
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】新規な分泌・膜貫通型ポリペプチド、及びそれらをコードする核酸分子の構造（
シグナル配列と細胞外ドメイン等を含む、アミノ酸配列と塩基配列、その分子間相同性等
）を明らかにし、医薬品・診断法開発の基礎情報を提供する。
【解決手段】ケモカイン、ＥＧＦファミリーの新規ペプチドを含む、多数のポリペプチド
をコードする核酸の塩基配列を含むベクター及び宿主細胞、異種性ペプチドに融合したキ
メラ分子、結合抗体、及びそれらの製造方法を提示した。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ４ に 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ） に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を
促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ３ に 示 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 ； 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を 促 進
す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ３ に 示 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 有 す る 核
酸 ； 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を 促 進
す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ １ ７ で 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 有 す る
核 酸 ； 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を 促 進
す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 に よ っ て 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 と 作 用 可 能 に
連 結 し て い る 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 細 胞 が Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 細 胞 が 大 腸 菌 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 細 胞 が 酵 母 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 ： １ ５ に 示 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 請 求 項 ７ に 記 載 の
宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 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 た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ４ に 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ） に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を
促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ：
（ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ １ ７ で 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ポ リ
ペ プ チ ド ； 及 び
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ） に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を
促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 と 融 合 し た 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を
含 ん で な る キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 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 １ ４ に 記 載 の キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 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 １ ４ に 記 載 の キ メ ラ
分 子 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ２ 又 は １ ３ の 何 れ か １ 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 １ ８ 】
　 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 １ ７ に 記
載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ４ の ア ミ ノ 酸 位 置 １ ～ ２ ３ に 位 置 す る シ グ ナ ル ポ リ ペ プ チ ド を 欠 く 、
該 配 列 番 号 ： １ ５ に 示 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を 促 進
す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。 　
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ４ の ア ミ ノ 酸 位 置 １ ～ ２ ３ に 位 置 す る シ グ ナ ル ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、
該 配 列 番 号 ： ２ ４ に 示 さ れ て い る 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 ； 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を 促 進
す る ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た 核 酸 ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ４ の ア ミ ノ 酸 位 置 １ ～ ２ ３ に 位 置 す る シ グ ナ ル ポ リ ペ プ チ ド を 欠 く 、
該 配 列 番 号 ： １ ５ に 示 さ れ て い る 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 ； 及 び
（ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 と 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を 促 進
す る ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル ポ リ ペ プ チ ド を 欠 く 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン ：
（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ４ の ア ミ ノ 酸 位 置 １ ～ ２ ３ に 位 置 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 む 、 該 配
列 番 号 ： １ ５ に 示 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ） に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を
促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン ：
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（ ａ ） 配 列 番 号 ： ２ ４ の ア ミ ノ 酸 位 置 １ ～ ２ ３ に 位 置 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 、 該 配
列 番 号 ： ２ ４ に 示 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド ； 及 び
（ ｂ ） ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ） に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 さ
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 脂 肪 細 胞 に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ａ Ａ の 取 り 込 み を
促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
(発 明 の 分 野 )
　 本 発 明 は 一 般 に 新 規 な Ｄ Ｎ Ａ の 同 定 と 単 離 及 び 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え 生 産 に 関 す
る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
(発 明 の 背 景 )
　 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 、 特 に 、 多 細 胞 生 物 の 形 成 、 分 化 及 び 維 持 に お い て 重 要 な 役 割 を 担
っ て い る 。 多 く の 個 々 の 細 胞 の 運 命 、 例 え ば 増 殖 、 移 動 、 分 化 又 は 他 の 細 胞 と の 相 互 作 用
は 、 典 型 的 に は 、 他 の 細 胞 及 び ／ 又 は 直 近 の 環 境 か ら 受 け 取 る 情 報 に 支 配 さ れ る 。 こ の 情
報 は 、 し ば し ば 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 分 裂 促 進 因 子 、 生 存 因 子 、 細 胞 障 害 性 因 子 、
分 化 因 子 、 神 経 ペ プ チ ド 、 及 び ホ ル モ ン )に よ り 伝 達 さ れ 、 こ れ が 今 度 は 多 様 な 細 胞 レ セ
プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 に よ り 受 け 取 ら れ 解 釈 さ れ る 。 こ れ ら の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 又
は シ グ ナ ル 分 子 は 、 通 常 は 細 胞 分 泌 経 路 を 通 過 し 、 細 胞 外 環 境 の そ の 作 用 部 位 に 到 達 す る
。
　 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 製 薬 、 診 断 、 バ イ オ セ ン サ ー 及 び バ イ オ リ ア ク タ ー を 含 む 、 様 々 な
産 業 上 の 利 用 性 を 有 し て い る 。 血 栓 溶 解 剤 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 及 び 種 々 の 他 の サ イ ト カ イ ン の よ う な 、 現 在 入 手 可 能
な 大 抵 の タ ン パ ク 質 薬 物 は 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る 。 膜 タ ン パ ク 質 で あ る そ の レ セ プ タ ー も
ま た 治 療 又 は 診 断 用 薬 剤 と し て の 可 能 性 を 有 し て い る 。 新 規 な 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を
同 定 す る 努 力 が 産 業 界 と 学 術 界 の 両 方 に よ っ て な さ れ て い る 。 多 く の 努 力 が 新 規 な 分 泌 タ
ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 哺 乳 動 物 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ
ン グ に 注 が れ て い る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 及 び 技 術 の 例 は 文 献 に 記 載 さ れ て い る [例 え ば
、 Klein等 , Proc. Natl. Acad. Sci. 93;7108-7113(1996);米 国 特 許 第 5,536,637号 を 参 照
さ れ た い ]。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質 と レ セ プ タ ー は 、 と り わ け 、 多 細 胞 生 物 の 形 成 、 分 化 及 び 維 持 に お い
て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 多 く の 個 々 の 細 胞 の 運 命 、 例 え ば 増 殖 、 移 動 、 分 化 又 は 他 の
細 胞 と の 相 互 作 用 は 、 典 型 的 に は 他 の 細 胞 及 び ／ 又 は 直 近 の 環 境 か ら 受 け 取 る 情 報 に 支 配
さ れ る 。 こ の 情 報 は 、 し ば し ば 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 分 裂 促 進 因 子 、 生 存 因 子 、 細
胞 障 害 性 因 子 、 分 化 因 子 、 神 経 ペ プ チ ド 、 及 び ホ ル モ ン )に よ り 伝 達 さ れ 、 こ れ が 次 に 多
様 な 細 胞 レ セ プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 に よ り 受 け 取 ら れ 解 釈 さ れ る 。 こ の よ う な 膜 結
合 タ ン パ ク 質 と 細 胞 レ セ プ タ ー は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 サ イ ト カ イ ン レ
セ プ タ ー 、 レ セ プ タ ー キ ナ ー ゼ 、 レ セ プ タ ー ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 細 胞 -細 胞 間 相 互 作 用 に 関
与 す る レ セ プ タ ー 、 及 び セ レ ク チ ン 及 び イ ン テ グ リ ン の よ う な 細 胞 接 着 分 子 を 含 む 。 例 え
ば 、 細 胞 の 増 殖 及 び 分 化 を 調 節 す る シ グ ナ ル の 伝 達 は 、 様 々 な 細 胞 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化
に よ り 部 分 的 に 調 節 さ れ る 。 そ の プ ロ セ ス を 触 媒 す る 酵 素 で あ る プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ は ま た 成 長 因 子 レ セ プ タ ー と し て も 作 用 し う る 。 具 体 例 に は 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 及
び 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー が 含 ま れ る 。
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質 と レ セ プ タ ー 分 子 は 、 製 薬 及 び 診 断 薬 を 含 む 、 様 々 な 産 業 上 の 利 用 性
を 有 し て い る 。 例 え ば 、 レ セ プ タ ー イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 間 相 互 作 用
を 阻 止 す る 治 療 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 膜 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 関 連 す る レ セ
プ タ ー ／ リ ガ ン ド 間 相 互 作 用 の 可 能 性 の あ る ペ プ チ ド 又 は 小 分 子 イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク リ ー
ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
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　 新 規 な 未 変 性 の レ セ プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 産 業 界 と 学 術
界 の 双 方 に よ っ て な さ れ て い る 。 多 く の 努 力 が 、 新 規 な レ セ プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質
の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 、 哺 乳 動 物 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に
注 が れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
１ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６
　 「 Ｔ Ｉ Ｅ 」 又 は 「 ｔ ｉ ｅ 」 と い う 略 語 は 頭 文 字 で あ り 、 「 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 含 有 Ｉ ｇ 及
び Ｅ Ｇ Ｆ 相 同 ド メ イ ン 」 を 意 味 し 、 血 管 内 皮 細 胞 及 び 初 期 造 血 細 胞 で ほ ぼ 排 他 的 に 発 現 さ
れ 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン 、 及 び 一 般 に 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ｉ Ｇ )様 」 折 り 畳 み と 呼 ば れ る 鎖 内
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 安 定 化 さ れ た 細 胞 外 折 り 畳 み 単 位 の 存 在 を 特 徴 と す る レ セ プ タ ー チ ロ
シ ン キ ナ ー ゼ の 新 規 な フ ァ ミ リ ー を 表 す の に 作 ら れ た 。 ヒ ト 白 血 病 細 胞 (ｔ ｉ ｅ )か ら の チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ 相 同 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は 、 Partanen等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 8
913-8917 (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 こ の ヒ ト 「 ｔ ｉ ｅ 」 レ セ プ タ ー の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 全 て
の ヒ ト 胎 児 及 び マ ウ ス 胚 組 織 で 検 出 さ れ 、 心 臓 及 び 血 管 内 皮 細 胞 に 局 在 化 し て い る と 報 告
さ れ て い る 。 Korhonen等 , Blood 80, 2548-2555 (1992); Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 公 報 WO 93/14124(19
93年 7月 22日 公 開 )。 ヒ ト ｔ ｉ ｅ の ラ ッ ト 相 同 体 は 「 ｔ ｉ ｅ -１ 」 と 呼 ば れ 、 Maisonpierre
等 , Oncogene 8, 1631-1637 (1993)に よ っ て 同 定 さ れ た 。 「 ｔ ｉ ｅ -２ 」 と 呼 ば れ る 他 の
ｔ ｉ ｅ レ セ プ タ ー は 、 最 初 に ラ ッ ト で 同 定 さ れ (Dumont等 , Oncogene 8, 1293-1301 (1993
))、 「 ｏ ｒ ｋ 」 と 呼 ば れ る ｔ ｉ ｅ -２ の ヒ ト 相 同 体 は 米 国 特 許 第 5,447,860号 (Ziegler)に
記 載 さ れ て い る 。 ｔ ｉ ｅ -２ の マ ウ ス 相 同 体 は 最 初 「 ｔ ｅ ｋ 」 と 命 名 さ れ た 。 脳 毛 細 管 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の マ ウ ス ｔ ｉ ｅ -２ レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン グ は Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 公 報 W
O 95/13387(1995年 5月 18日 公 開 )に 記 載 さ れ て い る 。 Ｔ Ｉ Ｅ レ セ プ タ ー は 、 血 管 形 成 に 活
動 的 に 含 ま れ 、 造 血 で も 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。
　 ヒ ト Ｔ Ｉ Ｅ -２ リ ガ ン ド の 発 現 ク ロ ー ニ ン グ は Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 公 報 WO 96/11269(1996年 4月 18
日 公 開 )及 び 米 国 特 許 第 5,521,073号 (1996年 5月 28日 発 行 )に 記 載 さ れ て い る 。 「 ｈ ｔ ｉ ｅ -
２ リ ガ ン ド １ 」 又 は 「 ｈ Ｔ Ｌ １ 」 と 呼 称 さ れ る Ｔ Ｉ Ｅ -２ リ ガ ン ド を コ ー ド す る λ ｇ ｔ １
０ と 命 名 さ れ た ベ ク タ ー は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 ７ ５ ９ ２ ８ で 寄 託 さ れ た 。 「 ｈ ｔ ｉ ｅ -２  ２
」 又 は 「 ｈ Ｔ Ｌ ２ 」 と 命 名 さ れ た 他 の Ｔ Ｉ Ｅ -２ リ ガ ン ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド は 、 Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 ７ ５ ９ ２ ８ で 入 手 で き る 。 こ の 第 ２ の リ ガ ン ド は 、 Ｔ Ａ Ｉ -２ レ セ プ タ ー
の ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 記 載 さ れ て い る 。 Ｔ Ｉ Ｅ -２ レ セ プ タ ー の 分 泌 さ れ た ヒ ト 及 び マ
ウ ス リ ガ ン ド の 同 定 は 、 Davis等 , Cell 87, 1161-1169 (1996)に 報 告 さ れ て い る 。 血 管 形
成 に お け る 役 割 及 び 造 血 中 の 潜 在 的 作 用 を 反 映 し て 「 ア ン ギ オ ポ エ チ ン -１ (Angiopoietin
-1)」 と 命 名 さ れ た ヒ ト リ ガ ン ド は 、 WO 96/11269に お い て 「 ｈ ｔ ｉ ｅ -２ １ 」 又 は 「 ｈ Ｔ
Ｌ -１ 」 の よ う に 様 々 に 呼 ば れ て い る リ ガ ン ド と 同 じ リ ガ ン ド で あ る 。 ア ン ギ オ ポ エ チ ン -
１ は 、 後 に 血 管 形 成 の 役 割 を 果 た し 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ と は 区 別 さ れ る こ と が 記 載 さ れ て い る (Sur
i等 , Cell 87, 1171-1180 (1996))。 腫 瘍 成 長 に 必 要 な 病 理 的 血 管 形 成 の 間 に Ｔ Ｉ Ｅ -２ は
明 ら か に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る の で (Kaipainen等 , Cancer Res. 54, 6571-6577 (199
4))、 ア ン ギ オ ポ エ チ ン -１ は 腫 瘍 血 管 を 特 異 的 に 標 的 化 す る の に 更 に 有 用 で あ る こ と が 示
唆 さ れ た (Davis等 , 上 掲 )。
【 ０ ０ ０ ５ 】
２ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４ ４
　 新 規 で 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 、 産 業 界 と 学 術 界 の 両 方 で な さ
れ て い る 。 多 く の 努 力 は 、 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め の 哺 乳 動 物
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４
４ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 新 規 な 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 同 定 と 単
離 を こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
３ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ３
　 新 規 で 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 、 産 業 界 と 学 術 界 の 両 方 で な さ
れ て い る 。 多 く の 努 力 は 、 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め の 哺 乳 動 物
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組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
３ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 新 規 な 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 同 定 と 単
離 を こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
４ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ５
　 新 規 で 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 、 産 業 界 と 学 術 界 の 両 方 で な さ
れ て い る 。 多 く の 努 力 は 、 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め の 哺 乳 動 物
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
５ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 新 規 な 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 同 定 と 単
離 を こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
５ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７
　 上 皮 成 長 因 子 (Ｅ Ｇ Ｆ )は 上 皮 細 胞 及 び 線 維 芽 細 胞 を 含 む 様 々 な タ イ プ の 細 胞 の 増 殖 を 刺
激 す る 一 般 的 な 分 裂 促 進 因 子 で あ る 。 Ｅ Ｇ Ｆ は Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー (Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ )に 結 合 し て そ
れ を 活 性 化 さ せ 、 そ れ が 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 及 び そ れ に 引 き 続 く 効 果 を 開 始 さ せ る 。 Ｅ Ｇ
Ｆ Ｒ は 中 枢 神 経 系 (Ｃ Ｎ Ｓ )の 他 の 領 域 に 加 え て 、 大 脳 皮 質 、 小 脳 、 及 び 海 馬 の ニ ュ ー ロ ン
中 で 発 現 さ れ る 。 ま た 、 Ｅ Ｇ Ｆ は Ｃ Ｎ Ｓ の 様 々 な 領 域 に お い て 発 現 さ れ る 。 従 っ て 、 Ｅ Ｇ
Ｆ は 有 糸 分 裂 細 胞 に 対 し て ば か り で な く 分 裂 終 了 ニ ュ ー ロ ン に 対 し て も 作 用 す る 。 実 際 、
多 く の 研 究 に お い て 、 Ｅ Ｇ Ｆ が Ｃ Ｎ Ｓ 中 の 様 々 な タ イ プ の ニ ュ ー ロ ン に 神 経 栄 養 性 及 び 神
経 調 節 性 効 果 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ は 培 養 さ れ た 大 脳 皮 質 及
び 小 脳 ニ ュ ー ロ ン に 直 接 作 用 し 、 神 経 突 起 成 長 と 生 存 を 亢 進 す る 。 他 方 、 Ｅ Ｇ Ｆ は ま た 中
隔 コ リ ン 作 用 性 及 び 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 用 性 ニ ュ ー ロ ン を 含 む 他 の 細 胞 型 に も グ リ ア 細 胞 を
通 し て 間 接 的 に 作 用 す る 。 Ｃ Ｎ Ｓ 中 の ニ ュ ー ロ ン に 対 す る Ｅ Ｇ Ｆ の 効 果 の 証 拠 は 蓄 積 さ れ
つ つ あ る が 、 作 用 の 機 構 は 本 質 的 に 知 ら れ て い な い ま ま で あ る 。 有 糸 分 裂 細 胞 に お け る Ｅ
Ｇ Ｆ -誘 発 シ グ ナ ル 伝 達 は 細 胞 分 裂 終 了 ニ ュ ー ロ ン に お い て よ り も よ り よ く 理 解 さ れ て い
る 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た ク ロ ム 親 和 細 胞 腫 Ｐ Ｃ １ ２ 細 胞 と 培 養 さ れ た 大 脳 皮 質 ニ ュ ー ロ ン の
研 究 に よ り 、 Ｅ Ｇ Ｆ 誘 発 神 経 栄 養 性 作 用 が Ｅ Ｇ Ｆ に 応 答 し て の Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ と マ イ ト ジ ェ ン 活
性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ (MAPK)の 持 続 性 活 性 化 に よ り 媒 介 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。
持 続 性 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 は Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 下 方 制 御 の 減 少 速 度 と 相 関 し 、 こ れ は Ｅ Ｇ Ｆ に 対 す
る ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 応 答 を 決 定 す る か も し れ な い 。 Ｅ Ｇ Ｆ は 有 糸 細 胞 分 裂 細 胞 及 び 細 胞 分
裂 終 了 ニ ュ ー ロ ン を 含 む 細 胞 の 様 々 な タ イ プ に 作 用 す る 多 分 化 能 成 長 因 子 で あ る 可 能 性 が
高 い 。
　 Ｅ Ｇ Ｆ は 、 腎 臓 、 膵 臓 、 甲 状 腺 、 脳 下 垂 体 、 神 経 系 及 び 胃 腸 系 の 唾 液 腺 及 び ブ ル ン ア ー
腺 に よ り つ く ら れ 、 体 液 、 例 え ば 唾 液 、 血 液 、 脳 脊 髄 液 (Ｃ Ｓ Ｆ )、 尿 、 羊 水 、 前 立 腺 液 、
膵 液 、 及 び 母 乳 に 見 い だ さ れ る 。 Plata-Salaman, Peptides 12: 653-663 (1991)。
　 Ｅ Ｇ Ｆ は 、 内 因 性 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ を 含 む そ の 膜 特 異 的 レ セ プ タ ー に よ り 媒 介 さ れ る 。
Stoscheck CM等 , J. Cell Biochem. 31: 135-152 (1986)。 Ｅ Ｇ Ｆ は 内 因 性 チ ロ シ ン キ ナ
ー ゼ を 活 性 化 す る 膜 貫 通 シ グ ナ ル を 誘 発 す る そ の レ セ プ タ ー の 細 胞 外 部 分 に 結 合 す る こ と
に よ り 機 能 す る と 信 じ ら れ て い る 。
　 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン の 精 製 と 配 列 分 析 に よ り 、 交 差 結 合 し て ３ つ の ペ プ チ ド ル ー プ を つ く
り だ す ６ 個 の 保 存 シ ス テ イ ン 残 基 の 存 在 が 明 ら か に な っ た 。 Savage CR等 , J. Biol. Chem
. 248: 7669-7672 (1979)。 幾 つ か の 他 の ペ プ チ ド は 、 Ｘ は 任 意 の 非 シ ス テ イ ン ア ミ ノ 酸
を 表 し 、 ｎ は 可 変 の 繰 り 返 し 数 で あ る 、 同 じ 一 般 化 さ れ た モ チ ー フ Ｘ ｎ Ｃ Ｘ 7Ｃ Ｘ 4/5Ｃ Ｘ
10Ｃ Ｘ Ｃ Ｘ 5Ｇ Ｘ 2Ｃ Ｘ nを 共 有 す る Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー と 反 応 し う る こ と が 今 は 一 般 的 に 知
ら れ て い る 。 こ の モ チ ー フ を 有 す る 非 単 離 ペ プ チ ド は 、 Ｔ Ｇ Ｆ -α 、 ア ン フ ィ レ ギ ュ リ ン
、 シ ュ ワ ン 細 胞 腫 由 来 成 長 因 子 (Ｓ Ｄ Ｇ Ｆ )、 ヘ パ リ ン 結 合 Ｅ Ｇ Ｆ 様 成 長 因 子 及 び あ る 種 の
ウ ィ ル ス 性 コ ー ド 化 ペ プ チ ド (例 え ば ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス 、 Reisner, AH, Nature 313: 80
1-803 (1985), シ ョ ー プ 線 維 腫 ウ ィ ル ス 、 Chang W.等 , Mol Cell Biol. 7: 535-540 (198
7), 伝 染 性 軟 属 腫 、 Porter CD及 び Archard, LC, J. Gen. Virol. 68: 673-682 (1987)、
及 び 粘 液 腫 ウ ィ ル ス 、 Upton C等 , J. Virol. 61: 1271-1275 (1987)、 Prigent SA及 び Lem
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oine,　 N.R., Prog. Growth Factor Res.. 4: 1-24 (1992)を 含 む 。
　 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン は 成 長 因 子 に 制 限 さ れ ず 、 細 胞 接 着 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作
用 と 発 達 に お い て 興 味 有 る 性 質 を 有 し て い る 様 々 な 細 胞 表 面 及 び 細 胞 外 タ ン パ ク 質 に お い
て 観 察 さ れ て い る 。 Laurence DJR及 び Gusterson BA, Tumor Biol. 11: 229-261 (1990)。
こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 血 液 凝 固 因 子 (因 子 Ｖ Ｉ 、 Ｉ Ｘ 、 Ｘ 、 Ｘ Ｉ Ｉ 、 プ ロ テ イ ン Ｃ 、 プ ロ
テ イ ン Ｓ 、 プ ロ テ イ ン Ｚ 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー 、 ウ ロ キ ナ ー ゼ )、 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス 成 分 (ラ ミ ニ ン 、 サ イ ト タ ク チ ン 、 エ ン タ ク チ ン )、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー (Ｌ
Ｄ Ｌ レ セ プ タ ー 、 ト ロ ン ボ モ ジ ュ リ ン レ セ プ タ ー )及 び 免 疫 関 連 タ ン パ ク 質 (補 体 Ｃ １ ｒ 、
ウ ロ モ ジ ュ リ ン )を 含 む 。
　 更 に よ り 興 味 深 い こ と に は 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 前 駆 体 の 一 般 的 構 造 パ タ ー ン は 下 等 生 物 並 び に 哺
乳 動 物 細 胞 を 通 し て 保 存 さ れ て い る 。 発 達 上 の 優 位 性 を 持 つ 多 く の 遺 伝 子 は Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復
を 持 つ 無 脊 椎 動 物 に お い て 同 定 さ れ て い る 。 例 え ば 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の notch遺 伝 子 は
、 Ｅ Ｇ Ｆ と の 相 同 性 を 示 す ３ ６ の 直 列 に 配 置 さ れ た ４ ０ の ア ミ ノ 酸 反 復 を コ ー ド し て い る
。 Wharton W等 , Cell 43: 557-581 (1985)。 ヒ ド ロ パ シ ー プ ロ ッ ト は 推 定 膜 貫 通 ス パ ニ ン
グ ド メ イ ン を 示 し 、 そ の Ｅ Ｄ Ｆ 関 連 配 列 は 膜 の 細 胞 外 側 に 位 置 し て い る 。 Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 を
持 つ 他 の ホ メ オ テ ィ ッ ク 遺 伝 子 は 、 Notchに 基 づ く プ ロ ー ブ を 使 用 し て 同 定 さ れ た デ ル タ
、 ９ ５ F及 び ５ Ｚ Ｄ 、 及 び ２ つ の 特 定 さ れ た 細 胞 の 間 に 伝 達 さ れ る 発 生 的 シ グ ナ ル に 対 す
る 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 線 虫 遺 伝 子 Ｌ ｉ ｎ -１ ２ を 含 む 。
　 特 に 、 Ｅ Ｇ Ｆ は 胃 腸 粘 膜 の 保 存 と 維 持 及 び 急 性 及 び 慢 性 粘 膜 病 状 の 修 復 、 Konturek, PC
等 , Eur. J. Gastroenterol Hepatol. 7 (10), 933-37 (1995)で 、 壊 死 性 腸 炎 、 ゾ リ ン ジ
ャ ー ・ エ リ ソ ン 症 候 群 、 胃 腸 潰 瘍 形 成 及 び 先 天 性 微 絨 毛 萎 縮 症 、 A. Guglietta及 び  PB Su
llivan, Eur. J. Gastroenterol Hepatol, 7(10), 945-50 (1995)の 治 療 に お け る 可 能 性
を 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 ま た 、 Ｅ Ｇ Ｆ は 、 毛 包 分 化 ； C.L. du Cros, J. Invest. D
ermatol. 101 (1 Suppl.), 106S-113S (1993), SG Hillier, Clin. Endocrinol. 33(4), 
427-28 (1990); 腎 機 能 、 L.L. Hamm等 , Semin. Nephrol. 13(1): 109-15 (1993), RC Har
ris, Am. J. Kidney Dis. 17(6): 627-30 (1991); 涙 液 、 GB van Settenｔ 等 , Int. Opht
halmol 15(6); 359-62 (1991);ビ タ ミ ン Ｋ 媒 介 血 液 凝 固 、 J. Stenflo等 , Blood 78(7): 1
637-51 (1991)に 関 与 し て い た 。 Ｅ Ｇ Ｆ は ま た 異 常 な ケ ラ チ ノ サ イ ト 分 化 に よ り 特 徴 づ け
ら れ る 様 々 な 皮 膚 疾 患 、 例 え ば 乾 癬 、 上 皮 ガ ン 、 例 え ば 肺 の 扁 平 上 皮 ガ ン 、 外 陰 部 の 表 皮
ガ ン 及 び 神 経 膠 腫 に 関 連 し て い る 。 King, LE等 , Am. J. Med. Sci. 296: 154-158 (1998)
。
　 非 常 に 興 味 深 い の は 、 成 長 因 子 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 遺 伝 的 変 更 が 発 育 異 常 と ガ ン
を 含 む 慢 性 疾 患 に 密 接 に 関 連 し て い る と い う 証 拠 で あ る 。 Aaronson SA, Science 254: 11
46-1153 (1991)。 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 と 密 接 な 構 造 類 似 性 を 持 つ プ ロ ト
ガ ン 遺 伝 子 ｃ -ｅ ｒ ｂ -２ (ま た Ｈ Ｅ Ｒ -２ と し て も 知 ら れ て い る )が ヒ ト 乳 ガ ン に お い て 過
剰 発 現 さ れ て い る 。 King等 , Science 229: 974-976 (1985); Gullick, WJ, Hormones and
 their actions, Cooke BA等 , eds, Amsterdam, Elsevier, pp349-360 (1986)。
【 ０ ０ ０ ９ 】
６ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５
　 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は レ セ プ タ ー 及 び 抗 原 複 合 体 及 び シ グ ナ ル 伝 達 機 構 を
含 む 。 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 基 と な る 構 造 的 及 び 機 能 的 機 構 に つ い て よ く 知
ら れ て い る よ う に 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用
の 特 定 の 結 果 を 調 節 す る よ う に 更 に 容 易 に 操 作 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 -
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 基 と な る 機 構 は 科 学 及 び 医 学 界 に と っ て 興 味 深 い 。
　 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 含 む 全 て の タ ン パ ク 質 は タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 関 与
し て い る と 考 え ら れ て い る 。 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 は 多 様 な 機 能 と 細 胞 位 置 を 持 つ 多 く の タ
ン パ ク 質 に 存 在 す る 短 い 配 列 モ チ ー フ で あ る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー タ ン パ ク 質
の 結 晶 構 造 か ら 、 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 は β -α 構 造 単 位 に 対 応 す る こ と が 明 ら か に な っ た
。 こ れ ら の 単 位 は 、 一 面 が 溶 媒 に 暴 露 さ れ た 平 行 な β シ ー ト を 形 成 す る よ う に 配 置 さ れ 、
タ ン パ ク 質 は 珍 し い 非 球 状 の 形 状 を 獲 得 し て い る 。 こ れ ら の 二 つ の 特 徴 は ロ イ シ ン リ ッ チ
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反 復 を 含 む タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 結 合 機 能 が 原 因 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 Kobe及 び
Deisenhofer, Trends Biochem.Sci., 19(10):415-421 (Oct.1994)を 参 照 さ れ た い 。
　 個 体 発 生 の 間 に コ ラ ー ゲ ン 原 線 維 を 配 向 さ せ 指 令 す る 組 織 オ ー ガ ナ イ ザ ー と な り 、 創 傷
治 癒 、 組 織 修 復 、 及 び 腫 瘍 ス ト ロ ー マ 形 成 の よ う な 病 理 プ ロ セ ス に 関 与 す る ロ イ シ ン リ ッ
チ プ ロ テ オ グ リ カ ン に つ い て の 研 究 が 報 告 さ れ て い る 。 Iozzo,R.V., Crit.Rev.Biochem.M
ol.Biol., 32(2):141-174 (1997)。 創 傷 治 癒 及 び 組 織 修 復 に お け る ロ イ シ ン リ ッ チ タ ン パ
ク 質 の 関 与 を 示 す 他 の 研 究 は 、 De La Salle, C.等 , Vouv.Rev.Fr.Hematol. (Germany),37
(4):215-222 (1995)で あ り 、 出 血 疾 患 ベ ル ナ ー ル -ス ー リ エ 症 候 群 に 伴 う 複 合 体 に お け る
ロ イ シ ン リ ッ チ モ チ ー フ の 突 然 変 異 を 報 告 し て お り 、 Chlemetson,K.J., Thromb.Haemost.
 (Germany),74(1):111-116 (July 1995)は 、 血 小 板 が ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 有 し て い る こ
と を 報 告 し て い る 。 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 他 の タ ン パ ク 質 は
、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 神 経 変 性 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の よ う な 神 経 損 傷 の 治 療 に お
い て 、 及 び ガ ン の 診 断 に 対 し て 有 用 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る Ｓ Ｌ Ｉ Ｔ タ ン パ ク 質 で あ
り 、 エ ー ル 大 学 の Artavanistsakonas,S.及 び Rothberg,J.M.の WO9210518-A1を 参 照 さ れ た
い 。 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 機 能 を 報 告 し て い る 他 の 研 究 に は
： Tayar,N.等 , Mol.Cell Endocrinol., (Ireland), 125(1-2):65-70 (Dec.1996)(ゴ ナ ド
ト ロ ピ ン レ セ プ タ ー 関 連 )； Miura,Y.等 ,Nippon Rinsho (Japan), 54(7):1784-1789 (July
 1996)(ア ポ ト ー シ ス 関 連 )； Harris,P.C.等 , J.Am.Soc.Nephrol., 6(4):1125-1133 (Oct.
1995)(腎 疾 患 関 連 )； 及 び La Jolla Cancer Research Foundationの Ruoslahti, E.I.等 の W
O9110727-A(ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β に 結 合 し て い る デ コ リ ン が ガ ン の 治 療 、 創
傷 治 癒 及 び 瘢 痕 化 に 関 与 )が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
７ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ８ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０
　 白 血 球 は 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 塩 基 球 、 及 び 好 酸 球 を 含 み 、 免 疫 応 答 に 重 要 な 役 割
を 果 た し て い る 。 こ れ ら 細 胞 は Ｔ 及 び ／ 又 は Ｂ リ ン パ 球 に よ り 開 始 さ れ る 機 構 に お い て 重
要 で あ り 、 他 の 炎 症 性 細 胞 を 補 充 し 活 性 化 さ せ 組 織 破 壊 に 寄 与 す る あ る 範 囲 の サ イ ト カ イ
ン を 分 泌 す る 。
　 従 っ て 、 白 血 球 が そ の 適 切 な 目 的 地 ま で 移 動 し 他 の 細 胞 と 相 互 作 用 す る 調 節 プ ロ セ ス の
研 究 は 重 要 で あ る 。 現 在 、 白 血 球 は 血 管 壁 の 内 皮 細 胞 に 沿 っ て 転 が る こ と に よ り 損 傷 を 受
け た あ る い は 炎 症 を 起 こ し た 組 織 ま で 移 動 す る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 移 動 は 、 セ レ ク チ
ン と そ の リ ガ ン ド の 間 の 一 過 性 の 相 互 作 用 に よ り 媒 介 さ れ る 。 次 に 、 白 血 球 は 血 管 壁 に 沿
っ て 組 織 内 部 ま で 移 動 し な け れ ば な ら な い 。 こ の 血 液 か ら 漏 出 と 管 外 遊 出 工 程 は 、 ま た イ
ン テ グ リ ン と そ の リ ガ ン ド に よ り 媒 介 さ れ る 、 よ り 安 定 し た 白 血 球 － 内 皮 細 胞 相 互 作 用 を
促 進 す る 細 胞 活 性 化 を 含 む 。
　 ケ モ カ イ ン は 構 造 的 に 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド サ イ ト カ イ ン の 大 き な フ ァ ミ リ ー で あ る 。
こ れ ら の 分 子 は 白 血 球 の 動 き を 刺 激 し 、 異 な っ た 炎 症 状 況 に お け る 白 血 球 の 情 報 交 換 を 説
明 す る 。 ケ モ カ イ ン は 内 皮 細 胞 上 で 特 定 の 接 着 分 子 の 発 現 を 媒 介 し 、 そ れ ら が 特 定 の 細 胞
型 を 活 性 化 す る 化 学 誘 因 物 質 を つ く り だ す 。 ま た 、 ケ モ カ イ ン は 特 定 の 細 胞 型 の 増 殖 を 刺
激 し 活 性 化 を 調 節 す る 。 こ れ ら の 活 動 の 双 方 に お い て 、 ケ モ カ イ ン は 高 度 の 標 的 細 胞 特 異
性 を 示 す 。
　 ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー は 、 二 つ の ア ミ ノ 末 端 シ ス テ イ ン 残 基 が 直 ぐ に 隣 接 し て い る か (
Ｃ -Ｃ )、 一 つ の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 離 し て い る か (Ｃ -Ｘ -Ｃ )に 基 づ い て 二 つ の サ ブ フ ァ ミ
リ ー に 分 割 さ れ る 。 Ｃ -Ｘ -Ｃ フ ァ ミ リ ー の ケ モ カ イ ン は 一 般 に 好 中 球 と 線 維 芽 細 胞 を 活 性
化 さ せ る 一 方 、 Ｃ -Ｃ ケ モ カ イ ン は 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 及 び Ｔ リ ン
パ 球 を 含 む よ り 広 範 な グ ル ー プ 標 的 細 胞 に 作 用 す る 。 両 方 の サ ブ フ ァ ミ リ ー の 既 知 の ケ モ
カ イ ン は 、 Thomson A. (1994) The Cytokine Handbook, 2nd Ed. Academic Press, N.Y.
に お い て 概 説 さ れ て い る よ う に 、 多 く の 多 様 な 細 胞 型 に よ り 合 成 さ れ る 。
　 既 知 の ケ モ カ イ ン に は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 タ ン パ ク 質 ア ル フ ァ 及 び ベ ー タ (Ｍ Ｉ Ｐ -１
ア ル フ ァ 及 び ベ ー タ )、 Ｉ -３ ０ ９ 、 RANTES、 及 び 単 球 化 学 走 化 性 タ ン パ ク 質 (Ｍ Ｃ Ｐ -１ )
が 含 ま れ る 。
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　 Ｍ Ｉ Ｐ -１ ア ル フ ァ 及 び Ｍ Ｉ Ｐ -１ ベ ー タ は 、 最 初 は 刺 激 し た マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞
系 か ら 精 製 さ れ 、 正 常 な 組 織 に 注 射 し た 場 合 に 炎 症 反 応 を 誘 発 し た 。 Ｍ Ｉ Ｐ -１ ア ル フ ァ
及 び Ｍ Ｉ Ｐ -１ ベ ー タ は ６ ８ － ６ ９ ア ミ ノ 酸 か ら な り 、 そ れ ら の 成 熟 し た 分 泌 形 態 で は 約
７ ０ ％ の 同 一 性 を 共 有 す る 。 両 方 と も マ イ ト ジ ェ ン 、 抗 -Ｃ Ｄ ３ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ
り 刺 激 さ れ る 単 球 及 び Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 で 発 現 し 、 両 方 の ポ リ ペ プ チ ド と も 、 ヘ パ リ ン と 結
合 し て 単 球 を 刺 激 す る 。 Ｍ Ｉ Ｐ -１ ア ル フ ァ は 、 Ｔ リ ン パ 球 及 び 好 酸 球 の Ｃ Ｄ -８ サ ブ セ ッ
ト の 化 学 誘 引 物 質 と し て 作 用 す る 一 方 、 Ｍ Ｉ Ｐ -１ ベ ー タ は Ｔ リ ン パ 球 の Ｃ Ｄ -４ サ ブ セ ッ
ト を 化 学 誘 引 す る 。 ま た 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は マ ウ ス の 骨 髄 造 血 を 刺 激 す る こ と が 知 ら
れ て い る 。
　 RANTESは イ ン タ ー ロ イ キ ン -１ 及 び -４ 、 形 質 転 換 神 経 因 子 及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン -ガ ン
マ に よ り 調 節 さ れ 、 Ｔ 細 胞 、 血 小 板 、 刺 激 性 リ ウ マ チ 様 滑 液 線 維 芽 細 胞 、 及 び い く つ か の
腫 瘍 細 胞 系 に 発 現 す る 。 RANTESは リ ン パ 球 、 単 球 、 好 塩 基 球 及 び 好 酸 球 に 影 響 を 及 ぼ す 。
RANTESの 発 現 は Ｔ 細 胞 の 刺 激 時 に 大 幅 に 低 減 す る 。
　 単 球 化 学 走 化 性 タ ン パ ク 質 (Ｍ Ｃ Ｐ -１ )は ７ ６ の ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 多 様 な
薬 剤 に よ る 刺 激 の 際 に は ほ と ん ど 全 て の 細 胞 及 び 組 織 で 発 現 す る よ う で あ る 。 し か し 、 Ｍ
Ｃ Ｐ -１ の 標 的 は 単 球 及 び 好 塩 基 球 に 限 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の 細 胞 で は 、 Ｍ Ｃ Ｐ -１ は Ｍ
Ｃ Ｐ -１ レ セ プ タ ー を 誘 発 す る 。 ２ つ の 関 連 し た タ ン パ ク 質 で あ る Ｍ Ｃ Ｐ -２ と Ｍ Ｃ Ｐ -３
は 、 そ れ ぞ れ Ｍ Ｃ Ｐ -１ と ６ ２ ％ 及 び ７ ３ ％ の 同 一 性 を 有 し て お り 、 そ の 化 学 誘 引 物 質 特
異 性 及 び 単 球 を 共 有 し て い る 。
　 炎 症 を 生 じ た 又 は 羅 患 し た 組 織 に お け る 異 常 の 診 断 に 対 す る 現 在 の 技 術 は 、 臨 床 的 徴 候
の 観 察 又 は ホ ル モ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 様 々 な 代 謝 物 に 対 す る 体 の 組 織 又 は 流 体 の 血 清 学
的 な 検 査 に 主 に 依 存 し て い る 。 問 題 は こ れ ら の 診 断 法 に あ る 。 第 １ に 、 患 者 は 疾 患 の 初 期
段 階 で は 臨 床 的 徴 候 を 表 さ な い で あ ろ う 。 第 ２ に 、 血 清 学 的 試 験 は 浸 潤 性 疾 患 と 遺 伝 的 シ
ン ド ロ ー ム 間 を 必 ず し も 区 別 し な い 。 従 っ て 、 発 現 さ れ た ケ モ カ イ ン の 同 定 は 、 新 規 な 診
断 法 、 効 果 的 な 治 療 法 の 開 発 、 及 び 分 子 病 原 性 の 理 解 の 助 け と し て 重 要 で あ る 。
　 ケ モ カ イ ン 分 子 は Schall TJ(1994)Chemotactic Cytokines： Targets for Therapeutic 
Development． International Business Communications, Southborough Mass. pp180-270
； 及 び Paul WE(1993)Fundamental Immunology, 3rd Ed. Raven Press, N.Y. pp822-826に
概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
８ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８
　 哺 乳 動 物 に お け る 細 胞 数 の コ ン ト ロ ー ル は 、 細 胞 増 殖 と 細 胞 死 の 間 の バ ラ ン ス に よ り 部
分 的 に 決 定 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。 し ば し ば 壊 死 性 細 胞 死 と 称 さ れ る 細 胞 死 の 一 形 態 は
、 典 型 的 に は 、 あ る 種 の 外 傷 又 は 細 胞 傷 害 の 結 果 生 じ る 細 胞 死 の 病 理 的 形 態 と し て 特 徴 づ
け ら れ る 。 こ れ に 対 し て 、 通 常 は 規 則 的 又 は コ ン ト ロ ー ル さ れ た 状 態 で 進 行 す る 細 胞 死 の
他 の 「 生 理 的 」 形 態 が あ る 。 細 胞 死 の こ の 規 則 的 又 は コ ン ト ロ ー ル さ れ た 形 態 は 、 し ば し
ば 「 ア ポ ト ー シ ス 」 と 称 さ れ る ［ 例 え ば 、 Barr等 , Bio/Technology, 12： 487-493(1994)
； Steller等 , Science, 267： 1445-1449(1995)を 参 照 ］ 。 ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 は 、 免 疫
系 に お け る ク ロ ー ン 選 択 と 胚 の 発 達 を 含 む 多 く の 生 理 的 プ ロ セ ス に お い て 自 然 に 生 じ る ［
Itoh等 , Cell, 66： 233-243(1991)］ 。 ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 の レ ベ ル の 減 少 は 、 ガ ン 、
狼 瘡 、 及 び 疱 疹 ウ イ ス ル 感 染 を 含 む 種 々 の 病 理 的 条 件 に 関 連 し て い る ［ Thompson, Scienc
e, 267： 1456-1462(1995)］ 。 ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 の レ ベ ル の 増 加 は 、 エ イ ズ 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 色 素 性 網 膜 炎 、 小 脳
変 性 、 無 形 成 性 貧 血 、 心 筋 梗 塞 、 脳 卒 中 、 再 灌 流 傷 害 、 及 び 毒 素 誘 発 性 肝 疾 患 を 含 む 様 々
な 他 の 病 理 状 態 に 関 連 し て い る ［ 上 掲 の Thompsonを 参 照 さ れ た い ］ 。
　 典 型 的 に は 、 ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 に は 、 細 胞 内 に お け る 一 又 は 複 数 の 特 徴 的 な 形 態 学
的 及 び 生 化 学 的 変 化 、 例 え ば 細 胞 質 の 凝 結 、 原 形 質 膜 の 微 絨 毛 の 喪 失 、 核 の 分 節 化 、 染 色
体 Ｄ Ｎ Ａ の 分 解 又 は ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 の 喪 失 が 伴 う 。 様 々 な 外 因 的 及 び 内 因 的 シ グ ナ ル
が 、 こ の よ う な 形 態 学 的 及 び 生 化 学 的 な 細 胞 変 化 を 惹 起 又 は 誘 発 す る と 考 え ら れ て い る ［
Raff, Nature, 356： 397-400(1992)； Steller, 上 掲 ； Sachsら , Blood, 82： 15(1993)］
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。 例 え ば 、 ホ ル モ ン の 刺 激 、 例 え ば 未 成 熟 胸 腺 細 胞 に 対 す る 糖 質 コ ル チ コ イ ド ホ ル モ ン 、
並 び に あ る 種 の 成 長 因 子 の 退 薬 に よ り 惹 起 さ れ 得 る ［ Watanabe-Fukunaga等 , Nature, 356
： 314-317(1992)］ 。 ま た 、 幾 つ か の 同 定 さ れ た 発 ガ ン 遺 伝 子 、 例 え ば ｍ ｙ ｃ 、 ｒ ｅ ｌ 、
及 び Ｅ １ Ａ 、 及 び 腫 瘍 サ プ レ ッ サ ー 、 例 え ば ｐ ５ ３ が 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 際 に あ る
役 割 を 有 し て い る こ と も 報 告 さ れ て い る 。 あ る 種 の 化 学 療 法 薬 及 び あ る 種 の 放 射 線 も 同 様
に ア ポ ト ー シ ス 誘 発 活 性 を 有 し て い る こ と も 知 見 さ れ て い る ［ Thompson, 上 掲 ］ 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 様 々 な 分 子 、 例 え ば 腫 瘍 壊 死 因 子 -α (「 Ｔ Ｎ Ｆ -α 」 )、 腫 瘍 壊 死 因 子 -β (「 Ｔ Ｎ Ｆ -β
」 又 は 「 リ ン ホ ト キ シ ン 」 )、 Ｃ Ｄ ３ ０ リ ガ ン ド 、 Ｃ Ｄ ２ ７ リ ガ ン ド 、 Ｃ Ｄ ４ ０ リ ガ ン ド
、 Ｏ Ｘ -４ ０ リ ガ ン ド 、 ４ -１ Ｂ Ｂ リ ガ ン ド 、 Ａ ｐ ｏ -１ リ ガ ン ド (Ｆ ａ ｓ リ ガ ン ド 又 は Ｃ Ｄ
９ ５ リ ガ ン ド と も 称 さ れ る )、 及 び Ａ ｐ ｏ -２ リ ガ ン ド (ト レ イ ル (TRAIL)と も 称 さ れ る )が
、 サ イ ト カ イ ン の 腫 瘍 壊 死 因 子 (「 Ｔ Ｎ Ｆ 」 )フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と し て 同 定 さ れ て い る
［ 例 え ば 、 Gruss及 び Dower, Blood, 85： 3378-3404(1995)； Wiley等 , Immunity, 3： 673-
682(1995)； Pitti等 , J. Biol. Chem., 271： 12687-12690(1996)を 参 照 さ れ た い ］ 。 こ れ
ら の 分 子 の な か で も 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 Ｔ Ｎ Ｆ -β 、 Ｃ Ｄ ３ ０ リ ガ ン ド 、 ４ -１ Ｂ Ｂ リ ガ ン ド 、
Ａ ｐ ｏ -１ リ ガ ン ド 、 及 び Ａ ｐ ｏ -２ リ ガ ン ド (TRAIL)が 、 ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 に 関 与 し
て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 Ｔ Ｎ Ｆ -α と Ｔ Ｎ Ｆ -β の 両 方 と も 、 感 受 性 腫 瘍 細 胞 に お け
る ア ポ ト ー シ ス 性 死 を 誘 発 す る こ と が 報 告 さ れ て い る ［ Schmid等 , Proc. Natl. Acad. Sc
i., 83： 1881(1986)； Dealtry等 , Eur. J. Immunol., 17： 689(1987)］ 。 Zheng等 は 、 Ｔ
Ｎ Ｆ -α が Ｃ Ｄ ８ 陽 性 Ｔ 細 胞 の 刺 激 後 ア ポ ト ー シ ス に 関 与 し て い る こ と を 報 告 し て い る ［ Z
heng等 , Nature, 377： 348-351(1995)］ 。 他 の 研 究 者 は 、 Ｃ Ｄ ３ ０ リ ガ ン ド が 胸 腺 に お け
る 自 己 反 応 性 Ｔ 細 胞 の 欠 失 に 関 与 し て い る こ と を 報 告 し て い る ［ Amakawa等 , プ ロ グ ラ ム
細 胞 死 に 関 す る コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー 研 究 所 の シ ン ポ ジ ウ ム 、 要 約 集 、 第 10巻 、 (1
995)］ 。
　 マ ウ ス の Ｆ ａ ｓ ／ Ａ ｐ ｏ -１ レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド 遺 伝 子 (そ れ ぞ れ ｌ ｐ ｒ 及 び ｇ ｌ ｄ
と 呼 ば れ る )に お け る 突 然 変 異 は 幾 つ か の 自 己 免 疫 疾 患 に 関 連 し て お り 、 Ａ ｐ ｏ -１ リ ガ ン
ド が 末 梢 の 自 己 反 応 性 リ ン パ 球 の ク ロ ー ン 欠 失 を 調 節 す る 役 割 を 担 っ て い る こ と を 示 し て
い る ［ Krammer等 , Curr. Op. Immunol., 6： 279-289(1994)； Nagata等 , Science, 267： 1
449-1456(1995)］ 。 ま た 、 Ａ ｐ ｏ -１ リ ガ ン ド は 、 Ｃ Ｄ ４ 陽 性 Ｔ リ ン パ 球 及 び Ｂ リ ン パ 球
に お い て 刺 激 後 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る こ と が 報 告 さ れ て お り 、 そ れ ら の 機 能 が も は や 必
要 で な く な っ た 際 の 活 性 化 リ ン パ 球 の 除 去 に 関 与 し て い る ［ Krammer等 , 上 掲 ； Nagata等 ,
 上 掲 ］ 。 Ａ ｐ ｏ -１ レ セ プ タ ー と 特 異 的 に 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α に 匹 敵 す る か 類 似 す る 細 胞 死 滅 活 性 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る ［ Yonehar
a等 , J. Exp. Med., 169： 1747-1756(1989)］ 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ の よ う な Ｔ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー の サ イ ト カ イ ン が 介 在 す る 種 々 の 細 胞 反 応 誘 導 は 、 特 異 的
な 細 胞 レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と に よ り 開 始 さ れ る と 考 え ら れ て い る 。 約 ５ ５ -ｋ Ｄ ａ (Ｔ
Ｎ Ｆ Ｒ １ )と ７ ５ -ｋ Ｄ ａ (Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ２ )の ２ つ の 異 な る Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー が 同 定 さ れ て お り
［ Hohman等 , J. Biol. Chem., 264： 14927-14934(1989)； Brockhaus等 , Proc. Natl. Aca
d. Sci., 87： 3127-3131(1990)； 1991年 3月 20日 に 公 開 さ れ た EP417,563］ 、 双 方 の レ セ プ
タ ー 型 に 対 応 す る ヒ ト 及 び マ ウ ス ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 単 離 さ れ 、 特 徴 づ け さ れ て い る ［ Loetscher
等 , Cell, 61： 351(1990)； Schall等 , Cell, 61： 361(1990)； Smith等 , Science, 248： 1
019-1023(1990)； Lewis等 , Proc. Natl. Acad. Sci., 88： 2830-2834(1991)； Goodwin等 ,
 Mol. Cell. Biol., 11： 3020-3026(1991)］ 。 広 範 な 多 型 性 が 、 双 方 の Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー
遺 伝 子 に 関 連 し て い る ［ 例 え ば 、 Takao等 , Immunogenetics, 37： 199-203(1993)を 参 照 ］
。 双 方 の Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ は 細 胞 外 、 膜 貫 通 及 び 細 胞 内 領 域 を 含 む 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー の 典 型 的
な 構 造 を 共 有 す る 。 双 方 の レ セ プ タ ー の 細 胞 外 部 分 は ま た 可 溶 性 Ｔ Ｎ Ｆ 結 合 タ ン パ ク 質 と
し て 天 然 に 見 出 さ れ る ［ Nophar, Y等 , EMBO J., 9： 3269(1990)； 及 び Kohno, T等 , Proc.
 Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87： 8331(1990)］ 。 更 に 最 近 に な っ て 、 組 換 え 体 可 溶 性 Ｔ Ｎ
Ｆ レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン グ が Hale等 ［ J. Cell. Biochem. 増 補 15F, 1991, p.113(P424)
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］ に よ り 報 告 さ れ て い る 。
　 １ 型 又 は ２ 型 の Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ (Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ 及 び Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ２ )の 細 胞 外 部 分 は 、 Ｎ Ｈ ２ 末 端 か ら
出 発 し て 、 １ ～ ４ と さ れ る ４ つ の シ ス テ イ ン に 富 ん だ ド メ イ ン (Ｃ Ｒ Ｄ )の 反 復 ア ミ ノ 酸 配
列 パ タ ー ン を 含 む 。 各 Ｃ Ｒ Ｄ は 約 ４ ０ の ア ミ ノ 酸 長 の も の で あ り 、 良 好 に 保 存 さ れ た 位 置
に ４ ～ ６ の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 ん で い る ［ Schall等 , 上 掲 ； Loetscher等 , 上 掲 ； Smith等
, 上 掲 ； Nophar等 , 上 掲 ； Kohno等 , 上 掲 ］ 。 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ に お い て 、 ４ つ の Ｃ Ｒ Ｄ の お お
よ そ の 境 界 は 次 の 通 り で あ る ： Ｃ Ｒ Ｄ １ -１ ４ か ら 約 ５ ３ ま で の ア ミ ノ 酸 ； Ｃ Ｒ Ｄ ２ -約 ５
４ か ら 約 ９ ７ ま で の ア ミ ノ 酸 ； Ｃ Ｒ Ｄ ３ -約 ９ ８ か ら 約 １ ３ ８ ま で の ア ミ ノ 酸 ； Ｃ Ｒ Ｄ ４ -
約 １ ３ ９ か ら 約 １ ６ ７ ま で の ア ミ ノ 酸 。 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ２ に お い て 、 Ｃ Ｒ Ｄ １ は 、 １ ７ ～ 約 ５ ４
ま で の ア ミ ノ 酸 を 、 Ｃ Ｒ Ｄ ２ は 約 ５ ５ か ら 約 ９ ７ ま で の ア ミ ノ 酸 を ； Ｃ Ｒ Ｄ ３ は 約 ９ ８ か
ら 約 １ ４ ０ ま で の ア ミ ノ 酸 を ； Ｃ Ｒ Ｄ ４ は 約 １ ４ １ か ら 約 １ ７ ９ ま で の ア ミ ノ 酸 を 含 む ［
Banner等 , Cell, 73： 431-435(1993)］ 。 ま た 、 リ ガ ン ド 結 合 に お け る Ｃ Ｒ Ｄ の 可 能 な 役
割 は 前 掲 の Banner等 に よ り 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Ｃ Ｒ Ｄ の 類 似 の 反 復 パ タ ー ン が 、 ｐ ７ ５ 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (Ｎ Ｇ Ｆ Ｒ )［ Johnson
等 , Cell, 47： 545(1986)； Radeke等 , Nature, 325： 593(1987)］ 、 Ｂ 細 胞 抗 原 Ｃ Ｄ ４ ０
［ Stamenkovic等 , EMBO J., 8： 1403(1989)］ 、 Ｔ 細 胞 抗 原 Ｏ Ｘ ４ ０ ［ Mallet等 , EMBO J.
, 9： 1063(1990)］ 及 び Ｆ ａ ｓ 抗 原 ［ Yonehara等 , 上 掲 、 及 び Itoh等 , Cell, 66:233-243(
1991)］ を 含 む い く つ か の 他 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 に 存 在 し て い る 。 ま た 、 Ｃ Ｒ Ｄ は シ ョ
ー プ (Shope)及 び 粘 液 腫 ポ ッ ク ス ウ ィ ル ス の 可 溶 型 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ (ｓ Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ )様 の Ｔ ２ タ ン パ
ク 質 に も 見 出 さ れ て い る ［ Upton等 , Virology, 160： 20-29(1987)； Smith等 , Biochem. B
iophys. Res. Commun., 176： 335(1991)； Upton等 , Virology, 184： 370(1991)］ 。 こ れ
ら の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト は 、 シ ス テ イ ン 残 基 の 位 置 が 良 好 に 保 存 さ れ て い る こ と
を 示 し て い る 。 こ れ ら レ セ プ タ ー は 、 し ば し ば 集 合 的 に 、 Ｔ Ｎ Ｆ ／ Ｎ Ｇ Ｆ レ セ プ タ ー ス ー
パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 称 さ れ る 。 ｐ ７ ５ Ｎ Ｇ Ｆ Ｒ に 関 す る 最 近 の 研 究 で は 、 こ の ド
メ イ ン に お け る Ｃ Ｒ Ｄ １ の 欠 失 ［ Welcher, A.A.等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88： 1
59-163(1991)］ 又 は 5-ア ミ ノ 酸 の 挿 入 ［ Yan. H及 び Chao, M.V., J. Biol. Chem., 266： 1
2099-12104(1991)］ は 、 Ｎ Ｇ Ｆ 結 合 に は 殆 ど 又 は 全 く 影 響 を 持 た な い こ と が 示 さ れ て い る
［ Yan. H及 び Chao, M.V., 上 掲 ］ 。 ｐ ７ ５ Ｎ Ｇ Ｆ Ｒ は Ｎ Ｇ Ｆ 結 合 に 関 与 せ ず 、 そ の Ｃ Ｒ Ｄ
４ と 膜 貫 通 領 域 の 間 に 約 ６ ０ の ア ミ ノ 酸 の プ ロ リ ン に 富 ん だ 伸 展 を 含 む ［ Peetre, C等 , E
ur. J. Hematol.、 41： 414-419(1988)； Seckinger, P等 , J. Biol. Chem., 264： 11966-1
1973(1989)； Yan. H及 び Chao, M.V., 上 掲 ］ 。 同 様 の プ ロ リ ン に 富 ん だ 領 域 は Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ２
に 見 出 さ れ て い る が 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ に は な い 。
　 Itoh等 は 、 Ａ ｐ ｏ -１ レ セ プ タ ー が 、 ５ ５ -ｋ Ｄ ａ の Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ に よ り シ グ ナ ル 化 さ れ る
も の と 同 様 の ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 を シ グ ナ ル 化 し 得 る こ と を 開 示 し て い る ［ Itoh等 , 上
掲 ］ 。 ま た 、 Ａ ｐ ｏ -１ 抗 原 の 発 現 は 、 細 胞 を Ｔ Ｎ Ｆ -α 又 は 抗 Ａ ｐ ｏ -１ の マ ウ ス モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 で 処 理 し た 場 合 に 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ の も の と 共 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る
こ と が 報 告 さ れ て い る ［ Krammer等 , 上 掲 ； Nagata等 , 上 掲 ］ 。 従 っ て 、 Ａ ｐ ｏ -１ 及 び Ｔ
Ｎ Ｆ -Ｒ １ レ セ プ タ ー の 双 方 を 同 時 発 現 す る 細 胞 系 が 、 共 通 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 通 し て
細 胞 死 を 媒 介 し て い る と の 仮 説 を 唱 え る 研 究 者 も い た ［ 同 ］ 。
　 今 日 ま で に 同 定 さ れ て い る Ｔ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー の リ ガ ン ド は 、 リ ン ホ ト キ シ ン -α を 除 き
、 Ｉ Ｉ 型 の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ の Ｃ 末 端 は 細 胞 外 に あ る 。 こ れ に 対 し て 、 今 日 ま
で に 同 定 さ れ て い る Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー (Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ )フ ァ ミ リ ー の レ セ プ タ ー は Ｉ 型 の 膜 貫 通
タ ン パ ク 質 で あ る 。 し か し な が ら 、 Ｔ Ｎ Ｆ リ ガ ン ド 及 び レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の 双 方 に お
い て 、 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 間 で 同 定 さ れ た 相 同 性 は 、 主 と し て 細 胞 外 ド メ イ ン (「 Ｅ Ｃ Ｄ
」 )に お い て 見 出 さ れ て い る 。 Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 Ａ ｐ ｏ -１ リ ガ ン ド 及 び Ｃ Ｄ ４ ０ リ ガ ン ド を 含
む Ｔ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー サ イ ト カ イ ン の い く つ か は 、 細 胞 表 面 に お い て タ ン パ ク 分 解 的 に 切 断
さ れ ； 各 場 合 に 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 典 型 的 に は 、 可 溶 性 サ イ ト カ イ ン と し て 機 能 す る
ホ モ 三 量 体 分 子 を 形 成 す る 。 ま た 、 Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 通 常 、
タ ン パ ク 分 解 的 に 切 断 さ れ 、 同 族 の サ イ ト カ イ ン の 阻 害 剤 と し て 機 能 し 得 る 可 溶 性 レ セ プ
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タ ー の Ｅ Ｃ Ｄ を 放 出 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 最 近 に な っ て 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー が 同 定 さ れ た 。 Marsters等 、 Curr. 
Biol., 6： 750(1996)に お い て 、 研 究 者 は 、 細 胞 外 の シ ス テ イ ン に 富 ん だ 反 復 に お い て Ｔ
Ｎ Ｆ Ｒ フ ァ ミ リ ー に 対 し て 類 似 性 を 示 し 、 細 胞 質 死 亡 ド メ イ ン 配 列 を 含 む 点 で Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １
及 び Ｃ Ｄ ９ ５ に 似 て お り 、 Ａ ｐ ｏ -３ と 称 さ れ る 、 ヒ ト の ポ リ ペ プ チ ド 天 然 配 列 の 全 長 を
記 載 し て い る ［ Marsters等 ,Curr. Biol., 6： 1669(1996)も ま た 参 照 さ れ た い ］ 。 他 の 研
究 者 に よ れ ば 、 Ａ ｐ ｏ -３ は 、 Ｄ Ｒ ３ 、 ｗ ｓ ｌ -１ 及 び Ｔ Ｒ Ａ Ｍ Ｐ と も 称 さ れ て い る ［ Chin
naiyan等 , Science, 274： 990(1996)； Kitson等 , Nature, 384： 372(1996)； Bodmer等 , I
mmunity, 6： 79(1997)］ 。
　 Pan等 は 、 「 Ｄ Ｒ ４ 」 と 称 さ れ る 他 の Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 開 示 し
て い る ［ Pan等 , Science, 276： 111-113(1997)］ 。 Ｄ Ｒ ４ は 細 胞 自 殺 器 を 活 動 さ せ る 細 胞
質 死 亡 ド メ イ ン を 含 む と 報 告 さ れ て い る 。 Pan等 は 、 Ｄ Ｒ ４ が Ａ ｐ ｏ -２ リ ガ ン ド 又 は Ｔ Ｒ
Ａ Ｉ Ｌ と し て 知 ら れ て い る リ ガ ン ド に 対 す る レ セ プ タ ー で あ る と 考 え ら れ る こ と を 開 示 し
て い る 。
　 Sheridan等 , Science, 277:818-821(1997)及 び Pan等 , Science, 277:815-818(1997)に
は 、 Ａ ｐ ｏ -２ リ ガ ン ド (TRAIL)に 対 す る レ セ プ タ ー で あ る と 考 え ら れ て い る 他 の 分 子 が 記
載 さ れ て い る 。 そ の 分 子 は Ｄ Ｒ ５ と 称 さ れ て い る (ま た Apo-2と も 称 さ れ て い る )。 同 様 に
、 Ｄ Ｒ ４ 、 Ｄ Ｒ ５ は 細 胞 質 死 亡 ド メ イ ン を 含 み 、 ア ポ ト ー シ ス を シ グ ナ ル 伝 達 し う る こ と
が 報 告 さ れ て い る 。
　 Sheridan等 , 上 掲 ,に お い て 、 Ｄ ｃ Ｒ １ (又 は Apo-2DcR)と 呼 ば れ る レ セ プ タ ー は 、 Ａ ｐ
ｏ -２ リ ガ ン ド (TRAIL)に 対 す る 可 能 な デ コ イ レ セ プ タ ー (decoy receptor)で あ る と し て 開
示 さ れ て い る 。 Sheridan等 は 、 Ｄ ｃ Ｒ １ が Ａ ｐ ｏ -２ リ ガ ン ド の 機 能 を イ ン ビ ト ロ で 阻 害
可 能 で あ る と 報 告 し て い る 。 ま た 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｄ と 称 さ れ る デ コ イ レ セ プ タ ー の 開 示 に つ い て
は 、 Pan等 , 上 掲 ,が 参 照 さ れ る 。
　 現 在 理 解 さ れ て い る よ う に 、 細 胞 死 プ ロ グ ラ ム は 、 少 な く と も ３ つ の 重 要 な 要 素 -活 性
化 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 及 び エ フ ェ ク タ ー を 含 む ； 線 虫 (C. elegans)に お い て 、 こ れ ら の 成
分 は そ れ ぞ れ ３ つ の 遺 伝 子 、 Ｃ ｅ ｄ -４ 、 Ｃ ｅ ｄ -９ 及 び Ｃ ｅ ｄ -３ に よ り コ ー ド 化 さ れ て
い る ［ Steller, Science, 267:1445(1995)； Chinnaiyan等 , Science, 275:1122-1126(199
7)； Wang等 , Cell, 90:1-20(1997)］ 。 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の ２ つ 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ
１ 及 び Ｆ ａ ｓ ／ Ａ ｐ ｏ ｌ (CD95)は 、 ア ポ ト ー シ ス 性 細 胞 死 を 活 性 化 し う る ［ Chinnaiyan及
び Dixit, Current Biology, 6： 555-562(1996)； Fraser及 び Evan, Cell, 85： 781-784(19
96)］ 。 ま た 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ は 、 転 写 因 子 、 Ｎ Ｆ -κ Ｂ の 活 性 化 を 媒 介 す る こ と も 知 ら れ て い
る ［ Tartaglia等 , Cell, 74： 845-853(1993)； Hsu等 , Cell, 84： 299-308(1996)］ 。 あ る
程 度 の Ｅ Ｃ Ｄ 相 同 性 に 加 え て 、 こ れ ら ２ つ の レ セ プ タ ー は 、 死 亡 ド メ イ ン と し て 知 ら れ て
い る オ リ ゴ マ ー 形 成 界 面 の 細 胞 内 ド メ イ ン (ICD)で の 相 同 性 を 共 有 す る ［ Tartaglia, 上 掲
； Nagata, Cell, 88： 355(1997)］ 。 ま た 、 死 亡 ド メ イ ン は ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 幾 つ
か の 後 生 動 物 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ タ ン パ ク 質 、 リ ー パ ー (Reaper)、 及
び Ｆ Ａ Ｄ Ｄ ／ Ｍ Ｏ Ｒ Ｔ １ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｄ Ｄ 及 び Ｒ Ｉ Ｐ と 称 さ れ る 哺 乳 動 物 タ ン パ ク 質 中 に お い
て も 見 出 さ れ て い る ［ Cleaveland及 び Ihle, Cell, 81： 479-482(1995)］ 。 Ravenら は 、 酵
母 -二 重 ハ イ ブ リ ッ ド 系 を 使 用 し て 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ 死 亡 ド メ イ ン に 結 合 す る タ ン パ ク 質 ｗ ｓ
ｌ -１ の 同 定 を 報 告 し て い る ［ Ravenら , Programmed Cell Death Meeting, 9月 20-24日 ,19
95年 ,127頁 の 要 約 ； Ravenら , European Cytokine Network, 7： 210頁 の 要 約 82(1996年 4-6
月 ); ま た 、 Kitsonら , Nature, 384: 372-375(1996)］ 。 ｗ ｓ ｌ -１ タ ン パ ク 質 は Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ
１ に 相 同 で (４ ８ ％ の 同 一 性 )、 制 限 さ れ た 組 織 分 布 を 有 す る と 記 載 さ れ て い る 。 Ravenら
に 依 れ ば 、 ｗ ｓ ｌ -１ の 組 織 分 布 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ 結 合 タ ン パ ク 質 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｄ Ｄ と は 顕 著 に
異 な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 及 び レ セ プ タ ー の ク ラ ス タ ー 形 成 の 際 に 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ と Ｃ Ｄ ９ ５ は 死 亡 誘
発 性 シ グ ナ ル 伝 達 複 合 体 に Ｆ Ａ Ｄ Ｄ を 補 充 す る も の と 考 え ら れ て い る 。 言 わ れ る と こ ろ に
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よ れ ば 、 Ｃ Ｄ ９ ５ は Ｆ Ａ Ｄ Ｄ に 直 接 結 合 す る 一 方 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ は Ｔ Ｒ Ａ Ｄ Ｄ を 介 し て 間 接
的 に Ｆ Ａ Ｄ Ｄ に 結 合 す る ［ Chinnaiyan等 , Cell, 81： 505-512(1995)； Boldin等 , J. Biol
. Chem., 270： 387-391(1995)； Hsu等 , 上 掲 ； Chinnaiyan等 , J. Biol. Chem., 271： 496
1-4965(1996)］ 。 Ｆ Ａ Ｄ Ｄ は 、 Ｃ ｅ ｄ -３ -関 連 プ ロ テ ア ー ゼ 、 Ｍ Ａ Ｃ Ｈ α ／ Ｆ Ｌ Ｉ Ｃ Ｅ (
カ ス パ ー ゼ ８ )を 、 死 亡 シ グ ナ ル 伝 達 複 合 体 に 補 充 す る ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 と し て 供 給
さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る ［ Boldin等 , Cell, 85： 803-815(1996)； Muzio等 , Cell, 85
： 817-827(1996)］ 。 Ｍ Ａ Ｃ Ｈ α ／ Ｆ Ｌ Ｉ Ｃ Ｅ は 、 細 胞 死 プ ロ グ ラ ム の 幾 つ か の 重 要 な 側
面 を 実 施 し 得 る 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -１ β 変 換 酵 素 (Ｉ Ｃ Ｅ )及 び Ｃ Ｐ Ｐ ３ ２ ／ Ｙ ａ ｍ ａ を
含 む ア ポ ト ー シ ス 性 プ ロ テ ア ー ゼ の カ ス ケ ー ド を 引 き 起 こ す ト リ ガ ー で あ る こ と は 明 ら か
で あ る ［ Fraser及 び Evan, 上 掲 ］ 。
　 プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 が 、 線 虫 の 細 胞 死 遺 伝 子 、 ｃ ｅ ｄ -３ 、 及 び 哺 乳 動 物 の Ｉ Ｌ -１ -変 換
酵 素 、 Ｉ Ｃ Ｅ に 関 連 し た シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 活 性 に 関 与 し て
い る こ と が 最 近 開 示 さ れ た 。 Ｉ Ｃ Ｅ 及 び Ｃ Ｐ Ｐ ３ ２ ／ Ｙ ａ ｍ ａ プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 は 、 牛
痘 ウ イ ル ス 遺 伝 子 、 ｃ ｒ ｍ Ａ の 産 物 に よ り 阻 害 さ れ う る ［ Ray等 , Cell, 69： 597-604(199
2)； Tewari等 , Cell, 81： 801-809(1995)］ 。 最 近 の 研 究 で は 、 Ｃ ｒ ｍ Ａ が Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ -及
び Ｃ Ｄ ９ ５ -誘 発 細 胞 死 を 阻 害 し う る こ と が 示 さ れ て い る ［ Enari等 , Nature, 375： 78-81
(1995)； Tewari等 , J. Biol. Chem., 270： 3255-3260(1995)］ 。
　 Tewari等 に よ り 最 近 レ ビ ュ ー さ れ て い る よ う に 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ ２ 及 び Ｃ Ｄ ４ ０
は 、 転 写 因 子 、 Ｎ Ｆ -κ Ｂ の 活 性 化 に よ り 、 炎 症 誘 発 性 及 び 同 時 刺 激 性 サ イ ト カ イ ン 、 サ
イ ト カ イ ン レ セ プ タ ー 、 及 び 細 胞 接 着 分 子 の 発 現 を 変 調 す る ［ Tewari等 , Curr. Op. Gene
t. Develop., 6： 39-44(1996)］ 。 Ｎ Ｆ -κ Ｂ は 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト が 保 存 Ｒ ｅ ｌ 領 域 を 含
む 二 量 体 転 写 因 子 の フ ァ ミ リ ー の 原 型 で あ る ［ Verma等 , Genes Develop., 9： 2723-2735(
1996)； Baldwin, Ann. Rev. Immunol., 14： 649-681(1996)］ 。 そ の 潜 伏 形 態 に お い て 、
Ｎ Ｆ -κ Ｂ は Ｉ κ Ｂ ー イ ン ヒ ビ タ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 複 合 化 し て お り ； 所 定 の 刺 激
に 反 応 し て Ｉ κ Ｂ の 不 活 性 化 の 際 に 、 放 出 さ れ た Ｎ Ｆ -κ Ｂ が 、 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 結 合
す る 核 に 転 座 し て 遺 伝 子 転 写 を 活 性 化 す る 。
　 サ イ ト カ イ ン の Ｔ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー と そ れ ら の レ セ プ タ ー に つ い て の レ ビ ュ ー と し て は 、
Gruss及 び Dower, 上 掲 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ １ ７ 】
９ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５
　 ヒ ト ２ -１ ９ プ ロ テ イ ン 等 の ポ リ ペ プ チ ド は サ イ ト カ イ ン と し て 機 能 す る 。 サ イ ト カ イ
ン は 免 疫 細 胞 の 分 化 、 増 殖 又 は 機 能 を 刺 激 又 は 阻 害 す る よ う に 機 能 す る 低 分 子 量 の タ ン パ
ク 質 で あ る 。 サ イ ト カ イ ン は し ば し ば 細 胞 間 メ ッ セ ン ジ ャ ー と し て 作 用 し 、 複 数 の 生 理 学
的 効 果 を 有 す る 。 イ ン ビ ボ に お け る 免 疫 機 構 の 生 理 学 的 重 要 性 が 分 か っ て い る た め 、 現 在
、 免 疫 系 に 影 響 を 与 え る 新 規 で 未 変 性 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が な さ れ て い る
。 我 々 は 、 こ こ で ヒ ト ２ -１ ９ プ ロ テ イ ン に 対 し て 相 同 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の
同 定 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
１ ０ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １
　 新 規 で 未 変 性 の 膜 貫 通 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 、 産 業 界 と 学 術 界
の 両 方 で な さ れ て い る 。 多 く の 努 力 は 、 新 規 な レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定
す る た め の 哺 乳 動 物 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は
、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 新 規 な 膜 貫 通 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 と 特 徴
付 け を こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
１ １ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８
　 フ ォ リ ス タ チ ン は 、 下 垂 体 濾 胞 刺 激 ホ ル モ ン (Ｆ Ｓ Ｈ )の 分 泌 を 調 節 す る 分 泌 タ ン パ ク 質
で あ る 。 そ れ は 、 下 垂 体 前 葉 か ら の Ｆ Ｓ Ｈ の 生 成 と 分 泌 を 刺 激 す る ア ク チ ビ ン 及 び ト ラ ン
ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 ベ ー タ (Ｔ Ｇ Ｆ β )フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー の よ う な タ ン パ ク 質
と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て そ れ ら を 阻 害 す る こ と に よ り 機 能 す る 。 フ ォ リ ス タ チ ン は 、 神 経
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発 育 の 誘 発 を 含 む 、 基 礎 的 発 育 を 制 御 す る 機 構 に も ま た 関 与 し て い る 。 ま た フ ォ リ ス タ チ
ン は 、 特 に 塩 基 性 線 維 芽 成 長 因 子 (ｂ Ｆ Ｇ Ｆ )と 組 み 合 わ さ れ て 、 血 管 形 成 特 性 を 示 す 。 こ
の よ う に 、 フ ォ リ ス タ チ ン フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の 新 規 な メ ン バ ー を 同 定 す る こ と に は
強 い 関 心 が あ る 。 フ ォ リ ス タ チ ン の 同 定 及 び 特 徴 付 け は 、 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 ま
れ る 以 下 の 文 献 の 論 題 で あ る ： Suginoら , J. Med Invest(1997)44： (1-2)： 1-14； Mather
ら , Proc. Soc. Exp. biol. Med.(1997)215(3)： 209-222； Thomsen, G.H., Trends Genet
(1997)13(6)： 209-211； DePaolo, L.V.,　 Proc. Soc. Exp. biol. Med.(1997)214(4)： 32
8-339； Pengら , Biol. Signals(1996)5(2)： 81-89、 及 び Halvorsonら , Fertil Steril(19
96)65(3)： 459-469。
【 ０ ０ ２ ０ 】
１ ２ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３
　 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ノ ー ゲ ン オ キ シ ダ ー ゼ は ヘ ム 生 合 成 経 路 に お け る 最 後 か ら ２ 番 目 の 工
程 を 触 媒 す る 。 こ の 酵 素 の 活 性 が 欠 如 す る と ヒ ト 遺 伝 病 多 彩 性 ポ ル フ ィ リ ン 症 に な る 。 よ
っ て 、 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ノ ー ゲ ン オ キ シ ダ ー ゼ 及 び こ れ ら の オ キ シ ダ ー ゼ に 関 連 す る か 又
は こ れ を 調 節 す る 分 子 に は 関 心 が 持 た れ て い る 。 さ ら に 、 オ キ シ ダ ー ゼ と 関 連 分 子 は 、 一
般 に 関 心 あ る も の で あ る 。 ま た オ キ シ ダ ー ゼ は 、 少 な く と も Birchfieldら , Biochemistry
, 37(19)： 6905-6910(1998)； Fingarら , Cancer Res., 57(20)： 4551-4556(1997)； Arnou
ldら , Biochemistry, 36(33)： 10178-10184(1997)； 及 び Dailey及 び Dailey, Cell Mol. B
iol., 43(1)： 67-73(1997)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
１ ３ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２
　 セ メ ン ト 腺 は カ エ ル 胎 仔 の 頭 部 に あ る 外 胚 葉 器 官 で あ り 、 あ ら ゆ る 神 経 組 織 の 前 側 に 位
置 し て い る 。 神 経 組 織 と 同 様 に 、 セ メ ン ト 腺 は 背 側 中 胚 葉 に よ り 誘 発 さ れ る こ と が 分 か っ
て い る 。 Ｘ Ａ Ｇ -１ は 、 発 育 中 の セ メ ン ト 腺 誘 発 の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る セ メ ン ト 腺
特 異 的 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Siveら , Cell, 58(1)： 171-180(1989)； Itohら , Development,
 121(12)： 3979-3988(1995)を 参 照 さ れ た い 。 Ｘ Ａ Ｇ -２ と Ｘ Ａ Ｇ フ ァ ミ リ ー に 関 与 し て い
る 他 の タ ン パ ク 質 は さ ら に Abergerら , Mech. Dev., 72(1-2)： 115-130(1998)及 び Gammill
及 び Sive, Development, 124(2)： 471-481(1997)に 記 載 さ れ て い る 。 よ っ て 、 Ｘ Ａ Ｇ タ ン
パ ク 質 と 配 列 同 一 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド に は 関 心 が 持 た れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
１ ４ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ ９
　 新 規 で 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 、 産 業 界 と 学 術 界 の 両 方 で な さ
れ て い る 。 多 く の 努 力 は 、 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め の 哺 乳 動 物
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ４
１ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 新 規 な 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 と 特 徴 付 け を こ こ に 記 載 す る
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
１ ５ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９
　 ウ ロ モ ジ ュ リ ン は 腎 臓 で 合 成 さ れ 、 正 常 な ヒ ト の 尿 に お け る 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ
る 。 ウ ロ モ ジ ュ リ ン 遺 伝 子 の エ ク ソ ン の 一 つ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 低 密 度 リ
ポ タ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー 及 び 表 皮 成 長 因 子 前 駆 体 と 相 同 性 を 有 し て い る 。 Pennicaら , Sci
ence 236： 83-88(1987)。 ウ ロ モ ジ ュ リ ン の 機 能 は 知 ら れ て い な い ； し か し 、 Ｉ Ｌ -１ 、 Ｉ
Ｌ -２ 及 び Ｔ Ｎ Ｆ と 高 親 和 性 で 結 合 す る の で 、 多 く の 強 力 な サ イ ト カ イ ン に 特 異 的 に 結 合
し 、 そ の 循 環 活 性 を 調 節 す る 独 特 の 腎 臓 調 節 糖 タ ン パ ク 質 と し て 機 能 し う る 。 Hessionら ,
 Science 237： 1479-1484(1987)を 参 照 さ れ た い 。 Suら は 、 ウ ロ モ ジ ュ リ ン が 泌 尿 器 系 に
生 得 的 な 免 疫 性 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て お り 、 ウ ロ モ ジ ュ リ ン の 免 疫 刺 激 活 性 が 免 疫
治 療 に 潜 在 的 に 有 用 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Suら , J. Immunology, 158： 3449-3456(
1997)。
　 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 、 ウ ロ モ ジ ュ リ ン に 類 似 し た 配
列 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 特 徴 付 け を 記 載 す る 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
１ ６ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０
　 新 規 で 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 、 産 業 界 と 学 術 界 の 両 方 で な さ
れ て い る 。 多 く の 努 力 は 、 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め の 哺 乳 動 物
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ７ １
７ ０ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 新 規 な 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 と 特 徴 付 け を こ こ に 記 載 す る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
１ ７ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８
　 サ イ ト カ イ ン は 、 神 経 学 的 機 能 不 全 が ア ミ ノ 酸 神 経 伝 達 物 質 の 代 謝 の 変 化 に 起 因 す る 多
く の 脳 疾 患 の 病 因 に 関 与 し て い る 。 特 に 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β (Ｔ Ｇ Ｆ β )の
メ ン バ ー が 関 与 し て い る 。 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 ペ プ チ ド は 、 最 初 は 培 養 中 の 非 癌 細
胞 の 増 殖 と 形 質 転 換 を 誘 発 す る 能 力 に よ っ て 同 定 さ れ た 小 さ な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 成 長
因 子 と し て 最 初 は 定 義 さ れ た が 、 Ｔ Ｇ Ｆ β は ま た 上 皮 、 内 皮 、 リ ン パ 球 及 び 造 血 細 胞 の 増
殖 を 阻 害 す る 。 こ の サ イ ト カ イ ン は 炎 症 反 応 の 持 続 時 間 の 調 節 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ
て お り 、 治 癒 プ ロ セ ス を 促 進 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 強 力 な 免 疫 調 節 物 質 で も あ り 、 多
く の 他 の サ イ ト カ イ ン の 調 節 を 含 む 多 く の 多 面 発 現 効 果 を 有 す る 。
　 Ｔ Ｇ Ｆ β フ ァ ミ リ ー に は 塩 基 性 ミ エ リ ン タ ン パ ク 質 (Ｂ Ｍ Ｐ -２ 、 Ｂ Ｍ Ｐ -４ 、 Ｂ Ｍ Ｐ -５
、 Ｂ Ｍ Ｐ -６ 、 Ｂ Ｍ Ｐ -７ )、 ア ク チ ビ ン Ａ 及 び Ｂ 、 デ カ ペ ン タ プ レ ジ ッ ク (decapentaplegi
c)(dpp)、 ６ ０ Ａ 、 Ｏ Ｐ -２ 、 ド ル サ リ ン (dorsalin)、 成 長 分 化 因 子 (Ｇ Ｄ Ｆ ｓ )１ 、 ３ 及 び
９ 、 ノ ー ダ ル (nodal)、 Ｍ Ｉ Ｓ 、 イ ン ヒ ビ ン α 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 ベ ー タ (Ｔ
Ｇ Ｆ -β １ 、 Ｔ Ｇ Ｆ -β ２ 、 Ｔ Ｇ Ｆ -β ３ 、 Ｔ Ｇ Ｆ -β ５ )及 び 神 経 膠 細 胞 誘 導 神 経 栄 養 因 子 (
Ｇ Ｄ Ｎ Ｆ )が 含 ま れ る 。 Atrisanoら , J. Biochemica et Biophysica Acta. 1222： 71-80(1
994)。 特 に 関 心 が あ る も の は 成 長 分 化 因 子 で あ る が 、 こ れ は そ の 名 称 が 意 味 す る よ う に 、
こ れ ら の 因 子 は 細 胞 の 分 化 に 関 与 し て い る た め で あ る 。
　 よ っ て 、 Ｔ Ｇ Ｆ β フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 、 特 に 成 長 分 化 因 子 (Ｇ Ｄ Ｆ )３ と 相 同 性 を 有 す
る タ ン パ ク 質 の 同 定 は 、 医 学 界 及 び 産 業 界 に と っ て 重 要 で あ る 。 一 般 に 、 互 い に 相 同 性 を
有 す る タ ン パ ク 質 は 類 似 し た 機 能 を 有 す る 。 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 類 似 し た 機 能 を
持 た な い 場 合 、 あ る 種 の 構 造 的 モ チ ー フ が 、 例 え ば 機 能 の 局 部 性 な ど の 、 機 能 以 外 の 情 報
を 同 定 す る こ と を 示 す こ と も ま た 興 味 深 い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
１ ８ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３
　 補 体 タ ン パ ク 質 は 、 炎 症 に 関 連 し た エ フ ェ ク タ ー 分 子 を 生 成 す る 、 酵 素 的 カ ス ケ ー ド に
作 用 す る い く つ か の 血 清 タ ン パ ク 質 の 大 き な グ ル ー プ を 含 む 。 補 体 タ ン パ ク 質 は 炎 症 に 関
与 す る 細 胞 の 機 能 及 び 動 き の 調 節 に お い て 、 特 に 重 要 性 を 有 す る 。 イ ン ビ ボ に お け る 炎 症
及 び 関 連 し た メ カ ニ ズ ム の 生 理 学 的 な 重 要 性 が 分 か っ て い る た め 、 炎 症 に 関 与 し て い る 新
規 な 未 変 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が な さ れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５
３ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 、 補 体 タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド
の 同 定 と 特 徴 付 け を こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
１ ９ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３
　 成 長 因 子 は 、 特 定 の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー と 結 合 す る こ と に よ り 、 単 独 で 又 は 協 力 し て 細
胞 成 長 又 は 増 殖 を 亢 進 す る 分 子 シ グ ナ ル 又 は メ デ ィ エ ー タ で あ る が 、 成 長 因 子 へ の 発 現 時
に は 成 長 の み 以 外 の 細 胞 性 反 応 が あ る 。 そ の 結 果 、 成 長 因 子 は 多 機 能 性 で 強 力 な 細 胞 レ ギ
ュ レ ー タ ー と し て よ り よ く 特 徴 付 け ら れ る 。 そ の 生 物 学 的 効 果 は 増 殖 、 走 化 性 及 び 細 胞 外
マ ト リ ッ ク ス 生 産 の 刺 激 を 含 む 。 成 長 因 子 は 刺 激 性 及 び 阻 害 効 果 の 双 方 を 有 し う る 。 例 え
ば 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 (Ｔ Ｇ Ｆ -β )は 高 度 に 多 面 的 で 、 あ る 細 胞 、 特 に 結 合
組 織 で は 増 殖 を 刺 激 す る 一 方 、 他 の も の 、 例 え ば リ ン パ 球 及 び 上 皮 細 胞 で は 増 殖 の 強 力 な
阻 害 剤 で あ る 。
　 成 長 因 子 に よ る 成 長 刺 激 又 は 阻 害 の 生 理 学 的 効 果 は 標 的 組 織 の 発 達 と 分 化 の 状 態 に 依 存
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す る 。 古 典 的 な 内 分 泌 分 子 に よ る 局 所 的 細 胞 調 節 は オ ー ト ク ラ イ ン (同 じ 細 胞 )、 ジ ャ ク ス
タ ク リ ン (近 く の 細 胞 )、 及 び パ ラ ク リ ン (隣 接 細 胞 )経 路 の 理 解 を 含 む 。 ペ プ チ ド 成 長 因 子
は 複 雑 な 生 物 学 的 言 語 の 要 素 で あ り 、 細 胞 間 情 報 交 換 の 基 礎 を 提 供 す る 。 そ れ ら は 細 胞 が
互 い に 情 報 を 運 ぶ こ と を 可 能 に し 、 細 胞 間 の 相 互 作 用 を 媒 介 し 、 遺 伝 子 発 現 を 変 化 さ せ る
。 こ れ ら の 多 機 能 及 び 多 面 的 因 子 の 効 果 は 他 の ペ プ チ ド の 有 無 に 依 存 し て い る 。
　 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (Ｆ Ｇ Ｆ ｓ )は 正 常 な 二 倍 体 線 維 芽 細 胞 と 樹 立 株 化 細 胞 の 双 方 に 対 す
る ヘ パ リ ン 結 合 性 の 強 力 な マ イ ト ジ ェ ン の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 Godpodarowicz, D等 , (198
4), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6963。 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ ー は と り わ け 、 酸 性 Ｆ Ｇ Ｆ (
Ｆ Ｇ Ｆ -１ )、 塩 基 性 Ｆ Ｇ Ｆ (Ｆ Ｇ Ｆ -２ )、 Ｉ Ｎ Ｔ -２ (Ｆ Ｇ Ｆ -３ )、 Ｋ -Ｆ Ｇ Ｆ ／ Ｈ Ｓ Ｔ (Ｆ
Ｇ Ｆ -４ )、 Ｆ Ｇ Ｆ -５ 、 Ｆ Ｇ Ｆ -６ 、 Ｋ Ｇ Ｆ (Ｆ Ｇ Ｆ -７ )、 Ａ Ｉ Ｇ Ｆ (Ｆ Ｇ Ｆ -８ )を 含 む 。 全
て の Ｆ Ｇ Ｆ ｓ は ２ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 を 持 ち 、 ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で ３ ０ － ５ ０ ％
の 配 列 相 同 性 を 共 有 す る 。 こ れ ら の 因 子 は 、 顆 粒 膜 細 胞 、 副 腎 皮 質 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 筋 芽
細 胞 、 角 膜 及 び 血 管 内 皮 細 胞 (ウ シ 又 は ヒ ト )、 血 管 平 滑 筋 細 胞 、 水 晶 体 、 網 膜 及 び 前 立 腺
上 皮 細 胞 、 オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 、 ア ス ト ロ サ イ ト 、 ク ロ ン ド サ イ ト (chrondocytes)、 筋
芽 細 胞 及 び 骨 芽 細 胞 を 含 む 多 様 で 正 常 な 二 倍 体 中 胚 葉 由 来 及 び 神 経 冠 由 来 細 胞 に 対 し て 分
裂 促 進 的 で あ る 。
　 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 は ま た 非 分 裂 促 進 的 な 形 で 多 数 の 細 胞 型 を 刺 激 す る こ と が で き る 。
こ れ ら の 活 動 は 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 は ま た 創 傷 領 域 へ の 細 胞 移 動 の 促 進 (走 化 作 用 )、 新
し い 血 管 形 成 の 開 始 (血 管 新 生 )、 神 経 再 生 と 生 存 の 変 調 (ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ズ ム (neurotro
phism))、 内 分 泌 機 能 の 変 調 、 及 び 特 異 的 細 胞 性 タ ン パ ク 質 発 現 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 生
産 及 び 細 胞 生 存 の 刺 激 又 は 抑 制 を 含 む 。 Baird, A. & Bohlen,　 P., Handbook of Exp. Ph
armacol. 95(1): 369-418,(1990)。 こ れ ら の 性 質 は 、 創 傷 治 癒 、 神 経 修 復 、 側 枝 血 管 形 成
等 々 を 加 速 さ せ る 治 療 的 ア プ ロ ー チ に お い て 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を 使 用 す る た め の 基 礎 を
提 供 す る 。 例 え ば 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 が 心 臓 疾 患 及 び 手 術 に お い て 心 筋 損 傷 を 最 小 に す
る こ と が 示 唆 さ れ て い る (U.S.P. 4,378,437)。
　 こ こ で 我 々 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 、 Ｆ Ｇ Ｆ と 相 同 性 を 有 す る 新 規 な
ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 特 徴 付 け を を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
２ ０ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １
　 ガ ン の 広 範 な 発 生 は か な り の 資 源 と 新 し い 治 療 法 を 発 見 す る こ と に 捧 げ る こ と を 促 し た
。 特 定 の 一 方 法 は 腫 瘍 抗 原 に 特 異 的 で あ る 腫 瘍 又 は ガ ン 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ｍ Ａ
ｂ ｓ )の 創 造 を 含 む 。 正 常 細 胞 と ガ ン 細 胞 を 区 別 で き る そ の よ う な ｍ Ａ ｂ ｓ は 疾 患 の 診 断
、 予 防 及 び 治 療 に 有 用 で あ る 。 特 定 の 抗 原 は 、 結 腸 直 腸 ガ ン の よ う な 新 生 物 疾 患 に 関 連 し
て い る こ と が 知 ら れ て い る 。
　 一 つ の 特 定 の 抗 原 で あ る Ａ ３ ３ 抗 原 は 原 発 性 又 は 転 移 性 大 腸 ガ ン 並 び に 正 常 な 大 腸 上 皮
の ９ ０ ％ 以 上 に お い て 発 現 さ れ る 。 大 腸 ガ ン は 広 範 性 疾 患 で あ る の で 、 早 期 の 診 断 と 治 療
が 重 要 な 医 療 目 標 で あ る 。 大 腸 ガ ン の 診 断 と 治 療 は 蛍 光 、 核 磁 気 又 は 放 射 性 タ グ を 持 つ そ
れ に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ｍ Ａ ｂ ｓ )を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 放 射 性 遺
伝 子 、 毒 素 及 び ／ 又 は 薬 物 タ グ ｍ Ａ Ｂ ｓ を 最 小 の 患 者 の 処 方 で イ ン サ イ ツ で の 治 療 に 対 し
て 使 用 で き る 。 ｍ Ａ ｂ ｓ は ま た 大 腸 ガ ン の 診 断 と 治 療 に お け る 診 断 に 使 用 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 Ａ ３ ３ 抗 原 の 血 清 レ ベ ル が あ る 患 者 に お い て 上 昇 し て い る 場 合 、 手 術 後 の レ
ベ ル の 降 下 は 腫 瘍 切 除 が 成 功 し た こ と を 示 し て い る 。 他 方 、 手 術 後 の 血 清 Ａ ３ ３ 抗 原 レ ベ
ル の 引 き 続 く 上 昇 は 元 の 腫 瘍 の 転 移 が 生 じ た か あ る い は 新 し い 原 発 性 腫 瘍 が 現 れ た こ と を
示 し て い る 。 そ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 手 術 及 び ／ 又 は 化 学 療 法 の 代 わ り に 又 は こ
れ と 同 時 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば U.S.P.4,579,827と U.S.S.N.424,991(E.P.199,1
41)は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 治 療 的 投 与 に 関 し て お り 、 そ の 後 者 は 抗 Ａ ３ ３ ｍ Ａ ｂ の 適 用
に 関 し て い る 。
　 上 皮 由 来 の 多 く の ガ ン は ア デ ノ ウ ィ ル ス レ セ プ タ ー を 有 し て い る 。 実 際 、 ア デ ノ ウ ィ ル
ス 由 来 ベ ク タ ー が 腫 瘍 中 に ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 挿 入 す る 手 段 と し て 提 案 さ れ て い る (U.S.P
.5,518,885)。 よ っ て 、 新 生 物 腫 瘍 と の ウ ィ ル ス レ セ プ タ ー の 結 合 は 期 待 で き な い も の で
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は な い 。
　 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 し た 、 あ る 種 の ガ ン 関 連 抗 原 に 対 し て
相 同 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 特 徴 づ け を こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
２ １ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７
　 成 長 因 子 は 、 特 定 の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と に よ り 、 単 独 で 又 は 協 力 し て 細
胞 成 長 又 は 増 殖 を 亢 進 す る 分 子 シ グ ナ ル 又 は メ デ ィ エ ー タ で あ る 。 し か し 、 成 長 因 子 へ の
発 現 時 に は 成 長 の み 以 外 の 細 胞 性 反 応 が あ る 。 そ の 結 果 、 成 長 因 子 は 多 機 能 性 で 強 力 な 細
胞 レ ギ ュ レ ー タ ー と し て よ り よ く 特 徴 付 け ら れ る 。 そ の 生 物 学 的 効 果 は 増 殖 、 走 化 性 及 び
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 生 産 の 刺 激 を 含 む 。 成 長 因 子 は 刺 激 性 及 び 阻 害 効 果 の 双 方 を 有 し う る
。 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 (Ｔ Ｇ Ｆ -β )は 高 度 に 多 面 的 で 、 あ る 細 胞 、 特
に 結 合 組 織 で は 増 殖 を 刺 激 す る 一 方 、 他 の も の 、 例 え ば リ ン パ 球 及 び 上 皮 細 胞 で は 増 殖 の
強 力 な 阻 害 剤 で あ る 。
　 成 長 因 子 に よ る 成 長 刺 激 又 は 阻 害 の 生 理 学 的 効 果 は 標 的 組 織 の 発 達 と 分 化 の 状 態 に 依 存
す る 。 古 典 的 な 内 分 泌 分 子 に よ る 局 所 的 細 胞 調 節 の メ カ ニ ズ ム は オ ー ト ク ラ イ ン (同 じ 細
胞 )、 ジ ャ ク ス タ ク リ ン (近 く の 細 胞 )、 及 び パ ラ ク リ ン (隣 接 細 胞 )経 路 の 理 解 を 含 む 。 ペ
プ チ ド 成 長 因 子 は 複 雑 な 生 物 学 的 言 語 の 要 素 で あ り 、 細 胞 間 情 報 交 換 の 基 礎 を 提 供 す る 。
そ れ ら は 細 胞 が 互 い に 情 報 を 運 ぶ こ と を 可 能 に し 、 細 胞 間 の 相 互 作 用 を 媒 介 し 、 遺 伝 子 発
現 を 変 化 さ せ る 。 こ れ ら の 多 機 能 及 び 多 面 的 因 子 の 効 果 は 他 の ペ プ チ ド の 有 無 に 依 存 し て
い る 。
　 Ｆ Ｇ Ｆ -８ は 、 正 常 な 二 倍 体 線 維 芽 細 胞 と 樹 立 株 化 細 胞 の 双 方 に 対 す る ヘ パ リ ン 結 合 性
の 強 力 な マ イ ト ジ ェ ン の フ ァ ミ リ ー で あ る 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (Ｆ Ｇ Ｆ ｓ )の メ ン バ ー で あ
る 。 Gospodarowicz等 , (1984), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6963。 Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ リ
ー は 、 酸 性 Ｆ Ｇ Ｆ (Ｆ Ｇ Ｆ -１ )、 塩 基 性 Ｆ Ｇ Ｆ (Ｆ Ｇ Ｆ -２ )、 Ｉ Ｎ Ｔ -２ (Ｆ Ｇ Ｆ -３ )、 Ｋ -
Ｆ Ｇ Ｆ ／ Ｈ Ｓ Ｔ (Ｆ Ｇ Ｆ -４ )、 Ｆ Ｇ Ｆ -５ 、 Ｆ Ｇ Ｆ -６ 、 Ｋ Ｇ Ｆ (Ｆ Ｇ Ｆ -７ )、 Ａ Ｉ Ｇ Ｆ (Ｆ
Ｇ Ｆ -８ )を 含 む 。 全 て の Ｆ Ｇ Ｆ ｓ は ２ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 を 持 ち 、 ア ミ ノ 酸 レ
ベ ル で ３ ０ -５ ０ ％ の 配 列 相 同 性 を 共 有 す る 。 こ れ ら の 因 子 は 、 顆 粒 膜 細 胞 、 副 腎 皮 質 細
胞 、 軟 骨 細 胞 、 筋 芽 細 胞 、 角 膜 及 び 血 管 内 皮 細 胞 (ウ シ 又 は ヒ ト )、 血 管 平 滑 筋 細 胞 、 水 晶
体 、 網 膜 及 び 前 立 腺 上 皮 細 胞 、 オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 、 ア ス ト ロ サ イ ト 、 ク ロ ン ド サ イ ト
(chrondocytes)、 筋 芽 細 胞 及 び 骨 芽 細 胞 を 含 む 広 範 囲 の 正 常 な 二 倍 体 中 胚 葉 由 来 及 び 神 経
冠 由 来 細 胞 に 対 し て 分 裂 促 進 的 で あ る 。
　 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 は ま た 非 分 裂 促 進 的 な 形 で 多 数 の 細 胞 型 を 刺 激 す る こ と が で き る 。
こ れ ら の 活 動 は 、 創 傷 領 域 へ の 細 胞 移 動 の 促 進 (走 化 作 用 )、 新 し い 血 管 形 成 の 開 始 (血 管
形 成 )、 神 経 再 生 と 生 存 の 変 調 (ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ズ ム (neurotrophism))、 内 分 泌 機 能 の 変
調 、 及 び 特 異 的 細 胞 性 タ ン パ ク 質 発 現 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 生 産 及 び 細 胞 生 存 の 刺 激 又 は
抑 制 を 含 む 。 Baird & Bohlen, Handbook of Exp. Pharmacol. 95(1): 369-418, Springer
, (1990)。 こ れ ら の 性 質 は 、 創 傷 治 癒 、 神 経 修 復 、 側 枝 血 管 形 成 等 々 を 加 速 さ せ る 治 療 的
ア プ ロ ー チ に お い て 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 を 使 用 す る た め の 基 礎 を 提 供 す る 。 例 え ば 、 線 維
芽 細 胞 成 長 因 子 が 心 臓 疾 患 及 び 手 術 に お い て 心 筋 損 傷 を 最 小 に す る こ と が 示 唆 さ れ て い る
(U.S.P. 4,378,347)。
　 ア ン ド ロ ゲ ン 誘 発 成 長 因 子 (Ａ Ｉ Ｇ Ｆ )と し て も 知 ら れ て い る Ｅ Ｇ Ｆ -８ は Ｆ Ｇ Ｆ フ ァ ミ
リ ー の 他 の メ ン バ ー と ３ ０ -４ ０ ％ の 配 列 相 同 性 を 共 有 す る ２ １ ５ の ア ミ ノ 酸 タ ン パ ク 質
で あ る 。 Ｆ Ｇ Ｆ -８ は マ ウ ス 乳 ガ ン 株 化 細 胞 Ｓ Ｃ ３ に お い て ア ン ド ロ ゲ ン 調 節 及 び 誘 導 下
に あ る こ と が 提 案 さ れ て い る 。 Tanaka等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8928-8932 (
1992); Sato等 , J. Steroid Biochem. Molec. Biol. 47: 91-98 (1993)。 そ の 結 果 、 Ｆ Ｇ
Ｆ -８ は 、 ア ン ド ロ ゲ ン 応 答 性 器 官 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 前 立 腺 に お い て 局 所 的 な 役
割 を 有 し う る 。 Ｆ Ｇ Ｆ -８ が ま た Ｎ Ｉ Ｈ -３ Ｔ ３ 線 維 芽 細 胞 内 に 形 質 移 入 さ れ る と ト ラ ン ス
フ ォ ー ミ ン グ 活 性 を 示 す の で 発 ガ ン 性 で あ り う る 。 Kouhara等 , Oncogene 9 455-462 (199
4)。 Ｆ Ｇ Ｆ -８ は 心 臓 、 脳 、 肺 、 腎 臓 、 精 巣 、 前 立 腺 及 び 卵 巣 に お い て 検 出 さ れ て い る 一
方 、 発 現 は ま た 外 因 性 ア ン ド ロ ゲ ン の な い 場 合 に も ま た 検 出 さ れ た 。 Schmitt等 , J. Ster
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oid Biochem. Mol. Biol. 57 (3-4): 173-78 (1996)。
　 Ｆ Ｇ Ｆ -８ は 、 マ ウ ス 胚 形 成 の 様 々 な 段 階 で 発 現 さ れ る と い う 性 質 を 幾 つ か の 他 の Ｆ Ｇ
Ｆ ｓ と 共 有 し 、 こ れ が 、 様 々 な Ｅ Ｇ Ｆ ｓ が 分 化 と 胚 形 成 に お い て 多 重 的 で お そ ら く は 協 調
的 な 役 割 を 有 す る と い う 理 論 を 裏 付 け て い る 。 更 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ -８ は ま た 乳 房 腫 瘍 形 成 の 過
程 に お い て Ｗ ｎ ｔ -１ と 共 同 す る プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン と し て 同 定 さ れ て い る (Shackleford
等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 740-744 (1993)； Heikinheimo等 , Mech. Dev. 48:
 129-138 (1994))。
　 他 の Ｆ Ｇ Ｆ ｓ と は 対 照 的 に 、 Ｆ Ｇ Ｆ -８ は 一 次 転 写 物 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 と
し て 、 ３ 種 の タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム と し て 存 在 し て い る 、 上 掲 の Tanaka等 。 Ｆ Ｇ Ｆ -
８ の 正 常 な 成 人 の 発 現 は 弱 く 生 殖 腺 組 織 に 限 ら れ て い る が 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 Ｆ
Ｇ Ｆ -８ ｍ Ｒ Ｎ Ａ が マ ウ ス 妊 娠 期 間 の １ ０ 日 か ら １ ２ 日 存 在 し て い る こ と を 示 し て お り 、
Ｆ Ｇ Ｆ -８ が 正 常 な 発 育 に 重 要 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Heikinheimo等 , Mech Dev. 48
(2): 129-38 (1994)。 妊 娠 の ８ か ら １ ６ 日 の 間 の 更 な る イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ア ッ
セ イ は 、 第 一 気 管 支 ア ー チ の 表 面 外 胚 葉 、 前 線 鼻 突 起 、 前 脳 及 び 中 脳 -後 脳 移 行 部 に お い
て 初 期 の 発 現 を 示 し た 。 １ ０ -１ ２ 日 で 、 Ｆ Ｇ Ｆ -８ は 前 肢 及 び 後 肢 芽 の 表 面 外 胚 葉 、 鼻 及
び 上 咽 頭 、 漏 斗 及 び 終 脳 、 間 脳 及 び 後 脳 に 発 現 さ れ た 。 発 現 は 妊 娠 の １ ３ 日 で 発 育 中 の 後
肢 に お い て 継 続 す る が そ の 後 は 検 出 で き な い 。 こ の 結 果 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ -８ が 胚 形 成 に お い て
独 特 な 時 間 的 か つ 空 間 的 パ タ ー ン を 有 し て い る こ と を 示 唆 し て お り 、 嚢 胚 形 成 後 の 胚 に お
け る 外 胚 葉 分 化 の 多 重 領 域 に お け る こ の 成 長 因 子 の 役 割 を 示 唆 し て い る 。
　 こ こ で 我 々 は 、 Ｆ Ｇ Ｆ -８ と 相 同 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 を 記 載 し 、 こ れ
ら ポ リ ペ プ チ ド を こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
２ ２ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７
　 高 等 脊 椎 動 物 に お け る ニ ュ ー ロ ン の 発 達 は 、 途 中 の 別 個 の 細 胞 環 境 を 成 功 裡 に そ の シ ナ
プ ス 標 的 ま で 航 路 決 定 し な け れ ば な ら な い プ ロ セ ス に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 結 果 は 神 経 回
路 の 機 能 的 に 正 確 な 形 成 で あ る 。 精 度 は 、 成 長 円 錐 経 路 の 発 見 と 標 的 認 識 を 調 節 し 、 後 者
の 洗 練 と ニ ュ ー ロ ン 活 性 を 必 要 と す る 現 象 に よ る そ の よ う な 突 出 の 再 構 築 が 続 く 機 構 か ら
得 ら れ る も の と 信 じ ら れ て い る 。 Goodman及 び Shatz, Cell/Neuron [Suppl.] 72(10):77-9
8 (1993)。 更 に 、 異 な っ た ニ ュ ー ロ ン が 生 化 学 的 に 区 別 さ れ る 神 経 線 維 を 伸 長 し 、 細 胞 -
細 胞 、 細 胞 -マ ト リ ッ ク ス 、 及 び 走 化 性 相 互 作 用 に よ っ て 提 供 さ れ る 特 異 的 案 内 キ ュ ー に
依 存 し て 、 そ の 適 切 な シ ナ プ ス 標 的 に 到 達 す る こ と が 明 ら か で あ る 。 Goodman等 、 上 掲 。
　 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 表 面 の 多 様 性 が つ く り 出 さ れ る 一 つ の 特 定 の 手 段 は 、 細 胞 接 着 分 子 (Ｃ
Ａ Ｍ ｓ )と 称 さ れ る 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 差 次 的 な 発 現 を 通 し て で あ る 。 ニ ュ ー ロ ン 的 に
発 現 さ れ た Ｃ Ａ Ｍ ｓ は 、 放 射 状 グ リ ア 細 胞 に 沿 っ た ニ ュ ー ロ ン の 移 動 を 含 む 、 広 範 な 発 達
プ ロ セ ス に 関 与 し 、 神 経 突 起 伸 長 に 対 し て 許 容 で き る 又 は 反 発 性 の 基 質 を 提 供 し 、 ま た 突
出 経 路 に お け る 軸 索 の 選 択 的 束 状 化 を 促 進 す る こ と に 関 与 し て い る 。 Jessel, Neuron 1:3
-13 (1998); Edelman及 び Crossin, Annu.Rev.Biochem. 60:155-190 (1991)。 成 長 円 錐 膜
上 に 存 在 す る Ｃ Ａ Ｍ ｓ と 対 向 す る 細 胞 膜 上 又 は 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 中 の 分 子 と の 間 の 相 互
作 用 は 、 適 切 な 突 出 経 路 に 沿 っ て 神 経 線 維 の 成 長 を 方 向 付 け る 特 異 的 案 内 キ ュ ー を 提 供 す
る と 考 え ら れ て い る 。 そ の よ う な 相 互 作 用 の 結 果 、 神 経 突 起 成 長 を 調 節 す る 成 長 円 錐 内 に
お い て 様 々 な 第 ２ の メ ッ セ ン ジ ャ ー 系 の 活 性 化 が 生 じ る と 思 わ れ る 。 Doherty及 び Walsh, 
Curr.Opin.Neurobiol. 2:595-601 (1992)。
　 高 等 脊 椎 動 物 に お い て 、 大 抵 の 神 経 Ｃ Ａ Ｍ ｓ は タ ン パ ク 質 の ３ つ の 主 要 な 構 造 フ ァ ミ リ
ー ： イ ン テ グ リ ン 、 カ ド ヘ リ ン 、 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー (Ｉ ｇ Ｓ
Ｆ )の メ ン バ ー で あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 Jessel,上 掲 ； Takeichi, Annu.Rev.Biochem
. 59:237-252 (1990); Reichardt及 び Tomaselli, Annu.Rev.Neurosci. 14:531-570 (1991
)。 Ｉ ｇ Ｓ Ｆ (又 は Ｉ ｇ -Ｃ Ａ Ｍ ｓ )の 細 胞 接 着 分 子 は 特 に 、 発 達 の 間 の 神 経 細 胞 相 互 作 用 及
び 神 経 線 維 成 長 に し ば し ば 関 与 し て い る タ ン パ ク 質 の 大 き な フ ァ ミ リ ー を 構 成 し て い る 。
Salzer及 び Colman, Dev.Neurosci. 11:377-390 (1989); Bruemmendorf及 び Rathjen, J.Ne
urochem. 61:1207-1219 (1993)。 し か し 、 哺 乳 動 物 Ｉ ｇ -Ｃ Ａ Ｍ ｓ の 大 半 は あ ま り に 広 範
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に 発 現 さ れ て い る の で 航 路 決 定 又 は シ ナ プ ス 標 的 を 特 定 で き な い よ う に 思 わ れ 、 ま だ 同 定
さ れ て い な い 他 の Ｃ Ａ Ｍ ｓ が ニ ュ ー ロ ン の こ れ ら の 更 に 選 択 的 な 相 互 作 用 に お い て 役 割 を
果 た し て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 既 知 の 神 経 Ｉ ｇ -Ｃ Ａ Ｍ ｓ の 多 く は グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル (Ｇ Ｐ Ｉ )ア
ン カ ー を 介 し て 原 形 質 膜 に 結 合 し て い る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 ま た 、 多 く の 研 究 に よ れ
ば 、 Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 が 特 異 的 経 路 に お け る ニ ュ ー ロ ン の 成 長 の 間 、 特 異 的 案 内
キ ュ ー の 提 供 に 関 与 し て い る 。 バ ッ タ の 神 経 系 の 研 究 で は 、 細 胞 の 表 面 か ら Ｇ Ｐ Ｉ -ア ン
カ ー タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に 除 去 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 特 異 的 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ
(Ｐ Ｉ Ｐ Ｌ Ｃ )で の 胎 仔 の 治 療 の 結 果 、 開 拓 し て い る 成 長 円 錐 の サ ブ セ ッ ト の 間 で の 誤 案 内
及 び 偽 り の 航 路 決 定 、 並 び に 初 期 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト の 阻 害 移 動 パ タ ー ン が 生 じ る 。
Chang等 , Devel. 114:507-519 (1992)。 網 膜 線 維 の 視 蓋 へ の 突 出 は 、 部 分 的 に ３ ３ ｋ Ｄ ａ
の Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 に 依 存 し て い る よ う に 思 わ れ る が 、 こ の タ ン パ ク 質 の 正 確 な
性 質 は 未 知 で あ る 。 Stahl等 , Neuron 5:735-743 (1990)。
　 様 々 な Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 後 根 神 経 節 の 一 次 ラ ッ ト ニ ュ ー ロ ン 、 頸 部
神 経 節 の 交 感 ニ ュ ー ロ ン 、 上 頸 神 経 節 の 交 感 ニ ュ ー ロ ン 、 及 び 小 脳 顆 粒 ニ ュ ー ロ ン の 異 な
っ た 集 団 の な か で 特 徴 づ け ら れ て い る 。 Rosen等 , J.Cell Biol. 117:617-627 (1992)。 こ
れ ら の 異 な っ た タ イ プ の ニ ュ ー ロ ン に よ る 全 膜 タ ン パ ク 質 の 発 現 の 類 似 パ タ ー ン と は 対 照
に 、 顕 著 な 差 異 が こ れ ら の ニ ュ ー ロ ン 間 で Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 に お い て 観 察
さ れ た 。 最 近 、 ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン (neurotrimin)と し て 知 ら れ て い る ６ ５ ｋ Ｄ ａ の タ ン パ
ク 質 バ ン ド が 発 見 さ れ 、 一 次 ニ ュ ー ロ ン に よ り 差 次 的 に 発 現 さ れ (Rosen等 ,上 掲 )、 神 経 系
に 制 限 さ れ 、 Ｃ Ｎ Ｓ に お い て 最 も 豊 富 で 最 も 初 期 に 発 現 さ れ た Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー 種 で あ る こ
と が 分 か っ た 。 Struyk等 , J.Neuroscience 15(3):2141-2156 (1995)。 ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン
の 発 見 は 更 に 、 現 在 Ｉ ｇ Ｌ Ｏ Ｎ と 名 付 け ら れ 、 そ れ ぞ れ が 有 意 な ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 共 有 す
る Ｉ ｇ 様 ド メ イ ン を 含 ん で い る Ｉ ｇ Ｓ Ｆ メ ン バ ー の フ ァ ミ リ ー の 同 定 に 至 っ た 。 Struyk等
,上 掲 ； Pimenta等 ,Gene 170(2):189-95 (1996)。
　 Ｉ ｇ Ｌ Ｏ Ｎ サ ブ フ ァ ミ リ ー の 更 な る メ ン バ ー は 、 オ ピ エ ー ト 結 合 細 胞 接 着 分 子 (Ｏ Ｂ Ｃ
Ａ Ｍ )、 Schofield等 , EMBO J. 8:489-495 (1989)； 辺 縁 随 伴 膜 タ ン パ ク 質 (Ｌ Ａ Ｍ Ｐ )、 Pi
menta等 ,上 掲 ； Ｃ Ｅ Ｐ Ｕ － １ ； Ｇ Ｐ ５ ５ 、 Wilson等 , J.Cell Sci. 109:3129-3138 (1996)
; Eur.J.Neurosci. 9(2):334-41 (1997)； 及 び Ａ ｖ Ｇ ｐ ５ ０ 、 Hancox等 ,Brain Res.Mol.B
rain Res. 44(2):273-85 (1997)を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン の 発 現 は 広 範 で あ る と 思 わ れ る 一 方 、 幾 つ か の 神 経 回 路 の 発 達 に 相 関
し て い る と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 Ｅ １ ８ と Ｐ １ ０ の 間 で 、 前 脳 内 で の ニ ュ ー ロ チ ミ ン ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 発 現 が 、 発 達 中 の 視 床 、 皮 質 サ ブ プ レ ー ト 、 及 び 皮 質 の ニ ュ ー ロ ン 、 特 に ラ ミ ナ Ｖ 及
び Ｖ Ｉ (Ｉ Ｉ 、 Ｉ Ｉ 及 び Ｉ Ｖ で の あ ま り 強 く な い 発 現 と ラ ミ ナ Ｉ で の 最 小 の 発 現 を 伴 っ て )
に お い て 高 レ ベ ル に 維 持 さ れ る 。 皮 質 サ ブ プ レ ー ト ニ ュ ー ロ ン は 、 皮 質 内 の そ の 最 終 の シ
ナ プ ス 標 的 ま で の 途 中 の 内 に 伸 び る 視 床 求 心 性 神 経 に 対 す る 初 期 の 一 時 的 な 足 場 を 提 供 す
る 。 Allendoerfer及 び Shatz, Annu.Rev.Neurosci. 17:185-218 (1994)。 逆 に 、 サ ブ プ レ
ー ト ニ ュ ー ロ ン は 、 層 Ｖ か ら の 皮 質 ニ ュ ー ロ ン が Ｖ Ｉ を 選 択 し て 視 床 内 に 成 長 し 、 層 Ｖ か
ら の ニ ュ ー ロ ン が 小 丘 、 脳 橋 、 及 び 脊 髄 に お い て そ の 標 的 を 選 択 す る の に 必 要 と さ れ る こ
と が 示 唆 さ れ て い る (McConnell等 , J.Neurosci. 14:1892-1907 (1994))。 こ れ ら の 突 出 の
多 く に お け る ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン の 高 レ ベ ル の 発 現 は そ れ が そ の 発 達 に 関 与 し て い る こ と を
示 唆 し て い る 。
　 後 脳 に お い て 、 ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン メ ッ セ ー ジ 発 現 の 高 レ ベ ル は ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン は ま た
脳 橋 核 内 に 及 び 小 脳 の プ ル キ ニ エ 細 胞 及 び 内 部 顆 粒 細 胞 に よ っ て 観 察 さ れ た 。 脳 橋 核 は Ｖ
層 の 皮 質 脳 橋 線 維 を 含 む 様 々 な ソ ー ス か ら 求 心 性 線 維 の 入 力 を 受 け 取 り 、 顆 粒 細 胞 へ の 苔
状 線 維 を 介 し て の 求 心 性 線 維 の 入 力 の 主 要 ソ ー ス で あ り 、 該 顆 粒 細 胞 は 次 に プ ル キ ニ エ 細
胞 へ の 平 行 線 維 を 介 し て の 求 心 性 線 維 の 入 力 の 主 た る ソ ー ス で あ る 。 [Palay及 び Chan-Pal
ay, The cerebellar cortex: cytology and organization. New York: Springer (1974)]

10

20

30

40

50

(19) JP 2006-51032 A 2006.2.23



。 こ れ ら ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン ニ ュ ー ロ ン の 高 レ ベ ル の 発 現 は こ れ ら の 回 路 の 確 率 に お け る 強
力 な 関 与 を 示 唆 し て い る 。
　 ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン は ま た 初 期 の 出 生 後 線 条 体 に お い て 段 階 的 な 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。 ニ
ュ ー ロ ト リ ミ ン の 発 現 の 増 加 は ラ ッ ト の 背 外 側 線 条 体 上 に 横 た わ っ て 見 出 さ れ る 一 方 、 よ
り 低 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 さ が 腹 側 正 中 線 条 体 上 に 横 た わ っ て 見 ら れ る 。 Struyk等
,上 掲 。 よ り 高 い ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 さ の こ の 領 域 は 細 胞 構 造 的
に 区 別 し う る 領 域 に 対 応 せ ず 、 む し ろ 、 対 側 性 感 覚 運 動 皮 質 の Ｖ Ｉ 層 か ら の 求 心 性 入 力 の
一 次 領 域 に 対 応 す る (Gerfen, Nature 311:461-464 (1984); Donoghue及 び Herkenham, Bra
in Res. 365:397-403 (1986))。 対 照 的 に 、 腹 側 正 中 線 条 体 は 鼻 周 囲 及 び 連 合 野 か ら そ の
大 部 分 の 求 心 性 入 力 を 受 け 取 る 。 Ｌ Ａ Ｍ Ｐ 発 現 の 相 補 的 段 階 的 パ タ ー ン は 線 条 体 に お い て
、 腹 側 正 中 領 域 に お い て 最 も 高 い 発 現 と 背 外 側 的 に 最 も 低 い 発 現 を 伴 っ て 観 察 さ れ て い る
。 Levitt, Science 223:299-301 (1985); Chesselet等 , Neuroscience 40:725-733 (1991
)。
【 ０ ０ ３ ３ 】
２ ３ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ １
　 新 規 で 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 、 産 業 界 と 学 術 界 の 両 方 で な さ
れ て い る 。 多 く の 努 力 は 、 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め の 哺 乳 動 物
組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ４
１ １ と 命 名 す る 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の 同 定 と 特 徴 付 け を こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
２ ４ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６
　 グ リ コ シ ル ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル (Ｇ Ｐ Ｉ )固 着 プ ロ テ オ グ リ カ ン は 一 般 的 に 細 胞
表 面 に 局 在 化 し 、 よ っ て 多 く の 成 長 因 子 、 細 胞 接 着 分 子 及 び 細 胞 外 マ ト リ ク ス 成 分 に 対 す
る 細 胞 の 反 応 の 調 節 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 転 移 関 連 Ｇ Ｐ Ｉ 固 着 タ ン パ ク 質 (Ｍ
Ａ Ｇ Ｐ Ｉ Ａ Ｐ )は 、 こ れ ら の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 の 一 つ で あ り 転 移 に 関 与 す る こ と が わ か
っ て い る 。 転 移 は 、 形 質 転 換 さ れ た 又 は 悪 性 の 細 胞 が 移 動 し 、 癌 を 一 方 の 部 位 か ら 他 方 へ
拡 げ る 癌 の 形 態 で あ る 。 従 っ て 、 転 移 及 び Ｍ Ａ Ｇ Ｐ Ｉ Ａ Ｐ に 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 同 定
は 興 味 の 対 象 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
２ ５ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６
　 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 Ｈ Ｃ Ａ Ｒ は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス の サ ブ グ ル ー プ Ｃ 及 び コ ク サ ッ キ ー ウ
イ ル ス の サ ク グ ル ー プ Ｂ に 対 す る レ セ プ タ ー と し て 作 用 す る 膜 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 よ
っ て 、 Ｈ Ｃ Ａ Ｒ は 細 胞 へ の ウ イ ル ス 感 染 を 媒 介 す る 手 段 を 提 供 す る も の で あ り 、 細 胞 表 面
上 に Ｈ Ｃ Ａ Ｒ レ セ プ タ ー が 存 在 す る と 、 ウ イ ル ス 粒 子 に 対 す る 結 合 部 位 が 提 供 さ れ 、 そ れ
に よ っ て ウ イ ル ス 感 染 が 促 進 さ れ る 。
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 特 に ウ イ ル ス に 対 す る 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー を 提 供 す る も の の 生 理 学
的 重 要 性 に 鑑 み て 、 新 規 で 未 変 性 の 膜 結 合 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が
、 産 業 界 及 び 学 術 界 の 双 方 に よ り 現 在 な さ れ て い る 。 こ れ ら の 多 く の 努 力 は 、 新 規 な レ セ
プ タ ー タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 哺 乳 動 物 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス
ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ａ ３ ３ 及 び ガ ン 胎 児 抗 原 を 含 む 様 々 な 腫 瘍
抗 原 及 び 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 Ｈ Ｃ Ａ Ｒ に 対 し て 相 同 性 を 有 す る 新 規 な 膜 結 合 ポ リ ペ プ チ ド
ポ リ ペ プ チ ド (こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ と 命 名 )を こ こ に 記 載 す る も の で 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は
新 規 な 細 胞 表 面 ウ イ ル ス レ セ プ タ ー 又 は 腫 瘍 抗 原 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
２ ６ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５
　 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は レ セ プ タ ー 及 び 抗 原 複 合 体 及 び シ グ ナ ル 伝 達 機 構 を
含 む 。 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 基 と な る 構 造 的 及 び 機 能 的 機 構 に つ い て よ く 知
ら れ て い る よ う に 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用
の 特 定 の 結 果 を 調 節 す る よ う に 更 に 容 易 に 操 作 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 -
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 基 と な る 機 構 は 科 学 及 び 医 学 界 に と っ て 興 味 深 い 。
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　 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 含 む 全 て の タ ン パ ク 質 は タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 関 与
し て い る と 考 え ら れ て い る 。 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 は 多 様 な 機 能 を 持 つ 多 く の タ ン パ ク 質 と
細 胞 位 置 に 存 在 す る 短 い 配 列 モ チ ー フ で あ る 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー タ ン パ ク 質
の 結 晶 構 造 か ら 、 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 は β -α 構 造 単 位 に 対 応 す る こ と が 明 ら か に な っ た
。 こ れ ら の 単 位 は 、 一 面 が 溶 媒 に 暴 露 さ れ た 平 行 な β シ ー ト を 形 成 す る よ う に 配 置 さ れ 、
タ ン パ ク 質 は 珍 し い 非 球 状 の 形 状 を 獲 得 す る 。 こ れ ら の 二 つ の 特 徴 は ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復
を 含 む タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 結 合 機 能 の 原 因 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 Kobe及 び Deis
enhofer, Trends Biochem.Sci., 19(10):415-421 (Oct.1994)を 参 照 さ れ た い 。
　 個 体 発 生 の 間 に コ ラ ー ゲ ン 原 線 維 を 配 向 し 指 令 す る 組 織 オ ー ガ ナ イ ザ ー と な り 、 創 傷 治
癒 、 組 織 修 復 、 及 び 腫 瘍 ス ト ロ ー マ 形 成 の よ う な 病 理 プ ロ セ ス に 関 与 す る ロ イ シ ン リ ッ チ
プ ロ テ オ グ リ カ ン に つ い て 研 究 が 報 告 さ れ て い る 。 Iozzo, R.V., Crit. Rev. Biochem. M
ol. Biol., 32(2):141-174 (1997)。 創 傷 治 癒 、 組 織 修 復 に お け る ロ イ シ ン リ ッ チ タ ン パ
ク 質 の 関 与 を 示 す 他 の 研 究 は 、 De La Salle, C.等 , Vouv. Rev. Fr. Hematol. (Germany)
, 37(4):215-222 (1995)で あ り 、 出 血 疾 患 ベ ル ナ ー ル -ス ー リ エ 症 候 群 に 伴 う 複 合 体 に お
け る ロ イ シ ン リ ッ チ モ チ ー フ の 突 然 変 異 を 報 告 し て お り 、 Chlemetson,K.J., Thromb. Hae
most. (Germany),74(1):111-116 (July 1995)は 、 血 小 板 が ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 有 し て
い る こ と を 報 告 し て い る 。 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 特 に 興 味 深
い 他 の タ ン パ ク 質 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 神 経 変 性 疾 患 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の よ う な
神 経 損 傷 の 治 療 に お い て 、 及 び ガ ン の 診 断 に 対 し て 有 用 で あ る こ と が 報 告 さ れ て い る Ｓ Ｌ
Ｉ Ｔ タ ン パ ク 質 で あ る 。 エ ー ル 大 学 の Artavanistsakonas,S.及 び Rothberg,J.M.の WO92105
18-A1を 参 照 さ れ た い 。 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 機 能 を 報 告 し
て い る 他 の 研 究 に は ： Tayar, N.等 , Mol.Cell Endocrinol., (Ireland), 125(1-2):65-70
 (Dec.1996)(ゴ ナ ド ト ロ ピ ン レ セ プ タ ー 関 連 )； Miura,Y.等 , Nippon Rinsho (Japan), 54
(7):1784-1789 (July 1996)(ア ポ ト ー シ ス 関 連 )； Harris, P.C.等 , J. Am. Soc. Nephrol
., 6(4):1125-1133 (Oct.1995)(腎 疾 患 関 連 )； 及 び La Jolla Cancer Research Foundatio
nの Ruoslahti, E.I.等 の WO9110727-A(ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β に 結 合 す る デ コ リ
ン の 、 ガ ン の 治 療 、 創 傷 治 癒 及 び 瘢 痕 化 へ の 関 与 )が 含 ま れ る 。 ま た 興 味 深 い の は フ ィ ブ
ロ モ ジ ュ リ ン と 皮 膚 瘢 痕 化 を 防 止 又 は 低 減 す る た め の そ の 使 用 で あ る 。 フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ
ン の 研 究 は Rouslahti等 の 米 国 特 許 第 5,654,270に 見 い だ さ れ る 。
　 よ っ て 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を よ り よ く 理 解 す る た め に ロ イ シ ン リ ッ チ 反
復 を 有 す る 新 規 な タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 産 業 界 と 学 術 界 の 両 方 に よ っ て な さ
れ て い る 。 特 に 興 味 が あ る も の は ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 と フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン 、 SLITタ ン パ
ク 質 及 び 血 小 板 糖 タ ン パ ク 質 Vの よ う な ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 有 す る 既 知 の タ ン パ ク 質 と
相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 多 く の 努 力 は 、 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 を 有 す る 新 規 な 分
泌 及 び 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 に つ い て の コ ー ド 化 配 列 を 同 定 す る た め の 哺 乳 動 物 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 集 中 し て い る 。 こ こ で 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ ポ リ
ペ プ チ ド と 命 名 す る 、 フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン と 相 同 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 及
び 特 徴 づ け に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
２ ７ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １
　 カ ド ヘ リ ン は 大 き な フ ァ ミ リ ー の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る 。 カ ド ヘ リ ン に は 、 事 実 上 、
多 細 胞 生 物 の 全 て の 固 体 組 織 に お い て 細 胞 -細 胞 接 着 を 媒 介 す る よ う に 機 能 す る カ ル シ ウ
ム 依 存 性 糖 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー が 含 ま れ る 。 少 な く と も カ ド ヘ リ ン １ -１ ３ 並 び に Ｂ
、 Ｅ 、 Ｅ Ｐ 、 Ｍ 、 Ｎ 、 Ｐ 及 び Ｒ 型 が 同 定 さ れ 、 特 徴 づ け ら れ て い る 。 幾 つ か の 例 外 は あ る
が 、 カ ド ヘ リ ン の 機 能 の 中 で も 、 カ ド ヘ リ ン が 細 胞 凝 集 に 関 与 し て お り 、 細 胞 -細 胞 接 着
部 位 に 付 随 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 最 近 、 全 て の カ ド ヘ リ ン が 、 細 胞 外 ド メ イ ン の
折 り 畳 み に 対 応 す る と 考 え ら れ て い る カ ド ヘ リ ン 特 異 的 モ チ ー フ の 多 重 反 復 を 分 か ち 持 つ
が 、 カ ド ヘ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 多 様 な 構 造 、 及 び お そ ら く は 機 能 を 有 し
て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 特 に 、 カ ド ヘ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は シ グ ナ
ル 伝 達 に 関 連 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 Suzuki, J. Cell. Biochem., 61(4):531-5
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42(1996)。 カ ド ヘ リ ン は さ ら に 、 Tanihara等 , J. Cell Sci., 107(6):1697-1704(1994)、
Aberle等 , J. Cell. Biochem., 61(4):514-523(1996)及 び Tanihara等 , Cell Adhes. Comm
un., 2(1):15-26(1994)に も 記 載 さ れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ と 命 名 し た 、
カ ド ヘ リ ン タ ン パ ク 質 に 対 し て 相 同 性 を 有 す る 他 の 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 特 徴 づ
け に つ い て こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
２ ８ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン -１ ０ (Ｉ Ｌ -１ ０ )は 多 面 的 な 免 疫 抑 制 サ イ ト カ イ ン で あ り 、 骨 髄 及 び
リ ン パ 細 胞 の 機 能 の 重 要 な レ ギ ュ レ ー タ と し て 関 連 し て い る 。 Ｉ Ｌ -１ ０ が 、 例 え ば Ｉ Ｌ -
１ 、 Ｉ Ｌ -６ 、 Ｉ Ｆ Ｎ -γ 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α を 含 む 種 々 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 合 成 活 性 化 の
強 力 な イ ン ヒ ビ タ ー と し て 機 能 す る こ と が 示 さ れ て い る (Gesser等 , Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 94: 14620-14625 (1997))。 さ ら に 、 Ｉ Ｌ -１ ０ は マ ク ロ フ ァ ー ジ の 付 属 的 活 性 の
幾 つ か を 強 く 阻 害 し 、 そ れ に よ り マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｔ 細 胞 及 び Ｎ Ｋ 細 胞 の エ フ ェ ク タ ー 機
能 の 強 力 な サ プ レ ッ サ と し て 機 能 す る こ と が 示 さ れ て い る (Kuhn等 , Cell 75: 263-274 (1
993))。 さ ら に 、 Ｉ Ｌ -１ ０ は Ｂ 細 胞 、 肥 満 細 胞 及 び 胸 腺 細 胞 分 化 の 調 節 と 強 く 関 係 し て い
る 。
　 Ｉ Ｌ -１ ０ は ２ つ の 別 の 実 験 系 か ら 独 立 に 同 定 さ れ た 。 第 １ に 、 マ ウ ス Ｉ Ｌ -１ ０ を コ ー
ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が 、 サ イ ト カ イ ン 合 成 阻 害 因 子 の 発 現 に 基 づ い て 同 定 さ れ (Moore
等 , Science 248: 1230-1234 (1990))、 ヒ ト Ｉ Ｌ -１ ０ 対 応 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 続 い て マ ウ ス Ｉ Ｌ -
１ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ で の 交 差 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ っ て 同 定 さ れ た (Viera等 , Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 88: 1172-1176 (1991))。 さ ら に Ｉ Ｌ -１ ０ は 、 活 性 胸 腺 を 同 時 刺 激 す る よ う
に 機 能 す る Ｂ 細 胞 由 来 の メ デ ィ エ ー タ と し て 独 立 に 同 定 さ れ た (Suda等 , Cell Immunol., 
129: 228 (1990))。
　 こ こ で 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 、 Ｉ Ｌ -１ ０ と 配 列 類
似 性 を 持 つ 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 特 徴 づ け に つ い て 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
２ ９ ． 　 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３
　 新 規 で 未 変 性 の レ セ プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 、 産 業 界 と 学
術 界 の 両 方 で な さ れ て い る 。 多 く の 努 力 は 、 新 規 な レ セ プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の コ
ー ド 配 列 を 同 定 す る た め の 哺 乳 動 物 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ
て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同
定 と 特 徴 付 け を こ こ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
(発 明 の 概 要 )
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は こ こ に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞
も ま た 提 供 さ れ る 。 例 を 挙 げ る と 、 宿 主 細 胞 は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 、 又 は 酵 母 で あ り う る
。 こ こ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の を 生 産 す る た め の 方 法 が 更 に 提 供 さ れ 、 こ れ は
、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 培 養 物 か ら 所 望 の
ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 異 種 性 ポ リ ぺ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た こ こ に
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の 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 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 又 は エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 に 融 合 し た こ こ に 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の が 含 ま れ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 上 述 の 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 、 ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ と し て 又 は ゲ ノ ム 及 び ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 単 離 す る た め に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 こ
こ で こ れ ら プ ロ ー ブ は 上 述 の 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
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。
　 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 態 様 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 ア ミ ノ 酸 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う か 伴 わ な い こ
こ に 開 示 し た 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配
列 の 任 意 の 他 の 特 に 定 め ら れ た 断 片 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ 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 補 体 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 そ
し て 又 は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 他 の 態 様 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 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う か 伴 わ な い 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 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 任
意 の 他 の 特 に 定 め ら れ た 断 片 の コ ー ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は (ｂ )(ａ )の Ｄ Ｎ Ａ 分 子
の 補 体 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 又 は 少 な く と も 約 ９ ９ ％
の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 (ａ )こ こ に 開 示 さ れ た Ａ Ｔ Ｔ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ
ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の も の に よ り 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 補 体 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 そ し て 又 は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 さ れ て い る か 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 性 化 さ
れ て い る 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
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分 子 を 提 供 し 、 ま た は そ の よ う な コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ り 、 こ こ で 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 る 。 従 っ て 、 こ こ に 記 載 さ れ た 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 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 、 又 は そ の 補 体 に 向 け ら れ 、 そ
れ ら は 、 例 え ば 、 場 合 に よ っ て は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 化 断 片 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て 、 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 用 途 が 見 い だ さ れ る 。 こ の よ う な 核 酸
断 片 は 、 通 常 は 少 な く と も 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 又 は 少 な く と も 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少
な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も
約 ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ０ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ４ ０ ヌ ク レ オ
チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、
又 は 少 な く と も 約 １ ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は
少 な く と も 約 ２ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な
く と も 約 ３ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と
も 約 ４ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約
６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ７ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ０
０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 及 び 又 は 少 な く と も 約 １ ０
０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 こ こ で 「 約 」 と い う 語 の 内 容 は 参 照 す る 長 さ の プ ラ ス 又 は マ
イ ナ ス １ ０ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 長 を 指 す こ と を 意 味 す 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 な 断 片 は 、 多 く の 良 く 知 ら れ た 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム の
任 意 の も の を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 他 の 公 知 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 と を 整 列 さ せ 、 い ず れ 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 か を 決 定 す る こ と に よ り 、 日 常 的 な 手 法 で 同 定 し て も よ い 。 こ の よ う な Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 全 て こ こ で 考 慮 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 断 片 、 好 ま し く は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断
片 に よ っ て コ ー ド さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 も 考 慮 さ れ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 上 記 に お い て 同 定 し た 単 離 核 酸 配 列 の 任 意 の も の に よ り コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 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 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う か 伴 わ な い こ こ に 開 示 し
た 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の
他 の 特 に 定 め ら れ た 断 片 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア
ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８
２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く
と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ
酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ １ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も
約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少
な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性
、 又 は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配
列 同 一 性 、 そ し て 又 は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 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 。
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　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 す る Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の も の に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約
８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な
く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、
又 は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列
同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ
ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ３
％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と
も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は
少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 、 そ し て 又 は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 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 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ
ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 伴 う か 伴 わ な い こ こ に 開 示 さ れ た 膜
貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 他 の 特
に 定 め ら れ た 断 片 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 、 少 な く
と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ １ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ２ ％
ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、
又 は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と
も 約 ８ ７ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ ポ
ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ９ １ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又
は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も
約 ９ ４ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ ポ ジ
テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 そ し
て 又 は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア と さ れ 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 ４ ４ 】
　 特 定 の 態 様 で 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 持 た な い
単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ れ は 上 述 し た そ の 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 り コ ー ド さ れ る 。 こ れ を 生 産 す る 方 法 も ま た こ こ に 記 載 さ れ
、 こ こ で 、 こ れ ら の 方 法 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 適 当 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 を 培 養 し 、 細 胞 培 養 物 か ら Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 さ れ た か 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 性 化 さ れ た
単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ れ を 生 産 す る 方 法 も ま た こ こ に 記 載 さ れ 、
こ こ で 、 こ れ ら の 方 法 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 適 当 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 を 培 養 し 、 細 胞 培 養 物 か ら Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 特 定 し た 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 定 の 実 施 態 様 で 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 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触 さ せ 、 前 記 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 活 性 を 監 視 す る こ と を 含 ん で な る 、 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 の 同 定 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 。
　 ま た 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 こ こ に 記 載 さ れ た 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 担 体 と と も に
含 ん で な る 物 質 の 組 成 物 に 関 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 担 体 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 で あ
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る 。
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 し た よ う な そ の ア ゴ ニ ス ト 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 、 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 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 応 答 性 で あ る 症 状 の 治 療 に 有 用 な 医 薬 の 調 製 の た め の
使 用 に 向 け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
(好 適 な 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 )
Ｉ ． 定 義
　 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 称 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 」 で あ っ て 、 「 数 字 」 が こ こ で 使 用 さ れ る 実 際 の 数 値 符 号
と し て 与 え ら れ る 用 語 は 、 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 (こ こ で 更 に 詳
細 に 定 義 す る )を 含 む 。 こ こ に 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 。 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は 、 こ こ で 記 載 す る 個 々 の Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 ポ リ ペ プ
チ ド を 意 味 す る 。 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 に 言 及 す る こ の 明 細 書 中 の 全 て の 開 示 は 、 ポ リ
ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ を 個 々 に 又 は 併 せ て 意 味 す る 。 例 え ば 、 調 製 、 精 製 、 誘 導 、 抗 体 生 成
、 投 与 、 そ れ を 含 有 す る 組 成 物 、 そ れ に よ る 病 気 の 治 療 な ど が 、 本 発 明 の 各 ポ リ ペ プ チ ド
に そ れ ぞ れ 関 与 し て い る 。 ま た 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語 に は 、 こ こ に 開 示 さ れ る
Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 も 含 ま れ る 。
　 「 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
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 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 添 付 の 図 面 に 示 さ れ る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 成 熟 又 は 全 長 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 。 開 始 及 び 停 止 コ ド ン は 、 図 に お い て 太 字 及 び 下 線 で 示 し た 。 し か し 、 添 付 の 図 面
に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 面 に お け る ア ミ ノ 酸 １ と し て こ こ に 命 名 さ れ る メ チ
オ ニ ン 残 基 で 始 ま る よ う に 示 さ れ て い る が 、 図 面 に お け る ア ミ ノ 酸 位 置 １ の 上 流 又 は 下 流
に 位 置 す る 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 ア ミ ノ 酸 残 基 と し て 用 い る こ
と も 考 え ら れ る し 可 能 で も あ る 。
　 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 称 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 の 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 が 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 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 適 切 な 位 置 は 、 本
明 細 書 及 び ／ 又 は 添 付 図 面 に 示 す 。 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
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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. A
cids. 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 、 結 果 と し て 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 で 同 定 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 が 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る 。
　 「 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 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 を 伴 う か 伴 わ な い 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 任 意 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 配
列 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列
、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う か 伴 わ な い こ こ に 開 示 さ れ た 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 た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 任 意 の 特 に 定 め ら れ た 断
片 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配
列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア
ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８
５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く
と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又
は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ
酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ４ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も
約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少
な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 又 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 、 又 は 少 な く と も 約 ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と も 約 ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と
も 約 ４ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と も 約 ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と も 約 ６ ０ ア ミ ノ 酸
長 、 又 は 少 な く と も 約 ７ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と
も 約 ９ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ア ミ
ノ 酸 長 、 又 は 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 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 ４ ７ 】
　 こ こ に 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 す 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 、 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 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(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 。 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 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 表
１ に 与 え ら れ て い る 配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 用 い て 得 ら れ る 。 ALIGN-2
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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 庁 , 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 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 し て 公 的 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 ８ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に ALIGN-2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 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 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 (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 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 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 プ ロ グ ラ ム 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 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 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る と 認 識
さ れ る で あ ろ う 。 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ２ 及 び ３ は 、 「 比 較 タ ン パ
ク 質 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 の 計 算 方 法 を 示 し 、 こ こ で 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 は 関 心 あ る 仮 定 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 表 し 、 「 比 較 タ ン パ ク 質 」 は 関 心 あ る 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 さ れ 、
こ れ に 対 す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 し 、 「 Ｘ 」 、 「 Ｙ 」 及 び 「 Ｚ 」 は 、 そ れ ぞ
れ 異 な る 仮 定 ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 す 。
　 特 に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で 使 用 さ れ る の 全 て の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 上 記 の よ う
に ALIGN-2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 、 ％ 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 , Methods in Enzymology 266: 
460-480 (1996))を 用 い 、 以 下 に 記 載 す る よ う に し て も 得 ら れ る 。 殆 ど の WU-BLAST-2検 索
パ ラ メ ー タ は デ フ ォ ル ト 値 に 設 定 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト 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。 WU
-BLAST-2を 使 用 す る 場 合 、 ％ 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に よ っ て 決 定 し 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 除 し た 商 に よ っ て 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 持 つ 又 は 持
っ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 現 で 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 ４ ９ 】
　 ま た 、 パ ー セ ン ト ア ミ ノ 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.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド す る か 、 又 は 国 立 衛 生
研 究 所 , Bethesda, MD.か ら 得 る こ と が 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 デ フ ォ ル ト 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 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 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 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 (あ る い は 、

10

20

30

40

50

(28) JP 2006-51032 A 2006.2.23



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 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 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 NCBI-BLAST2の Ａ 及 び Ｂ の プ ロ グ ラ ム 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 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 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る と
評 価 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 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 」 は 、 以 下 に 定 義 す る
よ う な 活 性 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 意 味 し 、 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 く 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 有 又 は 無 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
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 任 意 の 他 の 断 片 を コ
ー ド す る 核 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 通 常 は 、 Ｐ Ｒ
Ｏ 変 異 体 ポ リ 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 く 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 有 又 は 無 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 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 任 意 の 他 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 、 又 は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８
２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８
４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８
６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８
８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９
２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９
４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９
６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 又 は 少 な く と も 約 ９
８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 又 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 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。
　 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 、 又 は 少
な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も
約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 １
８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ２ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ２ ４ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ２ ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ４ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ
チ ド 長 、 又 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 ５ １ 】
　 こ こ に 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 対 す る 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 、 関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 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 技 量 の 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 、 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 ％ 核 酸 配
列 同 一 性 値 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 表
１ に 与 え ら れ て い る 配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 用 い て 得 ら 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 っ て 作 成 さ れ 、 表 １ に 示 し た ソ ー
ス コ ー ド は 米 国 著 作 権 庁 , 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 で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社
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、 South San Francisco, Californiaを 通 し て 公 的 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 ５ ２ 】
　 核 酸 配 列 比 較 に ALIGN-2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 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 プ ロ グ ラ ム 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 と 評 価 さ れ る で あ ろ う 。
％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ４ 及 び ５ 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 し て
お り 、 こ こ で 「 Ｐ Ｒ Ｏ -Ｄ Ｎ Ａ 」 は 関 心 あ る 仮 定 Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 核 酸 配 列 を 表 し 、 「 比 較
Ｄ Ｎ Ａ 」 は 関 心 あ る 「 Ｐ Ｒ Ｏ -Ｄ Ｎ Ａ 」 核 酸 分 子 と 比 較 さ れ 、 こ れ に 対 す る 核 酸 分 子 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、 「 Ｎ 」 、 「 Ｌ 」 及 び 「 Ｖ 」 は 、 そ れ ぞ れ 異 な る 仮 定 ヌ ク レ オ チ ド
を 表 す 。
　 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
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 、 WU
-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム (Altschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1
996))を 用 い 、 以 下 に 記 載 す る よ う に し て も 得 ら れ る 。 殆 ど の WU-BLAST-2検 索 パ ラ メ ー タ
は デ フ ォ ル ト 値 に 設 定 さ れ る 。 デ フ ォ ル ト 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。 WU-BLAST-2を
使 用 す る 場 合 、 ％ 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 関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 と 、
関 心 あ る 比 較 核 酸 配 列 (即 ち 、 関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 配 列 が 比 較 さ れ
る 変 異 体 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ 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 )関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子
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 関 心 あ る 比 較 核 酸 配 列 で あ り 、 核 酸 配 列 Ｂ が
関 心 あ 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 ５ ３ 】
　 ま た 、 パ ー セ ン ト 核 酸 配 列 同 一 性 を 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2(Altschul等 , Nucl
eic 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.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド す る か 、 又 は 国 立 衛 生 研 究
所 , Bethesda, MD.か ら 得 る こ と が 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 デ フ ォ ル ト 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 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 (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
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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 プ ロ グ ラ ム 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 と 評 価 さ れ る で あ ろ
う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド は 、 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し 、 好 ま し く は 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 、 こ こ に 開 示 す る 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 ッ ド 形 成 す る 核 酸 分 子 で
あ 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 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 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 (例 え ば 、 保 存 的 置 換 の 結
果 と し て 、 下 記 の 表 ６ 参 照 )を 含 む 。 こ こ で の 目 的 の た め に 、 陽 性 の ％ 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 ア ミ ノ 酸 配 列
と 、 関 心 あ る 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 (即 ち 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 比 較 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 )と の 間 の 、 WU-BLAST-2の BLOSUM62マ ト リ ク ス 内 で ポ ジ テ ィ ブ な 値 が 付 け ら れ た ア ミ ノ
酸 残 基 の 数 を 、 (ｂ )関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 の 総 数 で 除 し た 商 に よ っ
て 決 定 さ れ る 。
　 特 に 断 ら な い 限 り 、 陽 性 の ％ 値 は 、 直 上 の パ ラ グ ラ フ に 記 載 し た よ う に し て 計 算 さ れ る
。 し か し な が ら 、 ALIGN-2及 び NCBI-BLAST2に つ い て 上 記 し た よ う に 実 施 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 同 一 性 に は 、 配 列 比 較 に お い て 同 一 の み な ら ず 類 似 し た 特 性 を も つ 配 列 に お け る ア ミ ノ
酸 残 基 を 含 む 。 関 心 あ る ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 し て 陽 性 と さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 関 心 あ る ア
ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る か 、 又 は 関 心 あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 好 ま し い 置 換 (下 記 の 表 ６ に 定
義 )で あ る も の で あ る 。
　 ALIGN-2又 は NCBI-BLAST2を 用 い た ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 で は 、 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 陽 性 の ％ 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 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 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又 は NCBI-BLAST2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ
ン メ ン ト に よ っ て 陽 性 で あ る と さ れ た 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 等 し く な い 場 合 、 Ａ
の Ｂ に 対 す る ％ 陽 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ 陽 性 と は 異 な る と 評 価 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ 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 、 そ の 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 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ
ノ 酸 配 列 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 ま で 精 製 さ れ
る 。 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 環 境 の 少 な く と も 一 つ の 成
分 が 存 在 し な い た め 、 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 一 つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
　 「 単 離 さ れ た 」 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 は
、 同 定 さ れ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 の 天 然 源 に 通 常 付 随 し て い る 少 な く と も 一
つ の 汚 染 核 酸 分 子 か ら 分 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ る 。 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド
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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 。 ゆ え に 、 単 離 さ れ
た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 天 然 の 細 胞 中 に 存 在 す る 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 と は 区 別 さ れ る 。 し か し 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド
化 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 が 天 然 細 胞 の も の と は 異 な っ た 染 色 体 位 置 に あ る ポ リ ペ
プ チ ド を 通 常 発 現 す る 細 胞 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 核 酸 分 子 を 含 む 。
　 「 コ ン ト ロ ー ル 配 列 」 な る 用 語 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 に お い て 作 用 可 能 に 結 合 し 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 コ ン ト ロ ー ル 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 し 」 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 参 画 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 し 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 し 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 し て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 用 可 能 に 結 合 し
て い る 」 と は 、 結 合 し 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 こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 エ ン ハ ン サ ー は 必 ず し も 近 接 し て い る 必
要 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 、 従 来 の 手 法 に 従 っ て 、 合 成 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 ５ ７ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 い 意 味 に お い て 使 用 さ れ 、 例 え ば 、 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 )、 多 エ ピ ト ー プ 特 異
性 を 持 つ 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 組 成 物 、 一 本 鎖 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 、 及 び 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 断 片 (下 記 参
照 )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 、 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 性 の あ る 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 集 団 か ら 得 ら れ る 抗 体 を 称 す る 。
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 反 応 の 「 緊 縮 性 」 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 ッ ド 形 成 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 ッ
ド 形 成 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 緊 縮 性 に す る が 、 低 い 温 度 は 緊 縮
性 を 低 下 さ せ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 反 応 の 緊 縮 性 の 更 な る 詳 細 及 び 説 明 は 、 Ausubel等 , C
urrent Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を 参
照 の こ と 。
　 こ こ で 定 義 さ れ る 「 緊 縮 性 条 件 」 又 は 「 高 度 の 緊 縮 性 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 ッ ド 形 成 中 に ホ ル ム ア ミ ド 等 の 変 性 剤 、 例 え ば 、 ４ ２ ℃ に お い て ５ ０ ％ (v/v)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 ； 又 は (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 ト 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 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 次 い で ５ ５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を
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含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 緊 縮 性 洗 浄 を 用 い る も の に よ っ て 特 定 さ れ る 。
　 「 中 程 度 の 緊 縮 性 条 件 」 は 、 Sambrook等 , Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989に 記 載 さ れ て い る よ う に 特 定 さ
れ 、 上 記 の 緊 縮 性 よ り 低 い 洗 浄 溶 液 及 び ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 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 緊 縮 性 条 件 の 例 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 ト 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 ８ 】
　 「 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 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 を 提 供 す る に 十 分 な 残 基 を 有 し て い る が 、 そ の 長 さ
は そ れ が 融 合 す る 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 ア ミ ノ 酸 残 基 )を 有 す る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 な る 用 語 は 、 異 種 タ ン パ ク 質 (「 ア ド ヘ シ ン 」 )
の 結 合 特 異 性 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン の エ フ ェ ク タ ー 機 能 と を 結 合 し た 抗 体 様 分 子
を 指 す 。 構 造 的 に は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 持 ち 、 抗 体 の 抗 原 認 識 及
び 結 合 部 位 以 外 で あ る (即 ち 「 異 種 の 」 )ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配
列 と の 融 合 物 を 含 む 。 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 隣 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 。
　 こ こ で 目 的 と し て い る 「 活 性 な 」 及 び 「 活 性 」 と は 、 天 然 又 は 天 然 に 生 じ る Ｐ Ｒ Ｏ の 生
物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 を 称 し 、 「 生 物 学 的
」 活 性 と は 、 天 然 又 は 天 然 に 生 じ る 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 に 生 じ る 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 除 く も の を 意 味 し 、 「 免 疫 学 的 」 活 性 と は 、 天 然 又 は 天 然 に 生 じ る 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 称 す る 。
　 「 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 を 部 分 的 も し く は 完 全 に 阻 止 、 阻 害 、 又 は 中 和 す る 任 意 の 分 子
を 含 む 。 同 様 に 「 ア ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 も 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 を 模 倣 す る 任 意 の 分 子 を 含 む 。 好 適 な ア ゴ ニ ス ト 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト 分 子 は 特 に 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 又 は 抗 体 断 片 、 天 然 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 、 有 機 小 分 子 等 を 含 む 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定
方 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は ア ゴ ニ ス ト 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 検 出 可 能 な 変 化 を 測 定 す る こ と を
含 み う る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 治 療 」 と は 、 治 癒 的 処 置 、 予 防 的 療 法 及 び 防 止 的 療 法 の 両 方 を 意 味
し 、 目 的 は 標 的 と す る 病 理 学 的 状 態 又 は 疾 患 を 防 止 又 は 低 下 (減 少 )さ せ る こ と に あ る 。 治
療 が 必 要 な も の と は 、 既 に 疾 患 に 罹 っ て い る も の 、 並 び に 疾 患 に 罹 り や す い も の 又 は 疾 患
が 防 止 さ れ る べ き も の を 含 む 。
　 「 慢 性 」 投 与 と は 、 急 性 様 式 と は 異 な り 連 続 的 な 様 式 で の 薬 剤 を 投 与 し 、 初 期 の 治 療 効
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果 (活 性 )を 長 時 間 に 渡 っ て 維 持 す る こ と を 意 味 す る 。 「 間 欠 」 投 与 と は 、 中 断 無 く 連 続 的
に な さ れ る の で は な く 、 む し ろ 周 期 的 に な さ れ る 性 質 の 治 療 で あ る 。
　 治 療 の 目 的 の た め の 「 哺 乳 動 物 」 は 、 ヒ ト 、 家 庭 及 び 農 業 用 動 物 、 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 、
又 は ペ ッ ト 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ な ど を 含
む 哺 乳 類 に 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
　 一 又 は 複 数 の 治 療 薬 と 「 組 み 合 わ せ た 」 投 与 と は 、 同 時 (同 時 期 )及 び 任 意 の 順 序 で の 連
続 し た 投 与 を 含 む 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 担 体 」 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 を 含
み 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で そ れ ら 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 う る 担 体 は 、 水 性 ｐ Ｈ 緩 衝 溶 液 で あ る こ と が 多 い 。 生 理 学 的 に 許
容 さ れ う る 担 体 の 例 は 、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 及 び 他 の 有 機 酸 塩 の 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 )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 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； 親 水 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ ビ ニ ル
ピ ロ リ ド ン ； ア ミ ノ 酸 、 例 え ば グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ
シ ン ； 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 ； 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 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又 は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば TWEENＴ Ｍ 、 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル (Ｐ Ｅ Ｇ )、 及 び PLURONICSＴ Ｍ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 抗 体 断 片 」 は 、 無 傷 の 抗 体 の 一 部 、 好 ま し く は 無 傷 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 (
diabodies)； 直 鎖 状 抗 体 (Zapata等 , 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 た 多 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 。
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 は 、 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば れ る ２ つ の 同 一 の 抗 体 結 合 断 片 を 生 成 し
、 そ の 各 々 は 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 持 ち 、 残 り は 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 反 映 し て 「 Ｆ ｃ
」 断 片 と 命 名 さ れ る 。 ペ プ シ ン 処 理 は Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 生 じ 、 そ れ は ２ つ の 抗 原 結 合 部
位 を 持 ち 、 抗 原 を 交 差 結 合 す る こ と が で き る 。
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 を 含 む 最 小 の 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領 域 は 、
密 接 に 非 共 有 結 合 し た １ 本 の 重 鎖 と １ 本 の 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 二 量 体 か ら な る 。 こ の 配 置 に
お い て 各 可 変 ド メ イ ン の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 相 互 作 用 し て Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ 二 量 体 の 表 面 に 抗 原 結 合
部 位 を 決 定 す る 。 集 合 的 に は 、 ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ ｓ は 抗 体 に 対 し て 抗 原 結 合 特 異 性 を も た ら す
。 し か し な が ら 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン (又 は 抗 原 に 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の み を 含 ん で な
る Ｆ ｖ の 半 分 )で さ え 、 結 合 部 位 全 体 よ り は 低 い 親 和 性 で あ る が 、 抗 原 を 認 識 し 結 合 す る
能 力 を 持 つ 。
　 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 一 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 末 端 に 幾 つ か の 残 基 が 付 加 さ れ て い る こ と に よ り Ｆ ａ ｂ 断 片 と 相 違 す る 。
こ こ で 、 Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ は 、 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 ’ を 表 す 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 断 片 は 、 最 初 は Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 の 対 と し て 生 成 さ れ 、 そ れ ら
の 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 的 結 合 も 知 ら れ て い る 。
　 任 意 の 脊 椎 動 物 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 及 び ラ ム ダ と 呼 ば れ る 二 つ の 明 ら か に 異 な る 型 の 一 方 に
分 類 さ れ る 。
　 そ れ ら の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 依 存 し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 異 な る ク ラ
ス に 分 類 で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン に は 五 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 、 そ 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 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 「 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 単 一 の 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
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及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 更 に 含 み 、 そ れ は ｓ Ｆ ｖ が 抗 原 結 合 に 望 ま
れ る 構 造 を 形 成 す る の を 可 能 に す る 。 ｓ Ｆ ｖ の 概 説 に つ い て は 、 The Pharmacology of Mo
noclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及 び Moore編 , Springer-Verlag, New York, 
pp. 269-315 (1994)の Pluckthunを 参 照 の こ と 。
　 用 語 「 ダ イ ア ボ デ ィ (diabodies)」 は 、 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 小 型 の 抗 体 断 片 を 指
し 、 そ の 断 片 は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ )内 で 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )に 結 合 し た
重 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を 含 む 。 同 じ 鎖 の 二 つ の ド メ イ ン 間 に 対 形 成 す る に は 短 す ぎ る リ
ン カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 ド メ イ ン は 強 制 的 に 他 の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と 対 形 成 し て 二
つ の 抗 原 結 合 部 位 を 生 成 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 例 え ば 、 EP 404,097; WO 93/11161; 及
び Hollinger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)に 十 分 に 記 載 さ れ
て い る 。
　 「 単 離 さ れ た 」 抗 体 は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た も
の で あ る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の 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 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 、 抗 体 は 、 (１ )ロ ー リ 法 (Lowry method)で 測 定 し た 場 合 ９ ５ 重
量 ％ を 越 え る 抗 体 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ を 越 え る 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 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ 酸
配 列 を 得 る の に 充 分 な ほ ど 、 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 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 に な る ま で 精 製 さ れ
る 。 単 離 さ れ た 抗 体 に は 、 抗 体 の 自 然 環 境 の 少 な く と も 一 つ の 成 分 が 存 在 し な い た め 、 組
換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の 抗 体 が 含 ま れ る 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 少
な く と も 一 つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
　 「 標 識 」 な る 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 抗 体 に 直 接 又 は 間 接 的 に 抱 合 し て 「 標 識 」
抗 体 を 生 成 す る 検 出 可 能 な 化 合 物 又 は 組 成 物 を 称 す る 。 標 識 は 、 そ れ 自 身 検 出 可 能 で も よ
く (例 え ば 、 放 射 性 標 識 又 は 蛍 光 標 識 )、 又 は 酵 素 標 識 の 場 合 、 検 出 可 能 な 基 質 化 合 物 又 は
組 成 物 の 化 学 変 化 を 触 媒 し て も よ い 。
　 「 固 相 」 と は 、 本 発 明 の 抗 体 が そ れ に 付 着 す る こ と の で き る 非 水 性 マ ト リ ク ス を 意 味 す
る 。 こ こ に 包 含 す る 固 相 の 例 は 、 部 分 的 又 は 全 体 的 に 、 ガ ラ ス (例 え ば 、 孔 調 整 ガ ラ ス )、
多 糖 類 (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 か ら 形 成 さ れ た も の を 含 む 。 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 内 容 に 応 じ て 、 固 相
は ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ ェ ル を 構 成 す る こ と が で き ； そ の 他 で は 精 製 カ ラ ム (例 え ば ア フ
ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム )と す る こ と も 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 個 の 粒 子 の 不 連 続 な 固 相 も 包 含 す る 。
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 種 々 の 型 の 脂 質 、 リ ン 脂 質 及 び ／ 又 は 界 面 活 性 剤 か ら な る 小 型 の 小
胞 で あ り 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 物 (Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 抗 体 な ど )の 送 達 に 有 用 で あ る
。 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は 、 通 常 は 生 体 膜 の 脂 質 配 置 に 類 似 す る 二 層 構 造 に 配 置 さ れ る 。
　 「 小 分 子 」 と は 、 こ こ で は 約 ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 持 つ と 定 義 さ れ る 。
　 「 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ -１ 」 、 「 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ -２ 」 、 「 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ -３ 」 及 び 「 Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ -４ 」 は 、 Isacch
iら , Nuc. Acids Res. 18(7)： 1906(1990), Dionneら , EMBO J.9(9)： 2685-2692(1990), 
Keeganら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88： 1095-1099(1991)及 び Partanenら ,　 EMBO J.
 10(6)： 1347-1354(1991)に そ れ ぞ れ 開 示 さ れ て い る よ う に 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 レ セ プ
タ ー １ 、 ２ 、 ３ 及 び ４ を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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【 ０ ０ ６ ４ 】
Ｉ Ｉ .　 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 命 名 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 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 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 ／ 番 号 」 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 ６ ５ 】
１ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う に 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
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た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は 、
全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 種 々 の Ｔ Ｉ Ｅ リ ガ ン ド ポ リ ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い
る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
２ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４ ４ ポ リ ペ プ チ ド
　 Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４ ６ -１ ３ ９ ７ ク ロ ー ン は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を
選 択 す る 捕 捉 技 術 を 用 い て ヒ ト 胎 児 肺 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 よ っ て Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４
６ -１ ３ ９ ７ ク ロ ー ン は 分 泌 因 子 を コ ー ド す る 。 知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４ ６ -１ ３ ９
７ 配 列 は Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４ ４ と こ こ で 称 さ れ る 新 規 な 因 子 を コ ー ド す る 。 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ
ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 公 知 の タ ン パ ク 質 と あ る 程 度 の 配 列 同 一 性 が
あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
３ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ３ ポ リ ペ プ チ ド
　 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ４ ９ ８ ク ロ ー ン は ヒ ト 組 織 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ
Ａ ２ ８ ４ ９ ８ 配 列 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ３ と こ こ で 称 さ れ る 新 規 な 因 子 を コ ー ド す る 。 WU-BLAST2
配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 公 知 の タ ン パ ク 質 と あ る 程 度 の 配
列 同 一 性 が あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
４ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ５ ポ リ ペ プ チ ド
　 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ５ ０ ３ ク ロ ー ン は ヒ ト 組 織 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ
Ａ ２ ８ ５ ０ ３ 配 列 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ５ と こ こ で 称 さ れ る 新 規 な 因 子 を コ ー ド す る 。 WU-BLAST2
配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 公 知 の タ ン パ ク 質 と あ る 程 度 の 配
列 同 一 性 が あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
５ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 以
下 の 実 施 例 で 更 に 詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し た 。 BLAST(FastAフ ォ ー マ ッ ト )配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ
ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 Ｅ Ｇ Ｆ 様 ド メ イ ン を 有 す る 公 知 の タ ン パ ク 質
に 対 し て 相 同 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ
Ｏ ２ １ ０ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ が Ｅ Ｇ Ｆ 様 フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 Ｅ
Ｇ Ｆ 様 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 典 型 的 な 性 質 を 有 す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
６ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は 全
長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ (図 １ １ 及 び 配 列 番 号 ： １ ６ に 示 す )を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が
、 Ｓ Ｌ Ｉ Ｔ タ ン パ ク 質 前 駆 物 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と を 見 出 し た 。 ま た Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ は 、 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 タ ン
パ ク 質 と の 同 一 性 も 有 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
７ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
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た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は 全
長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ (図 １ ５ 及 び 配 列 番 号 ： ２ ３ に 示 す )を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が
、 ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン パ ク 質 １ -ア ル フ ァ 、 ウ サ ギ マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン
パ ク 質 １ -ベ ー タ 、 ヒ ト Ｌ Ｄ ７ ８ 及 び ウ サ ギ 免 疫 活 性 化 遺 伝 子 ２ と ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を
有 す る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ ポ リ ペ プ チ ド
が ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー に 典
型 的 な 性 質 を 有 す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
８ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 新 規 に 同 定 さ れ 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 特 に 、 本
出 願 人 は 種 々 の ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し 単 離 し た 。 こ れ ら Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ ポ
リ ペ プ チ ド の い く つ か の 性 質 と 特 徴 を 以 下 の 実 施 例 で 更 に 詳 細 に 記 載 す る 。 こ こ で 開 示 さ
れ る Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 と 特 徴 に 基 づ き 、 本 出 願 人 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ が Ｔ Ｎ
Ｆ Ｒ の メ ン バ ー で あ り 、 特 に Ａ ｐ ｏ -２ リ ガ ン ド の レ セ プ タ ー で あ る と 信 じ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
９ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は Ｐ
Ｒ Ｏ ３ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の 部 分 が ヒ ト ２ － １ ９ プ ロ テ イ ン と 有 意 な 相 同 性 を 有 し て
い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド が
ヒ ト ２ － １ ９ プ ロ テ イ ン フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
１ ０ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ ポ リ ペ プ チ ド
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ７ ８ ３ -１ ６ １ １ ク ロ ー ン は ヒ ト Ｂ 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 知 り う
る 限 り 、 Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ７ ８ ３ -１ ６ １ １ 配 列 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ と こ こ で 称 さ れ る 新 規 な 因 子
を コ ー ド し ； WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 任 意 の 公
知 の タ ン パ ク 質 と 配 列 同 一 性 が な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
１ １ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ が 、 D
ayhoffデ ー タ ベ ー ス に お い て 「 Ｓ ５ ５ ３ ６ ９ 」 と 命 名 さ れ た フ ォ リ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 と あ る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 共 有 す る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で
は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ が フ ォ リ ス タ チ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 新 規 に
同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 該 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 典 型 的 な 活 性 又 は 性 質 を 有 し て い
る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
１ ２ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
１ １ ８ ３ (図 ２ ６ 及 び 配 列 番 号 ： ５ ２ に 示 す )が 、 プ ロ ト ポ ル フ ィ リ ノ ー ゲ ン オ キ シ ダ ー ゼ
と あ る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願
で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３ が オ キ シ ダ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ
り 、 オ キ シ ダ ー ゼ に 典 型 的 な 酵 素 活 性 を 有 し て い る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
１ ３ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ２ ７ ２ (図 ２ ８ 及 び 配 列 番 号 ： ５ ４ に 示 す )が 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Xenopus laevis）
か ら の セ メ ン ト 腺 特 異 的 タ ン パ ク 質 と あ る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る こ と を
見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２ が Ｘ Ａ Ｇ フ ァ ミ リ ー の 新
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規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 Ｘ Ａ Ｇ タ ン パ ク 質 と 少 な く と も 一 つ の 機 構 を 共 有 す る と
信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
１ ４ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ ９ ポ リ ペ プ チ ド
　 知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ Ａ ７ １ ２ ９ ０ -１ ６ ３ ０ 配 列 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ ９ と こ こ で 称 さ れ る 新
規 な 因 子 を コ ー ド す る 。 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て
、 公 知 の タ ン パ ク 質 と の 最 小 の 配 列 同 一 性 が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
１ ５ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ ポ リ ペ プ チ ド
　 上 に 引 用 し た ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然
配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ (図 ３ ２ 及 び 配 列 番 号 ： ５ ５ に 示 す )が 、 UROM_HUMANと あ る 程 度 の ア ミ
ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ
Ｏ ４ ９ ９ ９ ポ リ ペ プ チ ド が ウ ロ モ ジ ュ リ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン
バ ー で あ り 、 該 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 典 型 的 な 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学
的 活 性 又 は 性 質 を 有 す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
１ ６ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ポ リ ペ プ チ ド
　 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ -２ ７ ４ ３ ク ロ ー ン は 、 以 下 の 実 施 例 に 記 載 し た よ う に し て ヒ ト ラ
イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ -２ ７ ４ ３ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ と こ こ で 称 さ れ る 新 規 な 因 子 を コ ー ド し ； ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン
ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 如 何 な る 既 知 の タ ン パ ク 質 と も 有 意 な 配 列 同 一 性 が
な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
１ ７ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 等 の 公 知 の プ ロ グ ラ ム を
用 い て 、 本 出 願 人 は 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ (図 ３ ６ 及 び 配 列 番 号 ： ６ ５ に 示 す ア ミ
ノ 酸 配 列 )を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 マ ウ ス 及 び ホ モ サ ピ エ ン ス か ら の 成 長 分 化 因 子
３ と あ る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出
願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ ポ リ ペ プ チ ド が 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 β フ ァ ミ リ
ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 こ の フ ァ ミ リ ー に 典 型 的 な 成 長 及 び 分 化 能 力 を 有
す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
１ ８ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は Ｐ
Ｒ Ｏ ３ ５ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の 部 分 が 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス 補 体 タ ン パ ク 質 と あ る 程 度 の 相
同 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ ポ
リ ペ プ チ ド が 補 体 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 補 体 フ ァ ミ
リ ー の タ ン パ ク 質 に 典 型 的 な よ う に 炎 症 プ ロ セ ス に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 を 有 し て い る と 信 じ
ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
１ ９ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ８ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ８ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人
は 以 下 の 実 施 例 で 更 に 詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ８ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ ポ リ ペ
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プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン
ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 等 の 公 知 の プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １
３ １ ８ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ (そ れ ぞ れ 、 図 ４ ０ 及 び 配 列 番 号 ： ７ ８ 、 及 び 図 ４ ２ 及 び 配 列
番 号 ： ８ ０ に 示 す )を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 一 又 は 複 数 の ケ モ カ イ ン と ア ミ ノ 酸 配
列 同 一 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ３
１ ８ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド が 、 ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン
バ ー で あ り 、 ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー に 典 型 的 な 活 性 を 有 す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
２ ０ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は 全
長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ (図 ４ ６ 及 び 配 列 番 号 ： ８ ６ に 示 す )が 、 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (Ｆ
Ｇ Ｆ )と ５ ０ ９ の Blastス コ ア 及 び ５ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る こ と を 見 い だ
し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ は 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 フ ァ ミ リ
ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に 典 型 的 な 活 性 を 有 し て
い る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
２ １ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 、 以 下 の 実 施 例 で 更
に 詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離
し た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は
、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ (図 ４ ８ と 配 列 番 号 ： ９ １ に 示 さ れ る )が ヒ ト Ａ ３ ３ 抗 原 前 駆
体 と ３ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 に 対 応 す る ２ ４ ６ の Blastス コ ア を 有 し て い る こ と を 見
い だ し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ は Ａ ３ ３ 抗 原 タ ン パ ク 質 フ
ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 結 腸 直 腸 ガ ン の よ う な ヒ ト 新 生 物 性 疾 患 に
発 現 さ れ う る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
２ ２ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 、 以 下 の 実 施 例 で 更
に 詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離
し た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は
、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ (図 ５ ０ に 示 す )が 様 々 な ア ン ド ロ ゲ ン 誘 導 成 長 因 子 及 び Ｆ Ｇ
Ｆ -８ と ７ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 及 び ３ １ ０ の BLASTス コ ア を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。
従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ ポ リ ペ プ チ ド は Ｆ Ｇ Ｆ -８ タ ン パ ク 質
フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 Ｆ Ｇ Ｆ -８ 様 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 典
型 的 な 活 性 又 は 性 質 を 有 す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
２ ３ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 本 出 願 人 は 、 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
た 。 BLAST、 BLAST-2及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は 、 全
長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ が 、 ラ ッ ト ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン と ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 チ キ ン Ｃ Ｅ
Ｐ Ｕ と ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 チ キ ン Ｇ ５ ５ と ７ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 ヒ ト Ｌ Ａ Ｍ Ｐ と ５ ９ ％
の 相 同 性 、 及 び ヒ ト Ｏ Ｐ Ｃ Ａ Ｍ と ８ ４ ％ の 相 同 性 を 有 す る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で
は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ が 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の Ｉ ｇ Ｌ Ｏ Ｎ
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サ ブ フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 神 経 突 起 成 長 及 び 分 化 可 能 特 性 を 有
す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
２ ４ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ １ ポ リ ペ プ チ ド
　 知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ １ ２ -１ ６ ２ ７ 配 列 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ １ と こ こ で 称 さ れ る 新
規 な 因 子 を コ ー ド す る 。 し か し 、 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム
を 用 い て 、 公 知 の タ ン パ ク 質 と の あ る 程 度 の 配 列 同 一 性 が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
２ ５ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
４ ３ ５ ６ (図 ５ ６ 及 び 配 列 番 号 ： １ ０ ８ に 示 す )が 、 転 移 関 連 Ｇ Ｐ Ｉ ア ン カ ー タ ン パ ク 質 と
あ る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で
開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６ が 該 フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ れ た メ ン バ ー で あ り 、 同 様 の 機
構 を 共 有 す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
２ ６ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 、 以 下 の 実 施 例 で 更
に 詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離
し た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は
、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 が ヒ ト 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 Ｈ Ｃ Ａ Ｒ と 有 意 な 相 同 性 を
有 し て い る こ と を 見 い だ し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ ポ リ ペ
プ チ ド は 新 規 に 同 定 さ れ た 膜 結 合 ウ ィ ル ス レ セ プ タ ー 又 は 腫 瘍 細 胞 特 異 的 抗 原 で あ る と 信
じ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
２ ７ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 、 本 出 願 人 は 、 以 下 の 実 施 例 で 更
に 詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離
し た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 等 の プ ロ グ ラ ム を 用 い
て 、 本 出 願 人 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の 部 分 が フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン タ ン パ ク
質 及 び フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン 前 駆 体 タ ン パ ク 質 と 有 意 な 相 同 性 を 有 し て い る こ と を 見 い だ し
た 。 本 出 願 人 は ま た Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ が 皮 膚 と 創 傷 修 復
に 関 与 す る ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 血 小 板 糖 タ ン パ ク
質 Ｖ と 有 意 な 相 同 性 を 有 し て い る こ と を 見 い だ し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ
る Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド は ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 新 規 に 同 定 さ
れ た メ ン バ ー で あ り 、 こ の フ ァ ミ リ ー に 典 型 的 な タ ン パ ク 質 間 結 合 能 を 有 し 並 び に 皮 膚 と
創 傷 修 復 へ の 関 与 し て い る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
２ ８ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 に お い て Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ と 称 さ 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 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 本 出 願 人 は 、 以 下 の 実 施 例 で 更 に
詳 細 に 開 示 す る よ う な 、 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 単 離 し
た 。 BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 本 出 願 人 は 、
Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ ポ リ ペ プ チ ド が 一 又 は 複 数 の カ ド ヘ リ ン タ ン パ ク 質 と 有 意 な 類 似 性 を 有 し て
い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て 、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ ポ リ ペ プ チ ド が
新 規 に 同 定 さ れ た カ ド ヘ リ ン 相 同 体 で あ る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
２ ９ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ ポ リ ペ プ チ ド
　 上 に 引 用 さ れ た ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天
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然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ (図 ６ ４ 及 び 配 列 番 号 ： １ ２ ６ に 示 す )が 、 種 々 の イ ン タ ー ロ イ キ
ン -１ ０ 関 連 分 子 と あ る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る こ と を 見 出 し た 。 従 っ て
、 今 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ ポ リ ペ プ チ ド が 新 規 に 同 定 さ れ た Ｉ Ｌ -
１ ０ 相 同 体 で あ り 、 該 タ ン パ ク 質 に 典 型 的 な 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活
性 又 は 性 質 を 有 す る と 信 じ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
３ ０ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３ ポ リ ペ プ チ ド
　 Ｄ Ｎ Ａ ８ ３ ５ ６ ８ -２ ６ ９ ２ ク ロ ー ン は 、 以 下 の 実 施 例 に 記 載 し た よ う に し て ヒ ト 胎 児
腎 臓 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。 知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ Ａ ８ ３ ５ ６ ８ -２ ６ ９ ２ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３ と こ こ で 称 さ れ る 新 規 な 因 子 を コ ー ド し ； ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン
メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 如 何 な る 既 知 の タ ン パ ク 質 と も 有 意 な 配 列 同 一
性 が な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
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  Ｄ Ｎ Ａ に 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 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
で あ れ ば 、 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 の 翻 訳 後 プ ロ セ ス を 変 え う る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
　 天 然 全 長 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ 又 は こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ 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 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ と 比 較 し て Ｐ Ｒ Ｏ の ア
ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 す る こ と に な る Ｐ Ｒ Ｏ 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 一 つ の ア ミ ノ 酸 の Ｐ Ｒ Ｏ 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 。 ど 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 の 配 列 を 、 相
同 性 な 既 知 の タ ン パ ク 質 分 子 の も の と 比 較 し 、 相 同 性 の 高 い 領 域 に な さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
変 化 の 数 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 約 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 に つ い て 全 長 又 は 成 熟
天 然 配 列 が 示 す 活 性 を 試 験 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 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 一 般 的 な 技 術 の 任 意 の も の に よ っ て 調 製 さ れ う る 。 所 望 の ペ プ チ
ド 断 片 は 化 学 合 成 さ れ て も よ い 。 代 替 方 法 は 、 酵 素 的 消 化 、 例 え ば 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 に
よ っ て 定 め ら 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 定 め 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 一 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 、 関 心 あ る 保 存 的 置 換 を 、 好 ま し い 置 換 と の 表 題 で 表 ６ 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 ６ に 置 換 例 と 命 名 さ れ 、 又 は 以 下
に ア ミ ノ 酸 分 類 に 関 し て さ ら に 記 載 さ れ る よ う な 、 よ り 実 質 的 な 変 化 が 導 入 さ れ 、 生 成 物
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が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 又 は 免 疫 学 的 同 一 性 の 実 質 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 分 子 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 に 生 じ る 残 基 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て グ ル ー プ 分 け す
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。
　 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 等 の 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 を 使 用 し て 作 成 す る こ と が で
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き る 。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 ［ Carter等 , Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zolle
r等 , Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］ 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 ［ Wells等 , Gene, 3
4: 315 (1985)］ 、 制 限 選 択 突 然 変 異 誘 発 ［ Wells等 , Philos. Trans. R. Soc. London Se
rA, 317: 415 (1986)］ 又 は 他 の 周 知 の 技 術 が 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ を 製 造 す る た め に 、
ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ に 実 施 で き る 。
　 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 & Co., N.Y.); Chothia, 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 ８ 】
Ｃ ． Ｐ Ｒ Ｏ の 修 飾
　 Ｐ Ｒ Ｏ 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 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 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 を 含 む 。 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 残 基 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 & 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 ９ 】
　 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 の 目 的 で 意 図 さ れ る の は 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ に 見 ら れ る 一 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 一 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 、 一 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 １ ０ ０ 】
　 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 、
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例 え ば 、 1987年 9月 11日 に 公 開 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 。
　 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 (PEG)、 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 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ 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 を
含 む キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る 方 法 で 修 飾 し て も よ い 。
　 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
プ を 提 供 す る タ グ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｒ Ｏ と の 融 合 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ タ グ は 、 一 般 的 に は
Ｐ Ｒ Ｏ 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 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 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 (poly-his)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 and 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 , Bi
oTechnology, 6:1204-1210 (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. Che
m., 266:15163-15166 (1991)］ ； 及 び Ｔ ７ 遺 伝 子 １ ０ タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド タ グ ［ Lutz-Fre
yermuth等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］ を 含 む 。
　 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 一 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 １ 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
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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 】
１ ． 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 ー 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 ー 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 ー 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 ー は 、 関 心 あ 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 ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば Sambrook等 , Molecular Cl
oning: 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 。 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 Laboratory
 Press, 1995)］ 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 下 記 の 実 施 例 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 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 ー 内 の Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 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 ッ ド 形 成 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 ヌ ク レ オ チ ド 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 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 ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る
。
【 ０ １ ０ ５ 】
２ ． 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 。
　 原 核 生 物 細 胞 形 質 移 入 及 び 真 核 生 物 細 胞 形 質 転 換 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 。
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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 を 使 用 す る こ と が で き る 。 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. A
cad. Sci. USA, 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, 336:348-352 (1988)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 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 (ATCC27,32
5)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 (Klebsiella)、 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 r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 の 米 国 特 許 第 4,946,78
3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 反 応 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 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]; 1985
年 5月 2日 公 開 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. 154(2): 737-742 [
1983])、 ケ ー ・ フ ラ ギ リ ス (K. fragilis)(ATCC 12,424)、 ケ ー ・ ブ ル ガ リ ク ス (K. bulgar
icus)(ATCC 16,045)、 ケ ー ・ ウ ィ ケ ラ ミ イ (K. wickeramii)(ATCC 24,178)、 ケ ー ・ ワ ル チ
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イ (K. waltii)(ATCC 56,500)、 ケ ー ・ ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム (K. drosophilarum)(ATCC 36,906
; Van den Berg等 , Bio/Technology, 8: 135 (1990))、 ケ ー ・ テ モ ト レ ラ ン ス (K. themot
olerans)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 Microb
iol, 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 公 開 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 公 開 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: 284-
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: 475-479 [19
85])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 (Pichi
a)、 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 ８ 】
　 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 。 多 く の 特 異 的 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 ０ ９ 】
３ ． 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の 選 択 及 び 使 用
　 Ｐ Ｒ Ｏ 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 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ 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 ホ 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 、 α 因 子
リ ー ダ ー (酵 母 菌 属 (Saccharomyces)及 び ク ル イ ベ ロ マ イ シ ス (Kluyveromyces)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
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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 公 開 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 ０ 】
　 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
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 択 性 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 。
　 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 ４ ４ ０ ７ ６ 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
［ Jones, Genetics, 85:12 (1977)］ 。
【 ０ １ １ １ 】
　 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 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)； Goeddel等
, Nature, 281:544 (1979)］ 、 ア ル カ リ ホ 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. Sci. 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 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 。
　 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(1978)］
、 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 ホ
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 。
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　 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に お け る ベ ク タ ー か ら の Ｐ Ｒ Ｏ 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 UK 2,211,504)、 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 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 よ り 高 等 の 真 核 生 物 に よ る 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ 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 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 。
　 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 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 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 , Nature, 281:40-
46 (1979); EP 117,060; 及 び EP 117,058に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
４ ． 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 ッ ド 形 成 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 ４ 】
５ ． ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 Ｐ Ｒ Ｏ 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
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離 す こ と が で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 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 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 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 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, Methodes in Enzymology, 182 
(1990)； Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, 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 ５ 】
Ｅ ． Ｐ Ｒ Ｏ の 用 途
　 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (又 は そ れ ら の 補 体 )は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー
ブ と し て の 使 用 を 含 む 分 子 生 物 学 の 分 野 に お い て 、 染 色 体 及 び 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ に お い て
、 及 び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 に お い て 種 々 の 用 途 を 有 し て い る 。 ま た 、 Ｐ
Ｒ Ｏ 核 酸 も 、 こ こ に 記 載 さ れ る 組 換 え 技 術 に よ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 に 有 用 で あ ろ
う 。
　 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 は 、 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 又 は こ こ に 開 示
し た Ｐ Ｒ Ｏ 配 列 に 対 し て 所 望 の 配 列 同 一 性 を 持 つ 更 に 他 の 遺 伝 子 (例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ の 天 然
に 生 じ る 変 異 体 又 は 他 の 種 か ら の Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る も の )の 単 離 の た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー 用 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 プ ロ ー ブ の
長 さ は 約 ２ ０ ～ 約 ５ ０ 塩 基 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 部 分 的 に 全
長 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 新 規 な 領 域 か ら 誘 導 し て も よ く 、 そ れ ら の 領 域 は 、 過 度 の 実 験
を す る こ と な く 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 成 分 及 び イ ン ト ロ ン を 含
む ゲ ノ ム 配 列 か ら 誘 導 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 遺 伝 子 の コ ー ド 化
領 域 を 周 知 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 用 い て 単 離 し て 約 ４ ０ 塩 基 の 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ を 合 成 す る こ
と を 含 む 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 ３ ２ Ｐ 又 は ３ ５ Ｓ 等 の 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 又
は ア ビ デ ィ ン ／ ビ オ チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の
酵 素 標 識 を 含 む 種 々 の 標 識 で 標 識 さ れ う る 。 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ 遺 伝 子 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す
る 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ラ イ ブ ラ リ ー を ス
ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー の 何 れ の メ ン バ ー が プ ロ ー ブ に ハ イ ブ ッ ド 形 成 す る か
を 決 定 す る の に 使 用 で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 技 術 は 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 更 に 詳 細 に
記 載 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 出 願 で 開 示 す る 任 意 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 は プ ロ ー ブ と し て 、 こ こ に 記 載 し た 方 法 で 用 い る こ
と が で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 の 他 の 有 用 な 断 片 は 、 標 的 Ｐ Ｒ Ｏ ｍ Ｒ Ｎ Ａ (セ ン ス )又 は Ｐ Ｒ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ (ア ン
チ セ ン ス )配 列 に 結 合 で き る 一 本 鎖 核 酸 配 列 (Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ か )を 含 む ア ン チ
セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 本 発 明 に よ る と 、 Ｐ Ｒ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 化 領 域 の 断 片 を 含 む 。 こ の よ う な 断 片 は
、 一 般 的 に は 少 な く と も 約 １ ４ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 １ ４ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 与 え ら れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 誘 導 す る 能 力 は 、 例 え ば 、 Stein及 び Cohen(CancerRes. 48: 2659
: 1988)及 び  van der Krol等 (BioTechniques 6: 958, 1988)に 記 載 さ れ て い る 。
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 核 酸 配 列 へ の 結 合 は 二 重 鎖 の 形 成 を
も た ら し 、 そ れ は 、 二 重 鎖 の 分 解 の 促 進 、 転 写 又 は 翻 訳 の 期 外 停 止 を 含 む 幾 つ か の 方 法 の
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一 つ 、 又 は 他 の 方 法 に よ り 、 標 的 配 列 の 転 写 又 は 翻 訳 を 阻 止 す る 。 よ っ て 、 ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｒ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 止 す る の に 用 い ら れ る 。 ア ン チ セ ン
ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 修 飾 糖 -ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 (又 は 他 の 糖 結 合 、 WO
 91/06629に 記 載 の も の 等 )を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 み 、 そ の よ う な 糖 結 合
は 内 因 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 で あ る 。 そ の よ う な 耐 性 糖 結 合 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、
イ ン ビ ボ で 安 定 で あ る が (即 ち 、 酵 素 分 解 に 耐 え う る が )、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 結 合 で
き る 配 列 特 異 性 は 保 持 し て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 他 の 例 は 、 WO 90/10048に 記 載 さ れ て い
る も の の よ う な 、 有 機 部 分 、 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 核 酸 配 列 へ の 親 和 性 を 向 上 さ
せ る 他 の 部 分 、 例 え ば ポ リ -(Ｌ -リ ジ ン )に 共 有 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 さ ら
に ま た 、 エ リ プ チ シ ン 等 の 挿 入 剤 、 ア ル キ ル 化 剤 又 は 金 属 作 体 を セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ せ 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 へ の 結 合 特 異 性 を 改 変 し て も よ い 。
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ -媒 介 Ｄ Ｎ Ａ 形 質
移 入 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 含 む 任 意 の 遺 伝 子 転 換 方 法 に よ り 、 又 は エ プ ス タ イ ン -
バ ー ウ イ ル ス な ど の 遺 伝 子 転 換 ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 に
導 入 さ れ る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切 な
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ キ ソ
ビ ボ で 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 接 触 さ せ る 。 好 適 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、
こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス Ｍ -Ｍ ｕ Ｌ Ｖ か ら 誘 導 さ れ る も の 、 Ｎ ２ (Ｍ
-Ｍ ｕ Ｌ Ｖ か ら 誘 導 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス )、 又 は Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ａ 、 Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ｂ 及 び Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ｃ
と 命 名 さ れ た ダ ブ ル コ ピ ー ベ ク タ ー (WO 90/13641参 照 )を 含 む 。
　 ま た 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 WO 91/04753に 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 と の 複 合 体 の 形 成 に よ り 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 細 胞 に 導
入 し て も よ い 。 適 切 な リ ガ ン ド 結 合 分 子 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー
、 成 長 因 子 、 他 の サ イ ト カ イ ン 、 又 は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 結 合 す る 他 の リ ガ ン ド を 含 む
。 好 ま し く は 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 の 複 合 体 形 成 は 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 が そ の 対 応 す る 分 子
又 は レ セ プ タ ー に 結 合 す る 、 あ る い は セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ
の 複 合 体 の 細 胞 へ の 侵 入 を 阻 止 す る 能 力 を 実 質 的 に 阻 害 し な い 。
　 あ る い は 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 WO 90/10448に 記 載 さ れ た
よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -脂 質 複 合 体 の 形 成 に よ り 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 に 導 入 し
て も よ い 。 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -脂 質 複 合 体 は 、 好 ま し く は 内 因
性 リ パ ー ゼ に よ り 細 胞 内 で 分 解 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 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 。
　 ま た 、 プ ロ ー ブ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 に 用 い て 、 密 接 に 関 連 し た Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 配 列 の 同 定 の た
め の 配 列 の プ ー ル を 作 成 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ の Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の マ ッ
ピ ン グ の た め 、 及 び 遺 伝 子 疾 患 を 持 つ 個 体 の 遺 伝 子 分 析 の た め の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー
ブ の 作 成 に も 用 い る こ と が で き る 。 こ こ に 提 供 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 イ ン サ イ ツ ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 、 既 知 の 染 色 体 マ ー カ ー に 対 す る 結 合 分 析 、 及 び ラ イ ブ ラ リ ー で の ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 ス ク リ ー ニ ン グ 等 の 周 知 の 技 術 を 用 い て 、 染 色 体 及 び 染 色 体 の 特 定 領 域 に マ ッ
ピ ン グ す る こ と が で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ の コ ー ド 配 列 が 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 場 合 (例 え ば
、 Ｐ Ｒ Ｏ が レ セ プ タ ー で あ る 場 合 )、 Ｐ Ｒ Ｏ は 、 結 合 性 相 互 作 用 に 係 る 他 の タ ン パ ク 質 又
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は 分 子 を 同 定 す る ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 レ セ プ タ ー ／
リ ガ ン ド 結 合 性 相 互 作 用 の イ ン ヒ ビ タ ー を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 結 合 性 相 互
作 用 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 も 、 ペ プ チ ド 又 は 小 分 子 阻 害 剤 又 は 結 合 性 相 互 作 用 の ア ゴ ニ ス
ト の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 レ セ プ タ ー Ｐ Ｒ Ｏ は 関 連 す る リ ガ ン ド
の 単 離 に も 使 用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ の レ セ プ タ ー
の 生 物 学 的 活 性 に 似 た リ ー ド 化 合 物 の 発 見 の 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 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に も 用 い ら れ 、 小 分
子 候 補 薬 剤 の 同 定 に 特 に 適 し た も の と す る 。 考 慮 さ れ る 小 分 子 は 、 合 成 有 機 又 は 無 機 化 合
物 を 含 む 。 ア ッ セ イ は 、 こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ 特 徴 付 け ら れ て い る タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク
質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 物 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 免 疫 検 定 及 び 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ
を 含 む 種 々 の 型 式 で 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ 又 は そ の 任 意 の 修 飾 型 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は
「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 産 生 す る の に も 使 用 で き 、 こ れ ら は 治 療 的 に 有 用 な 試 薬 の 開 発 や
ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト )と は 、
出 生 前 、 例 え ば 胚 段 階 で 、 そ の 動 物 又 は そ の 動 物 の 祖 先 に 導 入 さ れ た 導 入 遺 伝 子 を 含 む 細
胞 を 有 す る 動 物 で あ る 。 導 入 遺 伝 子 と は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 発 生 す る 細 胞 の ゲ ノ
ム に 組 み 込 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 確 立
さ れ た 技 術 に よ り Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ン 化 す る た め に 使 用 す る こ と
が で き 、 ゲ ノ ム 配 列 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ
ス 又 は ラ ッ ト 等 の 特 定 の 動 物 を 産 生 す る 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 常 套 的 に な っ て お り 、 例
え ば 米 国 特 許 第 4,736,866号 や 第 4,870,009号 に 記 述 さ れ て い る 。 典 型 的 に は 、 特 定 の 細 胞
を 組 織 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー で の Ｐ Ｒ Ｏ 導 入 遺 伝 子 の 導 入 の 標 的 に す る 。 胚 段 階 で 動 物 の 生
殖 系 列 に 導 入 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は
Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 増 大 し た 発 現 の 影 響 を 調 べ る た め に 使 用 で き る 。 こ の よ う な
動 物 は 、 例 え ば そ の 過 剰 発 現 を 伴 う 病 理 学 的 状 態 に 対 し て 保 護 を も た ら す と 思 わ れ る 試 薬
の テ ス タ ー 動 物 と し て 使 用 で き る 。 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て は 、 動 物 を 試 薬 で 治 療 し 、
導 入 遺 伝 子 を 有 す る 未 治 療 の 動 物 に 比 べ 病 理 学 的 状 態 の 発 症 率 が 低 け れ ば 、 病 理 学 的 状 態
に 対 す る 治 療 的 処 置 の 可 能 性 が 示 さ れ る 。
　 あ る い は 、 Ｐ Ｒ Ｏ の 非 ヒ ト 相 同 体 は 、 動 物 の 胚 性 幹 細 胞 に 導 入 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す
る 変 更 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 、 Ｐ Ｒ Ｏ 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
、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 欠 陥 又 は 変 更 遺 伝 子 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 成 す
る た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 確 立 さ れ た 技 術 に 従 い 、
Ｐ Ｒ Ｏ 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 。 Ｐ Ｒ Ｏ 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及 び 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 が 選 択 さ れ 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 て 集 合 キ メ ラ を 形 成 す る ［ 例 え ば 、 Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem C
ells: A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-15
2参 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 、 期 間 を お い て 「 ノ ッ
ク ア ウ ト 」 動 物 を つ く り 出 す 。 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 そ の 病 理 的 状 態 の 進 行 に 対 す る 防 御 能 力 に よ っ
て 特 徴 付 け ら れ る 。
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【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 遺 伝 子 治 療 に も 使 用 で き る 。 遺 伝 子 治 療
用 途 に お い て は 、 例 え ば 欠 陥 遺 伝 子 を 置 換 す る た め 、 治 療 的 有 効 量 の 遺 伝 子 産 物 の イ ン ビ
ボ 合 成 を 達 成 す る た め に 遺 伝 子 が 導 入 さ れ る 。 「 遺 伝 子 治 療 」 と は 、 １ 回 の 処 理 に よ り 継
続 的 効 果 が 達 成 さ れ る 従 来 の 遺 伝 子 治 療 と 、 治 療 的 に 有 効 な Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の １ 回 又
は 繰 り 返 し 投 与 を 含 む 遺 伝 子 治 療 薬 の 投 与 の 両 方 を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ
は 、 あ る 種 の 遺 伝 子 の イ ン ビ ボ 発 現 を 阻 止 す る 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。 短 い ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 細 胞 膜 に よ る 制 限 さ れ た 取 り 込 み に 起 因 す る 低 い 細 胞
内 濃 度 に も か か わ ら ず 、 そ れ が 阻 害 剤 と し て 作 用 す る 細 胞 中 に 移 入 で き る こ と は 既 に 示 さ
れ て い る (Zamecnik等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4143-4146 [1986])。 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 例 え ば そ れ ら の 負 に 荷 電 し た リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 基 を 非 荷 電 基 で 置 換 す る こ
と に よ っ て 取 り 込 み を 促 進 す る よ う に 修 飾 し て も よ い 。
　 生 存 可 能 な 細 胞 に 核 酸 を 導 入 す る た め の 種 々 の 技 術 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 核 酸
が 培 養 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 、 あ る い は 意 図 す る 宿 主 の 細 胞 に お い て イ ン ビ ボ で 移 入 さ れ る
か に 応 じ て 変 わ る 。 核 酸 を 哺 乳 動 物 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 移 入 す る の に 適 し た 方 法 は 、 リ ポ
ソ ー ム 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 細 胞 融 合 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ
キ ス ト ラ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 な ど を 含 む 。 現 在 好 ま し い イ ン ビ ボ 遺 伝 子 移 入 技 術
は 、 ウ イ ル ス (典 型 的 に は レ ト ロ ウ イ ル ス )ベ ク タ ー で の 形 質 移 入 及 び ウ イ ル ス 被 覆 タ ン パ
ク 質 -リ ポ ソ ー ム 媒 介 形 質 移 入 で あ る (Dzau等 , Trends, in Biotechnology 11, 205-210[1
993])。 幾 つ か の 状 況 で は 、 核 酸 供 給 源 を 、 細 胞 表 面 膜 タ ン パ ク 質 又 は 標 的 細 胞 に 特 異 的
な 抗 体 、 標 的 細 胞 上 の レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド 等 の 標 的 細 胞 を 標 的 化 す る 薬 剤 と と も
に 提 供 す る の が 望 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム を 用 い る 場 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 伴 っ て 細 胞 表
面 膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 特 定 の 細 胞 型 向 性 の カ プ シ ド タ ン パ ク 質
又 は そ の 断 片 、 サ イ ク ル に お い て 内 部 移 行 を 受 け る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 細 胞 内 局 在
化 を 標 的 と し 細 胞 内 半 減 期 を 向 上 さ せ る タ ン パ ク 質 が 、 標 的 化 及 び ／ 又 は 取 り 込 み の 促 進
の た め に 用 い ら れ る 。 レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス の 技 術 は 、 例 え ば 、 Wu等 , J. B
iol. Chem. 262, 4429-4432 (1987); 及 び Wagner等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3
410-3414 (1990)に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。 遺 伝 子 マ ー キ ン グ 及 び 遺 伝 子 治 療 の プ ロ ト コ
ー ル の 概 説 に つ い て は 、 Anderson等 , Science 256, 808-813 (1992)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 電 気 泳 動 目 的 の 分 子 量 マ ー カ ー と し
て 用 い て も よ く 、 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 は そ の マ ー カ ー を 組 換 え 的 に 発 現 す る た め に 使 用 し
て も よ い 。
　 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 染 色 体 同 定 に
有 用 で あ る 。 こ の 点 に お い て 、 実 際 の 配 列 に 基 づ く 染 色 体 マ ー キ ン グ 試 薬 は 殆 ど 利 用 可 能
で は な い た め 、 新 規 な 染 色 体 マ ー カ ー の 同 定 の 必 要 性 が 存 在 し て い る 。 本 発 明 の 各 Ｐ Ｒ Ｏ
核 酸 分 子 は 染 色 体 マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 。
　 ま た 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 核 酸 分 子 は 組 織 タ イ ピ ン グ に 使 用 で き 、 本 発 明 の
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 一 方 の 組 織 で 他 方 に 比 較 し て 異 な る 発 現 を す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 分 子 は
、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 サ ザ ン 分 析 及 び ウ ェ ス タ ン 分 析 の プ ロ ー ブ 生 成 の た め の 用 途 が
見 出 さ れ る で あ ろ う 。
　 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 治 療 薬 と し て 用 い て も よ い 。 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド は 、 製 薬 的 に 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る の に 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 製 剤 さ れ 、 そ れ
に よ り 、 こ の Ｐ Ｒ Ｏ 生 成 物 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 媒 体 と 混 合 さ れ る 。 治 療 用 製 剤 は 、
凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 又 は 水 性 溶 液 の 形 態 で 、 任 意 的 な 製 薬 上 許 容 可 能 な キ ャ リ ア 、 賦 形 剤
又 は 安 定 剤 と 、 所 望 の 精 製 度 を 有 す る 活 性 成 分 と を 混 合 す る こ と に よ り (Remington's Pha
rmaceutical Sciences, 16th edition, A. Osol, Ed., (1980))、 調 製 さ れ 保 管 さ れ る 。
許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 剤 は 、 用 い る 投 与 量 及 び 濃 度 で は レ シ ピ エ ン ト に 対 し て
無 毒 性 で あ り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 及 び 他 の 有 機 酸 等 の 緩 衝 液 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 抗 酸
化 剤 ； 低 分 子 量 (残 基 数 １ ０ 個 未 満 )ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 又 は 免 疫 グ
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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 重 合 体 ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ
ン 、 ア ス パ ラ ギ 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 等 の 単 糖 類 、 二 糖 類 又 は 他 の 炭 水 化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 ； マ ン ニ ト ー
ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル 類 ； ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又 は TW
EENＴ Ｍ 、 PLURONICSＴ Ｍ 又 は Ｐ Ｅ Ｇ 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 滅 菌 さ れ て い な く て は な ら な い 。 こ れ は 、 凍 結 乾 燥 及
び 再 構 成 の 前 又 は 後 に 、 滅 菌 フ ィ ル タ ー 膜 を 通 す 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
　 こ こ で 、 治 療 用 組 成 物 は 一 般 に 、 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー ト を 具 備 す る 容 器 、 例 え ば 、 皮 下
注 射 針 で 貫 通 可 能 な ス ト ッ パ ー を 持 つ 静 脈 内 バ ッ グ 又 は バ イ ア ル 内 に 配 さ れ る 。
　 投 与 経 路 は 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、 動 脈 内 又 は 病
巣 内 経 路 で の 注 射 又 は 注 入 、 局 所 投 与 、 又 は 徐 放 系 に よ る 。
　 本 発 明 の 製 薬 組 成 物 の 用 量 及 び 望 ま し い 薬 物 濃 度 は 、 意 図 す る 特 定 の 用 途 に 応 じ て 変 化
す る 。 適 切 な 用 量 又 は 投 与 経 路 の 決 定 は 、 通 常 の 内 科 医 の 技 量 の 範 囲 内 で あ る 。 動 物 実 験
は 、 ヒ ト 治 療 の た め の 有 効 量 の 決 定 に つ い て の 信 頼 で き る ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る 。 有 効 量
の 種 間 ス ケ ー リ ン グ は 、 Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobi等 , 編 , Per
gamon Press, New York 1989, pp. 42-96の Mordenti, J. 及 び chappell, W. 「 The use o
f interspecies scaling in toxicokinetics」 に 記 載 さ れ た 原 理 に 従 っ て 実 施 で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の イ ン ビ ボ 投 与 が 用 い ら れ
る 場 合 、 正 常 な 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に 応 じ て 、 哺 乳 動 物 の 体 重 当 た り １ 日 に 約 １ ０ ｎ ｇ ／
ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ま で 、 好 ま し く は 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 か ら １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日
で あ る 。 特 定 の 用 量 及 び 輸 送 方 法 の 指 針 は 文 献 に 与 え ら れ て い る ； 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,
657,760号 、 第 5,206,344号 、 又 は 第 5,225,212号 参 照 。 異 な る 製 剤 が 異 な る 治 療 用 化 合 物
及 び 異 な る 疾 患 に 有 効 で あ る こ と 、 例 え ば 一 つ の 器 官 又 な 組 織 を 標 的 と す る 投 与 に は 他 の
器 官 又 は 組 織 と は 異 な る 方 式 で 輸 送 す る こ と は 必 要 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 を 必 要 と す る 任 意 の 疾 患 又 は 疾 病 の 治 療 に 適 し た 放 出 特 性 を
持 つ 製 剤 で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 持 続 放 出 が 望 ま れ る 場 合 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の マ イ ク
ロ カ プ セ ル 化 が 考 え ら れ る 。 持 続 放 出 の た め の 組 換 え タ ン パ ク 質 の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 は
、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン (ｒ ｈ Ｇ Ｈ )、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン (ｒ ｈ Ｉ Ｆ Ｎ -)、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -２
、 及 び Ｍ Ｎ ｒ ｇ ｐ １ ２ ０ で 成 功 裏 に 実 施 さ れ て い る 。 Johnson等 , Nat. Med., 2: 795-799
 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Hora等 , Bio/Technology, 8:
 755-758 (1990); Cleland, 「 Design and Production of Single Immunization Vaccine
s Using Polyactide Polyglycolide Microsphere Systems」 Vaccine Design: The Subuni
t and Adjuvant Approach, Powell 及 び  Newman編 , (Plenum Press: New York, 1995), p
. 439-462; WO 97/03692, WO 96/40072, WO 96/07399; 及 び 米 国 特 許 第 5,564,010号 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 持 続 放 出 製 剤 は 、 ポ リ -乳 酸 -コ グ リ コ ー ル 酸 (Ｐ Ｌ Ｇ Ａ )ポ リ マ ー
を 用 い 、 そ の 生 体 適 合 性 及 び 広 範 囲 の 生 分 解 特 性 に 基 づ い て 開 発 さ れ た 。 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の 分 解
生 成 物 で あ る 乳 酸 及 び グ リ コ ー ル 酸 は 、 ヒ ト 身 体 内 で 即 座 に ク リ ア さ れ る 。 さ ら に 、 こ の
ポ リ マ ー の 分 解 性 は 、 分 子 量 及 び 組 成 に 依 存 し て 数 ヶ 月 か ら 数 年 ま で 調 節 で き る 。 Lewis,
 「 Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer」 : M. C
hasin及 び  R. Langer (編 ), Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Marce
l Dekker: New York, 1990), pp. 1-41。
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 類 似 す る (ア ゴ ニ ス ト )又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 効 果
を 阻 害 す る (ア ン タ ゴ ニ ス ト )も の を 同 定 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 包 含 す
る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ ー ド
さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 又 は 複 合 体 形 成 す る 化 合 物 、 又 は 他 に コ ー ド 化 ポ リ ペ プ
チ ド の 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 、 そ れ を 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 ー の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 可 能 な ア ッ セ イ を 含 む
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。
　 こ の ア ッ セ イ は 、 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 で 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た も の を 含 む 種
々 の 方 式 で 実 施 さ れ る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て の 全 て の ア ッ セ イ は 、 そ れ ら が 候 補 薬 を こ こ で 同 定 さ れ た 核 酸
に コ ー ド さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 、 こ れ ら 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 る こ と を 必 要 と す る こ と に お い て 共 通 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 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 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 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 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ 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 れ 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 。
　 候 補 化 合 物 が 相 互 作 用 す る が こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ に 結 合 し な い 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド と 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等 , Proc.Nat
l. 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 酵 母 菌 ベ ー ス の 系 を 用 い て 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 (MATCHMAKERＴ Ｍ )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 の 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 ２ ５ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 細 胞 内 又 は 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 で き る ： 通 常 は 反 応 混 合 物 は 、 遺 伝 子 産 物
と 細 胞 外 又 は 細 胞 内 成 分 を 、 そ れ ら ２ つ の 生 成 物 が 相 互 作 用 及 び 結 合 す る 条 件 下 及 び 時 間
で 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。 候 補 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 の 不 存 在 及 び 存 在 下 で 実 施 さ れ る 。 さ ら に 、 プ ラ シ ー ボ を 第 ３ の 反 応 混 合 物 に 添
加 し て ポ ジ テ ィ ブ 対 照 を 提 供 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 細
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胞 外 成 分 と の 結 合 (複 合 体 形 成 )は 上 記 の よ う に 監 視 さ れ る 。 試 験 化 合 物 を 含 有 す る 反 応 混
合 物 で は な く 対 照 反 応 に お け る 複 合 体 の 形 成 は 、 試 験 化 合 物 が 試 験 化 合 物 と そ の 結 合 パ ー
ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト を ア ッ セ イ 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 添 加 し て よ く 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 存 在 下 で の 関 心 あ る 活
性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 能 力 が 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 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 を 持 つ 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 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 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 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 ト に よ り 同 定 で き る 。 Coligan等 ,
 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 、 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 ー が プ ー ル に 分 配 さ れ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 又 は
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 反 応 性 で な い 他 の 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 に 暴 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 ィ 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 ２ ６ 】
　 レ セ プ タ ー 同 定 の 代 替 的 方 法 と し て 、 標 識 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 ー 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 、 従 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 。
　 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 ッ ド 形 成 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 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 (ト リ プ ル へ リ ッ ク ス － Lee等 , Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Cooney等 , Science
, 241: 456 (1988); Dervan等 , Science, 251: 1360 (1991)参 照 )、 そ れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ ポ
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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 ッ ド 形 成 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); Oligodeoxynucleotides as A
ntisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boca Raton, FL, 1988))。 上 記
の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 送 達 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 生 産 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 ２ ７ 】
　 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 。
　 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 ッ ド 形 成 、 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 公 開 )を 参 照 。
　 転 写 阻 害 に 用 い ら れ る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 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
。
　 こ こ で 開 示 さ れ る 分 子 の 用 途 は 、 以 下 に 開 示 し 記 載 す る ポ ジ テ ィ ブ な 機 能 ア ッ セ イ の 成
功 に 基 づ い て い る 。 そ の ア ッ セ イ の 成 功 に 基 づ く 方 法 も ま た 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
Ｆ ． 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体
　 本 発 明 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 更 に 提 供 す る 。 抗 体 の 例 と し て 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 ヘ テ ロ 抱 合 体 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
１ ． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 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 及 び ／ 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 ３ ０ 】
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
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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 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ 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 、 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 株 化 細 胞 と 融 合 さ せ
、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る ［ Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Pr
actice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］ 。 不 死 化 株 化 細 胞 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 株 化 細 胞 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 。
　 好 ま し い 不 死 化 株 化 細 胞 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 で あ る 。 よ り 好 ま
し い 不 死 化 株 化 細 胞 は マ ウ ス 骨 髄 腫 株 で あ り 、 こ れ は 例 え ば カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ
ゴ の Salk Institute Cell Distribution Centerや バ 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 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 株 化 細 胞 も 開 示 さ れ て い る ［ Kozbor,
 J. Immunol., 133:3001 (1984)、 Brodeur等 , Monoclonal Antibody Production Techniq
ues and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］ 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 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 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 Mu
nson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 。
　 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 。
　 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
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ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 生 成 等 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 ［ 米 国 特 許 第 4,
816,567号 ； 上 掲 の Morrison等 ］ 、 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 に 置 換 で き
、 あ る い は 本 発 明 の 抗 体 の 一 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 。
　 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 点 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 ３ ２ 】
３ ． ヒ ト 及 び ヒ ト 化 抗 体
　 本 発 明 の 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 、 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 ［ Jo
nes等 , Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann等 , Nature, 332:323-329 (1988); 及 び
Presta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］ 。
　 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 、 ウ ィ ン タ ー (winter)及 び 共 同 研 究 者 ［ Jones等 , Nature, 321:522-525 (19
86)； Riechmann等 , Nature, 332:323-327 (1988)； Verhoeyen等 , Science, 239:1534-153
6 (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 ３ ３ 】
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー ［ Hoogenboom及 び Winter, J. M
ol. Biol., 227:381 (1992)； Marks等 , 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等 及 び Boerner等 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等 , Monoclonal An
tibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)及 び Boerner等 , J. Immunol.,
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 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 刊 行 物 ： Marks等 , Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg等 , Natur
e 368 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild等 , Nature Bi
otechnology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); L
onberg及 び Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に 記 載 さ れ て い る 。
　 ま た 、 抗 体 は 上 述 し た 既 知 の 選 択 及 び ／ 又 は 突 然 変 異 誘 発 法 を 使 用 し て 、 親 和 成 熟 さ せ
て も よ い 。 好 ま し い 親 和 成 熟 抗 体 は 、 成 熟 抗 体 が 調 製 さ れ る (一 般 的 に マ ウ ス 、 ヒ ト 化 又
は ヒ ト の )出 発 抗 体 よ り も 、 ５ 倍 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 倍 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０ 又 は ３
０ 倍 の 親 和 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
４ ． 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 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等 ,
 EMBO J.,10:3655-3656 (1991)に 開 示 さ れ て い る 。
　 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 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等 , Methods in Enzymology,
 121:210(1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 WO96/27011に 記 載 さ れ た 他 の 方 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 異 種 二 量 体 の 割 合 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 領 域 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 き 換 え ら れ る 。 大 き な 側 鎖 と 同 じ 又 は 類 似 の 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 (例 え ば 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 ダ イ マ ー 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 。
　 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等 , Sci
ence, 229:81(1985) は 無 傷 の 抗 体 を タ ン パ ク 分 解 的 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
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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 '断 片 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等 , 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 '断 片 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 ３ ６ 】
　 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 直 接 的 に 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 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 (1993)に よ り
記 述 さ れ た 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 技 術 は 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 す る 別 の メ カ ニ ズ ム を 提 供
し た 。 断 片 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 断 片 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 他 の 断 片 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 断 片 を 製 造 す る 他 の 方 策 も ま た 報 告 さ れ て い る 。 Gruberら , J.Immunol. 1
52:5368 (1994)を 参 照 さ れ た い 。
　 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 な 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 こ こ に 与 え ら れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ２ つ の 異 な る エ ピ
ト ー プ に 結 合 し う る 。 あ る い は 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ー ム は 、 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド 発 現 細 胞 に 細 胞 防 御 メ カ ニ ズ ム を 集 中 さ せ る よ う に 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 分 子 (例
え ば Ｃ Ｄ ２ 、 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 Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ ３ ２ )及 び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ １ ６ )等 の Ｉ ｇ Ｇ (Ｆ ｃ
γ Ｒ )に 対 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 結 合 す る ア ー ム と 結 合 し う る 。 ま た 、 二 重 特 異 性 抗 体 は
特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に 細 胞 毒 性 薬 を 局 在 化 さ せ る た め に も 使 用 さ れ
う る 。 こ れ ら の 抗 体 は Ｐ Ｒ Ｏ 結 合 ア ー ム 及 び 細 胞 毒 性 薬 又 は 放 射 性 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 と 結 合 す る ア ー ム を 有 す る 。 関 心 あ る
他 の 二 重 特 異 性 抗 体 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ し て さ ら に 組 織 因 子 (Ｔ Ｆ )に 結 合
す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
５ ． 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
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6,980号 に 開 示 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
６ ． エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 加 工
　 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 癌 治 療 に お け る 抗 体 の 有 効 性
を 向 上 さ せ る の が 望 ま し い 。 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 を Ｆ ｃ 領 域 に 導 入 し 、 そ れ に よ り 、
こ の 領 域 に 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る よ う に し て も よ い 。 そ の よ う に し て 生 成 さ
れ た 同 種 二 量 体 抗 体 は 、 向 上 し た 内 部 移 行 能 力 及 び ／ 又 は 増 加 し た 補 体 媒 介 細 胞 殺 傷 及 び
抗 体 -依 存 性 細 胞 性 細 胞 毒 性 (Ａ Ｄ Ｃ Ｃ )を 有 し う る 。 Caron等 , J. Exp. Med. 176: 1191-1
195 (1992)及 び Shopes, J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)を 参 照 。 向 上 し た 抗 腫 瘍 活
性 を 持 つ 同 種 二 量 体 抗 体 は ま た 、 Wolff等 , Cancer Research 53: 2560-2565 (1993)に 記
載 さ れ た よ う な 異 種 二 官 能 性 架 橋 を 用 い て も 調 製 し う る 。 あ る い は 、 抗 体 は 、 ２ つ の Ｆ ｃ
領 域 を 有 す る よ う に 加 工 し て 、 そ れ に よ り 補 体 溶 解 及 び Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 能 力 を 向 上 さ せ る こ と も
で き る 。 Stevenson等 , Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)を 参 照 。
【 ０ １ ３ ９ 】
７ ． 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 、 (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 、 α -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 Ｉ Ｉ 、 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 (sapaonari
a officinalis)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)、 マ イ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ ス ト
リ ク ト シ ン (restrictocin)、 フ ェ ノ マ イ シ ン (phenomycin)、 エ ノ マ イ シ ン (enomycin)及 び
ト リ コ テ セ ン (tricothecene)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 。 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 、 V
itetta等 , 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
 94/11026参 照 。
　 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 」 (ア ビ ジ ン 等 )を 投 与 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
８ ． 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等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang等 , 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
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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等 , J. Biol. Che
m. 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等 , J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参 照 。
【 ０ １ ４ １ 】
９ ． 抗 体 の 製 薬 組 成 物
　 こ こ で 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 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 、 種 々 の 疾 患 の 治 療 の た め に 、 製 薬 組 成
物 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 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 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 、 及 び ／ 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 成 で き る 。 例 え ば 、
Marasco等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参 照 。 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 活 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 、 化 学 治 療 薬 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 (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 上 掲 の Remin
gton's Pharmaceutical Scienceに 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 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 。
　 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 の コ ポ リ マ ー 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 LUPRON DEPOTＴ Ｍ (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 、 及 び 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 。
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【 ０ １ ４ ３ 】
Ｇ ． 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 用 途
　 本 発 明 の 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 様 々 な 有 用 性 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 、 Ｐ Ｒ
Ｏ の 診 断 ア ッ セ イ 、 例 え ば そ の 特 定 細 胞 、 組 織 、 又 は 血 清 で の 発 現 の 検 出 に 用 い ら れ る 。
競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 又 は 間 接 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ 及 び 不 均 一 又 は 均 一 相 で 行 わ
れ る 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ ［ Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, CRC P
ress, Inc. (1987) pp. 147-158］ 等 の こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 診 断 ア ッ セ イ 技 術 が 使
用 さ れ る 。 診 断 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 部 位 で 標 識 さ れ る 。 検 出 可 能 な
部 位 は 、 直 接 又 は 間 接 に 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 し な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 検 出
可 能 な 部 位 は 、 ３ Ｈ 、 １ ４ Ｃ 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 又 は １ ２ ５ Ｉ 等 の 放 射 性 同 位 体 、 フ ル オ レ
セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 又 は ル シ フ ェ リ ン 等 の 蛍 光 又 は 化 学 発 光 化 合 物 、
あ る い は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 又 は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 で あ っ て よ い 。 抗 体 に 検 出 可 能 な 部 位 を 抱 合 さ せ る た め に こ の 分 野 で
知 ら れ た 任 意 の 方 法 が 用 い ら れ 、 そ れ に は Hunter等  Nature, 144:945 (1962)； David等 , 
Biochemistry, 13: 1014 (1974)； Pain等 , J. Immunol. Meth., 40:219 (1981) ;及 び Nyg
ren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982)に 記 載 さ れ た 方 法 が 含 ま れ る 。
　 ま た 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 組 換 え 細 胞 培 養 又 は 天 然 供 給 源 か ら の Ｐ Ｒ Ｏ の ア フ ィ ニ テ ィ ー
精 製 に も 有 用 で あ る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 Ｐ Ｒ Ｏ に 対 す る 抗 体 を 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら
れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 セ フ ァ デ ッ ク ス 樹 脂 や 濾 紙 の よ う な 適 当 な 支 持 体 に 固 定 化 す る
。 次 に 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 を 、 精 製 す る Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 試 料 と 接 触 さ せ た 後 、 固 定 化 さ れ た
抗 体 に 結 合 し た Ｐ Ｒ Ｏ 以 外 の 試 料 中 の 物 質 を 実 質 的 に 全 て 除 去 す る 適 当 な 溶 媒 で 支 持 体 を
洗 浄 す る 。 最 後 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ を 抗 体 か ら 脱 離 さ せ る 他 の 適 当 な 溶 媒 で 支 持 体 を 洗 浄 す る 。
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 目 的 で 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 参 考 文 献 の 全 体 を 、 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 む
。
【 ０ １ ４ ４ 】
(実 施 例 )
　 実 施 例 で 言 及 さ れ て い る 全 て 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 同 定 さ れ て い
る 細 胞 の 供 給 源 は バ 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 で あ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 １ ： 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 す る た め の 細 胞 外 ド
メ イ ン 相 同 性 ス ク リ ー ニ ン グ
　 Swiss-Prot公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら の 約 ９ ５ ０ の 既 知 の 分 泌 タ ン パ ク 質 か ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン (Ｅ Ｃ Ｄ )配 列 (あ れ 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 、 Dayhoff、 GenBank)及 び 企 業
の デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 LIFESEQＴ Ｍ 、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA)を 含 む
。 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST-2(Altschul等 , Methods in Enzymolo
gy 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 。 既 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, WA)で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 構 築 し た 。
　 こ の 細 胞 外 ド メ イ ン 相 同 性 ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い て 、 phrapを 用 い て 他 の 同 定 さ れ た Ｅ
Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 さ ら に 、 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 、 し ば し ば (常 に で は な い )BLAST又 は BLAST-2及 び phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル を
用 い て 伸 長 し 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 上 で 議 論 し た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り
伸 長 さ せ た 。
　 上 記 の よ う に 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を つ い で 合 成
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し 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 コ ー ド 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 用 い る た め に 使 用 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 か ら 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 た め に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー
ブ 配 列 は 、 典 型 的 に 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 に 付 加 的 な 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 ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ
を 、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biologyに 従 っ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
対 で の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 次 い で 、 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 て 関 心 あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー
ン の 単 離 に 使 用 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離 に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 Invitrogen, San Diego, C
Aか ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 作 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 、 平 滑 末 端 で Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー に 結
合 さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 切 に サ イ ズ 分 類 し 、 そ し て 適 切 な ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー (ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ
Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 )に 、 独 特 の Ｘ
ｈ ｏ Ｉ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て 、 所 定 の 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例 ２ ： ア ミ ラ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
１ ． オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 関 心 あ る ヒ ト 組 織 か ら Invitrogen, San Diego, CAか ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ
ー ル を 用 い て 単 離 し た (Fast Track 2)。 こ の Ｒ Ｎ Ａ を 、 Life Technologies, Gaithersbur
g, MD (Super Script Plasmid System)か ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ ー ル を 用 い る ベ ク タ ー ｐ
Ｒ Ｋ ５ Ｄ に お け る オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ ム し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に お い て
、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は １ ０ ０ ０ ｂ ｐ を 越 え る サ イ ズ 分 類 し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 結 合 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ を 、 ｓ ｐ ６ 転 写 開
始 部 位 、 そ れ に 続 く Ｓ ｆ ｉ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 、 さ ら に Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ
ン グ 部 位 を 持 つ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
２ ． ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製
　 一 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ５ ’ 末 端 を 好 ま し く 表 現 す る た め に 二 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー
を 作 成 し た 。 Ｓ ｐ ６ Ｒ Ｎ Ａ を (上 記 の )一 次 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 生 成 し 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ を 、 ベ ク
タ ー ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ に お け る Life Technologies (上 で 参 照 し た Super Script Plasm
id System)か ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ ー ル を 用 い た ラ ン ダ ム プ ラ イ ム し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー の 生 成 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に お い て 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ５ ０ ０ -１ ０ ０ ０ ｂ ｐ に サ
イ ズ 分 類 し 、 平 滑 末 端 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ ア ダ プ タ ー に 結 合 さ せ 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 で 切 断 し 、 そ し て
Ｓ ｆ ｉ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ は 、 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 前 に 酵 母 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ 、 及 び ク ロ ー ニ ン
グ 部 位 の 後 に マ ウ ス ア ミ ラ ー ゼ 配 列 (分 泌 シ グ ナ ル を 持 た な い 成 熟 配 列 )に 次 い で 酵 母 ア ル
コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 転 写 終 結 区 を 有 す る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で あ る 。 よ っ て 、 ア ミ
ラ ー ゼ 配 列 で フ レ ー ム に 融 合 す る こ の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 適 当 に
形 質 移 入 さ れ た 酵 母 コ ロ ニ ー か ら の ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 を 導 く 。
【 ０ １ ４ ８ 】
３ ． 形 質 転 換 及 び 検 出
　 上 記 の 段 落 ２ に 記 載 し た ラ イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 氷 上 で 冷 却 し 、 そ れ に エ レ ク ト ロ
コ ン ピ テ ン ト Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ 細 菌 (Life Technoligies、 ２ ０ ｍ ｌ )を 添 加 し た 。 細 菌 及 び ベ ク
タ ー の 混 合 物 は 、 次 い で 製 造 者 に 推 奨 さ れ て い る よ う に 電 気 穿 孔 し た 。 次 い で 、 Ｓ Ｏ Ｃ 培
地 (Life Technplogies、 １ ｍ ｌ )を 添 加 し 、 こ の 混 合 物 を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 形 質 転 換 体 は 、 次 い で ア ン ピ シ リ ン を 含 む ２ ０ 標 準 １ ５ ０ ｍ ｍ Ｌ Ｂ プ レ ー ト に 蒔
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き 、 １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た (３ ７ ℃ )。 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー を プ レ ー ト か ら 廃 棄 し 、
細 菌 ペ レ ッ ト か ら 標 準 的 な 方 法 、 例 え ば Ｃ ｓ Ｃ ｌ -勾 配 を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 精 製
Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 い で 以 下 の 酵 母 プ ロ ト コ ー ル に の せ た 。
　 酵 母 方 法 は ３ つ の 範 疇 に 分 け ら れ る ： (１ )酵 母 の プ ラ ス ミ ド ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ベ ク タ ー で
の 形 質 転 換 ； (２ )ア ミ ラ ー ゼ を 分 泌 す る 酵 母 ク ロ ー ン の 検 出 及 び 単 離 ； 及 び (３ )酵 母 コ ロ
ニ ー か ら 直 接 的 な 挿 入 物 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 及 び 配 列 決 定 及 び さ ら な る 分 析 の た め の Ｄ Ｎ Ａ の 精
製 。
　 用 い た 酵 母 菌 株 は Ｈ Ｄ ５ ６ -５ Ａ (ATCC-90785)で あ っ た 。 こ の 株 は 以 下 の 遺 伝 子 型 ： Ｍ
Ａ Ｔ α 、 ｕ ｒ ａ ３ -５ ２ 、 ｌ ｅ ｕ ２ -３ 、 ｌ ｅ ｕ ２ -１ １ ２ 、 ｈ ｉ ｓ ３ -１ １ 、 ｈ ｉ ｓ ３ -１
５ 、 Ｍ Ａ Ｌ ＋ 、 Ｓ Ｕ Ｃ ＋ 、 Ｇ Ａ Ｌ ＋ を 有 す る 。 好 ま し く は 、 不 完 全 な 翻 訳 後 経 路 を 持 つ 酵
母 変 異 体 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 ｓ ｅ ｃ ７ １ 、 ｓ ｅ ｃ ７ ２ 、 ｓ ｅ ｃ
６ ２ に 転 位 不 全 対 立 遺 伝 子 を 持 つ が 、 切 断 さ れ た ｓ ｅ ｃ ７ １ が 最 も 好 ま し い 。 あ る い は 、
こ れ ら の 遺 伝 子 の 正 常 な 操 作 を 阻 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト (ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 及 び
／ 又 は リ ガ ン ド を 含 む )、 こ の 翻 訳 後 経 路 に 含 ま れ る 他 の タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 Ｓ Ｅ Ｃ ６ １
ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ７ ２ ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ６ ２ ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ６ ３ ｐ 、 Ｔ Ｄ Ｊ １ ｐ 又 は Ｓ Ｓ Ａ １ ｐ -４ ｐ )又 は
こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 複 合 体 形 成 も 、 ア ミ ラ ー ゼ 発 現 酵 母 と 組 み 合 わ せ て 好 ま し く 用 い ら
れ る 。
　 形 質 転 換 は 、 Gietz等 , Nucl. Acid. Res., 20: 1425 (1992)に 概 略 が 記 さ れ た プ ロ ト コ
ー ル に 基 づ い て 実 施 さ れ た 。 形 質 転 換 細 胞 は 、 次 い で 寒 天 か ら Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ 複 合 培 地 ブ ロ ス (
１ ０ ０ ｍ ｌ )に 播 種 し 、 ３ ０ ℃ で 終 夜 成 長 さ せ た 。 Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ ブ ロ ス は 、 Kaiser等 , Methods
 in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, p. 207 (19
94)に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た 。 終 夜 培 地 は 、 次 い で 新 鮮 な Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ ブ ロ ス (５ ０ ０
ｍ ｌ )中 に お よ そ ２ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ (約 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． １ )に 希 釈 し 、 １ ｘ １ ０ ７ 細
胞 ／ ｍ ｌ (約 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． ４ -０ ． ５ )ま で 再 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 次 い で 細 胞 を 収 穫 し 、 5,000rpmで ５ 分 間 の Sorval GS3 ロ ー タ ー の Ｇ Ｓ ３ ロ ー タ ー ボ ト
ル に 移 し 、 上 清 を 捨 て 、 次 い で 無 菌 水 に 再 懸 濁 す る こ と に よ り 形 質 転 換 の た め に 調 製 し 、
そ し て ５ ０ ｍ ｌ の フ ァ ル コ ン 管 内 で 、 Beckman GS-6KR遠 心 機 に お い て 3,500rpmで 再 度 遠 心
分 離 し た 。 上 清 を 捨 て 、 細 胞 を Ｌ ｉ Ａ ｃ ／ Ｔ Ｅ (10ml, 10mMの ト リ ス -HCl, 1mMの EDTA　 pH
7.5, 100mMの Ｌ ｉ ２ Ｏ Ｏ Ｃ Ｃ Ｈ ３ )で 続 け て 洗 浄 し 、 Ｌ ｉ Ａ ｃ ／ Ｔ Ｅ (2.5ml)中 に 再 懸 濁 さ
せ た 。
　 形 質 転 換 は 、 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 、 調 製 し た 細 胞 (100μ l)を 新 鮮 な 変 性 一 本 鎖 サ ケ 精
子 Ｄ Ｎ Ａ (Lofstrand Labs, Gaitherburg, MD)及 び 形 質 転 換 Ｄ Ｎ Ａ (1μ g vol.＜ 10μ l)と
混 合 す る こ と に よ り 起 こ し た 。 混 合 物 は ボ ル テ ッ ク ス に よ り 簡 単 に 混 合 し 、 次 い で 40%Ｐ
Ｅ Ｇ ／ Ｔ Ｅ (600μ l, 40%の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -４ ０ ０ ０ , 10mMの ト リ ス -HCl, 1mMの
EDTA, 100mMの Li２ OOCCH３ , pH 7.5)を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 緩 く 撹 拌 し 、 ３ ０ 分 間 撹
拌 し な が ら ３ ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 細 胞 に ４ ２ ℃ で １ ５ 分 間 熱 衝 撃 を 与 え 、
反 応 容 器 を ミ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 12,000rpmで 5-10秒 間 遠 心 分 離 し 、 デ カ ン ト 及 び Ｔ Ｅ (500
μ l, 10mMの ト リ ス -HCl, 1mMの EDTA pH 7.5)へ の 再 懸 濁 に 次 い で 遠 心 分 離 し た 。 次 い で 、
細 胞 を Ｔ Ｅ (1ml)中 に 希 釈 し 、 ア リ コ ー ト (200μ l)を 150mm成 長 プ レ ー ト (Ｖ Ｗ Ｒ )に 予 め 調
製 し た 選 択 培 地 に 拡 げ た 。
　 あ る い は 、 複 数 の 少 量 反 応 の 代 わ り に 、 形 質 転 換 を １ 回 の 大 規 模 反 応 で 実 施 し た が 、 試
薬 の 量 は し か る べ く ス ケ ー ル ア ッ プ し た 。
　 用 い た 選 択 培 地 は 、 Kaiser等 , Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Pres
s, Cold Spring Harbor, NY, p. 208-210 (1994)に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た ウ ラ シ
ル を 欠 く 合 成 完 全 デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 (Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ )で あ っ た 。 形 質 転 換 体 は ３ ０ ℃ で
２ -３ 日 成 長 さ せ た 。
　 ア ミ ラ ー ゼ を 分 泌 す る コ ロ ニ ー の 検 出 は 、 選 択 成 長 培 地 に お け る 赤 色 デ ン プ ン の 包 含 に
よ り 実 施 し た 。 Biely等 , Anal. Biochem., 172: 176-179 (1988)に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ
て 、 デ ン プ ン を 赤 色 染 料 (反 応 性  Red-120, Sigma)に 結 合 さ せ た 。 結 合 し た デ ン プ ン を Ｓ
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Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ 寒 天 プ レ ー ト に 最 終 濃 度 0.15%(w/v)で 導 入 し 、 リ ン 酸 カ リ ウ ム で ｐ Ｈ ７ ． ０
に 緩 衝 し た (最 終 濃 度 50-100mM)。
　 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー を 拾 っ て 新 鮮 な 選 択 培 地 (150mmプ レ ー ト )に 画 線 し 、 良 好 に 単 離 さ
れ 同 定 可 能 な 単 一 コ ロ ニ ー を 得 た 。 ア ミ ラ ー ゼ 分 泌 に つ い て ポ ジ テ ィ ブ な 良 好 に 単 離 さ れ
た 単 一 コ ロ ニ ー は 、 緩 衝 Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ 寒 天 へ の 赤 色 デ ン プ ン の 直 接 導 入 に よ り 検 出 し た
。 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー は 、 デ ン プ ン を 分 解 し て 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー の 周 囲 に 直 接 目 視 で
き る 暈 を 形 成 す る 能 力 に よ り 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
４ ． Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー が 単 離 さ れ た 場 合 、 そ の 一 部 を 楊 枝 で 拾 い 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に
お い て 無 菌 水 (30μ l)に 希 釈 し た 。 こ の 時 点 で 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー は 凍 結 し て 次 の 分 析
の た め に 保 存 す る か 、 即 座 に 増 幅 す る か の い ず れ か で あ る 。 細 胞 の ア リ コ ー ト (5μ l)を 、
0.5μ lの Klentaq(Clontech, Palo Alto, CA); 4.0μ lの 10mM dNTP(Perkin Elmer-Cetus);
 2.5μ lの Kentaqバ ッ フ ァ ー (Clontech); 0.25μ lの 正 方 向 オ リ ゴ １ ； 0.25μ lの 逆 方 向 オ
リ ゴ ２ ； 12.5μ lの 蒸 留 水 を 含 有 す る 25μ l容 量 に お け る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の テ ン プ レ ー ト と し て
使 用 し た 。 正 方 向 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド １ の 配 列 は ：
　 5'- TGTAAAACGACGGCCAGTTAAATAGACCTGCAATTATTAATCT-3' (配 列 番 号 ： １ )で あ っ た 。
逆 方 向 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ２ の 配 列 は ：
　 5'- CAGGAAACAGCTATGACCACCTGCACACCTGCAAATCCATT-3'(配 列 番 号 ： ２ )
で あ っ た 。
　 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ は 以 下 の 通 り 実 施 し た ：
　 ａ ． 　 　 　 　 　 　 　 　 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 5分 間
　 ｂ ． ３ サ イ ク ル ： 　 　 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  59℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間
　 ｃ ． ３ サ イ ク ル ： 　 　 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  57℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間
　 ｄ ． ２ ５ サ イ ク ル ： 　 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  55℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間
　 ｅ ． 　 　 　 　 　 　 　 　 　 保 持 　 　 　 　 　  4℃
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 下 線 を 施 し た 領 域 は 、 各 々 Ａ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ア ミ ラ ー
ゼ 領 域 に ア ニ ー リ ン グ さ れ 、 挿 入 物 が 存 在 し な い 場 合 は ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ か
ら の ３ ０ ７ ｂ ｐ 領 域 を 増 幅 す る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 の
最 初 の １ ８ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ 部 位 を 含 ん で い た 。 即 ち 、 空
の ベ ク タ ー か ら の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 全 生 成 物 は ３ ４ ３ ｂ ｐ で あ っ た 。 し か し な が ら 、 シ グ ナ ル
配 列 融 合 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 か な り 長 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も た ら し た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ に 続 い て 、 反 応 の ア リ コ ー ト (5μ l)を 、 上 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た よ う に 1%
ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で ト リ ス -ボ レ ー ト -Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (Ｔ Ｂ Ｅ )緩 衝 系 を 用 い た ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電
気 泳 動 に よ り 試 験 し た 。 ４ ０ ０ ｂ ｐ よ り 大 き な 単 一 で 強 い Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を も た ら す ク ロ ー ン
を 、 96 Qiaquick PCR 清 浄 化 カ ラ ム (Qiagen Inc., Chatsworth, CA)で の 精 製 の 後 に Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 に よ り さ ら に 分 析 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例 ３ ： シ グ ナ ル ア ル ゴ リ ズ ム 分 析 を 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド -コ ー ド 化 核 酸 配 列 は 、 ジ ェ ネ ン テ ク ， イ ン ク (South San Francisc
o, 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
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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 か っ た 。 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 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 多 く の ポ リ ペ プ チ ド -コ ー ド 化 核 酸
配 列 の 同 定 が な さ れ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
実 施 例 ４ ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ を 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST(Altschul等 , Methods in Enzymology 
266: 460-480 (1996))を 用 い て 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り
同 定 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ 配 列 は 公 知 の 発 現 配 列 タ グ (Ｅ Ｓ Ｔ )配 列 T35448、 T11442、 及 び W7
7823と の 相 同 性 を 示 す 。 公 知 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の い ず れ も 全 長 配 列 と し て 同 定 さ れ て い る も の
は な く 、 又 は Ｔ Ｉ Ｅ レ セ プ タ ー と 結 合 す る リ ガ ン ド と し て 記 載 さ れ て い る も の も な い 。
　 そ の 同 定 に 続 い て 、 Ｎ Ｌ １ を 、 製 造 者 の 支 持 に 従 っ て 、 Clontech, Inc(Palo Alto, CA,
 USA)、 カ タ ロ グ #6528-1か ら 購 入 し た ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら 作 製 さ れ た ヒ ト 胎 児 肺 ラ イ ブ ラ リ ー か
ら ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス に 見 い だ さ れ た Ｅ Ｓ Ｔ に 基
づ き 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ
し た ；
(ａ )5'-GCTGACGAACCAAGGCAACTACAAACTCCTGGT-3'(配 列 番 号 ： ５ )；
(ｂ )5'-TGCGGCCGGACCAGTCCTCCATGGTCACCAGGAGTTTGTAG-3'(配 列 番 号 ： ６ )；
(ｃ )5'-GGTGGTGAACTGCTTGCCGTTGTGCCATGTAAA-3'(配 列 番 号 ： ７ )
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ の ヌ ク レ オ チ ド と ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ (配 列 番 号 ： ３ )と 図 ２ (配 列 番 号 ：
４ )に そ れ ぞ れ 示 す 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ は Ｔ Ｉ Ｅ １ 及 び Ｔ Ｉ Ｅ ２ リ ガ ン ド と 有 意 な 配 列 同 一 性
を 示 す 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ の ク ロ ー ン は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン , 10801 ユ
ニ バ ー シ テ ィ ・ ブ ル ー バ ー ド ， マ ナ ッ サ ス ， ヴ ァ ー ジ ニ ア 20110-2209， 米 国 (ATCC)に 、 １
９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ８ 日 に 、 ブ タ ペ ス ト 条 約 の 条 項 に 従 っ て 寄 託 し 、 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ２ ８ ０ が
付 与 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
実 施 例 ５ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う に 、 ア ミ ラ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 単 離 さ れ た ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を Ｄ Ｎ Ａ １ ３ １ ２ １ と 命 名 し た 。 こ の 配 列 に 基 づ い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ を 作 成 し 、 上 記 実 施 例 ２ の パ ラ グ ラ フ １ に 記 載 し た よ う に し て 調 製 し た ヒ ト 胎 児 肺 ラ イ
ブ ラ リ ー (Ｌ Ｉ Ｂ ２ ５ )の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ
で あ り (ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Sci
ence, 253: 1278-1280 (1991)を 参 照 )、 切 断 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ サ イ ズ は ２ ８ ０ ０ ｂ ｐ 未 満 で
あ っ た 。
　 全 長 ク ロ ー ン が 同 定 さ れ 、 そ れ 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 ６ ０ ８ -６ １ ０ 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 ９ ５
９ -９ ６ １ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ３ ； 配 列 番 号 ： ８ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆
体 は １ １ ７ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 １ ２ ， ６ ９ ２ の 計 算 さ れ た 分 子 量 及 び 約 ７ ． ５ ０ の 見 積
も ら れ た ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ４ (配 列 番 号 ： ９ )に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４ ４ 配 列 の 分 析 は 、 ア
ミ ノ 酸 １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ に シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 存 在 を 証 明 し た 。 Dayhoffデ ー タ ベ ー
ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Da
yhoff配 列 ： CEF44D12_8, P_R88452, YNE1_CAEEL, A47312, AF009957_1,及 び  A_06133_1と
の 間 の 相 同 性 が 証 明 さ れ た 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４ ６ -１ ３ ９ ７ は １ ９ ９ ８ 年 １ ０ 月 ２ ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ
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、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ４ ０ ６ が 付 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 施 例 ６ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ９ ４ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ３ ０ 及 び Ｐ Ｒ
Ｏ ６ ３ ０ ９ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 添 付 し た 図 に 示 す Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ９ ４ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ３ ０ 及 び
Ｐ Ｒ Ｏ ６ ３ ０ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は GenBankか ら 得 ら れ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 ７ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に phrapを 使 用 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て
た 。 い く つ か の ケ ー ス に お い て 、 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を blast及 び phrapの 繰 り 返 し サ イ
ク ル を 用 い て 伸 長 さ せ 、 上 記 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て コ ン セ ン サ ス 配 列 を で き る だ
け 伸 長 さ せ た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )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 。 DNA３ ２ ２ ７ ９ -１ １ ３
１ を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る ラ イ ブ ラ リ ー は 胎 児 腎 臓 で あ っ た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 全 体 を 配 列 決 定 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ７ ９ -１ １ ３ １ の 全 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 図 ９ (配 列 番 号 ： １ ４ )に 示 し 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ ０ (配 列 番 号
： １ ５ )に 示 す 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ -１ １ ３ １ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 １ ３ (配 列 番 号 ：
２ １ )に 示 し 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ２ )に 示 す 。
【 ０ １ ５ ６ 】
実 施 例 ８ ： ヒ ト ２ １ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て 構
築 し 、 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ４ ８ と 命 名 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ４ ８ コ ン セ ン
サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る
た め 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ 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 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 (正 及 び 逆 )を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ： 5'-GTGGCTGGCACACAATGAGATC-3'(配 列 番 号 ： １ ８ )； 及 び
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ： 5'-CCAATGTGTGCAAGCGGTTGTG-3'(配 列 番 号 ： １ ９ )
　 さ ら に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 持 つ コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ４ ８ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ ：
5'-TCAAGAGCCTGGACCTCAGCCACAATCTCATCTCTGACTTTGCCTGGAGC-3'(配 列 番 号 ： ２ ０ )。
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 述 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る こ と 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離
す る の に 使 用 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン の 単 離 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 な 方 法 に よ っ て 作 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 、 平 滑 末 端 で Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー に 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 類 し 、 そ し て 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ
ー (ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆
体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 )に 、 独 特 の Ｘ ｈ ｏ Ｉ 及 び Ｎ
ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て 、 所 定 の 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 上 述 の よ う に し て 単 離 さ れ た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８
８ -１ １ ３ ２ と 命 名 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ の 誘 導 タ ン パ
ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ８ -１ １ ３ ２ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 １ １ (配 列 番 号 ： １ ６ )に 示 す 。
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ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ８ -１ １ ３ ２ 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 ３ ０ ８ -３ １ ０ 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 ９ １ -１ ５ ９ ３ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 １ １ 、 開 始 及 び 停 止 コ ド ン を 丸 で 囲 ん だ
)。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４ ２ ８ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 １ ２ )。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ
３ ２ ２ ８ ８ -１ １ ３ ２ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ２ ６ １ が 付 さ れ た
。
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ れ が 、 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 タ ン パ ク
質 と Ｓ Ｌ Ｉ Ｔ タ ン パ ク 質 を 含 む 、 ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 タ ン パ ク 質 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ
ン バ ー と 相 同 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例 ９ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 発 現 配 列 タ グ (Ｅ Ｓ Ｔ )Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LIFESEQＴ Ｍ , Incyte Pharmaceuticals, Pa
lo Alto, CA)を 検 索 し て 、 ケ モ カ イ ン と 相 同 性 を 示 し た Ｅ Ｓ Ｔ を 同 定 し た 。 こ の 配 列 に 基
づ き 、 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 同 定 す る た め に 、 ま た Ｐ
Ｒ Ｏ ２ ４ ２ に 対 す る 全 長 コ ー ド 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る た め の プ ロ ー ブ と し て の 使 用 の
た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 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 　 5'-GGATCAGGCAGGAGGAGTTTGGG-3'(配 列 番 号 ： ２ ５ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-GGATGGGTACAGACTTTCTTGCC-3'(配 列 番 号 ： ２ ６ )
　 さ ら に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 次 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
：
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
5'-ATGATGGGCCTCTCCTTGGCCTCTGCTGTGCTCCTGGCCTCCCTCCTGAG-3'(配 列 番 号 ： ２ ７ )
を 持 つ コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ０ ９ 配 列 か ら 作 成 し た 。
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に 対 し て 数 種 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ
ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 、 上 述 で 同 定 し た 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び
Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る た
め に 使 用 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 さ れ た 。 ｃ Ｄ Ｎ
Ａ ク ロ ー ン は 全 体 を 配 列 決 定 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ７ ８ ５ -１ １ ４ ３ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
図 １ ５ (配 列 番 号 ： ２ ３ )に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ７ ８ ５ -１ １ ４ ３ 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 ３ ３ ３ -３ ３ ５ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位
を 持 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ １ ５ -６ １ ７ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 １ ６ ； 配 列 番 号 ： ２
４ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ９ ４ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 １ ６ )。
　 全 長 配 列 の (ALIGNコ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い た )BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン
ト 分 析 に 基 づ き 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ は 、 ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン パ ク 質 １ -ア ル フ ァ 、
ウ サ ギ マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 性 タ ン パ ク 質 １ -ベ ー タ 、 ヒ ト Ｌ Ｄ ７ ８ 及 び ウ サ ギ 免 疫 活 性 化
遺 伝 子 ２ と の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
実 施 例 １ ０ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Ｄ ｃ Ｒ １  Ｅ Ｃ Ｄ [Sheridanら , 上 掲 ]を コ ー ド し 、 以 下 の 配 列 ：
5'-CATAAAAGTTCCTGCACCATGACCAGAGACACAGTGTGTCAGTGTAAAGA-3'(配 列 番 号 ： ３ ０ )
を 有 す る 配 列 に 基 づ く 合 成 プ ロ ー ブ を 使 用 し 、 ヒ ト 胎 児 肺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら
Invitrogen, San Diego, CAか ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 単 離 し た (Fast Track 2
)。 こ の Ｒ Ｎ Ａ を 、 Life Technologies, Gaithersburg, MD (Super Script Plasmid syste
m)か ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ ー ル を 用 い る ベ ク タ ー ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ に お け る オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ ム
し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に お い て 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は １ ０ ０ ０ ｂ ｐ を 越
え る サ イ ズ 分 類 し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 結 合 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ベ ク タ ー
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に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ を 、 ｓ ｐ ６ 転 写 開 始 部 位 、 そ れ に 続 く Ｓ ｆ ｉ Ｉ 制 限 酵 素
部 位 、 さ ら に Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 持 つ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン
グ し た 。
　 全 長 ク ロ ー ン を 同 定 し (Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ６ ３ -１ １ ２ ９ )、 こ れ 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 １ ５ ７ -１ ５ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ３ １ ５ -１ ３ １ ７ に 見 出 さ れ る 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 １ ７ ； 配 列
番 号 ： ２ ８ )。 こ の ク ロ ー ン は ｐ Ｒ Ｋ ５ -３ ５ ６ ６ ３ と 称 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ２ ０ ９ ２ ０ １
と し て 寄 託 さ れ て い る 。
　 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ８ ６ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ４ １ ． ８ ｋ Ｄ ａ の 算 定 分
子 量 を 有 す る 。 配 列 の 解 析 に よ り 、 Ｎ 末 端 シ グ ナ ル ペ プ チ ド (ア ミ ノ 酸 １ -５ ５ )、 続 い て
Ｅ Ｃ Ｄ (ア ミ ノ 酸 ５ ６ -２ １ ２ )、 膜 貫 通 ド メ イ ン (ア ミ ノ 酸 ２ １ ３ -２ ３ ２ )及 び 細 胞 内 領 域
(ア ミ ノ 酸 ２ ３ ３ -３ ８ ６ )が 示 さ れ た (図 １ ８ )。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 切 断 部 位 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２
８ ８ Ｅ Ｃ Ｄ イ ム ノ ア ド へ シ ン の Ｎ 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 分 析 に よ り 確 認 し た (図 示 せ ず )。 こ
の 構 造 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ が Ｉ 型 の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ２
８ ８ は 、 ア ミ ノ 酸 位 置 １ ２ ７ 、 １ ７ １ 及 び １ ８ ２ に ３ つ の 潜 在 的 Ｎ 結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位
を 含 む (図 １ ８ )。
　 Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー タ ン パ ク 質 は 、 典 型 的 に は 、 そ の 細 胞 外 領 域 に お け る 複 数
(通 常 は ４ つ )の シ ス テ イ ン リ ッ チ ド メ イ ン の 存 在 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 各 シ ス テ イ ン リ
ッ チ ド メ イ ン は 約 ４ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ６ つ の 規 則 的 に 離 間 し た シ ス テ イ ン 残 基 を 含
む 。 Ｉ 型 Ｔ Ｎ Ｆ レ セ プ タ ー の 結 晶 構 造 に 基 づ い て 、 各 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン は ３ つ の ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る が 、 通 常 は 、 シ ス テ イ ン １ と ２ 、 ３ と ５ 、 及 び ４ と ６ と が 結 合 す
る 。 Ｄ Ｒ ４ 、 Ｄ Ｒ ５ 及 び Ｄ ｃ Ｒ １ と 同 様 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ は ２ つ の 細 胞 外 の シ ス テ イ ン リ
ッ チ シ ュ ー ド リ ピ ー ト (pseudorepeat)を 含 む が 、 他 の 同 定 さ れ た 哺 乳 動 物 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ フ ァ ミ
リ ー の メ ン バ ー は 、 そ の よ う な ド メ イ ン を ３ つ 又 は そ れ 以 上 含 ん で い る ［ Smithら , Cell,
 76:959 (1994)］ 。
　 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ９ )に 示 す Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ 配 列 の ア ラ イ メ ン ト 分 析 に 基 づ く と 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ２ ８ ８ は 、 他 の ア ポ ト ー シ ス 関 連 レ セ プ タ ー 、 例 え ば Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ ａ ｓ ／ Ａ ｐ ｏ -１
又 は Ｄ Ｒ ３ よ り も 、 Ｄ Ｒ ４ 、 Ｄ Ｒ ５ 又 は Ｄ ｃ Ｒ １ の Ｅ Ｃ Ｄ に 対 し て 高 い 配 列 同 一 性 を 示 し
た 。 予 想 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ の 細 胞 内 配 列 も 、 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ 、 Ｆ ａ ｓ 又 は Ｄ Ｒ ３ に 比 較 し て
、 Ｄ Ｒ ４ 又 は Ｄ Ｒ ５ の 対 応 す る 領 域 に 対 し て 高 い 相 同 性 を 示 す 。 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ の 細 胞 内 領
域 は 、 Ｄ Ｒ ４ 又 は Ｄ Ｒ ５ に つ い て 同 定 さ れ た 細 胞 内 領 域 よ り 約 ５ ０ 残 基 短 い 。 現 在 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ２ ８ ８ は 、 切 断 死 亡 ド メ イ ン (ア ミ ノ 酸 ３ ４ ０ -３ ６ ４ )を 含 み 、 そ れ は Ｄ Ｒ ４ 又 は Ｄ Ｒ
５ の 死 亡 ド メ イ ン 配 列 の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 に 相 当 す る と 信 じ ら れ て い る 。 Ｔ Ｎ Ｆ Ｒ １ に
よ る シ グ ナ ル 伝 達 に 必 要 で あ り ［ Tartagliaら , 上 掲 ］ 、 そ し て Ｄ Ｒ ４ 及 び Ｄ Ｒ ５ に 保 持
又 は 半 保 持 さ れ て い る ６ ア ミ ノ 酸 の 中 の ５ つ が 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ に は 存 在 し て い な い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
実 施 例 １ １ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ １ ３ と 命 名 す る 。
Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ １ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ の 全 長 コ ー ド 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 。
　 次 の よ う に 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-GGCTGGCCTGCAGAGATC-3'(配 列 番 号 ： ３ ３ )
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-AATGTGACCACTGGACTCCC-3'(配 列 番 号 ： ３ ４ )
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-AGGCTTGGAACTCCCTTC-3'(配 列 番 号 ： ３ ５ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-AAGATTCTTGAGCGATTCCAGCTG-3'(配 列 番 号 ： ３ ６ )
さ ら に 、 以 下 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 ッ ド 形 成 プ ロ ー
ブ を コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ １ ３ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
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5'-AATCCCTGCTCTTCATGGTGACCTATGACGACGGAAGCACAAGACTG-3'(配 列 番 号 ： ３ ７ )
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 つ 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
と Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 つ を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す
る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単
離 し た 。
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 ［ こ こ で は Ｄ Ｎ Ａ ４ ６ ７ ７ ７ -１ ２ ５ ３ と 命 名 ］ (配 列 番 号 ： ３ １ )及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ の
誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ６ ７ ７ ７ -１ ２ ５ ３ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 １ ９ (配 列 番 号 ： ３ １ )に 示 す 。
Ｄ Ｎ Ａ ４ ６ ７ ７ ７ -１ ２ ５ ３ 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 １ ５ -１ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ７ ２ ０ -７ ２ ２ の 停
止 コ ド ン で 終 端 す る (図 １ ９ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ３ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る
(図 ２ ０ )。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ６ ７ ７ ７ -１ ２ ５ ３ に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の
重 要 な 領 域 が 同 定 さ れ 、 そ れ は 次 の も の を 含 む ： ア ミ ノ 酸 １ -２ ０ に 対 応 す る シ グ ナ ル ペ
プ チ ド 、 及 び 複 数 の 潜 在 的 な Ｎ グ リ コ シ ル 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ６ ７ ７ ７ -１ ２ ５ ３
は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ６ １ ９ が 付 与 さ れ た 。
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ の 部 分 が ヒ ト ２ -１ ９
プ ロ テ イ ン と 有 意 な 相 同 性 を 有 し て い る こ と が 示 唆 さ れ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ が 新 規 な ヒ ト ２ -
１ ９ プ ロ テ イ ン 相 同 体 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
実 施 例 １ ２ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 Incyteク ラ ス タ ー
番 号 １ ０ ６ ８ ５ と 命 名 さ れ た 、 Incyteデ ー タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が
可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 G
enBank)及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceutical
s、 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
等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を 用 い て 実 施 し た 。 既 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 ５ ８ ８ ３ ９ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ８ ８ ３ ９ 配 列 と IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ２ ９ ６ ７ ９ ２ ７ 内 に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ
配 列 と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ２ ９ ６ ７ ９ ２ ７ を 購 入 し 、
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ２ １ に 示 し 、 こ こ で
Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ７ ８ ３ -１ ６ １ １ と 命 名 す る 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ７ ８ ３ -１ ６ １ １ 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 １ ４ ２ -１ ４ 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 １ ３ ２ -１ １ ３ ４ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ２ １ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体
は ３ ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 ２ ２ )。 図 ２ ２ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ タ ン パ ク 質 は 、 約
３ ６ ,８ ４ ０ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 と 約 ４ ． ８ ４ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ２ ２ (配 列 番 号 ： ３ ９
)に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ 配 列 の 分 析 は 、 以 下 の も の の 存 在 を 明 ら か に し た ： 約 ア ミ
ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ４ の 膜
貫 通 ド メ イ ン 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ５ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ６ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー ン 配 列 、
及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ６ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 １
６ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ９ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ４ の 潜 在 的 Ｎ -グ ル コ シ
ル 化 部 位 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ７ ８ ３ -１ ６ １ １ は １ ９ ９ ８ 年 ８ 月 １ ８ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄
託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ １ ３ ０ が 付 さ れ た 。
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　 図 ２ ２ (配 列 番 号 ： ３ ９ )に 示 す 全 長 配 列 の WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す
る Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １
ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： I50620、 G64876、 PMCMSG102B_2MSG104、 HUMIGLVXY_1
及 び PH1370と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 １ ３ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 BLASTと phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用 い て
伸 長 し 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 上 で 議 論 し た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り 伸 長 さ
せ た 。 伸 長 さ せ た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ７ ２ ６ 」 と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ
３ ５ ７ ２ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ の 全 長 コ ー ド 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 。
　 次 の 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
　 　 　 5'-TCCTGTGAGCACGTGGTGTG-3'(配 列 番 号 ： ４ ２ )
　 　 　 5'-GGGTGGGATAGACCTGCG-3'(配 列 番 号 ： ４ ３ )
　 　 　 5'-AAGGCCAAGAAGGCTGCC-3'(配 列 番 号 ： ４ ４ )； 及 び
　 　 　 5'-CCAGGCCTGCAGACCCAG-3'(配 列 番 号 ： ４ ５ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
　 　 　 5'-CTTCCTCAGTCCTTCCAGGATATC-3'(配 列 番 号 ： ４ ６ )
　 　 　 5'-AAGCTGGATATCCTCCGTGTTGTC-3'(配 列 番 号 ： ４ ７ )
　 　 　 5'-CCTGAAGAGGCATGACTGCTTTTCTCA-3'(配 列 番 号 ： ４ ８ )； 及 び
　 　 　 5'-GGGGATAAACCTATTAATTATTGCTAC-3'(配 列 番 号 ： ４ ９ )
さ ら に 、 以 下 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 ッ ド 形 成 プ ロ ー
ブ を Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ７ ２ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ ：
5'-AACGTCACCTACATCTCCTCGTGCCACATGCGCCAGGCCACCTG-3'(配 列 番 号 ： ５ ０ )
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と Ｐ Ｃ
Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の
に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト Ｓ Ｋ -Ｌ ｕ -１ 腺 癌 細 胞 系
か ら 単 離 し た 。
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 (こ こ で は Ｄ Ｎ Ａ ６ ２ ３ ０ ６ -１ ５ ７ ０ と 命 名 [図 ２ ３ 、 配 列 番 号 ： ４ ０ ]及 び Ｐ Ｒ Ｏ １
３ ０ ８ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ の 全 コ ー ド 配 列 を 図 ２ ３ (配 列 番 号 ： ４ ０ )に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ２
３ ０ ６ -１ ５ ７ ０ 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 １ ７ -
１ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ０ ６ -８ ０ ８ に 停 止 コ ド ン を 持 つ 。 予
測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ６ ３ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 図 ２ ４ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０
８ タ ン パ ク 質 は 、 約 ２ ７ ,６ ６ ３ の 算 定 分 子 量 、 及 び 約 ６ ． ７ ７ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 さ ら な
る 特 徴 は 、 約 ア ミ ノ 酸 １ -２ ０ に シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 約 ア ミ ノ 酸 ７ ３ -７ ６ 及 び ２ １ ５ -２
１ ８ に 潜 在 的 な Ｎ -グ ル コ シ ル 化 部 位 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ９ ７ -１ ２ ９ 及 び １ ６ ９ -２ ０ １ に
オ ス テ オ ネ ク チ ン と 相 同 性 を 有 す る 領 域 を 含 む 。
　 図 ２ ４ (配 列 番 号 ： ４ １ )に 示 す 全 長 配 列 の WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す
る Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８
ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 Ｓ ５ ５ ３ ６ ９ と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た
。 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： FAS_HUMAN、 P_R20063、 CELT
13C2_1、 AGRI_RAT、 p_W09406、 G01639、 SC1_RAT、 S60062、 S51362、 及 び IOV_CHICKと の 間
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の 相 同 性 も 明 ら か に な っ た 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ２ ３ ０ ６ -１ ５ ７ ０ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３
２ ５ ４ が 付 与 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
実 施 例 １ ４ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 Incyteデ ー タ ベ ー
ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列
を 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 GenBank)及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LI
FESEQ(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等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996
))を 用 い て 実 施 し た 。 既 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 ５ ６ ０ ３ ７ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ ３ ７ 配 列 と (前 立 腺 腫 瘍 組 織 か ら 構 築 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー か ら の )IncyteＥ
Ｓ Ｔ １ ６ ４ ５ ８ ５ ６ 内 に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 Ｅ Ｓ Ｔ １ ６ ４
５ ８ ５ ６ を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図
２ ５ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ２ ８ ８ ０ -１ ５ １ ３ と 命 名 す る 。
　 図 ２ ５ に 示 す 全 長 ク ロ ー ン 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 ０ -２ 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 ３ ５ -１ ５
３ ７ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ２ ５ ； 配 列 番 号 ： ５ １ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体
(図 ２ ６ 、 配 列 番 号 ： ５ ２ )は ５ ０ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ５
２ の 約 ア ミ ノ 酸 １ -２ ３ で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３ は 約 ５ ６ ,６ ４ ０ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 と
約 ６ ． １ の 推 定 ｐ Ｉ を 有 す る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ２ ８ ８ ０ -１ ５ １ ３ は １ ９ ９ ８ 年 ８ 月 ４
日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ０ ９ ７ が 付 さ れ た 。
　 図 ２ ６ (配 列 番 号 ： ５ ２ )に 示 す 全 長 配 列 の WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す
る Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３
ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： MTV010_1、 P_W41604、 S54021、 AOFB_HUMAN、 NPAJ468
3_1、 S74689、 GEN13608、 ACHC_ACHFU、 AB011173_1及 び PUO_MICRUと の 間 の 配 列 同 一 性 が 明
ら か に な っ た 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３ 又 は そ の レ ギ ュ レ ー タ の 投 与 に よ り 、 あ る 種 の オ キ シ ダ ー
ゼ 疾 患 、 例 え ば 多 彩 性 ポ ル フ ィ リ ン 症 を 治 療 で き る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
実 施 例 １ ５ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 Incyteデ ー タ ベ ー
ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列
を 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 GenBank)及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LI
FESEQ(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等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996
))を 用 い て 実 施 し た 。 既 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 ５ ８ ７ ５ ３ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ８ ７ ５ ３ 配 列 と Ｅ Ｓ Ｔ ３ ０ ４ ９ １ ６ ５ 内 に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 配 列 相
同 性 に 鑑 み て 、 Ｅ Ｓ Ｔ ３ ０ ４ ９ １ ６ ５ を 含 む (肺 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の )Incyteク ロ ー ン を 購
入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ２ ７ に 示 し 、
こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ９ ６ -１ ５ ３ ９ と 命 名 す る 。
　 図 ２ ７ に 示 す 全 長 ク ロ ー ン 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 ５ ８ -６ ０ 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 ５ ５ ６ -５ ５ ８
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の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ２ ７ ； 配 列 番 号 ： ５ ３ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 (図
２ ８ 、 配 列 番 号 ： ５ ４ )は １ ６ ６ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ５ ４
の 約 ア ミ ノ 酸 １ -２ ３ で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２ は 約 １ ９ ,１ ７ １ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 と 約
８ ． ２ ６ の 推 定 ｐ Ｉ を 有 す る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ９ ６ -１ ５ ３ ９ は １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 ９
日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ２ ３ ８ が 付 さ れ た 。
　 図 ２ ８ (配 列 番 号 ： ５ ４ )に 示 す 全 長 配 列 の WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す
る Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２
ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 (こ こ で 導 入 さ れ た デ ー タ ベ ー ス か ら の 情 報 )： AF02547
4_1、 D69100、 AE000757_10、 H69466、 CELC50E3_12、 XLRANBP1_1、 YD67_SCHPO、 B69459、 H
36856、 及 び FRU40755_1と の 間 の 配 列 同 一 性 が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
実 施 例 １ ６ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ ９ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 Incyteデ ー タ ベ ー
ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列
を 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 GenBank)及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LI
FESEQ(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 。 一 又 は 複 数 の Ｅ Ｓ Ｔ は 発 病
し た 扁 桃 組 織 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 誘 導 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST
又 は BLAST2(Altschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を 用 い て 実 施 し
た 。 既 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, Seattl
e, 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 ９ ７ ６ １ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ７ ６ １ 配 列 と IncyteＥ Ｓ Ｔ ３ ８ １ ５ ０ ０ ８ 内 に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の
配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 こ の Ｅ Ｓ Ｔ を 含 む ク ロ ー ン を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決
定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ２ ９ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ７ １ ２ ９ ０ -１ ６ ３ ０
と 命 名 す る 。
　 図 ２ ９ に 示 す 全 長 ク ロ ー ン 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 ８ ６ -８ ８ 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 ４ １ -３ ４ ３
の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ２ ９ ； 配 列 番 号 ： ５ ５ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 (図
３ ０ 、 配 列 番 号 ： ５ ６ )は ８ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ５ ６ の
約 ア ミ ノ 酸 １ -１ ７ で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ ９ は 約 ９ ,７ ０ ０ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 と 約 ９ ．
５ ５ の 推 定 ｐ Ｉ を 有 す る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ １ ２ ９ ０ -１ ６ ３ ０ は １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 ２ ２ 日
に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ２ ７ ５ が 付 さ れ た 。
　 図 ３ ０ (配 列 番 号 ： ５ ６ )に 示 す 全 長 配 列 の WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す
る Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ ９
ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 (こ こ で 導 入 さ れ た デ ー タ )： S07975(B3-hordein)、 C48
232、 HOR7_HORVU、 GEN11764、 S14970、 AF020312_1、 STAJ3220_1、 CER07E3_1、 CEY37A1B、
及 び ATAC00423810と の 間 の 配 列 同 一 性 が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
実 施 例 １ ７ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 コ ン セ ン サ ス 配 列 を こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ８ ６ ６ ３ ４ と 命 名 す る 。 Ｄ Ｎ Ａ
８ ６ ６ ３ ４ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ の 全 長 コ ー ド 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 。
　 次 の 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 　 5'-CCACTTGCCATGAACATGCCAC-3'(配 列 番 号 ： ５ ９ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-CCTCTTGACAGACATAGCGAGCCAC-3'(配 列 番 号 ： ６ ０ )
さ ら に 、 以 下 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 ッ ド 形 成 プ ロ ー

10

20

30

40

50

(93) JP 2006-51032 A 2006.2.23



ブ を Ｄ Ｎ Ａ ８ ６ ６ ３ ４ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ ：
5'-CACTCTTGTCTGTGGGAACCACACATCTTGCCACAACTGTGGC-3'(配 列 番 号 ： ６ １ )
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 精 巣 組 織 か ら 単 離 し た 。 上 述 の よ う に
し て 単 離 さ れ た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
(こ こ で は Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ０ ３ １ -２ ６ ６ ４ と 命 名 [図 ３ １ 、 配 列 番 号 ： ５ ７ ])及 び Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９
９ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 上 述 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 を 含 み 、 ヌ ク
レ オ チ ド 位 置 ４ ２ -４ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ２ ２ ８ ３ -２ ２ ８ ５ に
停 止 コ ド ン を 持 つ (図 ３ １ 、 配 列 番 号 ： ５ ７ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ７ ４ ７ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 ８ ２ ,７ １ ０ の 算 定 分 子 量 、 及 び 約 ６ ． ３ ６ の 推 定 ｐ Ｉ を 有 す る 。 図
３ ２ (配 列 番 号 ： ５ ８ )に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ３ ２ に 示 す 種 々 の
重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 証 明 さ れ 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に
付 与 さ れ た 位 置 は 上 述 し た よ う に 概 略 の も の で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ０ ３ １ -２ ６ ６
４ は １ ９ ９ ９ 年 ６ 月 １ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ３ ７ -Ｐ Ｔ Ａ が 付
与 さ れ た 。
　 図 ３ ２ (配 列 番 号 ： ５ ８ )に 示 す 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す る D
ayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ ア ミ
ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： UROM_HUMAN； FBN1_HUMAN； GGU88872_1； S52111； GEN1240
8； P_R79478； P_W48756； P_R53087； P_R14584； 及 び S78549間 の 配 列 同 一 性 が 証 明 さ れ た
。
【 ０ １ ６ ６ 】
実 施 例 １ ８ ： 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
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 こ こ で Ｃ Ｌ Ｕ ５ ７
８ ３ ６ と 命 名 す る 、 LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ベ ー ス 、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto
,か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列
を 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 GenBank)及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LI
FESEQ(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等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996
))を 用 い て 実 施 し た 。 既 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 ５ ８ ７ ５ ６ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ８ ７ ５ ６ 配 列 と 、 LIFESEQ(商 品 名 )デ ー タ ベ ー ス , Incyte Pharmaceuticals、 P
alo Altoか ら の ク ロ ー ン 番 号 ２ ２ ５ １ ４ ６ ２ 内 に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 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 。
そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 が 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る こ と が こ こ で 見 出 さ れ た 。 こ の ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ３ 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 。
　 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 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 ３ 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 ３ ４ )。 図 ３ ４ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ タ ン パ ク 質 は は 約 ４
９ ,０ ６ ０ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 と 約 ４ ． ７ ４ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ３ ４ (配 列 番 号 ： ６ ３ )
に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ３ ４ に 示 す 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド
メ イ ン の 存 在 が 証 明 さ れ 、 こ こ で 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 付 与 さ れ た 位
置 は 上 述 し た 通 り 概 略 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 ５ ５ ２ -Ｐ Ｔ Ａ が 付 与 さ れ た 。
　 図 ３ ４ (配 列 番 号 ： ６ ３ )に 示 す 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す る D
ayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ア ミ
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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、 及 び SGS3_DROMEと の 間 の 配 列 同 一 性
が 証 明 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 １ ９ ： ヒ ト ２ ４ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 他 の 同 定 さ れ た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列
に 対 し て 構 築 し 、 こ こ で こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ４ ８ １ と 命 名 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ３
３ ４ ８ １ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ 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 。 特 に 、 次 の プ ラ イ マ ー を 使
用 し た ：
正 方 向 プ ラ イ マ ー １ ： (配 列 番 号 ： ６ ６ )： 5'-GTCTGACAGCCACTCCAGAG-3'
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ (配 列 番 号 ： ６ ７ )：
5'-TCTCCAATTTCTGGGCTTAGATAAGGCGCCTTCACCCCAGAAGTTCC-3'
逆 方 向 プ ラ イ マ ー １ (配 列 番 号 ： ６ ８ )： 5'-GTCCCAGGTTATAGTAAGAATTGG-3'
正 方 向 プ ラ イ マ ー ２ (配 列 番 号 ： ６ ９ )： 5'-GTGTTGCGGTCAGTCCCATG-3'
正 方 向 プ ラ イ マ ー ３ (配 列 番 号 ： ７ ０ )： 5'-GCTGTCTCCCATTTCCATGC-3'
逆 方 向 プ ラ イ マ ー ２ (配 列 番 号 ： ７ １ )： 5'-CGACTACCATGTCTTCATAATGTC-3'
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 述 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る こ と 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離
す る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単
離 し た 。
　 上 述 の よ う に し て 単 離 さ れ た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ の 全 長 Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 [こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ４ -１ １ ４ ２ と 命 名 ]及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ の 誘 導 タ ン パ ク 質
配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ４ -１ １ ４ ２ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ３ ５ (配 列 番 号 ： ６ ４ )に 示 す 。
ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ４ -１ １ ４ ２ 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 ６ ６ -６ ８ 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
２ １ ７ -１ ２ １ ９ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ３ ５ ； 配 列 番 号 ： ６ ４ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド 前 駆 体 は ３ ６ ４ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 ３ ６ )。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ４ -１ １ ４ ２
は １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 ２ ８ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ １ ６ が 付 さ
れ た 。
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ れ が ヒ ト 及 び マ ウ ス か ら の 成 長 分 化
因 子 ３ と あ る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
実 施 例 ２ ０ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ６ ３ ６ ３ と 命 名 す る 。
コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 BLASTと phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用 い て 伸 長 し 、 コ ン セ ン
サ ス 配 列 を 上 で 議 論 し た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り 伸 長 さ せ た 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ６
３ ６ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ の 全 長 コ ー ド 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 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ６ ３ ６ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 次 の よ う に 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ
ラ イ マ ー を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-TACAGGCCCAGTCAGGACCAGGGG-3'(配 列 番 号 ： ７ ４ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-CTGAAGAAGTAGAGGCCGGGCACG-3'(配 列 番 号 ： ７ ５ )
さ ら に 、 以 下 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 ッ ド 形 成 プ ロ ー
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ブ を Ｄ Ｎ Ａ ３ ６ ３ ６ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
5'-CCCGGTGCTTGCGCTGCTGTGACCCCGGTACCTCCATGTACCCGG-3'(配 列 番 号 ： ７ ６ )
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と Ｐ Ｃ
Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に
使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単 離 し た
。
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 ［ こ こ で は Ｄ Ｎ Ａ ４ １ ２ ３ ４ -１ ２ ４ ２ と 命 名 ］ (配 列 番 号 ： ７ ２ )及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ の
誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ １ ２ ３ ４ -１ ２ ４ ２ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ３ ７ (配 列 番 号 ： ７ ２ )に 示 す 。
ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ １ ２ ３ ４ -１ ２ ４ ２ 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 ３ ０ ５ -３ ０ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ １
４ ８ -１ １ ５ ０ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ３ ７ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ８
１ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 ３ ８ )。 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 重 要 な 領
域 は 、 ア ミ ノ 酸 １ -２ ６ に 対 応 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 位 置 ２ ７ の 成 熟 タ ン パ ク
質 の 開 始 、 ア ミ ノ 酸 ９ ３ -９ ８ に 対 応 す る 潜 在 的 な Ｎ グ リ コ シ ル 化 部 位 及 び ア ミ ノ 酸 ９ ９ -
２ ８ １ に 対 応 す る ３ ０ ｋ ｄ の 含 脂 肪 細 胞 補 体 関 連 タ ン パ ク 質 前 駆 体 と 相 同 性 を 有 す る 領 域
を 含 む 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ １ ２ ３ ４ -１ ２ ４ ２ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号
２ ０ ９ ６ １ ８ が 付 与 さ れ た 。
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ れ ら の 部 分 が ヒ ト 及 び
マ ウ ス 補 体 タ ン パ ク 質 の 一 部 と 有 意 な 相 同 性 を 有 し て い る こ と が 示 唆 さ れ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３
が 新 規 な 補 体 タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
実 施 例 ２ １ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 図 ３ ９ (配 列 番 号 ： ７ ７ )に 示 す Ｄ Ｎ Ａ ７ ３ ８ ３ ８ -１ ６ ７ ４ に 相 当 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を C
uragen, Inc.か ら 得 た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
実 施 例 ２ ２ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ７ ５ ５ １ ６ と 命 名 す る 。
コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 BLASTと phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル を 用 い て 伸 長 し 、 コ ン セ ン
サ ス 配 列 を 上 で 議 論 し た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限 り 伸 長 さ せ た 。 Ｄ Ｎ Ａ ７ ５
５ １ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ
ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ の 全 長 コ ー ド 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 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ７ ５ ５ １ ６ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 次 の よ う に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ
マ ー を 合 成 し た ：
5'-AGACATGGCTCAGTCACTGG-3'(配 列 番 号 ： ８ １ )
5'-GACCCCTAAAGGGCCATAG-3'(配 列 番 号 ： ８ ２ )
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た プ ロ ー ブ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 胎 児 心 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 ［ こ こ で は Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ５ ０ ３ -１ ６ ８ ６ と 命 名 ］ (配 列 番 号 ： ７ ９ )及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０
０ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ５ ０ ３ -１ ６ ８ ６ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ４ １ (配 列 番 号 ： ７ ９ )に 示 す 。
ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ５ ０ ３ -１ ６ ８ ６ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
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ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ６ -８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ４ ０ ８ -４ １ ０
の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ４ １ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ ３ ４ ア ミ ノ 酸 長 で
あ る (図 ４ ２ )。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 重 要 な 領 域 を 図 ４ ２ に
示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ５ ０ ３ -１ ６ ８ ６ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２
０ ３ ３ ６ ２ が 付 与 さ れ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
実 施 例 ２ ３ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 寄 託 番 号 Ａ Ｆ ０ ０ ７ ２ ６ ８ で あ る マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 (Ｆ Ｇ Ｆ -１ ５ )
を 様 々 な 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 GenBank, Dayhoff等 )を 検 索 す る の に 使 用 し た
。 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST-2［ Altschul等 , Methods in Enzymol
ogy 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 。 検 索 の 結 果 GenBankＥ Ｓ Ｔ  Ａ Ａ ２ ２ ０ ９ ９ ４ が ヒ ッ ト し 、 ス
ト ラ タ ジ ー ン Ｎ Ｔ ２ ニ ュ ー ロ ン 前 駆 体 ９ ３ ７ ２ ３ ０ と し て 同 定 さ れ た 。
　 GenBankＥ Ｓ Ｔ  Ａ Ａ ２ ２ ０ ９ ９ ４ 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含
む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )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 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー は ２ ０ ～ ３ ０ の ヌ ク レ オ チ ド (典 型 的 に は 約 ２ ４ )の 範 囲 と で き 、 １ ０ ０ -１ ０
０ ０ ｂ ｐ の 長 さ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 が 得 ら れ 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 (典 型 的 に は 約 ５ ０ )の 長 さ で あ る 。 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の
ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ
ー 対 で 、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biologyに 従 っ て 、 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て 関 心 あ る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す
る の に 使 用 し た 。
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ
Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に
使 用 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 網 膜 か ら 単 離 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ン の 単 離 に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 市 販 試 薬 (例 え ば Invitrogen, San Diego
, CA； Clontech等 々 )を 用 い て 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 作 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 、 平 滑 末 端 で Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー に 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 類 し 、 そ し て 適 切 な ク ロ ー ニ ン
グ ベ ク タ ー (例 え ば ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ
Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 )に 、 独 特 の Ｘ
ｈ ｏ Ｉ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て 、 所 定 の 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は そ の 全 体 を 配 列 決 定 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ の 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 列 は 図
４ ５ (配 列 番 号 ： ８ ５ )に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ４ ３ ５ -１ ２ １ 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 ４ ５ ９ -４ ６ １ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を
持 つ (図 ４ ５ ； 配 列 番 号 ： ８ ５ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ １ ６ ア ミ ノ 酸 長 で あ
る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ １ ２ -１ ２ １ ９ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０
９ ４ ８ ０ が 付 与 さ れ た 。
　 全 長 配 列 の BLAST-2及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 に 基 づ く と 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ は 線 維
芽 細 胞 成 長 因 子 と ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 す (５ ３ ％ )。 上 記 の 手 順 で 使 用 し た オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 次 の も の で あ っ た ：
FGF15.正 :5'-ATCCGCCCAGATGGCTACAATGTGTA-3'(配 列 番 号 ： ８ ７ )；
FGF15.プ ロ ー ブ :5'-GCCTCCCGGTCTCCCTGAGCAGTGCCAAACAGCGGCAGTGTA-3'(配 列 番 号 ： ８ ８ )
：
FGF15.逆 :5'-CCAGTCCGGTGACAAGCCCAAA-3'(配 列 番 号 ： ８ ９ )。

10

20

30

40

50

(97) JP 2006-51032 A 2006.2.23



【 ０ １ ７ ２ 】
実 施 例 ２ ４ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ ３ ６ と 命 名 す る
コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に
よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )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
。
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ
Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に
使 用 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 か ら 単 離 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は そ の 全 体 を 配 列 決 定 し た 。 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ の 全 長 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 図 ４ ７ (配 列 番 号 ： ９ ０ )に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ -１ ２ １ ６ 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 ５ ２ -５ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始
部 位 を 持 つ (図 ４ ７ ； 配 列 番 号 ： ９ ０ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ９ ９ ア ミ ノ 酸
長 で 、 ３ ２ ,５ ８ ３ ダ ル ト ン の 予 想 分 子 量 と ８ ． ２ ９ の ｐ Ｉ を 持 つ 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ０
６ ２ ８ -１ ２ １ ６ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ３ ２ が 付 与 さ れ た 。
　 全 長 配 列 の BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ は Ａ ３ ３
抗 原 前 駆 体 (３ ０ ％ )及 び コ ク サ ッ キ ー 及 び ア デ ノ ウ ィ ル ス レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 (２ ９ ％ )
と ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 す 。
　 上 記 の 手 順 に お い て 使 用 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 次 の 通 り で あ っ た ：
OLI2162(35936.f1)　 5'-TCGCGGAGCTGTGTTCTGTTTCCC-3'(配 列 番 号 ： ９ ２ )
OLI2163(35936.p1)　
5'-TGATCGCGATGGGGACAAAGGCGCAAGCTCGAGAGGAAACTGTTGTGCCT-3'(配 列 番 号 ： ９ ３ )
OLI2164(35936.f2)　
5'-ACACCTGGTTCAAAGATGGG-3'(配 列 番 号 ： ９ ４ )
OLI2165(35936.r1)　
5'-TAGGAAGAGTTGCTGAAGGCACGG-3'(配 列 番 号 ： ９ ５ )
OLI2166(35936.f3)　
5'-TTGCCTTACTCAGGTGCTAC-3'(配 列 番 号 ： ９ ６ )
OLI2167(35936.r2)　
5'-ACTCAGCAGTGGTAGGAAAG-3'(配 列 番 号 ： ９ ７ )
【 ０ １ ７ ３ 】
実 施 例 ２ ５ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 企 業 の 発 現 配 列 タ グ (Ｅ Ｓ Ｔ )Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LIFESEQ T M 、 Incyte Pharmaceuticals
、 Palo Alto, CA)を 検 索 し て 、 ア ン ド ロ ゲ ン 誘 発 成 長 因 子 と し て も 知 ら れ て い る 線 維 芽 細
胞 成 長 因 子 (Ｆ Ｇ Ｆ -８ )と 相 同 性 を 示 し た Ｅ Ｓ Ｔ (＃ ８ ４ ３ １ ９ ３ )を 同 定 し た 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
は Invitrogen, San Diego, CAか ら の 試 薬 と プ ロ ト コ ー ル を 使 用 し て ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら
単 離 し た (Fast Track2)。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 使 用 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー は 、 商 業 的 に 入 手 で き る 試 薬 (例 え ば 、 Invitrogen, San Diego, CA, Life Technolog
ies, Gaithersburg, MD)を 使 用 す る 標 準 的 な 方 法 に よ り 作 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 、 平 滑 末 端 で Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー に 結 合
さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で 適 当 に サ イ ズ 分 類 し 、 そ し て Life Technologie
s, Gaithersburg, MDか ら の 試 薬 と プ ロ ト コ ー ル (Super Script Plasmid System)を 使 用 し
て ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ に 定 ま っ た 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を １ ０ ０ ０ ｂ ｐ よ り 大 き く な る よ う に サ イ ズ 調 整 し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 結 合 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を
Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ は ｓ ｐ ６ 転 写 開 始 部
位 に 続 い て Ｓ ｆ ｉ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 と 続 い て Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ 部 位
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が あ る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で あ る 。
　 様 々 な 組 織 供 給 源 か ら の 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を 次 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で の
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た ：
IN843193.f(OLI 315)(配 列 番 号 ： １ ０ ０ )
5'-CAGTACGTGAGGGACCAGGGCGCCATGA-3'
IN843193.r(OLI 317)(配 列 番 号 ： １ ０ １ )
5'-CCGGTGACCTGCACGTGCTTGCCA-3'
次 い で 、 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 方 と 次 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用
し た 。
IN843193.p(OLI 316)(配 列 番 号 ： １ ０ ２ )
5'-GCGGATCTGCCGCCTGCTCANCTGGTCGGTCATGGCGCCCT-3'
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は そ の 全 体 を 配 列 決 定 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ (Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -１ １ ５
５ )の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ４ ９ (配 列 番 号 ： ９ ８ )に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -
１ １ ５ ５ 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 １ に 見 か け の
翻 訳 開 始 部 位 を 持 つ (図 ４ ９ ； 配 列 番 号 ： ９ ８ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド は ２ ０ ５ ア ミ ノ
酸 長 で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -１ １ ５ ５ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ (命 名 ： Ｄ Ｎ Ａ ２
７ ８ ６ ４ -１ １ ５ ５ )、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ７ ５ が 付 与 さ れ た 。
　 全 長 配 列 の (ALIGNコ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る )BLAST及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ
ン ト 分 析 法 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ は 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 -８ (ア ン ド ロ ゲ ン 誘 発
成 長 因 子 )と ７ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 (Blastス コ ア ３ １ ０ )を 示 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
実 施 例 ２ ６ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う な ア ミ ラ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ で 単 離 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 こ
こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ２ ３ ０ １ と 命 名 す る 。 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に phrapを 用 い て Ｄ Ｎ Ａ
４ ２ ３ ０ １ 配 列 を 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と 比 較 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ７ ６ １ と 命 名 す る コ ン セ ン
サ ス 配 列 を 同 定 し た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列
を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )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 。 全 長 ク ロ ー ン の
供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ ー か ら の
Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 す る こ と 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ
マ ー 対 の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た
。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 胎 児 脳 か ら 単 離 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 そ の 全 体 を 配 列 決 定 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ４ ３ ３ １ ６ -１ ２ ３ ７ の 全 長 ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ５ １ (配 列 番 号 ： １ ０ ３ )に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ３ ３ １ ６ -１ ２ ３
７ 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 １ ３ ４ -１ ３ ６ に
見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 つ (図 ５ １ ； 配 列 番 号 ： １ ０ ３ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆
体 は ３ ４ ４ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ３ ３ １ ６ -１ ２ ３ ７ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ
れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ８ ７ が 付 与 さ れ た 。
　 全 長 配 列 の BLAST-2及 び FastA配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 に 基 づ い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ は ラ ッ
ト ニ ュ ー ロ ト リ ミ ン と ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 (９ ７ %)を 示 す 。
【 ０ １ ７ ５ 】
実 施 例 ２ ７ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 Incyteデ ー タ ベ ー
ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列
を 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 GenBank)及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LI
FESEQ(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 。 一 又 は 複 数 の Ｅ Ｓ Ｔ は 甲 状
腺 組 織 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 誘 導 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLA
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ST2(Altschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を 用 い て 実 施 し た 。 既 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, Washi
ngton)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 ６ ０ １ ３ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ １ ３ 配 列 と IncyteＥ Ｓ Ｔ １ ４ ４ ４ ２ ２ ５ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 配
列 相 同 性 に 鑑 み て 、 こ の Ｅ Ｓ Ｔ を 含 む ク ロ ー ン を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定
し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ５ ３ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ １ ２ -１ ６ ２ ７ と
命 名 す る 。
　 図 ５ ３ に 示 し 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 を 含 み 、 ヌ ク レ オ
チ ド 位 置 １ ８ ４ -１ ８ ６ 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
４ -１ ５ ０ ６ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ５ ３ ； 配 列 番 号 ： １ ０ ５ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド 前 駆 体 (図 ５ ４ 、 配 列 番 号 ： １ ０ ６ )は ４ ４ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は
配 列 番 号 ： １ ０ ６ の 約 ア ミ ノ 酸 １ -２ １ に あ り 、 細 胞 付 着 部 位 は 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ １ -３ ０ ３
に あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ １ は 約 ４ ２ ,２ ０ ８ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ３ ６ の 推 定 ｐ
Ｉ を 有 す る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ １ ２ -１ ６ ２ ７ は １ ９ ９ ８ 年 ９ 月 ９ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄
託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ２ ４ ５ が 付 与 さ れ た 。
　 図 ５ ４ (配 列 番 号 ： １ ０ ６ )に 示 し た 全 長 配 列 の WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 法 を
使 用 し て の 、 Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ
Ｏ １ ４ １ １ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 (こ こ に 取 り 込 ん だ デ ー タ ベ ー ス か ら の デ
ー タ )： MTV023_19, P_R05307, P_W26348, P_P82962, AF000949_1, EBN1_EBV, P_R95107, 
GRP2_PHAVU, P_R81318, 及 び S74439_1と の 間 の 配 列 同 一 性 が 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
実 施 例 ２ ８ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ８ ０ ２ ０ ０ 」 と 命 名 す
る 。 Ｄ Ｎ Ａ ８ ０ ２ ０ ０ コ ン セ ン サ ス 配 列 と Merck Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン ２ ４ ８ ２ ８ ７ 内 に 含 ま れ
る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 に 観 察 さ れ る 相 同 性 に 基 づ き 、 Merck Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン ２ ４ ８ ２ ８ ７ を
購 入 し 、 そ の 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し 、 よ っ て Ｄ Ｎ Ａ ８ ６ ５ ７ ６ -２ ５ ９ ５ を 提 供 し た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６ の 全 コ ー ド 配 列 を 図 ５ ５ (配 列 番 号 ： １ ０ ７ )に 示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ８
６ ５ ７ ６ -２ ５ ９ ５ 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
５ ５ -５ ７ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 と 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ０ ８ -８ １ ０ に 見 か け の 停 止 コ
ド ン を 持 つ 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ２ ５ １ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ
８ ６ ５ ７ ６ -２ ５ ９ ５ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ８ ６ ８ が 付 与 さ れ
た 。 図 ５ ６ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６ タ ン パ ク 質 は 約 ２ ６ ,９ ３ ５ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量
と 、 約 ７ ． ４ ２ の ｐ Ｉ を 有 す る 。
　 図 ５ ６ (配 列 番 号 ： １ ０ ８ )に 示 す 全 長 配 列 の WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用
す る Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５
６ ア ミ ノ 酸 配 列 と こ こ に 導 入 さ れ る 以 下 の Dayhoff配 列 ： RNMAGPIAN_1、 UPAR_BOVIN、 S421
52、 AF007789_1、 UPAR_RAT、 UPAR_MOUSE、 P_W31165、 P_W31168、 P_R44423及 び P_W26359と
の 間 の 相 同 性 が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
実 施 例 ２ ９ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ５ ５ と 命 名 す る 。 Ｄ
Ｎ Ａ ３ ０ ９ ５ ５ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ 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 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
　 一 対 の 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 　 5'-AGGGTCTCCAGGAGAAAGACTC-3'(配 列 番 号 ： １ １ １ )
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逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-ATTGTGGGCCTTGCAGACATAGAC-3'(配 列 番 号 ： １ １ ２ )
ま た 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ を 、 次 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持
つ コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ５ ５ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
5'-GGCCACAGCATCAAAACCTTAGAACTCAATGTACTGGTTCCTCCAGCTCC-3'(配 列 番 号 ： １ １ ３ )
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ
Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に
使 用 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 肝 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。 上 記 の
よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ に 対 す る 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
［ こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ９ -１ １ ７ ２ と 命 名 ］ (配 列 番 号 ： １ ０ ９ )及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ の 誘
導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ９ -１ １ ７ ２ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ５ ７ (配 列 番 号 ： １ ０ ９ )に 示 す
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ９ -１ １ ７ ２ 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 １ ２ ６ -１ ２ ８ 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 ２ ９ ６ -１ ２ ９ ８ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ５ ７ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆
体 は ３ ９ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 ５ ８ )。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ９ -１ １ ７ ２ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ９ ６ が 付 与 さ れ た 。
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ れ が ヒ ト の 細 胞 表 面 タ
ン パ ク 質 Ｈ Ｃ Ａ Ｒ と 有 意 な 相 同 性 を 有 し て お り 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ は 新 規 な 細 胞 表 面 ウ
ィ ル ス レ セ プ タ ー で あ り う る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
実 施 例 ３ ０ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ６ ７ ９ と 命 名 す る 。 Ｄ
Ｎ Ａ ３ ３ ６ ７ ９ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ 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 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー (２ つ の 正 方 向 及 び 一 つ の 逆 方 向 )を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー Ａ ： 5'-CGGTCTACCTGTATGGCAACC-3'(配 列 番 号 ： １ １ ６ )
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー Ｂ ： 5'-GCAGGACAACCAGATAAACCAC-3'(配 列 番 号 ： １ １ ７ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-ACGCAGATTTGAGAAGGCTGTC-3'(配 列 番 号 ： １ １ ８ )
ま た 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ を 、 次 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 持
つ コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ６ ７ ９ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
5'-TTCACGGGCTGCTCTTGCCCAGCTCTTGAAGCTTGAAGAGCTGCAC-3'(配 列 番 号 ： １ １ ９ )
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ
Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に
使 用 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 脳 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た 。
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ に 対 す る 全 長 Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 ［ こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ６ ３ ５ ０ -１ １ ５ ８ と 命 名 ］ (配 列 番 号 ： １ １ ４ )及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２
６ ５ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ６ ３ ５ ０ -１ １ ５ ８ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ５ ９ (配 列 番 号 ： １ １ ４ )に 示 す
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ６ ３ ５ ０ -１ １ ５ ８ 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 ３ ５ ２ -３ ５ ４ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て 位 置 ２ ３ ３ ２ -
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２ ３ ３ ４ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ５ ９ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ６ ６ ０ ア ミ
ノ 酸 長 で あ る (図 ６ ０ )。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ６ ３ ５ ０ -１ １ ５ ８ は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ３ ７ ８ が 付 与 さ れ た 。
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ の 部 分 が フ ィ ブ ロ モ ジ
ュ リ ン 及 び フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン 前 駆 体 に 対 し て 有 意 な 相 同 性 を 有 し て お り 、 よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ
２ ６ ５ を 、 特 に フ ィ ブ ロ モ ジ ュ リ ン に 関 す る ロ イ シ ン リ ッ チ 反 復 フ ァ ミ リ ー の 新 規 な メ ン
バ ー で あ り う る こ と を 示 し て い る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
実 施 例 ３ １ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 種 々 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス 配 列 が 得 ら れ 、
得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 は 、 こ こ に Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ ４ １ と 命 名 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ ４ １
コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ 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 。
　 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 　 5'-CTTGACTGTCTCTGAATCTGCACCC-3'(配 列 番 号 ： １ ２ ２ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-AAGTGGTGGAAGCCTCCAGTGTGG-3'(配 列 番 号 ： １ ２ ３ )
さ ら に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 持 つ コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ９ ４ １ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
5'-CCACTACGGTATTAGAGCAAAAGTTAAAAACCATCATGGTTCCTGGAGCAGC-3'(配 列 番 号 ： １ ２ ４ )
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し て ス ク リ ー ニ
ン グ し た 。 次 い で 、 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｐ Ｃ Ｒ
プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使
用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 (LIB227)か ら 単
離 し た 。
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ［ こ こ
で 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ０ ６ -１ ３ ６ ８ と 命 名 さ れ る ］ (配 列 番 号 ： １ ２ ０ )及 び Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ の
誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 を 与 え た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ０ ６ -１ ３ ６ ８ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ６ １ (配 列 番 号 ： １ ２ ０ )に 示 す
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ０ ６ -１ ３ ６ ８ 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 ３ ７ -３ 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
２ ３ ５ ３ -２ ３ ５ ５ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ６ １ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は
７ ７ ２ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 ６ ２ )。 図 ６ ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ タ ン パ ク 質 は 、 約 ８
７ ,０ ０ ２ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ４ ． ６ ４ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ６ ２ (配 列 番 号 ： １ ２
１ )に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ 配 列 の 分 析 は 、 以 下 の も の の 存 在 を 明 示 し て い る ： 約 ア ミ
ノ 酸 １ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ ７ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ６ ０ 、 約 ア ミ
ノ 酸 ７ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ７ ７ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ９ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ ７ ～
約 ア ミ ノ 酸 ４ ４ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ ０ ８ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ １ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ １ ５ ～ 約 ア ミ ノ
酸 ５ １ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ １ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ １ ９ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ５ ３ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ５ ３
７ の 潜 在 的 Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ６ ～ 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ６ 及 び 約 ア ミ ノ 酸
２ ４ ４ ～ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ４ の カ ド ヘ リ ン 細 胞 外 繰 り 返 し ド メ イ ン シ グ ネ ー チ ャ ー 配 列 。 ク
ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ０ ６ -１ ３ ６ ８ は 、 １ ９ ９ ８ 年 ４ 月 ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ
Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ７ ４ ７ が 付 与 さ れ て い る 。
　 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 は 、 そ れ が カ ド ヘ リ ン タ ン パ ク 質
と 有 意 な 配 列 類 似 性 を 有 す る こ と を 示 唆 し 、 そ れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ が 新 規 な カ ド ヘ リ ン
タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー と な り う る こ と が 示 さ れ て い る 。 よ り 詳 細 に は 、 Dayhoff
デ ー タ ベ ー ス (version 35.45 SwissProt 35)は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayh
off配 列 、 I50180, CADA_CHICK, I50178, GEN12782, CADC_HUMAN, P_W25637, A38992, P_R
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49731, D38992及 び G02678と の 間 の 有 意 な 相 同 性 を 明 ら か に し た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
実 施 例 ３ ２ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 こ こ で ５ ０ ８ ６ １
７ ３ Ｈ １ と 命 名 さ れ た 、 Incyteデ ー タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 可 能 と
な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス (例 え ば 、 GenBank
)及 び 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス (LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Pal
o 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等 , Me
thods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を 用 い て 実 施 し た 。 既 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 １ ０ ８ ８ ０ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ０ ８ ８ ０ 配 列 と 、 Incyteデ ー タ ベ ー ス か ら の ク ロ ー ン 番 号 ５ ０ ８ ８ ３ ８ ４ 内
に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 ク ロ ー ン 番 号 ５ ０ ８ ８ ３ ８ ４ を 購 入
し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 は 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
こ と が こ こ で 見 出 さ れ た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ６ ３ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ １ ２
５ １ ８ ５ -２ ５ ０ ６ と 命 名 す る 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ２ ５ １ ８ ５ -２ ５ ０ ６ 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 ５ ８ -６ ０ 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
５ ９ ５ -５ ９ ７ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ６ ３ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ ７
９ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 ６ ４ )。 図 ６ ４ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ タ ン パ ク 質 は 、 約 ２ ０
,０ １ １ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 と 約 ８ ． １ ０ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ６ ４ (配 列 番 号 ： １ ２ ６ )
に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ６ ４ に 示 す 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ
ド ド メ イ ン の 存 在 が 証 明 さ れ 、 こ こ で 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 付 与 さ れ
た 位 置 は 上 述 し た 通 り 概 略 で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ １ ２ ５ １ ８ ５ -２ ５ ０ ６ は １ ９ ９ ９ 年
１ ２ 月 ７ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 １ ０ ３ １ -Ｐ Ｔ Ａ が 付 与 さ れ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
実 施 例 ３ ３ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３ 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 ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン (Ｄ Ｎ Ａ ８ ３ ５ ６
８ -２ ６ ９ ２ )を 、 一 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ５ ’ 末 端 を 優 勢 に 示 す ヒ ト 胎 児 腎 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ ー 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 ８ ３ ５ ６ ８ -２ ６ ９ ２ 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 ６ ３ ８ -６ ４ ０ 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 ２ ２ ５ -２ ２ ２ ７ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ６ ５ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体
は ５ ２ ９ ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 ６ ６ )。 図 ６ ６ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３ タ ン パ ク 質 は 、 約
５ ９ ,５ ８ ３ の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ３ ６ の 推 定 ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ６ ６ (配 列 番 号 ： １ ２ ８
)に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ６ ６ に 示 す 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド
ド メ イ ン の 存 在 が 証 明 さ れ 、 こ こ で 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 付 与 さ れ た
位 置 は 上 述 し た 通 り 概 略 で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ８ ３ ５ ６ ８ -２ ６ ９ ２ 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 ３ ８ ６ -Ｐ Ｔ Ａ が 付 与 さ れ た 。
　 図 ６ ６ (配 列 番 号 ： １ ２ ８ )に 示 す 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す
る Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３
ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： P_W58986、 PTND7_1、 YKZ3_YEAST、 CEK04B12_1、 AB01
4464_1、 PCU07059_1、 S31213、 CELF25E2_2、 AF036408_1、 及 び AB007932_1と の 間 の 配 列 同
一 性 が 証 明 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
実 施 例 ３ ４ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 種 々 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス 配 列 が 得 ら れ 、
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得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 は 、 こ こ に Ｄ Ｎ Ａ ８ ５ ０ ４ ２ と 命 名 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ ８ ５ ４ ０ ２
コ ン セ ン サ ス 配 列 と 、 IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ３ ０ ７ ８ ４ ９ ２ 内 に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列
と の 間 に 見 ら れ る 相 同 性 に 基 づ い て 、 ク ロ ー ン を 購 入 し 、 そ の 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た
。 挿 入 物 の 配 列 を こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ９ ２ ２ ５ ９ と 命 名 し 、 図 ６ ７ Ａ -Ｂ (配 列 番 号 ： １ ２ ９ )に
示 す 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ９ ２ ２ ５ 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 １ ６ -１ ８ 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 ７ ８ -１
０ ８ ０ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ６ ７ Ａ -Ｂ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ３ ５ ４
ア ミ ノ 酸 長 で あ る (図 ６ ８ )。 図 ６ ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ４ タ ン パ ク 質 は 、 約 ３ ８ ,
７ １ ９ ダ ル ト ン の 算 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． １ ２ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ６ ８ (配 列 番 号 ： １ ３ ０ )
に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ６ ８ に 示 す 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド
ド メ イ ン の 存 在 が 証 明 さ れ 、 こ こ で 、 そ れ ら の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン に 付 与 さ れ た
位 置 は 上 述 し た 通 り 概 略 で あ る 。
　 図 ６ ８ (配 列 番 号 ： １ ３ ０ )に 示 す 全 長 配 列 の ALIGN-2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析 を 使 用 す
る Dayhoffデ ー タ ベ ー ス (バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35)の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３
ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： P_W05152、 LAMP_HUMAN、 P_W05157、 P_W05155、 I5655
1、 OPCM_RAT、 AMAL_DROME、 DMU78177_1、 I37246及 び NCA1_HUMANと の 間 の 配 列 同 一 性 が 証
明 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
実 施 例 ３ ５ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ０ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 種 々 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス 配 列 が 得 ら れ 、
得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 は 、 こ こ に Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ４ ９ ３ と 命 名 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ４ ９ ３
コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ )Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 関 心 あ る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー を 同 定 す る た め 、 及 び ２ )Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ０ の 全 長 コ ー ド 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 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 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 　 5'-TCAGGGCTGCCAGGAAGGAAGAGC-3'(配 列 番 号 ： １ ３ ３ )
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-GCAGGAGGAGAAGGTCTTCCAGAAGAAG-3'(配 列 番 号 ： １ ３ ４ )
さ ら に 、 以 下 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 ッ ド 形 成 プ ロ ー
ブ を コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ４ ９ ３ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
5'-AGAAGTTCCAGTCAGCCCACAAGATGCCATTGTCCCCCGGCCTCC-3'(配 列 番 号 ： １ ３ ５ )
　 全 長 ク ロ ー ン の 供 給 源 に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 上 で 同 定 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 つ 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 ー を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
と Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 の 一 つ を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ０ 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す
る の に 使 用 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 成 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単
離 し た 。
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ０ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 ［ こ こ で は Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ７ ５ -１ ３ １ ４ と 命 名 ］ (配 列 番 号 ： １ ３ １ )及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ０
の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ７ ５ -１ ３ １ ４ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ６ ９ (配 列 番 号 ： １ ３ １ )に 示 す
。 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ７ ５ -１ ３ １ ４ 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 ３ ５ ６ -３ ５ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ８ ２ １ -８ ２
３ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る (図 ６ ９ )。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ ５ ５ ア ミ ノ 酸 長
で あ る (図 ７ ０ )。 図 ７ ０ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ０ タ ン パ ク 質 は 約 １ ７ ,１ ９ ４ ダ ル ト ン の
算 定 分 子 量 及 び 約 １ ０ ． ４ ４ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ７ ０ (配 列 番 号 ： １ ３ ２ )に 示 し た 全 長 Ｐ
Ｒ Ｏ ３ ５ ０ 配 列 の 分 析 に よ り 、 図 ７ ０ に 示 す 種 々 の 重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が
証 明 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
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実 施 例 ３ ６ ： ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の Ｐ Ｒ Ｏ の 使 用
　 以 下 の 方 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し
て の 使 用 を 記 載 す る 。
　 こ こ に 開 示 す る 全 長 又 は 成 熟 Ｐ Ｒ Ｏ の コ ー ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 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 性 Ｄ Ｎ Ａ 類 (Ｐ Ｒ Ｏ の 天 然 に 生
じ る 変 異 体 を コ ー ド す る も の な ど )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 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む フ ィ ル タ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 は 、 以 下
の 高 緊 縮 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 ッ ド 形
成 は 、 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 5xＳ Ｓ Ｃ 、 0.1%Ｓ Ｄ Ｓ 、 0.1%ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 50mMリ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH6.8、 2xデ ン ハ ー ト 液 、 及 び 10%デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 溶 液 中 で 、 42℃ に お
い て 20時 間 行 っ た 。 フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は 、 0.1xＳ Ｓ Ｃ 及 び 0.1%Ｓ Ｄ Ｓ の 水 溶 液 中 、 42℃ で
行 っ た 。
　 次 い で 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 所 望 の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 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 。
【 ０ １ ８ ５ 】
実 施 例 ３ ７ ： 大 腸 菌 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 大 腸 菌 に お け る 組 み 換 え 発 現 に よ る Ｐ Ｒ Ｏ の 非 グ リ コ シ ル 化 形 態 の 調 製
を 例 示 す る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ 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 を 用 い る こ と が で き る 。 好 適 な ベ ク タ ー の 例 は
、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ (大 腸 菌 か ら 誘 導 さ れ た も の ； Bolivar等 , Gene, 2:95 (1977)を 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 化 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 、 ｐ ｏ ｌ ｙ ｈ ｉ
ｓ リ ー ダ ー (最 初 の ６ つ の Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ コ ド ン 、 ｐ ｏ ｌ ｙ 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 コ ー ド 化 領 域 、 ラ ム ダ 転 写 終 結 区 、 及 び ａ ｒ ｇ Ｕ 遺 伝 子 を 含 む
。
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 は 、 次 い で 、 上 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い た 選 択 し
た 大 腸 菌 株 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
る こ と が で き る 。 終 夜 培 養 は 、 続 い て 大 規 模 培 養 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 。
　 更 に 数 時 間 の 細 胞 培 養 の 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 採 集 す 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 タ
ン パ ク 質 を 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム を 用 い て タ ン パ ク 質 を 緊 密 に 結 合 さ せ る 条 件 下 で 精 製 す
る こ と が で き る 。
　 以 下 の 手 法 を 用 い て 、 大 腸 菌 に お い て ポ リ Ｈ ｉ ｓ タ グ 形 態 で Ｐ Ｒ Ｏ を 発 現 さ せ て も よ い
。 Ｐ Ｒ Ｏ 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 す る 。 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 
rpoHts(htpRts) clpP(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 50mg/mlの カ ル ベ ニ シ リ ン を 含 有 す る Ｌ Ｂ 中 、 30℃ 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 養 を Ｃ Ｒ Ａ Ｐ 培 地 (3.57gの (Ｎ Ｈ ４ )２ Ｓ Ｏ ４ 、
0.71gの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ・ 2H2O、 1.07gの Ｋ Ｃ ｌ 、 5.36gの Difco酵 母 抽 出 物 、 500mL水

10

20

30

40

50

(105) JP 2006-51032 A 2006.2.23



中 の 5.36gの Shefield hycase SF、 並 び に 110mMの Ｍ Ｐ Ｏ Ｓ 、 pH7.3、 0.55%(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 50-100倍 希 釈 し 、 30℃ で 振 盪 さ せ な が ら 約
20-30時 間 成 長 さ せ た 。 試 料 を 取 り 出 し て Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 に よ り 発 現 を 確 認 し 、 バ ル
ク 培 養 を 遠 心 分 離 し て 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 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 １ ８ ６ 】
　 0.5か ら 1Lの 発 酵 (6-10gペ レ ッ ト )か ら の 大 腸 菌 ペ ー ス ト を 、 7Mの グ ア ニ ジ ン 、 20mMの ト
リ ス 、 pH8バ ッ フ ァ ー 中 で 10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 0.1M及 び 0.02Mと し 、 溶 液 を 4℃ で 終 夜 撹 拌 し
た 。 こ の 工 程 に よ り 、 亜 硫 酸 化 に よ り ブ ロ ッ ク さ れ た 全 て の シ ス テ イ ン 残 基 を 持 つ 変 性 タ
ン パ ク 質 が も た ら さ れ た 。 溶 液 を Beckman Ultracentrifuge中 で 40,000rpmで 30分 間 遠 心 分
離 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 、 0.22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 5mlの Qiagen Ni-NTA金 属 キ レ ー ト カ
ラ ム に 充 填 し た 。 カ ラ ム を 50mM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 250mM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 280nmに お け る そ の 吸 収 に
よ り 見 積 も っ た 。
　 試 料 を 、 20mMの ト リ ス 、 pH8.6、 0.3Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 2.5Mの 尿 素 、 5ｍ Ｍ の シ ス テ イ ン 、 20
mMの グ リ シ ン 及 び 1mMの Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る 新 た に 調 製 し た 再 折 り た た み 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 折 り た た み 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 50～ 100マ イ ク ロ グ ラ ム /mlと な る よ う に 選 択 し た 。 リ フ ォ ー ル
デ ィ ン グ 溶 液 を 4℃ で 12-36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 最
終 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 0.22ミ ク ロ 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 2-10%
に な る ま で 添 加 し た 。 再 折 り た た み さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 Poros R1/H逆 相 カ ラ ム で 、 0.1%
Ｔ Ｆ Ａ の 移 動 バ ッ フ ァ ー と 10～ 80%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 。 A280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 折 り た た み さ れ た 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
タ ン パ ク 質 の 正 し く 再 折 り た た み さ れ た 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 。 タ ン パ ク
質 の 誤 っ て 折 り た た ま れ た 形 態 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 折 り た た ま れ た Ｐ Ｒ Ｏ 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 G25 Superfine(Pharmacia)樹 脂 で の ゲ ル 濾 過 及 び 滅 菌 濾 過 に よ り 、 0.14M
の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 4%の マ ン ニ ト ー ル を 含 む 20mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 pH6.8に 処 方 し た 。
　 こ こ に 開 示 し た 多 く の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 上 記 の よ う に し て 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
実 施 例 ３ ８ ： 哺 乳 動 物 細 胞 で の Ｐ Ｒ Ｏ 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 潜 在 的 に グ リ コ シ ル 化 し た 形
態 の Ｐ Ｒ Ｏ の 調 製 を 例 示 す る 。
　 発 現 ベ ク タ ー と し て ベ ク タ ー ｐ Ｒ Ｋ ５ (1989年 3月 15日 公 開 の EP 307,247参 照 )を 用 い た
。 場 合 に よ っ て は 、 Ｐ Ｒ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た 制 限 酵 素 を 持 つ ｐ Ｒ Ｋ ５ に 結 合 さ せ 、 上 掲
の Sambrook等 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 Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 さ せ る
こ と が で き る 。 得 ら れ た ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｒ Ｋ ５ -Ｐ Ｒ Ｏ と 呼 ば れ る 。
　 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
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添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ な ど の 培 地 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 10
μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ -Ｐ Ｒ Ｏ  Ｄ Ｎ Ａ を 約 1μ gの Ｖ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ ［ Thimmapp
aya等 , Cell, 31:543 (1982))］ と 混 合 し 、 500μ lの 1mMト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ 、 0.1mMＥ Ｄ Ｔ Ａ 、
0.227MＣ ａ Ｃ ｌ ２ に 溶 解 さ せ た 。 こ の 混 合 物 に 、 滴 状 の 、 500μ lの 50mMＨ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ (pH7.3
5)、 280mMの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 1.5mMの Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ を 添 加 し 、 25℃ で 10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 37℃ で 約 4時 間 定 着 さ せ た 。 培 地 を 吸 引 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ
中 2mlの 20%グ リ セ ロ ー ル を 30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 24時 間 後 、 培 地 を 除 去 し 、 培 地 (の み )又 は 200μ Ci/ml３ ５ Ｓ -シ ス テ イ ン
及 び 200μ Ci/ml３ ５ Ｓ -メ チ オ ニ ン を 含 む 培 地 で 置 換 し た 。 12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 、 15%Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル に 添 加 し た 。 処 理
し た ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 現 す 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 に 、 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 。
　 こ れ に 換 わ る 技 術 に お い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ は 、 Somparyac等 , Proc. Natl. Acad. Sci., 12:75
75 (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 、 700μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ -Ｐ Ｒ Ｏ
 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 20%グ リ セ ロ ー ル で 90秒 間 処 理 し 、 組 織 培 地 で 洗 浄 し 、 組 織 培 地 、 5μ g/mlウ シ イ
ン シ ュ リ ン 及 び 0.1μ 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 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
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 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 同 定 し た 後 、 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 を 含 む 培 地 を 濃 縮 し て 、 任 意 の 選 択 し た 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ は 、 宿 主 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ は
ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ク タ ー か ら サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 サ ブ ク ロ ー ン 挿 入 物 は 、 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 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 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 さ れ た 方 法 に よ り 精 製 で き る 。
　 ま た Ｐ Ｒ Ｏ は 、 一 過 性 発 現 法 に よ り Ｃ Ｈ Ｏ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で 、 他 の 安 定 な 発 現 方
法 に よ り Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 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 さ れ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ
ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 可 溶 化 形 態 の コ ー ド 配 列 (例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン )が ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２
及 び Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン を 含 む Ｉ ｇ Ｇ １ 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 さ れ た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 続 い て 、 そ れ ぞ れ の Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ausubel等 , Current Protocols of Molecu
lar Biology, Unit 3.16, 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 、 関 心 あ る Ｄ
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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等 , 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 、 関 心 あ 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 12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)を 使 用 し
約 一 千 万 の Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 導 入 す る 。 細 胞 は 、 上 掲 の Lucas等 に 記 載 さ れ て い る よ う に 成 長
さ せ た 。 約 3x10－ 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 。
　 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 10mLの 媒 質 を 含 む 遠 心 管 に ピ ペ ッ ト し て 、 1000rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 上
清 を 吸 引 し て 細 胞 を 10mLの 選 択 培 地 (0.2μ m濾 過 Ｐ Ｓ ２ ０ 、 5%の 0.2μ m透 析 濾 過 ウ シ 胎 児
血 清 )中 に 懸 濁 さ せ た 。 次 い で 細 胞 を 90mLの 選 択 培 地 を 含 む 100mlス ピ ナ ー に 分 け る 。 1-2
日 後 、 細 胞 を 150mLの 選 択 培 地 を 満 た し た 250mLス ピ ナ ー に 移 し 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。 さ ら に 2-3日 後 、 250mL、 500mL及 び 2000mLの ス ピ ナ ー を 3x10５ 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 1992年 6月 16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 。 3Lの 生 産 ス ピ ナ ー を 1.2ｘ 106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 33℃ に 変 え 、 500g/Lの グ ル コ ー ス 及 び 0
.6mLの 10%消 泡 剤 (例 え ば 35%ポ リ ジ メ チ ル シ ロ キ サ ン エ マ ル シ ョ ン 、 Dow Corning 365 Med
ical Grade Emulsion)の 30mL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 70%を 下 回 る ま で 、 細 胞 培 地 を 遠 心 分 離 で 回 収 し て 0.22μ 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 充 填 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 作 成 物 に つ い て 、 タ ン パ ク 質 は Ni-NTAカ ラ ム (Qiagen)を 用 い て 精 製 す
る 。 精 製 の 前 に 、 イ ミ ダ ゾ ー ル を 条 件 培 地 に 5mMの 濃 度 ま で 添 加 し た 。 条 件 培 地 を 、 0.3M
の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び 5mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 20mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ , pH7.4バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た
6mlの Ni-NTAカ ラ ム に 4-5ml/分 の 流 速 で 4℃ に お い て ポ ン プ 供 給 し た 。 充 填 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 0.25M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 10mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 0.14M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 中 で 25mlの G25 Superfine(Pharmacia)を 用 い
て 脱 塩 し 、 -80℃ 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 、 20mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー , pH6.8で 平 衡 化 し た 5mlの プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ ム
(Pharmacia)に 汲 み 上 げ た 。 充 填 後 、 カ ラ ム を 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 強 く 洗 浄 し た 後 、 100mMの
ク エ ン 酸 , pH3.5で 溶 離 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 は 、 1mlの 画 分 を 275μ lの 1Mト リ ス バ ッ
フ ァ ー , pH9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 と エ ド マ ン (Edman)分 解 に よ る Ｎ -末 端 ア ミ ノ
酸 配 列 決 定 に よ り 評 価 し た 。
　 こ こ に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 多 く が 上 記 の よ う に し て 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
実 施 例 ３ ９ ： 酵 母 菌 で の Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 酵 母 菌 中 で の Ｐ Ｒ Ｏ 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 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 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 の 細 胞 内 発 現 を 指 示 す る 。 分 泌 の た
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め に 、 Ｐ Ｒ Ｏ 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 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 α 因 子 又 は イ ン ベ ル タ ー ゼ 分 泌 シ グ ナ ル ／ リ ー ダ ー 配 列 、 及 び
(必 要 な ら ば )Ｐ Ｒ Ｏ 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
。
　 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 、 10%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 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 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 。
　 こ こ に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 多 く が 上 記 の よ う に し て 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。
【 ０ １ ９ １ 】
実 施 例 ４ ０ ： バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で の Ｐ Ｒ Ｏ 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 記 載 す
る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ 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 又 は Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 配 列 の 所 望 の 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 な ど 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 。
　 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 。 28℃ 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等 , Baculovirus expression vectors: A laborat
ory 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 は 、 例 え ば Ｎ ｉ ２ ＋ － 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等 , Nature, 362:175-
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 (25mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 pH7.9；
12.5mMの Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ； 0.1mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ； 10%グ リ セ ロ ー ル ； 0.1%の Ｎ Ｐ -４ ０ ； 0.4Mの Ｋ
Ｃ ｌ )中 に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で 2回 20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 (50mMリ ン 酸 塩 、 300mMの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 10%グ リ セ ロ ー ル 、 pH7.8)
で 50倍 希 釈 し 、 0.45μ 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 (Qiage
nか ら 市 販 )を 5mLの 総 容 積 で 調 製 し 、 25mLの 水 で 洗 浄 し 、 25mL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 0.5mL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 500mMイ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 で 展 開 し た 。 1mL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 を
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含 む 画 分 を プ ー ル し て 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 透 析 し た 。
　 あ る い は 、 Ｉ ｇ Ｇ タ グ (又 は Ｆ ｃ タ グ )Ｐ Ｒ Ｏ 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 。
　 こ こ に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 多 く が 上 記 の よ う に し て 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
実 施 例 ４ １ ： Ｐ Ｒ Ｏ に 結 合 す る 抗 体 の 調 製
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 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 、 Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 融 合 タ ン パ
ク 質 、 細 胞 表 面 に 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ 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 。
　 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
1-100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 10か ら 12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 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 。
　 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 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 (35%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て )、 Ａ Ｃ Ｔ Ｔ 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 96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 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 。 Ｐ Ｒ Ｏ 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 。
　 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 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 １ ９ ３ 】
実 施 例 ４ ３ ： 特 異 的 抗 体 を 用 い た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 天 然 又 は 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 分 野 の 種 々 の 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 方 法
に よ っ て 精 製 で き る 。 例 え ば 、 プ ロ -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は プ レ -
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 関 心 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 免 疫 親 和 性
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ る 。 一 般 に 、 免 疫 親 和 性 カ ラ ム は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド 抗 体 を 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 に 共 有 結 合 さ せ て 作 成 さ れ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で の 沈 殿 又 は 固 定 化 プ ロ テ イ ン Ａ
(Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.)で の 精 製 の い ず れ か に よ り 免 疫 血 清
か ら 調 製 さ れ る 。 同 様 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 又 は 固 定 化 プ ロ
テ イ ン Ａ で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り マ ウ ス 腹 水 液 か ら 調 製 さ れ る 。 部 分 的 に 精 製 さ れ
た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 Ｃ ｎ Ｂ ｒ -活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス T M (Pharmacia LKB Biotechnology)等
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 に 共 有 結 合 さ れ る 。 抗 体 が 樹 脂 に 結 合 さ れ 、 樹 脂 が ブ ロ ッ ク さ
れ 、 誘 導 体 樹 脂 は 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 洗 浄 さ れ る 。
　 こ の よ う な 免 疫 親 和 性 カ ラ ム は 、 可 溶 化 形 態 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 細 胞 か ら
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の 画 分 を 調 製 す る こ と に よ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 に お い て 利 用 さ れ る 。 こ の 調 製 物
は 、 洗 浄 剤 の 添 加 又 は こ の 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 微 分 遠 心 分 離 を 介 し て 得 ら れ る 全 細 胞
又 は 細 胞 成 分 画 分 の 可 溶 化 に よ り 誘 導 さ れ る 。 あ る い は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 可 溶 化 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 が 成 長 す る 培 地 中 に 有 用 な 量 で 分 泌 さ れ る 。
　 可 溶 化 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 含 有 調 製 物 は 、 免 疫 親 和 性 カ ラ ム を 通 さ れ 、 カ ラ ム は Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 吸 着 を さ せ る 条 件 下 (例 え ば 、 洗 浄 剤 存 在 下 の 高 イ オ ン 強 度 バ ッ
フ ァ ー )で 洗 浄 さ れ る 。 次 い で 、 カ ラ ム は 、 抗 体 ／ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 結 合 を 分 解 す る 条
件 下 (例 え ば 、 約 2-3と い っ た 低 ｐ Ｈ 、 高 濃 度 の 尿 素 又 は チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン 等 の カ オ ト ロ
ー プ )で 溶 離 さ れ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 回 収 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
実 施 例 ４ ４ ： 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 結 合 断 片 を 種 々 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お
い て 使 用 す る こ と に よ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 特 に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 試 験 に 用
い ら れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 は 、 溶 液 中 の 遊 離 状 態 で も 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ
て も 、 細 胞 表 面 に 担 持 さ れ て い て も 、 細 胞 内 に 位 置 し て い て も よ い 。 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ
の 一 つ の 方 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 を 発 現 す る 組 換 え 核 酸 で 安 定 に 形 質 移 入 さ
れ る 真 核 生 物 又 は 原 核 生 物 宿 主 細 胞 を 利 用 す る 。 薬 剤 は 、 そ の よ う な 形 質 移 入 細 胞 に 対 し
て 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ に お い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 生 存 可 能 又
は 固 定 化 形 態 の い ず れ か に お い て 、 標 準 的 な 結 合 ア ッ セ イ に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と 試 験 さ れ る 試 薬 の 間 で の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し て よ い 。 あ る い は
、 試 験 す る 試 薬 に よ っ て 生 ず る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と そ の 標 的 細 胞 と の 間 の 複 合 体 形 成 に
お け る 減 少 を 試 験 す る こ と も で き る 。
　 し か し て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 関 連 疾 患 又 は 障 害 に 影 響 を 与 え う る 薬 剤 又 は
任 意 の 他 の 試 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 そ の 試 薬 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 に 接 触 さ せ 、 (ｉ )試 薬 と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と の 間 の 複 合 体
の 存 在 に つ い て 、 又 は (ｉ ｉ )Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と 細 胞 と の 間 の 複 合 体 の 存 在 に
つ い て 、 当 該 技 術 で よ く 知 ら れ た 方 法 で ア ッ セ イ す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 競 合 結 合 ア ッ
セ イ で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 が 典 型 的 に は 標 識 さ れ る 。 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン の 後 、 自 由 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 を 結 合 形 態 の も の か ら 分 離 し 、 自 由 又 は 未
複 合 の 標 識 の 量 が 、 特 定 の 試 薬 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
／ 細 胞 複 合 体 を 阻 害 す る 能 力 の 尺 度 と な る 。
　 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 他 の 技 術 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 適 当 な 結 合 親 和 性 を 持
つ 化 合 物 に つ い て の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 し 、 1984年 9月 13日 に 公 開 さ れ
た WO 84/03564に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 多 数 の 異 な る 小 型 ペ プ チ ド 試
験 化 合 物 が 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ン 等 の 固 体 支 持 体 又 は 幾 つ か の 他 の 表 面 上 で 合 成 さ れ る 。 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る と 、 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 し て 洗
浄 さ れ る 。 結 合 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ た 方 法 に よ り 検 出 さ れ る
。 精 製 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 使 用 す る た め に プ レ
ー ト 上 に 直 接 被 覆 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 非 中 和 抗 体 は 、 ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 そ れ を
固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 す る の に 使 用 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は
そ の 断 片 に つ い て 試 験 化 合 物 と 特 異 的 に 競 合 す る 競 合 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ も 考 慮
す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 抗 体 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で 、 一 又 は 複 数 の 抗 原 決 定 基 を 持
つ 任 意 の ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
実 施 例 ４ ５ ： 合 理 的 薬 物 設 計
　 合 理 的 薬 物 設 計 の 目 的 は 、 関 心 あ る 生 物 学 的 活 性 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド )又 は そ れ ら が 相 互 作 用 す る 小 分 子 、 例 え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は イ
ン ヒ ビ タ ー の 構 造 的 類 似 物 を 製 造 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 例 の 任 意 の も の が 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の よ り 活 性 で 安 定 な 形 態 又 は イ ン ビ ボ で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 向 上 又 は
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阻 害 す る 薬 物 の 創 作 に 使 用 で き る (参 考 、 Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-21 (1991))。
　 一 つ の 方 法 に お い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド -イ ン ヒ ビ タ ー 複
合 体 の 三 次 元 構 造 が 、 ｘ 線 結 晶 学 に よ り 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル 化 に よ り 、 最 も 典 型 的 に は
２ つ の 方 法 の 組 み 合 わ せ に よ り 決 定 さ れ る 。 分 子 の 構 造 を 解 明 し 活 性 部 位 を 決 定 す る た め
に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 形 状 及 び 電 荷 の 両 方 が 確 認 さ れ な け れ ば な ら な い 。 数 は 少 な
い が 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に 関 す る 有 用 な 情 報 が 相 同 タ ン パ ク 質 の 構 造 に 基 づ い た
モ デ ル 化 に よ っ て 得 ら れ る こ と も あ る 。 両 方 の 場 合 に お い て 、 関 連 す る 構 造 情 報 は 、 類 似
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 様 分 子 の 設 計 又 は 効 果 的 な イ ン ヒ ビ タ ー の 同 定 に 使 用 さ れ る 。 合 理 的
な 薬 剤 設 計 の 有 用 な 例 は 、 Braxton及 び Wells, Biochemistry, 31: 7796-7801 (1992)に 示
さ れ て い る よ う な 向 上 し た 活 性 又 は 安 定 性 を 持 つ 分 子 、 又 は Athauda等 , J. Biochem., 11
3: 742-746 (1993)に 示 さ れ て い る よ う な 天 然 ペ プ チ ド の イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ゴ ニ ス ト 、 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 分 子 を 含 む 。
　 ま た 、 上 記 の よ う な 機 能 ア ッ セ イ に よ っ て 選 択 さ れ た 標 的 特 異 的 な 抗 体 を 単 離 し そ の 結
晶 構 造 を 解 明 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 は 、 原 理 的 に は 、 そ れ に 続 く 薬 剤 設 計 が 基 礎 を
お く こ と の で き る フ ァ ー マ コ ア (pharmacore)を 生 成 す る 。 機 能 的 な 薬 理 学 的 に 活 性 な 抗 体
に 対 す る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 (抗 -ids)を 生 成 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 結 晶 学 を バ
イ パ ス す る こ と が で き る 。 鏡 像 の 鏡 像 と し て 、 抗 -idsの 結 合 部 位 は 最 初 の レ セ プ タ ー の 類
似 物 で あ る と 予 測 で き る 。 抗 -idは 、 次 い で 、 化 学 的 又 は 生 物 学 的 に 製 造 し た ペ プ チ ド の
バ ン ク か ら ペ プ チ ド を 同 定 及 び 単 離 す る の に 使 用 で き る 。 単 離 さ れ た ペ プ チ ド は 、 フ ァ ー
マ コ ア と し て 機 能 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 に よ り 、 十 分 な 量 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が Ｘ 線 結 晶 学 な ど の 分 析 実 験 を 実 施 す る
た め に 入 手 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 こ こ に 提 供 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 の 知 識
は 、 ｘ 線 結 晶 学 に 換 え る 、 又 は そ れ に 加 え る コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル 化 技 術 で 用 い ら れ る 指 針
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
実 施 例 ４ ６ ： マ ウ ス 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ ９ ２ )
　 こ の ア ッ セ イ で は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 の 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 を
誘 導 す る 働 き を し 、 及 び 、 従 っ て 、 例 え ば バ ー ガ ー 病 よ う な メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 機 能 の 低 下
に 関 す る 腎 障 害 、 又 は シ ェ ー ン ラ イ ン -ヘ ー ノ ホ 紫 斑 病 、 セ リ ア ッ ク 病 、 疱 疹 状 皮 膚 炎 又
は ク ロ ー ン 病 に 関 連 す る そ の 他 ネ フ ロ パ シ ー の 治 療 に 利 用 で き る こ と が 示 さ れ る 。 ア ッ セ
イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 １ 日 目 、 マ ウ ス 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 が 成 長 培 地 (ダ ル ベ ッ
コ 修 飾 イ ー グ ル 培 地 と ヘ ム Ｆ １ ２ 培 地 の 3： 1の 混 合 物 、 95％ の ウ シ 胎 仔 血 清 、 5％ の 14mM 
HEPES)で ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 蒔 か れ 、 一 晩 育 成 す る 。 ２ 日 目 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は
無 血 清 の 培 地 に お い て ２ 種 の 濃 度 に 希 釈 さ れ (1％ と 0.1％ )、 細 胞 に 加 え ら れ る 。 コ ン ト ロ
ー ル サ ン プ ル は 血 清 の 培 地 の み で あ る 。 ４ 日 目 、 Cell Titer 96 Aqueous１ 液 試 薬 (Progem
a)２ ０ μ ｌ が そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え ら れ 、 発 色 反 応 が ２ 時 間 進 め ら れ る 。 つ い で 吸 光 度
(Ｏ Ｄ )が ４ ９ ０ nmで 測 定 さ れ る 。 ア ッ セ イ に お け る ポ ジ テ ィ ブ は コ ン ト ロ ー ル の 読 み の 少
な く と も １ ５ ％ を 越 え る 吸 光 度 の 読 み を 与 え る も の で あ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド は こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２
【 ０ １ ９ ７ 】
実 施 例 ４ ７ ： 一 次 ラ ッ ト 含 脂 肪 細 胞 に よ る グ ル コ ー ス 又 は Ｆ Ｆ Ａ の 取 込 み に 影 響 を 及 ぼ す
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 (ア ッ セ イ ９ ４ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 含 脂 肪 細 胞 に よ る グ ル コ ー ス 又 は Ｆ Ｆ Ａ の 取 込
み に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 を 示 す か 否 か を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て
ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 肥 満 、 糖 尿 病 、 高 -又 は 低 -
イ ン シ ュ リ ン 血 症 を 含 む 、 含 脂 肪 細 胞 に よ る グ ル コ ー ス の 取 込 み の 刺 激 又 は 阻 害 の い ず れ
か が 有 益 で あ る と さ れ る 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
　 ９ ６ ウ ェ ル 型 に お い て 、 ア ッ セ イ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 一 次 ラ ッ ト 含 脂 肪 細 胞 に
添 加 し 、 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 試 料 を ４ 時 間 及 び １ ６ 時 間 で 取 り 出 し 、 グ リ セ ロ ー ル
、 グ ル コ ー ス 及 び Ｆ Ｆ Ａ の 取 込 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 １ ６ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 イ
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ン シ ュ リ ン を 培 地 に 添 加 し 、 ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 時 点 で 、 試 料 を 取 り 出 し 、
グ リ セ ロ ー ル 、 グ ル コ ー ス 及 び Ｆ Ｆ Ａ の 取 込 み を 測 定 し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 せ
ず イ ン シ ュ リ ン を 含 有 す る 培 地 を ポ ジ テ ィ ブ の 基 準 対 照 と し て 使 用 し た 。 試 験 し た Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド が グ ル コ ー ス 又 は Ｆ Ｆ Ａ の 取 込 み を 刺 激 又 は 阻 害 す る 場 合 、 イ ン シ ュ リ ン 対
照 の １ ． ５ 倍 以 上 又 は ０ ． ５ 倍 未 満 で あ る な ら ば 、 結 果 は こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ
ブ で あ る と ス コ ア さ れ る 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 、 こ の ア ッ セ イ に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ｆ Ａ の 取 込
み の 刺 激 剤 又 は 阻 害 剤 と し て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３ 、 Ｐ Ｒ
Ｏ １ ４ １ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ９ ４ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ 。
【 ０ １ ９ ８ 】
実 施 例 ４ ８ ： 成 人 心 臓 肥 大 の 刺 激 (ア ッ セ イ ２ )
　 こ の ア ッ セ イ は 成 人 心 臓 の 肥 大 を 刺 激 す る 様 々 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 測 定 す る
よ う に 設 計 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド は 、 種 々 の 心 臓 の 機 能 不 全 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 予 期 さ れ る 。
　 成 体 (250g)Sprague Dawleyラ ッ ト か ら 新 た に 単 離 し た 心 室 筋 細 胞 を 2000細 胞 /180μ lウ
ェ ル 容 積 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 細 胞 を 単 離 し 、 １ 日 目 に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド 含 有 試 験 試 料 又 は 成 長 培 地 の み (負 の 対 照 )(20μ l容 積 )を ２ 日 目 に 添 加 し 、 つ い
で 細 胞 を 固 定 し 、 ５ 日 目 に 染 色 し た 。 染 色 後 、 細 胞 サ イ ズ を 可 視 化 し 、 対 照 細 胞 と 比 較 し
て 成 長 亢 進 の な い 細 胞 に ０ ． ０ の 値 を 与 え 、 対 照 細 胞 と 比 較 し て 小 か ら 中 程 度 の 成 長 亢 進
を 示 す 細 胞 に ０ ． １ の 値 を 与 え 、 対 照 細 胞 と 比 較 し て 大 き な 成 長 亢 進 を 示 す 細 胞 に ２ ． ０
の 値 を 与 え る 。 負 の 対 照 細 胞 と 比 較 し た 成 長 増 強 の あ ら ゆ る 度 合 い が ア ッ セ イ で は ポ ジ テ
ィ ブ と 考 え ら れ る 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ
Ｏ ３ ０ １ 。
【 ０ １ ９ ９ 】
実 施 例 ４ ９ ： 血 管 内 皮 成 長 因 子 (Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ )刺 激 の 内 皮 細 胞 成 長 の 増 殖 阻 害 (ア ッ セ イ ９ )
　 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ に 刺 激 さ れ た 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 種 々 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 試
験 し た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て ポ リ ペ プ チ ド 試 験 が ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 哺 乳 動 物 の 内 皮 細
胞 の 阻 害 に 有 用 で あ り 、 こ の よ う な 効 果 は 、 例 え ば 腫 瘍 成 長 の 阻 害 す る 等 の 恩 恵 と な る 。
　 特 に 、 ウ シ 副 腎 皮 質 性 毛 細 管 内 皮 (Ａ Ｃ Ｅ )細 胞 (一 次 培 地 か ら 、 最 大 12-14継 代 )を ９ ６ -
ウ ェ ル の １ ０ ０ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 500細 胞 ／ ウ ェ ル で 蒔 い た 。 ア ッ セ イ 用 培 地
は 、 低 グ ル コ ー ス Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 、 10%の ウ シ 血 清 、 2mMの グ ル タ ミ ン 、 1xペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ
ト マ イ シ ン ／ フ ン ギ ゾ ン を 含 有 す る 。 対 照 ウ ェ ル は 次 の も の を 含 む ： (１ )Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 を 添
加 し な い も の ； (２ )Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 単 独 ； (３ )Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 プ ラ ス 5ng/mlの Ｆ Ｇ Ｆ ； (４ )Ａ Ｃ Ｅ
細 胞 プ ラ ス 3ng/mlの Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ； (５ )Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 プ ラ ス 3ng/mlの Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ プ ラ ス 1ng/mlの Ｔ
Ｇ Ｆ -ベ ー タ ； 及 び (６ )Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 プ ラ ス 3ng/mlの Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ プ ラ ス 5ng/mlの Ｌ Ｉ Ｆ 。 つ い
で 、 試 験 用 試 料 で あ る ポ リ -ｈ ｉ ｓ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド (100マ イ ク ロ タ イ タ ー 容 量 中 )
を ウ ェ ル (そ れ ぞ れ １ ％ 、 ０ ． １ ％ 及 び ０ ． ０ ０ １ ％ に 希 釈 )の 添 加 し た 。 細 胞 を ３ ７ ℃ ／
５ ％ の Ｃ Ｏ ２ で ６ -７ 日 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 ウ ェ ル の 培 地 を 吸 引 し
、 細 胞 を １ ｘ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 反 応 混 合 物 (100マ イ ク ロ タ イ タ ー 、 0.
1Mの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH5.5、 0.1%の ト リ ト ン X-100、 10mMの ｐ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ
ー ト )を 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 10マ イ ク ロ タ イ タ
ー の 1Nの Ｎ ａ Ｏ Ｈ の 添 加 で 反 応 を 停 止 し た 。 光 学 密 度 (Ｏ Ｄ )を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー
で 405nmに お い て 測 定 し た 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 刺 激 無 し の 細 胞 に 対 す る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ (3ng/ml)刺 激 増 殖 の パ
ー セ ン ト 阻 害 (Ｏ Ｄ 405nmに お け る 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 )と し
て 算 出 し た 。 Ｔ Ｇ Ｆ -ベ ー タ は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 Ａ Ｃ Ｅ 細 胞 増 殖 を 70-90%阻 止 す る の で 、 1ng/m
lで 活 性 参 照 と し て 使 用 し た 。 結 果 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 癌 治 療 、 特 に 腫 瘍 新 脈 管 形
成 の 阻 害 に お け る 有 用 性 を 示 し て い る 。 数 値 (相 対 阻 害 度 )は 刺 激 な し 細 胞 に 対 す る Ｐ Ｒ Ｏ
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ポ リ ペ プ チ ド に よ る Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 増 殖 の パ ー セ ン ト 阻 害 を 算 出 し 、 つ い で 1ng/ml濃 度 で の
Ｔ Ｇ Ｆ -β が 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 細 胞 増 殖 を 70-90%阻 止 す る こ と が 知 ら れ て い る こ と で 得 ら れ
た パ ー セ ン ト 阻 害 を パ ー セ ン テ ー ジ に 除 す る こ と で 決 定 さ れ る 。 結 果 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド が 内 皮 細 胞 成 長 の Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 刺 激 を ３ ０ ％ 又 は そ れ 以 上 (相 対 阻 害 度 ３ ０ ％ 又 は そ れ 以
上 )を 阻 害 し た と き に ポ ジ テ ィ ブ と 考 え る 。
　 以 下 の 試 験 ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 、
Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
実 施 例 ５ ０ ： 混 合 リ ン パ 球 反 応 (Ｍ Ｌ Ｒ )に お け る 刺 激 活 性 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ ２ ４ )
　 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 刺 激 さ れ た Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 刺 激 剤 と し て
活 性 で あ る こ と を 示 す 。 リ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激 す る 化 合 物 は 、 免 疫 反 応 の 向 上 が 好 ま し い
治 療 に お い て 有 用 で あ る 。 治 療 剤 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 形 態 、 例 え
ば ポ リ ペ プ チ ド の マ ウ ス -ヒ ト キ メ ラ 、 ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 で あ り 得 る 。
　 こ の ア ッ セ イ の 基 本 的 プ ロ ト コ ー ル は 、 Current Protocol in Immunology, unit3.12；
J E Coligan, A M Kruisbeek, D H Marglies, E M Shevach, W Strober編 , 国 立 衛 生 研 究
所 , John Wiley & Sons, Incか ら 出 版 に 記 載 さ れ て い る 。
　 特 に 、 こ の ア ッ セ イ の 一 変 形 例 で は 、 末 梢 血 液 単 核 細 胞 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ )を 個 々 の 哺 乳 動 物 、
例 え ば ヒ ト の ボ ラ ン テ ィ ア か ら ロ イ コ フ ェ レ ー シ ス に よ り 単 離 す る (一 人 の ド ナ ー に は 刺
激 物 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 供 給 し 、 他 の ド ナ ー に は レ ス ポ ン ダ ー Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 供 給 す る )。 所 望 す る な
ら ば 、 単 離 後 に 、 細 胞 を ウ シ 胎 児 血 清 及 び Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 で 凍 結 す る 。 凍 結 細 胞 を ア ッ セ イ 用
培 地 (３ ７ ℃ 、 5%Ｃ Ｏ ２ )で 一 晩 解 凍 し 、 つ い で 洗 浄 し 、 ア ッ セ イ 用 培 地 (Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ； 10%ウ
シ 胎 児 血 清 、 1%ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 1%グ ル タ ミ ン 、 1%Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 1%非 必
須 ア ミ ノ 酸 、 1%ピ ル バ ー ト )に 3X10６ 細 胞 /mlに 再 懸 濁 さ せ る 。 刺 激 物 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は 細 胞 を 光
に さ ら す (約 300ラ ド )こ と に よ り 調 製 さ れ る 。
　 こ の ア ッ セ イ は 混 合 物 ：
　 100:1の 1%又 は 0.1%に 希 釈 さ れ た 試 験 料 試 料 、
　 50:1の 光 に さ ら さ れ た 刺 激 物 細 胞 、 及 び
　 50:1の レ ス ポ ン ダ ー Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 、
を 三 重 ウ ェ ル に 蒔 く こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 100マ イ ク ロ タ イ タ ー の 細 胞 培 養 培 地 又 は 100
マ イ ク ロ タ イ タ ー の Ｃ Ｄ ４ -Ｉ ｇ Ｇ を 対 照 体 と し て 使 用 す る 。 つ い で 、 ウ ェ ル を ３ ７ ℃ 、 5
%Ｃ Ｏ ２ で ４ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ５ 日 目 、 各 ウ ェ ル に ト リ チ ウ ム 化 チ ミ ジ ン (1.0mC/
ウ ェ ル ； Amersham)を 適 用 す る 。 ６ 時 間 後 、 細 胞 を ３ 回 洗 浄 し 、 つ い で 標 識 の 取 込 を 評 価
す る 。
　 こ の ア ッ セ イ の 他 の 変 形 例 で は 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Balb/cマ ウ ス 及 び C57B6マ ウ ス の 脾 臓 か ら
単 離 す る 。 細 胞 を 、 ア ッ セ イ 用 培 地 (Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ； 10%ウ シ 胎 児 血 清 、 1%ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ
プ ト マ イ シ ン 、 1%グ ル タ ミ ン 、 1%Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 1%非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 1%ピ ル バ ー ト )に お い
て 新 た に 回 収 さ れ た 脾 臓 か ら 顕 微 鏡 検 査 用 に 細 か く 切 断 し 、 リ ン パ ラ イ ト (Lympholyte)Ｍ
(Organon Teknika)上 に こ れ ら の 細 胞 を オ ー バ ー レ イ す る こ と に よ り Ｐ Ｍ Ｂ Ｃ を 単 離 し 、 2
000rpmで ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 集 め 、 ア ッ セ イ 用 培 地 に お け る 単 核 細 胞 層 を 洗 浄 し 、 ア ッ
セ イ 用 培 地 に 1X10７ 細 胞 /mlに な る よ う に 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ る 。 つ い で 、 こ の ア ッ セ イ は
上 記 の よ う に 行 わ れ る 。
　 ポ ジ テ ィ ブ と は 対 照 体 よ り も 増 加 す る こ と で あ り 、 増 加 す る こ と は ポ ジ テ ィ ブ で あ る と
考 え ら れ 、 180%以 上 の 増 加 が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 任 意 の 値 が 対 照 体 以 上 で あ る な ら
、 試 験 用 タ ン パ ク 質 に つ い て 刺 激 効 果 を 示 す 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ 及 び Ｐ Ｒ
Ｏ ３ ０ １ 。
【 ０ ２ ０ １ 】
実 施 例 ５ １ ： Ｐ Ｄ Ｂ １ ２ 細 胞 の 増 殖 (ア ッ セ イ ２ ９ )
　 こ の 実 施 例 は 、 様 々 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が PDB12膵 管 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る 効 能 を 有
し て い る こ と を 示 す も の で 、 よ っ て 糖 尿 病 等 を 含 む 、 膵 臓 に よ る タ ン パ ク 質 分 泌 に 係 る 疾
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患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。
　 PDB12膵 管 細 胞 を 、 100μ L/180μ L成 長 培 地 中 に ウ ェ ル 当 り 1.5x103細 胞 で 、 フ ィ ブ ロ ネ
ク チ ン を コ ー ト し た ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 試
験 試 料 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 欠 く 負 の 対 照 を 有 す る 100μ Lの 成 長 培 地 を つ い で 最 終 容
積 200μ Lに な る ま で ウ ェ ル に 添 加 し た 。 対 照 は こ の ア ッ セ イ に お い て 不 活 性 で あ る こ と が
知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 を 含 む 成 長 培 地 を 含 む 。 細 胞 を 37℃ で 4日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 つ い で 、 20μ Lの ア ラ マ ー ブ ル ー 染 料 (AB)を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 蛍 光 読 み と り を 、 530nm
励 起 及 び 590nm発 光 に て マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー で Ａ Ｂ 添 加 後 ４ 時 間 で 測 定 し
た 。 用 い た 標 準 は ウ シ 下 垂 体 抽 出 物 (BPE)な し の 細 胞 と 様 々 な 濃 度 の Ｂ Ｐ Ｅ の 細 胞 で あ る
。 未 知 の バ ッ フ ァ ー 又 は 成 長 培 地 の み の 対 照 は 各 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト で ２ 回 な さ れ る 。
　 タ ン パ ク 生 産 の 増 加 パ ー セ ン ト が 、 負 の 対 照 細 胞 に よ り 生 産 さ れ た ア ラ マ ー ブ ル ー 染 料
に よ る 算 定 タ ン パ ク 質 濃 度 と 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 処 理 細 胞 に よ り 生 産 さ れ た ア ラ マ ー ブ
ル ー 染 料 に よ る 算 定 タ ン パ ク 質 濃 度 を 比 較 す る こ と に よ り 算 定 さ れ て い る 。 負 の 対 照 細 胞
と 比 較 し て ２ ５ ％ 以 上 の タ ン パ ク 質 生 産 の 増 加 パ ー セ ン ト が ポ ジ テ ィ ブ と 考 え ら れ る 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ
Ｏ ３ ０ １ 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
実 施 例 ５ ２ ： モ ル モ ッ ト 血 管 漏 洩 (ア ッ セ イ ３ ２ )
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 血 管 透 過 性 を 誘 導 す る 能 力 を 示 す か ど う
か を 決 定 す る た め の も の で あ る 。 こ の ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド は 、 例 え ば 局 部 的 に 免 疫 系 細 胞 浸 潤 を 向 上 さ せ る こ と が 有 益 で あ る 状 態 を 含 む 、 血 管
透 過 性 を 向 上 さ せ る こ と が 有 益 な 病 状 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
　 ３ ５ ０ ｇ 又 は そ れ 以 上 の 無 毛 モ ル モ ッ ト に ケ タ ミ ン (７ ５ － ８ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ )と ５ ｍ ｇ ／
ｋ ｇ の キ シ ラ ジ ン を 筋 肉 内 投 与 し て 麻 酔 を か け た 。 Ｒ Ｏ ３ ０ ２ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 試 験 ポ リ
ペ プ チ ド を 含 ま な い 生 理 緩 衝 液 を 含 む 試 験 試 料 を 、 注 射 部 位 当 た り １ ０ ０ μ ｌ で 試 験 動 物
の 背 の 皮 膚 に 皮 内 注 射 し た 。 動 物 当 た り お よ そ １ ６ -２ ４ の 注 射 部 位 が あ っ た 。 つ い で １
ｍ ｌ の エ バ ン ス ブ ル ー 染 料 (Ｐ Ｂ Ｓ 中 １ ％ )を 心 臓 内 注 射 し た 。 化 合 物 に 対 す る 皮 膚 血 管 透
過 性 応 答 (す な わ ち 、 注 射 部 位 の 斑 点 )に つ い て 、 試 験 動 物 の 投 与 １ 及 び ６ 時 間 後 に 注 射 部
位 か ら の 青 色 の 漏 出 の 直 径 (ｍ ｍ )を 測 定 す る こ と で 視 覚 に よ り ス コ ア を つ け た 。 注 射 部 位
の 青 さ の ｍ ｍ 直 径 を 観 察 し 、 血 管 漏 出 の 重 症 度 と 共 に 記 録 し た 。 少 な く と も ５ ｍ ｍ の 直 径
の 斑 点 は 、 精 製 タ ン パ ク 質 を 試 験 す る 場 合 は ア ッ セ イ で は 正 で あ る と 考 え ら れ 、 血 管 漏 出
又 は 透 過 性 を 誘 導 す る 能 力 を 示 し て い る 。 ７ ｍ ｍ 直 径 を 超 え る 反 応 の 場 合 に 、 条 件 媒 体 試
料 に 対 し て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 考 え ら れ る 。 ０ ． １ μ ｇ ／ １ ０ ０ μ ｌ の ヒ ト Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ が 正
の 対 照 と し て 使 用 さ れ 、 ４ -８ ｍ ｍ 直 径 の 応 答 を 誘 導 し た 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ
Ｏ ５ ３ ３ 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例 ５ ３ ： 網 膜 ニ ュ ー ロ ン 生 存 (ア ッ セ イ ５ ２ )
　 こ の 実 施 例 は あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 網 膜 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 生 存 の 促 進 に お い て 有 効
性 を 有 す る こ と を 示 し 、 よ っ て 、 例 え ば 色 素 性 網 膜 症 、 Ａ Ｍ Ｄ 等 に よ る 哺 乳 動 物 の 視 力 喪
失 の 治 療 を 含 む 、 網 膜 疾 患 又 は 損 傷 の 治 療 に 有 用 で あ る 。
　 妊 娠 ７ 日 の Sprague Dawleyラ ッ ト 胎 児 (混 合 集 団 ： グ リ ア 及 び 網 膜 ニ ュ ー ロ ン 型 )を Ｃ Ｏ
２ 麻 酔 に 続 い て 断 頭 に よ り 屠 殺 し 、 無 菌 条 件 下 で 眼 を 取 り 出 し た 。 神 経 網 膜 を 色 素 上 皮 か
ら 切 除 し 、 他 の 眼 組 織 を Ｃ ａ ２ ＋ 、 Ｍ ｇ ２ ＋ 無 し の Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 0.25%ト リ プ シ ン を 用 い て
単 細 胞 懸 濁 物 中 に 解 離 さ せ た 。 網 膜 を ３ ７ ℃ で ７ － １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 1m
lの ダ イ ズ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー を 添 加 す る こ と に よ り ト リ プ シ ン を 不 活 性 化 し た 。 細
胞 を 、 Ｎ ２ を 添 加 し 、 特 異 的 な 試 験 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 有 り 又 は 無 し の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２
中 、 ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト に ウ ェ ル 当 た り 100,000細 胞 で 蒔 い た 。 全 て の 実 験 に つ い て 、 細
胞 は 5%Ｃ Ｏ ２ の 水 飽 和 雰 囲 気 下 、 ３ ７ ℃ で 成 長 さ せ た 。 培 地 中 で ２ － ３ 日 後 に 細 胞 を カ ル
セ イ ン Ａ Ｍ で 染 色 し 、 次 い で 4%の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、 全 細 胞 カ ウ ン ト の 測 定
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の た め に Ｄ Ａ Ｐ Ｉ で 染 色 し た 。 全 細 胞 (蛍 光 )は 、 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ 及 び MacIntosh用 Ｎ Ｉ Ｈ 画
像 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 20X対 物 倍 率 で 定 量 化 し た 。 ウ ェ ル の 視 野 は 無 作 為 に 選 択 し た 。
　 種 々 の 濃 度 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 効 果 は 、 培 地 中 ２ － ３ 日 で の カ ル セ イ ン Ａ Ｍ ポ ジ テ
ィ ブ 細 胞 の 合 計 数 を 、 培 地 中 ２ － ３ 日 の Ｄ Ａ Ｐ Ｉ 標 識 細 胞 の 合 計 数 で 除 す る こ と に よ り 計
算 し た 。 ３ ０ ％ を 越 え る 生 存 を ポ ジ テ ィ ブ と 考 え る 。
　 以 下 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 、 ０ ． ０ １ ％ ～ １ ． ０ ％ の 範 囲 内 の ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 で 使
用 す る こ の ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ０ 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
実 施 例 ５ ４ ： ラ ッ ト 小 嚢 支 持 細 胞 の 増 殖 (ア ッ セ イ ５ ４ )
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 聴 覚 毛 細 胞 前 駆 体 で あ る 内 耳 支 持 細 胞 の 有
糸 分 裂 促 進 剤 と し て 作 用 し 、 し た が っ て 哺 乳 動 物 に お け る 聴 覚 毛 細 胞 の 再 生 誘 発 と 軟 調 の
治 療 に 利 用 で き る こ と を 示 す 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 ラ ッ ト Ｕ Ｅ Ｃ － ４ 小 嚢
上 皮 細 胞 が ３ ３ ℃ 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 血 清 添 加 培 地 で 密 度 ３ ０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル で ９ ６ ウ ェ ル
プ レ ー ト に 等 分 さ れ る 。 細 胞 は 一 晩 培 養 さ れ 、 つ い で ３ ７ ℃ で 無 血 清 培 地 に 移 さ れ る 。 つ
い で 様 々 な 希 釈 率 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド (又 は コ ン ト ロ ー ル に は 不 含 有 )が 培 地 に 加 え ら れ
、 つ い で 細 胞 は ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ３
Ｈ － チ ミ ジ ン (１ μ Ｃ ｉ /ウ ェ ル )が 加 え ら れ 、 つ い で さ ら に ２ ４ 時 間 培 養 さ れ る 。 次 に 培
地 は 組 み 込 ま れ な か っ た 放 射 能 標 識 を 取 り 除 く た め に 洗 浄 さ れ 、 細 胞 を 取 り 出 し 、 １ ウ ェ
ル あ た り の Cpmが 決 定 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル 培 地 と 比 較 し て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で 処 置 し
た 培 地 で 少 な く と も ３ ０ ％ 又 は そ れ 以 上 の Ｃ ｐ ｍ で あ っ た 場 合 に は ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ
と 判 断 さ れ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３
７ 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
実 施 例 ５ ５ ： 杆 状 体 光 受 容 体 細 胞 の 生 存 (ア ッ セ イ ５ ６ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 杆 状 体 光 受 容 体 細 胞 の 生 存 ／ 増 殖 を 高 め
る よ う に 作 用 し 、 よ っ て 、 例 え ば 色 素 性 網 膜 炎 、 Ａ Ｍ Ｄ 等 に よ る 哺 乳 動 物 の 視 力 喪 失 の 治
療 を 含 む 網 膜 疾 患 又 は 損 傷 の 治 療 的 処 置 に 有 用 で あ る こ と を 示 す 。
　 妊 娠 ７ 日 の Sprague Dawleyラ ッ ト 胎 児 (混 合 集 団 ： グ リ ア 及 び 網 膜 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 型 )を
Ｃ Ｏ ２ 麻 酔 に 続 い て 断 頭 に よ り 屠 殺 し 、 無 菌 条 件 下 で 眼 を 取 り 出 し た 。 神 経 網 膜 を 色 素 上
皮 及 び 他 の 眼 組 織 か ら 切 除 し 、 つ い で Ｃ ａ ２ ＋ 、 Ｍ ｇ ２ ＋ 無 し の Ｐ Ｂ Ｓ 中 の 0.25%ト リ プ
シ ン を 用 い て 単 細 胞 懸 濁 物 中 に 解 離 さ せ た 。 網 膜 を ３ ７ ℃ で ７ － １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 そ の 後 1mlの ダ イ ズ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー を 添 加 す る こ と に よ り ト リ プ シ ン を 不 活
性 化 し た 。 細 胞 を 、 Ｎ ２ を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ 中 、 ９ ６ -ウ ェ ル プ レ ー ト に ウ ェ ル
当 た り 100,000細 胞 で 蒔 い た 。 全 て の 実 験 に つ い て 、 細 胞 は 5%Ｃ Ｏ ２ の 水 飽 和 雰 囲 気 下 、
３ ７ ℃ で 成 長 さ せ た 。 培 地 中 で ２ － ３ 日 後 に 細 胞 を 4%の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し 、
次 い で セ ル ト ラ ッ カ ー グ リ ー ン Ｃ Ｍ Ｆ Ｄ Ａ 染 色 し た 。 Rho 4D2(腹 水 又 は Ｉ ｇ Ｇ 1:100)、 可
視 色 素 ロ ド プ シ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 間 接 的 免 疫 蛍 光 法 に よ る 杆 状 体 光 受 容
体 の 検 出 に 使 用 し た 。 結 果 は ％ 生 存 ： 培 地 中 ２ － ３ 日 の カ ル セ イ ン － ロ ド プ シ ン ポ ジ テ ィ
ブ 細 胞 の 全 数 を 、 培 地 中 ２ － ３ 日 で の ロ ド プ シ ン ポ ジ テ ィ ブ 細 胞 の 全 数 で 除 す る も の と し
て 計 算 す る 。 全 細 胞 (蛍 光 )は 、 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ 及 び MacIntosh用 Ｎ Ｉ Ｈ 画 像 ソ フ ト ウ ェ ア を
用 い て 20X対 物 倍 率 で 定 量 化 し た 。 ウ ェ ル の 視 野 は 無 作 為 に 選 択 し た 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５
０ 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
実 施 例 ５ ６ ： 皮 膚 血 管 透 過 性 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ ６ ４ )
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 動 物 の 注 入 部 位 で の 単 核 細 胞 、 好 酸 球 及 び
Ｐ Ｍ Ｎ 浸 潤 を 誘 発 す る こ と に よ り 免 疫 反 応 を 促 進 及 び 炎 症 反 応 を 誘 発 す る こ と を 示 す 。 免
疫 反 応 を 刺 激 す る 化 合 物 は 免 疫 反 応 の 刺 激 が 有 用 な 治 療 に 利 用 可 能 で あ る 。 こ の 皮 膚 血 管
透 過 性 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 体 重 が ３ ５ ０ グ ラ ム 又 は そ れ 以 上 の 毛 の 無 い モ

10

20

30

40

50

(116) JP 2006-51032 A 2006.2.23



ル モ ッ ト を ケ タ ミ ン (７ ５ － ８ ０ mg/Kg)及 び ５ mg/Kgキ シ ラ ジ ン の 筋 肉 注 射 (IM)を し て 麻 酔
を か け た 。 精 製 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 試 料 又 は 条 件 培 地 試 験 試 料 が 、 注 入 部 位 あ
た り １ ０ ０ μ ｌ を 試 験 動 物 の 背 中 に 皮 内 注 入 さ れ る 。 動 物 あ た り 約 １ ０ － ３ ０ 、 好 ま し く
は 約 １ ６ － ２ ４ 箇 所 の 部 位 に 注 入 が 可 能 で あ る 。 エ バ ン ス ブ ル ー 色 素 (１ ％ に 生 理 的 食 塩
水 で 緩 衝 )の １ μ ｌ が 心 臓 内 に 注 入 さ れ る 。 つ い で 注 入 部 位 に お け る 斑 点 が 注 入 後 １ 時 間
と ６ 時 間 で 測 定 (直 径 ｍ ｍ )さ れ る 。 動 物 は 注 入 後 ６ 時 間 で 屠 殺 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 皮 膚 注
入 部 位 は 生 体 組 織 検 査 さ れ 、 ホ ル マ リ ン で 固 定 さ れ る 。 つ い で 皮 膚 は 組 織 病 理 学 検 査 用 に
調 製 さ れ る 。 そ れ ぞ れ 部 位 は 皮 膚 へ の 炎 症 細 胞 浸 潤 を 検 査 さ れ る 。 可 視 的 な 炎 症 細 胞 の 炎
症 を 有 す る 部 位 は ポ ジ テ ィ ブ と し て 記 録 さ れ る 。 炎 症 細 胞 は 好 中 球 、 好 酸 球 、 単 球 、 リ ン
パ 球 で あ り 得 る 。 少 な く と も 注 入 部 位 で の 最 小 血 管 周 囲 の 浸 潤 は ポ ジ テ ィ ブ と し て 記 録 さ
れ 、 注 入 部 位 で 浸 潤 の な か っ た 場 合 に は ネ ガ テ ィ ブ と し て 記 録 さ れ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０
１ 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
実 施 例 ５ ７ ： 内 皮 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 (ア ッ セ イ ７ ３ )
　 内 皮 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を 、 ヒ ト 静 脈 の 臍
静 脈 内 皮 細 胞 (HUVEC, Cell Systems)中 で 試 験 し た 。 こ の ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ で あ る と
、 内 皮 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の 誘 発 が 有 益 で あ る 腫 瘍 並 び に 血 管 疾 患 の 治 療 に ポ リ ペ プ チ ド
が 有 用 で あ る こ と を 示 し て い る 。
　 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ ー タ ー プ レ ー ト (Amersham Life Science, cytostar-Tシ ン
チ レ ー テ ィ ン グ マ イ ク ロ プ レ ー ト 、 RPNQ160、 無 菌 、 組 織 培 地 処 理 、 個 々 に ラ ッ ピ ン グ )で
10%の 血 清 (CSG-媒 体 、 Cell Systems)中 、 ウ ェ ル 当 た り 2x104細 胞 の 密 度 で 全 容 量 100μ ｌ
で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 ２ 日 目 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 試 験 試 料 を 1%、 0.33%
及 び 0.11%希 釈 の ３ 段 階 で 添 加 し た 。 細 胞 無 し の ウ ェ ル を ブ ラ ン ク と し て 用 い 、 細 胞 の み
の ウ ェ ル を ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と し て 用 い た 。 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て ス タ ウ ロ ス ポ リ ン の ３ ｘ
ス ト ッ ク の 1:3連 続 希 釈 50μ lを 用 い た 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 能
力 は 、 カ ル シ ウ ム 及 び リ ン 脂 質 結 合 タ ン パ ク 質 の メ ン バ ー で あ る ア ネ キ シ ン Ｖ の 検 出 の た
め に ９ ６ ウ ェ ル を プ ロ セ ッ シ ン グ し て ア ポ ト ー シ ス を 検 出 す る こ と に よ り 決 定 し た 。
　 0.2mlの ア ネ キ シ ン Ｖ -ビ オ チ ン の ス ト ッ ク 溶 液 (100μ g/ml)を 、 4.6mlの 2 x Ｃ ａ ２ ＋ 結
合 バ ッ フ ァ ー 及 び 2.5%BSA中 に 希 釈 し た (1:25希 釈 )。 50μ lの 希 釈 ア ネ キ シ ン Ｖ -ビ オ チ ン
液 を 、 1.0μ g/mlの 最 終 濃 度 に な る ま で 各 ウ ェ ル (対 照 を 除 く )に 添 加 し た 。 試 料 を ３ ５ Ｓ -
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 直 接 添 加 の 前 に ア ネ キ シ ン -ビ オ チ ン と 共 に 10-15分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 ３ ５ Ｓ -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン は 2 x Ｃ ａ ２ ＋ 結 合 バ ッ フ ァ ー 、 2.5%BSA中 に 希 釈 し
、 最 終 濃 度 が 3 x 104cpm／ ウ ェ ル に な る ま で 全 て の ウ ェ ル に 添 加 し た 。 次 い で プ レ ー ト を
密 封 し 、 1000rpmで 15分 間 遠 心 分 離 し 、 2時 間 の 間 、 軌 道 シ ェ イ カ ー 上 に 配 し た 。 分 析 は 14
50 Microbeta Trilux (Wallac)で 実 施 し た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 越 え る パ ー セ ン ト が ネ ガ
テ ィ ブ 対 照 を 越 え る 毎 分 当 た り の カ ウ ン ト の パ ー セ ン ト 量 を 表 す 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 越
え る パ ー セ ン ト が 30%以 上 の も の が ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 考 え ら れ る 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ
Ｏ ３ ０ １ 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
実 施 例 ５ ８ ： 皮 質 ニ ュ ー ロ ン に お け る ｃ -ｆ ｏ ｓ の 誘 発 (ア ッ セ イ ８ ３ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 皮 質 ニ ュ ー ロ ン に お い て ｃ -ｆ ｏ ｓ を 誘 発 す る
能 力 を 示 す か 否 か を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定
さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ニ ュ ー ロ ン 増 殖 が 有 益 で あ ろ う 神 経 系 疾 患 及 び 損 傷 の 治 療
に 有 用 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
　 皮 質 ニ ュ ー ロ ン を 分 離 し 、 ９ ６ ウ ェ ル の プ レ ー ト に １ ウ ェ ル 当 た り 10,000細 胞 で 成 長 培
地 に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 お よ そ ２ の 細 胞 分 割 後 、 細 胞 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で 30分 間 処
理 す る か 、 又 は し な か っ た (負 の 対 照 )。 次 い で 、 細 胞 を ５ 分 間 、 冷 メ タ ノ ー ル で 固 定 し 、
ホ ス ホ リ ル 化 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ に 対 す る 抗 体 で 染 色 し た 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル を 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 法
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を 使 用 し て 計 算 し た 。 こ の ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 、 負 の 対 照 と 比 較 し て 、 ｃ -ｆ
ｏ ｓ メ ッ セ ー ジ が 少 な く と も ２ 倍 増 加 す る 結 果 に な る 因 子 で あ る 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ
Ｏ ２ ８ ８ 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
実 施 例 ５ ９ ： 膵 臓 β -細 胞 前 駆 体 分 化 の 誘 発 (ア ッ セ イ ８ ９ )
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 膵 臓 β -細 胞 前 駆 体 か ら 成 熟 し た 膵 臓 β -細
胞 へ の 分 化 を 誘 発 す る 働 き を し 、 し た が っ て 、 真 正 糖 尿 病 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 様 々 な
イ ン シ ュ リ ン 不 全 段 階 の 治 療 に 利 用 で き る こ と を 示 す 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る
。 ア ッ セ イ は マ ウ ス 胎 児 膵 臓 細 胞 の 初 代 培 養 を 使 用 し 、 初 期 測 定 は β -細 胞 前 駆 体 又 は 成
熟 し た β -細 胞 の ど ち ら か に 相 当 す る マ ー カ ー の 発 現 の 変 化 で あ る 。 マ ー カ ー 発 現 は リ ア
ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ (Ｒ Ｔ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ )で 測 定 さ れ ； こ こ で 評 価 さ れ る マ ー カ ー は イ ン シ
ュ リ ン で あ る 。
　 膵 臓 は Ｅ １ ４ 胚 (Ｃ Ｄ １ マ ウ ス )か ら 取 り 出 さ れ る 。 つ い で 膵 臓 は ３ ７ ℃ で ４ ０ か ら ６ ０
分 、 Ｆ １ ２ /Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ /デ ィ ス パ ー ゼ で 消 化 さ れ る (コ ラ ゲ ナ ー ゼ /デ ィ ス
パ ー ゼ 、 1.37mg/ml、 Boehringer Mannheim、 ＃ 1097113)。 つ い で 消 化 は 同 容 量 の ５ ％ Ｂ Ｓ
Ａ で 中 和 さ れ 、 細 胞 は 一 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 さ れ る 。 １ 日 目 、 細 胞 は １ ２ ウ ェ ル 組
織 培 養 プ レ ー ト に 蒔 か れ る (PBS中 で 20μ /mlの ラ ミ ニ ン で プ レ 被 覆 さ れ る 、 Boehringer Ma
nnheim、 ＃ 124317)。 １ － ２ 胚 の 膵 臓 由 来 の 細 胞 は ウ ェ ル 当 た り 分 配 さ れ る 。 こ の 初 代 培
養 の 培 地 は １ ４ Ｆ ／ １ ６ ４ ０ で あ る 。 ２ 日 目 、 培 体 は 取 り 除 か れ 、 付 着 し た 細 胞 は Ｒ Ｐ Ｍ
Ｉ ／ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 さ れ る 。 試 験 さ れ る タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 ２ ｍ ｌ の 最 小 培 地 が 加 え ら
れ る 。 ４ 日 目 、 培 地 は 取 り 除 か れ 、 細 胞 か ら Ｒ Ｎ Ａ が 調 製 さ れ 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て マ ー カ ー 発 現 が 分 析 さ れ る 。 未 処 置 対 照 に 比 べ 、 関 連 し た β -細 胞 マ ー
カ ー の 発 現 が 増 加 し た 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 は ア ッ セ イ に お い て 活 性 で あ る と 考 え ら れ る
。
１ ４ Ｆ ／ １ ６ ４ ０ は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ (Gibco)に 次 の も の を 加 え た も の で あ る ：
　 グ ル ー プ Ａ 　 1： 1000
　 グ ル ー プ Ｂ 　 1： 1000
　 組 み 換 え ヒ ト イ ン シ ュ リ ン 　 10μ g／ ml
　 ア プ ロ チ ニ ン (50μ g／ ml)1： 2000(Boehringer manhein #981532)
　 ウ シ 下 垂 体 エ キ ス (Ｂ Ｐ Ｅ )60μ g／ ml
　 ゲ ン タ マ イ シ ン 　 100ng／ ml
グ ル ー プ Ａ ： (10mlＰ Ｂ Ｓ 中 )
　 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 100mg(シ グ マ  T2252)
　 上 皮 成 長 因 子 、 100μ g(BRL100004)
　 ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン 、 5x10－ 6Mの 10μ l(シ グ マ  T5516)
　 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 10－ １ Ｍ の 100μ l(シ グ マ E0135)
　 ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 10－ １ Ｍ の 100μ l(シ グ マ P0503)
　 セ レ ニ ウ ム 、 10－ 1Ｍ の 4μ l(Aesar#12574)
グ ル ー プ Ｃ ： (10mlの 100%エ タ ノ ー ル 中 )
　 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 5x10－ ３ Mの 2μ l(シ グ マ #H0135)
　 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 1x10－ ３ Mの 100μ l(シ グ マ #P6149)
　 フ ォ ル ス コ リ ン 、 20mMの 500μ l(Calbiochem#344270)
最 小 培 地 ：
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に ト ラ ン ス フ ェ リ ン (10μ /ml)、 イ ン シ ュ リ ン (1μ g/ml)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン (100ng/ml)、 ア プ ロ チ ニ ン (50μ g/ml)及 び Ｂ Ｐ Ｅ (15μ g/ml)を 加 え る 。
定 ま っ た 培 地 ：
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に ト ラ ン ス フ ェ リ ン (10μ /ml)、 イ ン シ ュ リ ン (1μ g/ml)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン (100ng/ml)及 び ア プ ロ チ ニ ン (50μ g/ml)を 加 え る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド は こ の ア ッ セ イ で 活 性 で あ っ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ３ ６ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８
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、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６ 。
【 ０ ２ １ ０ 】
実 施 例 ６ ０ ： 周 皮 細 胞 ｃ -ｆ ｏ ｓ の 誘 発 (ア ッ セ イ ９ ３ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 周 皮 細 胞 に お い て ｃ -ｆ ｏ ｓ の 発 現 を 誘
発 す る よ う に 作 用 し 、 よ っ て 特 定 の 種 類 の 周 皮 細 胞 結 合 腫 瘍 の 診 断 用 マ ー カ ー と し て 有 用
で あ る ば か り で な く 、 周 皮 細 胞 関 連 腫 瘍 の 治 療 的 処 置 に 有 用 で あ る と 予 想 さ れ る ア ン タ ゴ
ニ ス ト を 生 じ る こ と を 示 す 。 周 皮 細 胞 に お け る ｃ -ｆ ｏ ｓ の 発 現 の 誘 発 は ま た 血 管 形 成 が
誘 発 さ れ た こ と を 示 し 、 よ っ て 、 ｃ -ｆ ｏ ｓ の 発 現 を 誘 発 可 能 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 、
例 え ば 創 傷 治 癒 等 を 含 む 、 血 管 形 成 の 誘 発 が 有 益 で あ る 病 状 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 予
想 さ れ る 。 特 に １ 日 目 に 、 周 皮 細 胞 を VEC Technologiesか ら 得 、 ５ mlの 培 地 以 外 を フ ラ ス
コ か ら 取 り 出 し た 。 ２ 日 目 に 周 皮 細 胞 を ト リ プ シ ン 化 し 、 洗 浄 し 、 ス ピ ン さ せ 、 つ い で ９
６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 蒔 い た 。 ７ 日 目 に 培 地 を 取 り 出 し 、 周 皮 細 胞 を 100μ lの Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド テ ス ト 用 試 料 及 び 対 照 体 (ポ ジ テ ィ ブ 対 照 体 ＝ Ｄ Ｅ Ｍ ＋ 5%血 清 ＋ ／ － 500ng/mlの Ｐ
Ｄ Ｇ Ｆ ； ネ ガ テ ィ ブ 対 照 体 ＝ プ ロ テ イ ン ３ ２ )で 処 理 し た 。 複 製 を 平 均 し 、 Ｓ Ｄ ／ Ｃ Ｖ を
決 定 し た 。 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 単 位 (Ｒ Ｌ Ｕ )照 度 計 リ ー デ ィ ン グ バ ー ス 頻 度 に よ り 示 さ れ た
プ ロ テ イ ン ３ ２ 値 を 越 え る 折 り 畳 み 増 加 (バ ッ フ ァ ー 対 照 )を ヒ ス ト グ ラ ム 上 に プ ロ ッ ト す
る 。 上 記 の プ ロ テ イ ン ３ ２ 値 を ２ 倍 越 え る と 、 ア ッ セ イ に つ い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 考 え
ら れ る 。 Ａ Ｓ Ｙ マ ト リ ッ ク ス ： 成 長 培 地 ＝ 低 グ ル コ ー ス Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ＝ 20%Ｆ Ｂ Ｓ ＋ 1xペ ン ス
ト レ ッ プ (pen strep)＋ 1Xフ ン ギ ゾ ン (fungizone)。 ア ッ セ イ 用 培 地 ＝ 低 グ ル コ ー ス Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ ＋ 5%Ｆ Ｂ Ｓ 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４
４ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ 。
【 ０ ２ １ １ 】
実 施 例 ６ １ ： 骨 格 筋 に お け る グ ル コ ー ス 又 は Ｆ Ｆ Ａ の 取 込 み に 影 響 を 及 ぼ す Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド の 検 出 (ア ッ セ イ １ ０ ６ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 骨 格 筋 細 胞 に よ る グ ル コ ー ス 又 は Ｆ Ｆ Ａ の 取 込
み に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 を 示 す か 否 か を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て
ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 糖 尿 病 、 高 -又 は 低 -イ ン シ
ュ リ ン 血 症 を 含 む 、 骨 格 筋 に よ る グ ル コ ー ス の 取 込 み の 刺 激 又 は 阻 害 の い ず れ か が 有 益 で
あ る と さ れ る 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
　 ９ ６ ウ ェ ル 型 に お い て 、 ア ッ セ イ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 一 次 ラ ッ ト 分 化 骨 格 筋 に
添 加 し 、 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 及 び ＋ ／ － イ ン シ ュ リ ン を
含 む 新 鮮 な 培 地 を ウ ェ ル に 添 加 し た 。 つ い で 、 試 料 培 地 を 監 視 し て 、 骨 格 筋 細 胞 に よ る グ
ル コ ー ス 及 び Ｆ Ｆ Ａ の 取 込 み を 測 定 し た 。 イ ン シ ュ リ ン は 骨 格 筋 に よ る グ ル コ ー ス 及 び Ｆ
Ｆ Ａ の 取 込 み を 刺 激 し 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し な い 培 地 中 の イ ン シ ュ リ ン を ポ ジ テ
ィ ブ な 対 照 と し 、 ス コ ア の 限 界 値 と し て 使 用 し た 。 試 験 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が グ ル コ
ー ス 又 は Ｆ Ｆ Ａ の 取 込 み を 刺 激 又 は 阻 害 す る 場 合 、 イ ン シ ュ リ ン 対 照 の １ ． ５ 倍 以 上 か 、
０ ． ５ 倍 未 満 で あ る な ら ば 、 結 果 は こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と ス コ ア さ れ
る 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 、 こ の ア ッ セ イ に お い て グ ル コ ー ス 及 び ／ 又 は Ｆ Ｆ Ａ の 取 込
み の 刺 激 剤 又 は 阻 害 剤 と し て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ 、 Ｐ
Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ 。
【 ０ ２ １ ２ 】
実 施 例 ６ ２ ： 赤 芽 球 細 胞 系 に お け る 胎 児 ヘ モ グ ロ ビ ン 誘 発 (ア ッ セ イ １ ０ ７ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 成 人 の ヘ モ グ ロ ビ ン か ら 赤 芽 球 細 胞 系 に お け る 胎 児 ヘ モ グ ロ ビ ン へ の
切 替 を 誘 発 す る 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 有 用 で あ る 。 こ の
ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た 分 子 は 、 種 々 の サ ラ セ ミ ア 等 の 、 多 様 な
哺 乳 動 物 ヘ モ グ ロ ビ ン 関 連 疾 患 を 治 療 的 に 処 置 す る の に 有 用 で あ る こ と が 期 待 さ れ る 。 こ
の ア ッ セ イ は 以 下 の よ う に し て 行 わ れ る 。 赤 芽 球 細 胞 を 標 準 的 成 長 培 地 に お い て 、 ９ ６ ウ
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ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に 1000細 胞 ／ ウ ェ ル で 蒔 く 。 0.2%又 は 2%の 濃 度 で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を
成 長 培 地 に 添 加 し 、 細 胞 を ３ ７ ℃ で ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ポ ジ テ ィ ブ 対 照 体 と し て
、 細 胞 を 100μ Mの ヘ ミ ン で 処 理 し 、 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と し て 、 細 胞 を 処 理 し な い 。 ５ 日 後 、
細 胞 溶 解 物 を 調 製 し 、 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン の 発 現 に つ い て 分 析 し た (胎 児 用 マ ー カ ー )。 こ の
ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ と は 、 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン レ ベ ル が ネ ガ テ ィ ブ 対 照 体 の 少 な く
と も ２ 倍 で あ る こ と で あ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ４
１ ９ 。
【 ０ ２ １ ３ 】
実 施 例 ６ ３ ： 軟 骨 細 胞 再 分 化 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ １ １ ０ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 軟 骨 細 胞 の 再 分 化 を 誘 導 す る 働 き を し 、
従 っ て 、 例 え ば ス ポ ー ツ 障 害 や 関 節 炎 の よ う な 様 々 な 骨 及 び ／ 又 は 軟 骨 の 障 害 の 治 療 に 役
立 つ こ と が 期 待 さ れ る こ と が 示 さ れ る 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 ブ タ の 軟 骨 細
胞 が ４ － ６ 月 齢 の 雌 ブ タ の 中 手 指 節 関 節 の 関 節 軟 骨 を 一 晩 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 す る こ と に よ
っ て 単 離 さ れ る 。 つ い で 単 離 さ れ た 細 胞 は Ｆ Ｂ Ｓ を １ ０ ％ と ゲ ン タ マ イ シ ン を ４ μ ｇ /ml
含 有 す る ヘ ム Ｆ -１ ２ に 25,000細 胞 /cm２ で 蒔 か れ る 。 培 地 は ３ 日 ご と に 替 え ら れ 、 次 い で
血 清 な し の 100μ ｌ の 同 培 地 中 に 、 5,000細 胞 /ウ ェ ル で ９ ６ ウ ェ ル に 蒔 か れ 、 100μ ｌ 試 験
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ５ nMの ス タ ウ ロ ス ポ リ ン (ポ ジ テ ィ ブ 対 照 体 )ま た は 培 地 の み (ネ ガ テ
ィ ブ 対 照 体 )が 最 終 的 な 総 量 が 200μ ｌ /ウ ェ ル に な る よ う に 加 え ら れ る 。 ３ ７ ℃ で イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し て ５ 日 後 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル の 写 真 が 撮 ら れ 、 軟 骨 細 胞 の 分 化 状 態 が 決 定
さ れ る 。 ア ッ セ イ に お け る ポ ジ テ ィ ブ の 結 果 は 軟 骨 細 胞 の 再 分 化 が ネ ガ テ ィ ブ 対 照 体 よ り
も ポ ジ テ ィ ブ 対 照 体 に 、 よ り 類 似 し て い る と 決 定 さ れ た 時 で あ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ２ １
５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ 。
【 ０ ２ １ ４ 】
実 施 例 ６ ４ ： 軟 骨 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ １ １ １ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 培 養 中 に 軟 骨 細 胞 の 増 殖 及 び ／ 又 は 再
分 化 を 誘 導 す る 能 力 を 示 す か 否 か を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ に お い て ポ
ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ る と 、 例 え ば ス ポ ー ツ 障 害 や 関 節 炎 の よ う な 様 々 な 骨 及 び ／ 又
は 軟 骨 疾 患 の 治 療 に 役 立 つ こ と が 期 待 さ れ る 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。
　 ブ タ の 軟 骨 細 胞 が ４ － ６ 月 齢 の 雌 ブ タ の 中 手 指 節 関 節 の 関 節 軟 骨 を 一 晩 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消
化 す る こ と に よ っ て 単 離 さ れ る 。 つ い で 単 離 さ れ た 細 胞 は Ｆ Ｂ Ｓ を １ ０ ％ と ゲ ン タ マ イ シ
ン を ４ μ ｇ /ml含 有 す る ヘ ム Ｆ -１ ２ に 25,000細 胞 /cm２ で 蒔 か れ る 。 培 地 は ３ 日 ご と に 替
え ら れ 、 ５ 日 ご と に 25,000細 胞 ／ /cm２ が 再 度 蒔 か れ る 。 １ ２ 日 目 に 、 血 清 な し の 100μ ｌ
の 同 培 地 中 に 、 5,000細 胞 /ウ ェ ル で ９ ６ ウ ェ ル に 蒔 か れ 、 100μ ｌ の 血 清 な し 培 地 (ネ ガ テ
ィ ブ 対 照 )、 ス タ ウ ロ ス ポ リ ン (最 終 濃 度 ５ nM； ポ ジ テ ィ ブ 対 照 )ま た は 試 験 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド (ネ ガ テ ィ ブ 対 照 )が 最 終 的 な 総 量 が 200μ ｌ /ウ ェ ル に な る よ う に 加 え ら れ る 。 ３ ７
℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て ５ 日 後 、 20μ ｌ の ア ラ マ ー ブ ル ー を 各 ウ ェ ル に 添 加 し 、 ３ ７
℃ で さ ら に ３ 時 間 、 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 各 ウ ェ ル の 蛍 光 を 測 定 し た (励
起 ： 530nm； 発 光 ： 590nm)。 200μ ｌ の 無 血 清 培 地 を 含 む プ レ ー ト の 蛍 光 を 測 定 し 、 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド を 得 た 。 ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で 処 理 さ
れ た 試 料 の 蛍 光 が ネ ガ テ ィ ブ 対 照 よ り も ポ ジ テ ィ ブ 対 照 の も の に よ り 近 い 場 合 に 得 ら れ る
。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ
Ｏ ２ １ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３
３ 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ 。
【 ０ ２ １ ５ 】
実 施 例 ６ ５ ： マ ウ ス メ セ ン ギ ア ル 細 胞 阻 害 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ １ １ ４ )
　 こ の ア ッ セ イ で は 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 培 養 中 の マ ウ ス メ セ ン ギ ア ル (mesengi
al)細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る 能 力 を 示 す か 否 か を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ
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で ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 嚢 胞 性 腎 臓 形 成 異 常 、 多
嚢 胞 性 腎 臓 病 、 又 は メ セ ン ギ ア ル 細 胞 の 異 常 増 殖 に 関 連 す る 他 の 腎 臓 病 、 腎 腫 瘍 等 の よ う
な 、 メ セ ン ギ ア ル 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と が 有 益 な 病 気 又 は 症 状 の 治 療 に 有 用 で あ る こ
と が 予 想 さ れ る 。
　 １ 日 目 、 マ ウ ス メ セ ン ギ ア ル 細 胞 が 成 長 培 地 (ダ ル ベ ッ コ 変 性 イ ー グ ル 培 地 と ヘ ム Ｆ １
２ 培 地 、 95％ ； ウ シ 胎 仔 血 清 、 5％ ； 14mM HEPESが 3： 1の 混 合 物 )で ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 上
に 蒔 か れ 、 一 晩 育 成 す る 。 ２ 日 目 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 無 血 清 の 培 地 に お い て ２ 種 の 濃
度 に 希 釈 さ れ (1％ と 0.1％ )、 細 胞 に 加 え ら れ る 。 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 体 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
を 添 加 し な い 成 長 培 地 で あ る 。 細 胞 を ４ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Cell Titer 96 Aq
ueous１ 液 試 薬 (Progema)２ ０ μ ｌ が そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え ら れ 、 発 色 反 応 が ２ 時 間 進 め
ら れ る 。 つ い で 吸 光 度 (Ｏ Ｄ )が ４ ９ ０ nmで 測 定 さ れ る 。 ア ッ セ イ に お け る ポ ジ テ ィ ブ は ネ
ガ テ ィ ブ 対 照 の 少 な く と も １ ０ ％ を 越 え る 吸 光 度 の 読 み を 与 え る も の で あ る 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ
Ｏ １ ３ １ ８ 。
【 ０ ２ １ ６ 】
実 施 例 ６ ６ ： 膵 臓 β -細 胞 前 駆 体 増 殖 の 誘 発 (ア ッ セ イ １ １ ７ )
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 多 数 の 膵 臓 β -細 胞 前 駆 細 胞 の 増 加 を 誘 発
す る 働 き を し 、 し た が っ て 、 真 正 糖 尿 病 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 様 々 な イ ン シ ュ リ ン 不 全
段 階 の 治 療 に 利 用 で き る こ と を 示 す 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 ア ッ セ イ は マ ウ
ス 胎 児 膵 臓 細 胞 の 初 代 培 養 を 使 用 し 、 初 期 測 定 は β -細 胞 前 駆 体 又 は 成 熟 し た β -細 胞 の ど
ち ら か に 相 当 す る マ ー カ ー の 発 現 の 変 化 で あ る 。 マ ー カ ー 発 現 は リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ
Ｒ (Ｒ Ｔ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ )で 測 定 さ れ ； こ こ で 評 価 さ れ る マ ー カ ー は Ｐ ｄ ｘ １ と 呼 ば れ る 転 写 因
子 で あ る 。
　 膵 臓 は Ｅ １ ４ 胚 (Ｃ Ｄ １ マ ウ ス )か ら 取 り 出 さ れ る 。 つ い で 膵 臓 は ３ ７ ℃ で ４ ０ か ら ６ ０
分 、 Ｆ １ ２ /Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で コ ラ ゲ ナ ー ゼ /デ ィ ス パ ー ゼ で 消 化 さ れ る (コ ラ ゲ ナ ー ゼ /デ ィ ス
パ ー ゼ 、 1.37mg/ml、 Boehringer Mannheim、 ＃ 1097113)。 つ い で 消 化 は 同 容 量 の ５ ％ Ｂ Ｓ
Ａ で 中 和 さ れ 、 細 胞 は 一 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 さ れ る 。 １ 日 目 、 細 胞 は １ ２ ウ ェ ル 組
織 培 養 プ レ ー ト に 蒔 か れ る (PBSで 20μ /mlの ラ ミ ニ ン で 前 も っ て コ ー ト さ れ る 、 Boehringe
r Mannheim、 ＃ 124317)。 １ -２ 胚 の 膵 臓 由 来 の 細 胞 が １ ウ ェ ル 当 た り 分 配 さ れ る 。 こ の 初
代 培 養 の 培 地 は １ ４ Ｆ ／ １ ６ ４ ０ で あ る 。 ２ 日 目 、 培 地 が 取 り 除 か れ 、 付 着 し た 細 胞 は Ｒ
Ｐ Ｍ Ｉ ／ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 さ れ る 。 試 験 さ れ る タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 ２ ｍ ｌ の 最 小 培 地 が 加
え ら れ る 。 ４ 日 目 、 培 地 は 取 り 除 か れ 、 細 胞 か ら Ｒ Ｎ Ａ が 調 製 さ れ 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 的
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て マ ー カ ー 発 現 が 分 析 さ れ る 。 未 処 理 の コ ン ト ロ ー ル に 比 べ 、 関 連 し
た β -細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 増 加 さ せ て い る 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 は ア ッ セ イ に お い て 活
性 で あ る と 考 え ら れ る 。
１ ４ Ｆ ／ １ ６ ４ ０ は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ (Gibco)に 次 の も の を 加 え た も の で あ る ：
　 グ ル ー プ Ａ 　 1： 1000
　 グ ル ー プ Ｂ 　 1： 1000
　 組 み 換 え ヒ ト イ ン シ ュ リ ン 　 10μ g／ ml
　 ア プ ロ チ ニ ン (50μ g／ ml)1： 2000(Boehringer manhein #981532)
　 ウ シ 下 垂 体 エ キ ス (Ｂ Ｐ Ｅ )60μ g／ ml
　 ゲ ン タ マ イ シ ン 　 100ng／ ml
グ ル ー プ Ａ ： (10mlＰ Ｂ Ｓ 中 )
　 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 100mg(シ グ マ T2252)
　 上 皮 成 長 因 子 、 100μ g(BRL100004)
　 ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン 、 5x10－ 6Mの 10μ l(シ グ マ T5516)
　 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 10－ １ Ｍ の 100μ l(シ グ マ E0135)
　 ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 10－ １ Ｍ の 100μ l(シ グ マ P0503)
　 セ レ ニ ウ ム 、 10－ 1Ｍ の 4μ l(Aesar#12574)
グ ル ー プ Ｃ ： (10mlの 100%エ タ ノ ー ル 中 )
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　 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 5x10－ ３ Mの 2μ l(シ グ マ #H0135)
　 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 1x10－ ３ Mの 100μ l(シ グ マ #P6149)
　 フ ォ ル ス コ リ ン 、 20mMの 500μ l(Calbiochem#344270)
最 小 培 地 ：
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に ト ラ ン ス フ ェ リ ン (10μ /ml)、 イ ン シ ュ リ ン (1μ g/ml)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン (100ng/ml)、 ア プ ロ チ ニ ン (50μ g/ml)及 び Ｂ Ｐ Ｅ (15μ g/ml)を 加 え る 。
定 ま っ た 培 地 ：
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に ト ラ ン ス フ ェ リ ン (10μ /ml)、 イ ン シ ュ リ ン (1μ g/ml)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン (100ng/ml)及 び ア プ ロ チ ニ ン (50μ g/ml)を 加 え る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド は こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
３ 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ５ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ 。
【 ０ ２ １ ７ 】
実 施 例 ６ ７ ： イ ン ビ ト ロ 抗 腫 瘍 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ １ ６ １ )
　 種 々 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 抗 増 殖 活 性 を 、 本 質 的 に Skehan等 , J. Natl. Cancer Inst
. 82: 1107-1112 (1990)に 記 載 さ れ た ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン Ｂ (Ｓ Ｒ Ｂ )染 料 結 合 ア ッ セ イ を 用
い る 国 立 癌 研 究 所 (Ｎ Ｃ Ｉ )の 実 験 的 、 疾 患 指 向 的 イ ン ビ ト ロ 抗 癌 薬 発 見 ア ッ セ イ に お い て
測 定 し た 。 こ の ア ッ セ イ で 用 い た ６ ０ の 腫 瘍 細 胞 系 (「 Ｎ Ｃ Ｉ パ ネ ル 」 )、 並 び に そ れ ら の
維 持 お よ び イ ン ビ ト ロ 培 養 の 条 件 は 、 Monks等 , J. Natl. Cancer Inst. 83: 757-766 (19
91)に 記 載 さ れ て い る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ の 目 的 は 、 異 な る 型 の 腫 瘍 に 対 す る 試 験 化 合
物 の 細 胞 毒 性 及 び ／ 又 は 細 胞 分 裂 停 止 活 性 を 最 初 に 評 価 す る こ と で あ る (Monks等 , 上 掲 ; 
Boyd, Cancer: Princ. Pract. Oncol. Update 3(10): 1-12[1989])。
　 約 ６ ０ の ヒ ト 腫 瘍 細 胞 系 か ら の 細 胞 を ト リ プ シ ン ／ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (Gibco)で 回 収 し 、 １ 回 洗
浄 し 、 Ｉ Ｍ Ｅ Ｍ 中 に 再 懸 濁 し 、 そ れ ら の 生 存 を 測 定 し た 。 細 胞 懸 濁 物 を ピ ペ ッ ト (100μ L
容 量 )で 別 の ９ ６ -ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 添 加 し た 。 ６ 日 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 細 胞 密 度 は ２ 日 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン よ り 小 さ く 過 剰 成 長 は 防 止 さ れ た 。 播 種 後 、 安 定 化
の た め に ３ ７ ℃ で ２ ４ 時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 目 的 と す る 試 験 濃 度 の ２ 倍 希 釈
を ゼ ロ 時 に 100μ lの ア リ コ ー ト に マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ウ ェ ル に 添 加 し た (1:2希 釈 )
。 試 験 化 合 物 を ２ 分 の ５ log希 釈 (1000～ 100,000倍 )で 評 価 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 5%
Ｃ Ｏ ２ 雰 囲 気 お よ び 100%湿 度 で ２ 日 お よ び ６ 日 実 施 し た 。
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を 10%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 の 0.1mlで ４ ０ ℃ に お
い て 固 定 し た 。 プ レ ー ト を 脱 イ オ ン 水 で ５ 回 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ 、 1%酢 酸 に 溶 解 し た 0.4%ス
ル ホ ロ ー ダ ミ ン Ｂ 染 料 (Sigma)の 0.1mlで ３ ０ 分 間 染 色 し 、 1%酢 酸 で ４ 回 洗 浄 し て 非 結 合 染
料 を 除 去 し 、 乾 燥 さ せ 、 染 色 物 を 10mMト リ ス 塩 基 ［ ト リ ス (ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ア ミ ノ メ タ
ン ］ , pH10.5の 0.1mlで ５ 分 間 抽 出 し た 。 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン Ｂ の 492nmに お け る 吸 収 (Ｏ Ｄ )
を 、 コ ン ピ ュ ー タ 接 続 96-ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 測 定 し た
。
　 試 験 試 料 は 、 一 又 は 複 数 の 濃 度 で 少 な く と も 50%の 成 長 阻 害 を 示 す と き に ポ ジ テ ィ ブ と
考 え る 。 ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 を 以 下 の 表 ７ に 示 す 。
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　 こ れ ら の ア ッ セ イ の 結 果 に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 多 く の 異 な る 細 胞 系 の 新 生 物 成 長
の 阻 害 に 有 用 で あ り 、 治 療 的 に 使 用 で き る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 こ の 有 用 な ポ リ ペ プ チ ド の 親 和 増 殖 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え 調 製 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
実 施 例 ６ ８ ： 腫 瘍 に お け る 遺 伝 子 増 幅
　 こ の 実 施 例 は 、 あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 遺 伝 子 が 、 あ 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
、 及 び こ ら れ あ の 癌 の 存 在 性 を 診 断 決 定 す る の に 有 用 な 標 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 治
療 薬 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ 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 を 形 成 し 得 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 、 正
確 に 定 量 さ れ 、 例 え ば 蛍 光 的 に 定 量 さ れ る 。 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ を １ ０ の 正 常
な 健 常 個 体 の 細 胞 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 TaqManＴ Ｍ )
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 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 一 次 肺 又 は 大 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 か を 決 定 す る た め に 用 い た 。 一 次 肺 癌 は 、 表 ８ に 示 し た 型 及 び 段 階 の 腫 瘍
を 持 つ 個 体 か ら 得 た 。 表 ８ に 列 挙 し た 一 次 腫 瘍 及 び こ の 実 施 例 を 通 し て 参 照 さ れ る 一 次 腫
瘍 及 び 細 胞 系 の 表 示 に 使 用 し た 略 語 の 説 明 は 以 下 に 示 す 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 TaqManＴ Ｍ 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
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量 化 は プ ラ イ マ ー 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド -コ ー ド 化 遺 伝 子 か ら 誘 導 し た TaqManＴ Ｍ 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 ポ リ ペ プ チ ド -コ ー ド 化 遺 伝 子 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 ポ リ ペ プ チ
ド 遺 伝 子 増 幅 分 析 に 使 用 し た プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ (正 方 向 、 逆 方 向 及 び プ ロ ー ブ )の 配
列 は 次 の 通 り で あ る ：
Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ (Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ４ ３ ５ -１ ２ １ ９ )
正 方 向 　 　 ： 5'-GGGACGTGCTTCTACAAGAACAG-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ０ )
逆 方 向 　 　 ： 5'-CAGGCTTACAATGTTATGATCAGACA-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ １ )
プ ロ ー ブ 　 ： 5'-TATTCAGAGTTTTCCATTGGCAGTGCCAGTT-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ２ )
Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ (Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -１ １ ５ ５ )
正 方 向 　 　 ： 5'-GGCCTTGCAGACAACCGT-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ３ )
逆 方 向 　 　 ： 5'-CAGACTGAGGGAGATCCGAGA-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ４ )
プ ロ ー ブ 　 ： 5'-GCAGATTTTGAGGACAGCCACCTCCA-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ５ )
正 方 向 ２ 　 ： 5'-CATCAAGCGCCTCTACCA-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ６ )
逆 方 向 ２ 　 ： 5'-CACAAACTCGAACTGCTTCTG-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ７ )
プ ロ ー ブ ２ ： 5'-CAGCTGCCCTTCCCCAACCA-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ８ )
Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ (Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ９ -１ １ ７ ２ )
正 方 向 　 　 ： 5'-GGCAGAGACTTCCAGTCACTGA-3'　 (配 列 番 号 ： １ ４ ９ )
逆 方 向 　 　 ： 5'-GCCAAGGGTGGTGTTAGATAGG-3'　 (配 列 番 号 ： １ ５ ０ )
プ ロ ー ブ 　 ： 5'-CAGGCCCCCTTGATCTGTACCCCA-3'　 (配 列 番 号 ： １ ５ １ )
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 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 ア プ リ コ ン 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 (
正 方 向 [.f]及 び 逆 方 向 [.r])。 第 ３ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は プ ロ ー ブ (.p)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 。
　 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ 法 は 、 ABI Prism 7700 T M 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 。
　 表 ８ は 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た 種 々 の 一 次 腫 瘍
の 段 階 、 Ｔ 段 階 及 び Ｎ 段 階 を 記 載 す る 。
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【 ０ ２ ２ １ 】
Ｄ Ｎ Ａ 調 製 ：
　 Ｄ Ｎ Ａ は 培 養 し た 細 胞 系 、 一 次 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 。
　 細 胞 培 養 溶 解 ：
　 細 胞 を 洗 浄 し 、 チ ッ プ 当 た り 7.5x10８ の 濃 度 で ト リ プ シ ン 化 し 、 ４ ℃ で ５ 分 間 1000rpm
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 2xＰ 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 6.25ml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 (100mg/ml)を 200μ 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 (40mL、 ４ ℃ )を 、 次 い で 10ml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 Beckmanス
イ ン グ バ ケ ッ ト ロ ー タ で ４ ℃ に お い て 2500rpm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 ℃ )及 び 6mlの
ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ に 懸 濁 し 、 ４ ℃ に お い て 2500rpm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 200μ lを 用 い て 再 懸 濁 し た 。 Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー (10m
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l)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 (200μ 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 30-60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
４ ℃ で １ ０ 分 間 3000xgで ペ レ ッ ト 化 す る )。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 固 体 ヒ ト 腫 瘍 試 料 の 調 製 及 び 溶 解 ：
　 腫 瘍 試 料 を 秤 量 し 50ml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 250mg
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 6.25mlの 冷 ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ 中 に
最 終 濃 度 20mg/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 200mg/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 (100mg/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 19ml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 2Lの ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ で ２ ｘ ３ ０ 秒 間 、 次 い で Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー (50ml)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 、 1.0ml)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 30-60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 3000xg
で ペ レ ッ ト 化 す る )。
　 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 剤 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 血 液 を 採 り だ し 、 チ ッ プ
当 た り 10mlの 試 料 に ク エ ン 酸 化 し た 。 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ を 6.25mlの 冷 ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ 中 に
最 終 濃 度 20mg/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 100mg/mlの ス ト ッ ク か ら 最 終 濃 度 200μ g/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー を
調 製 し た 。 血 液 (10ml)を 50mlの コ ニ カ ル 管 に 配 し 、 10mlの Ｃ １ バ ッ フ ァ ー 及 び 30mlの ｄ ｄ
Ｈ ２ Ｏ (と も に 予 め ４ ℃ で 平 衡 化 し た も の )を 添 加 し 、 反 転 さ せ て 成 分 を 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 2500rpm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 2mlの Ｃ １ バ ッ フ ァ ー (４
℃ )及 び 6mlの ｄ ｄ Ｈ ２ 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 200μ lチ ッ プ を 用 い て 懸 濁 さ せ た 。 Ｇ ２ バ
ッ フ ァ ー (10ml)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 (200μ 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 30-60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 3000xgで ペ レ ッ ト 化 す る )。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 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 10mlの Ｑ Ｂ Ｔ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た (マ キ シ 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 2x15mlの Ｑ Ｃ バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た
。 Ｄ Ｎ Ａ を 、 30mlの シ ラ ン 化 し 、 オ ー ト ク レ ー ブ し た 30mlCortex管 に 15mlの Ｑ Ｆ バ ッ フ ァ
ー (５ ０ ℃ )で 溶 離 し た 。 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル (10.5ml)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 、 SS-34ロ ー タ で ４
℃ に お い て 15,000rpmで １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し た 。 ペ レ ッ ト 位 置 を マ ー ク し
て 上 清 を 捨 て 、 10mlの 70%エ タ ノ ー ル (４ ℃ )を 添 加 し た 。 試 料 を 、 SS-34ロ ー タ で ４ ℃ に お
い て 10,000rpm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 に 横 に し て 置 き 、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 乾 燥 さ せ た が 、 試 料
の 過 剰 乾 燥 に は 注 意 し た 。
　 乾 燥 後 、 ペ レ ッ ト を 1.0mlの Ｔ Ｅ (pH8.5)に 溶 解 し 、 ５ ０ ℃ に １ － ２ 時 間 置 い た 。 試 料 を
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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 1.5ml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 ４ 】
(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 1:20希 釈 (5μ lＤ Ｎ Ａ ＋ 95μ 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 DU640分 光 光 度 計 の 0.1ml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 200ng/mlま で 希 釈 し た 。 最 初 の 材 料 が 高 濃 度 (約 700ng/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 (20-600ng/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 (#H33258、 10μ l、 使 用 の １ ２ 時 間 以 内 に 調 製 )を 100mlの
1xＴ Ｎ Ｅ バ ッ フ ァ ー に 希 釈 し た 。 2ml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 #360851026)を 2mlの 蛍 光 計 溶 液 に
添 加 し て 200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
、 400+/-10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 10%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 10ng/μ l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 、 500-1000ア ッ セ イ を 実 施 す る の に 十 分 な 材 料 で 行 っ た 。 試 料 は 、 Taqman
Ｔ Ｍ プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ で 、 Ｂ -ア ク チ ン 及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ と も に 、 正 常 な ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ
と テ ン プ レ ー ト 対 照 を 持 た な い 単 一 の プ レ ー ト 上 で ３ 回 試 験 し た 。 試 験 Ｄ Ｎ Ａ か ら 減 算 し
た 正 常 ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ Ｔ 値 が ＋ /－ １ Ｃ ｔ で あ っ た と き に 希 釈 試 料 を 用 い た 。 希 釈 し た 、
ロ ッ ト 定 性 化 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 1.0mlア リ コ ー ト で － ８ ０ ℃ に お い て 保 存 し た 。 続 い
て 遺 伝 子 増 幅 ア ッ セ イ に 使 用 す る ア リ コ ー ト は 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。 各 1mlの ア リ コ ー ト が
、 ８ － ９ プ レ ー ト 又 は ６ ４ の 試 験 に 十 分 で あ る 。
　 遺 伝 子 増 幅 ア ッ セ イ ：
　 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 を 以 下 の 一 次 腫 瘍 で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ０ ． １ 以 上
の 得 ら れ た Δ Ｃ ｔ 値 を 以 下 の 表 ９ に 報 告 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
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　 上 述 し た 種 々 の Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 は 種 々 の ヒ ト 組 織 か ら 誘 導 さ れ た 種 々 の 癌 腫 瘍 及 び 腫 瘍 細
胞 系 で 起 こ る の で 、 こ れ ら の 分 子 は 腫 瘍 形 成 及 び ／ 又 は 成 長 に お い て 有 意 な 役 割 を 果 た す
と 思 わ れ る 。 結 果 と し て 、 こ れ ら の 分 子 の 増 幅 及 び ／ 又 は 向 上 し た 発 現 に よ り 、 個 々 の 腫
瘍 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 を 行 う こ と が 可 能 で 、 上 述 し た Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に コ ー ド さ れ る
タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 向 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 ２ ６ 】
実 施 例 ６ ９ ： ウ シ 周 皮 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 (ア ッ セ イ １ ０ ５ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 上 述 し た ア ッ セ イ ９ ６ に お け る ヒ ッ ト に よ っ て 誘 発 さ れ た 周 皮 細 胞 の
遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン を 特 定 す る た め に 設 計 さ れ た 。 ウ シ 周 皮 細 胞 を １ 週 間 、 成 長 培 地 に お
い て ６ ０ mm培 養 皿 に 蒔 い た 。 １ 日 目 、 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 希 釈 し (1%)、 １ 、 ４ 及 び ２ ４
時 間 の 間 、 周 皮 細 胞 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 収 集 し 、 含 ま れ て い た 使 用 説 明 書
に 従 い 、 Ｔ Ｒ Ｉ -試 薬 を 使 用 し て Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 次 に 、 Ｒ Ｎ Ａ を 、 分 光 光 度 計 を 使 用
し 、 ２ ６ ０ ／ ２ ８ ０ Ｏ Ｄ を 読 み と る こ と に よ り 定 量 し た 。 Perkin Elmer試 薬 と 、 特 に 設 計
さ れ た ウ シ プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 TaqMan反 応 に よ り 遺 伝 子 発 現 分 析 を 行 っ た
。 次 の 遺 伝 子 の 発 現 を 分 析 し た ： Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 、 ベ ー タ -イ ン テ グ リ ン 、 結 合 組 織 成 長 因 子 -
ベ ー タ (CTGF)、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ -１ 、 単 球 化 学 誘 引 物 質 タ ン パ ク -１ (Ｍ Ｃ Ｐ -１ )、 オ ス テ オ ポ ン
チ ン 、 ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 -ベ ー タ (Ｔ Ｇ Ｆ -ベ ー タ )、 Ｔ Ｇ Ｆ -ベ ー タ レ セ プ タ
ー 、 メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー (Ｔ Ｉ Ｍ Ｐ )、 組 織 因 子 (Ｔ Ｆ )、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -
α 、 ト ロ ン ボ ス ポ ン ジ ン 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ -β 、 ア ン ギ オ ポ エ イ チ ン -２ 、 及 び コ ラ ゲ ナ ー ゼ 。 複
製 を 平 均 し 、 Ｓ Ｄ を 決 定 し た 。 次 に 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 標 準 化 し た 。 つ い で
、 こ れ ら を 、 未 処 理 の 対 照 と 比 較 し た と き に ウ シ 周 皮 細 胞 に 遺 伝 子 発 現 を 有 意 に は 誘 発 し
な い タ ン パ ク 質 (Ｐ Ｉ Ｎ ３ ２ )で 得 ら れ た 発 現 レ ベ ル に 標 準 化 し た 。 Ｐ Ｉ Ｎ ３ ２ 対 照 よ り も
２ 倍 以 上 の 遺 伝 子 発 現 を 生 じ さ せ た 全 て の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が ポ ジ テ ィ ブ で あ る と み な
さ れ る 。
　 次 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ
Ｏ ２ １ ７ 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
実 施 例 ７ ０ ： サ イ ト カ イ ン 放 出 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ １ ２ ０ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 末 梢 血 液 単 核 細 胞 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ｓ )か ら サ
イ ト カ イ ン の 放 出 を 誘 発 す る こ と が で き る か 否 か を 決 定 す る た め に 設 計 さ れ た 。 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ
ｓ か ら サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 誘 発 可 能 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 高
め る こ と が 有 益 な 病 状 の 治 療 に 有 用 で あ り 、 当 業 者 に よ り 容 易 に 明 ら か に な る で あ ろ う 。
特 に 、 1x10６ 細 胞 ／ mlの 末 梢 血 液 単 核 細 胞 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ )を 1%の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 共 に 、
完 全 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 培 地 で ３ 日 間 培 養 し た 。 次 に 上 清 を 回 収 し 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 処 理 対 照 と 比 較 し 、
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 種 々 の サ イ ト カ イ ン の 濃 度 の 増 加 度 合 い を 検 定 し た 。 ア ッ セ イ に お い て
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ポ ジ テ ィ ブ と は 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 処 理 対 照 と 比 較 し て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 処 理 試 料 の サ イ ト
カ イ ン 濃 度 が １ ０ 倍 以 上 増 加 し た も の で あ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ９ ９
４ ０ 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
実 施 例 ７ １ ： 周 皮 細 胞 を 活 性 化 さ せ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 (ア ッ セ イ １ ２ ５ )
　 こ の ア ッ セ イ は 、 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 周 皮 細 胞 の 増 殖 を 活 性 化 す る よ う に 作 用
し 、 よ っ て 周 皮 細 胞 関 連 腫 瘍 の 特 定 の タ イ プ の 診 断 用 マ ー カ ー と し て だ け で な く 、 周 皮 細
胞 関 連 腫 瘍 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 予 想 さ れ る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 生 成 に も 有 用 で あ る こ
と を 示 す も の で あ る 。 ま た 、 周 皮 細 胞 増 殖 の 活 性 化 は 血 管 形 成 の 誘 発 に も 相 関 し て お り 、
よ っ て 、 周 皮 細 胞 の 増 殖 を 誘 発 可 能 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 創 傷 治 癒 等 を 含 む 、
血 管 形 成 の 誘 発 が 有 益 で あ る 病 状 の 治 療 に 有 用 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。 特 に 、 １ 日 目 に
、 周 皮 細 胞 を VEC Technologiesか ら 取 得 し 、 ５ mlの 培 地 以 外 を フ ラ ス コ か ら 取 り 出 し た 。
２ 日 目 に 周 皮 細 胞 を ト リ プ シ ン 化 し 、 洗 浄 し 、 ス ピ ン さ せ 、 つ い で ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に
蒔 い た 。 ７ 日 目 に 培 地 を 取 り 出 し 、 周 皮 細 胞 を 100μ lの 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 対
照 処 理 体 (ポ ジ テ ィ ブ 対 照 ＝ Ｄ Ｅ Ｍ ＋ 5%＋ ／ － Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ＠ 500ng/ml； ネ ガ テ ィ ブ 対 照 ＝ Ｐ
Ｉ Ｎ ３ ２ 、 周 皮 細 胞 の 増 殖 に お い て 何 ら 有 意 な 影 響 が な い と 決 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド )で
処 理 し た 。 次 に Ｃ -ｆ ｏ ｓ 及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 測 定 し 、 複 製 を 平 均 し 、 Ｓ
Ｄ を 決 定 し た 。 ｃ -ｆ ｏ ｓ 値 を Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 標 準 化 し 、 結 果 を Ｐ Ｉ Ｎ ２ に 対 す る 増 加 倍 数
と し て 表 す 。 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と 比 較 し て 少 な く と も ２ 倍 以 上 の 反 応 が あ る な ら ば 、 ア ッ セ
イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ と み な さ れ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ２ １
７ 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
実 施 例 ７ ２ ： レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 相 互 作 用 の 同 定
　 こ の ア ッ セ イ で は 、 様 々 な ポ リ ペ プ チ ド が 、 レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 同 定 す る
目 的 で 、 潜 在 的 レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド 分 子 の パ ネ ル に 結 合 す る 能 力 に つ い て 検 定 さ れ る
。 既 知 の レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド 、 既 知 の リ ガ ン ド に 対 す る レ セ プ タ ー 又 は 新 規 の レ
セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 対 の 同 定 は 、 例 え ば レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド を 発 現 す る こ と が 知 ら れ
て い る 細 胞 に 対 す る （ リ ガ ン ド 又 は レ セ プ タ ー に 結 合 し た ） 生 物 活 性 分 子 の 標 的 化 、 そ れ
ら を 含 む と 思 わ れ る 組 成 物 で 、 こ こ で 組 成 物 は リ ガ ン ド 又 は レ セ プ タ ー を 発 現 す る 疑 い の
あ る 細 胞 を 含 む も の の 中 の レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド の 存 在 を 検 出 す る た め の 試 薬 と し て の
レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド の 使 用 、 レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る
細 胞 の 成 長 又 は そ の 他 の 生 物 学 的 又 は 免 疫 学 的 活 性 の 変 調 、 レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド を 発
現 す る 細 胞 の 又 は 細 胞 に 対 す る 免 疫 反 応 の 変 調 、 レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド を 発 現 す る 細 胞
の 成 長 、 又 は 生 物 学 的 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 変 調 す る レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド に 対 す る ア ゴ
ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 及 び ／ 又 は 抗 体 の 調 製 、 及 び 当 業 者 に よ り 直 ぐ に 明 ら か に な る で
あ ろ う 様 々 な 他 の 適 応 を 含 む 様 々 な 適 応 に 対 し て 有 用 で あ る 。
　 こ の ア ッ セ イ は 次 の よ う に し て 実 施 さ れ る 。 レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド で あ る と 思 わ
れ る 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 (イ ム ノ
ア ド ヘ シ ン )と し て 発 現 さ れ る 。 レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 結 合 は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン ポ リ ペ プ
チ ド と 候 補 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 (例 え ば Ｃ ｏ ｓ 細 胞 )と 相 互 作 用
さ せ 、 Ｆ ｃ 融 合 ド メ イ ン に 対 す る 蛍 光 試 薬 で 結 合 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン を 可 視 化 し 、 顕 微 鏡 で
検 査 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。 候 補 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 を 、 レ セ プ タ ー 分 子 と し
て 機 能 し う る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー の ラ イ ブ ラ リ ー の 所
定 の サ ブ セ ッ ト の 平 行 し た 一 過 性 形 質 移 入 に よ り 作 製 す る 。 次 に 、 細 胞 を 、 レ セ プ タ ー 結
合 可 能 性 を 検 定 し て い る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド イ ム ノ ア ド ヘ シ ン の 存 在 下 で １ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 次 に 細 胞 を 洗 浄 し 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド イ ム ノ ア ド ヘ シ ン の Ｆ ｃ 部 分 に 対 す る 蛍 光 抱 合 抗 体 (例 え ば 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 抱
合 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｆ ｃ 抗 体 )と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 細 胞 を 再 度 洗 浄 し 、 顕 微 鏡 で
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検 査 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ な 相 互 作 用 は 、 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド レ セ プ タ ー 又 は レ セ プ タ
ー プ ー ル を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 移 入 さ れ た 細 胞 の 蛍 光 標 識 の 存 在 、 及 び 他 の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ー ル で 形 質 移 入 さ れ た 同 様 の 調 製 細 胞 の 同 様 の 蛍 光 標 識 の 不 在 に よ り 判
断 さ れ る 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー の 所 定 の プ ー ル が 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド イ ム ノ ア ド ヘ シ
ン と の 相 互 作 用 が ポ ジ テ ィ ブ で あ る と 判 断 さ れ た な ら ば 、 そ の プ ー ル を 含 む 個 々 の ｃ Ｄ Ｎ
Ａ 種 は 個 々 に 検 定 さ れ て (プ ー ル は 「 壊 さ れ る 」 )、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド イ ム ノ ア ド ヘ シ ン
と の 相 互 作 用 が 可 能 な レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 特 異 的 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 決 定 さ れ る 。
　 こ の ア ッ セ イ に お け る 他 の 実 施 態 様 で は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 潜 在 的 リ ガ ン ド Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド (例 え ば 、 ヒ ス チ ジ ン 「 Ｈ ｉ ｓ 」 タ グ )を 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ (イ ム ノ ア ド ヘ シ ン )の Ｆ ｃ ド
メ イ ン と の 融 合 物 と し て 発 現 さ れ た 潜 在 的 レ セ プ タ ー Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の パ ネ ル と
相 互 作 用 さ せ る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の １ 時 間 の 共 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン に 続 い て 、 候 補 レ セ プ タ ー を プ ロ テ イ ン Ａ ビ ー ズ で そ れ ぞ れ 免 疫 沈 降 さ せ 、
ビ ー ズ を 洗 浄 し た 。 潜 在 的 リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 、 エ ピ ト ー プ タ グ に 対 す る 抗 体 を 用 い た 免
疫 沈 降 複 合 体 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 決 定 し た 。 エ ピ ト ー プ タ グ タ ン パ ク 質 の 予
想 さ れ る 分 子 量 の バ ン ド が 、 候 補 レ セ プ タ ー を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で 見 出 さ れ
、 潜 在 的 レ セ プ タ ー の パ ネ ル の 他 の メ ン バ ー と の 間 に 生 じ る こ と が 見 出 さ れ な か っ た 場 合
は 、 相 互 作 用 が 生 じ た と 判 断 さ れ る 。
　 こ れ ら の ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 次 の レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 相 互 作 用 を こ こ で 同 定 し た ：
(１ )Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ は 線 維 芽 成 長 因 子 レ セ プ タ ー -４ (Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ -４ ； Partanenら , EMBO J. 1
0(6)： 1347-1354(1991)を 参 照 )に 結 合 す る 。
(２ )Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ は そ れ 自 体 に 結 合 し 、 よ っ て 接 着 分 子 と し て 機 能 す る 。
(３ )Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ は 、 高 親 和 性 で 線 維 芽 成 長 因 子 レ セ プ タ ー -３ (Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ -３ ； Keeganら ,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA　 88： 1095-1099(1991)を 参 照 )、 低 親 和 性 で Ｆ Ｇ Ｆ Ｒ -１ 、
２ 及 び ４ (そ れ ぞ れ 、 Isacchiら , Nuc. Acids. Res. 18(7)： 1906(1990)、 Dionneら , EMBO
 J. 9(9)： 2685-2692(1990)及 び Partanenら , EMBO J. 10(6)： 1347-1354(1991)を 参 照 )に
結 合 す る 。
(４ )Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ は Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ４ に 結 合 す る 。
(５ )Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ １ は Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６ に 結 合 す る 。
(６ )Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ は Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ３ ０ に 結 合 す る 。
(７ )Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ は そ れ 自 体 に 結 合 し 、 よ っ て 付 着 分 子 と し て 機 能 す る 。
(８ )Ｐ Ｒ Ｏ ６ ３ ０ ７ は Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ に 結 合 す る 。
(９ )Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３ は Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ に 結 合 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
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 , 10801 ユ ニ バ ー シ テ ィ 　
ブ ル バ ー ド ， マ ナ ッ サ ス ， ヴ ァ ー ジ ニ ア 20110-2209， 米 国 (ATCC)に 寄 託 し た ：
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 表 １ ０
材 料 　 　 　 　 　 　 　 　  ATCC寄 託 番 号 　 　 　 　 寄 託 日
DNA22779-1130　 　 　 　 　  209280　 　  　 　  1997年 9月 18日
DNA26846-1397　 　 　 　 　  203406　 　  　 　  1998年 10月 27日
DNA32279-1131　 　 　 　 　  209259　  　 　 　  1997年 9月 16日
DNA32288-1132　  　 　 　 　 209261　  　 　 　  1997年 9月 16日
DNA33094-1131　 　 　 　 　  209256　 　 　  　  1997年 9月 16日
DNA33785-1143　 　 　 　 　  209417　 　 　  　  1997年 10月 28日
DNA35663-1129　 　 　 　 　  209201　  　 　 　  1997年 6月 18日
DNA46777-1253　 　 　 　 　  209619　 　 　 　  1998年 2月 5日
DNA60783-1611　 　 　 　 　  203130　 　 　 　  1998年 8月 18日
DNA62306-1570　 　 　 　 　  203254　  　 　 　  1998年 9月 9日
DNA62880-1513　 　 　 　 　  203097　  　 　 　  1998年 8月 4日
DNA64896-1539　 　 　 　 　  203238　 　 　 　  1998年 9月 9日
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DNA71290-1630　 　 　 　 　  203275　  　 　 　  1998年 9月 22日
DNA96031-2664　 　 　 　 　  PTA-237　 　 　 　  1999年 6月 15日
DNA108722-2743　 　 　 　 　 PTA-552　 　 　 　  1999年 8月 17日
DNA35674-1142　 　 　 　 　  209416　  　 　 　  1997年 10月 28日
DNA41234　 　 　 　 　 　 　  209618　 　 　 　 　 1998年 2月 5日
DNA77503-1686　 　 　 　 　  203362　 　 　 　 　 1998 年 10月 20日
DNA49435-1219　 　 　 　 　  209480　 　 　 　 　 1997 年 11月 21日
DNA40628-1216　 　 　 　 　  209432　 　 　 　 　 1997 年 11月 7日
DNA27864-1155　 　 　 　 　  209375　 　 　 　 　 1997 年 10月 16日
DNA43316-1237　 　 　 　 　  209487　 　 　 　 　 1997年 11月 21日
DNA59212-1627　 　 　 　 　  203245　 　 　 　 　 1998年 9月 9日
DNA86576-2595　 　 　 　 　  203868　 　 　 　 　 1999年 3月 23日
DNA35639-1172　 　 　 　 　  209396　 　 　 　 　 1997年 10月 17日
DNA36350-1158　 　 　 　 　  209378　 　 　 　 　 1997年 10月 16日
DNA53906-1368　 　 　 　 　  209747　 　 　 　 　 1998年 4月 7日
DNA125185-2806　 　 　 　 　 PTA-1031　 　 　 　 1999年 12月 7日
DNA83568-2692　 　 　 　 　  PTA-386　 　 　 　  1999年 7月 20日
【 ０ ２ ３ １ 】
　 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 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 、 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 。
　 本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 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 即 座 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 物 質 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 改 変 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
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 ３ ２ 】
【 図 １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ３ )を 示 し 、 配 列
番 号 ： ３ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ２ ７ ７ ９ -１ １ ３ ０ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ２ 】 図 １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ３ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号
： ４ )を 示 す 。
【 図 ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ４ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ８ )を 示 し 、 配 列
番 号 ： ８ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ６ ８ ４ ６ -１ ３ ９ ７ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ８ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番 号
： ９ )を 示 す 。
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【 図 ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ０ )を 示 し 、 配
列 番 号 ： １ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ４ ９ ８ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ０ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番
号 ： １ １ )を 示 す 。
【 図 ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ２ )を 示 し 、 配
列 番 号 ： １ ２ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ８ ５ ０ ３ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ２ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列 番
号 ： １ ３ )を 示 す 。
【 図 ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ４ )を 示 し 、 配
列 番 号 ： １ ４ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ７ ９ -１ １ ３ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ４ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配 列
番 号 ： １ ５ )を 示 す 。
【 図 １ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ６ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： １ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ２ ２ ８ ８ -１ １ ３ ２ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 １ ２ 】 図 １ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ６ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： １ ７ )を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ １ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ２ １ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ２ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ０ ９ ４ -１ １ ３ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 １ ４ 】 図 １ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ １ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ２ ２ )を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ２ ３ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ２ ３ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ３ ７ ８ ５ -１ １ ４ ３ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 １ ６ 】 図 １ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ３ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ２ ４ )を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ８ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ２ ８ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ２ ８ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ６ ３ -１ １ ２ ９ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 １ ８ 】 図 １ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： ２ ８ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ２ ９ )を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ６ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ３ １ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ３ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ６ ７ ７ ７ -１ ２ ５ ３ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 ２ ０ 】 図 １ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ３ １ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ３ ２ )を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ６ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ３ ８ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ３ ８ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ０ ７ ８ ３ -１ ６ １ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ３ ８ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ３ ９ )を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ ０ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ４ ０ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ４ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ２ ３ ０ ６ -１ ５ ７ ０ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ４ ０ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ４ １ )を 示 す 。
【 図 ２ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ １ ８ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ５ １ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ５ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ２ ８ ８ ０ -１ ５ １ ３ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
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【 図 ２ ６ 】 図 ２ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ５ １ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ５ ２ )を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ２ ７ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ５ ３ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ５ ３ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ４ ８ ９ ６ -１ ５ ３ ９ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： ５ ３ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ５ ４ )を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ ９ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ５ ５ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ５ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ７ １ ２ ９ ０ -１ ６ ３ ０ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ２ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ５ ５ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ５ ６ )を 示 す 。
【 図 ３ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ９ ９ ９ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ５ ７ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ５ ７ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ９ ６ ０ ３ １ -２ ６ ６ ４ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ５ ７ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ５ ８ )を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ７ １ ７ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ６ ２ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ６ ２ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ １ ０ ８ ７ ２ ２ -２ ７ ４ ３ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ６ ２ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ６ ３ )を 示 す 。
【 図 ３ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ６ ４ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ６ ４ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ４ -１ １ ４ ２ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ６ ４ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ６ ５ )を 示 す 。
【 図 ３ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ７ ２ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ７ ２ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ １ ２ ３ ４ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： ７ ２ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ７ ３ )を 示 す 。
【 図 ３ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ３ １ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ７ ７ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ７ ７ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ７ ３ ８ ３ ８ -１ ６ ７ ４ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
【 図 ４ ０ 】 図 ３ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ７ ７ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ７ ８ )を 示 す 。
【 図 ４ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ６ ０ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ７ ９ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ７ ９ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ５ ０ ３ -１ ６ ８ ６ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： ７ ９ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ８ ０ )を 示 す 。
【 図 ４ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ９ ４ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ８ ３ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： ８ ３ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ９ ２ ２ ８ ２ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ８ ３ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ８ ４ )を 示 す 。
【 図 ４ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ８ ５ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ８ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ４ ３ ５ -１ ２ １ ９ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ８ ５ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ８ ６ )を 示 す 。
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【 図 ４ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ０ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ９ ０ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ９ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ０ ６ ２ ８ -１ ２ １ ６ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 ４ ８ 】 図 ４ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： ９ ０ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ９ １ )を 示 す 。
【 図 ４ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： ９ ８ )を 示 し 、
配 列 番 号 ： ９ ８ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ２ ７ ８ ６ ４ -１ １ ５ ５ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
【 図 ５ ０ 】 図 ４ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： ９ ８ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (配
列 番 号 ： ９ ９ )を 示 す 。
【 図 ５ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ３ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ０ ３ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： １ ０ ３ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ３ ３ １ ６ -１ ２ ３ ７ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ５ ２ 】 図 ５ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ０ ３ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ０ ４ )を 示 す 。
【 図 ５ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ １ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ０ ５ )を 示
し 、 配 列 番 号 ： １ ０ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ２ １ ２ -１ ６ ２ ７ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン
で あ る 。
【 図 ５ ４ 】 図 ５ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ０ ５ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ０ ６ )を 示 す 。
【 図 ５ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ４ ３ ５ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ０ ７ )を 示
し 、 配 列 番 号 ： １ ０ ７ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ８ ６ ５ ７ ６ -２ ５ ９ ５ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン
で あ る 。
【 図 ５ ６ 】 図 ５ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ０ ７ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ０ ８ )を 示 す 。
【 図 ５ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ４ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ０ ９ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： １ ０ ９ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ３ ９ -１ １ ７ ２ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ５ ８ 】 図 ５ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ０ ９ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ １ ０ )を 示 す 。
【 図 ５ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ５ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ １ ４ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： １ １ ４ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ６ ３ ５ ０ -１ １ ５ ８ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ６ ０ 】 図 ５ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ １ ４ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ １ ５ )を 示 す 。
【 図 ６ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ４ １ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ２ ０ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： １ ２ ０ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ３ ９ ０ ６ -１ ３ ６ ８ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ６ ２ 】 図 ６ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ２ ０ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ２ １ )を 示 す 。
【 図 ６ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ０ ０ ９ ６ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ２ ５ )を
示 し 、 配 列 番 号 ： １ ２ ５ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ １ ２ ５ １ ８ ５ -２ ８ ０ ６ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ
ー ン で あ る 。
【 図 ６ ４ 】 図 ６ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ２ ５ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ２ ６ )を 示 す 。
【 図 ６ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ２ ７ )を 示
し 、 配 列 番 号 ： １ ２ ７ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ８ ３ ５ ６ ８ -２ ６ ９ ２ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン
で あ る 。
【 図 ６ ６ 】 図 ６ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ２ ７ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ２ ８ )を 示 す 。
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【 図 ６ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ０ ０ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ２ ９ )を 示
し 、 配 列 番 号 ： １ ２ ９ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ９ ２ ２ ５ ９ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ６ ８ 】 図 ６ ７ Ａ -Ｂ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ２ ９ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 (配 列 番 号 ： １ ３ ０ )を 示 す 。
【 図 ６ ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ５ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ３ １ )を 示 し
、 配 列 番 号 ： １ ３ １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ４ １ ７ ５ -１ ３ １ ４ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で
あ る 。
【 図 ７ ０ 】 図 ６ ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ３ １ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ３ ２ )を 示 す 。
【 図 ７ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ２ ６ ３ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ３ ６ )を 示
し 、 配 列 番 号 ： １ ３ ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ８ ３ ５ ５ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ７ ２ 】 図 ７ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ３ ６ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ３ ７ )を 示 す 。
【 図 ７ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ６ ３ ０ ９ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 ： １ ３ ８ )を 示
し 、 配 列 番 号 ： １ ３ ８ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ １ １ ６ ５ １ ０ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ７ ４ 】 図 ７ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ ３ ８ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 (
配 列 番 号 ： １ ３ ９ )を 示 す 。
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】
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【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】
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【 図 ３ ３ 】 【 図 ３ ４ 】

【 図 ３ ５ 】 【 図 ３ ６ 】
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【 図 ３ ７ 】 【 図 ３ ８ 】

【 図 ３ ９ 】

【 図 ４ ０ 】

【 図 ４ １ 】

【 図 ４ ２ 】
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【 図 ４ ３ 】

【 図 ４ ４ 】

【 図 ４ ５ 】

【 図 ４ ６ 】 【 図 ４ ７ 】
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【 図 ４ ８ 】 【 図 ４ ９ 】

【 図 ５ ０ 】 【 図 ５ １ 】

【 図 ５ ２ 】
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【 図 ５ ３ 】 【 図 ５ ４ 】

【 図 ５ ５ 】

【 図 ５ ６ 】

【 図 ５ ７ 】
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【 図 ５ ８ 】 【 図 ５ ９ 】

【 図 ６ ０ 】 【 図 ６ １ 】

(148) JP 2006-51032 A 2006.2.23
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摘要(译)

要解决的问题：为了阐明新型分泌/跨膜多肽的结构以及编码它们的核酸
分子（氨基酸序列和碱基序列，包括信号序列和胞外域，它们的分子间
同源性等）， 提供有关药物和诊断方法开发的基本信息。 载体和宿主细
胞，其包含编码许多多肽的核酸的核苷酸序列，包括趋化因子，EGF家
族的新肽，融合至异源肽的嵌合分子，结合抗体及其生产方法。 赠送。 
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