
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ａ）配列番号：１のアミノ酸配列；
（ｂ）配列番号：２の核酸配列によりコードされるアミノ酸配列；および
（ｃ）配列番号：３の核酸配列によりコードされるアミノ酸配列
からなる群から選択される配列を有するポリペプチドをコードする核酸を含む単離された
核酸分子であって、
　トランスフェリンレセプターを欠失する細胞を当該核酸分子で形質転換し、当該細胞を
栄養培地中の５μｇ／ｍｌのトランスフェリンと氷上で３０分間インキュベーションする
と、前記ポリペプチドとトランスフェリンとの間に結合を生じる核酸分子。
【請求項２】
　請求項１記載の単離された核酸分子に相補的な核酸分子と厳密条件下でハイブリダイズ
し、かつＴｆＲ２活性を有するポリペプチドをコードする、単離された核酸分子。
【請求項３】
　請求項１または２に記載の単離された核酸分子を具備する組換え発現ベクター。
【請求項４】
　原核細胞または真核細胞である、請求項３記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項５】
　機能的ＴｆＲ２蛋白質を発現する、請求項４記載の宿主細胞。
【請求項６】

10

20

JP 3920573 B2 2007.5.30



　請求項１または２に記載の単離された核酸分子に相補的である単離されたｍＲＮＡ。
【請求項７】
　ＲＮＡ転写のプロモーターに作動的に連結された、請求項１または２に記載の単離され
た核酸分子を具備するオリゴヌクレオチド組成物。
【請求項８】
（ａ）配列番号：１のアミノ酸配列；
（ｂ）配列番号：２の核酸配列によりコードされるアミノ酸配列；および
（ｃ）配列番号：３の核酸配列によりコードされるアミノ酸配列
からなる群から選択される配列を有する単離されたＴｆＲ２ポリペプチド。
【請求項９】
　請求項２記載の単離された核酸分子のいずれか一つにコードされる単離されたＴｆＲ２
ポリペプチド。
【請求項１０】
　

ＴｆＲ２ポリペプチドに特異的に結合する
抗体。
【請求項１１】
　モノクローナル抗体である、請求項１０記載の抗体。
【請求項１２】
　ポリクローナル抗体である、請求項１０記載の抗体。
【請求項１３】
　ＴｆＲ２蛋白質の機能を阻害するため、またはＴｆＲ２蛋白質と他の蛋白質若しくはリ
ガンドとの相互作用を阻害するために十分な量の、請求項１０記載の抗体を具備する組成
物。
【請求項１４】
（ａ）請求項１０に記載の抗体を準備する工程、
（ｂ）細胞のＴｆＲ２蛋白質に抗体が結合することを許容する条件下で、細胞を抗体に接
触させる工程、
（ｃ）前記の細胞に結合した抗体を検出する工程、
を具備する、細胞表面上のＴｆＲ２蛋白質の存在を検出する方法。
【請求項１５】
　前記の抗体が、検出可能なマーカーで標識されている、請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
　前記の検出可能なマーカーが、放射性ヌクレオチド、酵素、蛍光素、発色団、及び化学
発光標識からなる群より選択される、請求項１５記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、概してトランスフェリン受容体様ファミリーに関し、特にはトランスフェリン
受容体様蛋白質をコードする核酸、及びその関連産物に関する。
本発明は、（米国）国立保険研究所（ National Institute of Health）の助成金番号 CA 2
6038-20の補助を受けてなされたものである。
本出願は、１９９８年１１月６日に出願された仮出願番号 60/107,502の利益を権利請求す
るものであり、この仮出願の内容を参照することにより本願に組み込む。
【０００２】
【従来の技術】
本願を通じて、種々の文献を括弧付けで引用する。これらの刊行物の開示事項はその全て
を参照することにより本願に組み込み、本発明が関係する技術水準をより完全に記載する
。これらの参考文献の完全な文献目録は、この出願書類の後半部にある。また、略語は以
下の通りである：ＴｆＲ、トランスフェリン受容体；ＲＴ－ＰＣＲ、逆転写酵素－ＰＣＲ
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ＴｆＲポリペプチドのアミノ酸配列と比較して異なるいずれかの配列部位において、配
列番号：１記載のアミノ酸配列により表される



；Ｔｆ、トランスフェリン；ＰＳＭＡ、前立腺特異的膜抗原；ＲＡＣＥ、ｃＤＮＡ末端の
迅速増幅；Ｇ３ＰＤＨ、グリセルアルデヒド -３ -リン酸デヒドロゲナーゼ；ＵＴＲ、非翻
訳領域；ＩＲＥ、鉄－応答性エレメント；ＩＲＰ、鉄制御蛋白質。
【０００３】
トランスフェリン受容体（ＴｆＲ）は、細胞による鉄の取り込みに関与する重要な分子で
ある（１、２）。細胞膜上では、このＴｆＲホモ二量体が二つのジ第二鉄トランスフェリ
ン（ diferric transferrin）（Ｔｆ）分子に結合して、当該複合体の内部移行が生じる。
細胞質内では、鉄は種々の蛋白質（ヘム、アコニターゼ、チトクローム（３）、及びリボ
核酸還元酵素（４）を含む）により放出されて補助因子をして利用されされるか、又はフ
ェリチン分子内に保存されることもある。分裂する細胞では、分裂していない細胞以上の
鉄が必要であるので、ＴｆＲの発現は、迅速に分裂している細胞内では通常は高く（５）
、例えば造血前駆細胞においてはそうである（６）。またＴｆＲの発現は、その正常な細
胞対応物と比較すると腫瘍細胞内では高くなっている（７）。ジ第二鉄Ｔｆの、ＴｆＲに
対する親和性は、ＨＦＥにより調節される（８、９）。
【０００４】
ＴｆＲの他の相同物で唯一あるものは、ＰＳＭＡであるが、これはマウスＮＡＡＧ－ペプ
チダーゼのヒトの相同物である（１０、１１）。前立腺癌においてはＰＳＭＡの発現は高
いので、ＰＳＭＡに対する抗体が、前立腺癌の転移を検出するための映像化剤（ imaging 
agent）として使用するために認可されている（１２）。ＰＳＭＡの機能は、ＴｆＲのも
のとは顕著に異なっていることが分かっているが、これはそれらの細胞外ドメインの間で
類似性が中程度であることに反する。ＰＳＭＡは、エンドサイトーシスを仲介せず、また
、グルタミル－カルボキシペプチダーゼ活性を有する（１１、１３）。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
細胞の鉄の取り込みプロセスにおけるトランスフェリン受容体の重要性に鑑み、トランス
フェリン受容体に対して相同性を有し、トランスフェリン受容体様機能を発揮する潜在的
な分子を同定することが望まれる。当該分子の同定により、特定の細胞における鉄の取り
込みを変化させるのに有用なツールが提供されるかもしれない。更に、同定された新規の
受容体を使用して、他の金属、又は細胞の生命維持に必要な種々のキーとなる蛋白質とと
もに活性を有する新規のリガンドを同定することもできるかもしれない。更には、ＴｆＲ
の発現は腫瘍細胞においては高いので、新規に同定された受容体を使用して腫瘍細胞の診
断又は治療を行うことができるかもしれない。
本発明の目的は、潜在的なトランスフェリン受容体様蛋白質を同定することである。更に
、新規に発見された受容体の、細胞での鉄の代謝における役割を調査することもまた本発
明の目的である。
【０００６】
【課題を解決するための手段】
従って本発明は、新規のトランスフェリン受容体様（ＴｆＲ２）ポリペプチドをコードす
る単離された核酸、又はその断片、及びこれらによりコードされた単離されたＴｆＲ２ポ
リペプチドを提供する。更に、本発明の核酸を含むベクター、これで形質転換した宿主細
胞、それに対してアンチセンスなオリゴヌクレオチド、及び本発明のポリペプチドに特異
的に結合する抗体を含む組成物も提供される。細胞においてＴｆＲ２を検出する方法も提
供される。
本発明は、その完全な範囲を特許請求の範囲に定義しており、また、以下の好ましい態様
において記載されている。
【０００７】
【発明の実施の形態】
本発明に関し、上記の及びその他の特徴、並びにそれらを得る方法は、以下の記載を、添
付の図面とともに参照することにより明快になるであろうし、また、最もよく理解される
であろう。これらの図面は、本発明の典型的な態様を描画するだけであり、従って、その
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範囲を限定するものではない。これらは以下のように、特異性と詳細さを与えるためのも
のである。
本発明は、トランスフェリン受容体（ＴｆＲ）に相同性のヒトの遺伝子の発見及びそのク
ローニングに基づいている。本発明の目的のため、この遺伝子はＴｆＲ２遺伝子と呼ぶ。
ＴｆＲ２遺伝子は、クローニングされ、配列決定され、そして染色体７ｑ２２にマッピン
グされている。この遺伝子から発現される二つの転写産物が同定されたが、それらはα転
写産物（約２．９ｋｂ）及びβ（約２．５ｋｂ）転写産物である。それぞれの転写産物の
推定のアミノ酸配列は、ＴｆＲ２蛋白質が膜結合型及び細胞内型の両方の形態で発現する
可能性を予測している。ＴｆＲ２－α蛋白質のこの推定のアミノ酸配列は、ＩＩ型の膜蛋
白質であり、ＴｆＲと４５％の相同性を有し、その細胞外ドメインとは６６％の相同性を
有している。ＴｆＲ２－β蛋白質は、推定の経膜ドメインが含まれているＴｆＲ２－αの
アミノ末端蛋白質を欠失している。ＦＬＡＧタグ付ＴｆＲ２－αでＴｆＲ欠失細胞を形質
転換すると、ビオチン化トランスフェリン（Ｔｆ）の細胞表面への結合が増大することが
示された。更に、これらの形質転換した細胞では、Ｔｆ－結合型の 5 5Ｆｅの取り込みが顕
著に増大した。
【０００８】
従って本発明は、ＴｆＲ２ポリペプチドをコードする単離された核酸を提供する。このよ
うな核酸は、例えばヒトの染色体７ｑ２２より得ることができる。この染色体領域の欠失
又はヘテロ接合性の喪失が、複数の悪性疾患においては報告されているが、これらには脊
髄形成異常症（ myelodisplastic syndromes）、急性骨髄性白血病、並びに、乳癌、卵巣
癌、すい臓癌が含まれる。この核酸はまた、ヒトのｃＤＮＡライブラリー、例えばＨＬ６
０　ｃＤＮＡライブラリーやＴＦ－１　ｃＤＮＡライブラリーから得ることができるが、
これらには限定されない。
【０００９】
「核酸」という用語（ポリヌクレオチドとも呼ばれる）は、デオキシリボ核酸又はリボ核
酸であって、より大きい構築物の独立の断片又はその成分の形態をとるものを意味する。
本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡは、組換え転写ユニット中において発現するこ
とが可能な合成遺伝子を提供する、オリゴヌクレオチド又はｃＤＮＡ断片より組み立てる
ことができる。本発明のポリヌクレオチド配列には、ＤＮＡ、ＲＮＡ、及びｃＤＮＡの配
列が含まれる。本発明の一の態様によれば、核酸は配列番号：１（図１２を参照）に定義
されるアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする。本発明の別の態様によれば、核
酸は、配列番号：２又は配列番号：３（それぞれ、図１３及び１４）に定義されるヌクレ
オチドと実質的に同じヌクレオチドを有する核酸を含むが、これには限定されない。好ま
しい態様によれば、本発明の核酸には、配列番号：２又は３に定義されるのと同じヌクレ
オチド配列が含まれる。本願では「実質的に同じヌクレオチド」という語句は、参照用の
ポリヌクレオチドとの十分な相同性を有し、それが当該参照用ヌクレオチドに典型的な中
程度の厳密度条件下でハイブリダイズするＤＮＡを意味する。参照用のヌクレオチド配列
と「実質的に同じヌクレオチド配列」を有するＤＮＡは、当該参照用ヌクレオチドの配列
と少なくとも６０％の相同性を有する。
【００１０】
本願では、「単離された」という語句は、天然には生じない形態にある核酸を意味する。
本発明のＤＮＡの配列は、複数の方法により得ることができる。例えばＤＮＡは、当該技
術分野で周知のハイブリダイゼーション法により単離することができる。これらには１）
ゲノム又はｃＤＮＡのライブラリーをプローブとハイブリダイズして、相同性のヌクレオ
チド配列を検出するもの、２）興味あるＤＮＡ配列にアニーリングすることができるプラ
イマーを使用して、ゲノムＤＮＡ又はｃＤＮＡについてＰＣＲを行うもの、そして３）発
現ライブラリーの抗体スクリーニングを行って、共通の構造的特徴を有する、クローニン
グされたＤＮＡ断片を検出するものが含まれるが、これらには限定されない。
【００１１】
好ましくは本発明のポリヌクレオチドは、ほ乳類の生物に由来し、最も好ましくはマウス
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、ラット、又はヒトに由来する。核酸のハイブリダイゼーションに依存するスクリーニン
グ方法により、どのような生物からのどのような遺伝子配列も単離することが可能になる
が、これは適切なプローブが入手可能であることを前提にする。オリゴヌクレオチドプロ
ーブは、問題としている蛋白質をコードする配列の一部に対応するものであるが、これは
化学的に合成することができる。これには、アミノ酸配列の短いオリゴペプチド部分が既
知である必要がある。蛋白質をコードするＤＮＡ配列は、遺伝コードより推定することが
できるが、このコードの縮退性を考慮に入れる必要がある。配列が縮退している場合には
、混合型の添加反応を行うことができる。これには、変性した二本鎖ＤＮＡの不均一な混
合物が含まれる。このようなスクリーニングの場合には、ハイブリダイゼーションは好ま
しくは一本鎖ＤＮＡ又は変性済の二本鎖ＤＮＡ上で行われる。ハイブリダイゼーションは
、興味あるポリペプチドに関係するｍＲＮＡ配列の量が極めて少なくしか存在していない
供給源に由来するｃＤＮＡを検出するのに特に有益である。言い換えれば、非特異的な結
合を避けるために、厳密なハイブリダイゼーション条件を使用することにより、例えば標
的ＤＮＡをその完全な相補性にある、混合物中の単一プローブにハイブリダイゼーション
させることによって、特定のｃＤＮＡをオートラジオグラフィーで視覚化させることがで
きる（ Wallace et al., Nucl. Acid Res., 9:879, 1981）。
【００１２】
本発明の特定のＤＮＡ配列はまた、１）ゲノムＤＮＡから二本鎖ＤＮＡ配列を単離するこ
と、２）化学的にＤＮＡ配列を製造して、興味あるポリペプチドの必要なコドンを提供す
ること、そして３）真核ドナー細胞から単離したｍＲＮＡの逆転写により二本鎖ＤＮＡ配
列を in vitroで合成すること、により得ることもできる。最後の場合、二本鎖ＤＮＡ配列
は真核ドナー細胞から単離されたｍＲＮＡの逆転写によるものであり、一般にはｃＤＮＡ
と呼ばれる、ｍＲＮＡの二本鎖ＤＮＡ相補鎖が、結果的に形成される。組換えにおいて使
用する特定のＤＮＡ配列を開発するための上記の３つの方法のうち、ゲノムＤＮＡの単離
物を単離するものは最も稀である。これはイントロンの存在のために、ほ乳類のポリペプ
チドを細菌的に発現することが望ましい場合にはそのとおりである。ＤＮＡ配列を合成す
ることは、所望のポリペプチド産物のアミノ酸配列の全配列が既知である場合には頻繁に
とられる方法である。所望のポリペプチドのアミノ酸配列の全配列がわからない場合には
、ＤＮＡ配列を直接的に合成することは可能ではなく、ｃＤＮＡ配列を合成する方法をと
らざるを得ない。興味あるｃＤＮＡ配列を単離するための標準的な方法の中には、ｍＲＮ
Ａの逆転写に由来するｃＤＮＡライブラリーを有するプラスミド又はファージを形成する
ものがあるが、ここで、そのｍＲＮＡは遺伝的発現が高レベルにあるドナー細胞内で豊富
に存在している。ＰＣＲ法と組み合わせて使用する場合、稀な発現産物までもがクローニ
ングされる。ポリペプチドのアミノ酸配列のかなりの部分が既知であるものの場合、一本
鎖の形態に変性しておいたｃＤＮＡのクローン化コピー上で行われるＤＮＡ／ＤＮＡハイ
ブリダイゼーション法においては、標的ｃＤＮＡ中に存在することが推定される配列を複
製する、標識化された一本鎖又は二本鎖ＤＮＡプローブ又はＲＮＡプローブを使用するこ
とができる（ Jay, et al., Nucl. Acid. Res., 11:2325, 1983）。
【００１３】
ＴｆＲ２ポリペプチドをコードするＤＮＡ配列は、 in vitroで適切な宿主細胞へＤＮＡ転
移して発現することができる。「宿主細胞」は、その中でベクターが増殖してそのＤＮＡ
が発現される細胞である。この用語にはまた、対象の宿主細胞のいずれの子孫もが含まれ
る。全ての子孫は、親の細胞には同一でないかもしれないと理解されているが、これは複
製中に変異が生じる可能性があるためである。しかしながら、「宿主細胞」の用語が使用
される場合、このような子孫も含まれる。安定な転移の方法は、外来性ＤＮＡが連続的に
宿主内で維持されることを意味するが、これは当該技術分野では既知である。
【００１４】
本発明においては、ポリヌクレオチド配列は、組換え発現ベクター中に挿入することがで
きる。「組換え発現ベクター」という用語は、プラスミド、ウイルスや、当該技術分野で
既知の他のビヒクルであって、ＴｆＲ２遺伝子配列の編入物（ incorporation）の挿入に
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より操作しておいたものを意味する。このような発現ベクターには、宿主に挿入された遺
伝子配列の効果的な転写を容易にするプロモーター配列が含まれている。発現ベクターは
典型的には、複製起点、プロモーターや、形質転換細胞の表現系選択を可能にする特定の
遺伝子を含んでいる。本発明において使用するのに適するベクターには、Ｔ７ベースの細
菌内発現用の発現ベクター（ Rosenberg, et al., Gene, 56:125, 1987）、ほ乳類細胞内
での発現用のｐＭＳＸＮＤ発現ベクター（ Lee and Nathans, J. Biol. Chem., 263:3521,
 1988）、及び昆虫細胞内での発現用のバキュロルイルス誘導ベクター、が含まれるがこ
れらには限定されない。ＤＮＡ断片は、制御配列、例えばプロモーター（Ｔ７プロモータ
ー、メタルチオネインプロモーター、ポリヘドリンプロモーター等）に作動的に連結した
ベクター内に存在することができる。
【００１５】
ＴｆＲ２をコードするポリヌクレオチド配列は、原核細胞又は真核細胞の何れかで発現さ
せることができる。宿主には、細菌、酵母、昆虫、ほ乳類、の生物を含めることができる
。真核性、又はウイルス性の配列を有するＤＮＡを、原核細胞内で発現させる方法は、当
該技術分野において周知である。生物学的に機能性のウイルスＤＮＡベクター又はプラス
ミドＤＮＡベクターであって、宿主において発現・複製することが可能なものが、当該技
術分野において既知である。このようなベクターを使用して、本発明のＤＮＡ配列を組み
込む。
【００１６】
宿主細胞を組換えＤＮＡで形質転換することは、当該技術分野において当業者らに周知の
通常の方法により行うことができる。宿主が原核細胞、例えば大腸菌（ E.coli）である場
合、ＤＮＡ取り込みが可能なコンピテント細胞は、対数増殖期後に回収されて、引き続い
て当該技術分野で周知の方法を使用してＣａＣｌ 2法で処理された細胞より調製すること
ができる。或いは、ＭｇＣｌ 2又はＲＢＣｌを使用することができる。形質転換はまた、
望まれる場合には、宿主細胞のプロトプラストを形成した後に行うこともできる。
【００１７】
宿主が真核細胞である場合、リン酸カルシウム共沈殿法や、ミクロインジェクション法等
の通常の機械的方法、エレクトロポレーション法、リポソーム内に包まれたプラスミドの
挿入や、ウイルスベクター等のＤＮＡの形質移入法を使用することができる。真核細胞は
また、本発明のＴｆＲ２のＤＮＡ配列、及び選択可能な表現系をコードする別の外来性Ｄ
ＮＡ分子（例えば単純ヘルペスのチミジンキナーゼ遺伝子）で共形質転換することもでき
る。別の方法では、例えばシミアンウイルス４０（ＳＶ４０）やウシパピローマウイルス
等の真核ウイルスベクターを使用して、真核細胞を一過的に、感染又は形質転換して、当
該蛋白質を発現させている（例えば、 Eukaryotic Viral Vectors, Cold Spring Harbor L
aboratory, Gluzman ed. 1982）。
本発明により提供される、細菌で発現したポリペプチド又はその断片の単離及び精製は、
分離用クロマトグラフィー、モノクローナル抗体又はポリクローナル抗体を使用する免疫
学的分離法を含む通常の方法により行うことができる。
【００１８】
本発明の別の態様は、単離されたＴｆＲ２ポリペプチド、又はその断片、及びその機能的
等価物を提供する。本願では、「単離された」という用語は、蛋白質分子であって、細胞
成分、及び／又は in vivo環境下での天然物には通常結合している汚染物を含まないもの
、を意味する。本発明のポリペプチドには、単離された、天然の対立遺伝子変異体、並び
にその組換え体のいずれのものも含まれる。
【００１９】
本発明のペプチドの主要なアミノ酸にマイナーな変化を生じさせることにより、本願の特
定のペプチドと比較して実質的に同等の活性を有するペプチドが生じる。このような修飾
は、部位特異的突然変異導入による意図的なものや、自発的なものとすることができる。
また、この修飾は本発明のペプチドの長さに対して行うこともできる。当業者ならば、本
発明のペプチドよりも長いか又は短いペプチドが、実質的に本発明のペプチドと同じ機能
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を保持することが可能であることがわかる。これらの修飾により産生される全てのペプチ
ドは、当該ペプチドの生物学的活性が失われていない限り、本願に含まれる。
【００２０】
本発明のポリペプチドは、当業者に周知の種々の方法を使用して単離することができる。
本発明のポリペプチドの単離及び精製に用いられる方法には、沈殿、ゲルろ過、イオン交
換クロマトグラフィー、又は逆相及びアフィニティークロマトグラフィーが含まれる。他
の周知の方法は、 Duetscherらの Guide to Protein Purification: Methods in Enzymolog
y, Vol. 182(Academic Press, (1990))に記載されているが、これを参照することにより
本願に組み込む。或いは、本発明の単離されたポリペプチドは、例えば実施例に記載され
た周知の組換え法を使用して得ることもできる。
【００２１】
本発明のポリペプチドを調製する手段の例は、ＴｆＲ２をコードする核酸を、上記の適切
な宿主細胞内で発現することである。本発明のポリペプチドは、予め発現ベクターで形質
転換しておいた細胞より直接的に単離することができる。このポリペプチド、生物学的に
活性な断片、及びその機能的等価物は、化学的合成によっても産生することができる。例
えば、合成のポリペプチドは、 Applied Biosystems社のモデル 430A、又は 431Aの自動ペプ
チド合成機（ Forester City, CA）  であって、製造者提供の化学を利用しているものによ
り製造することができる。
【００２２】
本願では、「ＴｆＲ２」とは、実質的に純粋な天然のＴｆＲ２蛋白質、又は組換え発現／
産生された蛋白質を意味し、これにはｍＲＮＡによりコードされ、主要な転写産物のオル
タナティブなスプライシングにより産生されるその変異体が含まれ、更にはその断片であ
って、天然の生物学的活性を保持しているものも含まれる。本発明の好ましいポリペプチ
ドは、配列番号：１（図１２）に定義されるものと実質的に同じアミノ酸配列を有するも
のである。本発明の一の態様によれば、本発明の単離されたＴｆＲ２ポリペプチドは、少
なくとも配列番号：２又は配列番号：３のヌクレオチド（それぞれ図１３、及び１４）に
よりコードされている。本発明の一の態様によれば、ＦＬＡＧのタグ付きＴｆＲ２－α蛋
白質は、還元条件下で約１０５ｋＤａであり、非還元条件下では約２１５ｋＤａである。
本発明のポリペプチドを使用して、トランスフェリン受容体のリガンドを単離することが
できる。
【００２３】
本発明の別の態様においては、本発明のペプチドに免疫反応又は結合する抗体が提供され
る。異なるエピトープ特異性を有する、プールされたモノクローナル抗体を必須としてな
る抗体、並びに別個のモノクローナル抗体調製物が提供される。モノクローナル抗体は、
抗原を含んだ本発明のペプチド又はその断片より、当該技術分野で周知の方法により調製
される（ Kohler et al., Nature, 256:495, 1975; Current Protocols in Molecular Bio
logy, Ausubel et al., ed., 1989）。
【００２４】
本発明のペプチド又は本発明のペプチドが提示するＴｆＲ２の領域に結合する抗体は、興
味ある、ペプチドを含む断片又は無傷のポリペプチドを免疫用抗原として使用して調製す
ることができる。動物を免疫するのに使用したポリペプチド又はペプチド、例えば配列番
号：１のものは、翻訳されたｃＤＮＡ又は化学的な合成物に由来させることができ、必要
であれば精製されてキャリア蛋白質に共役される。このような通常用いられるキャリアは
化学的にペプチドにカップリングされるものであるが、これにはキーホールリンペットヘ
モシアニン（ＫＬＨ）、サイログロブリン、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、及び破傷風
トキソイドが含まれる。次いでカップリングされたペプチドを使用して、動物（例えばマ
ウス、ラットやウサギ）を免疫する。
所望ならば、ポリクローナル抗体を更に精製するが、例えば抗体を生じさせたポリペプチ
ド又はペプチドが結合したマトリックスに結合及び溶出させることにより行う。当業者な
らば、モノクローナル抗体のみならず、ポリクローナル抗体の精製及び／又は濃縮につい
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ての免疫学的技術において通常の種々の方法を知っているであろう（例えば Coligan, et 
al., Unit 9, Current Protocols in Immunology, Wiley Interscience, 1991,参照する
ことにより本願に組み込む）。
【００２５】
本願で使用される「抗体」という用語には、無傷の分子並びにその断片、例えばＦａｂ、
Ｆａｂ’ 2、及びＦｖが含まれるが、これらはエピトープ性の決定基に結合することがで
きるものである。これらの抗体断片には、対応する抗原又は受容体に選択的に結合する能
力の一部が保持されているが、以下のように定義される：
（１）Ｆａｂは、抗体分子の一価の抗原結合性断片であるが、これは抗体全体をパパイン
酵素で消化して無傷の軽鎖及び一の重鎖の一部を生じさせることにより調製することがで
きる。
（２）Ｆａｂ’ 2は、抗体分子の断片であるが、これは抗体全体をペプシン酵素で消化し
、次に還元して無傷の軽鎖及び重鎖の一部を生じさせることにより調製することができる
。抗体分子当たり、二つのＦａｂ’断片が得られる。
（３）Ｆａｂ’ 2は、抗体の断片であって、抗体全体をその後に還元することなくペプシ
ン酵素で消化することにより得ることができる。Ｆａｂ’ 2は、ジスルフィド結合で保持
された二つのＦａｂ’断片の二量体である。
（４）Ｆｖは、遺伝子工学的に調製された断片であって、二の鎖として発現された、重鎖
の種々の領域及び軽鎖の種々の領域を含むものである。
（５）単一鎖抗体（ＳＣＡ）は、遺伝子工学的に調製された分子であって、軽鎖の種々の
領域及び重鎖の種々の領域を含み、これらが適切なポリペプチドリンカーにより連結され
て融合された単一鎖分子となるものである。
これらの断片を調製する方法は、当該技術分野において既知である（例えば、 Harlow and
 Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York 
(1988)を参照されたし；これは参照することにより本願に組み込む）。
【００２６】
本願では、「決定基」という用語は、抗体のパラトープが結合する、いずれの抗原性決定
基又は抗原をも意味する。エピトープ決定基は通常、化学的に活性な、分子の表面の基、
例えばアミノ酸や糖の側鎖からなり、通常は特定の三次元構造、並びに特定の電化的特徴
を有している。
抗－イディオタイプの技術を用いて、エピトープを模倣するモノクローナル抗体を調製す
ることも可能である。例えば、一のモノクローナル抗体に対して調製された抗－イディオ
タイプモノクローナル抗体は、当該一のモノクローナル抗体が結合したエピトープの「彫
像（イメージ）」である、超可変領域内の結合ドメインを有するであろう。したがって本
発明においては、例えば配列番号：１の合成ペプチドに結合する抗体より調製された抗－
イディオタイプ抗体は、細胞内の鉄の代謝に要求されるＴｆＲ２の部位に対する競合性阻
害因子として作用することができる。
【００２７】
本発明の抗体を使用して、本発明のポリペプチドを単離することもできる。更に、この抗
体は、本発明のポリペプチドの存在を検出するのに有益であり、また、染色体位置、並び
に構造的及び機能的ドメインの分析にも有益である。
従って、本発明の別の態様は、細胞の表面にある本発明のポリペプチドの存在を検出する
ための方法を提供する。この方法は、ＴｆＲ２ポリペプチドに結合する抗体と細胞とを、
当該抗体が当該ポリペプチドに結合するのを許容するような条件下で接触させ、当該細胞
に結合した当該抗体の存在を検出し、これによって本発明のＴｆＲ２ポリペプチドが当該
細胞表面に存在することを検出することを含むものである。このようなポリペプチドの検
出については、この抗体を in vitroの診断又は in vitroの映像化方法に使用することがで
きる。
【００２８】
試料中の標的ＴｆＲ２ポリペプチドを in vitroで検出するのに有益な免疫学的方法には、
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検出可能な抗体を用いる免疫アッセイが含まれるが、この免疫アッセイには例えば、ＥＬ
ＩＳＡ、パンデックスミクロ蛍光アッセイ（ Pandex microfluorometry assay）、凝集化
アッセイ、フローサイトメトリー、血清診断アッセイ、及び免疫組織染色法等の、当該技
術分野で周知の方法がある。抗体は当該技術分野で周知の種々の方法により調製すること
ができる。例えば、検出可能な標識を、抗体に直接的又は間接的に付着させることができ
るが、有益な標識には例えば、放射性ヌクレオチド、酵素、蛍光団、発色団、化学蛍光標
識等が含まれる。
【００２９】
更に本発明の抗体を使用して、生きている動物、生きているヒト、又はこれらより単離さ
れた生物学的組織や液体におけるＴｆＲ２ポリペプチドの活性を調節することができる。
従って、本発明はキャリア及びＴｆＲ２ポリペプチドに対する天然のリガンドの結合を阻
害するのに十分な量の、ＴｆＲ２ポリペプチドへの特異性を有する抗体を含む組成物を提
供する。
【００３０】
本発明の別の態様は、ＴｆＲ２ポリペプチドをコードするｍＲＮＡの何れかの部分に、当
該ｍＲＮＡの翻訳を防止又は阻害するようにして特異的に結合して、ＴｆＲ２ポリペプチ
ドのｍＲＮＡの翻訳を阻害することができるアンチセンスオリゴヌクレオチドを提供する
。このアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＴｆＲ２ポリペプチドをコードするｃＤＮＡ
の何れかの配列部分に対して特異的に結合することができる配列を有していてもよい。本
願では、「結合特異性」という語句には、核酸配列がその相補的塩基対間での水素結合を
形成することにより、それと二重らせんの部分を形成する能力が包含される。アンチセン
スオリゴヌクレオチドの例は、ヌクレオチドの化学的類縁体を含むアンチセンスオリゴヌ
クレオチドである。
【００３１】
本発明によれば、細胞膜を通過し、ＴｆＲ２ポリペプチドをコードするｍＲＮＡに特異的
に結合して翻訳を防止することにより、ＴｆＲ２ポリペプチドの発現を低減するのに有効
な、上記のアンチセンスオリゴヌクレオチドの一定量と、許容される疎水性のキャリアで
あって、細胞膜を通過することができるものとを含む組成物が提供される。このアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドの組成物は、ＴｆＲ２ポリペプチドをコードするｍＲＮＡの翻訳
を阻害するのに有益である。本発明の一の態様によれば、本発明のアンチセンスを含むキ
ットであって、ＴｆＲ２ポリペプチドの発現を阻害するためのものもまた提供される。本
発明の別の態様によれば、当該組成物を使用して、ＴｆＲ２ポリペプチドの発現レベルを
調節することが可能である。
【００３２】
本発明はまた、許容されるキャリア、及び単離され、精製されたＴｆＲ２ポリペプチド、
その活性断片、又は精製された、天然の蛋白質及びその活性断片の何れかを、単独で、又
は組み合わせで含んだ組成物をも提供する。これらのポリペプチド又は蛋白質は、組換え
由来のもの、化学的に合成されたもの、又は天然の供給源より精製されたものとすること
ができる。本願では、「許容されるキャリア」という用語は、標準的な薬学的キャリアの
いずれをも包含するが、これにはリン酸緩衝済生理食塩水、水や、油／水型、又は水／油
型のエマルジョン等のエマルジョン、そして種々のタイプの湿潤剤等がある。
【００３３】
【実施例】
（実験方法）
細胞株：ＨＬ－６０、ＫＧ－１、Ｕ９３７（骨髄性白血病）；ＴＦ－１、Ｋ５６２（赤白
血病）；Ｊｕｒｋａｔ、Ｍｏｌｔー４（Ｔ細胞白血病）；Ｒａｊｉ（バーキットリンパ腫
）；ＬＮＣａＰ、ＰＣ－３（前立腺癌）；ＭＣＦ－７、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１（乳癌）；
ＩＭＲ－３２（神経芽腫）；ＳＫ－Ｈｅｐ１（肝癌）；ＨｅｐＧ２（肝芽腫）；Ｕ－２Ｏ
Ｓ（骨肉腫）及びＳＷ４８０（大腸癌）。これらの細胞株は、 Americal Type Culture Co
llection（ ATCC, Manassas, VA）より入手した。ＭＬ－１、ＮＢ４、及びＫａｓｕｍｉ３
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（骨髄性白血病）、並びにＣＨＯ－ＴＲＶｂ（ＴｆＲ欠損チャイニーズハムスター卵巣）
及びＴＲＶｂ－１（ヒトＴｆＲ安定形質移入済ＴＲＶｂ）の細胞は、それぞれ Minowada博
士（１４）、 Lanotte博士（１５）、 Asou 博士（１６）、及び McGraw博士（１７）より提
供していただいたものである。ヒトの単球は、健常なボランティアの血液を、Ｆｉｃｏｌ
ｌ－Ｐａｑｕｅ（ Pharmasia, Piscataway, NJ）の勾配中で、４００×ｇで３０分間、遠
心分離して単離した。これらの患者についてはインフォームドコンセントを実施した。
【００３４】
ｃＤＮＡ及びゲノムＤＮＡの分子クローニング：相補的ＤＮＡライブラリーは、商業的キ
ット（ Marathon cDNA Amplication Kit, Clontech, PaloAlto, CA）を利用してＴＦ－１
及びＨＬ６０細胞より構築し、５’及び３’ＲＡＣＥ反応に使用して完全長のｃＤＮＡク
ローンを得た。プライマーＡ及びＢ（表１を参照）をそれぞれ５’及び３’ＲＡＣＥに使
用した。ＲＡＣＥ反応の産物をｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙベクター（ Promega, Madison, WI）
へサブクローニングした。ＴＦ－１及びＨＬ６０のｃＤＮＡライブラリーのそれぞれより
、２．９ｋｂ（α）及び２．５ｋｂ（β）の二つの転写産物を単離した。
【００３５】
ＴｆＲ２用のプライマー配列
これらのプライマーを、ＲＡＣＥ分析及びＲＴ－ＰＣＲ分析において使用して、ＴｆＲ２
ｃＤＮＡを増幅した。これらのプライマーの一は、ＴｆＲ２－α－転写産物（ GenBankア
クセス番号 AF067864）の配列内でのヌクレオチド数で示してある。更に、プライマーＡ、
Ｃ、Ｄ、及びＥの一も図２に示してある。
【００３６】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【００３７】
ゲノムＤＮＡは、ヒトのゲノムライブラリー（ Lambda FIX II Library, Stratagene, LaJ
olla, CA）より、ＴｆＲ２ｃＤＮＡの３’末端の２．２ｋｂの断片をプローブ（図１にお
いてプローブ－１として示されている）として使用して単離した。制限酵素地図の作成後
、３．８５ｋｂの断片であってエクソン４－６を含むものを、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩ
Ｉ（＋）プラスミド（ Stratagene）内へサブクローニングした（図１）。相補鎖ＤＮＡ配
列及びゲノム配列は、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ３７３自動配列決定機（ Perkin-Elmer, Foster
 City, CA）を使用して決定した。
【００３８】
染色体地図： GenBridge4放射性ハイブリッドパネル、ＲＨＯ２（ Reserch Genetics, Hunt
sville, AL）を使用して、ＴｆＲ２遺伝子の位置を、既に報告されているようにして（１
８）決定した。プライマーＡ及びＣにより、エクソン４に位置する１７８ｂｐの断片が増
幅された（図２）。ＰＣＲ産物を１．５％のアガロースゲルで電気泳動にかけ、サザンブ
ロットし、 3 2Ｐで標識したＴｆＲ２（β型ｃＤＮＡの５’部分の１ｋｂｐの断片；図１に
おいてプローブ－２として表示）のプローブでハイブリダイズして、当該遺伝子を含有す
るハイブリッドを同定した。結果は、ウェブサイト： http://www.genome.wi.edu/cgi-bin
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/contig/rhmapper.pl.のデータベースにアクセスして分析した。
【００３９】
ノーザンブロット及びＲＴ－ＰＣＲ分析
ノーザンブロット分析及びＲＴ－ＰＣＲ分析を、既に報告されている方法（１８）を一部
改編して行った。ヒトの組織のノーザンブロットのメンブレン及びｃＤＮＡは、 OriGene
（ Rockville, MD）より購入した。ノーザンブロットの分析には、二つのＴｆＲ２ｃＤＮ
Ａ断片（図１に示されるプローブ－１及びプローブ－２）、一のヒトβアクチンｃＤＮＡ
断片（ OriGene）、及び約３００ｂｐのＴｆＲｃＤＮＡ断片をプローブとして使用した。
ＲＴ－ＰＣＲには、α型特異的プライマー（プライマーＡ及びＤ）、β型特異的プライマ
ー（プライマーＣ及びＥ）を使用した（表１及び図２）。増幅の条件は、９４°Ｃ、３０
秒；５６°Ｃ、４０秒；及び７２°Ｃ１分を３５サイクルとした。対照として、グリセル
アルデヒド－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（Ｇ３ＰＤＨ）を、別個の反応において
、プライマー：５’－ CCATGGAGAAGGCTGGGG－３’、及び５’－ CAAAGTTGTCATGGATGACC－３
’を使用して２７サイクル増幅させた。産物は、１．５％のアガロースゲルで電気泳動し
、ナイロンメンブレンに転移させ、放射性標識したＴｆＲ２及びＧ３ＰＤＨプローブとハ
イブリダイズしてオートラジオグラフィーにかけた。
【００４０】
形質移入及び免疫ブロッティング：ＣＨＯ－ＴＲＶｂ細胞は、５％のウシ胎児血清を添加
したＦ１２栄養混合物（ Gibco－ BRL）で維持した。アミノ末端ＦＬＡＧタグ付ＴｆＲ２－
αｃＤＮＡを、ｐｃＤＮＡ３（ Invitrogen, Carlsbad, CA）へサブクローニングした。こ
のプラスミド（１００μｇ）をＣＨＯ－ＴＲＶｂ細胞内へ、リポフェクチン（ Gibco-BRL
）を使用して形質移入した。一過性の発現の場合には、細胞は形質移入後４８時間後に回
収した。安定に発現するクローンについても、Ｇ４１８（２００μｇ／ｍｌ）の選択及び
標準的な制限希釈法で単離した。蛋白質発現は、抗－ＦＬＡＧ（Ｍ５）抗体（ Eastman Ko
dak, New Haven, CT）を使用して免疫ブロッティングで確認した。免疫ブロッティングの
分析は、既に報告されているようにして行った（１９）。
【００４１】
細胞表面へのＴｆの結合についてのフローサイトメトリー分析
約３×１０ 5の細胞を、５μｇ／ｍｌのビオチン化ヒトホロＴｆ（ Sigma）添加済５００μ
ｌのＭＥＭα培地（ GIBCO）（非標識の、ヒトホロ－Ｔｆ（ Sigma）若しくはヒトＬｆ（ Ca
lbiochem, San Diego, CA）の存在下又は非存在下）で、氷上で３０分間インキュベーシ
ョンした。０．１％ウシ血清アルブミン添加のＰＢＳで２回洗浄した後、細胞をストレプ
トアビジン－ＰＥ（ＤＡＫＯ）とともにインキュベーションした。細胞を再び２回洗浄し
、フローサイトメトリーで分析した。
【００４２】
Tf仲介性の鉄取り込みの分析
０．２５Ｍトリス－ＨＣｌ、１０μＭ　ＮａＨＣＯ３、ｐＨ８．０の０ .５ｍｌ中の１ｍ
ｇのヒトアポ－Ｔｆ（ Sigma）を、０．５ｍｌの１００ｍＭのニトロトリ酢酸二ナトリウ
ム（０．４ｍＣｉの 5 5ＦｅＣｌ 3（ NEM,Boston, MA ）含有）と混合した。この混合物を室
温で１時間インキュベーションし、放射性標識したＴｆをＰＤ－１０カラム（ Pharmacia
）でろ過して分離した。２７，０００ｃｐｍ／ｍｇの比活性が得られた。細胞を、ＭＥＭ
α培地中の 5 5Ｆｅ－Ｔｆと、２００倍過剰の非標識ホロ－Ｔｆの存在下又は非存在下で、
３７°Ｃ、５％ＣＯ 2でインキュベーションした。ＰＢＳで洗浄した後、細胞を０．１Ｎ
のＮａＯＨで溶解し、放射能を液体シンチレーションカウンターで計測した。
【００４３】
（結果）
ＴｆＲ２遺伝子の、分子クローニング、染色体マッピング、及びゲノム構造
１７個の５’－ＲＡＣＥクローン、及び１０個の３’－ＲＡＣＥクローンを、７Ｆ－１ｃ
ＤＮＡライブラリーより単離した。これらのヌクレオチド配列の集合により、約２．９ｋ
ｂのｃＤＮＡ配列（α型； GenBankアクセス番号 AF067864 ）が示された。５’及び３’の
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遺伝子特異的プライマーを使用して、推定の完全長コード配列を包含するｃＤＮＡクロー
ンを、ＴＦ－１ｃＤＮＡライブラリーからのＰＣＲにより作製した。これにより、予想さ
れるｃＤＮＡ配列が、実際に発現しているｍＲＮＡに属していることが判明した。ＨＬ６
０のｃＤＮＡライブラリーを使用してＴｆＲ２をクローニングすると、５’－ＲＡＣＥ産
物は、ＴＦ－１ライブラリーに由来するものよりも短く、５’末端の配列は、異なってい
た（β型）。ＴＦ－１ライブラリーに由来する全ての５’－ＲＡＣＥ産物は、α型に属し
、ＨＬ６０に由来する５’－ＲＡＣＥ産物はβ型に属していた。
【００４４】
図１は、ＴｆＲ２遺伝子を示す。図１によれば、約１６ｋｂｐのゲノム断片が、ヒトのゲ
ノムライブラリーよりクローニングされ（ゲノムクローン１）、制限酵素認識部位がマッ
ピングされる。ゲノムクローン１の３．８５ｋｂｐの断片（影付きのバーで示されるもの
）を、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＩＩ（＋）プラスミド内にサブクローニングし、配列決定
した。この図に示されるエクソン－イントロンの境界は、 GenBank（アクセス番号　 AP053
356）に寄託されているデータに基づいているが、本出願人らのデータに基づく改変を一
部含んでいる。α転写産物には、１８のエクソン（線上の黒四角）が含まれている。β転
写産物は、エクソン１－３を欠失していて、エクソン４の５’末端に１４２塩基が付加さ
れている（線上の中空の丸）。下側の二つの四角は、α型及びβ型の転写産物の構造であ
る。ＩＣ、ＴＭ、ＥＣは、細胞内、経膜、及び細胞外のドメインをコードする配列をそれ
ぞれ意味する。本発明で使用しているプローブの位置は、四角の下に示してある。
【００４５】
放射性ハイブリッドパネル分析によれば、ＴｆＲ２はＤ７Ｓ６５１マーカーとＷＩ－５８
５３マーカーとの間の、染色体７ｑ２２にマッピングされる。１６ｋｂのゲノムＤＮＡク
ローンの制限酵素マッピング及び部分配列決定、並びに寄託されているが未発表のゲノム
配列（２０）とに比較により、α型は、１８のエクソン（図１）からなることが判明した
。しかしながら、そのエクソン－イントロン境界と、本出願人らのものとの間にはいくら
かの違いが認められた。本出願人らの、ＴｆＲ２－α転写産物のＤＮＡ配列を、その予想
されているｍＲＮＡ配列（２０）と比較すると、エクソン８（ＴｆＲ２ -α転写産物のヌ
クレオチド１０５３－１１３３； GenBankアクセス番号 AF067894）において８１ヌクレオ
チドが付加されていて、エクソン１８（ヌクレオチド２１６３と２１６４との間）におい
て１８ヌクレオチドを欠失している。これにより、本出願人らの予想したＴｆＲ２－α蛋
白質に対しては２７のアミノ酸が付加され、６のアミノ酸が欠失した。更に、本出願人ら
のｍＲＮＡ配列は、３’非翻訳領域（ＵＴＲ）（ヌクレオチド２５８０乃至２８７７）を
含んでいた。
【００４６】
β型は、オルタナティブなスプライシング又はプロモータの使用による産物であるが、こ
れにはエクソン１、２、及び３が欠失していて、その最初のエクソン（α型のエクソン４
）には、５’末端に１４２ヌクレオチドの塩基が付加されている（図１及び２）。図２は
、エクソン３－５のＤＮＡ配列を示している。囲った配列は、β転写産物のみに見られた
。実線の矢印及び破線の矢印は、それぞれα型及びβ型の転写産物をＲＴ－ＰＣＲで合成
するのに使用したプライマーを意味する。β転写産物の推定の翻訳開始コドンは、太字の
ＡＴＧで示してある。 -３及び +４位のグアニンは、コザックの開始コドン配列と首尾一貫
するが、これには下線を引いた。
【００４７】
ＴｆＲ２蛋白質及びｍＲＮＡの一次構造
ＴｆＲ２ -αについて予想されるアミノ酸配列を図３に示してある。図３は、ＴｆＲ２－
αの推定のアミノ酸配列を、ヒトのＴｆＲ蛋白質及びＰＳＭＡ蛋白質と整列して示してい
る。同一の残基は囲ってある。推定の経膜部分に位置する疎水性のアミノ酸ストレッチに
は、影をつけてある。ＴｆＲの内部移行モチーフ及び対応する同等のＴｆＲ２ -αのモチ
ーフは、二重線を引いてある。ＴｆＲ２ -βの予想される第一メチオニンを太字で示して
ある。
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【００４８】
一対のアルギニンの後に続く、８１位から１０４位までの疎水性のストレッチは、推定の
経膜ドメインを表す。これは、アミノ末端に近い部位に位置しているが、ＴｆＲ及びＰＳ
ＭＡの経膜ドメイン（図３－４において、影のついた部分）と同様である（１０、２１）
。ＴｆＲ及びＰＳＭＡとの類推により、ＴｆＲ２－αはおそらくＩＩ型の膜蛋白質である
。従って、ＴｆＲ２－αの残基１乃至８０は、細胞質ドメインであり、残基１０５乃至８
０１は、細胞外ドメインであるかもしれない。細胞外ドメインにおいては、ＴｆＲ -αと
、ＴｆＲ又はＰＳＭＡとの間のアミノ酸配列相同性は、非常に高かった。ＴｆＲ－２αの
細胞外ドメインは、ＴｆＲのものとは４５％の同一性があり、６６％の相同性があった。
ＰＳＭＡとは、同一性は２７％であり、相同性は６０％であった。ＴｆＲの８９位と９８
位にあるシステイン残基は、ジスルフィド結合を形成してホモ二量体化する。ＴｆＲ２ -
αの１０８位と１１１位にあるシステイン残基は、類似の領域内に位置し、同様の機能を
発揮するかもしれない。更に、ＴｆＲ２ -αにはＹＱＲＶモチーフ（アミノ酸２３－２６
）が細胞質ドメインの真ん中に含まれるが、これはＴｆＲのＹＴＲＦモチーフ（図３－４
、二重の下線）と同様に、内部移行シグナルとして機能するかもしれない（２２－２４）
。
【００４９】
β転写産物には、エクソンの１乃至３が欠失しているが、これらには経膜及び細胞質ドメ
インの全部、並びに細胞外ドメインであって１０８位及び１１１位の二つのシステイン残
基を含むものがコードされている。エクソン４の添加の１４２ヌクレオチドの５’配列に
は、開始コドンが含まれていない。翻訳はおそらくはヌクレオチド５４２のＡＴＧから開
始されるであろうが、これはα転写産物ＯＲＦとフレームがあっている。推定の開始メチ
オニンは図２に、エクソン４は図３－４にそれぞれ太字のＡＴＧとＭとで示してある。こ
のＡＴＧには -３位及び＋４位のＧが含まれているが、これは翻訳に理想的な部位である
ことを意味している（２５）。従って、β転写産物についての推定の蛋白質産物には、経
膜ドメインとシグナルペプチドの両方が欠失していて、機能するかどうか不明である細胞
内蛋白質となるおそれがある。
ＴｆＲ－２蛋白質の一次構造は、ＴｆＲのものに極めて類似しているが、ＴｆＲ２のｍＲ
ＮＡの３’ＵＴＲは、ＴｆＲ転写産物のものよりも短かった。また、典型的な鉄応答性配
列（ＩＲＥ）は、ＴｆＲ２転写産物のいずれのＵＴＲにも存在しなかった（２６）。
【００５０】
ＴｆＲ２のｍＲＮＡ発現の特徴付け
図５及び図６は、ヒトの組織のポリＡ＋ＲＮＡのノーザンブロットの結果を示す。ハイブ
リダイゼーションは、 3 2Ｐで標識したＴｆＲプローブと行った。図５は、ヒトｍＲＮＡの
多組織ブロットがＴｆＲ２プローブとハイブリダイズされたことを示している（図１のプ
ローブ番号１）。メンブレンを同じボトル内で同時にハイブリダイズし、１２時間露出下
後にオートラジオグラフィーを現像した。図６においては、細胞株由来の全ＲＮＡの３０
μｇをそれぞれのレーンにロードし、ＴｆＲ２プローブ（プローブ番号２）及びＴｆＲプ
ローブとハイブリダイズした。 3 2Ｐで標識されたβ -アクチンプローブを全てのブロット
において対照として使用した。分子量マーカー又はリボソームＲＮＡの位置は、左側に示
した。
【００５１】
ヒトの組織からのポリＡ +ＲＮＡのノーザンブロット分析により、ＴｆＲ２についての２
．９ｋｂのｍＲＮＡが、肝臓において主として発現していて、胃においてはより少ない程
度で発現していることが示された（図５）。これは、ＴＦ－１細胞から単離されたＴｆＲ
２－αの長さに対応する。更に、４ｋｂ（胃）と、１．７ｋｂ（肝臓、肺、小腸、胃、精
巣、及び胎盤）の弱いバンドが観察された。これらのバンドは、ＴｆＲ２ｍＲＮＡのオル
タナティブな別の形態の存在を反映しているのかもしれない。種々の細胞株の全ＲＮＡの
ノーザンブロット分析により、Ｋ５６２（赤白血病）、及びＨｅｐＧ２（肝芽腫）におい
てＴｆＲ２－αが高発現していることが判明した（図６）。ＴｆＲ２ -αの発現レベルは
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、ＴｆＲのものとは必ずしも相関関係にはなかった（図６）。ＴｆＲ２ -β（２．５ｋｂ
）に対応する転写産物はノーザンブロット分析では一切観察されなかった。
【００５２】
α及びβの転写産物の発現を比較するため、それぞれの形態に特異的なプライマーを使用
して、ＲＴ－ＰＣＲを実施した。図７及び図８は、ＲＴ－ＰＣＲ分析の代表的な結果を示
す。ＲＴ－ＰＣＲは、Ｇ３ＰＤＨ（２７サイクル）、及びＴｆＲ２（３５サイクル）のα
及びβ転写産物に特異的なプライマーで行った。産物を１．５％のアガロースゲル電気泳
動にかけて、ナイロンメンブレンに転移させ、放射性標識したプローブでハイブリダイズ
して、オートラジオグラフィーにかけた。図７は、ヒトの組織のｃＤＮＡのパネルを示す
ものである（ＭＮＣ；ヒト末梢血単球）。図８は、種々のヒトの細胞株に由来するｃＤＮ
Ａを示す。それぞれの試料について少なくとも２回実験を行ったが、図はこれらのうちの
代表的な結果を示す。ＭＬ－１、Ｋａｓｕｍｉ－３、ＨＬ６０、及びＭＤＡ -ＭＢ -２３１
のｃＤＮＡは陰性であったが、他の実験においてはα型の発現がかすかなレベルで示され
た。
【００５３】
図７及び図８は、ヒトの組織ｃＤＮＡのパネルを鋳型として使用して、α型の発現が肝臓
、脾臓、筋肉、前立腺及び末梢血単球に限られていることを示している（図７）。一方、
β型の発現は、調べたヒトの全ての組織において起こった。種々の組織に由来するヒトの
癌細胞株を用いて、二つの転写産物の発現を調べた。この細胞株の多くは両方の転写産物
を発現したが、次の３つは例外であった：ＳＫ－Ｈｅｐ１（肝細胞癌）は、α及びβの双
方の転写産物を欠失していた；ＨｅｐＧ－２（肝芽腫）及びＭＬ－１（骨髄芽球種）はβ
転写産物を欠失していた（図８）。ＳＫ－Ｈｅｐ１のサザンブロット分析では、ＴｆＲ２
遺伝子の欠失や再配列のいずれも検出されなかった（データは示さず）。
【００５４】
ＴｆＲ２－αで形質転換された細胞へのＴｆの結合
ＴｆＲ２－αの機能を分析するため、ＴｆＲの機能が欠失しているＣＨＯ－ＴＲＶｂ細胞
を、ＦＬＡＧのタグ付ＴｆＲ２－αで安定に形質転換した。図９－１１は、ＴｆＲ２－α
蛋白質の発現及び機能分析を示す。図９においては、細胞表面へのＴｆ結合は、ネオマイ
シン耐性の対照ＣＨＯ－ＴＲＶｂ細胞（左側のパネル）、ＦＬＡＧのタグ付ＴｆＲ２－α
で安定に形質転換された細胞（中央）、及びＴｆＲが安定に形質転換されたＴＲＶｂ－１
細胞（右側）で調べた。細胞は５μｇ／ｍｌのビオチン化ヒトホロ－Ｔｆ添加のＭＥＭα
培地中で３０分間、氷上でインキュベーションした。ＰＢＳでの洗浄後、細胞をストレプ
トアビジン－ＰＥでインキュベーションし、フローサイトメトリーで分析した。実線は競
合が無い場合のヒストグラムを示す。競合実験は、１０倍（ ----）、又は１００倍（－ -
－ -－）過剰の非標識Ｔｆ（上側のパネル）又はＬｆ（下側のパネル）の存在下で行った
。図１０においては、Ｔｆ仲介性の 5 5Ｆｅ取り込みを、ネオマイシン耐性対照細胞ＣＨＯ
－ＴＲＶｂ（Ｎｅｏ細胞）、ヒトＴｆＲ安定形質転換細胞（ＴｆＲ細胞）、及びＦＬＡＧ
タグ付ＴｆＲ２－α安定形質転換細胞（ＴｆＲ２細胞）で行った。中黒の記号（－Ｃ）は
、非標識のＴｆを２００倍過剰で行ったコールドの競合実験である。４つ一組（競合なし
）又は３つ一組（コールドな競合）の何れかの実験の、平均±Ｓ．Ｄ．を示してある。図
１１においては、ｐｃＤＮＡ３で一過性の形質転換を行った細胞由来の細胞溶解物（レー
ン１）、及びＦＬＡＧタグ付ＴｆＲ２形質転換細胞（レーン２、及び３）を、４－１５％
のリニアー勾配ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルで電気泳動にかけた。レーン３の試料については、
２－メルカプトエタノールを試料緩衝液から省いた。ＰＶＤＦメンブレンへ転移した後、
ＦＬＡＧ－融合蛋白質を免疫ブロッティングで検出した。分子量マーカーの位置は左側に
示してある。
【００５５】
図９－１１においては、ビオチン化したＴｆ及びフローサイトメトリーを使用して、細胞
表面のＴｆ結合を調べた。ネオマイシン耐性の対照細胞は、細胞表面のＴｆ結合に関して
ほとんど陰性であった（図９、左）。ＴＲＶｂ－１はヒトのＴｆＲで安定に形質転換され
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た細胞であるが、これはＴｆの細胞表面結合に関して陽性であり、この結合は、非標識の
Ｔｆにより競合されるが、Ｌｆは競合しなかった（図９、中央）。ＴｆＲ２－αを安定に
発現しているＣＨＯ－ＴＲＶｂ細胞に関しては、細胞表面のＴｆ結合の平均値は、対照細
胞のものよりも明らかに高った（図９、右、実線）。競合実験においては、非標識のＴｆ
の１０倍過剰量により、ビオチン化Ｔｆの結合が阻害されたが、Ｌｆは１００倍過剰であ
っても結合を阻害しなかった（図９、右、点線）。ＴｆＲ２－α細胞へのＴｆの結合もま
た、ＣＨＯ－ＴＲＶｂ細胞を使用して一過性発現系で調べたが、細胞表面へのＴｆ結合の
レベルは、一貫して以下の通りであった：ＴｆＲ細胞＞ＴｆＲ２－α細胞＞ｐｃＤＮＡ３
細胞（データは示さず）。
【００５６】
ＴｆＲ２－αで形質転換した細胞の、Ｔｆ仲介性 5 5Ｆｅの取り込み
ヒトのＴｆＲ及びＴｆＲ２－αで安定に形質転換されたＣＨＯ－ＴＲＶｂ細胞を、 5 5Ｆｅ
-Ｔｆとインキュベーションし、 5 5Ｆｅの取り込みを測定した。ネオマイシン耐性のＣＨ
Ｏ－ＴＲＶｂ細胞を対照として使用した。ＴｆＲ２－α細胞による、Ｔｆ仲介性の 5 5Ｆｅ
の取り込みは、ＴｆＲ細胞と匹敵した；これらの両方の細胞は、対照細胞よりも明らかに
高かった（図１０）。非標識Ｔｆの２００倍過剰量による競合はほぼ完全に、５ｈのイン
キュベーション後におけるこれら３つの細胞株による 5 5Ｆｅの取り込みを阻害した（図１
０）。機能性のＴｆＲが存在しないのにもかかわらず、Ｔｆ仲介性の 5 5Ｆｅのわずかな取
り込みが、対照のＴＲＶｂ細胞において観察されたが、これは Chanら（２７）で以前報告
されている通りである。
【００５７】
ほ乳類細胞で発現した、ＦＬＡＧタグ付ＴｆＲ２－α蛋白質の二量体化
空のベクターであるｐｃＤＮＡ３、又はＦＬＡＧタグ付ＴｆＲ２－αプラスミドで一過性
の形質転換した細胞由来の細胞溶解物について、抗－ＦＬＡＧ抗体を使用した免疫ブロッ
ティングにより調べた（図１１）。還元条件下では、ＦＬＡＧ－タグ付きＴｆＲ２－αで
形質転換した細胞の溶解物においては、～１０５ｋＤａの二つの近接移動バンドが観察さ
れた（レーン２）。２－メルカプトエタノールを試料ローディング緩衝液から省くと、～
１０５ｋＤａの二重線が減少したが、～２１５ｋＤａの蛋白質が出現した（レーン３）。
～２６０ｋＤａ及び～１２５ｋＤａのかすかなバンドも、非還元条件下で観察された（レ
ーン３、矢印）。
【００５８】
考察
ｍＲＮＡより推定したＴｆＲ２－α蛋白質の一次構造は、ＴｆＲのものと同一であった（
結果の欄を参照）。更に、ＴｆＲ２－αで形質転換した細胞は、Ｔｆ結合及びＴｆ仲介性
の鉄の取り込みの両方を増大することを示した（図９及び図１０）。しかしながら、Ｔｆ
Ｒ２及びＴｆＲの発現を制御する機構は異なっているかもしれない。ＴｆＲ蛋白質のレベ
ルは、転写後にその３’－ＵＴＲ中のＩＲＥにより制御されているが、これに対して鉄制
御蛋白質Ｉ（ＩＲＰ－１）及びＩＲＰ－２が結合する。十分な鉄が欠乏している細胞内で
はＩＲＰは、ＴｆＲのｍＲＮＡの鉄応答性配列に結合し、その転写産物を安定化する。過
剰の細胞内鉄が存在する場合、ＩＲＰは放出されてＴｆＲｍＲＮＡの分解が生じる。急速
に増殖している細胞においては、原癌遺伝子であるｃ－ＭＹＣがＨ－フェリチンを抑制し
て、ＩＲＰ－２を上流制御し、ＩＲＰ－２の上流制御によりＴｆＲ蛋白質発現が増大する
ことがある（２８）。ＴｆＲ２のｍＲＮＡの３’、５’－ＵＴＲのいずれも、検出可能な
ＩＲＥ様構造を有しないが、これは別の機構によりＴｆＲ２発現が制御されることを示唆
している。
【００５９】
種々の組織由来の、健常なヒトのポリＡ +ＲＮＡを使用したノーザンブロットにより、Ｔ
ｆＲ２－αを主に発現している細胞のタイプは肝臓のみであることが示された（図５）。
また、ＴｆＲ２－αは、ヘモグロビン合成が可能な、Ｋ５６２赤白血病細胞株内で高発現
していた（図６）。この結果は、赤血球造血細胞もまた、高レベルのＴｆＲ２－αを発現
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していることを示唆している。赤血球細胞の主要な産物は、鉄を豊富に含んだヘモグロブ
リンであり、ＴｆＲ２－αが鉄の輸送に関与するならば、これはこれらの細胞で強く発現
するであろう。赤血球細胞においては Cotnerらは、ＴｆＲに対する一組のモノクローナル
抗体を使用して、ＴｆＲのオルタナティブな型が存在することを予測した（２９）。彼ら
の発見は、ＴｆＲ２－αに帰属することができる。
【００６０】
ほ乳類細胞内で発現したＦＬＡＧタグ付のＴｆＲ２－αのサイズは、還元剤の存在下では
～１０５ｋＤａであり、還元剤の非存在下では～２１５ｋＤａであるが（図１１）、これ
はジスルフィド結合によりＴｆＲ２－αの二量体化を意味している。ＦＬＡＧタグ付のＴ
ｆＲ２－αのモノマーは～１０５ｋＤａであるが、これはアミノ酸配列から計算される分
子量（～９０ｋＤａ）よりも大きい。このことは、グリコシル化等の蛋白質の翻訳後の修
飾を反映しているのかもしれない。実際に、Ｎ－グリコシル化部位が、ＴｆＲ２－α蛋白
質において４つ推定されている（アミノ酸２４０－２４３、３３９－３４２、５４０－５
４３、及び７５４－７５７）。従って、図１１に見られる～１０５ｋＤａの二重のバンド
は、グリコシル化の異なる段階のものによるものかもしれない。更に、それぞれ～２１５
ｋＤａ及び～１０５ｋＤａのクリアーなバンドの上にある、～２６０ｋＤａ及び～１２５
ｋＤａのかすかなバンドは、非還元条件下において観察された（図１１、レーン３、矢印
）。これらのかすかなバンドは、ジスルフィド結合による、ＴｆＲ２－αと小型蛋白質（
～２０ｋＤａ）（これはリガンドであるかもしれないし、又はそうではないかもしれない
）との相互作用を反映しているものかもしれない。
【００６１】
ＴｆＲ２の機能を調べるため、Ｔｆ及びＴｆファミリーの他のメンバーを、ＴｆＲ２のリ
ガンド候補として考慮した。Ｔｆファミリーの６つのメンバー、Ｔｆ、Ｌｆ、メラノトラ
ンスフェリン（３０）、オボトランスフェリン、サキシフィリン（ saxiphilin）（３１）
、及び炭酸脱水酵素のブタの阻害剤（３２）がこれまでにクローニングされている。最後
の２つは、鉄結合性を有さず、最後の３つはヒトにおいては同定されていない。メラノト
ランスフェリンは、ＴｆＲ２のリガンドではないようであるが、それはメラノーマ細胞の
膜結合蛋白質であるからである。Ｔｆ及びｌｆのみが、候補として残る。ＦＬＡＧのタグ
付ＴｆＲ２－αで形質転換したＣＨＯ－ＴＲＶｂ細胞は、対照細胞と比較して高レベルの
、細胞表面へのＴｆ結合を示した（図９）。このことは、ＦＬＡＧのタグ付のＴｆＲ２－
αが、細胞表面に露出し、Ｔｆにより結合されていることを意味している。この結合は、
非標識のＴｆで効果的に競合されるが、Ｌｆでは競合されない（図９）。このことは、Ｔ
ｆはＬｆよりもＴｆＲ２－αにより特異的に結合することを意味する。更に、ＴｆＲ２－
αで形質転換した細胞によるＴｆ仲介性の鉄の取り込みは、対照細胞よりも明らかに高か
った（図１０）。
【００６２】
しかしながら、もしＴｆＲ２－αに対する唯一のリガンドがＴｆであり、ＴｆＲ２－αの
主な機能が細胞の鉄の取り込みであるならば、なぜ細胞はＴｆに対する二つの受容体を有
するのであろうか？ＴｆＲ２－αはただ単に、異なる親和性を有する別のトランスフェリ
ン受容体であるかもしれない。おそらくは、Ｔｆ／ＴｆＲ２－α複合体の細胞表面上での
行く末は、Ｔｆ／ＴｆＲ複合体のものとは異なっているかもしれない。ＴｆＲ２－αの推
定の内部移行モチーフは、ＴｆＲのものとは同一ではなく、内部移行におけるマイナーな
差異でさえもが、エンドソームの到達地を変える可能性がある（２４）。更に、ＴｆＲ２
－αが、Ｔｆ以外の別の特異的リガンドを有する可能性が残る。遺伝的ヘモクロマトーシ
スの患者の多くにおいて変異しているＨＦＥ（８、９）、及び小腸の鉄トランスポーター
であるＮｒａｍｐ２（３３、３４）の発見により、鉄の代謝の分野は最近になってかなり
の進歩をしている。ＨＦＥは通常はＴｆＲと細胞膜上において複合体を形成するが、これ
に対してＴｆＲ２－αは結合するのであろうか？もしそうならば、ＴｆＲ２－αはＨＦＥ
をキレートして細胞の鉄の取り込みに影響を与えるかもしれない。ＴｆＲ２－αはＴｆＲ
とヘテロ二量体を形成するのであろうか？これもまた、細胞の鉄の取り込みに影響を与え
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るかもしれない。ＴｆＲ２の正確な役割が分かれば、細胞の鉄の取り込みの機構と制御を
明確にするための重要なステップが供給されるであろう。
【００６３】
我々は、ＴｆＲ２遺伝子の二つの異なる型、αとβをクローニングした。二つの異なる転
写産物は、ＴｆＲ様ファミリーの他のメンバーであるＰＳＭＡ遺伝子からも発現される。
ＰＳＭＡの短い型は、ＴｆＲ２のβ型と同様に、経膜ドメインをコードする５’末端を欠
失している（３５）。ＰＳＭＡのｍＲＮＡについての長い型及び短い型の発現が、ほぼ１
００倍の差異の比率で、前立腺癌の進行中に起こることが報告されている（３６）。非常
に感受性のあるＲＴ－ＰＣＲ法を使用して、ＴｆＲ２遺伝子（α型及びβ型）の発現を区
別することができた。正常な組織のなかでは、α型（長いほう）の発現は、肝臓、脾臓、
肺、筋肉、前立腺の細胞、及び末梢血単球で検出された（図７）。β型はより後半に分布
していた。興味深いことに、肝臓由来の二つの細胞株（ＳＫ－Ｈｅｐ１及びＨｅｐＧ２）
は、β型の発現を欠いていたが、一方、他の組織由来の多くの細胞株においては正常な肝
臓の細胞と同様にして、この短い型を発現していた（図７及び図８）。
【００６４】
ＴｆＲ２は、染色体の７ｑ２２へマッピングされた。この染色体領域のヘテロ接合性の欠
失又は喪失が、脊髄形成異常症、急性骨髄性白血病や、卵巣癌及び膵臓癌を含む複数の悪
性疾患において報告されている（３７－４１）。ＴｆＲ２の変異がこれらの癌において起
こるかもしれないと考えられる。
【００６５】
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【００６６】
【図面の簡単な説明】
【図１】　この図は、トランスフェリン受容体２（ＴｆＲ２）遺伝子の遺伝子地図である
。
【図２】　この図は、ＴｆＲ２遺伝子のエクソン３－５のＤＮＡ配列を示す。四角でかこ
った配列は、β転写産物においてのみ見られる。
【図３】　この図は図４とともに、ＴｆＲ２－αの推定のアミノ酸配列を、ヒトのＴｆＲ
及びＰＳＭＡ蛋白質のものと整列させて示すものである。
【図４】　この図は図３とともに、ＴｆＲ２－αの推定のアミノ酸配列を、ヒトのＴｆＲ
及びＰＳＭＡ蛋白質のものと整列させて示すものである。
【図５】　この図は、ヒトのｍＲＮＡの多組織ブロットでのノーザンブロット分析の結果
（Ａ）を示すものである。
【図６】　この図は、全ＲＮＡの細胞株ブロットでのノーザンブロット分析の結果（Ｂ）
を示すものである。
【図７】　この図は図８とともに、ＴｆＲ２のα及びβ転写産物に対するプライマーで行
ったＲＴ－ＰＣＲ（３５サイクル）、及びＧ３ＰＤＨのα及びβ転写産物に対するプライ
マーで行ったＲＴ－ＰＣＲ（２７サイクル）の代表的な結果を示すものである。
【図８】　この図は図７とともに、ＴｆＲ２のα及びβ転写産物に対するプライマーで行
ったＲＴ－ＰＣＲ（３５サイクル）、及びＧ３ＰＤＨのα及びβ転写産物に対するプライ
マーで行ったＲＴ－ＰＣＲ（２７サイクル）の代表的な結果を示すものである。
【図９】　この図は図１０、１１とともに、ＴｆＲ２－α蛋白質の発現及び機能的分析を
示すものである。
【図１０】　この図は図９、１１とともに、ＴｆＲ２－α蛋白質の発現及び機能的分析を
示すものである。
【図１１】　この図は図９、１０とともに、ＴｆＲ２－α蛋白質の発現及び機能的分析を
示すものである。
【図１２】　この図は、配列番号：１のＴｆＲ２蛋白質のアミノ酸配列を示す。
【図１３】　この図は、配列番号：２のＴｆＲ２－α遺伝子のＤＮＡ配列を示す。
【図１４】　この図は、配列番号：３のＴｆＲ２－βのＤＮＡ配列を示す。
【配列表】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

(30) JP 3920573 B2 2007.5.30



【 図 １ ４ 】
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