に 再 懸 濁 す る ま で 数 時 間 置 い た 。
　 次 い で 、 希 釈 し た 材 料 （ ２ ０ － ６ ０ ０ ng/ml） に 対 し て 、 製 造 者 の 指 示 を 以 下 の よ う に
改 変 し て 蛍 光 Ｄ Ｎ Ａ 定 量 を 実 施 し た 。 こ れ は 、 Hoeffer DyNA Quant 200蛍 光 計 を 約 １ ５ 分
間 暖 め て 実 施 し た 。 Hoechst染 料 作 業 溶 液 （ ＃ Ｈ ３ ３ ２ ５ ８ 、 １ ０ μ l、 使 用 の １ ２ 時 間 以
内 に 調 製 ） を １ ０ ０ mlの 1xＴ Ｎ Ｅ バ ッ フ ァ ー に 希 釈 し た 。 ２ mlキ ュ ベ ッ ト を 蛍 光 計 溶 液 で
満 た し 、 機 械 に 配 し 、 機 械 を ゼ ロ 調 節 し た 。 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ３ Ｚ ｆ (＋ )（ ２ μ l、 ロ ッ ト ＃ ３ ６
０ ８ ５ １ ０ ２ ６ ） を ２ mlの 蛍 光 計 溶 液 に 添 加 し て ２ ０ ０ 単 位 で 校 正 し た 。 次 い で 、 さ ら に
２ μ lの ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ３ Ｚ ｆ (＋ )Ｄ Ｎ Ａ を 試 験 し 、 ４ ０ ０ ＋ ／ － １ ０ 単 位 で 読 み を 確 認 し た 。
次 い で 各 試 料 を 少 な く と も ３ 回 読 ん だ 。 ３ 試 料 が 互 い に １ ０ ％ 以 内 で あ る こ と が 見 ら れ た
と き 、 そ れ ら の 平 均 を と り 、 こ の 値 を 定 量 化 値 と し て 用 い た 。
　 次 い で 、 蛍 光 測 定 で 決 定 し た 濃 度 を 、 各 試 料 を ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ 中 に １ ０ ng/μ lμ ま で 希 釈 す
る の に 用 い た 。 こ れ は 、 １ 回 の TaqManプ レ ー ト ア ッ セ イ に つ い て 全 て の テ ン プ レ ー ト 試 料
に つ い て 同 時 に 行 い 、 ５ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ア ッ セ イ を 実 施 す る の に 十 分 な 材 料 で 行 っ た 。 試
料 は 、 Taqman(商 品 名 )プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ で ３ 回 試 験 し 、 Ｂ -ア ク チ ン 及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ
Ｈ と も に 正 常 な ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ を 持 ち テ ン プ レ ー ト 対 照 を 持 た な い 単 一 の プ レ ー ト 上 に あ る 。
希 釈 し た 試 料 を 用 い た が 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ か ら 減 算 し た 正 常 ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ Ｔ 値 は +/-１ Ｃ Ｔ
で あ っ た 。 希 釈 し た 、 ロ ッ ト 定 性 化 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 １ ． ０ mlア リ コ ー ト で － ８ ０ ℃
に お い て 保 存 し た 。 続 い て 遺 伝 し 増 幅 ア ッ セ イ に 使 用 す る ア リ コ ー ト は 、 ４ ℃ で 保 存 し た
。 各 １ mlの ア リ コ ー ト は 、 ８ － ９ プ レ ー ト 又 は ６ ４ 試 験 に 十 分 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
遺 伝 子 増 幅 ア ッ セ イ ：
　 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ
６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ
Ｏ ７ ４ ７ ６ 化 合 物 を 以 下 の 原 発 腫 瘍 で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 得 ら れ た Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告
す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
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【 ０ ２ ３ ０ 】
議 論 と 結 論 ：
Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ９ １ ２ － ２ ６ ８ ０ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -１ １ ５ ５ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す る
。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表 す
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。 表 ５ は 、 原 発 肺 腫 瘍 ： Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ６ ４ ４ 及 び Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ６ ４ ７ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８
０ ０ を コ ー ド す る 核 酸 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ９ １ ２ － ２ ６ ８ ０ の 有 意 な 増 幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ９ １ ２ － ２ ６ ８ ０ の 増 幅 が 種 々 の 肺 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又
は 成 長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ９ １ ２ － ２
６ ８ ０ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗
体 ） は 、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ８ ０ － ２ ６ ８ ９ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ８ ０ － ２ ６ ８ ９ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す
る 。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表
す 。 表 ５ は 、 原 発 肺 腫 瘍 ： Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ２ ９ ５ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ を コ ー ド す る 核 酸
Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ８ ０ － ２ ６ ８ ９ の 有 意 な 増 幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ８ ０ － ２ ６ ８ ９ の 増 幅 が 種 々 の 肺 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又
は 成 長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ８ ０ － ２
６ ８ ９ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗
体 ） は 、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ （ Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -１ １ ５ ５ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す る
。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表 す
。 表 ５ は （ １ ） 原 発 肺 腫 瘍 Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ６ ４ １ ； 及 び （ ２ ） 原 発 大 腸 腫 瘍 中 心 ： Ｈ Ｆ － ０
０ ０ ６ ４ １ 、 Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ７ ８ ９ 、 及 び Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ８ １ １ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ を コ
ー ド す る 核 酸 Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９ の 有 意 な 増 幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９ の 増 幅 が 種 々 の 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又 は 成
長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９ ９
に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗 体 ） は
、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ （ Ｄ Ｎ Ａ ９ ８ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ ９ ８ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す る
。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表 す
。 表 ５ は （ １ ） 原 発 肺 腫 瘍 Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ８ ４ ０ ； 及 び （ ２ ） 原 発 大 腸 腫 瘍 中 心 Ｈ Ｆ － ０ ０
０ ８ １ １ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ を コ ー ド す る 核 酸 Ｄ Ｎ Ａ ９ ８ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ の 有 意 な
増 幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ９ ８ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １ の 増 幅 が 種 々 の 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又 は 成
長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ ９ ８ ５ ６ ５ － ２ ７ ０ １
に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗 体 ） は
、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ （ Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２ ７ ３ ７ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２ ７ ３ ７ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す
る 。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表
す 。 表 ５ は 、 原 発 肺 腫 瘍 ： Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ８ ４ ２ 、 Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ２ ９ ４ 及 び Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ２
９ ６ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ を コ ー ド す る 核 酸 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２ ７ ３ ７ の 有 意 な 増
幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２ ７ ３ ７ の 増 幅 が 種 々 の 肺 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又
は 成 長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２
７ ３ ７ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗
体 ） は 、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ － ２ ７ ４ ０ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ － ２ ７ ４ ０ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す
る 。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表
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す 。 表 ５ は 、 原 発 肺 腫 瘍 ： Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ２ ９ ６ 及 Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ２ ９ ９ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ７ １
５ ４ を コ ー ド す る 核 酸 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ － ２ ７ ４ ０ の 有 意 な 増 幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ － ２ ７ ４ ０ の 増 幅 が 種 々 の 肺 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又
は 成 長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ － ２
７ ４ ０ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗
体 ） は 、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ （ Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す
る 。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表
す 。 表 ５ は 、 原 発 肺 腫 瘍 Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ２ ９ ６ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ を コ ー ド す る 核 酸 Ｄ
Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ の 有 意 な 増 幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３ の 増 幅 が 肺 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又 は 成 長
に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ － ２ ７ ４ ３
に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗 体 ） は
、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ （ Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す
る 。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表
す 。 表 ５ は 、 原 発 肺 腫 瘍 ： Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ６ ４ ７ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ を コ ー ド す る 核 酸
Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ の 有 意 な 増 幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２ の 増 幅 が 肺 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又 は 成 長
に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ － ２ ７ ５ ２
に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗 体 ） は
、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ （ Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ２ ４ － ２ ７ ５ ４ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ２ ４ － ２ ７ ５ ４ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す
る 。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表
す 。 表 ５ は （ １ ） 精 巣 腫 瘍 中 心 Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ７ ３ ３ ； 及 び （ ２ ） 原 発 大 腸 腫 瘍 中 心 ： Ｈ Ｆ
－ ０ ０ ０ ５ ３ ９ ； 及 び （ ３ ） 原 発 肺 腫 瘍 ： Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ８ ４ ２ 、 及 び Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ２ ９ ６
で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ を コ ー ド す る 核 酸 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ２ ４ － ２ ７ ５ ４ の 有 意 な 増 幅 を
示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ２ ４ － ２ ７ ５ ４ の 増 幅 が 種 々 の 腫 瘍 で 生 じ る の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又 は
成 長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ２ ４ － ２ ７
５ ４ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗 体
） は 、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ （ Ｄ Ｎ Ａ １ １ ５ ２ ５ ３ － ２ ７ ５ ７ ） ：
　 種 々 の 腫 瘍 に お け る Ｄ Ｎ Ａ １ １ ５ ２ ５ ３ － ２ ７ ５ ７ に つ い て の Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ５ に 報 告 す
る 。 Δ Ｃ ｔ ＞ １ は 典 型 的 に 増 幅 評 点 化 の 閾 値 と し て 用 い 、 こ れ は ２ 倍 の 遺 伝 子 コ ピ ー を 表
す 。 表 ５ は （ １ ） 精 巣 腫 瘍 中 心 Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ７ ３ ３ ； 及 び （ ２ ） 原 発 大 腸 腫 瘍 中 心 Ｈ Ｆ －
０ ０ ０ ５ ３ ９ 及 び Ｈ Ｆ － ０ ０ ０ ５ ７ ５ ； 及 び （ ３ ） 原 発 肺 癌 Ｈ Ｆ － ０ ０ １ ２ ９ ４ 及 び Ｈ Ｆ
－ ０ ０ １ ２ ９ ６ で 生 じ た Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を コ ー ド す る 核 酸 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ５ ２ ５ ３ － ２ ７ ５ ７
の 有 意 な 増 幅 を 示 す 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ５ ２ ５ ３ － ２ ７ ５ ７ の 増 幅 が 種 々 の 腫 瘍 で 生 じ た の で 、 そ れ は 腫 瘍 形 成 又 は
成 長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 高 い 。 結 果 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ５ ２ ５ ３ － ２ ７
５ ７ に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ） に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 抗 体
） は 、 癌 治 療 に お け る 有 用 性 を 持 つ と 予 測 さ れ る 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ２ ３ ５ 】
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
１ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 利 用
　 以 下 の 方 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又
は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用
を 記 載 す る 。
　 こ こ に 開 示 し た 全 長 又 は 成 熟 「 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ 」 ， 「 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ 」 ， 「 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
１ ６ 」 ， 「 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ 」 ， 「 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ 」 ， 「 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ 」 ， 「 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １
７ ０ 」 ， 「 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ 」 、 「 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 」 又 は 「 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ 」 ポ リ ペ プ チ ド
の コ ー ド 化 配 列 を 含 ん で な る DNA及 び ／ 又 は そ の 断 片 は 、 ヒ ト 組 織 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 又 は
ヒ ト 組 織 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 相 同 的 な DNA（ 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７
４ ２ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ） の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の プ ロ ー ブ と し て
用 い ら れ る 。
　 い ず れ か の ラ イ ブ ラ リ ー DNAを 含 む フ ィ ル タ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 は 、
以 下 の 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 で 実 施 し た 。 放 射 標 識 Ｐ Ｒ Ｏ 誘 導 プ ロ ー ブ の フ ィ ル タ
ー へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ５ ｘ SSC、 ０ ． １ ％ SDS、 ０
． １ ％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ０ mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ２ ｘ デ ン ハ ー ド 溶
液 、 及 び １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 溶 液 中 で 、 ４ ２ ℃ に お い て ２ ０ 時 間 行 っ た 。 フ ィ ル タ
ー の 洗 浄 は 、 ０ ． １ ｘ SSC及 び ０ ． １ ％ SDSの 水 溶 液 中 、 ４ ２ ℃ で 行 っ た 。
　 次 い で 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
１ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を コ ー ド す る DNAと 所 望 の 配 列 同 一 性 を 有 す る DNAは 、 こ の 分 野 で
知 ら れ た 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 同 定 で き る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ２ ３ ６ 】
大 腸 菌 に お け る の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又
は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 大 腸 菌 に お け る 組 み 換 え 発 現 に よ る 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １
７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の 調 製
を 例 示 す る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 選 択 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て
最 初 に 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ ー は 、 選 択 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 制 限 酵 素 部 位 に 対 応 す る 制 限
酵 素 部 位 を 持 た な け れ ば な ら な い 。 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー が 用 い ら れ る 。 好 適 な ベ ク タ ー の
例 は 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ （ 大 腸 菌 由 来 の も の ； Bolivarら , Gene, 2:95 (1977)参 照 ） で あ り 、
ア ン ピ シ リ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 に つ い て の 遺 伝 子 を 含 む 。 ベ ク タ ー は 、 制 限 酵 素
で 消 化 さ れ 、 脱 リ ン 酸 さ れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 配 列 は 、 次 い で 、 ベ ク タ ー に 結 合 さ せ る 。
ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ リ ー ダ
ー （ 最 初 の ６ つ の Ｓ Ｔ IIコ ド ン 、 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ 配 列 、 及 び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 を 含
む ） 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４
９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７
４ ７ ６ コ ー ド す る 領 域 、 ラ ム ダ 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 及 び ａ ｒ ｇ Ｕ 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 は 、 次 い で 、 Sambrookら , 上 掲 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い た 選 択 し
た 大 腸 菌 の 形 質 転 換 に 使 用 さ れ る 。 形 質 転 換 体 は 、 そ れ ら の Ｌ Ｂ プ レ ー ト で 成 長 す る 能 力
に よ り 同 定 さ れ 、 次 い で 抗 生 物 質 耐 性 ク ロ ー ン が 選 択 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が 単 離 さ
れ 、 制 限 分 析 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 で 確 認 さ れ る 。
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン は 、 抗 生 物 質 を 添 加 し た Ｌ Ｂ ブ ロ ス な ど の 液 体 培 地 で 終 夜 成 長 さ せ
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る こ と が で き る 。 終 夜 培 地 は 、 続 い て 大 規 模 培 地 の 播 種 に 用 い ら れ る 。 次 に 細 胞 を 最 適 光
学 密 度 ま で 成 長 さ せ 、 そ の 間 に 発 現 プ ロ モ ー タ ー が 作 動 す る 。
　 数 時 間 の 培 養 の 後 、 遠 心 分 離 に よ る 集 菌 が 可 能 で あ る 。 遠 心 分 離 で 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ
ト は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 試 薬 を 用 い て 可 溶 化 さ れ 、 次 い で 可 溶 化 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０
， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４
， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ タ ン パ ク 質 を 、
タ ン パ ク 質 が 堅 く 結 合 す る 条 件 下 で 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム を 用 い て 精 製 し た 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 以 下 の 手 法 を 用 い て 、 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ （ ポ リ -ヒ ス ） タ グ 形 態 で Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６
０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７
１ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ て も よ
い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９
６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
７ ６ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 最 初 に 増 幅 し た 。 プ ラ イ マ
ー は 、 選 択 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 制 限 酵 素 部 位 に 対 応 す る 制 限 酵 素 部 位 、 及 び 効 率 的 で 信
頼 性 の あ る 翻 訳 開 始 、 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム で の 迅 速 な 精 製 、 及 び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ で の タ
ン パ ク 質 分 解 的 除 去 を 与 え る 他 の 有 用 な 配 列 を 含 む 。 次 い で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た 、 ポ リ -Ｈ
ｉ ｓ タ グ 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー に 結 合 さ せ 、 そ れ を 株 ５ ２ （ W3110 fuhA(tonA) lon galE rp
oHts(htpRts) cllpP(lacIq)） に 基 づ く 大 腸 菌 宿 主 の 形 質 転 換 に 使 用 し た 。 形 質 転 換 体 は
、 最 初 に ５ ０ mg/mlの カ ル ベ ニ シ リ ン を 含 有 す る Ｌ Ｂ 中 、 ３ ０ ℃ で 振 盪 し な が ら ３ － ５ の
Ｏ ． Ｄ ． ６ ０ ０ に 達 す る ま で 成 長 さ せ た 。 つ い で 培 地 を Ｃ Ｒ Ａ Ｐ 培 地 （ 3.57gの （ Ｎ Ｈ ４

） ２ Ｓ Ｏ ４ 、 ０ ． ７ １ gの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ・ ２ Ｈ ２ Ｏ 、 １ ． ０ ７ gの Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ． ３ ６
gの Ｄ ｉ ｆ ｃ ｏ 酵 母 抽 出 物 、 ５ ０ ０ mL水 中 の ５ ． ３ ６ gの Shefield hycase SF、 並 び に １ １
０ mMの Ｍ Ｐ Ｏ Ｓ 、 pH７ ． ３ 、 ０ ． ５ ５ %（ w/v） の グ ル コ ー ス 及 び ７ ｍ Mの Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ の 混
合 で 調 製 ） 中 に ５ ０ － １ ０ ０ 倍 希 釈 し 、 ３ ０ ℃ で 振 盪 さ せ な が ら 約 ２ ０ － ３ ０ 時 間 成 長 さ
せ た 。 試 料 を 取 り 出 し て Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 発 現 を 確 認 し 、 バ ル ク 培 地 を 遠 心 分 離 し
て 細 胞 の ペ レ ッ ト と し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 精 製 及 び 再 折 り た た み ま で 凍 結 さ せ た 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ０ ． ５ か ら 1Lの 発 酵 （ ６ － １ ０ gペ レ ッ ト ） か ら の 大 腸 菌 ペ ー ス ト を 、 ７ Mの グ ア ニ ジ ン
、 ２ ０ mMの ト リ ス 、 ｐ Ｈ ８ バ ッ フ ァ ー 中 で １ ０ 容 量 （ w/v） で 再 懸 濁 さ せ た 。 固 体 硫 酸 ナ
ト リ ウ ム 及 び テ ト ラ チ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し て 最 終 濃 度 を 各 々 ０ ． １ Ｍ 及 び ０ ． ０ ２
Ｍ と し 、 溶 液 を 4℃ で 終 夜 撹 拌 し た 。 こ の 工 程 に よ り 、 す べ て の シ ス テ イ ン 残 基 が 亜 硫 酸
に よ り ブ ロ ッ ク さ れ た 変 性 タ ン パ ク 質 が も た ら さ れ た 。 溶 液 を Beckman Ultracentrifuge
中 で ４ ０ ， ０ ０ ０ rpmで ３ ０ 分 間 濃 縮 し た 。 上 清 を 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム バ ッ フ ァ ー （ 6Mの
グ ア ニ ジ ン 、 20mMの ト リ ス 、 pH7.4） の ３ － ５ 容 量 で 希 釈 し 、 ０ ． ２ ２ ミ ク ロ ン フ ィ ル タ
ー を 通 し て 濾 過 し て 透 明 化 し た 。 透 明 化 抽 出 物 を 、 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム バ ッ フ ァ ー で 平 衡
化 さ せ た ５ mlの Qiagen Ni + 2 -NTA金 属 キ レ ー ト カ ラ ム に 負 荷 し た 。 カ ラ ム を ５ ０ mMの イ ミ
ダ ゾ ー ル （ Calbiochem, Utrol grade） を 含 む 添 加 バ ッ フ ァ ー 、 pH7.4で 洗 浄 し た 。 タ ン パ
ク 質 を ２ ５ ０ mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー で 溶 離 し た 。 所 望 の タ ン パ ク 質 を 含
有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い
て 計 算 し た 吸 光 係 数 を 用 い て ２ ８ ０ nmに お け る そ の 吸 収 に よ り 見 積 も っ た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 試 料 を 、 ２ ０ mMの ト リ ス 、 pH８ ． ６ 、 ０ ． ３ Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ５ Ｍ の 尿 素 、 ５ ｍ Ｍ の
シ ス テ イ ン 、 ２ ０ mMの グ リ シ ン 及 び １ mMの Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る 新 た に 調 製 し た 再 生 バ ッ フ ァ
ー 中 に 徐 々 に 希 釈 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 再 生 さ せ た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 容 量 は 、
最 終 的 な タ ン パ ク 質 濃 度 が ５ ０ ～ １ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ ｌ と な る よ う に 選 択 し た 。 リ
フ ォ ー ル デ ィ ン グ 溶 液 を ４ ℃ で １ ２ － ３ ６ 時 間 ゆ っ く り 撹 拌 し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 反
応 は Ｔ Ｆ Ａ を 採 取 濃 度 ０ ． ４ ％ （ 約 ３ の ｐ Ｈ ） で 添 加 す る こ と に よ り 停 止 さ せ た 。 タ ン パ
ク 質 を さ ら に 精 製 す る 前 に 、 溶 液 を ０ ． ２ ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 ア セ ト ニ ト リ ル
を 最 終 濃 度 ２ － １ ０ ％ で 添 加 し た 。 再 生 し た タ ン パ ク 質 を 、 Poros R1/H逆 相 カ ラ ム で 、 ０
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． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ の 移 動 バ ッ フ ァ ー と １ ０ ～ ８ ０ ％ の ア セ ト ニ ト リ ル 勾 配 で の 溶 離 を 用 い て ク
ロ マ ト グ ラ フ に か け た 。 Ａ ２ ８ ０ 吸 収 を 持 つ 画 分 の ア リ コ ー ト を Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル で 分 析 し 、 相 同 な 再 生 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し た 。 一 般 的 に 、 殆 ど の
正 し く 再 生 し た タ ン パ ク 質 種 は 、 こ れ ら の 種 が 最 も コ ン パ ク ト で あ り 、 そ の 疎 水 性 内 面 が
逆 相 樹 脂 と の 相 互 作 用 か ら 遮 蔽 さ れ て い る の で 、 ア セ ト ニ ト リ ル の 最 低 濃 度 で 溶 離 さ れ る
。 凝 集 し た 種 は 通 常 、 よ り 高 い ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 で 溶 離 さ れ る 。 誤 っ て 再 生 し た タ ン パ
ク 質 を 所 望 の 形 態 か ら 除 く の に 加 え て 、 逆 相 工 程 は 試 料 か ら エ ン ド ト キ シ ン も 除 去 す る 。
　 所 望 の 再 生 し た Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又
は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 溶 液 に 向 け た 窒 素 の 弱 い 気 流
を 用 い て ア セ ト ニ ト リ ル を 除 去 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 透 析 又 は 調 製 バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し
た Ｇ ２ ５ Superfine（ Pharmacia） 樹 脂 で の ゲ ル 濾 過 及 び 滅 菌 濾 過 に よ り 、 ０ ． １ ４ Ｍ の 塩
化 ナ ト リ ウ ム 及 び ４ ％ の マ ン ニ ト ー ル を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ の Hepes、 ｐ Ｈ ６ ． ８ に 調 製 し た 。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ２ ４ １ 】
哺 乳 動 物 細 胞 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １
８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３
１ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 組 み 換 え 発 現 に よ る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １
７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の グ リ コ シ ル 化 形 態 の 調 製 を
例 示 す る 。
　 発 現 ベ ク タ ー と し て ｐ Ｒ Ｋ ５ （ １ ９ ８ ９ 年 ３ 月 １ ５ 日 発 行 の Ｅ Ｐ 307,247参 照 の こ と ）
を 用 い た 。 場 合 に よ っ て は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ
６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ
７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た 制 限 酵 素 を 持 つ ｐ Ｒ Ｋ ５ に 結 合 さ せ 、 Samb
rookら , 上 掲 に 記 載 さ れ た よ う な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 方 法 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６
０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７
１ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 さ せ る 。 得 ら
れ た ベ ク タ ー は 、 各 々 ｐ Ｒ Ｋ ５ － ［ Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ］ と 呼 ば れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 は ２ ９ ３ 細 胞 と す る こ と が で き る 。 ヒ ト ２ ９ ３ 細
胞 （ ATCC CCL 1573） は 、 ウ シ 胎 児 血 清 及 び 場 合 に よ っ て は 滋 養 成 分 及 び ／ 又 は 抗 生 物 質
を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ な ど の 媒 質 中 で 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て 成 長 さ せ て 集 密 化 し た 。 約
１ ０ μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ － ［ Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
１ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ］ Ｄ Ｎ Ａ を 約 １ μ ｇ の Ｖ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ ［ Thim
mappayaら , Cell, 31:543 (1982))］ と 混 合 し 、 ５ ０ ０ μ ｌ の １ ｍ Ｍ ト リ ス － Ｈ Ｃ ｌ 、 ０
． １ ｍ Ｍ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ２ ２ ７ Ｍ Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ に 溶 解 さ せ た 。 こ の 混 合 物 に 、 滴 状 の 、 ５ ０
０ μ ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ３ ５ ） 、 ２ ８ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ５ ｍ Ｍ の
Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ を 添 加 し 、 ２ ５ ℃ で １ ０ 分 間 析 出 物 を 形 成 さ せ た 。 析 出 物 を 懸 濁 し 、 ２ ９ ３ 細
胞 に 加 え て ３ ７ ℃ で 約 ４ 時 間 定 着 さ せ た 。 培 養 培 地 を 吸 引 し 、 ２ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 ２ ０ ％ グ
リ セ ロ ー ル を ３ ０ 秒 間 添 加 し た 。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 次 い で 無 血 清 培 地 で 洗 浄 し 、 新 鮮 な 培 地
を 添 加 し 、 細 胞 を 約 ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 形 質 移 入 の 約 ２ ４ 時 間 後 、 培 養 培 地 を 除 去 し 、 培 養 培 地 （ の み ） 又 は ２ ０ ０ μ Ｃ ｉ ／ ml
３ ５ Ｓ － シ ス テ イ ン 及 び ２ ０ ０ μ Ｃ ｉ ／ ml３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン を 含 む 培 養 培 地 で 置 換 し た
。 １ ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 条 件 培 地 を 回 収 し 、 ス ピ ン フ ィ ル タ ー で 濃 縮 し 、
１ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル に 添 加 し た 。 処 理 し た ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０
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０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７
０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 現 す と し
て 選 択 さ れ た 時 間 に わ た っ て フ ィ ル ム に さ ら し た 。 形 質 転 換 し た 細 胞 を 含 む 培 地 は 、 更 な
る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 施 し （ 無 血 清 培 地 で ） 、 培 地 を 選 択 さ れ た バ イ オ ア ッ セ イ で 試 験
し た 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 こ れ に 換 わ る 技 術 に お い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６  Ｄ Ｎ Ａ は 、 Somparyacら , Proc. Natl. Acad. Sci., 12:7
575 (1981)に 記 載 さ れ た デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 法 を 用 い て ２ ９ ３ 細 胞 に 一 過 的 に 導 入 さ れ る 。
２ ９ ３ 細 胞 は 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 で 最 大 密 度 ま で 成 長 さ せ 、 ７ ０ ０ μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ － ［
Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６
］ Ｄ Ｎ Ａ を 添 加 す る 。 細 胞 は 、 ま ず ス ピ ナ ー フ ラ ス コ か ら 遠 心 分 離 に よ っ て 濃 縮 し 、 Ｐ Ｂ
Ｓ で 洗 浄 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ － デ キ ス ト ラ ン 沈 殿 物 を 細 胞 ペ レ ッ ト 上 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 細 胞 を ２ ０ %グ リ セ ロ ー ル で ９ ０ 秒 間 処 理 し 、 組 織 培 養 培 地 で 洗 浄 し 、 組 織 培 養 培 地
、 ５ μ g/mlウ シ イ ン シ ュ リ ン 及 び ０ ． １ μ ｇ /mlウ シ ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 含 む ス ピ ナ ー フ
ラ ス コ に 再 度 導 入 し た 。 約 4日 後 に 、 条 件 培 地 を 遠 心 分 離 し て 濾 過 し 、 細 胞 及 び 細 胞 片 を
除 去 し た 。 次 い で 発 現 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 試 料 を 濃 縮 し 、 透 析 及 び ／ 又 は カ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択 し た 方 法 に よ っ て 精 製 し た 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １
８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３
１ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ － ［ Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８
０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １
５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ］ ベ ク タ ー
は 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 又 は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン な ど の 公 知 の 試 薬 を 用 い て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 形 質
移 入 す る こ と が で き る 。 上 記 し た よ う に 、 細 胞 培 地 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 培 地 を 培 養 培 地
（ の み ） 又 は ３ ５ Ｓ -メ チ オ ニ ン 等 の 放 射 性 標 識 を 含 む 培 地 に 置 換 す る こ と が で き る 。 Ｐ
Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ポ
リ ペ プ チ ド の 存 在 を 同 定 し た 後 、 培 養 培 地 を 無 血 清 培 地 に 置 換 し て も よ い 。 好 ま し く は 、
培 地 を 約 ６ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 条 件 培 地 を 収 集 す る 。 次 い で 、 発 現 さ れ た Ｐ Ｒ
Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を 含
む 培 地 を 濃 縮 し て 、 選 択 し た 方 法 に と っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
１ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ は 、 宿 主 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０
， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４
， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ は 、 ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ
ク タ ー か ら サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 サ ブ ク ロ ー ン 挿 入 物 は 、 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 施 し て バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 中 の ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 等 の 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ タ グ を 持 つ 枠
に 融 合 で き る 。 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ 挿 入 物 は 、 次 い で 、 安 定 な ク ロ ー ン の 選 択 の た め の Ｄ Ｈ
Ｆ Ｒ 等 の 選 択 マ ー カ ー を 含 む Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 最 後 に 、
Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー で （ 上 記 の よ う に ） 形 質 移 入 し た 。 発 現 を 確 認 す る た
め に 、 上 記 の よ う に 標 識 化 を 行 っ て も よ い 。 発 現 さ れ た ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 培
養 培 地 は 、 次 い で 濃 縮 し 、 Ｎ ｉ ２ ＋ － キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択

10

20

30

40

50

(97) JP 2005-27667 A 2005.2.3



さ れ た 方 法 に よ り 精 製 で き る 。 　 ま た ， 一 過 性 発 現 法 に よ っ て 、 Ｃ Ｈ Ｏ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｏ Ｓ
細 胞 の 発 現 を 完 遂 さ せ て も よ い 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６
， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７
６ は 、 一 過 性 発 現 法 に よ っ て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い 。 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お け る
安 定 な 発 現 は ， 以 下 の 方 法 を 用 い て 実 施 す る こ と が 可 能 で あ る 。 タ ン パ ク 質 を 、 各 タ ン パ
ク 質 の 可 溶 形 態 の コ ー ド 化 配 列 （ 例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン ） が Ｉ ｇ Ｇ １ の ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２
及 び Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン を 含 む 定 常 領 域 配 列 に 融 合 し た Ｉ ｇ Ｇ 作 成 物 （ イ ム ノ ア ド ヘ シ ン ） 及
び ／ 又 は ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 形 態 と し て 発 現 す る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 続 い て 、 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ausubelら , Current Protocols of Molecula
r Biology, Unit 3.26, John Wiley and Sons (1997)に 記 載 さ れ た よ う な 標 準 的 技 術 を 用
い て Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー は 、 対 象 と す る Ｄ
Ｎ Ａ の ５ ’ 及 び ３ ’ に 適 合 す る 制 限 部 位 を 有 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 便 利 な シ ャ ト ル 化 が で き る よ
う に 作 成 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 、 Lucasら , Nucl. Acids res. 24: 9, 1774-1779 (1996)に
記 載 さ れ た よ う に Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で の 発 現 を 用 い 、 対 象 と す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ジ ヒ ド ロ フ ォ レ ー
ト レ ダ ク タ ー ゼ （ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ） の 発 現 の 制 御 に Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー を
用 い る 。 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 発 現 は 、 形 質 移 入 に 続 く プ ラ ス ミ ド の 安 定 な 維 持 の た め の 選 択 を 可 能 に
す る 。
　 所 望 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の １ ２ マ イ ク ロ グ ラ ム を 、 市 販 の 形 質 移 入 試 薬 Superfect(登 録
商 標 )(Quiagen), Dosper(登 録 商 標 )及 び Fugene(登 録 商 標 )（ Boehringer Mannheim） 約 一
千 万 の Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 導 入 し た 。 細 胞 は 、 上 掲 の Lucasら に 記 載 さ れ て い る よ う に 成 長 さ せ
た 。 約 ３ ｘ １ ０ ７ 細 胞 を 、 下 記 の よ う な 更 な る 成 長 及 び 生 産 の た め に ア ン プ ル 中 で 凍 結 さ
せ た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ア ン プ ル を 水 槽 に 配 し て 解 凍 し 、 ボ ル テ ッ ク ス に よ り 混 合 し た
。 内 容 物 を １ ０ mLの 媒 質 を 含 む 遠 心 管 に ピ ペ ッ ト し て 、 １ ０ ０ ０ rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 し
た 。 上 清 を 吸 引 し て 細 胞 を １ ０ mLの 選 択 培 地 （ ０ ． ２ μ m濾 過 Ｐ Ｓ ２ ０ 、 ５ ％ の ０ ． ２ μ m
透 析 濾 過 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 ） 中 に 懸 濁 さ せ た 。 次 い で 細 胞 を ９ ０ mLの 選 択 培 地 を 含 む １
０ ０ mlス ピ ナ ー に 分 け た １ － ２ 日 後 、 細 胞 を １ ５ ０ mLの 選 択 培 地 を 満 た し た ２ ５ ０ mLス ピ
ナ ー に 移 し 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 さ ら に ２ － ３ 日 後 、 ２ ５ ０ mL、 ５ ０ ０ mL及 び
２ ０ ０ ０ mLの ス ピ ナ ー を ３ ｘ １ ０ ５ 細 胞 /mLで 播 種 し た 。 細 胞 培 地 を 遠 心 分 離 に よ り 新 鮮
培 地 に 交 換 し 、 生 産 培 地 に 再 懸 濁 さ せ た 。 任 意 の 適 切 な Ｃ Ｈ Ｏ 培 地 を 用 い て も よ い が 、 実
際 に は １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 １ ６ 日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,122,469号 に 記 載 さ れ た 生 産 培 地
を 使 用 し た 。 ３ Ｌ の 生 産 ス ピ ナ ー を １ ． ２ ｘ １ ０ ６ 細 胞 /mLで 播 種 し た 。 ０ 日 目 に 、 細 胞
数 と ｐ Ｈ を 測 定 し た 。 1日 目 に 、 ス ピ ナ ー を サ ン プ ル し 、 濾 過 空 気 で の 散 布 を 実 施 し た 。
２ 日 目 に 、 ス ピ ナ ー を サ ン プ ル し 、 温 度 を ３ ３ ℃ に 変 え 、 ５ ０ ０ g/Lの グ ル コ ー ス 及 び ０
． ６ mLの １ ０ ％ 消 泡 剤 （ 例 え ば ３ ５ ％ ポ リ ジ メ チ ル シ ロ キ サ ン エ マ ル シ ョ ン 、 Dow Cornin
g 365 Medical Grade Emulsion） の ３ ０ mLと し た 。 生 産 を 通 し て 、 ｐ Ｈ は ７ ． ２ 近 傍 に 調
節 し 維 持 し た 。 １ ０ 日 後 、 又 は 生 存 率 が ７ ０ %を 下 回 る ま で 、 細 胞 培 地 を 遠 心 分 離 で 回 収
し て ０ ． ２ ２ μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し た 。 濾 過 物 は 、 4℃ で 貯 蔵 す る か 、 即 座 に 精 製
用 カ ラ ム に 負 荷 し た 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 作 成 物 に つ い て 、 タ ン パ ク 質 は Ni + 2 -NTAカ ラ ム （ Qiagen） を 用 い て 精
製 し た 。 精 製 の 前 に 、 イ ミ ダ ゾ ー ル を 条 件 培 地 に ５ ｍ Ｍ の 濃 度 ま で 添 加 し た 。 条 件 培 地 を
、 ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ５ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ の Hepes、 ｐ Ｈ ７ ． ４ バ ッ
フ ァ ー で 平 衡 化 し た ６ ｍ ｌ の Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム に ４ － ５ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 で ４ ℃ に お い て
ポ ン プ 供 給 し た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を さ ら に 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 を ０ ． ２
５ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 溶 離 し た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続
い て １ ０ ｍ Ｍ の Hepes、 ０ ． １ ４ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ４ ％ の マ ン ニ ト ー ル を 含 む 貯 蔵 バ ッ フ

10

20

30

40

50

(98) JP 2005-27667 A 2005.2.3



ァ ー 中 で ２ ５ ｍ ｌ の Ｇ ２ ５ Superfine（ Pharmacia） を 用 い て 脱 塩 し 、 － ８ ０ ℃ で 貯 蔵 し た
。
　 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ Ｆ ｃ 含 有 ） 作 成 物 を 以 下 の よ う に し て 条 件 培 地 か ら 精 製 し た 。 条 件
培 地 を 、 ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー ， ｐ Ｈ ６ ． ８ で 平 衡 化 し た ５ ｍ ｌ の プ ロ
テ イ ン Ａ カ ラ ム （ Pharmacia） に 負 荷 し た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 強 く 洗 浄
し た 後 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 ， ｐ Ｈ ３ ． ５ で 溶 離 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 は 、 １ ｍ ｌ
の 画 分 を ２ ７ ５ μ ｌ の １ Ｍ ト リ ス バ ッ フ ァ ー ， ｐ Ｈ ９ を 含 む 管 に 回 収 す る こ と に よ り 即 座
に 中 性 化 し た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ タ ン パ ク 質 に つ
い て 上 記 し た 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 で 脱 塩 し た 。 均 一 性 は Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 試
験 し 、 エ ド マ ン （ Edman） 分 解 に よ り Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 し た 。
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ２ ４ ８ 】
酵 母 菌 で の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ
６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ
Ｏ ７ ４ ７ ６ の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 酵 母 菌 中 で の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 組 換 え 発 現 を 記 載 す る 。
　 第 １ に 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー か ら の 　 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０
， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０
， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 細 胞 内 生 産 又 は 分 泌 の た め の 酵
母 菌 発 現 ベ ク タ ー を 作 成 す る 。 　 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び プ ロ モ ー タ ー を 選 択 し た プ ラ ス
ミ ド の 適 当 な 制 限 酵 素 部 位 に 挿 入 し て 　 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １
６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２
２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 細 胞 内 発 現 を 指 示 す る 。 分 泌 の た め に 、 　 Ｐ Ｒ
Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た プ ラ ス ミ ド に 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は 他 の 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 又 は 、 例 え ば 酵 母
菌 ア ル フ ァ 因 子 分 泌 シ グ ナ ル ／ リ ー ダ ー 配 列 、 及 び （ 必 要 な ら ば ） 　 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 発 現 の た め の リ ン
カ ー 配 列 と と も に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 酵 母 菌 株 Ａ Ｂ １ １ ０ 等 の 酵 母 菌 は 、 次 い で 上 記 の 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し 、 選 択 さ
れ た 発 酵 培 地 中 で 培 養 で き る 。 形 質 転 換 し た 酵 母 菌 上 清 は 、 １ ０ %ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で の 沈
降 及 び Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 分 離 で 分 析 し 、 次 い で ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 で ゲ ル の 染 色 を
す る こ と が で き る 。
　 続 い て 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ
Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ は 、 発 酵 培 地 か ら 遠 心 分 離 に よ り 酵 母 菌 細 胞 を 除 去 し 、 次 い で 選 択 さ れ た
カ ー ト リ ッ ジ フ ィ ル タ ー を 用 い て 培 地 を 濃 縮 す る こ と に よ っ て 単 離 及 び 精 製 で き る 。 Ｐ Ｒ
Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を 含
む 濃 縮 物 は 、 選 択 さ れ た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 を 用 い て さ ら に 精 製 し て も よ い 。
【 実 施 例 １ ６ 】
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【 ０ ２ ５ ０ 】
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 中 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ の 組 換 え 発 現 を 示 す 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６
， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７
６ コ ー ド す る 配 列 を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ タ グ の 上 流 に
融 合 さ せ た 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ は 、 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ グ （
Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 な ど ） を 含 む 。 ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ Navogen） な ど の 市 販 さ れ て い る プ ラ
ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ る プ ラ ス ミ ド を 含 む 種 々 の プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が で き る 。 簡 単 に
は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９
６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
７ ６ コ ー ド 化 配 列 ， 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
１ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の コ ー ド 化 配 列 の 所 望 す る 部 分 ［ 例 え ば 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞
外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 又 は タ ン パ ク 質 が 細 胞 外 で あ る 場 合 の 成 熟 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 配 列 ］ が 、 ５ ’ 及 び ３ ’ 領 域 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー で の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る 。
５ ’ プ ラ イ マ ー は 、 隣 接 す る （ 選 択 さ れ た ） 制 限 酵 素 部 位 を 包 含 し て い て も よ い 。 生 産 物
は 、 次 い で 、 選 択 さ れ た 制 限 酵 素 で 消 化 さ れ 、 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 上 記 の プ ラ ス ミ ド 及 び BaculoGold(商 品 名 )ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ
（ Pharmingen） を 、 Spodoptera frugiperda（ 「 Ｓ ｆ ９ 」 ） 細 胞 （ ATCC CRL 1711） 中 に リ
ポ フ ェ ク チ ン （ GIBCO-BRLか ら 市 販 ） を 用 い て 同 時 形 質 移 入 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る 。
２ ８ ℃ で ４ － ５ 日 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 放 出 さ れ た ウ イ ル ス を 回 収 し 、 更 な る 増 幅 に 用
い た 。 ウ イ ル ス 感 染 及 び タ ン パ ク 質 発 現 は 、 O'Reilleyら , Baculovirus expression vect
ors: A laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に 記 載 さ れ て い る
よ う に 実 施 し た 。
　 次 に 、 発 現 さ れ た ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６
， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２
， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ は 、 例 え ば Ｎ ｉ <SUP>２ ＋ </SUP>－ キ レ ー ト ア フ ィ
ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 次 の よ う に 精 製 さ れ る 。 抽 出 は 、 Rupertら , Nature, 36
2:175-179 (1993)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 組 み 換 え Ｓ ｆ ９ 細 胞 か ら 調
製 し た 。 簡 単 に は 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 洗 浄 し 、 超 音 波 処 理 用 バ ッ フ ァ ー （ ２ ５ ｍ Ｍ の Hepes、
ｐ Ｈ ７ ． ９ ； １ ２ ． ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ； ０ ． １ ｍ Ｍ 　 EDTA； １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル ； ０ ．
１ ％ の NP-40； ０ ． ４ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ ） 中 に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で ２ 回 ２ ０ 秒 間 超 音 波 処 理 し た 。
超 音 波 処 理 物 を 遠 心 分 離 で 透 明 化 し 、 上 清 を 負 荷 バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ mMリ ン 酸 塩 、 ３ ０ ０ mM
の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ｐ Ｈ ７ ． ８ ） で ５ ０ 倍 希 釈 し 、 ０ ． ４ ５ μ mフ ィ ル タ
ー で 濾 過 し た 。 Ｎ ｉ ２ ＋ － Ｎ Ｔ Ａ ア ガ ロ ー ス カ ラ ム （ Qiagenか ら 市 販 ） を 5mLの 総 容 積 で
調 製 し 、 ２ ５ mLの 水 で 洗 浄 し 、 ２ ５ mLの 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 平 衡 さ せ た 。 濾 過 し た 細 胞 抽 出
物 は 、 毎 分 ０ ． ５ mLで カ ラ ム に 負 荷 し た 。 カ ラ ム を 、 分 画 回 収 が 始 ま る 点 で あ る Ａ ２ ８ ０

の ベ ー ス ラ イ ン ま で 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 次 に 、 カ ラ ム を 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 非 特
異 的 に 溶 離 す る 二 次 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ 50mMリ ン 酸 塩 ； 300mMの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 10%グ リ セ ロ ー ル
、 pH6.0） で 洗 浄 し た 。 Ａ ２ ８ ０ の ベ ー ス ラ イ ン に 再 度 到 達 し た 後 、 カ ラ ム を 二 次 洗 浄 バ
ッ フ ァ ー 中 で ０ か ら ５ ０ ０ mMイ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 で 展 開 し た 。 １ mLの 分 画 を 回 収 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び 銀 染 色 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Qiagen） に 複 合 し た Ｎ ｉ ２ ＋ － Ｎ Ｔ
Ａ で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。 溶 離 し た Ｈ ｉ ｓ １ ０ － タ グ Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ
Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を 含 む 画 分 を プ ー ル し
て 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 透 析 し た 。
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【 ０ ２ ５ ２ 】
　 あ る い は 、 Ｉ ｇ Ｇ タ グ （ 又 は Ｆ ｃ タ グ ） Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０
１ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４
２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 精 製 は 、 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ
ン Ｇ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 公 知 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 用 い て 実 施 で き る
。
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 続 い て 、 各 コ ー ド 化 配 列 を バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ Ｉ ｇ Ｇ 融 合 の
た め の pb.PH.Ｉ ｇ Ｇ 及 び ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ タ ン パ ク 質 の た め の pb.PH.His.c） 中 に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し 、 ベ ク タ ー と Baculogold（ 商 品 名 ） バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス Ｄ Ｎ Ａ （ Pharmingen） を
１ ０ ５ の Spodoptera frugiperda（ 「 Ｓ ｆ ９ 」 ） 細 胞 （ ATCC CRL 1711） 中 に リ ポ フ ェ ク チ
ン （ Gibco-BRL） を 用 い て 同 時 形 質 移 入 し た 。 pb.PH.Ｉ ｇ Ｇ 及 び pb.PH.Hisは 商 業 的 に 利 用
で き る バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ Pharmingen） の 改 変 物 で 、 Ｈ ｉ ｓ
又 は Ｆ ｃ タ グ 配 列 を 含 む 修 飾 ポ リ リ ン カ ー 領 域 を 持 つ 。 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 補 填 し た Ｈ ｉ ｎ ｋ
の Ｔ Ｎ Ｍ － Ｆ Ｈ 培 地 （ Hyclone） で 細 胞 を 増 殖 さ せ た 。 細 胞 を ２ ８ ℃ で ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 上 清 を 収 集 し 、 続 い て １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 補 填 し た Hinkの Ｔ Ｎ Ｍ － Ｆ Ｈ 培 地 中 の Ｓ
ｆ ９ 細 胞 を １ ０ の お よ そ の 感 染 効 率 （ MOI） で 感 染 さ せ る こ と に よ り 最 初 の ウ ィ ル ス 増 幅
に 使 用 し た 。 細 胞 を ２ ８ ℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 収 集 し 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル
ス 発 現 ベ ク タ ー 中 に お け る 作 成 物 の 発 現 を 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ タ ン パ ク 質 に 対 し て ２ ５ ｍ Ｌ
の Ｎ ｉ + 2 － Ｎ Ｔ Ａ ビ ー ド （ QIAGEN） へ 、 又 は Ｉ ｇ Ｇ タ グ タ ン パ ク 質 に 対 し て プ ロ テ イ ン －
Ａ セ フ ァ ロ ー ス Ｃ Ｌ － ４ Ｂ ビ ー ド （ Pharmacia） へ １ ｍ ｌ の 上 清 を バ ッ チ 結 合 さ せ 、 続 い
て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 を 行 っ て 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ り 既 知 の 濃 度 の タ ン パ ク 質
標 準 と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 し た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 最 初 の ウ ィ ル ス 増 幅 上 清 は 、 ０ ． １ の お よ そ の Ｍ Ｏ Ｉ で Ｅ Ｓ Ｆ － ９ ２ １ 培 地 （ Expressi
on Systems LLC） 中 で 増 殖 し た Ｓ ｆ ９ 細 胞 の 撹 拌 培 養 （ ５ ０ ０ ｍ ｌ ） を 感 染 さ せ る た め に
使 用 し た 。 細 胞 を ２ ８ ℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 収 集 し 、 濾 過 し た 。 撹 拌 培
養 の 発 現 が 確 認 さ れ る ま で バ ッ チ 結 合 と Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 を 必 要 に 応 じ て 繰 り 返 し た
。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 形 質 移 入 細 胞 か ら の 条 件 培 地 （ ０ ． ５ か ら ３ Ｌ ） を 遠 心 分 離 に よ り 収 集 し て 細 胞 を 除 去
し 、 ０ ． ２ ２ ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 作 成 物 に 対 し て は 、 Ｎ ｉ +

2 － Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム （ Qiagen） を 使 用 し て タ ン パ ク 質 作 成 物 を 精 製 し た 。 精 製 前 に 、 ５ ｍ Ｍ
の 濃 度 ま で 条 件 培 地 に イ ミ ダ ゾ ー ル を 添 加 し た 。 条 件 培 地 を 、 ４ ℃ で ４ － ５ ml/minの 流 量
で ２ ０ ｍ Ｍ 　 Hepes、 ｐ Ｈ ７ ． ４ 、 ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ と ５ ｍ Ｍ の イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む バ
ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た ６ ｍ ｌ の Ｎ ｉ + 2 － Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム に 汲 み 上 げ た 。 充 填 後 、 カ ラ ム を 更
な る 平 衡 化 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 を ０ ． ２ ５ Ｍ の イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 平 衡 化 バ
ッ フ ァ ー で 溶 出 さ せ た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 続 い て ２ ５ ｍ ｌ の Ｇ ２ ５ 　 Superf
ine（ Pharmacia） カ ラ ム で １ ０ ｍ Ｍ 　 Hepes、 ０ ． １ ４ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ４ ％ の マ ン ニ ト
ー ル 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ を 含 む 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 で 脱 塩 し 、 － ８ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
　 タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ Ｆ ｃ 含 有 ） 作 成 物 を 次 の よ う に し て 条 件 培 地 か ら 精 製
し た 。 ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ で 平 衡 化 さ れ た ５ ｍ ｌ の プ ロ
テ イ ン Ａ カ ラ ム （ Pharmacia） に 条 件 培 地 を 汲 み 上 げ た 。 充 填 後 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸
、 ｐ Ｈ ３ ． ５ で の 溶 出 前 に カ ラ ム を 平 衡 化 バ ッ フ ァ ー で 十 分 に 平 衡 化 し た 。 溶 出 し た タ ン
パ ク 質 を 、 ２ ７ ５ ｍ Ｌ の １ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ９ を 含 む チ ュ ー ブ 中 に １ ｍ ｌ の
フ ラ ク シ ョ ン を 収 集 す る こ と に よ り 即 座 に 中 和 さ せ た 。 高 度 に 精 製 し た タ ン パ ク 質 を 上 述
の よ う に ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ タ ン パ ク 質 の 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 に 脱 塩 し た 。 タ ン パ ク 質 の 一 様
性 は Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 電 気 泳 動 法 と エ ド マ ン 分 解 に よ る Ｎ 末 端 ア
ミ ノ 酸 配 列 決 定 に よ り 証 明 し た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 あ る い は 、 修 飾 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 法 を high5細 胞 取 り 込 み に 使 用 し て も よ い 。 こ の 方 法
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で は 、 所 望 の 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ ｆ ｕ （ Stratagene） 等 の 適 当 な 系 で 増 幅 さ れ
て も 、 又 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー の 含 ま れ る エ ピ ト ー プ タ グ の 上 流 （ ５ ’ － ） に
融 合 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ は 、 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン
タ グ （ Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 等 ） を 含 む 。 種 々 の プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が で き 、 ｐ Ｉ Ｅ － １
（ Novagen） 等 の 市 販 の プ ラ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ た プ ラ ス ミ ド を 含 む 。 ｐ Ｉ Ｅ － １ 及 び ｐ
Ｉ Ｅ － ２ ベ ク タ ー は 、 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 昆 虫 細 胞 に お け る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ｉ ｅ １ プ
ロ モ ー タ ー か ら の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 構 成 的 発 現 の た め に 設 計 さ れ る 。 こ の プ ラ ス ミ ド は
複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 方 向 に お い て の み 相 違 し 、 未 感 染 昆 虫 細 胞 に お け る ｉ ｅ １ 媒 介
遺 伝 子 発 現 に 重 要 で あ る こ と が 知 ら れ た 全 て の プ ロ モ ー タ ー 配 列 並 び に ｈ ｒ ５ エ ン ハ ン サ
ー 成 分 を 含 む 。 ｐ Ｉ Ｅ － １ 及 び ｐ Ｉ Ｅ － ２ は ｉ ｅ 翻 訳 開 始 部 位 を 含 み 、 融 合 タ ン パ ク 質 の
製 造 に 使 用 で き る 。 簡 単 に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 所 望 の 部 分 （ 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細
胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 な ど ） を 、 ５ ’ 及 び ３ ’ 領 域 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー で の Ｐ
Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 す る 。 ５ ’ プ ラ イ マ ー は 隣 接 す る （ 選 択 さ れ た ） 制 限 酵 素 部 位 を 導 入 し て
も よ い 。 生 成 物 は 、 次 い で 、 選 択 さ れ た 制 限 酵 素 で 消 化 し て 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ
ン グ さ れ る 。 例 え ば 、 ｐ Ｉ Ｅ １ － １ の 誘 導 体 は ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ （ pb.PH.IgG） の Ｆ ｃ 領 域 又 は
Ｎ Ａ Ｍ Ｅ 配 列 の ８ ヒ ス チ ジ ン （ pb.PH.His） タ グ 下 流 （ ３ ’ － ） を 含 む こ と が で き る 。 好
ま し く は 、 確 認 の た め に 、 構 築 ベ ク タ ー の 配 列 の 確 認 す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 High-5細 胞 は 、 ２ ７ ℃ 、 Ｃ Ｏ ２ 無 し 、 ペ ン ／ ス ト レ プ ト ト 無 し の 条 件 下 で ５ ０ ％ の 集 密
度 ま で 成 長 さ せ た 。 １ ５ ０ ｍ ｍ プ レ ー ト 各 々 に つ い て 、 ３ ０ μ ｇ の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を
含 む ｐ Ｉ Ｅ ベ ー ス ベ ク タ ー を １ ｍ ｌ の Ｅ ｘ － 細 胞 培 地 （ 媒 質 ： Ｅ ｘ － 細 胞 ４ ０ １ ＋ １ ／ １
０ ０ の Ｌ － Ｇ ｌ ｕ 　 Ｊ Ｒ Ｈ 　 Biosciences　 ＃ １ ４ ４ ０ １ － ７ ８ Ｐ （ 注 ： こ の 媒 質 は 軽 感
受 性 ） ） と 混 合 し 、 別 の 管 に お い て 、 １ ０ ０ μ ｌ の セ ル フ ェ ク チ ン （ CellFECTIN（ Gibco 
BRL #10362-010） （ ボ ル テ ッ ク ス で 混 合 ） ） を １ ｍ ｌ の Ｅ ｘ － 細 胞 培 地 と 混 合 し た 。 ２ つ
の 溶 液 を 混 合 し 、 室 温 で １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ８ ｍ ｌ の Ｅ ｘ － 細 胞 培 地 を ２
ｍ ｌ の Ｄ Ｎ Ａ ／ セ ル フ ェ ク チ ン 混 合 物 に 添 加 し 、 Ｅ ｘ － 細 胞 培 地 で １ 回 洗 浄 し た Ｈ ｉ ５ 細
胞 上 に 層 形 成 さ せ た 。 次 い で プ レ ー ト を 暗 中 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で Ｄ Ｎ Ａ ／
セ ル フ ェ ク チ ン 混 合 物 を 吸 引 し 、 細 胞 を Ｅ ｘ － 細 胞 で １ 回 戦 乗 し て 過 剰 の セ ル フ ェ ク チ ン
を 除 去 し た 。 ３ ０ ｍ ｌ の 新 鮮 な Ｅ ｘ － 細 胞 培 地 を 添 加 し 、 細 胞 を ２ ８ ℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 上 清 を 回 収 し て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 ベ ク タ ー で の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 を 、 １ ｍ ｌ の 上 清 の ２ ５ ｍ Ｌ の ヒ ス チ ジ ン タ グ タ ン パ ク 質 用 の Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ ビ ー ズ （
Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ ） 又 は Ｉ ｇ Ｇ タ グ タ ン パ ク 質 用 の プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス Ｃ Ｌ － ４ Ｂ ビ ー
ズ （ Pharmacia） へ の バ ッ チ 結 合 、 次 い で ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ り 周 知 の 濃 度 の タ ン パ
ク 質 標 準 と 比 較 す る Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 に よ り 測 定 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 形 質 移 入 細 胞 か ら の 条 件 培 地 （ ０ ． ５ ～ ３ Ｌ ） を 、 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 除 去 し ０ ． ２
２ ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 す る こ と に よ り 回 収 し た 。 ポ リ － Ｈ ｉ ｓ タ グ 作 成 物 に
つ い て は 、 タ ン パ ク 質 作 成 物 を Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム （ Qiagen） を 用 い て 精 製 し た 。 精 製 前
に 、 イ ミ ダ ゾ ー ル を 条 件 培 地 に ５ ｍ Ｍ の 濃 度 ま で 添 加 し た 。 条 件 培 地 を 、 ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ
Ｃ ｌ 及 び ５ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ の Hepes， ｐ Ｈ ７ ． ４ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し
た ６ ｍ ｌ の Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム に ４ － ５ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 で ４ ℃ に お い て ポ ン プ 供 給 し た 。
負 荷 後 、 カ ラ ム を さ ら に 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 を ０ ． ２ ５ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル
を 含 む 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 溶 離 し た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て １ ０ ｍ Ｍ の He
pes、 ０ ． １ ４ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ４ ％ の マ ン ニ ト ー ル を 含 む 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ６ ． ８
中 で ２ ５ ｍ ｌ の Ｇ ２ ５ Superfine（ Pharmacia） を 用 い て 脱 塩 し 、 － ８ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。
　 タ ン パ ク 質 の イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ Ｆ ｃ 含 有 ） 作 成 物 を 以 下 の よ う に し て 条 件 培 地 か ら 精
製 し た 。 条 件 培 地 を 、 ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー ， ｐ Ｈ ６ ． ８ で 平 衡 化 し た
５ ｍ ｌ の プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム （ Pharmacia） に 負 荷 し た 。 負 荷 後 、 カ ラ ム を 平 衡 バ ッ フ ァ
ー で 強 く 洗 浄 し た 後 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 ， ｐ Ｈ ３ ． ５ で 溶 離 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク
質 は 、 １ ｍ ｌ の 画 分 を ２ ７ ５ ｍ Ｌ の １ Ｍ ト リ ス バ ッ フ ァ ー ， ｐ Ｈ ９ を 含 む 管 に 回 収 す る こ
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と に よ り 即 座 に 中 性 化 し た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ タ
ン パ ク 質 に つ い て 上 記 し た 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 で 脱 塩 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 均 一 性 は
Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 及 び エ ド マ ン （ Edman） 分 解 に よ る Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列
決 定 及 び 所 望 又 は 必 要 に 応 じ て 他 の 分 析 手 法 に よ り 評 価 で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ は 、 上 記 の hi
gh-５ 細 胞 を 用 い た バ キ ュ ウ ロ ウ イ ル ス の 方 法 に よ っ て 発 現 さ れ た 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ ２ ５ ８ 】
Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６
に 結 合 す る 抗 体 の 調 製
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ，
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又
は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ に 特 異 的 に 結 合 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 を 例 示 す る 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 の た め の 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 上 掲 の
Godingに 記 載 さ れ て い る 。 用 い ら れ 得 る 免 疫 原 は 、 精 製 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０
， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０
， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６
０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７
１ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ 融 合 タ ン パ ク 質 、 細 胞 表 面
に 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６
４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ
７ ４ ７ ６ を 発 現 す る 細 胞 を 含 む 。 免 疫 原 の 選 択 は 、 当 業 者 が 過 度 の 実 験 を す る こ と な く な
す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ 等 の マ ウ ス を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 乳 化 し て 皮 下 又 は 腹 腔 内 に
１ － １ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム で 注 入 し た Ｐ Ｒ Ｏ 免 疫 原 で 免 疫 化 す る 。 あ る い は 、 免 疫 原 を Ｍ
Ｐ Ｌ － Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト （ Ribi Immunochemical Researh, Hamilton, MT） に 乳 化 し 、
動 物 の 後 足 蹠 に 注 入 し て も よ い 。 免 疫 化 し た マ ウ ス は 、 次 い で １ ０ か ら １ ２ 日 後 に 、 選 択
し た ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 化 し た 付 加 的 免 疫 源 で 追 加 免 疫 す る 。 そ の 後 、 数 週 間 、 マ ウ ス を
さ ら な る 免 疫 化 注 射 で 追 加 免 疫 す る 。 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ６
０ １ ６ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ，
抗 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ ， 又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ 抗 体 の 検 出 の た め の Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ ア ッ セ イ で 試 験 す る た め に 、 レ ト ロ オ ー ビ タ ル 出 血 か ら の 血 清 試 料 を マ ウ ス か ら 周 期
的 に 採 取 し て も よ い 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 適 当 な 抗 体 力 価 が 検 出 さ れ た 後 、 抗 体 に 「 ポ ジ テ ィ ブ （ 陽 性 ） 」 な 動 物 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８
０ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １
５ ４ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ の 静 脈 内 注
射 の 最 後 の 注 入 を す る こ と が で き る 。 ３ か ら ４ 日 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 脾 臓 細 胞 を 取 り 出
し た 。 次 い で 脾 臓 細 胞 を （ ３ ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て ） 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 番 号
Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ９ ７ で 入 手 可 能 な Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ Ｕ ． １ 等 の 選 択 さ れ た マ ウ ス 骨 髄 腫 株 化 細 胞
に 融 合 さ せ た 。 融 合 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 成 さ れ 、 次 い で 、 Ｈ Ａ Ｔ （ ヒ ポ キ サ ン
チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 及 び チ ミ ジ ン ） 培 地 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 蒔 き 、
非 融 合 細 胞 、 骨 髄 腫 ハ イ ブ リ ッ ド 、 及 び 脾 臓 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の 増 殖 を 阻 害 し た 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６
０ １ ８ ， Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， Ｐ Ｒ Ｏ ７
４ ３ １ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ に 対 す る 反 応 性 に つ い て の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る
。 に 対 す る 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 「 ポ ジ テ ィ ブ （ 陽 性 ） 」 ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 の 決 定 は 、 技 術 常 識 の 範 囲 内 で あ る 。
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【 ０ ２ ６ １ 】
　 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 系 の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 腹 腔 内 注 入 し 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０
０ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ ， 抗 Ｐ
Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ， 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ ， 又 は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ
７ ４ ７ ６ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 を 生 成 さ せ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を
、 組 織 培 養 フ ラ ス コ 又 は ロ ー ラ ー ボ ト ル で 成 長 さ せ る こ と も で き る 。 腹 水 中 に 生 成 さ れ た
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、 そ れ に 続 く ゲ ル 排 除 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ － を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 の プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ へ の
親 和 性 に 基 づ く ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
材 料 の 寄 託 ：
　 次 の 材 料 を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン , １ ０ ８ ０ １  ユ ニ バ ー シ
テ ィ ・ ブ ル バ ー ド 、 マ ナ ッ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア ２ ０ １ １ ０ － ２ ２ ０ ９ 米 国 (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ )に 寄 託
し た ：
　
材 料 　 　 　 　 　 　 　 　  ATCC寄 託 番 号 　  　 　 寄 託 日
DNA108912-2680　 　 　  PTA-124　 　 　 　 　 　 1999年 5月 25日
DNA102880-2689　 　  　 PTA-383　 　 　 　 　 　 1999年 7月 20日
DNA96881-2699　 　 　  PTA-553　 　 　 　 　 　 1999年 8月 17日
DNA98565-2701　 　 　 　 PTA-481　 　 　 　 　 　 1999年 8月 3日
DNA119302-2737　 　 　  PTA-520　 　 　 　 　 　 1999年 8月 10日
DNA108760-2740　 　 　  PTA-548　 　 　 　 　 　 1999年 8月 17日
DNA108722-2743　 　 　  PTA-552　 　 　 　 　 　 1999年 8月 17日
DNA119536-2752　 　 　  PTA-551　 　 　 　 　 　 1999年 8年 17日
DNA119542-2754　 　 　  PTA-619　 　 　 　 　 　 1998年 8月 31日
DNA115253-2757　 　 　  PTA-612　 　 　 　 　 　 1998年 8月 31日
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 こ れ ら の 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 及
び そ の 規 則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 に 従 っ て 行 わ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付 か ら ３ ０ 年 間
、 寄 託 の 生 存 培 養 物 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は ブ ダ ペ ス ト 条 約 の
条 項 に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 す る
こ と が で き 、 こ れ は 、 何 れ が 最 初 に 来 よ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の 発 行 時 又 は 任 意 の 米
国 又 は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限 的 に 入 手 可 能 と す る
こ と を 保 証 し 、 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官 規 則 (特 に 参 照 番 号 ８ ８
６ Ｏ Ｇ ６ ３ ８ の ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ 第 １ ． １ ４ 条 を 含 む )に 従 っ て 権 利 を 有 す る と 米 国 特 許 庁 長 官
が 決 定 し た 者 に 子 孫 を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 材 料 の 培 養 物 が 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ て い た 場 合 に 死
亡 も し く は 損 失 又 は 破 壊 さ れ た な ら ば 、 材 料 は 通 知 時 に 同 一 の 他 の も の と 速 や か に 取 り 替
え る こ と に 同 意 す る 。 寄 託 物 質 の 入 手 可 能 性 は 、 特 許 法 に 従 い あ ら ゆ る 政 府 の 権 限 下 で 認
め ら れ た 権 利 に 違 反 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る ラ イ セ ン ス で あ る と み な さ れ る も の で は な い
。
　 上 記 の 文 書 に よ る 明 細 書 は 、 当 業 者 に 本 発 明 を 実 施 で き る よ う に す る た め に 十 分 で あ る
と 考 え ら れ る 。 寄 託 し た 態 様 は 、 本 発 明 の あ る 側 面 の 一 つ の 説 明 と し て 意 図 さ れ て お り 、
機 能 的 に 等 価 な あ ら ゆ る 作 成 物 が こ の 発 明 の 範 囲 内 に あ る た め 、 寄 託 さ れ た 作 成 物 に よ り
、 本 発 明 の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ こ で の 材 料 の 寄 託 は 、 こ こ に 含 ま れ る 文 書
に よ る 説 明 が 、 そ の ベ ス ト モ ー ド を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 側 面 の 実 施 を 可 能 に す る た め に
不 十 分 で あ る こ と を 認 め る も の で は な い し 、 そ れ が 表 す 特 定 の 例 証 に 対 し て 請 求 の 範 囲 を
制 限 す る も の と 解 釈 さ れ る も の で も な い 。 実 際 、 こ こ に 示 し 記 載 し た も の に 加 え て 、 本 発
明 を 様 々 に 変 形 す る こ と は 、 前 記 の 記 載 か ら 当 業 者 に と っ て は 明 ら か な も の で あ り 、 添 付
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の 請 求 の 範 囲 内 に 入 る も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ６ ５ 】
【 図 １ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ９ １ ２ － ２ ６
８ ０ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ８ ０ ０ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は 、 そ れ
ぞ れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 ２ 】 図 １ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： １ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５
８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ） 。
【 図 ３ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ２ ８ ８ ０ － ２ ６
８ ９ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ０ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は 、 そ れ
ぞ れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ３ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： ３ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６
０ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ ） 。
【 図 ５ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ８ ８ １ － ２ ６ ９
９ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ６ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ５ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は 、 そ れ ぞ
れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ５ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： ５ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６
０ １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） 。
【 図 ７ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ５ ６ ５ － ２ ７ ０
１ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ １ ８ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ７ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は 、 そ れ ぞ
れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ７ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： ７ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６
０ １ ８ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ） 。
【 図 ９ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ９ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ３ ０ ２ － ２ ７
３ ７ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ４ ９ ６ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ９ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は 、 そ れ
ぞ れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 ９ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： ９ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
６ ４ ９ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） 。
【 図 １ １ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ １ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ６ ０ －
２ ７ ４ ０ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ １ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は
、 そ れ ぞ れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ １ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： １ １ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ
Ｒ Ｏ ７ １ ５ ４ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ２ ） 。
【 図 １ ３ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ －
２ ７ ４ ３ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ３ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は
、 そ れ ぞ れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ３ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： １ ３ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ
Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ４ ） 。
【 図 １ ５ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ３ ６ －
２ ７ ５ ２ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ５ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は
、 そ れ ぞ れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ５ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： １ ５ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ
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Ｒ Ｏ ７ ４ ２ ２ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） 。
【 図 １ ７ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ １ １ ９ ５ ４ ２ －
２ ７ ５ ４ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ７ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は
、 そ れ ぞ れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ７ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： １ ７ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ
Ｒ Ｏ ７ ４ ３ １ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） 。
【 図 １ ９ 】 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ） が 、 こ こ に お い て Ｄ Ｎ Ａ １ １ ５ ２ ５ ３ －
２ ７ ５ ７ と 命 名 さ れ た ク ロ ー ン で あ る 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ９ ） 。 ま た 、 太 字 及 び 下 線 部 は
、 そ れ ぞ れ 開 始 及 び 終 止 コ ド ン で あ る 。
【 図 ２ ０ 】 図 １ ９ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： １ ９ の コ ー ド 化 配 列 よ り 誘 導 さ れ た 、 天 然 配 列 Ｐ
Ｒ Ｏ ７ ４ ７ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

(106) JP 2005-27667 A 2005.2.3



【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种用于诊断和治疗包括人在内的哺乳动物的赘生
性细胞生长和增殖的组合物和方法。 基于鉴定在肿瘤细胞基因组中扩增
的基因。 与相同组织类型的正常细胞相比，这种基因扩增与基因产物的
过表达有关，并有望促进肿瘤发生。 因此，由扩增基因编码的蛋白质被
认为是对某些癌症的诊断和/或治疗（包括预防）的有用靶标，并且可以
是肿瘤治疗预后的预测指标。 还包括新颖的多肽和编码这些多肽的核酸
分子，以及包含与异源多肽序列融合的本发明的多肽的嵌合多肽，以及
与本发明的多肽结合的抗体。 还提供了载体和宿主细胞，以及产生本发
明多肽的方法。 [选择图]无
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