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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 6月 16日 (2005.6.16)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ５
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 示 差 的 発 現 遺 伝 子 」 と は 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る (例 え ば 、 配 列 番
号 1ま た は 配 列 番 号 24で 示 さ れ る )DNA配 列 の 少 な く と も １ つ を 含 む 遺 伝 子 ； (b)本 明 細 書 で
開 示 さ れ る (例 え ば 、 配 列 番 号 2ま た は 配 列 番 号 25で 示 さ れ る )DNA配 列 に よ り コ ー ド さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る い ず れ か の DNA配 列 ； ま た は (c)本 明 細 書 で 開 示 さ れ る コ ー ド 配
列 と 実 質 的 に 同 じ い ず れ か の DNA配 列 を さ す 。 例 え ば 、 本 発 明 は 多 く の 異 な る 種 の NgRH2遺
伝 子 お よ び そ れ ら の コ ー ド タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 こ れ ら NgRH
2遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 は 脊 椎 動 物 、 よ り 詳 し く は 哺 乳 類 由 来 の も の で あ る 。 本 発 明 の
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好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 NgRH2遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 は ヒ ト 由 来 も の で あ る 。 そ の 最 も
広 い 意 味 に お い て 「 実 質 的 に 同 じ 」 と は 、 本 明 細 書 で ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て は 、 参 照
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 し 、 相 当 す る 配 列 と は 参 照 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 じ 構 造 お よ び 機 能 を 有 す る ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド し 、 例 え ば そ れ ら は 全 長 (野 生 型 )NgRH2タ ン パ ク 質 に 関 連 す る １ 以 上 の 既
知 の 機 能 的 活 性 (例 え ば 、 脊 髄 ま た は 脳 に お け る ニ ュ ー ロ ン の 再 生 の 阻 害 、 基 質 に 対 す る
増 殖 制 限 特 性 の 付 与 、 神 経 細 胞 お よ び 腫 瘍 細 胞 の 拡 散 お よ び 移 動 、 背 根 神 経 節 神 経 突 起 の
発 芽 後 成 長 の 阻 害 、 背 根 神 経 節 成 長 円 錐 崩 壊 の 誘 導 、 in vitroに お け る NIH 3T3細 胞 の 拡
散 遮 断 、 PC12神 経 突 起 発 芽 後 成 長 の 遮 断 、 柔 軟 性 の 制 限 )を 示 し う る 。 望 ま し く は こ の 実
質 的 に 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 。 実 質 的 に 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 間 の 同 一 性 %は
望 ま し く は 少 な く と も 80%、 よ り 望 ま し く は 少 な く と も 85%、 好 ま し く は 少 な く と も 90%、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95、 96、 97、 98%、 い っ そ う 好 ま し く は 少 な く と も 99%で あ る 。
配 列 比 較 は Smith-Waterman配 列 ア ラ イ メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 う (例 え ば 、 Waterma
n, M.S. Introduction to Computational Biology: Maps, sequences and genomes. Chap
man & Hall. London: 1995. ISBN 0-412-99391-0参 照 )。 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 「 実 質
的 に 同 じ 」 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 50℃ 、 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M NaPO 4 、 1
mM EDTA中 で (50℃ 、 2X SSC、 0.1% SDSで 洗 浄 )、 よ り 望 ま し く は 50℃ 、 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ
ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA中 で (50℃ 、 1X SSC、 0.1% SDSで 洗 浄 )、 い っ そ う
望 ま し く は 50℃ 、 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA中 で (50℃ 、 0.
5X SSC、 0.1% SDSで 洗 浄 )、 好 ま し く は 50℃ 、 7%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M NaP
O 4 、 1mM EDTA中 で (50℃ 、 0.1X SSC、 0.1% SDSで 洗 浄 )、 よ り 好 ま し く は 50℃ 、 7%ド デ シ ル
硫 酸 ナ ト リ ウ ム (SDS)、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA中 で (65℃ 、 0.1X SSC、 0.1% SDSで 洗 浄 )参
照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 や は り 機 能 的 に 同 等 な 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る
。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ３ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ２ 以 上 の 配 列 の 同 一 性 お よ び 類 似 性 を 比 較 す る 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 の も の で あ る 。
よ っ て 例 え ば 、 Wisconsin配 列 解 析 パ ッ ケ ー ジ 、 バ ー ジ ョ ン 9.1 (Devereux J et al, Nucl
eic Acids Res, 12, 387-395, 1984、 Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin, U
SAか ら 入 手 可 能 )で 利 用 で き る プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば BESTFITお よ び GAPプ ロ グ ラ ム を 用 い て
２ つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 同 一 性 %、 な ら び に ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 %お よ
び 類 似 性 %を 求 め る こ と が で き る 。 BESTFITで は Smith and Waterman (J Mol Biol, 147,19
5-197, 1981, Advances in Applied Mathematics, 2, 482-489, 1981)の 「 ロ ー カ ル ホ モ
ロ ジ ー 」 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い 、 ２ つ の 配 列 間 で 最 も 類 似 性 の 高 い １ つ の 領 域 を 見 つ け 出 す
。 BESTFITは 長 さ の 異 な る ２ つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ２ つ の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 比 較 に
適 し て お り 、 こ の プ ロ グ ラ ム で は 短 い 方 の 配 列 が 長 い 方 の 配 列 の 一 部 に 相 当 す る と 仮 定 す
る 。 こ れ に 対 し て 、 GAPは ２ つ の 配 列 を ア ラ イ ン し 、 Neddleman and Wunsch (J Mol Biol,
 48, 443-453, 1970)の ア ル ゴ リ ズ ム に 従 っ て 「 最 大 類 似 性 」 を 探 す 。 GAPは ほ ぼ 同 じ 長 さ
の 配 列 の 比 較 適 し て お り 、 ア ラ イ メ ン ト は 全 長 に わ た っ て 予 測 す る 。 好 ま し く は 、 各 プ
ロ グ ラ ム で 用 い る パ ラ メ ー タ ー 「 Gap Weight」 お よ び 「 Length Weight」 は そ れ ぞ れ ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て は 50お よ び 3で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に つ い て は 12お よ び 4で
あ る 。 好 ま し く は 、 同 一 性 %お よ び 類 似 性 は 比 較 す る ２ つ の 配 列 が 最 適 に ア ラ イ ン さ れ た
と き に 求 め ら れ る 。 配 列 間 の 同 一 性 お よ び ／ ま た は 類 似 性 を 決 定 す る 他 の プ ロ グ ラ ム も 当
技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば BLAST系 の プ ロ グ ラ ム (Altschul S F et al, J Mol Biol, 
215, 403-410, 1990, Altschul S F et al, Nucleic Acids Res., 25:389-3402, 1997、 N
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ational Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, Maryland, USAか ら
入 手 可 能 で あ り 、 NCBIホ ー ム ペ ー ジ  www.ncbi.nlm.nih.govに ア ク セ ス で き る )お よ び FAST
A (Pearson W R, Methods in Enzymology, 183, 63-99, 1990; Pearson W R and Lipman 
D J, Proc Nat Acad Sci USA, 85, 2444-2448,1988、 Wisconsin配 列 解 析 パ ッ ケ ー ジ の 一
部 と し て 入 手 可 能 )が あ る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ７ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で は 単 に 、 候 補 化 合 物 と ポ リ ペ プ チ ド と の 、 ま た は そ の ポ リ ペ プ
チ ド も し く は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 も し く は 膜 と の 結 合 を 、 候 補 化 合 物 と 直 接 ま
た は 間 接 的 に 会 合 し た 標 識 の 手 段 に よ っ て 測 定 す れ ば よ い 。 あ る い は 、 こ の ス ク リ ー ニ ン
グ 法 は 標 識 競 合 物 (例 え ば ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト )に 対 す る 候 補 化 合 物 と ポ リ ペ
プ チ ド の 競 合 的 結 合 を 測 定 ま た は 検 出 (定 性 的 ま た は 定 量 的 ) こ と を 含 み う る 。 さ ら に
こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 法 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 に 適 当 な 検 出 系 を 用 い 、 候 補 化
合 物 が ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 化 ま た は 阻 害 に よ っ て 生 成 す る シ グ ナ ル を 生 じ る か ど う か を 試
験 し て も よ い 。 活 性 化 の 阻 害 剤 は 一 般 に は 既 知 の ア ゴ ニ ス ト の 存 在 下 で ア ッ セ イ し 、 候 補
化 合 物 の 存 在 に よ る 、 ア ゴ ニ ス ト に よ る 活 性 化 に お け る 作 用 を 観 測 す る 。 さ ら に 、 こ れ ら
の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 単 に 、 候 補 化 合 物 と 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 溶 液 と を 混
合 し て 混 合 物 と し 、 そ の 混 合 物 に お け る NgRH2結 合 ま た は 活 性 を 測 定 し 、 そ の 混 合 物 の NgR
H2結 合 ま た は 活 性 を 、 候 補 化 合 物 を 含 ま な い 対 照 混 合 物 と 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 ん で も よ
い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 従 来 の 能 力 の 低 い ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 用 い て も よ い し
、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ (HTS)形 式 で 用 い て も よ い 。 こ の よ う な HTS形 式 は 十 分
確 立 さ れ て い る 96ウ ェ ル 、 さ ら に 最 近 の 384ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 含 む だ け
で な く 、 Schullek et al, Anal Biochem., 246, 20-29, (1997)に よ り 記 載 さ れ て い る ナ
ノ ウ ェ ル 法 な ど の 新 し い 方 法 も 含 む 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ９ 】
　 こ の よ う に 発 明 者 ら は こ の タ ン パ ク 質 の 特 性 決 定 に 関 し て 、 記 載 さ れ て い る Nogo-6
6の レ セ プ タ ー の ホ モ ロ グ で あ る と 同 定 し た こ と を 記 載 す る 。 NgRH2は 一 次 構 造 、 生 化 学 的
特 性 お よ び 発 現 パ タ ー ン の 点 で NgRと の 関 連 が 強 い 。 上 記 に 示 し た 複 数 の 系 統 の 証 拠 は 、 N
gRお よ び 新 た に 同 定 さ れ た ホ モ ロ グ NgRH2が 新 規 な タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ
る と い う 結 論 を 支 持 す る も の で あ る 。

(3) JP 2005-507246 A5 2006.1.5

す る

最 近
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