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【 書 類 名 】 　 　 　 　 　 明 細 書
【 発 明 の 名 称 】 　 　 　 置 換 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 修 飾 さ れ た ア デ ノ ウ ィ ル ス
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 ア デ ノ ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 を 置 換 タ ン パ ク 質 で
置 換 す る こ と に よ り 修 飾 さ れ た ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、
a)　 　 　 ア デ ノ ウ ィ ル ス 尾 部 領 域 を 含 む ア ミ ノ 末 端 部 、
b)　 　 　 キ メ ラ 置 換 タ ン パ ク 質 、 お よ び
c)　 　 　 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド を 含 む カ ル ボ キ シ 末 端 部 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス の ペ ン ト ン ベ ー ス
と 結 合 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 杖 状 の 三 量 体 タ ン パ ク 質 で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 前 記 杖 状 の 三 量 体 タ ン パ ク 質 が 、 野 生 型 ア デ ノ ウ ィ ル ス の 天 然

タ ン パ ク 質 に 匹 敵 す る 直 径 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス
。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド を コ ー
ド す る 配 列 が カ ル ボ キ シ 末 端 に 組 み 込 ま れ た と き に 三 量 体 性 を 維 持 す る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 可 溶 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請

フ ァ イ バ ー

フ ァ イ バ ー フ ァ イ バ ー

フ ァ イ バ ー
フ ァ イ バ ー

フ ァ イ バ ー

フ ァ イ バ ー

フ ァ イ バ ー

フ ァ イ
バ ー

フ ァ イ バ ー

フ ァ イ バ ー



求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 T4バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ フ ィ ブ リ チ
ン タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 三 量 体 構 造 タ ン パ ク 質 、 三 量 体 ウ
ィ ル ス タ ン パ ク 質 お よ び 三 量 体 転 写 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 イ ソ ロ イ シ ン 三 量 体 化 モ チ ー フ
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 ヒ ト 肺 Dか ら
の 領 域 ペ プ チ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 前 記 置 換 タ ン パ ク 質 が 、 高 次 コ イ ル 二 次 構 造 を 有 す る 人
工 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 該 二 次 構 造 が 多 数 の 分 子 間 鎖 相 互 作 用 の た め に 安 定 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 前 記 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド が 、 生 理 的 リ ガ ン ド 、 抗 レ セ プ タ ー
抗 体 、 細 胞 特 異 的 ペ プ チ ド お よ び 一 本 鎖 抗 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 ２ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 前 記 ア デ ノ ウ ィ ル ス が 、 ゲ ノ ム 中 で 治 療 遺 伝 子 を 運 搬 す る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 前 記 治 療 遺 伝 子 が 、 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の ア デ ノ ウ ィ ル ス 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　

。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
　 　 　 【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 背 景

　 本 出 願 は 、 現 在 は 放 棄 さ れ た 、 1998年 2月 17日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 第 60/074,84
4号 の 恩 恵 を 主 張 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 か ら の 自 由 準 備 金 を 使 用 し て 一 部 補 助 さ れ た 。 し た が っ て 、
連 邦 政 府 は 本 発 明 に 特 定 の 権 利 を 有 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 発 明 は 、 通 常 、 ベ ク タ ー 生 物 学 お よ び 遺 伝 子 治 療 の 分 野 に 関 す る 。 さ ら に 特 定 す る と
、 本 発 明 は 、 内 因 性 親 和 性 除 去 を 伴 う 細 胞 特 異 的 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ の た め に が
置 換 さ れ た 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 産 生 に 関 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ０ ４ 】

　 二 十 面 体 の キ ャ プ シ ド の 12の 頂 点 の そ れ ぞ れ か ら 突 き 出 す タ ン パ ク 質 (21-23
)の 部 分 中 の 領 域 の 特 異 的 な レ セ プ タ ー 認 識 に よ り 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 真 核 細 胞 と 相
互 作 用 す る 。 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 多 く の 遺 伝 子 治 療 用 途 に 使 用 さ れ る (21,
35,38)。 こ の 事 実 は 主 に 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ の 両 方 に お け る こ の ベ ク タ ー ア プ ロ
ー チ に よ り 達 成 可 能 な 高 レ ベ ル の 遺 伝 子 転 移 に 由 来 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ０ ５ 】
　 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 様 々 の 器 官 中 の 分 化 し た 標 的 細 胞 に イ ン サ イ チ ュ で
遺 伝 子 を 供 給 で き る 独 特 の 能 力 に よ り 、 他 の シ ス テ ム と 区 別 さ れ る (5,6,9,10,12,20,25,2
7,29,31)。 こ れ に よ り 、 供 給 さ れ た ベ ク タ ー が 標 的 器 官 内 に 含 有 さ れ る 、 嚢 胞 性 線 維 症 の
よ う な 遺 伝 性 遺 伝 子 病 を 治 療 す る た め の ア プ ロ ー チ と し て 、 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ
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ー を 利 用 す る こ と が 可 能 に な っ た (4-13)。 さ ら に 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー が イ ン サ イ チ
ュ で 腫 瘍 形 質 導 入 で き る こ と に よ り 、 移 動 局 所 病 （ loco-regional desease） の た め の 様
々 な 抗 癌 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ が 開 発 さ れ た (14-18)。
　 　 　 【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 静 脈 注 射 後 様 々 な 器 官 に イ ン ビ ボ で 遺 伝 子 を 供 給 で き る 。
こ れ ら の 例 に お い て 、 遺 伝 子 転 移 の 頻 度 は 、 様 々 の 免 疫 モ デ ル 中 で 遺 伝 性 代 謝 異 常 を 治 療
す る の に 十 分 高 い 。 し た が っ て 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は 、 遺 伝 子 治 療 の た め に 静 脈 投
与 さ れ る ベ ク タ ー の 2つ の 必 要 条 件 を 満 た す ： 系 統 的 安 定 性 お よ び 高 い 効 率 の 筋 肉 細 胞 の
形 質 導 入 に 続 き 長 期 間 の 遺 伝 子 発 現 を 達 成 す る 能 力 。
　 　 　 【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し な が ら 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス に は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 細 胞 レ セ プ タ ー が 広 く 分 布 し て い
る た め に 、 特 定 の 細 胞 系 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ が 妨 げ ら れ る と い う 不 利 な 点 が あ る 。 ア デ ノ
ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の こ の 親 和 性 の 欠 失 に よ り 、 標 的 細 胞 へ の 供 給 に 利 用 で き る ウ ィ ル ス 粒
子 の 数 が 非 標 的 細 胞 に よ る 壊 死 巣 分 離 に よ り 減 少 す る の で 、 形 質 導 入 の 効 率 が 減 少 す る で
あ ろ う 。 さ ら に 、 こ れ に よ り 、 未 知 の お よ び お そ ら く 有 害 な 結 果 を 伴 っ て 、 供 給 さ れ た 遺
伝 子 が 異 所 的 に 発 現 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 親 和 性 を 標 的
細 胞 へ 特 異 的 に 向 け 直 し 、 感 染 し た 器 官 へ の み 遺 伝 子 を 供 給 す る 方 法 が 開 発 さ れ な け れ ば
な ら な い 。
　 　 　 【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ の 目 的 の た め に 、 い く つ か の グ ル ー プ が 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 の

領 域 へ の 遺 伝 的 修 飾 お よ び そ の よ う な キ メ ラ の ビ リ オ ン 中 へ の 組 み 込 み を 報
告 し た 。 例 え ば 、 Stevenson等 (35)お よ び 他 (24)は 、 そ れ ぞ れ Ad5 の 尾 部 お よ び
シ ャ フ ト 領 域 と Ad3の 領 域 と か ら 成 る を 含 有 す る Ad5ビ リ オ ン の 産 生 に 成 功
し た こ と を 報 告 し た 。 さ ら に 、 Michael等 (30)は 、 組 換 え Ad5 の カ ル ボ キ シ 末 端
中 へ の ガ ス ト リ ン 放 出 ペ プ チ ド の 組 み 込 み を 示 し た 。 こ の 発 見 は 、 そ の よ う な
を 含 有 す る 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 救 出 （ rescue） を 達 成 し た Legrand等 (30a)に
よ り 拡 張 さ れ た 。 Wickham等 (41)は 、 カ ル ボ キ シ 末 端 ポ リ リ シ ン 配 列 を 有 す る
を 含 有 す る 組 換 え ウ ィ ル ス の 産 生 を 記 載 し た 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 、 こ の 遺 伝 的 ア プ ロ ー
チ に 関 し て 重 要 な 実 行 可 能 性 の 問 題 が 確 立 さ れ た が 、 タ ン パ ク 質 の 正 確 な ひ だ
形 成 を 混 乱 さ せ 得 る 、 リ ガ ン ド の サ イ ズ を 含 む 多 く の 制 限 因 子 も ま た 示 さ れ た 。
　 　 　 【 ０ ０ ０ ９ 】
　 従 来 技 術 は 、 新 し い タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ と 天 然 の 親 和 性 の 除 去 と を 組 み 合 わ せ て 組 換 え ア
デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 産 生 す る 効 果 的 な 方 法 が な い 点 で 不 十 分 な ま ま で あ る 。 本 発 明 は
、 当 該 技 術 に お け る こ の 長 年 の 必 要 お よ び 要 求 を 満 た す 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ０ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 に は 、 組 換 え の 、 細 胞 特 異 的 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 次 の 世 代 が 記 載 さ れ る 。
さ ら に 特 定 す る と 、 本 発 明 の 明 細 書 に は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス の 親 和 性 の 修 飾 に お い て 考 慮 す
べ き 2つ の 態 様 が あ る こ と が 開 示 さ れ る ： （ １ ） 内 因 性 親 和 性 の 除 去 ； お よ び （ ２ ） 新 し
い 親 和 性 の 導 入 。 遺 伝 子 治 療 用 途 の た め の 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス の 有 用 性 を 拡 大 す る た め
に 、 天 然 の ベ ク タ ー の 親 和 性 を 変 化 さ せ て 細 胞 特 異 的 形 質 導 入 を 達 成 す る 方 法 が 必 要 で あ
る 。 そ の よ う な タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を 達 成 す る た め に 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス タ ン パ ク
質 中 へ リ ガ ン ド を 組 み 込 み 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー へ の ア デ ノ ウ ィ ル ス の 一 次 結 合 を 媒 介 さ
せ る こ と が で き る 。 こ こ に 記 載 さ れ る よ う に 、 本 発 明 に は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス タ
ン パ ク 質 の 置 換 に よ り 産 生 さ れ る 標 的 化 ア デ ノ ウ ィ ル ス の 開 発 が 開 示 さ れ る 。 本 発 明 に は
、 尾 部 領 域 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T4か ら の フ ィ ブ リ チ ン (fibritin)遺 伝 子 の 一
部 お よ び リ ガ ン ド 領 域 か ら な る 置 換 ま た は 置 換 タ ン パ ク 質 を 含 む 組 換 え ア デ ノ
ウ ィ ル ス ベ ク タ ー が 開 示 さ れ る 。 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー は ま た 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル
の 存 在 下 で 、 治 療 遺 伝 子 す な わ ち 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 を コ ー ド し て
も よ く 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 標 的 化 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 の 特 異 的 な 殺 害 を 媒 介 で き
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る 。 し た が っ て 本 発 明 に よ り 、 非 ア デ ノ ウ ィ ル ス 細 胞 レ セ プ タ ー を 媒 介 と す る 組 換 え ア デ
ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 再 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ が 証 明 さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 の 形 態 に お い て 、 内 因 性 ウ ィ ル ス 親 和 性 を 欠 失 す る が 新 し い 親 和 性 を
有 す る 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー が ウ ィ ル ス 親
和 性 を 修 飾 す る よ う に 修 飾 さ れ て 置 換 ア デ ノ ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 を 産 生 し 、 該
置 換 さ れ た 遺 伝 子 が 尾 部 領 域 、 T4バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ フ ィ ブ リ チ ン の カ ル ボ キ
シ 末 端 部 お よ び リ ガ ン ド を 含 む ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝 子 の ア ミ ノ 末 端 部 を 含 み 、
前 記 置 換 さ れ た ア デ ノ ウ ィ ル ス が 三 量 体 化 す る 能 力 お よ び 天 然 生 合 成 特 性 を 保
有 し 、 前 記 リ ガ ン ド が 生 理 的 リ ガ ン ド 、 抗 レ セ プ タ ー 抗 体 お よ び 細 胞 特 異 的 ペ プ チ ド か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 前 記 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー が さ ら に 治 療 遺 伝 子 を 含 有 し 、 該 治 療
遺 伝 子 が 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る 、 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ
ー が 提 供 さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 の 形 態 に お い て 、 そ の よ う な 治 療 が 必 要 な 個 体 中 の 腫 瘍 細 胞 を 殺 す 方
法 で あ っ て 、 有 効 な 量 の 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー で 前 記 個 体 を 前 処 理 し 、 前 記 個 体
に ガ ン シ ク ロ ビ ル を 投 与 す る 、 各 工 程 を 含 む 方 法 が 提 供 さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の お よ び さ ら な る 態 様 、 特 徴 、 お よ び 利 点 は 、 開 示 の 目 的 の た め に 与 え ら れ
た 本 発 明 の 目 下 好 ま し い 実 施 の 形 態 の 以 下 の 記 載 か ら 明 ら か と な る で あ ろ う 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ４ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明
　 上 述 さ れ た 、 並 び に こ れ か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 本 発 明 の 特 徴 、 利 点 お よ び 目 的 が 達
成 さ れ 詳 細 に 理 解 さ れ る よ う に 、 添 付 の 図 面 に 示 さ れ る あ る 実 施 の 形 態 を 参 照 し て 上 記 で
簡 単 に 要 約 さ れ た 本 発 明 を よ り 特 定 し て 記 載 す る 。 こ れ ら の 図 面 は 明 細 書 の 一 部 を 形 成 す
る 。 し か し な が ら 、 添 付 の 図 面 は 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 の 形 態 を 示 し 、 し た が っ て 本 発 明
の 範 囲 に お い て 制 限 す る も の と 考 慮 す べ き で は な い こ と に 留 意 す べ き で あ る 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ５ 】
　 図 １ は 、 － フ ィ ブ リ チ ン － 6－ ヒ ス チ ジ ン キ メ ラ か ら な る 置 換 の
図 を 示 す 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 ２ は 、 E.coli中 で 発 現 さ れ た － フ ィ ブ リ チ ン － 6ヒ ス チ ジ ン キ メ ラ タ ン パ
ク 質 の SDSゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 を 4-10%の SDS-PAAゲ ル 上 で 分 離 し 、 次 に ク マ
シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー で 染 色 し た 。 レ ー ン 1、 煮 沸 に よ り 変 成 し た － フ ィ ブ
リ チ ン － 6ヒ ス チ ジ ン ； レ ー ン 2、 － フ ィ ブ リ チ ン － 6ヒ ス チ ジ ン 天 然 三 量 体 ；
レ ー ン 3、 タ ン パ ク 質 分 子 量 標 準 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 置 換 タ ン パ ク 質 で ア デ ノ ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 を 置 換 す
る こ と に よ り 修 飾 さ れ た ア デ ノ ウ ィ ル ス に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 の 形 態 に お い て 、

置 換 タ ン パ ク 質 は 、 a)ア デ ノ ウ ィ ル ス 尾 部 領 域 を 含 む ア ミ ノ 末 端 部 ； b)キ
メ ラ 置 換 タ ン パ ク 質 ； お よ び c)タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド を 含 む カ ル ボ キ シ 末
端 部 、 を 含 む 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ８ 】
　 以 下 の 記 載 に よ り 、 当 業 者 は 、 推 定 の 置 換 タ ン パ ク 質 が 本 発 明 の 組 成 物 お よ
び 方 法 に お い て 所 望 な よ う に 機 能 す る か 否 か を 決 定 で き る 。 通 常 、 置 換 タ ン パ
ク 質 は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス の ペ ン ト ン ベ ー ス と 結 合 す る 。 構 造 的 に は 、 置 換 タ ン
パ ク 質 は 好 ま し く は 、 杖 状 の 、 三 量 体 タ ン パ ク 質 で あ る 。 杖 状 の 、 三 量 体 タ ン パ ク 質 の 直
径 は 、 野 生 型 ア デ ノ ウ ィ ル ス の 天 然 タ ン パ ク 質 に 匹 敵 す る こ と が 所 望 で あ る 。
タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド を コ ー ド す る 配 列 を カ ル ボ キ シ 末 端 に 組 み 込 む 場 合 、
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置 換 タ ン パ ク 質 が 三 量 体 性 （ trimerism） を 維 持 す る こ と が 重 要 で あ る 。 好 ま し い 態 様
に お い て 、 置 換 タ ン パ ク 質 の 代 表 例 は 、 T4バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ フ ィ ブ リ チ ン タ
ン パ ク 質 で あ る 。 よ り 一 般 的 に 、 置 換 タ ン パ ク 質 は 、 三 量 体 構 造 タ ン パ ク 質 、
三 量 体 ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 お よ び 三 量 体 転 写 因 子 か ら な る 群 よ り 選 択 で き る 。
置 換 タ ン パ ク 質 の 他 の 代 表 例 に は 、 ヒ ト の 肺 Dか ら の イ ソ ロ イ シ ン 三 量
体 化 モ チ ー フ お よ び 領 域 ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 置 換 タ ン パ
ク 質 は 、 高 次 コ イ ル 二 次 構 造 を 有 す る 。 二 次 構 造 は 、 複 合 的 な 分 子 間 鎖 相 互 作 用 に よ り 安
定 性 を 提 供 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ １ ９ 】
　 置 換 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 タ ン パ ク 質 で あ る 必 要 は な い 。 実 際 、 当 業 者 は 、 人
工 タ ン パ ク 質 を 作 成 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 好 ま し く は 、 そ の よ う な 人 工 置
換 タ ン パ ク 質 は 、 高 次 コ イ ル 二 次 構 造 を 有 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の ア デ ノ ウ ィ ル ス に お い て 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド は 、 生 理 的 リ ガ ン ド 、 抗
レ セ プ タ ー 抗 体 、 細 胞 特 異 的 ペ プ チ ド お よ び 一 本 鎖 抗 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 あ る
実 施 の 形 態 に お い て 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス は 、 そ の ゲ ノ ム 中 で 治 療 遺 伝 子 を 運 搬 す る 。 治 療 遺
伝 子 の 代 表 例 は 、 単 純 疱 疹 ウ ィ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 で あ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 個 体 中 の 腫 瘍 細 胞 を 殺 す 方 法 で あ っ て 、 効
果 的 な 量 の 本 発 明 の ア デ ノ ウ ィ ル ス で 前 記 個 体 を 前 処 理 し ； 前 記 個 体 に ガ ン シ ク ロ ビ ル を
投 与 す る 、 各 工 程 を 含 む 方 法 に 関 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ２ 】
　 Ad5 の 修 飾 に よ り 得 ら れ た 従 来 の 結 果 に よ り 、 天 然 タ ン パ ク 質 の
三 量 体 構 造 は 、 長 い イ ン サ ー ト を 収 容 す る の に 十 分 安 定 で は な く 、 分 子 は 大 き い リ ガ ン ド
の 組 み 込 み に 耐 え ら れ な い で あ ろ う と い う こ と が 示 さ れ る 。 は 、 分 子 の 残 り の 部 分 が

に よ り 開 始 さ れ る 三 量 体 化 過 程 に “ 受 動 的 に ” 従 う 一 方 で 、 の 三 量 体 構 造
を 維 持 す る の 主 要 な （ ま た は 唯 一 の ） 構 造 構 成 要 素 で あ る と 考 え ら れ る 。 内 因
性 親 和 性 を 欠 失 し 新 し い 親 和 性 を 有 す る 組 換 え ビ リ オ ン を 産 生 す る た め に 、 通
常 、 を 置 換 す る 2つ の 異 な る タ ン パ ク 質 成 分 の 間 の 領 域 に よ り 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス

の 機 能 を “ 分 離 さ せ る ” こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 を 体 外 三 量 体 化 モ チ
ー フ で 置 換 し て の な い の 三 量 体 化 を 維 持 し 、 同 時 に 新 し い レ セ プ タ ー へ ビ
リ オ ン を 標 的 付 け る こ と が で き る リ ガ ン ド を 中 に 導 入 す る こ と に よ り 、 達 成 で
き る 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ３ 】
　 の 役 割 は お そ ら く 、 ビ リ オ ン の 表 面 か ら 離 れ て 細 胞 結 合 部 位 を 配 置 す る こ と
で あ る の で 、 は 別 の 杖 状 三 量 体 タ ン パ ク 質 で 置 換 し て も よ い 。 三 量 体 で あ る こ
と に 加 え て 、 タ ン パ ク 質 は 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス の ペ ン ト ン ベ ー ス と 結 合 し ビ リ オ ン 中 に 組 み
込 ま れ る 能 力 を 有 す る 必 要 が あ る 。 不 適 合 性 の 問 題 を 防 ぐ た め に 、 キ メ ラ タ ン パ ク 質 の ア
ミ ノ 末 端 を 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス の 尾 部 領 域 中 に 組 み 込 ん で も よ い 。 さ ら に 、 推 定

置 換 タ ン パ ク 質 は 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ リ ガ ン ド に 対 応 す る （ 相 対 的 に ） 大 き い
付 加 配 列 を カ ル ボ キ シ 末 端 中 に 組 み 込 む こ と に 耐 え な け れ ば な ら な い 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ４ 】
　 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T4の フ ィ ブ リ チ ン は 、 フ ァ ー ジ 粒 子 の “ カ ラ ー ” お よ び “ ホ イ ス カ
ー (whiskers)” を 形 成 し 、 上 述 の 基 準 の 多 く を 満 た す タ ン パ ク 質 で あ る 。 フ ィ ブ リ チ ン の
486ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ア ミ ノ 末 端 領 域 (47残 基 )、 大 き い 中 心 領 域 お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 領
域 (29残 基 )か ら な る 。 中 心 領 域 は 、 様 々 の 長 さ の 12の セ グ メ ン ト を 有 し 、 そ れ ぞ れ が α －
ら せ ん 高 次 コ イ ル 構 造 を 有 す る 。 広 範 囲 の 生 物 物 理 学 的 お よ び 配 列 の 分 析 に よ り 、 フ ィ ブ
リ チ ン は 平 行 三 本 鎖 α － ら せ ん 高 次 コ イ ル と し て 表 さ れ た 。 フ ィ ブ リ チ ン の 三 量 体 は 、 65
℃ ま で の 温 度 で 安 定 で あ る 。 重 大 な こ と に 、 ア ミ ノ 末 端 に お い て 残 基 が 欠 失 し て い る フ ィ
ブ リ チ ン お よ び ア ミ ノ 末 端 伸 長 を 含 有 す る 組 換 え フ ィ ブ リ チ ン の 両 方 が 、 正 し く 三 量 体 を
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組 み 立 て る 。 フ ィ ブ リ チ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 は 、 三 量 体 化 お よ び 安 定 な 三 量 体 を 形 成
す る た め の Ad5 の と の フ ィ ブ リ チ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 融 合 に 必 要 で あ る 。
さ ら に 、 E.coli中 で 過 発 現 さ れ た 場 合 に は 、 組 換 え フ ィ ブ リ チ ン お よ び そ の 誘 導 体 は 可 溶
性 で あ る 。 置 換 の た め の 魅 力 あ る 候 補 に な る フ ィ ブ リ チ ン の 別 の 特 徴 は 、 そ れ
が 柔 軟 で あ る と い う 事 実 で あ る 。 し た が っ て 、 の 性 質 に よ り 定 め ら れ る 長 さ の
必 要 条 件 は 、 ウ シ Ad3お よ び CELOウ ィ ル ス の 柔 軟 な に 類 似 す る 、 フ ィ ブ リ チ ン
に よ り 容 易 に 満 た さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に よ る と 、 当 該 技 術 の 範 囲 内 で 従 来 の 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 お よ び 組 換 え DNA技
術 を 使 用 し て も よ い 。 そ の よ う な 技 術 は 、 文 献 中 で 十 分 に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Mani
atis,Fritsch & Sambrook,” Molecular Cloning:A Laboratory Manual(1982);” DNA Clon
ing:A Practical Approach,” Volumes I and II(D.N.Glover ed.1985);” Oligonucleotid
e Synthesis"(M.J.Gait ed.1984);"Nucleic Acid Hybridization"[B.D.Hames & S.J.Higg
ins eds.(1985)];"Transcription and Translation"[B.D.Hames & S.J.Higgins eds.(198
4)];"Animal Cell Culture"[R.I.Freshney,ed.(1986)];"Immobilized Cells And Enzymes
"[IRL Press,(1986)];B.Perbal,"A Practical Guide To Molecular Cloning"(1984)参 照
。 し た が っ て 、 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 以 下 の 用 語 は 以 下 に 記 載 さ れ る 定 義 を 有 す る も の
と す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ６ 】
　 “ DNA分 子 ” と は 、 一 本 鎖 形 態 、 ま た は 二 本 鎖 へ リ ッ ク ス に あ る デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド （ ア デ ニ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン 、 ま た は シ ト シ ン ） の 重 合 形 態 を 称 す る 。 こ の 用 語 は
、 分 子 の 一 次 お よ び 二 次 構 造 の み を さ し 、 い か な る 特 定 の 三 次 形 態 に も 制 限 さ れ な い 。 し
た が っ て 、 こ の 用 語 に は 、 と り わ け 、 線 状 DNA分 子 （ 例 え ば 制 限 断 片 ） 、 ウ ィ ル ス 、 プ ラ
ス ミ ド 、 お よ び 染 色 体 中 で 見 ら れ る 二 本 鎖 DNAが 含 ま れ る 。 こ こ で 通 常 の 慣 例 に よ り 構 造
に つ い て 論 ず る と 、 DNAの 非 転 写 鎖 に 沿 う 5’ か ら 3’ 方 向 へ の 配 列 の み を 与 え る （ す な わ
ち 、 こ の 鎖 は mRNAと 相 同 の 配 列 を 有 す る ） 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ７ 】
　 “ ベ ク タ ー ” と は 、 別 の DNA断 片 が そ れ に 結 合 さ れ て 、 結 合 さ れ た 断 片 を 複 製 す る 、 プ
ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ま た は コ ス ミ ド の よ う な レ プ リ コ ン で あ る 。 “ レ プ リ コ ン ” と は 、 イ
ン ビ ボ に お け る DNA複 製 の 自 律 単 位 と し て 機 能 す る ； す な わ ち 自 分 自 身 の コ ン ト ロ ー ル の
も と で 複 製 可 能 な 、 任 意 の 遺 伝 要 素 （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 染 色 体 、 ウ ィ ル ス ） で あ る 。
“ 複 製 起 点 ” と は 、 DNA合 成 に 関 係 す る DNA配 列 を 称 す る 。 “ 発 現 制 御 配 列 ” と は 、 別 の DN
A配 列 の 転 写 お よ び 翻 訳 を 制 御 お よ び 調 節 す る DNA配 列 で あ る 。 コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 RNA
ポ リ メ ラ ー ゼ が コ ー デ ィ ン グ 配 列 を ｍ RNAに 転 写 し 、 次 に こ れ が コ ー デ ィ ン グ 配 列 に よ り
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ る 場 合 に 、 “ 機 能 で き る よ う に 結 合 さ れ ” 、 細 胞 中 の
転 写 お よ び 翻 訳 制 御 配 列 の “ 制 御 下 ” に あ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ８ 】
　 通 常 、 挿 入 さ れ た DNA断 片 の 有 効 な 転 写 お よ び 翻 訳 を 促 進 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 有
す る 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 と と も に 使 用 さ れ る 。 発 現 ベ ク タ ー は 通 常 、 複 製 起 点 、 プ ロ モ
ー タ ー 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 並 び に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 中 で 表 現 型 選 択 を 提 供 で き る 特 定 遺
伝 子 を 含 有 す る 。 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 は 、 当 該 技 術 に お い て 知 ら れ る 方 法 に よ り 発 酵 さ せ
、 か つ 培 養 し 、 最 適 の 細 胞 増 殖 を 達 成 で き る 。
　 　 　 【 ０ ０ ２ ９ 】
　 DNA“ コ ー デ ィ ン グ 配 列 ” と は 、 適 切 な 調 節 配 列 の 制 御 下 に 置 か れ る と 、 イ ン ビ ボ に お
い て 転 写 さ れ ポ リ ペ プ チ ド に 翻 訳 さ れ る 二 本 鎖 DNA配 列 で あ る 。 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 境 界
線 は 、 5’ （ ア ミ ノ ） 末 端 に お け る 開 始 コ ド ン お よ び 3’ （ カ ル ボ キ シ ル ） 末 端 に お け る 翻
訳 停 止 コ ド ン に よ り 決 定 さ れ る 。 コ ー デ ィ ン グ 配 列 に は 、 原 核 生 物 の 配 列 、 真 核 生 物 mRNA
か ら の cDNA、 真 核 生 物 （ 例 え ば 哺 乳 類 ） DNAか ら の ゲ ノ ム DNA配 列 、 お よ び 合 成 DNA配 列 が
含 ま れ て も よ い が 、 そ れ に 限 定 さ れ な い 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル お よ び 転 写 終 止 配 列 は
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通 常 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 3’ 側 に 位 置 す る 。 “ cDNA” は 複 製 DNAま た は 相 補 的 DNAと し て
定 義 さ れ 、 mRNA転 写 物 か ら の 逆 転 写 反 応 の 産 物 で あ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ０ 】
　 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 配 列 は 、 宿 主 細 胞 中 で コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 発 現 さ せ る 、 プ ロ モ ー タ
ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 等 の よ う な DNA調 節 配 列 で
あ る 。 “ シ ス － エ レ メ ン ト ” と は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ り 、 特 定 の 遺 伝 子 座 の 発 現 を ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト で き る 他 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 、 “ コ
ン セ ン サ ス 配 列 ” ま た は “ モ チ ー フ ” と も 称 さ れ る 。 “ シ グ ナ ル 配 列 ” も ま た コ ー デ ィ ン
グ 配 列 に 含 ま れ て も よ い 。 こ の 配 列 は 、 宿 主 細 胞 に 情 報 伝 達 し ポ リ ペ プ チ ド を 適 切 な 細 胞
位 置 に 方 向 付 け る 、 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 側 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 シ グ ナ ル
配 列 は 、 原 核 生 物 お よ び 真 核 生 物 に 固 有 の 様 々 の タ ン パ ク 質 と 結 合 す る こ と も あ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ １ 】
　 “ プ ロ モ ー タ ー 配 列 ” と は 、 細 胞 中 で RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 結 合 さ せ 、 下 流 （ 3’ 方 向 ） コ
ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 を 開 始 す る こ と が で き る DNA調 節 領 域 で あ る 。 本 発 明 を 定 義 す る た
め に 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 転 写 開 始 部 位 に よ り 3’ 末 端 に 結 合 さ れ 、 上 流 （ 5’ 方 向 ） ま
で 広 が っ て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 以 上 の 検 出 で き る レ ベ ル で 転 写 を 開 始 す る の に 必 要 な 塩 基 ま
た は エ レ メ ン ト の 最 小 数 を 含 む 。 プ ロ モ ー タ ー 配 列 内 に は 、 転 写 開 始 部 位 、 並 び に RNAポ
リ メ ラ ー ゼ の 結 合 の 原 因 で あ る タ ン パ ク 質 結 合 領 域 （ コ ン セ ン サ ス 配 列 ） が 見 ら れ る 。 真
核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー は し ば し ば 、 ” TATA” ボ ッ ク ス お よ び ” CAT” ボ ッ ク ス を 含 有 す る
が 、 常 に で は な い 。 原 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー は 、 -10お よ び -35コ ン セ ン サ ス 配 列 に 加 え て
、 シ ャ イ ン － タ ル ガ ー ノ 配 列 を 含 有 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ２ 】
　 “ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” と い う 用 語 は 、 2つ 以 上 、 好 ま し く は 3つ 以 上 の デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 分 子 と し て 定 義 さ れ る 。 そ の 正 確 な サ イ ズ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 根
本 的 な 機 能 お よ び 用 途 に 依 存 す る 、 多 く の 要 因 に 依 存 す る で あ ろ う 。 こ こ で 用 い た よ う に
、 “ プ ラ イ マ ー ” と い う 用 語 は 、 精 製 さ れ た 制 限 消 化 物 中 で 天 然 に 発 生 す る ま た は 合 成 に
よ り 産 生 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 核 酸 鎖 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー 伸 長 産 物 の 合
成 が 誘 発 さ れ る 条 件 下 に 、 す な わ ち ヌ ク レ オ チ ド お よ び DNAポ リ メ ラ ー ゼ の よ う な 誘 発 物
質 の 存 在 下 お よ び 適 切 な 温 度 と pHに 置 か れ る と 合 成 の 開 始 点 と し て 作 用 で き る 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 称 す る 。 プ ラ イ マ ー は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 の い ず れ で も よ く 、 誘 発 物 質 の
存 在 下 で 所 望 の 伸 長 産 物 の 合 成 を 開 始 す る の に 十 分 長 く な け れ ば な ら な い 。 プ ラ イ マ ー の
正 確 な 長 さ は 、 温 度 、 プ ラ イ マ ー の 供 給 源 お よ び 使 用 す る 方 法 を 含 む 、 多 く の 要 因 に 依 存
す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 診 断 の 用 途 に つ い て は 、 標 的 配 列 の 複 雑 さ に 依 存 し て 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 通 常 、 15-25ま た は そ れ よ り 多 く の ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る が 、
そ れ よ り 少 な い ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て も よ い 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ こ で プ ラ イ マ ー は 、 特 定 の 標 的 DNA配 列 の 異 な る 鎖 に “ 実 質 的 に ” 相 補 的 で あ る よ う
に 選 択 さ れ る 。 こ の こ と は 、 プ ラ イ マ ー が 、 そ れ ぞ れ の 鎖 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る の に 十
分 相 補 的 で な け れ ば な ら な い こ と を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 テ ン プ レ
ー ト の 正 確 な 配 列 を 反 映 す る 必 要 は な い 。 例 え ば 、 非 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 断 片 は 、 鎖 に
相 補 的 な プ ラ イ マ ー 配 列 の 残 り の 部 分 に よ り 、 プ ラ イ マ ー の 5’ 端 に 結 合 さ れ て も よ い 。
あ る い は 、 プ ラ イ マ ー 配 列 が 配 列 と 十 分 な 相 補 性 を 有 し 、 そ れ と と も に お よ び そ れ に よ っ
て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し て 伸 長 産 物 の 合 成 の た め の テ ン プ レ ー ト を 形 成 す る な ら ば 、 非 相 補
的 塩 基 ま た は よ り 長 い 配 列 を 、 プ ラ イ マ ー 中 に 散 在 さ せ て も よ い 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ４ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に 、 “ 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ ” お よ び “ 制 限 酵 素 ” と い う 用 語 は 、
特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い て ま た は そ の 近 く で 二 本 鎖 DNAを 切 断 す る 酵 素 を 称 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ５ 】
　 “ 組 換 え DNA技 術 ” と は 、 通 常 、 異 な る 生 体 か ら の DNAの イ ン ビ ト ロ に お け る ラ イ ゲ ー シ
ョ ン の 結 果 と し て 、 2つ の 異 種 DNA分 子 を 結 合 す る 技 術 を 称 す る 。 組 換 え DNA分 子 は 通 常 、
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遺 伝 子 工 学 に お け る 実 験 に よ り 産 生 さ れ る 。 同 義 語 に は 、 “ 遺 伝 子 ス プ ラ イ シ ン グ ” 、 “
分 子 ク ロ ー ニ ン グ ” お よ び “ 遺 伝 子 工 学 ” が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 操 作 の 産 物 は 、 “ 組 換 え
体 ” ま た は “ 組 換 え 分 子 ” と な る 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ６ 】
　 外 因 性 ま た は 異 種 DNAを 細 胞 内 に 導 入 す る と 、 細 胞 は そ の よ う な DNAに よ り “ 形 質 転 換 さ
れ る ” ま た は “ 形 質 移 入 さ れ る ” 。 形 質 転 換 DNAは 、 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 込 ま れ て も （ 共
有 結 合 し て も ） 組 込 ま れ な く て も よ い 。 例 え ば 原 核 細 胞 、 酵 母 、 お よ び 哺 乳 類 細 胞 に お い
て 、 形 質 転 換 DNAは 、 ベ ク タ ー ま た は プ ラ ス ミ ド の よ う な エ ピ ソ ー ム エ レ メ ン ト 上 に 維 持
さ れ て も よ い 。 真 核 細 胞 に 関 し て 、 安 定 し て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 と は 、 形 質 転 換 DNAが 染
色 体 中 に 組 込 ま れ 、 染 色 体 複 製 を 通 し て 娘 細 胞 に よ り 受 け 継 が れ る 細 胞 で あ る 。 こ の 安 定
性 は 、 形 質 転 換 DNAを 含 有 す る 娘 細 胞 の 個 体 群 か ら な る 細 胞 系 ま た は ク ロ ー ン を 確 立 す る
真 核 細 胞 の 能 力 に よ り 示 さ れ る 。 “ ク ロ ー ン ” と は 、 有 糸 分 裂 に よ る 単 一 の 細 胞 ま た は 祖
先 に 由 来 す る 細 胞 の 個 体 群 で あ る 。 “ 細 胞 系 ” と は 、 何 世 代 に も わ た り イ ン ビ ト ロ で 安 定
し て 増 殖 で き る 始 原 細 胞 の ク ロ ー ン で あ る 。 外 因 性 DNAに よ り 形 質 転 換 さ れ た 、 植 物 ま た
は 動 物 の よ う な 生 体 は 、 “ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ” と 称 さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に 、 “ 宿 主 ” と い う 用 語 に は 、 原 核 細 胞 、 並 び に 酵 母 、 植 物 お よ び 動
物 細 胞 の よ う な 真 核 細 胞 が 含 ま れ る も の と す る 。 原 核 細 胞 宿 主 に は 、 E.coli、 ス ト レ プ ト
ミ セ ス チ ン フ ィ ム リ ウ ム (S.tymphimurium)、 霊 菌 お よ び 枯 草 菌 が 含 ま れ て も よ い 。 真 核 細
胞 宿 主 に は 、 ピ チ ア パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)の よ う な 酵 母 、 哺 乳 類 細 胞 お よ び 昆 虫
細 胞 お よ び ア ラ ビ ド プ シ ス タ リ ア ナ (Arabidopsis thaliana)と タ バ カ ム ニ コ チ ア ナ (Tobac
cum nicotiana)の よ う な 植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ８ 】
　 2つ の DNA配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も 約 75％ （ 好 ま し く は 少 な く と も 約 80％ 、 お
よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 90％ ま た は 約 95％ ） が DNA配 列 の 限 定 し た 長 さ に お い て
一 致 す る 場 合 、 “ 実 質 的 に 相 同 ” で あ る 。 配 列 デ ー タ バ ン ク 中 の 利 用 可 能 な 標 準 ソ フ ト ウ
ェ ア を 使 用 し て 配 列 を 比 較 す る こ と に よ り 、 ま た は 例 え ば 特 定 の シ ス テ ム に つ い て 定 め ら
れ る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 に お け る サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 に お い て 、 実
質 的 に 相 同 な 配 列 が 同 定 で き る 。 適 切 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 決 定 は 、 当 該 技 術
の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 Maniatis et al.,supra;DNA Cloning,Vols.I & II,supra;Nucl
eic Acid Hybridization,supra参 照 。
　 　 　 【 ０ ０ ３ ９ 】
　 DNA構 成 物 の “ 異 種 ” 領 域 と は 、 大 き い DNA分 子 に 関 し て は 天 然 で は 見 ら れ な い 該 分 子 内
の DNAの 同 定 可 能 な セ グ メ ン ト で あ る 。 し た が っ て 、 異 種 領 域 が 哺 乳 類 遺 伝 子 を コ ー ド す
る 場 合 、 通 常 、 供 給 源 の 生 体 の ゲ ノ ム 中 で は 哺 乳 類 ゲ ノ ム DNAの 側 部 に 位 置 し な い DNAが 該
遺 伝 子 の 側 部 に 位 置 す る 。 別 の 実 施 例 に お い て 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 天 然 で は コ ー デ ィ
ン グ 配 列 自 身 が 見 ら れ な い 構 成 物 で あ る （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム コ ー デ ィ ン グ 配 列 が イ ン ト ロ ン
を 含 有 す る cDNA、 ま た は 天 然 の 遺 伝 子 と 異 な る コ ド ン を 有 す る 合 成 配 列 ） 。 対 立 変 異 ま た
は 天 然 発 生 突 然 変 異 イ ベ ン ト で は 、 こ こ に 定 義 さ れ る DNAの 異 種 領 域 は 生 じ な い 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に は 、 ま た は フ ィ ブ リ チ ン 遺 伝 子 の 部 分 ま た は 断 片 が 含 ま れ
て も よ い 。 こ こ に 用 い た よ う に 、 遺 伝 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 さ れ る “ 断 片 ” ま た は
“ 部 分 ” は 、 普 通 少 な く と も 10残 基 で あ り 、 さ ら に 通 常 は 少 な く と も 20残 基 で あ り 、 好 ま
し く は 少 な く と も 30（ 例 え ば 50） 残 基 の 長 さ で あ る が 、 全 体 の 完 全 な 配 列 よ り は 短 い 。 こ
れ ら の 遺 伝 子 の 断 片 は 、 例 え ば 、 天 然 発 生 ま た は 組 換 え ま た は フ ィ ブ リ チ ン 遺
伝 子 の 制 限 分 解 、 ま た は フ ィ ブ リ チ ン 遺 伝 子 の 限 定 さ れ た 断 片 を コ ー ド す る ベ
ク タ ー を 使 用 す る 組 換 え DNA技 術 、 ま た は 化 学 的 合 成 な ど の 、 当 業 者 に 知 ら れ る 方 法 に よ
り 、 産 生 で き る 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ こ に 用 い た よ う に 、 “ キ メ ラ ” ま た は “ キ メ ラ の ” と は 、 必 ず で は な い が し ば し ば 異
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な る 生 体 か ら の 、 複 合 的 な 成 分 を 有 す る 単 一 の 転 写 単 位 を 称 す る 。 こ こ で 用 い た よ う に 、
“ キ メ ラ の ” は 、 遺 伝 的 に 処 理 さ れ て 個 々 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 機 能 ま た は 活 性 に 対 応 す
る 領 域 を 有 す る タ ン パ ク 質 に な っ た 、 一 列 に 整 合 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 配 列 （ こ の 場 合 は 、
通 常 ア デ ノ ウ ィ ル ス 遺 伝 子 を コ ー ド す る 配 列 ） を 称 す る の に 使 用 さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に キ メ ラ の タ ン パ ク 質 の “ 天 然 生 合 成 特 性 ” は 、 正 確 な 三
量 体 化 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス キ ャ プ シ ド と の 適 切 な 結 合 、 標 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド の 能 力 等 を
示 す も の と し て 定 義 さ れ る 。 キ メ ラ の － フ ィ ブ リ チ ン － リ ガ ン ド タ ン パ ク 質 断
片 の 候 補 が “ 天 然 生 合 成 特 性 ” を 示 す 能 力 は 、 こ こ に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 評 価 で き る 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ３ 】
　 当 業 者 に 知 ら れ る 従 来 の ノ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 、 細 胞 ま た は 組 織 中
の mRNAの 相 対 的 な 量 を 確 か め る た め に 、 標 準 ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 使 用 で き る 。 あ る い は
、 等 業 者 に 知 ら れ る 従 来 の サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 、 関 心 の あ る 遺 伝 子
の 存 在 お よ び コ ピ ー 数 を 確 か め る た め に 、 標 準 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 使 用 し て も よ い 。 ノ
ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び サ ザ ン ブ ロ ッ ト は ど ち ら も 、 例 え ば 少 な く と も 20（ 好 ま し く は 少 な く
と も 30、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50、 お よ び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 100の 長 さ の 連
続 的 な ヌ ク レ オ チ ド ） の 放 射 性 同 位 元 素 標 識 さ れ た cDNAま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の よ う
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 使 用 す る 。 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は
、 当 業 者 に 知 ら れ る 多 く の 異 な る 方 法 の い ず れ に よ っ て も 標 識 で き る 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ れ ら の 研 究 に 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 標 識 は 、 紫 外 線 に さ ら さ れ る と 蛍 光 を 発 す る 放
射 性 元 素 、 酵 素 、 化 学 物 質 等 で あ る 。 多 く の 蛍 光 物 質 が 知 ら れ て お り 、 標 識 と し て 利 用 で
き る 。 こ れ ら に は 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン 、 オ ー ラ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、
AMCAブ ル ー お よ び Lucifer Yellowが 含 ま れ る 。 特 定 の 検 出 物 質 は 、 ヤ ギ の 中 で 調 製 さ れ イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト に よ り フ ル オ レ セ イ ン と 結 合 さ れ た 抗 ウ サ ギ 抗 体 で あ る 。 タ ン パ ク 質 も
ま た 、 放 射 性 同 位 元 素 ま た は 酵 素 に よ り 標 識 で き る 。 放 射 性 標 識 は 、 現 在 利 用 可 能 な 計 数
法 の い ず れ に よ っ て も 検 出 で き る 。 好 ま し い ア イ ソ ト ー プ は 、 3 H、 1 4 C、 3 2 P、 3 5 S、 3 6 Cl
、 5 1 Cr、 5 7 Co、 5 8 Co、 5 9 Fe、 9 0 Y、 1 2 5 I、 1 3 1 I、 お よ び 1 8 6 Reか ら 選 択 さ れ て も よ い 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ５ 】
　 酵 素 標 識 も ま た 有 用 で あ り 、 現 在 利 用 さ れ る 比 色 分 析 技 術 、 分 光 光 度 分 析 技 術 、 蛍 光 分
光 光 度 分 析 技 術 、 電 流 滴 定 技 術 ま た は 気 体 定 量 技 術 の い ず れ に よ っ て も 検 出 で き る 。 カ ル
ボ ジ イ ミ ド 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 の よ う な 架 橋 分 子 と の 反 応 に よ り
、 酵 素 を 選 択 さ れ た 粒 子 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 工 程 で 使 用 で き る 多 く の 酵 素 は 、 既 知 で あ
り 利 用 可 能 で あ る 。 好 ま し い の は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 β － D－
グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 β － D－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ と ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 。 米 国 特 許 第 3,654,090号 、 同 第 3
,850,752号 、 お よ び 同 第 4,016,043号 に は 、 実 施 例 に よ り 代 わ り の 標 識 物 質 お よ び 方 法 が
開 示 さ れ て い る 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に 、 “ 遺 伝 子 ” お よ び “ ” と い う 用 語 は 、 ア デ
ノ ウ ィ ル ス タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 称 す る 。 こ こ で 用 い た よ う に 、 “
キ メ ラ の タ ン パ ク 質 ” と は 、 上 述 の よ う に 定 義 さ れ た 修 飾 さ れ た 遺
伝 子 を 称 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ こ で 用 い た よ う に 、 “ 生 理 的 リ ガ ン ド ” と い う 用 語 は 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 対 す る
リ ガ ン ド を 称 す る 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は 、 投 与 後 に 予 め 定 め ら れ た 細 胞 系 へ イ ン ビ ボ で 遺 伝 子 を 供 給 す る た め に 、 非 常
に 有 効 で 特 異 的 な ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ を 提 供 す る ベ ク タ ー 系 に 関
す る 。 本 発 明 の 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に お い て 、 － フ ィ ブ リ チ ン － リ
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ガ ン ド を 含 む 置 換 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー を 遺 伝 子 治
療 の た め に 特 定 の 細 胞 へ 標 的 付 け る 。 こ の こ と は 、 － フ ィ ブ リ チ ン － リ ガ ン ド
キ メ ラ を 含 有 す る ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー の 構 造 に よ り 達 成 さ れ る 。 こ れ ら の ア デ ノ ウ ィ
ル ス ベ ク タ ー は 、 － フ ィ ブ リ チ ン － リ ガ ン ド キ メ ラ の リ ガ ン ド 成 分 を 認 識 す る
レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 に 、 高 い 効 率 お よ び 特 異 性 で 遺 伝 子 産 物 を 供 給 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 標 的 と さ れ る 特 定 の 細 胞 系 に 独 特 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る
レ セ プ タ ー リ ガ ン ド ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 非 常 に 様 々 の 遺 伝 子 を 利 用 し て
も よ い こ と を 、 当 業 者 は 認 識 す る で あ ろ う 。
　 　 　 【 ０ ０ ４ ９ 】
　 “ 置 換 タ ン パ ク 質 ” と は 、 を 置 換 し 、 3つ の 実 質 的 な 特 徴 ：

の よ う に 三 量 体 化 し 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス 親 和 性 を 欠 失 し 、 新 し い 親 和 性 を 有 す る 、 を
提 供 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 様 々 の 実 施 の 形 態 を 説 明 す る た め に 与 え ら れ た も の で あ り 、
決 し て 本 発 明 を 制 限 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ １ 】

　 組 換 え Ad5ビ リ オ ン 中 で を 置 換 す る の に フ ィ ブ リ チ ン が 使 用 で き る こ と を 示
す た め に 、 以 下 の 実 験 方 法 を 使 用 し た 。 ま ず 、 尾 部 、 シ ャ フ ト 領 域
の 第 1お よ び 第 2モ チ ー フ を コ ー ド す る キ メ ラ の － フ ィ ブ リ チ ン 遺 伝 子 、 並 び に
フ ィ ブ リ チ ン タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト と 融 合 し た 領 域 を 作 成 し た 。 こ の 構
成 物 に お い て 、 フ ィ ブ リ チ ン コ ー デ ィ ン グ 配 列 が 、 シ ャ フ ト コ ー デ ィ ン グ 配 列
の 大 部 分 を 置 換 し た 。 し た が っ て 、 こ の 組 換 え 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク
質 は 、 シ ャ フ ト 領 域 の ほ と ん ど 全 て が フ ィ ブ リ チ ン で 置 換 さ れ た Ad5 タ ン パ ク
質 と 類 似 す る で あ ろ う 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ２ 】

　 そ の 後 、 新 し く 作 成 さ れ た 遺 伝 子 を Ad5ゲ ノ ム 中 へ 転 移 す る の を 容 易 に す る
た め に 、 遺 伝 子 を 、 予 め 作 成 さ れ た シ ャ ト ル ベ ク タ ー pNEB.PK.RGD-4C中 に 集 め
た 。 こ の た め に 、 pNEB.PK.RGD-4Cを NaeIお よ び NcoIで 切 断 し て 、 Gly-76か ら 始 ま り His-36
3ま で の シ ャ フ ト コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 大 部 分 を 除 去 し た 。 次 に こ の ベ ク タ ー を
使 用 し て 、 ア ミ ノ 酸 Ser-229か ら カ ル ボ キ シ 末 端 Ala-487ま で を コ ー ド す る T4フ ィ ブ リ チ ン
遺 伝 子 の セ グ メ ン ト を ク ロ ー ン 化 し た 。 フ ィ ブ リ チ ン 遺 伝 子 の セ グ メ ン ト を 、 プ ラ イ マ ー
F1(5’  GGG AAC TTG ACC TCA CAG AAC GTT TAT AGT CGT TTA AAT G 3’ )(配 列 番 号 1)お よ
び プ ラ イ マ ー R1(5’  AGG CCA TGG CCA ATT TTT GCC GGC GAT AAA AAG GTA G 3’ )(配 列 番
号 2)を 使 用 し て PCR増 幅 し た 。 フ ィ ブ リ チ ン 配 列 に 加 え て 、 PCR産 物 も ま た 、 5’ 端 に お い
て Gly-79か ら Thr-82ま で に 対 応 す る 4つ の コ ド ン を 含 有 し 、 3’ 端 に お い て は 、

の Lys-360か ら Gly-362ま で に 対 応 す る 3つ の コ ド ン が 付 加 さ れ た 。 こ の よ う に
、 PCRに よ り 産 生 さ れ た DNAフ ラ グ メ ン ト を NcoIで 切 断 し 、 NaeI-NcoI切 断 さ れ た pNEB.PK.R
GD-4Cで ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る と 、 pNEB.PK.FF B B が 生 じ た 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ３ 】
　 pNEB.PK.FF B B 中 に 集 め ら れ た 遺 伝 子 は 、 完 全 な 尾 部 領 域 、 シ ャ フ ト の 第 1お よ び 第 2の （
お よ び 小 さ い 第 3の ） 反 復 、 並 び に の 最 後 の 222カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 を 含 む

タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 部 を コ ー ド す る 。 カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 に は 、 反 復
20お よ び 反 復 22と 21の 大 部 分 で あ る 全 体 が 含 ま れ る 。 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
末 端 お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 部 は 、 フ ィ ブ リ チ ン オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の Ser-229
か ら 始 ま る フ ィ ブ リ チ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 セ グ メ ン ト に よ り 、 結 合 さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ４ 】
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　 － フ ィ ブ リ チ ン 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス ゲ ノ ム を 産 生 す る た
め に 、 プ ラ ス ミ ド pNEB.PK.FF B B を 、 pVK50と の 相 同 組 換 え に 使 用 し 、 pVK510を 産 生 し た 。
関 心 の あ る ウ ィ ル ス を 回 収 す る た め に 、 pVK510を PacIで 切 断 し 、 293細 胞 を 形 質 移 入 す る
の に 使 用 し た 。 新 し く 産 生 さ れ た ウ ィ ル ス で あ る 、 Ad5FF B B は 、 － フ ィ ブ リ チ
ン タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 。 こ の ウ ィ ル ス の 産 生 に よ り 、 フ ィ ブ リ チ ン 配 列 と 遺 伝 子 融 合 し
た タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 部 が 、 Ad5ペ ン ト ン ベ ー ス と 有 効 に 結 合 す る こ と が
で き 、 そ れ に よ り 成 熟 ビ リ オ ン が 形 成 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ５ 】

　 フ ィ ブ リ チ ン 分 子 が 、 の 非 存 在 下 で － フ ィ ブ リ チ ン キ メ ラ 全 体 の 三 量 体
構 造 を 維 持 で き る こ と を 立 証 す る た め に 、 キ メ ラ の 3’ 末 端 部 を 、 2つ の ア ミ ノ 酸 残 基 リ ン
カ ー お よ び 6-Hisタ グ を コ ー ド す る 短 い 配 列 で 置 換 し た （ 図 １ ） 。 新 し く 産 生 さ れ た 遺 伝
子 を 使 用 し て 、 E.coli中 で の な い － フ ィ ブ リ チ ン の 発 現 を 管 理 し た 。 ま ず
、 予 め pNEB.PK.FF B B （ 尾 部 お よ び シ ャ フ ト の 開 始 部 と 融 合 し た フ ィ ブ リ チ ン 配
列 を コ ー ド す る ） 中 に 集 め た － フ ィ ブ リ チ ン 遺 伝 子 の 5’ 末 端 セ グ メ ン ト を 、
プ ラ イ マ ー F2(5’  CCC CTC ATG AAG CGC GCA AGA CCG TCT GAA GAT ACC 3’ )(配 列 番 号 3)
お よ び プ ラ イ マ ー R2(5’  CCC CGG ATC CTG CCG GCG ATA AAA AGG TAG AAA GCA ATA CCC 3
’ )(配 列 番 号 4)を 使 用 し て PCR増 幅 し 、 BspHIお よ び BamHIで 切 断 し 、 NcoIお よ び BamHIで 切
断 さ れ た 細 菌 発 現 ベ ク タ ー pQE60中 に ク ロ ー ン 化 す る こ と に よ り 、 pQE.FF B B を 産 生 し た 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ６ 】

　 上 述 の ク ロ ー ニ ン グ の 結 果 と し て 、 － フ ィ ブ リ チ ン － 6Hisキ メ ラ を コ ー ド す
る 修 飾 さ れ た 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス が 得 ら れ た 。 こ の タ ン パ
ク 質 の 三 量 体 構 造 を 確 か め る た め に 、 pQE.FF B B が 宿 る E.coli細 胞 か ら Ni-NTA-ア ガ ロ ー ス
を 使 用 し て ビ リ オ ン を 精 製 し 、 次 に SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 析 し た
。 こ の 分 析 に よ り 、 実 際 に － フ ィ ブ リ チ ン キ メ ラ は 三 量 体 の タ ン パ ク 質 で あ る
こ と が 示 さ れ （ 図 ２ ） 、 し た が っ て 、 の な い の 三 量 体 化 に フ ィ ブ リ チ ン タ
ン パ ク 質 を 利 用 す る と い う 考 え が 強 く 支 持 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 分 子 の 尾
部 領 域 内 に 位 置 す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 6-Hisタ グ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 テ ト ラ － Hisお
よ び 抗 モ ノ ク ロ ー ナ ル 4D2を 利 用 す る キ メ ラ タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 に よ り 支 持 さ れ た ： 両 方 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に よ り 、 ク マ シ ー 染 色 し た ゲ ル 上 で 見
ら れ る バ ン ド は 、 － フ ィ ブ リ チ ン － 6－ Hisキ メ ラ と 同 定 さ れ た （ デ ー タ は 図 示
せ ず ） 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ７ 】
　 重 大 な こ と に 、 カ ル ボ キ シ 末 端 6－ Hisタ グ を 含 有 す る － フ ィ ブ リ チ ン キ メ ラ
は Ni-NTA-ア ガ ロ ー ス に 有 効 に 結 合 す る と い う 事 実 に よ り 、 6-Hisタ グ が － フ ィ
ブ リ チ ン キ メ ラ 中 の 結 合 に 利 用 で き た こ と が 示 さ れ る 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 標 的 と さ れ
た リ ガ ン ド に よ る こ の タ グ の 置 換 に よ り キ メ ラ － フ ィ ブ リ チ ン － リ ガ ン ド を 運
搬 す る 組 換 え ア デ ノ ウ ィ ル ス と リ ガ ン ド 特 異 的 細 胞 レ セ プ タ ー と の 間 の 有 効 な 相 互 作 用 が
生 じ る こ と が 示 さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ８ 】
　 当 業 者 に よ く 知 ら れ る よ う に 、 置 換 タ ン パ ク 質 に よ り 、 例 え ば タ ー ゲ ッ テ ィ
ン グ リ ガ ン ド 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 抗 体 の よ う な 様 々 の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ モ チ ー フ が 組 み 込
ま れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 特 許 ま た は 刊 行 物 は 、 い ず れ も 本 発 明 が 関 す る 当 業 者 の レ ベ ル
を 示 す も の で あ る 。 こ れ ら の 特 許 お よ び 刊 行 物 は 、 そ れ ぞ れ の 刊 行 物 が 明 確 に お よ び 個 別
的 に 引 用 さ れ る の と 同 じ 程 度 ま で 、 こ こ で 引 用 さ れ る 。
　 　 　 【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 を 、 目 的 を 達 成 す る た め に お よ び 上 述 の 目 的 お よ び 利 点 、 並 び に そ れ に 固 有 の も
の を 得 る た め に 適 合 さ せ る こ と が で き る こ と は 、 当 業 者 に と っ て 自 明 で あ る 。 こ こ に 記 載
さ れ る 方 法 、 手 順 、 処 理 、 分 子 、 特 定 の 化 合 物 と と も に 本 発 明 の 実 施 例 は 、 好 ま し い 実 施
の 形 態 の 目 下 代 表 例 で あ り 、 具 体 例 で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 制 限 す る こ と を 意 図 す る も の
で は な い 。 特 許 請 求 の 範 囲 に よ り 定 め ら れ る 本 発 明 の 意 図 に 含 ま れ る 本 発 明 の 変 化 お よ び
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他 の 用 途 を 、 当 業 者 は 思 い つ く で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
　 　 【 図 １ 】
　 － フ ィ ブ リ チ ン － 6－ ヒ ス チ ジ ン か ら な る 置 換 を 示 す 図
　 　 【 図 ２ 】
　 E.coli中 で 発 現 さ れ た － フ ィ ブ リ チ ン － 6ヒ ス チ ジ ン キ メ ラ タ ン パ ク 質 の SDS
ゲ ル 電 気 泳 動 を 示 す 図
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 １
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 図 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 図 ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】

(13) JP 2002-503459 A5 2006.4.6

フ ァ イ バ ー フ ァ イ バ ー

フ ァ イ バ ー



【 図 ２ 】
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