
(57)【要約】
本発明は、アポトーシス因子５Ａ１、又は単純に因子５Ａ１と呼ばれるアポトーシス特異
的真核生物開始因子５Ａ１ (ｅＩＦ５Ａ )、アポトーシス因子５Ａ１核酸、及びポリペプチ
ド、並びに因子５Ａ１の発現を抑制するためにアンチセンス・ヌクレオチド又はｓｉＲＮ
Ａを使用して細胞においてアポトーシスを阻害又は抑制する方法に関する。本発明はまた
、アポトーシス因子５Ａの発現を抑制することにより、炎症促進性サイトカインの発現を
阻害又は抑制することに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 に お け る サ イ ト カ イ ン ・ レ ベ ル の 低 減 方 法 で あ っ て 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発
現 を 低 減 で き る 薬 剤 の 投 与 を 含 み 、 こ こ で 該 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 の 低 減 が 、 上
記 サ イ ト カ イ ン の 発 現 を 低 減 し 、 そ れ に よ り 上 記 細 胞 に お け る サ イ ト カ イ ン ・ レ ベ ル を 低
減 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 、 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 サ イ ト カ イ ン が 、 Ｉ Ｌ -１ 、 Ｉ Ｌ -１ ８ 、 Ｉ Ｌ -６ 、 又 は Ｔ Ｎ Ｆ -α で あ る 、 請 求 項 ２
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 薬 剤 が 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 薬 剤 が 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 、 請 求
項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば
れ る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば
れ る 配 列 に 、 高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 、 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配
列 を 有 す る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 、 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配
列 に 、 高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ｐ ５ ３ の 発 現 の 低 減 方 法 で あ っ て 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の 発 現 を 低 減 す る こ と が で き
る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 の 低 減 が 、 ｐ ５ ３
の 発 現 を 低 減 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 Ｂ ｃ ｌ -２ の 発 現 の 増 加 方 法 で あ っ て 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の 発 現 を 低 減 す る こ と が
で き る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 の 低 減 が 、 ｐ
５ ３ の 発 現 を 増 加 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 Ｔ Ｎ Ｆ -ア ル フ ァ の レ ベ ル の 低 減 を 必 要 と す る 患 者 に お い て 、 Ｔ Ｎ Ｆ -ア ル フ ァ の レ ベ ル
を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 請 求 項 ６ 又 は ７ に 記 載 の ア ン チ セ ン ス ・ ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Ｔ Ｎ Ｆ -ア ル フ ァ の レ ベ ル の 低 減 を 必 要 と す る 患 者 に お い て 、 Ｔ Ｎ Ｆ -ア ル フ ァ の レ ベ ル
を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 該 患 者 に 、 請 求 項 ８ 又 は ９ に 記 載 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 投 与 す る こ と
を 含 む 、 前 記 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 増 大 し た Ｉ Ｌ -１ 、 Ｔ Ｎ Ｆ -ア ル フ ァ 、 又 は Ｉ Ｌ -６ レ ベ ル に よ り 特 徴 付 け ら れ る 病 的 状
態 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 該 病 的 状 態 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 、 因 子 ５ ａ １ の 発 現 を 低 減 す
る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 病 的 状 態 が 、 リ ュ ー マ チ 様 関 節 炎 及 び 骨 関 節 炎 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 動 脈 炎 、 ク ロ
ー ン 病 、 ｉ ｂ ｄ 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 冠 動 脈 心 疾 患 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 糖 尿 病 、 ル ー プ ス 、 多 発
性 硬 化 症 、 グ レ ー ブ ス 病 、 歯 周 病 、 緑 内 障 及 び 黄 斑 変 性 症 、 円 錐 角 膜 を 含 む 眼 表 面 疾 患 、
器 官 虚 血 -心 臓 、 腎 臓 、 再 灌 流 損 傷 、 敗 血 症 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 器 官 移 植 片 拒 絶 、 乾 癬 及 び
湿 疹 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 細 胞 が 、 上 皮 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 単 球 分 化 の 抑 制 又 は 除 去 方 法 で あ っ て 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 を 低 減 で き る 薬
剤 を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 の 低 減 が 、 単 球 分 化 を
抑 制 又 は 除 去 す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 薬 剤 が 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ １ に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 薬 剤 が 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ １ に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 、 請 求
項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば
れ る 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば れ
る 配 列 に 、 高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 、 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配
列 を 有 す る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 、 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配
列 に 、 高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 緑 内 障 の 眼 に お け る 網 膜 神 経 節 細 胞 死 を 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 網 膜 神 経 節 細 胞 に お い
て ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る こ と を 含 む 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 抑 制 が 、 前 記 網 膜 神 経 節 細 胞 に 、 ア ン チ セ
ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド が 、 ヒ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 し て 標 的 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ６ 又 は ２ ７ で あ る 、 請 求 項 ２ ７
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ６ で あ る か 、 又 は 配 列 番 号 ２ ６
に 相 補 的 な 配 列 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求
項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
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　 前 記 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ７ で あ る か 、 又 は 配 列 番 号 ２ ７
に 相 補 的 な 配 列 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求
項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 篩 骨 篩 板 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て
、 篩 骨 篩 板 細 胞 に 、 ヒ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス ・
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 ア ン チ セ ン ス ・ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 該 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る
、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 篩 骨 篩 板 細 胞 が ヒ ト 由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ６ で あ る か 、 又 は 配 列 番 号 ２ ６
に 相 補 的 な 配 列 に 、 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請
求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ７ で あ る か 、 又 は 配 列 番 号 ２ ７
に 相 補 的 な 配 列 に 、 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請
求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 星 状 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 で あ っ て 、 星
状 細 胞 に 、 ヒ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と を 含 み 、 こ こ で 該 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が 、 該 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る 、 前 記 方
法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 星 状 細 胞 が ヒ ト 由 来 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 真 核 生 物 開 始 因 子 -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )、 つ ま り ア ポ ト ー
シ ス 因 子 ５ Ａ 若 し く は 因 子 ５ Ａ １ 又 は ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ と 呼 ば れ る も の 、
及 び デ オ キ シ ハ イ プ シ ン ・ シ ン タ ー ゼ (Ｄ Ｈ Ｓ )に 関 す る 。 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５
Ａ 及 び Ｄ Ｈ Ｓ の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 及 び Ｄ Ｈ Ｓ の 発 現 抑
制 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　
　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ３ 年 ３ 月 １ ０ 日 に 出 願 さ れ た 継 続 中 の 米 国 出 願 第 10/383,614号 で あ り
、 ２ ０ ０ ２ 年 １ ０ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 継 続 中 の 米 国 出 願 第 10/277,969号 で あ り 、 ２ ０ ０
２ 年 ７ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 第 10/200,148号 で あ り 、 ２ ０ ０ ２ 年 ５ 月 ７ 日 に 出 願
さ れ た 米 国 出 願 第 10/141,647号 で あ り 、 ２ ０ ０ １ 年 ７ 月 ２ ３ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 第 9/
909,796号 で あ り 、 こ れ ら 全 て の 出 願 は 、 本 明 細 書 中 に そ の 全 て を 援 用 さ れ る 。 本 出 願 は
ま た 、 ２ ０ ０ ３ 年 ３ 月 ５ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 60/451,677号 ； ２ ０ ０ ３ 年 ６ 月 ６ 日 に
出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/476,194号 、 ２ ０ ０ ３ 年 ９ 月 ２ ２ 日 に 出 願 さ れ た 60/504,731号
に 優 先 権 を 主 張 す る 。 こ れ ら 全 て の 出 願 は 、 本 明 細 書 中 に そ の 全 て を 援 用 さ れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 明 確 な 形 態 的 特 徴 、 例 え ば 細 胞 収 縮 、 ク ロ マ チ ン 凝 集 、 核 の 断 片 化 、
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及 び 膜 小 胞 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 遺 伝 的 に プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 の 事 象 で あ る (Kerr et a
l. (1972) Br. J. Cancer, 26,239-257 ; Wyllie et al. (1980) hit. Rev. Cytol., 68,
251-306)。 ア ポ ト ー シ ス は 、 通 常 の 組 織 発 生 及 び 恒 常 性 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 そ
し て ア ポ ト ー シ ス プ ロ グ ラ ム の 欠 落 が 、 神 経 変 性 及 び 自 己 免 疫 疾 患 か ら 新 生 物 ま で の 範 囲
の 広 範 な ヒ ト 疾 患 に 寄 与 す る と 考 え ら れ て い る (Thompson (1995) Science, 267,1456-146
2 ; Mullauer et al. (2001) Mutat. Res, 488, 211-231） 。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 形 態 的
特 徴 は 、 明 確 に 特 徴 づ け さ れ て い る が 、 こ の 過 程 を 制 御 す る 分 子 経 路 は 、 解 明 さ れ 始 め て
き た に 過 ぎ な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 担 う と 考 え ら れ て い る タ ン パ ク 質 の 一 群 は 、 カ ス パ
ー ゼ と 呼 ば れ る シ ス テ イ ン ・ プ ロ テ ア ー ゼ ・ フ ァ ミ リ ー で あ り 、 ア ポ ト ー シ ス の 多 く の 経
路 に 必 要 と さ れ る よ う で あ る (Creagh & Martin (2001) Biochem. Soc. Trans, 29,696-70
1 ; Dales et al. (2001) Leuk. Lymphoma, 41,247-253） 。 カ ス パ ー ゼ は 、 種 々 の 細 胞 内
タ ン パ ク 質 を 切 断 す る こ と に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 刺 激 に 応 答 し て ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ
し 、 こ れ に よ り 細 胞 収 縮 、 膜 小 胞 形 成 、 及 び Ｄ Ｎ Ａ 断 片 化 を 含 む ア ポ ト ー シ ス の 古 典 的 特
徴 が も た ら さ れ る (Chang & Yang (2000) Microbiol. Mol. Biol. Rev., 64,821-846） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 促 進 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｂ ａ ｘ 又 は Ｂ ａ ｋ は ま た 、 カ ス パ ー ゼ 活 性 化 分
子 、 例 え ば ミ ト コ ン ド リ ア ・ シ ト ク ロ ー ム ｃ を 放 出 す る こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お
い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 そ れ に よ り ア ポ ト ー シ ス を 介 し た 細 胞 死 を 促 進 す る (Martinou 
& Green (2001) Nat. Rev. Mol. Cell. Biol., 2,63-67; Zou et al. (1997) Cell, 90,4
05-413） 。  抗 -ア ポ ト ー シ ス ・ タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｂ ｃ ｌ -２ は 、 ア ポ ト ー シ ス 促 進 性 タ
ン パ ク 質 、 Ｂ ａ ｘ 及 び Ｂ ａ ｋ の 活 性 を 拮 抗 作 用 す る こ と に よ り 細 胞 の 生 存 を 促 進 す る (Tsu
jimoto (1998) Genes Cells, 3,697-707 ; Kroemer (1997) Nature Med., 3, 614-620）
。 Ｂ ａ ｘ ： Ｂ ｃ ｌ -２ の 比 は 、 細 胞 の 運 命 を 決 定 付 け る 一 の 様 式 で あ る と 考 え ら れ 、 過 剰
量 の Ｂ ａ ｘ は 、 ア ポ ト ー シ ス を 促 進 し 、 そ し て 過 剰 量 の Ｂ ｃ ｌ -２ は 、 細 胞 の 生 存 を 促 進
す る (Salomons et al. (1997) Int. J. Cancer, 71,959-965 ; Wallace-Brodeur & Lowe 
(1999) Cell Mol. Life Sci., 55,64-75） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に 関 与 す る 他 の 主 要 タ ン パ ク 質 は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 ｐ ５ ３ に よ り コ ー ド さ
れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 成 長 を 制 御 す る 転 写 因 子 で あ り 、 そ し て
損 傷 を 受 け た 及 び 遺 伝 的 に 不 安 定 な 細 胞 に お い て 、 お そ ら く Ｂ ａ ｘ の 上 方 制 御 を 介 し て ア
ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る (Bold et al. (1997) Surgical Oncology, 6,133-142 ; Ronen et 
al., 1996; Schuler & Green (2001) Biochem. Soc. Trans., 29, 684-688 ; Ryan et al
. (2001) Curr.Opin. Cell Biol., 13,332-337 ; Zornig et al. (2001) Biochem. Bioph
ys. Acta, 1551, F1-F37） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 を 特 徴 付 け る 明 確 な 形 態 的 特 徴 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス の
開 始 及 び 進 行 を 評 価 す る た め の 多 く の 方 法 が 生 み 出 さ れ て き た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い
る 細 胞 の 検 出 に 使 用 で き る 該 細 胞 の １ の そ う し た 特 徴 は 、 フ リ ッ パ ー ゼ の 活 性 化 で あ り 、
原 形 質 膜 の 内 部 小 胞 (inner leaflet)に 通 常 局 在 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 リ ン 脂 質 の
外 局 在 化 を も た ら す (Fadok et al. (1992) J. Immunol., 149,4029-4035） 。 外 局 在 化 さ
れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を 有 す る ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 は 、 蛍 光 色 素 に 結 合 さ
れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 結 合 性 タ ン パ ク 質 、 ア ネ キ シ ン Ｖ に よ り 検 出 さ れ う る 。 ア ポ ト
ー シ ス ・ プ ロ セ ス の 間 生 じ る 特 徴 的 な Ｄ Ｎ Ａ 断 片 化 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 晒 さ れ た ３ ’ -Ｏ Ｈ
を 、 蛍 光 標 識 さ れ た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド で 標 識 す る こ と に よ り 検 出 さ れ う る 。 核 酸 に 結
合 す る 蛍 光 色 素 、 例 え ば ヘ キ ス ト 33258は 、 ク ロ マ チ ン 凝 集 及 び ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い
る 細 胞 に お け る 核 断 片 化 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 細 胞 集 合 に お け る ア ポ ト ー シ ス
の 程 度 は 、 細 胞 抽 出 物 に お い て 存 在 す る カ ス パ ー ゼ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 の 程 度 か ら も 推
察 さ れ う る 。
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【 ０ ０ ０ ８ 】
　 遺 伝 的 に 定 義 さ れ た プ ロ セ ス と し て 、 ア ポ ト ー シ ス は 、 他 の 発 生 プ ロ グ ラ ム と 同 様 に 、
突 然 変 異 に よ っ て 乱 さ れ う る 。 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 変 化 は 、 癌 を 含 む 多 く の 疾 病 プ ロ セ ス
に お い て 主 要 な 役 割 を 担 う こ と が 信 じ ら れ て い る (Wyllie et al. (1980) Irait. Rev. Cy
tol., 68,251-306 ; Thompson (1995) Science, 267,1456-1462 ; Sen & D'Incalci (199
2) FEBSLetters, 307,122-127 ; McDonnell et al. (1995) Seminars in Cancer and Bio
logy, 6, 53-60） 。 癌 の 発 生 と 進 行 の 研 究 は 、 伝 統 的 に 細 胞 増 殖 に 焦 点 を 当 て て き た 。 し
か し な が ら 、 腫 瘍 形 成 に お い て ア ポ ト ー シ ス が 担 う 重 要 な 役 割 が 最 近 明 ら か に さ れ て き た
。 実 際 、 ア ポ ト ー シ ス に つ い て 現 在 知 ら れ て い る こ と の 多 く は 、 腫 瘍 モ デ ル を 使 用 し て 知
ら れ る よ う に な っ た 。 な ぜ な ら 、 ア ポ ト ー シ ス の 制 御 は 、 腫 瘍 細 胞 に お い て 何 ら か の 方 法
に よ り 常 に 変 化 さ れ て い る か ら で あ る (Bold et al. (1997) Surgical Oncology, 6, 133-
142） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 腫 瘍 発 生 の 間 、 種 々 の シ グ ナ ル に よ り 引 き 起 こ さ れ う る 。 細 胞 外 シ グ
ナ ル は 、 成 長 又 は 生 存 因 子 の 減 少 、 低 酸 素 状 態 、 及 び 電 離 放 射 線 を 含 む 。 ア ポ ト ー シ ス を
引 き 起 こ し う る 内 部 シ グ ナ ル は 、 Ｄ Ｎ Ａ 損 傷 、 テ ロ メ ア の 短 縮 、 及 び 不 適 切 な 増 殖 シ グ ナ
ル を も た ら す 発 癌 性 の 突 然 変 異 を 含 む (Lowe & Lin (2000) Carcinogenesis, 21, 485-495
） 。 悪 性 腫 瘍 を 治 療 す る た め に 使 用 さ れ る 電 離 放 射 線 及 び ほ と ん ど 全 て の 細 胞 傷 害 性 の 化
学 療 法 薬 は 、 内 在 性 の ア ポ ト ー シ ス メ カ ニ ズ ム を 引 き 起 こ す こ と に よ り 作 用 し て 、 細 胞 死
を 導 く と 考 え ら れ て い る (Rowan & Fisher (1997) Leukemia, 11,457-465 ; Kerr et al. 
(1994) Cancer, 73,2013-2026 ; Martin & Schwartz (1997) Oncology Research, 9,1-5)
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 癌 の 進 行 の 初 期 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 薬 剤 (例 え ば 、 電 離 放
射 線 又 は 化 学 療 法 薬 )に 感 受 性 で あ る と い う こ と が 、 証 拠 に よ り 示 さ れ る 。 し か し な が ら
、 腫 瘍 が 進 行 す る に つ れ て 、 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 刺 激 に 対 し て 抵 抗 性 を 発 達 さ せ る (N
aik et al. (1996) Genes and Development, 10,2105-2116)。 こ れ に よ り 、 初 期 の 癌 が よ
り 進 行 し た 癌 よ り も 治 療 に よ り よ く 反 応 す る と い う 理 由 が 説 明 さ れ る か も し れ な い 。 後 期
の 癌 が 、 化 学 療 法 及 び 放 射 線 治 療 に 抵 抗 性 を 発 達 さ せ る 能 力 は 、 腫 瘍 細 胞 が ア ポ ト ー シ ス
刺 激 に 応 答 す る 能 力 を 制 限 す る ア ポ ト ー シ ス 経 路 に 関 連 し て い る よ う で あ る (Reed et al.
 (1996) Journal of Cellular Biology, 60,23-32 ; Meyn et al. (1996) Cancer Metast
asis Reviews, 15, 119-131 ; Hannun (1997) Blood, 89, 1845-1853; Reed (1995) Toxi
cology Letters, 82-83, 155-158 ; Hickman (1996) European Journal of Cancer, 32A,
 921-926)。 化 学 療 法 に 対 す る 抵 抗 性 は 、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 及 び 大 腸 癌 の 各 々 に お い て
、 抗 ア ポ ト ー シ ス 性 の 遺 伝 子 ｂ ｃ ｌ -２ の 過 発 現 、 及 び ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る ｂ ａ ｘ 遺
伝 子 の 欠 失 又 は 突 然 変 異 に 関 連 し て き た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 腫 瘍 細 胞 が 播 種 性 転 移 を 首 尾 よ く 行 う 能 力 は ま た 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 変 化 に 関 連 す る
よ う で あ る (Bold et al. (1997) Surgical Oncology, 6,133-142） 。 例 え ば 、 腫 瘍 抑 制 遺
伝 子 ｐ ５ ３ の 突 然 変 異 は 、 ７ ０ ％ の 腫 瘍 に お い て 生 じ る と 考 え ら れ て い る (Evan et al. (
1995) Curr : Opin. Cell Biol., 7,825-834)。 ｐ ５ ３ を 不 活 性 化 す る 突 然 変 異 は 、 Ｄ Ｎ
Ａ 損 傷 に 応 答 し て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 細 胞 の 能 力 を 制 限 し 、 細 胞 を さ ら な る 突 然 変 異
を 受 け や す い も の に す る (Ko & Prives (1996) Genes and Development, 10,1054-1072)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 そ れ ゆ え 、 ア ポ ト ー シ ス は 、 悪 性 形 質 転 換 及 び 転 移 の 発 生 及 び 進 行 に 密 接 に 関 連 し 、 そ
し て 関 連 す る ア ポ ト ー シ ス 経 路 を よ り よ く 理 解 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ を
通 し た ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 調 節 に よ る 癌 治 療 の た め の 新 規 の 潜 在 的 標 的 が も た ら さ れ う る
(Bold et al. (1997) Surgical Oncology, 6, 133-142)。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 直 前 に 上 方 制 御 さ れ る ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー
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ニ ン グ に 関 す る 。 こ の ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ は 、 ア ポ ト ー シ ス に よ り 引 き 起 こ
さ れ る 病 状 に お い て 、 本 発 明 の 適 切 な 標 的 と な る よ う で あ る 。 な ぜ な ら 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ は
、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に 関 与 す る 下 流 エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 を 転 写 後 制 御 す る レ ベ ル で
作 用 す る よ う で あ る か ら で あ る 。 特 異 的 に 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ は 、 ア ポ ト
ー シ ス の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 核 か ら 細 胞 質 へ の 移 動 を
選 択 的 に 促 進 す る よ う で あ り 、 続 い て 細 胞 質 に お い て ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 翻 訳 さ れ る 。 ア ポ ト ー シ
ス を 開 始 す る 最 終 的 な 決 定 は 、 内 部 及 び 外 部 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る シ グ ナ ル と
ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 す る シ グ ナ ル と の 間 の 複 合 相 互 作 用 か ら 生 じ る よ う で あ る (Lowe & Li
n (2000) Carcinogenesis, 21,485-495)。 ア ポ ト ー シ ス の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子
の 翻 訳 を 促 進 す る 能 力 を 介 し て 、 ア ポ ト ー シ ス 関 連 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ は 、 シ グ ナ ル 間 の バ ラ ン
ス を ア ポ ト ー シ ス の 側 に 傾 け る よ う で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 抗 癌 剤 が ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス 経 路 の
変 化 が 、 薬 剤 誘 導 性 の 細 胞 死 を 弱 め 得 る と い う こ と が 認 め ら れ た (Schmitt & Lowe (1999)
 J. Pathol., 187,127-137)。 例 え ば 、 多 く の 抗 癌 剤 は ｐ ５ ３ を 上 方 制 御 し 、 そ し て ｐ ５
３ を 欠 失 し た 腫 瘍 細 胞 は 、 こ れ ら の 薬 剤 に 対 し 抵 抗 性 を 発 達 さ せ る 。 し か し な が ら 、 ほ と
ん ど 多 く の 化 学 療 法 薬 は 、 投 与 量 が 十 分 で あ る な ら ば ｐ ５ ３ に 依 存 せ ず ア ポ ト ー シ ス を 誘
導 す る こ と が で き 、 こ の こ と は 、 薬 剤 抵 抗 性 の 腫 瘍 に お い て さ え 、 ア ポ ト ー シ ス へ の 経 路
が 完 全 に ブ ロ ッ ク さ れ て い る わ け で は な い と い う こ と を 示 し て い る (Wallace-Brodeur & L
owe (1999) Cell Mol. Life Sci., 55,64- 75)。 こ の こ と に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -
５ Ａ は 突 然 変 異 し た 遺 伝 子 を 訂 正 し な い が 、 ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 誘 導 は 、 ｐ ５ ３
依 存 性 の 経 路 を 迂 回 し 、 そ し て 代 わ り の 経 路 を 促 進 す る こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 で
き る か も し れ な い と い う こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 関 連 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ は 、 通 常 の 近 接 す る 細 胞 に 影 響 を ほ と ん ど 与 え な い か 又
は 全 く 与 え な い 一 方 で 、 癌 細 胞 を 選 択 的 に 標 的 す る 潜 在 能 力 を 有 す る 。 腫 瘍 細 胞 に お い て
発 現 さ れ る 分 裂 促 進 的 癌 遺 伝 子 が 、 通 常 細 胞 で は 存 在 し な い 特 定 種 類 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 形 態 で
ア ポ ト ー シ ス ・ シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と の た め に 、 上 記 能 力 が 生 じ る (Lowe et al. (1993
) Cell, 74, 954-967; Lowe & Lin (2000) Carcinogenesis, 21,485-495)。 例 え ば 、 ｐ ５
３ 突 然 変 異 腫 瘍 細 胞 に お け る 野 生 型 ｐ ５ ３ の 修 復 は 、 直 接 的 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し 、 そ
し て 腫 瘍 細 胞 系 列 及 び 異 種 移 植 に お い て 薬 剤 感 受 性 を 増 大 さ せ る (Spitz et al., 1996; B
adie et al. 1998))。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ア ポ ト ー シ ス -ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 選 択 性 は 、 ア ポ ト ー シ ス -ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 、 核 か ら 細 胞 質 へ
の ア ポ ト ー シ ス の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 移 動 を 仲 介 す る こ と に よ り
、 ア ポ ト ー シ ス の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 選 択 的 に 促 進 す る と
い う 事 実 か ら 生 じ る 。 こ う し て 、 ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 効 果 を 有 す る た め に は 、 こ
れ ら の エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 に つ い て の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 、 転 写 さ れ て い な け れ ば な ら な い
。 こ れ ら の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 癌 細 胞 に お い て 転 写 さ れ る が 、 近 接 す る 通 常 の 細 胞 に お い て 転 写
さ れ な い か ぎ り 、 ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 癌 細 胞 で ア ポ ト ー シ ス を 促 進 す る が 、 通 常
細 胞 で は あ る と し て も 最 小 効 果 し か 有 し な い と い う こ と が 予 期 さ れ る 。 こ う し て 、 腫 瘍 細
胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 関 連 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ で ア ポ ト ー シ ス を 起 す 潜 在 能 力 を 修 復 す る こ
と に よ り 、 癌 患 者 が 受 け る 毒 性 及 び 副 作 用 は 、 腫 瘍 細 胞 の 選 択 的 に 標 的 す る た め 低 減 さ れ
う る 。 ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 誘 導 は ま た 、 腫 瘍 細 胞 の 抗 癌 剤 へ の 応 答 を 増 強 し 、 そ
れ に よ り 薬 剤 耐 性 腫 瘍 に 対 す る こ れ ら の 薬 剤 の 有 効 性 を 改 良 す る 可 能 性 を 有 す る 。 次 に 、
ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 誘 導 は 、 有 効 性 を 有 す る 抗 癌 剤 の よ り 少 な い 投 与 量 と 、 患 者
に 対 す る 低 減 さ れ た 毒 性 を も た ら し う る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お け る 変 化 は ま た 、 緑 内 障 に よ る 盲 目 を 引 き 起 こ す 網 膜 神 経 節 細 胞
の 変 性 に 、 重 要 な 役 割 を 果 た す と 信 じ ら れ て い る 。 緑 内 障 は 、 増 大 し た 眼 内 圧 (Ｉ Ｏ Ｐ )が
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、 視 神 経 の 損 傷 及 び 進 行 性 の 盲 目 を 引 き 起 こ す 目 の 病 気 の 群 を 表 す 。 緑 内 障 は 、 現 在 、 視
神 経 へ の 損 傷 を 低 減 す る た め に 、 Ｉ Ｏ Ｐ を 制 御 す る 薬 剤 又 は 外 科 手 術 、 或 い は ニ ュ ー ロ ・
プ ロ テ ク タ ー (neuro-protector)の 使 用 に よ っ て 管 理 さ れ る が 、 緑 内 障 眼 に お け る ア ポ ト
ー シ ス に よ る 変 性 か ら 網 膜 神 経 節 細 胞 を 保 護 す る 必 要 性 が 残 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 サ イ ト カ イ ン は ま た 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に 関 わ っ て い る 。 生 物 学 的 な シ ス テ ム は 、 シ ス
テ ム の 制 御 の た め 細 胞 間 相 互 作 用 を 必 要 と し 、 そ し て 一 般 的 に 多 種 多 様 の サ イ ト カ イ ン が
細 胞 間 の ク ロ ス ト ー ク に 関 与 し て い る 。 サ イ ト カ イ ン は 、 多 種 の 刺 激 に 応 答 し て 多 く の 異
な る 細 胞 型 に よ り 産 生 さ れ る メ デ ィ エ ー タ ー で あ る 。 サ イ ト カ イ ン は 、 多 く の 異 な る 細 胞
型 に 多 く の 異 な る 効 果 を 発 揮 で き る 多 面 的 な 分 子 で あ る が 、 特 に 免 疫 応 答 並 び に 造 血 細 胞
の 増 殖 及 び 分 化 を 調 節 す る 点 で 重 要 で あ る 。 標 的 細 胞 へ の サ イ ト カ イ ン の 作 用 は 、 固 有 の
サ イ ト カ イ ン 、 相 対 濃 度 、 及 び 他 の メ デ ィ エ ー タ ー の 存 在 に 依 存 し て 、 細 胞 の 生 存 、 増 殖
、 活 性 化 、 分 化 、 又 は ア ポ ト ー シ ス を 促 進 で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 自 己 免 疫 疾 患 (乾 癬 、 リ ュ ー マ チ 様 関 節 炎 、 ク ロ ー ン 病 )を 治 療 す る た め に 、 抗 サ イ ト カ
イ ン を 使 用 す る こ と は 、 一 般 的 に 受 け 入 れ ら れ て き て い る 。 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン 、 Ｉ
Ｌ -１ 及 び Ｔ Ｎ Ｆ は 、 こ れ ら の 慢 性 疾 患 の 病 状 に 大 き な 役 割 を 果 た し 、 そ し て こ れ ら ２ 種
の サ イ ト カ イ ン の 生 理 活 性 を 低 減 す る 抗 サ イ ト カ イ ン 治 療 は 、 治 療 効 果 を 提 供 す る こ と が
で き る (Dinarello and Abraham, 2002)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ (Ｉ Ｌ -１ )は 、 局 所 的 及 び 全 身 性 の 炎 症 反 応 を 仲 介 す る 重 要 な サ イ
ト カ イ ン で あ り 、 そ し て Ｉ Ｌ -１ は 、 脈 管 炎 、 骨 粗 鬆 症 、 神 経 変 性 疾 患 、 糖 尿 病 、 ル ー プ
ス 腎 炎 、 及 び 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば リ ュ ー マ チ 様 関 節 炎 を 含 む 多 く の 疾 患 の 発 症 に お い て
Ｔ Ｎ Ｆ と 相 乗 作 用 を 与 え る こ と が で き る 。 メ ラ ノ ー マ 細 胞 で 注 射 さ れ た 際 の Ｉ Ｌ -１ β ノ
ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 転 移 及 び 血 管 形 成 に 対 す る 抵 抗 性 に よ っ て 、 腫 瘍 血 管 形 成 及 び 侵 襲 性
に お け る Ｉ Ｌ -１ β の 重 要 性 が 示 さ れ た  (Voronov et al., 2003)。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ８ (Ｉ Ｌ -１ ８ )は 、 Ｉ Ｌ -１ フ ァ ミ リ ー の 最 近 発 見 さ れ た メ ン バ ー で
あ り 、 そ し て Ｉ Ｌ -１ の 構 造 、 受 容 体 、 及 び 機 能 に 関 係 を 有 す る 。 Ｉ Ｌ -１ ８ は 、 イ ン タ ー
フ ェ ロ ン -γ (Ｉ Ｆ Ｎ -γ )、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 及 び Ｉ Ｌ -１ を 誘 導 す る そ の 能 力 の 結 果 と し て 炎 症
性 及 び 自 己 免 疫 疾 患 に 関 与 す る 中 心 サ イ ト カ イ ン (central cytokine)で あ る 。 IL-１ β 及
び IL-１ ８ は 両 方 と も 、 心 筋 虚 血 の 期 間 に お け る 心 機 能 不 全 に 寄 与 す る と 知 ら れ て い る サ
イ ト カ イ ン で あ る Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き る (Maekawa et al., 2002))。 Ｉ
Ｌ － １ ８ 結 合 タ ン パ ク 質 で 中 和 す る こ と に よ る Ｉ Ｌ － １ ８ の 阻 害 が 、 表 面 灌 流 さ れ た ヒ ト
心 房 心 筋 の 虚 血 ／ 再 灌 流 モ デ ル に お け る 虚 血 誘 導 性 心 筋 機 能 障 害 を 低 減 す る こ と が 発 見 さ
れ た (Dinarello 2001） 。 マ ウ ス Ｉ Ｌ -１ ８ 結 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る Ｉ Ｌ -１ ８ の 中 和 は
、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 、 Ｔ Ｎ Ｆ － ア ル フ ァ 、 及 び Ｉ Ｌ － １ β 転 写 レ ベ ル を 低 減 で き 、 そ し て コ ラ ー
ゲ ン 誘 導 性 関 節 炎 マ ウ ス モ デ ル に お い て 関 節 の 損 傷 を 低 減 す る こ と が で き た (Banda et al
., 2003)。 Ｉ Ｌ -１ ８ 結 合 タ ン パ ク 質 を マ ウ ス ・ メ ラ ノ ー マ モ デ ル に 注 射 す る こ と に よ り
う ま く 転 移 が 抑 制 さ れ た の で 、 Ｉ Ｌ -１ ８ 産 生 又 は 利 用 可 能 性 の 低 下 に よ っ て 転 移 性 癌 を
制 御 す る 利 点 が 証 明 さ れ う る (Carrascal et al., 2003)。 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン と し て
の 重 要 性 を さ ら に 指 し 示 す も の と し て 、 Ｉ Ｌ -１ ８ の 血 漿 レ ベ ル は 、 慢 性 肝 臓 疾 患 を 患 う
患 者 に お い て 上 昇 し 、 そ し て 増 大 し た レ ベ ル は 、 疾 患 の 重 篤 度 と 相 関 し た (Ludwiczek et 
al., 2002)。 同 様 に Ｉ Ｌ -１ ８ 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α は 、 腎 障 害 を 患 う 糖 尿 病 患 者 の 血 清 に お い て
増 加 し た (Moriwaki et al., 2003)。 外 傷 性 脳 損 傷 の 後 に 生 じ る 神 経 炎 症 は ま た 、 炎 症 促
進 性 の サ イ ト カ イ ン に よ り 仲 介 さ れ 、 そ し て Ｉ Ｌ -１ ８ 結 合 タ ン パ ク 質 に よ る Ｉ Ｌ -１ ８ の
阻 害 は 、 脳 外 傷 後 の マ ウ ス に お い て 神 経 の 回 復 を 改 善 し た (Yatsiv et al., 2002)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 サ イ ト カ イ ン の Ｔ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る Ｔ Ｎ Ｆ -α は 、 造 血 細 胞 へ の 共 分 裂
促 進 効 果 か ら 、 炎 症 応 答 の 誘 導 、 及 び 多 く の 細 胞 型 に お け る 細 胞 死 の 誘 導 に 及 ぶ 多 面 的 な
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効 果 を 有 す る 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン で あ る 。 Ｔ Ｎ Ｆ -α は 、 通 常 、 細 菌 の リ ポ 多 糖 、 寄
生 生 物 、 ウ イ ル ス 、 悪 性 細 胞 、 及 び サ イ ト カ イ ン に よ り 誘 導 さ れ 、 そ し て 感 染 及 び 癌 か ら
細 胞 を 保 護 す る た め に 通 常 有 利 に 作 用 す る 。 し か し な が ら 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α の 不 適 切 な 誘 導 は
、 急 性 及 び 慢 性 の 炎 症 、 例 え ば 、 自 己 免 疫 疾 患 か ら も た ら さ れ る 疾 患 に 対 し て 主 に 関 与 す
る も の で あ り 、 そ し て 癌 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 、 心 臓 疾 患 、 及 び 敗 血 症 に も 関 与 し う る (Aggarwal an
d Natarajan, 1996; Sharma and Anker, 2002に 総 説 さ れ る )。 実 験 動 物 モ デ ル の 疾 患  (つ
ま り 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 及 び リ ュ ー マ チ 様 関 節 炎 )、 並 び に ヒ ト 疾 病 (つ ま り 、 炎 症 性 腸 疾 患
、 及 び 急 性 移 植 片 対 宿 主 疾 患 )は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α を ブ ロ ッ ク す る 有 利 な 効 果 を 示 し た  (Wallac
h et al., 1999)。 Ｔ Ｎ Ｆ -α の 抑 制 は 、 ク ロ ー ン 病 (van Deventer, 1999)及 び リ ュ ウ マ チ
様 関 節 炎 (Richard-Miceli and Dougados, 2001)な ど の 自 己 免 疫 疾 患 を 患 う 患 者 の 症 状 を
軽 減 す る 点 で 有 効 で あ っ た 。 Ｂ リ ン パ 球 の 生 存 及 び 成 長 を 促 進 す る Ｔ Ｎ Ｆ -α の 能 力 は 、
Ｂ 細 胞 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 (Ｂ -Ｃ Ｌ Ｌ )の 発 症 に お い て 、 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ 、 そ し
て Ｂ -Ｃ Ｌ Ｌ に お け る Ｔ 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る Ｔ Ｎ Ｆ -α の レ ベ ル は 、 腫 瘍 の 質 量 及 び 疾 患
ス テ ー ジ と 正 に 相 関 し た  (Bojarska-Junak et al., 2002)。 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ -β (Ｉ Ｌ
-１ β )は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 を 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る サ イ ト カ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン ・ シ ン タ ー ゼ (Ｄ Ｈ Ｓ )及 び ハ イ プ シ ン を 含 む 真 核 生 物 翻 訳 開 始 因 子
-５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )は 、 細 胞 成 長 及 び 分 化 を 含 む 多 く の 細 胞 プ ロ セ ス で 、 重 要 な 役 割 を 果
た す こ と が 知 ら れ て い る 。 極 め て 稀 な ア ミ ノ 酸 で あ る ハ イ プ シ ン は 、 全 て の 試 験 さ れ た 真
核 生 物 及 び 古 細 菌 に お い て 見 つ か っ て い る が 、 真 性 細 菌 で は 見 つ か っ て お ら ず 、 そ し て ｅ
Ｉ Ｆ -５ Ａ は 、 唯 一 知 ら れ て い る ハ イ プ シ ン を 含 む タ ン パ ク 質 で あ る (Park (1988) J. Bio
l. Chem., 263,7447-7449 ; Schumann & Klink (1989) System. Appl. Microbiol., 11,1
03-107 ; Bartig et al. (1990) System. Appl. Microbiol., 13,112-116 ; Gordon et a
l. (1987a) J. Biol. Chem., 262,16585- 16589)。 活 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ は 、 ２ つ の 翻 訳 後 ス
テ ッ プ で 形 成 さ れ る 。 第 一 ス テ ッ プ は 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン ・ シ ン タ ー ゼ に よ り 触 媒 作 用
さ れ る ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 前 駆 体 の 或 る リ ジ ン の α -ア ミ ノ 基 に 、 ス ペ ル ミ ジ ン の ４ -ア ミ ノ ブ チ
ル 成 分 を 移 す こ と に よ り 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 残 基 を 形 成 す る こ と で あ る 。 第 二 ス テ ッ プ
は 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン ・ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ に よ り ４ -ア ミ ノ ブ チ ル 成 分 を 水 酸 化 し て 、
ハ イ プ シ ン を 形 成 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 種 の 間 で よ く 保 存 さ れ て お り 、 そ し て ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ に お け
る ハ イ プ シ ン 残 基 の 周 辺 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 厳 密 に 保 存 さ れ て お り 、 以 上 の 事 か ら こ の 修 飾
が 生 存 す る た め に 重 要 で あ る こ と が 提 案 さ れ る (Park et al. (1993) Biofactors, 4,95-1
04)。 こ の 仮 定 は 、 今 日 ま で 酵 母 に お い て 見 つ か っ た ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ア イ ソ フ ォ ー ム の 両 方
の 不 活 性 化 、 又 は Ｄ Ｈ Ｓ 遺 伝 子 活 性 化 状 態 で 第 一 ス テ ッ プ を 触 媒 す る Ｄ Ｈ Ｓ 遺 伝 子 の 不 活
性 化 が 、 細 胞 分 裂 を 阻 害 し た と い う 観 察 に よ り さ ら に 支 持 さ れ る (Schnier et al. (1991)
 Mol. Cell. Biol., 11,3105-3114 ; Sasaki et al. (1996) FEBS Lett., 384,151-154 ;
 Park et al. (1998) J. Biol. Chem., 273,1677-1683)。 し か し な が ら 、 酵 母 に お い て ｅ
Ｉ Ｆ -５ Ａ タ ン パ ク 質 を 枯 渇 す る こ と は 、 全 体 の タ ン パ ク 質 合 成 に お い て 少 し の 減 少 を も
た ら す の み で あ り 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 、 タ ン パ ク 質 の 全 体 の 合 成 よ り は む し ろ 、 特 異 的 な ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の サ ブ セ ッ ト 翻 訳 に 必 要 と さ れ て い る と い う こ と を 示 唆 す る (Kang et al. (1993),
 "Effect of initiation factor eIF-5A depletion on cell proliferation and protein
 synthesis, "in Tuite, M. (ed） , Protein Synthesis and Targeting in Yeast, NATO 
Series H)。 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ に 結 合 す る リ ガ ン ド は 、 高 度 に 保 存 さ れ た モ チ ー フ を 共 有 す る と
い う 最 近 の 発 見 は 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 重 要 性 を 支 持 す る (Xu & Chen (2001) J. Biol. Chem.,
 276,2555-2561)。 さ ら に 、 改 変 さ れ た ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ハ イ プ シ ン 残 基 は 、 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列
特 異 的 な 結 合 に 必 須 で あ り 、 そ し て こ の 結 合 が リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ か ら の 保 護 を 提 供 し な い
と い う こ と が 発 見 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 細 胞 内 欠 損 が 、 核 に お け る 特 異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 有 意 な 増 加 を も た
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ら し 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 、 核 か ら 細 胞 質 へ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 ク ラ ス を 輸 送 す る こ と に 関 与
し う る と い う こ と を 指 し 示 す 。 (Liu & Tartakoff (1997) Supplement to Molecular Biol
ogy of the Cell, 8,426a. Abstract No. 2476,37th American Society for Cell Biolog
y Annual Meeting)。 核 孔 付 随 核 内 フ ィ ラ メ ン ト (nuclear pore-associated intranuclear
 filament)で の ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 増 大 、 及 び そ の 一 般 的 核 輸 送 受 容 体 と の 相 互 作 用 に よ り 、
ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 、 ポ リ ソ ー ム の 要 素 と い う よ り は む し ろ 、 核 ・ 細 胞 質 間 輸 送 タ ン パ ク 質 で
あ る と い う こ と が さ ら に 提 案 さ れ る (Rosorius et al. (1999) J. Cell Science, 112,236
9-2380)。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ に つ い て の 第 一 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 １ ９ ８ ９ 年 に 、 Smit-McBride et al.,に よ り
　 ヒ ト か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ し て そ れ か ら ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は 遺 伝 子 は 、 種
々 の 真 核 生 物 、 例 え ば 酵 母 、 ラ ッ ト 、 ニ ワ ト リ の 胚 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 及 び ト マ ト な ど か
ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た (Smit-McBride et al. (1989a) J. Biol. Chem., 264,1578-1583 ;
 Schnier et al. (1991) (酵 母 ); Sano, A. (1995) in Imahori, M. et al. (eds), Poly
amines, Basic and Clinical Aspects, VNU Science Press, The Netherlands, 81-88 (
ラ ッ ト ); Rinaudo & Park (1992) FASEB J., 6, A453 (ニ ワ ト リ 胚 ); Pay et al. (1991)
 Plant Mol. Biol., 17,927-929 (ア ル フ ァ ル フ ァ ); Wang et al. (2001) J. Biol. Chem
., 276,17541- 17549 (ト マ ト )。  
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は 、 種 々 の ヒ ト 組 織 及 び 哺 乳 動 物 細 胞 系 列 で 探 索 さ れ た
。 例 え ば 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 発 現 の 変 化 は 、 血 清 飢 餓 に 続 い て 血 清 添 加 後 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 に
お い て 調 べ ら れ た (Pang & Chen (1994) J. Cell Physiol., 160, 531-538)。 デ オ キ シ ハ
イ プ シ ン ・ シ ン タ ー ゼ 活 性 が 年 齢 依 存 的 に 減 少 す る こ と 、 及 び ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 前 駆 体 を 多
く 含 む こ と が 、 感 覚 器 の 線 維 芽 細 胞 に お い て 観 測 さ れ た 。 し か し な が ら 、 ア イ ソ フ ォ ー ム
の 差 異 の 平 均 化 を 反 映 す る 可 能 性 は 、 測 定 さ れ な か っ た (Chen & Chen (1997b) J. Cell P
hysio., 170, 248-254)。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 研 究 に よ り 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス １
型 Ｒ ｅ ｖ タ ン パ ク 質 、 及 び Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス １ 型 Ｒ ｅ ｘ タ ン パ ク 質 な ど の ウ イ ル ス タ
ン パ ク 質 の 細 胞 標 的 で あ り う る と い う こ と が 示 さ れ た (Ruhl et al. (1993) J. Cell Biol
., 123,1309-1320 ; Katahira et al. (1995) J. Virol., 69,3125-3133)。 以 前 の 研 究 に
よ り 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 、 他 の Ｒ Ｎ Ａ -結 合 タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｒ ｅ ｖ と 相 互 作 用 す る こ と に
よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ を 標 的 し 得 る と い う こ と が 示 さ れ 、 こ れ ら の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 が ｅ Ｉ Ｆ -
５ Ａ を ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ ッ シ ン グ に リ ク ル ー ト す る と い う こ と が 示 唆 さ れ た (Liu et 
al. (1997) Biol. Signals, 6, 166-174)。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ う し て 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ 及 び Ｄ Ｈ Ｓ は 周 知 で あ る が 、 ど う や っ て こ れ ら の タ ン パ ク 質 が ア
ポ ト ー シ ス 経 路 に 関 与 す る か を 理 解 す る 必 要 性 、 並 び に ア ポ ト ー シ ス 及 び サ イ ト カ イ ン 発
現 を 調 節 す る こ と が で き る サ イ ト カ イ ン 刺 激 を 理 解 す る 必 要 性 が 残 っ て い る 。 本 発 明 は 、
こ の 必 要 性 を 満 た す も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ 又 は 単 純 に ５ Ａ １ と 呼 ば れ る 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的
真 核 生 物 開 始 因 子 ５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １
核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て 因
子 ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 又 は 抑 制 方 法 に も 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、
ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 炎 症 促 進 性 サ イ ト カ イ ン の 発 現 を
抑 制 ま た は 阻 害 す る こ と に も 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現
を 抑 制 す る こ と に よ っ て 、 ｐ ５ ３ の 発 現 を 抑 制 又 は 阻 害 す る こ と に 関 す る 。 本 発 明 は ま た
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、 ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 し て 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発
現 を 阻 害 又 は 抑 制 す る こ と に よ り 、 Ｂ ｃ ｌ -２ の 発 現 を 増 大 さ せ る 方 法 に も 関 す る 。 本 発
明 は ま た 、 ヒ ト 上 皮 細 胞 に お い て 、 サ イ ト カ イ ン 、 特 に Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 を 抑 制 す る 方 法
を 提 供 す る 。 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で 標 的 さ れ た
ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発
現 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 緑 内 障 の 眼 に お い て 網 膜 神 経 節 細 胞 を 抑 制 す る 方 法 が 提 供 さ れ
る 。 本 発 明 は ま た 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の
発 現 を 制 御 す る こ と に よ り 、 樹 上 細 胞 成 熟 及 び Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 活 性 化 の 割 合 を 制 御 す る 方 法 を 提
供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　
　 真 核 生 物 開 始 因 子 ５ ａ (ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )の 幾 つ か の ア イ ソ フ ォ ー ム が 単 離 さ れ 、 そ し て 公
表 さ れ た デ ー タ ー バ ン ク に 存 在 す る 。 こ れ ら の ア イ ソ フ ォ ー ム が 、 機 能 的 に 重 複 し て い る
と 考 え ら れ た 。 本 発 明 者 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 の 直 前 に １ つ の ア イ ソ フ ォ ー ム が 上 方 制
御 さ れ る と い う こ と を 発 見 し 、 本 発 明 者 は こ の ア イ ソ フ ォ ー ム を ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 、
又 は ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 、 又 は 因 子 ５ Ａ １ 、 又 は ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ と 名 付 け た 。
本 発 明 の 対 象 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ 並 び に ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 活 性 化 に 関 与 す る Ｄ Ｈ Ｓ で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ は 、 ア ポ ト ー シ ス が 引 き 起 こ す 病 状 を 介 入 す る た め に 適 し た 標 的
で あ る よ う だ 。 な ぜ な ら 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ は 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に 関 与 す る 下 流 の
エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 の 転 写 後 調 節 の レ ベ ル で 作 用 す る よ う だ か ら で あ る 。 特 異 的 に
、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ は 、 ア ポ ト ー シ ス の 下 流 エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 を コ ー ド す る
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 核 か ら 細 胞 質 へ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 移 動 を 選 択 的 に 促 進 す る よ う で あ り 、 続 い て 細 胞
質 で ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 翻 訳 さ れ る 。 ア ポ ト ー シ ス を 開 始 す る た め の 最 終 的 な 決 定 は 、 内 部 と 外 部
の ア ポ ト ー シ ス 促 進 性 シ グ ナ ル と ア ポ ト ー シ ス 抑 制 性 シ グ ナ ル と の 間 の 複 雑 な 相 互 作 用 か
ら 生 じ る よ う で あ る (Lowe & Lin (2000) Carcinogenesis, 21,485-495)。 ア ポ ト ー シ ス の
下 流 エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 の 翻 訳 を 促 進 す る 能 力 を 介 し て 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ は
、 シ グ ナ ル 間 の バ ラ ン ス を ア ポ ト ー シ ス の 側 に 傾 け る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 又 は Ｄ Ｈ Ｓ の 発 現 を 抑 制 又 は 低 減 す る 薬 剤 を
投 与 す る こ と に よ り 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 又 は 低 減 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ア ポ ト ー シ
ス 因 子 ５ Ａ 又 は Ｄ Ｈ Ｓ の 発 現 を 抑 制 又 は 低 減 で き る １ の 薬 剤 は 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 in vitro及 び in vivoで 、 遺 伝 子 特 異 的 な 抑 制
を 達 成 す る た め に 首 尾 よ く 使 用 さ れ て き た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 短 い
Ｄ Ｎ Ａ (又 は Ｄ Ｎ Ａ ア ナ ロ グ )の 合 成 鎖 で あ っ て 、 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 の ア ン チ セ
ン ス で あ る (つ ま り 相 補 的 で あ る )鎖 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 的
に 結 合 し 、 そ し て 転 写 、 翻 訳 、 又 は ス プ ラ イ シ ン グ の レ ベ ル で 発 現 を 止 め る こ と に よ り 、
Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 止 す る よ う に 設 計 さ れ る
。 分 解 に 抵 抗 性 で あ る 改 変 骨 格 (Blake et al., 1985)を 使 用 す る こ と に よ り 、 例 え ば オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 へ と 置 換 し て 、 ヌ
ク レ ア ー ゼ 分 解 を 妨 害 す る こ と (Matzura and Eckstein, 1968)に よ り 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 培 養 及 び 疾 患 の 動 物 モ デ ル の 両 方 に お い て 首 尾 よ く 使 用 さ れ て
き て い る (Hogrefe, 1999)。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ポ
リ ペ プ チ ド 又 は ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
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有 す る 。 本 発 明 者 は 、 種 々 の 細 胞 系 列 に 、 以 下 に 記 載 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ポ リ ペ
プ チ ド の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
、 そ し て ア ポ ト ー シ ス を 起 す 細 胞 の 数 を 計 測 し た 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て
い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 数 の 減 少 を 示 し た 。 図 ５ ４ -５
８ は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い
て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ て い な い 細 胞 に 比 較 し て 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )の 低 下 を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ポ リ ペ プ チ ド 又 は Ｄ Ｈ Ｓ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 多
く の 適 切 な 核 酸 配 列 の 使 用 を 考 慮 す る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 １ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 １ １ 、 １ ５ 、
１ ９ 、 ２ ０ 、 及 び ２ １ (ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 核 酸 配 列 )、 配 列 番 号 ６ 及 び ８ (ア ポ ト ー シ
ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ 核 酸 配 列 )、 配 列 番 号 １ ２ 及 び １ ６ (ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 配 列 )、 及 び 配
列 番 号 ７ (ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 )、 或 い は そ れ ら の 一 部 は 、 適 切 な
配 列 を 提 供 す る 。 他 の 好 ま し い ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 配 列 は 、 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び *

８ を 含 む 。 更 な る ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 で 列 挙 さ れ た も の と 実 質 的 な 配 列 同
一 性 (つ ま り ９ ０ ％ の 相 同 性 )を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は か な り 厳 し い 条 件 下 で 、 列 挙 さ
れ た 配 列 番 号 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 さ ら に 、 他 の 適
切 な 配 列 は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 の 方 法 に 従 っ て 、 既 知 の 配 列 を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し て
見 つ け ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 本 鎖 、 二 本 鎖 の Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 又
は ハ イ ブ リ ッ ド で あ っ て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 安 定 性 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 な
ど を 増 大 す る た め に 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 方 法 に よ っ て 改 変 さ れ て も よ い 。 こ れ ら の 改 変
は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ り 、 非 限 定 的 に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 骨 格 を 改 変 し 、 糖 部 分
を 改 変 し 、 又 は 塩 基 を 改 変 す る こ と を 含 む 。 種 々 の Ｄ Ｎ Ａ -Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 又 は 「 ギ
ャ ッ プ 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 通 常 呼 ば れ る 構 築 物 も 、 こ れ ら の 改 変 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 又 は Ｄ Ｈ Ｓ の 発 現 を 抑 制 又 は 低 減 す る こ と が で き る 他
の 薬 剤 を 提 供 す る 。 １ の そ う し た 薬 剤 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 低 分 子 抑 制 Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ )は 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 実 行 可 能 な 代 替 物 と し て 現 れ て き た 。 な
ぜ な ら 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 達 成 さ れ る 抑 制 レ ベ ル と 同 じ か 又 は そ れ よ
り 優 れ た 抑 制 レ ベ ル を 達 成 す る た め に 、 よ り 少 な い 濃 度 し か 必 要 と し な い か ら で あ る (Tho
mpson, 2002)。 長 い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ は 、 種 々 の 生 物 、 例 え ば 植 物 、 線 虫 、 及 び シ ョ ウ ジ ョ ウ
バ エ に お い て 、 特 異 的 な 遺 伝 子 発 現 を サ イ レ ン シ ン グ す る た め に 使 用 さ れ て き た 。 ダ イ サ
ー と 呼 ば れ る Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ -Ｉ Ｉ Ｉ フ ァ ミ リ ー の 酵 素 は 、 こ れ ら の 長 い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を ２ １
～ ２ ３ ヌ ク レ オ チ ド の 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ へ と プ ロ セ ッ シ ン グ し 、 該 低 分 子 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ は 、
次 に Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 サ イ レ ン シ ン グ 複 合 体 (Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ )中 に 組 み 入 れ ら れ る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が ほ ど
か れ る と 、 Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ を 活 性 化 し 、 そ し て 一 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 、 塩 基 対 形 成 に よ り 内 在 性 の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ と 複 合 体 形 成 す る こ と を 導 く 。 Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ に よ り 内 在 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 認 識 さ れ る こ
と に よ り 、 内 在 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 切 断 さ れ 、 そ し て 結 果 と し て 、 翻 訳 に 利 用 で き な い も の と し
て し ま う 。 長 い 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 哺 乳 動 物 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 強 力 な 抗 ウ イ ル ス 応
答 が も た ら さ れ 、 こ の 過 程 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 使 用 す る こ と に よ り バ イ パ ス さ れ 得 る (Elbashi
r et al., 2001)。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 細 胞 培 養 物 に お い て 広 く 使 用 さ れ 、 そ し て 通 常 、 ９ ０
％ 以 上 の 特 異 的 遺 伝 子 発 現 の 減 少 を 達 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 は 、 疾 患 の 動 物 モ デ ル に お け る 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る 点 で 一 般 的 に な
っ て き て い る 。 最 近 の 研 究 に よ り 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 水 力 学 的 な 注
射 デ リ バ リ ー 技 術 (Lewis et al., 2002)を 使 用 し て 、 出 生 後 の マ ウ ス に お い て 、 広 範 囲 な
組 織 に お い て 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た プ ラ ス ミ ド か ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 を 阻 害
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す る こ と が で き る と い う こ と が 示 さ れ た 。 マ ウ ス の 尻 尾 静 脈 内 に 水 力 学 的 に 注 射 さ れ た Ｆ
ａ ｓ 、 Ｔ Ｎ Ｆ フ ァ ミ リ ー の 受 容 体 に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ８ ０ ％ 超 の 幹 細 胞 に ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て 最 後 の 注 射 後 １ ０ 日 ま で 、 肝 臓 に お け る Ｆ ａ ｓ 発 現
を ９ ０ ％ 減 少 さ せ る こ と が で き た (Song　 et al., 2003)。 Ｆ ａ ｓ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ま た 、 肝
臓 の 線 維 形 成 及 び 劇 症 肝 炎 か ら マ ウ ス を 保 護 す る こ と も で き た 。 致 死 量 の リ ポ 多 糖 で 処 置
さ れ た マ ウ ス に お け る 敗 血 症 の 発 達 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ α (Sorensen et al., 2003)に 対 す る ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 に よ り 抑 制 さ れ た 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 細 胞 培 養 物 に お い て 及 び in vivoで そ の
長 く 続 く 有 効 性 、 in vivoで 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で き る そ の 能 力 、 並 び に 血 清 中
で の 分 解 抵 抗 性 の 観 点 か ら 、 in vivoに お い て 特 異 的 遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る た め の と て も
強 力 な 薬 剤 と な る 可 能 性 を 有 す る (Bertrand et al., 2002)。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 者 は 、 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ
し て ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の 発 現 に 関 す る 効 果 を 研 究 し た 。 図 ６ ４ は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子
５ ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 が 、 よ り 少 な い ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５
ａ タ ン パ ク 質 を 産 生 す る と い う こ と を 示 す 。 図 ６ ４ ～ ６ ７ は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 が 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い 細 胞 に 比 較 し て 、 ア ン プ ト テ シ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α に 晒 さ
れ た 後 に ア ポ ト ー シ ス を 起 す 細 胞 の 低 い 割 合 を 有 す る と い う こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し い ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を
含 む 。 更 な る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 列 挙 さ れ た 配 列 に 実 質 的 な 配 列 同 一 性  (つ ま り ９ ０ ％ の 相 同
性 )を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む か 、 又 は 列 挙 さ れ た 配 列 番 号 に 、 高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 配 列 を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 多 く の 重 要 な ヒ ト 疾 患 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 制 御 異 常 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。 こ れ ら の 異
常 は 、 細 胞 数 の 病 的 増 加 (例 え ば 、 癌 ） か 又 は 損 害 を 受 け る ほ ど の 細 胞 の 減 少 (例 え ば 、 変
性 疾 患 )の い ず れ か に な り う る 。 非 制 限 的 な 例 と し て 、 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 は 、 以 下
の ア ポ ト ー シ ス に 関 連 す る 疾 病 及 び 疾 患 ： 神 経 学 的 /神 経 変 性 疾 患 (例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 筋 萎 縮 性 外 側 硬 化 症 (ル ー ・ ゲ ー リ ッ グ 病 )、 自
己 免 疫 疾 患 (例 え ば 、 リ ュ ー マ チ 様 関 節 炎 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス (Ｓ Ｌ Ｅ )、 多 発 性 硬
化 症 )、 デ ュ シ ェ ン ヌ 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー (Ｄ Ｍ Ｄ )、 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 虚 血 、 心 臓 虚 血
、 慢 性 心 不 全 、 卒 中 、 乳 児 性 脊 髄 筋 肉 萎 縮 症 、 心 停 止 、 腎 不 全 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 敗 血
症 及 び 感 染 性 シ ョ ッ ク 、 エ イ ズ 、 肝 炎 、 緑 内 障 、 糖 尿 病 (１ 型 及 び ２ 型 )、 喘 息 、 網 膜 色 素
変 性 症 、 骨 粗 鬆 症 、 異 種 移 植 拒 絶 、 並 び に 火 傷 傷 害 を 予 防 又 は 治 療 す る た め に 使 用 さ れ う
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ア ポ ト ー シ ス の 制 御 の 異 常 に よ り 引 き 起 こ さ れ る そ う し た 疾 患 の １ つ は 緑 内 障 で あ る 。
緑 内 障 は 、 視 神 経 の 損 傷 か ら 生 じ る 目 の 病 気 群 で あ り 、 進 行 性 の 盲 目 を も た ら す 。 ア ポ ト
ー シ ス は 、 こ の 視 神 経 損 傷 の 直 接 的 な 原 因 で あ る と 示 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 緑 内 障 研 究 の 分 野 に お け る 初 期 の 研 究 に よ り 、 Ｉ Ｏ Ｐ の 上 昇 が 篩 骨 篩 板 の レ ベ ル で 軸 索
輸 送 の 妨 害 を 導 き 、 そ の 後 に 網 膜 神 経 節 細 胞 が 死 ぬ と い う こ と が 示 唆 さ れ た (Quigley及 び
Anderson (1976) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., 15,606-16 ; Minckler, Bunt,及 び Kl
ock, (1978) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., 17,33-50 ; Anderson及 び Hendrickson, (
1974) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., 13,771-83 ; Quigley et al., (1980) Invest. 
Ophthalmol. Vis. Sci., 19,505-17)。 緑 内 障 の 動 物 モ デ ル 及 び 死 後 の ヒ ト 組 織 の 研 究 に
よ り 、 緑 内 障 の 網 膜 神 経 節 細 胞 の 死 は 、 ア ポ ト ー シ ス に よ り 引 き 起 こ さ れ る と い う こ と が
示 唆 さ れ た (Garcia-Valenzuela e. al., (1995) Exp. Eye Res., 61,33-44 ; Quigley et
 al., (1995) Invest. Ophthalmol. Vis. Sci, 36,774-786 ; Monard, (1998) In : Haef
liger IO, Flammer J (eds) Nitric Oxide and Endothelin in the Pathogenesis of Gla
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uconia, New York, NY, Lippincott-Raven, 213-220)。 増 大 し た Ｉ Ｏ Ｐ の 結 果 と し て の 軸
索 輸 送 の 妨 害 は 、 栄 養 素 の 欠 乏 に よ り 、 網 膜 神 経 節 細 胞 死 に 寄 与 す る か も し れ な い (Quigl
ey, (1995) Aust N Z J Ophthalmol, 23 (2), 85-91)。 緑 内 障 の 眼 に お け る 視 神 経 乳 頭 星
状 細 胞 は ま た 、 い く つ か の 神 経 毒 性 物 質 の 増 大 し た レ ベ ル を も た ら す こ と が 発 見 さ れ た 。
例 え ば 、 腫 瘍 壊 死 因 子 -α (Ｔ Ｎ Ｆ -α )産 生 の 増 大 (Yan et al., (2000) Arch. Ophthalmol
., 118,666-673)、 及 び 一 酸 化 窒 素 合 成 (Neufeld et al., (1997) Arch. Ophthalmol., 11
5,497-503)、 一 酸 化 窒 素 を 上 昇 さ せ る 酵 素 は 、 緑 内 障 の 目 の 視 神 経 乳 頭 に お い て 見 つ か っ
た 。 さ ら に 、 一 酸 化 窒 素 合 成 の 誘 導 型 (ｉ Ｎ Ｏ Ｓ )及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α の 発 現 増 加 は 、 遺 伝 的 網
膜 疾 患 の ラ ッ ト の モ デ ル に お い て 観 察 さ れ た (Cotinet et al., (1997) Glia, 20,59-69 ;
 de Kozak et al., (1997) Ocul. Immunol. Inflamm., 5,85-94 ; Goureau et al., (199
9) J. Neurochem, 72,2506-2515)。 緑 内 障 視 神 経 乳 頭 に お い て 、 過 剰 量 の 一 酸 化 窒 素 は 、
網 膜 神 経 節 細 胞 の 軸 作 の 変 性 に 関 連 し た (Arthur及 び Neufeld, (1999) Surv Ophthalmol, 
43 (Suppl 1), S129-S135)。 最 後 に 、 模 擬 的 な 虚 血 又 は 静 水 圧 の 増 加 に 応 答 す る 網 膜 グ リ
ア 細 胞 に よ る Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 の 増 大 は 、 共 培 養 さ れ た 網 膜 神 経 節 細 胞 に お い て ア ポ ト ー
シ ス を 誘 導 す る こ と が 示 さ れ た (Tezel and Wax, (2000) J Neurosci., 20 (23), 8693-87
00)。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に よ る 変 性 か ら 網 膜 神 経 節 細 胞 を 守 る こ と は 、 緑 内 障 が 原 因 の 盲 目 に 対 す
る 新 た な 治 療 の 可 能 性 と し て 研 究 中 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 網 膜
の 神 経 節 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス に よ る 細 胞 死 か ら 保 護 す る た め に 、 幾 つ か の グ ル ー プ に よ っ
て 使 用 さ れ て 、 ア ポ ト ー シ ス 過 程 に お け る 鍵 と な る タ ン パ ク 質 を 標 的 し た 。 ア ン チ セ ン ス
・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 異 的 な Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 標 識 に ア ン チ セ ン ス (又 は 相 補 的 )で
あ る 、 短 い 、 Ｄ Ｎ Ａ (又 は Ｄ Ｎ Ａ ア ナ ロ グ )の 合 成 鎖 で あ る 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 標 的 に 結 合 し 、 転 写 、 翻 訳 、 又 は ス プ ラ イ シ ン グ の レ ベ ル で 発 現 を 停 止 す る こ
と に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る よ う に
設 計 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 薬 と し て 使 用 す る ハ ー ド ル の １ つ は 、
ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 血 液 及 び 細 胞 中 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 急 速 に 分 解 さ れ る こ と で あ る
。 こ の 問 題 は 、 分 解 に 抵 抗 性 の 改 変 さ れ た 骨 格 を 使 用 す る こ と に よ り 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 中 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 を 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 へ と 置 換 し て (Matzura
 and Eckstein,(1968) Eur. J. Biochem.,3, 448－ 452)、 ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 を 遅 延 さ せ る
こ と に よ り 取 り 組 ま れ て き た (Blake et al., (1985) Biochemistry, 24,6139-6145)。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 眼 疾 患 の 動 物 モ デ ル に お い て 首 尾 よ く 使 用 さ れ
て き た 。 一 時 的 な 網 膜 全 体 の 虚 血 の モ デ ル に お い て 、 カ ス パ ー ゼ ２ の 発 現 は 、 虚 血 の 間 、
先 ず 網 膜 内 顆 粒 層 及 び 網 膜 神 経 節 細 胞 層 に お い て 増 大 し た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 使 用 し て カ ス パ ー ゼ を 抑 制 す る こ と に よ り 、 網 膜 電 図 に よ り 測 定 さ れ る 有 意 な 組
織 病 理 学 的 及 び 機 能 的 な 改 善 が 導 か れ た (Singh et al., (2001) J ; Neurochem., 77 (2)
, 466-75)。 他 の 試 験 に よ っ て 、 視 神 経 が 切 断 さ れ る 際 、 網 膜 神 経 節 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ
ス 促 進 性 の Ｂ ａ ｘ を 上 方 制 御 し 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ す こ と が 示 さ れ た 。 Ｂ ａ
ｘ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ラ ッ ト の 側 頭 上 網 膜 (temporal superior retin
a)に 繰 り 返 し 注 射 す る こ と に よ り 、 Ｂ ａ ｘ の 局 所 的 発 現 を 抑 制 し 、 生 存 す る 網 膜 神 経 節 細
胞 の 数 を 増 大 し 、 視 神 経 の ト ラ ン ス ア ク シ ョ ン を 起 し た (Isenmann et al., (1999) Cell 
Death Differ., 6 (7). 673-82） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 網 膜 神 経 節 細 胞 へ と デ リ バ リ ー す る こ と は 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を リ ポ ソ ー ム 中 に 封 入 し 、 次 に リ ポ ソ ー ム が 、 融 合 に よ り セ ン ダ イ ウ イ
ル ス (HVJ;セ ン ダ イ ウ イ ル ス )の エ ン ベ ロ ー プ で コ ー ト さ れ る (Ｈ Ｖ Ｊ リ ポ ソ ー ム )こ と に よ
っ て 改 良 さ れ る 。 Ｈ Ｖ Ｊ リ ポ ソ ー ム 中 に 封 入 さ れ た Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 マ ウ ス に 硝 子 体 注 射 す る こ と に よ り 、 神 経 節 層 に お い て ４ ４ ％ の 細 胞 で 高
い 蛍 光 を も た ら し た 。 こ の 蛍 光 は ３ 日 間 続 い た が 、 そ の 一 方 、 剥 き 出 し の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 ア
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ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 蛍 光 は １ 日 後 に 消 失 し た (Hangai et al., (1998) Arc
h Ophthalmol, 116 (7), 976） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 又 は 調 節 す る 方 法 は 、 目 の 細 胞 、 例 え ば 非 限 定 的 に 、 星 状
細 胞 、 網 膜 神 経 節 、 網 膜 グ リ ア 細 胞 、 及 び 篩 骨 篩 板 の 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す
る こ と に 向 け ら れ る 。 緑 内 障 の 網 膜 神 経 節 細 胞 の 死 は 、 ア ポ ト ー シ ス に よ り 起 こ る 。 こ う
し て 、 網 膜 神 経 節 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス に よ る 変 性 か ら 保 護 す る こ と に よ り 網 膜 神 経 節 細
胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 抑 制 す る 方 法 は 、 緑 内 障 が 原 因 と な る 盲 目 を 保 護 す る 新 規 の 治
療 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 緑 内 障 の 目
に お い て 網 膜 の 神 経 節 細 胞 死 を 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５
Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス が 低 減 さ れ る 。 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ
５ Ａ １ は 、 ア ポ ト ー シ ス ・ プ ロ セ ス の 全 体 を 制 御 し て い る と 思 え る 強 力 な 遺 伝 子 で あ る 。
こ う し て 、 視 神 経 乳 頭 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 制 御 す る こ と に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的
ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 阻 害 が 緑 内 障 の 治 療 を 提 供 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 抑 制 は 、 ヒ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ
１ を 標 的 と す る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 目 の 細 胞 、 例 え ば
非 限 定 的 に 篩 骨 篩 板 、 星 状 細 胞 、 網 膜 神 経 節 、 又 は 網 膜 グ リ ア 細 胞 に 投 与 す る こ と に よ り
達 成 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 で 定 義 さ れ た と お り で あ り 、 つ ま
り 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る 。 ヒ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 し て 標 的 さ れ る ア ン チ
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ポ リ ペ プ チ ド の
少 な く と も 一 部 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。 好 ま し い ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ６ 又 は ２ ７ を 含 み 、 或 い は か な り 厳 格 な 状 況 下 で 配 列 番 号 ２
６ 又 は ２ ７ に 相 補 的 な 配 列 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 態 様 は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 、 星 状 細 胞 、 網 膜 神 経 節 細 胞 、 又 は 網 膜 グ リ ア
細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。 ヒ ト
・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 し て 標 的 さ れ た ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 例 え ば 非 限 定 的 に 配 列 番 号 ２ ６ 及 び ２ ７ は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 、 星 状 細 胞 、 網 膜 神 経 節 細
胞 、 又 は 網 膜 グ リ ア 細 胞 に 投 与 さ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 は ヒ ト の 細 胞 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に お け る 役 割 を 有 す る こ と に 加 え て 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ は 、 免 疫 応 答 に お い て も
役 割 を 有 し う る 。 本 発 明 者 は 、 虚 血 心 臓 組 織 に お け る ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ レ ベ ル が 、 ２
種 の サ イ ト カ イ ン (イ ン タ ー ロ イ キ ン １ -β “ Ｉ Ｌ -β ” 及 び イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ８ “ Ｉ Ｌ -
１ ８ ” )レ ベ ル の 上 昇 と 相 関 す る こ と を 発 見 し 、 そ う し て さ ら に 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ
が 虚 血 心 臓 組 織 に 存 在 す る こ と か ら 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ が 細 胞 死 に 関 与 す る こ と を 証
明 し た 。 さ ら に 、 こ の ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ／ イ ン タ ー ロ イ キ ン の 相 関 は 、 非 虚 血 心 臓 組
織 に お い て は 見 ら れ な か っ た 。 図 ５ ０ Ａ -Ｆ 、 及 び ５ １ を 参 照 の こ と 。 Ｐ Ｃ Ｒ 計 測 を 使 用
し て 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 、 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２ -も う 一 方 の 既 知 の ア イ ソ
フ ォ ー ム 、 又 は 幾 つ か の 図 で ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ と し て 記 載 さ れ る )、 Ｉ Ｌ -１ β 、 及 び Ｉ Ｌ -１ ８
の レ ベ ル を 、 (冠 動 脈 バ イ パ ス ・ グ ラ フ ト 及 び 弁 (僧 帽 弁 及 び 心 房 弁 )置 換 手 術 を 受 け た 患
者 由 来 の )種 々 の 虚 血 性 心 臓 組 織 に お い て 計 測 し 、 そ し て 比 較 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ を 強 力 な イ ン タ ー ロ イ キ ン へ と 相 関 す る こ と に よ っ て 、 虚 血
に お け る 炎 症 及 び ア ポ ト ー シ ス 経 路 が 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の レ ベ ル の 制 御 を 介 し て 制
御 さ れ う る と い う こ と が 示 唆 さ れ る 。 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ が 免 疫 応 答 に 関 与 す る と い う
さ ら な る 証 拠 は 、 ヒ ト 末 梢 血 液 単 核 細 胞 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ )が 、 通 常 か な り 低 い レ ベ ル の ｅ Ｉ Ｆ ５
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Ａ を 発 現 す る と い う 事 実 に よ っ て 提 案 さ れ る が 、 Ｔ -リ ン パ 球 特 異 的 刺 激 で 刺 激 す る 際 、
ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の 発 現 は 、 劇 的 に 増 大 す る (Bevec et al., 1994)。 こ れ に よ り 、 Ｔ 細 胞 増 殖 及
び ／ 又 は 活 性 化 に お け る ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の 役 割 が 提 案 さ れ る 。 活 性 化 Ｔ 細 胞 は 、 広
範 な サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る こ と が で き る の で 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ が サ イ ト カ イ ン ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 核 細 胞 質 間 輸 送 体 と し て 必 要 と さ れ て い る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 他 の 研 究 が 、 ヒ ト ・ 末 梢 血 液 単 核 細 胞 及 び 種 々 の 成 熟 刺 激 剤 で 処 理 さ れ た 血 液 細 胞 に お
い て 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 及 び 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現 に 着 目 し た (Bevec et al., Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA, 91: 10829- 10833. (1994))。 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 は
、 Ｔ 細 胞 活 性 化 も 誘 導 す る 種 々 の 刺 激 に よ り 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に お い て 誘 導 さ れ た (Bevec et al
., 1994)。 Ｈ Ｉ Ｖ -１ 患 者 に お い て 、 健 康 な ド ナ ー と 比 較 し て 高 い レ ベ ル の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ・ ｅ
Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 が 観 測 さ れ た 。 こ の 研 究 の 著 者 は 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 誘 導
さ れ 、 そ の 結 果 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が Ｔ 細 胞 活 性 化 及 び Ｈ Ｉ Ｖ -１ 複 製 に 必 要 で あ る 重 要 な ｍ Ｒ
Ｎ Ａ を 核 細 胞 質 間 輸 送 し て 作 用 で き る こ と を 提 案 す る こ と に よ っ て 、 彼 ら の 結 果 を 解 釈 し
た (Bevec et al., 1994)。 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ は 、 Ｈ Ｉ Ｖ ・ Ｒ ｅ ｖ タ ン パ ク 質 に 対 す る 細 胞 内 結 合
因 子 で あ る こ と が 示 さ れ 、 そ し て Ｈ Ｉ Ｖ 複 製 に 必 要 と さ れ る こ と が 示 さ れ た (Ruhl et al.
 1993)。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 者 は 、 特 異 的 な 刺 激 に 応 じ て サ イ ト カ イ ン を お そ ら く 産 生 す る と 知 ら れ て い る 細
胞 系 列 を 使 用 し て 、 in vitroで 、 サ イ ト カ イ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 核 細 胞 質 間 輸 送 し て 作 用 す る こ
と に よ り サ イ ト カ イ ン の 翻 訳 を 促 進 す る ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 能 力 を 研 究 し た 。 い く つ か の 最 近
の 研 究 は 、 ヒ ト 肝 臓 細 胞 系 列 が 、 他 の サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 誘 導 す る こ と に よ り サ イ ト カ
イ ン 刺 激 に 応 答 で き る と い う こ と を 見 つ け た 。 Ｉ Ｌ -１ β に 応 答 し て 、 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 は
、 投 与 量 依 存 的 な 様 式 で Ｔ Ｎ Ｆ -α の ｍ Ｒ Ｎ Ａ と タ ン パ ク 質 を 即 座 に 産 生 す る (Frede et a
l., 1996; Rowell et al., 1997; Wordemann et al., 1998)。 こ う し て 、 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞
は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 の 制 御 を 研 究 す る た め の モ デ ル ・ シ ス テ ム と し て 使 用 さ れ た 。 Ｈ ｅ ｐ
Ｇ ２ 細 胞 に お け る ｅ Ｉ Ｆ 5Ａ １ 発 現 の 抑 制 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン
ス ・ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 後 で 、 こ の 細 胞 に お け る Ｔ Ｎ Ｆ α の 産 生
の 減 少 を 招 く こ と を 本 発 明 者 が 示 し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ う し て 、 本 発 明 の １ の 態 様 は 、 細 胞 に お け る サ イ ト カ イ ン の レ ベ ル を 低 減 す る 方 法 を
提 供 す る 。 該 方 法 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る 細 胞 へ 薬 剤
を 投 与 す る こ と を 含 む 。 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 を 低 減 す る こ と は 、 サ イ ト カ イ ン
の 発 現 の 低 下 を 招 き 、 そ う し て 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン の 量 の 低 下 を 導 く 。 サ
イ ト カ イ ン は 、 好 ま し く は 炎 症 促 進 性 の サ イ ト カ イ ン で あ り 、 非 限 定 的 に Ｉ Ｌ -１ 、 Ｉ Ｌ -
１ ８ 、 Ｉ Ｌ -６ 、 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の 発 現 を 低 下 で き る 薬 剤 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ に 相 補 的 な 配
列 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て よ い 。 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク
レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る か 、 又 は
高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で 、 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配 列 に ハ イ
ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 薬 剤 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 ん で も 良 い 。 好
ま し く は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る 群 か ら 選 ば れ
る 配 列 を 有 す る か 、 又 は 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る
配 列 に 、 か な り 厳 格 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 図 ６ ５ ～ ６ ７ は
、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 が 、 ア ン プ ト テ
シ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α に 晒 さ れ た 後 に ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 の 低 い 割 合 を 有 す る と い う
こ と を 示 し た 。 薬 剤 は ま た 、 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｈ Ｓ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で も 良 い 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を 有 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に も 向 け ら れ る か 、 又 は 配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ か ら な る 群 か ら 選 ば れ
る 配 列 に 高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 配 列 を
有 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に 向 け ら れ る か 、 又 は 配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ か ら な る
群 か ら 選 ば れ る 配 列 に 高 度 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ｐ ５ ３ の 発 現 を 低 減 す る 方 法 に も 向 け ら れ る 。 本 発 明 は ア ポ ト ー シ ス 因
子 ５ Ａ の 発 現 を 抑 制 で き る 薬 剤 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は 上 で 記 載
さ れ る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 投 与 す る こ と を 含 む 。 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 を 低 減 す る こ と
に よ り 、 図 ５ ２ 及 び 実 施 例 １ １ に 示 さ れ る ｐ ５ ３ の 発 現 が 低 減 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｂ ｃ ｌ -２ の 発 現 を 増 加 す る 方 法 に も 向 け ら れ る 。 該 方 法 は 、 ア ポ ト ー
シ ス 因 子 ５ Ａ の 発 現 を 低 減 す る こ と が で き る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 必 要 と す る 。 好 ま し い
薬 剤 は 、 上 で 記 載 さ れ た ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 ア ポ
ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ の 発 現 低 下 は 、 図 ６ ３ 及 び 実 施 例 １ ３ に 示 さ れ る Ｂ ｃ ｌ -２ の 発 現 を
増 大 さ せ る 。 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 が 、
よ り 少 な い 量 の ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ タ ン パ ク 質 を 産 生 し 、 そ し て さ ら に よ り 多 く の Ｂ
ｃ ｌ -２ タ ン パ ク 質 を 産 生 す る と い う 事 を 、 図 ６ ３ が 示 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ 発
現 の 減 少 は 、 Ｂ ｃ ｌ -２ 発 現 の 増 加 と 相 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α の レ ベ ル を 低 減 す る こ と を 必 要 と す る 患 者 に お い て Ｔ Ｎ Ｆ -α
の レ ベ ル を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 の ア ン チ セ ン ス ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ を 該 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 図 ６ ９ 及 び 実 施 例 １ ４ で 示 さ れ る よ う
に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細
胞 は 、 Ｉ Ｌ -１ で 誘 導 し た 後 に 、 そ う し た ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン さ れ な い 細 胞 よ り 少 な い Ｔ Ｎ Ｆ -α を 産 生 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト 上 皮 細 胞 に お け る Ｔ Ｎ Ｆ -α の レ ベ ル を 低 減 す る 方 法 を 提 供 す る 。 図 ７
４ Ａ 及 び Ｂ 、 並 び に 図 ７ ５ 、 そ し て 実 施 例 １ ５ に お い て 記 載 さ れ る よ う に 、 ヒ ト 上 皮 細 胞
に お け る Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 を 完 全 に 抑 制 し な い 場 合 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 の 低 減 又 は 抑 制
は 疾 患 を 引 き 起 こ す 。 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 抑 制 す
る た め に 使 用 さ れ た 。 こ の 発 現 抑 制 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 を 低 減 又 は 抑 制 す る だ け で は な
く 、 サ イ ト カ イ ン 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス か ら 細 胞 を 保 護 す る 。 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 低 減 す
る こ と に よ り 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 は 低 減 さ れ る 。 こ の 双 方 の 効 果 は 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 例 え
ば ク ロ ー ン 病 及 び 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 患 う 患 者 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 病 気 は Ｔ
Ｎ Ｆ -α に よ り 引 き 起 こ さ れ る 炎 症 の 増 化 と 関 連 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ う し て 、 本 発 明 は 、 増 大 さ れ た Ｉ Ｌ -１ 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 Ｉ Ｌ ６ １ 又 は Ｉ Ｌ -１ ８ レ ベ ル
に よ り 特 徴 付 け ら れ る 病 状 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 該 病 状 を 有 す る 哺 乳 動 物 に 、 ア ポ ト
ー シ ス 因 子 ５ Ａ の 発 現 を 低 減 す る 薬 剤 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Ｉ Ｌ -１ 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 又 は Ｉ Ｌ -６ レ ベ ル の 増 加 に よ り 特 徴 付 け ら れ た 既 知 の 病 状 は 、
非 限 定 的 に 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 及 び 骨 関 節 炎 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 動 脈 性 炎 症 、 ク ロ ー ン
病 、 炎 症 性 腸 疾 患 (ibd)、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 冠 血 管 心 疾 患 、 嚢 胞 性 線 維 症 、 糖 尿 病 、 ル ー プ
ス 、 多 発 性 硬 化 症 、 グ レ ー ブ ス 病 、 歯 周 病 、 緑 内 障 及 び 黄 斑 変 性 症 、 円 錐 角 膜 を 含 む 眼 球
表 面 の 疾 患 、 器 官 虚 血 -心 臓 、 腎 臓 、 再 灌 流 損 傷 、 敗 血 症 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 器 官 移 植 片 拒
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絶 、 乾 癬 及 び 湿 疹 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 最 近 の 研 究 は 、 細 胞 の 分 化 及 び 活 性 化 に お け る ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 重 要 な 役 割 を 示 唆 し た 。
未 成 熟 の 樹 上 細 胞 が 、 分 化 及 び 成 熟 を 誘 導 さ れ た と き 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は
、 Ｃ Ｄ ８ ３ タ ン パ ク 質 発 現 と 一 致 す る (Kruse et al., J. Exp. Med. 191 (9): 1581-1589
 (2000))。 樹 上 細 胞 は 、 ヘ ル パ ー 及 び キ ラ ー Ｔ 細 胞 を 感 作 し て 、 Ｔ 細 胞 性 免 疫 を 誘 導 す る
抗 原 提 示 細 胞 で あ る (Steinman, 1991)。 未 成 熟 の 樹 上 細 胞 は 、 Ｔ 細 胞 を 刺 激 す る 能 力 を 欠
き 、 そ し て Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き る 細 胞 へ と 成 熟 す る た め に 適 切 な 刺 激 (つ ま り
、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 及 び ／ 又 は 微 生 物 産 物 )を 必 要 と す る 。 成 熟 細 胞 に お け る Ｃ Ｄ ８ ３
の 合 成 及 び 表 面 発 現 は 、 ヘ ル パ ー 及 び キ ラ ー Ｔ 細 胞 を 感 作 し 、 そ し て Ｔ 細 胞 性 免 疫 を 誘 導
す る 点 に 重 大 に 関 与 す る 。 未 成 熟 樹 上 細 胞 は 、 ハ イ プ シ ン 化 の 阻 害 剤 (Ｇ Ｃ ７ )及 び そ う し
て ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 活 性 化 の 阻 害 剤 で 前 以 っ て 処 理 さ れ る と き 、 Ｃ Ｄ ８ ３ の 表 面 発 現 は 阻 害 さ
れ た (Kruse et al., 2000)。 本 研 究 の 著 者 は 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 実 質 的 に Ｃ Ｄ ８ ３ ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 核 細 胞 質 間 輸 送 に 必 須 で あ り 、 そ し て ハ イ プ シ ン 化 及 び そ う し て ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ を 妨 害 す る
こ と に よ り 、 Ｃ Ｄ ８ ３ 発 現 及 び 樹 上 細 胞 成 熟 が 妨 害 さ れ る 、 本 発 明 の 結 果 を 解 釈 し た  (Kr
use et al., 2000)。  
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 免 疫 系 に お い て ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の 役 割 を 示 唆 す る こ れ ら の 研 究 の 両 方 に お い て (Bevec et al
., 1994 ; Kruse et al., 2000)、 ど ち ら の ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の ア イ ソ フ ォ ー ム を 著 者 が 試 験 し
た か を 特 定 し て い な い し 又 は 同 定 し て い な い 、 ま た そ う す る 理 由 付 け を 持 っ て い な か っ た
。 上 で 間 単 に 記 載 さ れ る よ う に 、 ヒ ト は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の ２ 個 の ア イ ソ フ ォ ー ム 、 ｅ Ｉ Ｆ ５
Ａ １ (ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ １ )と ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２ を 有 す る こ と が 知 ら れ て お り 、 両 方 と も が
、 別 々 の 染 色 体 上 に コ ー ド さ れ る 。 本 発 明 者 の 発 見 の 前 で は 、 こ れ ら の ア イ ソ フ ォ ー ム の
両 方 が 、 機 能 的 に 重 複 し て い る と 信 じ ら れ て い た 。 Bevec et al.,に よ り 記 載 さ れ る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 刺 激 さ れ た Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ に お い て ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る
た め に 使 用 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ と １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 し 、
そ し て 該 研 究 は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２ の ク ロ ー ニ ン グ 前 に 行 わ れ た 。 同 様 に Kruse et al.,に よ
り 記 載 さ れ る プ ラ イ マ ー で あ っ て 、 樹 上 細 胞 が 成 熟 す る 間 に 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ ー
ン 反 応 に よ り ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ た プ ラ イ マ ー は 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に
対 し て １ ０ ０ ％ の 相 同 性 を 有 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 制 御 し て 、 樹 上 細 胞 成 熟 及 び Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 活 性 化 の 割 合 を
制 御 す る こ と に 関 し 、 該 制 御 は 次 に Ｔ 細 胞 性 免 疫 免 疫 の 割 合 を コ ン ト ロ ー ル し う る 。 本 発
明 者 は 、 Ｕ -９ ３ ７ 細 胞 系 列 を 使 用 し て 、 単 球 を 接 着 マ ク ロ フ ァ ー ジ へ と 分 化 さ せ る 際 の
ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ の 役 割 を 試 験 し た (Bevec et al., 1994)。 な ぜ な ら 、 Ｕ -９ ３ ７ は 、 ｅ Ｉ Ｆ
５ Ａ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る こ と が 知 ら れ て い る か ら で あ る 。 Ｕ -９ ３ ７ は 、 懸 濁 状 態 で 成
長 し 、 Ｐ Ｍ Ａ で 刺 激 し た 際 に 、 接 着 し 、 そ し て マ ク ロ フ ァ ー ジ へ と 分 化 す る ヒ ト 単 球 細 胞
系 列 で あ る 。 培 地 交 換 に よ り Ｐ Ｍ Ａ を 取 り 除 い た と き 、 細 胞 は 、 無 活 動 状 態 に な り 、 そ し
て 次 に サ イ ト カ イ ン を 産 生 で き る よ う に な る (Barrios- Rodiles et al., J. Immunol. 16
3: 963-969 (1999))。 多 く の 細 菌 の 外 膜 上 に 見 つ か る 因 子 で あ り 、 一 般 的 な 炎 症 性 応 答 を
誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る リ ポ 多 糖 (Ｌ Ｐ Ｓ )に 応 答 し て 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -
α と Ｉ Ｌ -１ β を 産 生 す る (Barrios-Rodiles et al., 1999)。 幹 細 胞 の 分 化 の チ ャ ー ト 及
び 結 果 と し て 生 じ る サ イ ト カ イ ン の 産 生 の チ ャ ー ト を 示 す 図 ７ ８ を 参 照 の こ と 。 Ｕ -９ ３
７ 細 胞 は ま た 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 の 後 に Ｉ Ｌ -６ 及 び Ｉ Ｌ -１ ０ を 産 生 す る (Izeboud et al., J. 
Receptor & Signal Transduction Research, 19 (1-4): 191-202. (1999))。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Ｕ -９ ３ ７ 細 胞 を 使 用 し て 、 単 球 の 分 化 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α の 分 泌 の 間 、  ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ は 上
方 制 御 さ れ る と い う こ と が 示 さ れ た 。 図 ７ ７ を 参 照 の こ と 。 従 っ て 、 本 発 明 の １ の 態 様 は
、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 成 熟 を 抑 制 又 は 遅 延 し て 、 サ イ ト カ イ ン の 産 生 を 抑 制 又 は 低 減 す る 方
法 が 提 供 さ れ る 。 本 方 法 は 、 Ｄ Ｈ Ｓ 又 は ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ の 発 現 を 低 減 で き る 薬 剤 を 提 供 す
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る こ と を 含 む 。 Ｄ Ｈ Ｓ の 発 現 を 低 減 又 は 除 去 す る こ と に よ り 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ 活 性 化 は 、
低 減 さ れ 又 は 除 去 さ れ る 。 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ は 、 単 球 分 化 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α 分 泌 の 間 上 方 制 御 さ
れ る の で 、 ｅ Ｉ Ｆ － ５ Ａ １ は 、 単 球 分 化 及 び Ｔ Ｎ Ｆ － α 分 泌 が 生 じ る た め に 必 要 で あ る と
信 じ ら れ て い る 。 こ う し て 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ の 活 性 を 低 減 又 は 除 去 す る こ と に よ り 、 又 は
ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ 発 現 を 直 接 低 減 又 は 除 去 す る こ と に よ り 、 単 球 分 化 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α 分 泌 は 、
低 減 又 は 除 去 さ れ 得 る 。 Ｄ Ｈ Ｓ 又 は ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ の 発 現 を 低 減 で き る 薬 剤 の い ず れ か が
使 用 さ れ 、 そ し て 該 薬 剤 は 非 限 定 的 に 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る と き 、 「 実 質 的 に 同 一 の 配 列 」 又 は 「 実 質 的 に 相 同 性 で あ る 」
と い う 用 語 は 、 該 配 列 が 他 の 配 列 と 実 質 的 な 構 造 的 又 は 機 能 的 な 同 等 性 を 示 す と い う こ と
を 指 す 為 に 使 用 さ れ る 。 実 質 的 に 配 列 同 一 性 又 は 実 質 的 に 相 同 性 を 有 す る 配 列 間 の 構 造 的
又 は 機 能 的 な 差 の い ず れ か は 、 最 小 で あ る ； つ ま り 、 こ の 差 は 、 所 望 の 適 用 形 態 に お い て
意 図 さ れ た よ う に 機 能 す る 配 列 の 能 力 に 影 響 を 与 え な い 。 差 異 は 、 例 え ば 、 異 な る 種 間 で
に お い て コ ド ン 使 用 が 生 来 異 な る こ と が 原 因 で あ り う る 。 か な り の 量 の 配 列 の 重 複 が 存 在
し 、 又 は ２ 以 上 の 異 な る 配 列 間 の 類 似 性 が 存 在 す る な ら 、 或 い は 異 な る 配 列 が 類 似 の 物 理
的 性 質 を 示 す な ら 、 配 列 の 長 さ 又 は 構 造 の 点 で 異 な る と し て も 、 構 造 的 な 差 異 は 、 最 小 で
あ る と 考 え ら れ る 。 そ う し た 特 徴 は 、 例 え ば 、 確 定 さ れ た 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る
能 力 、 又 は タ ン パ ク 質 の 場 合 、 免 疫 学 的 交 差 反 応 、 類 似 の 酵 素 学 的 活 性 な ど を 含 む 。 当 業
者 は 、 技 術 分 野 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 こ れ ら の 特 徴 の 各 々 を 容 易 に 測 定 で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 さ ら に 、 ２ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 そ の 間 で 少 な く と も ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は
８ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以 上 、 及 び 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 類
似 性 を 有 す る な ら ば 、 ２ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 「 実 質 的 に 相 補 的 」 で あ る 。 ２ 個 の ア ミ
ノ 酸 配 列 が 、 活 性 、 又 は 機 能 的 な 関 係 、 ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 と の 間 で 、 少 な く と も ５ ０ ％
、 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し
く は 少 な く と も ９ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ９ ５ ％ の 類 似 性 を 有 す る な ら ば 、 ２ 個
の ア ミ ノ 酸 配 列 は 実 質 的 に 相 同 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ２ 個 の 配 列 を 同 一 割 合 を 測 定 す る た め に 、 配 列 は 、 最 適 比 較 目 的 (例 え ば 、 最 適 配 列 比
較 で は 、 ギ ャ ッ プ は 第 一 及 び 第 二 ア ミ ノ 酸 配 列 又 は 核 酸 配 列 の う ち の １ つ 又 は 両 方 に 導 入
さ れ う る し 、 そ し て 比 較 目 的 で は 、 非 相 同 配 列 は 無 視 さ れ 得 る ） で 、 整 列 さ れ る 。 好 ま し
い 実 施 態 様 で は 、 少 な く と も ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％
以 上 の 長 さ の 参 照 配 列 は 、 比 較 目 的 の た め 整 列 さ れ る 。 次 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 又 は ヌ
ク レ オ チ ド 位 置 で の ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ ド が 比 較 さ れ る 。 第 一 配 列 に お け る 位 置
が 、 第 二 配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 め ら れ る と き
、 分 子 は 、 そ の 位 置 で 同 一 で あ る (こ こ で 使 用 さ れ る と き 、 ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 の 「 同 一 」
は 、 ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 「 ホ モ ロ ジ ー 」 と 同 一 で あ る )。 ２ 個 の 配 列 間 の 同 一 性 の 割 合 (％ )
は 、 こ れ ら の 配 列 に よ り 共 有 さ れ る 同 一 位 置 の 数 の 関 数 で あ り 、 ２ 個 の 配 列 の 最 適 配 列 比
較 の た め に 導 入 さ れ る 必 要 が あ る ギ ャ ッ プ の 数 及 び 各 ギ ャ ッ プ の 長 さ を 考 慮 に 入 れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 配 列 の 比 較 及 び 、 二 つ の 配 列 間 の 同 一 性 及 び 類 似 性 の 割 合 の 決 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ
ム を 使 用 し て 達 成 さ れ う る (Computational Molecular Biology, Lesk, A. M.,著 ., Oxfor
d University Press, New York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Project
s, Smith, D. W., ed., Academic Press, New York, 1993; Computer Analysis of Seque
nce Data, Part 1, Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press, New Je
rsey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Pre
ss, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J., eds., M S
tockton Press, New York, 1991)。
【 ０ ０ ７ ５ 】
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　 本 発 明 の 核 酸 及 び タ ン パ ク 質 配 列 は 、 さ ら に 「 ク エ リ ー 配 列 (query sequence)」 と し て
使 用 さ れ て 、 配 列 デ ー タ ー ベ ー ス に 対 す る 検 索 を 行 っ て 、 例 え ば 他 の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
又 は 関 連 配 列 を 同 定 す る 。 そ う し た 検 索 は 、 Altschul, et al. (1990) J Mol Biol. 215:
 403-10の Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム (バ ー ジ ョ ン ２ .０ )を 使 用 し て 行 わ れ
う る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ヌ ク レ オ チ ド 検 索 は 、 Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム で 行 わ れ う る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ
Ｔ タ ン パ ク 質 検 索 は 、 Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム で 行 わ れ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 相 同 な
ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る 。 比 較 目 的 の た め 、 ギ ャ ッ プ の あ る 配 列 比 較 を 得 る た め に 、 Altschul
 et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25 (17): 3389-3402に 記 載 さ れ る ギ ャ ッ プ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ
Ｔ が 使 用 さ れ る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び ギ ャ ッ プ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る と き 、 そ れ ぞ
れ の プ ロ グ ラ ム (例 え ば Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ )の デ フ ォ ル ト の プ ロ グ ラ ム が 使 用
さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 核 酸 の 「 機 能 的 な 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ て 、 遺 伝 子 又 は ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の ホ モ ロ グ 又 は ア ナ ロ グ を 意 味 す る 。 機 能 的 な 誘 導 体 は 、 与 え ら れ た 遺 伝 子 の
機 能 の 少 な く と も １ 部 を 保 持 し 、 そ れ に よ り 本 発 明 に 従 っ て そ の 用 途 を 許 容 す る 。 本 明 細
書 中 に 記 載 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ポ リ ペ プ チ ド の 「 機 能 的 な 誘 導 体 」 は 、 ア ポ ト ー
シ ス 因 子 ５ Ａ の 断 片 、 バ リ ア ン ト 、 ア ナ ロ グ 、 又 は 化 学 的 誘 導 体 で あ っ て 、 少 な く と も ア
ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の 活 性 又 は ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ に 特 異 的 な 抗 体 と 免 疫 学 的 交 差 反 応
を 保 持 す る も の で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ポ リ ペ プ チ ド は 、 分 子 の サ ブ セ ッ ト の い ず
れ か を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 機 能 的 な バ リ ア ン ト は 、 機 能 に お い て 何 の 変 化 を も た ら さ な い か 又 は 有 意 で な い 変 化 し
か も た ら さ な い 類 似 ア ミ ノ 酸 の 置 換 も 含 み う る 。 機 能 に 必 須 な ア ミ ノ 酸 は 、 当 該 技 術 分 野
に お い て 周 知 な 方 法 、 例 え ば 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 又 は ア ラ ニ ン -ス キ ャ ン 突 然 変 異
誘 導 法 (Cunningham et al. (1989) Science 244: 1081-1085)に よ り 同 定 さ れ う る 。 後 者
の 方 法 は 、 分 子 の 全 て の 残 基 で 、 単 一 の ア ラ ニ ン 突 然 変 異 を 誘 導 す る 。 得 ら れ た 突 然 変 異
分 子 は 、 次 に 生 理 活 性 、 例 え ば キ ナ ー ゼ 活 性 な ど に つ い て 試 験 さ れ 、 又 は in vitro増 殖 活
性 な ど の ア ッ セ イ で 試 験 さ れ る 。 パ ー ト ナ ー /基 質 結 合 の 結 合 に 決 定 的 な 部 位 は 、 結 晶 化
、 核 磁 気 共 鳴 法 、 又 は 光 親 和 性 標 識 (Smith et al.,(1992),J. Mol. Biol. 224: 899-904;
 de Vos et al. (1992) Science 255: 306-312)に よ っ て も 決 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 「 バ リ ア ン ト 」 は 、 遺 伝 子 全 体 又 は そ の 断 片 の い ず れ か に 実 質 的 に 類 似 す る 分 子 を 指 し
、 例 え ば １ 以 上 の 置 換 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る が 、 特 定 の 遺 伝 子 と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
す る か 、 又 は 未 変 性 の Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を コ ー ド す る 能 力 を
維 持 す る ヌ ク レ オ チ ド 置 換 バ リ ア ン ト を 指 す 。 「 ホ モ ロ グ 」 は 、 異 な る 動 物 属 又 は 種 由 来
の 断 片 又 は バ リ ア ン ト 配 列 を 指 す 。 「 ア ナ ロ グ 」 は 、 分 子 全 体 、 バ リ ア ン ト 、 又 は そ れ ら
の 断 片 に 実 質 的 に 類 似 す る か 、 又 は そ れ ら に 関 し て 機 能 す る 非 天 然 分 子 を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 バ リ ア ン ト ・ ペ プ チ ド は 、 天 然 バ リ ア ン ト 並 び に 当 該 技 術 分 野 に 周 知 の 方 法 に よ り 製 造
さ れ る も の を 含 む 。 そ う し た バ リ ア ン ト は 、 分 子 技 術 及 び 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る 配 列 情
報 を 使 用 す る こ と に よ り 容 易 に 同 定 /作 成 さ れ う る 。 さ ら に 、 そ う し た バ リ ア ン ト は 、 本
発 明 の ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ 又 は Ｄ Ｈ Ｓ タ ン パ ク 質 に 対 す る 配 列 及 び /又 は 構 造 ホ モ ロ ジ ー に 基 い て
、 他 の タ ン パ ク 質 か ら 容 易 に 区 別 さ れ う る 。 存 在 す る ホ モ ロ ジ ー ／ 同 一 性 の 程 度 は 、 そ の
タ ン パ ク 質 が 機 能 的 バ リ ア ン ト で あ る か 又 は 非 機 能 的 バ リ ア ン ト で あ る か 、 パ ラ ロ グ ／ フ
ァ ミ リ ー に お い て 存 在 す る 相 異 量 、 及 び オ ル ソ ロ グ 間 の 進 化 距 離 に 基 く 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 又 は Ｄ Ｈ Ｓ の 非 天 然 バ リ ア ン ト が 、 組 換 え 技 術 を 使 用 し て 容 易 に
作 成 さ れ 得 る 。 そ う し た バ リ ア ン ト は 、 非 限 定 的 に タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 中 で の 欠 失
、 添 加 及 び 置 換 を 含 む 。 例 え ば 、 置 換 の １ の ク ラ ス は 、 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 。
そ う し た 置 換 は 、 タ ン パ ク 質 中 の 或 ア ミ ノ 酸 を 、 同 様 の 特 徴 の 他 の ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 す
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る こ と で あ る 。 典 型 的 に 、 保 存 的 置 換 と し て 見 ら れ る の は 、 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 、 Ａ ｌ ａ 、 Ｖ
ａ ｌ 、 Ｌ ｅ ｕ 、 及 び Ｉ ｌ ｅ の 間 で １ の ア ミ ノ 酸 を 別 の ア ミ ノ 酸 に 置 き 換 え る こ と ； ヒ ド ロ
キ シ ル 残 基 Ｓ ｅ ｒ と Ｔ ｈ ｒ と の 交 換 ； 酸 性 残 基 Ａ ｓ ｐ と Ｇ ｌ ｕ の 交 換 ； ア ミ ド 残 基 Ａ ｓ ｎ
と Ｇ ｌ ｎ と の 間 の 置 換 ； 塩 基 性 残 基 Ｌ ｙ ｓ と Ａ ｒ ｇ の 交 換 ； 及 び 芳 香 族 残 基 Ｐ ｈ ｅ と Ｔ ｙ
ｒ の 間 の 置 き 換 え で あ る 。 ど の ア ミ ノ 酸 変 化 が 、 表 現 型 の 上 で サ イ レ ン ト で あ る か に 関 す
る 手 引 き は 、 Bowie et al., Science 247: 1306-1310 (1990)に 見 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 と い う 用 語 は 、 プ ロ ー ブ 配 列 及 び
標 的 配 列 の 性 質 に 基 い て 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か で あ る 適 切 な 厳 密 条 件 で 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と を 意 味 す る た め に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及
び 洗 浄 の 条 件 は 、 当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ り 、 そ し て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 、 温 度 、 及
び ／ 又 は 溶 液 の イ オ ン 強 度 に よ り 所 望 さ れ る 厳 密 度 に 依 存 し て 条 件 を 調 節 す る こ と は 、 容
易 に 達 成 さ れ る 。 例 え ば 、 Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Man
ual,第 二 版 , Cold Spring Harbour Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989を 参 照
の こ と 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 条 件 の 選 択 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ れ る 配 列 の 長 さ 、 特 に 、 プ ロ ー ブ 配 列 の 長 さ 、 核 酸
の 相 対 Ｇ Ｃ 含 量 、 及 び 許 容 さ れ る 不 適 正 塩 基 対 の 量 に よ り 決 定 さ れ る 。 低 い 相 補 性 を 有 す
る 鎖 の 間 で の 部 分 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 所 望 さ れ る と き 、 厳 密 度 の 低 い 条 件 が 好
ま し い 。 完 全 又 は 完 全 に 近 い 相 補 性 が 所 望 さ れ る と き 、 厳 密 度 の 高 い 条 件 が 好 ま れ る 。 典
型 的 に 厳 密 度 の 高 い 条 件 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 ６ × Ｓ .Ｓ .Ｃ 、 ０ .０ １
Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ × デ ン ハ ー ト 溶 液 及 び ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 に つ い て 、 約 ６ ８ ℃ で ３ ～ ４ 時 間 、 真 核 生 物 の 全 Ｄ Ｎ
Ａ に つ い て 約 ６ ８ ℃ で １ ２ ～ １ ６ 時 間 行 っ た 。 低 い 厳 密 度 で は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の 温 度 は 、 二 本 鎖 の 融 点 (Ｔ ｍ )以 下 で あ る 約 ４ ２ ℃ ま で 減 ら さ れ る 。 Ｔ ｍ は 、 Ｇ Ｃ 含 量 及
び 二 本 鎖 の 長 さ 、 並 び に 溶 液 の イ オ ン 強 度 の 関 数 で あ る と 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る と き 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 「 対 応 す る 部 分 に ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 す る 」 と い う フ レ ー ズ は 、 該 分 子 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 又 は い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス の 向 き ） が 、 別 の 核 酸 分 子
配 列 で あ っ て 、 お お よ そ 同 じ 大 き さ で あ り か つ 適 切 な 条 件 下 で 該 分 子 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン す る 十 分 な 配 列 類 似 性 を 有 す る 配 列 を 認 識 し 、 そ し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る
こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 の セ ン ス 分 子 は 、 ２ つ の 配 列 間 に ７ ０ ％
以 上 の 配 列 類 似 性 が 存 在 す る 限 り 、 核 酸 配 列 の お お よ そ １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 を 認 識 し
そ し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 。 「 対 応 す る 部 分 」 の 大 き さ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
お け る い く ら か の ミ ス マ ッ チ を 許 容 す る の で 、 「 対 応 す る 部 分 」 は 、 そ れ に ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 す る 分 子 よ り も 小 さ く て も よ い し 又 は 大 き く て も よ く 、 例 え ば 、 ２ ０ ～ ３ ０ ％ 大 き い
か 又 は 小 さ く 、 好 ま し く は １ ２ ～ １ ５ ％ 以 下 の 範 囲 で 大 き い か 又 は 小 さ い と い う こ と が 理
解 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 な バ リ ア ン ト は 、 機 能 に お い て 変 化 が な い か 又 は 取 る に
足 ら な い 変 化 を も た ら す 類 似 ア ミ ノ 酸 の 置 換 も 含 み う る 。 機 能 に 必 須 で あ る ア ミ ノ 酸 は 、
当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 方 法 、 例 え ば 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 導 法 又 は ア ラ ニ ン -ス キ ャ
ン 突 然 変 異 誘 導 法 (Cunningham et al., Science 244: 1081-1085 (1989))に よ り 同 定 さ れ
得 る 。 後 者 の 方 法 は 、 分 子 に お け る 全 て の 残 基 で 単 一 ア ラ ニ ン 突 然 変 異 を 誘 導 す る 。 得 ら
れ た 変 異 分 子 は 、 次 に 生 理 活 性 に つ い て 又 は ア ッ セ イ に お い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ の ア ナ ロ グ は 、 非 天 然 タ ン パ ク 質 又 は そ の タ ン パ ク 質 全
体 又 は 断 片 の い ず れ か に 実 質 的 に 類 似 す る ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス を 指 す 。 ア ポ ト ー シ ス ５
Ａ 因 子 の 化 学 誘 導 体 は 、 通 常 ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 断 片 の 一 部 で は な い さ ら な る 化 学 成 分
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を 含 む 。 ペ プ チ ド の 標 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 機 誘 導 体 化 剤 で あ っ て 、 選 択 さ れ た 側 鎖 又 は 末
端 残 基 と 反 応 で き る も の と 反 応 す る こ と に よ り 、 改 変 は ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 中 に 導 入 さ
れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 予 防 又 は 治 療 の 目 的 で 動 物 に 使 用 さ れ る 場 合 、 医 薬
と し て 許 容 さ れ る 担 体 を さ ら に 含 む 組 成 物 の 形 態 で 投 与 さ れ る 。 適 切 な 医 薬 と し て 許 容 さ
れ る 担 体 は 、 例 え ば １ 以 上 の 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、
グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル な ど 、 並 び に そ れ ら の 組 合 せ を 含 む 。 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 担
体 は 、 さ ら に 少 量 の 補 助 物 質 、 例 え ば 湿 潤 剤 又 は 乳 濁 剤 、 保 存 剤 、 又 は 緩 衝 剤 を さ ら に 含
む こ と が で き 、 こ れ ら は 結 合 タ ン パ ク 質 の 有 効 期 間 又 は 有 効 性 を 高 め る 。 注 射 組 成 物 は 、
当 該 技 術 分 野 に 周 知 で あ り 、 哺 乳 動 物 に 投 与 さ れ た 後 に 、 素 早 く 、 持 続 性 の 、 又 は 遅 延 し
た 活 性 成 分 の 放 出 を 提 供 す る た め に 剤 形 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 様 々 な 形 態 で あ り う る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 固 体 、 半 固 体 、 及 び 液
体 投 与 形 態 、 例 え ば 錠 剤 、 ピ ル 、 粉 末 、 液 体 溶 液 、 分 散 液 又 は 懸 濁 液 、 リ ポ ソ ー ム 、 坐 薬
、 注 射 及 び 輸 液 溶 液 を 含 む 。 好 ま し い 形 態 は 、 投 与 及 び 治 療 適 用 の 意 図 さ れ た モ ー ド に 依
存 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 そ う し た 組 成 物 は 、 医 薬 分 野 に お い て 周 知 の 様 式 で 製 造 さ れ る 。 組 成 物 を 製 造 す る 際 、
活 性 成 分 は 、 通 常 担 体 と 混 合 さ れ る か 、 又 は 担 体 で 希 釈 さ れ る か 、 及 び ／ 又 は カ プ セ ル 、
サ チ ェ ッ ト 、 紙 、 又 は 他 の 容 器 の 形 で 剤 形 さ れ う る 。 担 体 が 、 希 釈 剤 と し て 用 い ら れ る と
き 、 担 体 は 、 固 体 、 半 固 体 、 又 は 溶 媒 と し て 働 く 液 体 物 質 、 賦 形 剤 、 活 性 成 分 の た め の 培
地 で あ り う る 。 こ う し て 、 組 成 物 は 、 錠 剤 、 ロ ゼ ン ジ 、 サ チ ェ ッ ト 、 カ プ セ ル 、 エ リ ク シ
ル 、 懸 濁 液 、 (固 体 と し て 又 は 液 体 培 地 内 の )エ ア ロ ゾ ル 、 例 え ば 活 性 化 合 物 を 重 量 で １ ０
％ ま で 含 む 軟 膏 、 軟 及 び 硬 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 、 坐 薬 、 注 射 液 、 懸 濁 液 、 滅 菌 パ ッ ク 粉 末 、
及 び 経 皮 パ ッ チ の 形 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 こ こ で 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 す る と 、 例 示 の 方 法 に よ り 提 供 さ れ る 以 下 の 実 施 例 を 参 考
に し て 同 じ こ と が よ り 容 易 に 理 解 さ れ る だ ろ う 。 実 施 例 は 、 本 発 明 を 理 解 す る 際 に 、 手 助
け と な る よ う に 記 載 さ れ る が 、 そ の 範 囲 を い ず れ の 方 法 に お い て 制 限 す る こ と を 意 図 さ れ
な い し 、 そ の よ う に 解 釈 さ れ る べ き で は な い 。 そ う し た 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 そ
し て 多 く の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 慣 用 方 法 、 例 え ば ベ ク タ ー 及 び プ ラ ス ミ ド の 構 築 に 使
用 さ れ る 方 法 、 ベ ク タ ー 及 び プ ラ ス ミ ド な ど に ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 挿 入 す る
方 法 、 プ ラ ス ミ ド の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 、 及 び 遺 伝 子 及 び 遺 伝 子 産 物 の 発 現 及 び そ の 決 定 な
ど の 慣 用 方 法 の 詳 細 な 記 載 は 、 多 く の 刊 行 物 、 例 え ば Sambrook, J. et al., (1989) Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press
か ら 得 ら れ る 。 本 明 細 書 中 で 挙 げ ら れ る 参 考 文 献 は 、 そ の 全 て を 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る
。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
　
　
　 ア ポ ト ー シ ス の 程 度 を Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー 化 に よ り 測 定 し た 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 分 散 黄 体 細 胞 か
ら 、 又 は 切 除 し た 黄 体 組 織 か ら 、 QIAamp DNA Blood Kit(Qiagen)を 使 用 し て 、 製 品 説 明 書
に 従 っ て 単 離 し た 。 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 す る こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 前 、 ア ポ
ト ー シ ス の 誘 導 後 １ 時 間 、 及 び ２ ４ 時 間 で 、 黄 体 組 織 を 切 除 し た 。 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ を
、 ０ .２ μ Ｃ ｉ [α - 3 2 Ｐ ]ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 １ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ０ .５ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ３ ユ ニ ッ ト の
ク レ ノ ー 酵 素 、 及 び ０ .２ ｐ Ｍ づ つ の ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 及 び ｄ Ｔ Ｔ Ｐ と 室 温 で ３ ０ 分
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 単 離 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 末 端 標 識 し た 。 取 り 込 ま れ て い
な い ヌ ク レ オ チ ド を 、 Sambrook et al.,に 従 っ て サ ン プ ル を １ ｍ ｌ の Sepadex G50カ ラ ム
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実 施 例 １
Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー 化 に よ る ラ ッ ト 黄 体 の ア ポ ト ー シ ス の 可 視 化



に 通 す こ と に よ り 取 り 除 い た 。 サ ン プ ル を 次 に ト リ ス -酢 酸 -Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (１ .８ ％ )ゲ ル 電 気
泳 動 に よ り 分 離 し た 。 ゲ ル を ３ ０ 分 間 、 室 温 に て 吸 引 下 で 乾 燥 し て 、 そ し て -８ ０ ℃ で ２
４ 時 間 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 光 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 １ の 実 験 で は 、 過 排 卵 処 理 さ れ た ラ ッ ト 黄 体 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 程 度 を 、 Ｐ Ｇ Ｆ -
２ α を 注 射 し た ０ 、 １ 、 又 は ２ ４ 時 間 後 で 試 験 し た 。 ０ 時 間 の コ ン ト ロ ー ル に お い て 、 卵
巣 は 、 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α 注 射 す る こ と な く 取 り 出 さ れ た 。 ア ポ ト ー シ ス に 関 連 す る ヌ ク レ ア ー
ゼ 活 性 を 反 映 す る 低 分 子 量 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ラ ダ ー は 、 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 す る 前 に 切 除 さ
れ た コ ン ト ロ ー ル の 黄 体 組 織 に お い て 明 確 で は な か っ た が 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 後 １ 時 間
内 に 認 め ら れ る よ う に な り 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 後 ２ ４ 時 間 で よ り 強 調 さ れ る 。 こ
れ ら は 図 １ ６ に 示 さ れ る 。 こ の 図 で は 、 上 の パ ネ ル が 、 3 2 Ｐ -ｄ Ｃ Ｔ Ｐ -標 識 さ れ た ラ ッ ト
黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 非 翻 訳 領 域 で プ ロ ー ブ さ れ た ノ ー ザ ン ・
ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で あ る 。 下 の パ ネ ル は 、 全 て の Ｒ Ｎ Ａ を 臭 化 エ チ ジ ウ
ム 染 色 し た ゲ ル で あ る 。 各 レ ー ン は 、 １ ０ μ ｇ の Ｒ Ｎ Ａ を 含 む 。 こ の デ ー タ ー に よ り 、 ｅ
Ｉ Ｆ -５ Ａ 転 写 産 物 が 、 血 清 の 使 用 を 止 め た 後 に 下 方 制 御 さ れ る と い う こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 対 応 す る コ ン ト ロ ー ル 動 物 は 、 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α の 代 わ り に 生 理 食 塩 水
で 処 理 さ れ た 。 生 理 食 塩 水 又 は Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 後 １ ５ 分 で 、 黄 体 を 動 物 か ら 取 り 出 し
た 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 動 物 か ら 組 織 を 取 り 出 し た 後 ３ 時 間 及 び ５ 時 間 で 、 黄 体 か ら 単 離 し
た 。 Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー 及 び 増 大 さ れ た 末 端 標 識 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α 処 理 さ れ
た 動 物 か ら 組 織 を 取 り 出 し た 後 ６ 時 間 で 明 確 で あ っ た が 、 組 織 か ら 取 り 出 し た ３ 時 間 後 で
は 、 明 ら か で は な か っ た 。 図 １ ７ を 参 照 の こ と 。 ア ポ ト ー シ ス を 反 映 す る Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー は
ま た 、 黄 体 を Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 後 １ ５ 分 で 切 除 し 、 そ し て Ｅ Ｂ Ｓ Ｓ (Gibco)中 の in vitro
条 件 下 で ６ 時 間 維 持 し た 時 に も 明 ら か で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス と 関 連 す る ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性
は ま た 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 末 端 標 識 が 過 度 に 多 い こ と か ら も 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 別 の 実 験 で は 、 ５ ０ ０ μ ｇ の Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 皮 下 注 射 す る こ と に よ り 、 過 排 卵 を 誘 導 し
た 。 コ ン ト ロ ー ル の ラ ッ ト を 、 等 量 の 生 理 食 塩 水 溶 液 で 処 理 し た 。 １ ５ ～ ３ ０ 分 後 、 卵 巣
を 取 り 出 し 、 そ し て コ ラ ゲ ナ ー ゼ で 細 分 化 し た 。 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 さ れ た ラ ッ ト 由 来 の
分 散 さ れ た 細 胞 を 、 １ ０ ｍ ｍ グ ル タ ミ ン +１ ０ ｍ ｍ ス ペ ル ミ ジ ン で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し 、 そ し て ス ペ ル ミ ジ ン を 含 ま な い １ ０ ｍ ｍ グ ル タ ミ ン で さ ら に ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン す る か (レ ー ン ２ )、 又 は １ ０ ｍ ｍ グ ル タ ミ ン +１ ０ ｍ ｍ ス ペ ル ミ ジ ン で １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て さ ら に １ ０ ｍ ｍ グ ル タ ミ ン +１ ｍ ｍ ス ペ ル ミ ジ ン で ５ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た (レ ー ン ３ )。 生 理 食 塩 水 で 処 置 さ れ た ラ ッ ト 由 来 の コ ン ト ロ ー ル 細 胞
を 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ で 分 散 さ せ 、 そ し て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 さ ら に ５ 時 間 グ ル タ
ミ ン の み の 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た (レ ー ン １ )。 各 サ ン プ ル 由 来 の ５ ０ ０ ナ ノ グ ラ ム
の Ｄ Ｎ Ａ を 、 ク レ ノ ー 酵 素 を 使 用 し て [α - 3 2 Ｐ ]-ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 し 、 １ .８ ％ の ア ガ ロ ー
ス ゲ ル で 分 離 さ せ て 、 フ ィ ル ム に ２ ４ 時 間 露 光 し た 。 結 果 を 図 １ ８ に 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 過 排 卵 処 理 さ れ た ラ ッ ト を 、 ５ ０ ０ μ ｇ の Ｐ Ｇ Ｆ -２ α を 皮
下 注 射 す る ２ ４ 、 １ ２ 、 及 び ２ 時 間 前 に 、 ０ .３ ３ ３ ｍ ｇ /１ ０ ０ ｇ 体 重 の 等 し い 投 与 量 で
３ 回 デ リ バ リ ー し て 、 １ ０ ０ ｍ ｇ /１ ０ ０ 体 重 ｇ の ス ペ ル ミ ジ ン を 皮 下 に 注 射 し た 。 コ ン
ト ロ ー ル ・ ラ ッ ト を 、 ３ の セ ッ ト ： 注 射 な し ； ス ペ ル ミ ジ ン を ３ 回 注 射 す る が 、 Ｐ Ｇ Ｆ -
２ α の 注 射 な し ； 及 び Ｐ Ｇ Ｆ -２ α 処 理 前 に 同 じ 量 の 生 理 食 塩 水 の ３ 回 注 射 す る 群 に 分 け
た 。 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 処 理 後 １ 時 間 ３ ５ 分 で 、 又 は ３ 時 間 ４ ５ 分 で 卵 巣 を ラ ッ ト か ら 取
り 出 し 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 に 使 用 し た 。 各 サ ン プ ル 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ ５ ０ ０ ｎ ｇ を 、 ク レ ノ
ー 酵 素 を 使 用 し て [α - 3 2 Ｐ ]-ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 し 、 １ .８ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 そ
し て フ ィ ル ム に ２ ４ 時 間 露 光 し た 。 レ ー ン １ 、 注 射 な し (レ ー ン ３ ～ ５ と 同 じ 時 に 動 物 を
屠 殺 し た )； レ ー ン ２ 、 ス ペ ル ミ ジ ン で ３ 回 注 射 (レ ー ン ３ ～ ５ と 同 じ 時 に 動 物 を 屠 殺 し た
)； レ ー ン ３ 、 生 理 食 塩 水 の ３ 回 注 射 の 後 に Ｐ Ｇ Ｆ -２ α を 注 射 (動 物 を Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理
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後 １ 時 間 ３ ５ 分 で 屠 殺 し た )； レ ー ン ４ 、 ス ペ ル ミ ジ ン の ３ 回 注 射 の 後 に Ｐ Ｇ Ｆ ２ α を 注
射 (Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 後 １ 時 間 ３ ５ 分 で 動 物 を 屠 殺 し た )； レ ー ン ５ 、 ス ペ ル ミ ジ ン の ３
回 注 射 の 後 に Ｐ Ｇ Ｆ ２ -α で 注 射 (動 物 を Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 後 １ 時 間 ３ ５ 分 で 屠 殺 し た )；
レ ー ン ６ 、 ス ペ ル ミ ジ ン の ３ 回 注 射 の 後 に Ｐ Ｇ Ｆ -２ α を 注 射 (動 物 を Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理
後 ３ 時 間 ４ ５ 分 で 屠 殺 し た )； レ ー ン ７ 、 ス ペ ル ミ ジ ン の ３ 回 注 射 の 後 に Ｐ Ｇ Ｆ -２ α を 注
射 (動 物 を Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 後 ３ 時 間 ４ ５ 分 で 屠 殺 し た )。 結 果 を 図 １ ９ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　
　 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 後 、 様 々 な 時 間 で ラ ッ ト か ら 取 り 出 し た 黄 体 か
ら 全 量 Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 簡 潔 に 記 す と 、 組 織 (５ ｇ )を 液 体 窒 素 中 で 粉 末 に し た 。 粉 末 は
、 ３ ０ ｍ ｌ の グ ア ニ ジ ウ ム 緩 衝 液 (４ Ｍ グ ア ニ ジ ウ ム ・ イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ２ .５ ｍ Ｍ ・
Ｎ ａ Ｏ Ａ ｃ 、 ｐ Ｈ ８ .５ 、 ０ .８ ％ β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル )と 混 合 し た 。 混 合 体 を ミ ラ ク
ロ ス (Miracloth)の ４ 層 を 通 し て ろ 過 し 、 そ し て ４ ℃ １ ０ ０ ０ ０ ｇ で ３ ０ 分 間 遠 心 し た 。
上 清 を 次 に 、 １ １ ２ ０ ０ ｇ で ２ ０ 時 間 、 塩 化 セ シ ウ ム 密 度 勾 配 遠 心 に か け た 。 ペ レ ッ ト 化
さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を ７ ５ ％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 ６ ０ ０ ｍ ｌ の Ｄ Ｅ Ｐ Ｃ 処 理 水 中 に 再 懸 濁 し 、
そ し て Ｒ Ｎ Ａ を -７ ０ ℃ に て １ .５ ｍ ｌ の ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル 及 び ６ ０ ｍ ｌ の ３ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｏ Ａ
ｃ で 沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　
　 製 品 説 明 書 に 従 っ て QIAamp DNA Blood Kit (Qiagen)を 使 用 し て 、 抽 出 さ れ た 黄 体 組 織
又 は 分 散 さ れ た 黄 体 細 胞 か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し た 。 ５ ０ ０ ｎ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ を ０ .２ μ Ｃ
ｉ ［ α - 3 2 Ｐ ］ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 、 １ ｍ Ｍ ト リ ス 、 ０ .５ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ３ ユ ニ ッ ト の ク レ ノ ー 酵
素 、 及 び ０ .２ ｐ Ｍ づ つ の ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 、 及 び ｄ Ｔ Ｔ Ｐ と 、 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ を 末 端 標 識 し た 。 Maniatis et al.,に よ り 記 載 さ れ
た 方 法 に 従 っ て 、 サ ン プ ル を １ ｍ ｌ セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ -５ ０ カ ラ ム を 通 す こ と に よ り 、 取
り 込 み さ れ て い な い ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 除 い た 。 サ ン プ ル を 次 に ト リ ス -酢 酸 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (２
％ )ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し た 。 ゲ ル を 吸 引 下 で ３ ０ 分 間 乾 燥 し 、 そ し て Ｘ 線 フ ィ ル ム
に -８ ０ ℃ で ２ ４ 時 間 露 光 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　
　 上 記 Sambrook et al.,に よ り 記 載 さ れ る ア ル カ リ 溶 解 法 を 使 用 し て 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ
を 単 離 し た 。 全 長 の 陽 性 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 、 ジ デ オ キ シ ・ シ ー ケ ン ス 法 (Sanger et al.
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74: 5463-5467)を 使 用 し て シ ー ケ ン ス し た 。 オ ー プ ン リ
ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム を Ｂ Ｌ Ｓ Ｔ 検 索 (GenBank, Bethesda, MD)を 使 用 し て コ ン パ イ ル し
、 そ し て 分 析 し 、 そ し て 配 列 比 較 を Ｂ Ｃ Ｍ サ ー チ ・ ラ ン チ ャ ー ： 多 配 列 比 較 ・ パ タ ー ン 誘
導 性 の 多 配 列 比 較 法 (F. Corpet, Nuc. Acids Res., 16: 10881-10890, (1987)を 参 照 の こ
と )を 使 用 し て シ ー ケ ン ス し た 。 シ ー ケ ン ス 及 び シ ー ケ ン ス 比 較 を 図 ５ -１ １ に 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　
　 ア ポ ト ー シ ス の 種 々 の ス テ ー ジ で の ラ ッ ト 黄 体 か ら 単 離 さ れ た ２ ０ ｍ ｇ の 全 Ｒ Ｎ Ａ を 、
１ ％ 変 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ・ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で 分 離 し 、 そ し て ナ イ ロ ン 膜 上 に 固 定 し
た 。 ラ ン ダ ム ・ プ ラ イ マ ー ・ キ ッ ト (Boehringer)を 使 用 し て 3 2 Ｐ -ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 さ れ た
全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ (配 列 番 号 １ )を 使 用 し て 、 膜 を
プ ロ ー ブ し た (７ × １ ０ 7 ｃ ｐ ｍ )。 代 わ り に 、 ラ ン ダ ム ・ プ ラ イ マ ー ・ キ ッ ト (Boehringer
)を 使 用 し て 3 2 Ｐ -ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 さ れ た 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ
(配 列 番 号 ６ )を 使 用 し て 膜 を プ ロ ー ブ し た (７ × １ ０ 7 ｃ ｐ ｍ )。 膜 を １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％
Ｓ Ｄ Ｓ で 室 温 で １ 回 、 そ し て ０ .２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ６ ５ ℃ に て ３ 回 洗 浄 し た 。
膜 を 乾 燥 し 、 そ し て -７ ０ ℃ で 一 晩 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 光 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 上 記 の よ う に 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 及 び Ｄ Ｈ Ｓ は 、 両 方 と も ラ ッ ト 組 織 を ア ポ ト ー シ ス さ せ る
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Ｒ Ｎ Ａ 単 離

ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 単 離 及 び ラ ダ ー 化

プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 単 離 、 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ケ ン ス

ラ ッ ト 黄 体 Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン



際 に 上 方 制 御 さ れ る 。 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 発 現 は 、 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 理 す る
こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 後 に 有 意 に 増 大 さ れ る 。 つ ま り 、 時 間 ０ で 低 く 、 処 理
後 １ 時 間 以 内 に か な り 増 加 し 、 処 理 後 ８ 時 間 以 内 で さ ら に 増 加 し 、 そ し て 処 理 後 ２ ４ 時 間
以 内 で 少 し 増 加 し た (図 １ ４ )。 Ｄ Ｈ Ｓ の 発 現 は 、 時 間 ０ で 低 く 、 処 理 後 １ 時 間 で か な り 増
加 し 、 処 理 後 ８ 時 間 以 内 で さ ら に 増 加 し 、 そ し て 処 理 後 ２ ４ 時 間 以 内 で さ ら に 少 し 増 加 し
た (図 １ ５ )。
【 ０ １ ０ ０ 】
　
　 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 遺 伝 子 の ３ ’ 末 端 に 対 応 す る 部 分 長 の ア ポ ト ー シ ス
特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 配 列 (配 列 番 号 １ １ )を 、 酵 母 、 真 菌 、 及 び ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 配 列 か ら 設
計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 ア ポ ト ー シ
ス を 起 し て い る ラ ッ ト 黄 体 Ｒ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト か ら 作 成 し た 。 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 遺 伝 子
の ３ ’ 末 端 を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る 上 流 の プ ラ イ マ ー は 、 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 縮 重 プ
ラ イ マ ー ： ５ ’ Ｔ Ｃ Ｓ Ａ Ａ Ｒ Ａ Ｃ Ｈ Ｇ Ｇ Ｎ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ａ Ｙ Ｇ Ｇ ３ ’ (配 列 番 号 ９ )で あ る 。 こ
こ で 、 Ｓ は 、 Ｃ 及 び Ｇ か ら 選 ば れ ； Ｒ は Ａ 及 び Ｇ か ら 選 ば れ ； Ｈ は Ａ 、 Ｔ 、 及 び Ｃ か ら 選
ば れ ； Ｙ は Ｃ 及 び Ｔ か ら 選 ば れ 、 そ し て Ｎ は 任 意 の 核 酸 で あ る 。 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 遺 伝
子 の ３ ’ 末 端 を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ る 下 流 の プ ラ イ マ ー は 、 ４ ２ ヌ ク レ オ チ ド ： ５ ’
Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
Ｔ Ｔ ３ ’ (配 列 番 号 １ ０ )を 含 む 。 リ バ ー ス ・ ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ ・ ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ
ー ン 反 応 (Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ )を 行 っ た 。 簡 潔 に 記 載 す る と 、 下 流 プ ラ イ マ ー ５ ｍ ｇ を 使 用 し 、
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 主 鎖 を 合 成 し た 。 上 流 及 び 下 流 の プ ラ イ マ ー の 両 方 を 使 用 し て 、 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ
に お い て 、 主 鎖 を テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 分 離 す る こ と に よ り 、 ９ ０ ０ ｂ ｐ 断 片 が 存 在 す
る こ と が わ か っ た 。 該 ９ ０ ０ ｂ ｐ の 断 片 を 、 平 滑 末 端 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 使 用 し て 、 ｐ Ｂ ｌ
ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ (商 標 )(Stratagene Cloning Systems, LaJolla, CA)中 に サ ブ ク ロ ー ニ
ン グ し 、 配 列 を 決 定 し た (配 列 番 号 １ １ ） 。 ３ ’ 末 端 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 配 列 番 号 １ １ で
あ り 、 そ し て ３ ’ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ ２ で あ る 。 図 １ -２ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 遺 伝 子 の ５ ’ 末 端 に 対 応 し 、 か つ ３ ’ 末 端 の 配 列 と 重
な る 部 分 長 の ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 配 列 (配 列 番 号 １ ５ )を 、 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に よ り
、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る ラ ッ ト 黄 体 Ｒ Ｎ Ａ テ ン プ レ ー ト か ら 作 成 し た 。 ５ ’ プ ラ イ マ
ー は 、 以 下 の 配 列 ： ５ ’ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ ３ ’ (配 列
番 号 １ ３ )を 有 す る ２ ４ ｍ ｅ ｒ で あ り 、 該 配 列 は 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 配 列 か ら 設 計 さ れ た 。
３ ’ プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の 配 列 ： ５ ’ Ａ Ｔ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｃ
Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ ３ ’ (配 列 番 号 １ ４ )を 有 す る ３ ０ ｍ ｅ ｒ で あ り 、 該 配 列 は 、 ３ ’ 末 端 Ｒ Ｔ
-Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 に 従 っ て 設 計 さ れ た 。 リ バ ー ス ・ ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ ・ ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ
ェ ー ン ・ リ ア ク シ ョ ン (Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ )を 行 っ た 。 簡 潔 に 記 載 す る と 、 ５ ｍ ｇ の 下 流 プ ラ イ
マ ー を 使 用 し て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 主 鎖 を 合 成 し た 。 上 流 及 び 下 流 プ ラ イ マ ー の 両 者 を 使 用 す る
Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に お い て テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で の Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 分 離 は 、 ５ ０ ０ ｂ ｐ の 断 片 を 明 ら か に し 、
上 流 及 び 下 流 に 存 在 す る Ｘ ｂ ａ Ｉ 及 び Ｘ ｈ ｏ Ｉ ク ロ ー ニ ン グ ・ サ イ ト を 使 用 し て 、 該 断 片
を ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ (商 標 ) (Stratagene Cloning Systems, LaJolla, CA)中 に サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て シ ー ケ ン ス し た (配 列 番 号 １ ５ )。 ５ ’ 末 端 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 配
列 番 号 １ ５ で あ り 、 そ し て ５ ’ 末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 １ ６ で あ る 。 図 ２ を 参 照 の
こ と 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ３ ’ 末 端 及 び ５ ’ 末 端 の 配 列 (配 列 番 号 １ １
と 配 列 番 号 １ ５ の そ れ ぞ れ )は 、 重 な り 合 い 、 そ し て 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 与 え た (配 列 番 号
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酵 母 、 真 菌 、 及 び ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 配 列 を 使 用 し た 、 ラ ッ ト 黄 体 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 作 成



１ ） 。 全 長 配 列 を 整 列 し 、 そ し て Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ デ ー タ ・ ベ ー ス の 配 列 と 比 較 し た 。 図 １
-２ を 参 照 の こ と 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は 、 １ ６ .８ Ｋ Ｄ ａ の 計 算 さ れ た 分 子 量 を 有 す る １ ５
４ 個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド (配 列 番 号 ２ )を コ ー ド す る 。 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 ら れ た
ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 黄 体 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 遺 伝 子 の 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に つ い て の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 、 配 列 番 号 １ は 、 図 ３ に 示 さ れ 、 そ し て 対 応 す る 派 生 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ９
で あ る 。 得 ら れ た ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 長 は 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ 配 列
と 配 列 比 較 さ れ る 。 図 ７ -９ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　

　 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ 遺 伝 子 の ３ ’ 末 端 に 対 応 す る 部 分 長 の ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ
Ｈ Ｓ 配 列 (配 列 番 号 ６ )を ヒ ト Ｄ Ｈ Ｓ 配 列 か ら 設 計 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー
の ペ ア を 使 用 す る Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る ラ ッ ト 黄 体 Ｒ Ｎ Ａ テ ン
プ レ ー ト か ら 作 成 し た 。 ５ ’ プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の 配 列 ５ ’ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ
Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ ３ ’ (配 列 番 号 １ ７ )を 有 す る ２ ０ ｍ ｅ ｒ で あ り ;３ 'プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の
配 列 ５ ’ Ｇ Ｃ Ｇ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ
Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ ３ ’ (配 列 番 号 １ ８ )を 有 す る ４ ２ ｍ ｅ ｒ で あ る 。 リ バ ー ス ・ ト ラ ン ス ク リ プ
タ ー ゼ ・ ポ リ メ ラ ー ゼ ・ チ ェ ー ン 反 応 (Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ )を 行 っ た 。 簡 潔 に 記 載 す る と 、 ５ ｍ
ｇ の 下 流 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 主 鎖 を 合 成 し た 。 上 流 及 び 下 流 プ ラ イ マ ー の
両 者 を 使 用 す る Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ で 、 主 鎖 を テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ の 産 物 を ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 上 で 分 離 す る こ と に よ り 、 ６ ０ ６ ｂ ｐ の 断 片 の
存 在 を 明 ら か に し た 。 該 断 片 を 、 平 滑 末 端 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 使 用 し て ｐ Ｂ ｌ ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ
ｐ ｔ (商 標 )(Stratagene Cloning Systems, LaJolla, CA) 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し
て シ ー ケ ン ス し た (配 列 番 号 ６ )。 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 ら れ る ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異
的 黄 体 Ｄ Ｈ Ｓ 遺 伝 子 の 部 分 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 図 ４ に 記 載 し 、 そ し
て 対 応 す る 派 生 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ７ で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　
　 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 切 除 し た ラ ッ ト 卵 巣 か ら 単 離 し た 。 約 １ ０
０ ｍ ｇ の 卵 巣 組 織 を 、 小 片 に 分 割 し 、 そ し て １ ５ ｍ ｌ チ ュ ー ブ 内 に 入 れ た 。 １ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ
Ｓ を 加 え 、 組 織 懸 濁 液 を ゆ っ く り 振 盪 し 、 次 に ピ ペ ッ ト を 用 い て Ｐ Ｂ Ｓ を 取 り 除 く こ と に
よ り 、 組 織 を ２ 回 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 組 織 を ２ .０ ６ ｍ ｌ Ｄ Ｎ Ａ 緩 衝 液 (０ .２ Ｍ ト リ ス -Ｈ
Ｃ ｌ ・ ｐ Ｈ ８ .０ 及 び ０ .１ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ )中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て ２ ４ ０ μ ｌ の １ ０ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 及 び １ ０ ０ μ ｌ の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ (Boehringer Manheim ; 10 mg/ml)を 加 え た 。 組
織 を ４ ５ ℃ の 振 盪 水 浴 中 に 一 晩 配 置 し た 。 次 の 日 、 別 の １ ０ ０ μ ｌ の プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ (
１ ０ ｍ ｇ /ｍ ｌ )を 加 え 、 そ し て 組 織 懸 濁 液 を さ ら に ４ 時 間 ４ ５ ℃ に て 水 浴 中 で イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 組 織 懸 濁 液 を 等 量 の フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ
ル ム ： イ ソ -ア ミ ル ・ ア ル コ ー ル (２ ５ ： ２ ４ ： １ )で 一 回 抽 出 し 、 そ し て 等 量 の ク ロ ロ ホ
ル ム ： イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (２ ４ ： １ )で 抽 出 し た 。 抽 出 に 続 い て 、 １ /１ ０ 量 の ３ Ｍ 酢
酸 ナ ト リ ウ ム (ｐ Ｈ ５ .２ )と ２ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 加 え た 。 ブ ン ゼ ン バ ー ナ ー を 使 用 し て
密 閉 さ れ そ し て フ ッ ク 型 に さ れ た ガ ラ ス ・ ピ ペ ッ ト を 使 用 し て 、 Ｄ Ｎ Ａ ス レ ッ ド を 溶 液 か
ら と り 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ を き れ い な マ イ ク ロ 遠 心 チ ュ ー ブ 中 に い れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ を ７ ０ ％ エ タ
ノ ー ル で 一 回 洗 浄 し 、 そ し て １ ０ 分 間 風 乾 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ペ レ ッ ト を ５ ０ ０ μ ｌ の １ ０ ｍ Ｍ
ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ８ .０ )中 に 溶 解 し 、 １ ０ μ ｌ ・ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ａ (１ ０ ｍ ｇ /ｍ ｌ )を 加 え
、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ
ホ ル ム ： イ ソ -ア ミ ル ア ル コ ー ル (２ ５ ： ２ ４ ； １ )で 抽 出 し 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ を １ /１ ０ 量 の
３ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム (ｐ Ｈ ５ .２ )及 び ２ 倍 量 の エ タ ノ ー ル を 加 え る こ と に よ り 沈 殿 さ せ た
。 Ｄ Ｎ Ａ を ４ ℃ １ ３ ０ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 す る こ と に Ｄ Ｎ Ａ を ペ レ ッ ト 化 し た 。 Ｄ Ｎ
Ａ ペ レ ッ ト を ７ ０ ％ エ タ ノ ー ル で １ 回 洗 浄 し 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ を ４ ℃ で 一 晩 回 転 さ せ る こ と
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ヒ ト Ｄ Ｈ Ｓ 配 列 に 基 い た プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る ラ ッ ト 黄 体
の Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ の 作 成

ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 及 び サ ザ ン 分 析



に よ り 、 ２ ０ ０ μ ｌ の １ ０ ｍ Ｍ ・ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ８ .０ )中 に 溶 解 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 で は 、 ラ ッ ト 卵 巣 か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 内 部 の 遺 伝 子 を
切 断 し な い か 、 又 は １ 回 だ け 切 断 す る 種 々 の 制 限 酵 素 で 切 断 し た 。 こ れ を 達 成 す る た め に
、 １ ０ μ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ２ ０ μ ｌ の １ ０ × 反 応 緩 衝 液 、 及 び １ ０ ０ Ｕ の 制 限 酵 素 を 総
反 応 量 ２ ０ ０ μ ｌ で ５ ～ ６ 時 間 反 応 さ せ た 。 切 断 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を ０ .７ ％ ア ガ ロ ー ス ・ ゲ
ル 上 に ロ ー ド し 、 そ し て ４ ０ ボ ル ト で ６ 時 間 又 は １ ５ ボ ル ト で 一 晩 電 気 泳 動 に か け た 。 電
気 泳 動 後 、 ゲ ル を １ ０ 分 間 ０ .２ Ｎ ・ Ｈ Ｃ ｌ 中 で 脱 プ リ ン 化 し 、 そ の 後 変 性 溶 液 (０ .５ Ｍ
・ Ｎ ａ Ｏ Ｈ 、 １ .５ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ )中 で １ ５ 分 間 ２ 回 洗 浄 し 、 そ し て 中 和 緩 衝 液 (１ .５ Ｍ ・
Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .５ Ｍ ト リ ス ・ Ｈ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ７ .４ )中 で １ ５ 分 間 ２ 回 洗 浄 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を ナ
イ ロ ン 膜 に 転 写 し 、 そ し て 膜 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 (４ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ６ ×
Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ × デ ン ハ ー ト 溶 液 (１ × デ ン ハ ー ト 溶 液 は 、 ０ .２ ％ フ ィ コ ー ル 、 ０ .０ ２ ％ Ｐ
Ｖ Ｐ 、 及 び ０ .０ ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ )、 ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ .５ ｍ ｇ 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ )中 で
プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ に お け る
７ ０ ０ ｂ ｐ の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 (６ ５ ０ ｂ ｐ の ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ 及 び ５ ０ ｂ ｐ の コ ー ド 領 域 )を [α - 3 2 Ｐ
]-ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で ラ ン ダ ム ・ プ ラ イ ミ ン グ を す る こ と に よ り 標 識 し 、 そ し て １ × １ ０ 6 ｃ ｐ ｍ /
ｍ ｌ で 膜 に 加 え た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 同 様 に 、 ラ ッ ト Ｄ Ｈ Ｓ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ６ ０ ６ ｂ ｐ の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 (４ ５ ０ ｂ ｐ の コ ー ド 領 域
及 び １ ５ ６ ｂ ｐ の ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ )を 、 [α - 3 2 Ｐ ]-ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で ラ ン ダ ム ・ プ ラ イ ム 標 識 し 、 そ
し て １ × １ ０ 6 ｃ ｐ ｍ /ｍ ｌ で 加 え て 、 第 二 の 同 一 膜 へ と 加 え た 。 ブ ロ ッ ト を 一 晩 ４ ２ ℃ で
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 そ し て ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 及 び ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ４ ２ ℃ に て ２ 回 洗 浄 し 、
そ し て １ × Ｓ Ｓ Ｃ 及 び ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ４ ２ ℃ に て ２ 回 洗 浄 し た 。 ブ ロ ッ ト を 次 に フ ィ ル
ム に ３ ～ １ ０ 日 間 露 光 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 図 ２ ０ に 示 さ れ る よ う に ラ ッ ト 黄 体 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 制 限 酵 素 で 切 断 し 、 そ し て 3 2 Ｐ -
ｄ Ｃ Ｔ Ｐ -標 識 さ れ た 全 長 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ で プ ロ ー ブ し た 。 高 い 厳 密 性 条 件 下 で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ が 、 各 制 限 酵 素 で 切 断 さ れ た Ｄ Ｎ
Ａ サ ン プ ル に つ い て 、 幾 つ か の 制 限 断 片 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と を 明 ら か に さ
れ 、 こ の こ と は 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 幾 つ か の ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 。 特
に 注 目 す べ き な の は 、 ラ ッ ト ・ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の オ ー
プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム 内 に 制 限 酵 素 部 位 を 有 す る Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ で 切 断 し た と き 、 ｅ
Ｉ Ｆ -５ Ａ の ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム の ２ 個 の 制 限 酵 素 断 片 が 、 サ ザ ン ブ ロ ッ
ト に お い て 検 出 で き る と い う こ と で あ る 。 こ の ２ 個 の 断 片 を 、 図 ２ ０ に お い て 二 個 の 矢 印
で 示 す 。 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 応 す る 制 限 酵 素 断 片 を Ｅ ｃ
ｏ Ｒ １ 及 び Ｂ ａ ｍ Ｈ １ と 記 さ れ た レ ー ン に お い て １ の 矢 印 に よ り 示 す 。 こ こ で 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ
１ 及 び Ｂ ａ ｍ Ｈ １ は 、 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ ン グ ・ フ レ ー ム 内 に 切 断 部 位 が 存 在 し な い 制 限
酵 素 で あ る 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ が 、 ラ ッ ト に お い て
シ ン グ ル コ ピ ー の 遺 伝 子 で あ る と い う こ と が 示 唆 さ れ た 。 図 ５ ～ １ ３ に お い て 示 さ れ る よ
う に 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 遺 伝 子 は 、 種 を 通 じ て 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 そ し て い ず れ か の 種 に
お け る ア イ ソ フ ォ ー ム 間 に お い て か な り の 程 度 、 保 存 す る こ と が 予 期 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 図 ２ １ は 、 3 2 Ｐ -ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 標 識 さ れ た 部 分 長 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ ・ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ で プ ロ ー ブ さ れ た ラ ッ ト ・ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト を 示 す 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
を 、 Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ で 切 断 し た 。 こ こ で 該 制 限 酵 素 は 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ る 部 分 長 ｃ Ｄ
Ｎ Ａ を 切 断 し な い 。 ２ 個 の 切 断 断 片 が 明 ら か で あ り 、 該 遺 伝 子 の ２ つ の コ ピ ー が 存 在 す る
か 、 又 は こ の 遺 伝 子 が Ｅ ｃ ｏ Ｒ Ｖ サ イ ト を 伴 う イ ン ト ロ ン を 含 む と い う こ と が 示 唆 さ れ る
。
【 ０ １ １ ２ 】
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実 施 例 ２



　 本 実 施 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 及 び Ｄ Ｈ Ｓ で の ア ポ ト ー シ ス の 調 節 を 示 す 。
　
　 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 、 つ ま り 野 生 型 Ｔ 抗 原 を コ ー ド す る Ｓ Ｖ ４ ０ の 突 然 変 異 体 で 形 質 転 換 さ れ た
ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 線 維 芽 細 胞 様 細 胞 系 列 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 基 く 全 て の 実 験
に 使 用 し た 。 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 を 、 １ リ ッ ト ル あ た り ０ .５ ８ ４ ｇ の Ｌ -グ ル タ ミ ン 、 １ リ ッ
ト ル あ た り ４ .５ ｇ の グ ル コ ー ス 、 及 び ０ .３ ７ ％ 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム を 伴 う ダ ル ベ ッ コ 改 変
イ ー グ ル 培 地 (Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ )中 で 培 養 し た 。 該 培 養 培 地 に １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 (Ｆ Ｂ Ｓ )及 び １
０ ０ ユ ニ ッ ト の ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 加 え た 。 細 胞 を 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 及 び ９ ５ ％
空 気 の 加 湿 環 境 内 で 成 長 さ せ た 。 細 胞 を ３ ～ ４ 日 毎 に 、 接 着 細 胞 を ０ .２ ５ ％ ト リ プ シ ン
及 び １ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の 溶 液 で 引 き 剥 が す こ と に よ り 継 代 し た 。 引 き 剥 が さ れ た 細 胞 を 、
新 鮮 な 培 地 が 入 っ た 新 た な 培 養 デ ィ ッ シ ュ 中 に １ ： １ ０ の 分 割 比 で 分 配 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 に 使 用 さ れ る Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 を 、 １ ５ ０ ｍ ｍ 組 織 培 養 処 理 さ れ た デ ィ ッ シ
ュ (Corning)中 で 成 長 さ せ た 。 細 胞 を 、 ト リ プ シ ン Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の 溶 液 で 引 き 剥 が す こ と に よ
り 回 収 し た 。 引 き 剥 が さ れ た 細 胞 を 、 遠 心 チ ュ ー ブ 中 に 回 収 し 、 そ し て 細 胞 を ３ ０ ０ ０ ｒ
ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 す る こ と に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 上 清 を 取 り 除 き 、 そ し て 細 胞 ペ レ ッ ト
を 、 液 体 窒 素 中 で 急 冷 凍 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ を 冷 凍 細 胞 か ら 、 製 品 説 明 書 に 従 っ て ジ ー ン ・ エ リ
ュ ー ト 哺 乳 動 物 ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ ミ ニ プ レ ッ プ ・ キ ッ ト (GenElute・ Mammalian TotalRNA・ M
iniprep・ Kit)(Sigma)を 使 用 し て 単 離 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　
　 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 コ ー ド 配 列 を セ ン ス の 向 き に 含 み 、 か つ ラ ッ
ト ・ ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ３ ’ 非 翻 訳 領 域 (Ｕ Ｔ Ｒ )を ア ン チ セ ン ス の 向 き に 含 む 組
換 え プ ラ ス ミ ド を 、 哺 乳 動 物 エ ピ ト ー プ ・ タ グ 発 現 ベ ク タ ー 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ (Roche Molecular
 Biochemicals)を 使 用 し て 構 築 さ れ 、 該 プ ラ ス ミ ド は 、 図 ２ １ に 例 示 さ れ る 。 該 ベ ク タ ー
は 、 以 下 の ： Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー -ヒ ト ・ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー /エ ン
ハ ン サ ー ； Ｈ Ａ -イ ン フ ル エ ン ザ ・ ヘ マ グ ル チ ニ ン 由 来 の ノ ナ ペ プ チ ド ・ エ ピ ト ー プ ・ タ
グ ； Ｂ Ｇ Ｈ ｐ Ａ -ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ； ｆ １ ｏ ｒ ｉ -Ｆ １ 開 始 点 ； Ｓ
Ｖ ４ ０ ｏ ｒ ｉ -Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー 及 び 開 始 点 ； ネ オ マ イ シ ン -ネ オ マ イ シ ン 耐 性 (
Ｇ ４ １ ８ )遺 伝 子 ； Ｓ Ｖ ４ ０ ｐ Ａ -Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ； Ｃ ｏ ｌ Ｅ １ -Ｃ ｏ ｌ
Ｅ １ 開 始 点 ； ア ン ピ シ リ ン -ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む 。 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ
Ｆ -５ Ａ 及 び ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ の 全 長 コ ー ド 配 列 は 、 ｐ Ｂ ｌ
ｕ ｅ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 中 の オ リ ジ ナ ル の ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 (配 列 番 号 １ ）
か ら Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ た 。 全 長 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を 増 幅 す る た め に 、 使 用 さ れ る プ ラ イ マ
ー は 、 以 下 の ： フ ォ ワ ー ド ５ ’ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ
３ ’ (Ｈ ｉ ｎ ｄ ３ )と リ バ ー ス ５ ’ Ｃ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ
３ ’ (Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ )で あ る 。 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ を 増 殖 さ せ る た め に 、 使 用 さ
れ る プ ラ イ マ ー は 、 以 下 の ： フ ォ ワ ー ド ５ ’ Ａ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ａ Ｇ
Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ｇ Ｇ Ｃ ３ ’ (Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ )と リ バ ー ス ５ ’ Ｇ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ｇ

Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ ３ ’ (Ｈ ｉ ｎ ｄ ３ )で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ア ガ ロ ー ス ・ ゲ ル 電 気 泳 動 後 に 単 離 さ れ た 全 長 ラ ッ ト ・ ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、
４ ３ ０ ｂ ｐ の 長 さ で あ り 、 一 方 ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は ６ ９ ７ ｂ ｐ
の 長 さ で あ っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 両 者 は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ の Ｈ ｉ ｎ ｄ ３ 及 び Ｅ ｃ ｏ Ｒ １ サ イ ト に サ
ブ ク ロ ー ン さ れ て 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -全 長 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 及 び ｐ Ｈ Ｍ ６ -ア ン チ セ ン ス ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ ｅ
Ｉ Ｆ ５ Ａ を 作 っ た 。 全 長 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 、 抗 -[Ｈ Ａ ]-ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 抗 体 を 使 用 し て 組 換 え タ ン パ ク 質 の 検 出 を 許 容 す る よ う に 、 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の 上
流 の イ ン フ ル エ ン ザ ・ ヘ マ グ ル チ ニ ン (Ｈ Ａ )由 来 の ノ ナ ペ プ チ ド ・ エ ピ ト ー プ タ グ と フ レ
ー ム 内 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 発 現 は 、 ヒ ト ・ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 前 初 期 プ ロ モ ー タ
ー /エ ン ハ ン サ ー に よ り 行 わ れ て 、 哺 乳 動 物 細 胞 系 列 に お い て 高 い 発 現 レ ベ ル を 保 証 す る
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。 該 プ ラ ス ミ ド は ま た 、 安 定 な 形 質 転 換 体 の 選 別 を 可 能 に す る ネ オ マ イ シ ン -抵 抗 性 (Ｇ ４
１ ８ )遺 伝 子 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 巨 大 Ｔ 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 、 例 え ば Ｃ Ｏ Ｓ -７ 内 で エ ピ ソ ー ム 複 製
を 許 容 す る Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー 及 び 開 始 点 を 特 徴 と す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に お い て 使 用 さ れ る Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 を 、 タ ン パ ク 質 抽 出 に 使
用 さ れ る 細 胞 に つ い て は ２ ４ ウ ェ ル 細 胞 培 養 プ レ ー ト (Corning)内 で 、 或 い は 染 色 に 使 用
さ れ る 細 胞 に つ い て は ４ チ ャ ン バ ー 培 養 ス ラ イ ド (Falcon)内 で 培 養 し た 。 細 胞 を １ ０ ％ FB
Sを 加 え た が 、 ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 欠 い た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で 、 ５ ０ ～ ７ ０ ％ コ ン
フ ル エ ン ト に な る ま で 成 長 さ せ た 。 ２ ４ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト の １ ウ ェ ル 又 は 培 養 ス ラ イ ド に
十 分 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 を 、 ０ .３ ２ μ ｇ の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ４ ２ .５ μ ｌ の 無
血 清 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 に 希 釈 し 、 そ し て 室 温 で ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ５ 分 後 、 リ ポ フ
ェ ク タ ミ ン (LipofectAMINE)混 合 液 を Ｄ Ｎ Ａ 混 合 液 に 加 え 、 そ し て 室 温 で ３ ０ ～ ６ ０ 分 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 細 胞 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培
地 を 重 層 す る 前 に 、 無 血 清 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で １ 回 洗 浄 し 、 そ し て 細 胞 を 成 長 チ ャ ン バ ー 中 に ４ 時
間 戻 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ０ .１ ７ ｍ ｌ の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ +２ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 細 胞 に 加 え た 。 ウ エ ス
タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 用 の 染 色 又 は 回 収 に 先 立 っ て ア ポ ト ー シ ス を 起 す よ う に 誘 導 さ れ る 前
に 、 細 胞 を さ ら に ４ ０ 時 間 培 養 し た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 培 地 か ら 取 り 除 い た 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　
　 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ (８ ｇ /Ｌ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .２ ｇ /Ｌ ・ Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .４ ４ ｇ /Ｌ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4

、 及 び ０ .２ ４ ｇ /Ｌ ・ Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 )中 で ２ 回 洗 浄 し 、 次 に １ ５ ０ μ ｌ の 熱 Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 添 加
液 (５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ ・ ｐ Ｈ ６ .８ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０
.１ ％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ・ ブ ル ー 、 及 び １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル )を 加 え る こ と に よ り 、 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 か ら タ ン パ ク 質 を ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 に 単 離 し た 。
細 胞 ラ イ セ ー ト を マ イ ク ロ 遠 心 チ ュ ー ブ 内 に 回 収 し 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 熱 し 、 そ し て 次 に
１ ３ ０ ０ ０ × ｇ で １ ０ 分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 新 た な マ イ ク ロ 遠 心 チ ュ ー ブ に 移 し 、 そ し て
-２ ０ ℃ で 使 用 す る ま で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 に 、 ２ .５ 又 は ５ μ ｇ の 全 タ ン パ ク 質 を 、 １ ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ -
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 分 離 し た タ ン パ ク 質 を 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン ・ ジ フ
ロ リ ド 膜 に 転 写 し た 。 該 膜 を 次 に １ 時 間 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 (５ ％ ス キ ム ミ ル ク 粉 末 、 ０ .
０ ２ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ (Ｐ
Ｂ Ｓ +０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ )で １ ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 膜 を 一 晩 Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ 中 で 、 ４
℃ で 保 存 し た 。 次 の 日 に 室 温 ま で 温 め 、 膜 を ３ ０ 秒 間 １ μ ｇ /ｍ ｌ の ポ リ ビ ニ ル ・ ア ル コ
ー ル 中 で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 膜 を 脱 イ オ ン 水 で ５ 回 洗 浄 し 、 そ し て Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ５ ％ ミ ル ク
の 溶 液 中 で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 一 次 抗 体 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 ５ ％ ミ ル ク の 溶 液 中 で 、 膜 と
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 前 に 、 ３ ０ 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 幾 つ か の 一 次 抗 体 を 使 用 し た 。 抗 -[Ｈ Ａ ]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抗 体 (Roche Molecular Bio
chemicals)を 、 １ ： ５ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使 用 し て 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 し た 。
こ の 抗 体 が 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 結 合 さ れ て い る の で 、 二 次 抗 体 は 必 要 が な く 、 そ し て ブ
ロ ッ ト を 洗 浄 し 、 そ し て 化 学 発 光 に よ り 現 像 さ れ た 。 使 用 さ れ た 他 の 一 次 抗 体 は 、 Oncoge
neか ら 購 入 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 ｐ ５ ３ を 認 識 す る も の (Ａ ｂ -６ )、 Ｂ ｃ ｌ -
２ を 認 識 す る も の (Ａ ｂ -１ )、 及 び ｃ -Ｍ ｙ ｃ を 認 識 す る も の (Ａ ｂ -２ )で あ る 。 ｐ ５ ３ に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ０ .１ μ ｇ /ｍ ｌ の 希 釈 度 で 使 用 し 、 そ し て Ｂ ｃ ｌ -２ 及 び ｃ -
Ｍ ｙ ｃ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ０ .８ ３ μ ｇ /ｍ ｌ の 希 釈 度 で 使 用 し た 。 一 次 抗 体
で ６ ０ ～ ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 膜 を Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ 中 で １ ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し
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た 。 二 次 抗 体 を １ ％ ミ ル ク を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 希 釈 し 、 そ し て 膜 と ６ ０ ～ ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 。 ｐ ５ ３ (Ａ ｂ -６ )を 一 次 抗 体 と し て 使 用 し た と き 、 使 用 さ れ る 二 次 抗 体
は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ  (Rockland)で あ り 、 １ ： １ ０ ０ ０
の 希 釈 度 で あ っ た 。  Ｂ ｃ ｌ -２ (Ａ ｂ -１ )及 び ｃ -Ｍ ｙ ｃ (Ａ ｂ -２ )を 一 次 抗 体 と し て 使 用
す る と き 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ラ ビ ッ ト 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 、 １ ： ５ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使
用 し た 。 二 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 膜 を Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ 中 で ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ブ ロ ッ ト を 現 像 す る た め に ２ 種 の 検 出 方 法 、 比 色 法 と 化 学 発 光 法 を 使 用 し た 。 比 色 法 は
、 ｐ ５ ３ (Ａ ｂ -６ )を 一 次 抗 体 と し て 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 二 次 抗 体 と 組 み 合 わ
せ て 使 用 す る と き の み 、 使 用 し た 。 結 合 さ れ た 抗 体 を 、 暗 所 で 、 ０ .３ ３ ｍ ｇ /ｍ ｌ ニ ト ロ
・ ブ ル ー ・ テ ト ラ ゾ リ ウ ム 、 ０ .１ ６ ５ ｍ ｇ /ｍ ｌ ５ -ブ ロ モ -４ -ク ロ ロ -３ -イ ン ド リ ル ・
ホ ス フ ェ ー ト 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ ・ Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 、 及 び １ ０ ０ ｍ Ｍ ・ ト リ ス -Ｈ
Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ９ .５ )の 溶 液 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 可 視 化 さ れ た 。 呈 色 反 応
は 、 ブ ロ ッ ト を ２ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 停
止 さ れ た 。 化 学 発 光 検 出 法 は 、 抗 -[Ｈ Ａ ]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 Ｂ ｃ ｌ -２ (Ａ ｂ -１ )、 及 び
ｃ -Ｍ ｙ ｃ (Ａ ｂ -２ )を 含 む 他 の 一 次 抗 体 全 て に つ い て 使 用 さ れ た 。 Ｅ Ｃ Ｌ プ ラ ス ・ ウ エ ス
タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 キ ッ ト (ECL Plus Western blotting detection kit )(Amersha
m Pharmacia Biotech)を 使 用 し て 、 ペ ル キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 簡 潔 に 記 載 す る
と 、 膜 を 軽 く 乾 燥 状 態 で ブ ロ ッ ト し 、 次 に 暗 所 で 試 薬 Ａ と 試 薬 Ｂ の ４ ０ ： １ 混 合 液 と ５ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 膜 を 乾 燥 状 態 で ブ ロ ッ ト し 、 ア セ テ ー ト /シ ー ト の 間 に 置 き
、 そ し て １ ０ 秒 ～ １ ０ 分 で 時 間 を 変 え て 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 光 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る た め に 、
２ 種 の 方 法 、 血 清 飢 餓 及 び ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ス ｓ ｐ (streptomyces 
sp)(Calbiochem)処 理 を 使 用 し た 。 両 方 の 処 理 に お い て 、 培 地 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後
４ ０ 時 間 で 取 り 除 い た 。 血 清 飢 餓 実 験 に お い て は 、 培 地 を 、 血 清 -及 び 抗 生 物 質 を 伴 わ な
い Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 置 換 し た 。 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 加 え た 抗 生 物 質 を 伴 わ な い Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を コ ン ト ロ ー
ル と し て 使 用 し た 。 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 で は 、 培 地 を １ ０ ％ Ｆ Ｂ
Ｓ 及 び メ タ ノ ー ル 中 に 溶 解 し た １ μ ｇ /ｍ ｌ ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ を 加 え た 抗 生 物 質 を 含 ま
な い Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ と 置 換 さ れ た 。 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 を 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 及 び 等 量 の メ タ ノ ー ル を
加 え た 抗 生 物 質 を 含 ま な い Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で 成 長 さ せ た 。 両 方 の 方 法 で は 、 ア ポ ト ー シ ス を 起
し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 、 ヘ キ ス ト 又 は ア ネ キ シ ン Ｖ -Ｃ ｙ -３ で 染 色 す る こ と に よ り ４
８ 時 間 後 に 測 定 し た 。 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 を 、 図 ２ ２ に お い て 示 さ れ る よ う に ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 分 析 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　
　 核 断 片 化 及 び 凝 集 な ど の 形 態 的 特 徴 に 基 い た ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 を 同 定 す る
た め に 、 核 染 色 で あ る ヘ キ ス ト を 使 用 し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ -７ の 細
胞 の 核 を 標 識 し た 。 ３ ： １ の 無 水 メ タ ノ ー ル 及 び 氷 酢 酸 か ら な る 固 定 液 を 、 使 用 直 前 に 調
製 し た 。 等 量 の 固 定 液 を 、 培 養 ス ラ イ ド 上 で 成 長 し て い る Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 の 培 地 に 加 え 、
そ し て ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 培 地 /固 定 液 の 混 合 液 を 細 胞 か ら 取 り 除 い て 、 捨
て 、 そ し て １ ｍ ｌ の 固 定 液 を 細 胞 に 加 え た 。 ５ 分 後 、 固 定 液 を す て 、 そ し て １ ｍ ｌ の 新 た
な 固 定 液 を 細 胞 に 加 え て ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 固 定 液 を 捨 て 、 細 胞 を ４ 分 間 風
乾 し 、 そ の 後 １ ｍ ｌ の ヘ キ ス ト 染 色 液 (０ .５ μ ｇ /ｍ ｌ へ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )
を 加 え た 。 暗 所 で １ ０ 分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 染 色 溶 液 を 捨 て 、 そ し て ス ラ イ ド を
脱 イ オ ン 水 で １ 分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 １ ｍ ｌ の マ ッ ク ル バ イ ン (McIlvine's)緩 衝 液
(０ .０ ２ １ Ｍ ク エ ン 酸 、 ０ .０ ５ ８ Ｍ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 ７ Ｈ 2 Ｏ ； ｐ Ｈ ５ .６ )を 細 胞 に 加 え 、
そ し て 細 胞 を 暗 所 で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 緩 衝 液 を 捨 て 、 そ し て 細 胞 を 暗 所
で ５ 分 間 風 乾 し 、 そ し て 培 養 ス ラ イ ド の ウ ェ ル を 区 切 る チ ャ ン バ ー を 取 り 除 い た 。 蛍 光 用
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ベ ク タ シ ー ル ド (Vectashield)標 本 用 培 地 (Vector Laboratories)の 数 滴 を ス ラ イ ド に 加 え
、 そ し て カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 染 色 さ れ た 細 胞 を Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー を 使 用 す る 蛍 光 顕 微 鏡
の 下 で 観 察 し た 。 明 る く 染 色 さ れ る か 又 は 断 片 化 さ れ た 核 を 有 す る 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス
を 起 し て い る 細 胞 と し て 計 測 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　
　 ア ネ キ シ ン Ｖ -Ｃ ｙ ３ ア ポ ト ー シ ス 検 出 キ ッ ト (Sigma)は 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 上 の 外 表 面
に 現 わ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を 蛍 光 標 識 す る た め に 使 用 さ れ た 。 該 キ ッ ト を 、 以 下 の
改 変 を 伴 っ た 製 品 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 使 用 し た 。 簡 潔 に 記 載 す る と 、 ４ 個 の チ ャ ン バ ー 培
養 ス ラ イ ド 上 で 成 長 す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 を 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 二 回 洗
浄 し 、 そ し て １ × 結 合 緩 衝 液 で ３ 回 洗 浄 し た 。 １ ５ ０ μ ｌ の 染 色 溶 液 (１ × 結 合 緩 衝 液 中
の １ μ ｇ /ｍ ｌ Ａ ｎ ｎ Ｃ ｙ ３ )を 加 え 、 そ し て 細 胞 を 暗 所 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 。 染 色 溶 液 を 次 に 取 り 除 き 、 そ し て 細 胞 を １ × 結 合 緩 衝 液 で ５ 回 洗 浄 し た 。 チ ャ ン バ ー
壁 を 培 養 ス ラ イ ド か ら 取 り 除 き 、 そ し て 数 滴 の １ × 結 合 緩 衝 液 を 細 胞 上 に 配 置 し 、 そ し て
カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 染 色 さ れ た 細 胞 を 、 緑 色 の フ ィ ル タ ー を 使 用 す る 蛍 光 顕 微 鏡 に よ
り 分 析 し て 、 陽 性 染 色 さ れ た (ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る )細 胞 の 赤 色 蛍 光 を 可 視 化 し た 。
全 細 胞 数 を 、 可 視 光 の 下 で 細 胞 数 を 計 数 す る こ と に よ り 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　
　 本 実 施 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 及 び Ｄ Ｈ Ｓ で の 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 を 示 す 。
　 一 般 的 方 法 及 び 前 の 実 施 例 に お い て 記 載 さ れ る 方 法 を 使 用 し て 、 図 ２ ３ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７
細 胞 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 方 法 を 記 載 す る フ ロ ー チ ャ ー ト で あ り 、 こ こ で 無 血
清 培 地 中 の 細 胞 を 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 む リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 中 で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し 、 血 清 を 加 え 、 そ し て 細 胞 を さ ら に ４ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 を 次 に
、 分 析 前 に さ ら に ４ ８ 時 間 血 清 を 含 む 通 常 培 地 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る か (つ ま り 更
な る 処 理 な し )、 分 析 前 に 血 清 を ４ ８ 時 間 欠 乏 さ せ て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る か 、 又 は ア
ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で ４ ８ 時 間 処 理 し て 分 析 前 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 図 ２ ２ は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 後 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 中 に お け る 外 来 タ
ン パ ク 質 の 一 過 的 な 発 現 を 示 す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 或
い は ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -ア ン チ セ ン ス ３ ’ ｒ Ｆ ５ Ａ (ｐ Ｈ Ｍ ６ -ア ン チ セ ン ス ３
’ Ｕ Ｔ Ｒ ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ (ｐ Ｈ Ｍ ６ -全 長 ラ ッ
ト ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ４ ８ 時 間 あ と で 、 タ ン パ ク 質
を Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 か ら 単 離 し た 。 各 サ ン プ ル か ら の ５ μ ｇ の タ ン パ ク 質 を Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
に よ り 分 画 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 転 写 し 、 そ し て 抗 -[Ｈ Ａ ]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト し た 。 結 合 抗 体 を 、 化 学 発 光 に よ り 検 出 し 、 そ し て Ｘ 線 フ イ ル ム に ３ ０ 秒 間 露 光 し
た 。 Ｌ ａ ｃ Ｚ (レ ー ン ２ )及 び セ ン ス ・ ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (レ ー ン ４ )の 発
現 は 、 明 ら か に 見 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 上 で 記 載 さ れ る よ う に 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 は 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る か 、 或 い は
ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ (ｐ Ｈ Ｍ ６ -全 長 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ４ ０ 時 間 で 、 ４ ８ 時 間 血 清 を 取 り 除 く こ と に よ り ア ポ ト ー
シ ス を 引 き 起 こ す よ う に 、 細 胞 を 誘 導 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 抽 出 液 に お
け る カ ス パ ー ゼ の タ ン パ ク 質 分 解 活 性 を 、 蛍 光 定 量 的 に 均 一 な カ ス パ ー ゼ ・ ア ッ セ イ ・ キ
ッ ト (fluorometric homogenous caspase assay kit)(Roche Diagnostics)を 使 用 し て 計 測
し た 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 Ｆ ｒ ａ ｇ Ｅ Ｌ ・ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 ア ポ ト ー シ ス 検 出 キ ッ ト (FragEl DNA Fr
agmentation Apotosis Detection Kit)(Oncogene)を 使 用 し て 計 測 し た 。 該 キ ッ ト は 、 Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 の 晒 さ れ た ３ ’ Ｏ Ｈ 末 端 を 蛍 光 標 識 さ れ た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド で 標 識 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 更 な る Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 を 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 或 い は  ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５
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Ａ (ｐ Ｈ Ｍ ６ -全 長 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 後 ４ ０ 時 間 で 、 細 胞 を 血 清 を 含 む 通 常 培 地 中 で さ ら に ４ ８ 時 間 成 長 さ せ る か 、 ４ ８ 時 間
血 清 を 取 り 除 く こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 さ せ る か 、 又 は ４ ８ 時 間 ０ .５ μ ｇ /ｍ ｌ の
ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で 処 理 す る こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 さ せ た 。 ア ポ ト ー シ ス に 付
随 す る 核 の 断 片 化 を 表 す ヘ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ で 細 胞 を 染 色 す る か 、 又 は ア ポ ト ー シ ス に 付
随 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン の 露 出 を 表 す ア ネ キ シ ン Ｖ -Ｃ ｙ ３ で 染 色 し た 。 染 色 さ れ た
細 胞 を 、 緑 色 フ ィ ル タ ー を 使 用 す る 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 観 測 し 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス を 起 し
て い る 細 胞 の 割 合 (％ )測 定 す る た め に 計 数 し た 。 全 細 胞 数 を 、 可 視 光 の も と で 計 数 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 ２ ５ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の 向
き で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た と き 、 増 加 さ れ た カ ス パ ー ゼ 活
性 に よ り 反 映 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 表 す 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 発 現
は 、 カ ス パ ー ゼ 活 性 の ６ ０ ％ 増 加 を も た ら す 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 図 ２ ６ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 、 全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の
向 き に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た と き 、 増 大 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 断
片 に よ り 反 映 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 表 す 。 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５
Ａ の 発 現 は 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ２ ７ ３ ％ の 増 加 を も た ら し た 。 図 ２ ７ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 全
長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の 向 き に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た と き 、 増 大 さ れ た 核 断 片 に よ り 反 映 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 検 出
を 表 す 。 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を 発 現 す る 細 胞 に お い て 、 断 片 化 さ れ
た 核 が よ り 多 く 発 生 す る 。 図 ２ ８ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 、 全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導
性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の 向 き で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た と
き 、 増 加 し た 核 断 片 化 に よ り 反 映 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 表 す 。 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ
ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 発 現 は 、 非 血 清 飢 餓 及 び 血 清 飢 餓 サ ン プ ル の コ ン ト ロ ー ル に 対 し
て 、 そ れ ぞ れ ２ ７ ％ 及 び ６ ３ ％ 増 加 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 図 ２ ９ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の 向 き
に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 場 合 の 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン の
露 出 に よ り 反 映 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 検 出 を 表 す 。 図 ３ ０ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 全 長 ラ ッ
ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の 向 き に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン さ れ る と き 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン の 露 出 の 増 加 に よ り 反 映 さ れ る ア ポ ト ー
シ ス の 増 加 を 表 す 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 発 現 は 、 非 血 清 飢 餓 及 び 血 清 飢 餓
サ ン プ ル の コ ン ト ロ ー ル に 対 し て 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン の 露 出 の １ ４ ０ ％ 及 び １ ９ ８ ％
の 増 加 を も た ら し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 ３ １ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の 向 き
に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た と き 、 増 大 し た 核 断 片 に よ り 反 映
さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 表 す 。 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 発 現 は 、
未 処 理 及 び 処 理 サ ン プ ル に お け る コ ン ト ロ ー ル に 対 し て 、 そ れ ぞ れ １ １ ５ ％ 及 び ６ ２ ％ の
核 断 片 の 増 加 を も た ら し た 。 図 ３ ２ は 、 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ
ン ス の 向 き に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 、 ア
ポ ト ー シ ス を 起 す た め の 更 な る 処 理 を 受 け る 条 件 下 、 又 は 受 け な い 条 件 下 で の ア ポ ト ー シ
ス の 増 加 の 比 較 を 表 す 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　
　 本 実 施 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 及 び Ｄ Ｈ Ｓ の 投 与 後 の 、 ア ポ ト ー シ ス 活 性 の 調 節 を
表 す 。
　 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 は 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る か 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ で ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ る か 、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ (ｐ Ｈ Ｍ ６ -全 長 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )
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で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て ４ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ た 。 各 サ ン プ ル か
ら 抽 出 さ れ る タ ン パ ク 質 ５ μ ｇ の サ ン プ ル を 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 画 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ
膜 へ と 転 写 し 、 そ し て Ｂ ｃ ｌ -２ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト
し た 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 二 次 抗 体 と し て 使 用 し 、 そ し て 結 合
し た 抗 体 を 化 学 発 光 及 び Ｘ 線 フ ィ ル ム へ の 露 光 に よ り 検 出 し た 。 結 果 を 図 ３ ２ に お い て 示
す 。 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検 出 で き る Ｂ ｃ ｌ －
２ よ り 少 な い Ｂ ｃ ｌ -２ を 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス -ｒ Ｆ ５ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細
胞 で 検 出 し た 。 こ れ よ り 、 Ｂ ｃ ｌ -２ は 、 下 方 制 御 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 さ ら な る Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 は 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る か 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -ア ン チ セ ン ス
３ ’ ｒ Ｆ ５ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る か 、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ (ｐ Ｈ Ｍ ６
全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ )で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 後 ４ ０ 時 間 で 、 血 清 を ４ ８ 時 間 取 り 除 く こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。
各 サ ン プ ル 由 来 の タ ン パ ク 質 抽 出 液 サ ン プ ル ５ μ ｇ を 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 画 し て
、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に 転 写 し 、 そ し て Ｂ ｃ ｌ -２ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト し た 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 二 次 抗 体 と し て 使 用 し 、 そ し
て 結 合 さ れ た 抗 体 を 、 化 学 発 光 及 び Ｘ 線 フ ィ ル ム へ の 露 光 に よ り 検 出 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 さ ら に 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 を 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ で ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ (ｐ Ｈ Ｍ ６ -全 長 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５
Ａ )で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て ４ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 各 サ ン プ ル か
ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の サ ン プ ル ５ μ ｇ を Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 画 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜
へ 転 写 し 、 そ し て ｐ ５ ３ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト し た 。 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ を 二 次 抗 体 と し て 使 用 し 、 そ し て 結 合 さ れ
た 抗 体 を 、 比 色 分 析 に よ り 検 出 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 最 後 に 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 を 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ で ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 ま た は ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ (ｐ Ｈ Ｍ ６ -全 長 ラ ッ ト ｅ Ｉ Ｆ -５
Ａ )で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て ４ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 各 サ ン プ ル 由
来 の タ ン パ ク 質 抽 出 物 の サ ン プ ル ５ μ ｇ を 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 画 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜
に 転 写 し 、 そ し て ｐ ５ ３ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。 対 応 す る タ ン パ
ク 質 の ブ ロ ッ ト を 、 抗 [Ｈ Ａ ]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で プ ロ ー ブ し て 、 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス
特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 発 現 の レ ベ ル を 測 定 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヤ ギ -抗 -マ ウ
ス Ｉ ｇ Ｇ を 二 次 抗 体 と し て 使 用 し 、 そ し て 結 合 さ れ た 抗 体 を 化 学 発 光 に よ り 検 出 し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 図 ３ ３ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 、 全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の
向 き に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る と き 、 Ｂ ｃ ｌ -２ の 下 方 制 御
を 表 す 。 上 の パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ・ ブ ル ー で 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 表 し ； 下 の
パ ネ ル は 、 対 応 す る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を 表 す 。 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ で ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検 出 で き る Ｂ ｃ ｌ -２ に 比 較 し て 、 よ り 少 な い Ｂ ｃ ｌ -２ が ｐ Ｈ
Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 で 検 出 で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 ３ ４ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を ア ン チ セ ン
ス の 向 き に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 場 合 に お け る Ｂ ｃ ｌ -２
の 上 方 制 御 を 表 す 。 上 の パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ・ ブ ル ー で 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を
表 し ； 下 の パ ネ ル は 、 対 応 す る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を 表 す 。 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ た 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検 出 で き
る Ｂ ｃ ｌ -２ に 比 較 し て 、 よ り 多 く の Ｂ ｃ ｌ ２ が 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -ア ン チ セ ン ス ３ ’ ｒ Ｆ ５ Ａ で
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 で 検 出 で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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　 図 ３ ５ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の 向
き に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る と き 、 ｃ -Ｍ ｙ ｃ の 上 方 制 御 を
表 す 。 上 の パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ・ ブ ル ー で 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 表 し ； 下 の パ
ネ ル は 、 対 応 す る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を 表 す 。 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ 又 は 偽 コ ン ト ロ ー ル
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検 出 で き る ｃ -Ｍ ｙ ｃ と 比 較 し て 、 よ り 多 く
の ｃ -Ｍ ｙ ｃ が 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検
出 で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 図 ３ ６ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が 全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ を セ ン ス の 向
き に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る と き 、 ｐ ５ ３ の 上 方 制 御 を 表 す
。 上 の パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ・ ブ ル ー で 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 表 し ； 下 の パ ネ ル
は 、 対 応 す る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を 表 す 。 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ 又 は 偽 コ ン ト ロ ー ル で ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検 出 で き る ｐ ５ ３ と 比 較 し て 、 よ り 多 く の ｐ ５ ３
が 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検 出 で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 図 ３ ７ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 に お い て 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -全 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス -誘 導 性 ｅ Ｉ
Ｆ -５ Ａ の 発 現 の 際 、 Ｐ ５ ３ 上 方 制 御 の 依 存 性 を 表 す 。 抗 -[Ｈ Ａ ]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で プ
ロ ー ブ さ れ た ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト に お い て 、 上 の パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ・ ブ ル ー で 染 色 さ
れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 表 し 、 そ し て 下 の パ ネ ル は 、 対 応 す る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト を
表 す 。 第 二 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に お い て よ り 、 多 く の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス 誘 導 性 ｅ Ｉ
Ｆ -５ Ａ が 第 一 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に お い て 検 出 で き る 。 抗 -ｐ ５ ３ で プ ロ ー ブ さ れ た ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 Ａ に お け る 上 の パ ネ ル は 、 対 応 す る ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 さ れ
た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 表 し 、 そ し て 下 の パ ネ ル は 、 ｐ ５ ３ で の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 表
す 。 第 一 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ 又 は 偽 コ ン ト ロ ー ル で ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検 出 で き る ｃ -Ｍ ｙ ｃ と 比 較 し て 、 よ り 多 く の ｐ ５ ３ が
が 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 検 出 で き る 。
ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス -誘 導 性 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 発 現 が 少 な い 第 二 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で
は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -セ ン ス ｒ Ｆ ５ Ａ 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ 、 又 は 偽 コ ン ト ロ ー ル で ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 間 に お け る ｐ ５ ３ レ ベ ル の 検 出 可 能 な 差 異 は な い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　
　 図 ４ ７ は 、 ヒ ト 心 臓 の 鼓 動 及 び 続 い て 誘 導 さ れ た 心 臓 発 作 を 模 倣 す る た め に 、 心 臓 組 織
に お い て 行 わ れ る 実 験 を 表 す 。 図 ４ ９ は 、 研 究 室 の ベ ン チ の 配 置 を 示 す 。 弁 置 換 手 術 の 間
に ヒ ト 心 臓 組 織 の 切 片 を 電 極 に 取 り 付 け た 。 小 さ い 重 り を 心 臓 組 織 に つ け て 、 心 臓 鼓 動 の
強 さ を 計 測 す る こ と を 容 易 に し た 。 電 極 は 、 電 気 刺 激 を 提 供 し て 、 組 織 を 鼓 動 さ せ 始 め た
。 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ )及 び 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ )の 両
方 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 、 虚 血 が 誘 導 さ れ る 前 に 、 心 臓 組 織 に お い て 計 測 し た 。 図 ４ ６ を
参 照 の こ と 。 虚 血 前 心 臓 組 織 に お い て 、 ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ 及 び ５ ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ の 両 方 の レ ベ ル が
低 く 、 そ し て そ の レ ベ ル は 、 相 対 バ ラ ン ス に あ っ た 。 こ の 時 間 の あ い だ 、 酸 素 及 び 二 酸 化
炭 素 を 、 干 渉 液 中 の 心 臓 に 、 ９ ２ .５ ％ 及 び ７ .５ ％ で そ れ ぞ れ デ リ バ リ ー し た 。 心 臓 組 織
を こ う し て 、 通 常 の 酸 素 レ ベ ル に 晒 し 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ -
５ ａ )及 び 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ )の 発 現 レ ベ ル を 計 測 し た 。 後 に 、 酸 素 レ ベ ル を 減
ら し 、 そ し て 窒 素 レ ベ ル を 増 加 さ せ て 、 低 酸 素 状 態 及 び 虚 血 を 誘 導 し 、 そ し て 最 終 的 に 「
心 臓 発 作 」 を 誘 導 し た 。 心 臓 組 織 は 鼓 動 を 止 め た 。 酸 素 レ ベ ル を 次 に 通 常 に 戻 し 、 心 臓 組
織 を 再 び 電 気 刺 激 で パ ル ス を か け て 、 心 臓 鼓 動 を 再 び 開 始 さ せ た 。 「 心 臓 発 作 」 の 後 、 ア
ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ 及 び 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ )の 発 現 レ ベ ル を 再 び 計 測
し た 。 今 回 は 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ レ ベ ル の 発 現 レ ベ ル は 有 意 に 増 加 し た が
、 一 方 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ )の 発 現 レ ベ ル の 増 加 は 、 著 し く 少 な か っ た 。 図 ４ ６
を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ４ ３ 】
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実 施 例 ５



　 「 心 臓 発 作 」 の 後 、 よ り 少 な い 圧 縮 /取 り 付 け ら れ た 重 り の 移 動 に よ り 示 さ れ る よ う に
、 強 く 鼓 動 せ ず 、 該 心 臓 組 織 細 胞 が 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 存 在 の た め に 急
速 に 殺 さ れ た と い う こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 Ｅ Ｋ Ｇ の 結 果 は 、 図 ４ ８ に 表 し た 。 パ ネ ル の 左 側 に 、 通 常 の 心 臓 の 鼓 動 を 表 し た (虚 血
前 心 臓 組 織 )。 「 心 臓 発 作 」 (直 線 )及 び 心 臓 鼓 動 の 再 開 の 後 、 Ｅ Ｋ Ｇ は 、 筋 肉 細 胞 死 の た
め 活 動 性 の 低 下 を 示 す 。 Ｅ Ｋ Ｇ は 、 心 臓 鼓 動 の 強 さ の 相 対 的 な 減 少 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　
　
　 ヒ ト の 両 目 を 、 Canada, Ontario Divisionの ア イ バ ン ク か ら 死 後 ４ ８ 時 間 以 内 に 得 た 。
(付 着 さ れ た 極 を 伴 う )視 神 経 乳 頭 を 取 り 出 し 、 そ し て 抗 生 物 質 ／ 抗 真 菌 剤 、 グ ル タ ミ ン 、
及 び １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ )中 に ３ 時 間 置 い た 。 視 神
経 乳 頭 (Ｏ Ｎ Ｈ )ボ タ ン を 、 各 組 織 サ ン プ ル か ら 回 収 し 、 そ し て 解 剖 ハ サ ミ で 細 か く 切 っ て
、 ４ の 小 片 に し た 。 移 植 片 を １ ２ .５ ｃ ｍ 2 プ ラ ス チ ッ ク 製 培 養 フ ラ ス コ 内 の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地
中 で 培 養 し た 。 生 育 で き た 移 植 片 に つ い て １ 月 間 成 長 を 観 測 し た 。 細 胞 が ９ ０ ％ コ ン フ ル
エ ン ト に 達 す る と 、 ト リ プ シ ン 処 理 さ れ 、 そ し て 分 化 継 代 培 養 に 供 し て 、 篩 骨 篩 板 (Ｌ Ｃ )
及 び 星 状 細 胞 集 合 を 産 生 し た 。 特 異 的 に 、 Ｌ Ｃ 細 胞 を 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 及
び １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 加 え た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 入 れ た ２ ５ ｃ ｍ 2 フ ラ ス コ 内 で 継 代 し た 。 こ こ で 、 星
状 細 胞 を 、 Ｆ Ｂ Ｓ を 含 ま な い Ｅ Ｂ Ｍ 完 全 培 地 (Clontics)を 含 ん だ ２ ５ ｃ ｍ 2 フ ラ ス コ 内 で
成 長 さ せ た 。 Ｆ Ｂ Ｓ を 、 １ ０ 日 の 継 代 の 後 に 、 星 状 細 胞 に 加 え た 。 細 胞 を 、 維 持 し 、 そ し
て こ の プ ロ ト コ ル に よ り 、 継 代 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 異 な る 継 代 に よ り 得 た 細 胞 集 合 を 、 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上 で 、 異 な る 蛍 光 抗 体 を 使 用
す る こ と に よ り 、 同 一 性 及 び 集 合 の 均 一 性 に つ い て 特 徴 づ け し た 。 細 胞 を １ ０ ％ ホ ル マ リ
ン 溶 液 中 で 固 定 し 、 そ し て ダ ル ベ ッ コ ・ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ )で ３ 回 洗 浄 し た
。 ２ ％ 脱 脂 乳 を 含 む Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ キ ン グ し た の ち に 、 抗 体 を １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｄ Ｐ Ｂ
Ｓ 中 で 希 釈 し 、 そ し て ６ 個 の ウ ェ ル に 細 胞 を 加 え た 。 残 っ た ２ 個 の ウ ェ ル を 、 １ ％ ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン (Ｂ Ｓ Ａ )溶 液 の み で 、 及 び コ ン ト ロ ー ル と し て 一 次 抗 体 な し で 処 理 し た 。 細
胞 を 、 一 次 抗 体 で 、 １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て ３ 回 Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た
。 適 切 な 二 次 抗 体 を １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 希 釈 し 、 各 ウ ェ ル に 加 え 、 そ し て １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 後 に 、 培 養 ス ラ イ ド の ウ ェ ル を 区 切 る チ
ャ ン バ ー を 、 ス ラ イ ド か ら 取 り 除 き 、 そ し て ス ラ イ ド を ２ 回 蒸 留 水 に 浸 し 、 次 に 風 乾 し た
。 蛍 光 標 本 培 地 (Fluoromount)(Vector Laboratories)を 各 ス ラ イ ド に 加 え 、 そ し て ２ ２ ×
６ ０ ｍ ｍ の カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 免 疫 蛍 光 染 色 を 、 適 切 な フ ィ ル タ ー を 備 え る 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 で 観 察 し 、 そ し て 一 次 抗 体
で 処 理 さ れ て い な い コ ン ト ロ ー ル ・ ウ ェ ル と 比 較 し た 。 全 て の 一 次 抗 体 を 、 他 に 記 載 が な
い 限 り Sigmaか ら 得 た 。 全 て の 二 次 抗 体 を Molecular Prove社 か ら 購 入 し た 。 Ｌ Ｃ 細 胞 を 同
定 す る た め に 使 用 さ れ る 一 次 抗 体 は 、 抗 -コ ラ ー ゲ ン Ｉ 、 抗 -コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｖ 、 抗 ラ ミ ニ ン
、 及 び 抗 -細 胞 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン で あ っ た 。 星 状 細 胞 を 同 定 す る た め に 使 用 し た 一 次 抗 体
は 、 以 下 ： 抗 -ガ ラ ク ト セ レ ブ ロ シ ド (Chemicon International)、 抗 -Ａ ２ Ｂ ５ (Chemicon 
International)、 抗 -Ｎ Ｃ Ａ Ｍ 、 抗 -ヒ ト ・ フ ォ ン ・ ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 で あ っ た 。 両 方 の
細 胞 集 合 に 使 用 さ れ る 更 な る 抗 体 は 、 抗 グ リ ア 線 維 (Ｇ Ｆ Ａ Ｐ ） 及 び 抗 α -平 滑 筋 ア ク チ ン
を 含 む 。 細 胞 集 合 が 、 コ ラ ー ゲ ン Ｉ 、 コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｖ 、 ラ ミ ニ ン 、 細 胞 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン
、 α 平 滑 筋 ア ク チ ン に つ い て 陽 性 に 染 色 さ れ 、 か つ グ リ ア 線 維 (Ｇ Ｆ Ａ Ｐ )に つ い て 陰 性 に
染 色 さ れ る 場 合 、 細 胞 集 合 は Ｌ Ｃ 細 胞 か ら 構 成 さ れ る と い う こ と が 確 定 さ れ る 。 細 胞 集 合
は 、 Ｎ Ｃ Ａ Ｍ 、 グ リ ア 線 維 (Ｇ Ｆ Ａ Ｐ )に つ い て 陽 性 に 染 色 さ れ 、 か つ ガ ラ ク ト セ レ ブ ロ シ
、 Ａ ２ Ｂ ５ 、 ヒ ト フ ォ ン ・ ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 、 及 び ア ル フ ァ 平 滑 筋 ア ク チ ン に つ い て 陰
性 に 染 色 さ れ る 場 合 、 該 細 胞 集 合 は 、 星 状 細 胞 か ら 構 成 さ れ る と い う こ と が 確 定 さ れ る 。
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実 施 例 ６ ： ヒ ト 細 胞 系 列 培 養 条 件
ヒ ト 篩 骨 篩 板 及 び 樹 状 細 胞



【 ０ １ ４ ８ 】
　 こ の 予 備 試 験 に お い て 、 ３ セ ッ ト の ヒ ト の 目 を 使 用 し て 、 培 養 を 開 始 す る 。 Ｌ Ｃ 細 胞 系
列 ＃ ５ ０ ６ 、 ＃ ５ １ ７ 、 及 び ＃ ５ ２ ４ を 、 ８ ３ 歳 男 性 、 １ ７ 歳 男 性 、 及 び ２ ６ 歳 女 性 の 視
神 経 乳 頭 か ら 確 立 し た 。 全 て の Ｌ Ｃ 細 胞 系 列 は 、 完 全 に 十 分 に 特 徴 付 け ら れ て お り 、 そ し
て ９ ０ ％ を 超 え る Ｌ Ｃ 細 胞 を 含 む こ と が 分 か っ て い る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　
　 Ｒ Ｋ Ｏ (American Type Culture Collection CRL-2577)、 野 生 型 ｐ ５ ３ を 発 現 す る ヒ ト
大 腸 癌 細 胞 系 列 を 使 用 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ タ ン パ
ク 質 発 現 を 抑 制 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。 Ｒ Ｋ Ｏ を 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 ア ー ル の 塩 、 及
び Ｌ グ ル タ ミ ン を 伴 う 最 小 必 須 イ ー グ ル 培 地 (Ｍ Ｅ Ｍ )中 で 培 養 し た 。 培 養 培 地 に １ ０ ％ ウ
シ 胎 児 血 清 (Ｆ Ｂ Ｓ )、 そ し て １ ０ ０ ユ ニ ッ ト の ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 加 え た
。 細 胞 を 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 、 及 び ９ ５ ％ 空 気 の 加 湿 環 境 内 で ３ ７ ℃ に て 成 長 さ せ た 。 接 着 細 胞
を 、 ０ .２ ５ ％ ト リ プ シ ン 及 び １ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の 溶 液 で 引 き 剥 が す こ と に よ り 、 細 胞 を
３ ～ ４ 日 ご と に 継 代 し た 。 引 き 剥 が し た 細 胞 を 、 １ ： １ ０ ～ １ ： １ ２ の 分 割 比 で 、 新 た な
培 地 を 含 む 新 た な 培 養 デ ィ ッ シ ュ に 加 え た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　
　 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ が Ｉ Ｌ -１ で の 処 理 に 応 答 す る Ｔ Ｎ Ｆ -
α の 産 生 を 抑 制 す る 能 力 を 試 験 す る た め に 、 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 、 ヒ ト 肝 細 胞 癌 細 胞 系 列 を 使 用 し
た 。 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 を 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 及 び １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 加 え た Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ 中 で 培 養 し 、 そ し て ５ ％ Ｃ Ｏ 2 及 び ９ ５ ％ 空 気 の 加 湿 環 境 中 で 、 ３ ７ ℃ に て 成 長 さ せ た
。
【 ０ １ ５ １ 】
　
　
　 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ 、 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 及 び ト ポ イ ソ メ ラ
ー ゼ 阻 害 剤 を そ れ ぞ れ 使 用 し て 、 Ｒ Ｋ Ｏ 及 び 篩 骨 篩 板 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し
た 。 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ を ０ .２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ で 使 用 し 、 そ し て カ ン プ ト テ シ ン を ２ ０ 、 ４
０ 、 又 は ５ ０ μ Ｍ の 濃 度 で 使 用 し た 。 ア ポ ト ー シ ス は ま た 、 篩 骨 篩 板 細 胞 に お い て 、 カ ン
プ ト テ シ ン (５ ０ μ Ｍ )と Ｔ Ｎ Ｆ -α (１ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ )の 組 合 せ を 使 用 し て 誘 導 さ れ た 。 カ ン
プ ト テ シ ン と Ｔ Ｎ Ｆ -α の 組 合 せ は 、 単 独 の カ ン プ ト テ シ ン 又 は Ｔ Ｎ Ｆ α の い ず れ か よ り
は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 点 で よ り 有 効 で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　
　 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ に 対 し て 標 的 さ れ た ３ 個 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の セ
ッ ト を 、 Molecular Research Labsに よ り 設 計 し 、 そ し て そ こ か ら 購 入 し た 。 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -
５ Ａ １ に 対 し て 標 的 さ れ た 第 一 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (＃ １ )は 、 ５ ’ Ｃ Ｃ Ｔ
　 Ｇ Ｔ Ｃ 　 Ｔ Ｃ Ｇ 　 Ａ Ａ Ｇ 　 Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ａ Ａ Ｇ 　 Ｔ Ｃ ３ ’ で あ っ た 。 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対
し て 標 的 さ れ た 第 二 ア ン チ セ ン ス の 配 列 (＃ ２ )は 、 ５ ’ Ｇ Ｇ Ａ 　 Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｔ Ｇ Ｇ 　 Ｃ Ｇ Ｔ
　 Ｇ Ｇ Ｃ 　 Ｃ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ｃ ３ ’ で あ っ た 。 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 し て 標 的 さ れ る 第 三 ア ン チ
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 ５ ’ Ｃ Ｔ Ｃ 　 Ｇ Ｔ Ａ 　 Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｇ Ｃ 　
Ｔ Ｃ Ｔ 　 Ｃ Ｃ ３ ’ で あ っ た 。 コ ン ト ロ ー ル の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 以 下 の 配 列 ： ５ ’ Ｃ
Ｇ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｃ 　 Ｇ Ｇ Ｔ 　 Ａ Ｃ Ｇ 　 Ｇ Ｔ Ｔ 　 Ｃ Ｃ Ａ 　 Ｇ Ｇ 　 ３ ’ で あ っ た 。 蛍 光 イ ソ チ オ シ
ア ネ ー ト (Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ )-標 識 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (Molecular Research Labs)
は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 さ れ て 、 そ し て 以 下 の 配 列 ： ５
’ Ｇ Ｇ Ａ 　 Ｃ Ｃ Ｔ 　 Ｔ Ｇ Ｇ 　 Ｃ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ｇ Ｃ 　 Ｃ Ｇ Ｔ 　 Ｇ Ｃ Ｘ ３ ’ を 有 し 、 こ こ で Xは Ｆ
Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 さ れ た 。 全 て の ア ン チ セ ン ス /オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 完 全 に ホ ス ホ ロ チ オ エ ー
ト 化 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
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　 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ タ ン パ ク 質 発 現 を 阻 害 す る ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 能 力 は 、 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 に お い て 試 験 さ れ た 。 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬
、 オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン (Invitrogen)を 使 用 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 前 に 、 細 胞 に １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を
加 え た が 、 ペ ニ シ リ ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 欠 く Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 中 で 、 １ ウ ェ ル あ た り １ ５
７ ０ ０ ０ で ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 配 し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 は 通 常 、 お お よ そ ５ ０ ％ コ
ン フ ル エ ン ト に 達 し た 。 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 は 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る か 、 又 は １ ０ ０ ｎ
Ｍ 又 は ２ ０ ０ ｎ Ｍ の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。
２ ４ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト の １ ウ ェ ル あ た り に 十 分 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 は 、 ０ 、 １ .
２ ５ 、 又 は ２ .５ μ ｌ の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ２ ０ μ Ｍ ス ト ッ ク を 、 無 血
清 Ｍ Ｅ Ｍ で ４ ２ .５ μ ｌ の 最 終 体 積 に 希 釈 し 、 そ し て 室 温 で １ ５ 分 間 混 合 液 を イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン す る こ と に よ り 調 製 し た 。 １ .５ μ ｌ の オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン を 、 ６ μ ｌ の 無 血 清
Ｍ Ｅ Ｍ 中 に 希 釈 し 、 そ し て 室 温 で ７ .５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ５ 分 後 、 希 釈 さ れ
た オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン 混 合 液 を 、 Ｄ Ｎ Ａ 混 合 液 に 加 え 、 そ し て と も に ２ ０ 分 間 室 温 で イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 を 無 血 清 Ｍ Ｅ Ｍ で １ 回 洗 浄 し 、 そ の 後 ２ ０ ０ μ ｌ の Ｍ Ｅ Ｍ を 細
胞 に 加 え 、 そ し て ５ ０ μ ｌ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 を 加 え た 。 細 胞 を ４ 時 間 成 長 チ ャ
ン バ ー 内 に 戻 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 １ ２ ５ μ ｌ の Ｍ Ｅ Ｍ ＋ ３ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 細 胞 に
加 え た 。 細 胞 を 次 に さ ら に ４ ８ 時 間 培 養 し 、 ０ .２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で ２
４ 時 間 処 理 し 、 次 に 細 胞 抽 出 液 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 用 に 回 収 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 １ ０ ０ 及 び ２ ０ ０ ｎ Ｍ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン を 使
用 し 、 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 に つ い て 記 載 さ れ た 方 法 と 同 じ 方 法 を 使 用 し て 、 篩 骨 篩 板 細 胞 の ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン を 試 験 し た 。 し か し な が ら 、 篩 骨 篩 板 細 胞 の 有 効 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
は 、 １ μ Ｍ ～ １ ０ μ Ｍ で 無 血 清 培 地 中 に 希 釈 さ れ た ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
細 胞 に ２ ４ 時 間 加 え 、 そ の 後 、 全 体 と し て ２ ～ ５ 日 間 、 ２ ４ 時 間 ご と に 培 地 を 、 血 清 を 含
む 培 地 中 に 希 釈 さ れ た 新 た な ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 置 き 換 え る こ と に よ っ
て 単 純 に 達 成 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効 率 は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ア
ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ＃ ２ と 同 じ 配 列 を 有 す る が 、 ３ ’ 末 端 で Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ に 結 合
さ れ た Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う こ
と に よ り 、 最 適 化 し そ し て モ ニ タ ー し た 。 Ｒ Ｋ Ｏ 及 び 篩 骨 篩 板 細 胞 を 、 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ
イ ド 上 で 、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
。 ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 そ し て ３ .７ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中
で １ ０ 分 間 固 定 し た 。 ウ ェ ル を 取 り 除 き 、 そ し て 標 本 培 地 (Vectashield)を 加 え 、 続 い て
カ バ ー ガ ラ ス を 載 せ た 。 細 胞 を 次 に 蛍 光 顕 微 鏡 上 の Ｕ Ｖ 光 の 下 で 、 蛍 光 フ ィ ル タ ー (グ リ
ー ン H５ ４ ６ 、 フ ィ ル タ ー セ ッ ト ４ ８ ９ １ ５ )を 使 用 し て 可 視 化 し 、 そ し て 鮮 緑 色 の 蛍 光 を
発 す る 細 胞 を 、 当 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 込 ん だ と 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　
　 篩 骨 篩 板 細 胞 を ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て
カ ン プ ト テ シ ン で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 後 に 、 コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ eIF５ A配 列 番 号 ２ ６ で 処 理 さ れ た 細
胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 起 す 細 胞 の 割 合 (％ )を 測 定 し た 。 二 つ の 方 法 -ヘ キ ス ト 染 色 及
び DeadEnd(商 標 )蛍 光 定 量 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ を 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 篩 骨 篩 板 細 胞 を 検 出
す る た め に 使 用 し た 。 核 断 片 化 及 び 凝 集 な ど の 形 態 学 的 特 徴 に 基 い て ア ポ ト ー シ ス を 起 し
て い る 細 胞 を 同 定 す る た め に 、 核 染 色 で あ る ヘ キ ス ト を 使 用 し て 篩 骨 篩 板 細 胞 の 核 を 染 色
し た 。 ３ ： １ の 無 水 メ タ ノ ー ル 及 び 氷 酢 酸 の 混 合 液 か ら な る 固 定 液 を 、 使 用 直 前 に 調 製 し
た 。 等 量 の 固 定 液 を 培 養 ス ラ イ ド 上 で 成 長 す る 細 胞 の 培 地 に 加 え 、 そ し て ２ 分 間 イ ン キ ュ
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ベ ー シ ョ ン し た 。 培 地 ／ 固 定 液 混 合 液 を 細 胞 か ら 取 り 除 い て 廃 棄 し 、 そ し て １ ｍ ｌ の 固 定
液 を 細 胞 に 加 え た 。 ５ 分 後 、 固 定 液 を 捨 て 、 そ し て １ ｍ ｌ の 新 た な 固 定 液 を 加 え 、 細 胞 を
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 固 定 液 を 捨 て 、 そ し て 細 胞 を ４ 分 間 風 乾 し 、 そ の 後 １ ｍ
ｌ の ヘ キ ス ト 染 色 液 (０ .５ μ ｇ ／ ｍ ｌ へ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )を 加 え た 。 暗 所
で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 染 色 溶 液 を 捨 て 、 培 養 ス ラ イ ド の ウ ェ ル を 区 切 る チ ャ
ン バ ー を 取 り 除 き 、 そ し て ス ラ イ ド を １ 分 間 脱 イ オ ン 水 で ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 数 滴 の
マ ッ ク ル バ イ ン 緩 衝 液 (０ .０ ２ １ Ｍ ク エ ン 酸 、 ０ .０ ５ ８ Ｍ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 ・ ７ Ｈ 2 Ｏ ； ｐ
Ｈ ５ .６ )を 細 胞 に 加 え 、 そ し て カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 染 色 さ れ た 細 胞 を 、 Ｕ Ｖ フ ィ ル タ
ー を 使 用 し て 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 で 可 視 化 し た 。 明 る く 染 色 さ れ た 細 胞 又 は 断 片 化 さ れ た 核 を
有 す る 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 数 え た 。 １ ウ ェ ル あ た り 最 低 ２ ０ ０
個 の 細 胞 を 計 数 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 特 徴 で あ る Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 化 を 検 出 す る た め に 、 DeadEn
d(商 標 )蛍 光 定 量 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ (Promega)を 使 用 し た 。 ヘ キ ス ト 染 色 の 後 に 、 細 胞 ス ラ イ ド を
蒸 留 水 で 簡 単 に 洗 浄 し 、 そ し て さ ら に ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ (１ ３ ７ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ .６ ８
ｍ Ｍ ・ Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .４ ７ ｍ Ｍ ・ Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 、 ８ .１ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 )中 に ５ 分 間 二 回 ス
ラ イ ド を 浸 し 、 洗 浄 と 洗 浄 と の 間 で ス ラ イ ド を ペ ー パ ー タ オ ル 上 で 拭 い た 。 細 胞 を ０ ． ２
％ ト ラ イ ト ン Ｘ － １ ０ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ 分 間 浸 す こ と に よ り 透 過 処 理 し た 。 次 に 、 ス
ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ 分 間 ２ 回 浸 す こ と に よ り 再 び 洗 浄 し 、 そ し て 洗 浄 と 洗 浄 の 間 で ペ ー
パ ー タ オ ル 上 で ス ラ イ ド を 拭 き 取 っ た 。 １ ウ ェ ル あ た り ２ ５ μ ｌ の 平 衡 緩 衝 液 [２ ０ ０ ｍ
Ｍ カ コ ジ ル 酸 カ リ ウ ム (ｐ Ｈ ６ .６ )、 ２ ５ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ６ .６ )、 ０ .２ ｍ Ｍ ジ チ
オ ス レ イ ト ー ル 、 ０ .２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 及 び ２ .５ ｍ Ｍ 塩 化 コ バ ル ト ]
を 加 え て 、 そ し て ５ ～ １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 平 衡 化 の 間 、 ３ ０ μ ｌ の 反 応 混
合 液 を 各 ウ ェ ル に つ い て 、 ４ ５ ： ５ ： １ の 比 率 の 平 衡 緩 衝 液 、 ヌ ク レ オ チ ド ミ ッ ク ス [５
０ μ Ｍ フ ル オ レ セ イ ン -１ ２ -ｄ Ｕ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ０ μ Ｍ ・ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ Ｍ ・ ト リ ス -Ｈ Ｃ
ｌ (ｐ Ｈ ７ .６ )、 お よ び １ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ]、 及 び 末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ・ ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ 酵 素 (Ｔ ｄ ｔ 、 ２ ５ Ｕ ／ μ ｌ )を 混 合 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 平 衡 緩 衝 液 中 で イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 ３ ０ μ ｌ の 反 応 混 合 液 を １ ウ ェ ル あ た り に 加 え 、 そ し て カ バ
ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 反 応 を 暗 所 に て ３ ７ ℃ で １ 時 間 進 ま せ た 。 ス ラ イ ド を 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ [
０ .３ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 及 び ３ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (ｐ Ｈ ７ .０ )]中 に 浸 し 、 そ し て １
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 反 応 を 終 わ ら せ た 。 ス ラ イ ド を 次 に Ｐ Ｂ Ｓ 中 に
浸 す こ と に よ り ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ を キ ム ワ イ プ で 、 ウ ェ ル の 周 り を 吸 い 取 る こ
と に よ り 取 り 除 き 、 そ し て 標 本 培 地 (Oncogene Reearch Project、 Ja1750-4ML)を 各 ウ ェ ル
に 加 え 、 そ し て ス ラ イ ド に カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 ヘ キ ス ト 染 色 さ れ た 核 を 計 数 す る た め
に 、 Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー (Ｕ Ｖ -Ｇ ３ ６ ５ 、 フ ィ ル タ ー セ ッ ト ４ ８ ７ ９ ０ ２ )を 使 用 し て 、 細 胞
を 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 で 観 察 し た 。 明 る く 染 色 さ れ た 核 又 は 断 片 化 さ れ た 核 を 有 す る 細 胞 の 全
て を ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 数 え た 。 同 じ 視 野 を 使 用 し て 、 次 に 蛍 光 フ ィ ル
タ ー (グ リ ー ン H546、 フ ィ ル タ ー セ ッ ト 48915)を 使 用 し て 観 察 し 、 そ し て 鮮 緑 色 の 蛍 光 を
発 す る 核 の 全 て を ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 計 数 し た 。 フ ル オ レ セ イ ン ・ フ ィ
ル タ ー を 使 用 し て 計 数 さ れ た 鮮 緑 色 の 核 の 数 を Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー の 下 計 数 さ れ た 核 の 総 数 で
割 る こ と に よ り 、 視 野 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 計 算 し た 。 １
ウ ェ ル あ た り 、 最 低 で も ２ ０ ０ 細 胞 を 計 数 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 図 ５ ４ ～ ５ ７ は 、 こ れ ら の 研 究 の 結 果 を 示 す 。 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た サ ン プ ル に お け る ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )は 、
コ ン ト ロ ー ル ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の 場 合 よ り 明 ら か
に ず っ と 少 な い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 を 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 １ ウ ェ ル あ た り ４
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タ ン パ ク 質 抽 出 及 び ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ



０ μ ｌ の 熱 溶 解 緩 衝 液 [０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ
Ｃ Ｌ (ｐ Ｈ ８ .０ )を 加 え る こ と に よ り ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 用 に 回 収 し た 。 細 胞 を 掻
き 剥 が し 、 そ し て 得 ら れ た 抽 出 物 を 遠 心 チ ュ ー ブ へ と 移 し 、 ５ 分 間 煮 沸 し 、 そ し て -２ ０
℃ で 貯 蔵 し た 。 バ イ オ ラ ッ ド ・ タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ (Bio-Rad protein Assay)(Bio-Rad)を
、 製 品 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 を 定 量 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 に 、 ５ μ ｇ の 全 タ ン パ ク 質 を 、 １ ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ -ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を ポ リ ビ ニ リ デ ン ・ ジ フ ロ リ ド 膜
へ と 転 写 し た 。 次 に 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 (５ ％ ス キ ム ミ ル ク 粉 末 を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )中 で １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て ０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ５ 分 間 、 ３ 回
洗 浄 し た 。 膜 を 一 晩 Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ 中 で ４ ℃ に て 貯 蔵 し た 。 次 の 日 、 室 温 に 温 め た 後 に 、 膜 を
１ μ ｇ ／ ｍ ｌ ポ リ ビ ニ ル ・ ア ル コ ー ル 中 で ３ ０ 秒 間 ブ ロ ッ ク し た 。 膜 を 脱 イ オ ン 水 で ５ 回
洗 浄 し 、 次 に ５ ％ ミ ル ク を 含 む ０ .０ ２ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ の 溶 液 中 で ３ ０ 分 間
ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 膜 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 前 に 、 一 次 抗 体 を ５ ％ ミ ル ク を 含 む ０ .
０ ２ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 幾 つ か の 一 次 抗 体 を 使 用 し た 。 ｐ ５ ３ を 認 識 す る Oncogeneか ら 購 入 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 (Ａ ｂ -６ )並 び に ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の ｃ 末 端 に 相 同 性 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド (ア ミ ノ -
Ｃ Ｒ Ｌ Ｐ Ｅ Ｇ Ｄ Ｌ Ｇ Ｋ Ｅ Ｉ Ｅ Ｑ Ｋ Ｙ Ｄ -カ ル ボ キ シ )(配 列 番 号 ３ ３ )に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ っ て 、 ト リ に お い て 産 生 さ れ た 抗 体 (Gallus Immunotech)を 使 用 し た 。 抗 -β -
ア ク チ ン 抗 体 (Oncogene)を 使 用 し て 、 等 量 の タ ン パ ク 質 を ロ ー ド し た こ と を 示 し た 。 ｐ ５
３ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 ０ .０ ５ μ g／ ｍ ｌ の 希 釈 度 で 使 用 し 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に
対 す る 抗 体 を 、 １ ： １ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使 用 し 、 そ し て ア ク チ ン に 対 す る 抗 体 を １ ： ２ ０
０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使 用 し た 。 一 次 抗 体 で ６ ０ ～ ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 膜 を
０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ５ 分 間 、 ３ 回 洗 浄 し た 。 次 に 、 二 次 抗 体 を １ ％
ミ ル ク を 含 む ０ .０ ２ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 希 釈 し 、 そ し て 膜 と ６ ０ ～ ９ ０ 分
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ｐ ５ ３ (Ａ ｂ -６ )を 一 次 抗 体 と し て 使 用 し た と き 、 使 用 さ れ る
二 次 抗 体 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ (Sigma） で あ り 、 １ ： ５ ０ ０ ０
の 希 釈 度 で あ っ た 。 抗 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ を 一 次 抗 体 と し て 使 用 し た と き 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
結 合 ウ サ ギ 抗 ト リ Ｉ ｇ Ｙ (Gallus Immunotech)を １ ： ５ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使 用 し た 。 ア ク
チ ン に つ い て 使 用 さ れ る 二 次 抗 体 は 、 １ ： ５ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使 用 さ れ る ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ で あ っ た 。 二 次 抗 体 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 膜 を Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ
で ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 Ｅ Ｃ Ｌ プ ラ ス ・ ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 キ ッ ト (Amersham Pharmacia Biotech)
を 使 用 し て 、 結 合 さ れ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 簡 潔 に 記 載 す る と 、 膜 を
軽 く 拭 き 取 っ て 乾 か し 、 次 に 暗 所 で 、 試 薬 Ａ と 試 薬 Ｂ の ４ ０ ： １ 混 合 体 と ５ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 。 膜 を 拭 き 取 っ て 乾 か し 、 ア セ テ ー ト の シ ー ト の 間 に 配 置 し 、 そ し て １ ０
秒 ～ ３ ０ 分 で 変 化 す る 期 間 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 光 し た 。 膜 を 剥 離 緩 衝 液 [１ ０ ０ ｍ Ｍ ・ ２ -
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び ６ ２ .５ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ６ .７ )]に 沈 め
、 そ し て ５ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 膜 を 剥 離 さ せ た 。 次 に 膜
を 脱 イ オ ン 水 で 洗 浄 し 、 そ し て 多 量 の ０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ 分 間 ２ 回
洗 浄 し た 。 膜 を 剥 離 さ せ 、 そ し て ３ 回 再 ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　
　
　 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る 低 分 子 抑 制 Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ )を 使 用 し て 、 Ｒ Ｋ Ｏ 及 び 篩 骨
篩 板 細 胞 に お い て 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 特 異 的 に 抑 制 し た 。 ６ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 サ イ
レ ン サ ー (Ｓ ｉ ｌ ｅ ｎ ｃ ｅ ｒ )(商 標 )ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 キ ッ ト (Ambion Inc)を 使 用 し て in vit
ro転 写 に よ り 作 成 し た 。 ４ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 し て 作 成 し た (ｓ ｉ
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実 施 例 ８
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 構 築



Ｒ Ｎ Ａ (＃ １ ～ ＃ ４ )。 ２ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 キ ッ ト 内 に 提 供 さ れ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 対 す る ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ 、 及 び ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ 特 異 的 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ の 逆 配 列 を 有 す る が 、 そ れ 自 身 は ｅ Ｉ Ｆ
５ Ａ １ を 標 的 と し な い ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ )を 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 こ
れ ら の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 製 品 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 作 成 し た 。 簡 潔 に 記 載 す る と 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー
タ ー ・ プ ラ イ マ ー と ア ニ ー ル さ せ 、 そ し て ク レ ノ ー 断 片 で の フ ィ ル イ ン 反 応 (fill-in rea
ction)後 に 、 所 望 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 Ｔ ７ Ｒ Ｎ Ａ
・ ポ リ メ ラ ー ゼ の テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 個 々 の 鎖 を 作 成 し た 。 セ ン
ス 及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 両 方 に つ い て 転 写 反 応 後 に 、 反 応 物 を 混 合 し 、 そ し て ２ 本 の ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ 鎖 を ア ニ ー ル し 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 及 び Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ で 処 理 し 、 そ し て 次 に カ ラ ム 精 製 し た
。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 作 成 す る た め に 使 用 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 (Ｔ ７ プ ラ イ
マ ー が ア ニ ー ル す る 部 位 に 下 線 を 引 い た )は ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ Ｋ Ｏ 及 び 篩 骨 篩 板 細 胞 中 へ の 取 り 込 み を モ ニ タ ー す る た め に 、 サ イ レ ン
サ ー (商 標 )ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 標 識 キ ッ ト -Ｆ Ａ Ｍ (Ambion)を 使 用 し て 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
を Ｆ Ａ Ｍ で 標 識 し た 。 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 後 に 、 細 胞 を
Ｐ Ｓ Ｓ で 洗 浄 し 、 ３ .７ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ０ 分 間 固 定 し た 。 ウ ェ ル
を 取 り 除 き 、 そ し て 標 本 培 地 (Vectashield)を 加 え た 後 、 カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 Ｆ Ａ Ｍ
標 識 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 取 り 込 み は 、 フ ル オ レ セ イ ン ・ フ ィ ル タ ー を 使 用 し て Ｕ Ｖ 光 の 下 蛍 光 顕
微 鏡 下 で 可 視 化 さ れ た 。 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 製 品 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 標 識 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　
　 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 及 び 篩 骨 篩 板 細 胞 を 、 同 じ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ・ プ ロ ト コ ル を 使 用 し て 、
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 前 の 日 に 、 Ｒ Ｋ Ｏ 細
胞 を 、 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 又 は ２ ４ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト 上 に 、 そ れ ぞ れ １ ウ ェ ル あ た り ４
６ ０ ０ ０ 及 び １ ０ ５ ８ ０ ０ 細 胞 密 度 で 蒔 い た 。 細 胞 集 密 度 が ４ ０ ～ ７ ０ ％ で あ る と き 、 篩
骨 篩 板 細 胞 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て 一 般 的 に 篩 骨 篩 板 細 胞 は 、 １ ウ ェ ル あ た
り ７ ５ ０ ０ ～ １ ０ ０ ０ 細 胞 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ３ 日 前 に ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上
に 蒔 か れ た 。 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド の １ ウ ェ ル に 十 分 な 量 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 は
、 ２ ５ .５ ｐ ｍ ｏ ｌ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ス ト ッ ク を 、 Ｏ ｐ ｔ ｉ -Ｍ ｅ ｍ (Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ )中 に 最 終 体 積
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２ １ .２ μ ｌ ま で 希 釈 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 ０ ． ４ ２ ５ μ ｌ の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０
０ ０ を 終 量 ２ １ ． ２ μ ｌ の Ｏ ｐ ｔ ｉ － Ｍ ｅ ｍ に ７ ～ １ ０ 分 間 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た 。 希 釈 さ れ た リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ 混 合 体 を 、 次 に 希 釈 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 混 合 液 に 加 え
、 そ し て 室 温 で ２ ０ ～ ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 を 無 血 清 培 地 で 一 回 洗 浄 し
、 そ の 後 １ ３ ５ μ ｌ の 無 血 清 培 地 を 細 胞 に 加 え 、 そ し て ４ ２ .４ μ ｌ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 培 地 を 加 え た 。 細 胞 を 成 長 チ ャ ン バ ー に ４ 時 間 戻 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ６
５ μ ｌ の 無 血 清 培 地 ＋ ３ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 細 胞 に 加 え た 。 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に つ い て
使 用 さ れ る 細 胞 中 へ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ８ ウ ェ ル ス ラ イ ド で ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し た 条 件 と 同 じ 条 件 で あ る が 、 体 積 を ２ .３ 倍 に 増 加 さ せ た 条 件 を 使 用 し
て 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト で 行 わ れ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 続 い て 、 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 用 の 細 胞 抽 出 液 を 集 め る 前
に 、 Ｒ Ｋ Ｏ 及 び 篩 骨 篩 板 細 胞 を ７ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ア ポ ト ー シ ス を ブ ロ ッ
ク す る ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 有 効 性 を 測 定 す る た め に 、 篩 骨 篩 板 細 胞 を ５ ０
μ Ｍ の カ ン プ ト テ シ ン (Sigma)及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ -α (Leinco Technologies)で
処 理 し て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ４ ８ 又 は ７ ２ 時 間 で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。 ア ポ ト
ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 測 定 す る た め に 、 ２ ４ 又 は ４ ８ 時 間 後 で 、 細 胞 を ヘ
キ ス ト で 染 色 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　
　
　 篩 骨 篩 板 細 胞 を ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て
カ ン プ ト テ シ ン で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 後 に 、 コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ＃ ２ で 処 理 さ れ た 細 胞 に お
い て ア ポ ト ー シ ス を 起 す 細 胞 の 割 合 (％ )を 測 定 し た 。 二 つ の 方 法 -ヘ キ ス ト 染 色 及 び DeadE
nd(商 標 )蛍 光 定 量 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ を 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 篩 骨 篩 板 細 胞 を 検 出 す る た め
に 使 用 し た 。 核 断 片 化 及 び 凝 集 な ど の 形 態 学 的 特 徴 に 基 い て ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細
胞 を 同 定 す る た め に 、 核 染 色 で あ る ヘ キ ス ト を 使 用 し て 篩 骨 篩 板 細 胞 の 核 を 染 色 し た 。 ３
： １ の 無 水 メ タ ノ ー ル 及 び 氷 酢 酸 の 混 合 液 か ら な る 固 定 液 を 、 使 用 直 前 に 調 製 し た 。 等 量
の 固 定 液 を 培 養 ス ラ イ ド 上 で 成 長 す る 細 胞 の 培 地 に 加 え 、 そ し て ２ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 。 培 地 ／ 固 定 液 混 合 液 を 細 胞 か ら 取 り 除 い て 廃 棄 し 、 そ し て １ ｍ ｌ の 固 定 液 を 細 胞
に 加 え た 。 ５ 分 後 、 固 定 液 を 捨 て 、 そ し て １ ｍ ｌ の 新 た な 固 定 液 を 加 え 、 細 胞 を ５ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 固 定 液 を 捨 て 、 そ し て 細 胞 を ４ 分 間 風 乾 し 、 そ の 後 １ ｍ ｌ の ヘ キ
ス ト 染 色 液 (０ .５ μ ｇ ／ ｍ ｌ へ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )を 加 え た 。 暗 所 で １ ０ 分
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 染 色 溶 液 を 捨 て 、 培 養 ス ラ イ ド の ウ ェ ル を 区 切 る チ ャ ン バ ー を
取 り 除 き 、 そ し て ス ラ イ ド を １ 分 間 脱 イ オ ン 水 で ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 数 滴 の マ ッ ク ル
バ イ ン 緩 衝 液 (０ .０ ２ １ Ｍ ク エ ン 酸 、 ０ .０ ５ ８ Ｍ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 ・ ７ Ｈ 2 Ｏ ； ｐ Ｈ ５ .６ )
を 細 胞 に 加 え 、 そ し て カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 染 色 さ れ た 細 胞 を 、 Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー を 使 用
し て 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 で 可 視 化 し た 。 明 る く 染 色 さ れ た 細 胞 又 は 断 片 化 さ れ た 核 を 有 す る 細
胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 数 え た 。 １ ウ ェ ル あ た り 最 低 ２ ０ ０ 個 の 細 胞
を 計 数 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 特 徴 で あ る Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 化 を 検 出 す る た め に 、 DeadEn
d蛍 光 定 量 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ (Promega)を 使 用 し た 。 ヘ キ ス ト 染 色 の 後 に 、 細 胞 ス ラ イ ド を 蒸 留 水
で 簡 単 に 洗 浄 し 、 そ し て さ ら に ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ (１ ３ ７ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ .６ ８ ｍ Ｍ ・
Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .４ ７ ｍ Ｍ ・ Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 、 ８ .１ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 )中 に ５ 分 間 二 回 ス ラ イ ド
を 浸 し 、 洗 浄 と 洗 浄 と の 間 で ス ラ イ ド を ペ ー パ ー タ オ ル 上 で 拭 い た 。 細 胞 を ０ ． ２ ％ ト ラ
イ ト ン Ｘ － １ ０ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ 分 間 浸 す こ と に よ り 透 過 処 理 し た 。 次 に 、 ス ラ イ ド
を Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ 分 間 ２ 回 浸 す こ と に よ り 再 び 洗 浄 し 、 そ し て 洗 浄 と 洗 浄 の 間 で ペ ー パ ー タ
オ ル 上 で ス ラ イ ド を 拭 き 取 っ た 。 １ ウ ェ ル あ た り ２ ５ μ ｌ の 平 衡 緩 衝 液 [２ ０ ０ ｍ Ｍ カ コ
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ジ ル 酸 カ リ ウ ム (ｐ Ｈ ６ .６ )、 ２ ５ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ６ .６ )、 ０ .２ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ
イ ト ー ル 、 ０ .２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 及 び ２ .５ ｍ Ｍ 塩 化 コ バ ル ト ]を 加 え
て 、 そ し て ５ ～ １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 平 衡 化 の 間 、 ３ ０ μ ｌ の 反 応 混 合 液 を
各 ウ ェ ル に つ い て 、 ４ ５ ： ５ ： １ の 比 率 の 平 衡 緩 衝 液 、 ヌ ク レ オ チ ド ミ ッ ク ス [５ ０ μ Ｍ
フ ル オ レ セ イ ン -１ ２ -ｄ Ｕ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ０ μ Ｍ ・ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ Ｍ ・ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ
７ .６ )、 お よ び １ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ]、 及 び 末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ 酵 素 (Ｔ ｄ ｔ 、 ２ ５ Ｕ ／ μ ｌ )を 混 合 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 平 衡 緩 衝 液 中 で イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 ３ ０ μ ｌ の 反 応 混 合 液 を １ ウ ェ ル あ た り に 加 え 、 そ し て カ バ ー ガ ラ
ス を 被 せ た 。 反 応 を 暗 所 に て ３ ７ ℃ で １ 時 間 進 ま せ た 。 ス ラ イ ド を 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ [０ .３ Ｍ
・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 及 び ３ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (ｐ Ｈ ７ .０ )]中 に 浸 し 、 そ し て １ ５ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 反 応 を 終 わ ら せ た 。 ス ラ イ ド を 次 に Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 浸 す こ と
に よ り ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ を キ ム ワ イ プ で 、 ウ ェ ル の 周 り を 吸 い 取 る こ と に よ り
取 り 除 き 、 そ し て 標 本 培 地 (Oncogene Reearch Project、 Ja1750-4ML)を 各 ウ ェ ル に 加 え 、
そ し て ス ラ イ ド に カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 ヘ キ ス ト 染 色 さ れ た 核 を 計 数 す る た め に 、 Ｕ Ｖ
フ ィ ル タ ー (Ｕ Ｖ -Ｇ ３ ６ ５ 、 フ ィ ル タ ー セ ッ ト ４ ８ ７ ９ ０ ２ )を 使 用 し て 、 細 胞 を 蛍 光 顕
微 鏡 の 下 で 観 察 し た 。 明 る く 染 色 さ れ た 核 又 は 断 片 化 さ れ た 核 を 有 す る 細 胞 の 全 て を ア ポ
ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 数 え た 。 同 じ 視 野 を 使 用 し て 、 次 に 蛍 光 フ ィ ル タ ー (グ
リ ー ン H546、 フ ィ ル タ ー セ ッ ト 48915)を 使 用 し て 観 察 し 、 そ し て 鮮 緑 色 の 蛍 光 を 発 す る 核
の 全 て を ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 計 数 し た 。 フ ル オ レ セ イ ン ・ フ ィ ル タ ー を
使 用 し て 計 数 さ れ た 鮮 緑 色 の 核 の 数 を Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー の 下 計 数 さ れ た 核 の 総 数 で 割 る こ と
に よ り 、 視 野 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 計 算 し た 。 １ ウ ェ ル あ
た り 、 最 低 で も ２ ０ ０ 細 胞 を 計 数 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 を 、 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 １ ウ ェ ル あ た り ４
０ μ ｌ の 熱 溶 解 緩 衝 液 [０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 １ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ
Ｃ Ｌ (ｐ Ｈ ８ .０ )を 加 え る こ と に よ り ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 用 に 回 収 し た 。 細 胞 を 掻
き 剥 が し 、 そ し て 得 ら れ た 抽 出 物 を エ ッ ペ ン ド ル フ ・ チ ュ ー ブ へ と 移 し 、 ５ 分 間 煮 沸 し 、
そ し て -２ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。 バ イ オ ラ ッ ド ・ タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ (Bio-Rad protein Assay)
(Bio-Rad)を 、 製 品 説 明 書 に 従 っ て 使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 を 定 量 し た 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 に 、 ５ μ ｇ の 全 タ ン パ ク 質 を 、 １ ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ -ポ リ ア ク
リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を ポ リ ビ ニ リ デ ン ・ ジ フ ロ リ ド 膜
へ と 転 写 し た 。 次 に 膜 を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 (５ ％ ス キ ム ミ ル ク 粉 末 を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )中 で １ 時
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て ０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ５ 分 間 、 ３ 回
洗 浄 し た 。 膜 を 一 晩 Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ 中 で ４ ℃ に て 貯 蔵 し た 。 次 の 日 、 室 温 に 温 め た 後 に 、 膜 を
１ μ ｇ ／ ｍ ｌ ポ リ ビ ニ ル ・ ア ル コ ー ル 中 で ３ ０ 秒 間 ブ ロ ッ ク し た 。 膜 を 脱 イ オ ン 水 で ５ 回
洗 浄 し 、 次 に ５ ％ ミ ル ク を 含 む ０ .０ ２ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ の 溶 液 中 で ３ ０ 分 間
ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 膜 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 前 に 、 一 次 抗 体 を ５ ％ ミ ル ク を 含 む ０ .
０ ２ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 幾 つ か の 一 次 抗 体 を 使 用 し た 。 ｐ ５ ３ を 認 識 す る Oncogeneか ら 購 入 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 (Ａ ｂ -６ ； Oncogene)、 ヒ ト ｂ ｃ ｌ -２ を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Oncogene)、 並
び に ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の ｃ 末 端 に 相 同 性 を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド (ア ミ ノ -Ｃ Ｒ Ｌ Ｐ Ｅ Ｇ Ｄ Ｌ
Ｇ Ｋ Ｅ Ｉ Ｅ Ｑ Ｋ Ｙ Ｄ -カ ル ボ キ シ )に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 ト リ に お い て 産
生 さ れ た 抗 体 (Gallus Immunotech)を 使 用 し た 。 抗 -β -ア ク チ ン 抗 体 (Oncogene)を 使 用 し
て 、 等 量 の タ ン パ ク 質 を ロ ー ド し た こ と を 示 し た 。 ｐ ５ ３ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
０ .０ ５ μ g／ ｍ ｌ の 希 釈 度 で 使 用 し 、 ｂ ｃ ｌ -２ に 対 す る 抗 体 を １ ： ３ ５ ０ ０ の 希 釈 度 で
使 用 し 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る 抗 体 を １ ： １ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使 用 し 、 そ し て ア ク チ ン に
対 す る 抗 体 を １ ： ２ ０ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使 用 し た 。 一 次 抗 体 で ６ ０ ～ ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
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ー シ ョ ン し た 後 、 膜 を ０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ５ 分 間 、 ３ 回 洗 浄 し た 。
次 に 、 二 次 抗 体 を １ ％ ミ ル ク を 含 む ０ .０ ２ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 希 釈 し 、 そ
し て 膜 と ６ ０ ～ ９ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ｐ ５ ３ (Ａ ｂ -６ )を 一 次 抗 体 と し て 使 用
し た と き 、 使 用 さ れ る 二 次 抗 体 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ (Sigma）
で あ り 、 １ ： ５ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で あ っ た 。 抗 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ １ を 一 次 抗 体 と し て 使 用 し た と
き 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ウ サ ギ 抗 ト リ Ｉ ｇ Ｙ (Gallus Immunotech)を １ ： ５ ０ ０ ０ の 希
釈 度 で 使 用 し た 。 ア ク チ ン と 供 に 使 用 さ れ る 二 次 抗 体 は 、 １ ： ５ ０ ０ ０ の 希 釈 度 で 使 用 さ
れ る ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｍ で あ っ た 。 二 次 抗 体 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
後 、 膜 を Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ で ３ 回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 Ｅ Ｃ Ｌ プ ラ ス ・ ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 キ ッ ト (Amersham Pharmacia Biotech)
を 使 用 し て 、 結 合 さ れ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 を 検 出 し た 。 簡 潔 に 記 載 す る と 、 膜 を
軽 く 拭 き 取 っ て 乾 か し 、 次 に 暗 所 で 、 試 薬 Ａ と 試 薬 Ｂ の ４ ０ ： １ 混 合 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 膜 を 拭 き 取 っ て 乾 か し 、 ア セ テ ー ト の シ ー ト の 間 に 配 置 し 、 そ し て １ ０ 秒 ～ ３
０ 分 で 変 化 す る 期 間 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 光 し た 。 膜 を 剥 離 緩 衝 液 [１ ０ ０ ｍ Ｍ ・ ２ -メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル 、 ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び ６ ２ .５ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ６ .７ )]に 沈 め 、 そ し
て ５ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 膜 を 剥 離 さ せ た 。 次 に 膜 を 脱 イ
オ ン 水 で 洗 浄 し 、 そ し て 多 量 の ０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ ／ Ｐ Ｂ Ｓ で １ ０ 分 間 ２ 回 洗 浄 し
た 。 膜 を 剥 離 さ せ 、 そ し て ３ 回 再 ブ ロ ッ ト し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　
　
　 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 を 、 １ ウ ェ ル あ た り ２ ０ ０ ０ ０ 細 胞 で 、 ４ ８ ウ ェ ル プ レ ー ト に 蒔 い た 。
７ ２ 時 間 後 、 培 地 を 取 り 除 き 、 そ し て 、 ２ .５ μ Ｍ の コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ２ .５ μ Ｍ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ を 含
む 新 た な 培 地 を 細 胞 に 加 え た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 新 た な 培 地 を 、
２ ４ 時 間 後 に 加 え た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 合 計 ４ ８ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 培
地 を イ ン タ ー ロ イ キ ン １ β (Ｉ Ｌ -１ β 、 １ ０ ０ ０ ｐ ｇ ／ ｍ ｌ ； Leinco Technologies)を 含
む 培 地 と 置 き 換 え 、 そ し て ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Ｔ Ｎ Ｆ -α 定 量 用 に 培 地 を 回
収 し 、 そ し て 凍 結 し た (-２ ０ ℃ )。 未 処 理 の 細 胞 (ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び
Ｉ Ｌ -１ β を 含 ま な い )及 び Ｉ Ｌ -１ β の み で 処 理 さ れ た 細 胞 と の 、 平 行 し て 行 っ た 更 な る
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 、 コ ン ト ロ ー ル に 使 用 し た 。 全 て の 処 理 を 二 回 行 っ た 。 培 地 中 に 放
出 さ れ た Ｔ Ｎ Ｆ -α を 、 製 品 プ ロ ト コ ル に 従 っ て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ (Assey Designs Inc
） に よ り 計 測 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　
　 以 下 の 実 験 に よ り 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ア ポ ト ー シ
ス 因 子 ５ Ａ 並 び に ｐ ５ ３ の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る と い う こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 を 未 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ま ま に す る か 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か
、 又 は ２ ０ ０ ｎ Ｍ の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ １ 、 ＃ ２ 、 又 は ＃
３ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 を １ ０ ０ ｎ Ｍ の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ４ ８ 時 間 で
、 細 胞 を ０ .２ ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で 処 理 し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 抽 出 液
を 回 収 し 、 そ し て 各 サ ン プ ル 由 来 の ５ μ ｇ の タ ン パ ク 質 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 分
離 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 へ 転 写 し 、 そ し て ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る 抗 体 で ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト し
た 。 化 学 発 光 検 出 後 、 膜 を 剥 離 し 、 そ し て ｐ ５ ３ に 対 す る 抗 体 で 再 プ ロ ー ブ し た 。 化 学 発
光 検 出 の 後 、 膜 を 再 び 剥 離 し 、 そ し て ア ク チ ン に 対 す る 抗 体 で 再 プ ロ ー ブ し た 。 (ア ポ ト
ー シ ス 因 子 ５ Ａ に 対 す る )ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ １ 、 ２ 、 及 び ３ で 処 理 さ れ た 後 、 Ｒ Ｋ Ｏ 細
胞 に よ り 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 示 す 図 ５ ２ を 参 照 の こ と 。 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 は 、 ア ン
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チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 後 で は 、 よ
り 少 な い 量 の ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 並 び に よ り 少 な い 量 の ｐ ５ ３ を 産 生 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　
　 以 下 の 実 験 に よ り 、 ア ン チ セ ン ス ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ヌ ク レ オ チ ド が ア ポ ト ー シ ス を
低 減 す る こ と が で き る と い う こ と が 示 さ れ る 。
　 １ の 実 施 態 様 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ は 、 (Ａ )オ リ ゴ フ ェ ク タ ミ ン ・ ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 を 使 用 し て 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 さ れ た ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る か 、 又 は (Ｂ )無 血 清 培 地 中 に 直 接 希 釈 さ れ る １
０ μ Ｍ の 剥 き 出 し の Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン さ れ た 。 ２ ４ 時 間 後 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む 新 た な 培 地 及 び １ ０ μ Ｍ に 希 釈 さ れ る 新 た
な ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 細 胞 に 加 え た 。 細 胞 、 (Ａ )及 び (Ｂ )を 全 体 で ４
８ 時 間 後 に 固 定 し 、 そ し て フ ル オ レ セ イ ン ・ フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 、 Ｕ Ｖ 光 の 下 で 蛍 光 顕
微 鏡 上 で 可 視 化 し た 。 図 ５ ３ は 、 蛍 光 標 識 さ れ た ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 取
り 込 み を 示 す 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 他 の 実 験 に お い て 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ を 、 １ ０ μ Ｍ の コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ セ
ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ で 、
合 計 ４ 日 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 を 開 始 後
４ ８ 時 間 で 、 細 胞 を ２ ０ μ Ｍ 又 は ４ ０ μ Ｍ の カ ン プ ト テ シ ン で ４ ８ 時 間 処 理 し た 。 ア ン チ
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び カ ン プ ト テ シ ン を 含 む 培 地 を 、 毎 日 交 換 し た 。 ア ポ ト ー
シ ス を 起 こ し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 、 細 胞 を ヘ キ ス ト 及 び Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ で 標 識 す る こ と に
よ り 測 定 し た 。 図 ５ ４ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ を 、 １ ０ μ Ｍ の コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ セ ン ス
・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ で ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 培 地 を 交 換 し 、 そ し て 新 た な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 加 え た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 を 始 め た 後 ４ ８ 時 間 で 、 ア ン
チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 取 り 除 き 、 そ し て 細 胞 を ２ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン で ３ 日
間 処 理 し た 。 カ ン プ ト テ シ ン を 含 む 培 地 を 毎 日 交 換 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞
の 割 合 (％ )を 、 細 胞 を ヘ キ ス ト 及 び Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ で 標 識 す る こ と に よ り 測 定 し た 。 図 ５ ５ を
参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 さ ら に 別 の 実 験 に お い て 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ １ ７ を １ μ Ｍ の コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ で
、 合 計 ５ 日 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 を 開 始
後 ４ ８ 時 間 で 、 細 胞 を ２ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン で ３ 又 は ４ 日 処 理 し た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び カ ン プ ト テ シ ン を 含 む 培 地 を 、 毎 日 交 換 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 こ
し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 細 胞 を ヘ キ ス ト 及 び Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ で 標 識 す る こ と に よ り 測 定 し た
。 図 ５ ６ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ １ ７ を 、 ２ .５ μ Ｍ の コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ セ ン
ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ で 、 合
計 ５ 日 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 処 理 を 開 始 後 ４
８ 時 間 で 、 細 胞 を ４ ０ μ Ｍ の カ ン プ ト テ シ ン で ３ 日 間 処 理 し た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 及 び カ ン プ ト テ シ ン を 含 む 培 地 を 毎 日 交 換 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細
胞 の 割 合 (％ )を 、 細 胞 を ヘ キ ス ト で 標 識 す る こ と に よ り 計 測 し た 。 図 ５ ７ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ １ ７ を １ μ Ｍ 又 は ２ .５ μ Ｍ の い ず れ か の コ ン ト
ロ ー ル ・ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ
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５ Ａ １ ＃ ２ で 合 計 ５ 日 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
処 理 を 開 始 後 ４ ８ 時 間 で 、 細 胞 を ４ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン で ３ 日 間 処 理 し た 。 ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び カ ン プ ト テ シ ン を 含 む 培 地 を 毎 日 交 換 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起
し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 細 胞 を ヘ キ ス ト で 標 識 す る こ と に よ り 検 出 し た 。 図 ５ ８ を 参 照
の こ と 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 ＃ ５ １ ７ を 未 処 理 の ま ま に す る か 、 或 い は １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ
・ Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン 、 又 は １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ・ Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び ５ ０ μ Ｍ カ
ン プ ト テ シ ン で 処 理 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 を 、 細 胞 を ヘ キ ス ト で 標
識 す る こ と に よ り 測 定 し た 。 図 ５ ９ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 及 び ＃ ５ １ ７ を ２ .５ μ Ｍ 又 は ５ μ Ｍ の い ず
れ か の コ ン ト ロ ー ル ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ の い ず れ か で 合 計 ２ 日 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ア ン チ セ ン
ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 新 た な 培 地 を ２ ４ 時 間 後 に 加 え た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 開 始 後 ４ ８ 時 間 で 、 細 胞 を ５ ０ μ Ｍ の カ ン プ ト テ シ ン 及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ
・ Ｔ Ｎ Ｆ -α で ２ 日 間 処 理 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 、 細 胞 を ヘ
キ ス ト で 標 識 す る こ と に よ り 測 定 し た 。 図 ６ ０ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 、 ＃ ５ １ ７ 、 及 び ＃ ５ ２ ４ を 、 ２ .５ μ Ｍ の
コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ の い ず れ か で 、 合 計 ２ 日 間 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ア ン チ セ ン ス
・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 新 た な 培 地 を 、 ２ ４ 時 間 後 に 加 え た 。 ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 処 理 を 開 始 後 ４ ８ 時 間 で 、 細 胞 を ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン 及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ
ｌ Ｔ Ｎ Ｆ -α で ２ 日 間 処 理 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 、 細 胞 を ヘ
キ ス ト で 標 識 す る こ と に よ り 測 定 し た 。 図 ６ １ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　
　 以 下 の 実 験 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ を 標 的 と し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン さ れ た 細 胞 が 、 よ り 少 な い 量 の ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ を 発 現 す る こ と が 示 さ れ た 。 該
実 験 は ま た 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ を 標 的 と し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 、 ア ポ ト ー シ ス を 低 減 す る
こ と が で き る い う こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 一 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ １ ７ を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 間 、 血 清 有 り (
Ａ )又 は 血 清 な し (Ｂ )の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ ・ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 を 使 用 し
て 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ ・ Ｆ Ａ Ｍ 標 識 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 (Ａ )及 び (Ｂ )の 細
胞 を 、 合 計 ２ ４ 時 間 後 に 固 定 し 、 そ し て フ ル オ レ セ イ ン ・ フ ィ ル タ ー を 使 用 す る Ｕ Ｖ 光 の
下 で 蛍 光 顕 微 鏡 上 で 可 視 化 し た 。 図 ６ ２ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 別 の 実 験 で は 、 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 間 血 清 の 存 在 又 は 非 存 在 下 の い
ず れ か で 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ６ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 つ
ま り ２ 個 の コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ 及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 対 し て 標 的 さ れ た
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ )と ４ 種 の ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ を 標 的 と し た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ ～ ＃ ４ )を ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ７ ２ 時 間 で 、 細 胞 抽 出 液 を 回 収 し 、 そ し
て 各 サ ン プ ル か ら の ５ μ ｇ の タ ン パ ク 質 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 分 離 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ
膜 に 転 写 し 、 そ し て ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る 抗 体 で ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト し た 。 化 学 発 光 検
出 の 後 、 膜 を 剥 離 し 、 そ し て ｂ ｃ ｌ -２ に 対 す る 抗 体 で 再 プ ロ ー ブ し た 。 化 学 発 光 検 出 の
後 に 、 膜 を 再 び 剥 離 し 、 そ し て ア ク チ ン に 対 す る 抗 体 で 再 プ ロ ー ブ し た 。 図 ６ ３ を 参 照 の
こ と 。
【 ０ １ ８ ８ 】
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　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 及 び ＃ ５ １ ７ を 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ６ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 つ ま り ２ 種 の コ ン ト ロ ー ル (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃
５ 及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ )及 び ４ 種 の ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ ～ ＃ ４ )を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ７ ２
時 間 で 、 細 胞 抽 出 液 を 回 収 し 、 そ し て 各 サ ン プ ル 由 来 の ５ μ ｇ の タ ン パ ク 質 を 、 Ｓ Ａ Ｓ -
Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ゲ ル 上 で 分 離 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 へ と 転 写 し 、 そ し て ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る 抗 体 で ウ
エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト し た 。 化 学 発 光 検 出 の 後 に 、 膜 を 剥 離 し 、 そ し て ア ク チ ン に 対 す る 抗
体 で 再 プ ロ ー ブ し た 。 図 ６ ４ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ を １ ０ ０ ｎ ｍ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン し た 。 ６ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 つ ま り ２ 種 の コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５
及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ )及 び ４ 種 の ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ ～ ＃ ４ )を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ４ ８ 時
間 で 、 培 地 を ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン 及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ・ Ｔ Ｎ Ｆ -α を 含 む 培 地 と 置 換
し た 。 ２ ４ 時 間 後 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 、 細 胞 を ヘ キ ス ト で 標 識
す る こ と に よ り 測 定 し た 。 図 ６ ５ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ を 、 １ ０ ０ ｎ ｍ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た 。 ６ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 つ ま り ２ 種 の コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃
５ 及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ )及 び ４ 種 の ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ ～ ＃ ４ )で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ７ ２
時 間 で 、 培 地 を ５ ０ μ Ｍ の カ ン プ ト テ シ ン 及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ・ Ｔ Ｎ Ｆ -α を 含 む 培 地 と
置 き 換 え ら れ た 。 ２ ４ 時 間 後 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 割 合 (％ )を 、 細 胞 を ヘ キ ス ト で 標 識 す
る こ と に よ り 測 定 し た 。 図 ６ ６ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 別 の 実 験 で は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ な い ま ま に す る
か 、 又 は １ ０ ０ ｎ ｍ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ６ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 つ ま
り ２ 種 の コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ 及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ を 標 的 と す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ )及 び ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ を 標 的 と す る ４ 種 類 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ ～ ＃ ４ )を ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ７ ２ 時 間 後 、 培 地 を ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ
ン 及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ・ Ｔ Ｎ Ｆ -α を 含 む 培 地 と 置 き 換 え た 。 新 た な 培 地 を ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ て い な い 、 未 処 理 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に 加 え た 。 ４ ８ 時 間 後 、 ア ポ ト ー シ ス 細
胞 の 割 合 (％ )を 細 胞 を 、 ヘ キ ス ト で 標 識 す る こ と に よ り 測 定 し た 。 図 ６ ７ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 図 ６ ７ 及 び 実 施 例 １ ３ に 記 載 さ れ た 実 験 由 来 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
、 そ し て カ ン プ ト テ シ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ α で 処 理 さ れ た 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ で あ っ て ヘ
キ ス ト 染 色 さ れ た も の の 写 真 に う い て は 、 図 ６ ８ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　
　 ヒ ト 細 胞 系 列 を ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ に 対 す る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処
理 す る こ と に よ り 、 細 胞 の Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 が 少 な く な る こ と が 本 実 施 例 に よ り 示 さ れ る
。
　 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 を 、 合 計 ２ 日 間 、 ２ .５ μ Ｍ の コ ン ト ロ ー ル ・ ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 又 は ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ＃ ２ で 処 理 し た 。 ア ン チ
セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 新 た な 培 地 を 、 ２ ４ 時 間 後 に 加 え た 。 さ ら な る 細 胞 を
２ 日 間 未 処 理 の ま ま 置 い て お い た 。 処 理 の 開 始 後 ４ ８ 時 間 で 、 細 胞 を Ｉ Ｌ -１ β (１ ０ ０ ０
ｐ ｇ ／ ｍ ｌ )で ６ 時 間 処 理 し た 。 実 験 の 終 わ り に 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 定 量 用 に 、 培 地 を 回 収 し 、 そ
し て 冷 凍 し た (-２ ０ ℃ )。 培 地 中 に 放 出 さ れ る Ｔ Ｎ Ｆ -α を 、 Assay Designs Inc.か ら 購 入
し た Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ を 使 用 し て 計 測 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】

10

20

30

40

50

(46) JP 2006-520611 A 2006.9.14

実 施 例 １ ４



　
　 Ｈ Ｔ -２ ９ 細 胞 (ヒ ト ・ 大 腸 腺 癌 )を 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 又 は 逆 配 列 を 有
す る コ ン ト ロ ー ル ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 使 用 さ れ た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、
以 下 の 通 り で あ る 。
　 ６ ９ ０ 位 (３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ )％ Ｇ ／ Ｃ ＝ ４ ８
　 ５ ’ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｕ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｕ Ｃ Ｃ Ｕ Ｃ Ｃ Ｕ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ ３ ’
　  使 用 さ れ た コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 以 下 の と お り で あ る 。
　 ％ Ｇ ／ Ｃ ＝ ３ ９
　 ５ ’ Ａ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｕ Ｃ Ｃ Ｕ Ｃ Ｃ Ｕ Ｃ Ａ Ｇ Ｇ Ｕ Ｃ Ｇ ３ ’
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ４ ８ 時 間 後 、 細 胞 を イ ン タ ー フ ェ ロ ン -ガ ン マ (Ｉ Ｆ Ｎ -ガ ン マ )で １ ６ 時 間 処 理 し た 。 １
６ 時 間 後 、 細 胞 を 新 た な 培 地 で 洗 浄 し 、 そ し て リ ポ 多 糖 (Ｌ Ｐ Ｓ )で ８ 又 は ２ ４ 時 間 処 理 し
た 。 各 時 間 点 に お い て (８ 又 は ２ ４ 時 間 )、 細 胞 培 養 培 地 を 細 胞 か ら 取 り 除 き 、 冷 凍 し 、 そ
し て 培 地 中 に 存 在 す る Ｔ Ｎ Ｆ -α を 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 定 量 し た 。 細 胞 ラ イ セ ー ト を 回 収
し 、 タ ン パ ク 質 に つ い て 定 量 し 、 そ し て Ｔ Ｎ Ｆ -α 値 を 、 ｐ ｇ ／ ｍ ｇ タ ン パ ク 質 へ と 調 節
し た (異 な る ウ ェ ル に お け る 細 胞 数 の 差 を 調 節 し た )。 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 及 び Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ の 結 果 を 図 ７ ４ Ａ 及 び Ｂ に 提 供 す る 。 図 ７ ５ は 、 細 胞 が 高 密 度 で あ る こ と を 除 い て 同 じ
で あ る 実 験 の 結 果 で あ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　
　
　 Ｕ -９ ３ ７ は 、 懸 濁 状 態 で 成 長 し 、 そ し て Ｐ Ｍ Ａ で 刺 激 さ れ た 際 に 、 接 着 を 開 始 し 、 そ
し て マ ク ロ フ ァ ー ジ へ と 分 化 す る ヒ ト 単 球 細 胞 系 列 (Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ -１ ５ ９ ３ .２ )で
あ る (こ れ ら の 細 胞 は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 直 接 得 た も の で は な い )。 細 胞 を 、 ２ ｍ Ｍ ・ Ｌ -グ ル タ
ミ ン 、 １ .５ ｇ /Ｌ 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 ４ .５ ｇ /Ｌ グ ル コ ー ス 、 １ ０ ｍ Ｍ ・ Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、
１ .０ ｍ Ｍ ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 及 び １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ 内 で
、 ３ ７ ℃ ・ Ｃ Ｏ 2 (５ ％ )の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 に て 維 持 し た 。 週 に 二 回 細 胞 を 新 た な 培 地
に 分 け (分 割 比 １ ： ４ 又 は １ ： ５ )、 そ し て 細 胞 密 度 を つ ね に １ ０ 5 及 び ２ × １ ０ 6 細 胞 /ｍ
ｌ の 間 に 維 持 し た 。 細 胞 を 、 組 織 培 養 処 理 Ｔ ２ ５ フ ラ ス コ 中 で 、 懸 濁 状 態 で 培 養 し 、 そ し
て 実 験 を ２ ４ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト 内 で 行 っ た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　
　 実 験 の 開 始 ２ 日 前 に 、 細 胞 密 度 を 、 ３ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ 培 地 に 調 節 し た 。 実 験 の 日 に
、 細 胞 を 対 数 期 で 回 収 し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 、 １ ５ ｍ ｌ チ ュ ー ブ に 移 し 、 そ し て ４ ０ ０ × ｇ
で １ ０ 分 間 、 室 温 で 遠 心 し た 。 上 清 を 吸 引 し 、 そ し て 細 胞 ペ レ ッ ト を 新 た な 培 地 で 洗 浄 ／
再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 再 び ４ ０ ０ × ｇ で １ -分 間 遠 心 し 、 上 清 を 吸 引 し 、 そ し て 細 胞 ペ レ ッ
ト を 最 終 的 に 新 た な 培 地 で 最 終 的 に 再 懸 濁 し た 。 等 量 の 細 胞 懸 濁 液 及 び ト リ パ ン ／ ブ ル ー
溶 液 (０ .４ ％ ト リ パ ン ・ ブ ル ー 色 素 を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )を 混 合 し 、 そ し て 血 球 計 数 版 及 び 顕 微
鏡 を 使 用 し て 生 細 胞 を 計 数 し た 。 細 胞 を ４ × １ ０ 5 細 胞 ／ ｍ ｌ に 希 釈 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 Ｐ Ｍ Ａ 又 は Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ (溶 媒 コ ン ト ロ ー ル )の い ず れ か を 各 ウ ェ ル に 加 え る こ と に よ り 、 ２
４ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト を 準 備 し た 。 １ ｍ ｌ の 細 胞 懸 濁 液 を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 そ の 結 果 各 ウ ェ
ル は 、 ４ ０ ０ ０ ０ ０ 細 胞 、 ０ .１ ％ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ＋ ／ -１ ６ ２ ｎ Ｍ ・ Ｐ Ｍ Ａ を 含 ん だ 。 細 胞 を 、
３ ７ ℃ ・ Ｃ Ｏ 2 (５ ％ )イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内 で 維 持 し た 。 区 分 け さ れ た ウ ェ ル の 細 胞 を 、 ０
、 ２ ４ 、 ４ ８ 、 ７ ２ 、 ９ ６ 、 ９ ９ 及 び １ ０ ２ 時 間 で 回 収 し た 。 実 験 時 間 点 及 び 添 加 の 要 約
に つ い て 、 図 ７ ６ を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 培 地 を ７ ２ 時 間 で 交 換 し た 。 幾 つ か の 細 胞 が 接 着 し 、 そ し て 残 り は 懸 濁 状 態 で あ っ た の
で 、 接 着 細 胞 が バ ラ バ ラ に な る こ と を 避 け る た め に 注 意 を 払 っ た 。 各 ウ ェ ル か ら の 培 地 を
注 意 深 く 対 応 す る マ イ ク ロ 遠 心 チ ュ ー ブ に 移 し 、 そ し て チ ュ ー ブ を １ ４ ０ ０ ０ × ｇ で ３ 分
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間 遠 心 し た 。 チ ュ ー ブ を 吸 引 処 理 し 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 新 た な 培 地 (１ ｍ ｌ 、 (-)Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ
、 (-)Ｐ Ｍ Ａ )中 で 懸 濁 し 、 そ し て そ れ ら の 元 の ウ ェ ル に 戻 し た 。 細 胞 は 、 Ｐ Ｍ Ａ を 伴 わ な
い 新 た な 培 地 中 で 静 止 し 始 め た 。 ９ ６ 時 間 で 、 Ｌ Ｐ Ｓ (１ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ )を 加 え 、 そ し て
細 胞 を ３ ｈ か ９ ９ ｈ )及 び ６ ｈ (１ ０ ２ ｈ )後 に 回 収 し た 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 時 間 点 に お い て 、 懸 濁 細 胞 及 び 培 地 を 各 ウ ェ ル か ら 遠 心 チ ュ ー ブ 中 に 移 し た 。 細 胞 を １
４ ０ ０ ０ × ｇ で ３ 分 間 ペ レ ッ ト 化 し た 。 培 地 (上 清 )を き れ い な チ ュ ー ブ に 移 し 、 そ し て Ｅ
Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ／ サ イ ト カ イ ン 分 析 用 に 貯 蔵 し た (-２ ０ ℃ )。 ウ ェ ル 内 に 残 っ て い る 細 胞 を Ｐ Ｂ
Ｓ で 洗 浄 し (１ ｍ ｌ 、 ３ ７ ℃ )、 そ し て こ の Ｐ Ｂ Ｓ を 使 用 し て 、 対 応 す る マ イ ク ロ 遠 心 チ ュ
ー ブ 内 の 細 胞 ペ レ ッ ト を 洗 浄 し た 。 細 胞 を 、 １ ４ ０ ０ ０ × ｇ で ３ 分 間 再 び ペ レ ッ ト 化 し た
。 細 胞 を 煮 沸 溶 解 緩 衝 液 (５ ０ ｍ Ｍ ・ ト リ ス ｐ Ｈ ７ .４ 及 び ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ )で 溶 解 し た 。 各 ウ
ェ ル か ら の 接 着 細 胞 及 び 懸 濁 細 胞 を 取 っ て お い た 。 サ ン プ ル を 煮 沸 し 、 そ し て 次 に -２ ０
℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　
　 各 細 胞 サ ン プ ル に お け る タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 Ｂ Ｓ Ａ (ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン )を 標 準 タ ン パ
ク 質 と し て 使 用 し て 、 Ｂ Ｃ Ａ (ビ シ ン コ ニ ン 酸 )法 に よ り 測 定 し た 。 タ ン パ ク 質 サ ン プ ル (
５ μ ｇ 全 量 タ ン パ ク 質 )を １ ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ
膜 へ と 転 写 し た 。 膜 を ポ リ ビ ニ ル ・ ア ル コ ー ル (１ μ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ３ ０ 秒 )で ブ ロ ッ キ ン グ し
、 そ し て ５ ％ ス キ ム ・ ミ ル ク を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ -ｔ (１ 時 間 )ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 膜 を 、 ヒ ト ｅ
Ｉ Ｆ -５ Ａ に 対 す る マ ウ ス ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Ｂ Ｄ  Biosciences cat＃ 611976； ５ ％ ス
キ ム ミ ル ク を 含 む PBS-t中 1： 20000で １ 時 間 )で プ ロ ー ブ し た 。 膜 を Ｐ Ｂ Ｓ -ｔ で ３ × １ ０
分 洗 浄 し た 。 二 次 抗 体 は 、 西 洋 ワ サ ビ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 マ ウ ス 抗 体 (Sigma、 １ ：
５ ０ ０ ０ 、 １ ％ ス キ ム ミ ル ク 、 １ ｈ ） で あ っ た 。 タ ン パ ク 質 の バ ン ド を 、 化 学 発 光 に よ り
可 視 化 し た (Ｅ Ｃ Ｌ 検 出 シ ス テ ム 、 Amersham Pharmacia Biotech)。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 同 等 の 量 の タ ン パ ク 質 を 各 ゲ ル ・ レ ー ン に ロ ー ド し た こ と を 示 す た め に 、 膜 を 剥 離 し 、
そ し て ア ク チ ン に つ い て 再 プ ロ ー ブ 化 し た 。 膜 を 剥 離 し (１ ０ ０ ｍ M・ ２ メ ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル 、 ２ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ６ ２ .５ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ ・ ｐ Ｈ ６ .７ ； ５ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 )、 洗 浄 し
、 次 に 上 記 の よ う に ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 膜 を ア ク チ ン ・ 一 次 抗 体 (マ ウ ス 中 で 作 成 し た ア
ク チ ン ・ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ； Oncogene, Ab-1； ５ ％ ス キ ム ミ ル ク 中 に １ ： ２ ０ ０ ０ ０ )
で プ ロ ー ブ し た 。 二 次 抗 体 、 洗 浄 、 及 び 検 出 は 上 記 と 同 様 で あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 図 ７ ７ は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ が 、 単 球 (Ｕ -３ ９ ７ )が 分 化 す る 間 上 方 制 御 さ れ 、 そ し て そ の 後
に Ｔ Ｎ Ｆ -α が 分 泌 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　

　 Ｈ Ｔ -２ ９ (ヒ ト 結 腸 腺 癌 )細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 約 ４ ８ 時 間 で 培 地 を 交 換 し 、 そ の 結 果 、
幾 つ か の 試 験 サ ン プ ル は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ ガ ン マ を 伴 う 培 地 を 有 し 、 そ し て 幾 つ か の
サ ン プ ル は イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ ガ ン マ を 伴 わ な い 培 地 を 有 し た 。 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ ガ ン
マ の 添 加 後 １ ６ 時 間 で 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 そ し て Ｔ Ｎ Ｆ α を 伴 う 又 は 伴 わ な い 培 地 を 、 細 胞
に 加 え た 。 Ｉ Ｌ -８ の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 検 出 に 使 用 す る (培 地 )及 び 細 胞 ラ イ セ ー ト を 、 ８ 又 は ２
４ 時 間 後 に 回 収 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 図 ７ ９ 及 び ８ ０ は 、 Ｉ Ｌ -８ が Ｔ Ｎ Ｆ -ア ル フ ァ に 応 答 し て 、 並 び に イ ン タ ー フ ェ ロ ン に
応 答 し て 産 生 さ れ る こ と を 示 す 。 Ｔ Ｎ Ｆ 処 理 の 前 に 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ ガ ン マ で 細 胞 を
刺 激 す る こ と に よ り 、 細 胞 は 、 単 独 の 処 理 よ り も 多 い Ｉ Ｌ ８ を 産 生 す る よ う に な る 。 こ れ
は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 応 答 す る Ｔ Ｎ Ｆ 受 容 体 の 知 ら れ て い る 上 方 制 御 の た め の よ う で あ
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ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト

実 施 例 １ ７ ： ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に よ る 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ ガ ン マ に 応 答 し た Ｉ
ｌ -８ 産 生 の 抑 制



り 、 該 細 胞 を イ ン タ ー フ ェ ロ ン で 「 刺 激 」 す る こ と に よ っ て 、 該 細 胞 が よ り 多 く の 受 容 体
を 有 す る よ う に な る の で 、 細 胞 が Ｔ Ｎ Ｆ に よ り よ く 応 答 す る こ と が 可 能 に な る 。 ｅ Ｉ Ｆ ５
Ａ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｔ Ｎ Ｆ の み に 応 答 し た Ｉ Ｌ -８ の 産 生 に 影 響 を 与 え な い (前 述 の
実 験 )が 、 該 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 応 答 す る ほ と ん ど 全 て の Ｉ Ｌ -８ 並 び に イ
ン タ ー フ ェ ロ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ の 併 用 処 理 の 結 果 と し て 産 生 さ れ た Ｉ Ｌ -８ の か な り の 量 を ブ
ロ ッ ク し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 に よ
っ て 、 該 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｉ Ｌ -８ を 導 く イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ シ グ ナ ル 経 路 を 有 す る が 、 Ｔ
Ｎ Ｆ 経 路 を 有 さ な い と い う こ と を 示 し た 。 図 ８ １ は 、 Ｈ Ｔ -２ ９ 細 胞 に お い て イ ン タ ー フ
ェ ロ ン ガ ン マ に 応 答 す る ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の 上 方 制 御 (８ 時 間 で ４ 倍 )を 示 す ウ エ ス
タ ン で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　
　
　 ヒ ト の 両 目 を 、 Canada, Ontario Divisionの ア イ バ ン ク か ら 死 後 ４ ８ 時 間 以 内 に 得 た 。
(付 着 さ れ た 極 を 伴 う )視 神 経 乳 頭 を 取 り 出 し 、 そ し て 抗 生 物 質 ／ 抗 真 菌 剤 、 グ ル タ ミ ン 、
及 び １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 含 む ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 (Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ )中 に ３ 時 間 置 い た 。 視 神
経 乳 頭 (Ｏ Ｎ Ｈ )ボ タ ン を 、 各 組 織 サ ン プ ル か ら 回 収 し 、 そ し て 解 剖 ハ サ ミ で 細 か く 切 っ て
、 ４ の 小 片 に し た 。 移 植 片 を １ ２ .５ ｃ ｍ 2 プ ラ ス チ ッ ク 製 培 養 フ ラ ス コ 内 の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地
中 で 培 養 し た 。 生 育 で き た 移 植 片 に つ い て １ 月 間 成 長 を 観 測 し た 。 細 胞 が ９ ０ ％ コ ン フ ル
エ ン ト に 達 す る と 、 ト リ プ シ ン 処 理 さ れ 、 そ し て 分 化 継 代 培 養 に 供 し て 、 篩 骨 篩 板 (Ｌ Ｃ )
及 び 星 状 細 胞 集 合 を 産 生 し た 。 Ｌ Ｃ 細 胞 を 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 及 び １ ０ ％ Ｆ
Ｂ Ｓ を 加 え た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ を 入 れ た ２ ５ ｃ ｍ 2 フ ラ ス コ 内 で 継 代 す る こ と に よ り 濃 縮 し た 。 こ
の プ ロ ト コ ル の よ う に 、 細 胞 を 維 持 し 、 そ し て 継 代 培 養 し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 異 な る 継 代 に よ り 得 た 細 胞 集 合 を 、 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上 で 、 異 な る 蛍 光 抗 体 を 使 用
す る こ と に よ り 、 同 一 性 及 び 集 合 の 均 一 性 に つ い て 特 徴 づ け し た 。 細 胞 を １ ０ ％ ホ ル マ リ
ン 溶 液 中 で 固 定 し 、 そ し て ダ ル ベ ッ コ ・ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ )で ３ 回 洗 浄 し た
。 ２ ％ 脱 脂 乳 を 含 む Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で ブ ロ ッ キ ン グ し た の ち に 、 抗 体 を １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｄ Ｐ Ｂ
Ｓ 中 で 希 釈 し 、 そ し て ６ 個 の ウ ェ ル に 加 え た 。 残 っ た ２ 個 の ウ ェ ル を 、 １ ％ ウ シ 血 清 ア ル
ブ ミ ン (Ｂ Ｓ Ａ )溶 液 の み で 、 及 び コ ン ト ロ ー ル と し て 二 次 抗 体 の み で 処 理 し た 。 細 胞 を 、
一 次 抗 体 で 、 １ 時 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て ３ 回 Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 適 切
な 二 次 抗 体 を １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 希 釈 し 、 各 ウ ェ ル に 加 え 、 そ し て １ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ス ラ イ ド を 水 で 洗 浄 し 、 風 乾 し 、 そ し て 蛍 光 標 本 培 地  (Vector Lab
oratories)を 各 ス ラ イ ド に 加 え た 。 免 疫 蛍 光 染 色 を 、 適 切 な フ ィ ル タ ー を 備 え る 蛍 光 顕 微
鏡 の 下 で 観 察 し 、 そ し て 一 次 抗 体 で 処 理 さ れ て い な い コ ン ト ロ ー ル ・ ウ ェ ル と 比 較 し た 。
全 て の 一 次 抗 体 を 、 他 に 記 載 が な い 限 り Sigmaか ら 得 た 。 全 て の 二 次 抗 体 を Molecular Pro
ve社 か ら 購 入 し た 。 Ｌ Ｃ 細 胞 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 一 次 抗 体 は 、 抗 -コ ラ ー ゲ ン Ｉ
、 抗 -コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｖ 、 抗 ラ ミ ニ ン 、 及 び 抗 -細 胞 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 抗 グ リ ア 線 維 酸 性 タ
ン パ ク 質 (GFAP)、 及 び 抗 ア ル フ ァ -平 滑 筋 ア ク チ ン で あ っ た 。 細 胞 集 合 が 、 コ ラ ー ゲ ン Ｉ
、 コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｖ 、 ラ ミ ニ ン 、 細 胞 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 α 平 滑 筋 ア ク チ ン に つ い て 陽 性 に
染 色 さ れ 、 か つ グ リ ア 線 維 (Ｇ Ｆ Ａ Ｐ )に つ い て 陰 性 に 染 色 さ れ る 場 合 、 細 胞 集 合 は Ｌ Ｃ 細
胞 か ら 構 成 さ れ る と い う こ と が 確 定 さ れ る 。 こ の 試 験 に お い て 、 ２ セ ッ ト の ヒ ト の 目 を 使
用 し て 、 培 養 を 開 始 す る 。 Ｌ Ｃ 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 及 び ＃ ５ １ ７ を 、 ８ ３ 歳 男 性 及 び １ ７ 歳
男 性 の 視 神 経 乳 頭 か ら そ れ ぞ れ 確 立 し た 。 全 て の Ｌ Ｃ 細 胞 系 列 は 、 十 分 に 特 徴 付 け ら れ て
お り 、 そ し て ９ ０ ％ を 超 え る Ｌ Ｃ 細 胞 を 含 む こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　
　 ５ ０ μ Ｍ の カ ン プ ト テ シ ン (Sigma)及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ -α (Leinco Technologi
es)の 組 合 せ を 使 用 し て 、 篩 骨 篩 板 細 胞 に 誘 導 し た 。 カ ン プ ト テ シ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α の 併 用
は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 点 で 、 カ ン プ ト テ シ ン 又 は Ｔ Ｎ Ｆ -α い ず れ か の み よ り 有 効
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実 施 例 １ ８
ヒ ト 篩 骨 篩 板 細 胞 培 養

Ｌ Ｃ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン



で あ る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　
　 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る 低 分 子 抑 制 Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ )を 使 用 し て 、 篩 骨 篩 板 細 胞 に
お い て 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ の 発 現 を 特 異 的 に 抑 制 し た 。 ６ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 サ イ レ ン サ ー (
Ｓ ｉ ｌ ｅ ｎ ｃ ｅ ｒ )(商 標 )ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 キ ッ ト (Ambion Inc)を 使 用 し て in vitro転 写 に
よ り 作 成 し た 。 ４ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 し て 作 成 し た (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (＃
１ ～ ＃ ４ )。 ２ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 キ ッ ト 内 に 提 供 さ れ る Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、
及 び ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ 特 異 的 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ の 逆 配 列 を 有 す る が 、 そ れ 自 身 は ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ を 標
的 と し な い ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ )を 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 し た 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を
製 品 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 作 成 し た 。 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ 及 び コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 は 、 以 下
の 配 列 を 有 し た ：
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ 　 ５ ’ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ａ ３ ’ ；
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ２ 　 ５ ’ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ｔ ３ ’ ；
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ３ 　 ５ ’ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｔ Ａ Ｔ Ｔ ３ ’ ；
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ４ 　 ５ ’ Ａ Ａ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ａ ３ ’ ；
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ 　 ５ ’ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ａ Ｃ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ａ ３ ’ 。
　 篩 骨 篩 板 細 胞 に 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ を 使 用 し て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン し た 。 細 胞 集 密 度 が ４ ０ ～ ７ ０ ％ で あ る と き 、 篩 骨 篩 板 細 胞 は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ 、 そ し て 一 般 的 に 篩 骨 篩 板 細 胞 は 、 １ ウ ェ ル あ た り ７ ５ ０ ０ 細 胞 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン の ３ 日 前 に ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上 に 蒔 か れ た 。 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド の １ ウ ェ ル
に 十 分 な 量 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 は 、 ２ ５ .５ ｐ ｍ ｏ ｌ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｏ ｐ ｔ ｉ -
Ｍ ｅ ｍ (Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ )中 に 最 終 体 積 ２ １ .２ μ ｌ ま で 希 釈 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 ０ ． ４
２ ５ μ ｌ の リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ を 終 量 ２ １ ． ２ μ ｌ の Ｏ ｐ ｔ ｉ － Ｍ ｅ ｍ に ７ ～ １ ０
分 間 室 温 に て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 希 釈 さ れ た リ ポ フ ェ ク タ ミ ン ２ ０ ０ ０ 混 合 体 を 、
次 に 希 釈 さ れ た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 混 合 液 に 加 え 、 そ し て 室 温 で ２ ０ ～ ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 。 細 胞 を 無 血 清 培 地 で 一 回 洗 浄 し 、 そ の 後 １ ３ ５ μ ｌ の 無 血 清 培 地 を 細 胞 に 加 え 、
そ し て ４ ２ .４ μ ｌ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 を 加 え た 。 細 胞 を 成 長 チ ャ ン バ ー に ４ 時
間 戻 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ６ ５ μ ｌ の 無 血 清 培 地 プ ラ ス ３ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 細 胞 に
加 え た 。 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト 分 析 に つ い て 使 用 さ れ る 細 胞 中 へ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン は 、 ８ ウ ェ ル ス ラ イ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 条 件 と 同 じ 条 件 で あ る が
、 体 積 を ２ .３ 倍 に 増 加 さ せ た 条 件 を 使 用 し て 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト で 行 わ れ た 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 に 、 ５ ０ μ Ｍ の カ ン プ ト テ シ ン (Ｓ ｉ ｇ ｍ ａ )及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ
Ｎ Ｆ -α (Leinco Technologies)で 処 理 す る 前 に 、 篩 骨 篩 板 細 胞 を ７ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し て 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。 細 胞 ラ イ セ ー ト を 次 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用
に 回 収 す る か 、 又 は 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　
　 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )を 測 定 す る た め に 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び カ ン プ ト
テ シ ン で ２ ４ 時 間 処 理 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 、 ヘ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ で
染 色 し た 。 簡 潔 に 記 載 す る と 細 胞 を 、 ３ ： １ の 無 水 メ タ ノ ー ル 及 び 氷 酢 酸 の 混 合 液 で 固 定
し 、 次 に ヘ キ ス ト 染 色 液  (０ .５ μ ｇ ／ ｍ ｌ へ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )を 加 え た 。
暗 所 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 染 色 溶 液 を 捨 て 、 培 養 ス ラ イ ド の ウ ェ ル を 区 切 る
チ ャ ン バ ー を 取 り 除 き 、 そ し て ス ラ イ ド を １ 分 間 脱 イ オ ン 水 で ３ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 数
滴 の マ ッ ク ル バ イ ン 緩 衝 液 (０ .０ ２ １ Ｍ ク エ ン 酸 、 ０ .０ ５ ８ Ｍ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 ・ ７ Ｈ 2 Ｏ
； ｐ Ｈ ５ .６ )を 細 胞 に 加 え 、 そ し て カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 染 色 さ れ た 細 胞 を 、 Ｕ Ｖ フ ィ
ル タ ー を 使 用 し て 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 で 可 視 化 し た 。 明 る く 染 色 さ れ た 細 胞 又 は 断 片 化 さ れ た
核 を 有 す る 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 数 え た 。 １ ウ ェ ル あ た り 最 低 ２
０ ０ 個 の 細 胞 を 計 数 し た 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 特 徴 で あ る Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 化 を
検 出 す る た め に 、 DeadEnd蛍 光 定 量 Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ (Promega)も 使 用 し た 。 ヘ キ ス ト 染 色 の 後 に
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、 細 胞 ス ラ イ ド を 蒸 留 水 で 簡 単 に 洗 浄 し 、 そ し て さ ら に ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ (１ ３ ７ ｍ Ｍ ・
Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ .６ ８ ｍ Ｍ ・ Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .４ ７ ｍ Ｍ ・ Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 、 ８ .１ ｍ Ｍ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4 )
中 に ５ 分 間 二 回 ス ラ イ ド を 浸 し 、 洗 浄 と 洗 浄 と の 間 で ス ラ イ ド を ペ ー パ ー タ オ ル 上 で 拭 い
た 。 細 胞 を ０ ． ２ ％ ト ラ イ ト ン Ｘ － １ ０ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ 分 間 浸 す こ と に よ り 透 過 処
理 し た 。 次 に 、 ス ラ イ ド を Ｐ Ｂ Ｓ 中 に ５ 分 間 ２ 回 浸 す こ と に よ り 再 び 洗 浄 し 、 そ し て 洗 浄
と 洗 浄 の 間 で ペ ー パ ー タ オ ル 上 で ス ラ イ ド を 拭 き 取 っ た 。 １ ウ ェ ル あ た り ２ ５ μ ｌ の 平 衡
緩 衝 液 [２ ０ ０ ｍ Ｍ カ コ ジ ル 酸 カ リ ウ ム (ｐ Ｈ ６ .６ )、 ２ ５ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ６ .６ )
、 ０ .２ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ０ .２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 及 び ２ .５ ｍ
Ｍ 塩 化 コ バ ル ト ]を 加 え て 、 そ し て ５ ～ １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 平 衡 化 の 間 、
３ ０ μ ｌ の 反 応 混 合 液 を 各 ウ ェ ル に つ い て 、 ４ ５ ： ５ ： １ の 比 率 の 平 衡 緩 衝 液 、 ヌ ク レ オ
チ ド ミ ッ ク ス [５ ０ μ Ｍ フ ル オ レ セ イ ン -１ ２ -ｄ Ｕ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ０ μ Ｍ ・ ｄ Ａ Ｔ Ｐ 、 １ ０ ｍ
Ｍ ・ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ７ .６ )、 お よ び １ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ]、 及 び 末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ オ
チ ド ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 (Ｔ ｄ ｔ 、 ２ ５ Ｕ ／ μ ｌ )を 混 合 す る こ と に よ り 調 製 し た 。
平 衡 緩 衝 液 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 、 ３ ０ μ ｌ の 反 応 混 合 液 を １ ウ ェ ル あ た り に
加 え 、 そ し て カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 反 応 を 暗 所 に て ３ ７ ℃ で １ 時 間 進 ま せ た 。 ス ラ イ ド
を 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ [０ .３ Ｍ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 及 び ３ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (ｐ Ｈ ７ .０ )]中 に
浸 し 、 そ し て １ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 反 応 を 終 わ ら せ た 。 ス ラ イ ド を
次 に Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 浸 す こ と に よ り ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 Ｐ Ｂ Ｓ を キ ム ワ イ プ で 、 ウ ェ ル の 周
り を 吸 い 取 る こ と に よ り 取 り 除 き 、 そ し て 標 本 培 地 (Oncogene Reearch Project、 Ja1750-
4ML)を 各 ウ ェ ル に 加 え 、 そ し て ス ラ イ ド に カ バ ー ガ ラ ス を 被 せ た 。 ヘ キ ス ト 染 色 さ れ た 核
を 計 数 す る た め に 、 Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー (Ｕ Ｖ -Ｇ ３ ６ ５ 、 フ ィ ル タ ー セ ッ ト ４ ８ ７ ９ ０ ２ )を
使 用 し て 、 細 胞 を 蛍 光 顕 微 鏡 の 下 で 観 察 し た 。 明 る く 染 色 さ れ た 核 又 は 断 片 化 さ れ た 核 を
有 す る 細 胞 の 全 て を ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 数 え た 。 同 じ 視 野 を 使 用 し て 、
次 に 蛍 光 フ ィ ル タ ー (グ リ ー ン H546、 フ ィ ル タ ー セ ッ ト 48915)を 使 用 し て 観 察 し 、 そ し て
鮮 緑 色 の 蛍 光 を 発 す る 核 の 全 て を ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 計 数 し た 。 フ ル オ
レ セ イ ン ・ フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 計 数 さ れ た 鮮 緑 色 の 核 の 数 を Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー の 下 計 数 さ
れ た 核 の 総 数 で 割 る こ と に よ り 、 視 野 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割 合 (％ )
を 計 算 し た 。 １ ウ ェ ル あ た り 、 最 低 で も ２ ０ ０ 細 胞 を 計 数 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　
　 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ (８ ｇ /Ｌ ・ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .２ ｇ /Ｌ ・ Ｋ Ｃ ｌ 、 １ .４ ４ ｇ /Ｌ ・ Ｎ ａ 2 Ｈ Ｐ Ｏ 4

、 及 び ０ .２ ４ ｇ /Ｌ ・ Ｋ Ｈ 2 Ｐ Ｏ 4 )中 で ２ 回 洗 浄 し 、 次 に ５ ０ μ ｌ の 溶 解 緩 衝 液 [２ ％ Ｓ Ｄ
Ｓ 、 ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ７ .４ )]を 加 え る こ と に よ り 、 ２ ４ ウ ェ ル ・ プ レ ー ト 内
で 成 長 し て い る 篩 骨 篩 板 細 胞 か ら タ ン パ ク 質 を ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 に 単 離 し た
。 細 胞 ラ イ セ ー ト を マ イ ク ロ 遠 心 チ ュ ー ブ 内 に 回 収 し 、 ５ 分 間 煮 沸 し 、 そ し て -２ ０ ℃ で
使 用 す る ま で 貯 蔵 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 ビ シ ン コ ニ ン 酸 キ ッ ト (Ｂ Ｃ Ａ ； Sigma)を 使
用 し て 測 定 し た 。 ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 用 に 、 ５ μ ｇ の 全 タ ン パ ク 質 を 、 １ ２ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ -ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ・ ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 分 離 し た タ ン パ ク 質 を 、 ポ リ ビ ニ リ デ ン
・ ジ フ ロ リ ド 膜 に 転 写 し た 。 該 膜 を 次 に １ 時 間 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 (５ ％ ス キ ム ミ ル ク 粉
末 、 ０ .０ ２ ％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ )中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て Ｐ Ｂ Ｓ
-Ｔ (Ｐ Ｂ Ｓ +０ .０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ -２ ０ )で １ ５ 分 間 ３ 回 洗 浄 し た 。 膜 を 一 晩 Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ 中
で 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。 次 の 日 に 室 温 ま で 温 め 、 膜 を ３ ０ 秒 間 １ μ ｇ /ｍ ｌ の ポ リ ビ ニ ル ・
ア ル コ ー ル 中 で ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 膜 を 脱 イ オ ン 水 で ５ 回 洗 浄 し 、 そ し て Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ５ ％
ミ ル ク の 溶 液 中 で ３ ０ 分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 一 次 抗 体 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 ５ ％ ミ ル ク の 溶 液 中 で
、 膜 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 前 に 、 ３ ０ 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 使 用 さ れ た
一 次 抗 体 は 、 １ ： ２ ０ ０ ０ ０ で の 抗 -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ (Ｂ Ｄ  Transduction Laboratories)及 び
抗 β -ア ク チ ン (Oncogene)で あ っ た 。 膜 を Ｐ Ｂ Ｓ -Ｔ 中 で ３ 回 洗 浄 し 、 そ し て １ ％ ミ ル ク を
含 む Ｐ Ｂ Ｓ 中 に 希 釈 さ れ た 適 切 な Ｈ Ｒ Ｐ -結 合 二 次 抗 体 と １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た
。 ブ ロ ッ ト を 洗 浄 し 、 そ し て Ｅ Ｃ Ｌ プ ラ ス ・ ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 キ ッ ト (Ame
rsham Pharmacia Biotech)を 使 用 し て 、 結 合 さ れ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 結 合 抗 体 を 検 出 し た
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。
【 ０ ２ １ ２ 】
　
　 ２ 種 の 篩 骨 篩 板 細 胞 (Ｌ Ｃ )細 胞 系 列 を 、 ８ ３ 歳 (＃ ５ ０ ６ )～ １ ７ 歳 (＃ ５ １ ７ )の 範 囲 の
男 性 ド ナ ー か ら 得 た 視 神 経 乳 頭 か ら 樹 立 し た 。 ヒ ト 篩 骨 篩 板 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 は 、 他 の
研 究 で 観 察 さ れ た 目 立 っ た 核 を 有 す る 広 く 平 ら な 形 態 を 有 し た (Lambert et al., 2001)。
他 の 群 の 性 質 決 定 と 一 致 し て 、 Ｌ Ｃ 細 胞 は 、 α 平 滑 筋 ア ク チ ン (図 ８ ２ ａ )、 並 び に 多 く の
細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 、 例 え ば 細 胞 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (図 ８ ２ ｂ )、 ラ ミ ニ ン (図
８ ２ ｃ )、 コ ラ ー ゲ ン Ｉ 及 び コ ラ ー ゲ ン Ｉ Ｖ (デ ー タ ー 未 掲 載 )に 対 す る 免 疫 反 応 性 を 示 し
た (Clark et al., 1995; Hernandez et al., 1998 ; Hernandez and Yang, 2000; Lamber
t et al. ; 2001)。 Ｌ Ｃ 細 胞 が グ リ ア 線 維 酸 性 タ ン パ ク 質 (Ｇ Ｆ Ａ Ｐ )に 対 し て 免 疫 反 応 性
を 示 さ な い こ と は 、 以 前 の 発 見 と 一 致 し て 観 測 さ れ た (図 ８ ２ ｄ )(Lambert et al., 2001)
。 こ れ ら の 結 果 は 、 単 離 さ れ た 細 胞 が 、 視 神 経 乳 頭 星 状 細 胞 と い う よ り は む し ろ Ｌ Ｃ 細 胞
で あ る と い う 同 定 を 指 示 し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 Ｔ Ｎ Ｆ -α が 、 緑 内 障 発 症 プ ロ セ ス の 間 、 重 要 な 役 割 を 果 た す と い う こ と が 信 じ ら れ て
い る の で 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α の 細 胞 傷 害 性 効 果 に 対 す る Ｌ Ｃ 細 胞 の 感 受 性 を 試 験 し た 。 コ ン フ ル
エ ン ト Ｌ Ｃ 細 胞 を 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 又 は カ ン プ ト テ シ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α に ３
８ 時 間 晒 し た (図 ８ ３ )。 ヘ キ ス ト 染 色 は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α の み が 、 Ｌ Ｃ 細 胞 に 対 す る 細 胞 傷 害
性 が な か っ た と い う こ と を 示 し た 。 カ ン プ ト テ シ ン で の 処 理 は 、 Ｌ Ｃ 細 胞 の お お よ そ ３ ０
％ の 細 胞 死 を も た ら し た 。 し か し な が ら 、 Ｌ Ｃ 細 胞 が カ ン プ ト テ シ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α の 両
者 で 処 理 さ れ た と き 、 Ｌ Ｃ 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 相 乗 的 増 加 が 観 察 さ れ 、 ４ ８ 時 間 で ４ ５ ％
の Ｌ Ｃ 細 胞 死 を も た ら し た 。 カ ン プ ト テ シ ン に よ り ア ポ ト ー シ ス を 刺 激 し た と き 、 Ｌ Ｃ 細
胞 が Ｔ Ｎ Ｆ -α の 細 胞 傷 害 性 効 果 に 応 答 で き る と い う こ と を 、 こ れ ら の 結 果 は 示 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ は 、 細 胞 分 裂 に 必 須 で あ る と 知 ら れ て お り 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス に 関 与 す る
こ と が 最 近 示 唆 さ れ た 核 細 胞 質 輸 送 タ ン パ ク 質 で あ る 。 我 々 は 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 又 は カ
ン プ ト テ シ ン ＋ Ｔ Ｎ Ｆ -α に よ り ア ポ ト ー シ ス を 引 き 起 こ さ れ た Ｌ Ｃ 細 胞 に お い て 、 ｅ Ｉ
Ｆ -５ Ａ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 試 験 し た 。 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 発 現 は 、 カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 し た
際 に は 、 か す か に 減 少 し た こ と を 除 い て 、 有 意 に は 変 化 し な か っ た (図 ８ ４ Ａ )。 し か し な
が ら 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ タ ン パ ク 質 の 有 意 な 上 方 制 御 は 、 カ ン プ ト テ シ ン ＋ Ｔ Ｎ Ｆ -α 処 理 の ８
時 間 後 及 び ２ ４ 時 間 後 で 観 測 さ れ た 。 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ 発 現 が 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α に 晒 さ れ る こ と に よ
り 特 異 的 に 誘 導 さ れ 、 そ し て ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 発 現 が ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 に 相 関 す る こ と が
こ れ ら の 結 果 に よ り 示 さ れ た 。 こ の こ と は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 受 容 体 結 合 の 下 流 の ア ポ ト ー シ ス
経 路 に お け る ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の 役 割 を 指 摘 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 Ｌ Ｃ 細 胞 に お け る Ｔ Ｎ Ｆ -α 誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス の 間 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ 発 現 の 重 要 性 を 試 験
す る た め に 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ を 標 的 す る ４ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ ～ ＃ ４ )が 設 計 さ れ
、 in vitroト ラ ン ス ク リ プ シ ョ ン に よ り 合 成 さ れ た 。 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ タ ン パ ク 質 発 現 を 抑 制 す
る 点 で の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 有 効 性 を 決 定 す る た め に 、 Ｌ Ｃ 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 及 び ＃ ５ １ ７ を 、
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 各 々 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て 細 胞 ラ イ セ ー ト に お い て ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ
タ ン パ ク 質 の 発 現 を 、 ７ ２ 時 間 後 に 試 験 し た (図 ８ ５ )。 比 較 の た め 、 細 胞 を Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に
対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ／ 又 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ と 同 じ 化 学 組 成 を 有 す る が 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ を 認
識 し な い コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ )で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ｅ Ｉ Ｆ
５ Ａ に 対 す る 全 て の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 両 方 の Ｌ Ｃ 細 胞 系 列 に お い て 有 意 に ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ 発 現 を
抑 制 す る こ と が で き た (図 ８ ５ )。 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 、 さ ら な る コ ン ト ロ ー ル と し
て 使 用 し た 。 な ぜ な ら 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ の 逆 配 列 を 単 に 有 し 、 細 胞 内 標 的 を 有 さ な い コ ン
ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ と 違 っ て 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 そ の 標 的 タ ン パ ク 質 Ｇ Ａ
Ｐ Ｄ Ｈ の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る 活 性 型 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で あ っ た (デ ー タ ー 未 掲 載 )。 ｅ
Ｉ Ｆ ５ Ａ に 対 す る ４ 種 全 て の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ も ま た 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び カ ン プ ト テ シ ン で ２ ４ 時
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間 処 理 す る こ と に よ り 誘 導 さ れ た ア ポ ト ー シ ス か ら 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｌ Ｃ 細
胞 (＃ ５ ０ ６ )を 防 御 す る こ と が で き た (図 ８ ６ )。 ヘ キ ス ト 染 色 を 使 用 し て 細 胞 死 を 検 出 す
る と 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ ～ ＃ ４ )は 、 Ｌ Ｃ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を 、 ５ ９ ％ (ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ )、 ３ ５ ％ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ２ )、 ５ ０ ％ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ３ )、 及 び ６ ９ ％ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ ＃ ４ )低 減 す る こ と が で き る こ と が 分 か っ た 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ に 対 す る ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｌ Ｃ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を ４ ２ ％ 低 減 す る こ と が で き た (図 ８ ６ )。 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ
Ｈ は 、 糖 分 解 酵 素 と し て の そ の 役 割 の ほ か に 、 細 胞 内 機 能 を 有 し て い る こ と が 知 ら れ て お
り 、 例 え ば 細 胞 ニ ュ ー ロ ン の ア ポ ト ー シ ス の 間 の 提 案 さ れ た 機 能 を 含 む (Ishitani and Ch
uang, 1996; Ishitani et al., 1996a; Ishitani et al., 1996b)。 類 似 の 実 験 に お い て
、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ は 、 Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び カ ン プ ト テ シ ン に 応 答 す る Ｌ Ｃ 系 列 ＃ ５ １ ７ の ア ポ
ト ー シ ス を ５ ３ ％ 低 減 す る こ と が で き 、 そ れ に よ り ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 異 な る 視
神 経 乳 頭 か ら 単 離 さ れ た Ｌ Ｃ 細 胞 を 防 御 す る と い う こ と が 示 さ れ る (図 ８ ７ )。 こ れ ら の 結
果 に よ り 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ は 、 ア ポ ト ー シ ス の 間 に 機 能 を 有 し 、 そ し て Ｌ Ｃ 細 胞 中 に Ｔ Ｎ Ｆ -
α -誘 導 性 ア ポ ト ー シ ス を 導 く 経 路 に お い て 重 要 な 介 在 物 で あ り う る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び カ ン プ ト テ シ ン に 晒 さ れ た Ｌ Ｃ 細 胞 が 、 古 典 的 な ア ポ ト ー シ ス に よ り 死
ぬ と い う こ と を 確 か め る た め に 、 末 端 デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 媒 介 性
ｄ Ｕ Ｔ Ｐ ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ・ ニ ッ ク 末 端 標 識 (Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ )を 使 用 し て Ｄ Ｎ Ａ 断 片 化 を ｉ ｎ  
ｓ ｉ ｔ ｕ で 評 価 し た 。 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ )又 は コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ (ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ )の い ず れ か で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ３ 日 後 、 Ｌ Ｃ 細 胞 (＃ ５ ０
６ )を Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び カ ン プ ト テ シ ン で ２ ４ 時 間 処 理 し た 。 細 胞 を ま た 、 ヘ キ ス ト で 染 色 し
て 、 核 を 可 視 化 し た 。 コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の ４ ６
％ が Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 染 色 に 対 し 陽 性 で あ り 、 一 方 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ で ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の ８ ％ が 陽 性 に 標 識 さ れ 、 こ の こ と か ら 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が ア
ポ ト ー シ ス か ら の ８ ０ ％ 超 の 保 護 を 与 え た と い う こ と が 示 さ れ る (図 ８ ８ )。 同 様 の 結 果 を
、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ４ で 得 た 。 該 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ４ は コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て ア ポ ト ー シ ス か ら の ６ ０ ％ 超 の 保 護 を 与 え た (デ ー タ ー 未 掲 載 )。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ３ ’ 末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 及 び 派 生 ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 及 び 派 生 ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 。
【 図 ３ 】 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 表 す 。
【 図 ４ 】 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
及 び 派 生 ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 す 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 と 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (受 託 番 号 ： BC000751又 は NM_001970,配 列 番 号 ３ )と の 配 列
比 較 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 と 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (受 託 番 号 NM-020390,配 列 番 号 ４ )と の
配 列 比 較 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 と 、 マ ウ ス ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (受 託 番 号 BC003889)と の 配 列 比 較 で
あ る 。 マ ウ ス ・ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (受 託 番 号 BC003889)は 配 列 番 号 ５ で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 派 生 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 と
ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 派 生 ア ミ ノ 酸 配 列 (受 託 番 号 BC000751又 は NM001970)と の 配 列 比 較 で あ
る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 派 生 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 と

10

20

30

40

50

(53) JP 2006-520611 A 2006.9.14



、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 派 生 ア ミ ノ 酸 配 列 (受 託 番 号 NM020390)と の 配 列 比 較 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 派 生 全 長 ア ミ ノ 酸 配
列 と 、 マ ウ ス ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の 派 生 ア ミ ノ 酸 配 列 (受 託 番 号 BC003889)と の 配 列 比 較 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 長 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 と 、 ヒ ト Ｄ Ｈ Ｓ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (受 託 番 号 BC000333、 配 列 番 号 ８ )と の 配 列 比
較 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 制 限 酵 素
マ ッ プ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 部 分 長 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 制 限 酵 素 マ
ッ プ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 3 2 Ｐ -ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 さ れ た ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ
-５ Ａ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 で プ ロ ー ブ さ れ た 全 量 Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト (図 １ ４ Ａ
)と 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 さ れ た ゲ ル (図 １ ４ Ｂ )で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 3 2 Ｐ -ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 さ れ た ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 で プ ロ ー ブ さ れ た 全 量 Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ・ ブ ロ ッ ト (図 １ ５ Ａ )と 臭
化 エ チ ジ ウ ム 染 色 さ れ た ゲ ル (図 １ ５ Ｂ )で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 過 排 卵 さ れ た ラ ッ ト の 黄 体 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 度 合 い が 、 Ｐ Ｇ
Ｆ -２ α で 注 射 さ れ た 後 に 試 験 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー 化 実 験 を 表 す 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 す ラ ッ ト 黄 体 か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ア ガ
ロ ー ス ゲ ル で あ り 、 ラ ッ ト を Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 置 し た 後 の Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー 化 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 過 排 卵 さ れ た ラ ッ ト 黄 体 の 分 散 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス の 度 合 い
が 、 Ｐ Ｇ Ｆ -２ α を 投 与 す る 前 に ス ペ ル ミ ジ ン で 処 置 さ れ た ラ ッ ト (Ｐ Ｇ Ｆ -２ α )に お い て
試 験 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー 化 実 験 を 表 す 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 過 排 卵 さ れ た ラ ッ ト の 黄 体 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 度 合 い が 、 ス ペ
ル ミ ジ ン 及 び /又 は Ｐ Ｇ Ｆ -２ α で 処 置 さ れ た ラ ッ ト で 試 験 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー 化 実 験 を 表
す 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 3 2 Ｐ -ｄ Ｃ Ｔ Ｐ -標 識 さ れ た ラ ッ ト の 黄 体 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ
-５ Ａ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 部 分 長 で プ ロ ー ブ さ れ た ラ ッ ト ・ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ・ ブ ロ ッ ト で
あ る 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 哺 乳 動 物 エ ピ ト ー プ ・ タ グ 発 現 ベ ク タ ー 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ (Roche Molecul
ar Biochemicals)を 表 す 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 血 清 を 取 り 除 く こ と に よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 後 に Ｃ Ｏ Ｓ -７
細 胞 か ら 単 離 さ れ た 全 量 Ｒ Ｎ Ａ で あ っ て 、 3 2 Ｐ -ｄ Ｃ Ｔ Ｐ -標 識 さ れ た ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー
シ ス 特 異 的 Ｄ Ｈ Ｓ ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ３ ’ 非 翻 訳 領 域 で プ ロ ー ブ さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の ノ ー ザ ン ・ ブ ロ
ッ ト (図 ２ ２ Ａ )と 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 さ れ た ゲ ル (図 ２ ２ Ｂ )で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 の 一 過 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 方 法 を 記 載 す る フ
ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 後 に 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 に お い
て 、 一 過 的 に 発 現 さ れ た 外 来 タ ン パ ク 質 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た も の で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 に 、 増 大 し た カ ス パ
ー ゼ 活 性 に よ り 示 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 記 載 す る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 に 、 増 大 さ れ た Ｄ Ｎ
Ａ 断 片 に よ り 示 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 記 載 す る 。
【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 に 、 増 大 さ れ た 核 断
片 に よ り 示 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 検 出 を 記 載 す る 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 に 、 増 大 さ れ た 核 断
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片 に よ り 示 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 記 載 す る 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 に 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル
セ リ ン を 露 出 す る こ と に よ り 示 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 検 出 を 記 載 す る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 に 、 増 大 さ れ た ホ ス
フ ァ チ ジ ル セ リ ン の 露 出 に よ り 示 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 記 載 す る 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 に 、 増 大 さ れ た 核 断
片 に よ り 示 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 増 加 を 記 載 す る 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 の ア ポ ト ー シ ス の 増
加 を 記 載 す る 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ は 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 が ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を
セ ン ス 方 向 に 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 際 の 、 Ｂ ｃ ｌ -２ の 下
方 制 御 を 記 載 す る 。 図 ３ ３ Ａ は 、 ク マ シ ー ・ ブ ル ー 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト ； 図 ３
３ Ｂ は 対 応 す る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ は 、 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を 、 ア ン チ セ ン ス
方 向 で 含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 の ク マ シ ー ブ
ル ー 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び Ｂ ｃ ｌ -２ を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 対 応 す る ウ
エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を 、 セ ン ス 方 向 で
含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 の ク マ シ ー ブ ル ー 染
色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び ｃ -Ｍ ｙ ｃ を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 対 応 す る ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 を 、 セ ン ス 方 向 で
含 む ｐ Ｈ Ｍ ６ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 の ク マ シ ー ブ ル ー 染
色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び ｐ ５ ３ を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 対 応 す る ウ エ ス タ ン ブ
ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ７ Ａ 】 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 に お い て ｐ Ｈ Ｍ ６ -ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ
の 全 長 の 発 現 の ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 抗 -[Ｈ Ａ ]-ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ ・ プ ロ ー ブ を 使 用 す る 対 応 す る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト で あ り 、 並 び に Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細
胞 に お い て ｐ Ｈ Ｍ ６ -ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 の 発 現 の ク マ シ ー ブ
ル ー 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び ｐ ５ ３ プ ロ ー ブ を 使 用 し た 際 の 対 応 す る ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ７ Ｂ － Ｃ 】 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 細 胞 に お い て ｐ Ｈ Ｍ ６ -ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -
５ Ａ の 全 長 の 発 現 の ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 抗 -[Ｈ Ａ ]-ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ ・ プ ロ ー ブ を 使 用 す る 対 応 す る ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト で あ り 、 並 び に Ｃ Ｏ Ｓ -
７ 細 胞 に お い て ｐ Ｈ Ｍ ６ -ラ ッ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ の 全 長 の 発 現 の ク マ シ
ー ブ ル ー 染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び ｐ ５ ３ プ ロ ー ブ を 使 用 し た 際 の 対 応 す る ウ エ
ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 か ら 単 離 さ れ た ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２ と 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２
配 列 (Genbank 受 託 番 号 XM_113401)と の 配 列 比 較 で あ る 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ は 、 一 過 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 の 、 Ｒ Ｋ Ｏ 及 び Ｒ Ｋ Ｏ -Ｅ ６ 細
胞 中 で 生 じ る ア ポ ト ー シ ス の 割 合 (％ )を 記 載 す る グ ラ フ で あ る 。 Ｒ Ｋ Ｏ 及 び Ｒ Ｋ Ｏ -Ｅ ６
細 胞 は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 。 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で 処 理 さ れ 、 そ し て ｐ Ｈ Ｍ ６ -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン さ れ た Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で 処 理 さ れ ず に ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ で
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に 対 し て 、 ア ポ ト ー シ ス の ２ ４ ０ ％ の 増 加 を 示 し た 。 ア
ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で 処 理 さ れ 、 そ し て ｐ Ｈ Ｍ ６ -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
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れ た Ｒ Ｋ Ｏ -Ｅ ６ 細 胞 は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で 処 理 さ れ て い な い ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ で ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に 対 し て ア ポ ト ー シ ス の １ ０ ５ ％ の 増 加 を 示 し た 。
【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ は 、 一 過 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 に 、 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 に お い て 起 こ る
ア ポ ト ー シ ス の 割 合 (％ )を 記 載 す る グ ラ フ で あ る 。 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ 、
ｐ Ｈ Ｍ ６ -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２ 、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ -切 り 詰 め た ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ
１ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ｐ Ｈ Ｍ ６ -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た コ ン ト ロ ー ル 細 胞
に 対 し て 、 ア ポ ト ー シ ス の ２ ５ ％ の 増 加 を 示 し た 。 こ の 増 加 は 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ － ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２
又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ 切 り 詰 め た ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 で は 明 ら か で は
な か っ た 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ は 、 一 過 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 で 、 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 に お い て 起 こ る ア
ポ ト ー シ ス の 割 合 (％ )を 記 載 し た グ ラ フ で あ る 。 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ な い ま ま で あ る か 、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ -Ｌ ａ ｃ Ｚ 若 し く は ｐ Ｈ ６ -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で 一 過 的 に ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 修 正 し た 後 に 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ -ｅ Ｉ
Ｆ ５ Ａ １ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の ６ ０ ％ は 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し た 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ ２ は 、 一 過 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 後 の Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス の
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 結 果 を 表 す 。 Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ な い
ま ま 残 す か 、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ － Ｌ ａ ｃ Ｚ 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ － ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ － ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ
２ 、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ － 切 り 詰 め た ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 。 表
は 、 各 ゲ ー ト の ピ ー ク の 下 の 面 積 に 基 い て 計 算 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割
合 (％ ） を 表 す 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド お よ び ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 に つ い て 補 正 を し た 後 に 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ － ｅ Ｉ Ｆ
５ Ａ １ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の ８ ０ ％ が 、 ア ポ ト ー シ ス を 表 し た 。 ｐ Ｈ Ｍ ６
－ Ｌ ａ ｃ Ｚ 、 ｐ Ｈ Ｍ ６ － ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２ 、 又 は ｐ Ｈ Ｍ ６ － 切 り 詰 め た ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ で ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル の み を 表 し た 。
【 図 ４ ３ 】 図 ４ ３ は 、 ０ .２ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で ０ 、 ３ 、 ７ 、 ２ ４ 、 及 び
４ ８ 時 間 処 理 さ れ た Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 提 供 す
る 。 上 パ ネ ル は 、 抗 -ｐ ５ ３ を 一 次 抗 体 と し て 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 表 す 。 真 中
の パ ネ ル は 、 抗 -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ を 一 次 抗 体 と し て 使 用 す る ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 表 す 。 下
パ ネ ル は 、 抗 -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ ブ ロ ッ ト 用 に 使 用 さ れ た 膜 で あ っ て 、 ロ ー ド 量 が 等 し い こ と
を 示 す た め に 化 学 発 光 検 出 の 後 に ク マ シ ー ・ ブ ル ー で 染 色 さ れ た 膜 を 表 す 。 ｐ ５ ３ 及 び ｅ
Ｉ Ｆ ５ Ａ １ は 、 両 方 と も ア ク チ ノ マ イ シ ン Ｄ で 処 理 す る こ と に よ り 上 方 制 御 さ れ る 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ４ は 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ ａ )及 び 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ
(ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ )の 両 者 が 、 心 臓 組 織 で 発 現 さ れ る と い う こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 心 臓 組
織 は 、 冠 動 脈 バ イ パ ス ・ グ ラ フ と (Ｃ Ａ Ｂ Ｇ )を 受 け て い る 患 者 か ら 採 ら れ た 。 ｅ Ｉ Ｆ ５ ａ
の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル (薄 灰 色 の バ ー )は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ (濃 灰 色 の バ ー )と 比 較 さ れ る 。 Ｘ 軸 は
、 患 者 識 別 番 号 で あ る 。 Ｙ 軸 は 、 １ ８ ｓ の ｐ ｇ /ｎ ｇ  (リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ １ ８ Ｓ (ナ ノ グ ラ
ム )あ た り の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ (ピ コ グ ラ ム ))で あ る 。
【 図 ４ ５ 】 図 ４ ５ は 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ ａ )及 び ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ
Ｉ Ｆ ５ ｂ )の 増 殖 の 両 者 が 、 心 臓 組 織 に お い て 発 現 さ れ る と い う こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ
る 。 心 臓 組 織 は 、 弁 置 換 手 術 を 受 け て い る 患 者 か ら 採 ら れ た 。 ｅ Ｉ Ｆ ５ ａ (薄 灰 色 の バ ー )
の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ (濃 灰 色 の バ ー )と 比 較 さ れ る 。 Ｘ 軸 は 患 者 識 別 番 号 で
あ る 。 Ｙ 軸 は 、 １ ８ ｓ の ｐ ｇ /ｎ ｇ (リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ １ ８ Ｓ (ナ ノ グ ラ ム )あ た り の メ ッ セ
ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ (ピ コ グ ラ ム )で あ る 。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ６ は 、 虚 血 前 心 臓 組 織 及 び 虚 血 後 心 臓 組 織 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 特 異 的
ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ ａ )と 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ Ａ (ｅ Ｉ Ｆ ５ ｂ )の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 計
測 さ れ た 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 Ｙ 軸 は 、 １ ８ ｓ の ｐ ｇ /ｎ ｇ (リ ボ ソ ー
ム Ｒ Ｎ Ａ １ ８ ｓ (ナ ノ グ ラ ム )あ た り の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ (ピ コ グ ラ ム ))で あ る 。
【 図 ４ ７ 】 図 ４ ７ は 、 心 臓 組 織 で 行 わ れ た 実 験 を 図 式 的 に 示 す 。
【 図 ４ ８ 】 図 ４ ８ は 、 虚 血 が 誘 導 さ れ る 前 及 び 後 に お け る 心 臓 の Ｅ Ｋ Ｇ を 示 す 。
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【 図 ４ ９ 】 図 ４ ９ は 、 図 ４ ７ に 示 さ れ た 実 験 の 装 備 を 備 え た 研 究 室 の ベ ン チ を 示 す 。
【 図 ５ ０ Ａ － Ｂ 】 図 ５ ０ Ａ -Ｆ は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ (ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ １ 又 は 表 上
で Ｉ Ｆ ５ ａ １ と し て 記 載 さ れ る )の レ ベ ル が Ｉ Ｌ -１ β 及 び Ｉ Ｌ -１ ８ の レ ベ ル と 相 関 す る
患 者 の デ ー タ ー を 記 録 す る 。 図 ５ ０ Ａ は 、 冠 動 脈 バ イ パ ス ・ グ ラ フ ト (Ｃ Ａ Ｂ Ｇ )患 者 か ら
得 た デ ー タ ー の 表 で あ る 。 図 ５ ０ Ｂ は 、 弁 置 換 手 術 患 者 か ら 得 た デ ー タ ー の 表 で あ る 。
【 図 ５ ０ Ｃ 】 図 ５ ０ Ｃ は 、 Ｃ Ａ Ｂ Ｇ タ ン パ ク 質 に お け る ア ポ ト ー シ ス 因 子 ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ (因
子 ５ ａ １ )の Ｉ Ｌ -１ ８ へ の 相 関 を 表 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ ０ Ｄ 】 図 ５ ０ Ｄ は 、 Ｃ Ａ Ｂ Ｇ 患 者 に お い て 、 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ (因 子 ａ ２ )の Ｉ Ｌ -１
８ へ の 相 関 を 表 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ ０ Ｅ 】 図 ５ ０ Ｅ は 、 弁 置 換 手 術 患 者 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ (因 子
５ ａ １ )の Ｉ Ｌ -１ ８ へ の 相 関 を 表 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ ０ Ｆ 】 図 ５ ０ Ｆ は 、 弁 置 換 手 術 患 者 に お け る 増 殖 ｅ Ｉ Ｆ -５ ａ (因 子 ａ ２ )の Ｉ Ｌ -１
８ へ の 相 関 を 表 す グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ １ 】 図 ５ １ は 、 図 ５ ０ Ａ -Ｆ に お い て 使 用 さ れ る 患 者 デ ー タ ー が 得 ら れ る 患 者 デ ー
タ ー の 表 で あ る 。
【 図 ５ １ Ａ 】 図 ５ １ は 、 図 ５ ０ Ａ -Ｆ に お い て 使 用 さ れ る 患 者 デ ー タ ー が 得 ら れ る 患 者 デ
ー タ ー の 表 で あ る 。
【 図 ５ １ Ｂ 】 図 ５ １ は 、 図 ５ ０ Ａ -Ｆ に お い て 使 用 さ れ る 患 者 デ ー タ ー が 得 ら れ る 患 者 デ
ー タ ー の 表 で あ る 。
【 図 ５ １ Ｃ 】 図 ５ １ は 、 図 ５ ０ Ａ -Ｆ に お い て 使 用 さ れ る 患 者 デ ー タ ー が 得 ら れ る 患 者 デ
ー タ ー の 表 で あ る 。
【 図 ５ １ Ｄ 】 図 ５ １ は 、 図 ５ ０ Ａ -Ｆ に お い て 使 用 さ れ る 患 者 デ ー タ ー が 得 ら れ る 患 者 デ
ー タ ー の 表 で あ る 。
【 図 ５ ２ 】 図 ５ ２ は 、 (ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ に 対 す る )ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ １ 、 ２ 、 及
び ３ で 処 理 さ れ た 後 に お い て Ｒ Ｋ Ｏ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 示 す 。 Ｒ
Ｋ Ｏ 細 胞 は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た 後 、 よ り 少 な い ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 及 び ｐ ５ ３ を 産 生 し た 。
【 図 ５ ３ 】 図 ５ ３ は 、 蛍 光 標 識 さ れ た ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 取 り 込 み を 示
す 。
【 図 ５ ４ 】 図 ５ ４ ～ ５ ８ は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
処 理 し な か っ た 細 胞 と 比 較 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 の 割 合 (％ )が 減 少 す る こ と を
示 す 。
【 図 ５ ５ 】 図 ５ ４ ～ ５ ８ は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
処 理 し な か っ た 細 胞 と 比 較 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 の 割 合 (％ )が 減 少 す る こ と を
示 す 。
【 図 ５ ６ 】 図 ５ ４ ～ ５ ８ は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
処 理 し な か っ た 細 胞 と 比 較 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 の 割 合 (％ )が 減 少 す る こ と を
示 す 。
【 図 ５ ７ 】 図 ５ ４ ～ ５ ８ は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
処 理 し な か っ た 細 胞 と 比 較 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 の 割 合 (％ )が 減 少 す る こ と を
示 す 。
【 図 ５ ８ 】 図 ５ ４ ～ ５ ８ は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で
処 理 し な か っ た 細 胞 と 比 較 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 の 割 合 (％ )が 減 少 す る こ と を
示 す 。
【 図 ５ ９ 】 図 ５ ９ は 、 篩 骨 篩 板 細 胞 を Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び /又 は カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 す る こ と
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に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 数 が 増 加 さ れ る こ と を 示 す 。
【 図 ６ ０ 】 図 ６ ０ 及 び ６ １ は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い 細 胞 に 比 較 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子
５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割
合 (％ )が 減 少 す る こ と を 示 す 。
【 図 ６ １ 】 図 ６ ０ 及 び ６ １ は 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い 細 胞 に 比 較 し て 、 ア ン チ セ ン ス ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子
５ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 の 割
合 (％ )が 減 少 す る こ と を 示 す 。
【 図 ６ ２ 】 図 ６ ２ は 、 血 清 あ り 又 は 血 清 な し の い ず れ か で 、 篩 骨 篩 板 細 胞 が 標 識 さ れ た ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 取 り 込 む と い う こ と を 示 す 。
【 図 ６ ３ 】 図 ６ ３ は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た
細 胞 が 、 よ り 少 な い ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ タ ン パ ク 質 し か 産 生 せ ず 、 そ し て 加 え て よ り 多
い Ｂ ｃ ｌ -２ タ ン パ ク 質 を 産 生 す る こ と を 示 す 。 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ 発 現 の 減 少 は 、 Ｂ
Ｃ Ｌ -２ 発 現 の 増 加 と 相 関 す る 。
【 図 ６ ４ 】 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 よ
り 少 な い ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 。
【 図 ６ ５ 】 図 ６ ５ ～ ６ ７ は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 細 胞 が ア ン プ ト テ シ ン (amptothecin)及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α に 晒 さ れ た 後 、 ア ポ ト ー シ ス を
起 す 細 胞 の 割 合 (％ )が 低 い こ と を 示 す 。
【 図 ６ ６ 】 図 ６ ５ ～ ６ ７ は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 細 胞 が ア ン プ ト テ シ ン (amptothecin)及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α に 晒 さ れ た 後 、 ア ポ ト ー シ ス を
起 す 細 胞 の 割 合 (％ )が 低 い こ と を 示 す 。
【 図 ６ ７ 】 図 ６ ５ ～ ６ ７ は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 細 胞 が ア ン プ ト テ シ ン (amptothecin)及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α に 晒 さ れ た 後 、 ア ポ ト ー シ ス を
起 す 細 胞 の 割 合 (％ )が 低 い こ と を 示 す 。
【 図 ６ ８ 】 図 ６ ８ は 、 図 ６ ７ 及 び 実 施 例 １ ３ で 記 載 さ れ る 実 験 に 由 来 さ れ た 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て カ ン プ ト テ シ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α で 処 理 さ れ た 篩 骨 篩
板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ で あ っ て ヘ キ ス ト 染 色 さ れ た も の の 写 真 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス を 起 す
細 胞 は 、 よ り 明 る く 染 色 さ れ た 細 胞 と し て 見 ら れ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 ク ロ マ チ ン 凝 集 の
た め 小 さ い 核 を 有 し 、 そ し て 小 さ く か つ 不 規 則 な 形 で あ る 。
【 図 ６ ９ 】 図 ６ ９ は 、 ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 Ｉ Ｌ -１ に 晒
さ れ た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い 細 胞 よ り 少 な い Ｔ Ｎ Ｆ -α
を 分 泌 す る と い う こ と を 示 す 。
【 図 ７ ０ 】 図 ７ ０ は 、 ヒ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ の 配 列 (配 列 番 号 * Ａ Ａ )及 び 本 発 明 の
５ 種 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 (配 列 番 号 * １ 、 * ２ 、 * ３ 、 * ４ 、 及 び * ５ )を 示 す 。
【 図 ７ １ 】 図 ７ １ は 、 ヒ ト ・ ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ ａ の 配 列 (配 列 番 号 * Ａ Ａ )及 び 本 発 明 の
５ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 (配 列 番 号 * ６ 、 * ７ 、 及 び * ８ )を 示 す 。
【 図 ７ ２ 】 図 ７ ２ は 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 し て 標 的 さ れ た ３ 個 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 位 置 を 示 す 。
【 図 ７ ３ Ａ 】 図 ７ ３ ａ 及 び ｂ は 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２ (増 殖 因 子 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ )に 対 す る ヒ ト ｅ
Ｉ Ｆ ５ Ａ １ (ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ )の ヌ ク レ オ チ ド ・ 配 列 比 較 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 を 示
す 。
【 図 ７ ３ Ｂ 】 図 ７ ３ ａ 及 び ｂ は 、 ヒ ト ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ２ (増 殖 因 子 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ )に 対 す る ヒ ト ｅ
Ｉ Ｆ ５ Ａ １ (ア ポ ト ー シ ス 因 子 ５ Ａ )の ヌ ク レ オ チ ド ・ 配 列 比 較 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 を 示
す 。
【 図 ７ ４ 】 図 ７ ４ Ａ は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 、 抑 制 さ れ な い な ら ば 、 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｈ Ｔ -２ ９ 細 胞 に お い て Ｔ Ｎ Ｆ -α の 産 生 を 低 減 し た ウ エ ス タ ン ・
ブ ロ ッ ト の 写 真 を 提 供 す る 。 図 ７ ４ Ｂ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 を 提 供 す る 。
【 図 ７ ５ 】 図 ７ ５ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 結 果 を 提 供 す る 。 Ｔ Ｎ Ｆ -α 産 生 は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に
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対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で 処 理 さ れ た 細 胞 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に 比 べ て 減 少 し た 。
【 図 ７ ６ 】 図 ７ ６ は 、 Ｕ -９ ３ ７ 分 化 実 験 の タ イ ム コ ー ス を 示 す 。 実 施 例 １ ６ を 参 照 の こ
と 。
【 図 ７ ７ 】 図 ７ ７ は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ -１ が 、 単 球 分 化 及 び そ れ に 続 く Ｔ Ｎ Ｆ -α の 分 泌 の 間 、
上 方 制 御 さ れ る と い う こ と を 示 す ウ エ ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ ８ 】 図 ７ ８ は 、 幹 細 胞 分 化 を 表 し 、 並 び に サ イ ト カ イ ン 産 生 抑 制 す る た め の ｅ Ｉ Ｆ
-５ Ａ １ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 使 用 を 示 す 。
【 図 ７ ９ 】 図 ７ ９ は 、 Ｉ Ｌ -８ が Ｔ Ｎ Ｆ -α に 応 答 し て 並 び に イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 応 答 し て
産 生 さ れ る と い う こ と を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。 こ の グ ラ フ は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ
Ｎ Ａ が イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 応 答 し て 産 生 さ れ る ほ と ん ど 全 て の Ｉ Ｌ -８ を ブ ロ ッ ク し 、 並
び に イ ン タ ー フ ェ ロ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ の 併 用 治 療 の 結 果 と し て 産 生 さ れ る Ｉ Ｌ -８ の 有 意 な 量
も ブ ロ ッ ク し た と い う こ と を 示 す 。
【 図 ８ ０ 】 図 ８ ０ は 、 Ｉ Ｌ -８ が Ｔ Ｎ Ｆ -ア ル フ ァ に 応 答 し て 、 並 び に イ ン タ ー フ ェ ロ ン に
応 答 し て 産 生 さ れ る と い う こ と を 示 す 他 の 棒 グ ラ フ で あ る 。 こ の グ ラ フ は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ に
対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が イ ン タ ー フ ェ ロ ン に 応 答 し て 産 生 さ れ る ほ と ん ど 全 て の Ｉ Ｌ -８ を ブ
ロ ッ ク し 、 並 び に 有 意 な 量 の Ｉ Ｌ -８ が イ ン タ ー フ ェ ロ ン と Ｔ Ｎ Ｆ と の 併 用 療 法 の 結 果 と
し て 産 生 さ れ る Ｉ Ｌ -８ の 有 意 な 量 も ブ ロ ッ ク す る と い う こ と を 示 す 。
【 図 ８ １ 】 図 ８ １ は 、 Ｉ Ｆ Ｎ ガ ン マ で ８ 時 間 及 び ２ ４ 時 間 処 理 さ れ た Ｈ Ｔ ２ ９ 細 胞 の ウ エ
ス タ ン ・ ブ ロ ッ ト で あ る 。 該 ブ ロ ッ ト は 、 Ｈ Ｔ -２ ９ 細 胞 に お い て 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン ガ
ン マ に 応 答 す る ア ポ ト ー シ ス ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の 上 方 制 御 (８ 時 間 で ４ 倍 )を 示 す 。
【 図 ８ ２ 】 図 ８ ２ は 、 免 疫 蛍 光 検 査 に よ る 篩 骨 篩 板 細 胞 の 特 徴 付 け で あ る 。 ８ ３ 歳 の 男 性
の 視 神 経 乳 頭 か ら 単 離 さ れ た 篩 骨 篩 板 細 胞  (#506)が 、 免 疫 蛍 光 検 査 に よ り 特 徴 付 け ら れ
た 。 一 次 抗 体 は 、 ａ )ア ク チ ン ； ｂ )フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン ； ｃ )ラ ミ ニ ン ； 及 び ｄ )Ｇ Ｆ Ａ Ｐ で
あ っ た 。 全 て の 写 真 を ４ ０ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 影 し た 。
【 図 ８ ３ 】 カ ン プ ト テ シ ン 及 び Ｔ Ｎ Ｆ -α で の 処 理 に 応 答 し た 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６
の ア ポ ト ー シ ス で あ る 。 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 細 胞 を ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上 に 、 １
ウ ェ ル あ た り ４ ０ ０ ０ ０ 細 胞 で 蒔 い た 。 ３ 日 後 、 コ ン フ ル エ ン ト の Ｌ Ｃ 細 胞 に 、 １ ０ ｎ ｇ
/ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ -α 、 ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン 、 又 は １ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ -α +５ ０ μ Ｍ
カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 し た 。 等 量 の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 カ ン プ ト テ シ ン の 溶 媒 コ ン ト ロ ー ル を 、 未
処 理 の コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に 加 え た 。 処 理 後 ４ ８ 時 間 に て 、 ヘ キ ス ト 33258で 染 色 し 、 そ し
て Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 観 測 し た 。 明 る く 染 色 さ れ 、 凝 集 さ れ 又 は
断 片 化 さ れ た 核 を 有 す る 細 胞 を ア ポ ト ー シ ス を 起 し て い る 細 胞 と し て 計 数 し た 。
【 図 ８ ４ 】 カ ン プ ト テ シ ン 又 は Ｔ Ｎ Ｆ -α +カ ン プ ト テ シ ン 処 理 の 間 の 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の 発 現
。 篩 骨 篩 板 細 胞 ＃ 506は 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 、 １ ウ ェ ル あ た り ４ ０ ０ ０ ０ 細 胞 で 蒔
い た 。 ３ 日 後 、 Ｌ Ｃ 細 胞 を ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン 又 は １ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ Ｔ Ｎ Ｆ -α +５ ０ μ
Ｍ カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 し 、 そ し て タ ン パ ク 質 ラ イ セ ー ト を １ 、 ４ 、 ８ 、 及 び ２ ４ 時 間 後
に 採 取 し た 。 等 量 の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ を 、 溶 媒 コ ン ト ロ ー ル と し て コ ン ト ロ ー ル 細 胞 に 加 え 、 そ し
て 細 胞 ラ イ セ ー ト を １ 及 び ２ ４ 時 間 後 に 採 取 し た 。 各 サ ン プ ル 由 来 の ５ μ ｇ の タ ン パ ク 質
を 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 へ と 転 写 し 、 そ し て 抗 -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ 抗 体 で
ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 。 結 合 さ れ た 抗 体 を 、 化 学 発 光 に よ り 検 出 し 、 そ し て Ｘ 線 フ イ ル
ム に 露 光 し た 。 膜 を 次 に 剥 が し て 、 そ し て 抗 -β ア ク チ ン を 内 部 ロ ー ド 量 コ ン ト ロ ー ル と
し て 再 ブ ロ ッ ト し た 。
【 図 ８ ５ 】 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 後 の 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 及 び ＃
５ １ ７ に お け る ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ の 発 現 。 篩 骨 篩 板 細 胞 ＃ ５ ０ ６ 及 び ５ １ ７ 細 胞 は 、 ２ ４ ウ ェ ル
プ レ ー ト 上 に 、 １ ウ ェ ル あ た り １ ０ ０ ０ ０ 細 胞 で 蒔 い た 。 ３ 日 後 、 Ｌ Ｃ 細 胞 を 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ
Ｈ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ -４ 、 又 は コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ で ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ３ 日 、 タ ン パ ク 質 ラ イ セ ー ト を 、 回 収
し 、 そ し て 各 サ ン プ ル 由 来 の ５ μ ｇ の タ ン パ ク 質 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 離 し 、 Ｐ
Ｖ Ｄ Ｆ 膜 へ 転 写 し 、 そ し て 抗 -ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ 抗 体 で ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 。 結 合 さ れ た 抗
体 を 、 化 学 発 光 に よ り 検 出 し 、 そ し て Ｘ 線 フ イ ル ム に 露 光 し た 。 膜 を 次 に 剥 が し て 、 そ し

10

20

30

40

50

(59) JP 2006-520611 A 2006.9.14



て 抗 -β ア ク チ ン を 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 再 ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。
【 図 ８ ６ 】 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て Ｔ Ｎ Ｆ -α 及 び カ ン
プ ト テ シ ン で 処 理 し た 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 。 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列
＃ ５ ０ ６ を 、 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上 に 一 ウ ェ ル あ た り ７ ５ ０ ０ 個 の 細 胞 で 蒔 い た 。 ３ 日
後 、 Ｌ Ｃ 細 胞 を Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ ～ ４ 、 又 は コ ン ト
ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ７ ２ 時 間 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 細 胞 を 、 １ ０ ｎ ｇ /ｍ ｌ Ｔ Ｎ Ｆ -α ＋ ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 し た 。 ２ ４ 時 間
後 、 細 胞 を ヘ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ で 染 色 し 、 そ し て Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 蛍 光 顕 微 鏡 に
よ り 観 察 し た 。 明 る く 染 色 さ れ 、 凝 縮 し 、 又 は 断 片 化 し た 核 を 有 す る 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ
ス を 起 し て い る も の と し て 計 測 し た 。 こ の グ ラ フ は 、 ｎ ＝ ４ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 を 表 す
。
【 図 ８ ７ 】 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て Ｔ Ｎ Ｆ -α
及 び カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 さ れ た 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ １ ７ 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 。 篩 骨 篩
板 細 胞 系 列 ＃ ５ １ ７ 細 胞 を 、 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上 で １ ウ ェ ル あ た り ７ ５ ０ ０ で 蒔 い た
。 ３ 日 後 、 Ｌ Ｃ 細 胞 を ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ 又 は コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ ５ で ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ７ ２ 時 間 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ た 細 胞 を 、 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ・ Ｔ Ｎ Ｆ -α ＋ ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 し た 。 ２ ４ 時
間 後 、 細 胞 を ヘ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ で 染 色 し 、 そ し て Ｕ Ｖ フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 蛍 光 顕 微 鏡
に よ り 観 察 し た 。 明 る く 染 色 さ れ 、 濃 縮 さ れ 、 又 は 断 片 化 さ れ た 核 を 有 す る 細 胞 を ア ポ ト
ー シ ス を 行 っ て い る 細 胞 と し て 計 数 し た 。 ２ 個 の 独 立 し た 実 験 の 結 果 が 、 こ こ に 表 さ れ る
。
【 図 ８ ８ 】 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ し て Ｔ Ｎ Ｆ -α
及 び カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 さ れ た 篩 骨 篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 細 胞 の Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 標 識 。 篩 骨
篩 板 細 胞 系 列 ＃ ５ ０ ６ 細 胞 を 、 ８ ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 上 で 、 １ ウ ェ ル あ た り ７ ５ ０ ０ 細 胞
を 蒔 い た 。 ３ 日 後 、 Ｌ Ｃ 細 胞 を ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ ・ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ＃ １ 又 は コ ン ト ロ ー ル ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
＃ ５ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ７ ２ 時 間 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 、 １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｔ Ｎ Ｆ -α ＋ ５ ０ μ Ｍ カ ン プ ト テ シ ン で 処 理 し た
。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 を ヘ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ で 染 色 し 、 そ し て Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 末 端 デ オ キ シ
ヌ ク レ オ チ ド ・ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ -仲 介 性 ｄ Ｕ Ｔ Ｐ -ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 末 端 標 識 (Ｒ Ｕ Ｎ Ｅ
Ｌ )法 を 使 用 し て ｉ ｎ  ｓ ｉ ｔ ｕ で 評 価 し た 。 パ ネ ル Ａ は 、 ア ポ ト ー シ ス を 起 す 細 胞 の 断 片
化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の Ｔ Ｕ Ｎ Ｅ Ｌ 標 識 を 可 視 化 す る 蛍 光 フ ィ ル タ ー を 使 用 し て 、 蛍 光 顕 微 鏡 に
よ り 観 測 し た ス ラ イ ド を 表 す 。 パ ネ ル Ｂ は 、 ヘ キ ス ト 染 色 さ れ た 核 を 可 視 化 す る Ｕ Ｖ フ ィ
ル タ ー を 通 す こ と に よ り 観 察 さ れ た 同 じ ス ラ イ ド を 表 す 。 結 果 は 、 ２ 個 の 独 立 し た 実 験 の
代 表 的 な も の で あ る 。 全 て の 写 真 は 、 ４ ０ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 影 さ れ た 。
【 図 ８ ９ Ａ 】 図 ８ ９ は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 設 計 を 表 す 。
【 図 ８ ９ Ｂ 】 図 ８ ９ は 、 ｅ Ｉ Ｆ ５ Ａ １ に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 設 計 を 表 す 。
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