
(57)【要約】
ヒトセロトニン様Ｇタンパク質共役型レセプター（５－ＨＴ様ＧＰＣＲ）を調節する試薬
およびヒト５－ＨＴ様ＧＰＣＲ遺伝子産物に結合する試薬は、ＣＯＰＤ、心疾患、癌、泌
尿器系の疾患、肥満症、糖尿病、ＣＮＳ障害、喘息または血液疾患を含みこれに限定され
ない機能不全または疾患の予防、改善または是正において役割を果たすことができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ：
ａ ） 　 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ２ ７ ％ 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 ； お よ び
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ；
ｂ ） 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
ｃ ） （ ａ ） お よ び （ ｂ ） に 明 記 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
ｄ ） 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め 、 そ の 配 列 が （ ａ ） か ら （ ｃ ） に 明 記 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 か ら 逸 脱 し 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び 、
ｅ ） （ ａ ） か ら （ ｄ ） に 明 記 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 、 誘 導 体 ま た は ア レ ル 変 異
を 表 し 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ て い る 、 実 質 上 精 製 さ れ た セ ロ ト ニ
ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
以 下 の 工 程 ：
ａ ） 請 求 項 ３ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 に 好 適 な 条 件 下 で 培 養 し ； そ し て 、
ｂ ） セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 宿 主 細 胞 培 養 か ら 回 収 す
る 、
を 含 む 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
以 下 の 工 程 ：
ａ ） 請 求 項 １ に 記 載 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 体 試 料 の 核 酸 材 料 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 し ； そ し て 、
ｂ ） 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る 、
を 含 む 、 生 体 試 料 中 の 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 前 に 、 生 体 試 料 の 核 酸 材 料 を 増 幅 さ せ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ８ 】
生 体 試 料 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ に 記 載 の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ
タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 相 互 作 用 す る 試 薬 と 接 触 さ せ る 工 程
、
を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ に 記 載 の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン
パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ６ か ら ８ ま で の い ず れ か に 記 載 の 方 法 を 実 施 す る た め の 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
被 験 化 合 物 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る 任 意 の セ ロ
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ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ ；
セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検
出 す る 工 程 、
を 含 む 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 低 下 さ せ る 物 質 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン
パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 低 下 さ せ る 可 能 性 あ る 治 療 物 質 と し て 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
被 験 化 合 物 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る セ ロ ト ニ ン
様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ ； そ し て 、
該 ポ リ ペ プ チ ド の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー 活 性 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 む 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 調 節 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー 活 性 を 増 大 さ せ る 被
験 化 合 物 を 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 増 大 さ せ る 可 能 性 あ る
治 療 物 質 と し て 同 定 し 、 そ し て 該 ポ リ ペ プ チ ド の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ
タ ー 活 性 を 低 下 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性
を 低 下 さ せ る 可 能 性 あ る 治 療 物 質 と し て 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
被 験 化 合 物 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ ； そ し て 、
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 む 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 低 下 さ せ る 物 質 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ
タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 低 下 さ せ る 可 能 性 あ る 治 療 物 質 と し て 同 定 す る 方 法
。
【 請 求 項 １ ３ 】
細 胞 を 、 請 求 項 １ に 記 載 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 請 求 項 ４ に 記 載 の 任 意 の セ ロ ト
ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と 接 触 さ せ 、
そ れ に よ り セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 減 少 さ せ る 工 程 、
を 含 む 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 減 少 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ０ か ら １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ
ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 試 薬 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 ２ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー ま た は 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 試 薬 お よ び 製 薬 的 に 許 容 し 得 る
担 体 、 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ６ 】
疾 患 に お け る セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 活 性 を 調 節 す る た め の 医 薬 の
製 造 に お け る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー ま た は 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 試 薬 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
疾 患 が Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ 、 心 疾 患 、 癌 、 泌 尿 器 系 の 疾 患 、 肥 満 症 、 糖 尿 病 、 Ｃ Ｎ Ｓ 障 害 、 喘 息 ま た
は 血 液 疾 患 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ８ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 １ ９ 】
配 列 番 号 １ を 含 む 請 求 項 １ ８ に 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
配 列 番 号 １ よ り 成 る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ １ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
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該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 １ よ り 成 る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ ー を 含 む
宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 １ よ り 成 る 、 請 求 項 ２ ３ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 よ り 成 る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る 条 件
下 で 培 養 し ； そ し て 該 ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
発 現 ベ ク タ ー が 配 列 番 号 １ を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
配 列 番 号 １ に 記 載 の １ １ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 体 試 料 の 核 酸
材 料 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 そ れ に よ り ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 形 成 し ； そ し て
、
該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 を 検 出 す る 、
工 程 を 含 む 、 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 を 検 出 す る
方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 工 程 の 前 に 核 酸 材 料 を 増 幅 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ０ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
配 列 番 号 １ に 記 載 の １ １ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び 、 請 求 項
３ ０ に 記 載 の 方 法 の た め の 使 用 説 明 書 、
を 含 む 、 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 を 検 出 す る た め
の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 生 体 試 料 を
該 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と 接 触 さ せ て 試 薬 － ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を 形 成 し
； そ し て 、 こ の 試 薬 － ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
該 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 該
ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ； お よ び 、
請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 の た め の 使 用 説 明 書 、 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
被 験 化 合 物 を 、 （ １ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ２ ７ ％ 一 致 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 、 お よ び （ ２ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ ； そ し て 、
該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 む 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 で き る 物 質
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を セ ロ ト ニ ン
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様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 可 能 性 あ る 物 質 と 同 定 す る
方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
接 触 さ せ る 工 程 が 細 胞 内 に お い て で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
細 胞 が イ ン ビ ト ロ で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
接 触 さ せ る 工 程 が 無 細 胞 系 に お い て で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド が 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
被 験 化 合 物 が 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
被 験 化 合 物 が 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て い る 標 識 リ ガ ン ド に 取 っ て 代 わ る 、 請 求 項 ３ ６ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
該 ポ リ ペ プ チ ド が 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
被 験 化 合 物 が 固 体 支 持 体 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
被 験 化 合 物 を 、 （ １ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ２ ７ ％ 一 致 す る ア ミ
ノ 酸 配 列 、 お よ び （ ２ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 、 よ り 成 る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ ； そ し て 、
該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 む 、 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 物
質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 増 大 さ せ る 被 験 化 合 物 を
、 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 増 大 さ せ る 可 能 性
あ る 物 質 と し て 同 定 し 、 そ し て 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 低 下 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト セ
ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 低 下 さ せ る 可 能 性 あ る 物 質
と し て 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
接 触 さ せ る 工 程 が 細 胞 に お い て で あ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
細 胞 が イ ン ビ ト ロ で あ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
接 触 さ せ る 工 程 が 無 細 胞 系 に お い て で あ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
被 験 化 合 物 を 、 配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド
さ れ て い る 産 物 と 接 触 さ せ ； そ し て 、
該 産 物 に 対 す る 被 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 、
を 含 む 、 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 物
質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 該 産 物 に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様
Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 可 能 性 あ る 物 質 と し て 同 定 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
該 産 物 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
該 産 物 が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
細 胞 を 、 配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ て
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い る 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 と 接 触 さ せ 、 そ れ に よ り ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質
共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る 工 程 、
を 含 む 、 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の 活 性 を 減 少 さ せ る
方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
該 産 物 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
該 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ５ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
該 産 物 が Ｒ Ｎ Ａ で あ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
該 試 薬 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
該 試 薬 が リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
細 胞 が イ ン ビ ト ロ で あ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
細 胞 が イ ン ビ ボ で あ る 、 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 試 薬 ； お よ び 、 製
薬 的 に 許 容 し 得 る 担 体 、 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
該 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 試
薬 ； お よ び 、 製 薬 的 に 許 容 し 得 る 担 体 、 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
該 試 薬 が リ ボ ザ イ ム で あ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
該 試 薬 が ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
該 試 薬 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 発 現 ベ ク タ ー ； お よ
び 製 薬 的 に 許 容 し 得 る 担 体 、 を 含 む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
発 現 ベ ク タ ー が 配 列 番 号 １ を 含 む 、 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ 、 心 疾 患 、 癌 、 泌 尿 器 系 の 疾 患 、 肥 満 症 、 糖 尿 病 、 Ｃ Ｎ Ｓ 障 害 、 喘 息 ま た は 血 液
疾 患 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー 機 能 不 全 に
関 連 す る 疾 患 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー
タ ン パ ク 質 の 機 能 を 調 節 す る 試 薬 の 治 療 的 有 効 量 を そ れ を 必 要 と す る 患 者 に 投 与 し 、 そ れ
に よ り セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー 機 能 不 全 に 関 連 す る 疾 患 の 症 状 を 改 善
す る 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
該 試 薬 が 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
該 試 薬 が 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
該 試 薬 が 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 、 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー の 分 野 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 本 発 明 は ヒ
ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー お よ び そ の 調 節 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー
多 く の 医 学 的 に 重 要 な 生 体 プ ロ セ ス は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 を 含 む シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に よ り 仲 介
さ れ て い る （ Lefkowitz, Nature 351, 353－ 354, 1991） 。 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー
（ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） の フ ァ ミ リ ー は 、 ホ ル モ ン 、 神 経 伝 達 物 質 、 成 長 因 子 、 お よ び ウ イ ル ス に 対
す る レ セ プ タ ー を 包 含 し て い る 。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 具 体 的 例 に は 、 ド ー パ ミ ン 、 カ ル シ ト ニ ン 、
ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 ホ ル モ ン 、 エ ン ド セ リ ン 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 ア デ ノ シ ン 、 ア セ チ ル コ リ ン 、
セ ロ ト ニ ン 、 ヒ ス タ ミ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 キ ニ ン 、 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン 、 オ プ シ ン 、 内 皮 分 化
遺 伝 子 １ 、 ロ ド プ シ ン 、 臭 気 物 質 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 Ｇ タ ン パ ク 質 自 身 、 エ フ ェ ク
タ ー タ ン パ ク 質 、 例 え ば ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ 、 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ 、 お よ び ホ ス ホ ジ エ ス テ
ラ ー ゼ 、 な ら び に ア ク チ ュ エ ー タ ー タ ン パ ク 質 、 例 え ば プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ お よ び プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ と い っ た よ う な 多 彩 な 物 質 の レ セ プ タ ー が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 少 な く と も ８ 個 の 異 な る 親 水 性 ル ー プ を 連 結 す る 、 膜 を 貫 通 す る ７ 個 の 保 存
さ れ た ド メ イ ン を 持 っ て い る 。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ （ ７ Ｔ Ｍ レ セ プ タ ー と し て も 知 ら れ る ） は 、 少 な
く と も ８ 個 の 異 な る 親 水 性 ル ー プ を 連 結 す る 、 約 ２ ０ な い し ３ ０ の ア ミ ノ 酸 よ り 成 る こ れ
ら ７ 個 の 保 存 さ れ た 疎 水 性 区 間 を 含 む も の と し て 特 徴 付 け ら れ て い る 。 殆 ど の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は
、 最 初 の 二 つ の 細 胞 外 ル ー プ の 各 々 に 単 一 の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 を 持 っ て お り 、 こ
れ が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し 、 機 能 的 タ ン パ ク 質 構 造 を 安 定 化 さ せ る と 考 え ら れ て い る
。 こ の ７ 個 の 膜 貫 通 領 域 は Ｔ Ｍ １ 、 Ｔ Ｍ ２ 、 Ｔ Ｍ ３ 、 Ｔ Ｍ ４ 、 Ｔ Ｍ ５ 、 Ｔ Ｍ ６ 、 お よ び Ｔ
Ｍ ７ と 呼 ば れ る 。 Ｔ Ｍ ３ は シ グ ナ ル 伝 達 に 関 わ っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
シ ス テ イ ン 残 基 の 燐 酸 化 お よ び 脂 質 化 （ パ ル ミ チ ル 化 ま た は フ ァ ル ネ シ ル 化 ） は 、 幾 つ か
の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の シ グ ナ ル 伝 達 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 殆 ど の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 第 三 細 胞 質 ル ー プ お
よ び ／ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 内 部 に 燐 酸 化 の 可 能 性 あ る 部 位 を 含 ん で い る 。 幾 つ か の Ｇ Ｐ
Ｃ Ｒ 、 例 え ば β － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 レ セ プ タ ー で は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ お よ び ／ ま
た は 特 異 的 レ セ プ タ ー キ ナ ー ゼ に よ る 燐 酸 化 に よ っ て レ セ プ タ ー の 脱 感 作 が 仲 介 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
幾 つ か の レ セ プ タ ー に つ い て は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の リ ガ ン ド 結 合 部 位 が 、 数 個 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 膜 貫 通
ド メ イ ン に よ り 形 成 さ れ た 親 水 性 ソ ケ ッ ト を 含 む と 考 え ら れ る 。 こ の 親 水 性 ソ ケ ッ ト は 、
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 疎 水 性 残 基 に 取 り 囲 ま れ て い る 。 各 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 膜 貫 通 ヘ リ ッ ク ス の 親 水 性 側 は 、
内 側 を 向 き 、 極 性 リ ガ ン ド 結 合 部 位 を 形 成 し て い る と 仮 定 さ れ て い る 。 Ｔ Ｍ ３ は 、 リ ガ ン
ド 結 合 部 位 、 例 え ば Ｔ Ｍ ３ ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 を 持 っ て い る 幾 つ か の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ と 関 連 し て
い る 。 Ｔ Ｍ ５ の セ リ ン 、 Ｔ Ｍ ６ の ア ス パ ラ ギ ン 、 お よ び Ｔ Ｍ ６ ま た は Ｔ Ｍ ７ の フ ェ ニ ル ア
ラ ニ ン ま た は チ ロ シ ン も ま た リ ガ ン ド 結 合 に 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 細 胞 内 部 で ヘ テ ロ 三 量 体 Ｇ タ ン パ ク 質 に よ り 、 種 々 の 細 胞 内 酵 素 、 イ オ ン チ ャ
ン ネ ル お よ び 輸 送 体 と 共 役 し て い る （ Johndon et al., Endoc.Rev. 10, 317－ 331, 1989
を 参 照 さ れ た い ） 。 種 々 の Ｇ タ ン パ ク 質 α サ ブ ユ ニ ッ ト は 優 先 的 に 特 定 の エ フ ェ ク タ ー を
刺 激 し 、 細 胞 の 様 々 な 生 体 機 能 を 調 整 す る 。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 細 胞 質 残 基 の 燐 酸 化 は 、 幾 つ か の
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 調 節 に と っ て 重 要 な 機 構 で あ る 。 例 え ば 、 或 る 形 の シ グ ナ ル 伝 達 に お い て は 、
ホ ル モ ン 結 合 の 効 果 は 、 細 胞 内 部 で の 酵 素 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ の 活 性 化 で あ る 。 ホ ル モ ン
に よ る 酵 素 の 活 性 化 は ヌ ク レ オ チ ド Ｇ Ｔ Ｐ の 存 在 に 依 存 す る 。 Ｇ Ｔ Ｐ は ホ ル モ ン 結 合 に も
影 響 を 及 ぼ す 。 Ｇ タ ン パ ク 質 は ホ ル モ ン レ セ プ タ ー を ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ に 結 合 さ せ る 。
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Ｇ タ ン パ ク 質 は ホ ル モ ン レ セ プ タ ー に よ っ て 活 性 化 さ れ る と 、 Ｇ Ｔ Ｐ を 、 結 合 し た Ｇ Ｄ Ｐ
に 交 換 す る 。 す る と 、 Ｇ Ｔ Ｐ を 有 す る 型 が 、 活 性 化 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ に 結 合 す る 。 Ｇ タ
ン パ ク 質 自 身 に よ り 触 媒 さ れ る Ｇ Ｔ Ｐ か ら Ｇ Ｄ Ｐ へ の 加 水 分 解 が 、 Ｇ タ ン パ ク 質 を そ の 基
本 的 な 不 活 性 型 へ と 戻 す 。 し た が っ て Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 レ セ プ タ ー か ら エ フ ェ ク タ ー へ と
シ グ ナ ル を 中 継 す る 仲 介 物 質 と し て の 、 そ し て シ グ ナ ル の 持 続 を 制 御 す る 時 計 と し て の 、
二 重 の 役 割 を 果 た し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
過 去 １ ５ 年 間 に わ た り 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ レ セ プ タ ー を 標 的 と す る ３ ５ ０ 近 く の 治 療 薬 が 成 功 裏 に
上 市 さ れ て き た 。 こ の 事 は 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー が 治 療 薬 と し て 確 立 さ れ た 折 り 紙 付 き の
歴 史 を 持 っ て い る こ と を 示 す も の で あ る 。 明 ら か に 、 細 菌 、 真 菌 、 原 虫 と い っ た 感 染 症 、
お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 、 と り わ け Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス に よ る 感 染 症 、 疼 痛 、 癌 、 食 欲 不 振 、 過
食 症 、 喘 息 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 急 性 心 不 全 、 低 血 圧 症 、 高 血 圧 症 、 尿 停 留 、 骨 粗 鬆 症 、 狭
心 症 、 心 筋 梗 塞 、 潰 瘍 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 お よ び 精 神 障 害 お よ び 神 経
学 的 障 害 （ 不 安 生 、 統 合 失 調 症 、 躁 鬱 病 、 幻 覚 症 状 、 痴 呆 、 い く つ か の 精 神 薄 弱 、 お よ び
ジ ス キ ネ ジ ー 、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 お よ び ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 な ど ） を 包 含 す る （ 但 し こ れ
ら に 限 定 さ れ る 訳 で は な い ） 機 能 不 全 ま た は 疾 病 の 予 防 、 改 善 ま た は 是 正 に お い て 役 割 を
果 た し 得 る 、 さ ら な る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 同 定 お よ び 特 徴 づ け に 対 す る 継 続 し た 需 要 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
セ ト ロ ニ ン
セ ロ ト ニ ン は 、 1つ の 、 睡 眠 、 欲 求 、 移 動 、 性 行 為 お よ び 管 の 短 縮 の よ う な 種 々 様 々 の 行
動 の 機 能 を 引 き 起 こ し 調 整 す る こ と が で き る 。 40年 以 上 前 の セ ロ ト ニ ン (5-セ ロ ト ニ ン 、 5
-HT)の 発 見 以 来 、 多 く の 種 々 の 研 究 の 累 積 的 な 結 果 は 、 哺 乳 類 の 身 体 の 、 両 方 の 中 枢 神 経
系 中 の 、 お よ び 周 辺 の シ ス テ ム 中 の 機 能 際 に 、 セ ロ ト ニ ン が 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と を 示
し た 。 中 枢 神 経 系 に 関 す る 形 態 論 の 研 究 は 、 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 の ニ ュ ー ロ ン (そ れ ら は 脳
幹 か ら 起 こ る )が 生 ず る こ と を 示 し た 、 1つ の 、 脳 お よ び 脊 髄 (オ ブ ラ イ ア ン 、 精 神 の 異 常 1
:41,1978の セ ロ ト ニ ン ; Steinbusch、 「 化 学 の 神 経 解 剖 学 の ハ ン ド ブ ッ ク 」 、 部 分 II、 68
、 1984年 (ボ リ ュ ー ム 3); Andenら 、 Acta Physiologicaス カ ン ジ ナ ビ ア 67、 313、 1966年 )
の ほ と ん ど の エ リ ア へ 突 き 出 る シ ス テ ム を 非 常 に 拡 散 す る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 5-HTの 大 き
な 集 中 を 示 す 、 生 化 学 の 証 拠 に よ っ て 補 足 さ れ た 、 脳 お よ び 脊 髄 (Steinbusch、 1984年 )に
存 在 す る 。 米 国 特 許 第 5,698,444号 を 参 照 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
そ の よ う な 拡 散 し た シ ス テ ム で 、 中 枢 神 経 系 か ら 起 こ る 多 く の 振 る 舞 い 、 生 理 学 の レ ス ポ
ン ス お よ び 疾 病 の 表 現 に 関 係 す る と と も に 、 5-HTが 関 係 さ せ ら れ た こ と は 驚 く べ き こ と で
は な い 。 こ れ ら は 、 体 温 、 コ ン ト ロ ー ル す る 血 圧 、 低 下 、 精 神 分 裂 病 お よ び 他 の 肉 体 の 状
態 (フ ラ ー 、 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 の 送 信 21、 1982の 生 物 学 ; Boullin、 精 神 の 異 常 1、 316、 19
78年 中 の セ ロ ト ニ ン ; Barchasら 、 SEROTONIN AND BEHAVIOR、 1973年 )を コ ン ト ロ ー ル し て
、 眠 っ て お り 食 べ て 、 知 覚 す る 苦 痛 の よ う な 種 々 の エ リ ア を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
セ ロ ト ニ ン は 、 周 辺 の シ ス テ ム に 同 様 に 重 要 な 役 割 を 果 た す る 。 例 え ば 、 身 体 の セ ロ ト ニ
ン の お よ そ 90%は 胃 腸 の シ ス テ ム で 見 つ か り ま す 。 ま た 、 セ ロ ト ニ ン は 、 こ の シ ス テ ム で
の 様 々 な 収 縮 性 の あ る 結 果 、 分 泌 の 結 果 お よ び 電 気 生 理 学 を 用 い た 結 果 を 解 決 さ せ る と 分
か り ま し た 。 セ ロ ト ニ ン に 非 常 に 敏 感 な 周 辺 の ネ ッ ト ワ ー ク の 別 の 例 は 心 臓 血 管 系 (さ ら
に 、 そ れ は セ ロ ト ニ ン (つ ま り 小 板 )の そ れ 自 身 の 源 を 含 ん で い る )で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
身 体 内 の セ ロ ト ニ ン の 広 い 分 配 を 与 え ら れ て 、 セ ロ ト ニ ン 作 動 性 の シ ス テ ム に 影 響 す る 薬
へ の tremen-dousな 関 心 が 存 在 す る こ と は 理 解 し 得 ま す 。 レ セ プ タ ー に 特 有 の 作 動 筋 お よ
び 敵 は 、 心 配 、 う つ 病 、 高 血 圧 症 、 片 頭 痛 、 強 制 的 な 病 気 、 精 神 分 裂 病 、 自 閉 症 、 ア ル ツ
ハ イ マ ー 病 の よ う な 神 経 組 織 変 成 の 病 気 、 パ ー キ ン ソ ン 症 候 群 お よ び ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病
を 含 む 広 範 囲 の 病 気 お よ び 癌 の 治 療 に 特 に 興 味 が あ る 、 化 学 療 法 に 引 き 起 こ さ れ た 噴 出 す
る こ と (Gershonら 、 5-セ ロ ト ニ ン 246、 1989の ア ク シ ョ ン ;)Saxena、 心 血 管 の 薬 物 学 、 補
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足 7、 990 15の ジ ャ ー ナ ル ら 。
【 ０ ０ １ ２ 】
セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー
セ ロ ト ニ ン は 、 セ ル 表 面 上 の 専 門 の レ セ プ タ ー に 拘 束 す る こ と に よ り セ ル の 生 理 学 に 対 す
る そ の 影 響 を 生 む 。 セ ロ ト ニ ン を 含 む す べ て の 神 経 伝 達 物 質 お よ び ホ ル モ ン の た め に 多 数
の タ イ プ の レ セ プ タ ー が 存 在 す る こ と は 今 認 識 さ れ る 。 多 数 で 、 構 造 上 別 個 の セ ロ ト ニ ン
レ セ プ タ ー の 存 在 は 、 サ ブ タ イ プ 選 択 的 な 薬 理 学 の 薬 剤 が 生 産 さ れ る 可 能 性 を 提 供 し た 。
個 々 の レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ が 中 央 の 周 辺 の セ ロ ト ニ ン 作 動 性 の シ ス テ ム の 異 な る 部 分 の
特 定 の ア ク シ ョ ン に 影 響 す る た め に 機 能 す る か も し れ な い の で 、 そ の よ う な 合 成 物 の 開 発
は 、 よ り 少 数 の 副 作 用 を 持 っ た 新 し く 、 ま す ま す 選 択 的 な 治 療 の 薬 剤 に 帰 着 す る か も し れ
ま せ ん 。
【 ０ ０ １ ３ 】
そ の よ う な 特 異 性 の 例 は 、 例 と し て 脈 管 系 を 使 用 す る こ と に よ り 実 証 す る こ と が で き ま す
。 あ る 血 管 で は 、 平 滑 筋 セ ル 上 の 5-HT2レ セ プ タ ー の 刺 激 が 血 管 収 縮 を 生 産 し て い る 一 方
、 5-HT1の 刺 激 は レ セ プ タ ー ― の よ う に endo-thelialセ ル 上 で 血 管 拡 張 を 生 産 す る 。 現 在
、 セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー (5-HT1、 5つ の HT2、 5つ の HT3、 5つ の HT4、 5つ の HT5、 5つ の HT6お
よ び 5-HT7)の 主 な ク ラ ス は 、 そ れ ら の 薬 学 構 造 の 違 い に 基 づ い て 、 形 式 的 に 分 類 さ れ た 、
18の 別 個 の レ セ プ タ ー に 約 14を 含 ん で い る (Glennonら 、 神 経 科 学 、 お よ び 行 動 の 調 査 14、
35、 1990年 を 参 照 )。
【 ０ ０ １ ４ 】
現 在 ま で 記 述 さ れ た 5-HTレ セ プ タ ー は 、 イ オ ン ・ チ ャ ン ネ ル (5-HT3レ セ プ タ ー )に 関 連 し
た レ セ プ タ ー の 家 族 が 、 あ る い は G蛋 白 質 と 対 話 し 、 そ れ は 7つ の 膜 内 外 の 領 域 を 所 有 す る
レ セ プ タ ー の 家 族 が 所 有 し て い る 。 さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 シ ー ケ ン ス の 分 析 は 、 G蛋 白 質 と 対
話 す る 5-HTレ セ プ タ ー が 2つ の 別 個 の グ ル ー プ へ 細 分 さ れ る か も し れ な い こ と を 示 し た :3
つ の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 5-HTレ セ プ タ ー 、 お よ び サ ブ タ イ プ 5-HT2お よ び 5つ の HT1Cを 含 む 5-
HT2レ セ プ タ ー と 同 様 に 哺 乳 類 の サ ブ タ イ プ 5-HT1A、 5つ の HT1Bお よ び 5-HT1Dを 含 む 5-HT1
レ セ プ タ ー も 。 薬 学 の 研 究 は 、 サ ブ タ イ プ 5-HT1(「 5-HT1の よ う な 」 レ セ プ タ ー )と 関 係 す
る い く つ か の レ セ プ タ ー と 同 様 に 5-HT4レ セ プ タ ー の よ う な 他 の サ ブ タ イ プ も 明 ら か に し
た 。 更 に 、 追 加 の 分 子 生 物 学 研 究 は 、 サ ブ タ イ プ 5-HT1B/1Dの 内 の 異 成 分 を 明 ら か に し た
。
【 ０ ０ １ ５ 】
5-HT2レ セ プ タ ー は ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cに よ っ て 作 用 し 、 中 央 と 周 辺 の レ ベ ル に セ ロ ト ニ ン の
多 数 の 生 理 学 の 活 動 の 原 因 で あ る 。 心 血 管 の レ ベ ル で は 、 そ れ ら が 、 血 管 の 短 縮 お よ び 小
板 の 形 態 論 の 変 更 に 関 係 す る ;中 枢 神 経 系 で は 、 そ れ ら が 、 触 覚 の 刺 激 へ の ニ ュ ー ロ ン の
増 感 に 、 お よ び diethylamidelysergicな 酸 の 、 お よ び 関 連 す る phenylisopropylaminesの
幻 覚 を 誘 発 す る 影 響 の 仲 裁 に 作 用 す る 。 多 数 の 研 究 は 、 今 ま で 記 述 さ れ た 5-HT2レ セ プ タ
ー が そ れ ら が 起 因 す る す べ て の 特 性 を 説 明 し な い こ と を 示 す る 。 周 辺 の 平 滑 筋 に 対 す る セ
ロ ト ニ ン の あ る 5-HT2型 影 響 は 、 特 に 、 変 則 的 な 結 果 (結 果 は そ れ に 未 知 の レ セ プ タ ー に よ
っ て 解 決 す る と 思 わ れ る )と し て 分 類 さ れ る 。 米 国 特 許 5,780,245を 参 照 。
【 ０ ０ １ ６ 】
セ ロ ト ニ ン の 広 範 囲 に わ た る 生 物 学 的 効 果 の た め に 、 そ の レ セ プ タ ー を 調 節 し て 治 療 効 果
を も た ら す よ う な こ の レ セ プ タ ー の フ ァ ミ リ ー の さ ら な る 成 員 を 同 定 す る こ と が 当 分 野 で
必 要 と さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ７ 】
発 明 の 要 旨
本 発 明 の 目 的 は 、 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー １ を 調 節 す る 試 薬 お よ び
方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 本 発 明 の こ の お よ び そ の 他 の 目 的 は 、 下 に 記 載 す る １ ま た は
そ れ 以 上 の 態 様 に よ っ て 提 供 す る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の 一 つ の 態 様 は 、
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ２ ７ ％ 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 ；
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ
リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 分 解 を 減 少 さ せ る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 で あ る 。 被 験 化 合 物 を 、
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ２ ７ ％ 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 ；
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ
リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
被 験 化 合 物 と セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 検 出 す る
。 そ れ に よ り 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 被 験 化
合 物 を 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 減 少 さ せ る 可 能 性 の あ る 物 質 と し て 同 定 す る 。 こ の 物
質 は セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー の 活 性 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 作 用 し 得
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 調 節 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法
で あ る 。 被 験 化 合 物 を 、
配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 同 一 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ
び
配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら な る 群 か ら 選 ば れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 試
験 化 合 物 を 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 増 大 さ せ る 可 能 性 の あ る 物 質 と し て 同 定 す る 。 こ
の 物 質 は 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ｍ Ｒ Ｎ Ａ と の 相 互 作 用 を 介 し て セ ロ
ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー の 量 を 減 少 さ せ る こ と に よ っ て 作 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 調 節 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 で あ る 。 被 験 化 合 物 を 、
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ２ ７ ％ 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 ；
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ
リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ポ リ ペ プ チ ド の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 活 性 を 検 出 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド
の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 活 性 を 、 試 験 化 合 物 不 在 下 で の セ ロ ト ニ ン 様
Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 活 性 と 比 較 し て 増 加 さ せ る 試 験 化 合 物 は 、 そ れ に よ り 、 細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 増 大 さ せ る 可 能 性 の あ る 物 質 と し て 同 定 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド の セ ロ
ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 活 性 を 、 そ の 試 験 化 合 物 の 不 在 下 で の セ ロ ト ニ ン 様
Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 活 性 と 比 較 し て 減 少 さ せ る 試 験 化 合 物 は 、 そ れ に よ り 、 細 胞
外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 減 少 さ せ る 可 能 性 の あ る 物 質 と し て 同 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 減 少 さ せ る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 方 法 で あ る 。 被 験 化 合 物 を 、
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配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 同 一 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
か ら な る 群 か ら 選 ば れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ
ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 産 物 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
こ の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 産 物 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 結 合 を 検 出 す る
。 こ の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 産 物 と 結 合 す る 試 験 化 合 物 を 、 そ れ に よ
り 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 減 少 さ せ る 、 可 能 性 の あ る 物 質 と し て 同 定 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 分 解 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ る 。 細 胞 を 、
配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 同 一 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
か ら な る 群 か ら 選 ば れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 物 質 ま た は 、 そ の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る 産 物 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
細 胞 中 の セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー 活 性 は 、 そ れ に よ り 減 少 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 そ の レ セ プ タ ー の 活 性 部 位 で ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と
し て 作 用 し 得 る 試 験 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン
パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー を 提 供 す る 。 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー お よ び
そ の 断 片 は ま た 、 そ の レ セ プ タ ー を ブ ロ ッ ク お よ び リ ガ ン ド の 結 合 を 効 果 的 に 阻 止 す る こ
と が で き る 特 異 的 な 抗 体 を 惹 起 す る の に 有 用 で も あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 発 明 の 詳 細 な 記 載 ）
本 発 明 は 、 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る ：
ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ２ ７ ％ 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 ；
配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 ；
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
ｂ ） 配 列 番 号 １ に 示 す 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ；
ｃ ） （ ａ ） お よ び （ ｂ ） に 示 す ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ；
ｄ ） そ の 配 列 が 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に （ ａ ） ～ （ ｃ ） に 示 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と は 異 な り 、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド ； お よ び
ｅ ） （ ａ ） ～ （ ｄ ） に 示 す ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 断 片 、 誘 導 体 ま た は ア レ ル 変 異 を 示 し
、 セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
。
【 ０ ０ ３ １ 】
さ ら に 、 本 発 明 者 に よ っ て 、 新 規 な ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 、 特 に ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は
、 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ 、 心 臓 血 管 障 害 、 癌 、 泌 尿 器 系 の 障 害 、 肥 満 症 、 糖 尿 病 、 Ｃ Ｎ Ｓ 障 害 、 喘 息 ま
た は 血 液 病 を 処 置 す る た め の 治 療 方 法 に 用 い る こ と が で き る こ と が 発 見 さ れ た 。 ヒ ト ５ －
Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の コ
ー ド は 入 れ Ｔ は 、 配 列 番 号 １ に 示 す 。 こ の 配 列 は 、 配 列 番 号 ４ に 示 す よ り 長 い 配 列 の 中 に
含 ま れ る 。 こ の 配 列 は 、 第 ２ 染 色 体 に 存 在 し て お り 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｃ ａ ｎ ま た は Ｇ ｅ ｎ ｅ ｉ
ｄ を 用 い て 受 託 番 号 Ａ Ｃ ０ ６ ８ ０ ８ １ ０ の ゲ ノ ム 配 列 か ら 構 築 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 swiss|P28222|5H1B_ヒ ト 5－ ヒ ド ロ キ シ TRYPTア ミ ン  1B レ セ
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プ タ ー  (5－ HT－ 1B) (セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー ) (配 列 番 号 ３ ) (図 ５ )に 対 し て ２ ７ ２ ア ミ
ノ 酸 に わ た っ て 同 一 で あ る 。 Ｐ ｆ ａ ｍ に よ っ て 、 図 １ ０ に 示 す ７ 回 貫 通 膜 貫 通 モ チ ー フ が
検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 の ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 こ れ ま で に 同 定 さ れ た セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー と 同 じ
目 的 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ 、 心 臓 血 管 障 害 、
癌 、 泌 尿 器 系 障 害 、 肥 満 症 、 糖 尿 病 、 Ｃ Ｎ Ｓ 障 害 、 喘 息 お よ び 血 液 病 を 処 置 す る た め の 治
療 方 法 に お い て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は さ ら に 、 ヒ ト ５ － Ｈ
Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ア ク チ ベ ー タ ー ま た は イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と
も で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド
本 発 明 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に は 、 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 で 示 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 以 下 に 定 義 す る そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 変 異 体 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な
く と も ６ 、 ８  １ ０ 、 １ ２ 、 １ ５ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １
５ ０ 、 １ ７ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ２ ５ 、 ２ ５ ０ 、 ２ ７ ５ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ２ ５ 、 ま た は ３ ４ ７ 個 の 連
続 し た ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ５ －
Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 、 完 全 長 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ タ ン パ ク 質 、 ま た は ５
－ Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 全 部 ま た は 一 部 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 配 列 番 号 ２ の コ ー
ド 配 列 は 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
生 物 学 的 に 活 性 な 変 異 体
生 物 学 的 に 活 性 な 、 即 ち セ ロ ト ニ ン ま た は セ ロ ト ニ ン 様 リ ガ ン ド が 結 合 し て 生 物 学 的 効 果
、 例 え ば Ａ Ｍ Ｐ 形 成 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 移 動 、 ま た は ホ ス ホ イ ノ シ チ ド 代 謝 等 、 を も た
ら す 能 力 を 保 持 す る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 も ま た 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 好 ま し く は 、 天 然 ま た は 非 天 然 に 存 在 す る セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ
リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の 断 片 と 少 な く と も 約 ２ ７
、 ３ ０ 、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ 、 ５ ０ 、 ５ ５ 、 ６ ０ 、 ６ ５ 、 ７ ０ ％ 、 好 ま し く は 約 ７ ５ 、 ８ ０
、 ８ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ま た は ９ ９ ％ 一 致 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
推 定 さ れ る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 と 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 一 致
パ ー セ ン ト は 、 管 用 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る 。 例 え ば 、 Altschul et al., Bull. Math. B
io. 48:603 (1986)、 お よ び Henikoff and Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10
915 (1992)を 参 照 。 簡 潔 に は 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 ギ ャ ッ プ オ ー プ ニ ン グ ペ ナ ル テ ィ
１ ０ 、 ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ １ 、 お よ び Henikoff and Henikoff (ibid.)の 「 BLOSUM62
」 ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス を 用 い て ア ラ イ メ ン ト ス コ ア が 最 適 に な る よ う 整 列 さ せ る 。 当
業 者 は 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 整 列 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 確 立 さ れ た ア ル ゴ リ
ズ ム が 多 く 存 在 す る こ と を 理 解 し て い る 。 Pearson and Lipmanの 「 FASTA」 類 似 性 検 索 ア
ル ゴ リ ズ ム は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 推 定 の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 共 有
す る 同 一 性 の レ ベ ル を 調 べ る た め の 適 当 な タ ン パ ク 質 ア ラ イ メ ン ト 法 で あ る 。 FASTAア ル
ゴ リ ズ ム は 、 Pearson and Lipman, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 85:2444(1988)、 お よ び
Pearson, Meth. Enzymol. 183:63 (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 簡 潔 に は 、 FASTAは 、 最 初 に
、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 を 考 慮 す る こ と な く 、 照 会 す る 配 列 （ 即 ち 、 配
列 番 号 ２ ） お よ び 最 も 高 い 同 一 性 の 密 度 （ ktup変 数 が １ で あ る 場 合 ） ま た は 同 一 の 対 （ kt
up＝ ２ の 場 合 ） の い ず れ か を 有 す る 試 験 配 列 が 共 有 す る 領 域 を 同 定 す る こ と に よ っ て 配 列
の 類 似 性 を 特 徴 付 け る 。 次 い で 、 最 も 高 い 同 一 性 の 密 度 を 有 す る １ ０ の 領 域 を 、 ア ミ ノ 酸
置 換 マ ト リ ク ス を 用 い て す べ て の 対 の ア ミ ノ 酸 の 類 似 性 を 比 較 す る こ と に よ っ て 再 ス コ ア
化 し 、 そ の 領 域 の 末 端 を 、 最 も 高 い ス コ ア 貢 献 す る 残 基 の み を 含 む よ う に 切 り 取 る 。 「 切
り 捨 て （ cutoff） 」 値 （ 配 列 の 長 さ と ktup値 に 基 づ い て 所 定 の 式 に よ っ て 計 算 さ れ た ） よ
り も 大 き い ス コ ア を 有 す る 領 域 が い く つ か 存 在 す る 場 合 は 、 切 取 っ た 最 初 の 領 域 を 調 べ 、
そ の 領 域 が 連 結 し て gapを 有 す る 近 似 ア ラ イ メ ン ト を 形 成 す る こ と が で き る か ど う か を 決
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定 す る 。 最 後 に 、 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 最 も 高 い ス コ ア の 領 域 を 、 ア ミ ノ 酸 挿 入 お よ び 欠
失 を 許 容 す る 、 Needleman－ Wunsch－  Sellers algorithm (Needleman and Wunsch, J. Mo
l. Biol.48:444 (1970); Sellers, SIAM J. Appl. Math. 26:787 (1974))を 用 い て 整 列 さ
せ る 。 FASTA分 析 に 好 ま し い パ ラ メ ー タ ー は 、 以 下 の と お り で あ る ： ktup=1, ギ ャ ッ プ オ
ー プ ニ ン グ ペ ナ ル テ ィ =10, ギ ャ ッ プ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ =1、 お よ び 置 換 マ ト リ ク ス =BLOSUM62
。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ は 、 Appendix 2 of Pearson, Meth. Enzymol. 183:63 (1990)に お
い て 説 明 さ れ て い る よ う に 、 ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス フ ァ イ ル （ 「 SMATRIX」 ） に 修 飾 を
施 し て FASTAプ ロ グ ラ ム に 導 入 す る こ と が で き る 。 FASTAは 、 上 記 の 比 率 を 用 い て 核 酸 分 子
の 配 列 同 一 性 を 決 定 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 比 較 に 関 し て 、
ktup値 は 、 １ ～ ６ の 範 囲 内 で あ り 得 、 好 ま し く は ３ ～ ６ の 範 囲 、 最 も 好 ま し く は ３ で あ り
、 そ の 他 の パ ラ メ ー タ は 既 定 値 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
同 一 性 の 百 分 率 に お け る 変 化 は 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 に 起 因 し 得 る 。 ア
ミ ノ 酸 置 換 は １ 対 １ の ア ミ ノ 酸 の 置 き 換 え と し て 定 義 さ れ る 。 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 類 似
の 構 造 的 お よ び ／ ま た は 化 学 的 性 質 を 有 す る 場 合 、 置 換 は 保 存 的 で あ る 。 保 存 的 置 換 の 例
は 、 イ ソ ロ イ シ ン ま た は バ リ ン に よ る ロ イ シ ン の 置 換 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 に よ る ア ス パ ラ ギ
ン 酸 塩 の 置 換 、 ま た は セ リ ン に よ る ス レ オ ニ ン の 置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ア ミ ノ 酸 挿 入 ま た は 欠 失 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 へ の 、 ま た は そ の 内 部 で の 変 化 で あ る 。 こ れ ら
は 典 型 的 に は 約 １ な い し ５ ア ミ ノ 酸 の 範 囲 で 起 こ る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の
生 物 学 的 ま た は 免 疫 学 的 活 性 を 廃 絶 す る こ と な く 、 ど の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 、 挿 入 ま た は
欠 失 で き る か を 決 定 す る 際 の 指 針 は 、 当 分 野 で 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば
DNASTARソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 見 出 す こ と が で き る 。 或 る ア ミ ノ 酸 変 化 が 生 物 学 的 に 活 性
な ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る か 否 か は 、 例 え ば 、 以 下 の 特 定 の 実 施 例 に
記 載 さ れ て い る よ う に リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り ま た は 機 能 的 ア ッ
セ イ を 行 う こ と に よ り 容 易 に 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
融 合 タ ン パ ク 質
融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 抗 体 の 作 製 に
、 そ し て 様 々 な 検 定 系 で の 使 用 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ
Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 の 同 定 に 使 用 で き る 。 タ ン パ ク 質 親
和 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の た め の ラ イ ブ ラ リ ー に 基
づ く 検 定 、 例 え ば 酵 母 ２ － ハ イ ブ リ ッ ド ま た は フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 系 を こ の 目 的 の た め
に 使 用 で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ り 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ と し て も 使 用
で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ り 融 合 し た ２ の ポ
リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 含 ん で い る 。 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ２ に 示
す ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 上 記 に 記 載 し た よ う な そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 変 異 体 か ら 選 択 さ れ る
、 ６ 、 ８  １ ０ 、 １ ２ 、 １ ５ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 ７ ５ 、 １ ０ ０ 、 １ ２ ５ 、 １ ５ ０
、 １ ７ ５ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ２ ５ 、 ２ ５ ０ 、 ２ ７ ５ 、 ３ ０ ０ 、 ３ ２ ５ 、 ま た は ３ ４ ７ の 連 続 ア ミ
ノ 酸 を 含 む 。 第 一 の ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は ま た 、 完 全 長 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ タ ン パ ク
質 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
第 二 の ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト は 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 で あ っ て よ い
。 融 合 タ ン パ ク 質 の 組 み 立 て に 一 般 的 に 使 用 す る タ ン パ ク 質 は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、
β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 自 己 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ 青 色 蛍 光
タ ン パ ク 質 （ Ｂ Ｆ Ｐ ） を 包 含 す る ） 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ）
、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｈ Ｒ Ｐ ） 、 お よ び ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー
ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｃ Ａ Ｔ ） を 包 含 す る 。 さ ら に 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 組 み 立
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て に は 、 ヒ ス チ ジ ン （ His） 標 識 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 標 識 、 イ ン フ ル エ ン ザ へ マ グ ル チ ニ ン （ Ｈ Ａ
） 標 識 、 Ｍ ｙ ｃ 標 識 、 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ 標 識 、 お よ び チ オ レ ド キ シ ン （ Ｔ ｒ ｘ ） 標 識 を 包 含 す る
エ ピ ト ー プ 標 識 を 使 用 す る 。 そ の 他 の 融 合 組 み 立 て 物 は 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｍ
Ｂ Ｐ ） 、 Ｓ － 標 識 、 Lex a Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン （ Ｄ Ｂ Ｄ ） 融 合 物 、 Ｇ Ａ Ｌ ４  Ｄ Ｎ Ａ 結 合
ド メ イ ン 融 合 物 、 お よ び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス （ Ｈ Ｓ Ｖ ） Ｂ Ｐ １ ６ タ ン パ ク 質 融 合 物 を 包
含 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は さ ら に 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 と ヘ テ ロ
ロ ー ガ ス タ ン パ ク 質 配 列 の 間 に 位 置 す る 開 裂 部 位 を 含 む よ う 組 み 立 て る こ と が で き 、 そ の
結 果 、 こ の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド が 開 裂 し て 、 ヘ テ ロ ロ ー ガ ス 部 分 か ら 精 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
融 合 タ ン パ ク 質 は 当 分 野 で 周 知 の よ う に 化 学 合 成 で き る 。 好 ま し く は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は
二 つ の ポ リ ペ プ チ ド セ グ メ ン ト を 共 有 結 合 で 連 結 す る こ と に よ り 、 ま た は 分 子 生 物 学 分 野
で 標 準 的 な 方 法 に よ り 調 製 す る 。 例 え ば 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る よ う に 、 第 二 の ポ リ ペ プ
チ ド セ グ メ ン ト を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 適 切 な リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 配
列 番 号 １ か ら 選 ば れ る コ ー ド 配 列 を 含 む 、 Ｄ Ｎ Ａ 組 み 立 て 物 を 作 製 し 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ 組 み 立
て 物 を 宿 主 細 胞 で 発 現 さ せ る 事 に よ る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 を 用 い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 で
き る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 組 み 立 て る た め の 多 く の キ ッ ト が 、 Promega Corporation(Madiso
n, WI)、 Stratagene(La Jolla, CA)、 CLONTECH(Mountain View, CA)、 Santa Cruz Biotec
hnology(Santa Cruz, CA)、 MBL international Corporation(MIC; Watertown, MA)、 お よ
び Quantum Biotechnologies(Montreal, Canada; 1－ 888－ DNA－ KITS)と い っ た 企 業 か ら 入
手 で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
種 相 同 体 の 同 定
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 下 記 ） を 使 用 し て 他 の 種 、 例 え ば
マ ウ ス 、 サ ル 、 ま た は 酵 母 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に
好 適 な プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 相 同 体 を
コ ー ド し て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 、 そ し て 当 分 野 で 周 知 の よ う に こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ
て 、 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 種 相 同 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で あ っ て よ く 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ
Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 ま た は こ の コ ー ド 配 列 の 相 補 体 を 含 ん で い る 。 ５ － Ｈ Ｔ
様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の コ ー ド 配 列 は 配 列 番 号 ３ に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 縮 重 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び 、
配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 、 好 ま し く は 約 ７ ５ 、 ９ ０ 、 ９
６ 、 も し く は ９ ８ ％ 一 致 す る ホ モ ロ ー ガ ス な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は こ れ ら の 相 補 物 も ま
た 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 二 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 配 列
一 致 パ ー セ ン ト は 、 ALIGNの よ う な コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 決 定 す る が 、 こ れ
は 、 ギ ャ ッ プ オ ー プ ン ペ ナ ル テ ィ ー － １ ２ お よ び ギ ャ ッ プ エ ク ス テ ン シ ョ ン ペ ナ ル テ ィ ー
－ ２ に よ る ア フ ィ ン ギ ャ ッ プ 検 索 を 用 い る FASTAア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る も の で あ る 。 相
補 的 Ｄ Ｎ Ａ （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 分 子 、 種 相 同 体 お よ び 生 物 学 的 に 活 性 な ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 も や は り ５ － Ｈ
Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 配 列 番 号 １ の 少 な く と も ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、
１ ２ 、 １ ５ 、 １ ８ 、 ２ ０ 、 ま た は ２ ５ の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 物 を 含 む ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 そ の よ う な ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 、 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 お よ び 相 同 体 の 同 定
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上 記 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 お よ び 相 同 体 も ま た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ
Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 典 型 的 に は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は
、 当 分 野 で 周 知 の よ う に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 候 補 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 既 知 の ５
－ Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 同 定 で き る 。 例 え ば
、 以 下 の 洗 浄 条 件  － －  ２ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ .３ M Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .０ ３ Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、
pH７ .０ ） 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 室 温 　 ２ 回 、 各 々 ３ ０ 分 間 ； 次 い で ２ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 、 ５ ０ ℃  １ 回 、 ３ ０ 分 間 ； 次 い で ２ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ 、 室 温  ２ 回 、 各 々 １ ０ 分 間  － －  を
使 用 し て 、 最 大 約 ２ ５ － ３ ０ ％ の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 む ホ モ ロ ー ガ ス 配 列 を 同 定 で き る
。 よ り 好 ま し く は 、 ホ モ ロ ー ガ ス 核 酸 鎖 は １ ５ － ２ ５ ％ の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 、 さ ら に 好
ま し く は ５ － １ ５ ％ の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 種 相 同 体 は さ ら に 、 適 当 な プ
ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー を 作 製 し 、 他 の 種 、 例 え ば マ ウ ス 、 サ ル 、 ま た は 酵 母 由 来 の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヒ ト 変 異 体 は 、 例 え ば ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に よ り 同 定 で き る 。 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ の Ｔ m は 相 同 性 が １ ％ 低 下 す る 毎 に １ － １ .
５ ℃ 低 下 す る こ と が よ く 知 ら れ て い る （ Bonner et al., J.Mol.Biol. 81,123(1973)） 。
故 に ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 体 ま た は 他 の 種 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 推 定 の ホ モ ロ ー ガ ス ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 配
列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 物 と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ さ せ て 被 験 ハ イ ブ リ ッ ド を 作 製 す る こ と に よ っ て 同 定 で き る 。 被 験 ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解
温 度 を 、 完 全 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド の 融 解 温 度 と 比 較 し 、 被 験 ハ イ ブ リ ッ ド の 中 の 塩 基 対 ミ ス マ ッ チ の パ
ー セ ン ト 数 を 算 出 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 条 件 に 従 い ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ
Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 物 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も ま た
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 は 当 分 野 で 周
知 且 つ 理 解 さ れ て お り 、 例 え ば Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MAN
UAL, 2d ed., 1989, 9.50－ 9.51頁 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
典 型 的 に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の た め に は 、 温 度 と 塩 濃 度
の 組 み 合 わ せ を 、 検 討 中 の ハ イ ブ リ ッ ド の 理 論 的 Ｔ m よ り お よ そ １ ２ － ２ ０ ℃ 低 く な る よ
う 選 択 す べ き で あ る 。 配 列 番 号 ３ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 同 体 と 、 そ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の い ず れ か １ つ と 少 な く
と も 約 ５ ０ 、 好 ま し く は 約 ７ ５ 、 ９ ０ 、 ９ ６ 、 ま た は ９ ８ ％ 一 致 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 と の ハ イ ブ リ ッ ド の Ｔ m は 、 例 え ば Bolton and McCarthy, Proc.Natl.Acad.Sci. U.S.A.
 48,1390(1962)の 式 ：
Ｔ m ＝ ８ １ .５ ℃ － １ ６ .６ (log 1 0 [Ｎ ａ + ])＋ ０ .４ １ (％ Ｇ ＋ Ｃ )－ ０ .６ ３ (％ ホ ル ム ア ミ ド
)－ ６ ０ ０ ／ ｌ ） 、
[式 中 、 ｌ ＝ 塩 基 対 で 表 し た ハ イ ブ リ ッ ド の 長 さ ]
を 用 い て 算 出 で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 と し て は 例 え ば 、 ４ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ （ ６ ５ ℃ ） 、 ま た は ５ ０ ％ ホ
ル ム ア ミ ド 、 ４ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ （ ４ ２ ℃ ） 、 ま た は ０ .５ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ （ ６ ５ ℃ ）
が 挙 げ ら れ る 。 高 度 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 は 、 例 え ば ０ .２ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ （ ６ ５ ℃ ） な
ど で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製
天 然 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 膜 構 成 成 分 、 タ ン パ ク 質 お よ び 脂 質 と い
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っ た 他 の 細 胞 成 分 を 含 ま な い よ う 単 離 で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 細 胞 か ら 調 製 で き 、 標
準 的 核 酸 精 製 技 術 を 用 い て 単 離 、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） の よ う な 増 幅 技
術 を 用 い て 合 成 、 も し く は 自 動 合 成 機 を 用 い る こ と に よ っ て 調 製 で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 単 離 す る 方 法 は 常 套 的 で あ り 、 当 分 野 で 知 ら れ て い る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 取 得 す る
た め こ の よ う な 任 意 の 技 術 を 用 い て 、 単 離 さ れ た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 制 限 レ セ プ タ ー お よ び プ ロ ー ブ を 用 い て ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 単 離 で き る 。 単 離 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 他 の 分 子 を 少 な く と も ７ ０ 、 ８ ０ 、 ま た は ９ ０ ％ 含 ま な い 調 製 物 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 鋳 型 に 用 い て 標 準
的 分 子 生 物 学 技 術 に て 調 製 で き る 。 そ の 後 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 当 分 野
で 周 知 で あ り Sambrook et al.(1989)の よ う な マ ニ ュ ア ル に 開 示 さ れ る 分 子 生 物 学 技 術 を
用 い て 複 製 で き る 。 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 に 使 用 し て 本 発 明 に 係 る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の さ ら な る コ ピ ー を 得 る た め 、 Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な 増 幅 技 術 を 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
別 法 と し て 、 合 成 化 学 技 術 を 用 い て ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る こ と
も で き る 。 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 は 、 例 え ば 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ５ － Ｈ Ｔ
様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 変 異 体 を コ ー ド す る 、 別 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 合 成 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 伸 長
Ｐ Ｃ Ｒ に 基 づ く 様 々 な 方 法 を 用 い て 本 明 細 書 に 開 示 の 核 酸 配 列 を 伸 長 さ せ 、 プ ロ モ ー タ ー
お よ び 調 節 エ レ メ ン ト と い っ た 上 流 配 列 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 制 限 部 位 Ｐ Ｃ Ｒ
は 、 既 知 の 座 に 隣 接 す る 未 知 配 列 を 回 収 す る た め 、 普 遍 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る （ Sarkar
, PCR Methods Applic. 2,318－ 322,1993） 。 ま ず 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 リ ン カ ー 配 列 に 対
す る プ ラ イ マ ー お よ び 既 知 領 域 に 対 し 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 存 在 下 で 増 幅 す る 。 次 に 、 増
幅 さ せ た 配 列 を 、 同 じ リ ン カ ー プ ラ イ マ ー お よ び 最 初 の も の の 内 部 に あ る 別 の 特 異 的 プ ラ
イ マ ー を 用 い る 第 二 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ に 付 す 。 各 回 の Ｐ Ｃ Ｒ の 産 物 を 適 当 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー
ゼ で 転 写 し 、 逆 転 写 酵 素 を 用 い て 配 列 決 定 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
既 知 領 域 に 基 づ く 異 な る プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 を 増 幅 ま た は 伸 長 す る た め に 、 逆 Ｐ Ｃ Ｒ
を 使 用 す る こ と も で き る （ Triglia et al., Nucleic Acids Res. 16,8186,1988） 。 OLIGO
 4.06 Primer Analysisソ フ ト ウ ェ ア （ National Biosciences Inc., Plymouth, Minn.）
の よ う な 市 販 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 、 長 さ ２ ２ － ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 ５ ０ ％ ま た は そ れ
以 上 の Ｇ Ｃ 含 有 量 を 持 ち 、 約 ６ ８ － ７ ２ ℃ の 温 度 で 標 的 配 列 と ア ニ ー リ ン グ す る プ ラ イ マ
ー を 設 計 で き る 。 こ の 方 法 は 、 遺 伝 子 の 既 知 領 域 に 適 当 な 断 片 を 作 り 出 す 幾 つ か の 制 限 酵
素 を 使 用 す る 。 次 い で こ の 断 片 を 分 子 内 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 環 化 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ 鋳 型 と し て
使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
使 用 で き る も う 一 つ の 方 法 は 、 ヒ ト お よ び 酵 母 人 工 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ 中 の 既 知 配 列 に 隣 接 す る
Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 含 む 、 捕 捉 Ｐ Ｃ Ｒ で あ る （ Lagerstrom et al., PCR Methods A
pplic. 1,111－ 119,1991） 。 こ の 方 法 で は 、 複 数 の 制 限 酵 素 消 化 物 と ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 行
っ て 、 作 製 し た あ る 二 本 鎖 の 配 列 を 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 前 に そ の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 未 知 断 片 中 に 入
れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
未 知 配 列 を 回 収 す る た め に 使 用 で き る も う 一 つ の 方 法 は Parker et al., Nucleic Acids R
es. 19,3055－ 3060,1991の 方 法 で あ る 。 加 え て 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 入 れ 子 式 (nested)プ ラ イ マ ー 、
お よ び PROMOTERFINDERラ イ ブ ラ リ ー （ CLONTECH, Palo Alto, Calif.） を 用 い て ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ を 移 動 さ せ る こ と が で き る （ CLONTECH, Palo Alto, Calif.） 。 こ の プ ロ セ ス は ラ イ
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ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 性 を 排 除 し 、 イ ン ト ロ ン ／ エ ク ソ ン 接 合 点 の 発 見 に 有
用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 、 よ り 大 き な ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む よ う サ イ ズ
選 択 し た ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る の が 望 ま し い 。 遺 伝 子 の ５ '領 域 を 含 む 配 列 を よ り 多 く
含 ん で い る と い う 点 で 、 無 作 為 プ ラ イ ミ ン グ し た ラ イ ブ ラ リ ー が 好 ま し い 。 無 作 為 プ ラ イ
ミ ン グ し た ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 は 、 オ リ ゴ ｄ (Ｔ )ラ イ ブ ラ リ ー が 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 産 生 し
な い 状 況 で 特 に 好 ま し い で あ ろ う 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 配 列 を ５ '非 転 写 調 節 領 域 へ
と 伸 長 さ せ る の に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
市 販 品 が 入 手 可 能 な 毛 細 管 電 気 泳 動 系 を 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ ま た は 配 列 決 定 産 物 の サ イ ズ を 分
析 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 確 認 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 毛 細 管 配 列 決 定 は 、 電 気
泳 動 分 離 用 の 流 動 性 ポ リ マ ー 、 レ ー ザ ー 励 起 す る ４ 種 の 異 な る 蛍 光 色 素 （ 各 ヌ ク レ オ チ ド
に つ き １ 種 ず つ ） 、 お よ び 電 荷 結 合 素 子 カ メ ラ に よ る 放 射 さ れ た 波 長 の 検 出 を 利 用 す る こ
と が で き る 。 出 力 ／ 光 強 度 は 適 当 な ソ フ ト ウ ェ ア （ 例 え ば GENOTYPERお よ び Sequence NAVI
GATOR、 Perkin Elmer） を 用 い て 電 気 信 号 に 変 換 で き 、 試 料 の ロ ー ド か ら コ ン ピ ュ ー タ ー
分 析 お よ び 電 子 的 デ ー タ 表 示 に 至 る 全 プ ロ セ ス を コ ン ピ ュ ー タ ー 管 理 す る こ と が で き る 。
毛 細 管 電 気 泳 動 は 、 特 定 の 試 料 中 に 限 ら れ た 量 で 存 在 す る か も 知 れ な い Ｄ Ｎ Ａ の 小 片 を 配
列 決 定 す る の に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 取 得
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば ヒ ト 細 胞 か ら の 精 製 に よ っ て 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ
Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に よ っ て 、 ま た は 直 接 的 化 学 合 成 に よ っ て 取 得 で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
タ ン パ ク 質 精 製
ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 を 包 含 す る 、 該 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 任 意 の ヒ ト 細 胞 か ら 精 製 で
き る 。 精 製 さ れ た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 内 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ
ペ プ チ ド に 通 常 付 随 す る そ の 他 の 化 合 物 、 例 え ば 或 る 種 の タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 、 ま た は
脂 質 か ら 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 分 離 す る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 サ イ ズ 排 除 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 分 画 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 親 和 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 、 お よ び 調 製 用 ゲ ル 電 気 泳 動 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の 特 定 の 実 施 例 に 記 載 す る よ う に 、 Ｇ タ ン パ ク
質 が 会 合 し た 複 合 体 と し て 便 利 に 単 離 す る こ と が で き る 、 精 製 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ
プ チ ド の 調 製 物 は 少 な く と も ８ ０ ％ 純 粋 で あ り 、 好 ま し く は 該 調 製 物 は ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、
ま た は ９ ９ ％ 純 粋 で あ る 。 調 製 物 の 純 度 は Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 の よ
う な 当 分 野 で 既 知 の 任 意 の 手 段 に よ っ て 評 価 で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 さ せ る た め 、 挿 入 さ れ た コ ー ド 配 列 の 転 写 と
発 現 に 必 要 な 要 素 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 中 に ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 挿 入 す
る こ と が で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 お よ び 適 当 な 転
写 お よ び 翻 訳 調 節 エ レ メ ン ト を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 組 み 立 て る た め 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法
が 利 用 で き る 。 こ れ ら の 方 法 に は 、 イ ン ビ ト ロ 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 、 合 成 技 術 、 お よ び イ ン
ビ ボ 遺 伝 子 組 換 え が あ る 。 こ の よ う な 技 術 は 、 例 え ば Sambrook et al.(1989)お よ び Ausub
el et al., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York.,
 1989に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
様 々 な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 が 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列
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を 含 み そ し て 発 現 さ せ る た め に 利 用 で き る 。 こ れ ら に は 、 微 生 物 、 例 え ば 組 換 え バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 菌
； 酵 母 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス ） に よ り 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 、 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば カ リ フ ラ ワ ー モ
ザ イ ク ウ イ ル ス 、 Ｃ ａ Ｍ Ｖ ； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 Ｔ Ｍ Ｖ ） 、 も し く は 細 菌 発 現 ベ ク
タ ー （ 例 え ば Ｔ ｉ ま た は ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ プ ラ ス ミ ド ） に よ り 形 質 転 換 さ れ た 植 物 細 胞 系 、 ま
た は 動 物 細 胞 系 が 包 含 さ れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る 訳 で は な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
調 節 エ レ メ ン ト ま た は 調 節 配 列 は 、 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 転 写 と 翻 訳 を 実 行
す る 、 ベ ク タ ー の 非 翻 訳 領 域 　 エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ５ 'お よ び ３ '非 翻 訳 領 域  
で あ る 。 こ の よ う な エ レ メ ン ト は そ の 強 さ と 特 異 性 に お い て 異 な っ て い る 。 利 用 す る ベ ク
タ ー 系 お よ び 宿 主 に 応 じ て 、 構 成 的 お よ び 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 、 多 数 の 好 適 な
転 写 お よ び 翻 訳 エ レ メ ン ト を 使 用 で き る 。 例 え ば 、 細 菌 系 で ク ロ ー ニ ン グ を 行 う 場 合 、 BL
UESCRIPTフ ァ ー ジ ミ ド （ Stratagene, LaJolla， Calif.） ま た は pSPORT１ プ ラ ス ミ ド （ Lif
e Technologies） 等 の ハ イ ブ リ ッ ド lacZプ ロ モ ー タ ー の よ う な 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー を 使 用
で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー は 昆 虫 細 胞 に 使 用 で き る 。 植 物 細
胞 の ゲ ノ ム か ら （ 例 え ば 熱 シ ョ ッ ク 、 RUBISCO、 お よ び 貯 蔵 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 ） 、 ま た は
植 物 ウ イ ル ス か ら （ 例 え ば 、 ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ま た は リ ー ダ ー 配 列 ） 誘 導 し た プ ロ モ
ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー を 該 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細
胞 系 で は 、 哺 乳 動 物 遺 伝 子 由 来 の 、 ま た は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ ー が 好 ま し
い 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 複 数 コ ピ ー 含
む セ ル ラ イ ン を 作 製 す る 必 要 が あ る 場 合 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ま た は Ｅ Ｂ Ｖ に 基 づ く ベ ク タ ー を 適
当 な 選 択 マ ー カ ー と 共 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
細 菌 お よ び 酵 母 発 現 系
細 菌 系 で は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 意 図 す る 用 途 に 応 じ て 数 多 く の 発
現 ベ ク タ ー を 選 択 で き る 。 例 え ば 、 抗 体 の 誘 導 の た め 大 量 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ
チ ド が 必 要 で あ る 場 合 は 、 容 易 に 精 製 で き る 融 合 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル 発 現 を 指 令 す る ベ
ク タ ー が 使 用 で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 BLUESCRIPT(Stratagene)の よ う な 多 機 能 E.
coliク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 ベ ク タ ー を 包 含 す る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る 訳 で は な い 。 BLUE
SCRIPTベ ク タ ー に お い て は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 を 、
β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 末 端 Ｍ ｅ ｔ と こ れ に 続 く ７ 残 基 の 配 列 と 共 に フ レ ー ム 内 で
該 ベ ク タ ー 中 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と が で き 、 そ の 結 果 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 が 産 生
さ れ る 。 ｐ Ｉ Ｎ ベ ク タ ー （ Van Heeke & Schuster, J.Biol.Chem. 264,5503－ 5509,1989）
ま た は ｐ Ｇ Ｅ Ｘ ベ ク タ ー （ Promega, Madison, Wis.） も ま た 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） を 伴 う 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に 使
用 で き る 。 一 般 に 、 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 は 可 溶 性 で あ り 、 グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー
ス ビ ー ズ に 吸 着 さ せ 、 そ の 後 遊 離 グ ル タ チ オ ン の 存 在 下 で 溶 離 す る こ と に よ り 、 溶 菌 さ せ
た 細 胞 か ら 容 易 に 精 製 で き る 。 こ の よ う な 系 で 調 製 し た タ ン パ ク 質 は 、 ヘ パ リ ン 、 ト ロ ン
ビ ン 、 ま た は 第 Ｘ ａ 因 子 プ ロ テ ア ー ゼ 開 裂 部 位 を 含 む よ う 設 計 で き 、 そ の 結 果 、 目 的 と す
る ク ロ ー ン ポ リ ペ プ チ ド を Ｇ Ｓ Ｔ 部 分 か ら 随 意 に 解 放 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
酵 母 Saccharomyces cerevisiaeに お い て は 、 α 因 子 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び Ｐ
Ｇ Ｈ の よ う な 構 成 的 ま た は 誘 導 的 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 幾 つ か の ベ ク タ ー が 使 用 で き る 。 総
説 と し て Ausubel et al.(1989)お よ び Grant et al., Methods Enzymol. 153,516－ 544,19
87を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
植 物 お よ び 昆 虫 発 現 系
植 物 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る 場 合 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配
列 の 発 現 は 、 幾 つ か の プ ロ モ ー タ ー の う ち 任 意 の も の に よ り 駆 動 で き る 。 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｍ
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Ｖ の ３ ５ Ｓ お よ び １ ９ Ｓ プ ロ モ ー タ ー の よ う な ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー を 、 単 独 で 、 ま た は
Ｔ Ｍ Ｖ 由 来 の オ メ ガ リ ー ダ ー 配 列 と 組 み 合 わ せ て 使 用 で き る （ Takamatsu, EMBO J. 6,307
－ 311,1987） 。 別 法 と し て 、 RUBISCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト の よ う な 植 物 プ ロ モ ー タ ー ま た は
熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と も で き る （ Coruzzi et al., EMBO J. 3,1671－ 16
80,1984； Broglie et al., Science 224,838－ 843,1984； Winter et al., Results Probl
.Cell Differ. 17,85－ 105,1991） 。 こ れ ら の 組 み 立 て 物 は 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 形 質 転 換 ま た は
病 原 体 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 植 物 細 胞 中 に 導 入 で き る 。 こ の よ う な 技 術 は 幾 つ
か の 一 般 に 入 手 可 能 な 総 説 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Hobbsま た は Murray、 MCGRAW HILL
 YEARBOOK OF SCIENCE AND TECHNOLOGY, McGraw Hill, New York, N.Y., pp191－ 196,199
2） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
昆 虫 系 も ま た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 係 る 系 の １
つ Autographa californica核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （ Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ ） は 、 Spodoptera frugiperd
a細 胞 ま た は Trichoplusiaの 幼 虫 で 外 来 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る ベ ク タ ー と し て 使 用 す る 。 ５
－ Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 を 、 ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 の よ う な 該
ウ イ ル ス の 非 必 須 領 域 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に 置 く こ
と が で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を う ま く 挿 入 す る と 、 ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子
は 不 活 性 化 し 、 コ ー ト タ ン パ ク 質 を 欠 く 組 換 え ウ イ ル ス が 生 成 す る 。 次 い で こ の 組 換 え ウ
イ ル ス を S.frugiperda細 胞 ま た は Trichoplusiaの 幼 虫 へ の 感 染 に 使 用 し 、 そ こ で ５ － Ｈ Ｔ
様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る （ Engelhard et al., Proc.Nat.Acad.
Sci. 91,3224－ 3227,1994） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
哺 乳 動 物 発 現 系
ウ イ ル ス に 基 づ く 多 く の 発 現 系 を 用 い て 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 で ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 発 現 ベ ク タ ー と し て ア デ ノ ウ イ ル ス を 使 用 す る
場 合 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 は 、 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ
び ３ 部 に 分 か れ た リ ー ダ ー 配 列 を 含 む ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 複 合 体 中 に ラ イ ゲ ー シ ョ
ン で き る 。 該 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 Ｅ １ ま た は Ｅ ３ 領 域 に お け る 挿 入 を 用 い て 、 感 染 宿
主 細 胞 に お い て ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 で き る 生 存 ウ イ ル ス を 取 得 で き る
（ Logan & Shenk, Proc.Natl.Acad.Sci. 81,3655－ 3659,1984） 。 所 望 に よ り 、 ラ ウ ス 肉
腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） エ ン ハ ン サ ー の よ う な 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 用 い て 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞
で の 発 現 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
ヒ ト 人 工 染 色 体 （ Ｈ Ａ Ｃ ） も ま た 、 プ ラ ス ミ ド が 内 包 し 発 現 す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 よ り も 大 き な
Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 運 搬 に 使 用 で き る 。 ６ Ｍ な い し １ ０ Ｍ の Ｈ Ａ Ｃ を 組 み 立 て 、 常 套 的 デ リ バ リ
ー 法 に よ り 細 胞 に 到 達 さ せ る （ 例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 ま た
は 小 胞 ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
さ ら に 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 の 、 よ り 効 率 的 な 翻 訳 を
達 成 す る た め に 、 特 異 的 開 始 シ グ ナ ル を 使 用 で き る 。 係 る シ グ ナ ル は Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン お
よ び 連 続 配 列 を 包 含 す る （ Kozak配 列 ） 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て
い る 配 列 、 そ の 開 始 コ ド ン 、 お よ び 上 流 配 列 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し た 場 合 、 さ
ら な る 転 写 ま た は 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル は 必 要 な い で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 コ ー ド 配 列 ま た
は そ の 断 片 の み を 挿 入 し た 場 合 は 、 外 因 性 の 翻 訳 調 節 シ グ ナ ル （ Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン を 包 含
す る ） を 供 給 す べ き で あ る 。 開 始 コ ド ン は 挿 入 物 全 体 を 確 実 に 翻 訳 さ せ る た め に 、 正 し い
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に な け れ ば な ら な い 。 外 因 性 翻 訳 エ レ メ ン ト お よ び 開 始 コ ド ン は 天
然 お よ び 合 成 両 者 の 様 々 な 起 源 で あ っ て よ い 。 発 現 の 効 率 は 、 使 用 す る 特 定 の 細 胞 系 に 対
し 適 切 な エ ン ハ ン サ ー を 存 在 さ せ る こ と に よ り 増 強 で き る （ Scharf et al., Results Pro
bl.Cell Differ. 20,125－ 162,1994） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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宿 主 細 胞
宿 主 細 胞 菌 株 は 、 挿 入 し た 配 列 の 発 現 を 調 節 す る 能 力 ま た は 発 現 さ れ た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 所 望 の 方 法 で 処 理 で き る 能 力 を 目 的 と し て 選 択 で き る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド
の こ の よ う な 修 飾 に は 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 燐 酸 化 、 脂 質 化 、 お
よ び ア シ ル 化 が 包 含 さ れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 該 ポ リ ペ プ チ ド の 「 プ レ プ ロ 」 型 を
開 裂 す る 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ も ま た 、 正 し い 挿 入 、 折 り 畳 み 、 お よ び ／ ま た は 機 能 を 促 進
す る た め に 使 用 で き る 。 翻 訳 後 活 性 の た め の 特 異 的 な 細 胞 機 構 お よ び 特 徴 的 メ カ ニ ズ ム を
持 つ 異 な る 宿 主 細 胞 （ 例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 、 １ ３ ２ １ Ｎ １
お よ び Ｗ Ｉ ３ ８ ） が 、 American Type Culture Collection（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ； 10801 University
 Boulevard, Manassas, VA 20110－ 2209） か ら 入 手 で き 、 外 来 タ ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 お
よ び プ ロ セ シ ン グ を 確 実 と す る た め に 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 の 、 長 期 高 収 量 産 生 の た め に 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 セ ル ラ
イ ン は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ウ イ ル
ス 複 製 起 点 お よ び ／ ま た は 内 因 性 発 現 エ レ メ ン ト 、 お よ び 同 じ ま た は 別 の ベ ク タ ー 上 に あ
る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 常 套 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 、
例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー 、 小 胞 、 電 気 穿 孔 、 燐 酸 カ ル シ ウ ム 等 に
よ っ て 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 得 る 。 該 ベ ク タ ー の 導 入 に 続 い て 、 細 胞 を 強 化 培 地 で
１ － ２ 日 間 生 育 さ せ た 後 、 培 地 を 選 択 培 地 に 交 換 す る こ と が で き る 。 選 択 マ ー カ ー の 目 的
は 選 択 に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 す る こ と で あ り 、 そ の 存 在 が 、 導 入 さ れ た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ 配 列 を う ま く 発 現 す る 細 胞 の 生 育 と 回 収 を 可 能 に す る 。 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐
性 ク ロ ー ン は 、 そ の 細 胞 型 に と っ て 適 当 な 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 さ せ る こ と が で き る
。 例 え ば 、 ANIMAL CELL CULTURE, R.I.Freshney,ed.,1986を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
幾 つ か の 選 択 系 を 用 い て 、 形 質 転 換 さ れ た セ ル ラ イ ン を 回 収 で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
こ れ ら に は 、 そ れ ぞ れ tk - ま た は aprt - 細 胞 で 使 用 で き る 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ
ナ ー ゼ （ Wigler et al., Cell 11,223－ 32,1977） お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ （ Lowy et al., Cell 22,817－ 23,1980） 遺 伝 子 が 包 含 さ れ る が こ れ ら に 限
定 さ れ る 訳 で は な い 。 さ ら に 、 代 謝 拮 抗 物 質 、 抗 生 物 質 、 ま た は 除 草 剤 耐 性 を 選 択 の 基 準
に 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 dhfrは メ ソ ト レ キ サ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与 し （ Wigler
 et al., Proc.Natl.Acad.Sci. 77,3567－ 70,1980） nptは ア ミ ノ グ リ コ シ ド 、 ネ オ マ イ シ
ン お よ び Ｇ － ４ １ ８ に 対 す る 耐 性 を 付 与 し （ Colbere－ Garapin et al., J.Mol. Biol. 15
0,1014,1981） 、 そ し て alsお よ び patは そ れ ぞ れ ク ロ ル ス ル フ ロ ン お よ び ホ ス フ ィ ノ ト リ
シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る （ Murray, 1992,上 記 ） 。 さ ら
な る 選 択 遺 伝 子 が 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 trpBは 細 胞 が ト リ プ ト フ ァ ン の 代 わ り に イ ン
ド ー ル を 利 用 す る よ う に さ せ 、 hisDは 細 胞 が ヒ ス チ ジ ン の 代 わ り に ヒ ス チ ノ ー ル を 利 用 す
る よ う に さ せ る （ Hartman & Mulligan, Proc.Natl.Acad.Sci. 85,8047－ 51,1988） 。 ア ン
ト シ ア ニ ン の よ う な 可 視 マ ー カ ー 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ と そ の 基 質 Ｇ Ｕ Ｓ 、 お よ び ル シ
フ ェ ラ ー ゼ と そ の 基 質 ル シ フ ェ リ ン は 、 形 質 転 換 体 を 同 定 し 、 特 異 的 ベ ク タ ー 系 に 帰 す こ
と の で き る 一 過 性 ま た は 安 定 な タ ン パ ク 質 発 現 の 量 を 定 量 す る た め に 使 用 で き る （ Rhodes
 et al., Methods Mol.Biol. 55,121－ 131,1995） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
発 現 の 検 出
マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 存 在 は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 存 在 す る こ と を
示 唆 し て い る が 、 そ の 存 在 と 発 現 は 確 認 す る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 も し ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 が マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列 内 部 に 挿 入 さ れ る な ら ば 、 ５
－ Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 マ ー
カ ー 遺 伝 子 機 能 の 不 在 に よ っ て 同 定 で き る 。 こ れ に 代 わ り 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 単 一 の プ
ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 と タ ン デ ム
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に 並 べ て 位 置 さ せ る こ と も で き る 。 誘 導 ま た は 選 択 に 応 答 し た マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、
通 常 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
こ れ と は 別 に 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 知 ら れ る 様 々 な 方 法 に よ っ て 同 定 で き る 。 こ れ ら の
方 法 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び タ ン パ ク
質 生 検 ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 （ 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 の た
め の 膜 、 溶 液 、 ま た は チ ッ プ に 基 づ く 技 術 を 包 含 す る ） が 包 含 さ れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 例 え ば 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 存 在 は 、 プ ロ ー ブ ま た は 断 片 ま た は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 断 片 を 使 用 す る Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ま た は 増 幅 に よ っ て 検 出 で き る 。 核 酸 増 幅 に 基 づ く 検 定 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 形 質 転 換 体 を 検 出 す る た め の 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド し て い る 配 列 か ら 選 択 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の い ず れ か を 使 用 し て 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 検 出 お よ び 測 定 す る た め の 様 々 な プ ロ ト
コ ル が 当 分 野 で 知 ら れ て い る 。 例 と し て 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト 検 定 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ）
、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） 、 お よ び 蛍 光 活 性 化 セ ル ソ ー テ ィ ン グ （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） が
あ る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 上 の ２ 個 の 非 干 渉 性 エ ピ ト ー プ に 反 応 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る 、 ２ 部 位 の モ ノ ク ロ ー ナ ル に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ が 使 用 で き 、 ま
た は 、 競 合 的 結 合 検 定 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の そ し て そ の 他 の 検 定 は Hamptom 
et al., SEROLOGICAL METHODS: A LABORATORY MANUAL, APS Press, St.Paul, Minn., 199
0お よ び Maddox et al., J.Exp.Med. 158,1211－ 1216,1983） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
多 岐 に わ た る 標 識 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 技 術 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 様 々 な 核 酸 お
よ び ア ミ ノ 酸 検 定 に 使 用 で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に 関 連 す る 配 列 を 検 出 す る た め の 標 識 化 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は Ｐ Ｃ
Ｒ プ ロ ー ブ を 調 製 す る 手 段 は 、 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る 、 オ リ ゴ 標 識 化 、 ニ ッ ク
翻 訳 、 末 端 標 識 化 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 包 含 す る 。 こ れ と は 別 に 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 を 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 産 生 の た め の ベ ク タ ー 中 に ク ロ
ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー は 当 分 野 で 既 知 で あ り 、 市 販 品 が 入 手 で
き 、 標 識 化 ヌ ク レ オ チ ド お よ び 適 当 な Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 、 例 え ば Ｔ ７ 、 Ｔ ３ 、 ま た は Ｓ
Ｐ ６ を 添 加 す る こ と に よ り イ ン ビ ト ロ で の Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の 合 成 に 使 用 す る こ と が で き る
。 こ れ ら の 方 法 は 、 市 販 の 様 々 な キ ッ ト を 用 い て 実 施 で き る （ Amersham Pharmacia Biote
ch、  Promega、 お よ び US Biochemical） 。 検 出 を 容 易 に す る た め に 使 用 で き る 適 当 な リ ポ
ー タ ー 分 子 ま た は 標 識 に は 、 放 射 性 核 種 、 酵 素 、 お よ び 蛍 光 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ト 、 ま た は
色 素 生 成 物 質 、 な ら び に 基 質 、 補 助 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 磁 性 粒 子 な ど が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 お よ び 精 製
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 形 質 転 換 さ せ た 宿
主 細 胞 は 、 発 現 と 、 細 胞 培 養 か ら の タ ン パ ク 質 の 回 収 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 で き る 。 形 質
転 換 細 胞 に よ り 産 生 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 配 列 お よ び ／ ま た は 使 用 し た ベ ク タ ー に
応 じ て 分 泌 さ れ ま た は 細 胞 内 に 貯 留 さ れ 得 る 。 当 業 者 に は 理 解 で き る で あ ろ う が 、 ５ － Ｈ
Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 原
核 ま た は 真 核 細 胞 膜 を 通 っ た 可 溶 性 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 を 指 令 す る 、
ま た は 膜 結 合 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 、 膜 挿 入 を 指 令 す る 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含
む よ う 設 計 で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
上 に 論 じ た よ う に 、 他 の 組 み 立 て 物 を 用 い て 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
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し て い る 配 列 を 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 促 進 す る ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド し て
い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 精 製 促 進 ド メ イ ン は 、 金 属
キ レ ー ト 化 ペ プ チ ド 、 例 え ば 固 定 化 金 属 上 で の 精 製 を 可 能 に す る ヒ ス チ ジ ン － ト リ プ ト フ
ァ ン モ ジ ュ ー ル 、 固 定 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 で の 精 製 を 可 能 に す る タ ン パ ク 質 Ａ ド メ イ ン 、
お よ び FLAGS伸 長 ／ 親 和 精 製 系 で 利 用 す る ド メ イ ン が 包 含 さ れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い （ Immunex Corp., Seattle, Wash.） 。 精 製 ド メ イ ン と ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ
ド と の 間 に 開 裂 可 能 リ ン カ ー 配 列 、 例 え ば 第 Ｘ ａ 因 子 ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ に 特 異 的 な
リ ン カ ー 配 列 を 入 れ る こ と （ Invitrogen, San Diego, CA） も ま た 、 精 製 を 促 進 す る た め
に 利 用 で き る 。 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー の １ つ は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド と 、
チ オ レ ド キ シ ン ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 開 裂 部 位 に 先 立 つ ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 と を 含 む
融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 提 供 す る 。 こ の ヒ ス チ ジ ン 残 基 は Ｉ Ｍ Ａ Ｃ （ Porath et al., Pro
t.Exp.Purif. 3,263－ 281,1992に 記 載 の 固 定 化 金 属 イ オ ン 親 和 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） に よ
る 精 製 を 促 進 し 、 一 方 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 開 裂 部 位 は 融 合 タ ン パ ク 質 か ら の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ
Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 手 段 を 提 供 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む ベ ク タ ー は Kroll et al.
, DNA Cell Biol. 12,441－ 453,1993に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
化 学 合 成
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 配 列 は 、 そ の 全 体 ま た は 一 部 を 、 当 分
野 で 周 知 の 化 学 的 方 法 を 用 い て 合 成 で き る （ Caruthers et al., Nucl.Acids Res.Symp.Se
r. 215－ 223,1980； Horn et al., Nucl.Acids Res.Symp.Ser. 225－ 232,1980） 。 こ れ と
は 別 に 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 自 身 を 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 合 成 す る た め の 化
学 的 方 法 、 例 え ば 固 相 技 術 を 用 い る 直 接 ペ プ チ ド 合 成 を 用 い て 調 製 で き る （ Merrifield, 
J.Am.Chem.Soc. 85,2149－ 2154,1963； Roberge et al., Science 269,202－ 204,1995） 。
タ ン パ ク 質 合 成 は 手 動 技 術 ま た は オ ー ト メ ー シ ョ ン を 用 い て 実 施 で き る 。 自 動 化 合 成 は 、
例 え ば Applied Biosystems 431Aペ プ チ ド 合 成 機 （ Perkin Elmer） を 用 い て 達 成 で き る 。
所 望 に よ り 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を 別 々 に 合 成 し 、 化 学 的 方 法 を 用 い
て 合 し て 完 全 長 の 分 子 を 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
新 た に 合 成 し た ペ プ チ ド は 、 調 製 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー （ 例 え ば Creighton, PRO
TEINS: STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCIPLES, WH Freeman and Co., New York, N.Y., 
1983） に よ り 実 質 的 に 精 製 で き る 。 合 成 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 組 成 は ア ミ ノ
酸 分 析 ま た は 配 列 決 定 に よ り 確 認 で き る （ 例 え ば エ ド マ ン 分 解 法 ； Creighton、 上 記 を 参
照 さ れ た い ） 。 さ ら に 、 直 接 合 成 中 に ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の
任 意 の 部 分 を 改 変 さ せ 、 そ し て ／ ま た は 化 学 的 方 法 を 用 い て 他 の タ ン パ ク 質 由 来 の 配 列 と
合 し て 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
改 変 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
当 業 者 に は 理 解 で き る で あ ろ う が 、 天 然 に 存 在 し な い コ ド ン を 有 す る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る こ と は 有 利 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 特 定 の 原
核 ま た は 真 核 宿 主 が 好 む コ ド ン を 選 択 し て 、 タ ン パ ク 質 発 現 の 速 度 を 増 大 さ せ 、 ま た は 所
望 の 性 質 、 例 え ば 天 然 に 存 在 す る 配 列 か ら 産 み 出 さ れ る 転 写 物 の 半 減 期 よ り 長 い 半 減 期 を
持 つ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 明 細 書 に 開 示 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 分 野 で 一 般 的 に 知 ら れ る 方 法 を 用 い て 、 該 ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 産 物 の ク ロ ー ニ ン グ 、 プ ロ セ シ ン グ 、 お よ び ／ ま た は 発 現 を 修
飾 す る 改 変 を 包 含 す る （ 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ る 訳 で は な い ） 様 々 な 理 由 で 、 ５ － Ｈ Ｔ 様
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 を 改 変 さ せ る よ う に 設 計 で き る 。 無 作 為 断 片 化 に よ る Ｄ
Ｎ Ａ シ ャ フ リ ン グ と 遺 伝 子 断 片 お よ び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の Ｐ Ｃ Ｒ 再 集 合 を 用 い て ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 を 設 計 で き る 。 例 え ば 、 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 を 用 い て 、 新 た な 制 限 部 位
を 挿 入 し 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 変 え 、 コ ド ン の 優 先 性 を 変 え 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 調
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製 し 、 突 然 変 異 を 導 入 す る 等 を 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
抗 体
当 分 野 で 知 ら れ て い る い か な る 型 の 抗 体 も 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー
プ に 特 異 的 に 結 合 す る よ う 作 製 で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 抗 体 」 と は 、 無 傷 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 分 子 、 お よ び そ の 断 片 、 例 え ば Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ (ａ ｂ ') 2 、 お よ び Ｆ ｖ を 包 含 し 、 こ れ
ら は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ に 結 合 で き る 。 典 型 的 に は 、 エ ピ ト ー
プ を 形 成 す る た め に は 少 な く と も ６ 、 ８ 、 １ ０ 、 ま た は １ ２ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 が 必 要 で
あ る 。 し か し な が ら 、 非 連 続 ア ミ ノ 酸 を 含 む エ ピ ト ー プ は よ り 多 く の 、 例 え ば 少 な く と も
１ ５ 、 ２ ５ 、 ま た は ５ ０ の ア ミ ノ 酸 を 必 要 と す る か も 知 れ な い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 治 療 に 使 用 で き
、 そ し て 免 疫 化 学 検 定 、 例 え ば ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ
、 免 疫 組 織 化 学 検 定 、 免 疫 沈 降 、 ま た は そ の 他 の 当 分 野 で 既 知 の 免 疫 化 学 的 検 定 に 使 用 で
き る 。 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 の 同 定 の た め 、 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ が 使 用 で き る 。 競
合 的 結 合 ま た は 免 疫 放 射 検 定 の た め の 多 数 の プ ロ ト コ ル が 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 こ
の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ は 典 型 的 に は 、 免 疫 原 と 、 そ の 免 疫 原 に 特 異 結 合 す る 抗 体 と の 間
の 複 合 体 形 成 の 測 定 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
典 型 的 に は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 免 疫 化 学 検 定
に 使 用 す る 時 、 他 の タ ン パ ク 質 が 提 供 す る 検 出 シ グ ナ ル よ り 少 な く と も ５ 、 １ ０ 、 ま た は
２ ０ 倍 高 い 検 出 シ グ ナ ル を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 特
異 結 合 す る 抗 体 は 、 免 疫 化 学 検 定 で 他 の タ ン パ ク 質 を 検 出 せ ず 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ
ペ プ チ ド を 溶 液 か ら 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ
ル モ ッ ト 、 サ ル 、 ま た は ヒ ト を 免 疫 し て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 さ せ る の に 使 用 で き る
。 所 望 に よ り 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 担 体 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 牛 血 清 ア ル
ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と が
で き る 。 宿 主 の 種 に 応 じ て 、 免 疫 学 的 反 応 を 増 大 さ せ る た め に 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 使 用
で き る 。 こ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト は 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 鉱 物 性 ゲ ル （ 例 え ば 水 酸
化 ア ル ミ ニ ウ ム ） 、 お よ び 界 面 活 性 物 質 （ 例 え ば リ ゾ レ シ チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル
、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 性 エ マ ル ジ ョ ン 、 ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン 、 お よ び ジ ニ ト
ロ フ ェ ノ ー ル ） を 包 含 す る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ヒ ト に 使 用 す る ア ジ ュ バ ン ト の 中 で
は Ｂ Ｃ Ｇ （ bacilli Calmette－ Guerin） お よ び Corynebacterium parvumが 特 に 有 用 で あ る
。
【 ０ ０ ９ ０ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 中 の 連
続 的 セ ル ラ イ ン に よ り 抗 体 分 子 の 産 生 を 提 供 す る 任 意 の 技 術 を 用 い て 調 製 で き る 。 こ れ ら
の 技 術 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 お よ び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ
ブ リ ド ー マ 技 術 が あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い （ Kohler et al., Nature 256,495－ 497,1
985; Kozbor et al., J.Immunol.Methods 81,31－ 42,1985; Cote et al., Proc.Natl.Aca
d.Sci. 80,2026－ 2030,1983; Cole et al., Mol.Cell Biol. 62,109－ 120,1984） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
さ ら に 、 マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 に ス プ ラ イ シ ン グ し て 適 当 な 抗 原 特 異 性 と 生
物 活 性 を 持 つ 分 子 を 得 る 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 産 生 の た め に 開 発 さ れ た 技 術 が 利 用 で き る （
Morrison et al., Proc.Natl.Acad.Sci. 81,6851－ 6855,1984; Neuberger et al., Natur
e 312,604－ 608,1984; Takeda et al., Nature 314,452－ 454,1985） 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル お
よ び そ の 他 の 抗 体 は ま た 、 こ れ を 治 療 に 使 用 し た 場 合 に 患 者 が 該 抗 体 に 対 す る 免 疫 反 応 を
起 こ す の を 防 ぐ た め 、 「 ヒ ト 化 」 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 治 療 に 直 接 使 用
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で き る ほ ど 配 列 が 充 分 ヒ ト に 類 似 し て い る か も 知 れ ず 、 ま た は 幾 つ か の 重 要 残 基 の 変 更 を
必 要 と す る か も 知 れ な い 。 齧 歯 類 の 抗 体 と ヒ ト 配 列 の 間 の 配 列 相 違 は 、 個 々 の 残 基 の 位 置
指 定 突 然 変 異 誘 発 に よ り 、 ま た は 相 補 性 決 定 領 域 全 体 の gratingに よ り 、 ヒ ト 配 列 内 の 残
基 と 相 違 す る 残 基 を 置 き 換 え る こ と に よ っ て 最 小 化 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 ヒ ト
化 抗 体 は GB2188638Bに 記 載 の よ う に 組 換 え 法 を 用 い て 調 製 で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ
リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 U.S.5565332に 開 示 の よ う に 、 部 分 的 ま た は 完 全
に ヒ ト 化 し た 抗 原 結 合 部 位 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
こ れ に 代 わ り 、 当 分 野 で 既 知 の 方 法 を 用 い て 、 一 本 鎖 抗 体 の 調 製 の た め に 記 載 し た 技 術 を
適 合 さ せ 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 一 本 鎖 抗 体 を 調 製 す る こ と が
で き る 。 関 連 す る 特 異 性 を 持 つ が 別 個 の イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 を 有 す る 抗 体 を 、 無 作 為 組 み
合 わ せ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら 鎖 シ ャ フ リ ン グ に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る （
Burton, Proc.Natl.Acad.Sci. 88,11120－ 23,1991） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
一 本 鎖 抗 体 は ま た 、 ハ イ ブ リ ド ー マ ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 に 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 増 幅
法 を 用 い て 組 み 立 て る こ と が で き る （ Thirion et al., 1996, Eur.J.Cancer Prev. 5,507
－ 11） 。 一 本 鎖 抗 体 は 単 一 ま た は 二 重 特 異 性 で あ り 得 、 ま た 、 二 価 ま た は 四 価 で あ り 得 る
。 四 価 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 の 組 み 立 て は 例 え ば Coloma & Morrison, 1997, Nat.Biotech
nol. 15,159－ 63に 教 示 さ れ て い る 。 二 価 二 重 特 異 性 一 本 鎖 抗 体 の 組 み 立 て は Mallender &
 Voss, 1994, J.Biol.Chem. 269,199－ 206に 教 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
下 記 の よ う に 、 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 手 動 ま た は 自 動 ヌ ク レ オ
チ ド 合 成 を 用 い て 組 み 立 て 、 標 準 的 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 を 用 い て 発 現 組 み 立 て 物 中 に ク ロ ー ニ
ン グ し 、 そ し て 細 胞 中 に 導 入 し て コ ー ド 配 列 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 一
本 鎖 抗 体 を 、 例 え ば 糸 状 フ ァ ー ジ 技 術 を 用 い て 直 接 調 製 す る こ と も で き る （ Verhaar et a
l., 1995, Int.J.Cancer 61,497－ 501; Nicholla et al., 1993, J.Immunol.Meth. 165,8
1－ 91） 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 結 合 す る 抗 体 は ま た 、 リ ン パ 球 集 団 に お い て イ ン
ビ ボ 産 生 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 、 文 献 に 開 示 さ れ て い る 極 め て 特 異 的 な 結 合 試
薬 の パ ネ ル ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 調 製 す
る こ と も で き る （ Orlandi et al., Proc.Natl.Acad.Sci. 86,3833－ 3837,1989; Winter e
t al., Nature 349,293－ 299,1991） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
そ の 他 の 型 の 抗 体 を 、 本 発 明 方 法 に お い て 組 み 立 て 、 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 WO93/03151に 開 示 の よ う に 、 キ メ ラ 抗 体 を 組 み 立 て る こ と が で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン
か ら 誘 導 さ れ 多 価 且 つ 多 重 特 異 的 で あ る 結 合 タ ン パ ク 質 、 例 え ば WO94/13804に 記 載 の 「 di
abodies」 も ま た 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
本 発 明 に 係 る 抗 体 は 当 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 精 製 で き る 。 例 え ば 、 抗 体 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド が 結 合 し て い る カ ラ ム を 通 過 さ せ る こ と に よ り 親 和 精 製 で き る 。 次
い で 、 結 合 し た 抗 体 を 、 高 い 塩 濃 度 の 緩 衝 液 を 用 い て カ ラ ム か ら 溶 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 対 し 相 補 的 な ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 い っ た ん 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と こ の 相 補 的 ヌ ク レ オ チ ド は 、 該 細 胞
が 産 生 し た 天 然 配 列 と 結 合 し て 複 合 体 を 形 成 し 、 転 写 ま た は 翻 訳 の い ず れ か を 遮 断 す る 。
好 ま し く は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 少 な く と も １ １ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る が 、
少 な く と も １ ２ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５ 、 ３ ０ 、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ 、 も し く は ５ ０ ま た は そ れ
以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ っ て も よ い 。 よ り 長 い 配 列 も ま た 使 用 で き る 。 ア ン チ セ ン ス オ
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リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 を Ｄ Ｎ Ａ 組 み 立 て 物 に 提 供 し 、 上 記 の よ う に 細 胞 中 に 導 入 し て 、 そ
の 細 胞 に お け る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま
た は こ の 両 者 の 組 み 合 わ せ で あ っ て よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 １ つ の ヌ ク レ オ チ ド の
５ '末 端 を 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 ア ル
キ ル ホ ス ホ ノ チ オ エ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ア ミ デ ー ト 、 燐 酸 エ ス テ ル 、
カ ル バ メ ー ト 、 ア セ ト ア ミ デ ー ト 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル エ ス テ ル 、 カ ル ボ ネ ー ト 、 お よ び 燐
酸 ト リ エ ス テ ル と い っ た 非 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 を 有 す る 別 の ヌ ク レ オ チ
ド の ３ '末 端 と 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 手 動 で 、 ま た は 自 動 合 成 機 に よ っ て 合 成 で き
る 。 Brown, Meth.Mol. Biol. 20,1－ 8,1994; Sonveaux, Meth.Mol.Biol. 26,1－ 72,1994;
 Uhlmann et al., Chem.Rev. 90,543－ 583,1990を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 の 制 御 、 ５ '、 ま た は 調 節 領 域 と 二 本 鎖 を 形 成 す る ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 設 計 す る こ と に よ り 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 発 現 の 修 飾 が 得
ら れ る 。 転 写 開 始 部 位 、 例 え ば 開 始 部 位 か ら － １ ０ お よ び ＋ １ ０ 位 の 間 か ら 誘 導 さ れ る オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い 。 同 様 に 、 「 三 重 ら せ ん 」 塩 基 対 合 法 を 用 い て 阻 害 を 達 成 で
き る 。 三 重 ら せ ん 対 合 は 、 二 重 ら せ ん が ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は シ ャ ペ ロ ン の 結 合
に 足 る ほ ど 開 く 能 力 の 阻 害 を 惹 起 す る た め 、 有 用 で あ る 。 三 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る 治 療 上 の
進 歩 が 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば Gee et al., Huber & Carr, MOLECULAR AND IMMUNO
LOGIC APPROACHES, Futura Publishing Co., Mt.Kisco, N.Y., 1994） 。 転 写 物 が リ ボ ソ
ー ム に 結 合 す る の を 防 ぐ こ と に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 遮 断 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド も ま た 設 計 で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 配 列 と の
間 に 好 結 果 の 複 合 体 を 形 成 さ せ る た め に は 、 正 確 な 相 補 性 は 必 要 な い 。 例 え ば ５ － Ｈ Ｔ 様
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 し 正 確 に 相 補 的 で あ る ２ 、 ３ 、 ４ 、 も し く は ５ ま た は そ れ
以 上 の 長 さ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 そ の 各 々 が 、 隣 接 す る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
タ ン パ ク 質 ヌ ク レ オ チ ド と は 相 補 的 で は な い 連 続 す る あ る 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 隔
て ら れ て い る も の を 含 有 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ タ
ン パ ク 質 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 充 分 な 標 的 化 特 異 性 を 提 供 で き る 。 好 ま し く は 、 相 補 的 な 連 続
ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ は そ れ ぞ れ 少 な く と も ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ も し く は ８ ま た は そ れ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 非 相 補 的 な 介 在 配 列 は 、 好 ま し く は １ 、 ２ 、 ３ 、 ま た は ４ ヌ ク レ オ
チ ド 長 で あ る 。 当 業 者 は 、 ア ン チ セ ン ス － セ ン ス の 対 の 算 出 融 点 を 容 易 に 使 用 し て 、 特 定
の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 特 定 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間
で 寛 容 さ れ る ミ ス マ ッ チ の 程 度 を 決 定 で き る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ２ 】
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す こ と な く 修 飾 で き る 。 こ れ ら の 修 飾 は 該 ア ン チ セ ン ス 分 子 の
内 部 、 ま た は 一 端 も し く は 両 端 で あ る 。 例 え ば 、 ヌ ク レ オ シ ド 間 の 燐 酸 結 合 は 、 ア ミ ノ 基
と 末 端 リ ボ ー ス の 間 に い ろ い ろ な 数 の 炭 素 残 基 を 有 す る コ レ ス テ リ ル ま た は ジ ア ミ ン 部 分
を 加 え る こ と に よ っ て 修 飾 で き る 。 修 飾 さ れ た 塩 基 お よ び ／ ま た は 糖 、 例 え ば リ ボ ー ス の
代 わ り の ア ラ ビ ノ ー ス 、 ま た は ３ 'ヒ ド ロ キ シ 基 ま た は ５ '燐 酸 基 が 置 換 さ れ て い る ３ ',５
'－ 置 換 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 修 飾 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 使 用 で き る 。
こ れ ら の 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 当 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 調 製 で き る 。 例 え ば 、 Agra
wal et al., Trends Biotechnol. 10,152－ 158,1992; Uhlmann et al., Chem.Rev. 90,54
3－ 584,1990; Uhlmann et al., Tetrahedron.Lett. 215,3539－ 3542,1987を 参 照 さ れ た い
。
【 ０ １ ０ ３ 】
リ ボ ザ イ ム
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リ ボ ザ イ ム は 触 媒 活 性 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 例 え ば 、 Cech, Science 236,1532－ 15
39; 1987; Cech, Ann.Rev.Biochem. 59,543－ 568; 1990, Cech, Curr.Opin.Struct.Biol.
 2,605－ 609; 1992, Couture & Stinchcomb, Trends Genet. 12,510－ 515, 1996を 参 照 さ
れ た い 。 当 分 野 で 知 ら れ る よ う に 、 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 開 裂 す る こ と に よ り 遺 伝
子 機 能 を 阻 害 す る の に 使 用 で き る （ 例 え ば 、 Haseloff et al., 米 国 特 許 5641673） 。 リ ボ
ザ イ ム の 作 用 機 構 は 、 相 補 的 標 的 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る リ ボ ザ イ ム 分 子 の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン と 、 そ の 後 の endonucleolyticな 開 裂 を 含 む 。 例 に は 、 特 異 的 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の endonucleolyticな 開 裂 を 特 異 的 且 つ 効 果 的 に 触 媒 で き る 、 設 計 さ れ た ハ ン マ ー ヘ
ッ ド モ チ ー フ リ ボ ザ イ ム 分 子 が あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の コ ー ド 配 列 、 例 え ば 配 列 番 号 ３ に 示 し た ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 用 い て 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 特 異
結 合 す る リ ボ ザ イ ム を 作 製 で き る 。 他 の ト ラ ン ス の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 極 め て 配 列 特 異 的 に 開 裂
で き る リ ボ ザ イ ム を 設 計 し 組 み 立 て る 方 法 が 開 発 さ れ 、 当 分 野 で 記 載 さ れ て い る （ Haselo
ff et al. Nature 334,585－ 591,1988） 。 例 え ば 、 リ ボ ザ イ ム の 開 裂 活 性 は 、 別 個 の 「 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 領 域 を 該 リ ボ ザ イ ム 中 に 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 、 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ
を 標 的 と さ せ る こ と が で き る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 領 域 は 標 的 Ｒ Ｎ Ａ に 対 し 相 補
的 な 配 列 を 含 ん で お り 、 し た が っ て そ の 標 的 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る （ 例 え ば Gerl
ach et al., EP321201を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 部 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 開 裂 部 位 は 、 こ の 標 的 分 子 を 、 以
下 の 配 列 ： Ｇ Ｕ Ａ 、 Ｇ Ｕ Ｕ 、 お よ び Ｇ Ｕ Ｃ を 包 含 す る リ ボ ザ イ ム 開 裂 部 位 に つ い て ス キ ャ
ン す る こ と に よ り 同 定 で き る 。 同 定 で き た な ら ば 、 該 開 裂 部 位 を 含 む 標 的 Ｒ Ｎ Ａ の 領 域 に
対 応 す る 、 １ ５ お よ び ２ ０ の 間 の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 短 い Ｒ Ｎ Ａ 配 列 を 、 標 的 を 非
機 能 的 に し 得 る 二 次 構 造 の 特 徴 に つ い て 評 価 で き る 。 さ ら に 、 候 補 の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
タ ン パ ク 質 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 の 適 合 性 を 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 防 護 検 定 を 用 い て 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る 利 用 可 能 性 を 試 験 す る こ と に よ っ て 評 価 で
き る 。 配 列 番 号 ３ に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び そ の 相 補 物 は 、 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 領 域 配 列 の 供 給 源 を 提 供 す る 。 よ り 長 い 相 補 配 列 を 用 い て 、 標 的 に 対 す る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 配 列 の 親 和 性 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ ム の ハ イ ブ リ ダ イ ズ お
よ び 開 裂 す る 領 域 は 、 相 補 領 域 を 介 し て 標 的 Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 時 、 リ ボ ザ イ ム
の 触 媒 領 域 が 標 的 を 開 裂 し 得 る と い っ た よ う に 、 完 全 に 相 関 し て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
リ ボ ザ イ ム は Ｄ Ｎ Ａ 組 み 立 て 物 の 一 部 と し て 細 胞 内 に 導 入 で き る 。 マ イ ク ロ 注 入 、 リ ポ ソ
ー ム 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 電 気 穿 孔 、 ま た は 燐 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 と い っ た 機 械 的 方
法 を 用 い て 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 発 現 の 低 下 が 望 ま れ る 細 胞 中 に リ ボ ザ イ ム 含 有 Ｄ Ｎ Ａ 組
み 立 て 物 を 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ と は 別 に 、 細 胞 が Ｄ Ｎ Ａ 組 み 立 て 物 を 安 定 的 に 保
持 す る こ と が 望 ま れ る 場 合 は 、 該 組 み 立 て 物 を プ ラ ス ミ ド 上 で 供 給 し 、 当 分 野 で 知 ら れ る
よ う に 、 別 個 の エ レ メ ン ト と し て 維 持 す る か 、 ま た は 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 む こ と が で
き る 。 リ ボ ザ イ ム コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ 組 み 立 て 物 は 、 細 胞 中 の リ ボ ザ イ ム の 転 写 を 調 節 す る た
め に 、 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト 、 エ ン ハ ン サ ー ま た は Ｕ Ａ Ｓ エ レ メ ン ト 、 お よ び 転 写 タ ー
ミ ネ ー タ ー シ グ ナ ル と い っ た 転 写 調 節 エ レ メ ン ト を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
Haseloff et al.,米 国 特 許 5641673に 教 示 の よ う に 、 リ ボ ザ イ ム は 、 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を
誘 導 す る 因 子 に 応 答 し て リ ボ ザ イ ム の 発 現 が 起 こ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 リ ボ ザ
イ ム は ま た 、 追 加 レ ベ ル の 調 節 を 提 供 す る よ う 設 計 で き 、 そ の 結 果 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 破 壊 は リ
ボ ザ イ ム と 標 的 遺 伝 子 の 両 者 が 細 胞 に 誘 導 さ れ た 時 に の み 起 こ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
区 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子
遺 伝 子 産 物 が ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 遺 伝 子 の 同 定 方 法 を こ
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こ に 記 載 す る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 は 、 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ 、 心 臓 血 管 障 害 、 癌 、 泌 尿 器 系 障 害 、 肥 満
症 、 糖 尿 病 、 Ｃ Ｎ Ｓ 障 害 、 喘 息 お よ び 血 液 病 を 包 含 す る （ 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 疾
患 に お い て 区 別 し て （ 区 別 的 に ） 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 表 し 得 る 。 さ ら に 、 係 る 遺 伝 子 は 、
こ の よ う な 疾 患 の 進 行 ま た は 治 療 に 関 連 す る 操 作 に 応 答 し て 区 別 的 に 調 節 さ れ る 遺 伝 子 を
表 し 得 る 。 加 え て 、 こ の よ う な 遺 伝 子 は 、 組 織 ま た は 生 物 の 発 生 の 異 な る 段 階 で 増 大 ま た
は 低 下 す る 、 一 時 的 に 調 節 さ れ る 発 現 を 示 す こ と が で き る 。 区 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 は
ま た 、 そ の 発 現 を 、 対 照 対 実 験 条 件 の 下 で 調 節 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ヒ ト ５ － Ｈ
Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 は 、 こ れ 自 体 区 別 的 発 現 に つ い て 試 験
で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
発 現 が 正 常 対 疾 病 状 態 で 相 違 す る 程 度 は 、 標 準 的 特 性 決 定 技 術 、 例 え ば 区 別 的 デ ィ ス プ レ
イ 技 術 に よ っ て 視 覚 化 さ れ る に 充 分 大 き い と い う だ け で よ い 。 発 現 の 相 違 を 視 覚 化 す る こ
と の で き る 、 そ の 他 の こ の よ う な 標 準 的 特 性 決 定 技 術 は 、 定 量 的 Ｒ Ｔ （ 逆 転 写 酵 素 ） 、 Ｐ
Ｃ Ｒ 、 お よ び ノ ー ザ ン 分 析 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
区 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 の 同 定
区 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に は 、 目 的 と す る 組 織 か ら 全 Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は 好
ま し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 単 離 す る 。 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ 試 料 は 、 実 験 対 象 の 組 織 か ら 、 そ し て 対 照
と な る 対 象 の 対 応 組 織 か ら 取 得 す る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 単 離 に 対 し て 不 利 に 選 択 し な い 任 意 の Ｒ
Ｎ Ａ 単 離 技 術 を 、 係 る Ｒ Ｎ Ａ 試 料 の 精 製 に 利 用 で き る 。 例 え ば 、 Ausubel et al., ed., C
URRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, Inc. New York, 1987－ 1
993を 参 照 さ れ た い 。 当 業 者 に 周 知 の 技 術 、 例 え ば Chomczynski、 米 国 特 許 4843155の 一 段
階 Ｒ Ｎ Ａ 単 離 プ ロ セ ス を 用 い て 多 数 の 組 織 試 料 を 容 易 に 処 理 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
区 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 が 産 生 し た Ｒ Ｎ Ａ を 表 す 、 集 め ら れ た Ｒ Ｎ Ａ 試 料 内 部 の 転 写 物
は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ り 同 定 す る 。 こ れ ら に は 、 例 え ば 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ス ク
リ ー ニ ン グ （ Tedder et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 85,208－ 12,1988） 、 差 引 き ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Hedrick et al., Nature 308,149－ 53; Lee et al., Proc Natl.
Acad.Sci.U.S.A. 88,2825,1984） 、 お よ び デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル デ ィ ス プ レ イ （ Liang & Pa
rdee, Science 257,967－ 71,1992; 米 国 特 許 5262311） お よ び マ イ ク ロ ア レ イ が 包 含 さ れ
る 。
【 ０ １ １ ２ 】
区 別 的 発 現 の 情 報 は こ れ 自 体 、 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 関 与 す る 疾 病 の 治
療 の た め の 関 連 法 を 示 唆 し て い る 。 例 え ば 、 治 療 は 、 区 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 お よ び ／
ま た は ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 を 包 含
し 得 る 。 区 別 的 発 現 の 情 報 は 、 区 別 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 産 物 ま た は ヒ ト
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 産 物 の 活 性 ま た は 発 現 が 、 ア ッ プ
レ ギ ュ レ ー シ ョ ン で あ る か ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン で あ る か を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
本 発 明 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 結 合 す る 、 ま た は そ の 活 性 を 調 節 す る 、 被 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 検 定 を
提 供 す る 。 被 験 化 合 物 は 好 ま し く は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド に 結 合 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 被 験 化 合 物 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 介 在 す る セ ト ロ
ニ ン ま た は セ ロ ト ニ ン ア ナ ロ グ の 効 果 を 、 被 験 化 合 物 の 不 在 時 と 比 較 し て 少 な く と も 約 １
０ 、 好 ま し く は 約 ５ ０ 、 よ り 好 ま し く は 約 ７ ５ 、 ９ ０ 、 ま た は １ ０ ０ ％ 低 下 ま た は 増 大 さ
せ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
被 験 化 合 物
被 験 化 合 物 は 当 分 野 で 既 知 の 薬 理 学 的 物 質 で あ っ て よ く 、 ま た は 薬 理 活 性 を 持 っ て い る こ
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と が 前 も っ て 分 か っ て い な い 化 合 物 で あ っ て よ い 。 こ の 化 合 物 は 天 然 に 存 在 す る 、 ま た は
実 験 室 で 設 計 さ れ た も の で あ っ て よ い 。 こ れ ら は 、 微 生 物 、 動 物 、 ま た は 植 物 か ら 単 離 さ
れ た も の で あ っ て よ く 、 そ し て 組 換 え 的 に 調 製 さ れ 、 ま た は 当 分 野 で 既 知 の 化 学 的 方 法 に
よ り 合 成 さ れ た も の で あ っ て よ い 。 所 望 に よ り 被 験 化 合 物 は 、 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 、 空
間 的 ア ド レ ス 特 定 可 能 な 並 行 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー 、 デ コ ン ボ ル ー シ ョ ン を 要 す る
合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 「 一 ビ ー ズ 一 化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ ー 法 、 お よ び 親 和 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 を 包 含 す る （ 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ る 訳 で は な い ）
当 分 野 で 既 知 の 数 多 く の 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー 法 の い ず れ か を 用 い て 取 得 で き る 。 生 物
学 的 ラ イ ブ ラ リ ー ア プ ロ ー チ は ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー に 限 定 さ れ て い る が 、 他 の ４ 種
の ア プ ロ ー チ は ポ リ ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー 、 ま た は 化 合 物 の 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ
ー に 適 用 で き る 。 Lam, Anticancer Drug Des. 12,145,1997を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ５ 】
分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 法 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 DeWitt et al., Proc.
Natl.Acad.Sci.U.S.A. 90,6909,1993; Erb et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 91,1142
2,1994; Zuckermann et al., J.Med.Chem. 37,2678,1994; Cho et al., Science 261,130
3,1993; Carell et al., Angew.Chem.Int.Ed.Engl. 33,2059,1994; Carell et al., Ange
w.Chem.Int.Ed.Engl. 33,2061; Gallop et al., J.Med.Chem. 37,1233,1994を 参 照 さ れ た
い ） 。 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 溶 液 で （ 例 え ば 、 Houghten, Biotechniques 13,412－ 421,
1992） 、 ま た は ビ ー ズ (Lam, Nature 354,82－ 84,1991)、 チ ッ プ （ Fodor, Nature 364,555
－ 556,1993） 、 細 菌 ま た は 胞 子 （ Ladner、 米 国 特 許 5223409） プ ラ ス ミ ド （ Cull et al., 
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 89,1865－ 1869,1992） 、 ま た は フ ァ ー ジ （ Scott & Smith, S
cience 249,386－ 390, 1990; Devlin, Science 249,404－ 406,1990） ;Cwirla et al., Pr
oc.Natl.Acad.Sci.97,6378－ 6382,1990; Felici, J.Mol.Biol. 222,301－ 310,1991; お よ
び Ladner、 米 国 特 許 5223409） 上 に 提 供 で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ
被 験 化 合 物 は 、 高 （ ハ イ ） ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い て 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 能 力 、 ま た は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ タ ン パ ク
質 活 性 も し く は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 発 現 に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ で き る 。 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 使 用 し て 、 多 く の 個 別 的 化 合 物 を 並 行 し て
試 験 で き 、 そ の 結 果 多 数 の 被 験 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 最 も 広 範 に 確 立 さ
れ て い る 技 術 は ９ ６ ウ ェ ル 微 量 定 量 プ レ ー ト を 利 用 す る も の で あ る 。 こ の 微 量 定 量 プ レ ー
ト の ウ ェ ル は 、 典 型 的 に は ５ ０ な い し ５ ０ ０ μ lの 範 囲 の 検 定 容 量 を 必 要 と す る 。 こ の プ
レ ー ト に 加 え て 、 ９ ６ ウ ェ ル フ ォ ー マ ッ ト に 適 合 さ せ た 多 く の 機 器 、 材 料 、 ピ ペ ッ ト 、 ロ
ボ ッ ト 、 プ レ ー ト 洗 浄 機 、 お よ び プ レ ー ト 読 み 取 り 機 が 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】
別 法 と し て 、 「 自 由 フ ォ ー マ ッ ト 検 定 」 、 ま た は 試 料 間 に 物 理 的 障 壁 を 持 た な い 検 定 が 使
用 で き る 。 例 え ば 、 組 み 合 わ せ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の た め の 、 単 純 な 均 質 検 定 で 色 素 細
胞 （ メ ラ ノ サ イ ト ） を 用 い る 検 定 が 、 Jayawickreme et al., Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.
 19,1614－ 18(1994)に 記 載 さ れ て い る 。 ペ ト リ 皿 中 の ア ガ ロ ー ス の 下 に こ の 細 胞 を 入 れ 、
次 い で 組 み 合 わ せ 化 合 物 を 伴 っ て い る ビ ー ズ を ア ガ ロ ー ス の 表 面 に 載 せ る 。 組 み 合 わ せ 化
合 物 は こ の ビ ー ズ か ら 化 合 物 を 部 分 的 に 放 出 す る 。 化 合 物 が ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 中 へ と 局 所
的 に 拡 散 す る に つ れ て 活 性 化 合 物 が 細 胞 の 色 の 変 化 を 惹 起 す る た め 、 活 性 化 合 物 を 暗 色 色
素 領 域 と し て 視 覚 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
自 由 フ ォ ー マ ッ ト 検 定 の も う 一 つ の 例 は 、 生 体 分 子 ス ク リ ー ニ ン グ 学 会 第 １ 回 年 次 総 会 （
Philadelphia,Pa.、 1995年 11月 7－ 10日 ） で 報 告 さ れ た Chelsky、 「 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ
ー の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 戦 略 ： 新 規 な 、 そ し て 伝 統 的 な ア プ ロ ー チ 」 に よ り 記 載 さ れ
て い る 。 Chelskyは 、 カ ル ボ ニ ッ ク ア ン ヒ ド ラ ー ゼ の た め の 単 純 な 均 質 酵 素 検 定 を ア ガ ロ
ー ス ゲ ル の 内 部 に 入 れ 、 そ の 結 果 ゲ ル 中 の 酵 素 が ゲ ル 全 体 に 色 の 変 化 を 惹 起 す る よ う に さ
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せ た 。 そ の 後 、 光 リ ン カ ー を 介 し て 組 み 合 わ せ 化 合 物 を 持 つ ビ ー ズ を ゲ ル 内 部 に 入 れ 、 す
る と 該 化 合 物 は Ｕ Ｖ 光 に よ り 部 分 的 に 放 出 さ れ た 。 酵 素 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 色 の 変 化 が
よ り 少 な い 局 所 阻 害 領 域 と し て 観 察 さ れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
さ ら に 別 の 例 が Salmon et al., Molecular Diversity 2,57－ 63(1996)に 記 載 さ れ て い る
。 こ の 例 で は 、 組 み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ ー を 、 寒 天 中 で 生 育 す る 癌 細 胞 へ の 細 胞 毒 性 効 果 を
有 す る 化 合 物 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
も う 一 つ の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 法 が Beutel et al.、 米 国 特 許 5976813に 記 載
さ れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 被 験 試 料 を 多 孔 性 マ ト リ ッ ク ス に 入 れ る 。 次 に １ ま た は そ れ
以 上 の 検 定 成 分 を 、 マ ト リ ッ ク ス 、 例 え ば ゲ ル 、 プ ラ ス チ ッ ク シ ー ト 、 フ ィ ル タ ー 、 ま た
は そ の 他 の 形 の 容 易 に 操 作 で き る 固 体 担 体 の 内 部 、 上 、 ま た は 底 に 入 れ る 。 試 料 が こ の 多
孔 性 マ ト リ ッ ク ス に 導 入 さ れ る と こ れ ら は 充 分 ゆ っ く り と 拡 散 し 、 そ の 結 果 、 被 験 試 料 が
混 ざ ら ず に 検 定 が 遂 行 で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
結 合 検 定
結 合 検 定 に つ い て は 、 被 験 化 合 物 は 好 ま し く は 、 例 え ば ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 部 位 に 結 合 し て こ れ を 占 有 し 、 そ れ に よ り 基 質 が リ ガ ン ド 結 合 部 位 に 接 近 で き な く
さ せ 、 そ の 結 果 正 常 な 生 物 活 性 が 妨 げ ら れ る よ う な 小 分 子 ま た は ペ プ チ ド 様 分 子 で あ る 。
こ の よ う な 小 分 子 の 例 は 小 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 様 分 子 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ る 訳 で は な い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 可 能 性 の あ る リ ガ ン ド と し て は 、 既 知
の ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 天 然 の リ ガ ン ド お よ び そ の ア ナ ロ グ も し く は 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
結 合 検 定 で は 、 被 験 化 合 物 ま た は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か が 検 出 可 能
な 標 識 、 例 え ば 蛍 光 、 放 射 性 同 位 元 素 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ト 、 ま た は 酵 素 標 識 （ 例 え ば 西 洋
ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ ） を 含 む こ と
が で き る 。 そ こ で 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て い る 被 験 化 合 物 の 検 出 は
、 例 え ば 放 射 能 の 放 出 を 直 接 計 数 す る こ と に よ り 、 ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 、
ま た は 検 出 可 能 産 物 へ の 適 当 な 基 質 の 変 換 を 測 定 す る こ と に よ り 、 達 成 で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
別 法 と し て 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド へ の 被 験 化 合 物 の 結 合 を 、 反 応 体 の い ず れ
を も 標 識 せ ず に 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー を 用 い て 、 被
験 化 合 物 と ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 検 出 で き る 。 マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ
ー タ ー （ 例 え ば サ イ ト セ ン サ ー ） と は 、 細 胞 が そ の 環 境 を 酸 性 化 す る 速 度 を 光 ア ド レ ッ サ
ブ ル 電 位 差 セ ン サ ー （ Ｌ Ａ Ｐ Ｓ ） を 用 い て 測 定 す る 分 析 機 器 で あ る 。 こ の 酸 性 化 速 度 の 変
化 は 、 被 験 化 合 物 と ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 の 指 標 と し て 使 用 で き る
（ McConnell et al., Science 257,1906－ 1912,1992） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
被 験 化 合 物 が ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 能 力 の 測 定 は ま た 、 実 時 間 Bimo
lecular Interaction Analysis（ Ｂ Ｉ Ａ ） の よ う な 技 術 を 用 い て 達 成 で き る （ Sjolander 
& Urbaniczky, Anal.Chem. 63,2338－ 2345,1991、 お よ び Szabo et al., Curr.Opin.Struc
t.Biol. 5,699－ 705,1995） 。 Ｂ Ｉ Ａ は 、 い か な る 反 応 体 を も 標 識 せ ず に 、 生 体 特 異 的 相
互 作 用 を 実 時 間 で 研 究 す る た め の 技 術 で あ る （ 例 え ば BIAcore(登 録 商 標 )） 。 光 学 的 現 象
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ Ｓ Ｐ Ｒ ） の 変 化 を 、 生 体 分 子 間 の 実 時 間 反 応 の 指 標 に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 二 ハ イ ブ リ ッ ド 検 定 ま
た は 三 ハ イ ブ リ ッ ド 検 定 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 5283317; Zervos et al., Cell 72,223－ 232
,1993; Madura et al., J.Biol.Chem. 268,12046－ 12054,1993; Bartel et al., Biotech
niques 14,920－ 924,1993; Iwabuchi et al., Oncogene 8,1693－ 1696,1993; お よ び Bren
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t WO94/10300） に お け る 「 お と り タ ン パ ク 質 」 と し て 使 用 し 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ
プ チ ド に 結 合 ま た は こ れ と 相 互 作 用 し て そ の 活 性 を 調 節 す る 他 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
二 ハ イ ブ リ ッ ド 系 は 殆 ど の 転 写 因 子 の モ ジ ュ ー ル 的 性 格 に 基 づ く も の で あ り 、 そ れ は 、 分
離 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び 活 性 化 ド メ イ ン か ら 成 っ て い る 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 こ の 検 定 は
二 種 の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 組 み 立 て 物 を 利 用 す る 。 例 え ば 、 一 方 の 組 み 立 て 物 に お い て は 、 ５ －
Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 既 知 の 転 写 因 子 の Ｄ
Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 融 合 で き る （ 例 え ば Ｇ Ａ Ｌ － ４ ）
。 別 の 組 み 立 て 物 に お い て は 、 未 同 定 タ ン パ ク 質 （ 「 餌 」 ま た は 「 試 料 」 ） を コ ー ド し て
い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 、 既 知 の 転 写 因 子 の 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
に 融 合 で き る 。 も し 「 お と り 」 お よ び 「 餌 」 タ ン パ ク 質 が イ ン ビ ボ で 相 互 作 用 し て タ ン パ
ク 質 依 存 複 合 体 を 形 成 で き た な ら ば 、 該 転 写 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び 活 性 化 ド メ イ ン は 極
め て 近 位 に 招 来 さ れ る 。 こ の 近 位 性 が 、 転 写 因 子 に 応 答 す る 転 写 調 節 部 位 と 機 能 的 に 結 合
し て い る リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば Ｌ ａ ｃ Ｚ ） の 転 写 を 可 能 に す る 。 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の
発 現 が 検 出 で き 、 機 能 的 転 写 因 子 を 含 む 細 胞 コ ロ ニ ー を 単 離 し 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ
ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 取 得 に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
反 応 体 の 一 方 ま た は 両 方 の 非 結 合 型 か ら の 結 合 型 の 分 離 を 促 進 す る た め 、 そ し て 検 定 の 自
動 化 の 便 宜 を 図 る た め 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま
た は 被 験 化 合 物 の い ず れ か を 固 定 化 す る こ と が 望 ま し い か も 知 れ な い 。 し た が っ て 、 こ の
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物 の い ず れ
か を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 好 適 な 固 体 支 持 体 は 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ
ッ ク ス ラ イ ド 、 組 織 培 養 プ レ ー ト 、 微 量 定 量 ウ ェ ル 、 管 、 シ リ コ ン チ ッ プ 、 ま た は ビ ー ズ
（ ラ テ ッ ク ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ま た は ガ ラ ス ビ ー ズ を 包 含 す る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ）
の よ う な 粒 子 を 包 含 す る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 共 有 お よ び 非 共 有 結 合 、 受 動 吸 収 、 ま
た は そ れ ぞ れ ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物 に 付 着 さ せ た 結
合 部 分 と 固 体 支 持 体 の 対 、 の 使 用 を 包 含 す る 、 当 分 野 で 既 知 の 任 意 の 方 法 を 用 い て ５ － Ｈ
Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物 を 固 体 支 持 体 に
付 着 さ せ る こ と が で き る 。 被 験 化 合 物 は 好 ま し く は 整 列 し て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ 、 そ の
結 果 個 々 の 被 験 化 合 物 の 位 置 を 追 跡 す る こ と が で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド
（ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） へ の 被 験 化 合 物 の 結 合 は 、 反 応 体 を 入 れ る の に 適 し た 任 意 の
容 器 で 達 成 で き る 。 係 る 容 器 の 例 に は 微 量 定 量 プ レ ー ト 、 試 験 管 、 お よ び 微 量 遠 沈 管 が あ
る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
一 つ の 態 様 に お い て 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ
チ ド を 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 例 え ば 、 グ ル タ チ
オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ Sigm
a Chemical, St.Louis, Mo.） 上 ま た は グ ル タ チ オ ン 誘 導 体 化 微 量 定 量 プ レ ー ト 上 に 吸 着
さ せ 、 次 い で こ れ を 被 験 化 合 物 ま た は 被 験 化 合 物 お よ び 非 吸 着 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ
プ チ ド に 合 し ； 次 に こ の 混 合 物 を 複 合 体 形 成 が 行 わ れ る 条 件 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る （ 例
え ば 、 塩 お よ び pHに 関 し て 生 理 的 条 件 ） 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ビ ー ズ ま た は 微 量 定
量 プ レ ー ト の ウ ェ ル を 洗 浄 し て 未 結 合 成 分 を 除 去 す る 。 反 応 体 の 結 合 は 上 記 の よ う に 直 接
的 ま た は 間 接 的 に 測 定 で き る 。 別 法 と し て 、 複 合 体 を 固 体 支 持 体 か ら 解 離 さ せ た 後 に 結 合
を 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
本 発 明 に 係 る ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 に は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 固 体 支 持 体
上 に 固 定 化 す る た め の そ の 他 の 技 術 を 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物 の い ず れ か を 、 ビ オ チ ン と
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ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン を 利 用 し て 固 定 化 で き る 。 当 分 野 で 周 知 の 技 術
（ 例 え ば ビ オ チ ニ ル 化 キ ッ ト 、 Pierce Chemicals, Rockford,Ill.） を 用 い て 、 ビ オ チ ニ
ル 化 し た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド （ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） ま た は 被 験 化 合 物
を ビ オ チ ン － Ｎ Ｈ Ｓ （ Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ） か ら 調 製 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
被 覆 し た ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Pierce Chemical） の ウ ェ ル に 固 定 化 で き る 。 別 法 と し て
、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 被 験 化 合 物 に 特 異 的 に 結
合 す る が 、 所 望 の 結 合 部 位 、 例 え ば ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 に 干 渉 し
な い 抗 体 を プ レ ー ト の ウ ェ ル に 誘 導 体 化 す る こ と が で き る 。 未 結 合 の 標 的 ま た は タ ン パ ク
質 が 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ り ウ ェ ル 中 に 捕 捉 で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
Ｇ Ｓ Ｔ － 固 定 化 複 合 体 に つ い て 上 に 記 載 し た 方 法 に 加 え 、 こ の よ う な 複 合 体 を 検 出 す る 方
法 に は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 被 験 化 合 物 に 特 異 結 合 す る 抗 体 を 用 い る
、 複 合 体 の 免 疫 検 出 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 検 出 へ と 引 き 継 が れ る 酵 素
結 合 検 定 、 お よ び 非 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル 電 気 泳 動 が あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る 被 験 化 合 物 を 求 め る
ス ク リ ー ニ ン グ は 、 無 傷 の 細 胞 で 実 施 す る こ と も で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ
ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 任 意 の 細 胞 が 、 細 胞 に 基 づ く 検 定 系 で 使 用 で き る 。 ５ －
Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 細 胞 中 に 天 然 に 存 在 し 、 ま た は 上 記 の よ う な 技 術 を 用
い て 導 入 で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 被 験
化 合 物 の 結 合 は 、 上 記 の よ う に 測 定 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
機 能 検 定
ケ モ カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 効 果 を 増 大 ま た は 低 下 さ せ る 能 力 に つ い て 被 験 化 合 物
を 試 験 で き る 。 そ の よ う な 生 物 学 的 効 果 は 、 下 記 の 具 体 的 実 施 例 に 記 載 の 機 能 検 定 を 用 い
て 測 定 で き る 。 機 能 検 定 は 、 精 製 し た ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 、 細 胞 膜 調 製 物 、
ま た は 無 傷 の 細 胞 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ た 後 に 実 施 で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 機 能
的 活 性 を 少 な く と も 約 １ ０ 、 好 ま し く は 約 ５ ０ 、 よ り 好 ま し く は 約 ７ ５ 、 ９ ０ 、 ま た は １
０ ０ ％ 低 下 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 を 減 少 さ せ る 可 能 性 あ る 物 質 と
し て 同 定 す る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 を 少 な く と も 約 １ ０ 、 好 ま し く は 約 ５ ０ 、 よ り 好
ま し く は 約 ７ ５ 、 ９ ０ 、 ま た は １ ０ ０ ％ 増 大 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活
性 を 増 大 さ せ る 可 能 性 あ る 物 質 と し て 同 定 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の １ つ は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る よ
う ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た メ ラ ニ ン 保 有 細 胞 の 使 用 を 含 む 。 係 る ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は １ ９
９ ２ 年 ２ 月 ６ 日 公 開 の WO92/01810に 記 載 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 例 え ば こ の よ う な 検 定
を 使 用 し て 、 該 レ セ プ タ ー を 含 む メ ラ ニ ン 保 有 細 胞 を 、 レ セ プ タ ー リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 セ
ロ ト ニ ン ま た は セ ロ ト ニ ン ア ナ ロ グ ） と 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 被 験 化 合 物 の 両 者 に 接 触
さ せ る こ と に よ り 、 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 化 を 阻 害 す る 化 合 物 を 求 め る ス ク リ ー
ニ ン グ が で き る 。 リ ガ ン ド が 生 成 す る シ グ ナ ル の 阻 害 は 、 被 験 化 合 物 が そ の レ セ プ タ ー に
つ い て の 可 能 性 あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る こ と 、 即 ち 該 レ セ プ タ ー の 活 性 化 を 阻 害 す る こ
と を 示 す 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 係 る 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 化 合 物 と 接 触 さ せ る
こ と に よ り 、 レ セ プ タ ー を 活 性 化 す る 被 験 化 合 物 を 同 定 す る た め に 、 そ し て 各 被 験 化 合 物
が シ グ ナ ル を 生 成 す る か ど う か 、 即 ち レ セ プ タ ー を 活 性 化 す る か ど う か を 決 定 す る た め に
使 用 で き る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
そ の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 レ セ プ タ ー 活 性 化 に よ り 惹 起 さ れ る 細 胞 外 pH変 化 を 測 定
す る 系 に お い て ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 （ 例 え ば 、 ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ） を 使 用 す る こ と を 包 含 す る （ 例 え ば Science 246,181-296,19
89を 参 照 さ れ た い ） 。 例 え ば 、 被 験 化 合 物 を ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現
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す る 細 胞 に 接 触 さ せ 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 反 応 、 例 え ば シ グ ナ ル 伝 達 ま た は pH変 化 を 測 定
し て 、 被 験 化 合 物 が 該 レ セ プ タ ー を 活 性 化 す る か 阻 害 す る か を 決 定 で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
別 の こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し
て い る Ｒ Ｎ Ａ を Xenopus卵 母 細 胞 内 に 導 入 し 、 該 レ セ プ タ ー を 一 過 性 発 現 さ せ る こ と を 含
む 。 次 い で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ せ た 卵 母 細 胞 を レ セ プ タ ー リ ガ ン ド お よ び ス ク リ ー ニ ン グ
す べ き 被 験 化 合 物 に 接 触 さ せ 、 そ の 後 、 該 レ セ プ タ ー の 活 性 化 を 阻 害 す る と 思 わ れ る 被 験
化 合 物 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 は 、 カ ル シ ウ ム シ グ ナ ル の 活 性 化 ま た は 阻 害 の 検
出 を 行 う 。
【 ０ １ ３ ６ 】
別 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 レ セ プ タ ー が ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ ま た は Ｄ に 結 合 し て い る 細 胞
で ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と を 含 む 。 こ の よ う な 細 胞 に は 、
内 皮 細 胞 、 平 滑 筋 細 胞 、 胚 性 腎 細 胞 な ど が あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 上 記 の よ う に 、 ホ ス ホ
リ パ ー ゼ 活 性 の 変 化 か ら 該 レ セ プ タ ー の 活 性 化 程 度 を 定 量 す る こ と に よ り 達 成 で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
上 に 記 載 の よ う な 機 能 検 定 の 詳 細 は 、 下 記 の 具 体 的 実 施 例 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 発 現
別 の 態 様 で は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 の 発 現 を 増 大 ま た は 減 少 さ せ る 被 験 化 合 物 を 同
定 す る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｒ Ｎ Ａ ま た は ５
－ Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ペ プ チ ド 産 物 の 発 現 を 測 定 す る 。 被 験 化 合 物 存
在 下 で の 適 当 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 、 該 被 験 化 合 物 不 在 下 で の ｍ
Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。 す る と 被 験 化 合 物 が 、 こ の 比 較 に 基
づ く 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 同 定 で き る 。 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 が 、 被 験 化 合 物 の 不 在 時 よ り も 存 在 時 に よ り 大 き い 場 合 は 、 こ の 被 験 化 合 物 を 、 該 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 刺 激 物 質 ま た は 増 強 物 質 と 同 定 す る 。 そ う で は な く 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 、 被 験 化 合 物 の 不 在 時 よ り も 存 在 時 に よ り 小 さ い 場 合 は
、 こ の 被 験 化 合 物 を 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の イ ン ヒ ビ タ ー と 同 定 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
細 胞 に お け る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の レ ベ ル は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ
ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 当 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 決 定 で き る 。 定 性 ま た は
定 量 的 方 法 の い ず れ か が 使 用 で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ ペ プ チ
ド 産 物 の 存 在 は 、 例 え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ の よ う な 免 疫 化 学 的 方 法 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ
ッ テ ィ ン グ 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 を 包 含 す る 、 当 分 野 で 周 知 の 様 々 な 技 術 を 用 い て 決 定 で
き る 。 別 法 と し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 内 へ の 標 識 ア
ミ ノ 酸 の 取 り 込 み を 検 出 す る こ と に よ り 、 イ ン ビ ボ で 、 細 胞 培 養 で 、 ま た は イ ン ビ ト ロ 翻
訳 系 で 決 定 で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ は 、 無 細 胞 検 定 系 ま た は 無 傷 の 細 胞 の い ず れ か で 実 施 で き る 。
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る い か な る 細 胞 も 細 胞 に 基 づ く 検 定 系 で 使
用 で き る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 細 胞 内 に 天 然 に 存 在 す る か 、 ま た は 上
記 の よ う な 技 術 を 用 い て 導 入 す る こ と が で き る 。 一 次 培 養 ま た は 確 立 さ れ た セ ル ラ イ ン 、
例 え ば Ｃ Ｈ Ｏ ま た は ヒ ト 胚 性 腎 ２ ９ ３ 細 胞 の い ず れ か を 使 用 で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
医 薬 組 成 物
本 発 明 は さ ら に 、 治 療 効 果 を 達 成 す る た め に 患 者 に 投 与 で き る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 本
発 明 に 係 る 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 ま た は 類
似 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 活 性 の イ ン
ヒ ビ タ ー を 含 み 得 る 。 こ の 組 成 物 は 単 独 で 、 ま た は 少 な く と も １ 種 類 の 他 の 物 質 、 例 え ば
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安 定 化 化 合 物 と 組 み 合 わ せ て 投 与 で き 、 こ れ は 、 食 塩 水 、 緩 衝 化 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス
、 お よ び 水 を 包 含 す る （ 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 任 意 の 無 菌 で 生 物 学 的 適 合 性 の あ る
製 薬 的 担 体 中 で 投 与 で き る 。 こ の 組 成 物 は 単 独 で 、 ま た は 他 の 物 質 、 薬 物 ま た は ホ ル モ ン
と 組 み 合 わ せ て 患 者 に 投 与 で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
活 性 成 分 に 加 え て こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 賦 形 剤 お よ び 補 助 物 質 を 含 む 適 当 な 製 薬 的 に 許
容 し 得 る 担 体 を 含 有 で き 、 こ れ ら は 、 製 薬 的 に 使 用 で き る 調 製 物 へ の 活 性 化 合 物 の 処 理 を
促 進 す る 。 本 発 明 に 係 る 医 薬 組 成 物 は 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 髄 内 、 髄 腔 内 、
心 室 内 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 非 経 口 、 局 所 、 舌 下 、 ま た は 直 腸 手 段 を 包 含 す る
（ 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 多 く の 経 路 に よ り 投 与 で き る 。 経 口 投 与 用 医 薬 組 成 物 は 、
当 分 野 で 既 知 の 製 薬 的 に 許 容 し 得 る 担 体 を 用 い て 経 口 投 与 に 適 し た 用 量 に 調 合 で き る 。 こ
の よ う な 担 体 に よ り 、 該 医 薬 組 成 物 を 、 患 者 が 内 服 す る た め の 錠 剤 、 丸 剤 、 糖 衣 剤 、 カ プ
セ ル 剤 、 液 体 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 剤 、 ス ラ リ ー 剤 、 懸 濁 剤 な ど に 調 合 で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
経 口 使 用 の た め の 医 薬 製 剤 は 、 活 性 化 合 物 を 、 固 体 賦 形 剤 と 合 し 、 得 ら れ た 混 合 物 を 所 望
に よ り 粉 砕 し 、 そ し て こ の 顆 粒 混 合 物 を 、 所 望 な ら ば 適 当 な 補 助 物 質 を 加 え た 後 に 処 理 し
て 錠 剤 ま た は 糖 衣 剤 核 を 得 る 。 好 適 な 賦 形 剤 は 炭 水 化 物 ま た は タ ン パ ク 質 増 量 剤 、 例 え ば
乳 糖 、 シ ュ ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル を 包 含 す る 糖 ； ト ウ モ ロ コ シ 、
小 麦 、 米 、 馬 鈴 薯 、 ま た は そ の 他 の 植 物 由 来 の 澱 粉 ； セ ル ロ ー ス 、 例 え ば メ チ ル セ ル ロ ー
ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ま た は カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ
ム ； ア ラ ビ ア ゴ ム お よ び ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム を 包 含 す る ゴ ム ； な ら び に ゼ ラ チ ン お よ び コ ラ
ー ゲ ン の よ う な タ ン パ ク 質 で あ る 。 所 望 に よ り 崩 壊 剤 ま た は 可 溶 化 剤 、 例 え ば 架 橋 ポ リ ビ
ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 、 ま た は そ の 塩 、 例 え ば ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加
で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
糖 衣 剤 核 は 、 濃 縮 糖 溶 液 の よ う な 適 当 な 被 覆 剤 と 共 に 使 用 で き 、 こ れ は さ ら に 、 ア ラ ビ ア
ゴ ム 、 タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 carbopolゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び
／ ま た は 二 酸 化 チ タ ン 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 お よ び 適 当 な 有 機 溶 媒 ま た は 溶 媒 混 合 物 を 含 む こ
と が で き る 。 製 品 の 同 定 の た め ま た は 活 性 化 合 物 の 量 、 即 ち 用 量 を あ ら わ す た め に 染 料 ま
た は 色 素 を 錠 剤 ま た は 糖 衣 被 覆 剤 に 添 加 で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
経 口 的 に 使 用 で き る 医 薬 調 合 物 は 、 ゼ ラ チ ン 製 の 押 し て は め 込 む カ プ セ ル 剤 、 な ら び に 、
ゼ ラ チ ン お よ び 被 覆 剤 、 例 え ば グ リ セ ロ ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル で で き た 軟 封 入 カ プ セ ル
剤 を 包 含 す る 。 押 し て は め 込 む カ プ セ ル 剤 は 、 活 性 成 分 を 、 乳 糖 ま た は 澱 粉 の よ う な 増 量
剤 ま た は 結 合 剤 、 タ ル ク ま た は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム の よ う な 潤 滑 剤 、 お よ び 所 望 に
よ り 安 定 剤 と 混 合 し て 含 有 で き る 。 軟 カ プ セ ル 剤 で は 、 活 性 化 合 物 を 、 安 定 剤 を 加 え た ま
た は 加 え な い 適 当 な 液 体 、 例 え ば 脂 肪 油 、 液 体 、 ま た は 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に 溶
解 ま た は 懸 濁 で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
非 経 口 投 与 に 好 適 な 医 薬 製 剤 は 、 水 溶 液 、 好 ま し く は 生 理 学 的 適 合 性 の 緩 衝 液 、 例 え ば ハ
ン ク ス 溶 液 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 ま た は 生 理 学 的 に 緩 衝 化 し た 食 塩 水 中 で 調 合 で き る 。 水 性 注
射 用 懸 濁 剤 は 、 該 懸 濁 液 の 粘 度 を 増 加 さ せ る 物 質 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ
ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 ま た は デ キ ス ト ラ ン を 含 有 で き る 。 さ ら に 、 活 性 化 合 物 の 懸 濁
剤 は 適 当 な 油 性 注 射 用 懸 濁 剤 と し て 調 製 で き る 。 好 適 な 親 油 性 溶 媒 ま た は 媒 質 は 、 胡 麻 油
の よ う な 脂 肪 油 、 ま た は オ レ イ ン 酸 エ チ ル ま た は ト リ グ リ セ リ ド の よ う な 合 成 脂 肪 酸 エ ス
テ ル 、 ま た は リ ポ ソ ー ム を 包 含 す る 。 非 脂 質 ポ リ カ チ オ ン ア ミ ノ ポ リ マ ー も ま た デ リ バ リ
ー に 使 用 で き る 。 所 望 に よ り 懸 濁 剤 は 、 化 合 物 の 溶 解 性 を 増 し 高 濃 縮 溶 液 の 調 製 を 可 能 に
す る よ う な 適 当 な 安 定 剤 ま た は 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 局 所 ま た は 鼻 腔 投 与 の た め に は
、 透 過 す べ き 特 定 の 障 壁 に 対 し 適 当 な 浸 透 剤 を 製 剤 に 使 用 す る 。 こ の よ う な 浸 透 剤 は 当 分
野 で 一 般 に 知 ら れ て い る 。
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【 ０ １ ４ ７ 】
本 発 明 に 係 る 医 薬 組 成 物 は 当 分 野 で 既 知 の 方 法 で 、 例 え ば 常 套 的 混 合 、 溶 解 、 顆 粒 化 、 糖
衣 剤 製 造 、 す り つ ぶ し 、 乳 化 、 カ プ セ ル 化 、 捕 捉 、 ま た は 凍 結 乾 燥 プ ロ セ ス に よ っ て 製 造
で き る 。 こ の 医 薬 組 成 物 は 塩 と し て 提 供 で き 、 塩 酸 、 硫 酸 、 酢 酸 、 乳 酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン
ゴ 酸 、 琥 珀 酸 な ど を 包 含 す る （ 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 多 く の 酸 を 用 い て 調 製 で き る
。 塩 は 、 水 性 ま た は 他 の プ ロ ト ン 性 溶 媒 に お い て 、 対 応 す る 遊 離 塩 基 型 よ り も よ り 可 溶 性
の 傾 向 が あ る 。 別 の 場 合 に は 、 好 ま し い 調 製 物 は 、 pH範 囲 ４ .５ な い し ５ .５ に お い て 以 下
の も の ： １ － ５ ０ mMヒ ス チ ジ ン 、 ０ .１ ％ － ２ ％ シ ュ ク ロ ー ス 、 お よ び ２ － ７ ％ マ ン ニ ト
ー ル 、 の 全 て ま た は 任 意 の も の を 含 有 で き る 凍 結 乾 燥 粉 末 で あ っ て よ く 、 こ れ を 使 用 前 に
緩 衝 液 と 合 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
調 合 と 投 与 の た め の 技 術 の さ ら な る 詳 細 は 、 REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES（ Maa
ck Publishing Co., Easton, Pa） の 最 新 版 に 見 出 す こ と が で き る 。 医 薬 組 成 物 を 製 造 し
た 後 、 こ れ ら を 適 当 な 容 器 に 入 れ 、 適 応 状 態 の 治 療 の た め に ラ ベ ル を 貼 る 。 こ の よ う な ラ
ベ ル 表 示 は 、 投 与 の 量 、 頻 度 、 お よ び 投 与 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
治 療 上 の 適 応 お よ び 方 法
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 哺 乳 類 宿 主 の 至 る 所 に 存 在 し 、 多 く の 病 状 を 含 む 多 く の 生 物 学 的 機 能 の 原 因
と な っ て い る 。 し た が っ て 、 一 方 で は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 刺 激 す る 化 合 物 や 薬 物 を 見 つ け 出 す こ
と が 望 ま し く 、 他 方 で は Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 阻 害 す る 化 合 物 や 薬 物 を 見 つ け 出 す こ と が 望 ま し い 。
例 え ば 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 活 性 化 す る 化 合 物 を 、 喘 息 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 急 性 心 不 全 、 尿 閉 、 お
よ び 骨 粗 鬆 症 等 の 治 療 目 的 で 用 い る こ と が で き る 。 と り わ け 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 活 性 化 す る 化 合
物 は 、 例 え ば 肺 血 流 の 欠 如 ま た は 高 血 圧 等 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る よ う な 、 様 々 な 心 臓 血
管 の 病 気 の 処 置 に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 体 液 や 電 解 液 ホ メ オ ス タ シ ス
の 調 節 異 常 に 関 連 す る 様 々 な 生 理 学 的 障 害 や 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 誘 発 性 ア ル ド ス テ ロ ン 分
泌 に 伴 う 疾 患 の 処 置 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
一 般 に 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 活 性 化 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 様 々 な 治 療 目 的 、 例 え ば 、 低 血 圧 お よ び
／ ま た は 高 血 圧 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 潰 瘍 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 お よ び
統 合 失 調 症 、 躁 病 性 興 奮 、 鬱 、 錯 乱 、 痴 呆 ま た は 重 度 の 精 神 薄 弱 を 含 む 精 神 的 お よ び 神 経
学 的 障 害 、 ハ ン チ ン ト ン 病 ま た は ト ゥ ー レ ッ ト 症 候 群 等 の ジ ス キ ネ ジ ー の 処 置 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 な か で も Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 内 因 性 の 拒 食 症 の 転 換 、 過 食 症 の
管 理 、 お よ び 過 剰 な 肺 血 流 ま た は 低 血 圧 を 含 む 様 々 な 心 臓 血 管 の 病 気 の 処 置 に も 使 用 す る
こ と が で き る 。 特 に 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 調 節 は 、 不 安 、 鬱 、 高 血 圧 、 片 頭 痛 、 強 迫 性
障 害 、 統 合 失 調 症 、 自 閉 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ニ ズ ム 、 お よ び ハ ン チ ン ト ン
舞 踏 病 等 の 神 経 変 性 障 害 、 お よ び 癌 化 学 療 法 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 嘔 吐 、 並 び に 睡 眠 お
よ び 摂 食 障 害 、 疼 痛 管 理 、 体 温 お よ び 血 圧 の 調 節 が 関 係 す る 障 害 の 処 置 に 使 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
糖 尿 病
ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 調 節 し て 糖 尿 病 を 処 置 す る こ と が で き る 。 　 糖 尿 病 　 糖 尿 病 は
心 臓 血 管 系 で 、 血 糖 中 の 異 常 な 高 台 、 脂 質 お よ び 異 常 (併 発 症 )の 変 更 、 目 、 腎 臓 お よ び 神
経 系 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ た 共 通 の 代 謝 異 常 で あ る 。 糖 尿 病 は 2つ の 別 個 の 疾 病 に 分 類 さ
れ る :タ イ プ 1糖 尿 病 （ 若 年 性 の 発 症 ） (そ れ は 、 イ ン シ ュ リ ン を 作 り 分 泌 す る 細 胞 の 損 失
に 起 因 す る )お よ び タ イ プ 2糖 尿 病 （ 成 人 性 の 発 症 ）  (イ ン シ ュ リ ン 分 泌 の 欠 陥 お よ び イ ン
シ ュ リ ン 反 応 の 欠 陥 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る )。
【 ０ １ ５ ２ 】
タ イ プ 1糖 尿 病 は 、 膵 臓 の 小 島 で 細 胞 (β 細 胞 )を 分 泌 す る イ ン シ ュ リ ン を 攻 撃 す る 、 自 己
免 疫 の 反 応 に よ っ て 開 始 す る 。 β 細 胞 の 破 壊 が 始 ま る S前 に こ の 反 応 が 生 じ る の を 防 ぐ か
、 反 応 を 止 め る 試 薬 は 、 こ の 疾 病 用 の 潜 在 的 な 治 療 で あ る 。 ベ ー タ 細 胞 増 殖 お よ び 再 生 を
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引 き 起 こ す 他 の 試 薬 は さ ら に 潜 在 的 な 治 療 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
タ イ プ II糖 尿 病 は 2つ の 糖 尿 病 の 条 件 (人 口 の 6%)に 共 通 す る 。 イ ン シ ュ リ ン 分 泌 の 欠 陥 は
糖 尿 病 の 条 件 の 重 要 な 原 因 で 、 適 切 に 、 イ ン シ ュ リ ン 放 出 を 備 え た 血 糖 レ ベ ル の 上 昇 に 検
知 し て 応 答 す る β 細 胞 の 無 力 化 に 起 因 す る 。 β 細 胞 に よ る 反 応 を グ ル コ ー ス に 増 加 さ せ る
治 療 は 、 こ の 疾 病 の 重 要 な 新 し い 治 療 法 を 提 示 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ４ 】
タ イ プ II糖 尿 病 患 者 主 題 の イ ン シ ュ リ ン 応 答 の 欠 陥 は 治 療 の 介 在 の 別 の 目 標 で あ る 。 筋 肉
、 肝 臓 お よ び 脂 肪 中 の イ ン シ ュ リ ン 受 容 体 の 活 動 を 増 加 さ せ る 試 薬 は 、 血 糖 の 減 少 お よ び
血 し ょ う 脂 質 の 正 常 化 を 引 き 起 こ す で し ょ う 。 直 接 受 容 体 を 刺 激 す る か 、 受 容 体 か ら の 細
胞 内 の 信 号 を 増 加 さ せ る 試 薬 は 受 容 体 活 動 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 他 の 治 療 は 、 イ ン
シ ュ リ ン 状 の 結 果 を 生 成 す る た め に 細 胞 の 終 了 プ ロ セ ス (つ ま り グ ル コ ー ス 輸 送 、 様 々 な
酵 素 シ ス テ ム )を 直 接 活 性 化 す る こ と が で き る 、 し た が っ て 、 1つ の 、 有 益 な 結 果 を 重 量 超
過 の 主 題 が タ イ プ II糖 尿 病 に 対 し て よ り 大 き な 感 受 性 を 有 す る 体 重 を 減 少 さ せ る ど ん な 試
薬 も 可 能 な 治 療 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
Ｉ お よ び タ イ プ 糖 尿 病 が 扱 う こ と が で き る 両 方 の 型 の イ ン シ ュ リ ン 応 答 を 模 倣 す る 試 薬 あ
る い は 血 糖 レ ベ ル の 縮 小 に よ り 糖 尿 病 の 併 発 症 を 扱 う 。 同 様 に 、 試 薬 、 そ れ は 新 し い 血 容
器 成 長 を 縮 小 す る 、 両 方 の 疾 病 の 中 で 発 展 す る 目 併 発 症 を 扱 う た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
肥 満 症
肥 満 症 お よ び 過 体 重 は 、 除 脂 肪 体 重 と 比 較 し た 体 脂 肪 の 過 剰 と し て 規 定 さ れ る 。 カ ロ リ ー
摂 取 の 増 加 ま た は エ ネ ル ギ ー 支 出 の 減 少 、 あ る い は そ の 両 方 が 、 脂 肪 と し て 貯 え ら れ る 余
剰 エ ネ ル ギ ー を 導 く 不 均 衡 を 生 じ さ せ 得 る 。 肥 満 症 は 、 重 大 な 医 療 上 の 罹 患 率 お よ び 死 亡
率 の 増 加 と 関 連 し て い る 。 肥 満 症 の 病 因 は 十 分 に 理 解 さ れ て お ら ず 、 遺 伝 的 要 因 、 環 境 要
因 ま た は そ の ２ つ の 組 み 合 わ せ の た め に 、 正 方 向 の エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス が 引 き 起 さ れ 得 る
。 対 照 的 に 、 食 欲 不 振 症 お よ び 悪 液 質 は 、 エ ネ ル ギ ー 支 出 に 対 す る エ ネ ル ギ ー 取 り 込 み の
不 均 衡 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 負 方 向 の エ ネ ル ギ ー バ ラ ン ス を 引 き 起 こ し 、 体 重 が 減 少 す
る 。 エ ネ ル ギ ー 支 出 を 増 大 さ せ る か 、 お よ び ／ ま た は エ ネ ル ギ ー 取 り 込 み 、 吸 収 若 し く は
貯 蔵 を 減 少 さ せ る 物 質 は 、 肥 満 症 、 過 体 重 、 お よ び 関 連 す る 同 時 羅 患 率 を 処 置 す る の に 有
用 で あ ろ う 。 エ ネ ル ギ ー 取 り 込 み を 増 大 さ せ る 、 お よ び ／ ま た は エ ネ ル ギ ー 支 出 を 減 少 さ
せ る 、 あ る い は 痩 せ た 組 織 (lean tissue)の 量 を 増 大 さ せ る 物 質 は 、 悪 液 質 、 食 欲 不 振 症
お よ び 萎 縮 病 を 処 置 す る の に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ５ ７ 】
こ の 遺 伝 子 、 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 、 及 び こ の 遺 伝 子 若 し く は そ の 遺 伝 子 の 一 部 又 は そ の
産 物 を 調 整 す る 物 質 は 、 肥 満 症 、 過 体 重 、 食 欲 不 振 症 、 悪 液 質 、 萎 縮 病 、 食 欲 抑 制 、 食 欲
増 進 、 満 腹 感 の 増 大 若 し く は 減 少 、 体 重 の 調 整 、 お よ び ／ ま た は 過 食 症 な ど の 他 の 摂 食 障
害 を 処 置 す る の に 有 用 で あ る 。 ま た 、 こ の 遺 伝 子 、 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 、 お よ び こ の 遺
伝 子 ま た は そ の 遺 伝 子 産 物 若 し く は そ の 産 物 を 調 整 す る 物 質 は 、 肥 満 症 ／ 高 血 圧 症 、 糖 尿
病 II型 、 環 動 脈 疾 患 、 高 脂 血 症 、 脳 卒 中 、 胆 嚢 疾 患 、 痛 風 、 変 形 関 節 炎 、 睡 眠 時 無 呼 吸 お
よ び 呼 吸 問 題 を 含 む 過 体 重 関 連 同 時 羅 患 率 、 幾 つ か の タ イ プ の 癌 （ 子 宮 体 癌 、 乳 癌 、 前 立
腺 癌 お よ び 大 腸 癌 を 含 む ） 、 塞 栓 疾 患 、 多 嚢 胞 性 卵 巣 症 候 群 、 減 弱 化 受 胎 能 、 妊 娠 の 合 併
症 、 月 経 不 順 、 多 毛 症 、 ス ト レ ス 尿 失 禁 、 及 び う つ 病 、 を 処 置 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
Ｃ Ｎ Ｓ 障 害
処 置 で き る Ｃ Ｎ Ｓ 障 害 に は 、 脳 損 傷 、 脳 血 管 疾 患 及 び こ れ ら の 予 後 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 皮
質 基 底 核 変 性 症 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン 疾 患 、 痴 呆 （ Ａ Ｌ Ｓ 、 多 発 性 硬 化 症 、 外 傷 性 脳 損 傷 、 脳
卒 中 、 脳 卒 中 後 、 外 傷 後 脳 損 傷 お よ び 小 血 管 性 脳 血 管 疾 患 を 含 む ） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、
痴 呆 症 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 血 管 性 痴 呆 、 レ ビ 小 体 痴 呆 、 前 頭 側 頭 骨 痴 呆 、 及 び 第
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１ ７ 染 色 体 に 関 連 し た パ ー キ ン ソ ニ ズ ム 、 前 頭 側 頭 骨 痴 呆 症 （ ピ ッ ク 病 、 進 行 性 核 麻 痺 (p
rogressive nuclear palsy)、 皮 質 基 底 核 変 性 症 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 視 床 退 縮 (thalamic d
egeneration)、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト － ヤ コ ブ 病 、 Ｈ Ｉ Ｖ 性 痴 呆 症 、 痴 呆 症 を 伴 う 統 合 失 調 症
、 及 び コ ル サ コ フ 精 神 病 を 含 む ） を 処 置 で き る 。 同 様 に 、 認 知 関 連 障 害 、 例 え ば 穏 和 な 認
知 障 害 、 加 齢 関 連 性 記 憶 障 害 、 加 齢 関 係 性 認 知 減 退 、 血 管 性 認 知 障 害 、 注 意 欠 陥 障 害 、 注
意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 及 び 学 習 障 害 を 患 っ た 子 供 の 記 憶 障 害 を 、 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の
活 性 を 調 節 す る こ と に よ っ て 処 置 で き る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
Ｃ Ｎ Ｓ 障 害 に 関 連 す る 疼 痛 も ま た 、 ヒ ト 膜 型 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を 調 節 す る こ と に
よ っ て 処 置 で き る 。 処 置 で き る 疼 痛 に は 、 中 枢 神 経 系 障 害 と 関 連 す る も の 、 例 え ば 多 発 性
硬 化 症 、 脊 髄 損 傷 、 坐 骨 神 経 痛 、 失 敗 し た 腰 部 手 術 (failed back surgery)症 候 群 、 外 傷
性 脳 損 傷 、 癲 癇 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 脳 卒 中 後 、 及 び 脳 や 脊 髄 に お け る 血 管 破 壊 （ 例 え ば 、
梗 塞 、 出 血 、 血 管 新 生 異 常 ） が 挙 げ ら れ る 。 非 中 枢 神 経 因 性 疼 痛 に は 、 乳 房 切 除 術 後 疼 痛
、 反 射 性 交 感 神 経 性 ジ ス ト ロ フ ィ ー （ Ｒ Ｄ Ｓ ） 、 三 叉 神 経 痛 ラ ジ オ キ ュ ロ パ シ ー (trigemi
nal neuralgiaradio－ culopathy)、 術 後 の 疼 痛 、 Ｈ Ｉ Ｖ ／ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 関 連 疼 痛 、 癌 疼 痛 、 代
謝 神 経 痛 （ 例 え ば 、 糖 尿 病 性 神 経 障 害 、 結 合 組 織 疾 患 に 対 す る 第 ２ の 血 管 炎 神 経 障 害 ） 、
例 え ば 肺 癌 種 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 前 立 腺 、 大 腸 若 し く は 胃 癌 種 、 三 叉 神 経 痛 及 び 疱 疹 後
神 経 痛 と 関 連 す る 腫 瘍 随 伴 性 多 発 神 経 障 害 が 挙 げ ら れ る 。 癌 及 び 癌 処 置 と 関 連 す る 疼 痛 も
ま た 処 置 で き 、 頭 痛 （ 例 え ば 前 兆 を 伴 う 片 頭 痛 、 前 兆 を 伴 わ な い 片 頭 痛 、 お よ び 他 の 片 頭
痛 障 害 ） 、 偶 発 性 及 び 慢 性 緊 張 性 頭 痛 、 緊 張 型 様 頭 痛 、 群 発 性 頭 痛 や 慢 性 発 作 性 片 頭 痛 も
処 置 で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
心 疾 患 に は 心 臓 及 び 血 管 系 に お け る 疾 患 ： う っ 血 性 心 不 全 、 心 筋 梗 塞 、 心 臓 の 虚 血 疾 患 、
全 種 類 の 心 房 性 不 整 脈 及 び 心 室 性 不 整 脈 、 高 血 性 血 管 疾 患 及 び 末 梢 血 管 疾 患 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
心 不 全 は 、 心 機 能 の 異 常 が 新 陳 代 謝 組 織 の 要 求 に 見 合 っ た 割 合 で 血 液 を ポ ン プ す る 心 臓 の
機 能 不 全 が 原 因 の 病 理 学 的 状 態 と し て 規 定 さ れ る 。 こ れ に は 、 ポ ン プ 不 全 の 全 て の 形 態 、
例 え ば 高 拍 出 及 び 低 拍 出 、 急 性 及 び 慢 性 、 右 心 系 又 は 左 心 系 、 収 縮 期 又 は 拡 張 期 、 根 本 原
因 と は 無 関 係 な も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
心 筋 梗 塞 （ Ｍ Ｉ ） は 、 動 脈 硬 化 症 に よ り 狭 く な っ た 冠 動 脈 の 血 栓 性 閉 塞 に 続 い て 、 一 般 的
に 冠 血 流 量 の 急 激 な 低 下 に よ り 発 症 す る 。 Ｍ Ｉ 予 防 法 （ １ 次 予 防 及 び 二 次 予 防 ） が 含 ま れ
、 Ｍ Ｉ の 急 性 期 処 置 及 び 合 併 症 の 予 防 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
虚 血 疾 患 は 、 冠 流 量 が 制 限 さ れ 、 灌 流 が 心 筋 の 酸 素 要 求 量 を 補 う に は 不 十 分 と な る 状 態 を
表 す 。 こ の 疾 患 群 に は 、 安 定 狭 心 症 、 不 安 定 狭 心 症 及 び 無 症 候 性 虚 血 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
不 整 脈 に は 、 心 房 性 及 び 心 室 性 頻 脈 性 不 整 脈 （ 心 房 頻 脈 、 心 房 粗 動 、 心 房 細 動 、 心 房 － 心
室 興 奮 回 帰 性 (リ エ ン ト ラ ン ト )頻 脈 、 早 期 興 奮 症 候 群 、 心 室 頻 脈 、 心 室 粗 動 、 心 室 細 動 ）
の 全 形 態 、 並 び に 除 脈 性 不 整 脈 形 態 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
血 管 疾 患 は 、 原 発 性 お よ び 全 て の 種 の 二 次 性 動 脈 性 高 血 圧 症 （ 腎 性 、 内 分 泌 性 、 神 経 性 、
そ の 他 ） を 包 含 す る 。 こ こ に 開 示 す る 遺 伝 子 お よ び そ の 産 物 は 、 高 血 圧 症 の 治 療 お よ び 全
合 併 症 の 防 止 の た め の 薬 物 標 的 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
末 梢 血 管 疾 患 と は 、 動 脈 お よ び ／ ま た は 静 脈 血 流 が 減 少 し 、 そ の 結 果 、 血 液 供 給 と 組 織 の
酸 素 要 求 の 間 に 不 均 衡 が 生 じ て い る 血 管 疾 患 と し て 定 義 す る 。 こ れ に は 、 慢 性 末 梢 動 脈 閉
塞 疾 患 （ Ｐ Ａ Ｏ Ｄ ） 、 急 性 動 脈 血 栓 症 お よ び 塞 栓 症 、 炎 症 性 血 管 疾 患 、 レ イ ノ ー 現 象 、 お
よ び 静 脈 疾 患 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
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慢 性 閉 塞 性 肺 （ 又 は 気 道 ） 疾 患 （ Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ ） は 、 慢 性 気 管 支 炎 に よ る 肺 気 腫 及 び 末 梢 気 道
閉 塞 の 併 発 が 一 般 的 な 原 因 で あ る 、 気 流 閉 塞 と し て 生 理 的 に 定 義 さ れ る 状 態 で あ る （ Seni
or＆ Shapiro, Pulmonary Diseases and Disorders, 3d ed., New York, McGraw－ Hill, 1
998, pp. 659－ 681,1998; Barnes, Chest 117, 10S－ 14S, 2000） 。 肺 気 腫 は 、 肺 空 気 間
隙 の 異 常 な 拡 張 を 引 き 起 こ す 肺 胞 壁 の 破 壊 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 慢 性 気 管 支 炎 は 、 連
続 ２ 年 間 そ れ ぞ れ に ３ ヶ 月 間 の 慢 性 多 産 咳 (chronic productive cough)が 見 ら れ る と い う
よ う に 臨 床 的 に 定 義 さ れ る 。 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ に お い て は 、 気 流 閉 塞 は 通 常 進 行 性 で あ り 、 希 に 好
転 す る こ と が あ る 。 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ の 発 症 に お い て 、 タ バ コ の 喫 煙 は か な り 重 要 な 危 険 因 子 で あ
る が 、 こ の 疾 患 は 非 喫 煙 者 に も 発 症 す る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
気 道 の 慢 性 炎 症 は 、 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ の 鍵 と な る 病 態 的 特 徴 で あ る （ Senior＆ Shapiro, 1998） 。
炎 症 細 胞 群 に は 、 増 加 し た 数 の 貪 食 細 胞 、 好 中 球 お よ び Ｃ Ｄ + ８ リ ン パ 球 が 含 ま れ る 。 吸
引 し た 刺 激 物 、 例 え ば タ バ コ の 煙 が 、 気 道 に 常 在 す る 貪 食 細 胞 を 活 性 化 し 、 同 様 に ケ モ カ
イ ン （ 例 え ば 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ８ ） 及 び 他 の 走 化 因 子 を 放 出 す る こ と に な る 上 皮 細 胞
を 活 性 化 す る 。 こ れ ら の 走 化 因 子 が 作 用 し て 、 血 液 か ら 肺 組 織 及 び 気 道 へ 輸 送 す る 好 中 球
／ 単 球 を 増 加 さ せ る 。 気 道 に 補 充 さ れ た 好 中 球 及 び 単 球 が 、 ダ メ ー ジ を 与 え る 可 能 性 の あ
る 種 々 の 媒 介 物 、 例 え ば タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 や 活 性 酸 素 種 を 放 出 し 得 る 。 マ ト リ ッ ク ス 分
解 、 並 び に 気 道 壁 の 肥 大 化 、 界 面 活 性 剤 機 能 障 害 及 び 粘 液 過 分 泌 を 伴 う 肺 気 腫 、 こ れ ら 全
て が 障 害 性 気 流 及 び ガ ス 交 換 を 引 き 起 こ す 炎 症 性 応 答 と な る 可 能 性 が あ る 後 遺 症 で あ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ と Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ
い く つ か の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ の 病 理 と 関 連 付 け ら れ て い る 。 例 え ば 、 ケ モ カ イ ン Ｉ Ｌ －
８ は Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ １ 及 び Ｃ Ｘ Ｃ Ｒ ２ を 通 じ て 作 用 し 、 こ れ ら の 受 容 体 の ア ン タ ゴ ニ ス ト は Ｃ Ｏ
Ｐ Ｄ の 治 療 と し て 研 究 さ れ て い る 。 代 謝 調 節 型 受 容 体 の Ｐ ２ Ｙ フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー は 、 正
常 な 肺 機 能 に お い て 非 常 に 重 要 な 役 割 を 果 た し 得 る 。 特 に 、 Ｐ ２ Ｙ 2 受 容 体 は 肺 の 粘 膜 毛
様 体 排 除 機 構 の 調 節 に 関 与 す る と 考 え ら れ て お り 、 こ の 受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト が 慢 性 気 管 支
炎 を 患 っ て い る 患 者 の 気 道 の 粘 液 排 除 を 刺 激 し 得 る （ Yerxa Johnson, Drugs of the Futu
re 24,759－ 769,1999） 。 従 っ て 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ に つ い て の 治 療 標 的 で あ り 、 既 存
の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ フ ァ ミ リ ー 又 は 新 規 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 更 な る メ ン バ ー を 同 定 す る こ と で 、 よ り 魅 力 的
な 標 的 を 産 出 で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
癌
癌 は 、 基 本 的 に 発 癌 性 細 胞 形 質 転 換 に よ っ て 発 症 す る 疾 患 で あ る 。 形 質 転 換 細 胞 を そ れ ら
の 正 常 な 対 応 物 か ら 区 別 し 、 か つ 癌 の 病 態 生 理 に 基 づ く 形 質 転 換 細 胞 の 特 徴 は 幾 つ か あ る
。 そ れ ら に は 、 非 制 御 型 細 胞 性 増 殖 、 通 常 の 死 誘 導 シ グ ナ ル に 対 す る 不 応 答 （ 不 死 化 ） 、
増 大 し た 細 胞 運 動 性 及 び 侵 襲 性 、 新 た な 血 管 新 生 の 誘 導 を 通 じ た 血 液 供 給 を 補 充 す る た め
の 増 大 し た 能 力 （ 血 管 新 生 ） 、 遺 伝 子 の 不 安 定 性 、 並 び に 調 節 不 全 遺 伝 子 発 現 が 挙 げ ら れ
る 。 薬 剤 耐 性 の 獲 得 と と も に 、 こ れ ら の 異 常 な 生 理 機 能 の 種 々 の 組 み 合 わ せ に に よ り 、 最
終 的 に 臓 器 不 全 お よ び 患 者 の 死 と な る 難 治 性 疾 患 状 態 に 頻 繁 に 陥 る 。
【 ０ １ ７ １ 】
最 も 一 般 的 な 癌 治 療 は 、 細 胞 増 殖 を 標 的 と し 、 形 質 転 換 細 胞 と 正 常 細 胞 と の 間 の 効 率 に 関
す る そ の 特 異 な 増 殖 能 に 基 づ い て い る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 幾 つ か の 重 要 な 正 常 細 胞 タ イ
プ も ま た 高 増 殖 で あ り 、 か つ 癌 細 胞 が 高 頻 度 に こ れ ら の 物 質 に 対 し て 耐 性 と な る と い う 現
実 に よ り 妨 げ ら れ て い る 。 従 っ て 、 従 来 の 抗 癌 治 療 に つ い て の 治 療 指 数 は 珍 し く ２ .０ を
超 え て い る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
ゲ ノ ミ ク ス 誘 導 性 分 子 の 標 的 同 定 は 、 癌 患 者 に 安 全 で 、 か つ よ り 効 率 的 な 処 置 を 提 供 で き
る 治 療 介 入 の た め の 新 た な 癌 特 異 的 標 的 を 同 定 す る 可 能 性 を 開 い た 。 従 っ て 、 新 た に 発 見
さ れ る 腫 瘍 関 連 遺 伝 子 及 び そ の 産 物 を 疾 患 に お け る そ れ ら の 機 能 （ 群 ） に つ い て 試 験 で き
、 そ し て 革 新 的 な 治 療 を 発 見 し 、 か つ 開 発 す る た め に 道 具 と し て 用 い る こ と が で き る 。 以
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上 に 概 説 し た 生 理 学 的 プ ロ セ ス の 多 く に 重 要 な 働 き が あ る 遺 伝 子 は 、 癌 標 的 と し て 特 徴 付
け る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
遺 伝 子 は 処 置 と し て 使 用 で き る 。 ま た 、 ゲ ノ ミ ク ス を 通 じ て 同 定 さ れ る 遺 伝 子 又 は 遺 伝 子
断 片 は 、 す ぐ に １ つ 又 は そ れ 以 上 の 非 相 同 （ ヘ テ ロ ー ガ ス ） 発 現 系 に お い て 発 現 さ せ 、 機
能 性 組 換 え タ ン パ ク 質 を 産 生 さ 細 胞 こ と が で き る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 そ の 生 物 学 的 機 能
に つ い て イ ン ビ ト ロ で 特 徴 付 け ら れ 、 そ の 後 そ の 生 化 学 活 性 の 化 学 修 飾 因 子 （ モ ジ ュ レ ー
タ ー ） を 同 定 す る た め 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 子 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ グ ラ ム に お け る 道 具 と
し て 用 い ら れ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 活 性 の ア ゴ ニ ス ト 及 び ／ 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を こ の 様 式
で 同 定 し 、 次 い で 、 細 胞 お よ び イ ン ビ ボ 疾 患 モ デ ル に て 抗 癌 活 性 に つ い て 試 験 す る 。 生 物
学 的 モ デ ル に お け る 反 復 試 験 や 、 詳 細 な 薬 物 動 態 力 学 的 分 析 及 び 中 毒 学 的 分 析 を 用 い た リ
ー ド 化 合 物 の 最 適 化 に よ り 、 薬 物 開 発 及 び 次 の ヒ ト で の 試 験 に つ い て の 基 礎 を 形 成 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
ア レ ル ギ ー は 、 環 境 抗 原 に よ り 臨 床 的 な 副 作 用 が 引 き 起 こ さ れ る 複 合 過 程 で あ る 。 ア レ ル
ゲ ン と 称 さ れ る 誘 導 性 抗 原 は 、 一 般 に 特 異 的 な Ｉ ｇ Ｅ 応 答 を 引 き 起 こ し 、 大 抵 の 場 合 、 ア
レ ル ゲ ン 自 体 に は 毒 性 が ほ と ん ど な い か 、 あ る い は 全 く な い が 、 Ｉ ｇ Ｅ 応 答 に よ り 次 々 と
Ｉ ｇ Ｅ 依 存 性 又 は Ｔ 細 胞 依 存 性 の 過 敏 反 応 が 誘 導 さ れ 、 病 理 が 発 症 す る 。 過 剰 反 応 は 、 局
所 的 又 は 全 身 性 の 場 合 が あ り 、 以 前 に あ る ア レ ル ゲ ン に 対 し て 敏 感 と な っ た 個 体 に そ の ア
レ ル ゲ ン を 曝 す と 、 典 型 的 に は 数 分 以 内 に 過 剰 反 応 を 発 症 す る 。 こ の ア レ ル ギ ー の 過 剰 反
応 は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 （ 例 え ば 、 肥 満 細 胞 、 好 塩 基 球 ま た は 好 酸 球 ） 表 面 の 特 異 的 な 受
容 体 と 結 合 し て い る Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 が ア レ ル ゲ ン を 認 識 し て 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 を 活 性 化 し 、
そ し て 急 性 サ イ ン 及 び 応 答 の 症 状 を 起 こ す 媒 介 物 質 を 放 出 す る こ と に よ り 発 症 す る 。 ア レ
ル ギ ー 疾 患 に は 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 （ 枯 草 熱 ） 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 及 び ア ナ フ ィ キ
ラ シ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
喘 息 は 、 多 く の 遺 伝 子 と 環 境 因 子 と の 相 互 作 用 に よ る 結 果 と し て 考 え ら れ て お り 、 以 下 の
３ つ の 主 要 な 特 性 ： １ ） 気 管 支 収 縮 、 粘 液 生 産 増 大 、 気 道 の 狭 小 化 を 引 き 起 こ す 気 道 壁 の
肥 厚 化 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 断 続 的 か つ 可 逆 的 な 気 道 閉 塞 、 ２ ） 気 道 口 径 制 御 の 低 下 に よ
り 引 き 起 こ さ れ る 気 道 反 応 亢 進 、 及 び ３ ） 気 道 炎 症 、 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。 特 定 の 細 胞
は 、 喘 息 の 炎 症 反 応 に 重 要 で あ り 、 そ れ ら に は Ｔ 細 胞 、 及 び 抗 原 提 示 細 胞 、 Ｉ ｇ Ｅ を 産 生
す る Ｂ 細 胞 、 並 び に Ｉ ｇ Ｅ と 結 合 す る 肥 満 細 胞 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 及 び 他 の 細 胞 が 含 ま れ
る 。 こ れ ら の エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 、 気 道 の ア レ ル ギ ー 反 応 部 位 に 蓄 積 し て お り 、 そ し て 急
性 病 状 に 及 び 最 終 的 に 該 疾 患 に 関 連 す る 組 織 破 壊 に 関 与 す る 毒 性 産 物 を 放 出 す る 。 平 滑 筋
細 胞 、 肺 上 皮 細 胞 、 粘 液 生 産 細 胞 及 び 神 経 細 胞 な ど の 他 の 常 在 (resident)細 胞 も ま た 喘 息
を 患 っ て い る 個 体 に お い て は 異 常 な も の と な り 得 、 病 状 に 寄 与 し 得 る 。 臨 床 的 に 断 続 喘 鳴
及 び 呼 吸 不 足 な ど を 示 す 喘 息 の 気 道 閉 塞 は 、 一 般 に 緊 急 処 置 が 必 要 と さ れ る 疾 患 の 多 く の
圧 迫 症 状 を 引 き 起 こ す と 同 時 に 、 該 疾 患 と 関 連 し た 炎 症 及 び 組 織 破 壊 は 、 最 終 的 に 喘 息 を
長 期 管 理 が 必 要 な 身 体 障 害 と す る 不 可 逆 変 化 を 引 き 起 こ し 得 る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
近 年 の 喘 息 に 対 す る 病 理 理 解 の 大 き な 進 展 に も 拘 わ ら ず 、 こ の 疾 患 の 羅 患 率 及 び 重 傷 度 は
増 大 し て い る よ う で あ る （ Gergen及 び Weiss, Am. Rev. Respir. Dis. 146, 823－ 24,1992
） 。 人 口 の ３ ０ ～ ４ ０ ％ が ア ト ピ ー 性 ア レ ル ギ ー に 苦 し ん で お り 、 人 口 の う ち 子 供 １ ５ ％
及 び 成 人 ５ ％ が 喘 息 に 苦 し ん で い る （ Gergen及 び Weiss, 1992） 。 従 っ て 、 我 々 の 医 療 財
源 に 莫 大 な 負 担 が か か っ て い る 。 し か し な が ら 、 喘 息 の 診 断 及 び 処 置 は 困 難 で あ る 。 肺 組
織 炎 症 の 重 症 度 を 測 定 す る の は 容 易 で な く 、 こ の 疾 患 の 症 状 は し ば し ば 呼 吸 器 感 染 症 、 慢
性 呼 吸 器 炎 症 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 又 は 他 の 呼 吸 性 疾 患 か ら 区 別 で き な い 。 原 因 と な る
環 境 因 子 を 取 り 出 す こ と が 困 難 で あ る た め 、 刺 激 性 ア レ ル ゲ ン を 決 定 で き な い こ と が し ば
し ば で あ る 。 現 在 の 薬 理 学 的 処 置 は そ れ 自 体 の 不 利 益 さ に よ る 問 題 が あ る 。 一 般 に 用 い ら
れ る 治 療 物 質 、 例 え ば β ア ゴ ニ ス ト は 、 一 時 的 に 肺 機 能 を 改 善 す る 症 状 緩 和 物 と し て 作 用
し 得 る が 、 根 本 的 な 炎 症 に は 作 用 し な い 。 根 本 的 な 炎 症 を 低 減 さ せ 得 る 物 質 、 例 え ば 抗 炎
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症 性 ス テ ロ イ ド は 、 免 疫 抑 制 か ら 骨 喪 失 の 範 囲 に ま で 及 ぶ と い う 大 き な 欠 点 が あ り 得 る （
Goodman及 び Gilman's THE PHARMACOLOGIC BASIS OF THERAPEUTICS, Seventh Edition, Ma
cMillan Publishing Company, NY, USA, 1985） 。 さ ら に 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド を 吸 入 す
る な ど の 現 在 の 治 療 の 多 く は 持 続 性 が 短 く 、 使 用 に 不 便 で あ り 、 そ し て 症 例 に よ っ て は し
ば し ば 一 生 定 期 的 に 用 い な け れ ば な ら な い 、 重 要 な 問 題 は 患 者 が 処 置 に 応 じ る の を 止 め る
こ と で 処 置 の 有 効 性 が 低 減 す る こ と で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
こ の 従 来 の 治 療 に 関 す る 問 題 の た め 、 代 わ り と な る 処 置 ス ト ラ テ ジ ー が 評 価 さ れ て い る 。
グ リ コ ホ リ ン Ａ （ Chu及 び Sharom, Cell. Immunol. 145, 223－ 39,1992） 、 シ ク ロ ス ポ リ
ン （ Alexanderら 、 Lancet 339, 324－ 28,1992） 及 び Ｉ Ｌ － ２ の ノ ナ ペ プ チ ド 断 片 （ Zav'y
alovら 、 Immunol. Lett. 31, 285－ 88,1992） の 全 て は イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ 依 存 性 Ｔ リ
ン パ 球 増 殖 を 阻 害 す る が 、 こ れ ら は 多 く の 別 の 効 果 を 示 す こ と が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、
シ ク ロ ス ポ リ ン は 臓 器 移 植 後 の 免 疫 抑 制 物 質 と し て 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 物 質 は 、 喘 息 の
処 置 に お け る ス テ ロ イ ド の 代 替 物 に 相 当 し 得 る と 同 時 に 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － ２ 依 存 性 Ｔ
リ ン パ 球 増 殖 及 び ホ メ オ ス タ シ ス と 関 連 す る 潜 在 的 に 重 要 な 免 疫 機 能 を 阻 害 す る 。 気 管 支
圧 縮 （ bronchochonstriction） の 媒 介 物 質 、 例 え ば ク ロ モ ン (cromones)又 は 抗 ロ イ コ ト リ
エ ン の 放 出 又 は 活 性 化 を ブ ロ ッ ク す る 別 の 処 置 が 穏 和 な 喘 息 の 処 置 に 最 近 導 入 さ れ た が 、
こ れ ら は 非 常 に 高 価 な 上 に 、 全 て の 患 者 に 有 効 と い う 訳 で も な く 、 こ れ ら が 喘 息 性 炎 症 と
関 連 す る 慢 性 変 化 に 何 ら か の 影 響 を 及 ぼ す か 否 か に つ い て も 明 ら か で は な い 。 喘 息 の 発 症
に 重 要 な 経 路 に お い て 作 用 で き 、 該 疾 患 の 偶 発 的 攻 撃 を ブ ロ ッ ク し 、 患 者 を 免 疫 無 防 備 状
態 に す る こ と な く 過 剰 反 応 ア レ ル ギ ー 免 疫 応 答 を 優 先 的 に 弱 ら せ る こ と の で き る 処 置 の 同
定 が 、 当 分 野 で 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
気 道 平 滑 筋 の 収 縮 と 炎 症 細 胞 の 化 学 的 誘 引 に 関 与 す る 仲 介 物 質 の 多 く は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 結 合 を
介 し て そ れ ら の 効 果 を 発 揮 す る 。 平 滑 筋 収 縮 の 仲 介 物 質 に は 、 ロ イ コ ト リ エ ン 、 血 小 板 活
性 化 因 子 、 エ ン ド セ リ ン － １ 、 ア デ ノ シ ン 、 お よ び ト ロ ン ボ キ サ ン Ａ ２ が あ る 。 こ れ ら 仲
介 物 質 の 幾 つ か に よ る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 活 性 化 を 遮 断 す る レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト が 喘 息 の 治
療 薬 と し て 成 功 裏 に 使 用 さ れ て き た 。 炎 症 細 胞 の 化 学 的 誘 引 物 質 に は 、 ケ モ カ イ ン 、 例 え
ば エ オ タ キ シ ン 、 Ｍ Ｃ Ｐ － ４ 、 RANTES、 お よ び Ｉ Ｌ － ８ が あ る 。 同 様 に ケ モ カ イ ン レ セ プ
タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト が 喘 息 の 治 療 薬 と し て 開 発 さ れ て い る 。 Sarau et al., Mol.Pharmaco
l. 56,657－ 63,1999; Kitaura et al., J.Biol.Chem. 271,7725－ 30,1996; Ligget et al
., Am.J.Respir.Crit.Care Med. 152,394－ 402,1995; Panettieri et al., J.Immunol. 1
54,2358－ 65,1995; Noveral et al., Am.J.Physiol. 263,L317－ 24,1992; Honda et al.,
 Nature 349,342－ 46,1991。
【 ０ １ ７ ９ 】
幾 つ か の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 活 性 化 は 逆 に 喘 息 に お い て 有 益 な 効 果 を 持 っ て い る 。 例 え ば 、 β １ －
お よ び β ２ － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 活 性 化 す る レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト は 、 喘 息 発
作 の 治 療 の 際 、 収 縮 し た 気 道 平 滑 筋 を 弛 緩 さ せ る た め に 治 療 的 に 使 用 さ れ る 。 こ の よ う に
、 正 ま た は 負 の や り 方 で の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 調 節 が 、 喘 息 治 療 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 得 る
。
【 ０ １ ８ ０ 】
血 液 疾 患
グ ア ニ ン － ヌ ク レ オ チ ド － 結 合 （ Ｇ － ） タ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） は 、 様 々
な 造 血 過 程 、 例 え ば 前 駆 体 細 胞 の 、 増 殖 、 分 化 、 生 存 、 造 血 お よ び リ ン パ 組 織 へ の 移 動 お
よ び 定 着 （ homing） 、 に 関 与 し て い る 。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 機 能 不 全 は 、 血 液 細 胞 の 不 十 分 な 産 生
に つ な が り 得 、 貧 血 、 白 血 球 減 少 、 血 小 板 減 少 ま た は 種 々 の 様 態 の 白 血 病 を も た ら す 。
【 ０ １ ８ １ 】
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 循 環 す る 白 血 球 細 胞 の 様 々 な 機 能 、 例 え ば 、 リ ン パ 球 に お け る 免 疫 応 答 の 活
性 化 、 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 、 お よ び 顆 粒 球 の 走 化 性 、 に お い て 役 割 を 担 っ て い る
。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 機 能 の 調 節 不 良 は 、 免 疫 機 能 の 低 下 、 ア レ ル ギ ー お よ び 宿 主 の 防 御 シ ス テ ム の
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他 の 病 的 状 態 の 原 因 と な り 得 る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
循 環 血 小 板 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 血 小 板 凝 集 お よ び 止 血 に つ な が る メ デ ィ エ ー タ ー の 分 泌 を 引 き 起
こ す 活 性 化 を 媒 介 す る 。 薬 理 学 的 ま た は 分 子 遺 伝 子 学 的 方 法 に よ る 、 血 小 板 に お け る Ｇ Ｐ
Ｃ Ｒ 機 能 の 調 節 は 血 栓 性 疾 患 お よ び 出 血 性 疾 患 に お け る 重 要 な 役 割 を 担 っ て お り 、 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ は 適 当 な 治 療 薬 物 の 標 的 と な る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 小 さ な 分 子 様 セ ロ ト ニ ン か ら 高 分 子 の ペ プ チ ド 様 ケ モ カ イ ン ま で 、 様 々 な ク
ラ ス の リ ガ ン ド と 結 合 す る こ と に よ り 活 性 化 さ れ る 。 い く つ か の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 タ ン パ ク 質
加 水 分 か い に よ る 切 断 、 例 え ば ト ロ ン ビ ン に よ り 活 性 化 さ れ る 。 リ ガ ン ド が 結 合 す る と 、
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ か ら の シ グ ナ ル が 、 さ ら な る 経 路 の シ グ ナ ル 伝 達 を 決 定 す る α サ ブ ユ ニ ッ ト の ク
ラ ス の ヘ テ ロ 三 量 体 の Ｇ タ ン パ ク 質 に よ り 媒 介 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
同 定 さ れ て い な い リ ガ ン ド ま た は 未 知 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 （ 例 え ば 新 規 な Ｇ － タ ン
パ ク 質 ） を 伴 う 、 「 標 準 的 で な い 」 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ま た は こ れ ま で 造 血 ま
た は 止 血 系 と 関 連 付 け ら れ て い な か っ た ク ラ ス に 属 す る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 同 定 さ れ る こ と は 考 え
ら れ る 。 し た が っ て 、 造 血 前 駆 体 ま た は 循 環 血 液 細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 す る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
が 、 造 血 ま た は 止 血 の 機 能 不 全 に 治 療 滴 介 入 の 優 れ た 標 的 で あ る と 予 想 す る こ と は 無 理 も
な い 。 Yang M., Srikaiatkhachorn A, Antony M., Chong B.H.; Blood Coagul. Fibrinol
ysis 1996, 127-33; Arai H., Tsou C.L., Charo I.F.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94
, 14495-14499, 1997; Aragay A.M., Quick M.W.; J. Biol. Chem. 274, 4807-4815, 199
9; Davignon I., Catalina M.D., Smith D., Montgomery J., Croy J., Siegelman M., W
ilkie T.M.; Mol. Cell. Biol. 20, 797-804, 2000; Wiesmann A., Spangrude G.J.; Exp
. Hematol. 27, 946-955, 1999; Van Brocklyn J.R., Graler M.H., Bernhardt G., Hobs
on J.P., Lipp M., Spiegel S.; Blood 95, 2624-2629, 2000; Brass L.F.; J. Clin. In
vest. 104, 1663-1665, 1999; Coughlin S.R.; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 11023-
11027, 1999を 参 照 。
【 ０ １ ８ ５ 】
泌 尿 器 系 の 疾 患
尿 失 禁
尿 失 禁 は 、 不 随 意 性 の 尿 の 排 出 で あ る 。 ス ト レ ス 尿 失 禁 (SUI)(そ れ は 、 尿 道 の 閉 鎖 メ カ ニ
ズ ム の 欠 陥 に よ っ て 通 常 引 き 起 こ さ れ る )と も に 、 尿 失 禁 (UUI)が 最 も 一 般 的 な タ イ プ の UI
の う ち の １ つ で あ る 。 さ ら に 、 そ れ は 、 そ の よ う な 障 害 を 持 た な い 個 人 に 生 じ る が 、 UUI
は 、 痴 呆 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 多 発 性 硬 化 症 、 卒 中 お よ び 糖 尿 病 の よ う な ニ ュ ー ロ ン の 損 害
を 引 き 起 こ す 神 経 学 的 障 害 あ る い は 疾 病 に し ば し ば 関 係 し て い る 。 UUIの 通 常 の 原 因 の う
ち の 1つ は 、 膀 胱 (OAB)の 活 動 過 剰 (そ れ は 、 排 尿 筋 の 収 縮 異 常 お よ び 不 安 定 か ら く る 頻 繁
で 緊 急 の 症 状 を い う 病 状 で あ る )で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
主 と し て UUIの 扱 い を 支 援 す る た め に 今 日 市 場 に 出 て い る 尿 失 禁 の た め の い く つ か の 薬 物
治 療 が あ る 。 OABの た め の 治 療 は 、 抗 コ リ ン 作 用 剤 の 開 発 に 対 す る 主 な 強 調 を 含 む 、 周 辺
の 神 経 の 管 理 機 構 に 影 響 す る 薬 、 あ る い は 膀 胱 排 尿 平 滑 筋 収 縮 に 直 接 作 用 す る も の 焦 点 が
当 て ら れ て い る 。 こ れ ら の 薬 剤 は 副 交 感 神 経 (そ れ ら は 膀 胱 を こ と を コ ン ト ロ ー ル す る )を
阻 害 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 膀 胱 の 排 尿 筋 に 対 す る 直 接 の 鎮 攣 性 の 影 響 を 働 か せ る
こ と が で き る 。 こ れ は 、 膀 胱 内 圧 の 減 少 、 キ ャ パ シ テ ィ ー の 増 加 、 お よ び 膀 胱 短 縮 の 周 波
数 の 縮 小 に 帰 着 す る 。 プ ロ パ ン テ リ ン (ProBanthine)、 ト ル テ ロ ジ ン 酒 石 酸 塩 (Detrol)お
よ び オ キ シ ブ チ ニ ン  (Ditropan)の よ う な 経 口 で 活 性 の あ る 抗 コ リ ン 作 用 性 薬 は 、 最 も 一
般 に 処 方 さ れ る 薬 で あ る 。 し か し な が ら 、 そ れ ら の 最 も 重 大 な 欠 点 は 乾 燥 口 、 視 覚 異 常 、
便 秘 お よ び 中 枢 神 経 系 妨 害 の よ う な 絶 え が た い 副 作 用 で あ る 。 こ れ ら の 副 作 用 は 貧 弱 な 従
順 に 結 び つ く 。 乾 燥 口 の 徴 候 だ け は 、 オ キ シ ブ チ ニ ン を 備 え た 70%の 非 従 順 割 合 の 原 因 で
あ る 。 現 在 の 治 療 の 不 適 当 な 点 は 、 よ り 少 数 の 副 作 用 を 持 っ て い る 斬 新 で 特 効 が あ り 、 安
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全 で 、 口 頭 で 利 用 可 能 な 薬 の 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー
無 効 に し て い る 間 、 尿 道 の 括 約 筋 の 正 確 に 統 合 排 尿 弛 緩 お よ び 短 縮 は 正 常 な 膀 胱 充 填 物 の
た め に 必 要 に な る 、 反 対 を 要 す る 。 こ の 調 和 さ せ ら れ た 調 整 は 、 脊 髄 、 橋 お よ び 前 脳 部 に
あ る 頻 尿 セ ン タ ー の 中 で 、 刺 激 性 の 活 動 、 抑 制 す る 活 動 お よ び 知 覚 神 経 活 動 の 統 合 に よ っ
て 達 成 さ れ る 。 5-セ ロ ト ニ ン (5-HT)、 &#61543;ア ミ ノ 酪 酸 、 グ リ シ ン 、 ド ー パ ミ ン 、 ア セ
チ ル コ リ ン お よ び エ ン ケ フ ァ リ ン の よ う な い く つ か の 神 経 伝 達 物 質 は 、 脊 柱 で supraspina
lな サ イ ト (de Groatら 、 泌 尿 生 殖 器 の シ ス テ ム の 神 経 質 な コ ン ト ロ ー ル 、 227-290、 1993
年 )の 頻 尿 反 射 道 で 識 別 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
中 枢 と 末 梢 の メ カ ニ ズ ム (Espey ＆  Downie、 Eur J Pharmacol 287: 173-177、 1995年 )に
よ っ て 頻 尿 に 5-HTが 効 果 が あ る こ と が 認 識 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
ほ と ん ど の よ く 特 徴 づ け ら れ た 5-HTレ セ プ タ ー は G-蛋 白 質 共 役 レ セ プ タ ー (レ イ モ ン ド ら
お よ び Naunyn Schmiedebergsア ー チ Pharmacol 346: 127-137、 1992年 )で あ る 。 5-HT1フ ァ
ミ リ ー は 、 酵 素 を 禁 じ る 特 性 を 共 有 す る 5つ の レ セ プ タ ー (5-HT1A、 1B、 1D、 1Eお よ び 1F)
か ら 成 る 、 セ ロ ト ニ ン に よ っ て 刺 激 さ れ た 時 シ ク ラ ー ゼ を ア デ ニ ル 化 す る 。 5-HT1Eレ セ プ
タ ー (そ れ は CNSに 制 限 さ れ た よ う に 見 え る )を 例 外 と し て 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー は CNSお よ
び 周 囲 の 両 方 で 見 つ か る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
頻 尿 の コ ン ト ロ ー ル に お け る 5-HT1Aの 生 理 学 の 役 割 は 解 明 さ れ た 、 5-HT1Aレ セ プ タ ー の 使
用 、 選 択 的 な 敵 WAY100635、 意 識 的 な ネ ズ ミ (Lecciら 、 J Pharmacol Exp Therap 262:)中
の 一 貫 し て 害 す る 膀 胱 収 縮 性 の な い 膀 胱 キ ャ パ シ テ ィ ー の 麻 酔 を か け ら れ た ネ ズ ミ お よ び
増 加 中 の isovolumetricな 膀 胱 短 縮 の 印 の あ る ブ ロ ッ ク を 示 し た 。 181-189、 1992年 .WAY10
0635の 鞘 内 の 管 理 に よ る 脊 柱 の 5-HT1Aレ セ プ タ ー の 封 鎖 は 、 脳 橋 の 頻 尿 セ ン タ ー の 電 気 的
な 刺 激 に よ っ て 誘 発 さ れ た 、 そ れ が 、 昇 順 の 道 に 対 す る 影 響 を 示 さ な か っ た 膀 胱 短 縮 に よ
っ て も 膀 胱 膨 張 に よ っ て も 引 き 起 こ さ れ た 頻 尿 反 射 を 阻 害 し た 。 WAY100635の 有 効 な 鞘 内
の 管 理 は 、 L6-S1脊 髄 レ ベ ル 障 壁 &Eglen(FASEB J 10)に 制 限 さ れ た :1398-1407、 1996年 .さ
ら に 、 そ れ は 、 選 択 的 な 作 動 筋 8-OH-DPATが 促 進 し た 、 5-HT1Aレ セ プ タ ー の そ の 鞘 内 の 管
理 を 示 し た 、 正 常 な ネ ズ ミ 中 の 頻 尿 反 射 お よ び 8-OH-DPATの そ の 静 脈 内 の 管 理 は 、 慢 性 的
に 脊 柱 に な っ た ネ ズ ミ (カ ー ン ら お よ び 世 界 J Urol 17:255-260,1999)中 の 膀 胱 膨 張 に よ っ
て 引 き 起 こ さ れ た 反 射 の 膀 胱 の 短 縮 の 振 幅 を 増 加 さ せ た 。 腰 仙 の 脊 髄 レ ベ ル に こ れ ら の 結
果 5-HT1Aレ セ プ タ ー と 一 緒 に 得 ら れ て 、 頻 尿 反 射 道 の 強 壮 剤 管 理 に お け る 重 要 な 役 割 を 持
っ て い る 。 5-HT1A敵 に は 、 活 動 し 過 ぎ る 膀 胱 を 扱 い 、 か つ 尿 失 禁 を 促 す た め に 治 療 の 長 所
が あ り 得 る 。
【 ０ １ ９ １ 】
5-HT2フ ァ ミ リ ー は 、 細 胞 内 の phosphoinositide新 陳 代 謝 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 作 用
す る 3つ の レ セ プ タ ー (5-HT2A、 2Bお よ び 2C)か ら 成 り ま す 。 5-HT4レ セ プ タ ー は 、 両 方 の CN
Sの 中 に 、 お よ び 周 囲 (こ こ で シ ク ラ ー ゼ を ア デ ニ ル 化 す る た め に そ れ は 確 か に 連 結 さ れ る
)の 様 々 な 組 織 に つ い て あ る 。 シ ク ラ ー ゼ を ア デ ニ ル 化 す る 5-HT5レ セ プ タ ー の 否 定 の カ ッ
プ リ ン グ が あ る よ う に 見 え ま す 。 5つ の HT6お よ び 5-HT7レ セ プ タ ー は 両 方 と も シ ク ラ ー ゼ
を ア デ ニ ル 化 す る た め に 確 か に 連 結 さ れ る 。 5-HT7レ セ プ タ ー が 中 央 と 周 辺 の 組 織 に 位 置
し て い る 一 方 、 5-HT6レ セ プ タ ー は CNSで の み 見 つ か り ま す 。 配 位 子 に ゲ ー ト 制 御 さ れ た イ
オ ン ・ チ ャ ン ネ ル 上 科 の メ ン バ ー で あ る た だ 一 つ の セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー は 、 5-HT3レ セ
プ タ ー で あ る 。 セ ロ ト ニ ン に よ っ て 刺 激 さ れ た 時 、 こ の レ セ プ タ ー は セ ル へ 偏 り を な く す
陽 イ オ ン 流 れ を 導 く 。
【 ０ １ ９ ２ 】
5-HT3あ る い は 5-HT4レ セ プ タ ー の 活 性 化 は ア セ チ ル コ リ ン ・ リ リ ー ス (Testaら お よ び J Ph
armacol Exp Ther 290: 1258-1269、 1999年 . 5-HTレ セ プ タ ー は 妨 害 (柿 崎 ら は J Physiol
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で あ る 、 規 定 す る 、 集 成 的 、 Physiol 280の 伴 奏 を す る :R1407-1413、 2001年 。 し た が っ て
、 5つ の HT3敵 あ る い は 5-HT4敵 は 活 動 し 過 ぎ る 膀 胱 の 処 理 に お い て 有 益 か も し れ な い )に 続
く 膀 胱 の 中 で upregulatedさ れ る )を 促 進 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
本 発 明 は 、 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 に よ っ て 同 定 さ れ る 新 規 物 質 の 使 用 に さ ら に 関 す る
。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 同 定 さ れ る 被 験 化 合 物 を 適 当 な 動 物 モ デ ル に 使 用 す
る こ と は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 同 定 さ れ る 物 質 （
例 え ば 、 調 節 物 質 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 特 異 的 抗 体 、 リ ボ ザ イ ム 又 は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ
Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド 結 合 分 子 ） を 、 そ の よ う な 物 質 を 用 い た 処 置 の 効 果 、 毒 性 又 は 副 作 用 を
決 定 す る た め に 、 動 物 モ デ ル に 用 い る こ と が あ る 。 あ る い は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に
同 定 さ れ た 物 質 を 、 該 物 質 の 作 用 機 構 を 決 定 す る た め に 、 動 物 モ デ ル に 使 用 す る 場 合 が あ
る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 処 置 に 対 す る 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 検 定 に よ っ て
同 定 さ れ る 新 規 物 質 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 試 薬 を 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 を 低 下 さ せ る た
め に 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ の い ず れ か に お い て ヒ ト 細 胞 に 投 与 す る こ と が で き る 。 試
薬 は 、 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 の 発 現 産 物 と 結 合 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の 発 現 産
物 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 試 薬 は 抗 体 で あ る こ と が 好 ま し い 。 生 体 外 で の ヒ ト 細 胞 の 処
置 に つ い て は 、 抗 体 を 、 人 体 か ら 取 り 出 し て お い た 幹 細 胞 の 調 製 物 に 添 加 す る こ と が で き
る 。 そ の 後 、 そ の 細 胞 を 、 当 分 野 で 周 知 の よ う に 、 ク ロ ー ン 増 殖 さ せ る か 、 又 は さ せ ず に
同 じ 又 は 別 の 人 体 に 移 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
１ つ の 態 様 に お い て は 、 試 薬 を 、 リ ポ ソ ー ム を 用 い て 送 達 す る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 投 与 し た
動 物 中 に て 、 少 な く と も 約 ３ ０ 分 間 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ 時 間 、 さ ら に よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 ２ ４ 時 間 安 定 で あ る こ と が 好 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム は 、 試 薬 、 特 に ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 動 物 （ 例 え ば ヒ ト ） の 特 定 の 部 位 に 標 的 化 す る こ と が で き る 脂 質 組 成
物 を 含 む 。 リ ポ ソ ー ム の 脂 質 組 成 物 は 、 動 物 の 特 有 の 器 官 、 例 え ば 肺 、 肝 臓 、 脾 臓 、 心 臓
、 脳 、 リ ン パ 節 及 び 皮 膚 を 標 的 化 で き る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
本 発 明 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 標 的 化 し た 細 胞 の 原 形 質 膜 と 融 合 で き 、 そ の 内 容 物 を 細 胞
に 送 達 で き る 脂 質 組 成 物 を 含 む 。 好 ま し く は 、 リ ポ ソ ー ム の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は
約 １ ０ 6 細 胞 に 送 達 さ れ る リ ポ ソ ー ム １ ６ ｎ ｍ ｏ ｌ 当 た り Ｄ Ｎ Ａ 約 ０ .５ μ ｇ で あ り 、 よ り
好 ま し く は 約 １ ０ 6 細 胞 に 送 達 さ れ る リ ポ ソ ー ム １ ６ ｎ ｍ ｏ ｌ 当 た り Ｄ Ｎ Ａ 約 １ .０ μ ｇ で
あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 １ ０ 6 細 胞 に 送 達 さ れ る リ ポ ソ ー ム １ ６ ｎ ｍ ｏ ｌ 当 た り Ｄ
Ｎ Ａ 約 ２ .０ μ ｇ で あ る 。 好 ま し く は 、 リ ポ ソ ー ム は 直 径 が 、 約 １ ０ ０ ～ ５ ０ ０ ｎ ｍ で あ
り 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ５ ０ ～ ４ ５ ０ ｎ ｍ で あ り 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ ０ ～ ４ ０
０ ｎ ｍ で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
本 発 明 に 用 い る に 適 し た リ ポ ソ ー ム は 、 例 え ば 当 業 者 に 知 ら れ る 遺 伝 子 送 達 法 に 標 準 的 に
用 い ら れ る リ ポ ソ ー ム を 含 む 。 よ り 好 ま し い リ ポ ソ ー ム は 、 ポ リ カ チ オ ン 脂 質 組 成 物 を 有
す る リ ポ ソ ー ム お よ び ／ ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル と 連 結 さ れ た コ レ ス テ ロ ー ル バ ッ
ク ボ ー ン （ 骨 格 鎖 ） を 有 す る リ ポ ソ ー ム を 含 む 。 場 合 に よ り 、 リ ポ ソ ー ム は 、 例 え ば リ ポ
ソ ー ム の 外 側 表 面 に 曝 さ れ る 腫 瘍 細 胞 リ ガ ン ド の よ う な 、 リ ポ ソ ー ム を 癌 細 胞 に 標 的 化 す
る こ と が 可 能 な 化 合 物 、 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
リ ポ ソ ー ム を 、 試 薬 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ザ イ ム と 複 合 体
化 す る こ と は 、 当 分 野 で 標 準 的 な 方 法  (例 え ば 、 米 国 特 許 5,705,151を 参 照 の こ と ) を 用
い て 達 成 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 約 ０ .１ μ ｇ ～ 約 １ ０ μ ｇ を
リ ポ ソ ー ム 約 ８ ｎ ｍ ｏ ｌ と 組 み 合 わ せ る 、 よ り 好 ま し く は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 約 ０ .５ μ ｇ
～ 約 ５ μ ｇ を リ ポ ソ ー ム 約 ８ ｎ ｍ ｏ ｌ と 組 み 合 わ せ る 、 さ ら に よ り 好 ま し く は ポ リ ヌ ク レ
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オ チ ド 約 １ ０ μ ｇ を リ ポ ソ ー ム 約 ８ ｎ ｍ ｏ ｌ と 組 み 合 わ せ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
別 の 態 様 に お い て は 、 抗 体 を 、 受 容 体 媒 介 性 標 的 化 送 達 を 用 い て 、 イ ン ビ ボ に て 特 定 の 組
織 に 送 達 す る こ と が で き る 。 受 容 体 媒 介 性 Ｄ Ｎ Ａ 送 達 技 術 は 、 例 え ば Findeisら 、 Trends 
in Biotechnol. 11, 202－ 05 (1993); Chiouら 、 GENE THERAPEUTICS: METHODS AND APPLI
CATIONS OF DIRECT GENE TRANSFER (J. A. Wolffら 、 ) (1994); Wu ＆  Wu, J. Biol. Che
m. 263, 621－ 24 (1988); Wuら 、 J. Biol. Chem. 269, 542－ 46 (1994); Zenkeら 、 Proc.
 Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 3655－ 59 (1990); Wuら 、 J. Biol. Chem. 266, 338－ 42 
(1991) に て 教 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
治 療 的 有 効 量 の 決 定
治 療 的 有 効 量 の 決 定 は 、 充 分 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 に あ る 。 治 療 的 有 効 量 と は 、 治 療 的 有
効 量 の 不 在 下 で 起 こ る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 に 比 較 し て ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 を 増 大
さ せ 、 ま た は 低 下 さ せ る 活 性 成 分 の 量 を 指 す 。
【 ０ ２ ０ １ 】
い か な る 化 合 物 に 関 し て も 、 治 療 的 有 効 量 は 最 初 に 細 胞 培 養 検 定 で 、 ま た は 動 物 モ デ ル 、
通 常 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ま た は ブ タ で 見 積 も る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は 適 当 な 濃
度 範 囲 お よ び 投 与 経 路 の 決 定 に も 使 用 で き る 。 次 に こ の よ う な 情 報 を 用 い て 人 間 で の 有 用
な 用 量 と 投 与 経 路 を 決 定 で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
治 療 的 有 効 性 お よ び 毒 性 、 例 え ば Ｅ Ｄ 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ で 治 療 的 に 有 効 な 用 量 ） お よ び Ｌ
Ｄ 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ で 致 死 的 な 用 量 ） は 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に お け る 標 準 的 薬 学 的
方 法 に よ り 決 定 で き る 。 治 療 効 果 に 対 す る 毒 性 効 果 の 用 量 比 が 治 療 指 数 で あ り 、 比 Ｌ Ｄ 5 0

／ Ｅ Ｄ 5 0 で 表 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
大 き な 治 療 指 数 を 示 す 医 薬 組 成 物 が 好 ま し い 。 細 胞 培 養 検 定 お よ び 動 物 研 究 か ら 得 ら れ る
デ ー タ を 、 人 間 へ の 使 用 の た め の 用 量 範 囲 を 処 方 す る 際 に 使 用 す る 。 か か る 組 成 物 に 含 ま
れ る 用 量 は 、 好 ま し く は 殆 ど ま た は 全 く 毒 性 を 持 た な い Ｅ Ｄ 5 0 を 包 含 す る 循 環 濃 度 の 範 囲
内 で あ る 。 こ の 用 量 は 、 使 用 す る 用 量 型 、 患 者 の 感 受 性 、 お よ び 投 与 経 路 に 応 じ て こ の 範
囲 内 で 変 わ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
正 確 な 用 量 は 、 治 療 を 必 要 と す る 対 象 に 関 連 す る 因 子 に 照 ら し て 医 師 が 決 定 す る 。 用 量 お
よ び 投 与 は 、 充 分 な レ ベ ル の 活 性 成 分 を 提 供 す る よ う 、 ま た は 所 望 の 効 果 を 保 持 す る よ う
、 調 節 す る 。 考 慮 で き る 因 子 は 、 疾 病 状 態 の 重 篤 度 、 対 象 の 全 身 健 康 状 態 、 年 齢 、 体 重 、
お よ び 対 象 の 性 別 、 食 餌 、 投 与 の 時 間 お よ び 頻 度 、 薬 物 の 組 み 合 わ せ 、 反 応 の 感 受 性 、 お
よ び 療 法 に 対 す る 寛 容 ／ 応 答 を 包 含 す る 。 長 時 間 作 用 性 医 薬 組 成 物 は 、 そ の 製 剤 の 半 減 期
お よ び ク リ ア ラ ン ス 率 に 応 じ て ３ か ら ４ 日 毎 、 毎 週 、 ま た は ２ 週 間 に １ 回 投 与 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
標 準 的 な 用 量 は 投 与 経 路 に 応 じ て ０ .１ か ら １ ０ ０ ,０ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ま で 変 え る こ と
が で き 、 約 １ gま で の 総 用 量 と す る こ と が で き る 。 特 定 の 用 量 お よ び 送 達 方 法 に つ い て の
指 針 は 文 献 に 提 供 さ れ て お り 、 一 般 に 当 分 野 の 医 師 が 入 手 で き る 。 当 業 者 は 、 ヌ ク レ オ チ
ド 用 に は タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の イ ン ヒ ビ タ ー 用 の も の と は 異 な る 製 剤 を 使 用 す る で あ
ろ う 。 同 様 に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 特 定 の 細 胞 、 状 態 、 場 所 な
ど に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
こ の 試 薬 が 一 本 鎖 抗 体 で あ る 場 合 、 こ の 抗 体 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 構 築 し
、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン － ポ リ カ チ オ ン － 媒 介 Ｄ Ｎ Ａ 転 移 、 裸 の ま た は カ プ セ ル 内 核 酸 を 用 い
る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム の 媒 介 す る 細 胞 融 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 被 覆 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ
の 細 胞 内 輸 送 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 ウ イ ル ス 感 染 、 電 気 穿 孔 、 「 遺 伝 子 銃 」 、 お よ び Ｄ
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Ｅ Ａ Ｅ － ま た は 燐 酸 カ ル シ ウ ム － 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 包 含 す る （ 但 し こ れ ら に 限
定 さ れ る 訳 で は な い ） 充 分 確 立 し た 技 術 を 用 い て 、 ex vivoま た は イ ン ビ ボ で 細 胞 内 に 導
入 で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
抗 体 の 有 効 な イ ン ビ ボ 用 量 は 、 約 ５ μ gか ら 約 ５ ０ μ g/kg、 約 ５ ０ μ gか ら 約 ５ mg/kg、 約
１ ０ ０ μ gか ら 約 ５ ０ ０ μ g/kg（ 患 者 の 体 重 ） 、 お よ び 約 ２ ０ ０ か ら 約 ２ ５ ０ μ g/kg（ 患
者 の 体 重 ） の 範 囲 で あ る 。 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 の た め に
は 、 有 効 な イ ン ビ ボ 用 量 は 、 約 １ ０ ０ ngか ら 約 ２ ０ ０ ng、 ５ ０ ０ ngか ら 約 ５ ０ mg、 約 １ μ
gか ら 約 ２ mg、 約 ５ μ gか ら 約 ５ ０ ０ μ g、 お よ び 約 ２ ０ μ gか ら 約 １ ０ ０ μ gの Ｄ Ｎ Ａ の 範
囲 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
発 現 産 物 が ｍ Ｒ Ｎ Ａ で あ る 場 合 、 試 薬 は 好 ま し く は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は リ ボ ザ イ ム で あ る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は リ ボ ザ イ ム を 発 現 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 の よ う に 多 岐 に わ た る 方 法 に よ っ て 細 胞 中 に 導 入 で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
好 ま し く は 、 試 薬 は 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 の 発 現 ま た は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ
プ チ ド の 活 性 を 、 該 試 薬 の 不 在 時 と 比 較 し て 少 な く と も 約 １ ０ 、 好 ま し く は 約 ５ ０ 、 よ り
好 ま し く は 約 ７ ５ 、 ９ ０ 、 ま た は １ ０ ０ ％ 低 下 さ せ る 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 の 発 現
レ ベ ル ま た は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 低 下 さ せ る よ う 選 択 し た 機 構 の 有
効 性 は 、 当 分 野 で 周 知 の 方 法 、 例 え ば ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 特 異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ
プ チ ド の 免 疫 学 的 検 出 、 ま た は ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 の 測 定 を 用 い て 評 価 で き る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
上 記 の い ず れ の 態 様 に お い て も 、 本 発 明 に 係 る 任 意 の 医 薬 組 成 物 は 他 の 適 当 な 治 療 薬 と 組
み 合 わ せ て 投 与 で き る 。 併 用 療 法 に 使 用 す る た め の 適 当 な 物 質 の 選 択 は 、 常 套 的 製 薬 原 理
に 従 い 、 当 業 者 に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 治 療 薬 の 組 み 合 わ せ は 、 相 乗 的 に 働 い て 、
上 記 の 様 々 な 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 を 奏 効 さ せ る 。 こ の ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 よ り 低 い 各
物 質 の 用 量 で 治 療 効 果 を 達 成 す る こ と が で き 、 し た が っ て 有 害 な 副 作 用 の 可 能 性 を 低 減 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ １ 】
上 記 の 治 療 方 法 の い ず れ も 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル 、 お よ び 最 も
好 ま し く は ヒ ト と い っ た 哺 乳 動 物 を 包 含 す る 、 こ の よ う な 治 療 を 必 要 と す る 任 意 の 対 象 に
適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
診 断 方 法
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に お け る 突 然 変 異 の 存 在 に 疾 病 お よ び 異 常 、
ま た は 疾 病 お よ び 異 常 に 対 す る 感 受 性 を 検 出 す る 診 断 検 定 に 使 用 で き る 。 そ の よ う な 疾 患
は 、 例 え ば 、 腫 瘍 お よ び 癌 の よ う な 細 胞 の 形 質 転 換 、 高 血 圧 お よ び 低 血 圧 を 含 む 様 々 な 心
疾 患 、 並 び に 血 流 異 常 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 誘 発 性 の ア ル ド ス テ ロ ン か ら 起 こ る 疾 患 、 お よ
び 体 液 お よ び 電 解 液 ホ メ オ ス タ シ ス の 他 の 調 節 異 常 に 関 連 す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
疾 病 に 罹 患 し て い る 個 体 と 正 常 な 個 体 と に お け る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を コ ー ド し て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た
は ゲ ノ ム 配 列 の 間 の 相 違 を 決 定 で き る 。 も し 罹 患 し て い る 個 体 の 幾 つ か ま た は 全 て に 突 然
変 異 が 観 察 さ れ 、 正 常 な 個 体 に は 観 察 さ れ な い な ら ば 、 こ の 突 然 変 異 が そ の 疾 病 の 原 因 で
あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
レ フ ァ レ ン ス 遺 伝 子 お よ び 突 然 変 異 を 有 す る 遺 伝 子 の 間 の 配 列 相 違 は 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決
定 法 に よ っ て 明 ら か に で き る 。 加 え て 、 ク ロ ー ニ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 、 特 定 の Ｄ
Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る 。 こ の 方 法 の 感 受 性 は Ｐ Ｃ Ｒ
と 組 み 合 わ せ る 時 極 め て 増 強 さ れ る 。 例 え ば 、 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 ま た は 修 飾 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り
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調 製 さ れ た 一 本 鎖 鋳 型 分 子 と 共 に 、 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 配 列 決
定 は 、 放 射 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 常 套 的 方 法 に よ っ て 、 ま た は 蛍 光 標 識 を 使 用 す
る 自 動 配 列 決 定 法 に よ っ て 実 施 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 相 違 に 基 づ く 遺 伝 子 試 験 は 、 変 性 さ せ る 物 質 を 含 む ま た は 含 ま な い ゲ ル 中 の Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 の 電 気 泳 動 移 動 度 の 変 化 を 検 出 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。 小 配 列 の 欠 失 お よ び
挿 入 は 、 例 え ば 高 分 解 能 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 視 覚 化 で き る 。 異 な る 配 列 の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は
変 性 さ せ る ホ ル ム ア ミ ド 勾 配 ゲ ル 上 で 識 別 で き 、 こ こ で は 、 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 移 動 度 が
、 そ れ ら の 特 異 的 融 解 温 度 ま た は 部 分 的 融 解 温 度 に 従 っ て 、 ゲ ル 中 の 異 な る 位 置 で 遅 延 す
る （ 例 え ば 、 Myersら 、 Science 230,1242,1985を 参 照 さ れ た い ） 。 特 定 の 位 置 で の 配 列 改
変 も ま た ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 検 定 、 例 え ば Ｒ Ｎ ア ー ゼ お よ び Ｓ １ 保 護 ま た は 化 学 的 開 裂 法 に
よ っ て 明 ら か に す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Cottonら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85,4397
－ 4401,1985） 。 即 ち 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 検 出 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 Ｒ Ｎ ア ー ゼ
保 護 、 化 学 的 開 裂 、 直 接 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 と い っ た 方 法 に よ っ て 、 ま た は 制 限 酵 素 と ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 使 用 す る こ と に よ っ て 実 施 で き る 。 ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 の よ う な 直 接 法 に 加 え て 、 突 然 変 異 は in situ分 析 に よ り 検 出 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の レ ベ ル の 変 化 も ま た 種 々 の 組 織 で 検 出 で き る 。 血 液 ま た は 組 織 生 検 の よ う に 、
宿 主 か ら 誘 導 し た 身 体 試 料 中 の 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 す る た め に 用 い る 検 定
は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 競 合 的 結 合 検 定 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
分 析 、 お よ び ELISA検 定 を 包 含 す る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
本 明 細 書 に 引 用 す る 全 て の 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 引 用 に よ り 特 に 本 明 細 書 の 一 部 と す る
。 上 記 の 内 容 は 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 す る も の で あ る 。 よ り 完 全 な 理 解 は 以 下 の 具 体 的 実
施 例 を 参 照 す る こ と に よ っ て 得 ら れ 、 そ れ ら の 実 施 例 は 例 示 の み の 目 的 で 提 供 す る も の で
あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る 意 図 は 無 い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ １ ８ 】
実 施 例 １
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 の 検 出
配 列 番 号 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｖ ４ に 挿 入 し 、 得 ら れ た 発 現
ベ ク タ ー ｐ Ｃ Ｅ Ｖ ４ － ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を ヒ ト 胚 の 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト す る 。 培 養 フ ラ ス コ か ら 剥 が し た 細 胞 を 5ｍ Lの Tris HCl, 5ｍ Ｍ EDTA, pH 7.
5に 加 え 、 音 波 処 理 に よ り 溶 解 す る 。 細 胞 リ ゼ ー ト を １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 ４ ℃ に て 遠
心 す る 。 上 清 を ３ ０ ,０ ０ ０ × ｇ 、 ４ ℃ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 そ の ペ レ ッ ト を 、 ５ ０
ｍ Ｍ  ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 み
、 ０ .１ ％  Ｂ Ｓ Ａ 、 ２ μ ｇ /ｍ ｌ ア プ ロ チ ニ ン 、 ０ .５ ｍ ｇ ／ ｍ Lロ イ ペ プ チ ン お よ び １ ０
μ ｇ ／ ｍ Lホ ス ホ ラ ミ ド ン を 添 加 し た 結 合 バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ７ .５ ） 中 に 懸 濁 す る 。 添 加 す
る 放 射 性 リ ガ ン ド 、 即 ち 1 2 5 Ｉ 標 識 セ ロ ト ニ ン の １ ０ ％ 未 満 と 結 合 す る の に 必 要 と さ れ る
タ ン パ ク 質 濃 度 で 規 定 さ れ る 最 適 な 膜 懸 濁 希 釈 液 を 、 リ ガ ン ド 、 非 標 識 化 ペ プ チ ド 、 お よ
び 結 合 バ ッ フ ァ ー を 含 む ９ ６ ウ ェ ル ポ リ プ ロ ピ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 添 加 し 、
最 終 量 を ２ ５ ０ μ Lと す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
平 衡 飽 和 結 合 検 定 に お い て 、 膜 調 製 物 を 1 2 5 Ｉ 標 識 リ ガ ン ド の 増 大 濃 度 （ ０ .１ ｎ Ｍ ～ ４ ｎ
Ｍ ） の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
結 合 反 応 混 合 物 を ３ ０ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 反 応 を 、 ０ .５ ％ ポ リ エ チ レ
ン イ ミ ン を 用 い て 処 理 し た Ｇ Ｆ /Ｂ フ ィ ル タ ー に 通 じ て ろ 過 し 、 反 応 を 停 止 さ せ 、 細 胞 を
回 収 す る 。 放 射 活 性 を シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 し て 計 測 し 、 デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ ー に よ る
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非 線 形 回 帰 プ ロ グ ラ ム に よ っ て 分 析 す る 。 非 特 異 的 結 合 は 、 非 標 識 化 ペ プ チ ド １ ０ ０ ｎ Ｍ
の 存 在 下 に て 、 膜 タ ン パ ク 質 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 残 存 す る 放 射 活 性 の 量 と し て 規 定
さ れ る 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 標 準 的 と し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン と 共 に Bio－ Rad Reagentを
用 い る Bradford法 に よ り 測 定 す る 。 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
ポ リ ペ プ チ ド が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
実 施 例 ２
放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ
ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 発 現 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ヒ ト 胚 腎 臓
２ ９ ３ 細 胞 を 培 養 フ ラ ス コ か ら 剥 が し 、 ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ ５ ｍ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ７ .
５ 中 で 超 音 波 処 理 し て 溶 菌 さ せ る 。 細 胞 可 溶 化 液 を ４ ℃ に て １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心
分 離 す る 。 そ の 上 清 を ４ ℃ に て ３ ０ ,０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ × ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 そ の ペ レ ッ
ト を ５ ０ ｍ Ｍ  ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ 、 ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ
ｌ 、 ｐ Ｈ ７ .５ に ０ .１ ％  Ｂ Ｓ Ａ 、 ２ μ ｇ /ｍ ｌ  ア プ ロ チ ニ ン 、 ０ .５ ｍ ｇ /ｍ ｌ  ロ イ ペ プ
チ ン と １ ０ μ ｇ /ｍ ｌ  ホ ス ホ ラ ミ ド ン を 補 助 し た 結 合 バ ッ フ ァ ー 中 に 懸 濁 す る 。 添 加 し た
放 射 性 リ ガ ン ド の １ ０ ％ 未 満 と 結 合 す る の に 必 要 と さ れ る タ ン パ ク 質 濃 度 と し て 規 定 さ れ
る 最 適 膜 懸 濁 希 釈 液 を 、 1 2 5 Ｉ － 標 識 化 リ ガ ン ド 又 は 被 験 化 合 物 、 非 標 識 化 ペ プ チ ド 及 び
結 合 バ ッ フ ァ ー を 含 む ９ ６ ウ ェ ル  ポ リ プ ロ ピ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 、 最 終 量
が ２ ５ ０ μ ｌ と な る ま で 加 え る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
平 衡 飽 和 結 合 検 定 に お い て は 、 膜 調 製 物 を 増 大 濃 度 （ ０ .１ ｎ Ｍ ～ ４ ｎ Ｍ ） 1 2 5 Ｉ － 標 識 化
リ ガ ン ド 又 は 被 験 化 合 物 （ 比 放 射 能 ２ ２ ０ ０ Ｃ ｉ /ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 存 在 下 に て イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 種 々 の 被 験 化 合 物 の 結 合 親 和 度 は 、 各 被 験 化 合 物 の １ ２ の 異 な る 濃 度 の 存 在 下 で
０ .１ ｎ Ｍ  1 2 5 Ｉ － ペ プ チ ド を 用 い る 平 衡 的 競 合 作 用 に お い て 決 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
結 合 反 応 混 合 液 を ３ ０ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 反 応 は 、 細 胞 回 収 機 を 用 い 、
０ .５ ％  ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン で 処 理 し た Ｇ Ｆ /Ｂ フ ィ ル タ ー を 通 じ て 濾 過 す る こ と に よ り
停 止 さ せ る 。 放 射 活 性 は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 測 定 し 、 デ ー タ を コ ン ピ ュ ー タ ー
処 理 非 線 型 回 帰 プ ロ グ ラ ム に よ り 分 析 す る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
非 特 異 的 結 合 は 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ  非 標 識 化 ペ プ チ ド の 存 在 下 で 膜 タ ン パ ク 質 を イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 後 に 残 存 す る 放 射 活 性 量 と し て 規 定 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 標 準 物 と し て ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン を 含 む Ｂ ｉ ｏ － Ｒ ａ ｄ  Ｒ ｅ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ を 用 い る ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド (Bradford
)法 に よ り 測 定 す る 。 膜 タ ン パ ク 質 の 放 射 能 を 、 試 験 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て い
な い 膜 タ ン パ ク 質 の 放 射 能 に 対 し て 少 な く と も １ ５ ％ 増 加 さ せ る 化 合 物 を ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 と 同 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
実 施 例 ３
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 媒 介 型 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 形 成 に お け る 被 験 化 合 物 の 効 果
ｃ Ａ Ｍ Ｐ 形 成 の 受 容 体 媒 介 型 阻 害 は 、 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 発 現 す る 宿 主 細 胞 に お い
て 検 定 す る こ と が で き る 。 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル  プ レ ー ト に 移 し 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ５
ｍ Ｍ  テ オ フ ィ リ ン 、 ２ μ ｇ /ｍ ｌ  ア プ ロ チ ニ ン 、 ０ .５ ｍ ｇ /ｍ ｌ  ロ イ ペ プ チ ン 、 及 び １
０ μ ｇ /ｍ ｌ  ホ ス ホ ラ ミ ド ン を 補 助 し た ダ ル ベ ッ コ ホ ス フ ェ ー ト 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ
） 中 、 ５ ％  Ｃ Ｏ 2 下 に て ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 被 験 化 合 物 を 加 え 、 ３ ７
℃ で さ ら に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 培 地 を 吸 引 し 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｃ ｌ を 加 え て こ
の 反 応 を 停 止 さ せ る 。 そ の プ レ ー ト を ４ ℃ で １ ５ 分 間 保 存 す る 。 停 止 さ せ た 溶 液 中 の 内 容
物 ｃ Ａ Ｍ Ｐ を 放 射 免 疫 測 定 に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
放 射 活 性 は 、 デ ー タ 換 算 ソ フ ト ウ ェ ア ー を 備 え た ガ ン マ 計 数 を 用 い て 定 量 化 す る 。 被 験 化
合 物 が 存 在 し な い ウ ェ ル 内 容 物 中 の 放 射 活 性 と 比 較 し て ウ ェ ル 内 容 物 中 の 放 射 活 性 を 低 下
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さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 形 成 を 阻 害 す る 可 能 性 の あ る 物 質 （ イ ン ヒ ビ タ ー ） と し て
同 定 す る 。 被 験 化 合 物 が 存 在 し な い ウ ェ ル 内 容 物 中 の 放 射 活 性 と 比 較 し て ウ ェ ル 内 容 物 中
の 放 射 活 性 を 増 大 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 形 成 を 増 進 す る 可 能 性 の あ る 物 質 （ エ ン
ハ ン サ ー ） と し て 同 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
実 施 例 ４
細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 化 に お け る 被 験 化 合 物 の 効 果
細 胞 内 の 遊 離 カ ル シ ウ ム 濃 度 は 、 蛍 光 指 示 薬 Ｆ ｕ ｒ ａ － ２ /Ａ Ｍ 染 色 を 用 い る 顕 微 分 光 蛍
光 分 析 に よ り 測 定 で き る (Bushら 、 J. Neurochem. 57, 562-74, 1991)。 安 定 に ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 、 ガ ラ ス カ バ ー ス リ ッ プ イ ン サ ー ト を 含 む ３ ５ ｍ ｍ 培 養 皿 に 蒔 く 。 細
胞 を Ｈ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し 、 被 験 化 合 物 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ２ ０ ～ ４ ０ 分 間 Ｆ ｕ ｒ ａ － ２
/Ａ Ｍ 溶 液 １ ０ ０ μ ｌ を 充 填 す る 。 Ｈ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 後 に Ｆ ｕ ｒ ａ － ２ /Ａ Ｍ 溶 液 を 取 り 除
き 、 細 胞 を １ ０ ～ ２ ０ 分 間 Ｈ Ｂ Ｓ で 平 衡 化 す る 。 そ の 後 、 細 胞 を Ｌ ｅ ｉ ｔ ｚ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｖ
ｅ ｒ ｔ  Ｆ Ｓ マ ク ロ ス コ ー プ の 対 物 レ ン ズ ４ ０ × の 下 で 可 視 化 す る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
励 起 波 長 を ３ ４ ０ ｎ Ｍ ～ ３ ８ ０ ｎ Ｍ の 間 で 変 更 し て 、 蛍 光 発 光 を ５ １ ０ ｎ Ｍ で 決 定 す る 。
生 蛍 光 デ ー タ を 、 標 準 カ ル シ ウ ム 濃 度 曲 線 と 分 析 技 術 ソ フ ト ウ ェ ア ー と を 用 い て カ ル シ ウ
ム 濃 度 に 変 換 す る 。 被 験 化 合 非 存 在 下 の 蛍 光 と 比 較 し て 蛍 光 を １ ５ ％ 増 大 さ せ る 被 験 化 合
物 を 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム を 流 動 化 さ せ る 化 合 物 と 同 定 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
実 施 例 ５
ホ ス ホ イ ノ シ チ ド 代 謝 に お け る 被 験 化 合 物 の 効 果
ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 安 定 し て 発 現 す る 細 胞 を ９ ６ ウ ェ ル  プ レ ー ト に プ レ
ー テ ィ ン グ し 、 増 殖 さ せ て 密 集 さ せ る 。 検 定 の 前 日 に 、 増 殖 培 地 を １ ％ 血 清 及 び ０ .５ μ
Ｃ ｉ  3 Ｈ － マ イ イ ノ シ ト ー ル (myinositol)を 含 む 培 地 １ ０ ０ μ ｌ に 交 換 す る 。 こ の プ レ ー
ト を Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー （ ３ ７ ℃ で ５ ％ Ｃ Ｏ 2 ） 中 で 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 検 定
の 直 前 に 培 地 を 除 去 し 、 １ ０ ｍ Ｍ  Ｌ ｉ Ｃ ｌ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ２ ０ ０ μ ｌ に 置 き 換 え 、 そ し て
細 胞 を 新 し い 培 地 を 用 い て ２ ０ 分 間 平 衡 化 す る 。 こ の 間 隔 の 間 に 、 Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ２ ０ 倍 濃 縮
の 一 部 １ ０ μ ｌ と し て 加 え る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 い て 、 細 胞 を さ ら に 平 衡 化 す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 代 謝 由 来 の 3 Ｈ － イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ェ ー ト 蓄 積 は 、 被 験 化 合 物 を
含 む 溶 液 １ ０ μ ｌ を 加 え る こ と で 始 ま る 。 最 初 の ウ ェ ル に １ ０ μ ｌ を 加 え 、 基 礎 蓄 積 を 測
定 す る 。 被 験 化 合 物 の １ １ 種 の 濃 度 を 、 そ の 次 の 各 プ レ ー ト 列 の １ １ ウ ェ ル に て 検 定 す る
。 全 て の 検 定 は 、 ２ つ の 連 続 プ レ ー ト 列 に 等 量 を 添 加 す る し て 繰 り 返 す こ と に よ り ２ 回 行
な う 。
【 ０ ２ ３ １ 】
こ の プ レ ー ト を Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に て １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 反 応 は 、 ５
０ ％  ト リ ク ロ ロ 酢 酸 （ Ｔ Ｃ Ａ ） １ ５ μ ｌ を 加 え 、 次 い で ４ ℃ で ４ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し て 停 止 さ せ る 。 １ Ｍ  ト リ ス ４ ０ μ ｌ を 用 い て Ｔ Ｃ Ａ を 中 和 し た 後 、 ウ ェ ル 中 の 内 容 物
を Ｄ ｏ ｗ ｅ ｘ  Ａ Ｇ １ － Ｘ ８ （ ２ ０ ０ ～ ４ ０ ０ メ ッ シ ュ 、 義 酸 塩 形 態 ） を 含 む マ ル チ ス ク
リ ー ン (Multiscreen） Ｈ Ｖ フ ィ ル タ ー プ レ ー ト （ Millipore） に 移 す 。 こ の フ ィ ル タ ー プ
レ ー ト は 、 各 ウ ェ ル に 対 し て Ｄ ｏ ｗ ｅ ｘ  Ａ Ｇ １ － Ｘ ８ 懸 濁 液 (５ ０ ％ ｖ /ｖ 、 水 ： 樹 脂 ) 
２ ０ ０ μ ｌ を 加 え て 調 製 す る 。 そ の フ ィ ル タ ー プ レ ー ト を 真 空 多 岐 管 (vacuum manifold)
に 置 き 、 樹 脂 床 を 洗 う か 、 又 は 溶 出 す る 。 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル を 水 ２ ０ ０ μ ｌ で ２ 回 洗 い 、
５ ｍ Ｍ  テ ト ラ ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム /６ ０ ｍ Ｍ  ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム ２ ０ ０ μ ｌ で ２ 回 洗 う 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
3 Ｈ － Ｉ Ｐ を １ .２ Ｍ  ギ 酸 ア ン モ ニ ウ ム /０ .１  ギ 酸 ２ ０ ０ μ ｌ を 用 い て 空 の ９ ６ -ウ ェ ル
プ レ ー ト 中 を 溶 出 す る 。 ウ ェ ル 中 の 内 容 物 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ク テ ル ３ ｍ ｌ に 加 え 、 放
射 活 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 決 定 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
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実 施 例 ６
受 容 体 結 合 法
標 準 的 結 合 検 定 。 結 合 検 定 は 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ .４ 、 ０ .５ ％  Ｂ Ｓ Ａ 及 び ５
ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 を 含 む 結 合 バ ッ フ ァ ー 中 に て 行 な う 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 含 む 膜 断 片 と
結 合 し て い る 放 射 性 リ ガ ン ド に 対 す る 標 準 検 定 を 、 ９ ６ ウ ェ ル  マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー
ト （ 例 え ば 、 Dynatech Immulon II リ ム ー バ ウ ェ ル (Removawe)llプ レ ー ト ） に お い て 以 下
の よ う に 行 な う 。 放 射 性 リ ガ ン ド を 結 合 バ ッ フ ァ ー ＋ Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ /Ｂ ａ ｃ ｉ 中 に 所 望 の ｃ ｐ
ｍ /５ ０ μ ｌ と な る よ う に 希 釈 し た 後 、 一 部 ５ ０ μ ｌ を こ の ウ ェ ル に 加 え る 。 非 特 異 的 結
合 試 料 に つ い て 、 ４ ０ μ Ｍ  冷 リ ガ ン ド  ５ μ ｌ を さ ら に ウ ェ ル に 加 え る 。 結 合 は 、 結 合 バ
ッ フ ァ ー ＋ Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ /Ｂ ａ ｃ ｉ 中 に 所 望 の 濃 度 （ 膜 タ ン パ ク 質 １ ０ ～ ３ ０ μ ｇ /ウ ェ ル ） に
希 釈 し た 膜 を ウ ェ ル 当 た り １ ５ ０ μ ｌ 添 加 し て 開 始 さ せ る 。 そ の 後 、 プ レ ー ト を Ｌ ｉ ｎ ｂ
ｒ ｏ マ イ ラ ー プ レ ー ト シ ー ラ ー （ Flow Labs） で 覆 い 、 Dynatech MicroshakerIIに 置 く 。
結 合 は 、 室 温 で １ ～ ２ 時 間 進 行 さ せ 、 そ の プ レ ー ト を ２ ,０ ０ ０ × ｇ で １ ５ 分 間 遠 心 分 離
す る こ と に よ っ て 停 止 さ せ る 。 そ の 上 清 を 棄 て 、 膜 ペ レ ッ ト を 一 度 冷 却 結 合 バ ッ フ ァ ー ２
０ ０ μ ｌ を 加 え て 洗 浄 し 、 手 短 に 攪 拌 し 、 再 び 遠 心 分 離 す る 。 個 々 の ウ ェ ル を １ ２ × ７ ５
ｍ ｍ チ ュ ー ブ に 置 き 、 Ｌ Ｋ Ｂ  ガ ン マ マ ス タ ー 計 数 に て 計 数 す る （ 効 率 ７ ８ ％ ） 。 こ の 方
法 に よ る 特 異 的 結 合 は 、 素 早 く （ ３ ～ ５ 秒 ） ろ 過 す る こ と 、 及 び ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン コ ー
テ ィ ン グ グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー で 洗 浄 す る こ と に よ り 取 り 除 い た 場 合 に 測 定 し た も
の と 一 致 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
さ ら に 、 こ の 標 準 結 合 検 定 の 変 法 も 用 い る 。
１ ． 冷 リ ガ ン ド 対 、 1 2 5 Ｉ － 標 識 化 リ ガ ン ド の 濃 度 範 囲 を 用 い る 競 合 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合
検 定 は 、 上 記 の よ う に 改 良 を 用 い て 実 施 す る 。 検 定 す る リ ガ ン ド の 全 希 釈 物 は 、 検 定 に お
け る 最 終 濃 度 の ４ ０ 倍 濃 度 に な る よ う に ４ ０ × Ｐ Ｍ Ｓ Ｆ /Ｂ ａ ｃ ｉ に て 作 製 す る 。 そ の 後
、 ペ プ チ ド 試 料 （ 各 々 ５ μ ｌ ） を マ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル ご と に 加 え る 。 膜 及 び 放 射 性 リ ガ
ン ド を 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 を 含 ま な い 結 合 緩 衝 液 に て 希 釈 す る 。 放 射 性 リ ガ ン ド を 加
え 、 冷 リ ガ ン ド と 混 合 し 、 次 い で そ の 結 合 は 膜 を 添 加 す る こ と で 開 始 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
２ ． 受 容 体 と 放 射 性 リ ガ ン ド と の 化 学 架 橋 結 合 は 、 標 準 検 定 と 同 一 の 結 合 工 程 の 後 に 行 な
う 。 し か し な が ら 、 洗 浄 過 程 は 、 Ｂ Ｓ Ａ と 放 射 性 リ ガ ン ド と の 非 特 異 的 架 橋 結 合 の 可 能 性
を 低 減 さ せ る た め 、 Ｂ Ｓ Ａ を 抜 い た 結 合 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 行 な わ れ る 。 架 橋 結 合 工 程 は
、 以 下 の 記 載 の よ う に 行 な わ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
３ ． 受 容 体 ： リ ガ ン ド 複 合 体 の 可 溶 化 研 究 用 及 び 受 容 体 精 製 用 の 膜 ペ レ ッ ト を 得 る た め 、
大 量 結 合 検 定 も さ ら に 行 な う 。 こ れ ら は 、 （ ａ ） 結 合 を １ ～ ２ ５ ０ ｍ ｌ 量 の ポ リ プ ロ ピ レ
ン チ ュ ー ブ に て 行 な う こ と 、 （ ｂ ） 膜 タ ン パ ク 質 濃 度 を 常 に ０ .５ ｍ ｇ /ｍ ｌ に す る こ と 、
及 び （ ｃ ） 受 容 体 精 製 に お い て 、 結 合 バ ッ フ ァ ー 中 の Ｂ Ｓ Ａ 濃 度 を ０ .２ ５ ％ に ま で 低 下
さ せ 、 か つ 洗 浄 工 程 は Ｂ Ｓ Ａ 不 含 結 合 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 行 な う こ と で 、 精 製 受 容 体 に お
け る Ｂ Ｓ Ａ 混 入 を 低 減 さ せ る こ と を 除 け ば 、 標 準 法 と 同 一 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
実 施 例 ７
受 容 体 に 対 す る 放 射 性 リ ガ ン ド の 化 学 架 橋 結 合
上 記 の よ う に 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 の 後 に 、 膜 ペ レ ッ ト を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 当 た り
Ｂ Ｓ Ａ 不 含 冷 却 結 合 バ ッ フ ァ ー ２ ０ ０ μ ｌ 中 に 再 懸 濁 す る 。 そ の 後 、 ウ ェ ル 当 た り ４ ｍ Ｍ
 Ｎ － ５ － ア ジ ド － ２ － ニ ト ロ ベ ン ゾ イ ル オ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ Ａ Ｎ Ｂ － Ｎ Ｏ Ｓ 、 Ｐ ｒ
ｉ ｅ ｒ ｃ ｅ ） ５ μ ｌ を 添 加 混 合 す る 。 試 料 を 氷 上 で 維 持 し 、 距 離 ５ ～ １ ０ ｃ ｍ で ミ ネ ラ ラ
イ ト Ｒ － ５ ２ Ｇ ラ ン プ （ UVP Inc., San Gabriel, Calif.） を 用 い て １ ０ 分 間 Ｕ Ｖ 照 射 す
る 。 そ の 後 、 試 料 を エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 移 し 、 膜 を 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し 、 上
清 を 棄 て 、 そ し て 膜 を 、
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 （ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ） 用 の Laemmli Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー 中
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に 溶 解 さ せ る 。 以 下 の よ う に Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 な う 。 放 射 標 識 化 タ ン パ ク 質 を 、 コ ダ ッ ク Ｘ Ａ
Ｒ フ ィ ル ム 及 び DuPontイ メ ー ジ 増 強 ス ク リ ー ン を 用 い て 乾 燥 ゲ ル の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー に よ り 可 視 化 す る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
実 施 例 ８
膜 可 溶 化
膜 可 溶 化 は 、 ２ ５ ｍ Ｍ  ト リ ス 、 ｐ Ｈ ８ 、 １ ０ ％  グ リ セ ロ ー ル （ ｗ /ｖ ） 及 び ０ .２ ｍ Ｍ  
Ｃ ａ Ｃ ｌ 2 を 含 む 緩 衝 液 （ 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー ） に お い て 行 な う 。 ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ 、 デ
オ キ シ コ レ ー ト 、 デ オ キ シ コ レ ー ト ： リ ゾ レ シ チ ン 、 Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ 及 び zwittergentを 含 む
高 溶 解 界 面 活 性 剤 は 、 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー 中 、 １ ０ ％ 濃 度 に て 用 い ら れ 、 凍 結 部 分 と し て 保
存 さ れ る 。 リ ゾ レ シ チ ン は 、 凍 結 融 解 の 際 に 不 用 化 す る た め 新 た に 作 製 し 、 ジ ギ ト ニ ン は
そ の さ ら に 限 定 さ れ た 可 溶 性 の た め 低 濃 度 で 新 た に 作 製 す る 。
膜 を 可 溶 化 す る た め 、 結 合 工 程 後 の 洗 浄 ペ レ ッ ト を 粒 子 が 見 え な く な る ま で 可 溶 化 バ ッ フ
ァ ー 中 で ピ ペ ッ テ ィ ン グ 及 び ボ ル テ ッ ク ス し て 再 懸 濁 し 、 １ ０ ０ ,０ ０ ０ × ｇ で ３ ０ 分 間
遠 心 分 離 す る 。 そ の 上 清 を 取 り 出 し 、 氷 上 に て 維 持 し 、 ペ レ ッ ト を 廃 棄 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
実 施 例 ９
可 溶 化 受 容 体 の 検 定
1 2 5 Ｉ － リ ガ ン ド を 結 合 さ せ 、 界 面 活 性 剤 を 用 い て 膜 を 可 溶 化 し た 後 に 、 無 傷 の Ｒ :Ｌ 複 合
体 を ４ つ の 異 な る 方 法 で 検 定 す る こ と が で き る 。 全 て の 方 法 は 、 氷 上 又 は ４ ～ １ ０ ℃ の 低
温 室 に て 行 な う 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
１ ． カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (Knuhtsenら 、 Biochem. J 254, 641-647,1988)。 Sephadex
 Ｇ -５ ０ カ ラ ム (８ × ２ ５ ０ ｍ ｍ )を 、 膜 を 可 溶 化 す る の に 用 い る 濃 度 の 界 面 活 性 剤 及 び １
ｍ ｇ /ｍ ｌ  ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 平 衡 化 す る 。 可 溶 化 膜 の
試 料 （ ０ .２ ～ ０ .５ ｍ ｌ ） を カ ラ ム に 充 填 し 、 流 速 約 ０ .７ ｍ ｌ /分 で 溶 出 す る 。 試 料 （ ０
.１ ８ ｍ ｌ ） を 回 収 す る 。 放 射 活 性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー に て 決 定 す る 。 カ ラ ム の 空 隙 容 量
は ブ ル ー デ キ ス ト ラ ン の 溶 出 量 に よ り 決 定 さ れ る 。 空 隙 容 量 に 溶 出 す る 放 射 活 性 を 、 タ ン
パ ク 質 に 対 す る 結 合 と み な す 。 遊 離 1 2 5 Ｉ リ ガ ン ド と 同 量 の 溶 出 後 の 放 射 活 性 を 、 非 結 合
と み な す 。
【 ０ ２ ４ １ 】
２ ． ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 沈 殿 （ Cuatrecasas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 69, 318-
322,1972） 。 １ ２ × ７ ５ ｍ ｍ ポ リ プ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ 中 の 可 溶 化 膜 試 料 １ ０ ０ μ ｌ に 対 し
て 、 ０ .１ Ｍ  リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 中 の １ ％ （ ｗ /ｖ ） ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン （ シ グ マ
） ０ .５ ｍ ｌ を 加 え 、 次 い で ２ ５ ％ （ ｗ /ｖ ） ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ シ グ マ ） ０ .５ ｍ
ｌ を 加 え て 混 合 す る 。 こ の 混 合 物 を 氷 上 に て １ ５ 分 間 維 持 す る 。 そ の 後 、 ０ .１ Ｍ  リ ン 酸
ナ ト リ ウ ム ｐ Ｈ ７ .４ を 試 料 当 た り ３ ｍ ｌ 加 え る 。 こ の 試 料 を 素 早 く （ １ ～ ３ 秒 ） Ｗ ｈ ａ
ｔ ｍ ａ ｎ  Ｇ Ｆ /Ｂ  グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー に よ り ろ 過 し 、 ホ ス フ ェ ー ト 緩 衝 液 ４ ｍ
ｌ を 用 い て 洗 浄 す る 。 Ｐ Ｅ Ｇ 沈 殿 受 容 体 ： 1 2 5 Ｉ － リ ガ ン ド 複 合 体 を フ ィ ル タ ー の ガ ン マ
計 数 に よ り 決 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
３ ． Ｇ Ｆ Ｂ /Ｐ Ｅ Ｉ フ ィ ル タ ー 結 合 （ Brunsら 、 Analytical Biochem. 132, 74-81,1983）
。 Whatman Ｇ Ｆ /Ｂ ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー を ０ .３ ％  ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン （ PEI, Sigma）
中 に ３ 時 間 浸 す 。 可 溶 化 膜 の 試 料 （ ２ ５ ～ １ ０ ０ μ ｌ ） を １ ２ × ７ ５ ｍ ｍ  ポ リ プ ロ ピ レ
ン チ ュ ー ブ に 移 す 。 そ の 後 、 界 面 活 性 剤 不 含 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー を 試 料 当 た り ４ ｍ ｌ 加 え 、
そ の 試 料 を 素 早 く （ １ ～ ３ 秒 ） Ｇ Ｆ Ｂ /Ｐ Ｅ Ｉ フ ィ ル タ ー に 通 じ て 、 ろ 過 し 、 可 溶 化 バ ッ
フ ァ ー ４ ｍ ｌ で 洗 浄 す る 。 フ ィ ル タ ー に 吸 着 し て い る 受 容 体 ： 1 2 5 Ｉ － リ ガ ン ド 複 合 体 の
Ｃ Ｐ Ｍ を ガ ン マ 計 数 に よ り 決 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
４ ． チ ャ コ ー ル /デ キ ス ト ラ ン （ Paul及 び Said, Peptides 7[Suppl. 1], 147-149,1986）
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。 デ キ ス ト ラ ン  Ｔ ７ ０ (０ .５ ｇ 、 Pharmacia)を 水 １ Ｌ 中 に 溶 解 し 、 次 い で 活 性 化 チ ャ コ
ー ル （ Norit A, alkaline; Fisher Scientific） ５ ｇ を 加 え る 。 そ の 懸 濁 液 を １ ０ 分 間 室
温 に て 攪 拌 し た 後 、 使 用 す る ま で ４ ℃ で 維 持 す る 。 Ｒ :Ｌ 複 合 体 を 測 定 す る た め 、 チ ャ コ
ー ル /デ キ ス ト ラ ン 懸 濁 液 ４ 部 容 量 を 可 溶 化 膜 １ 部 容 量 に 加 え る 。 こ の 試 料 を 混 合 し 、 氷
上 で ２ 分 間 維 持 し た 後 、 ベ ッ ク マ ン 微 量 遠 心 管 に て １ １ ,０ ０ ０ × ｇ で ２ 分 間 遠 心 分 離 す
る 。 遊 離 放 射 性 リ ガ ン ド を チ ャ コ ー ル /デ キ ス ト ラ ン に 吸 着 さ せ 、 ペ レ ッ ト を 破 棄 す る 。
上 清 中 に 受 容 体 ： 1 2 5 Ｉ － リ ガ ン ド 複 合 体 が 残 留 し て お り 、 ガ ン マ 計 数 に よ り 決 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
実 施 例 １ １
受 容 体 精 製
Ｇ Ｈ 4 Ｃ ｌ 膜 に 対 す る ビ オ チ ン 化 受 容 体 の 結 合 は 、 上 記 の よ う に 行 な う 。 室 温 で １ 時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 標 準 的 な 精 製 プ ロ ト コ ル で は 、 結 合 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に は １ ０ ｎ Ｍ
 Ｂ ｉ ｏ － Ｓ ２ ９ が 含 ま れ る 。 1 2 5 Ｉ  リ ガ ン ド を 、 標 的 と し て ５ ,０ ０ ０ ～ １ ０ ０ ,０ ０ ０
ｃ ｐ ｍ /膜 タ ン パ ク 質 ｍ ｇ レ ベ ル で 加 え る 。 コ ン ト ロ ー ル (対 照 )イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、
非 ビ オ チ ン 化 受 容 体 を 用 い て 受 容 体 を 飽 和 さ せ る た め の １ ０ μ Ｍ  冷 リ ガ ン ド が 含 ま れ る
。
【 ０ ２ ４ ５ 】
さ ら に 上 記 の よ う に 、 ０ .２ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2 を 含 む 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー 中 の ０ .１ ５ ％ デ オ キ
シ コ ー ル 酸 塩 ： リ ゾ レ ク チ ン を 用 い て 受 容 体 :リ ガ ン ド 複 合 体 の 可 溶 化 を 行 な い 、 可 溶 化
Ｒ :Ｌ 複 合 体 を 含 む １ ０ ０ ,０ ０ ０ × ｇ 上 清 を 得 る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
固 定 化 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ ６ ％  ビ ー ズ ア ガ ロ ー ス に 対 す る ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 架 橋 結
合 、 Pierce Chemical Co.; 「 Ｓ Ａ ア ガ ロ ー ス 」 ） を 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー 中 に て 洗 浄 し 、 最
終 量 の ３ ０ 分 の １ の 可 溶 化 膜 を 加 え る 。 こ の 混 合 物 を 、 終 始 回 転 さ せ て 定 常 攪 拌 し な が ら
、 ４ ～ １ ０ ℃ で ４ ～ ５ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 そ の 混 合 物 を カ ラ ム に 充 填 し 、
非 結 合 物 質 を 洗 い 出 す 。 Ｓ Ａ ア ガ ロ ー ス に 対 す る 放 射 性 リ ガ ン ド の 結 合 を 、 １ ０ ０ ,０ ０
０ × ｇ 上 清 中 の ｃ ｐ ｍ と Ｓ Ａ ア ガ ロ ー ス に 対 す る 吸 着 後 の カ ラ ム 溶 出 中 の ｃ ｐ ｍ と を 比 較
す る こ と で 決 定 す る 。 最 終 的 に カ ラ ム を 、 ０ .１ ５ ％  デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 :リ ゾ レ シ チ ン
と １ /５ ０ ０ （ vol/vol） １ ０ ０ × ４ パ セ (pase） を 含 む 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー １ ２ ～ １ ５ カ ラ
ム 容 量 を 用 い て 洗 浄 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン カ ラ ム を 、 ０ .１ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .１ ｍ Ｍ  Ｅ Ｇ Ｔ Ａ 、 ０ .１ ｍ Ｍ  Ｇ
Ｔ Ｐ － ガ ン マ － Ｓ （ シ グ マ ） 、 ０ .１ ５ ％ （ wt/vol） デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 :リ ゾ レ シ チ ン 、
１ /１ ０ ０ ０ （ vol/vol） １ ０ ０ × ４ パ セ を 含 む 可 溶 化 バ ッ フ ァ ー を 用 い て 溶 出 す る 。 初 め
、 カ ラ ム に 溶 出 バ ッ フ ァ ー １ カ ラ ム 容 量 を 通 じ 、 流 出 を ２ ０ ～ ３ ０ 分 間 で 止 め る 。 そ の 後
、 さ ら に 溶 出 バ ッ フ ァ ー ３ ～ ４ カ ラ ム 容 量 を 通 じ る 。 全 て の 溶 出 物 を 集 め る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン カ ラ ム 由 来 の 溶 出 物 を 、 固 定 化 コ ム ギ 胚 芽 凝 集 素 （ Ｗ Ｇ Ａ ア ガ ロ ー ス
、 Vector Labs） と 共 に 一 晩 中 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 Ｗ Ｇ Ａ レ ク チ ン と 共 有 結 合 炭 化 水 素 と
の 相 互 作 用 を 介 し て 、 こ の 受 容 体 を 吸 着 さ せ る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン カ ラ ム 溶 出 物 に 対 す
る Ｗ Ｇ Ａ － ア ガ ロ ー ス の 割 合 (vol/vol)は 一 般 に １ :４ ０ ０ で あ る 。 ま た １ :１ ０ ０ ０ ～ １ :
２ ０ ０ の 割 合 も 用 い る こ と が で き る 。 結 合 工 程 の 後 、 樹 脂 を 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し 、
そ の 上 清 を 取 り 出 し て 保 存 し 、 そ の 樹 脂 を ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ８ 、 ５ ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ
ｌ 2 及 び ０ .１ ５ ％  デ オ キ シ コ ー ル 酸 塩 ： リ ゾ レ シ チ ン を 含 む 緩 衝 液 中 で ３ 回 （ 各 約 ２ 分
） 洗 浄 す る 。 Ｗ Ｇ Ａ 結 合 受 容 体 を 溶 出 す る た め 、 樹 脂 を 洗 浄 す る の に 用 い た の と 同 じ Ｈ Ｅ
Ｐ Ｅ Ｓ 緩 衝 液 中 の １ ０ ｍ Ｍ  Ｎ -Ｎ '-Ｎ ''-ト リ ア セ チ ル シ ト ト リ オ ー ス の ３ 樹 脂 カ ラ ム 容
量 を 毎 回 用 い 、 氷 上 に て １ ５ ～ ３ ０ 分 間 か け て 繰 り 返 し 混 合 （ 低 速 ボ ル テ ッ ク ス 混 合 ） す
る こ と を ３ 回 行 な っ て 樹 脂 を 抽 出 す る 。 各 溶 出 工 程 の 後 に 、 樹 脂 を 遠 心 分 離 し て 、 Ｗ Ｇ Ａ
ア ガ ロ ー ス ペ レ ッ ト を 含 ま な い よ う 慎 重 に 上 清 を 取 り 出 す 。 ３ 回 分 の 集 め た 溶 出 物 に は 最
終 的 な 精 製 受 容 体 が 含 ま れ る 。 Ｗ Ｇ Ａ に 非 結 合 的 な 物 質 に は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン カ ラ ム

10

20

30

40

50

(50) JP 2004-531226 A 2004.10.14



か ら 特 異 的 に 溶 出 さ れ る Ｇ タ ン パ ク サ ブ ユ ニ ッ ト 及 び 非 特 異 的 混 入 物 が 含 ま れ る 。 こ れ ら
全 て の フ ラ ク シ ョ ン を － ９ ０ ℃ で 凍 結 保 存 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
実 施 例 １ １
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 被 験 化 合 物 の 同 定
グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 を 含 み ９ ６ ウ ェ ル  マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト の グ ル タ チ オ ン 誘 導 化 ウ ェ ル に 吸 着 し た 精 製 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を
、 生 理 緩 衝 溶 液 ｐ Ｈ ７ .０ の 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 。 ５ － Ｈ
Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 被 験 化 合 物 は 蛍 光
標 識 を 含 む 。 こ の 試 料 を ５ 分 間 ～ １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 コ ン ト ロ ー ル 試 料 は 、 被 験
化 合 物 の 非 存 在 下 に て イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
被 験 化 合 物 を 含 む 緩 衝 液 を 、 ウ ェ ル か ら 洗 い 出 す 。 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド に 対
す る 被 験 化 合 物 の 結 合 を 、 ウ ェ ル の 内 容 物 の 蛍 光 測 定 に よ り 検 出 す る 。 被 験 化 合 物 を イ ン
キ ュ ベ ー ト し て い な い ウ ェ ル の 蛍 光 と 比 較 し て 少 な く と も １ ５ ％ ウ ェ ル 中 の 蛍 光 を 増 大 さ
せ る 被 験 化 合 物 を 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 化 合 物 と 同 定 す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
実 施 例 １ ２
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 発 現 を 低 下 さ せ る 被 験 化 合 物 の 同 定
被 験 化 合 物 を 、 ヒ ト 胃 細 胞 培 養 に 投 与 し 、 ３ ７ ℃ で １ ０ ～ ４ ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
同 じ タ イ プ の 細 胞 培 養 を 、 被 験 化 合 物 を 加 え ず 同 じ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ネ ガ テ ィ ブ コ
ン ト ロ ー ル と す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
Ｒ Ｎ Ａ を 、 Chirgwinら 、 Biochem. 18, 5294-99,1979に 記 載 の よ う に ２ つ の 培 養 物 か ら 単
離 す る 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 全 Ｒ Ｎ Ａ ２ ０ ～ ３ ０ μ ｇ を 用 い て 調 製 し 、 エ ク ス プ レ ス ハ イ
ブ (Expresshyb)（ CLONTECH） に て ６ ５ ℃ で 、 3 2 Ｐ － 標 識 化 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 特 異 的 プ ロ
ー ブ を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 。 こ の プ ロ ー ブ は 配 列 番 号 １ よ り 選 ば れ る 少 な く と も
１ １ 個 の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 被 験 化 合 物 の 非 存 在 下 に て 得 ら れ る シ グ ナ ル と 比
較 し て ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 特 異 的 シ グ ナ ル を 低 下 さ せ る 被 験 化 合 物 を 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ 遺 伝 子 発 現 の 阻 害 物 質 と し て 同 定 す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
実 施 例 １ ３
組 換 え ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 発 現
ピ キ ア  パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)発 現 ベ ク タ ー ｐ Ｐ Ｉ Ｃ Ｚ Ｂ (Invitrogen, San Diego
, CA) を 用 い て 、 大 量 の 組 換 え ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 酵 母 中 に 生 産 さ せ
る 。 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら
誘 導 す る 。 ベ ク タ ー ｐ Ｐ Ｉ Ｃ Ｚ Ｂ 中 に 挿 入 す る 前 に 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 そ の ５ '端 に 開 始 コ
ド ン 、 及 び ３ '端 に エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 開 列 部 位 、 Ｈ ｉ ｓ ６ レ ポ ー タ ー タ グ や 終 止 コ ド ン を
含 ま せ る と い っ た 周 知 の 方 法 に よ っ て 修 飾 す る 。 さ ら に 、 そ の 両 末 端 に 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ の 認 識 配 列 を 加 え 、 対 応 す る 制 限 酵 素 を 用 い て ｐ Ｐ Ｉ Ｃ Ｚ Ｂ の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ
サ イ ト を 消 化 し た 後 に 、 修 飾 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ｐ Ｐ Ｉ Ｃ Ｚ Ｂ 中 に ラ
イ ゲ ー ト す る 。 こ の 発 現 ベ ク タ ー を 、 ピ キ ア  パ ス ト リ ス に て 発 現 が 酵 母 プ ロ モ ー タ ー に
よ り 誘 導 さ れ る 誘 導 性 発 現 用 に 設 計 す る 。 得 ら れ た ｐ Ｐ Ｉ Ｃ Ｚ ／ ｍ ｄ － Ｈ ｉ ｓ ６ ベ ク タ ー
を 用 い て 、 酵 母 を 形 質 転 換 す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
こ の 酵 母 を 、 ５ リ ッ タ ー 攪 拌 フ ラ ス コ 中 で 通 常 の 条 件 下 に て 培 養 し 、 組 換 え 産 物 タ ン パ ク
質 を 、 ８ Ｍ ウ レ ア の 存 在 下 で 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ － 樹 脂 ） に よ り 培
養 物 か ら 単 離 す る 。 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド を 、 ｐ Ｈ ３ .５ の 緩 衝 液 を 用 い て 溶 出 し 、 中 性
化 す る 。 Ｈ ｉ ｓ ６ レ ポ ー タ ー タ グ か ら の ポ リ ペ プ チ ド の 分 離 は 、 製 造 元 の 指 示 に 従 い 、 エ
ン テ ロ キ ナ ー ゼ （ Invitrogen, San Diego, CA） を 用 い る 部 位 特 異 的 タ ン パ ク 質 分 解 に よ
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り 行 な う 。 精 製 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
実 施 例 １ ４
5－ Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 組 織 特 異 的 発 現
種 々 の 組 織 お よ び 組 織 に お け る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 定 量 的 な 発 現 パ タ ー ン を 逆 転 写 ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に よ っ て 測 定 し た （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ）
【 ０ ２ ５ ６ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が Ｃ Ｎ Ｓ 障 害 に 関 与 す る こ と を 実 証 す る た め に 、 以 下 の 組 織 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る ： 胎 児 お よ び 成 人 脳 、 筋 肉 、 心 臓 、 肺 、 腎 臓 、 肝 臓 、 胸 腺 、 睾 丸 、 結 腸 、 胎
盤 、 気 管 、 膵 臓 、 腎 臓 、 胃 粘 膜 、 結 腸 、 肝 臓 、 小 脳 、 皮 膚 、 皮 質  (ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の お
よ び 正 常 な )、 視 床 下 部 、 皮 質 、 扁 桃 、 小 脳 、 海 馬 、 脈 絡 膜 、 神 経 叢 、 視 床 、 お よ び 脊 髄
。
【 ０ ２ ５ ７ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 肥 満 症 の 疾 患 過 程 に 関 与 す る こ と を 実 証 す る た め に 、 以 下 の 組 織 に
お い て 発 現 を 測 定 す る ： 皮 下 脂 肪 組 織 、 腸 間 膜 脂 肪 組 織 、 副 腎 、 骨 髄 、 脳  (小 脳 、 脊 髄 、
大 脳 皮 質 、 尾 状 核 、 髄 質 、 黒 質 、 お よ び 被 殻 )、 結 腸 、 胎 児 脳 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、
乳 腺 、 膵 臓 、 胎 盤 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 骨 格 筋  小 腸 、 脾 臓 、 胃 、 testes、 胸 腺 、 甲 状 腺  気
管 、 お よ び 子 宮 。 神 経 芽 細 胞 腫 細 胞 系 Ｓ Ｋ － Ｎ ｒ － Ｂ ｅ (２ )、 Ｈ ｒ 、 Ｓ ｋ － Ｎ － Ａ ｓ 、 Ｈ
Ｔ Ｂ － １ ０ 、 Ｉ Ｍ Ｒ － ３ ２ 、 Ｓ Ｎ Ｓ Ｙ － ５ Ｙ 、 Ｔ ３ 、 Ｓ Ｋ － Ｎ － Ｄ ２ 、 Ｄ ２ ８ ３ 、 Ｄ Ａ Ｏ
Ｙ 、 Ｃ Ｈ Ｐ － ２ 、 Ｕ ８ ７ Ｍ Ｇ 、 Ｂ Ｅ (２ )Ｃ 、 Ｔ ９ ８ ６ 、 Ｋ Ａ Ｎ Ｔ Ｓ 、 Ｍ Ｏ ５ ９ Ｋ 、 Ｃ Ｈ Ｐ
２ ３ ４ 、 Ｃ ６ (ｒ ａ ｔ )、 Ｓ Ｋ － Ｎ － Ｆ １ 、 Ｓ Ｋ － Ｐ Ｕ － Ｄ Ｗ 、 Ｐ Ｆ Ｓ Ｋ － １ 、 Ｂ Ｅ (２ )Ｍ
１ ７ 、 お よ び Ｍ Ｃ Ｉ Ｘ Ｃ を ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 発 現 に つ い て 試 験 す る 。 最 後 の ス テ ッ プ と
し て 、 正 常 な 人 の 細 胞 に お け る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 発 現 を 、 肥 満 症 の 人 か ら 得 ら れ た 細
胞 の 発 現 と 比 較 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ の 疾 患 過 程 に 関 与 す る こ と を 実 証 す る た め に 、 初 期 発 現 パ
ネ ル は Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ に 関 連 す る 呼 吸 器 組 織 及 び 炎 症 細 胞 由 来 の Ｒ Ｎ Ａ 試 料 か ら な る ： 肺 （ 成 人
及 び 胎 児 ） 、 気 管 、 新 た に 単 離 さ れ た 肺 胞 型 II細 胞 、 培 養 さ れ た ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 、 培
養 さ れ た 小 気 道 上 皮 細 胞 、 培 養 さ れ た 気 管 支 平 滑 筋 細 胞 、 培 養 さ れ た Ｈ ４ ４ １ 細 胞 （ Ｃ ｌ
ａ ｒ ａ 様 ） 、 新 た に 単 離 さ れ た 好 中 球 及 び 単 球 、 並 び に 培 養 さ れ た 単 球 （ マ ク ロ フ ァ ー ジ
様 ） 。 ま た 、 Clontechか ら 購 入 し た 全 Ｒ Ｎ Ａ パ ネ ル を 用 い て ボ デ ィ マ ッ プ プ ロ フ ァ イ リ ン
グ も 行 う 。 組 織 は 、 副 腎 腺 、 骨 髄 、 脳 、 大 腸 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 乳 腺 、 膵 臓 、 唾 液
腺 、 骨 格 筋 、 小 腸 、 脾 臓 、 胃 、 精 巣 、 胸 腺 、 気 管 、 甲 状 腺 及 び 子 宮 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 癌 に 関 与 し て い る こ と を 実 証 す る た め に 、 以 下 の 組 織 に お け る 発 現
を 測 定 す る ： 副 腎 、 骨 髄 、 脳 、 小 脳 、 結 腸 、 胎 児 脳 、 胎 児 肝 臓 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、
乳 腺 、 膵 臓 、 胎 盤 、 前 立 腺 、 唾 液 腺 、 骨 格 筋 、 小 腸 、 脊 髄 、 脾 臓 、 胃 、 睾 丸 、 胸 腺 、 甲 状
腺 、 気 管 、 子 宮 、 お よ び 末 梢 血 液 リ ン パ 球 。 以 下 の 癌 細 胞 に お け る 発 現 も 測 定 す る : DU－
145 (前 立 腺 )、 NCI－ H125 (肺 )、 HT－ 29 (結 腸 )、 COLＯ － 205 (結 腸 )、 A－ 549 (肺 )、 NCI
－ H460 (肺 )、 HT－ 116 (結 腸 )、 DLD－ 1 (結 腸 )、 MDA－ MD－ 231 (乳 房 )、 LS174T (結 腸 )、
ZF－ 75 (乳 房 )、 MDA－ MＮ － 435 (乳 房 )、 HT－ 1080、 MCF－ 7 (乳 房 )、 お よ び U87。 さ ら に
、 同 一 の 患 者 か ら 採 取 し た 癌 組 織 と 正 常 組 織 の 対 を 調 べ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 糖 尿 病 に 関 与 し て い る こ と を 実 証 す る た め に 、 以 下 の 全 身 パ ネ ル を
ス ク リ ー ニ ン グ し て 高 い ま た は 比 較 的 高 い 発 現 を 示 す ： 皮 下 お よ び 腸 間 膜 脂 肪 組 織 、 副 腎
、 骨 髄 、 脳 、 結 腸 、 胎 児 脳 、 心 臓 、 視 床 下 部 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 乳 腺 、 膵 臓 、 胎 盤 、 前 立
腺 、 唾 液 腺 、 骨 格 筋 、 小 腸 、 脾 臓 、 胃 、 睾 丸 、 胸 腺 、 甲 状 腺 、 気 管 、 お よ び 子 宮 。 さ ら に
、 ヒ ト 島 細 胞 お よ び 島 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー を 試 験 す る 。 最 後 の ス テ ッ プ と し て 、 正 常 な 人 の
細 胞 に お け る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 発 現 を 、 糖 尿 病 の 人 か ら 得 ら れ た 細 胞 の 発 現 と 比 較 す
る 。
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【 ０ ２ ６ １ 】
５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 喘 息 の 疾 患 過 程 に 関 与 し て い る こ と を 実 証 す る た め に 、 以 下 の 全 身
パ ネ ル を ス ク リ ー ニ ン グ し て 肺 ま た は 免 疫 組 織 に お け る 高 い ま た は 比 較 的 高 い 発 現 を 示 す
： 脳 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 気 管 、 骨 髄 、 結 腸 、 小 腸 、 脾 臓 、 胃 、 胸 腺 、 乳 腺 、 骨 格 筋
、 前 立 腺 、 睾 丸 、 子 宮 、 小 脳 、 胎 児 脳 、 胎 児 肝 臓 、 脊 髄 、 胎 盤 、 副 腎 、 膵 臓 、 唾 液 腺 、 甲
状 腺 、 末 梢 血 白 血 球 、 リ ン パ 節 、 お よ び 扁 桃 腺 。 こ の こ と が 一 旦 確 立 さ れ れ ば 、 以 下 の 肺
お よ び 免 疫 系 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 特 定 の 細 胞 集 団 に 発 現 を 特 定 す る : 肺 微 小 血 管
内 皮 細 胞 、 気 管 支 /気 管 上 皮 細 胞 、 気 管 支 /気 管 平 滑 筋 細 胞 、 肺 線 維 芽 細 胞 、 Ｔ 細 胞 (Ｔ ｈ
１ 、 Ｔ ｈ ２ 、 Ｎ Ｋ  Ｔ 細 胞 、 お よ び 細 胞 傷 害 性 Ｔ リ ン パ 球 )、 Ｂ 細 胞 、 単 核 細 胞  (単 球 お よ
び マ ク ロ フ ァ ー ジ )、 肥 満 細 胞 、 好 酸 球 、 好 中 球 、 お よ び 樹 状 細 胞 。 最 後 の ス テ ッ プ と し
て 、 正 常 な 人 の 細 胞 に お け る ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 発 現 を 、 喘 息 の 人 か ら 得 ら れ た 細 胞 の
発 現 と 比 較 す る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
定 量 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル 。 定 量 的 発 現 プ ロ フ ァ イ ル は 、 Higuchiら 、 BioTechnology 10, 4
13－ 17,1992、 及 び Higuchiら 、 BioTechnology 11, 1026－ 30,1993に 初 め て 記 載 さ れ た 、
「 速 度 論 的 解 析 」 と 呼 ば れ る 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 解 析 の 方 式 に よ り 実 施 し た 。 原 理 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の
対 数 相 内 の 任 意 に 与 え ら れ た サ イ ク ル に お い て 、 産 物 の 量 が 最 初 の 鋳 型 の コ ピ ー 数 に 比 例
す る と い う も の で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
増 幅 を 、 標 的 配 列 に 相 補 的 な 、 ク エ ン チ ン グ を 内 部 に 有 す る （ internally quenched） 蛍
光 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ プ ロ ー ブ ） の 存 在 下 で 行 な う と 、 プ ロ ー ブ は Ｔ ａ ｑ
 Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の ５ '－ ３ 'エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に よ り 開 裂 さ れ 、 媒 体 中 に 蛍 光
色 素 が 放 出 さ れ る （ Hollandら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88, 7276－ 80, 1991）
。 蛍 光 発 光 は 、 特 異 的 な 増 幅 産 物 の 量 に 直 接 比 例 し て 増 大 す る た め 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 対 数 増
幅 相 を 検 出 し 、 最 初 の 鋳 型 濃 度 を 決 定 す る の に 用 い る こ と が で き る （ Heidら 、 Genome Res
. 6, 986－ 94, 1996、 及 び Gibsonら 、 Genome Res. 6, 995－ 1001, 1996） 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
内 部 対 照 の 増 幅 を 行 っ て 、 反 応 物 に 添 加 し た サ ン プ ル Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 標 準 化 す る こ と が で き
る 。 こ の 種 の 実 験 で は 、 選 択 し た 対 照 は １ ８ Ｓ リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ で あ る 。 異 な る 染 料 で 標
識 し た プ ロ ー ブ を 用 い れ ば 、 異 な る 放 射 ス ペ ク ト ル を 有 す る レ セ プ タ ー 染 料 が 得 ら れ る た
め 、 標 的 と 内 部 標 準 と を 同 じ 試 験 管 内 で 独 立 し て 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
蛍 光 の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 測 定 は す べ て 、 Ａ Ｂ Ｉ  Ｐ ｒ ｉ ｓ ｍ ７ ７ ０ ０ で 行 う 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 お よ び ｃ Ｄ Ｎ Ａ 調 製
上 記 の 組 織 か ら 得 た 全 Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 の 定 量 化 に 使 用 す る 。 「 剖 検 か ら 得 た 」 標 識 Ｒ Ｎ Ａ を
、 Ｔ Ｒ Ｉ zol試 薬 （ Life Technologies, MD） を 用 い 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ル に し た が っ て 、
剖 検 組 織 か ら 抽 出 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
各 Ｒ Ｎ Ａ ５ ０ μ ｇ を 、 以 下 の 反 応 混 合 物 中 、 Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ で ３ ７ ℃ に て １ 時 間 処 理 す る ：
0.2 Ｕ ／ μ L RNase不 含 DNase I (Roche Diagnostics, Germany); 0.4 Ｕ ／ μ L RNase イ
ン ヒ ビ タ ー (PE Applied Biosystems, CA); 10 mM Tris－ HCl pH 7.9; 10 mM MgCl 2 ; 50 m
M NaCl; お よ び 1 mM DTT。
【 ０ ２ ６ ８ 】
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 Ｒ Ｎ Ａ を １ 体 積 の フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ ル ム － イ ソ ア ミ ー ル ア ル
コ ー ル （ ２ ４ ： ２ ４ ： １ ） で １ 回 、 ク ロ ロ ホ ル ム で １ 回 抽 出 し 、 １ ／ １ ０ 体 積 の ３ Ｍ  酢
酸 ナ ト リ ウ ム （  pＨ ５ .２ ） お よ び ２ 体 積 の エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ た 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
剖 検 組 織 か ら 得 た 各 Ｒ Ｎ Ａ ５ ０ μ ｇ を 、 Ambion（ Ambion, TX） か ら 購 入 し た Ｄ Ｎ Ａ 不 含 キ
ッ ト を 用 い て Ｄ Ｎ ａ ｓ ｅ 処 理 す る 。 再 懸 濁 お よ び 分 光 学 的 定 量 の 後 、 各 サ ン プ ル を TaqMan
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逆 転 写 試 薬 （ PE Applied Biosystems, CA） を 用 い 、 製 造 元 の プ ロ ト コ ル に し た が っ て 逆
転 写 す る 。 反 応 混 合 物 中 の Ｒ Ｎ Ａ の 最 終 濃 度 は ２ ０ ０ ｍ g／ μ Lで あ る 。 逆 転 写 は ２ .５ μ
Ｍ の ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー プ ラ イ マ ー を 用 い て 行 う 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 定 量 分 析 。 特 異 的 プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ は 、 Ｐ Ｅ  Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ  Ｂ ｉ ｏ
ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ の 推 奨 に 基 づ い て 設 計 す る 。 Ｆ Ａ Ｍ （ ６ － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ） ま
た は Ｔ Ａ Ｍ Ｒ Ａ （ ６ － カ ル ボ キ シ － テ ト ラ メ チ ル － ロ ー ダ ミ ン ） プ ロ ー ブ を 用 い る 。 定 量
実 験 は 、 そ れ ぞ れ の 試 料 由 来 の 逆 転 写 Ｒ Ｎ Ａ １ ０ ｎ ｇ に 対 し て 行 う 。 そ れ ぞ れ の 測 定 は ３
回 行 な う 。
【 ０ ２ ７ １ 】
全 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 含 有 量 を 、 Pre－ Developed TaqMan Assay Reagents (PDAR)コ ン ト ロ ー ル キ ッ
ト  （ PE Applied Biosystems, CA） を 用 い て 、 １ ８ Ｓ リ ボ ソ ー ム Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 定 量 （ 多 重
Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 標 準 化 す る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
検 定 反 応 混 合 物 は 以 下 の と お り で あ る ： １ × 最 終 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ ユ ニ バ ー サ ル Ｐ Ｃ Ｒ マ ス タ
ー ミ ッ ク ス （ ２ × ス ト ッ ク 溶 液 か ら ） （ PE Applied Biosystems, CA） ； １ × Ｐ Ｄ Ａ Ｒ コ
ン ト ロ ー ル － １ ８ Ｓ  Ｒ Ｎ Ａ （ ２ × ス ト ッ ク 溶 液 か ら ） ； ３ ０ ０ ｎ Ｍ  フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ
ー ； ９ ０ ０ ｎ Ｍ  リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ； ２ ０ ０ ｎ Ｍ  プ ロ ー ブ ； １ ０ ｎ ｇ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ ； 及 び
水 を 加 え て ２ ５ ｍ Lに す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
以 下 の 工 程 の そ れ ぞ れ を 一 回 行 う ： ５ ０ ℃ で ２ 分 間 、 そ し て ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 の プ レ (前 )
Ｐ Ｃ Ｒ 。 以 下 の 工 程 は ４ ０ 回 行 な う ： ９ ５ ℃ で １ ５ 秒 の 変 性 、 ６ ０ ℃ で １ 分 の ア ニ ー リ ン
グ ／ 伸 長 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
実 験 は 、 Ａ Ｂ Ｉ  Ｐ ｒ ｉ ｓ ｍ ７ ７ ０ ０ シ ー ク エ ン ス 検 出 器 （ PE Applied Biosystems, CA）
を 用 い て 実 施 す る 。 よ り 良 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 控 除 、 並 び に 出 発 標 的 量 に 対 す る 直 線 性 を
達 成 す る た め に 、 こ の 実 施 の 最 後 に 、 Ｐ Ｃ Ｒ の 間 に 得 ら れ た 蛍 光 デ ー タ を 、 Ａ Ｂ Ｉ  Ｐ ｒ
ｉ ｓ ｍ ７ ７ ０ ０ 使 用 者 マ ニ ュ ア ル に 記 載 の よ う に 処 理 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
実 施 例 １ ５
化 合 物 ／ 標 的 確 証 の イ ン ビ ボ 試 験
１ ． 疼 痛 ：
急 性 痛
急 性 痛 は 、 主 に ラ ッ ト に つ い て は ホ ッ ト プ レ ー ト （ 熱 板 ） で 測 定 さ れ る 。 ホ ッ ト プ レ ー ト
試 験 の ２ つ の 変 法 を 用 い る ： 典 型 的 な 変 法 は 、 動 物 を 熱 表 面 （ ５ ２ ～ ５ ６ ℃ ） に 置 き 、 動
物 が 侵 害 防 御 機 構 行 動 、 例 え ば 、 ス テ ッ プ 又 は 足 舐 め を 見 せ る ま で の 潜 伏 時 間 を 測 定 す る
。 も う １ つ の 変 法 は 、 実 験 動 物 を 自 然 温 度 表 面 に 置 く 温 度 上 昇 ホ ッ ト プ レ ー ト で あ る 。 次
い で 、 こ の 表 面 を 、 動 物 が 後 足 を 舐 め 始 め る ま で 連 続 的 で は あ る が ゆ っ く り 熱 す る 。 後 足
を 舐 め 始 め た 時 に 達 し て い る 温 度 を 、 疼 痛 の 閾 値 の 尺 度 と す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
化 合 物 を 媒 体 処 置 コ ン ト ロ ー ル 群 に 対 し て 試 験 す る 。 物 質 適 用 は 、 疼 痛 試 験 前 に 、 異 な る
適 用 経 路 （ 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 経 口 、 く も 膜 下 腔 内 、 脳 室 内 、 皮 下 、 皮 内 、 経 皮 的 ） を 介 し
て 異 な る 時 点 で 行 な う 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
持 続 痛 は 、 主 に ラ ッ ト に つ い て は ホ ル マ リ ン 試 験 又 は カ プ サ イ シ ン 試 験 を 用 い て 測 定 す る
。 １ ～ ５ ％ ホ ル マ リ ン 又 は １ ０ ～ １ ０ ０ μ ｇ カ プ サ イ シ ン 溶 液 を 、 実 験 動 物 の 片 方 の 後 ろ
足 に 注 射 す る 。 ホ ル マ リ ン 又 は カ プ サ イ シ ン を 適 用 し た 後 、 そ の 動 物 は 、 た じ ろ ぎ 、 患 部
の 足 を 舐 め た り 、 噛 ん だ り し て 侵 害 防 御 応 答 を 見 せ る 。 ９ ０ 分 ま で の 期 間 内 の 侵 害 防 御 応
答 の 数 が 、 疼 痛 強 度 の 尺 度 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
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化 合 物 を 媒 体 処 置 コ ン ト ロ ー ル 群 に 対 し て 試 験 す る 。 物 質 適 用 は 、 ホ ル マ リ ン 投 与 又 は カ
プ サ イ シ ン 投 与 の 前 に 、 異 な る 適 用 経 路 （ 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 経 口 、 く も 膜 下 腔 内 、 脳 室 内
、 皮 下 、 皮 内 、 経 皮 的 ） を 介 し て 異 な る 時 点 で 行 な う 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
神 経 因 性 疼 痛 は 、 主 に ラ ッ ト に お い て は 片 側 坐 骨 神 経 損 傷 の 種 々 の 変 法 に よ り 誘 導 さ れ る
。 操 作 は 感 覚 消 失 下 で 行 な わ れ る 。 坐 骨 神 経 損 傷 の 第 一 の 変 法 は 、 共 通 の 坐 骨 神 経 周 辺 を
紐 で ゆ る く 締 め 付 け る こ と に よ っ て 行 な わ れ る 。 第 二 の 変 法 は 、 共 通 の 座 骨 神 経 の 直 径 が
約 半 分 に な る ま で き つ く 縛 る こ と で あ る 。 次 の 変 法 は 、 モ デ ル 群 を 用 い て 、 Ｌ ５ と Ｌ ６ 脊
髄 神 経 又 は Ｌ ５ 脊 髄 神 経 の み 、 の い ず れ か を き つ く 縛 っ た も の 又 は 切 除 し た も の を 作 製 す
る 。 第 四 の 変 法 は 、 坐 骨 神 経 の ３ つ の 末 端 分 枝 の ２ つ （ 脛 骨 神 経 及 び 共 通 腓 骨 神 経 ） を 軸
索 切 除 し 、 腓 腹 神 経 を 無 傷 で 残 す こ と を 包 含 す る の に 対 し 、 最 後 の 変 法 は 、 脛 骨 分 枝 の み
を 軸 索 切 除 し 、 腓 腹 神 経 及 び 共 通 神 経 を 傷 付 け ず に 残 す こ と を 含 む 。 コ ン ト ロ ー ル 動 物 は
偽 手 術 を 用 い て 処 置 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
操 作 後 に 、 神 経 損 傷 動 物 は 、 慢 性 機 械 的 異 痛 症 （ ア ロ デ ィ ニ ア )、 冷 ア ロ デ ィ ニ ア 及 び 温
熱 性 痛 覚 過 敏 症 を 発 症 す る 。 機 械 的 ア ロ デ ィ ニ ア は 、 圧 力 変 換 法 （ electronic von Frey 
Anesthesiometer, IITC Inc.-Life Science Instruments, Woodland Hills, SA, USA; El
ectronic von Frey System, Somedic Sales AB, Hourby, Sweden） に よ り 測 定 す る 。 温 熱
性 痛 覚 過 敏 症 は 、 患 部 の 後 足 の 侵 害 防 御 応 答 を 疼 痛 強 度 の 尺 度 と し て 計 数 す る 放 射 熱 源 法
（ Plantar Test, Ugo Basile, Comerio, Italy） 又 は 冷 却 プ レ ー ト （ ５ ～ １ ０ ℃ ） に よ り
測 定 す る 。 冷 却 誘 導 型 疼 痛 の 更 な る 試 験 は 、 患 部 の 後 肢 に ア セ ト ン を 足 裏 投 与 し た 後 の 侵
害 防 御 応 答 を カ ウ ン ト す る こ と 、 又 は 侵 害 防 御 応 答 の 期 間 で あ る 。 一 般 に 慢 性 痛 は 、 活 性
の サ ー カ デ ィ ア ン リ ズ ム を 記 録 す る こ と （ Surjo及 び Arndt, Universit t zu Kouln, Colo
gne, Germany） 、 及 び 進 行 の 差 を ス コ ア リ ン グ す る こ と （ フ ッ ト プ リ ン ト パ タ ー ン ; FOOT
PRINTSプ ロ グ ラ ム , Klapdorら 、 1997. フ ッ ト プ リ ン ト パ タ ー ン 分 析 の 低 コ ス ト 法 、 J. Ne
urosci. Methods 75,49-54） に よ り 評 価 す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
化 合 物 を 、 偽 手 術 コ ン ト ロ ー ル 群 及 び 媒 体 処 置 コ ン ト ロ ー ル 群 に 対 し て 試 験 す る 。 物 質 適
用 は 、 疼 痛 試 験 前 に 、 異 な る 適 用 経 路 （ 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 経 口 、 く も 膜 下 腔 内 、 脳 室 内 、
皮 下 、 皮 内 、 経 皮 的 ） を 介 し て 異 な る 時 点 で 行 な う 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
炎 症 痛
炎 症 痛 は 、 主 に ラ ッ ト に お い て は 一 方 の 後 足 に カ ラ ゲ ナ ン ０ .７ ５ ｍ ｇ 又 は 完 全 フ ロ イ ン
ド ア ジ ュ バ ン ド を 注 射 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ す 。 動 物 は 、 機 械 的 ア ロ デ ィ ニ ア 及 び 温
熱 性 痛 覚 過 敏 症 を 伴 う 浮 腫 を 発 症 す る 。 機 械 的 ア ロ デ ィ ニ ア は 、 圧 力 変 換 器 法 （ electron
ic von Frey Anesthesiometer, IITC Inc.-Life Science Instruments, Woodland Hills,
 SA, USA） に よ り 測 定 す る 。 温 熱 性 痛 覚 過 敏 症 は 、 放 射 熱 源 法 （ Plantar Test, Ugo Basi
le, Comerio, Italy, Paw thermal stimulator, G. Ozaki, University of California, 
USA） に よ り 測 定 す る 。 浮 腫 測 定 に つ い て は 、 ２ つ の 方 法 を 用 い る 。 第 一 の 方 法 は 、 動 物
を 屠 殺 し て 、 患 部 の 後 足 を 細 分 し 、 重 量 を 測 る こ と で あ る 。 第 二 の 方 法 は 、 プ レ チ ス モ メ
ー タ ー （ Ugo Basile, Comerio, Italy） に お け る 水 の 押 し の け 容 積 を 測 定 す る こ と に よ る
足 の ボ リ ュ ー ム （ 量 ） の 差 を 含 む 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
化 合 物 を 、 非 炎 症 コ ン ト ロ ー ル 群 及 び 媒 体 処 置 コ ン ト ロ ー ル 群 に 対 し て 試 験 す る 。 物 質 適
用 は 、 疼 痛 試 験 前 に 、 異 な る 適 用 経 路 （ 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 経 口 、 く も 膜 下 腔 内 、 脳 室 内 、
皮 下 、 皮 内 、 経 皮 的 ） を 介 し て 異 な る 時 点 で 行 な う 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン ５ ０ ～ ８ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を 単 回 腹 腔 内 注 射 し て 処 置 し た ラ ッ ト は 、 １ ～
３ 週 間 以 内 に 超 高 血 糖 及 び 機 械 的 ア ロ デ ィ ニ ア を 発 症 す る 。 機 械 的 ア ロ デ ィ ニ ア は 圧 力 変
換 器 法 （ electronic von Frey Anesthesiometer, IITC Inc.-Life Science Instruments,
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 Woodland Hills, SA, USA） に よ り 測 定 す る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
化 合 物 を 、 糖 尿 病 及 び 非 糖 尿 病 媒 体 コ ン ト ロ ー ル 群 に 対 し て 試 験 す る 。 物 質 適 用 は 、 疼 痛
試 験 前 に 、 異 な る 適 用 経 路 （ 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 経 口 、 く も 膜 下 腔 内 、 脳 室 内 、 皮 下 、 皮 内
、 経 皮 的 ） を 介 し て 異 な る 時 点 で 行 な う 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
２ ． パ ー キ ン ソ ン 病
６ － ヒ ド ロ キ シ ド パ ミ ン （ ６ － Ｏ Ｈ － Ｄ Ａ ） 病 変
ド ー パ ミ ン 作 動 性 黒 質 線 条 体 及 び 線 条 体 淡 蒼 球 経 路 の 変 性 は 、 パ ー キ ン ソ ン 病 に お け る 中
心 的 な 病 理 現 象 で あ る 。 こ の 疾 患 は 、 ラ ッ ト に お い て ６ － Ｏ Ｈ － Ｄ Ａ を 内 側 前 脳 束 （ Ｍ Ｆ
Ｂ ） 中 に 単 回 ／ 逐 次 片 側 定 位 （ sequential unilateral stereotaxic） 注 射 し て 実 験 的 に
模 倣 し た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
実 験 開 始 時 の 体 重 が ２ ０ ０ ± ２ ５ ０ ｇ の 雄 ウ ィ ス タ ー ラ ッ ト （ Harlan Winkelmann, Germa
ny） を 用 い る 。 実 験 セ ッ シ ョ ン に な い 場 合 、 ラ ッ ト は 食 料 及 び 水 を 自 由 に 得 る こ と が で き
、 昼 ／ 夜 １ ２ 時 間 の サ イ ク ル の も と 温 度 や 湿 度 が 制 御 さ れ た 環 境 下 で 飼 育 す る 。 以 下 の イ
ン ビ ボ プ ロ ト コ ー ル は 、 政 府 の 権 限 に よ り 認 可 さ れ て い る 。 苦 し む 動 物 を 最 小 限 に し 、 用
い る 動 物 の 数 を 減 ら し 、 及 び イ ン ビ ボ 技 術 の 代 替 案 を 利 用 す る あ ら ゆ る 努 力 を す る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
動 物 に 、 モ ノ ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ に よ る ６ － Ｏ Ｈ Ｄ Ａ の 代 謝 を 阻 害 す る た め パ ー ジ リ ン （
Sigma, St. Louis, MO, USA; 腹 腔 内 へ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） と 、 ノ ル ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 タ
ー ミ ナ ル に よ る ６ － Ｏ Ｈ Ｄ Ａ の 取 り 込 み を 防 止 す る た め で あ る メ チ ル イ ミ プ ラ ミ ン Ｈ Ｃ ｌ
（ Sigma; 腹 腔 内 へ ２ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） と を 、 外 科 手 術 の 日 に 投 与 す る 。 ３ ０ 分 後 、 そ の ラ
ッ ト を ペ ン ト バ ー ビ タ ル ナ ト リ ウ ム （ ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） を 用 い て 麻 酔 し 、 定 位 固 定 フ レ ー
ム に 移 す 。 Ｄ Ａ 黒 質 線 条 体 経 路 を 損 傷 さ せ る た め 、 ６ － Ｏ Ｈ Ｄ Ａ  Ｈ Ｂ ｒ （ Sigma） ８ μ ｇ
を 含 む ０ .０ １ ％  ア ス コ ル ビ ン 酸 塩 ４ μ ｌ を 、 左 内 側 前 脳 側 （ 十 字 縫 合 (ブ レ グ マ )及 び 頭
蓋 骨 表 面 に 対 し て ２ .４ ｍ ｍ  前 側 、 １ .４ ９ ｍ ｍ  側 方 、 － ２ .７ ｍ ｍ  腹 側 ） に １ μ ｌ ／ 分
の 割 合 で 注 射 す る 。 ニ ー ド ル （ 針 ） は 拡 散 さ せ る た め に 更 に ５ 分 間 、 所 定 の 位 置 に 置 く 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
ス テ ッ ピ ン グ 試 験
前 肢 無 動 症 （ ア キ ネ ジ ア ） は 、 損 傷 設 置 後 の ３ 週 間 、 改 変 ス テ ッ ピ ン グ 試 験 プ ロ ト コ ル を
用 い て 評 価 す る 。 簡 単 に は 、 実 験 者 が 片 手 で こ の 動 物 の 後 肢 を 固 定 し 、 表 面 か ら 一 方 の 後
足 を わ ず か に 持 ち 上 げ て 、 そ の 動 物 を 維 持 す る 。 一 方 の 足 を は テ ー ブ ル に つ い て お り 、 初
め は フ ォ ア ハ ン ド 方 向 、 そ の 次 は バ ッ ク ハ ン ド 方 向 へ ゆ っ く り 側 方 移 動 さ せ る （ ５ 秒 で １
ｍ ） 。 調 整 ス テ ッ プ の 数 を 、 両 足 に つ い て 移 動 の バ ッ ク ハ ン ド 方 向 及 び フ ォ ア ハ ン ド 方 向
に お い て カ ウ ン ト す る 。 試 験 の 順 序 は 、 右 足 フ ォ ア ハ ン ド 及 び バ ッ ク ハ ン ド 調 整 ス テ ッ プ
、 そ の 次 に 左 足 フ ォ ア ハ ン ド 及 び バ ッ ク ハ ン ド 方 向 で あ る 。 こ の 試 験 は 、 第 1回 目 の 試 験
に 先 立 ち ３ 日 間 の 最 初 の ト レ ー ニ ン グ の 後 、 連 続 し て ３ 日 間 で ３ 回 繰 り 返 す 。 フ ォ ア ハ ン
ド 調 整 ス テ ッ プ は 、 損 傷 動 物 と 健 康 な コ ン ト ロ ー ル 動 物 の 間 に 一 致 し た 差 が な い こ と は 明
ら か で あ る 。 従 っ て 、 分 析 は バ ッ ク ハ ン ド 調 整 ス テ ッ プ に 限 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
バ ラ ン ス 試 験
ス テ ッ ピ ン グ 試 験 セ ッ シ ョ ン の 間 に 、 姿 勢 検 証 後 の バ ラ ン ス 調 整 も 測 定 す る 。 ラ ッ ト は ス
テ ッ ピ ン グ 試 験 に 記 載 の よ う に 同 じ 位 置 で 維 持 し 、 側 方 移 動 に 変 え て 、 実 験 者 が テ ー ブ ル
に つ い た 足 を 前 方 向 へ 傾 け る 。 こ の 演 習 は バ ラ ン ス の 喪 失 の 結 果 と な り 、 前 肢 移 動 で バ ラ
ン ス を 回 復 す る ラ ッ ト の 能 力 を ０ ～ ３ の 範 囲 ス ケ ー ル で あ る コ ア ー す る 。 ス コ ア ー ０ は 正
常 な 足 設 置 に 与 え ら れ る 。 前 肢 運 動 は 遅 れ る が 、 姿 勢 バ ラ ン ス の 回 復 が 検 出 さ れ る 場 合 は
、 ス コ ア ー １ を 与 え る 。 ス コ ア ー ２ は 、 バ ラ ン ス 回 復 は 成 功 し て い な い が 、 筋 肉 収 縮 に よ
り 証 明 さ れ る よ う に 十 分 と は 言 え な い が 明 ら か な 前 肢 反 応 を 表 し 、 ス コ ア ー ３ は 行 動 の 反
応 の な い も の に 与 え る 。 こ の 試 験 は 、 第 １ 回 目 の 試 験 に 先 立 ち ３ 日 間 の 最 初 の ト レ ー ニ ン
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グ の 後 、 ３ 日 間 連 続 し て そ れ ぞ れ の 側 （ 足 ） で １ 日 に ３ 回 繰 り 返 す 。
【 ０ ２ ９ １ 】
階 段 試 験 （ 足 到 達 ）
初 期 又 は 第 二 の 損 傷 設 置 後 の ３ 週 間 の 足 到 達 （ リ ー チ ン グ ） 行 動 を 評 価 す る の に 、 階 段 試
験 の 改 良 法 を 使 用 す る 。 中 心 に 台 と 両 端 に 取 り 外 し 可 能 な 階 段 の あ る プ レ キ シ ガ ラ ス 試 験
ボ ッ ク ス を 用 い る 。 こ の 器 具 は 、 そ れ ぞ れ の 階 段 で 同 じ 側 の 足 の み を 用 い 、 独 立 し て 足 の
使 用 を 測 定 で き る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 そ れ ぞ れ の 試 験 に お い て 、 動 物 を １ ５ 分
間 こ の 試 験 ボ ッ ク ス に 置 く 。 各 々 の 側 の ダ ブ ル 階 段 を 、 ７ × ３ 飼 料 の 粒 （ Precision food
 pellets, formula : P, purified rodent diet, サ イ ズ ４ ５ ｍ ｇ ; Sandown Scientific
） で 満 た す 。 そ れ ぞ れ の 試 験 の 後 、 各 々 の 足 に つ い て 食 べ た 粒 （ 上 手 く 回 収 し た 粒 ） の 数
と 取 得 し た 粒 （ 触 っ た が 、 落 と し た ） の 数 、 及 び そ の 成 功 率 （ 食 べ た 粒 ／ 取 得 し た 粒 ） を
別 々 に 計 数 す る 。 ３ 日 間 の 食 料 不 足 （ １ 日 当 た り １ ２ ｇ ／ 動 物 ） 後 の 動 物 を １ １ 日 間 試 験
す る 。 全 て の 分 析 は 最 後 の ５ 日 間 の み で 行 な う 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
Ｍ Ｐ Ｔ Ｐ 処 置
神 経 毒 で あ る １ － メ チ ル － ４ － フ ェ ニ ル － １ ,２ ,３ ,６ － テ ト ラ ヒ ド ロ － ピ リ ジ ン （ Ｍ Ｐ
Ｔ Ｐ ） は 、 げ っ 歯 類 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 及 び ヒ ト に お い て 中 脳 ド ー パ ミ ン 作 動 性 （ Ｄ Ａ er
gic） ニ ュ ー ロ ン 変 性 を 引 き 起 す こ と で 、 多 く の パ ー キ ン ソ ン 病 症 状 を 再 現 す る 。 Ｍ Ｐ Ｔ
Ｐ は 、 ド ー パ ミ ン レ ベ ル 及 び そ の 代 謝 物 レ ベ ル 、 並 び に 線 条 体 に お け る ド ー パ ミ ン 作 動 性
タ ー ミ ナ ル 数 の 顕 著 な 減 少 を 引 き 起 こ し 、 同 様 に 黒 質 、 パ ル ス 緻 密 質 に お け る チ ロ シ ン  
ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ Ｔ Ｈ ） － 免 疫 応 答 細 胞 体 の 著 し い 喪 失 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
重 篤 で 、 長 期 に 及 ぶ 損 傷 を 与 え 、 か つ 死 亡 率 を 減 少 さ せ る た め に 、 Ｍ Ｐ Ｔ Ｐ を 動 物 に 単 回
注 射 し 、 そ の 後 重 症 度 に つ い て 損 傷 の ７ ～ １ ０ 日 後 に 試 験 す る 。 Ｍ Ｐ Ｔ Ｐ の 連 続 注 射 は 、
１ 、 ２ 及 び ３ 日 目 に 投 与 す る 。 １ 日 に １ 度 食 塩 水 中 の Ｍ Ｐ Ｔ Ｐ ヒ ド ロ ク ロ ラ イ ド （ シ グ マ
） ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を 、 動 物 に 適 用 す る 。 注 射 は 全 て 腹 腔 内 （ i.p.） で 行 な い 、 Ｍ Ｐ Ｔ Ｐ ス ト
ッ ク 溶 液 は 、 注 射 と 注 射 と の 間 凍 結 し て お く 。 動 物 を １ １ 日 目 に 断 頭 す る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
免 疫 組 織 化 学
行 動 実 験 が 終 了 し た 時 点 で 、 全 て の 動 物 を チ オ ペ ン タ ー ル （ 腹 腔 内 へ １ ｇ ／ ４ ０ ｍ ｌ 、 Ty
rol Parma） ３ ｍ ｌ で 麻 酔 す る 。 マ ウ ス は 、 ０ .０ １ Ｍ  Ｐ Ｂ Ｓ （ ｐ Ｈ  ７ .４ ） で ２ 分 間 、
次 い で Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ４ ％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド （ Merck） で １ ５ 分 間 、 経 肛 門 的 に 還 流 す る
。 そ の 脳 を 取 り 出 し 、 ４ ％  パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 中 に 、 ４ ℃ に て ２ ４ 時 間 置 く 。 そ の 後
、 脱 水 の た め に 、 そ れ を ４ ℃ の ０ .１ Ｍ  Ｐ Ｂ Ｓ 中 の ２ ０ ％  ス ク ロ ー ス （ Merck） 溶 液 に 移
し 、 そ れ ら を 染 み 込 ま せ る 。 そ の 脳 を － ２ ０ ℃ の メ チ ル ブ タ ン 中 で ２ 分 間 凍 結 さ せ 、 － ７
０ ℃ で 保 存 す る 。 ス レ ッ ジ マ イ ク ロ ト ー ム （ mod. 3800-Frigocut, Leica） を 用 い て 、 ２
５ μ ｍ の 切 片 を 、 脳 梁 （ Ａ Ｐ  １ .７ ｍ ｍ ） の 膝 部 か ら 海 馬 （ Ａ Ｐ  ２ １ .８ ｍ ｍ ） ま で 、 及
び Ａ Ｐ ２ ４ .１ ６ か ら Ａ Ｐ  ２ ６ .７ ２ か ら 得 る 。 ４ ６ の 切 片 を カ ッ ト し 、 ０ .２ ５ Ｍ  ト リ
ス バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ  ７ .４ ） 中 に 免 疫 組 織 化 学 に つ い て 分 類 し て 保 存 す る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
一 連 の 切 片 を 、 遊 離 － 浮 動 性 チ ロ シ ン デ ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ （ Ｔ Ｈ ） 免 疫 組 織 化 学 に つ い て
の 処 理 す る 。 ０ .１ Ｍ  Ｐ Ｂ Ｓ 中 で ３ 回 す す い だ 後 、 内 因 性 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 を 、 ０
.３ ％  Ｈ 2 Ｏ 2 ± Ｐ Ｂ Ｓ 中 で １ ０ 分 間 ク エ ン チ す る 。 Ｐ Ｂ Ｓ 中 で あ る す い だ 後 、 切 片 を 、 ブ
ロ ッ キ ン グ 物 質 と し て １ ０ ％  正 常 ウ シ 血 清 （ シ グ マ ） 中 で ５ 分 間 予 め イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 一 次 抗 ラ ッ ト Ｔ Ｈ ラ ビ ッ ト 抗 血 清 （ 希 釈 率 １ ： ２ ０ ０ ０ ） の い ず れ か に 移 す 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
一 晩 中 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 Ｔ Ｈ 免 疫 応 答 に 対 す る 切 片 を Ｐ Ｂ Ｓ 中 で あ る す ぎ （
２ × １ ０ 分 ） 、 ヤ ギ で 産 生 さ せ た ビ オ チ ン 標 識 化 抗 ラ ビ ッ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ （ 希 釈 率 １
： ２ ０ ０ ） （ Vector） 中 で ９ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 繰 り 返 し す す ぎ 、 そ し て Vectasta
in Ａ Ｂ Ｃ （ Vector） 溶 液 中 に 移 し １ 時 間 置 く 。 ０ .０ ０ ５ ％  Ｈ 2 Ｏ 2 を 加 え た ０ .１ Ｍ  Ｐ
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Ｂ Ｓ 中 の ３ ,.３ '－ ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン  テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ リ ド （ Ｄ Ａ Ｂ ； Sigma） は 、 続
く 可 視 化 反 応 に お け る 色 素 原 と し て 働 く 。 切 片 を 、 ゼ ラ チ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド に 盛 り
、 乾 燥 さ せ る た め に 一 晩 中 置 き 、 上 方 （ ascending） ア ル コ ー ル 濃 度 中 で 脱 水 化 し 、 か つ
ブ チ ル ア セ テ ー ト 中 で 透 明 に な る ヘ マ ト キ シ リ ン を 用 い て 対 比 染 色 (counter-stained)す
る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
ロ ー タ ー ロ ッ ド 試 験
我 々 は 、 Ｉ Ｂ Ｍ 互 換 パ ソ コ ン 、 Ｃ Ｉ Ｏ － ２ ４ デ ー タ 取 得 カ ー ド 、 コ ン ト ロ ー ル ユ ニ ッ ト 、
及 び ４ 線 ロ ー タ ロ ッ ド ユ ニ ッ ト を 含 む Ｃ Ｒ － １  Ｒ ｏ ｔ ａ ｍ ｅ ｘ シ ス テ ム （ Columbus Inst
ruments, Columbus, OH） を 用 い る Rozasお よ び Labandeira-Garcia(1997)が 記 載 し た 手 順
の 改 良 法 を 使 用 す る 。 こ の ロ ー タ ロ ッ ド ユ ニ ッ ト は 、 回 転 軸 （ 半 径 ７ .３ ｃ ｍ ） と 、 そ れ
ぞ れ の マ ウ ス に 対 す る 個 別 の コ ン ピ ュ ー タ ー と か ら 成 る 。 こ の シ ス テ ム ソ フ ト ウ ェ ア ー は
、 回 転 ス ピ ー ド を 変 え る よ う に （ ０ ～ ８ ０ ｒ ｐ ｍ ） セ ッ シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル を 予 め プ ラ グ
ラ ム す る こ と が で き る 。 赤 外 線 ビ ー ム は 、 マ ウ ス が ロ ー タ ロ ッ ド の 真 下 の 底 辺 鉄 柵 （ base
 grid） に 落 ち た 時 を 検 出 す る た め に 用 い る 。 こ の シ ス テ ム で は 、 落 下 を マ ウ ス に つ い て
の 実 験 の 終 了 と し て 記 録 し 、 ロ ー タ ー ロ ッ ド に お け る 全 時 間 、 並 び に 落 下 時 間 及 び 全 組 み
立 て (set-up)パ ラ メ ー タ ー を 記 録 す る 。 ま た 、 こ の シ ス テ ム で は 、 ト レ ー ニ ン グ を 目 的 と
し て 、 微 弱 電 流 を 底 辺 鉄 柵 を 通 じ て 流 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
３ ． 痴 呆
物 体 認 識 課 題
物 体 認 識 課 題 は 、 げ っ 歯 類 の 認 識 性 能 に お け る 実 験 操 作 の 効 果 を 評 価 す る た め に 設 計 し た
。 ラ ッ ト を 、 同 一 の 物 体 が ２ 個 あ る 開 け た 空 間 に 置 く 。 ラ ッ ト は 、 最 初 の 対 物 認 識 課 題 試
行 の 間 中 、 両 方 の 物 体 を 調 べ る 。 ２ 度 目 の 試 行 で は 、 例 え ば ２ ４ 時 間 の 保 持 間 隔 の 後 、 最
初 の 試 行 で 用 い た ２ 個 の 物 体 の 内 の １ 個 「 知 っ て い る 」 物 体 と 新 し い 物 体 と を 、 そ の 開 け
た 空 間 に 置 く 。 こ の 物 体 そ れ ぞ れ を 調 べ る 時 間 を 記 録 す る 。 Ｏ Ｒ 課 題 に お け る 基 礎 的 な 基
準 は 、 ラ ッ ト が ２ 度 目 の 試 行 で ２ 個 の 物 体 を 探 索 す る の に か け た 時 間 で あ る 。 保 持 の 良 さ
は 、 「 知 っ て い る 」 物 体 よ り も 新 た な 物 体 に 対 す る 探 索 時 間 が 長 い こ と に 反 映 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
最 初 の 試 行 の 前 に 推 定 さ れ る 認 識 エ ン ハ ン サ ー を 投 与 す る こ と で 、 習 得 及 び 最 終 的 な 固 定
プ ロ セ ス に お け る 効 果 を 評 価 す る こ と が で き る 。 最 初 の 試 行 後 の 被 験 化 合 物 の 投 与 は 、 固
定 プ ロ セ ス に お け る 効 果 を 評 価 で き る の に 対 し て 、 ２ 度 目 の 試 行 前 の 投 与 で は 、 想 起 プ ロ
セ ス に お け る 効 果 を 測 定 で き る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
受 動 的 回 避 課 題
受 動 的 回 避 課 題 に よ り 、 ラ ッ ト 及 び マ ウ ス に お け る 記 憶 性 能 を 評 価 す る 。 抑 制 的 回 避 機 器
は 、 明 区 画 と 暗 区 画 と の ２ つ の 区 画 を 持 つ 箱 か ら 成 る 。 こ の ２ つ の 区 画 は 、 実 験 者 が 操 作
で き る ギ ロ チ ン ド ア に よ っ て 分 け ら れ て い る 。 ギ ロ チ ン ド ア を 上 げ た 場 合 、 ２ ｃ ｍ の 敷 居
で ２ つ の 区 画 は 分 け ら れ て い る 。 ド ア を 開 け た 場 合 の 暗 区 画 の 照 度 は 約 ２ luxで あ る 。 明
区 画 の 中 央 の 床 の 明 度 は 約 ５ ０ ０ luxで あ る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
２ ４ 時 間 の セ ッ シ ョ ン 間 間 隔 で 分 け ら れ た ２ つ の 習 慣 セ ッ シ ョ ン 、 １ つ の シ ョ ッ ク セ ッ シ
ョ ン 及 び 保 持 セ ッ シ ョ ン が 与 え ら れ る 。 ラ ッ ト は 、 習 慣 セ ッ シ ョ ン と 保 持 セ ッ シ ョ ン に お
い て ３ ０ ０ 秒 間 器 具 内 を 探 索 す る こ と が で き る 。 ラ ッ ト を ギ ロ チ ン ド ア の 反 対 の 壁 に 頭 を
向 け た 状 態 で 、 明 区 画 に 置 く 。 １ ５ 秒 の 適 応 時 間 の 後 、 ギ ロ チ ン ド ア を 器 具 内 の 全 領 域 を
自 由 に 動 き 回 れ る よ う に 開 け る 。 通 常 、 ラ ッ ト は ま ぶ し い 明 領 域 を 避 け 、 数 秒 の 内 に 暗 区
画 に 入 る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
シ ョ ッ ク セ ッ シ ョ ン に お い て は 、 ラ ッ ト が ４ 本 の 足 で 暗 区 画 に 入 る や い な や 区 画 間 の ギ ロ
チ ン ド ア を 下 ろ し 、 す ぐ さ ま １ ｍ Ａ の フ ッ ト シ ョ ッ ク を ２ 秒 間 与 え る 。 ラ ッ ト を 器 具 か ら
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取 り 出 し 、 ホ ー ム 籠 に 戻 す 。 保 持 セ ッ シ ョ ン 中 の 手 順 は 、 習 慣 セ ッ シ ョ ン の 手 順 と 同 じ で
あ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
ス テ ッ プ 通 過 潜 伏 、 す な わ ち 保 持 セ ッ シ ョ ン 中 に 暗 区 画 に 入 る 最 初 の 潜 伏 （ 秒 ） は 、 動 物
の 記 憶 性 能 の 指 標 で あ る ； 暗 区 画 に 入 る 潜 伏 が 長 け れ ば 長 い ほ ど 、 保 持 は よ り よ い 。 シ ョ
ッ ク セ ッ シ ョ ン の ３ ０ 分 前 に 、 ス コ ポ ラ ミ ン １ ｍ ｇ * ｋ ｇ - 1 と 一 緒 に 被 験 化 合 物 を 与 え る
。 ス コ ポ ラ ミ ン は 、 ２ ４ 時 間 後 の 保 持 セ ッ シ ョ ン 中 の 記 憶 性 能 を 損 な わ せ る 。 被 験 化 合 物
が 、 ス コ ポ ラ ミ ン 処 置 コ ン ト ロ ー ル と 比 較 し て 侵 入 潜 伏 を 増 大 さ せ る 場 合 、 認 識 増 進 さ せ
る 可 能 性 が あ り 得 る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
モ ー リ ス 水 脱 出 課 題
モ ー リ ス 水 脱 出 課 題 に よ り 、 げ っ 歯 類 に お け る 空 間 方 向 学 習 を 測 定 す る 。 ラ ッ ト 及 び マ ウ
ス の 認 知 機 能 に お い て 推 定 さ れ る 治 療 効 果 を 調 査 す る の に 広 く 用 い ら れ て い る 試 験 系 で あ
る 。 動 物 の こ の 性 能 は 、 水 面 下 約 １ ｃ ｍ の と こ ろ に 沈 ん で い る 避 難 用 台 の あ る 円 形 水 タ ン
ク に お い て 評 価 す る 。 避 難 用 台 は 、 水 タ ン ク 中 を 泳 い で い る 動 物 に は 見 え な い 。 机 、 コ ン
ピ ュ ー タ ー 設 備 、 第 二 の 水 課 題 を 備 え 、 実 験 者 が 居 る 室 内 の 備 品 及 び 優 し く 響 く 柵 上 の ラ
ジ オ に よ り 、 膨 大 な 迷 路 外 合 図 を 与 え る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
動 物 は 、 日 々 の 獲 得 セ ッ シ ョ ン ５ 日 の 間 に ４ 回 の 試 行 を 受 け る 。 試 行 は 、 動 物 を プ ー ル 中
に 置 き 、 タ ン ク の 壁 に 頭 を 向 け る こ と に よ っ て 始 め る 。 四 分 区 画 、 北 、 西 、 南 及 び 東 の ４
つ の 開 始 位 置 の そ れ ぞ れ は 一 連 の ４ 回 の 試 行 で １ 度 は 用 い る （ そ れ ら の 順 序 は 無 作 為 で あ
る ） 。 そ の 避 難 用 台 は い つ も 同 じ 場 所 に あ る 。 試 行 は 、 初 め に ど ん な 出 来 事 が あ っ て も 、
動 物 が 避 難 用 台 に 上 っ た 時 か 又 は ９ ０ 秒 経 過 し た 時 に 終 了 す る 。 そ の 動 物 は そ の 台 上 に ３
０ 秒 間 留 ま る こ と が で き る 。 そ の 後 台 か ら 下 し 、 次 の 試 行 を 始 め る 。 動 物 が ９ ０ 秒 以 内 に
台 を 見 つ け ら れ な か っ た 場 合 で も 、 実 験 者 が そ の 動 物 を 台 の 上 に 置 き 、 ３ ０ 秒 間 そ こ に 留
ま ら せ る 。 ５ 日 目 の 日 々 の セ ッ シ ョ ン の 第 ４ 回 目 の 試 行 後 に 、 探 知 試 行 と し て 更 な る 試 行
を 行 な う ： そ れ は 、 台 を 取 り だ し 、 動 物 が ４ つ の ４ 分 円 内 で 過 ご す 時 間 を ３ ０ 秒 又 は ６ ０
秒 間 測 定 す る 。 こ の 探 知 試 行 に お い て 、 動 物 は 全 て 、 獲 得 セ ッ シ ョ ン の 間 に 避 難 用 台 が 置
い て あ っ た ４ 分 円 の 反 対 側 の 同 じ 開 始 位 置 か ら 始 め る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
動 物 の 性 能 を 評 価 す る た め 、 獲 得 ト レ ー ニ ン グ の 間 に ４ つ の 異 な る 基 準 ： 避 難 潜 伏 、 移 動
距 離 、 台 へ の 距 離 及 び 水 泳 速 度 を 得 る 。 探 知 試 行 に つ い て は 以 下 の 基 準 ： ４ 分 円 内 に お け
る 時 間 （ 秒 ） 及 び ４ つ の ４ 分 円 内 で の 移 動 距 離 （ ｃ ｍ ） を 評 価 す る 。 こ の 探 知 試 行 は 、 動
物 が 避 難 用 台 の 位 置 を ど れ く ら い 良 く 学 習 し た か に つ い て の 情 報 を さ ら に 与 え る 。 動 物 が
、 獲 得 セ ッ シ ョ ン 中 に 台 の あ っ た ４ 分 円 内 で 、 そ の 他 の ４ 分 円 に お け る 時 間 お よ び 距 離 よ
り も 、 よ り 多 く の 時 間 を 費 や し 、 よ り 多 く の 距 離 を 泳 い だ 場 合 、 こ れ は 結 論 と し て 、 台 の
位 置 を よ く 学 習 し た こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
推 定 さ れ る 認 知 増 進 化 合 物 の 効 果 を 評 価 す る た め に 、 認 知 機 能 を 損 な わ せ る 特 定 の 脳 損 傷
を 持 つ ラ ッ ト 若 し く は マ ウ ス 、 又 は 正 常 な 学 習 を 妨 げ る ス コ ポ ラ ミ ン 若 し く は Ｍ Ｋ － ８ ０
１ な ど の 化 合 物 で 処 置 し た 動 物 、 又 は 認 知 欠 損 を 患 っ て い る 高 齢 動 物 を 用 い る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
Ｔ 迷 路 自 発 的 択 一 課 題
Ｔ 迷 路 自 発 的 択 一 課 題 （ Ｔ ｅ Ｍ Ｃ Ａ Ｔ ） に よ り 、 マ ウ ス の 空 間 認 知 性 能 を 評 価 す る 。 Ｔ 迷
路 の ス タ ー ト ア ー ム と ２ つ の ゴ ー ル ア ー ム は 、 実 験 者 が 手 動 で 操 作 で き る ギ ロ チ ン ド ア を
備 え て い る 。 ト レ ー ニ ン グ の 開 始 時 、 マ ウ ス を ス タ ー ト ア ー ム 置 く 。 ギ ロ チ ン ド ア は 閉 め
て あ る 。 最 初 の 試 行 、 「 強 制 試 行 」 で は 、 左 又 は 右 の い ず れ か の ゴ ー ル ア ー ム は ギ ロ チ ン
ド ア を 下 げ て ブ ロ ッ ク す る 。 マ ウ ス が ス タ ー ト ア ー ム か ら 離 れ た 後 、 迷 路 を 乗 り 越 え 、 最
終 的 に 開 い て い る ゴ ー ル ア ー ム に 入 り 、 そ し て ス タ ー ト 地 点 に も ど り 、 そ こ で ギ ロ チ ン ド
ア を 下 げ る こ と に よ っ て ５ 秒 間 閉 じ 込 め ら れ る 。 次 に 動 物 は 、 １ ４ 回 の 「 自 由 選 択 」 試 行
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の 間 に 左 と 右 の ゴ ー ル ア ー ム を 自 由 に 選 ぶ こ と が で き る （ 全 て の ギ ロ チ ン ド ア は 開 い て い
る ） 。 マ ウ ス が 一 方 の ゴ ー ル ア ー ム に 入 る と す ぐ に 、 も う 一 方 の ゴ ー ル ア ー ム を 閉 じ る 。
マ ウ ス は 最 終 的 に ス タ ー ト ア ー ム に 戻 り 、 マ ウ ス は ス タ ー ト ア ー ム に ５ 秒 間 閉 じ 込 め ら れ
た 後 、 望 む い ず れ の ゴ ー ル ア ー ム に も 自 由 に 向 か う こ と が で き る 。 １ 回 の セ ッ シ ョ ン 中 １
４ 回 の 自 由 選 択 試 行 が 完 了 し た 後 、 動 物 を 迷 路 か ら 取 り 出 す 。 ト レ ー ニ ン グ の 間 に は 、 マ
ウ ス に 決 し て 手 を 触 れ な い 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
１ ４ 回 後 の 試 行 の 択 一 パ ー セ ン ト を 計 算 す る 。 こ の パ ー セ ン ト と 最 初 の 強 制 試 行 及 び 連 続
１ ４ 回 の 選 択 試 行 を 完 了 す る の に 要 し た 時 間 （ 秒 ） と を 分 析 す る 。 認 知 欠 損 は 、 通 常 、 ト
レ ー ニ ン グ セ ッ シ ョ ン の 開 始 ３ ０ 分 前 に ス コ ポ ラ ミ ン を 注 射 す る こ と に よ っ て 誘 導 す る 。
ス コ ポ ラ ミ ン は 、 択 一 パ ー セ ン ト レ ベ ル を 偶 然 レ ベ ル か 又 は そ れ よ り 低 い レ ベ ル に ま で 下
げ る 。 通 常 ト レ ー ニ ン グ 試 行 の 前 に 投 与 さ れ る 認 知 エ ン ハ ン サ ー は 、 少 な く と も 部 分 的 に
は 偶 発 的 択 一 率 の ス コ ポ ラ ミ ン 誘 導 型 低 下 を 拮 抗 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
実 施 例 １ ６
糖 尿 病 ： 化 合 物 ／ 標 的 検 証 の  in vivo 試 験
１ ． グ ル コ ー ス 産 生
糖 新 生 の 速 度 の 増 大 に 起 因 す る 、 肝 臓 に よ る グ ル コ ー ス の 過 剰 産 生 は 、 糖 尿 病 に お け る 空
腹 持 の 高 血 糖 の 主 要 な 原 因 で あ る 。 一 晩 絶 食 し た 正 常 な ラ ッ ト ま た は マ ウ ス は 、 自 由 飲 食
さ せ た ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 誘 発 性 の 糖 尿 病 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス と 同 様 に 糖 新 生 の 速 度 が 増
大 し た 。 ラ ッ ト を ４ ０ mg／ kgの ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン の １ 回 の 静 脈 内 注 射 に よ り 糖 尿 病 に し
、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ Ｋ ｓ Ｊ マ ウ ス に は ６ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を ５ 日 間 連 続 し て i.p.投 与 す る 。 血 糖 値
を 、 尾 先 端 の 血 液 か ら 測 定 し 、 化 合 物 を 異 な る 経 路 で 投 与 す る （ p.o., i.p., i.v., s.c.
） 。 種 々 の 時 間 で 血 液 を 採 取 し た 後 、 グ ル コ ー ス を 測 定 す る 。 あ る い は 、 化 合 物 を 数 日 間
投 与 し た 後 、 動 物 を 一 晩 絶 食 さ せ る 、 血 液 を 採 取 し 、 血 漿 グ ル コ ー ス を 測 定 す る 。 グ ル コ
ー ス 産 生 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 ビ ー ク ル 処 置 し た 対 照 群 と 比 較 し て 、 血 漿 グ ル コ ー ス レ ベ
ル を 減 少 さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ １ 】
２ ． イ ン ス リ ン 感 受 性
ｏ ｂ ／ ｏ ｂ お よ び ｄ ｂ ／ ｄ ｂ マ ウ ス な ら び に 糖 尿 病 Zuckerラ ッ ト は 高 血 糖 、 高 イ ン ス リ ン
お よ び イ ン ス リ ン 耐 性 で あ る 。 動 物 を 予 め 出 血 さ せ 、 そ れ ら の グ ル コ ー ス レ ベ ル を 測 定 し
、 次 い で こ れ ら を グ ル ー プ 分 け し て 、 平 均 の グ ル コ ー ス レ ベ ル を 各 群 で 同 じ に す る 。 q.d
ま た は b.i.d.の い ず れ か 、 異 な る 経 路 （ p.o., i.p., s.c.） で ７ ～ ２ ８ 日 間 、 化 合 物 を 毎
日 投 与 す る 。 血 液 を 種 々 の 時 間 で 採 取 し 、 血 漿 グ ル コ ー ス お よ び イ ン ス リ ン レ ベ ル を 測 定
す る 。 こ れ ら の モ デ ル に お い て イ ン ス リ ン 感 受 性 を 改 善 す る 化 合 物 は 、 ビ ー ク ル 処 置 し た
対 照 群 と 比 較 し て 、 血 漿 グ ル コ ー ス お よ び イ ン ス リ ン レ ベ ル の 両 方 を 減 少 さ せ る で あ ろ う
。
【 ０ ３ １ ２ 】
３ ． イ ン ス リ ン 分 泌
膵 臓 か ら の イ ン ス リ ン 分 泌 を 増 大 さ せ る 化 合 物 は 、 血 漿 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 増 加 さ せ 、 グ
ル コ ー ス を 導 入 す る 投 与 後 、 血 漿 グ ル コ ー ス の 消 失 を 改 善 す る で あ ろ う 。 イ ン ス リ ン レ ベ
ル を 測 定 す る と き 、 化 合 物 を 異 な る 経 路 （ p.o., i.p., s.c.ま た は i.v.） で 投 与 し て 、 ラ
ッ ト ま た は マ ウ ス を 一 晩 絶 食 さ せ る 。 適 当 な 時 点 で 静 脈 内 に グ ル コ ー ス を 投 与 し （ ０ ． ４
ｇ ／ kg） 、 血 液 を １ 分 間 後 に 採 取 す る 。 血 漿 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 測 定 す る 。 イ ン ス リ ン 分
泌 を 増 加 さ せ る 化 合 物 は 、 グ ル コ ー ス の み を 投 与 し た 動 物 と 比 較 し て 、 血 漿 イ ン ス リ ン レ
ベ ル を 増 大 さ せ る 。 グ ル コ ー ス 消 失 を 測 定 し た と き 、 化 合 物 の 投 与 後 、 動 物 を 適 当 な 時 間
で 採 血 し た 後 、 グ ル コ ー ス を 経 口 ま た は 腹 腔 内 投 与 （ １ ｇ ／ kg） し 、 １ ５ 、 ３ ０ 、 ６ ０ お
よ び ９ ０ 分 後 に 再 び 採 血 し て 、 血 漿 グ ル コ ー ス レ ベ ル を 測 定 す る 。 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 増
加 さ せ る 化 合 物 は 、 ビ ー ク ル 処 置 し た 対 照 群 と 比 較 し て 、 グ ル コ ー ス レ ベ ル お よ び グ ル コ
ー ス 曲 線 下 の 面 積 を 減 少 さ せ る で あ ろ う 。
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【 ０ ３ １ ３ 】
膵 臓 か ら の イ ン ス リ ン 分 泌 を 増 大 す る 化 合 物 は 、 グ ル コ ー ス の 投 与 後 、 血 漿 イ ン ス リ ン レ
ベ ル を 増 大 さ せ 、 血 漿 グ ル コ ー ス の 消 失 を 改 善 す る で あ ろ う 。 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 測 定 す
る と き 、 ５ － Ｈ Ｔ 様 GPCRを 調 節 す る 試 験 化 合 物 を 異 な る 経 路 で 投 与 す る （ p.o., i.p., s.
c.ま た は i.v.） で 投 与 し て 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス を 一 晩 絶 食 さ せ る 。 適 当 な 時 点 で 静 脈 内
に グ ル コ ー ス を 投 与 し （ ０ ． ４ ｇ ／ kg） 、 血 液 を １ 分 間 後 に 採 取 す る 。 血 漿 イ ン ス リ ン レ
ベ ル を 測 定 す る 。 イ ン ス リ ン 分 泌 を 増 加 さ せ る 化 合 物 は 、 グ ル コ ー ス の み を 投 与 し た 動 物
と 比 較 し て 、 血 漿 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 増 大 さ せ る 。 グ ル コ ー ス 消 失 を 測 定 し た と き 、 化 合
物 の 投 与 後 、 動 物 を 適 当 な 時 間 で 採 血 し た 後 、 グ ル コ ー ス を 経 口 ま た は 腹 腔 内 投 与 （ １ ｇ
／ kg） し 、 １ ５ 、 ３ ０ 、 ６ ０ お よ び ９ ０ 分 後 に 再 び 採 血 し て 、 血 漿 グ ル コ ー ス レ ベ ル を 測
定 す る 。 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 増 加 さ せ る 化 合 物 は 、 ビ ー ク ル 処 置 し た 対 照 群 と 比 較 し て 、
グ ル コ ー ス レ ベ ル お よ び グ ル コ ー ス 曲 線 下 の 面 積 を 減 少 さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ ４ 】
４ ． グ ル コ ー ス 産 生
糖 新 生 の 速 度 の 増 大 に 起 因 す る 、 肝 臓 に よ る グ ル コ ー ス の 過 剰 産 生 は 、 糖 尿 病 に お け る 空
腹 持 の 高 血 糖 の 主 要 な 原 因 で あ る 。 一 晩 絶 食 し た 正 常 な ラ ッ ト ま た は マ ウ ス は 、 自 由 飲 食
さ せ た ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン 誘 発 性 の 糖 尿 病 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス と 同 様 に 糖 新 生 の 速 度 が 増
大 し た 。 ラ ッ ト を ４ ０ mg／ kgの ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン の １ 回 の 静 脈 内 注 射 に よ り 糖 尿 病 に し
、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ Ｋ ｓ Ｊ マ ウ ス に は ６ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を ５ 日 間 連 続 し て i.p.投 与 す る 。 血 糖 値
を 、 尾 先 端 の 血 液 か ら 測 定 し 、 化 合 物 を 異 な る 経 路 で 投 与 す る （ p.o., i.p., i.v., s.c.
） 。 種 々 の 時 間 で 血 液 を 採 取 し た 後 、 グ ル コ ー ス を 測 定 す る 。 あ る い は 、 化 合 物 を 数 日 間
投 与 し た 後 、 動 物 を 一 晩 絶 食 さ せ る 、 血 液 を 採 取 し 、 血 漿 グ ル コ ー ス を 測 定 す る 。 グ ル コ
ー ス 産 生 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 ビ ー ク ル 処 置 し た 対 照 群 と 比 較 し て 、 血 漿 グ ル コ ー ス レ ベ
ル を 減 少 さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ ５ 】
５ ． イ ン ス リ ン 感 受 性
ｏ ｂ ／ ｏ ｂ お よ び ｄ ｂ ／ ｄ ｂ マ ウ ス な ら び に 糖 尿 病 Zuckerラ ッ ト は 高 血 糖 、 高 イ ン ス リ ン
お よ び イ ン ス リ ン 耐 性 で あ る 。 動 物 を 予 め 出 血 さ せ 、 そ れ ら の グ ル コ ー ス レ ベ ル を 測 定 し
、 次 い で こ れ ら を グ ル ー プ 分 け し て 、 平 均 の グ ル コ ー ス レ ベ ル を 各 群 で 同 じ に す る 。 q.d
ま た は b.i.d.の い ず れ か 、 異 な る 経 路 （ p.o., i.p., s.c.） で ７ ～ ２ ８ 日 間 、 化 合 物 を 毎
日 投 与 す る 。 血 液 を 種 々 の 時 間 で 採 取 し 、 血 漿 グ ル コ ー ス お よ び イ ン ス リ ン レ ベ ル を 測 定
す る 。 こ れ ら の モ デ ル に お い て イ ン ス リ ン 感 受 性 を 改 善 す る 化 合 物 は 、 ビ ー ク ル 処 置 し た
対 照 群 と 比 較 し て 、 血 漿 グ ル コ ー ス お よ び イ ン ス リ ン レ ベ ル の 両 方 を 減 少 さ せ る で あ ろ う
。
【 ０ ３ １ ６ 】
６ ． イ ン ス リ ン 分 泌
膵 臓 か ら の イ ン ス リ ン 分 泌 を 増 大 さ せ る 化 合 物 は 、 血 漿 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 増 加 さ せ 、 グ
ル コ ー ス を 導 入 す る 投 与 後 、 血 漿 グ ル コ ー ス の 消 失 を 改 善 す る で あ ろ う 。 イ ン ス リ ン レ ベ
ル を 測 定 す る と き 、 化 合 物 を 異 な る 経 路 （ p.o., i.p., s.c.ま た は i.v.） で 投 与 し て 、 ラ
ッ ト ま た は マ ウ ス を 一 晩 絶 食 さ せ る 。 適 当 な 時 点 で 静 脈 内 に グ ル コ ー ス を 投 与 し （ ０ ． ４
ｇ ／ kg） 、 血 液 を １ 分 間 後 に 採 取 す る 。 血 漿 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 測 定 す る 。 イ ン ス リ ン 分
泌 を 増 加 さ せ る 化 合 物 は 、 グ ル コ ー ス の み を 投 与 し た 動 物 と 比 較 し て 、 血 漿 イ ン ス リ ン レ
ベ ル を 増 大 さ せ る 。 グ ル コ ー ス 消 失 を 測 定 し た と き 、 化 合 物 の 投 与 後 、 動 物 を 適 当 な 時 間
で 採 血 し た 後 、 グ ル コ ー ス を 経 口 ま た は 腹 腔 内 投 与 （ １ ｇ ／ kg） し 、 １ ５ 、 ３ ０ 、 ６ ０ お
よ び ９ ０ 分 後 に 再 び 採 血 し て 、 血 漿 グ ル コ ー ス レ ベ ル を 測 定 す る 。 イ ン ス リ ン レ ベ ル を 増
加 さ せ る 化 合 物 は 、 ビ ー ク ル 処 置 し た 対 照 群 と 比 較 し て 、 グ ル コ ー ス レ ベ ル お よ び グ ル コ
ー ス 曲 線 下 の 面 積 を 減 少 さ せ る で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ ７ 】
実 施 例 １ ７
増 殖 阻 害 検 定 ： ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 癌 細 胞 系 の 増 殖 を 抑 制 す る
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試 験 に 用 い ら れ る 細 胞 系 は ヒ ト 大 腸 癌 細 胞 系 Ｈ Ｃ Ｔ １ １ ６ で あ る 。 細 胞 は 、 １ ０ ～ １ ５ ％
胎 児 ウ シ 血 清 を 含 む Ｐ Ｒ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 中 、 濃 度 １ ０ ,０ ０ ０ 細 胞 ／ ｍ ｌ  ０ .５ ｍ ｌ 量 に
て ３ ７ ℃ 、 ９ ５ ％ 空 気 ／ ５ ％ Ｃ Ｏ 2 雰 囲 気 下 で 培 養 す る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
ホ ス ホ ロ チ オ ネ ー ト  オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ホ ス ホ ロ ア ミ デ イ ト (phosphoroamidite
)ケ ミ ス ト リ ー を 用 い る 応 用 バ イ オ シ ス テ ム  モ デ ル ３ ８ ０ Ｂ  Ｄ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ ー に お
い て 合 成 す る 。 配 列 番 号 １ の １ ～ ２ ４ 位 置 の ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な ２ ４ 塩 基 の 配 列 を 、
被 験 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 用 い る 。 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 他 の （ ラ ン ダ ム ） 配 列 ： ５
'－ Ｔ Ｃ Ａ  Ａ Ｃ Ｔ  Ｇ Ａ Ｃ  Ｔ Ａ Ｇ  Ａ Ｔ Ｇ  Ｔ Ａ Ｃ  Ａ Ｔ Ｇ  Ｇ Ａ Ｃ － ３ 'を 用 い る 。 ア セ ン
ブ リ ー と 脱 保 護 に 次 い で 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 ２ 回 、 乾 燥 、 そ し て リ
ン 酸 緩 衝 液 中 に 所 望 の 濃 度 に 懸 濁 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 純 度 は 、 キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル
電 気 泳 動 及 び イ オ ン 交 換 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ っ て 試 験 す る 。 精 製 オ リ ゴ ヌ ク レ オ を 、 培 養 培 地 に
７ 日 間 、 １ 日 ご と に １ 度 １ ０ μ Ｍ 濃 度 を 加 え る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
７ 日 間 の 被 験 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 添 加 に よ り 、 ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 発 現 は 、 ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 決 定 さ れ る よ う に 有 意 に 低 下 す る 。 こ の 効 果 は 、 コ ン ト ロ ー ル
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で は 観 察 さ れ な い 。 ３ ～ ７ 日 の 後 、 培 養 中 の 細 胞 の 数 を 、 自 動 細 胞 カ
ウ ン タ ー を 用 い て 計 数 す る 。 被 験 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 し た 培 養 中 の 細 胞 の 数 を 、 コ
ン ト ロ ー ル オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 し た 培 養 中 の 細 胞 の 数 （ １ ０ ０ ％ と 表 す ） と 比 較 す
る 。 被 験 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で 処 理 し た 培 養 中 の 細 胞 の 数 は 、 コ ン ト ロ ー ル の ３ ０ ％ を 超
え な い 、 こ の こ と は ヒ ト ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 阻 害 が 、 癌 細 胞 に お い て 抗 増 殖 効 果 を 有 す
る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
化 合 物 ／ 標 的 確 証 の イ ン ビ ボ 試 験
１ ． 急 性 機 械 的 検 定
１ .１ ． 分 裂 促 進 血 漿 ホ ル モ ン レ ベ ル の 低 下
こ の 非 腫 瘍 検 定 で は 、 内 因 性 の 循 環 ホ ル モ ン レ ベ ル 又 は 生 物 学 的 刺 激 に 応 答 し て 生 産 さ れ
る ホ ル モ ン レ ベ ル の い ず れ か を 低 下 さ せ る 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 。 げ っ 歯 類 に 被 験 化 合
物 を 投 与 （ 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 ） す る 。 被 験 化 合 物 投 与 後 の 所 定
時 間 に 、 血 漿 を 採 集 す る 。 目 的 の ホ ル モ ン レ ベ ル に つ い て 、 血 漿 を 検 定 す る 。 ホ ル モ ン の
標 準 循 環 レ ベ ル が 低 す ぎ る 、 及 び ／ 又 は 可 変 過 ぎ て 一 致 し た 結 果 が 得 ら れ な い 場 合 は 、 生
物 学 的 刺 激 で 前 処 理 し て ホ ル モ ン レ ベ ル を 亢 進 す る こ と が で き る （ 即 ち 、 Ｌ Ｈ Ｒ Ｈ  ３ ０
ｎ ｇ ／ マ ウ ス 用 量 を マ ウ ス に 筋 肉 内 注 射 し て 、 テ ス ト ス テ ロ ン 合 成 を 群 発 さ せ る こ と が で
き る ） 。 血 漿 採 集 の 時 期 を 調 整 し て 、 誘 導 し た ホ ル モ ン 応 答 の ピ ー ク を 一 致 さ せ る こ と が
で き よ う 。 化 合 物 効 果 を 、 媒 体 処 置 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 す る 。 Ｆ 試 験 は 分 散 が 一 致 す る
か 、 一 致 し な い か を 決 定 す る た め に 行 な い 、 次 い で あ る チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 を 行 な う 。 媒
体 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
１ .２ ． 活 性 検 定 の 中 空 繊 維 メ カ ニ ズ ム
中 空 繊 維 は 、 所 望 の 細 胞 系 （ 群 ） を 用 い て 調 製 し 、 げ っ 歯 類 に 腹 腔 内 及 び ／ 又 は 皮 下 移 植
す る 。 化 合 物 は 、 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 繊 維 を 、 特 定 の げ っ
歯 類 検 定 プ ロ ト コ ル （ 遺 伝 子 発 現 （ ｄ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｐ Ｃ Ｒ 又 は Ｔ ａ ｑ ｍ ａ ｎ ） 、 特 定 の 生 化 学
活 性 （ 例 え ば 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル ） に つ い て の 検 定 を 含 み 得 る ） に 基 づ い て 回 収 す る 。 結 果
は 、 群 間 の 分 散 を Ｆ 試 験 に よ っ て 比 較 し （ 媒 体 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０
.０ ５ 以 下 で あ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 又 は 順 位 和 試 験 に よ っ て 分 析 す る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
２ ． 亜 急 性 機 能 イ ン ビ ボ 検 定
２ .１ ． ホ ル モ ン 依 存 的 組 織 量 の 低 下
こ れ は 、 ホ ル モ ン 依 存 性 組 織 （ 即 ち 、 雄 の 精 嚢 及 び 雌 の 子 宮 ） の 質 量 を 低 下 さ せ る 化 合 物
の 能 力 を 測 定 す る 別 の 非 腫 瘍 検 定 で あ る 。 げ っ 歯 類 に 、 被 験 化 合 物 を 所 定 の ス ケ ジ ュ ー ル
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に 基 づ き 、 所 定 の 期 間 （ 即 ち 、 １ 週 間 ） 投 与 （ 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 ）
す る 。 こ の 実 験 の 最 後 に 、 動 物 の 体 重 を 測 り 、 標 的 器 官 を 切 除 し 、 全 て の 体 液 を 搾 り 出 し
、 そ の 器 官 の 重 量 を 記 録 す る 。 ま た 、 血 漿 も 回 収 で き る 。 血 漿 は 、 目 的 の ホ ル モ ン レ ベ ル
又 は 被 験 物 質 レ ベ ル に つ い て 検 定 す る こ と が で き る 。 器 官 重 量 を 直 接 比 較 す る か 、 そ れ ら
を 動 物 の 体 重 に つ い て 標 準 化 す る こ と が で き る 。 化 合 物 の 効 果 を 、 媒 体 処 置 コ ン ト ロ ー ル
群 と 比 較 す る 。 Ｆ 試 験 は 分 散 が 一 致 す る か 、 一 致 し な い か を 決 定 す る た め に 行 な い 、 次 い
で あ る チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 を 行 な う 。 媒 体 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０
５ 以 下 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
２ .２ ． 中 空 繊 維 増 殖 検 定
中 空 繊 維 は 、 所 望 の 細 胞 系 （ 群 ） を 用 い て 調 製 し 、 げ っ 歯 類 に 腹 腔 内 及 び ／ 又 は 皮 下 移 植
す る 。 化 合 物 は 、 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 繊 維 を 、 特 定 の げ っ
歯 類 検 定 プ ロ ト コ ル に 基 づ い て 回 収 す る 。 細 胞 増 殖 は 、 細 胞 数 マ ー カ ー （ 即 ち 、 Ｍ Ｔ Ｔ 又
は Ｌ Ｄ Ｈ ） を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る 。 細 胞 数 と 出 発 接 種 材 料 か ら の 細 胞 数 の 変 化
を 、 群 間 の 分 散 を Ｆ 試 験 （ 媒 体 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ
る ） に よ っ て 比 較 し た 後 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 又 は 順 位 和 試 験 に よ っ て 分 析 す る 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
２ .３ ． 抗 血 管 新 生 モ デ ル
２ .３ .１ ． 角 膜 血 管 新 生
成 長 因 子 を 伴 う 若 し く は 伴 わ な い ヒ ド ロ ン ペ レ ッ ト 又 は 細 胞 を 、 げ っ 歯 類 の 角 膜 に 外 科 的
に 作 っ た マ イ ク ロ ポ ケ ッ ト 中 に 移 植 す る 。 化 合 物 （ ヒ ド ロ ン ペ レ ッ ト 中 に 成 長 因 子 と 混 合
し た 化 合 物 ） を 、 全 身 又 は 局 所 投 与 す る こ と が で き る 。 移 植 の ７ 日 後 に コ ロ イ ド 性 カ ー ボ
ン を 心 臓 内 注 入 し た 後 す ぐ に 、 角 膜 を 回 収 し 、 そ し て １ ０ ％ ホ ル マ リ ン 中 に 固 定 す る 。 読
み 取 り は 、 定 性 的 ス コ ア リ ン グ 及 び ／ 又 は イ メ ー ジ 分 析 で 行 な う 。 定 性 的 ス コ ア を 順 位 和
試 験 に よ り 比 較 す る 。 イ メ ー ジ 分 析 デ ー タ は 、 血 管 新 生 領 域 （ ピ ク セ ル 内 ） を 測 定 す る こ
と に よ っ て 評 価 し 、 群 平 均 を ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 （ ２ テ イ ル ） に よ っ て 比 較 す る 。 成 長
因 子 又 は 細 胞 の み の 群 と 比 較 し て 、 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
２ .３ .２ ． マ ト リ ゲ ル (Matrigel)血 管 新 生
細 胞 又 は 成 長 因 子 を 含 有 す る マ ト リ ゲ ル を 、 皮 下 注 射 す る 。 化 合 物 を 、 経 口 、 腹 腔 内 、 静
脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 マ ト リ ゲ ル プ ラ グ を 、 所 定 の 時 点 （ 群 ） で 回 収 し 、 読 み
取 り の た め に 調 製 す る 。 読 み 取 り は 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 濃 度 及 び ／ 又 は 組 織 学 試 験 に つ い て の
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 基 礎 と す る 検 定 で あ る （ 即 ち 、 容 器 カ ウ ン ト 、 内 皮 表 面 マ ー カ ー の 特 殊 染 色
： Ｃ Ｄ ３ １ 、 因 子 － ８ ） 。 読 み 取 り は 、 群 間 の 分 散 を Ｆ 試 験 に よ っ て 比 較 し た 後 （ 媒 体 コ
ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ
っ て 分 析 す る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
３ ． 原 発 性 抗 腫 瘍 効 果
３ .１ ． 初 期 治 療 モ デ ル
３ .１ .１ ． 皮 下 腫 瘍
腫 瘍 細 胞 又 は 破 砕 物 （ フ ラ グ メ ン ト ） を 、 ０ 日 目 に 皮 下 移 植 す る 。 媒 体 及 び ／ 又 は 化 合 物
を 、 あ る 時 、 通 常 １ 日 目 に 開 始 す る 所 定 の ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ い て 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内
、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 し 、 次 い で そ の 能 力 に つ い て 腫 瘍 重 量 (burden)を 測 定 す る 。 体 重 及
び 腫 瘍 測 定 を 週 に ２ 、 ３ 回 記 録 す る 。 正 味 の 体 重 及 び 腫 瘍 重 量 の 平 均 を 、 そ れ ぞ れ の デ ー
タ 収 集 日 ご と に 計 算 す る 。 抗 腫 瘍 効 果 は 、 既 定 の 日 に 処 置 腫 瘍 の サ イ ズ （ Ｔ ） 及 び コ ン ト
ロ ー ル 腫 瘍 の サ イ ズ （ Ｃ ） を 、 群 間 の 分 散 を Ｆ 試 験 に よ り 比 較 し た 後 （ 有 意 性 は ｐ ０ .０
５ 以 下 で 決 め ら れ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ り 比 較 す る こ と で 最 初 に 決 定 す る こ と
が で き る 。 ま た 、 こ の 実 験 は 、 腫 瘍 成 長 遅 延 を モ ニ タ ー し 記 録 し て 腫 瘍 測 定 を 継 続 す る 場
合 に は 、 投 与 の 終 了 後 に も 継 続 で き る 。 腫 瘍 成 長 遅 延 は 、 予 め 定 め た サ イ ズ に 達 し た コ ン
ト ロ ー ル 群 の 中 央 時 間 で 、 該 サ イ ズ に 達 し た 処 置 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 の 中 央 時 間 を 割 っ た
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も の の 差 と し て 表 さ れ る 。 成 長 遅 延 は 、 評 価 サ イ ズ に 達 し た 個 々 の 腫 瘍 に つ い て の 時 間 か
ら カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー 曲 線 を 作 成 す る こ と に よ っ て 比 較 す る 。 有 意 性 は ｐ ０ .０ ５ 以 下 で
あ る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
３ .１ .２ ． 腹 腔 内 ／ 頭 蓋 内 腫 瘍 モ デ ル
腫 瘍 細 胞 を 、 ０ 日 目 に 腹 腔 内 又 は 頭 蓋 内 注 射 す る 。 化 合 物 を 、 １ 日 目 に 開 始 す る 所 定 の ス
ケ ジ ュ ー ル に 基 づ き 、 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 羅 患 率 及 び ／ 又
は 死 亡 率 の 観 察 を 、 １ 日 に ２ 回 記 録 す る 。 体 重 は １ 週 間 に ２ 回 測 定 し 記 録 す る 。 羅 患 率 ／
死 亡 率 の デ ー タ を 、 生 存 中 央 値 の 期 間 で 表 し 、 長 期 生 存 数 は 分 け て 示 す 。 生 存 時 間 を 用 い
て 、 カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー 曲 線 を 作 成 す る 。 こ の 実 験 の コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し た 対 数 範 囲
試 験 に よ る 有 意 性 は ｐ ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
３ .２ ． 疾 患 モ デ ル の 確 立
腫 瘍 細 胞 又 は 破 砕 物 を 、 皮 下 的 に 移 植 し 、 処 置 を 開 始 す る の に 所 望 の サ イ ズ に ま で 成 長 さ
せ る 。 所 定 の サ イ ズ 範 囲 に 達 す る 、 マ ウ ス を 処 置 群 に 無 作 為 に 分 け る 。 化 合 物 を 、 所 定 の
ス ケ ジ ュ ー ル に 従 い 、 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 腫 瘍 重 量 及 び 体
重 を 、 １ 週 間 に ２ ～ ３ 回 測 定 し 記 録 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 の 幾 日 か に 渡 っ て 全 群 の 腫 瘍
重 量 の 平 均 値 を 、 比 較 の た め に グ ラ フ に す る 。 Ｆ 試 験 は 分 散 が 一 致 す る か 、 一 致 し な い か
を 決 定 す る た め に 行 な い 、 次 い で あ る チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 を 処 置 終 了 時 点 の 処 置 群 及 び コ
ン ト ロ ー ル 群 の 腫 瘍 サ イ ズ を 比 較 す る た め に 行 な う 。 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は
ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。 腫 瘍 測 定 は 、 投 与 を 止 め 腫 瘍 成 長 遅 延 を モ ニ タ ー し た 後 に 、 記
録 す る こ と が で き る 。 腫 瘍 成 長 遅 延 は 、 所 定 の サ イ ズ に 達 し た コ ン ト ロ ー ル 群 の 中 央 時 間
で 、 所 定 の サ イ ズ に 達 し た 処 置 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 の 中 央 時 間 を 割 っ た の も の の 差 と し て
表 さ れ る 。 成 長 遅 延 は 、 評 価 サ イ ズ に 達 し た 個 々 の 腫 瘍 に つ い て の 時 間 か ら カ プ ラ ン － マ
イ ヤ ー 曲 線 を 作 成 す る こ と に よ っ て 比 較 す る 。 媒 体 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ
値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
３ .３ ． 同 所 性 疾 患 モ デ ル
３ .３ .１ ． 哺 乳 類 脂 肪 体 検 定
哺 乳 動 物 の 腺 癌 起 源 の 腫 瘍 細 胞 又 は 破 砕 物 を 、 外 科 的 に 露 出 さ せ て 表 出 さ せ 、 げ っ 歯 類 の
乳 腺 脂 肪 体 (fat pad)に 直 接 移 植 す る 。 そ の 脂 肪 体 を 元 あ っ た 場 所 に 戻 し 、 外 科 部 分 を 閉
じ る 。 ま た 、 ホ ル モ ン を 、 腫 瘍 の 成 長 を 補 助 す る た め に げ っ 歯 類 に 投 与 す る こ と も で き る
。 化 合 物 を 所 定 の ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ き 、 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す
る 。 腫 瘍 重 量 及 び 体 重 を 、 １ 週 間 に ２ ～ ３ 回 測 定 し 記 録 す る 。 接 種 後 の 幾 日 か に 渡 っ て 全
群 の 腫 瘍 重 量 の 平 均 値 を 、 比 較 の た め に グ ラ フ に す る 。 Ｆ 試 験 は 分 散 が 一 致 す る か 、 一 致
し な い か を 決 定 す る た め に 行 な い 、 次 い で あ る チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 を 処 置 終 了 時 の 処 置 群
及 び コ ン ト ロ ー ル 群 の 腫 瘍 サ イ ズ を 比 較 す る た め に 行 な う 。 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有
意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
腫 瘍 測 定 は 、 投 与 を 止 め 腫 瘍 成 長 遅 延 を モ ニ タ ー し た 後 に 、 記 録 す る こ と が で き る 。 腫 瘍
成 長 遅 延 は 、 所 定 の サ イ ズ に 達 し た コ ン ト ロ ー ル 群 の 中 央 時 間 で 、 所 定 の サ イ ズ に 達 し た
処 置 群 と コ ン ト ロ ー ル 群 の 中 央 時 間 を 割 っ た の も の の 差 と し て 表 さ れ る 。 成 長 遅 延 は 、 評
価 サ イ ズ に 達 し た 個 々 の 腫 瘍 の 中 央 時 間 か ら カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー 曲 線 を 作 成 す る こ と に よ
っ て 比 較 す る 。 媒 体 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。 さ ら に
、 こ の モ デ ル は 、 こ の タ イ プ の 腫 瘍 の 自 発 的 転 移 速 度 を 増 大 さ せ る 機 会 を 提 供 す る 。 転 移
反 応 は 、 標 的 器 官 当 た り の 目 視 で き る 病 巣 （ フ ォ ー カ ス ） の 数 を 計 数 す る こ と 、 又 は 標 的
器 官 重 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 こ の 研 究 の 最 後 に 評 価 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 終
点 の 平 均 値 を 、 Ｆ 試 験 を 行 な っ た 後 （ こ の 実 験 の コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値
０ .０ ５ 以 下 で あ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ っ て 比 較 す る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
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３ .２ .２ ． 前 立 腺 内 検 定
前 立 腺 癌 器 官 の 腫 瘍 細 胞 又 は 破 砕 物 を 、 外 科 的 に 露 出 さ せ た げ っ 歯 類 の 前 立 腺 の 背 葉 に 直
接 移 植 す る 。 移 植 組 織 が 精 嚢 に 侵 入 し な い こ と を 検 証 し な が ら 、 腫 瘍 を 特 に 背 葉 に 移 植 す
る こ と が で き る の で 、 腹 部 切 除 し て 前 立 腺 を 外 面 化 す る 。 上 手 く 接 種 し た 前 立 腺 を 腹 部 に
移 し 、 腹 部 に 沿 っ た 切 開 部 及 び 皮 膚 を 閉 じ る 。 ま た 、 ホ ル モ ン を 、 腫 瘍 の 成 長 を 助 け る た
め に げ っ 歯 類 に 投 与 す る こ と も で き る 。 化 合 物 を 、 所 定 の ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ き 、 経 口 、
腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 体 重 を １ 週 間 に ２ ～ ３ 回 測 定 し 記 録 す る 。 所
定 の 時 点 で 実 験 を 終 了 し 、 動 物 を 解 剖 す る 。 原 発 性 腫 瘍 サ イ ズ を 、 解 剖 範 囲 に 装 着 さ せ る
キ ャ リ パ ー ミ ク ロ メ ー タ ー や 接 眼 マ イ ク ロ メ ー タ ー の い ず れ か を 用 い て 三 次 元 測 定 す る 。
Ｆ 試 験 は 分 散 が 一 致 す る か 、 一 致 し な い か を 決 定 す る た め に 行 な い 、 次 い で あ る チ ュ ー デ
ン ト ｔ 試 験 を 処 置 終 了 時 の 処 置 群 及 び コ ン ト ロ ー ル 群 の 腫 瘍 サ イ ズ を 比 較 す る た め に 行 な
う 。 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。 こ の モ デ ル は 、 こ の タ
イ プ の 腫 瘍 の 自 発 的 転 移 速 度 を 増 大 さ せ る 機 会 を 与 え る 。 転 移 反 応 は 、 標 的 器 官 （ 即 ち 、
肺 ） 当 た り の 目 視 で き る 病 巣 の 数 を 計 数 す る こ と 、 又 は 標 的 器 官 （ 即 ち 、 局 所 的 リ ン パ 節
） 重 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 こ の 研 究 の 最 後 に 評 価 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 終 点
の 平 均 値 を 、 Ｆ 試 験 を 行 な っ た 後 （ こ の 実 験 の コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０
.０ ５ 以 下 で あ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ っ て 比 較 す る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
３ .３ .３ ． 気 管 支 内 検 定
肺 器 官 の 腫 瘍 細 胞 を 、 皮 膚 を 切 開 し 、 気 管 を 曝 す こ と に よ っ て 、 気 管 支 内 に 移 植 す る こ と
が で き る 。 気 管 支 は 、 斜 端 の ２ ５ ゲ ー ジ ニ ー ド ル を 用 い て 穴 を 開 け 、 腫 瘍 細 胞 を 、 主 要 な
気 管 支 に 屈 曲 ９ ０ ° の 平 滑 端 の ２ ７ ゲ ー ジ ニ ー ド ル を 用 い て 接 種 す る 。 化 合 物 を 、 所 定 の
ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ き 、 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 体 重 を １ 週 間
に ２ ～ ３ 回 測 定 し 記 録 す る 。 所 定 の 時 点 で 実 験 を 終 了 し 、 動 物 を 解 剖 す る 。 原 発 性 腫 瘍 サ
イ ズ を 、 解 剖 範 囲 に 装 着 さ せ る キ ャ リ パ ー ミ ク ロ メ ー タ ー や 接 眼 マ イ ク ロ メ ー タ ー の い ず
れ か を 用 い て 三 次 元 測 定 す る 。 Ｆ 試 験 は 分 散 が 一 致 す る か 、 一 致 し な い か を 決 定 す る た め
に 行 な い 、 次 い で あ る チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 を 処 置 終 了 時 の 処 置 群 及 び コ ン ト ロ ー ル 群 の 腫
瘍 サ イ ズ を 比 較 す る た め に 行 な う 。 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下
で あ る 。 こ の モ デ ル は 、 こ の タ イ プ の 腫 瘍 の 自 発 的 転 移 速 度 を 増 大 さ せ る 機 会 を 与 え る 。
転 移 反 応 は 、 標 的 器 官 （ 即 ち 、 反 対 側 の 肺 ） 当 た り の 目 視 で き る 病 巣 の 数 を 計 数 す る こ と
、 又 は 標 的 器 官 重 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 こ の 研 究 の 最 後 に 評 価 す る こ と が で き る 。
こ れ ら の 終 点 の 平 均 値 を 、 Ｆ 試 験 を 行 な っ た 後 （ こ の 実 験 の コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有
意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ っ て 比 較 す る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
３ .３ .４ ． 盲 腸 内 検 定
胃 腸 器 官 の 腫 瘍 細 胞 を 、 腹 部 の 皮 膚 を 切 開 し 、 腸 を 外 面 化 す る こ と で 盲 腸 内 移 植 す る こ と
が で き る 。 腫 瘍 細 胞 を 、 ２ ７ 又 は ３ ０ ゲ ー ジ ニ ー ド ル を 用 い て 、 腸 の 管 腔 を 貫 通 す る こ と
な く 、 盲 腸 壁 に 接 種 す る こ と が で き る 。 化 合 物 を 、 所 定 の ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ き 、 経 口 、
腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 体 重 を １ 週 間 に ２ ～ ３ 回 測 定 し 記 録 す る 。 所
定 の 時 点 で 実 験 を 終 了 し 、 動 物 を 解 剖 す る 。 原 発 性 腫 瘍 サ イ ズ を 、 解 剖 範 囲 に 装 着 さ せ る
キ ャ リ パ ー ミ ク ロ メ ー タ ー や 接 眼 マ イ ク ロ メ ー タ ー の い ず れ か を 用 い て 三 次 元 測 定 す る 。
Ｆ 試 験 は 分 散 が 一 致 す る か 、 一 致 し な い か を 決 定 す る た め に 行 な い 、 次 い で あ る チ ュ ー デ
ン ト ｔ 試 験 を 処 置 終 了 時 の 処 置 群 及 び コ ン ト ロ ー ル 群 の 腫 瘍 サ イ ズ を 比 較 す る た め に 行 な
う 。 コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。 こ の モ デ ル は 、 こ の タ
イ プ の 腫 瘍 の 自 発 的 転 移 速 度 を 増 大 さ せ る 機 会 を 与 え る 。 転 移 反 応 は 、 標 的 器 官 （ 即 ち 、
肝 臓 ） 当 た り の 目 視 で き る 病 巣 の 数 を 計 数 す る こ と 、 又 は 標 的 器 官 重 量 を 測 定 す る こ と に
よ っ て 、 こ の 研 究 の 最 後 に 評 価 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 終 点 の 平 均 値 を 、 Ｆ 試 験 を 行
な っ た 後 （ エ ン ド ポ イ ン ト 両 方 の 実 験 に お け る コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０
.０ ５ 以 下 で あ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ っ て 比 較 す る 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
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４ ． 続 発 性 （ 転 移 性 ） 抗 腫 瘍 効 果
４ .１ ． 自 発 転 移
腫 瘍 細 胞 を 皮 下 接 種 さ せ 、 腫 瘍 を 肺 又 は 肝 臓 へ の 自 発 的 転 移 研 究 の た め 予 め 定 め た 範 囲 に
ま で 成 長 さ せ る 。 次 い で 、 こ の 原 発 性 腫 瘍 を 切 除 す る 。 腫 瘍 転 移 の 初 期 段 階 を 阻 害 す る こ
と を 目 的 と し た 治 療 を 評 価 す る た め に 原 発 性 腫 瘍 を 切 除 す る ま で の 期 間 を 含 む こ と あ る 所
定 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 い 、 化 合 物 を 、 経 口 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。
罹 患 率 及 び ／ 又 は 死 亡 率 の 観 察 を 毎 日 記 録 す る 。 １ 週 間 に ２ 回 、 体 重 を 測 定 し 記 録 す る 。
可 能 な 指 標 （ エ ン ド ポ イ ン ト ） に は 、 生 存 時 間 、 標 的 器 官 当 た り の 目 視 で き る 病 巣 の 数 、
又 は 標 的 器 官 重 量 が 挙 げ ら れ る 。 生 存 時 間 を エ ン ド ポ イ ン ト と し て 用 い た 場 合 、 他 の 値 は
定 ま ら な い 。 生 存 デ ー タ は 、 カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー 曲 線 を 作 成 す る の に 用 い る 。 こ の 実 験 の
コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 対 数 範 囲 試 験 に よ る 有 意 性 は ｐ ０ .０ ５ 以 下 で あ る 。 解 剖 マ イ
ク ロ ス コ ー プ の 下 で 決 定 さ れ る よ う な 目 視 で き る 腫 瘍 の 病 巣 数 の 平 均 と 、 標 的 器 官 重 量 の
平 均 値 は 、 Ｆ 試 験 を 行 な っ た 後 （ エ ン ド ポ イ ン ト 両 方 の 実 験 に お け る コ ン ト ロ ー ル 群 と 比
較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ っ て 比 較 す る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
４ .２ ． 強 制 的 転 移
腫 瘍 細 胞 を 、 尾 静 脈 、 門 脈 、 又 は 心 臓 の 左 心 室 、 実 験 用 （ 強 制 的 ） 肺 、 肝 臓 及 び 骨 転 移 研
究 そ れ ぞ れ に お い て 注 射 す る 。 化 合 物 を 、 所 定 の ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ い て 、 経 口 、 腹 腔 内
、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 投 与 す る 。 罹 患 率 及 び ／ 又 は 死 亡 率 の 観 察 を 毎 日 記 録 す る 。 １
週 間 に ２ 回 、 体 重 を 測 定 し 記 録 す る 。 可 能 な 指 標 に は 、 生 存 時 間 、 標 的 器 官 当 た り の 目 視
で き る 病 巣 の 数 、 又 は 標 的 器 官 重 量 が 挙 げ ら れ る 。 生 存 時 間 を エ ン ド ポ イ ン ト と し て 用 い
た 場 合 、 他 の 値 は 決 定 さ れ な い 。 生 存 デ ー タ は 、 カ プ ラ ン － マ イ ヤ ー 曲 線 を 作 成 す る の に
用 い る 。 こ の 実 験 の コ ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 対 数 範 囲 試 験 に よ る 有 意 性 は ｐ ０ .０ ５ 以
下 で あ る 。 解 剖 マ イ ク ロ ス コ ー プ の 下 で 決 定 さ れ る 目 視 で き る 腫 瘍 の 病 巣 数 の 平 均 と 、 標
的 器 官 重 量 の 平 均 値 は 、 Ｆ 試 験 を 行 な っ た 後 （ 両 方 エ ン ド ポ イ ン ト の 実 験 に お け る 媒 体 コ
ン ト ロ ー ル 群 と 比 較 し て 有 意 性 は ｐ 値 ０ .０ ５ 以 下 で あ る ） 、 ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 試 験 に よ
っ て 比 較 す る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
実 施 例 １ ９
Ｇ i － 、 Ｇ s － お よ び Ｇ q － 共 役 レ セ プ タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
Ｇ i － 共 役 レ セ プ タ ー
細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ま た は 一 次 細 胞 な ど ） は 適 切 な レ セ プ タ ー お よ び 誘 発 可 能 な Ｃ Ｒ Ｅ － －
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 構 築 物 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 細 胞 は 、 ５ ０ ％ Ｄ ｕ ｌ ｂ ｅ ｃ ｃ
ｏ の 修 飾 イ ー グ ル 培 地 ／ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ で 補 足 さ れ た ５ ０ ％ Ｆ １ ２ （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ） （
３ ７ ℃ 、 １ ０ ％ の Ｃ Ｏ 2 を 含 む 加 湿 大 気 中 ） 中 で 成 長 さ せ 、 ２ ま た は ３ 日 ご と に 定 期 的 に
１ ： １ ０ に 比 で 分 割 す る 。 試 験 培 養 は 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ と Ｆ Ｂ Ｓ 中 で 適 切 な 濃 度 （ 例 え
ば ３ ５ μ ｌ の 細 胞 培 養 培 地 中 １ ウ ェ ル あ た り の ２ ０ ０ ０ 個 の 細 胞 ） で ３ ８ ４ － ウ ェ ル プ レ
ー ト 中 に シ ー ド さ れ 、 ４ ８ 時 間 （ 細 胞 系 に よ っ て ～ ２ ４ か ら ６ ０ 時 間 の 範 囲 ） 成 長 さ せ る
。 成 長 培 地 を 次 に 、 ０ ， １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む 無 血 清 培 地 （ Ｓ Ｆ Ｍ ； 例 え ば 超 Ｃ Ｈ Ｏ ） に 対 し
て 交 換 す る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 に 溶 解 さ れ た 試 験 化 合 物 を Ｓ Ｆ Ｍ で 希 釈 し 、 試 験 培 地 （ 最 大 最 終 濃 度 １ ０ μ モ
ル ） へ 移 し 、 つ づ い て １ ０ 分 後 に Ｓ Ｆ Ｍ ＋ ０ ， １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 中 フ ォ ル ス コ リ ン （ ～ １ μ モ ル
、 最 終 濃 度 ） を 添 加 す る 。 両 方 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 場 合 、 適 当 な 濃 度
の 作 用 物 質 、 お よ び フ ォ ル ス コ リ ン を 添 加 す る 。 プ レ ー ト を １ ０ ％ Ｃ Ｏ 2 中 、 ３ ７ ℃ で ３
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 上 清 を 除 去 し 、 細 胞 を 溶 解 試 薬 （ ２ ５ ミ リ モ ル の リ ン 酸
塩 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ７ ． ８ 、 ２ ミ リ モ ル の Ｄ Ｄ Ｔ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル お よ び ３ ％ の Ｔ ｒ ｉ ｔ
ｏ ｎ Ｘ １ ０ ０ を 含 む ） で 溶 解 さ せ る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 は 基 質 － 緩 衝 液 （ 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 分 析 試 薬 、 Ｐ ｒ ｏ ｍ ｅ ｇ ａ ）
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の 添 加 に よ っ て 開 始 さ れ 、 発 光 を す ぐ に 定 量 す る （ 例 え ば Ｂ ｅ ｒ ｔ ｈ ｏ ｌ ｄ 照 度 計 ま た は
Ｈ ａ ｍ ａ ｍ ａ ｔ ｚ ｕ カ メ ラ シ ス テ ム ） 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
Ｇ s 結 合 レ セ プ タ ー
細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ま た は 一 次 細 胞 な ど ） は 適 切 な レ セ プ タ ー お よ び 誘 発 可 能 な Ｃ Ｒ Ｅ － －
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 構 築 物 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 細 胞 は 、 ５ ０ ％ Ｄ ｕ ｌ ｂ ｅ ｃ ｃ
ｏ の 修 飾 イ ー グ ル 培 地 ／ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ で 補 足 さ れ た ５ ０ ％ Ｆ １ ２ （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ） （
３ ７ ℃ 、 １ ０ ％ の Ｃ Ｏ 2 を 含 む 加 湿 大 気 中 ） 中 で 成 長 さ せ 、 ２ ま た は ３ 日 ご と に 定 期 的 に
１ ： １ ０ に 比 で 分 割 す る 。 試 験 培 養 は 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ と Ｆ Ｂ Ｓ 中 で 適 切 な 濃 度 （ 例 え
ば ３ ５ μ ｌ の 細 胞 培 養 培 地 中 １ ウ ェ ル あ た り の １ ０ ０ ０ ま た は ２ ０ ０ ０ 個 の 細 胞 ） で ３ ８
４ － ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に シ ー ド さ れ 、 ４ ８ 時 間 （ 細 胞 系 に よ っ て ～ ２ ４ か ら ６ ０ 時 間 の 範
囲 ） 成 長 さ せ る 。 ０ ， １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む 無 血 清 培 地 （ Ｓ Ｆ Ｍ ； 例 え ば 超 Ｃ Ｈ Ｏ ） に 試 験 化
合 物 を 添 加 す る こ と に よ り 分 析 を 開 始 す る 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
試 験 化 合 物 を Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 に 溶 解 さ せ 、 Ｓ Ｆ Ｍ で 希 釈 し 、 試 験 培 地 （ 最 大 最 終 濃 度 １ ０ μ モ
ル 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 濃 度 ＜ ０ ． ６ ％ ） へ 移 す 。 プ レ ー ト を １ ０ ％ Ｃ Ｏ 2 中 、 ３ ７ ℃ で ３ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 、 １ ウ ェ ル あ た り １ ０ μ ｌ の 試 薬 （ ２ ５ ミ リ モ ル の リ ン 酸 塩 緩 衝 液
、 ｐ Ｈ ７ ． ８ 、 ２ ミ リ モ ル の Ｄ Ｄ Ｔ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル お よ び ３ ％ の Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ １
０ ０ を 含 む ） で 溶 解 さ せ る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 は １ ウ ェ ル あ た り ２ ０ μ ｌ 基 質 － 緩 衝 液 （ 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 分 析
試 薬 、 Ｐ ｒ ｏ ｍ ｅ ｇ ａ ） の 添 加 に よ っ て 開 始 さ れ る 。 発 光 の 定 量 を す ぐ に 開 始 す る （ 例 え
ば Ｂ ｅ ｒ ｔ ｈ ｏ ｌ ｄ 照 度 計 ま た は Ｈ ａ ｍ ａ ｍ ａ ｔ ｚ ｕ カ メ ラ シ ス テ ム ） 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
Ｇ q 結 合 レ セ プ タ ー
細 胞 （ Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 ま た は 一 次 細 胞 な ど ） は 適 切 な レ セ プ タ ー で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ
れ る 。 細 胞 は 、 ５ ０ ％ Ｄ ｕ ｌ ｂ ｅ ｃ ｃ ｏ の 修 飾 イ ー グ ル 培 地 ／ １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ で 補 足 さ れ た
５ ０ ％ Ｆ １ ２ （ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ １ ２ ） （ ３ ７ ℃ 、 ５ ％ の Ｃ Ｏ 2 を 含 む 加 湿 大 気 中 ） 中 で 成 長
さ せ 、 ３ ま た は ４ 日 ご と に 定 期 的 に １ ： １ ０ に 比 で 分 割 す る 。 試 験 培 養 は 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ ／ Ｆ
１ ２ と Ｆ Ｂ Ｓ 中 で 適 切 な 濃 度 （ 例 え ば ３ ５ μ ｌ の 細 胞 培 養 培 地 中 １ ウ ェ ル あ た り の ２ ０ ０
０ 個 の 細 胞 ） で ３ ８ ４ － ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に シ ー ド さ れ 、 ４ ８ 時 間 （ 細 胞 系 に よ っ て ～ ２
４ か ら ６ ０ 時 間 の 範 囲 ） 成 長 さ せ る 。 成 長 培 地 を 次 に 生 理 学 的 塩 溶 液 （ 例 え ば 、 Ｔ ｙ ｒ ｏ
ｄ ｅ 溶 液 ） に 対 し て 交 換 す る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 に 溶 解 さ せ た 試 験 化 合 物 を 、 ０ ． １ ％ Ｂ Ｓ Ａ を 含 む Ｔ ｙ ｒ ｏ ｄ ｅ 溶 液 で 希 釈 し
、 試 験 培 地 （ 最 大 最 終 濃 度 １ ０ μ モ ル ） へ 移 す 。 レ セ プ タ ー 特 異 性 作 用 物 質 の 添 加 後 、 結
果 後 し て 得 ら れ る Ｇ ｑ に よ り 媒 介 さ れ る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 増 加 を 、 適 当 な 読 み と り シ ス テ
ム （ 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム 感 受 性 色 素 ） を 用 い て 測 定 す る 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
実 施 例 ２ ０
プ ロ モ ー タ ー 分 析
プ ロ モ ー タ ー 分 析 は 、 興 味 の あ る （ 例 え ば 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン ） 調 節 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 か
で 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ヒ ト 肝 細 胞 ガ ン 細 胞 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ で 開
始 さ れ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に 使 用 さ れ た ベ ク タ ー ２ ｘ Ｉ Ｒ Ｏ ｌ ｕ ｃ は 、 ｔ ｋ
最 小 プ ロ モ ー タ ー と ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 遺 伝 子 の 前 に ８ ｂ ｐ の ス ペ ー サ ー で 分 離 さ れ た ２ つ
の １ ２ ｂ ｐ 逆 パ リ ン ド ロ ー ム 配 列 の 甲 状 腺 ホ ル モ ン 反 応 性 エ レ メ ン ト （ Ｔ Ｒ Ｅ ） を 有 す る
。
【 ０ ３ ４ ５ 】
試 験 培 養 物 を 、 グ ル タ ミ ン 、 ト リ シ ン 、 ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 イ ン シ
ュ リ ン 、 セ レ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン で 補 足 さ れ た 無 血 清 イ ー グ ル 最 小 基 本 培 地 中 、 ９ ６ －
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ウ ェ ル プ レ ー ト 中 に 接 種 し 、 １ ０ ％ Ｃ Ｏ 2 、 ３ ７ ℃ で 加 湿 さ れ た 大 気 中 、 培 養 し た 。 ４ ８
時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 試 験 化 合 物 ま た は 参 照 化 合 物 （ 例 え ば 、 Ｌ Ｔ ３ 、 Ｌ － Ｔ
４ ） お よ び 適 当 な ら ば 共 同 刺 激 因 子 （ 最 終 濃 度 １ ｎ Ｍ ） の 連 続 希 釈 を 細 胞 培 養 物 に 添 加 し
、 最 適 時 間 （ 例 え ば さ ら に ４ － ７ ２ 時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 続 け た 。 細 胞 を 次 に 、 Ｔ
ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ １ ０ ０ お よ び ル シ フ ェ リ ン を 含 む 緩 衝 液 の 添 加 に よ り 溶 解 さ せ 、 Ｔ ３ に よ っ
て 誘 発 さ れ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は 他 の 化 合 物 の 発 光 は 照 度 計 で 測 定 し た 。 試 験 化 合 物 の
そ れ ぞ れ の 濃 度 に つ い て 、 ４ 回 の 反 復 試 験 を 行 っ た 。 各 試 験 化 合 物 に つ い て の Ｅ Ｃ 5 0 値 を
Ｇ ｒ ａ ｐ ｈ 　 Ｐ ａ ｄ 　 Ｐ ｒ ｉ ｓ ｍ 　 Ｓ ｉ ｅ ｎ ｔ ｆ ｉ ｃ ソ フ ト ウ ェ ア の 使 用 に よ り 計 算 し た
。
【 ０ ３ ４ ６ 】
発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ
定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る 遺 伝 子 発 現 の 詳 細 な 分 析 の た め に 、 興 味 の あ る ゲ ノ ム 領 域 に 隣 接 す
る プ ラ イ マ ー お よ び 中 間 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 蛍 光 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を 利 用 す る 。 Ｐ Ｅ
　 Ａ ｐ ｐ ｌ ｉ ｅ ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ （ Ｐ ｅ ｒ ｋ ｉ ｎ Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ 、 フ ォ ス タ ー シ テ ィ
ー 、 Ｃ Ａ 、 Ｕ Ｓ Ａ ） の Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ ７ ７ ０ ０ 配 列 検 出 シ ス テ ム と 蛍 光 リ ポ ー タ ー 色 素 お よ び
ク エ ン チ ャ ー 色 素 の 両 方 で 標 識 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 螢 光 原 プ ロ ー ブ の 技 術
を 用 い て 、 こ の よ う な 発 現 測 定 を 行 な う こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ 特 異 的 生 成 物 の 増 幅 は プ
ロ ー ブ の 開 裂 を 引 き 起 こ し 、 リ ポ ー タ ー 蛍 光 の 増 加 を 生 み 出 す 。 プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー
ブ は 、 プ ラ イ マ ー エ ク ス プ レ ス ソ フ ト ウ ェ ア を 使 っ て 選 択 さ れ て 、 Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ
Ｈ Ｇ ＿ Ｕ ９ ５ Ａ － Ｅ ま た は Ｈ Ｇ － Ｕ １ ３ ３ Ａ Ｂ Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ の 構 築 の た め に 用 い ら れ る プ
ロ ー ブ 配 列 の 相 対 的 位 置 に 従 っ て コ ー デ ィ ン グ 配 列 の ３ ’ 領 域 ま た は ３ ’ 未 翻 訳 領 域 （ プ
ラ イ マ ー と 調 査 連 続 の た め に 表 ５ 参 照 ） に ほ と ん ど 局 在 化 し て い た 。 す べ て の プ ラ イ マ ー
対 は 慣 用 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に よ り 特 異 性 に つ い て チ ェ ッ ク さ れ た 。 サ ン プ ル Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 標 準
化 す る た め に 、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ は 分 析 さ れ た サ ン プ ル に お い て 差 次 的 に 調 節 さ れ て い な い の で
、 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ を 基 準 と し て 選 択 し た 。 Ｔ ａ ｑ Ｍ ａ ｎ 確 認 実 験 が 行 わ れ 、 標 的 お よ び 対 照 増
幅 の 効 率 は ほ ぼ 等 し い こ と が 示 さ れ 、 こ の こ と は 当 業 者 に 公 知 の 比 較 の Δ Δ Ｃ T 法 に よ る
遺 伝 子 発 現 の 相 対 的 定 量 化 の た め に 必 須 条 件 で あ る 。
Ｐ ｅ ｒ ｋ ｉ ｎ Ｅ ｌ ｍ ｅ ｒ に よ り 提 供 さ れ る 技 術 と 同 様 に 、 Ｒ ｏ ｃ ｈ ｅ 　 Ｉ ｎ ｃ ． か ら 得 ら
れ る Ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ ｃ ｙ ｃ ｌ ｅ ｒ ま た は Ｓ ｔ ｒ ａ ｔ ａ ｇ ｅ ｎ ｅ 　 Ｉ ｎ ｃ ． か ら 得 ら れ る ｉ Ｃ ｙ
ｃ ｌ ｅ ｒ の よ う な 他 の 器 具 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ 　 Ａ ｒ ｒ ａ ｙ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ を
用 い て 行 う こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ ま た は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ と の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 ア レ イ の あ る 特 定 の 位 置 で の シ グ ナ ル の 強 さ に よ り そ れ
ぞ れ の 転 写 物 の 発 現 値 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。 通 常 、 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ ア レ イ は ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は サ ブ ク ロ ー ン さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ス ポ ッ テ ィ ン グ に よ り
得 ら れ る 。 Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ 技 術 の 場 合 、 約 ４ ０ ０ ． ０ ０ ０ の 個 々 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が 別 個 の 位 置 に お い て シ リ コ ン ウ エ ハ ー の 表 面 で 合 成 さ れ た 。 オ リ ゴ マ ー の 最 小
の 長 さ は １ ２ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 問 題 と な る 転 写 物 の 完
全 長 で あ る 。 発 現 の プ ロ フ ァ イ リ ン グ は 、 ナ イ ロ ン ま た は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 結 合 し た
Ｄ Ｎ Ａ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 行 う こ と が で き る
。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ る シ グ ナ ル の 検 出 は 、 比 色 、 蛍 光 、 電 気 化 学 的 、 電
子 、 光 学 ま た は 放 射 性 読 出 装 置 の い ず れ か に よ り 得 る こ と が で き る 。 ア レ イ 構 築 の 詳 細 な
説 明 は す で に 記 載 さ れ 、 ま た 引 用 さ れ た 他 の 特 許 に お い て 記 載 さ れ て い る 。 分 析 す る た め
に 染 色 体 領 域 に お け る 量 的 お よ び 質 的 な 変 化 を 決 定 す る た め に 、 こ の よ う な ゲ ノ ム 改 変 を
含 ん で い る と 思 わ れ る 腫 瘍 組 織 か ら 得 ら れ る Ｒ Ｎ Ａ を 、 全 ト ラ ン ス ク リ プ ト ム （ ｔ ｒ ａ ｎ
ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｏ ｍ ｅ ） の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に 基 づ い て 、 良 性 組 織 （ 例 え ば 上 皮 乳 房 組
織 、 ま た は 顕 微 解 剖 さ れ た 管 組 織 ） か ら 抽 出 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ と 比 較 し な け れ ば な ら な い 。 わ
ず か に 改 変 し て 、 サ ン プ ル 調 製 プ ロ ト コ ル は 、 Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｃ ｈ ｉ ｐ 発
現 分 析 マ ニ ュ ア ル （ サ ン タ ク ラ ラ 、 Ｃ Ａ ） に 従 っ た 。 良 性 組 織 、 生 検 、 細 胞 単 離 物 ま た は
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細 胞 を 含 む 体 液 か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ 抽 出 お よ び 単 離 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ ｚ ｏ ｌ （ Ｌ ｉ ｆ ｅ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ
ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ 、 ロ ッ ク ビ ル 、 Ｍ Ｄ ） お よ び Ｏ ｌ ｉ ｇ ｏ ｔ ｅ ｘ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｍ ｉ ｄ ｉ キ ッ ト （
Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 、 Ｈ ｉ ｌ ｄ ｅ ｎ 、 ド イ ツ ） を 使 っ て 行 う こ と が で き 、 濃 度 を １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ に
す る た め に エ タ ノ ー ル 沈 降 工 程 を 行 う べ き で あ る 。 第 一 の ス ト ラ ン ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 は Ｔ ７
－ （ ｄ Ｔ ２ ４ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て プ ラ イ ム さ れ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は フ ェ ノ ー ル ／ ク
ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル で 沈 殿 さ せ て 、 最 終 濃 度 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ に す る こ と が で き
る 。 生 成 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 Ｅ ｎ ｚ ｏ （ Ｅ ｎ ｚ ｏ 　 Ｄ ｉ ａ ｇ ｎ ｏ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 Ｉ ｎ ｃ ． 、
Ｆ ａ ｒ ｍ ｉ ｎ ｇ ｄ ａ ｌ ｅ 、 Ｎ Ｙ ） イ ン ビ ト ロ 転 写 キ ッ ト を 使 っ て ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 す る こ と
が で き る 。 同 じ 工 程 の 中 で 、 ｃ Ｒ Ｎ Ａ は ビ オ チ ン ヌ ク レ オ チ ド Ｂ ｉ ｏ － １ １ － Ｃ Ｔ Ｐ お よ
び Ｂ ｉ ｏ － １ ６ － Ｕ Ｔ Ｐ （ Ｅ ｎ ｚ ｏ Ｄ ｉ ａ ｇ ｎ ｏ ｓ ｔ ｉ ｃ ｓ 　 Ｉ ｎ ｃ ． 、 Ｆ ａ ｒ ｍ ｉ ｎ ｇ
ｄ ａ ｌ ｅ 、 Ｎ Ｙ ） で 標 識 す る こ と が で き る 。 標 識 お よ び ク リ ー ン ア ッ プ （ Ｑ ｉ ａ ｇ ｅ ｎ 、
Ｈ ｉ ｌ ｄ ｅ ｎ （ ド イ ツ ） ） 後 、 ｃ Ｒ Ｎ Ａ を 次 に 適 当 な 細 分 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 ４ ０ ミ リ の Ｔ
ｒ ｉ ｓ － 酢 酸 塩 、 ｐ Ｈ ８ ． １ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｏ Ａ ｃ 、 ３ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｏ Ａ ｃ 、 ９ ４ ℃ で
３ ５ 分 間 ） 中 で 細 分 化 す る 。 Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ プ ロ ト コ ル に よ り 、 細 分 化 さ れ た ｃ Ｒ
Ｎ Ａ を 、 そ れ ぞ れ 約 ４ ０ ． ０ ０ ０ の プ ロ ー ブ さ れ た 転 写 物 を 含 む Ｈ Ｇ ＿ Ｕ １ ３ ３ ア レ イ 上
で 、 ２ ４ 時 間 、 ６ ０ ｒ ｐ ｍ で 、 ４ ５ ℃ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン オ ー ブ ン 中 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 後 、 チ ッ プ 表 面 を 洗 浄 し 、 Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ
ｘ フ ル イ デ ィ ク ス ス テ ー シ ョ ン に お い て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン フ ィ コ エ リ ト リ ン （ Ｓ Ａ Ｐ Ｅ
； Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ 　 Ｐ ｒ ｏ ｂ ｅ ｓ 、 Ｅ ｕ ｇ ｅ ｎ ｅ 、 Ｏ Ｒ ） で 染 色 し な け れ ば な ら な い
。 染 色 を 増 幅 す る た め に 、 第 二 の 標 識 工 程 を 導 入 す る こ と が で き 、 こ れ は さ れ て い な い が
、 強 制 で は な い 。 抗 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ビ オ チ ニ ル 化 抗 体 を Ｓ Ａ Ｐ Ｅ 溶 液 に ２ 回 添 加 す る
。 プ ロ ー ブ ア レ イ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 蛍 光 分 析 ス キ ャ ニ ン グ （ Ｈ ｅ ｗ ｌ ｅ ｔ
ｔ 　 Ｐ ａ ｃ ｋ ａ ｒ ｄ 遺 伝 子 ア レ イ ス キ ャ ナ ー ； Ｈ ｅ ｗ ｌ ｅ ｔ ｔ 　 Ｐ ａ ｃ ｋ ａ ｒ ｄ 　 Ｃ ｏ ｒ
ｐ ｏ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 、 パ ロ ア ル ト 、 Ｃ Ａ ） に よ り 検 出 で き る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と ス キ ャ ニ ン グ の 後 に 、 ミ ク ロ ア レ イ 像 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン シ グ ナ ル に お け る 主 要 な チ ッ プ 欠 陥 ま た は 異 常 を 探 し て 、 品 質 管 理 の た め に 解 析 す る
こ と が で き る 。 そ の た め に Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｃ ｈ ｉ ｐ 　 Ｍ Ａ Ｓ 　 ５ ． ０ ソ フ
ト ウ ェ ア ま た は 他 の ミ ク ロ ア レ イ 画 像 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 利 用 す る こ と が で き る 。 基 本 デ
ー タ 分 析 は 製 造 業 者 に よ り 提 供 さ れ た ソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 実 行 さ れ る べ き で あ る 。
遺 伝 子 分 析 の 場 合 、 本 発 明 の １ つ の 具 体 例 に お い て 、 基 本 デ ー タ は 別 の 生 物 情 報 手 段 ツ ー
ル お よ び 追 加 の フ ィ ル タ ー 基 準 に よ っ て 分 析 さ れ た 。 生 物 情 報 分 析 は 以 下 に 詳 細 に 記 述 さ
れ る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ 測 定 技 術 （ Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｃ ｈ ｉ ｐ 　 Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ
ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓ 　 Ｍ ａ ｎ ｕ ａ ｌ 、 サ ン タ ク ラ ラ 、 Ｃ Ａ ） に 従 っ て 、 １ つ の
チ ッ プ に 関 す る 一 つ の 遺 伝 子 発 現 測 定 に よ り 平 均 の 差 値 と 絶 対 の 判 定 が 得 ら れ る 。 そ れ ぞ
れ の チ ッ プ は 、 遺 伝 子 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン に つ き １ ６ か ら ２ ０ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー ブ 対 を 含 む 。 こ れ ら の プ ロ ー ブ 対 は 完 全 に マ ッ チ す る セ ッ ト お よ び ミ ス マ ッ チ す る
セ ッ ト を 含 み 、 そ の 双 方 が 、 完 ぺ き な マ ッ チ の 強 度 か ら ミ ス マ ッ チ の 強 度 を 引 く こ と に よ
り 計 算 さ れ る 、 各 プ ロ ー ブ 対 の 強 度 さ の 尺 度 で あ る 、 平 均 的 差 、 ま た は 発 現 値 の 計 算 に 必
要 で あ る 。 こ れ は 、 蛍 光 強 度 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る プ ロ ー ブ 対 お よ び 他 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 人 為 要 素 間 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 変 動 性 を 考 慮 に 入 れ る 。 平 均 の
差 は 該 遺 伝 子 の 発 現 値 を 表 す と 思 わ れ る 数 値 で あ る 。 絶 対 的 コ ー ル は 値 「 Ａ 」 （ 欠 如 し て
い る ） 、 「 Ｍ 」 （ ほ と ん ど な い ） 、 ま た は 「 Ｐ 」 （ 存 在 す る ） を と る こ と が で き て 、 一 つ
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 質 を 示 す 。 本 発 明 者 ら は 平 均 の 差 に よ っ て 与 え ら れ た 量 的 な
情 報 と 絶 対 的 コ ー ル に よ っ て 与 え ら れ た 質 的 な 情 報 の 両 方 を 、 正 常 な 集 団 か ら の 生 物 学 的
サ ン プ ル に 対 し て 乳 が ん に か か っ た 個 人 か ら の 生 物 学 的 サ ン プ ル に お い て 差 次 的 に 発 現 さ
れ る 遺 伝 子 を 識 別 す る た め に 使 用 し た 。 Ａ ｆ ｆ ｙ ｍ ｅ ｔ ｒ ｉ ｘ 以 外 の ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い
て 、 本 発 明 者 ら は 比 較 に よ り 同 じ 発 現 値 と 発 現 差 を 表 す 異 な っ た 数 の 値 を 得 た 。
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【 ０ ３ ５ ０ 】
較 正 Ｃ Ｔ 値 の 計 算
Ｃ Ｔ 値 を 上 に 記 載 し た と お り 計 算 す る 。 Ｃ Ｆ 値 は 、 以 下 の と お り 計 算 す る 。
1.　 cDNAサ ン プ ル に つ い て ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子  (HKG)を 定 量 す る た め に PCR反 応 を 設
定 す る 。
2. 　 CT H K G 値 を 上 記 の と お り 計 算 し た 。
3. 　 各 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に つ い て の す べ て の HKGの CT平 均 値 を 計 算 す る (n ＝ HKGの 数 ):
(CT H K G 1 値 ＋ CT H K G 2 値 ＋ CT H K G - X -値 ) / n ＝ CT c D N A - X -平 均 値
(n ＝ HKGの 数 )
4.　 (CT c D N A - 1 -平 均 値 ＋ CT c D N A - X -平 均 値 ) / y ＝ CT p a n n e l -平 均 値
(y ＝ cDNAの 数 )
5.　 CT p a n n e l -平 均 値 － CT c D N A - X -平 均 値 ＝ CF c D N A - X
6.　 CT c D N A - X ＋ CF c D N A - X  ＝ CT c o r - c D N A - X
【 ０ ３ ５ １ 】
定 義 ： 最 も 高 い  CT c o r - c D N A - X  ≠ 40 は CT c o r - c D N A - X  [高 い ]と 定 義 す る 。
比 発 現 量 ＝ 2e(CT c o r - c D N A - X  [高 い ] - CT c o r - c D N A - Y )
結 果 を 図 １ １ ～ １ ３ に 示 す 。 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 種 々 の 比 と 組 織 で 発 現 す る 。 セ
ロ ト ニ ン Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 小 脳 、 中 心 後 回 、 後 根 神 経 節 、 赤 血 球 、 肺  COPD、 食 道 、
回 腸 慢 性 炎 症 、 前 立 腺  BPH、 お よ び ペ ニ ス で の 発 現 量 が 高 い 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 小 脳 、 中 心 後 回 、 後 根 神 経 節 等 の 種 々 の 脳 組 織 に お い
て 発 現 量 が 高 い 。 上 記 組 織 に お け る 発 現 は 、 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ と 末 梢 お よ び 中 枢
神 経 系 の 疾 患 と の 関 連 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 前 立 腺 Ｂ Ｐ Ｈ お よ び ペ ニ ス で の 発 現 量 が 高 い 。 上 記 組
織 で の 発 現 は 、 ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ と 生 殖 － 泌 尿 器 系 の 疾 患 と の 関 連 を 示 唆 し て い
る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 肺 Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ で の 発 現 量 が 高 い 。 上 記 組 織 で の 発 現 は 、
ヒ ト セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ と 呼 吸 器 系 の 疾 患 と の 関 連 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 、 赤 血 球 で の 発 現 量 が 高 い 。 上 記 組 織 で の 発 現 は 、 ヒ ト
セ ロ ト ニ ン 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ と 血 液 の 疾 患 と の 関 連 を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
実 施 例 ２ ２
麻 酔 ラ ッ ト に お け る 周 期 的 な 等 積 膀 胱 収 縮 の 測 定
（ １ ） 動 物
雌 性 の Sprague-Dawleyラ ッ ト  (200～ 250 g / Charles River Japan)を 用 い る 。
（ ２ ） カ テ ー テ ル 移 植
ラ ッ ト を １ ． ２ ５ ｇ ／ ｋ ｇ の ウ レ タ ン （ Sigma） の 腹 腔 内 投 与 に よ っ て 麻 酔 す る 。 正 中 切
開 に よ り 開 腹 し 、 ポ リ ウ レ タ ン カ テ ー テ ル （ BECTON DICKINSON, PE50） を ド ー ム を 介 し て
膀 胱 へ 移 植 す る 。 並 行 し て 、 鼠 径 部 を 切 開 し 、 生 理 食 塩 水 （ Otsuka） を 満 た し た ポ リ ウ レ
タ ン カ テ ー テ ル （ BECTON DICKINSON, PE50） を 大 腿 静 脈 へ 挿 入 す る 。
（ ３ ） 膀 胱 収 縮 の 測 定
自 発 的 な 膀 胱 収 縮 が 起 こ る ま で 、 カ テ ー テ ル を 介 し て 膀 胱 を 増 加 体 積 の 生 理 食 塩 水 で 満 た
す 。 膀 胱 腔 内 圧 を 圧 力 変 換 器 で 測 定 し 、 チ ャ ー ト レ コ ー ダ ー に 継 続 的 に 表 示 す る 。 大 腿 静
脈 に 挿 入 し た ポ リ エ チ レ ン カ ニ ュ ー レ を 介 し て 静 脈 内 投 与 し た 後 、 試 験 化 合 物 の 能 力 を 調
べ る 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
コ ン シ ャ ス ラ ッ ト に お け る 膀 胱 内 圧 の 測 定
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（ １ ） 動 物
雌 性 の Sprague-Dawleyラ ッ ト  (200～ 250 g / Charles River Japan)を 用 い る 。
（ ２ ） カ テ ー テ ル 移 植
ラ ッ ト を ケ タ ミ ン （ ７ ５ mg／ kg） お よ び キ シ ラ ジ ン （ １ ５ mg／ kg） の 筋 肉 内 投 与 に よ っ て
麻 酔 す る 。 正 中 切 開 に よ り 開 腹 し 、 ポ リ ウ レ タ ン カ テ ー テ ル （ BECTON DICKINSON, PE50）
を ド ー ム を 介 し て 膀 胱 へ 移 植 す る 。 カ テ ー テ ル を 、 針 （ １ ４ Ｇ ） を 用 い て 、 ラ ッ ト の 皮 下
組 織 の 下 か ら 首 へ と く ぐ ら せ る 。 並 行 し て 、 鼠 径 部 を 切 開 し 、 生 理 食 塩 水 （ Otsuka） を 満
た し た ポ リ ウ レ タ ン カ テ ー テ ル （ BECTON DICKINSON, PE50） を 大 腿 静 脈 へ 挿 入 す る 。 カ テ
ー テ ル を 、 針 を 用 い て 、 ラ ッ ト の 皮 下 組 織 の 下 か ら 首 へ と く ぐ ら せ る 。
（ ３ ） 膀 胱 内 圧 測 定
Ｔ － チ ュ ー ブ （ Viggo-Spectramed Pte Ltd, DT-XXAD） で 膀 胱 の カ テ ー テ ル を 圧 力 変 換 器
お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ポ ン プ (TERUMO)と を 連 結 す る 。 室 温 、 １ ０ mL／ 時 間 に て
膀 胱 に 生 理 食 塩 水 を 潅 流 さ せ る 。 膀 胱 内 圧 を 、 チ ャ ー ト ・ ペ ン ・ レ コ ー ダ ー （ Yokogawa）
で 継 続 的 に 記 録 す る 。 試 験 化 合 物 を 投 与 す る 前 に 、 少 な く と も ３ 回 の 再 現 性 あ る 排 尿 周 期
を 記 録 す る 。
（ ４ ） 試 験 化 合 物 の 投 与
エ タ ノ ー ル 、 Tween 80 (ICN Biomedicals Inc.)お よ び 生 理 食 塩 水 の 混 合 物 (1 : 1 : 8, v
/v/v) 珥 溶 解 し た 試 験 化 合 物 を カ テ ー テ ル を 介 し て 静 脈 内 投 与 す る 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ５ ９ 】
【 図 １ 】 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 示 す
。
【 図 ２ 】 図 １ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 SwissProt受 託 番 号 No. P28222|5H1B_HUMAB5－ HYDROXYTRYPTAMINE 1B RECEPTOR (
5－ HT－ 1B) (セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー )に よ っ て 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配
列 番 号 ３ ） を 示 す 。
【 図 ４ 】 ５ － Ｈ Ｔ 様 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 配 列 番 号 ４ ） を 示 す
。
【 図 ５ 】 swiss|P28222|5H1B_ヒ ト 5－ ヒ ド ロ キ シ TRYPTア ミ ン １ Ｂ レ セ プ タ ー  (5－ HT－ 1B)
 (セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー ) (配 列 番 号 ３ )に 対 す る ４ １ ４ （ 配 列 番 号 ２ ） の BLASTP －  ア ラ
イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ６ 】 pfam|hmm|7tm_17 transmembrane レ セ プ タ ー  (ロ ド プ シ ン フ ァ ミ リ ー )に 対 す る
４ １ ４ （ 配 列 番 号 ２ ） の HMMPFAM －  ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。
【 図 ７ 】 遺 伝 子 ス キ ャ ン の 結 果 を 示 す 。
【 図 ８ 】 推 定 ア ミ ノ 酸 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ 】 SNP:1275729_867778に 対 す る ４ １ ４ （ 配 列 番 号 ２ ） の BLASTN －  ア ラ イ メ ン ト を
示 す 。
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【 図 １ ０ 】 配 列 番 号 ２ の 膜 貫 通 領 域 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。

【 図 ５ Ａ 】 【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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