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【 発 明 の 名 称 】 　 　 分 泌 及 び 膜 貫 通 ポ リ ペ プ チ ド と そ れ を コ ー ド す る 核 酸
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
　 　 【 請 求 項 １ 】 　 列 番 号 ： ２ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 単 離 さ れ た 核 酸

。
　 　 【 請 求 項 ２ 】 　 列 番 号 ： ２ １ ヌ ク レ オ チ ド 配 列

単 離 さ れ た 核 酸

。
　 　 【 請 求 項 ３ 】 　 列 番 号 ： ２ １ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 長 コ ー ド 配 列

単 離 さ れ た 核 酸

。
　 　 【 請 求 項 ４ 】 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 ２ ０ ３ ６ ５ １ 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 コ ー ド 配 列
の 単 離 さ れ た 核 酸

。
　 　 【 請 求 項 ５ 】 　 請 求 項 １ な い し ４ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
　 　 【 請 求 項 ６ 】 　 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に
作 用 可 能 に 結 合 し た 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
　 　 【 請 求 項 ７ 】 　 請 求 項 ５ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
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配 の の 全 長 配 列
の 相 補 鎖 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る で あ っ て 、

肺 又 は 大 腸 癌 で 過 剰 発 現 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、
前 記 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 、 ４ ２ ℃ に お け る ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ
の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ
６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ト 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 存 在 下 で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム ） 中 及 び ５ ５ ℃ で の ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 中 で の 洗 浄 、 次 い で ５ ５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 緊 縮 性 洗 浄 を 含 む 緊 縮 性 条 件 下 で な さ れ る 、 単 離 さ
れ た 核 酸

配 の の 相 補 鎖 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形
成 す る で あ っ て 、
肺 又 は 大 腸 癌 で 過 剰 発 現 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、
前 記 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 、 ４ ２ ℃ に お け る ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ
の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ
６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ト 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 存 在 下 で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム ） 中 及 び ５ ５ ℃ で の ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 中 で の 洗 浄 、 次 い で ５ ５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 緊 縮 性 洗 浄 を 含 む 緊 縮 性 条 件 下 で な さ れ る 、 単 離 さ
れ た 核 酸

配 の の 相 補 鎖 に 対 し
て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る で あ っ て 、
肺 又 は 大 腸 癌 で 過 剰 発 現 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、
前 記 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 、 ４ ２ ℃ に お け る ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ
の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ
６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ト 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 存 在 下 で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム ） 中 及 び ５ ５ ℃ で の ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 中 で の 洗 浄 、 次 い で ５ ５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 緊 縮 性 洗 浄 を 含 む 緊 縮 性 条 件 下 で な さ れ る 、 単 離 さ
れ た 核 酸

号 で
相 補 鎖 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る で あ っ て 、

肺 又 は 大 腸 癌 で 過 剰 発 現 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、
前 記 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 、 ４ ２ ℃ に お け る ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ
の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ
６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ト 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 存 在 下 で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム ） 中 及 び ５ ５ ℃ で の ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 中 で の 洗 浄 、 次 い で ５ ５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 緊 縮 性 洗 浄 を 含 む 緊 縮 性 条 件 下 で な さ れ る 、 単 離 さ
れ た 核 酸



　 　 【 請 求 項 ８ 】 　 前 記 細 胞 が Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 ９ 】 　 前 記 細 胞 が 大 腸 菌 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 １ ０ 】 　 前 記 細 胞 が 酵 母 細 胞 で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
　 　 【 請 求 項 １ １ 】 　 請 求 項 ７ に 記 載
の 宿 主 細 胞 を 、 前 記 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 細 胞 培
地 か ら 前 記 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 　 【 請 求 項 １ ２ 】 　 列 番 号 ： ２ ２ ア ミ ノ 酸 配 列

を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
。

　 　 【 請 求 項 １ ３ 】 　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 ２ ０ ３ ６ ５ １ 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 コ ー ド 配
列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列

を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
。

　 　 【 請 求 項 １ ４ 】 　 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 。
　 　 【 請 求 項 １ ５ 】 　 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 で あ る 請 求 項 に
記 載 の キ メ ラ 分 子 。
　 　 【 請 求 項 １ ６ 】 　 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 で あ る 請 求 項

に 記 載 の キ メ ラ 分 子 。
　 　 【 請 求 項 １ ７ 】 　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
。
　 　 【 請 求 項 １ ８ 】 　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 単 鎖 抗 体 で あ る 請 求 項 に 記
載 の 抗 体 。
　 　 【 請 求 項 １ ９ 】 　 列 番 号 ： ２ ２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 そ の 関 連

シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ヌ ク レ オ チ ド 配 列 単
離 さ れ た 核 酸

。
　 　 【 請 求 項 ２ ０ 】 　 列 番 号 ： ２ ２ そ の 関 連 シ グ
ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く も の で 、

を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド
。

　 　 【 請 求 項 ２ １ 】 　

　 　 【 請 求 項 ２ ２ 】 　

　 　 【 請 求 項 ２ ３ 】 　

　 　 【 請 求 項 ２ ４ 】 　

　 　 【 請 求 項 ２ ５ 】 　

　 　 【 請 求 項 ２ ６ 】 　
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Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 に お い て 、
３ ４ ３ ４

３ ４ ３ ４ 方 法
配 の の 全 長 配 列 で 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸

残 基 が 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 し て い る も の で あ っ て 、 肺 又
は 大 腸 癌 で 過 剰 発 現 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド

号 で
で 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 、 置 換 又 は 付 加

し て い る も の で あ っ て 、 肺 又 は 大 腸 癌 で 過 剰 発 現 す る 単
離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド

又 は １ ３

タ グ ポ リ ペ プ チ ド １ ４

１
４

又 は １ ３

又 １ ７

配 の の 全 長 配 列 の
推 定 の 相 補 鎖 に 対 し て ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る

で あ っ て 、
肺 又 は 大 腸 癌 で 過 剰 発 現 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、
前 記 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 が 、 ４ ２ ℃ に お け る ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ
の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ
６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ト 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ
Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 存 在 下 で の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム ） 中 及 び ５ ５ ℃ で の ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 中 で の 洗 浄 、 次 い で ５ ５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ
Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 緊 縮 性 洗 浄 を 含 む 緊 縮 性 条 件 下 で な さ れ る 、 単 離 さ
れ た 核 酸

配 の ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 配 列 の 、 の 推 定
一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 し て い る も

の で あ っ て 、 肺 又 は 大 腸 癌 で 過 剰 発 現 す る 単 離 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド

配 列 番 号 ： ２ ２ の 全 長 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 。

配 列 番 号 ： ２ １ の 全 長 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た
核 酸 。

配 列 番 号 ： ２ １ の 全 長 コ ー ド 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離
さ れ た 核 酸 。

Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 ２ ０ ３ ６ ５ １ で 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 コ ー ド 配
列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 。

配 列 番 号 ： ２ ２ の 全 長 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド 。

配 列 番 号 ： ２ １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 の 全 長 コ ー ド 配 列



　 　 【 請 求 項 ２ ７ 】 　

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
　 　 【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 新 規 な Ｄ Ｎ Ａ の 同 定 及 び 単 離 、 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 組 換
え 生 産 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ０ ２ 】
(発 明 の 背 景 )
　 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 、 多 細 胞 生 物 の 形 成 、 分 化 及 び 維 持 に お い て 重 要 な 役 割 を
担 っ て い る 。 多 く の 個 々 の 細 胞 の 運 命 、 例 え ば 増 殖 、 遊 走 、 分 化 又 は 他 の 細 胞 と の 相 互 作
用 は 、 典 型 的 に は 、 他 の 細 胞 及 び ／ 又 は 直 接 の 環 境 か ら 受 け 取 る 情 報 に 支 配 さ れ る 。 こ の
情 報 は 、 し ば し ば 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 分 裂 促 進 因 子 、 生 存 因 子 、 細 胞 障 害 性 因 子
、 分 化 因 子 、 神 経 ペ プ チ ド 、 及 び ホ ル モ ン )に よ り 伝 達 さ れ 、 こ れ が 、 次 に 多 様 な 細 胞 レ
セ プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 に よ り 受 け 取 ら れ 解 釈 さ れ る 。 こ れ ら の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド
又 は シ グ ナ ル 分 子 は 、 通 常 は 細 胞 分 泌 経 路 を 通 過 し て 、 細 胞 外 環 境 に お け る そ の 作 用 部 位
に 到 達 す る 。
　 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 製 薬 、 診 断 、 バ イ オ セ ン サ ー 及 び バ イ オ リ ア ク タ ー を 含 む 、 様 々 な
産 業 上 の 利 用 性 を 有 し て い る 。 血 栓 溶 解 剤 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 及 び 種 々 の 他 の サ イ ト カ イ ン の よ う な 、 現 在 入 手 可 能
な 大 抵 の タ ン パ ク 質 薬 物 は 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る 。 新 規 な 未 変 性 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す
る 努 力 が 産 業 界 及 び 学 術 界 の 両 方 に よ っ て な さ れ て い る 。 多 く の 努 力 が 新 規 な 分 泌 タ ン パ
ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 哺 乳 類 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に
注 が れ て い る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 及 び 技 術 の 例 は 文 献 に 記 載 さ れ て い る [例 え ば 、 Klein
等 , Proc. Natl. Acad. Sci. 93;7108-7113(1996);米 国 特 許 第 ５ ５ ３ ６ ６ ３ ７ 号 を 参 照 さ
れ た い ]。
　 　 【 ０ ０ ０ ３ 】
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質 及 び レ セ プ タ ー は 、 多 細 胞 生 物 の 形 成 、 分 化 及 び 維 持 に お い
て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 多 く の 個 々 の 細 胞 の 運 命 、 例 え ば 増 殖 、 遊 走 、 分 化 又 は 他 の
細 胞 と の 相 互 作 用 は 、 典 型 的 に は 他 の 細 胞 及 び ／ 又 は 直 接 の 環 境 か ら 受 け 取 ら れ る 情 報 に
支 配 さ れ る 。 こ の 情 報 は 、 し ば し ば 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 分 裂 促 進 因 子 、 生 存 因 子
、 細 胞 障 害 性 因 子 、 分 化 因 子 、 神 経 ペ プ チ ド 、 及 び ホ ル モ ン )に よ り 伝 達 さ れ 、 こ れ が 次
に 多 様 な 細 胞 レ セ プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 に よ り 受 け 取 ら れ 解 釈 さ れ る 。 こ の よ う な
膜 結 合 タ ン パ ク 質 及 び 細 胞 レ セ プ タ ー は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 サ イ ト カ
イ ン レ セ プ タ ー 、 レ セ プ タ ー キ ナ ー ゼ 、 レ セ プ タ ー ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 細 胞 -細 胞 間 相 互 作
用 に 関 与 す る レ セ プ タ ー 、 及 び セ レ ク チ ン 及 び イ ン テ グ リ ン の よ う な 細 胞 接 着 分 子 を 含 む
。 例 え ば 、 細 胞 の 増 殖 及 び 分 化 を 調 節 す る シ グ ナ ル の 伝 達 は 、 様 々 な 細 胞 タ ン パ ク 質 の リ
ン 酸 化 に よ り 部 分 的 に 調 節 さ れ る 。 そ の プ ロ セ ス を 触 媒 す る 酵 素 で あ る プ ロ テ イ ン チ ロ シ
ン キ ナ ー ゼ は ま た 成 長 因 子 レ セ プ タ ー と し て も 作 用 す る 。 具 体 例 に は 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因
子 及 び 神 経 成 長 因 子 レ セ プ タ ー が 含 ま れ る 。
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質 及 び レ セ プ タ ー 分 子 は 、 製 薬 及 び 診 断 薬 を 含 む 、 様 々 な 産 業 上 の 利 用
性 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 レ セ プ タ ー イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 間 相 互 作
用 を 阻 止 す る 治 療 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 膜 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 関 連 す る レ
セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 間 相 互 作 用 の 可 能 性 の あ る ペ プ チ ド 又 は 小 分 子 イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
　 新 規 な 未 変 性 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 産 業 界 と 学 術 界
の 双 方 に よ っ て な さ れ て い る 。 多 く の 努 力 が 、 新 規 な レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 の
コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 、 哺 乳 類 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注
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に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 ２ ０ ３ ６ ５ １ で 寄 託 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 コ ー ド 配

列 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド 。
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が れ て い る 。
　 　 【 ０ ０ ０ ４ 】
１ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０
　 Ｈ ｅ ｐ ２ ７ タ ン パ ク 質 は ブ チ ラ ー ト 処 理 に よ っ て 誘 発 さ れ る 成 長 停 止 に 続 い て ヒ ト 肝 芽
腫 細 胞 （ Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 ） の 核 で 合 成 さ れ 、 蓄 積 さ れ る (Gabrielli等 ., Eur.J.Biochem.2
32:473-477(1995))。 Ｈ ｅ ｐ ２ ７ の 合 成 は ブ チ ラ ー ト ブ ロ ッ ク か ら 解 放 さ れ 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成
を 再 開 し た 細 胞 で 抑 制 さ れ る 。 Ｈ ｅ ｐ ２ ７ タ ン パ ク 質 配 列 は タ ン パ ク 質 の 既 知 の 短 鎖 ア ル
コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｓ Ｃ Ａ Ｄ ） フ ァ ミ リ ー と 有 意 な 相 同 性 を 示 し 、 そ れ は Ｈ ｅ ｐ ２
７ が タ ン パ ク 質 の Ｓ Ｃ Ａ Ｄ フ ァ ミ リ ー の 新 規 な メ ン バ ー で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 核
局 在 化 に 従 っ て 、 Ｈ ｅ ｐ ２ ７ は ２ 分 核 の 標 的 配 列 と 類 似 し た 領 域 を 持 ち 、 Ｈ ｅ ｐ ２ ７ ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 発 現 と タ ン パ ク 質 合 成 は 転 写 後 の レ ベ ル で 調 節 が 存 在 す る こ と を 示 唆 す る 。
　 こ こ で 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 し た 、 Ｈ ｅ ｐ ２ ７ タ ン パ ク 質
と 相 同 性 を 持 つ 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 特 徴 づ け を 説 明 す る 。
　 　 【 ０ ０ ０ ５ 】
２ ． Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９
　 多 細 胞 生 物 の 発 育 は 少 な く と も 部 分 的 に 、 細 胞 、 組 織 、 又 は 器 官 の パ タ ー ン の 位 置 的
情 報 を 特 定 、 指 揮 又 は 維 持 す る メ カ ニ ズ ム に 依 存 し て い る 。 種 々 の 分 泌 さ れ た シ グ ナ ル 伝
達 分 子 、 例 え ば ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ 成 長 因 子 -ベ ー タ （ Ｔ Ｇ Ｆ -β ） 、 Ｗ ｎ ｔ 、 繊 維 芽

成 長 因 子 及 び ヘ ッ ジ ホ ッ グ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー 等 は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 及 び 脊 椎 動 物
に お け る 様 々 な 細 胞 及 び 構 造 の パ タ ー ン 形 成 活 性 に 関 連 し て い る 。 Perrimon, Cell: 80: 
517-520 (1995)。
　 Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｌ － ２ は ヘ ッ ジ ホ ッ グ シ グ ナ ル 経 路 で の 新 規 な キ ネ シ ン 関 連 タ ン パ ク 質 で あ
る 。 ヘ ッ ジ ホ ッ グ （ Ｈ ｈ ） は 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る 遺 伝 子 ス ク リ ー ニ ン グ に
よ り セ グ メ ン ト ポ ラ リ テ ィ 遺 伝 子 と し て 最 初 に 同 定 さ れ 、 Nusslein-Volhard等 , Roux. Ar
ch. Dev. Biol. 193: 267-282 (1984)、 広 範 な 発 達 機 能 を 果 た す 。 Perrimon, 上 掲 。 １ つ
の シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｈ ｈ 遺 伝 子 し か 同 定 さ れ て い な い が 、 ３ つ の Ｈ ｈ 相 同 体 ： ソ
ニ ッ ク Ｈ ｈ （ Ｓ Ｈ ｈ ） 、 デ ザ ー ト Ｈ ｈ （ Ｄ Ｈ ｈ ） 及 び イ ン デ ィ ア ン Ｈ ｈ （ Ｉ Ｈ ｈ ） が 単 離
さ れ て い る 、 Echelard等 , 上 掲 ； Krauss等 , Cell 75, 1431-44 (1993)； Riddle等 , Cell 
75: 1401-16 (1993)。 Ｓ Ｈ ｈ は 発 育 中 の 脊 椎 動 物 胚 の 脊 索 及 び 底 板 で 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ
る 。 イ ン ビ ト ロ 外 植 片 ア ッ セ イ 並 び に ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る Ｓ Ｈ ｈ の 異 所 性 発
現 は 、 Ｓ Ｈ ｈ が 神 経 管 パ タ ー ン 形 成 に お い て 鍵 と な る 役 割 を 果 た す こ と を 示 し て い る 、 Ec
helard等 , 上 掲 , Krauss等 , Cell 75, 1431-44 (1993), Riddle等 , Cell 75: 1401-16 (1
993), Roelink等 , Cell 81: 445-5 (1995)。 イ ン ビ ト ロ 外 植 片 ア ッ セ イ 並 び に ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る Ｓ Ｈ ｈ の 異 所 性 発 現 は 、 Ｓ Ｈ ｈ が 神 経 管 パ タ ー ン 形 成 に お い て 鍵 と
な る 役 割 を 果 た す こ と を 示 し て い る 、 Echelard等  (1993), 上 掲 , Ericson等 , Cell 81: 7
47-56 (1995); Marti等 , Nature 375: 322-5 (1995); Roelink等  (1995), 上 掲 ; Hynes等
, Neuron 19: 15-26 (1997)。 ま た 、 Ｈ ｈ は 、 肢 （ Krauss等 , Cel 75: 1431-44 (1993） ; 
Laufer等 , Cell 79, 993-1003 (1994)） 、 体 節 （ Fan 及 び Tessier-Lavigne, Cell 79, 11
75-86 (1994); Johnson等 , Cell 79: 1165-73 (1994)） 、 肺 （ Bellusci等 , Develop. 124
: 53-63 (1997)） 及 び 皮 膚 （ Oro等 , Science 276: 817-21 (1997)） の 発 達 に お い て も 役
割 を 果 た す 。 同 様 に 、 Ｉ Ｈ ｈ 及 び Ｄ Ｈ ｈ は 骨 、 腸 及 び 胚 細 胞 発 育 に 関 連 す る 、 Apeqvist等
, Curr. Biol. 7: 801-4 (1997); Bellusci等 , Development 124: 55-63 (1997); Bitgoo
d等 , Curr. Biol. 6: 298-304 (1996); Roberts等 , Development 121: 3163-74 (1995)。
Ｓ Ｈ ｈ ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 、 Ｓ Ｈ ｈ が 脊 椎 動 物 の 多 く の 面 に 重 要 で あ る と い う 考
え を 更 に 強 め た 、 Chiang等 , Nature 383: 407-13 (1996)。  こ れ ら の マ ウ ス は 、 脊 索 及 び
底 板 と い っ た 中 間 構 造 に お け る 異 常 、 神 経 管 の 腹 側 細 胞 細 胞 型 の 不 存 在 、 末 端 肢 構 造 不
存 在 、 単 眼 症 、 及 び 脊 柱 及 び 殆 ど の 肋 骨 不 存 在 を 示 す 。
　 　 【 ０ ０ ０ ６ 】
　 細 胞 表 面 に お い て 、 Ｈ ｈ シ グ ナ ル は 、 １ ２ 膜 貫 通 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 Ｐ ａ ｔ ｃ ｈ ｅ ｄ
（ Ｐ ｔ ｃ ｈ ） ［ Hooper及 び Scott, Cell 59: 751-65 (1989); Nakano等 , Nature 341: 508
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-13 (1989)］ 及 び Ｇ -タ ン パ ク 質 結 合 様 レ セ プ タ ー Ｓ ｍ ｏ ｏ ｔ ｈ ｅ ｎ ｅ ｄ （ Ｓ ｍ ｏ ） ［ Alc
edo等 , Cell 86: 221-232 (1996); van den Heuval及 び Ingham, Nature 382: 547-551 (1
996)］ に リ レ ー さ れ る と 考 え ら れ て い る 。 遺 伝 子 的 及 び 生 化 学 的 証 拠 が 、 Ｐ ｔ ｃ ｈ
及 び Ｓ ｍ ｏ が 多 成 分 レ セ プ タ ー 複 合 体 の 一 部 で あ る レ セ プ タ ー モ デ ル を 支 持 し て い る 、 Ch
en及 び Struhl, Cell 87: 553-63 (1996); Marigo等 , Nature 384: 176-9 (1996); Stone
等 , Nature 384: 129-34 (1996)。 Ｈ ｈ の Ｐ ｔ ｃ ｈ へ の 結 合 に 際 し 、 Ｐ ｔ ｃ ｈ の Ｓ ｍ ｏ に
対 す る 平 常 の 阻 害 効 果 が 解 除 さ れ 、 Ｓ ｍ ｏ が 細 胞 を 通 Ｈ ｈ シ グ ナ ル の 伝 達 を 可 能
に す る 。 Ｐ ｔ ｃ ｈ 遺 伝 子 に お け る 機 能 変 異 の 喪 失 が 、 基 底 細 胞 母 斑 症 候 群 （ Ｂ Ｃ Ｎ Ｓ ） 、
多 発 性 基 底 細 胞 癌 （ Ｂ Ｃ Ｃ ） を 特 徴 と す る 遺 伝 病 の 患 者 で 同 定 さ れ た 。 ま た 、 機 能 障 害 Ｐ
ｔ ｃ ｈ 遺 伝 子 変 異 は 、 多 く の 割 合 で 散 在 性 基 底 細 胞 癌 腫 を 伴 っ て い た 、 Chidambaram等 , C
ancer Research 56: 459-601 (1996); Gailani等 , Nature Genet. 14: 78-81 (1996); Ha
hn等 , Cell 85: 841-51 (1996); Johnson等 , Science 272: 1668-71 (1996); Unden等 , C
ancer Res. 56: 4561-5 (1996); Wicking等 , Am. J. Hum. Genet. 60: 21-6 (1997)。 Ｐ
ｔ ｃ ｈ 機 能 の 喪 失 は 、 基 底 細 胞 癌 に お け る 制 御 不 能 な Ｓ ｍ ｏ シ グ ナ ル 伝 達 を 起 こ す と 考 え
ら れ る 。 同 様 に 、 Ｓ ｍ ｏ 変 異 の 活 性 化 が 散 在 性 Ｂ Ｃ Ｃ 腫 瘍 で 同 定 さ れ （ Xie等 , Nature 39
1: 90-2 (1998)） 、 Ｓ Ｈ ｈ の レ セ プ タ ー 複 合 体 に お け る シ グ ナ ル 伝 達 サ ブ ユ ニ ッ ト と し て
の Ｓ ｍ ｏ の 役 割 を 強 調 し て い る 。 し か し な が ら 、 Ｐ ｔ ｃ ｈ が Ｓ ｍ ｏ を 制 御 す る 確 な
機 構 は 未 だ 明 ら か に な っ て お ら ず 、 Ｈ ｈ シ グ ナ ル が レ セ プ タ ー か ら 下 流 の 標 的 に 伝 達 さ れ
る グ ナ ル 伝 達 機 構 も 明 確 に さ れ ね ば な ら な い 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る 遺 伝 子 上 位 分
析 、 幾 つ か の セ グ メ ン ト ポ
ラ リ テ ィ 遺 伝 子 、 Ingham, Curr. Opin. Genet. Dev. 5: 492-8 (1995); Per
rimon, 上 掲 。 こ れ ら は 、 キ ネ シ ン 様 分 子 、 Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｌ -２ （ Ｃ ｏ ｓ -２ ） ［ Robbins等 , 
Cell 90: 225-34 (1997); Sisson等 , Cell 90: 235-45 (1997)］ 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ

タ ン パ ク 質 ［ Preat等 , Genetics 135: 1047-62 (1993); Therond等 , Proc. Natl. acad
. Sci. USA 93: 4224-8 (1996)］ 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ サ プ レ ッ サ ー 不 明 な 機 能 の 新
規 な 分 子 ［ Pham等 , Genetics 140: 587-98 (1995); Preat, Genetics 132: 725-36 (1992
)］ 及 び Ｚ ｎ フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 Ｃ ｉ ． ［ Alexandle等 , Genes De. 10: 2003-12 (1996)
; Dominguez等 , Science 272: 1621-5 (1996); Orenic等 , Genes Dev. 4: 1053-67 (1990
)］ を 含 む 。 Ｈ ｈ シ グ ナ ル 伝 達 に 関 係 す る 更 な る 成 分 は 、 転 写 因 子 Ｃ Ｂ Ｐ ［ Akimaru等 , Na
ture 386: 735-738 (1997)］ 、 ネ ガ テ ィ ブ レ ギ ュ レ ー タ ｓ ｌ ｉ ｍ ｂ ［ Jiang及 び Struhl, N
ature 391: 493-496 (1998)］ 及 び Ｓ Ｈ ｈ 応 答 成 分 Ｃ Ｏ Ｕ Ｐ -Ｔ Ｆ Ｉ Ｉ ［ Krishnan等 , Scie
nce 278: 1947-1950 (1997)］ を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Ｃ ｏ ｓ -２ に お け る 変 異 は 胚 致 死 性 で あ り 、 各 セ グ メ ン ト の 中 心 成 分 及 び Ｈ ｈ 応 答 性 遺
伝 子 の 拡 張 ド メ イ ン の 複 製 を 含 む Ｈ ｈ 過 剰 発 現 に 類 似 の フ ェ ノ タ イ プ を 提 示 す る 。 こ れ に
対 し て 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ 及 び Ｃ ｉ に つ い て の 変 異 胚 は 、 各 セ グ メ ン ト 後 部 の 欠 失 及 び 前 部 の 鏡
像 様 複 製 の 置 換 及 び 前 部 の 鏡 像 様 複 製 の 置 換 を 含 む Ｈ ｈ 機 能 の 喪 失 に 類 似 の フ ェ ノ タ イ プ
を 示 す 、 Busson等 , Roux. Arch. Dev. Biol. 197: 221-230 (1988)。 Ｃ ｉ の 分 子 キ ャ ラ ク
タ リ ゼ ー シ ョ ン は 、 そ れ が Ｗ ｉ ｎ ｇ ｌ ｅ ｓ ｓ 及 び Ｄ ｐ ｐ な ど の Ｈ ｈ 応 答 性 遺 伝 子 を 直 接 活
性 化 す る 転 写 因 子 で あ る こ と を 示 唆 し た 、 Alexandre等 , (1996), 上 掲 ; 

 Therond等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 4224-8 (1996)。
Ｃ ｏ ｓ -２ 及 び ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ の 推 定 反 対 機 能 に 一 致 し て 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ 変 異 は Ｃ ｏ ｓ -２ 変 異 体
に よ っ て 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ 変 異 体 の サ プ レ ッ サ ー に よ っ て 抑 制 さ れ る 、 Preat等 , Genetic
s 135: 1047-62 (1993)。 し か し な が ら 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ 無 し の 変 異 及 び Ｎ -末 端 キ ナ ー ゼ ド メ
イ ン 変 異 は 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ 変 異 の サ プ レ ッ サ ー に よ っ て 完 全 に 抑 制 さ れ る が 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ の
Ｃ -末 端 変 異 は ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ の サ プ レ ッ サ ー の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に お い て 強 い Ｃ ｏ ｓ -２ フ ェ
ノ タ イ プ を す る 。 こ の こ と は 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ キ ナ ー ゼ ド メ イ ン が 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ の サ プ レ
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Dominguez等 , (1
996) 上 掲 。 同 様 に 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ の 分 子 分 析 に よ り 、 そ れ が セ リ ン ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ と
構 造 的 に 関 連 し 、 無 傷 の Ｎ 末 端 キ ナ ー ゼ ド メ イ ン と Ｃ 末 端 調 節 領 域 の 両 方 が そ の 適 切 な 機
能 の た め に 必 要 と さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 、 Preat等 , Nature 347: 87-9 (1990); Ro
bbins等 , (1997), 上 掲 ;

ま た

提 示



ッ サ ー が 存 在 し な い 場 合 に Ｓ Ｈ ｈ シ グ ナ ル 伝 達 の 構 成 ア ク チ ベ ー タ と し て 作 用
こ と を 示 唆 し て い る 。 最 近 の 研 究 は 、 ９ ２ ｋ Ｄ ａ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ 、 Ｃ ｏ ｓ -
２ 及 び Ｃ ｉ が 多 タ ン パ ク 質 複 合 体 存 在 し 、 Ｈ ｈ シ グ ナ ル 伝 達 が 微 小 管 か ら の
こ の 複 合 体 の 解 離 を 導 く こ と を 示 し た 、 Robbins等 , Cell 90: 225-34 (1997); Sisson等 ,
 Cell 90: 235-45 (1997)。 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ 及 び Ｃ ｏ ｓ -２ の 両 方 と も が Ｈ ｈ 処 理 に 応 答 し て リ
ン 酸 化 さ れ る が 、 Robbins等 , 上 掲 ; Therond等 , Genetics 142: 1181-98 (1996)、 こ の 活
性 の 原 因 と な る キ ナ ー ゼ 特 徴 付 け 。 今 日 ま で に 、 こ れ ら の 成 分 に つ い て 知
ら れ て い る 脊 椎 動 物 相 同 体 は 、 Ｇ ｌ ｉ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー （ 例 え ば 、 Ｇ ｌ ｉ -１ 、 Ｇ ｌ
ｉ -２ 及 び Ｇ ｌ ｉ -３ ） の み で あ る 。 こ れ ら は 、 Ｃ ｉ に 構 造 的 に 関 連 す る Ｚ ｎ フ ィ ン ガ ー 推
定 転 写 因 子 で あ る 。 こ れ ら の 中 で 、 Ｇ ｌ ｉ -１ は Ｓ Ｈ ｈ シ グ ナ ル の メ デ ィ エ ー タ 候 補 で あ
る こ と が 示 さ れ ［ Hynes等 , Neuron 15: 35-44 (1995), Lee等 , Development 124: 2537-5
2 (1997); Alexandre等 , Genes Dev. 10: 2003-13 (1996)］ 、 Ｈ ｈ に 応 答 す る 遺 伝 子 活 性
化 の 機 構 が ハ エ と 脊 椎 動 物 の 間 で 保 存 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｈ ｈ カ ス ケ ー ド に お け
る 他 の シ グ ナ ル 伝 達 成 分 が 進 化 的 に 保 存 さ れ る か 否 か を 決 定 し 、 生 化 学 レ ベ ル で の Ｈ ｈ シ
グ ナ ル 伝 達 に お け る ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ の 機 能 を 試 験 す る た め に 、 出 願 人 は ヒ ト ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ ｃ Ｄ Ｎ
Ａ を 単 離 し て 特 性 決 定 し た 。 マ ウ ス で の 組 織 分 布 は 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ が Ｓ Ｈ ｈ 応 答 性 組 織 で 発
現 さ れ る こ と を 示 し た 。 生 化 学 的 研 究 は 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ が 機 能 性 キ ナ ー ゼ で あ る こ と を 示 し
た 。 機 能 研 究 は 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ が Ｇ ｌ ｉ の ア ク チ ベ ー タ で あ り 、 ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ の ド ミ ナ ン ト
ネ ガ テ ィ ブ 形 態 が ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 胚 に お Ｓ Ｈ ｈ シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 止 で き る と い う
証 拠 を 提 供 す る 。 こ れ ら の デ ー タ を ま と め る と 、 Ｃ ｏ ｓ － ２ と ｆ ｕ ｓ ｅ ｄ の 両 方 が Ｈ ｈ シ
グ ナ ル 伝 達 に 直 接 的 に 関 連 し て い る こ と が 示 さ れ た 。
　 Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｌ － ２ タ ン パ ク 質 に 関 す る 引 例 つ い て は 、 Simpson等 、 Dev. Biol
. 122:201-209(1987),Grau等 、 Dev. Biol. 122:186-200(1987),Preat等 、 Genetics 135:1
047-1062(1993),Sisson等 、 Cell 90:235-245(1997)及 び Robbins等 、 Cell 90:225-234(199
7)を 参 照 の こ と 。
　 こ こ で 本 出 願 人 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ と 命 名 し た 、 ヒ ト Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｌ － ２ 相 同 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し 、 記 載 す る 。
　 　 【 ０ ０ ０ ８ 】
３ ． Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２
　 　 新 規 な 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 努 力 が 産 業 界 と 学 術 界 の 双 方 に よ っ て な さ
れ て い る 。 多 く の 努 力 が 、 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 哺 乳 類 組
換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２
ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 し た 、 新 規 な 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 と 特 徴 づ け を こ こ に 記 載 す る 。
　 　 【 ０ ０ ０ ９ 】
４ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４
　 ｎ ｅ ｌ 遺 伝 子 は 鶏 の 神 経 細 胞 で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る と 記 載 さ れ て い る (ワ タ ナ
ベ 等 、 Genomics 38(3):273-276(1996))。 最 近 、 ニ ワ ト リ ｎ ｅ ｌ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ
た も の と 相 同 性 を 持 つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る （ Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ １ と Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ ２ と 命 名 し た ）
２ つ の 新 規 な ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 分 離 さ れ 、 特 徴 づ け ら れ て お り 、 そ れ ら の ヒ ト ポ リ ペ プ チ ド
は ６ つ の Ｅ Ｇ Ｆ 様 反 復 を 含 ん で い る （ 上 掲 の ワ タ ナ ベ 等 ） 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 神 経 特 異 的
発 現 を 考 え る と 、 そ れ ら は 神 経 発 達 に 影 響 を 与 え う る と い う こ と が 示 唆 さ れ る 。 し た が っ
て ｎ ｅ ｌ 、 Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ １ と Ｎ Ｅ Ｌ Ｌ ２ と の 相 同 性 を 持 つ 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し 、 特 徴
づ け る こ と に 重 大 な 関 心 が あ る 。
　 こ こ で 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ と 命 名 し た 、 ｎ ｅ ｌ タ ン パ ク 質 と 相 同 性 を 持 つ 新
規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 と 特 徴 を 記 載 す る 。
　 　 【 ０ ０ １ ０ 】
５ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３
　 　 新 規 な 未 変 性 の 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 努 力 が 産 業 界 と 学 術 界 の 双 方 に よ っ て な
さ れ て い る 。 多 く の 努 力 が 、 新 規 な 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 哺 乳
類 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １
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８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 し た 、 新 規 な 膜 貫 通 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 と 特 徴 づ け を こ こ に 記
載 す る 。
　 　 【 ０ ０ １ １ 】
６ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７
　 イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 特 徴 付 け は 、 小 胞 体 か ら の Ｃ ａ ２ ＋ の 放 出 を 刺 激 す る シ
グ ナ ル 伝 達 活 性 の 理 解 の 基 礎 と な る た め に 関 心 が あ る 。 分 子 ク ロ ー ニ ン グ は 腎 臓 や 肝 臓 で
高 度 に 発 現 す る 多 様 な イ ノ シ ト ー ル ポ リ リ ン 酸 塩 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 与 え た (Caxton等 .(199
7)Biochem J. 328:75-81)。
　 　 【 ０ ０ １ ２ 】
７ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８
　 炎 症 反 応 は 複 雑 で 、 肥 満 細 胞 、 神 経 終 末 、 血 小 板 、 白 血 球 及 び 補 体 活 性 に よ っ て 局 所 的
に 生 成 さ れ る 様 々 な シ グ ナ ル 伝 達 の 分 子 に よ っ て 媒 介 さ れ る 。 特 定 の こ れ ら の シ グ ナ ル 伝
達 分 子 は 、 内 皮 細 胞 内 面 を よ り 多 孔 性 に す る 及 び ／ 又 は 特 殊 な 糖 質 認 知 を 通 し て 白 血 球 を
認 知 し 、 引 き つ け る 細 胞 表 面 分 子 と し て 作 用 す る セ レ ク チ ン の 発 現 を 引 き 起 こ す 。 よ り 強
い 白 血 球 結 合 は イ ン テ グ リ ン に よ っ て 媒 介 さ れ 、 内 皮 を 通 る 白 血 球 移 動 を 媒 介 す る 。 さ ら
に シ グ ナ ル 伝 達 物 質 は 化 学 誘 因 物 質 と し て 作 用 し 、 結 合 白 血 球 が 誘 因 物 質 源 の 方 へ 進 む こ
と を 引 き 起 こ す 。 炎 症 反 応 の 過 程 で 生 成 さ れ る 他 の シ グ ナ ル 伝 達 物 質 は 血 液 の 中 へ 抜 け 、
よ り 多 く の 白 血 球 を 生 成 し 血 液 流 の 中 に そ れ ら を 放 出 す る た め に 骨 髄 を 刺 激 す る 。
　 典 型 的 に 炎 症 は 抗 原 に よ っ て 開 始 さ れ 、 抗 原 は 免 疫 応 答 を 開 始 す る 能 力 の あ る ほ と ん ど
ど ん な 分 子 で も あ り 得 る 。 標 準 の 生 理 的 状 況 下 で は こ れ ら は 異 質 の 分 子 で あ る が 、 生 物 自
体 に よ っ て 産 生 さ れ た 分 子 は 様 々 な 病 気 の 状 態 で 生 じ る と 知 ら れ る 触 媒 と な る 。
　 混 合 リ ン パ 球 培 養 又 は 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ Ｍ Ｌ Ｒ ） に お け る Ｔ 細 胞 増 殖 は 、 化 合 物 が 免
疫 系 を 刺 激 す る 能 力 の 確 立 さ れ た 指 標 で あ る 。 炎 症 反 応 に お い て 、 応 答 白 血 球 は 好 中 球 、
好 酸 球 、 単 球 又 は リ ン パ 球 で あ っ て よ い 。 感 染 組 織 の 組 織 学 的 試 験 は 反 応 の 免 疫 刺 激 又 は
阻 害 の 証 拠 を 提 供 す る 。 Current Protocols in Immunology, 編 集  E. Coligan, 1994, Jo
hn Wiley and Sons, Inc.参 照 。
　 炎 症 性 腸 疾 患 （ Ｉ Ｂ Ｄ ） は 、 明 確 に 疾 患 と し て 区 別 さ れ る が 、 共 通 の 特 徴 を 共 有 し 、 病
状 を 共 有 す る こ と が よ く あ る 潰 瘍 性 大 腸 炎 （ Ｕ Ｃ ） と ク ロ ー ン 病 の 両 方 を 含 む 内 臓 疾 患 を
集 合 的 に 記 述 す る た め に 使 用 さ れ る 語 で あ る 。 診 断 基 準 の 共 通 性 は ２ つ の 疾 患 を 正 確 に 決
定 す る の を 難 し く さ せ る 。 そ れ ぞ れ の 病 気 は 、 し か し な が ら そ れ ぞ れ の 損 傷 の タ イ プ と 位
置 が 典 型 的 に 異 な っ て い る 。 Ｕ Ｃ 損 傷 は 特 徴 的 に は 粘 膜 の 表 面 の 潰 瘍 で あ っ て 、 直 腸 に 近
接 し た 大 腸 に 現 れ る 。 Ｃ Ｄ 損 傷 は 特 徴 的 に は 広 範 囲 に 渡 る 線 状 の 割 れ 目 で あ り 、 時 に は 胃
、 食 道 及 び 十 二 指 腸 を 含 む 腸 の ど こ に で も 現 れ る 。
　 　 【 ０ ０ １ ３ 】
　 Ｉ Ｂ Ｄ の 従 来 の 治 療 は 通 常 、 例 え ば ス ル フ ァ サ ラ ジ ン 、 コ ル チ コ ス テ ロ イ ド 類 、 ６ － メ
ル カ プ ト プ リ ン ／ ア ザ チ オ プ リ ン (6-mercaptopurine/azathoprine)、 又 は サ イ ク ロ ス ポ イ
ン の よ う な 、 抗 炎 症 性 又 は 免 疫 抑 制 剤 の 投 与 を 伴 う が 、 こ れ ら は 全 て 苦 し む 患 者 の 一 部 の
苦 痛 除 去 と な る に す ぎ な い 。 し か し な が ら 、 抗 炎 症 ／ 免 疫 抑 制 療 法 が 失 敗 し た 場 合 は 、 結
腸 切 除 術 が 防 衛 の 最 後 の 方 法 で あ る 。 手 術 は 診 断 後 １ 年 目 に お い て Ｃ Ｄ 患 者 の 約 ３ ０ ％ が
必 要 と し 、 手 術 を 必 要 と す る 可 能 性 は １ 年 ご と に 約 ５ ％ 増 し て い く 。 不 幸 に も 、 Ｃ Ｄ は ま
た 高 い 再 発 率 を 持 ち 、 約 ５ ％ の 患 者 が １ 年 後 に 次 の 手 術 を 必 要 と す る 。 さ ら に Ｕ Ｃ 患 者 は
結 腸 直 腸 癌 の 発 達 の 危 険 性 が 大 幅 に 増 加 し て い る 。 恐 ら く 、 こ れ は 再 生 が 伴 う 上 皮 損 傷 反
復 サ イ ク ル の た め で 、 新 生 物 の 形 質 転 換 の 危 険 が 絶 え ず 増 す 。
　 結 合 接 着 分 子 （ Ｊ Ａ Ｍ ） と し て 知 ら れ る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 上 科 の 最 近 発 見 さ れ た メ ン
バ ー は 、 異 な る 起 源 の 内 皮 と 上 皮 の 細 胞 の 細 胞 間 結 合 部 に 選 択 的 に 集 中 し て い る こ と が 特
定 さ れ て い る 。 Martin-Padura,I.等 J.Cell Biol. 142(1): 117-27(1998)。 Ｊ Ａ Ｍ は Ｖ 型
の ２ つ の 細 胞 外 の 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 環 を 持 つ タ イ プ １ 複 合 膜 タ ン パ ク で あ る 。 Ｊ Ａ Ｍ は Ａ
３ ３ 抗 原 と か な り の 相 同 性 を 有 す る （ 図 .１ 又 は 図 .１ ８ ） 。 Ｊ Ａ Ｍ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 は 、 自 発 的 に 及 び 化 学 的 に 引 き 起 こ さ れ る 、 単 球 の 内 皮 細 胞 の 単 層 を 通 過 す る 移 動
を ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 抑 制 す る こ と が 発 見 さ れ た 。 上 掲 の Martin-Padura。
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　 Ｊ Ａ Ｍ 発 現 は 大 腸 炎 を 有 す る Ｃ Ｒ Ｆ 2-4-/-マ ウ ス の 結 腸 に お い て 増 し て い る こ と が 最 近
発 見 さ れ た 。 Ｃ Ｒ Ｆ 2-4-/-（ Ｉ Ｌ － １ ０ Ｒ サ ブ ユ ニ ッ ト ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス ） は リ ン パ 球
、 単 球 及 び 好 中 球 に よ っ て 媒 介 さ れ る 自 発 的 な 大 腸 炎 を 発 生 さ せ る 。 ま た 、 い く ら か の 動
物 で は 結 腸 線 癌 が 発 生 す る 。 そ の 結 果 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 更 に は 炎 症 性 腸 疾 患 、 他 の 腸
管 の 炎 症 疾 患 並 び に 結 腸 直 腸 癌 よ う な ヒ ト 疾 患 に 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ 、 あ る い は 不 随 す
る こ と が 予 見 で き る 可 能 性 が 高 い 。
　 　 【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 既 知 の 結 腸 直 腸 癌 － 予 知 マ ー カ ー で あ る Ａ ３ ３ 抗 原 と の 有 意
な 相 同 性 を 有 す る 。 Ａ ３ ３ 抗 原 は 正 常 な 結 腸 上 皮 、 並 び に 初 期 又 は 転 位 結 腸 癌 の ９ ０ ％ 以
上 で 発 現 さ れ る 。 結 腸 粘 膜 か ら 派 生 し た 癌 腫 に お い て 、 Ａ ３ ３ 抗 原 は 、 ９ ５ ％ を 越 え る ケ
ー ス で 均 一 に 発 現 し て い る 。 し か し 、 Ａ ３ ３ 抗 原 は 、 他 の 広 範 囲 の 正 常 な 組 織 で は 検 出 さ
れ て お ら ず 、 す な わ ち そ の 発 現 は 、 む し ろ 器 官 特 異 的 で あ る と 思 わ れ る 。 従 っ て 、 Ａ ３ ３
抗 原 は 結 腸 直 腸 ガ ン の 誘 発 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る と 思 わ れ る 。
　 結 腸 癌 は 広 範 囲 に 渡 る 病 気 で あ る の で 、 早 期 の 診 断 と 治 療 が 重 要 な 医 学 の 目 的 で あ る 。
結 腸 癌 の 診 断 と 治 療 は 、 蛍 光 、 核 磁 気 又 は 放 射 性 の タ グ を 有 す る 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 （ ｍ Ａ ｂ ｓ ） を 利 用 し 、 実 施 さ れ う る 。 放 射 性 遺 伝 子 、 毒 素 及 び ／ 又 は 薬 物 を タ ギ ン
グ し た ｍ Ａ ｂ ｓ は 最 小 限 の 患 者 の 性 状 に お け る in situの 治 療 に 使 用 さ れ う る 。 ま た ｍ Ａ
ｂ ｓ は 、 結 腸 癌 の 診 断 や 治 療 の 間 の 識 別 に 使 用 さ れ う る 。 例 え ば 、 血 清 の Ａ ３ ３ 抗 原 レ ベ
ル が 患 者 に お い て 上 昇 し 、 手 術 を 行 っ た 後 に レ ベ ル が 微 量 に な れ ば 腫 瘍 切 除 が 成 功 し た こ
と を 表 す こ と に な る 。 他 方 、 手 術 後 、 結 果 的 に 血 清 Ａ ３ ３ 抗 原 レ ベ ル が 引 き 続 い て 上 昇 し
て い れ ば 、 元 の 腫 瘍 の 転 移 が 形 成 さ れ た か 又 は 新 し い 初 期 の 腫 瘍 が 現 れ た こ と が 暗 示 さ れ
る 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 手 術 及 び ／ 又 は 他 の 化 学 療 法 の 代 わ り に 、 又 は 一 緒 に 使 用 さ れ う
る 。 例 え ば 、 Ａ ３ ３ に 対 す る ｍ Ａ ｂ を 用 い た 結 腸 直 腸 癌 腫 に 羅 患 し た 患 者 に お け る 前 臨 床
分 析 及 び 局 在 化 研 究 は Welt等 , J. Clin. Oncol. 8:1894-1906(1990)及 び Welt等 , J. Clin
. Oncol. 12:1561-1571(1994)に 記 載 さ れ 、 さ ら に 米 国 特 許 第 4579827号 と 米 国 特 許 出 願 第
424991号 (欧 州 特 許 199141)は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 治 療 的 投 与 を 対 象 と し 、 後 者 は 抗 Ａ ３ ３
ｍ Ａ ｂ の 使 用 に 関 す る 。
　 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 し た 、 Ａ ３ ３ 抗 原 タ ン パ ク に 対 し て
相 同 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 及 び 特 徴 づ け を こ こ に 記 載 す る 。
　 　 【 ０ ０ １ ５ 】
８ ． Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４
　 　 新 規 な 未 変 性 の 分 泌 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 努 力 が 産 業 界 と 学 術 界 の 双 方 に よ っ て な さ
れ て い る 。 多 く の 努 力 が 、 新 規 な 分 泌 タ ン パ ク 質 の コ ー ド 配 列 を 同 定 す る た め に 哺 乳 類 組
換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 注 が れ て い る 。 我 々 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３
４ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 し た 、 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 と 特 徴 づ け を こ こ に 記 載 す る
。
　 　 【 ０ ０ １ ６ 】
９ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７
　 タ ン パ ク 質 は 膜 結 合 グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ に よ っ て 媒 介 さ れ る 反 応 の 複 雑 な 一
連 の 反 応 に よ っ て グ リ コ シ ル 化 さ れ る 。 合 成 さ れ た 糖 鎖 の 構 造 の 多 様 性 の 原 因 と な る 、 多
数 の 異 な る グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が あ る 。 Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 は 、 哺 乳 類 生 物 に お い て 様 々 な 重 要 な 生 物 学 的 機 能 を 与 え る グ リ コ
シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー を 含 む 。 例 と し て 、 Ｕ Ｄ Ｐ -Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ
ン ： α -３ -Ｄ -マ ン ノ シ ド β -１ ,２ -Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ Ｉ は
、 高 級 マ ン ノ ー ス -Ｎ -グ リ カ ン の ハ イ ブ リ ッ ド 及 び 複 合 Ｎ -グ リ カ ン へ の 変 換 に 必 須 の 第
１ 段 階 を 触 媒 す る グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る （ Sarkar等 , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA. 88: 234-238 (1991)） 。 Ｕ Ｐ Ｄ － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン ： α １ ， ３ ー Ｄ マ
ン ノ シ ド β １ ， ４ － Ｎ － ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ は ３ － 及 び テ ４ － 触
覚 の ア ス パ ラ ギ ン 連 結 糖 鎖 の 生 成 に お け る 重 要 な 酵 素 で あ り 、 最 近 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ
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を 利 用 し て 牛 小 腸 か ら 精 製 さ れ て い る （ Minowa等 、  J. Biol. Chem. (1998)273(19):1155
6-62)。 Ｎ -ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の さ ら な る
メ ン バ ー の 同 定 及 び 特 徴 付 け 、 よ り 一 般 的 に は 新 規 の グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ の 同
定 は 興 味 深 い
　 　 【 ０ ０ １ ７ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
１ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０
　 本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ 」 と 命 名 さ れ た 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 Ｈ ｅ
ｐ ２ ７ を コ ー ド す る 核 酸 と 相 同 性 を 有 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ － ２ ５ ０
８ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 ２ (配 列 番 号 ： ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又 は 約
１ ６ か ら 約 ２ ７ ８ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、
又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好
ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同
一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ (配 列 番 号 ： １ )の ヌ ク レ オ チ ド 約 ３ ６ 又 は 約 ８ １ と 約 ８
６ ９ の 間 の 核 酸 の に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊 縮 性 ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ３ ８ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ － ２ ５ ０ ８ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含
ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番
号 ２ ０ ３ ５ ３ ８ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ － ２ ５ ０ ８ ） に コ ー ド さ れ
る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 ２ (配 列 番 号 ： ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約
１ ６ か ら 約 ２ ７ ８ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８
５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ ） （
ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 ２ (配 列 番 号 ： ２ )の ア ミ ノ
酸 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ２ ７ ８ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列
同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子
を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た 、 少 な く と も 約 ２ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て
い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 あ る い は そ
の よ う な コ ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド は 、 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ ５
ま で 伸 び る と 仮 に 同 定 さ れ て い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 ２ (配 列 番 号 ： ２ )の 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ２ ７ ８
の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と も
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約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ ） （
ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０
０ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら
約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 図 １ （
配 列 番 号 ： １ ） に 示 さ れ る 核 酸 配 列 に 誘 導 さ れ う る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、
そ れ は 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 図 ２ (配 列 番 号 ： ２ )の 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ２ ７ ８ を 含
む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
　 　 【 ０ ０ １ ９ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ２ (配 列 番 号 ： ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ２ ７
８ の 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の
配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０
ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ２ (配 列 番 号 ： ２ )の 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ２ ７ ８ の
ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約
８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
０ ０ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ２ (配 列 番 号 ： ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約
２ ７ ８ の 配 列 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 提 供 す る の に 十 分 な そ の
断 片 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、 Ｐ Ｒ
Ｏ １ ８ ０ ０ 断 片 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド の 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し て い
る 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 ２ (配 列 番 号 ：
２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ２ ７ ８ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下
で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８
０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場
合 は 、 （ ｉ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培
養 し 、 そ し て （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た ポ リ
ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び
ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触
さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と に よ る 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 に お い
て 特 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 ん で
な る 組 成 物 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ２ ０ 】
２ ． Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９
　 本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ 」 と 命 名 さ れ 、 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 Costal
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-2 を コ ー ド す る 核 酸 と 相 同 性 を 有 す る 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５
－ １ ５ ６ １ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る
単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 ４ (配 列 番 号 ： ７ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ か ら 約
８ ３ ０ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （
ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好
ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ３ (配 列 番 号 ： ６ )の ヌ ク レ オ チ ド 約 １ ８ ６ か ら 約 ２ ６ ７ ５
の 核 酸 の に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ６ ６ １ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５ － １ ５ ６ １ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列
同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０
％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん
で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号
２ ０ ３ ６ ６ １ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５ － １ ５ ６ １ ） に コ ー ド さ れ る
同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 ４ (配 列 番 号 ： ７ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ か ら 約
８ ３ ０ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列
同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約
９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ
Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 ４ (配 列 番 号 ： ７ )の ア ミ ノ
酸 残 基 １ か ら 約 ８ ３ ０ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子
、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 Ｄ
Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少
な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も
好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 単 離 す る こ
と に よ り 製 造 さ れ 、 少 な く と も １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す
る 。
　 特 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 あ る い は そ の よ う な コ ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補
的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 ４ (配 列 番 号 ： ７ )の 残 基 １ か ら 約 ８ ３ ０ の ア ミ ノ 酸
配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ ポ
ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約
９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ
Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３
９ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら
約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 図 ３ （
配 列 番 号 ： ６ ） に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ う る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 同 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列

に コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
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　 　 【 ０ ０ ２ ２ 】
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ
れ は 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 図 ４ (配 列 番 号 ： ７ )の 残 基 １ か ら 約 ８ ３ ０ を 含 む ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 ん で い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ４ (配 列 番 号 ： ７ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ か ら 約 ８ ３ ０ の 配 列 に
対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性
、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％
の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド
に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ４ (配 列 番 号 ： ７ )の 残 基 １ か ら 約 ８ ３ ０ の ア ミ ノ 酸 配
列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ
テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ
チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、

図 ４ (配 列 番 号 ： ７ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ か ら 約 ８ ３ ０ の 配 列 、 又 は そ の 断 片 を 含 ん
で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ 断 片
は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド の 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し て い る 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 ４ (配 列 番 号 ：
７ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ か ら 約 ８ ３ ０ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同
一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 は 、 （ ｉ ｉ
） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 そ し て
（ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提
供 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア
ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ Ｒ
Ｏ ５ ３ ９ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触 さ
せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と に よ る 、 天 然 Ｐ Ｒ
Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。 ま し い 実
施 態 様 で は 、 生 物 学 的 活 性 は 微 小 官 (microtubile)に 結 合 す る こ と か 又 は 及 び  cubit
us interruptusを 複 合 す る 能 力 の ど ち ら か で あ る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 に お い て
特 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 ん で な
る 組 成 物 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ヘ ッ ジ ホ ッ グ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 を
促 す ア ゴ ニ ス ト 及 び そ れ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 生 じ さ せ る 化 合 物 と 方 法 を 提 供 す る 。
特 に Ｓ Ｈ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ の 正 常 な 機 能 を 阻 害 し 、 防 止 し 、 抑 制 し
及 び ／ 又 は 中 和 す る 脊 椎 動 物 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ の ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 生 物 有 機 化 学 小 分 子 と ア
ン チ セ ン ス 核 酸 の 両 方 を 含 む 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ の 選 択 的 ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 提 供
す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ヘ ッ ジ ホ ッ グ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節
を 改 変 す る 分 子 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ や ア ッ セ イ の 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く
は 、 分 子 は （ 例 え ば 又 は cubitus interruptusの よ う な ） そ の 結 合 し た 複 合 タ ン パ ク
質 と の Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ の 相 互 作 用 を 防 止 す る か 、 又 は 複 合 物 の 分 解 を 防 止 又 は 抑 制 す る 。 ア
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ッ セ イ は Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ と 基 質 を 含 む 混 合 物 を 候 補 的 分 子 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 Ｐ
Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ヘ ッ ジ ホ ッ グ シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る 候 補 子 の 能 力 を 検 出 す る こ と を 含 む
。 好 ま し く は ス ク リ ー ニ ン グ し た 分 子 は 小 分 子 薬 剤 候 補 で あ る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 特 定 の 疾 患 が ヘ ッ ジ ホ ッ グ シ グ ナ ル 伝 達 に よ り 調 節 さ れ る か
ど う か を 決 定 す る た め の 診 断 方 法 で あ っ て ：
　 （ ａ ） 試 験 細 胞 又 は 組 織 を 培 養 し 、
　 （ ｂ ） Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ に よ り 調 節 さ れ た ヘ ッ ジ ホ ッ グ シ グ ナ ル 伝 達 調 節 を 抑 制 し う る 化 合
物 を 投 与 し ； 及 び
　 （ ｃ ） ヘ ッ ジ ホ ッ グ シ グ ナ ル が 調 節 さ れ る か を 決 定 す る 。
　 こ と を 含 ん で な る 方 法 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ２ ４ 】
３ ． Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２
　 本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ 」 と 命 名 さ れ た 新 規 な 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ ０ ０ － １ ４ ０ ８ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る
単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 ６ (配 列 番 号 ： ９ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２
２ か ら 約 １ ２ ５ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は
（ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性
、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ５ (配 列 番 号 ： ８ )の 残 基 約 ８ ９ か ら 約 ４ ０ ０ の 核 酸 の

に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ
た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄
条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ８ ３ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ ０ ０ － １ ４ ０ ８ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含
ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番
号 ２ ０ ３ ５ ８ ３ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ ０ ０ － １ ４ ０ ８ ） に コ ー ド さ れ
る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 ６ (配 列 番 号 ： ９ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又 は
約 ２ ２ か ら 約 １ ２ ５ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約
８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ ）
（ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 ６ (配 列 番 号 ： ９ )の ア ミ ノ
酸 残 基 約 １ 又 は 約 ２ ２ か ら 約 １ ２ ５ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド
形 成 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列
同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子
を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た 、 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て
い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 あ る い は そ の
よ う な コ ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ
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ド は 、 図 ６ （ 配 列 番 号 ： ９ ） の 配 列 に お い て 約 ア ミ ノ 酸 位 置 １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 位 置 ２ １ ま
で 伸 び る と 仮 に 同 定 さ れ て い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 ６ (配 列 番 号 ： ９ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ２ か ら 約 １ ２ ５
の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ ） （
ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２
ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約
５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ
れ は 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 図 ６ (配 列 番 号 ： ９ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ２ か ら １ ２ ５ を 含 む ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
　 　 【 ０ ０ ２ ６ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ６ (配 列 番 号 ： ９ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ２ か ら 約 １ ２
５ の 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の
配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ
リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ６ (配 列 番 号 ： ９ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ２ か ら １ ２ ５ の ア
ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８
５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２
ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ６ (配 列 番 号 ： ９ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ２ か ら 約
１ ２ ５ の 配 列 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 提 供 す る の に 十 分 な そ の 断
片 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ９
８ ２ 断 片 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド の 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し て い る 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 ６ (配 列 番 号 ：
９ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ２ か ら 約 １ ２ ５ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％
の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 は
、 （ ｉ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し
、 そ し て （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド を 提 供 す る 。
　 　 【 ０ ０ ２ ７ 】
４ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４
　 　 本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ 」 と 命 名 さ れ 、 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 ｎ
ｅ ｌ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 と 相 同 性 を 有 す る 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ １
８ － ２ ５ ３ ６ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 ８ (配 列 番 号 ： １ １ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又 は
約 ２ ８ か ら 約 ３ ２ ５ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子
、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、
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好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列
同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ７ (配 列 番 号 ： １ ０ )の ヌ ク レ オ チ ド 約 ５ ８ １ 又 は 約 ６ ６ ２
か ら 約 １ ５ ５ ５ の 核 酸 の に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊
縮 性 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ６ ５ ７ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ １ ８ － ２ ５ ３ ６ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列
同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０
％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん
で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号
２ ０ ３ ６ ５ ７ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ １ ８ － ２ ５ ３ ６ ） に コ ー ド さ れ る
同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 ８ (配 列 番 号 ： １ １ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は
約 ２ ８ か ら 約 ３ ２ ５ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約
８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ ）
（ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 ８ (配 列 番 号 ： １ １ )の ア ミ
ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ８ か ら 約 ３ ２ ５ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性
、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分
子 を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た 、 少 な く と も ６ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ た 核
酸 分 子 に 関 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て
い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 及 び そ の 可
溶 性 な 、 す な わ ち 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 又 は 不 活 性 化 さ れ た 変 異 体 、 あ る い は そ の よ う な
コ ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、
図 ８ （ 配 列 番 号 ： １ １ ） の 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 ２ ７ ま で 伸
び る と 仮 に 同 定 さ れ て い る 。 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図 ８ 、 配
列 番 号 ： １ １ ） の ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ １ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 ３ ０ ま で 伸 び る と 仮 に 同 定 さ れ
て い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 ８ (配 列 番 号 ： １ １ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ８ か ら 約 ３ ２
５ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ ）
（ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３
４ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら
約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 図 ７ （
配 列 番 号 ： １ ０ ） に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ う る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 同 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 　 【 ０ ０ ２ ９ 】
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、
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そ れ は 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 図 ８ (配 列 番 号 ： １ １ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ８ か ら 約 ３ ２ ５ を
含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ８ (配 列 番 号 ： １ １ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ８ か ら 約 ３
２ ５ の 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％
の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３
４ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ８ (配 列 番 号 ： １ １ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ８ か ら 約 ３ ２ ５
の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １
４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ８ (配 列 番 号 ： １ １ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ８ か ら
約 ３ ２ ５ の 配 列 、 又 は 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 提 供 す る の に 十 分 な そ
の 断 片 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ 断 片 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド の 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し て
い る 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 ８ (配 列 番 号 ：
１ １ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又 は 約 ２ ８ か ら 約 ３ ２ ５ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件
下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約
８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
場 合 は 、 （ ｉ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で
培 養 し 、 そ し て （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び
ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触
さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と に よ る 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 に お い
て 特 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 ん で
な る 組 成 物 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ０ 】
５ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３
　 本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ 」 と 命 名 さ れ た 新 規 な 膜 貫 通 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 １ ０ (配 列 番 号 ： １ ６ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又
は 約 １ ６ か ら 約 ４ ３ ７ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分
子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性
、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る
。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 ９ (配 列 番 号 ： １ ５ )の ヌ ク レ オ チ ド 約 １ ７ 又 は 約 ６ ２ か ら
約 １ ３ ２ ７ の 核 酸 の に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊 縮 性
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ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ７ ６ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含
ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番
号 ２ ０ ３ ５ ７ ６ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ ） に コ ー ド さ れ
る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ０ (配 列 番 号 ： １ ６ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １
又 は 約 １ ６ か ら 約 ４ ３ ７ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （
ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ０ (配 列 番 号 ： １ ６ )の ア
ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ４ ３ ７ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同
一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た 、 少 な く と も ３ ４ ５ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離 さ
れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て
い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 及 び そ の 可
溶 性 の あ る 、 す な わ ち 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 又 は 不 活 性 化 さ れ た 変 異 体 、 あ る い は そ の よ
う な コ ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
は 、 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） の 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ ７
ま で 伸 び る と 仮 に 同 定 さ れ て い る 。 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図
１ ０ 、 配 列 番 号 ： １ ６ ） の ア ミ ノ 酸 位 置 約 ２ ４ ３ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 ２ ６ ０ ま で 伸 び る と
仮 に 同 定 さ れ て い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ０ (配 列 番 号 ： １ ６ )の 残 基 約 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約
４ ３ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （
ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６
３ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら
約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 図 ９ （
配 列 番 号 ： １ ５ ） に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 誘 導 さ れ う る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、
そ れ は 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 図 １ ０ (配 列 番 号 ： １ ６ )の 残 基 約 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ４ ３
７ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ２ 】
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ０ (配 列 番 号 ： １ ６ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約
４ ３ ７ の 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５
％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な
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く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
６ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ０ (配 列 番 号 ： １ ６ )の 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ４ ３
７ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ
１ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ０ (配 列 番 号 ： １ ６ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 １ ６ か
ら 約 ４ ３ ７ の 配 列 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 提 供 す る の に 十 分 な
そ の 断 片 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、
Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ 断 片 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し
て い る 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ０ (配 列 番 号
： １ ６ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又 は 約 １ ６ か ら 約 ４ ３ ７ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条
件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も
約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す
る 場 合 は 、 （ ｉ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下
で 培 養 し 、 そ し て （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び
ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触
さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と に よ る 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 に お い
て 特 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 ん で
な る 組 成 物 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ３ 】
６ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７
　 本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ 」 と 命 名 さ れ 、 イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 相 同 性
を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ４ ０ ０ － ２ ５ ２
８ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 １ ２ (配 列 番 号 ： １ ８ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は
約 ３ １ か ら 約 ４ ８ ７ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子
、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列
同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ １ (配 列 番 号 ： １ ７ )の 残 基 約 ９ ６ か ら 約 １ ４ ６ ６ の 核 酸
の に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成
及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ７ ３ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ４ ０ ０ － ２ ５ ２ ８ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
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０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含
ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番
号 ２ ０ ３ ５ ７ ３ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ４ ０ ０ － ２ ５ ２ ８ ） に コ ー ド さ れ
る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ２ (配 列 番 号 ： １ ８ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又
は 約 ３ １ か ら 約 ４ ８ ７ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ａ
） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ２ (配 列 番 号 ： １ ８ )の ア
ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ４ ８ ７ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一
性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の
配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ Ａ
分 子 を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た 、 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な
く と も 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て
い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 み 、 あ る い は そ
の よ う な コ ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド は 、 図 １ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） の 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約
３ ０ ま で 伸 び る と 仮 に 同 定 さ れ て い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ２ (配 列 番 号 ： １ ８ )の 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ４
８ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ
） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １
７ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら
約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、
そ れ は 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 図 １ ２ (配 列 番 号 ： １ ８ )の 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ４ ８ ７
を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ２ (配 列 番 号 ： １ ８ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約
４ ８ ７ の 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５
％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ９
１ ７ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ２ (配 列 番 号 ： １ ８ )の 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ４ ８
７ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ
１ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ２ (配 列 番 号 ： １ ８ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か
ら 約 ４ ８ ７ の 配 列 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 提 供 す る の に 十 分 な
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そ の 断 片 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、
Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ 断 片 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド の 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し
て い る 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ２ (配 列 番 号
： １ ８ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ４ ８ ７ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件
下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約
８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
場 合 は 、 （ ｉ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で
培 養 し 、 そ し て （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び
ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触
さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と に よ る 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 に お い
て 特 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 ん で
な る 組 成 物 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ６ 】
７ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８
　 本 発 明 は 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 疾 患 の 診 断 と 治 療 た め の 組 成 物 と 方 法 に 関
す る 。 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 反 応 を 促 進 又 は 抑 制 す る タ ン パ ク 質 （ ア ゴ ニ ス ト
及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 む ） の 同 定 に 基 づ く 。 炎 症 疾 患 は 炎 症 反 応 を 鎮 静 す る こ と で
治 療 さ れ 得 る 。 炎 症 反 応 を 強 め る 分 子 は 抗 原 の 免 疫 反 応 を 促 進 又 は 可 能 に す る 。 炎 症 反 応
の 鎮 静 が 有 益 で あ る 場 合 、 炎 症 反 応 を 促 進 す る 分 子 は 抑 制 さ れ う る 。 炎 症 反 応 増 強 が 有 益
で あ る 場 合 に は 、 炎 症 反 応 促 進 の 分 子 は 治 療 に 利 用 可 能 で あ る 。 ま た 、 炎 症 反 応 の 鎮 静 が
有 用 で あ る 場 合 に は 、 そ の よ う な 促 進 分 子 は 抑 制 さ れ う る 。 中 和 抗 体 は 、 免 疫 促 進 活 性 を
有 す る 分 子 を 抑 制 す る 分 子 の 例 で あ り 、 炎 症 疾 患 の 治 療 に 役 立 つ 。 ま た 、 炎 症 反 応 を 抑 制
す る 分 子 は 炎 症 反 応 の 抑 制 に （ タ ン パ ク 質 を 直 接 又 は 抗 体 ア ゴ ニ ス ト の 使 用 を 経 て ） 利 用
さ れ う る し 、 こ う し て 炎 症 の 疾 患 は 改 善 す る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 免 疫 関 連 疾 患 の 診 断 及 び ／ 又 は 治 療 （ 予 防 を 含 む ） に 役
立 つ 。 促 進 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 抗 体 は 炎 症 反 応 の 鎮 静 に 利 用 可 能 で あ る 。 抑 制 タ ン パ ク
質 に 結 合 す る 抗 体 は 炎 症 反 応 及 び 免 疫 シ ス テ ム の 促 進 に 利 用 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 と 抗 体 は 炎 症 又 は 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 の た め の 薬 や 薬 剤 の 調 製 に 利 用 可 能 で あ
る 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 一 又 は 複 数 の 機 能 又 は 活 性 を
抑 制 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 抗 体 へ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む と 思 わ れ る
細 胞 を 暴 露 し 、 細 胞 に 対 し て の 抗 体 の 結 合 性 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８
ポ リ ペ プ チ ド 存 在 を 決 定 す る 方 法 に 関 す る 。
　 ま た 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 細 胞 の 試 験 サ ン プ
ル で 、 及 び （ ｂ ） 同 じ 細 胞 タ イ プ の 既 知 の 正 常 な 組 織 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル で の Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 検 出 を 含 ん で な る 、 試 験 サ
ン プ ル に お け る 高 い 発 現 レ ベ ル は 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 疾 患 の 存 在 を 意 味 す る 、 哺 乳 動 物
で の 炎 症 関 連 疾 病 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ７ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 培 養 細 胞 の 試 験 サ ン プ ル に 抗 － Ｐ
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Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 抗 体 を 接 触 さ せ 、 （ ｂ ） 抗 体 と Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 の 形 成
を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 本 発 明 は 哺 乳 動 物 に お け る 炎 症 反 応 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る
。 そ の 検 出 は 定 性 的 又 は 定 量 的 な も の で 、 同 じ 細 胞 タ イ プ の 既 知 の 正 常 な 組 織 細 胞 の コ ン
ト ロ ー ル サ ン プ ル に お け る 形 成 の モ ニ タ リ ン グ に 比 較 し て 実 施 さ れ う る 。 試 験 サ ン プ ル で
形 成 さ れ た 多 量 の 複 合 物 の 量 が よ り 多 い と 、 そ の 試 験 サ ン プ ル を 得 た 哺 乳 動 物 に お け る 腫
瘍 の 存 在 が 示 さ れ る 。 好 適 に は 抗 体 は 検 出 標 識 を 保 有 す る 。 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 光 学 顕
微 鏡 法 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 法 、 又 は こ の 分 野 で 知 ら れ る 他 の 技 術 等 に よ っ て 観
察 さ れ う る 。 通 常 、 テ ス ト サ ン プ ル は 、 炎 症 反 応 に 関 す る 欠 陥 又 は 異 常 が あ る と 推 測 さ れ
る 個 体 か ら 採 取 さ れ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 適 当 な パ ッ ケ ー ジ に 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 抗 体 と （ 例 え ば 緩
衝 剤 の よ う な ） 担 体 を 含 ん で な る 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。 好 ま し く は キ ッ ト は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６
８ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め の 抗 体 を 使 用 す る た め の 説 明 を 含 む 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ：
　 容 器 ；
　 容 器 上 の ラ ベ ル ； 及 び
　 容 器 内 に 収 容 さ れ た 活 性 剤 を 含 む 組 成 物 ；
を 含 ん で な る 製 造 品 に も 関 し 、 そ の 組 成 物 は 哺 乳 類 に お け る 炎 症 反 応 の 促 進 又 は 抑 制 に 効
果 が あ り 、 容 器 上 の ラ ベ ル は 組 成 物 が 炎 症 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ う る こ と を 示 し て お り 、
組 成 物 中 の 活 性 剤 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 促 進 又 は 抑 制 す
る 薬 剤 で あ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 活 性 剤 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ
１ ８ ６ ８ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド に 候 補 化 合 物 を 、 こ れ ら ２ つ の 化 合
物 を 互 い に 作 用 さ せ る の に 十 分 な 時 間 と 状 況 の 下 で 、 接 触 す る こ と に よ り Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８
ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 を 抑 制 す る 能 力 の あ る 化 合 物 を 、 同 定 す る 方 法 で あ る
。 特 定 の 態 様 で は 、 候 補 化 合 物 又 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の ど ち ら か は 個 体 支 持 体
上 に 固 定 さ れ る 。 他 の 態 様 で は 、 非 固 定 成 分 は 検 出 標 識 を 保 有 す る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は ： 炎 症 腸 疾 患 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎
、 若 年 性 慢 性 関 節 炎 、 脊 椎 関 節 症 、 全 身 性 硬 化 症 （ 強 皮 症 ） 、 特 発 性 炎 症 ミ オ パ シ ー （ 皮
膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 ） 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 血 管 炎 症 症 (systemic vaculitis)、
サ ル コ イ ド ー シ ス 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 （ 免 疫 再 生 不 良 性 貧 血 、 発 作 性 夜 間 血 色 素 尿 ）
、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 （ 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 免 疫 仲 介 血 小 板 減 少 ） 、 甲 状 腺 炎
（ グ レ ー ブ ス 疾 患 、 ハ シ モ ト 甲 状 腺 炎 、 若 年 性 リ ン パ 球 性 甲 状 腺 炎 、 萎 縮 性 甲 状 腺 炎 ） 、
糖 尿 病 、 免 疫 仲 介 腎 疾 患 （ 糸 球 体 腎 炎 、 尿 細 管 間 質 性 腎 炎 ） 、 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 の よ う
な 中 枢 及 び 末 梢 神 経 系 の 脱 髄 疾 患 、 特 発 性 ポ リ ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 例 え ば 伝 染 性 肝 炎 （ Ａ 型
、 Ｂ 型 、 Ｃ 型 、 Ｄ 型 、 Ｅ 型 肝 炎 及 び 他 の 非 肝 炎 性 (nonhepatotropic)ウ ィ ル ス ） 、 自 己 免
疫 性 慢 性 活 性 肝 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 症 、 肉 芽 腫 性 肝 炎 、 及 び 硬 化 性 胆 管 炎 の よ う な 肝
胆 汁 性 疾 患 、 炎 症 性 及 び 繊 維 症 性 肺 疾 患 （ 例 え ば 嚢 胞 性 線 維 症 、 好 酸 球 性 肺 炎 、 特 発 性 肺
線 維 症 及 び 過 敏 性 肺 炎 ） 、 グ ル テ ン 過 敏 性 腸 疾 患 、 ウ ィ ッ プ ル 病 、 水 疱 性 皮 膚 疾 患 、 多 形
性 紅 斑 及 び 接 触 性 皮 膚 炎 を 含 む 自 己 免 疫 又 は 免 疫 媒 介 皮 膚 疾 患 、 乾 癬 、 例 え ば 好 球 性 肺 炎
、 特 発 性 肺 線 維 症 及 び 過 敏 性 肺 炎 の よ う な 肺 の ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 例 え ば 拒 絶 反 応 及 び 移
植 片 対 宿 主 疾 患 を 含 む 移 植 関 連 疾 患 か ら 選 択 さ れ る 疾 患 の 治 療 の た め に 、 そ れ を 必 要 と す
る 患 者 に 対 し て 、 治 療 に 効 果 的 な 量 の Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と に よ
る 炎 症 疾 患 の 治 療 方 法 に 関 す る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 哺
乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 細 胞 の 試 験 サ ン プ ル で 、 及 び （ ｂ ） 同 じ 細 胞 タ イ プ の 既 知 の 正 常
な 組 織 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル で の 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝
子 の 発 現 レ ベ ル の 検 出 を 含 ん で な り 、 試 験 サ ン プ ル で の 高 い 発 現 レ ベ ル が 試 験 組 織 細 胞 を
採 取 し た 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 の 存 在 を 示 す 方 法 を 提 供 す る 。
　 　 【 ０ ０ ３ ９ 】
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　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 の 診 断 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 抗 － Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 抗 体 を 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 細 胞 の 試 験 サ ン プ ル と 接 触 さ せ 、 （ ｂ ） 試
験 サ ン プ ル に お け る 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ と Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド 間 の 複 合 体 の 形 成
の 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 検 出 は 定 性 的 又 は 定 量 的 な も の で 、 同
じ 細 胞 タ イ プ の 既 知 の 正 常 組 織 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に お け る 複 合 体 形 成 の モ ニ タ
リ ン グ に 比 較 し て 実 施 さ れ う る 。 試 験 サ ン プ ル よ り 多 量 の 複 合 体 が 形 成 さ れ る と 試 験 組 織
細 胞 を 採 取 し た 哺 乳 動 物 に お け る 腫 瘍 の 存 在 を 示 す 。 好 適 に は 、 抗 体 は 検 出 標 識 を 保 有 す
る 。 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 光 学 顕 微 鏡 法 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 法 、 又 は こ の 分 野
で 知 ら れ る 他 の 技 術 等 に よ っ て 観 察 さ れ う る 。 好 適 に は 、 テ ス ト サ ン プ ル は 新 生 細 胞 成 長
又 は 増 殖 （ 例 え ば 癌 細 胞 ） を 有 す る と 推 測 さ れ る 個 々 の 哺 乳 動 物 か ら 採 取 さ れ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 適 当 な パ ッ ケ ー ジ に 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 抗 体 と （ 例 え ば 緩
衝 剤 の よ う な ） 担 体 を 含 ん で な る 癌 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。 好 ま し く は キ ッ ト は Ｐ Ｒ Ｏ １
８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 抗 体 を 使 用 す る た め の 説 明 書 を 含 む 。
　 ま た 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 の
抑 制 す る 有 効 量 の 薬 剤 に 対 し 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ を 過 剰 発 現 す る 細 胞 を 暴 露 す る こ と を 含 ん
で な る 癌 細 胞 の 成 長 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 薬 剤 は 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８
ポ リ ペ プ チ ド 、 小 さ な 有 機 及 び 無 機 ペ プ チ ド 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス 又 は リ ボ
ザ イ ム 分 子 、 又 は ３ 重 へ リ ッ ク ス 分 子 で あ る 。 特 定 な 態 様 で は 、 例 え ば 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６
８ 抗 体 の 様 な 薬 剤 が 細 胞 死 を 誘 発 す る 。 さ ら な る 態 様 で は 腫 瘍 細 胞 は 放 射 性 治 療 及 び ／ 又
は 毒 物 又 は 化 学 療 法 薬 剤 に さ ら に 暴 露 さ れ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ：
　 容 器 ；
　 容 器 上 の ラ ベ ル ； 及 び
　 容 器 内 に 収 容 さ れ た 活 性 薬 剤 を 含 む 組 成 物 ；
を 含 ん で な る 製 造 品 に も 関 し 、 そ の 組 成 物 は 癌 細 胞 の 成 長 抑 制 に 効 果 が あ り 、 容 器 上 の ラ
ベ ル に は 組 成 物 が Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 に 特 徴 づ け ら れ る 症 状 の 治 療 に
使 用 さ れ う る こ と が 表 さ れ 、 組 成 物 中 の 活 性 薬 剤 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 及
び ／ 又 は 活 性 を 抑 制 す る 薬 剤 で あ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 活 性 薬 剤 は 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８
抗 体 で あ る 。
　 　 【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 」 と 命 名 さ れ 、 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 Ａ ３
３ 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 と 相 同 性 を 有 す る 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ２ ４ － ２ ５
１ ５ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又
は 約 ３ １ か ら 約 ３ １ ０ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分
子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性
、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る
。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ３ (配 列 番 号 ： １ ９ )の ヌ ク レ オ チ ド 約 ５ １ 又 は 約 １ ４ １
と 約 ９ ８ ０ の 間 の 核 酸 の に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊
縮 性 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ５ ３ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ２ ４ － ２ ５ １ ５ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の 核 酸 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列
同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０
％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん
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で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号
２ ０ ３ ５ ５ ３ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ２ ４ － ２ ５ １ ５ ） に コ ー ド さ れ る
同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ４ １ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又
は 約 ３ １ か ら 約 ３ １ ０ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ
） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ )の ア
ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ３ １ ０ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一
性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の
配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ Ａ
分 子 を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た 、 少 な く と も ３ ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ
た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て
い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 及 び そ の 可
溶 性 の あ る 、 す な わ ち 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 又 は 不 活 性 化 さ れ た 変 異 体 、 あ る い は そ の よ
う な コ ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
は 、 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ ） の 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 ３ ０
ま で 伸 び る と 仮 に 同 定 さ れ て い る 。 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図
１ ４ 、 配 列 番 号 ： ２ ０ ） の ア ミ ノ 酸 位 置 約 ２ ４ ３ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 ２ ６ ３ ま で 伸 び る と
仮 に 同 定 さ れ て い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ )の 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ３
１ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ
） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６
８ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら
約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 図 １ ３
(配 列 番 号 ： １ ９ ） に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ う る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 同 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 　 【 ０ ０ ４ ２ 】
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、
そ れ は 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ )の 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ３ １ ０
を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約
３ １ ０ の 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５
％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８
６ ８ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ )の 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ３ １
０ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ
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１ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ４ (配 列 番 号 ： ２ ０ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ １ か
ら 約 ３ １ ０ の 配 列 、 又 は 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 提 供 す る の に 十 分 な
そ の 断 片 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、
Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 断 片 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し
て い る 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ４ (配 列 番 号
： ２ ０ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １ 又 は 約 ３ １ か ら 約 ３ １ ０ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条
件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も
約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す
る 場 合 は 、 （ ｉ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下
で 培 養 し 、 そ し て （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び
ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触
さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と に よ る 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 に お い
て 特 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 ん で
な る 組 成 物 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ４ ３ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 担 体 又 は 賦 形 剤 と 組 み 合 わ せ て Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ
ド 又 は ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 組 成 物
は 治 療 に 有 効 な 量 の ペ プ チ ド 又 は 抗 体 を 含 む 。 他 の 態 様 で は 、 組 成 物 が 炎 症 促 進 分 子 を 含
む と き 、 組 成 物 は ： （ ａ ） そ の 必 要 と す る 哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 炎 症 細 胞 の 侵 入 の 増 大 さ せ
、 （ ｂ ） そ の 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 反 応 の 促 進 又 は 増 強 し 、 又 は （ ｃ ） 抗 原 に
反 応 し て そ の 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に お い て Ｔ － リ ン パ 球 の 増 殖 を 増 加 さ せ る の に 役 立 つ 。
さ ら な る 態 様 で は 、 組 成 物 が 炎 症 抑 制 分 子 を 含 む と き 、 組 成 物 は ： （ ａ ） そ の 必 要 と す る
哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 炎 症 細 胞 の 浸 潤 の 減 少 さ せ 、 （ ｂ ） そ の 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に お け る
免 疫 反 応 の 抑 制 又 は 縮 小 さ せ 、 又 は （ ｃ ） 抗 原 に 反 応 し て そ の 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に お け
る Ｔ － リ ン パ 球 の 増 殖 の 減 少 に 役 立 つ 。 他 の 態 様 で は 、 組 成 物 は さ ら な る 活 性 成 分 を 含 み
、 そ れ は 例 え ば さ ら な る 抗 体 又 は 細 胞 毒 又 は 化 学 療 法 剤 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 組 成 物
は 消 毒 す る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 抗 － Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 、 及 び そ の
よ う な 核 酸 を 構 成 す る ベ ク タ ー や 組 み 換 え 宿 主 細 胞 に 関 す る 。 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は
、 本 発 明 は 例 え ば 抗 体 が 発 現 す る よ う な 条 件 下 で 、 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 使 っ て 形 質 転
換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 媒 地 か ら 抗 体 を 回 収 す る こ と に よ り 、 そ の よ う な 抗 体 を
生 産 す る 方 法 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ４ ４ 】
８ ． Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４
　 本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ 」 と 命 名 さ れ た 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ － ２ ５ ３ ７ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 １ ６ (配 列 番 号 ： ２ ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は
約 １ ７ か ら 約 １ ０ ２ ９ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分
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子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性
、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る
。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ５ (配 列 番 号 ： ２ １ )の 残 基 約 ４ ６ 又 は 約 ９ ４ か ら 約 ３ １
３ ２ の 核 酸 の に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊 縮 性 ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ６ ５ １ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ － ２ ５ ３ ７ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含
ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番
号 ２ ０ ３ ６ ５ １ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ － ２ ５ ３ ７ ） に コ ー ド さ れ
る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ６ (配 列 番 号 ： ２ ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又
は 約 １ ７ か ら 約 １ ０ ２ ９ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （
ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ６ (配 列 番 号 ： ２ ２ )の ア
ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 １ ７ か ら 約 １ ０ ２ ９ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ッ ド 形 成 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同
一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た 、 少 な く と も 約 ４ ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離
さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て
い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 あ る い は そ
の よ う な コ ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド は 、 図 １ ６ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ） の 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 位 置 １ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 １
６ ま で 伸 び る と 仮 に 同 定 さ れ て い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ６ (配 列 番 号 ： ２ ２ )の 残 基 １ 又 は 約 １ ７ か ら 約 １
０ ２ ９ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （
ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４
３ ４ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か
ら 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、
そ れ は の 実 施 態 様 で は 、 図 １ ６ (配 列 番 号 ： ２ ２ )の 残 基 １ 又 は 約 １ ７ か １ ０ ２ ９ を 含
む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
　 　 【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ６ (配 列 番 号 ： ２ ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 １ ７ か ら 約
１ ０ ２ ９ の 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８
５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ３
４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ６ (配 列 番 号 ： ２ ２ )の 残 基 １ 又 は 約 １ ７ か ら １ ０ ２
９ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ
３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、

図 １ ６ (配 列 番 号 ： ２ ２ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 １ ７ か ら 約 １ ０ ２ ９ の 配 列 、
又 は そ の 断 片 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く
は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ 断 片 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 定 性 的 な 生 物 学 的 活 性 を
保 持 し て い る 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ６ (配 列 番 号
： ２ ２ )の ア ミ ノ 酸 残 １ 又 は 約 １ ７ か ら 約 １ ０ ２ ９ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条
件 下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も
約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す
る 場 合 は 、 （ ｉ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下
で 培 養 し 、 そ し て （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び
ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触
さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と に よ る 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 に お い
て 特 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 ん で
な る 組 成 物 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ４ ７ 】
９ ． Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７
本 出 願 に お い て 「 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ 」 と 命 名 さ れ 、 グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と 配 列 同
一 性 を 有 す る 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ０ ７ － ２
５ ３ １ ） が 同 定 さ れ た 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 （ ａ ） 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ４ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は
約 ２ ４ か ら 約 ５ ４ ８ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子
、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列
同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ７ (配 列 番 号 ： ２ ３ )の 残 基 約 １ ２ ０ 又 は 約 １ ６ ９ ４ の 間
の 核 酸 の に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ３ ７ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ
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Ｄ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ０ ７ － ２ ５ ３ １ )に コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配
列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 含
ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 核 酸 は 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番
号 ２ ０ ３ ５ ３ ７ の ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ０ ７ － ２ ５ ３ １ ） に コ ー ド さ れ
る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 。
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ４ )の ア ミ ノ 酸 残 基 約 １
又 は 約 ２ ４ か ら 約 ５ ４ ８ の 配 列 と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （
ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ４ )の ア
ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ４ か ら 約 ５ ４ ８ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ッ ド 形 成 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一
性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の
配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 場 合 に 試 験 Ｄ Ｎ Ａ
分 子 を 単 離 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た 、 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 少 な
く と も 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 っ て
い る か 持 っ て い な い Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び そ の 可 溶 変 異 体 （ す な わ ち 膜 貫 通
ド メ イ ン が 欠 失 又 は 不 活 性 化 さ れ た ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 あ る い は そ の よ う な コ
ー ド 化 核 酸 分 子 に 相 補 的 で あ る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 図
１ ８ （ 配 列 番 号 ： ２ ４ ） の 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 位 置 約 １ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 ２ ３ ま で 伸
び る と 仮 に 同 定 さ れ て い る 。 Ｉ Ｉ 型 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図
１ ８ 、 配 列 番 号 ： ２ ４ ） の ア ミ ノ 酸 位 置 約 ６ か ら ア ミ ノ 酸 位 置 約 ２ ５ ま で 伸 び る と 仮 に 同
定 さ れ て い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ４ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ４ か ら 約 ５
４ ８ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 又 は （ ｂ
） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ の を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２
７ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 に 係 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 約 ２ ０ か ら 約 ８ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら
約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 ２ ０ か ら 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 に お い て 特 定 さ れ た 任 意 の 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 に コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 特 別 な 態 様 で は 、 本 発 明 は 単 離 さ れ た 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、
そ れ は 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ４ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ４ か ら 約 ５ ４ ８
を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で い る 。
　 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ４ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ４ か ら 約
５ ４ ８ の 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５
％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ９
２ ７ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ４ )の 残 基 １ 又 は 約 ２ ４ か ら 約 ５ ４
８ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と
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も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 最 も 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ
１ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 ま た 他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 図 １ ８ (配 列 番 号 ： ２ ４ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ４ か
ら 約 ５ ４ ８ の 配 列 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 提 供 す る の に 十 分 な
そ の 断 片 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 好 ま し く は 、
Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ 断 片 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド の 質 的 な 生 物 学 的 活 性 を 保 持 し
て い る 。
　 　 【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 、 （ ａ ） 図 １ ８ (配 列 番 号
： ２ ４ )の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ２ ４ か ら 約 ５ ４ ８ の 配 列 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の と 、 緊 縮 性 条 件
下 で ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 さ せ 、 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 が （ ａ ） 又 は （ ｂ ） に 対 し て 、 少 な く と も 約
８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ９ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
場 合 は 、 （ ｉ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で
培 養 し 、 そ し て （ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 地 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ り 製 造 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 及 び
ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ 抗 体 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触
さ せ 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と に よ る 、 天 然 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 に お い
て 特 定 さ れ た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と と も に 含 ん で
な る 組 成 物 に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ５ ０ 】
　 １ ０ ． さ ら な る 実 施 態 様
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は こ こ に 記 載 し た ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細
胞 も ま た 提 供 さ れ る 。 例 を 挙 げ る と 、 宿 主 細 胞 は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 、 又 は 酵 母 で あ り う
る 。 こ こ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の を 生 産 す る た め の 方 法 が 更 に 提 供 さ れ 、 こ れ
は 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 培 養 か ら 所 望 の
ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 異 種 性 ポ リ ぺ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た こ こ に
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 を 提 供 す る 。 そ の よ う な キ メ ラ
分 子 の 例 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 又 は エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 に 融 合 し た こ こ に 記 載 の
ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の が 含 ま れ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 上 述 の 又 は 下 記 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 抗 体
断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 単 離 す る
た め に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 、 提 供
し 、 こ こ で こ れ ら プ ロ ー ブ は 上 述 の 又 は 下 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 任 意 の も の か ら 誘 導 さ
れ う る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん
で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ
に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
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膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン
を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子

、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の
配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性
、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の
酸 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 配 列 同 一
性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％
の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 。
　 　 【 ０ ０ ５ １ 】
　 他 の 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 化 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド の コ ー ド 化 配 列 、

、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対
し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、
更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配
列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、
更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 酸 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の
配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性
、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 さ れ た Ａ Ｔ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン
パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の も の に よ り コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配 列 同
一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８
２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 配 列
同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な
く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 更
に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
０ ％ の 酸 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 配
列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、
更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 し て い る
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を 伴 う か 伴 わ な い 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸
配 列 の 任 意 の 他 の 特 に 定 ま っ た 断 片

相 補 鎖

こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 持 っ て い る か 又 は 持 っ て い な い
膜 貫 通 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 任
意 の 他 の 特 に 定 ま っ た 断 片 の コ ー ド 化 配 列 相 補 鎖

Ｃ

相 補 鎖



ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 さ れ て い る か 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 性 化 さ
れ て い る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸
分 子 を 提 供 し 、 ま た は そ の よ う な コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ り 、 こ こ で そ の
よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 膜 貫 通 ド メ イ ン が こ こ に 開 示 さ れ る 。 従 っ て 、 こ こ に 記 載 さ れ た Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン が 考 慮 さ れ る 。
　 　 【 ０ ０ ５ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 は 、

Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 、 又 は そ の に 関 。 そ の よ う な 核 酸 断 片 は 通 常 少
な く と も 約 ２ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ３ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ５ ０ の
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ６ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 ７ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ０ の ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 １ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ １ ０ の ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ２ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 約 １ ３ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ４ ０ の ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま
し く は 少 な く と も 約 １ ６ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ７ ０ の
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ８ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 １ ９ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ０ ０
の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ２ ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ３ ５
０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ４ ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ５
０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ７ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
８ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 更
に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 こ こ で 、 「 約 」 と い う
用 語 は 、 そ の 参 照 長 さ の プ ラ ス 又 は マ イ ナ ス １ ０ ％ の 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 長 を 意 味 す る
。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 新 規 な 断 片 は 、 多 く の よ く 知 ら れ た 配
列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム の 任 意 の も の を 使 用 し て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 他 の 既 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ア ラ イ ン メ ン ト さ せ 、 ど の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 が 新 規 で あ る か を 決 定 す る こ と に よ り 常 套 的 に 決 定 す る こ
と が で き る こ と に 留 意 さ れ る 。 そ の よ う な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 全 て が こ こ で 考 慮 さ れ る 。 ま た 考 慮 さ れ る も の は 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 断 片 に よ
り コ ー ド さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 好 ま し く は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を
含 ん で な る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で あ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 上 記 に お い て 特 定 し た 単 離 核 酸 配 列 の 任 意 の も の に よ り コ
ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 　 【 ０ ０ ５ ３ 】
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ
ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド

膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、
を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 配

列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の
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例 え ば 、 場 合 に よ っ て は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 結 合 部 位 を 含 む ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し う る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 化 断 片 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
、 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い だ さ れ う る

の 断 片 相 補 鎖 す る

こ こ に 開 示 さ れ た を 伴 う か 伴 わ
な い 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意
の 他 の 特 に 定 ま っ た 断 片



配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一 性
、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ０ ％ の 酸 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％
の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同 一
性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ た Ａ Ｔ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ ク 質
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の も の に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の
配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ８ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％
の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く
は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 配 列 同 一
性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ９ ０ ％ の 酸 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３
％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し
く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 配 列 同
一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く
と も 約 ９ ８ ％ の 配 列 同 一 性 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 　 【 ０ ０ ５ ４ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た
シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド

膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン
を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し た と き

、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の
ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ポ ジ テ ィ ブ
、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ８ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の
ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は
少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ポ ジ テ ィ ブ
、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ６ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ポ ジ テ ィ ブ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の
ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア を 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 関
す る 。
　 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 た な い
単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ れ は 上 述 し た そ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 。 こ れ を 生 産 す る 方 法 も ま た こ こ に 記 載 さ れ
、 こ こ で 、 こ れ ら の 方 法 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 適 当 な コ ー ド 化 核
酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 培 地 か ら Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
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こ こ に 開 示 さ れ た を 伴 う か
伴 わ な い 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の
任 意 の 他 の 特 に 定 ま っ た 断 片



　 　 【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 さ れ た か 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 性 化 さ れ た
単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ れ を 生 産 す る 方 法 も ま た こ こ に 記 載 さ れ 、
こ こ で 、 こ れ ら の 方 法 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 適 当 な コ ー ド 化 核 酸
分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 培 地 か ら Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を
回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 特 定 し た 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ
ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト
は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 又 は 小 分 子 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触 さ せ 、 前 記 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を 監 視 す る こ と を 含 ん で な る 、 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 に 関 す る 。 好 ま し く は 、
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は こ こ に 記 載 の 様 な Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 担 体 と と も に
含 ん で な る 物 質 の 組 成 物 に 関 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 担 体 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 で あ
る 。
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 上 述 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ
ス ト 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 に 応 答 性 の あ る 症 状 の 治 療 に 有 用 な 医 薬 の 調 製 の た め の 、 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド 、 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 使 用 に 関 す
る 。
　 　 【 ０ ０ ５ ６ 】
（ 好 適 な 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 ）
Ｉ ． 定 義
　 こ こ で 使 用 さ れ る 際 の 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 と い う 用 語 は 、 直 後 に 数
値 符 号 が あ る 場 合 に 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 指 し 、 完 全 な 符 号 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 ） は
、 こ こ に 記 載 す る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 「 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字
ポ リ ペ プ チ ド 」 及 び 「 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 数 字 」 で あ っ て 、 「 数 字 」 が こ こ で 使 用 さ れ る 実 際 の 数 値
符 号 と し て 与 え ら れ る 用 語 は 、 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 変 異 体 （ こ こ で 更 に 詳 細 に 定 義
す る ） を 含 む 。 こ こ に 記 載 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 組 織 型 又 は 他 の 供 給 源 と い
っ た 種 々 の 供 給 源 か ら 単 離 し て も よ く 、 組 換 え 又 は 合 成 方 法 に よ っ て 調 製 し て も よ い 。
　 「 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 天 然 由 来 の 対 応 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 自 然 か ら 単 離 す る こ と も で き る し 、 組 換 え 又 は 合 成 手 段 に よ り 生 産 す る こ と も で き
る 。 「 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 に は 、 特 に 、 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
の 自 然 に 生 じ る 切 断 又 は 分 泌 形 態 (例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 )、 自 然 に 生 じ る 変 異 形 態
(例 え ば 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 )及 び そ の ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る 対 立
遺 伝 子 変 異 体 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 添 付 の 図 面 に 示 さ れ る 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 成 熟 又 は 全 長 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド
で あ る 。 開 始 及 び 停 止 コ ド ン は 、 図 に お い て 太 字 又 は 下 線 で 示 し た 。 し か し 、 添 付 の 図 面
に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 図 面 に お け る ア ミ ノ 酸 位 置 １ と し て こ こ に 命 名 さ れ る
メ チ オ ニ ン 残 基 で 始 ま る よ う に 示 さ れ て い る が 、 図 面 に お け る ア ミ ノ 酸 位 置 １ の 上 流 又 は
下 流 に 位 置 す る 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 ア ミ ノ 酸 残 基 と し て 用 い
る こ と も 考 え ら れ る し 可 能 で も あ る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 「 細 胞 外 ド メ イ ン 」 又 は 「 Ｅ Ｃ Ｄ 」 は 、 膜 貫 通 及 び 細 胞 質 ド メ イ ン
を 実 質 的 に 有 し な い Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 を 意 味 す る 。 通 常 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド Ｅ
Ｃ Ｄ は 、 そ れ ら の 膜 貫 通 及 び ／ 又 は 細 胞 質 ド メ イ ン を １ ％ 未 満 、 好 ま し く は そ の よ う な ド
メ イ ン を ０ ． ５ ％ 未 満 し か 持 た な い 。 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 同 定 さ れ た 任
意 の 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 疎 水 性 ド メ イ ン の そ の 型 を 同 定 す る た め に 当 該 分 野 に お い て 日 常
的 に 使 用 さ れ る 基 準 に 従 い 同 定 さ れ る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 膜 貫 通 ド メ イ ン の 厳 密
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な 境 界 は 変 わ り 得 る が 、 最 初 に 同 定 さ れ た ド メ イ ン の い ず れ か の 末 端 か ら 約 ５ ア ミ ノ 酸 を
越 え な い 可 能 性 が 高 い 。 従 っ て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 場 合 に よ っ て は
、 実 施 例 又 は 明 細 書 で 同 定 さ れ る よ う に 膜 貫 通 ド メ イ ン 及 び ／ 又 は 細 胞 外 ド メ イ ン の 境 界
の い ず れ か の 側 か ら 約 ５ を 越 え な い ア ミ ノ 酸 を 含 ん で も よ く 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う 又
は 伴 わ な い 、 そ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る
。
　 　 【 ０ ０ ５ ７ 】
　 こ こ に 開 示 す る 種 々 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 」 の 適 切 な 位 置 は 、 添
付 の 図 面 に 示 す 。 し か し 、 注 記 す る よ う に 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 は 変 化 し う
る が 、 こ こ で 最 初 に 定 義 し た よ う に シ グ ナ ル ペ プ チ ド Ｃ -末 端 境 界 の い ず れ か の 側 で 約 ５
ア ミ ノ 酸 未 満 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 く 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 は 、 そ の よ う な
型 の ア ミ ノ 酸 配 列 成 分 を 同 定 す る の に 日 常 的 に 使 用 さ れ る 基 準 に 従 っ て 同 定 し う る （ 例 え
ば 、 Nielsen等 , Prot. Eng. 10: 1-6 (1997)及 び von Heinje等 , Nucl. Acids. Res. 14: 
4683-4690 (1986)） 。 さ ら に 、 幾 つ か の 場 合 に は 、 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド か ら の シ グ ナ ル ペ プ
チ ド の 切 断 は 完 全 に 均 一 で は な く 、 一 以 上 の 分 泌 種 を も た ら す こ と も 認 め ら れ る 。 シ グ ナ
ル ペ プ チ ド が こ こ に 定 義 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 の 何 れ か の 側 の 約 ５ ア ミ
ノ 酸 未 満 内 で 切 断 さ れ る こ れ ら の 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る 。
　 「 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 」 と は 、 上 記 又 は 下 記 に 定 義 さ れ る よ う に 、 こ こ に 開 示 さ
れ る 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 天
然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド Ｐ
Ｒ Ｏ の 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 断 片 と
、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る
。 こ の よ う な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に は 、 例 え ば 、 全 長 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ -又 は
Ｃ -末 端 に お い て 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 、 も し く は 欠 失 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド が 含 ま れ る 。 通 常 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 こ こ に 開 示 さ れ る 全 長 天 然 ア ミ ノ
酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列
、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 無 の こ こ に 開 示 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ の 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は こ こ に 開 示 さ れ
た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 断 片 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 好
ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り
好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５
％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ
り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８
８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、
よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性
、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。
通 常 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 約 １ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く
と も 約 ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も
約 ４ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ６
０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ７ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ８ ０ ア
ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ９ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ア ミ
ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ア ミ
ノ 酸 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。
　 　 【 ０ ０ ５ ８ 】
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を 伴 う か 伴 わ な い
任 意 の



　 こ こ に 定 義 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て こ こ で 同 定 さ れ て い る 「 パ ー セ ン ト (％ )
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た め に 必
要 な ら ば 間 隙 を 導 入 し 、 如 何 な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部 と 考 え な い と し た 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン ト と し
て 定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア ラ イ ン メ ン ト は
、 当 業 者 の 技 量 の 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又 は Megalign(DN
ASTAR)ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 す る こ と に
よ り 達 成 可 能 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 比 較 さ れ る 配 列 の 全 長 に 対 し て 最 大 の ア ラ イ ン メ
ン ト を 達 成 す る た め に 必 要 な 任 意 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 測 定 す る た め
の 適 切 な パ ラ メ ー タ を 決 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 ％ ア ミ
ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 以 下 の 表 １ に 与 え ら
れ て い る 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 用 い て も 得 ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ
プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、 以 下 の 表 １ に 示 し た ソ ー ス コ ー ド は 米 国
著 作 権 庁 , Washington D.C., 20559に 使 用 者 用 書 類 と と も に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番
号 TXU510087の 下 で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 、 South San Fr
ancisco, Californiaか ら 好 適 に 入 手 可 能 で あ り 、 ま た 以 下 の 表 １ に 与 え た ソ ー ス コ ー ド
か ら コ ン パ イ ル し て も よ い 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は 、 UNIXオ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好
ま し く は デ ジ タ ル UNIX V4.0Dで の 使 用 の た め に コ ン パ イ ル さ れ る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ
ー タ は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ 変 動 し な い 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に ALIGN-2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 、 与
え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え
ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は
含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 で
あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る ％ ア
ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る
で あ ろ う 。 こ の 方 法 を 用 い た ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ２ と ３ は 、 「 比
較 タ ン パ ク 質 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る ％
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 方 法 を 示 し 、 こ こ で 言 う 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 と は 対 象 と す る 仮 の Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 し 、 「 比 較 タ ン パ ク 質 」 と は 対 象 と す る 「 Ｐ Ｒ Ｏ 」 ポ
リ ペ プ チ ド 比 較 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド 因 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 し 、 「 Ｘ 」 、 「 Ｙ 」 、
「 Ｚ 」 は そ れ ぞ れ 異 な っ た 仮 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。
　 　 【 ０ ０ ５ ９ 】
　 特 に 断 ら な い 限 り 、 こ こ で 用 い ら れ る 全 て の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 直 上 の パ ラ グ
ラ フ に 記 載 し た よ う に し て WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し
な が ら 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ
ロ グ ラ ム （ Altschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 計 算 さ
れ る 。 殆 ど の WU-BLAST-2検 索 パ ラ メ ー タ は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、
即 ち 調 節 可 能 な パ ラ メ ー タ は 以 下 の 値 に 設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー
ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ ン ＝ ０ ． １ ２ ５ 、 ワ ー ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク
ス ＝ BLOSUM62。 WU-BLAST-2を 用 い た 場 合 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
と 、 対 象 と す る 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 即 ち 、 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 比 較 さ れ る Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 で あ っ て も よ い 配 列 ） と の 間 の 、 一 致 す る 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 の 数
を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 の 総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定
さ れ る 。 例 え ば 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 少 な く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 し た ア ミ ノ 酸 配 列 」 と い う 記 載 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ は 対 象 と す
る 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ は 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸
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配 列 で あ る 。
　 ま た 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschul等 , Nucle
ic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較
プ ロ グ ラ ム は 、 http://ww.ncbi.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾
つ か の 検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 そ れ ら 検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え
ば 、 unmask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予 測 さ れ る 発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ
ス ｅ -値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス の 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ
オ フ ＝ ２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の
、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、
与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ
又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基
数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る
％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ
れ る で あ ろ う 。
　 　 【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 又 は 「 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 核 酸 配 列 」 と は 、 下 記 に 定 義 さ
れ る よ う に 、 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ り 、 こ こ に 開 示 す る 全 長
天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た 全 長 天 然 配
列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 任
意 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 。 通 常 は 、 Ｐ Ｒ
Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ こ に 開 示 す る 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、
シ グ ナ ル ペ プ チ ド 有 無 の こ こ に 開 示 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ
に 開 示 す る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 、 少 な く と
も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核
酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核
酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少
な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約
９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 ９
９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。 変 異 体 は 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。
　 通 常 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多
く は 少 な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ
り 多 く は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ
ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 １ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ２ １ ０ ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ２ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約
２ ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な
く と も 約 ４ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多 く は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 よ り 多
く は 少 な く と も 約 ９ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。

(36) JP 2003-521229 A5 2005.12.22

こ こ に 開 示 す る を 伴 う か 伴 わ な い



　 　 【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 対 す る 「 パ ー セ ン ト (％ )核 酸 配 列 同 一 性 」
は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た め に 必 要 な ら ば 間 隙 を 導 入 し
、 Ｐ Ｒ Ｏ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド の パ ー セ ン ト と し て
定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト 核 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 当 業
者 の 知 る 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又 は Megalign(DNASTAR)ソ
フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 す る こ と に よ り 達 成
可 能 で あ る 　 特 に 断 ら な い 限 り 、 こ こ で 用 い ら れ る 全 て の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 直 上 の
パ ラ グ ラ フ に 記 載 し た よ う に し て WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。
し か し な が ら 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム 用 の
完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 図 ２ ４ ８ Ａ － Ｑ に 与 え ら れ て い る 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 用
い て も 得 ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 に よ っ て 作
成 さ れ 、 図 ２ ４ ８ Ａ － Ｑ に 示 し た ソ ー ス コ ー ド は 米 国 著 作 権 事 務 所 , Washington D.C., 2
0559に 使 用 者 用 書 類 と と も に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番 号 TXU510087の 下 で 登 録 さ れ て
い る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 、 South San Francisco, Californiaか ら 好 適
に 入 手 可 能 で あ り 、 ま た 図 ２ ４ ８ Ａ － Ｑ に 与 え た ソ ー ス コ ー ド か ら コ ン パ イ ル し て も よ い
。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は 、 UNIXオ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX V4.0
Dで の 使 用 の た め に コ ン パ イ ル さ れ る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム
に よ っ て 設 定 さ れ 変 動 し な い 。
　 核 酸 配 列 比 較 に ALIGN-2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら れ た
核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｄ
と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ
と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ヌ ク レ オ チ ド の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 ヌ ク レ オ チ ド 数 で
あ る 。 核 酸 配 列 Ｃ の 長 さ が 核 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同
一 性 は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 ％ 核 酸
配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ４ と ５ は 、 「 比 較 Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 核 酸 配 列 の 「 Ｐ Ｒ
Ｏ -Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 核 酸 配 列 に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 方 法 を 示 し 、 こ こ で 言
う 「 Ｐ Ｒ Ｏ － Ｄ Ｎ Ａ 」 と は 、 対 象 と す る 仮 の Ｐ Ｒ Ｏ － コ ー ド 化 核 酸 配 列 を 意 味 し 、 「 比 較
Ｄ Ｎ Ａ 」 と は 対 象 と す る 「 Ｐ Ｒ Ｏ － Ｄ Ｎ Ａ 」 核 酸 分 子 と 比 較 さ れ る 核 酸 分 子 因 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 意 味 し 、 「 Ｎ 」 、 「 Ｌ 」 及 び 「 Ｖ 」 は そ れ ぞ れ 異 な っ た 仮 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 意 味 す る 。
　 　 【 ０ ０ ６ ２ 】
　 特 に 断 ら な い 限 り 、 こ こ で 用 い ら れ る 全 て の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 直 上 の パ ラ グ
ラ フ に 記 載 し た よ う に し て WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し
な が ら 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ
ロ グ ラ ム （ Altschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 計 算 さ
れ る 。 殆 ど の WU-BLAST-2検 索 パ ラ メ ー タ は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、
即 ち 調 節 可 能 な パ ラ メ ー タ は 以 下 の 値 に 設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー
ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ ン ＝ ０ ． １ ２ ５ 、 ワ ー ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク
ス ＝ BLOSUM62。 WU-BLAST-2を 用 い た 場 合 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ
ー ド 化 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 と 、 対 象 と す る 比 較 核 酸 配 列 （ 即 ち 、 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 が 比 較 さ れ る 変 異 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 配 列 ） と の
間 の 、 一 致 す る 同 一 ヌ ク レ オ チ ド の 数 を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 の
総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 「 核 酸 配 列 Ｂ と 少 な く と も ８ ０ ％ の 核 酸 配
列 同 一 性 を 持 つ 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 し た 核 酸 配 列 」 と い う 記 載 に お い て 、 核 酸 配 列 Ａ は 対
象 と す る 比 較 核 酸 配 列 で あ り 、 核 酸 配 列 Ｂ は 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸
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配 列 で あ る 。
　 ま た 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschul等 , Nucleic A
cids Res. 25: 3389-3402 (1997)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較 プ ロ
グ ラ ム は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ か
の 検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 そ れ ら 検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば 、
unmask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予 測 さ れ る 発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス ｅ
-値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス の 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ フ
＝ ２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。
　 核 酸 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら
れ た 核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た 核 酸 配
列 Ｄ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た 核 酸 配
列 Ｃ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の 核 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 核 酸 残 基 数 で あ る
。 核 酸 配 列 Ｃ の 長 さ が 核 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性
は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド は 、 活 性 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し 、 好 ま し く は 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 条 件 下 で 、 こ こ に 開 示 す る 全
長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 す る 核 酸 分 子 で
あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る も の
で あ っ て も よ い 。
　 　 【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 陽 性 （ ポ ジ テ ィ ブ ） 」 と い う 用 語 は 、 上 記 の よ う に 実 施 さ れ た 配 列 比 較 の 中 で 、 比 較
さ れ た 配 列 に お い て 同 一 で は な い が 類 似 の 特 性 を 有 し て い る 残 基 （ 例 え ば 、 保 存 的 置 換 の
結 果 と し て 、 下 記 の 表 ６ 参 照 ） を 含 む 。 こ こ で の 目 的 の た め に 、 陽 性 の ％ 値 は 、 （ ａ ） 天
然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ
ノ 酸 配 列 と 、 対 象 と す る 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 即 ち 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 比 較 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 ） と の 間 の 、 WU-BLAST-2の BLOSUM62マ ト リ ク ス 内 で ポ ジ テ ィ ブ な 値 が 付 け ら
れ た ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 の 総 数 で
除 し た 商 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
　 特 に 断 ら な い 限 り 、 陽 性 の ％ 値 は 、 直 上 の パ ラ グ ラ フ に 記 載 し た よ う に し て 計 算 さ れ る
。 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ALIGN-2及 び NCB
I-BLAST2に つ い て 上 記 し た よ う に 実 施 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 に は 、 同 一 の み な ら ず 類
似 し た 特 性 を も つ 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 し て 陽
性 と さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 対 象 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る か 、 又 は 対 象 と す る ア
ミ ノ 酸 残 基 の 好 ま し い 置 換 （ 下 記 の 表 ６ に 定 義 ） で あ る も の で あ る 。
　 ALIGN-2又 は NCBI-BLAST2を 用 い た ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の
、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る 陽 性 の ％ 値 （ あ る い は 、 与 え ら れ た
ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与
え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2又 は NCBI-BLAST2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ
ン メ ン ト に よ っ て 陽 性 で あ る と さ れ た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ
ノ 酸 残 基 数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 等 し く な い 場 合 、 Ａ
の Ｂ に 対 す る ％ 陽 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ 陽 性 と は 異 な る こ と が 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
　 　 【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 こ こ で 開 示 さ れ た 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 記 述 す る た め に 使 用 す る
と き は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
意 味 す る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 典
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型 的 に は 妨 害 す る 物 質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び 他 の タ ン パ ク 質 様 又 は 非 タ ン パ ク 質
様 溶 質 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 (１ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ
シ ー ク エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 得 る の に 充 分 な ほ ど 、 あ る い は 、 (２ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀
染 色 を 用 い た 非 還 元 あ る い は 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ れ
る 。 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 環 境 の 少 な く と も １ つ の 成
分 が 存 在 し な い た め 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 し か し な が ら
、 通 常 は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
　 「 単 離 さ れ た 」 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 は 、 同 定 さ れ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 の 天 然 源 に 通 常 付 随 し て い る 少 な く と も １ つ の 汚 染 核 酸 分 子 か ら 分 離 さ れ
た 核 酸 分 子 で あ る 。 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 見 出 さ れ
る 形 態 あ る い は 設 定 以 外 の も の で あ る 。 ゆ え に 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化
核 酸 分 子 は 、 天 然 の 細 胞 中 に 存 在 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 と は 区 別 さ れ
る 。 し か し 、 単 離 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 が 天
然 細 胞 の も の と は 異 な っ た 染 色 体 位 置 に あ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 通 常 発 現 す る 細 胞 に 含
ま れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 分 子 を 含 む 。
　 「 コ ン ト ロ ー ル 配 列 」 と い う 表 現 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 に お い て 作 用 可 能 に 結 合 し た コ ー
ド 配 列 を 発 現 す る た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 指 す 。 例 え ば 原 核 生 物 に 好 適 な コ ン ト ロ ー ル
配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ 配 列 、 及 び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む
。 真 核 生 物 の 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 及 び エ ン ハ ン サ ー を 利 用 す
る こ と が 知 ら れ て い る 。
　 核 酸 は 、 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に あ る と き に 「 作 用 可 能 に 結 合 し 」 て い る 。 例 え
ば 、 プ レ 配 列 あ る い は 分 泌 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 参 画 す る プ レ タ ン
パ ク 質 と し て 発 現 さ れ て い る な ら 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 可 能 に 結 合 し て い る
； プ ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー は 、 配 列 の 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す な ら ば 、 コ ー ド 配 列 に 作
用 可 能 に 結 合 し て い る ； 又 は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 も し そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す る よ う な
位 置 に あ る な ら 、 コ ー ド 配 列 と 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 用 可 能 に 結 合 し
て い る 」 と は 、 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 近 接 し て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 に は 近 接 し て い
て 読 み フ ェ ー ズ に あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 エ ン ハ ン サ ー は 必 ず し も 近 接 し て い る 必
要 は な い 。 結 合 は 簡 便 な 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 達 成 さ れ る 。 そ の よ う な 部 位
が 存 在 し な い 場 合 は 、 従 来 の 手 法 に 従 っ て 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー あ る い は
リ ン カ ー が 使 用 さ れ る 。
　 　 【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 い 意 味 に お い て 使 用 さ れ 、 例 え ば 、 単 一 の 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 及 び 中 和 抗 体 を 含 む )、 多 エ
ピ ト ー プ 特 異 性 を 持 つ 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 組 成 物 、 一 本 鎖 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 、 及 び 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体
の 断 片 を 包 含 し て い る （ 下 記 参 照 ） 。 こ こ で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用
語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 、 す な わ ち 、 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 存 在 し う る 自
然 に 生 じ る 可 能 性 の あ る 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 集 団 か ら 得 ら れ る 抗 体 を 称 す る 。
　 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 反 応 の 「 緊 縮 性 」 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 、 一 般 的 に プ ロ
ー ブ 長 、 洗 浄 温 度 、 及 び 塩 濃 度 に 依 存 す る 経 験 的 な 計 算 で あ る 。 一 般 に 、 プ ロ ー ブ が 長 く
な る と 適 切 な ア ニ ー リ ン グ の た め の 温 度 が 高 く な り 、 プ ロ ー ブ が 短 く な る と 温 度 は 低 く な
る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 は 、 一 般 的 に 、 相 補 的 鎖 が そ の 融 点 に 近 い が そ れ よ り 低 い 環 境 に 存
在 す る 場 合 に お け る 変 性 Ｄ Ｎ Ａ の 再 ア ニ ー ル す る 能 力 に 依 存 す る 。 プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 可 能 な 配 列 と の 間 の 所 望 の 相 同 性 の 程 度 が 高 く な る と 、 使 用 で き る 相 対 温 度 が 高 く
な る 。 そ の 結 果 、 よ り 高 い 相 対 温 度 は 、 反 応 条 件 を よ り 緊 縮 性 に す る が 、 低 い 温 度 は 緊 縮
性 を 低 下 さ せ る 。 さ ら に 、 緊 縮 性 は 塩 濃 度 に 逆 比 例 す る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 反 応 の 緊 縮 性
の 更 な る 詳 細 及 び 説 明 は 、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology, Wiley
 Interscience Publishers, (1995)を 参 照 の こ と 。
　 こ こ で 定 義 さ れ る 「 緊 縮 性 条 件 」 又 は 「 高 度 の 緊 縮 性 条 件 」 は 、 （ １ ） 洗 浄 の た め に 低
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イ オ ン 強 度 及 び 高 温 度 、 例 え ば 、 ５ ０ ℃ に お い て ０ ． ０ １ ５ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． ０
０ １ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． １ ％ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い る も の ； （ ２
） ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 中 に ホ ル ム ア ミ ド 等 の 変 性 剤 、 例 え ば 、 ４ ２ ℃ に お い て ５ ０ ％ （ v/v
） ホ ル ム ア ミ ド と ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ／ ０ ． １ ％ フ ィ コ ー ル ／ ０ ． １ ％ の ポ リ ビ
ニ ル ピ ロ リ ド ン ／ ５ ０ ｍ Ｍ の ｐ Ｈ ６ ． ５ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 及 び ７ ５ ０ ｍ Ｍ
の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ７ ５ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い る も の ； （ ３ ） ４ ２ ℃ に お け る ５
０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
、 ５ ｘ デ ン ハ ー ト 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、
及 び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 と 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ
ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 の 洗 浄 及 び ５ ５ ℃ で の ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 次 い で ５
５ ℃ に お け る Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 緊 縮 性 洗 浄 よ っ て 同 定 さ れ る 。
　 「 中 程 度 の 緊 縮 性 条 件 」 は 、 Sambrook等 , Molecular Cloning: A Laboratory Manual (
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989に 記 載 さ れ て い る よ う に 同 定 さ
れ 、 上 記 の 緊 縮 性 よ り 低 い 洗 浄 溶 液 及 び ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 （ 例 え ば 、 温 度 、 イ オ ン 強
度 及 び ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） の 使 用 を 含 む 。 中 程 度 の 緊 縮 性 条 件 は 、 ２ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ
Ｃ （ １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ５ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ
ウ ム （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ） 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ト 液 、 １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 及 び ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ
の 変 性 剪 断 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 溶 液 中 の ３ ７ ℃ で の 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 次 い で １
ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 ３ ７ － ５ ０ ℃ で の フ ィ ル タ ー の 洗 浄 と い っ た 条 件 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 プ
ロ ー ブ 長 な ど の 因 子 に 適 合 さ せ る 必 要 に 応 じ て 、 ど の よ う に し て 温 度 、 イ オ ン 強 度 等 を 調
節 す る か を 認 識 す る で あ ろ う 。
　 　 【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 エ ピ ト ー プ タ グ 」 な る 用 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る と き は 、 「 タ グ ポ リ ペ プ チ ド 」 に 融
合 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 含 ん で な る キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 タ グ ポ リ ペ プ チ ド は
、 そ の 抗 体 が 産 生 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ 、 又 は 幾 つ か の 他 の 試 薬 に よ っ て 同 定 で き る エ ピ ト
ー プ を 提 供 す る に 十 分 な 数 の 残 基 を 有 し て い る が 、 そ の 長 さ は 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド の 活 性 を 阻 害 し な い よ う 充 分 に 短 い 。 ま た 、 タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 抗 体
が 他 の エ ピ ト ー プ と 実 質 的 に 交 差 反 応 を し な い よ う に か な り 独 特 で あ る 。 適 切 な タ グ ポ リ
ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 少 な く と も ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 、 通 常 は 約 ８ ～ 約 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基
(好 ま し く は 約 １ ０ ～ 約 ２ ０ の 残 基 )を 有 す る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 な る 用 語 は 、 異 種 タ ン パ ク 質 （ 「 ア ド ヘ シ ン 」
） の 結 合 特 異 性 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン と を 結 合 し た 抗 体 様 分 子 を 指 す 。 構 造 的 に
は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 持 ち 、 抗 体 の 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 以 外 で
あ る （ 即 ち 「 異 種 の 」 ） ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 と の 融 合 物 を
含 む 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 分 子 の ア ド へ シ ン 部 分 は 、 典 型 的 に は 少 な く と も レ セ プ タ ー 又 は
リ ガ ン ド の 結 合 部 位 を 含 む 隣 接 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
定 常 ド メ イ ン 配 列 は 、 Ｉ ｇ Ｇ -１ 、 Ｉ ｇ Ｇ -２ 、 Ｉ ｇ Ｇ -３ 又 は Ｉ ｇ Ｇ -４ サ ブ タ イ プ 、 Ｉ ｇ
Ａ （ Ｉ ｇ Ａ -１ 及 び Ｉ ｇ Ａ -２ を 含 む ） 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ 又 は Ｉ ｇ Ｍ な ど の 任 意 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン か ら 得 る こ と が で き る 。
　 こ こ で 意 図 し て い る 「 活 性 な 」 及 び 「 活 性 」 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る Ｐ Ｒ Ｏ の 形 態 を 意 味 し 、 「 生 物 学 的 」 活
性 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ に よ っ て 生 ず る （ 阻 害 性 又 は 刺 激 性 の ） 生 物 学 的 機 能 で
あ っ て 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ が 有 す る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 し て 抗 体 を 生 成 す る 能 力
を 除 く も の を 意 味 し 、 「 免 疫 学 的 」 活 性 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｐ Ｒ Ｏ が 有 す る 抗 原 性 エ
ピ ト ー プ に 対 し て 抗 体 を 生 成 す る 能 力 を 意 味 す る 。
　 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 、 阻 害 、 又 は 中 和 す る 任 意 の 分 子 を 指 す 。 同 様 に 「 ア ゴ
ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の
生 物 学 的 活 性 を 模 倣 す る 任 意 の 分 子 を 指 す 。 好 適 な ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 分 子 は
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特 に 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 又 は 抗 体 断 片 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 断 片
又 は ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 ペ プ チ ド 、 有 機 小 分 子 、 な ど を 含 む 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア
ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又
は ア ゴ ニ ス ト と 接 触 さ せ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 通 常 付 随 す る 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 活 性
の 変 化 を 測 定 す る こ と を 含 み う る 。
　 　 【 ０ ０ ６ ７ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 治 療 」 と は 、 治 癒 的 処 置 、 予 防 的 療 法 及 び 防 止 的 療 法 の 両 方 を 意 味
し 、 患 者 は 標 的 と す る 病 理 学 的 状 態 又 は 疾 患 を 防 止 又 は 低 下 （ 減 少 ） さ せ ら れ る 。 治 療 が
必 要 な も の と は 、 既 に 疾 患 に 罹 っ て い る も の 、 並 び に 疾 患 に 罹 り や す い も の 又 は 疾 患 が 防
止 さ れ て い る も の を 含 む 。
　 「 慢 性 」 投 与 と は 、 急 性 様 式 と は 異 な り 連 続 的 な 様 式 で の 薬 剤 を 投 与 し 、 初 期 の 治 療 効
果 （ 活 性 ） を 長 時 間 に 渡 っ て 維 持 す る こ と を 意 味 す る 。 「 間 欠 」 投 与 と は 、 中 断 無 く 連 続
的 に な さ れ る の で は な く 、 む し ろ 本 質 的 に 周 期 的 に な さ れ る 処 理 で あ る 。
　 治 療 の 対 象 の た め の 「 哺 乳 動 物 」 は 、 ヒ ト 、 家 庭 及 び 農 業 用 動 物 、 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 、
又 は ペ ッ ト 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ サ ギ な ど を 含 む 哺 乳
類 に 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
　 一 又 は 複 数 の 治 療 薬 と 「 組 み 合 わ せ た 」 投 与 と は 、 同 時 （ 同 時 期 ） 及 び 任 意 の 順 序 で の
連 続 し た 投 与 を 含 む 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 担 体 」 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 を 含
み 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で そ れ ら に 暴 露 さ れ る 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 に 対 し て 非 毒 性 で あ
る 。 生 理 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 は 、 水 性 ｐ Ｈ 緩 衝 溶 液 で あ る こ と が 多 い 。 生 理 学 的 に 許
容 さ れ う る 担 体 の 例 は 、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 及 び 他 の 有 機 酸 塩 の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ
ル ビ ン 酸 を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； タ ン パ ク 質 、 例
え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； 疎 水 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ ビ ニ
ル ピ ロ リ ド ン ； ア ミ ノ 酸 、 例 え ば グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は
リ シ ン ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 又 は デ キ ス ト ラ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び 他 の 炭 水
化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 ； マ ン ニ ト ー ル 又 は 祖 ル ビ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル ； ナ ト
リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又 は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば TWEEN(商 品 名 )、
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 、 及 び PLURONICS(商 品 名 )を 含 む 。
　 「 抗 体 断 片 」 は 、 無 傷 の 抗 体 の 一 部 、 好 ま し く は 無 傷 の 抗 体 の 抗 原 結 合 又 は 可 変 領 域 を
含 む 。 抗 体 断 片 の 例 は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 、 及 び Ｆ ｖ 断 片 ； ダ イ ア ボ デ ィ (
diabodies)； 直 鎖 状 抗 体 （ Zapata等 , Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]） ； 一 本 鎖
抗 体 分 子 ； 及 び 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ た 多 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 。
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 は 、 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば れ る ２ つ の 同 一 の 抗 体 結 合 断 片 を 生 成 し
、 そ の 各 々 は 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 持 ち 、 残 り は 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 反 映 し て 「 Ｆ ｃ
」 断 片 と 命 名 さ れ る 。 ペ プ シ ン 処 理 は Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 生 じ 、 そ れ は ２ つ の 抗 原 結 合 部
位 を 持 ち 、 抗 原 を 交 差 結 合 す る こ と が で き る 。
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 を 含 む 最 小 の 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領 域 は 、
密 接 に 非 共 有 結 合 し た １ 本 の 重 鎖 と １ 本 の 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 二 量 体 か ら な る 。 こ の 配 置 に
お い て 各 ド メ イ ン の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 相 互 作 用 し て Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ に 量 体 の 表 面 に 抗 原 結 合 部 位
を 決 定 す る 。 正 し く は 、 ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ ｓ が 抗 体 に た い す る 抗 原 結 合 特 異 性 を 持 つ 。 し か し
な が ら 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン （ 又 は 抗 原 に 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の み を 含 ん で な る Ｆ ｖ の
半 分 ） で さ え 、 結 合 部 位 全 体 よ り は 低 い 親 和 性 で あ る が 、 抗 原 を 認 識 し 結 合 す る 能 力 を 持
つ 。
　 ま た Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 及 び 重 鎖 の 第 １ の 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ １ ） も 含
む 。 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 抗 体 ヒ ン ジ 領 域 か ら の 一 又 は 複 数 の シ ス テ イ ン を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｈ １ ド メ
イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 に 幾 つ か の 残 基 が 付 加 さ れ て い る こ と に よ り Ｆ ａ ｂ 断 片 と 相 違 す る
。 こ こ で 、 Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ は 、 定 常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 が 遊 離 の チ オ ー ル 基 を 持 つ Ｆ
ａ ｂ ’ を 表 す 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 断 片 は 、 最 初 は Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 の 対 と し て 生 成 さ れ 、 そ れ
ら の 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 的 結 合 も 知 ら れ て い る 。
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　 任 意 の 脊 椎 動 物 種 か ら の 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） の 「 軽 鎖 」 は 、 そ れ ら の 定 常 ド メ イ ン
の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 カ ッ パ 及 び ラ ム ダ と 呼 ば れ る 二 つ の 明 ら か に 異 な る 型 の 一 方
に 分 類 さ れ る 。
　 そ れ ら の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 依 存 し て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 異 な る ク ラ
ス に 分 類 で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 五 つ の 主 要 な ク ラ ス ： Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ
Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ｍ が あ り 、 そ れ ら の 幾 つ か は 更 に サ ブ ク ラ ス （ ア イ ソ タ イ プ ） 、 例 え ば Ｉ ｇ Ｇ
１ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ ， Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ａ 及 び Ｉ ｇ Ａ ２ に 分 類 さ れ る 。
　 　 【 ０ ０ ６ ８ 】
　 「 一 本 鎖 Ｆ ｖ 」 又 は 「 ｓ Ｆ ｖ 」 抗 体 断 片 は 、 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む 抗 体 断
片 を 含 み 、 こ れ ら の ド メ イ ン は 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 Ｆ ｖ ポ リ
ペ プ チ ド は Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 更 に 含 み 、 そ れ は ｓ Ｆ Ｖ が
抗 原 結 合 に 望 ま れ る 構 造 を 形 成 す る の を 可 能 に す る 。 ｓ ｃ Ｆ ｖ の 概 説 に つ い て は 、 The Ph
armacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及 び Moore編 , Springer-Ve
rlag, New York, pp. 269-315 (1994)の Pluckthunを 参 照 の こ と 。
　 用 語 「 ダ イ ア ボ デ ィ (diabodies)」 は 、 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 小 型 の 抗 体 断 片 を 指
し 、 そ の 断 片 は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 （ Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ ） 内 で 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ ） に 結 合
し た 重 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ ） を 含 む 。 同 じ 鎖 の 二 つ の ド メ イ ン 間 に 対 形 成 す る に は 短 す
ぎ る リ ン カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 ド メ イ ン は 強 制 的 に 他 の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と 対 形 成
し て 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 生 成 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 例 え ば 、 EP 404,097; WO 93/1116
1; 及 び Hollinger等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)に よ り 十 分 に
記 載 さ れ て い る 。
　 「 単 離 さ れ た 」 抗 体 は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た も
の で あ る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 妨 害 す る 物
質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び 他 の タ ン パ ク 質 様 又 は 非 タ ン パ ク 質 様 溶 質 が 含 ま れ る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 （ １ ） ロ ー リ 法 (Lowry method)で 測 定 し た 場 合 ９ ５
％ を 越 え る 抗 体 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ を 越 え る ま で 、 (２ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ ー ク
エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ 酸 配
列 を 得 る の に 充 分 な ほ ど 、 あ る い は 、 (３ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀 染 色 を
用 い た 非 還 元 あ る い は 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 均 一 に な る ま で 精 製 さ れ る
。 単 離 さ れ た 抗 体 に は 、 抗 体 の 自 然 環 境 の 少 な く と も １ つ の 成 分 が 存 在 し な い た め 、 組 換
え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の 抗 体 が 含 ま れ る 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 少 な
く と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
　 「 標 識 」 な る 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 抗 体 に 直 接 又 は 間 接 的 に 抱 合 し て 「 標 識 」
抗 体 を 生 成 す る 検 出 可 能 な 化 合 物 又 は 組 成 物 を 意 味 す る 。 標 識 は 、 そ れ 自 身 検 出 可 能 で も
よ く （ 例 え ば 、 放 射 性 標 識 又 は 蛍 光 標 識 ） 、 又 は 酵 素 標 識 の 場 合 、 検 出 可 能 な 基 質 化 合 物
又 は 組 成 物 の 化 学 変 換 を 触 媒 し て も よ い 。
　 「 固 相 」 と は 、 本 発 明 の 抗 体 が そ れ に 付 着 す る こ と の で き る 非 水 性 マ ト リ ク ス を 意 味 す
る 。 こ こ に 意 図 す る 固 相 の 例 は 、 部 分 的 又 は 全 体 的 に 、 ガ ラ ス （ 例 え ば 、 孔 制 御 ガ ラ ス ）
、 多 糖 類 （ 例 え ば ア ガ ロ ー ス ） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ
ー ル 及 び シ リ コ ー ン か ら 形 成 さ れ た も の を 含 む 。 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 内 容 に 応 じ て 、
固 相 は ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ ェ ル を 構 成 す る こ と が で き ； そ の 他 で は 精 製 カ ラ ム （ 例 え ば
ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ） と す る こ と も で き る 。 ま た 、 こ の 用 語 は 、 米 国
特 許 第 4,275,149号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 別 個 の 粒 子 の 不 連 続 な 固 相 も 包 含 す る 。
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 種 々 の 型 の 脂 質 、 リ ン 脂 質 及 び ／ 又 は 界 面 活 性 剤 か ら な る 小 型 の 小
胞 で あ り 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 物 （ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 抗 体 な ど ） の 輸 送 に 有 用 で あ
る 。 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は 、 通 常 は 生 体 膜 の 脂 質 配 列 に 類 似 す る 二 層 形 式 に 配 列 さ せ る 。
　 「 小 分 子 」 と は 、 こ こ で 、 約 ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 持 つ と 定 義 さ れ る 。
　 　 【 ０ ０ ６ ９ 】
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　 　 【 ０ ０ ７ ２ 】
Ｉ Ｉ .　 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法
Ａ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 新 規 に
同 定 さ れ 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 下 記 の 実 施 例 で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る よ う
に 、 種 々 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 同 定 さ れ 単 離 さ れ た 。 別 々 の 発 現
ラ ウ ン ド で 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 に は 異 な る Ｐ Ｒ Ｏ 番 号 が 与 え ら れ る が 、 Ｕ Ｎ Ｑ 番 号 は 全
て の 与 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ 及 び コ ー ド 化 タ ン パ ク 質 に で あ り 、 変 わ る こ と は な い こ と を 記
し て お く 。 し か し な が ら 、 単 純 化 の た め に 、 本 明 細 書 に お い て 、 こ こ に 開 示 し た 全 長 天 然
核 酸 分 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 並 び に 上 記 の Ｐ Ｒ Ｏ の 定 義 に 含 ま れ る さ ら な る 天 然 相
同 体 及 び 変 異 体 は 、 そ れ ら の 起 源 又 は 調 製 形 式 に 関 わ ら ず 、 「 Ｐ Ｒ Ｏ ／ 番 号 」 で 呼 称 す る
。
　 下 記 の 実 施 例 に 開 示 す る よ う に 、 種 々 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ て い る
。 こ れ ら の ク ロ ー ン の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 こ の 分 野 で 日 常 的 な 方 法 を 用 い て 寄 託
さ れ た ク ロ ー ン を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 予 測 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 常 套 的 技 量 を 用 い て 決 定 で き る 。 こ こ に 記 載
し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 及 び コ ー ド 化 核 酸 に つ い て 、 本 出 願 人 は 、 現 時 点 で 入 手 可 能 な 配
列 情 報 と 最 も 良 く 一 致 す る リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム で あ る と 考 え ら れ る も の を 同 定 し た 。
　 　 【 ０ ０ ７ ３ 】
１ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ８ ０ ０ （ 図 ２ 及 び 配 列 番 号 ： ２ に 示 す ） 一 部 が 、 ヒ ト Ｈ ｅ ｐ ２ ７ タ ン パ ク 質 （ HE27_H
UMAN） と 或 る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 現 在 で は 、
本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ が 新 規 に 同 定 さ れ た Ｈ ｅ ｐ ２ ７ 相 同 体 あ り 、 そ の タ
ン パ ク 質 に 典 型 的 な 活 性 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。
２ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
５ ３ ９ （ 図 ４ 及 び 配 列 番 号 ： ７ に 示 す ） の 一 部 が 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ メ ラ ノ ガ ス タ ー (AF1
9250_1)由 来 の キ ネ シ ン 関 連 タ ン パ ク 質 の 一 部 と 或 る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る
こ と が 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 現 在 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ が 新 規 に 同 定 さ
れ た ヘ ッ ジ ホ ッ グ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 シ ョ ウ ジ ョ
ウ バ エ Ｃ ｏ ｓ ｔ ａ ｌ － ２ タ ン パ ク 質 に 典 型 的 な 活 性 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。
３ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ポ リ ペ プ チ ド
　 知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ ０ ０ － １ ４ ８ ０ 配 列 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ と 称 さ れ る 新
規 な 分 泌 因 子 を コ ー ド し す る 。 、 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ
ラ ム を 用 い て 、 既 知 の タ ン パ ク 質 と い く ら か の 配 列 同 一 性 を 持 つ こ と 明 ら か に な っ た 。
４ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ （ 図
１ ０ 及 び 配 列 番 号 ： に 示 す ） の 一 部 が 、 マ ウ ス ｎ ｅ ｌ タ ン パ ク 質 前 駆 物 質 NEL_MOUS
E と 或 る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 現 在 で は 、 本
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出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ が 新 規 に 同 定 さ れ た ｎ ｅ ｌ 相 同 体 で あ り 、 こ の ｎ ｅ ｌ タ
ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 典 型 的 な 活 性 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。
　 　 【 ０ ０ ７ ４ 】
５ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ポ リ ペ プ チ ド
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ は 、 ヒ ト 前 立 腺 ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 さ れ た 。
知 り う る 限 り 、 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ 配 列 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ と 称 さ れ る 新
規 な 因 子 を コ ー ド し ； WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、

既 知 の タ ン パ ク 質 と 有 意 な 配 列 同 一 性 が 無 い こ と が 明 ら か に な っ た 。
６ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ９ １ ７ （ 図 １ ４ 及 び 配 列 番 号 ： ２ ０ に 示 す ） の ア ミ ノ 酸 ４ １ か ら ４ ８ ７ が 、 Dayhoffデ
ー タ ベ ー ス で 「 AF012714_1」 と 称 さ れ る イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 或 る 程 度 の ア ミ ノ
酸 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 現 在 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ
１ ９ １ ７ が 新 規 に 同 定 さ れ た イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、
イ ノ シ ト ー ル ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 典 型 的 な 酵 素 活 性 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。
７ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ８ ６ ８ （ 図 １ ６ 及 び 配 列 番 号 ： に 示 す ） 一 部 が 、 ヒ ト Ａ ３ ３ 抗 原 タ ン パ ク 質 (P_W14
146)と 或 る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 現 在 で は 、 本
出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ が 新 規 に 同 定 さ れ た Ａ ３ ３ 抗 原 相 同 体 で あ り 、 Ａ ３ ３ 抗
原 タ ン パ ク 質 に 典 型 的 な 活 性 及 び ／ 又 は 発 現 パ タ ー ン を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。 ま た 、
Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ポ リ ペ プ チ ド は 先 に 記 載 し た 炎 症 疾 患 と 結 腸 直 腸 癌 の 治 療 上 の 処 置 に 利 用
さ れ う る こ と が 見 出 さ れ た 。
８ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ポ リ ペ プ チ ド
　 Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ － ２ ５ ３ ７ ク ロ ー ン は 、 分 泌 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 選 択 す る 捕 捉 技 術 を 用 い て ヒ ト 大 動 脈 組 織 ラ イ ブ ラ リ か ら 単 離 し た 。 知 り う る 限 り 、
Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ － ２ ５ ３ ７ 配 列 は 、 こ こ で Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ と 称 さ れ る 新 規 な 因 子 を コ ー
ド し ； WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 既 知 の
タ ン パ ク 質 と も 有 意 な 配 列 同 一 性 が 無 い こ と が 明 ら か に な っ た 。
９ ． 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド
　 WU-BLAST2配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ
１ ９ ２ ７ （ 図 １ ８ 及 び 配 列 番 号 ： に 示 す ） が 、 Dayhoffデ ー タ ベ ー ス で 「 AB000628_1
」 と 称 さ れ る タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 或 る 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る こ と が
見 出 さ れ た 。 従 っ て 、 現 在 で は 、 本 出 願 で 開 示 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ が 新 規 に 同 定 さ れ た
タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 グ リ コ シ ル 化
活 性 を 有 す る と 考 え ら れ て い る 。
　 　 【 ０ ０ ７ ５ 】
Ｂ ． Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体
　 こ こ に 記 載 し た 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 も 調 製 で き る
と 考 え ら れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド Ｄ Ｎ Ａ に 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を
導 入 す る こ と に よ り 、 あ る い は 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と に よ り 調 製 で き
る 。 当 業 者 は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 数 又 は 位 置 の 変 化 あ る い は 膜 固 着 特 性 の 変 化 な ど の ア
ミ ノ 酸 変 化 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 プ ロ セ ス を 変 え う る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
　 天 然 全 長 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ 又 は こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 種 々 の ド メ イ ン に お け る
変 異 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,364,934号 に 記 載 さ れ て い る 保 存 的 及 び 非 保 存 的 変 異 に つ
い て の 技 術 及 び 指 針 の 任 意 の も の を 用 い て な す こ と が で き る 。 変 異 は 、 結 果 と し て 天 然 配
列 Ｐ Ｒ Ｏ と 比 較 し て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 一 又 は 複 数 の コ ド ン の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 で あ っ て よ い 。 場 合 に よ っ て は 、 変
異 は 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 一 又 は 複 数 の ド メ イ ン の 任 意 の 他
の ア ミ ノ 酸 に よ る 置 換 で あ る 。 い ず れ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 所 望 の 活 性 に 悪 影 響 を 与 え る こ と
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な く 挿 入 、 置 換 又 は 欠 失 さ れ る か の 指 針 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 相 同 性 の 知 ら れ
た タ ン パ ク 質 分 子 の 配 列 と 比 較 し 、 相 同 性 の 高 い 領 域 内 で な さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 変 化 を 最
小 に す る こ と に よ っ て 見 出 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 一 の ア ミ ノ 酸 の 類 似 し た 構 造 及 び ／
又 は 化 学 特 性 を 持 つ 他 の ア ミ ノ 酸 で の 置 換 、 例 え ば ロ イ シ ン の セ リ ン で の 置 換 、 即 ち 保 存
的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 結 果 と す る こ と が で き る 。 挿 入 及 び 欠 失 は 、 場 合 に よ っ て は １ か ら ５ の
ア ミ ノ 酸 の 範 囲 内 と す る こ と が で き る 。 許 容 さ れ る 変 異 は 、 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 の 挿 入
、 欠 失 又 は 置 換 を 系 統 的 に 作 成 し 、 得 ら れ た 変 異 体 を 全 長 又 は 成 熟 天 然 タ ン パ ク 質 に よ っ
て 提 示 さ れ た 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が こ こ に 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 例 え ば 、 全 長 天 然 タ
ン パ ク 質 と 比 較 し た 際 に 、 Ｎ -末 端 又 は Ｃ -末 端 で 切 断 さ れ て も よ く 、 又 は 内 部 残 基 を 欠 い
て い て も よ い 。 或 る 種 の 断 片 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 所 望 の 生 物 学 的 活 性 に 必 須 で は な
い ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 い て い る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ 断 片 は 、 多 く の 従 来 技 術 の 任 意 の も の に よ っ て 調 製 し て よ い 。 所 望 の ペ プ チ ド 断
片 は 化 学 合 成 し て も よ い 。 代 替 的 方 法 は 、 酵 素 的 消 化 、 例 え ば 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ
て 決 定 さ れ る 部 位 の タ ン パ ク 質 を 切 断 す る こ と が 知 ら れ た 酵 素 で タ ン パ ク 質 を 処 理 す る こ
と に よ り 、 あ る い は 適 当 な 制 限 酵 素 で Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 し て 所 望 の 断 片 を 単 離 す る こ と に よ る
Ｐ Ｒ Ｏ 断 片 の 生 成 を 含 む 。 さ ら に 他 の 好 適 な 技 術 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に
よ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 増 幅 す る こ と を 含 む 。 Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 の 所 望 の 末 端 を 決 定 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の ５ ’ 及 び ３ ’ プ ラ イ マ
ー で 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 は 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド と 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 共 有 す る 。
　 　 【 ０ ０ ７ ６ 】
　 特 別 の 実 施 態 様 で は 、 対 象 と す る 保 存 的 置 換 を 、 好 ま し い 置 換 と 題 し て 表 ６ に 示 す 。 こ
の よ う な 置 換 が 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を も た ら す 場 合 、 表 ６ に 例 示 的 置 換 と 名 前 を 付 け た 又
は 以 下 に ア ミ ノ 酸 分 類 で さ ら に 記 載 す る よ う に 、 よ り 置 換 的 な 変 化 が 導 入 さ れ 生 成 物 が ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 表 ６
元 の 残 基 　 　 　 　 　  例 示 的 置 換 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 好 ま し い 置 換
Ala(A)　 　 　 　 　 　  val; Leu; ile　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 val
Arg(R)　 　 　 　 　 　  lys; gln; asn　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 lys
Asn(N)　 　 　 　 　 　  gln; his; lys; arg　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  gln
Asp(D)　 　 　 　 　 　  glu　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  glu
Cys(C)　 　 　 　 　 　  ser　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ser
Gln(Q)　 　 　 　 　 　  asn　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 asn
Glu(E)　 　 　 　 　 　  asp　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 asp
Gly(G)　 　 　 　 　 　  pro; ala　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ala
His(H)　 　 　 　 　 　  asn; gln; lys; arg　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  arg
Ile(I)　 　 　 　 　 　  leu; val; met; ala; phe;
　 　 　 　 　 　 　 　 　  ノ ル ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  leu
Leu(L)　 　 　 　 　 　  ノ ル ロ イ シ ン ; ile; val;
　 　 　 　 　 　 　 　 　  met; ala; phe　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  ile
Lys(K)　 　 　 　 　 　  arg; gln; asn　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 arg
Met(M)　 　 　 　 　 　  leu; phe; ile　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  leu
Phe(F)　 　 　 　 　 　  leu; val; ile; ala; tyr　 　 　 　 　 　 　 　 　 leu
Pro(P)　 　 　 　 　 　  ala　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ala
Ser(S)　 　 　 　 　 　  thr　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 thr
Thr(T)　 　 　 　 　 　  ser　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ser
Trp(W)　 　 　 　 　 　  tyr; phe　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  tyr
Tyr(Y)　 　 　 　 　 　  trp; phe; thr; ser　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 phe
Val(V)　 　 　 　 　 　  ile; leu; met; phe;
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　 　 　 　 　 　 　 　 　  ala; ノ ル ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  leu
　 　 【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 又 は 免 疫 学 的 同 一 性 の 実 質 的 な 修 飾 は 、 （ ａ ） 置 換 領 域 の ポ
リ ペ プ チ ド 骨 格 の 構 造 、 例 え ば シ ー ト 又 は 螺 旋 配 置 、 （ ｂ ） 標 的 部 位 の 電 荷 又 は 疎 水 性 、
又 は （ ｃ ） 側 鎖 の 嵩 を 維 持 し な が ら 、 そ れ ら の 効 果 に お い て 実 質 的 に 異 な る 置 換 基 を 選 択
す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 天 然 発 生 残 基 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て グ ル ー プ に 分 け る
こ と が で き る ：
（ １ ） 疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン , met, ala, val, leu, ile;
（ ２ ） 中 性 の 親 水 性 ： cys, ser, thr;
（ ３ ） 酸 性 ： asp, glu;
（ ４ ） 塩 基 性 ： asn, gln, his, lys, arg;
（ ５ ） 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly, pro; 及 び
（ ６ ） 芳 香 族 ： trp, tyr, phe。
　 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の 分 類 の 一 つ の メ ン バ ー を 他 の 分 類 に 交 換 す る こ と を 必 要 と す
る で あ ろ う 。 ま た 、 そ の よ う に 置 換 さ れ た 残 基 は 、 保 存 的 置 換 部 位 、 好 ま し く は 残 さ れ た
（ 非 保 存 ） 部 位 に 導 入 さ れ う る 。
　 変 異 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 （ 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン
グ 、 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 ［ Carter等 , Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller
等 , Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］ 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 ［ s等 , Gene, 34
: 315 (1985)］ 、 制 限 的 選 択 突 然 変 異 誘 発 ［ s等 , Philos. Trans. R. Soc. London S
erA, 317: 415 (1986)］ 等 の こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 を 用 い て な す こ と が で き 、 又 は 他 の
知 ら れ た 技 術 を ク ロ ー ニ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ に 実 施 し て Ｐ Ｒ Ｏ 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ を 作 成 す る こ と も
で き る 。
　 ま た 、 隣 接 配 列 に 沿 っ て 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る の に ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸
分 析 を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 は 比 較 的 小 さ く 、 中 性 の ア
ミ ノ 酸 で あ る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 及 び シ ス テ イ ン を
含 む 。 ア ラ ニ ン は 、 ベ ー タ 炭 素 を 越 え る 側 鎖 を 排 除 し 変 異 体 の 主 鎖 構 造 を 変 化 さ せ に く い
の で 、 こ の 群 の 中 で 典 型 的 に 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 で あ る ［ Cuningham及 び
s, Science, 244: 1081-1085 (1989)］ 。 ま た 、 ア ラ ニ ン は 最 も あ り ふ れ た ア ミ ノ 酸 で あ

る た め 典 型 的 に は 好 ま し い 。 さ ら に 、 そ れ は 埋 も れ た 及 び 露 出 し た 位 置 の 両 方 に 見 ら れ る
こ と が 多 い ［ Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman &amp; Co., N.Y.); Chothia, J.
 Mol. Biol., 150: 1 (1976)］ 。 ア ラ ニ ン 置 換 が 十 分 な 量 の 変 異 体 を 生 じ な い 場 合 は 、 ア
イ ソ テ リ ッ ク (isoteric)ア ミ ノ 酸 を 用 い る こ と が で き る 。
　 　 【 ０ ０ ７ ８ 】
Ｃ ． Ｐ Ｒ Ｏ の 修 飾
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 共 有 結 合 的 修 飾 の
一 型 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 標 的 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 さ
れ た 側 鎖 又 は Ｎ 又 は Ｃ 末 端 残 基 と 反 応 で き る 有 機 誘 導 体 化 試 薬 と 反 応 さ せ る こ と で あ る 。
二 官 能 性 試 薬 で の 誘 導 体 化 が 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ を 水 不 溶 性 支 持 体 マ ト リ ク ス あ る い は 抗 -Ｐ
Ｒ Ｏ 抗 体 の 精 製 方 法 又 は そ の 逆 で 用 い る た め の 表 面 に 架 橋 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 通 常 用
い ら れ る 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 １ ， １ -ビ ス （ ジ ア ゾ ア セ チ ル ） -２ -フ ェ ニ ル エ タ ン 、 グ ル
タ ル ア ル デ ヒ ド 、 Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 例 え ば ４ -ア ジ ド サ リ チ ル 酸 、
３ ， ３ ’ -ジ チ オ ビ ス （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト ） 等 の ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス
テ ル を 含 む ホ モ 二 官 能 性 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ ス -Ｎ -マ レ イ ミ ド -１ ， ８ -オ ク タ ン 等 の 二 官
能 性 マ レ イ ミ ド 、 及 び メ チ ル -３ -[(ｐ -ア ジ ド フ ェ ニ ル )-ジ チ オ ］ プ ロ ピ オ イ ミ ダ ー ト 等
の 試 薬 を 含 む 。
　 他 の 修 飾 は 、 グ ル タ ミ ニ ル 及 び ア ス パ ラ ギ ニ ル 残 基 の 各 々 対 応 す る グ ル タ ミ ル 及 び ア ス
パ ル チ ル へ の 脱 ア ミ ノ 化 、 プ ロ リ ン 及 び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ル 又 は ト レ オ ニ ル
残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 及 び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の α -ア ミ
ノ 基 の メ チ ル 化 [T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H
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. Freeman  Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、 Ｎ 末 端 ア ミ ン の ア セ チ ル 化 、 及 び
任 意 の Ｃ 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の 型 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド の 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 を 含 む 。 「 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 」 と
は 、 こ こ で 意 図 さ れ る の は 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ に 見 ら れ る 又 は 複 数 の 部 分 の 欠 失 （ 存
在 す る グ リ コ シ ル 化 部 位 の 除 去 又 は 化 学 的 及 び ／ 又 は 酵 素 的 手 段 に よ る グ リ コ シ ル 化 の 削
除 の い ず れ か に よ る ） 、 及 び ／ 又 は 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ に 存 在 し な い 又 は 複 数 の グ リ コ シ ル
化 部 位 の 付 加 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 こ の は 、 存 在 す る 種 々 の 部 分 の 性 質 及 び
の 変 化 を 含 む 、 天 然 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 に お け る 定 性 的 変 化 を 含 む 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド へ の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 を 伴 っ て も よ い
。 こ の 変 更 は 、 例 え ば 、 又 は 複 数 の セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン 残 基 の 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ （ Ｏ -
結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 ） へ の 付 加 、 又 は 置 換 に よ っ て な さ れ て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ア ミ ノ 酸 配
列 は 、 場 合 に よ っ て は 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で の 変 化 、 特 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ を 予 め 選 択 さ れ た 塩 基 に お い て 変 異 さ せ 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 に 翻 訳 さ れ る コ ド ン を 生
成 さ せ る こ と を 通 し て 変 更 さ れ て も よ い 。
　 　 【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 上 に 部 分 の 数 を 増 加 さ せ る 他 の 手 段 は 、 グ リ コ シ ド の ポ リ ペ プ
チ ド へ の 化 学 的 又 は 酵 素 的 結 合 に よ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 こ の 技 術 分 野 に お い て 、 例 え
ば 、 1987年 9月 11日 に 発 行 さ れ た WO 87/05330、 及 び Aplin及 び Wriston, CRC Crit. Rev. B
iochem., pp. 259-306 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 上 に 存 在 す る 部 分 の 除 去 は 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 に 、 あ る い は グ
ル コ シ ル 化 の 標 的 と し て 提 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン の 変 異 的 置 換 に よ っ
て な す こ と が で き る 。 化 学 的 脱 グ リ コ シ ル 化 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、
Hakimuddin等 , Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)に よ り 、 及 び Edge等 , Anal. Bi
ochem., 118: 131 (1981)に よ り 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 部 分 の 酵 素 的 切
断 は 、 Thotakura等 , Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 種 々 の エ
ン ド 及 び エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
　 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の 型 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ぺ プ チ ド の 、 種 々 の 非 タ ン パ
ク 質 様 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 又 は ポ リ
オ キ シ ア ル キ レ ン の 一 つ へ の 、 米 国 特 許 第 4,640,835号 ； 第 4,496,689号 ； 第 4,301,144号
； 第 4,670,417号 ； 第 4,791,192号 又 は 第 4,179,337号 に 記 載 さ れ た 方 法 で の 結 合 を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合
し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る 方 法 で 修 飾 し て も よ い 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な キ メ ラ 分 子 は 、 抗 タ グ 抗 体 が 選 択 的 に 結 合 で き る エ ピ ト ー
プ を 提 供 す る タ グ ポ リ ペ プ チ ド と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ タ グ は
、 一 般 的 に は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 位 置 す る 。 こ の よ う な
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 の 存 在 は 、 タ グ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用
い て 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ の 提 供 は 、 抗 タ グ 抗 体 又 は エ ピ ト ー プ
タ グ に 結 合 す る 他 の 型 の 親 和 性 マ ト リ ク ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に よ っ て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド を 容 易 に 精 製 で き る よ う に す る 。 種 々 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら 各 々 の 抗 体
は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。 例 と し て は 、 ポ リ － ヒ ス チ ジ ン （ poly-his） 又 は ポ リ －
ヒ ス チ ジ ン － グ リ シ ン （ poly-his-gly） タ グ ； flu HAタ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 抗 体 １ ２
Ｃ Ａ ５ ［ Field等 , Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］ ； c-mycタ グ 及 び そ れ に 対 す
る ８ Ｆ ９ 、 ３ Ｃ ７ 、 ６ Ｅ １ ０ 、 Ｇ ４ 、 Ｂ ７ 及 び ９ Ｅ １ ０ 抗 体 ［ Evan等 , Molecular and Ce
llular Biology, 5:3610-3616 (1985)］ ； 及 び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ （ gD
） タ グ 及 び そ の 抗 体 ［ Paborsky等 , Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］ を 含 む
。 他 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 フ ラ ッ グ ペ プ チ ド ［ Hopp等 , BioTechnology, 6:1204-1210 (
1988)］ ； Ｋ Ｔ ３ エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ［ Martin等 , Science, 255:192-194 (1992)］ ； α -
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チ ュ ー ブ リ ン エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ［ Skinner等 , J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991
)］ ； 及 び Ｔ ７ 遺 伝 子 １ ０ タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド タ グ ［ Lutz-Freyermuth等 , Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］ を 含 む 。
　 そ れ に 換 わ る 実 施 態 様 で は 、 キ メ ラ 分 子 は Ｐ Ｒ Ｏ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 特 定 領 域 と の 融 合 体 を 含 ん で も よ い 。 キ メ ラ 分 子 の 二 価 形 態 （ 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と
も 呼 ば れ る ） に つ い て は 、 そ の よ う な 融 合 体 は Ｉ ｇ Ｇ １ 分 子 の Ｆ ｃ 領 域 で あ り 得 る 。 Ｉ ｇ
融 合 体 は 、 好 ま し く は Ｉ ｇ 分 子 内 の 少 な く と も １ つ の 可 変 領 域 に 換 え て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド の 可 溶 化 （ 膜 貫 通 ド メ イ ン 欠 失 又 は 不 活 性 化 ） 形 態 を 含 む 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で は
、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 、 又 は ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ
１ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 の 製 造 に つ い て は 、 1995年 6月 2
7日 発 行 の 米 国 特 許 第 5,428,130号 を 参 照 の こ と 。
　 　 【 ０ ０ ８ ２ 】
Ｄ ． Ｐ Ｒ Ｏ の 調 製
　 以 下 の 説 明 は 、 主 と し て 、 Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 又 は 形 質 移 入 さ れ た 細
胞 を 培 養 す る こ と に よ り Ｐ Ｒ Ｏ を 生 産 す る 方 法 に 関 す る 。 も ち ろ ん 、 当 該 分 野 に お い て よ
く 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ を 調 製 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、
Ｐ Ｒ Ｏ 配 列 、 又 は そ の 一 部 は 、 固 相 技 術 を 用 い た 直 接 ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 生 産 し て も よ
い ［ 例 え ば 、 Stewart等 , Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Fran
cisco, CA (1969)； Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参 照 ］ 。 手 動
技 術 又 は 自 動 に よ る イ ン ビ ト ロ タ ン パ ク 質 合 成 を 行 っ て も よ い 。 自 動 合 成 は 、 例 え ば 、 ア
プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ ・ ペ プ チ ド 合 成 機 （ Foster City, CA） を 用 い て 、 製 造 者 の
指 示 に よ り 実 施 し て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ の 種 々 の 部 分 は 、 別 々 に 化 学 的 に 合 成 さ れ 、 化 学 的 又
は 酵 素 的 方 法 を 用 い て 結 合 さ せ て 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ を 生 産 し て も よ い 。
　 　 【 ０ ０ ８ ３ 】
　 １ ． Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 保 有 し て い て そ れ を 検 出 可 能 な レ ベ ル
で 発 現 す る と 考 え ら れ る 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 得 る こ と が で き る 。
従 っ て 、 ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に 、 ヒ ト の 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 簡 便 に 得 る こ と が で き る 。 ま た Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 遺 伝 子 は 、 ゲ ノ ム
ラ イ ブ ラ リ か ら 又 は 既 知 の 合 成 方 法 （ 例 え ば 、 自 動 化 核 酸 合 成 ） に よ り 得 る こ と も で き る
。
　 ラ イ ブ ラ リ は 、 対 象 と な る 遺 伝 子 あ る い は そ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を
同 定 す る た め に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ (Ｐ Ｒ Ｏ に 対 す る 抗 体 又 は 少 な く と も 約 ２ ０ － ８ ０ 塩
基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 )に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ に よ る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば Sambrook等 , Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に
記 載 さ れ て い る 標 準 的 な 手 順 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 す る 他 の 方 法 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 使 用 す る も の で あ る ［ Sambrook等
,上 掲 ； Dieffenbach等 , PCR Primer： A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laborat
ory Press, 1995)］ 。
　 　 【 ０ ０ ８ ４ 】
　 下 記 の 実 施 例 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 記 載 し て い る 。 プ ロ ー
ブ と し て 選 択 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 充 分 な 長 さ で 、 疑 陽 性 が 最 小 化 さ れ る よ
う 充 分 に 明 瞭 で な け れ ば な ら な い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ラ イ ブ
ラ リ 内 の Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 時 に 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ て い る こ と が 好
ま し い 。 標 識 化 の 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 ３ ２ Ｐ 標 識 さ れ た Ａ Ｔ Ｐ の
よ う な 放 射 線 標 識 、 ビ オ チ ン 化 あ る い は 酵 素 標 識 の 使 用 が 含 ま れ る 。 中 程 度 の 厳 密 性 及 び
高 度 の 厳 密 性 を 含 む ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 条 件 は 、 上 掲 の Sambrook等 に 与 え ら れ て い る 。
　 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 同 定 さ れ た 配 列 は 、 Genbank等 の 公
共 デ ー タ ベ ー ス 又 は 個 人 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 寄 託 さ れ 公 衆 に 利 用 可 能 と さ れ て い る 周 知
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の 配 列 と 比 較 及 び ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と が で き る 。 分 子 の 決 定 さ れ た 領 域 内 又 は 全 長 に
渡 っ て の （ ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 レ ベ ル の い ず れ か で の ） 配 列 同 一 性 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た
、 そ し て こ こ に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
　 タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 初 め て こ こ で 開 示 さ れ た 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を
使 用 し 、 ま た 必 要 な ら ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 逆 転 写 さ れ な か っ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 中 間 体 及 び 先 駆
物 質 を 検 出 す る 上 掲 の Sambrook等 に 記 述 さ れ て い る よ う な 従 来 の プ ラ イ マ ー 伸 展 法 を 使 用
し 、 選 択 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る
。
　 　 【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ２ ． 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換
　 宿 主 細 胞 を 、 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ 生 産 の た め の 発 現 又 は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で 形 質
移 入 又 は 形 質 転 換 し 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 又 は 所 望 の 配 列 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 適 当 に 変 性 さ れ た 常 套 的 栄 養 培 地 で 培 養 す る 。 培 養 条 件
、 例 え ば 培 地 、 温 度 、 ｐ Ｈ 等 々 は 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 当 業 者 が 選 ぶ こ と が で き る
。 一 般 に 、 細 胞 培 養 の 生 産 性 を 最 大 に す る た め の 原 理 、 プ ロ ト コ ー ル 、 及 び 実 用 技 術 は 、
Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編  (IRL Press, 1991)
及 び Sambrook等 , 上 掲 に 見 出 す こ と が で き る 。
　 原 核 生 物 細 胞 形 質 移 入 及 び 真 核 生 物 細 胞 形 質 移 入 の 方 法 、 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 Ｃ ａ Ｐ
Ｏ ４ 、 リ ポ ソ ー ム 媒 介 及 び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 用 い ら れ る
宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 そ の 細 胞 に 対 し て 適 し た 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 形 質 転 換 は な さ れ る 。
前 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た 塩 化 カ ル シ ウ ム を 用 い る カ ル シ ウ ム 処 理 又 は エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン が 、 一 般 的 に 原 核 生 物 に 対 し て 用 い ら れ る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ト ゥ メ フ ァ
シ エ ン ス に よ る 感 染 が 、 Shaw等 , Gene, 23:315 (1983)及 び 1989年 6月 29日 公 開 の WO 89/05
859に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 或 る 種 の 植 物 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 細
胞 壁 の な い 哺 乳 動 物 の 細 胞 に 対 し て は 、 Graham及 び van der Eb, Virology, 52:456-457 (
1978)の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 が 好 ま し い 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 宿 主 系 形 質 転 換 の 一 般 的 な
態 様 は 米 国 特 許 第 4,399,216号 に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 菌 中 へ の 形 質 転 換 は 、 典 型 的 に は
、 Van solingen等 , J. Bact., 130:946 (1977)及 び Hsiao等 , Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 76:3829 (1979)の 方 法 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。 し か し な が ら 、 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 中 に 導 入 す
る 他 の 方 法 、 例 え ば 、 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 無 傷 の 細
胞 、 又 は ポ リ カ チ オ ン 、 例 え ば ポ リ ブ レ ン 、 ポ リ オ ル ニ チ ン 等 を 用 い る 細 菌 プ ロ ト プ ラ ス
ト 融 合 も ま た 用 い る こ と も で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め の 種 々 の 技 術 に つ い
て は 、 Keown等 , Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990)及 び  Mansour等 , Nature, 
336:348-352 (1988)を 参 照 の こ と 。
　 　 【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ こ に 記 載 の ベ ク タ ー に Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ あ る い は 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 細 胞
は 、 原 核 生 物 、 酵 母 菌 、 又 は 高 等 真 核 生 物 細 胞 で あ る 。 適 切 な 原 核 生 物 は 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 真 正 細 菌 、 例 え ば グ ラ ム 陰 性 又 は グ ラ ム 陽 性 生 物 体 、 例 え ば 大 腸 菌 の よ う な
腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 種 々 の 大 腸 菌 株 が 公 衆 に 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 株 Ｍ
Ｍ ２ ９ ４ （ ATCC31,446） ； 大 腸 菌 Ｘ １ ７ ７ ６ （ ATCC31,537） ； 大 腸 菌 株 Ｗ ３ １ １ ０ （ ATCC
27,325） 及 び Ｋ ５ ７ ７ ２ （ ATCC53,635） で あ る 。 他 の 好 ま し い 原 核 動 物 宿 主 細 胞 は 、 大 腸
菌 、 例 え ば 、 E. coli、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、 エ ル ビ ニ ア (Erwinia)、 ク レ ブ シ エ ラ (Klebsie
lla)、 プ ロ テ ウ ス (Proteus)、 サ ル モ ネ ラ 、 例 え ば 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 セ ラ チ ア 、 例 え ば
、 セ ラ チ ア マ ル セ サ ン ス (Serratia marcescans) 、 及 び 赤 痢 菌 、 並 び に 桿 菌 、 例 え ば バ シ
リ ス ブ チ リ ス (B. subtilis)及 び バ シ リ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス (B. licheniformis)（ 例 え ば
、 1989年 4月 12日 発 行 の DD 266,710に 記 載 さ れ た バ シ リ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス ４ １ Ｐ ） 、 シ
ュ ー ド モ ナ ス 、 例 え ば 緑 膿 筋 及 び ス ト レ プ ト マ イ セ ス な ど の 腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 こ れ ら の
例 は 限 定 で は な く 例 示 で あ る 。 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 生 産 発 行 の た め の 共 通 の 宿
主 株 で あ る の で 一 つ の 特 に 好 ま し い 宿 主 又 は 親 宿 主 で あ る 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 は 最 小
量 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 分 泌 す る 。 例 え ば 、 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 細 胞 に 外 来 の タ ン パ ク 質
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を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 変 異 を す る よ う に 修 飾 し て も よ く 、 そ の よ う な 宿 主 の
例 と し て は 、 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 １ Ａ ２ ； 完 全 な 遺 伝 子
型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ ｒ ３ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ９ Ｅ ４ ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ
ｒ ｔ ３ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ 　 (ａ ｒ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ )１ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ ｋ ａ ｎ を 有
す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ２ ７ Ｃ ７ （ ATCC 55,244） ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ ｒ ３
　 ｐ ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ 　 (ａ ｌ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ )１ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｒ ｂ ｓ ７ ｉ ｌ ｖ
Ｇ ｋ ａ ｎ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ３ ７ Ｄ ６ ； 非 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 ｄ ｅ ｇ Ｐ 欠 失 変 異 を
持 つ ３ ７ Ｄ ６ 株 で あ る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ４ ０ Ｂ ４ ； 及 び 1990年 8月 7日 発 行 の 米 国 特 許 第
4,946,783号 に 開 示 さ れ た 変 異 周 辺 質 プ ロ テ ア ー ゼ を 有 す る 大 腸 菌 株 を 含 む 。 あ る い は 、
ク ロ ー ニ ン グ の イ ン ビ ト ロ 法 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 又 は 他 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応
が 好 ま し い 。
　 　 【 ０ ０ ８ ７ 】
　 原 核 生 物 に 加 え て 、 糸 状 菌 又 は 酵 母 菌 の よ う な 真 核 微 生 物 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド コ ー
ド 化 ベ ク タ ー の た め の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 宿 主 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ヴ
ィ シ ア は 、 通 常 用 い ら れ る 下 等 真 核 生 物 宿 主 微 生 物 で あ る 。 他 に 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス プ
ロ ン ブ (Schizosaccharomyces prombe)（ Beach及 び Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; 198
5年 5月 2日 発 行 の EP 139,383） ； ク ル ベ ロ ミ セ ス ホ ス ツ (Kluveromyces hosts)（ 米 国 特 許
第 4,943,529号 ; Fleer等 , Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)） 、 例 え ば ケ ー ラ ク チ ス (
K. lactis)（ MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt等 , J. Bacteriol. 737 [1983]）
、 ケ ー フ ラ ギ リ ス (K. fragilis)（ ATCC 12,424） 、 ケ ー ブ ル ガ リ ク ス (K. bulgaricus)（ A
TCC 16,045） 、 ケ ー ウ ィ ケ ラ ミ イ (K. wickeramii)（ ATCC 24,178） 、 ケ ー ワ ル チ イ (K. wa
ltii)（ ATCC 56,500） 、 ケ ー ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム (K. drosophilarum)（ ATCC 36,906; Van d
en Berg等 , Bio/Technology, 8: 135 (1990)） 、 ケ ー テ モ ト レ ラ ン ス (K. themotolerans)
及 び ケ ー マ ル キ シ ア ナ ス (K. marxianus)； ヤ ロ ウ ィ ア (yarrowia)（ EP 402,226） ； ピ ッ チ
ャ パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)（ EP 183,070; Sheekrishna等 , J. Basic Microbiol, 28
: 265-278 [1988]） ； カ ン ジ ダ ； ト リ コ デ ル マ レ ー シ ア (reesia)（ EP 244,234） ； ア カ パ
ン カ ビ （ Case等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]） ； シ ュ ワ ニ オ マ
イ セ ス (schwanniomyces)、 例 え ば シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス オ ク シ デ ン タ リ ス (occidentalis)（
1990年 10月 31日 発 行 の EP 394,538） ； 及 び 糸 状 真 菌 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ 、 ペ ニ シ リ
ウ ム 、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ ム (Tolypocladium)（ 1991年 1月 10日 発 行 の WO 91/00357） ； 及 び コ
ウ ジ 菌 、 例 え ば 偽 巣 性 コ ウ ジ 菌 （ Ballance等 , Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 2
84-289 [1983]; Tilburn等 , Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等 , Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]） 及 び ク ロ カ ビ （ Kelly及 び Hynes, EMBO J., 4: 475-47
9 [1985]） が 含 ま れ る 。 こ こ で 好 ま し い メ チ ロ ト ロ ピ ッ ク (methylotropic)酵 母 は 、 こ れ
ら に 限 ら れ な い が 、 ハ ン セ ヌ ラ (Hansenula)、 カ ン ジ ダ 、 ク ロ エ ケ ラ (Kloeckera)、 ピ チ ア
(Pichia)、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 、 ト ル ロ プ シ ス (Torulopsis)、 及 び ロ ド ト ル ラ (Rhodotorula)
か ら な る 属 か ら 選 択 さ れ る メ タ ノ ー ル で 成 長 可 能 な 酵 母 を 含 む 。 こ の 酵 母 の 分 類 の 例 示 で
あ る 特 定 の 種 の リ ス ト は 、 C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982
)に 記 載 さ れ て い る 。
　 グ リ コ シ ル 化 Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現 に 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 多 細 胞 生 物 か ら 誘 導 さ れ る 。 無 脊 椎 動
物 細 胞 の 例 と し て は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｓ ２ 及 び ス ポ ド ス ペ ラ Ｓ ｆ ９ 等 の 昆 虫 細 胞 並 び に
植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 株 化 細 胞 の 例 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣
（ Ｃ Ｈ Ｏ ） 及 び Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 含 む 。 よ り 詳 細 な 例 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た サ
ル 腎 臓 Ｃ Ｖ １ 株  (COS-7, ATCC CRL 1651);ヒ ト 胚 腎 臓 株 （ 293又 は 懸 濁 培 養 で の 増 殖 の た
め に サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ た 293細 胞 、 Graham等 , J. Gen Virol., 36:59 (1977)） ;チ ャ イ
ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ (CHO, Urlaub及 び Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 77:4216 (1980));マ ウ ス の セ ル ト リ 細 胞 （ TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-
251 (1980)） ヒ ト 肺 細 胞  (W138, ATCC CCL 75); ヒ ト 肝 細 胞  (Hep G2, HB 8065); 及 び マ
ウ ス 乳 房 腫 瘍 細 胞  (MMT 060562, ATTC CCL51)を 含 む 。 適 切 な 宿 主 細 胞 の 選 択 は 、 こ の 分
野 の 技 術 常 識 内 に あ る 。
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　 　 【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ３ ． 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の 選 択 及 び 使 用
　 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 (例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ )は 、 ク ロ ー ニ ン グ (Ｄ Ｎ
Ａ の 増 幅 )又 は 発 現 の た め に 複 製 可 能 な ベ ク タ ー 内 に 挿 入 さ れ る 。 様 々 な ベ ク タ ー が 公 的
に 入 手 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 又 は フ
ァ ー ジ の 形 態 と す る こ と が で き る 。 適 切 な 核 酸 配 列 が 、 種 々 の 手 法 に よ っ て ベ ク タ ー に 挿
入 さ れ る 。 一 般 に 、 Ｄ Ｎ Ａ は こ の 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 適 当 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー
ゼ 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー 成 分 と し て は 、 一 般 に 、 こ れ ら に 制 限 さ れ る も の で は な い
が 、 一 又 は 複 数 の シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 一 又 は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ
ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 転 写 終 結 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 成 分 の 一 又 は 複 数 を 含
む 適 当 な ベ ク タ ー の 作 成 に は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 標 準 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 を 用 い る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ は 直 接 的 に 組 換 え 手 法 に よ っ て 生 産 さ れ る だ け で は な く 、 シ グ ナ ル 配 列 あ る い は
成 熟 タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ -末 端 に 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る 他 の ポ リ ペ プ
チ ド で あ る 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 ペ プ チ ド と し て も 生 産 さ れ る 。 一 般 に 、 シ グ ナ ル
配 列 は ベ ク タ ー の 成 分 で あ る か 、 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 で
あ る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ 、 ｌ ｐ ｐ あ る い
は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン IIリ ー ダ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る 原 核 生 物 シ グ ナ ル 配 列 で あ っ
て よ い 。 酵 母 の 分 泌 に 関 し て は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 ア ル フ
ァ 因 子 リ ー ダ ー (酵 母 菌 属 (Saccharomyces)及 び ク ル イ ベ ロ マ イ シ ス (Kluyveromyces)α 因
子 リ ー ダ ー を 含 み 、 後 者 は 米 国 特 許 第 5,010,182号 に 記 載 さ れ て い る )、 又 は 酸 ホ ス フ ォ タ
ー ゼ リ ー ダ ー 、 白 体 (C.albicans)グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ リ ー ダ ー (1990年 4月 4日 発 行 の EP36217
9)、 又 は 1990年 11月 15日 に 公 開 さ れ た WO 90/13646に 記 載 さ れ て い る シ グ ナ ル で あ り 得 る
。 哺 乳 動 物 細 胞 の 発 現 に お い て は 、 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル 配 列 は 、 同 一 あ る い は 関 連 あ る 種 の
分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 並 び に ウ イ ル ス 分 泌 リ ー ダ ー の よ う な タ ン パ ク 質 の
直 接 分 泌 に 使 用 し て も よ い 。
　 　 【 ０ ０ ８ ９ 】
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 共 に 一 又 は 複 数 の 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て ベ ク タ
ー の 複 製 を 可 能 に す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 配 列 は 多 く の 細 菌 、 酵 母 及 び ウ イ ル ス
に 対 し て よ く 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ に 由 来 す る 複 製 開 始 点 は 大 部 分 の グ
ラ ム 陰 性 細 菌 に 好 適 で あ り 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド 開 始 点 は 酵 母 に 適 し て お り 、 様 々 な ウ イ ル ス
開 始 点 (Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ 又 は Ｂ Ｐ Ｖ )は 哺 乳 動 物 細 胞 に お
け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 有 用 で あ る 。
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 選 べ る マ ー カ ー と も 称 さ れ る 選 択 遺 伝
子 を 含 む 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (a)ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト
あ る い は テ ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 抗 生 物 質 あ る い は 他 の 毒 素 に 耐 性 を 与 え 、 (b)栄 養 要
求 性 欠 陥 を 補 い 、 又 は (c)例 え ば バ シ リ に 対 す る 遺 伝 子 コ ー ド Ｄ -ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ の よ
う な 、 複 合 培 地 か ら 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
　 哺 乳 動 物 細 胞 に 適 切 な 選 べ る マ ー カ ー の 例 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ あ る い は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ の よ
う に 、 Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 を 取 り 込 む こ と の で き る 細 胞 成 分 を 同 定 す る こ と の で き る も
の で あ る 。 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 用 い た 場 合 の 好 適 な 宿 主 細 胞 は 、 Urlaub 等 に よ り , Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 調 製 さ れ 増 殖 さ れ た
Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 活 性 に 欠 陥 の あ る Ｃ Ｈ Ｏ 株 化 細 胞 で あ る 。 酵 母 菌 中 で の 使 用 に 好 適 な 選 択 遺 伝 子
は 酵 母 プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ ｐ ７ に 存 在 す る ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 で あ る ［ Stinchcomb等 , Nature, 28
2： 39(1979)； Kingman等 , Gene, 7： 141(1979)； Tschemper等 , Gene, 10： 157(1980)］ 。
ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ４ ４ ０ ７ ６ あ る い は Ｐ Ｅ Ｐ ４ -１ の よ う な ト リ
プ ト フ ァ ン 内 で 成 長 す る 能 力 を 欠 く 酵 母 菌 の 突 然 変 異 株 に 対 す る 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る
［ Jones, Genetics, 85:12 (1977)］ 。
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 通 常 、 Ｐ Ｒ Ｏ -コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 作 用 可 能 に 結 合
し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 種 々 の 可 能 な 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ
る 好 適 な プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ て い る 。 原 核 生 物 宿 主 で の 使 用 に 好 適 な プ ロ モ ー タ ー は β
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-ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Cahng等 , Nature, 275:615 (1978)；  Goe
ddel等 , Nature, 281:544 (1979)］ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン (trp)プ
ロ モ ー タ ー 系 ［ Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776］ 、 及 び ハ イ
ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー ［ deBoer 等 , Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 80:21-25 (1983)］ を 含 む 。 細 菌 系 で 使 用 す る プ ロ モ ー タ も ま た Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ と 作 用 可 能 に 結 合 し た シ ャ イ ン -ダ ル ガ ー ノ (S.D.)配 列 を 有 す る 。
　 　 【 ０ ０ ９ ０ 】
　 酵 母 宿 主 と 共 に 用 い て 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 例 と し て は 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ ラ ー ト
キ ナ ー ゼ ［ Hitzeman 等 , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］ 又 は 他 の 糖 分 解 酵 素 ［ Hess
 等 , J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 17： 4900(1987)］
、 例 え ば エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ
、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -６ -リ ン 酸 イ ソ
メ ラ ー ゼ 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ セ リ ン 酸 イ ソ
メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
　 他 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 成 長 条 件 に よ っ て 転 写 が 制 御 さ れ る 付 加 的 効 果 を 有 す
る 誘 発 的 プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ム Ｃ 、 酸 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 と 関 連 す る 分 解 性 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド
-３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 及 び マ ル ト ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 を 支 配 す る 酵 素 の
プ ロ モ ー タ ー 領 域 が あ る 。 酵 母 菌 で の 発 現 に 好 適 に 用 い ら れ る ベ ク タ ー と プ ロ モ ー タ は EP
 73,657に 更 に 記 載 さ れ て い る 。
　 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に お け る ベ ク タ ー か ら の Ｐ Ｒ Ｏ 転 写 は 、 例 え ば 、 ポ リ オ ー マ ウ ィ ル
ス 、 伝 染 性 上 皮 腫 ウ ィ ル ス (1989年 7月 5日 公 開 の UK 2,211,504)、 ア デ ノ ウ ィ ル ス (例 え ば
ア デ ノ ウ ィ ル ス ２ )、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、
レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ ィ ル ス 及 び サ ル ウ ィ ル ス ４ ０ (SV40)の よ う な ウ ィ ル ス の ゲ ノ
ム か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 異 種 性 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ア ク チ ン プ ロ モ ー タ
ー 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 熱 衝 撃 プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー
に よ っ て 、 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 宿 主 細 胞 系 に 適 合 し 得 る 限 り 制 御 さ れ る 。
　 　 【 ０ ０ ９ １ 】
　 よ り 高 等 の 真 核 生 物 に よ る 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は 、 ベ ク タ ー 中 に エ
ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ 得 る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 通 常 は 約 １ ０ か
ら ３ ０ ０ 塩 基 対 で 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 用 し て そ の 転 写 を 増 強 す る Ｄ Ｎ Ａ の シ ス 作 動 要 素 で
あ る 。 哺 乳 動 物 遺 伝 子 由 来 の 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 現 在 知 ら れ て い る (グ ロ ビ ン 、 エ
ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 及 び イ ン ス リ ン )。 し か し な が ら 、 典 型 的
に は 、 真 核 細 胞 ウ ィ ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー が 用 い ら れ る で あ ろ う 。 例 と し て は 、 複 製 起
点 の 後 期 側 の Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー (１ ０ ０ － ２ ７ ０ 塩 基 対 )、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 初 期
プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 及 び ア デ ノ ウ ィ
ル ス エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 配 列 の ５ ’ 又 は ３ ’ 位 で
ベ ク タ ー 中 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 得 る が 、 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー か ら ５ ’ 位 に 位 置 し て
い る 。
　 ま た 真 核 生 物 宿 主 細 胞 (酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 又 は 他 の 多 細 胞 生 物 由
来 の 有 核 細 胞 )に 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 の 終 結 及 び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要 な
配 列 も 含 む 。 こ の よ う な 配 列 は 、 真 核 生 物 又 は ウ ィ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 通 常 は ５
’ 、 時 に は ３ ’ の 非 翻 訳 領 域 か ら 取 得 で き る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ の 非 翻 訳 部 分 に ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト を 含 む
。
　 組 換 え 脊 椎 動 物 細 胞 培 養 で の Ｐ Ｒ Ｏ の 合 成 に 適 応 化 す る の に 適 切 な 他 の 方 法 、 ベ ク タ ー
及 び 宿 主 細 胞 は 、 Gething等 , Nature, 293:620-625 (1981); Mantei等 , Nature, 281:40-
46 (1979); EP 117,060; 及 び EP 117,058に 記 載 さ れ て い る 。
　 　 【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ４ ． 遺 伝 子 増 幅 ／ 発 現 の 検 出
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　 遺 伝 子 の 増 幅 及 び ／ 又 は 発 現 は 、 こ こ で 提 供 さ れ た 配 列 に 基 づ き 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ
ロ ー ブ を 用 い 、 例 え ば 、 従 来 よ り の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 定 量 化 す る ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ［ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］ 、 ド ッ ト
ブ ロ ッ ト 法 (Ｄ Ｎ Ａ 分 析 )、 又 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 法 に よ っ て 、 直 接 的 に 試 料 中
で 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 及 び Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ
イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 又 は Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 二 本 鎖 を 含 む 、 特 異 的 二 本 鎖 を 認 識 す る こ と が で
き る 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 次 い で 、 抗 体 を 標 識 し 、 ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と が で き
、 こ こ で 二 本 鎖 は 表 面 に 結 合 し て お り 、 そ の 結 果 二 本 鎖 の 表 面 で の 形 成 の 時 点 で そ の 二 本
鎖 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 あ る い は 、 遺 伝 子 の 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 直 接 的 に 定 量 す る 免 疫 学 的 な 方 法 、 例
え ば 細 胞 又 は 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び 細 胞 培 養 又 は 体 液 の ア ッ セ イ に よ っ て 、
測 定 す る こ と も で き る 。 試 料 液 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び ／ 又 は ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で も ポ リ ク ロ ー ナ ル で も よ く 、 任 意 の 哺 乳 動 物 で 調 製 す る こ と が で き る
。 簡 便 に は 、 抗 体 は 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は こ こ で 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を ベ ー ス と し た 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 し 特 異 的 抗 体 エ ピ
ト ー プ を コ ー ド す る 外 因 性 配 列 に 対 し て 調 製 さ れ 得 る 。
　 　 【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ５ ． ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 Ｐ Ｒ Ｏ の 形 態 は 、 培 地 又 は 宿 主 細 胞 の 溶 菌 液 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。 膜 結 合 性 で あ
る な ら ば 、 適 切 な 洗 浄 液 (例 え ば ト リ ト ン -Ｘ １ ０ ０ )又 は 酵 素 的 切 断 を 用 い て 膜 か ら 引 き
離 す こ と が で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現 に 用 い ら れ る 細 胞 は 、 凍 結 融 解 サ イ ク ル 、 超 音 波 処 理 、
機 械 的 破 壊 、 又 は 細 胞 溶 解 剤 な ど の 種 々 の 化 学 的 又 は 物 理 的 手 段 に よ っ て 破 壊 す る こ と が
で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ を 、 組 換 え 細 胞 タ ン パ ク 又 は ポ リ ペ プ チ ド か ら 精 製 す る こ と が 望 ま し い 。 適 切 な
精 製 手 順 の 例 で あ る 次 の 手 順 に よ り 精 製 さ れ る ： す な わ ち 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム で の 分 画 ；
エ タ ノ ー ル 沈 殿 ； 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ； シ リ カ 又 は カ チ オ ン 交 換 樹 脂 、 例 え ば Ｄ Ｅ Ａ Ｅ に よ る ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ ； Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ； 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿
； 例 え ば セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ -７ ５ を 用 い る ゲ ル 濾 過 ;Ｉ ｇ Ｇ の よ う な 汚 染 物 を 除 く プ ロ テ イ
ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 を 結 合 さ せ る 金
属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム で あ る 。 こ の 分 野 で 知 ら れ 、 例 え ば 、 Deutcher, Methodes in Enzymo
logy, 182 (1990)； Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springe
r-Verlag, New York (1982)に 記 載 さ れ た 多 く の タ ン パ ク 質 精 製 方 法 を 用 い る こ と が で き
る 。 選 ば れ る 精 製 過 程 は 、 例 え ば 、 用 い ら れ る 生 産 方 法 及 び 特 に 生 産 さ れ る 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ
の 性 質 に 依 存 す る 。
　 　 【 ０ ０ ９ ４ 】
Ｅ ． Ｐ Ｒ Ｏ の 用 途
　 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ 又 は そ れ ら の ） は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と
し て の 使 用 を 含 む 分 子 生 物 学 の 分 野 に お い て 、 染 色 体 及 び 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ に お い て 、 及
び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 に お い て 種 々 の 用 途 を 有 し て い る 。 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ
核 酸 も 、 こ こ に 記 載 さ れ る 組 換 え 技 術 に よ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 に 有 用 で あ ろ う 。
　 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 は 、 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 又 は こ こ に 開 示
し た Ｐ Ｒ Ｏ 配 列 に 対 し て 所 望 の 配 列 同 一 性 を 持 つ 更 に 他 の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ の 天 然
発 生 変 異 体 又 は 他 の 種 か ら の Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る も の ） の 単 離 の た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ 用 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 プ ロ ー ブ の 長 さ は
約 ２ ０ ～ 約 ５ ０ 塩 基 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 部 分 的 に 全 長 天 然
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 新 規 な 領 域 か ら 誘 導 し て も よ く 、 そ れ ら の 領 域 は 、 過 度 の 実 験 を す る
こ と な く 、 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 成 分 及 び イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ
ム 配 列 か ら 誘 導 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 の コ
ー ド 化 領 域 を 周 知 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 用 い て 単 離 し て 約 ４ ０ 塩 基 の 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ を 合 成
す る こ と を 含 む 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 ３ ２ Ｐ 又 は ３ ５ Ｓ 等 の 放 射 性 ヌ ク レ オ チ
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ド 、 又 は ア ビ デ ィ ン ／ ビ オ チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 等 の 酵 素 標 識 を 含 む 種 々 の 標 識 で 標 識 さ れ う る 。 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 に
相 補 的 な 配 列 を 有 す る 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー の 何 れ の メ ン バ ー が プ ロ ー ブ に ハ
イ ブ ッ ド 形 成 す る か を 決 定 す る の に 使 用 で き る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 技 術 は 、 以 下 の 実 施 例
に お い て 更 に 詳 細 に 記 載 す る 。
　 　 【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 出 願 で 開 示 す る 任 意 の Ｅ Ｓ Ｔ は プ ロ ー ブ と 同 様 に 、 こ こ に 記 載 し た 方 法 で 用 い る こ と
が で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 の 他 の 有 用 な 断 片 は 、 標 的 Ｐ Ｒ Ｏ ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ セ ン ス ） 又 は Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ （ ア
ン チ セ ン ス ） 配 列 に 結 合 で き る 一 本 鎖 核 酸 配 列 （ Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ か ） を 含 む ア
ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 本 発 明 に よ る と 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 化 領 域 の 断 片 を 含 む 。 こ の よ う な 断 片
は 、 一 般 的 に は 少 な く と も 約 １ ４ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 １ ４ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 。 与 え ら れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 制 御 す る 可 能 性 は 、 例 え ば 、 Stein及 び Cohen（ CancerRes. 48:
 2659: 1988） 及 び  van der Krol等 （ BioTechniques 6: 958, 1988） に 記 載 さ れ て い る 。
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 核 酸 配 列 へ の 結 合 は 二 重 鎖 の 形 成 を
も た ら し 、 そ れ は 、 二 重 鎖 の 分 解 の 促 進 、 転 写 又 は 翻 訳 の 期 外 停 止 を 含 む 幾 つ か の 方 法 の
一 つ 、 又 は 他 の 方 法 に よ り 、 標 的 配 列 の 転 写 又 は 翻 訳 を 阻 止 す る 。 よ っ て 、 ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｒ Ｏ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 止 す る の に 用 い ら れ る 。 ア ン チ セ ン
ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 修 飾 糖 － ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 （ 又 は 他 の 糖 結 合 、
WO 91/06629に 記 載 の も の 等 ） を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に 含 み 、 そ の よ う な 糖
結 合 は 内 因 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 で あ る 。 そ の よ う な 耐 性 糖 結 合 を 持 つ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 イ ン ビ ボ で 安 定 で あ る が （ 即 ち 、 酵 素 分 解 に 耐 え う る が ） 、 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
結 合 で き る 配 列 特 異 性 は 保 持 し て い る 。
　 　 【 ０ ０ ９ ６ 】
　 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 他 の 例 は 、 WO 90/10048に 記 載 さ れ て い
る も の の よ う な 、 有 機 部 分 、 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 核 酸 配 列 へ の 親 和 性 を 向 上 さ
せ る 他 の 部 分 、 例 え ば ポ リ -(Ｌ -リ ジ ン )に 共 有 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 さ ら
に ま た 、 エ リ プ チ シ ン 等 の 挿 入 剤 、 ア ル キ ル 化 剤 又 は 金 属 作 体 を セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ せ 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 へ の 結 合 特 異 性 を 改 変 し て も よ い 。
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ -媒 介 Ｄ Ｎ Ａ 形 質
移 入 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 含 む 任 意 の 遺 伝 子 転 換 方 法 に よ り 、 又 は エ プ ス タ イ ン -
バ ー ウ イ ル ス な ど の 遺 伝 子 転 換 ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 に
導 入 さ れ る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切 な
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ キ ソ
ビ ボ で 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 接 触 さ せ る 。 好 適 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、
こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス Ｍ -Ｍ ｕ Ｌ Ｖ か ら 誘 導 さ れ る も の 、 Ｎ ２ （
Ｍ -Ｍ ｕ Ｌ Ｖ か ら 誘 導 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス ） 、 又 は Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ａ 、 Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ｂ 及 び Ｄ Ｃ Ｔ
５ Ｃ と 命 名 さ れ た ダ ブ ル コ ピ ー ベ ク タ ー （ WO 90/13641参 照 ） を 含 む 。
　 　 【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ま た 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 WO 91/04753に 記 載 さ れ て い る
よ う に 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 と の 複 合 体 の 形 成 に よ り 標 的 配 列 を 含 む 細 胞 に 導 入 し て も よ い
。 適 切 な リ ガ ン ド 結 合 分 子 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー 、 成 長 因 子 、
他 の サ イ ト カ イ ン 、 又 は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 結 合 す る 他 の リ ガ ン ド を 含 む 。 好 ま し く は
、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 の 複 合 体 形 成 は 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 が そ の 対 応 す る 分 子 又 は レ セ プ タ
ー に 結 合 す る 、 あ る い は セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 複 合 体 の 細
胞 へ の 侵 入 を 阻 止 す る 能 力 を 実 質 的 に 阻 害 し な い 。
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　 あ る い は 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 WO 90/10448に 記 載 さ れ た
よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 脂 質 複 合 体 の 形 成 に よ り 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 に 導 入 し
て も よ い 。 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 脂 質 複 合 体 は 、 好 ま し く は 内 因
性 リ パ ー ゼ に よ り 細 胞 内 で 分 解 さ れ る 。
　 　 【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ま た 、 プ ロ ー ブ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 に 用 い て 、 密 接 に 関 連 し た Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 配 列 の 同 定 の
た め の 配 列 の プ ー ル を 作 成 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 そ の Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の マ ッ ピ ン グ の
た め 、 及 び 遺 伝 子 疾 患 を 持 つ 個 体 の 遺 伝 子 分 析 の た め の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ の 作 成
に も 用 い る こ と が で き る 。 こ こ に 提 供 さ れ る 核 酸 配 列 は 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、
既 知 の 染 色 体 マ ー カ ー に 対 す る 結 合 分 析 、 及 び ラ イ ブ ラ リ ー で の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 ス ク リ
ー ニ ン グ 等 の 周 知 の 技 術 を 用 い て 、 染 色 体 及 び 染 色 体 の 特 定 領 域 に マ ッ ピ ン グ す る こ と が
で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ の コ ー ド 化 配 列 が 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 場 合 （ 例 え
ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ が レ セ プ タ ー で あ る 場 合 ） 、 Ｐ Ｒ Ｏ は 、 そ の リ ガ ン ド を 同 定 す る ア ッ セ イ に 用
い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 結 合 性 相 互 作 用 の 阻 害
剤 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 結 合 性 相 互 作 用 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 も 、 ペ プ チ
ド 又 は 小 分 子 阻 害 剤 又 は 結 合 性 相 互 作 用 の ア ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で
き る 。 ま た 、 レ セ プ タ ー Ｐ Ｒ Ｏ は 関 連 す る リ ガ ン ド の 単 離 に も 使 用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン
グ ア ッ セ イ は 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ の レ セ プ タ ー の 生 物 学 的 活 性 に 似 た リ ー ド 化 合 物 の
発 見 の た め に 設 計 さ れ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー の
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に も 用 い ら れ 、 小 分 子 候 補 薬 剤 の 同 定 に 特 に 適 し た も の と
す る 。 考 慮 さ れ る 小 分 子 は 、 合 成 有 機 又 は 無 機 化 合 物 を 含 む 。 ア ッ セ イ は 、 こ の 分 野 で 良
く 知 ら れ 特 徴 付 け ら れ て い る タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 物 学 的 ス ク リ ー ニ
ン グ ア ッ セ イ 、 免 疫 検 定 及 び 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ を 含 む 種 々 の 型 式 で 実 施 さ れ る 。
　 　 【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ 又 は そ の 任 意 の 修 飾 型 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は
「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を す る の に も 使 用 で き 、 こ れ ら は 治 療 的 に 有 用 な 試 薬 の 開 発 や
ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト )と は 、
出 生 前 、 例 え ば 胚 段 階 で 、 そ の 動 物 又 は そ の 動 物 の 祖 先 に 導 入 さ れ た 導 入 遺 伝 子 を 含 む 細
胞 を 有 す る 動 物 で あ る 。 導 入 遺 伝 子 と は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 発 生 す る 細 胞 の ゲ ノ
ム に 組 み 込 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 確 立
さ れ た 技 術 に よ り Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ン 化 す る た め に 使 用 す る こ と
が で き 、 ゲ ノ ム 配 列 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ
ス 又 は ラ ッ ト 等 の 特 定 の 動 物 を 産 生 す る 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 常 套 的 に な っ て お り 、 例
え ば 米 国 特 許 第 4,736,866号 や 第 4,870,009号 に 記 述 さ れ て い る 。 典 型 的 に は 、 特 定 の 細 胞
を 組 織 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー で の Ｐ Ｒ Ｏ 導 入 遺 伝 子 の 導 入 の 標 的 に す る 。 胚 段 階 で 動 物 の 生
殖 系 列 に 導 入 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は
Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 増 大 し た 発 現 の 影 響 を 調 べ る た め に 使 用 で き る 。 こ の よ う な
動 物 は 、 例 え ば そ の 過 剰 発 現 を 伴 う 病 理 学 的 状 態 に 対 し て 保 護 を も た ら す と 思 わ れ る 試 薬
の テ ス タ ー 動 物 と し て 使 用 で き る 。 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て は 、 動 物 を 試 薬 で 治 療 し 、
導 入 遺 伝 子 を 有 す る 未 治 療 の 動 物 に 比 べ 病 理 学 的 状 態 の 発 症 率 が 低 け れ ば 、 病 理 学 的 状 態
に 対 す る 治 療 的 処 置 の 可 能 性 が 示 さ れ る 。
　 　 【 ０ １ ０ ０ 】
　 あ る い は 、 Ｐ Ｒ Ｏ の 非 ヒ ト 相 同 体 は 、 動 物 の 胚 性 細 胞 に 導 入 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る
変 更 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 内 在 性 遺 伝 子 と の 間 の 相 同 的 組 換 え に よ っ て 、
Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 欠 陥 又 は 変 更 遺 伝 子 を 有 す る Ｐ Ｒ Ｏ 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 成 す る
た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 確 立 さ れ た 技 術 に 従 い 、 Ｐ
Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ に 使 用 で き る 。 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る ゲ ノ ム
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Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を 欠 失 し た り 、 組 み 込 み を 監 視 す る た め に 使 用 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ
ー ド す る 遺 伝 子 等 の 他 の 遺 伝 子 で 置 換 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ベ ク タ ー は 無 変 化
の フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ (５ ’ と ３ ’ 末 端 の 両 方 )を 数 キ ロ ベ ー ス 含 む ［ 例 え ば 、 相 同 的 組 換
え ベ ク タ ー に つ い て は Thomas及 び Capecchi, Cell, 51:503(1987)を 参 照 の こ と ］ 。 ベ ク タ
ー は 胚 性 幹 細 胞 に (例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て )導 入 し 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が
内 在 性 Ｄ Ｎ Ａ と 相 同 的 に 組 換 え ら れ た 細 胞 が 選 択 さ れ る ［ 例 え ば 、 Li等 , Cell, 69:915(1
992)参 照 ］ 。 選 択 さ れ た 細 胞 は 次 に 動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト )の 胚 盤 胞 内 に 注 入 さ れ
て 集 合 キ メ ラ を 形 成 す る ［ 例 え ば 、 Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cel
ls: A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152
参 照 ］ 。 そ の 後 、 キ メ ラ 性 胚 を 適 切 な 偽 妊 娠 の 雌 性 乳 母 に 移 植 し 、 期 間 を お い て 「 ノ ッ ク
ア ウ ト 」 動 物 を つ く り 出 す 。 胚 細 胞 に 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 子 孫 は 標 準 的
な 技 術 に よ り 同 定 さ れ 、 そ れ ら を 利 用 し て 動 物 の 全 細 胞 が 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を
含 む 動 物 を 繁 殖 さ せ る こ と が で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 不 在 で
あ る こ と に よ る あ る 種 の 病 理 的 状 態 及 び そ の 病 理 的 状 態 の 進 行 に 対 す る 防 御 能 力 に よ っ て
特 徴 付 け ら れ る 。
　 　 【 ０ １ ０ １ 】
　 ま た 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 遺 伝 子 治 療 に も 使 用 で き る 。 遺 伝 子 治 療
用 途 に お い て は 、 例 え ば 欠 陥 遺 伝 子 を 置 換 す る た め 、 治 療 的 有 効 量 の 遺 伝 子 産 物 の イ ン ビ
ボ 合 成 を 達 成 す る た め に 遺 伝 子 が 導 入 さ れ る 。 「 遺 伝 子 治 療 」 と は 、 １ 回 の 処 理 に よ り 継
続 的 効 果 が 達 成 さ れ る 従 来 の 遺 伝 子 治 療 と 、 治 療 的 に 有 効 な Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の １ 回 又
は 繰 り 返 し 投 与 を 含 む 遺 伝 子 治 療 薬 の 投 与 の 両 方 を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ
は 、 あ る 種 の 遺 伝 子 の イ ン ビ ボ 発 現 を 阻 止 す る 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。 短 い ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 細 胞 膜 に よ る 制 限 さ れ た 取 り 込 み に 起 因 す る 低 い 細 胞
内 濃 度 に も か か わ ら ず 、 そ れ が 阻 害 剤 と し て 作 用 す る 細 胞 中 に 移 入 で き る こ と は 既 に 示 さ
れ て い る （ Zamecnik等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4143-4146 [1986]） 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら の 負 に 荷 電 し た リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 基 を 非 荷 電 基 で 置 換 す る こ と に
よ っ て 取 り 込 み を 促 進 す る よ う に 修 飾 し て も よ い 。
　 生 存 可 能 な 細 胞 に 核 酸 を 導 入 す る た め の 種 々 の 技 術 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 核 酸
が 培 養 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 、 あ る い は 意 図 す る 宿 主 の 細 胞 に お い て イ ン ビ ボ で 移 入 さ れ る
か に 応 じ て 変 わ る 。 核 酸 を 哺 乳 動 物 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 移 入 す る の に 適 し た 方 法 は 、 リ ポ
ソ ー ム 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 細 胞 融 合 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ
キ ス ト ラ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 な ど を 含 む 。 現 在 好 ま し い イ ン ビ ボ 遺 伝 子 移 入 技 術
は 、 ウ イ ル ス （ 典 型 的 に は レ ト ロ ウ イ ル ス ） ベ ク タ ー で の 形 質 移 入 及 び ウ イ ル ス 被 覆 タ ン
パ ク 質 -リ ポ ソ ー ム 媒 介 形 質 移 入 で あ る （ Dzau等 , Trends, in Biotechnology 11, 205-21
9） 。 幾 つ か の 状 況 で は 、 核 酸 供 給 源 を 、 細 胞 表 面 膜 タ ン パ ク 質 又 は 標 的 細 胞 に 特 異 的 な
抗 体 、 標 的 細 胞 上 の レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド 等 の 標 的 細 胞 を 標 的 化 す る 薬 剤 と と も に
提 供 す る の が 望 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム を 用 い る 場 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 伴 っ て 細 胞 表 面
膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 特 定 の 細 胞 型 向 性 の カ プ シ ド タ ン パ ク 質 又
は そ の 断 片 、 サ イ ク ル に お い て 内 部 移 行 を 受 け る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 細 胞 内 局 在 化
を 標 的 と し 細 胞 内 半 減 期 を 向 上 さ せ る タ ン パ ク 質 が 、 標 的 化 及 び ／ 又 は 取 り 込 み の 促 進 の
た め に 用 い ら れ る 。 レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス は 、 例 え ば 、 Wu等 , J. Biol. Che
m. 262, 4429-2232 (1987); 及 び Wagner等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414
 (1990)に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。 遺 伝 子 作 成 及 び 遺 伝 子 治 療 の プ ロ ト コ ー ル の 概 説 に つ
い て は 、 Anderson等 , Science 256, 808-813 (1992)を 参 照 の こ と 。
　 　 【 ０ １ ０ ２ 】
　 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 電 気 泳 動 目 的 の 分 子 量 マ ー カ ー と し
て 用 い て も よ い 。
　 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 染 色 体 同 定 に
有 用 で あ る 。 こ の 点 に お い て 、 実 際 の 配 列 に 基 づ く 染 色 体 マ ー キ ン グ 試 薬 は 殆 ど 利 用 可 能
で は な い た め 、 新 規 な 染 色 体 マ ー カ ー の 同 定 の 必 要 性 が 存 在 し て い る 。 本 発 明 の 各 Ｐ Ｒ Ｏ
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核 酸 分 子 は 染 色 体 マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 。
　 ま た 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 核 酸 分 子 は 組 織 タ イ ピ ン グ に 使 用 で き 、 本 発 明 の
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 一 方 の 組 織 で 他 方 に 比 較 し て 異 な る 発 現 を す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ 核 酸 分 子 は
、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 サ ザ ン 分 析 及 び ウ ェ ス タ ン 分 析 の プ ロ ー ブ 生 成 の た め の 用 途 が
見 出 さ れ る で あ ろ う 。
　 こ こ に 記 載 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 治 療 薬 と し て 用 い て も よ い 。 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド は 、 製 薬 的 に 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る の に 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 製 剤 さ れ 、 そ れ
に よ り 、 こ の Ｐ Ｒ Ｏ 生 成 物 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 媒 体 と 混 合 さ れ る 。 治 療 用 製 剤 は 、
凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 又 は 水 性 溶 液 の 形 態 で 、 任 意 的 な 製 薬 上 許 容 可 能 な 担 体 、 賦 形 剤 又 は
安 定 剤 と 、 所 望 の 精 製 度 を 有 す る 活 性 成 分 と を 混 合 す る こ と に よ り (Remington's Pharmac
eutical Sciences, 16th edition, A. Osol, Ed., [1980])、 調 製 さ れ 保 管 さ れ る 。 許 容
さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 剤 は 、 用 い る 投 与 量 及 び 濃 度 で は レ シ ピ エ ン ト に 対 し て 無 毒
性 で あ り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 及 び 他 の 有 機 酸 等 の 緩 衝 液 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 抗 酸 化 剤
； 低 分 子 量 (残 基 数 １ ０ 個 未 満 )ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 又 は 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 重 合 体 ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、
ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 又 は デ キ ス
ト リ ン 等 の 単 糖 類 、 二 糖 類 又 は 他 の 炭 水 化 物 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 、 マ ン ニ ト ー ル 又
は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 類 、 ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又 は Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ (商 品
名 )、 Ｐ Ｌ Ｕ Ｒ Ｏ Ｎ Ｉ Ｃ Ｓ (商 品 名 )又 は Ｐ Ｅ Ｇ 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
　 　 【 ０ １ ０ ３ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 滅 菌 さ れ て い な く て は な ら な い 。 こ れ は 、 凍 結 乾 燥 及
び 再 構 成 の 前 又 は 後 に 、 滅 菌 フ ィ ル タ ー 膜 を 通 す 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
　 こ こ で 、 本 発 明 の 製 薬 組 成 物 は 一 般 に 、 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー ト を 具 備 す る 容 器 、 例 え ば
、 皮 下 注 射 針 で 貫 通 可 能 な ス ト ッ パ ー を 持 つ 静 脈 内 バ ッ グ 又 は バ イ ア ル 内 に 配 さ れ る 。
　 投 与 経 路 は 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、 動 脈 内 又 は 病
巣 内 経 路 で の 注 射 又 は 注 入 、 局 所 投 与 、 又 は 徐 放 系 に よ る 。
　 本 発 明 の 製 薬 組 成 物 の 用 量 及 び 望 ま し い 薬 物 濃 度 は 、 意 図 す る 特 定 の 用 途 に 応 じ て 変 化
す る 。 適 切 な 用 量 又 は 投 与 経 路 の 決 定 は 、 通 常 の 内 科 医 の 技 量 の 範 囲 内 で あ る 。 動 物 実 験
は 、 ヒ ト 治 療 の た め の 有 効 量 の 決 定 に つ い て の 信 頼 で き る ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る 。 有 効 量
の 種 間 ス ケ ー リ ン グ は 、 Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobi等 , 編 , Per
gamon Press, New York 1989, pp. 42-96の Mordenti, J. 及 び chappell, W. 「 The use o
f interspecies scaling in toxicokinetics」 に 記 載 さ れ た 原 理 に 従 っ て 実 施 で き る 。
　 　 【 ０ １ ０ ４ 】
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の イ ン ビ ボ 投 与 が 用 い ら れ
る 場 合 、 正 常 な 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に 応 じ て 、 哺 乳 動 物 の 体 重 当 た り １ 日 に 約 １ ０ ｎ ｇ ／
ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ま で 、 好 ま し く は 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 か ら １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日
で あ る 。 特 定 の 用 量 及 び 輸 送 方 法 の 指 針 は 文 献 に 与 え ら れ て い る ； 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,
657,760号 、 第 5,206,344号 、 又 は 第 5,225,212号 参 照 。 異 な る 製 剤 が 異 な る 治 療 用 化 合 物
及 び 異 な る 疾 患 に 有 効 で あ る こ と 、 例 え ば 一 つ の 器 官 又 な 組 織 を 標 的 と す る 投 与 に は 他 の
器 官 又 は 組 織 と は 異 な る 方 式 で 輸 送 す る こ と は 必 要 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 を 必 要 と す る 任 意 の 疾 患 又 は 疾 病 の 治 療 に 適 し た 放 出 特 性 を
持 つ 製 剤 で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 持 続 放 出 が 望 ま れ る 場 合 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の マ イ ク
ロ カ プ セ ル 化 が 考 え ら れ る 。 持 続 放 出 の た め の 組 換 え タ ン パ ク 質 の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 は
、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン （ ｒ ｈ Ｇ Ｈ ） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ ｒ ｈ Ｉ Ｆ Ｎ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン
-２ 、 及 び Ｍ Ｎ ｒ ｇ ｐ １ ２ ０ で 成 功 裏 に 実 施 さ れ て い る 。 Johnson等 , Nat. Med., 2: 795-
799 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Hora等 , Bio/Technology,
 8: 755-758 (1990); Cleland, 「 Design and Production of Single Immunization Vacc
ines Using Polyactide Polyglycolide Microsphere Systems」 Vaccine Design: The Sub
unit and Adjuvant Approach, Po  及 び  Newman編 , (Plenum Press: New York, 1995)
, p. 439-462; WO 97/03692, WO 96/40072, WO 96/07399; 及 び 米 国 特 許 第 5,654,010号 。
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　 　 【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 持 続 放 出 製 剤 は 、 ポ リ -乳 酸 -コ グ リ コ ー ル 酸 （ Ｐ Ｌ Ｇ Ａ ） ポ リ マ
ー を 用 い 、 そ の 生 体 適 合 性 及 び 広 範 囲 の 生 分 解 特 性 に 基 づ い て 開 発 さ れ た 。 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の 分
解 生 成 物 で あ る 乳 酸 及 び グ リ コ ー ル 酸 は 、 ヒ ト 身 体 内 で 即 座 に ク リ ア さ れ る 。 さ ら に 、 こ
の ポ リ マ ー の 分 解 性 は 、 分 子 量 及 び 組 成 に 依 存 し て 数 ヶ 月 か ら 数 年 ま で 調 節 で き る 。 Lewi
s, 「 Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer」 : M.
 Chasin及 び  R. Langer (編 ), Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Mar
cel Dekker: New York, 1990), pp. 1-41。
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 類 似 す る （ ア ゴ ニ ス ト ） 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 効
果 を 阻 害 す る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） も の を 同 定 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 包
含 す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ
ー ド さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 又 は 複 合 体 形 成 す る 化 合 物 、 又 は 他 に コ ー ド 化 ポ リ
ペ プ チ ド お 他 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 設 計 さ
れ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 そ れ を 特 に 小 分 子 候 補 薬 の 同 定 に 適 し た も
の に す る 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 可 能 な ア ッ セ イ を 含
む 。
　 こ の ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 化 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 及 び 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ で 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た も の を 含 む 種
々 の 方 式 で 実 施 さ れ る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て の 全 て の ア ッ セ イ は 、 そ れ ら が 候 補 薬 を こ こ で 同 定 さ れ た 核 酸
に コ ー ド さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 、 こ れ ら ２ つ の 成 分 が 相 互 作 用 す る の に 十 分 な 条 件
下 及 び 時 間 で 接 触 さ せ る こ と を 必 要 と す る こ と に お い て 共 通 す る 。
　 　 【 ０ １ ０ ６ 】
　 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 相 互 作 用 は 結 合 で あ り 、 形 成 さ れ た 複 合 体 は 単 離 さ れ る か 、 又
は 反 応 混 合 物 中 で 検 出 さ れ る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 こ こ に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ
れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 候 補 薬 が 、 共 有 又 は 非 共 有 結 合 に よ り 固 相 、 例 え ば ミ ク ロ タ
イ タ ー プ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 。 非 共 有 結 合 は 、 一 般 的 に 固 体 表 面 を ポ リ ペ プ チ ド の 溶 液
で 被 覆 し 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 固 定 化 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド
に 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 そ れ を 固 体 表 面 に 固 着 さ せ る た め
に 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 固 定 化 成 分 、 例 え ば 固 着 成 分 を 含 む 被 覆 表 面 に 、 検
出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い て も よ い 非 固 定 化 成 分 を 添 加 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 反
応 が 完 了 し た と き 、 未 反 応 成 分 を 例 え ば 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 固 体 表 面 に 固 着 し た 複 合 体 を
検 出 す る 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 検 出 可 能 な 標 識 を 有 し て い る 場 合 、 表 面 に 固 定 化 さ れ た
標 識 の 検 出 は 複 合 体 形 成 が 起 こ っ た こ と を 示 す 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 標 識 を 持 た な い 場
合 は 、 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 に よ っ て
検 出 で き る 。
　 候 補 化 合 物 が 相 互 作 用 す る が こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ に 結 合 し な い 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互
作 用 を 検 出 す る た め に 良 く 知 ら れ た 方 法 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な
ア ッ セ イ は 、 架 橋 、 同 時 免 疫 沈 降 、 及 び 勾 配 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ カ ラ ム を 通 す 同 時 精 製
な ど の 伝 統 的 な 手 法 を 含 む 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は 、 Fields及 び 共
同 研 究 者 等 ［ Fiels及 び Song, Nature(London) 340, 245-246 (1989); Chien等 , Proc.Nat
l. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］ に 記 載 さ れ た 酵 母 菌 ベ ー ス の 遺 伝 子 系 を 用 い
る こ と に よ り 、 Chevray及 び Nathans［ Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)
］ に 開 示 さ れ て い る 酵 母 菌 ベ ー ス の 系 を 用 い て 監 視 す る こ と が で き る 。 酵 母 菌 Ｇ Ａ Ｌ ４ な
ど の 多 く の 転 写 活 性 化 剤 は 、 ２ つ の 物 理 的 に 別 個 の モ ジ ュ ラ ー ド メ イ ン か ら な り 、 一 方 は
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と し て 作 用 し 、 他 方 は 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と し て 機 能 す る 。 以 前 の 文
献 に 記 載 さ れ た 酵 母 菌 発 現 系 （ 一 般 に 「 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 系 」 と 呼 ば れ る ） は 、 こ の 特 性
の 長 所 を 利 用 し て 、 ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 用 い 、 一 方 で は 標 的 タ ン パ ク 質 が Ｇ
Ａ Ｌ ４ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 し 、 他 方 で は 、 候 補 と な る 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 活 性 化
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ド メ イ ン に 融 合 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｌ １ -ｌ ａ ｃ Ｚ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 で の 発 現 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 介 し た Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 の 再
構 成 に 依 存 す る 。 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む コ ロ ニ ー は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に
対 す る 色 素 生 産 性 物 質 で 検 出 さ れ る 。 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 を 用 い た ２ つ の 特 定 な タ ン パ
ク 質 間 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 同 定 す る た め の 完 全 な キ ッ ト （ MATCHMAKER(商
品 名 )） は 、 Clontechか ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ の 系 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 相 互 作
用 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の マ ッ ピ ン グ 、 並 び に こ の 相 互 作 用 に と っ て 重 要 な ア ミ
ノ 酸 残 基 の 特 定 に も 拡 張 す る こ と が で き る 。
　 　 【 ０ １ ０ ７ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 細 胞 内 又 は 細 胞 外 成 分 と の
相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 次 の よ う に 試 験 で き る ： 通 常 は 反 応 混 合 物 は 、 遺 伝 子 産 物
と 細 胞 外 又 は 細 胞 内 成 分 を 、 そ れ ら ２ つ の 生 成 物 が 相 互 作 用 及 び 結 合 す る 条 件 下 及 び 時 間
で 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。 候 補 化 合 物 が 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 試 験 す る た め に 、 反 応 は 試
験 化 合 物 の 不 存 在 及 び 存 在 下 で 実 施 さ れ る 。 さ ら に 、 プ ラ シ ー ボ を 第 ３ の 反 応 混 合 物 に 添
加 し て ポ ジ テ ィ ブ 対 照 を 提 供 し て も よ い 。 混 合 物 中 に 存 在 す る 試 験 化 合 物 と 細 胞 内 又 は 細
胞 外 成 分 と の 結 合 （ 複 合 体 形 成 ） は 上 記 の よ う に 監 視 さ れ る 。 試 験 化 合 物 を 含 有 す る 反 応
混 合 物 で は な く 対 照 反 応 に お け る 複 合 体 の 形 成 は 、 試 験 化 合 物 が 試 験 化 合 物 と そ の 結 合 パ
ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 検 定 す る た め に 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 特 定 の 活 性 に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ す る 化 合 物 と と も に 添 加 し て よ く 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 存 在 下 で の 対 象 と す る 活 性
を 阻 害 す る 化 合 物 の 能 力 が 化 合 物 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示
す 。 あ る い は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 膜 結 合 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド レ
セ プ タ ー 又 は 組 換 え レ セ プ タ ー を 持 つ 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 、 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ に 適
し た 条 件 下 で 結 合 さ せ る こ と に よ り 検 出 し て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 放 射 活 性 等
で 標 識 で き 、 レ セ プ タ ー に 結 合 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 数 を 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有
効 性 を 決 定 す る の に 使 用 で き る 。 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 多
く の 方 法 、 例 え ば リ ガ ン ド パ ン ニ ン グ 及 び Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ソ ー ト に よ り 同 定 で き る 。 Coligan等 ,
 Current Protocols in Immun., 1(2): Chapter 5 (1991)。 好 ま し く は 、 発 現 ク ロ ー ニ ン
グ が 用 い ら れ 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 Ｒ Ｎ Ａ が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 の 細 胞 か ら 調 製 さ れ
、 こ の Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ が プ ー ル に 分 配 さ れ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 又 は Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 反 応 性 で な い 他 の 細 胞 の 形 質 移 入 に 使 用 さ れ る 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス で 成 長
さ せ た 形 質 移 入 細 胞 を 標 識 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 暴 露 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、
ヨ ウ 素 化 又 は 部 位 特 異 的 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ の 認 識 部 位 の 包 含 を 含 む 種 々 の 手 段 で 標 識 で
き る 。 固 定 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ス ラ イ ド に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 分 析 を 施 す 。
ポ ジ テ ィ ブ プ ー ル を 同 定 し 、 相 互 作 用 サ ブ プ ー ル 化 及 び 再 ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 を 用 い て サ
ブ プ ー ル を 調 製 し て 再 形 質 移 入 し 、 結 果 的 に 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 単 一 の ク ロ ー ン
を 生 成 す る 。
　 　 【 ０ １ ０ ８ 】
　 レ セ プ タ ー 同 定 の 代 替 的 方 法 と し て 、 標 識 化 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を レ セ プ タ ー 分 子 を 発
現 す る 細 胞 膜 又 は 抽 出 調 製 物 に 光 親 和 性 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 架 橋 材 料 は Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に
溶 解 さ せ 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 暴 露 す る 。 レ セ プ タ ー を 含 む 標 識 複 合 体 を 励 起 し 、 ペ プ チ ド 断
片 に 分 離 し 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ 配 列 決 定 を 施 す こ と が で き る 。 マ イ ク ロ 配 列 決 定 か ら 得
た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を
ス ク リ ー ニ ン グ す る 分 解 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 組 の 設 計 に 用 い ら れ る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の 検 定 で は 、 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 又 は 膜 調 製 物 を 、
候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 標 識 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 い で 、 こ
の 相 互 作 用 を 促 進 又 は 阻 止 す る 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 。
　 潜 在 的 な ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ り 特 別 な 例 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と の
融 合 体 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 、 限 ら れ な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド -及 び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 及 び こ れ ら の 抗 体 又
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は 断 片 の キ メ ラ 又 は ヒ ト 化 形 態 、 並 び に ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 を 含 ん で い る 。
あ る い は 、 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 密 接 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 レ セ プ タ ー を
認 識 す る が 効 果 を 与 え ず 、 従 っ て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 を 競 合 的 に 阻 害 す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド の 変 異 形 態 で あ っ て も よ い 。
　 他 の 潜 在 的 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ア ン チ セ ン ス 技 術 を 用 い て 調 製 さ
れ た ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 作 成 物 で あ り 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ
Ａ は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し て タ ン パ ク 質 翻 訳 を 妨 害 す る こ と に よ り ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の 翻 訳 を 直 接 阻 止 す る よ う に 作 用 す る 。 ア ン チ セ ン ス 技 術 は 、 ト リ プ ル へ リ ッ ク ス 形 成
又 は ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 通 し て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る の に 使 用 で き 、 そ れ ら
の 方 法 は と も に 、 ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に 基 づ く 。 例 え
ば 、 こ こ で の 成 熟 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ ’
コ ー ド 化 部 分 は 、 約 １ ０ か ら ４ ０ 塩 基 対 長 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設
計 に 使 用 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 に 含 ま れ る 遺 伝 子 の 領 域 に 相 補 的 で
あ る よ う に 設 計 さ れ （ ト リ プ ル へ リ ッ ク ス － Lee等 , Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); 
Cooney等 , Science, 241: 456 (1988); Dervan等 , Science, 251: 1360 (1991)参 照 ） 、
そ れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 及 び 生 成 を 防 止 す る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド は イ ン ビ ボ で ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ
チ ド へ の 翻 訳 を 阻 止 す る （ ア ン チ セ ン ス － Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oligode
oxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (SRS Press: Boca Raton
, FL, 1988)） 。 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 輸 送 さ れ 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又
は Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ビ ボ で 発 現 さ せ て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 を 阻 害 す る こ と も で き る 。
ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ が 用 い ら れ る 場 合 、 翻 訳 開 始 部 位 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の － １ ０ か ら ＋ １ ０ 位 置 の 間 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し
い 。
　 　 【 ０ １ ０ ９ 】
　 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 、 レ セ プ タ ー 結 合 部 位 、 又 は
成 長 因 子 又 は 他 の 関 連 結 合 部 位 に 結 合 し 、 そ れ に よ り Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 生 物 学
的 活 性 を 阻 止 す る 小 分 子 を 含 む 。 小 分 子 の 例 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 小 型 ペ プ チ ド 又
は ペ プ チ ド 様 分 子 、 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド 、 及 び 合 成 非 ペ プ チ ド 有 機 又 は 無 機 化 合 物
を 含 む 。
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 切 断 を 触 媒 で き る 酵 素 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 相 補 的 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 、 次 い で ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切 断 的 切
断 に よ り 作 用 す る 。 潜 在 的 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 既 知 の 技 術 で 同
定 で き る 。 更 な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及 び Ｐ Ｃ
Ｔ 公 報 、 番 号 WO 97/33551（ 1997年 9月 18日 発 行 ） を 参 照 。
　 転 写 阻 害 に 用 い ら れ る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 に お け る 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド か ら な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 基 本 組 成 は 、 フ ー グ ス チ ン 塩 基 対 則
を 介 す る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 を 促 進 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ は 一 般 に 二 重 鎖 の 一 方
の 鎖 上 の プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン の サ イ ズ 変 更 可 能 な 伸 展 を 必 要 と す る 。 さ ら な る 詳 細 は 、
例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 WO 97/33551, 上 掲 を 参 照 。
　 こ れ ら の 小 分 子 は 、 上 記 で 議 論 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 一 又 は 複 数 の 任 意 の も の
に よ り 及 び ／ 又 は 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 他 の 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 同 定 で き る
。
　 　 【 ０ １ １ ０ 】
Ｆ ． 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体
　 本 発 明 は 、 さ ら に 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 を 提 供 す る も の で あ る 。 抗 体 の 例 と し て は 、 ポ リ ク ロ
ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 二 重 特 異 性 及 び ヘ テ ロ 抱 合 体 抗 体 が 含 ま れ る 。
　 １ ． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 方 法 は 当 業 者
に 知 ら れ て い る 。 哺 乳 動 物 に お い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 免 疫 化 剤 、 及 び 所 望 す
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る の で あ れ ば ア ジ ュ バ ン ト を 、 一 又 は 複 数 回 注 射 す る こ と で 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 典
型 的 に は 、 免 疫 化 剤 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 複 数 回 皮 下 又 は 腹 腔 内 注 射 に よ り 、 哺 乳 動
物 に 注 射 す る 。 免 疫 化 剤 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 み う る 。 免
疫 化 剤 を 免 疫 化 さ れ た 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 に 抱 合 さ せ る
の が 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 免 疫 原 タ ン パ ク 質 の 例 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 キ ー ホ ー
ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 及 び 大 豆 ト リ プ シ ン
イ ン ヒ ビ タ ー が 含 ま れ る 。 使 用 さ れ 得 る ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ
ン ト 及 び Ｍ Ｐ Ｌ -Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト (モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 、 合 成 ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ
ミ コ ラ ー ト )が 含 ま れ る 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 、 過 度 の 実 験 な く 当 業 者 に よ り 選 択 さ れ
る で あ ろ う 。
　 　 【 ０ １ １ １ 】
　 ２ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 あ る い は 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 Kohler及 び Milstein, Nature, 256:495 (1975)に 記 載 さ れ て い る よ う な ハ イ ブ リ ド ー
マ 法 を 使 用 す る こ と で 調 製 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ
ー 又 は 他 の 適 切 な 宿 主 動 物 を 典 型 的 に は 免 疫 化 剤 に よ り 免 疫 化 す る こ と で 、 免 疫 化 剤 に 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る か あ る い は 生 成 可 能 な リ ン パ 球 を 誘 発 す る 。 ま た 、 リ ン パ
球 を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 す る こ と も で き る 。
　 免 疫 化 剤 は 、 典 型 的 に は 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む
。 一 般 に ヒ ト 由 来 の 細 胞 が 望 ま れ る 場 合 に は 末 梢 血 リ ン パ 球 (「 Ｐ Ｂ Ｌ 」 )が 使 用 さ れ 、 あ
る い は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 源 が 望 ま れ て い る 場 合 は 、 脾 臓 細 胞 又 は リ ン パ 節 細 胞 が 使 用 さ れ る
。 次 い で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 適 当 な 融 合 剤 を 用 い て リ ン パ 球 を 不 死 化 株 化 細 胞
と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る ［ Goding, Monoclonal Antibodies: Princip
les and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］ 。 不 死 化 株 化 細 胞 は 、 通 常 は
、 形 質 転 換 し た 哺 乳 動 物 細 胞 、 特 に 齧 歯 動 物 、 ウ シ 、 及 び ヒ ト 由 来 の 骨 髄 腫 細 胞 で あ る 。
通 常 、 ラ ッ ト 又 は マ ウ ス の 骨 髄 腫 株 化 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 好 ま し
く は 、 未 融 合 の 不 死 化 細 胞 の 生 存 又 は 成 長 を 阻 害 す る 一 又 は 複 数 の 物 質 を 含 有 す る 適 切 な
培 地 で 培 養 さ れ る 。 例 え ば 、 親 細 胞 が 、 酵 素 の ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HGPRT又 は HPRT)を 欠 い て い る と 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 地 は 、 典 型 的 に
は 、 ヒ ポ キ サ チ ン 、 ア ミ ノ プ チ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 み (「 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 」 )、 こ の 物 質 が Ｈ
Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 乏 性 細 胞 の 増 殖 を 阻 止 す る 。
　 好 ま し い 不 死 化 株 化 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 生 成 細 胞 に よ る 安 定 し た
高 レ ベ ル の 抗 体 発 現 を 支 援 し 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 よ り 好 ま
し い 不 死 化 株 化 細 胞 は マ ウ ス 骨 髄 腫 株 で あ り 、 こ れ は 例 え ば カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ
ゴ の Salk Institute Cell Distribution Centerや メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル の ア メ リ カ
ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン よ り 入 手 可 能 で あ る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
生 成 す る た め の ヒ ト 骨 髄 腫 及 び マ ウ ス -ヒ ト 異 種 骨 髄 腫 株 化 細 胞 も 開 示 さ れ て い る ［ Kozbo
r, J. Immunol., 133:3001 (1984)、 Brodeur等 , Monoclonal Antibody Production Techn
iques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］ 。
　 　 【 ０ １ １ ２ 】
　 次 い で ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 培 養 さ れ る 培 養 培 地 を 、 Ｐ Ｒ Ｏ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 存 在 に つ い て 検 定 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 生 成 さ れ た モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 免 疫 沈 降 又 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )や 酵 素 結 合 免 疫
測 定 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )等 の イ ン ビ ト ロ 結 合 検 定 法 に よ っ て 測 定 す る 。 こ の よ う な 技 術 及 び ア
ッ セ イ は 、 当 該 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 例 え ば Mu
nson及 び Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)に よ る ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 法 に よ
っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
　 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 同 定 さ れ た 後 、 ク ロ ー ン を 制 限 希 釈 工 程 に よ り サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ し 、 標 準 的 な 方 法 で 成 長 さ せ る こ と が で き る ［ Goding, 上 掲 ］ 。 こ の 目 的 の た め の
適 当 な 培 地 に は 、 例 え ば 、 ダ ル ベ ッ コ の 改 変 イ ー グ ル 培 地 及 び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ -１ ６ ４ ０ 倍 地 が
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含 ま れ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 哺 乳 動 物 に お い て イ ン ビ ボ で 腹 水 と し て 成 長
さ せ る こ と も で き る 。
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ っ て 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ
ロ ー ス 法 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 透 析 法 又 は
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 方 法 に よ っ て 培 養 培 地
又 は 腹 水 液 か ら 単 離 又 は 精 製 さ れ る 。
　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 に 記 載
さ れ た 方 法 に よ り 作 成 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ は 、 常 套 的 な 方 法 を 用 い て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に
特 異 的 に 結 合 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て )、 容 易 に 単 離 し 配 列 決 定 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ の 好 ま し い 供 給 源 と な
る 。 ひ と た び 単 離 さ れ た ら 、 Ｄ Ｎ Ａ は 発 現 ベ ク タ ー 内 に 配 す る こ と が で き 、 こ れ が 宿 主 細
胞 、 例 え ば サ ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 、 あ る い は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 生 成 等 し な い 骨 髄 腫 細 胞 内 に 形 質 移 入 さ れ 、 組 換 え 宿 主 細 胞 内 で モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 相 同 マ ウ ス 配 列 に
換 え て ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の コ ー ド 配 列 を 置 換 す る こ と に よ り ［ 米 国 特 許 第 4,
816,567号 ； Morrison等 , 上 掲 ］ 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ
リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 の 一 部 又 は 全 部 を 共 有 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン に 置 換 で き
、 あ る い は 本 発 明 の 抗 体 の １ つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン に 置 換 で き 、 キ メ ラ 性 二 価
抗 体 を 生 成 す る 。
　 抗 体 は 一 価 抗 体 で あ っ て も よ い 。 一 価 抗 体 の 調 製 方 法 は 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て
る 。 例 え ば 、 一 つ の 方 法 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 と 修 飾 重 鎖 の 組 換 え 発 現 を 含 む 。 重 鎖 は 一
般 的 に 、 重 鎖 の 架 橋 を 防 止 す る よ う に Ｆ ｃ 領 域 の 任 意 の 点 で 切 断 さ れ る 。 あ る い は 、 関 連
す る シ ス テ イ ン 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 す る か 欠 失 さ せ て 架 橋 を 防 止 す る 。
　 一 価 抗 体 の 調 製 に は イ ン ビ ト ロ 法 が ま た 適 し て い る 。 抗 体 の 消 化 に よ る 、 そ の 断 片 、 特
に Ｆ ａ ｂ 断 片 の 生 成 は 、 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 慣 用 的 技 術 を 使 用 し て 達 成 で き る
。
　 　 【 ０ １ １ ３ 】
　 ３ ． ヒ ト 及 び ヒ ト 化 抗 体
　 本 発 明 の 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 、 さ ら に ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 を 含 む 。 非 ヒ ト (例 え ば マ ウ
ス )抗 体 の ヒ ト 化 形 と は 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 あ る い は そ の 断 片 (例
え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ あ る い は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 )で あ っ
て 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含 む も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は レ シ ピ エ
ン ト の 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の よ う な 所 望 の 特 異
性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ
ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )を 含 む 。 幾 つ か の 例 で は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ
ｖ フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 。 ま た 、 ヒ ト 化 抗
体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 移 入 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ も し く は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も 見 出 さ
れ な い 残 基 を 含 ん で い て も よ い 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｃ
Ｄ Ｒ 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｆ Ｒ 領 域
が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の も の で あ る 、 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ つ
の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 適 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域
(Ｆ ｃ )、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 ん で な る ［ Jo
nes等 , Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann等 , Nature, 332:323-329 (1988); 及 び
Presta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］ 。
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は こ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 に
は 非 ヒ ト 由 来 の 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は 、
し ば し ば 、 典 型 的 に は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン か ら 得 ら れ る 「 移 入 」 残 基 と 称 さ れ る 。 ヒ ト
化 は 基 本 的 に 齧 歯 動 物 の Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 で ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 配 列 を 置 換 す る こ と
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に よ り ウ ィ ン タ ー (winter)及 び 共 同 研 究 者 ［ Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986)； Rie
chmann等 , Nature, 332:323-327 (1988)； Verhoeyen等 , Science, 239:1534-1536 (1988)
］ の 方 法 に 従 っ て 、 齧 歯 類 Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を ヒ ト 抗 体 の 対 応 す る 配 列 に 置 換 す る こ
と に よ り 実 施 さ れ る 。 よ っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン よ
り 実 質 的 に 少 な い 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 (米 国 特 許 第 4
,816,567号 )で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 幾 つ か の Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 及 び 場 合 に
よ っ て は 幾 つ か の Ｆ Ｒ 残 基 が 齧 歯 類 抗 体 の 類 似 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ
ト 抗 体 で あ る 。
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ 表 示 ラ イ ブ ラ リ ［ Hoogenboom及 び Winter, J. Mol. Biol.,
 227:381 (1992)； Marks等 , J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］ を 含 む こ の 分 野 で 知 ら れ
た 種 々 の 方 法 を 用 い て 作 成 す る こ と も で き る 。 ま た 、 Cole等 及 び Boerner等 の 方 法 も 、 ヒ
ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 利 用 す る こ と が で き る ［ Cole等 , Monoclonal Antibodies 
and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)及 び Boerner等 , J. Immunol., 147(1)：
86-95(1991) ］ 。 同 様 に 、 ヒ ト 抗 体 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 座 位 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
、 例 え ば 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 部 分 的 又 は 完 全 に 不 活 性 化 さ れ た マ ウ ス に 導 入 す
る こ と に よ り 産 生 す る こ と が で き る 。 投 与 の 際 に 、 遺 伝 子 再 配 列 、 組 立 、 及 び 抗 体 レ パ ー
ト リ ー を 含 む あ ら ゆ る 観 点 に お い て ヒ ト に 見 ら れ る も の に 非 常 に 類 似 し て い る ヒ ト 抗 体 の
生 産 が 観 察 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,545,807号 ； 同 第 5,545,806号
； 同 第 5,569,825号 ； 同 第 5,625,126号 ； 同 第 5,633,425号 ； 同 第 5,661,016号 、 及 び 次 の 科
学 文 献 ： Marks等 , Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg等 , Nature 368 856-85
9 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild等 , Nature Biotechnology 
14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg及 び Hu
szar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に 記 載 さ れ て い る 。
　 　 【 ０ １ １ ４ 】
　 ４ ． 二 重 特 異 性 抗 体
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は ヒ ト も し く は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 場 合 に お い て 、 結 合 特
異 性 の 一 方 は Ｐ Ｒ Ｏ に 対 し て で あ り 、 他 方 は 任 意 の 他 の 抗 原 、 好 ま し く は 細 胞 表 面 タ ン パ
ク 質 又 は レ セ プ タ ー 又 は レ セ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 し て で あ る 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 伝 統 的 に は 、 二 重
特 異 性 抗 体 の 組 換 え 生 産 は 、 二 つ の 重 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 持 つ 二 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
／ 軽 鎖 対 の 同 時 発 現 に 基 づ く ［ Milstein及 び Cuello, Nature, 305:537-539 (1983)］ 。 免
疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 と 軽 鎖 を 無 作 為 に 取 り 揃 え る た め 、 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ア ド ロ
ー マ )は １ ０ 種 の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 混 合 物 を 生 成 し 、 そ の 内 一 種 の み が 正 し い 二 重
特 異 性 構 造 を 有 す る 。 正 し い 分 子 の 精 製 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ
っ て 通 常 達 成 さ れ る 。 同 様 の 手 順 が 1993年 5月 13日 公 開 の WO 93/08829、 及 び Traunecker等
, EMBO J.,10:3655-3656 (1991)に 開 示 さ れ て い る 。
　 所 望 の 結 合 特 異 性 (抗 体 -抗 原 結 合 部 位 )を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定
常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 で き る 。 融 合 は 、 好 ま し く は 少 な く と も ヒ ン ジ 部 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ
３ 領 域 の 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と の も の で あ る 。 少 な く と も 一 つ の
融 合 に は 軽 鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )が 存 在 す る こ と が 望 ま
し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 望 む の で あ れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン
軽 鎖 を 、 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 に 同 時 形 質 移 入 す る 。 二 重 特 異 性
抗 体 を 作 成 す る た め の 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Suresh等 , Methods in Enzymology,
 121:210(1986)を 参 照 さ れ た い 。
　 　 【 ０ １ １ ５ 】
　 WO 96/27011に 記 載 さ れ た 他 の 方 法 に よ れ ば 、 一 対 の 抗 体 分 子 間 の 界 面 を 操 作 し て 組 換
え 細 胞 培 養 か ら 回 収 さ れ る 異 種 二 量 体 の 割 合 を 最 大 に す る こ と が で き る 。 好 適 な 界 面 は 抗
体 定 常 ド メ イ ン の Ｃ Ｈ ３ 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 こ の 方 法 で は 、 第 １ 抗 体 分 子 の 界
面 か ら の 一 又 は 複 数 の 小 さ い ア ミ ノ 酸 側 鎖 が よ り 大 き な 側 鎖 (例 え ば チ ロ シ ン 又 は ト リ プ
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ト フ ァ ン )と 置 き 換 え ら れ る 。 大 き な 側 鎖 と 同 じ 又 は 類 似 の サ イ ズ の 相 補 的 「 キ ャ ビ テ ィ
」 を 、 大 き な ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 小 さ い も の (例 え ば ア ラ ニ ン 又 は ス レ オ ニ ン )と 置 き 換 え る こ
と に よ り 第 ２ の 抗 体 分 子 の 界 面 に 作 り 出 す 。 こ れ に よ り 、 ホ モ ダ イ マ ー の よ う な 不 要 の 他
の 最 終 産 物 に 対 し て ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 収 量 を 増 大 さ せ る メ カ ニ ズ ム が 提 供 さ れ る 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 全 長 抗 体 又 は 抗 体 断 片 （ 例 え ば 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 二 重 特 異 性 抗 体 ） と
し て 調 製 で き る 。 抗 体 断 片 か ら 二 重 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る 技 術 も ま た 文 献 に 記 載 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 化 学 結 合 を 使 用 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Brennan等 , S
cience, 229:81 (1985) は 無 傷 の 抗 体 を タ ン パ ク 分 解 性 に 切 断 し て Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 産
生 す る 手 順 を 記 述 し て い る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 ジ チ オ ー ル 錯 体 形 成 剤 亜 砒 酸 ナ ト リ ウ ム の
存 在 下 で 還 元 し て 近 接 ジ チ オ ー ル を 安 定 化 さ せ 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 止 す る 。 産
生 さ れ た Ｆ ａ ｂ '断 片 は つ い で チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ ア ー ト (Ｔ Ｎ Ｂ )誘 導 体 に 転 換 さ れ る 。 Ｆ
ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 一 つ を つ い で メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン で の 還 元 に よ り Ｆ ａ ｂ '-チ オ
ー ル に 再 転 換 し 、 他 の Ｆ ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 等 モ ル 量 と 混 合 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成
す る 。 作 ら れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 酵 素 の 選 択 的 固 定 化 用 の 薬 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き
る 。
　 大 腸 菌 か ら Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト を 直 接 回 収 で き 、 こ れ は 化 学 的 に 結 合 し て 二 重 特 異 性
抗 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 Shalaby等 , J. Exp. Med., 175:217-225 (1992)は 完 全 に
ヒ ト 化 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 Ｆ (ａ ｂ ')２ 分 子 の 製 造 を 記 述 し て い る 。 各 Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ
ン ト は 大 腸 菌 か ら 別 個 に 分 泌 さ れ 、 イ ン ビ ト ロ で 定 方 向 化 学 共 役 を 受 け て 二 重 特 異 性 抗 体
を 形 成 す る 。 こ の よ う に し て 形 成 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 正 常 な ヒ ト Ｔ 細 胞 及 び Ｅ ｒ ｂ
Ｂ ２ レ セ プ タ ー を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 結 合 可 能 で 、 ヒ ト 乳 房 腫 瘍 標 的 に 対 す る ヒ ト 細 胞 障
害 性 リ ン パ 球 の 細 胞 溶 解 活 性 の 誘 因 と な る 。
　 　 【 ０ １ １ ６ 】
　 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 直 接 的 に 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 し 分 離 す る 様 々 な 方 法 も ま た 記
述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 使 用 し て 生 産 さ れ て い る 。
Kostelnyら , J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。 Ｆ ｏ ｓ 及 び Ｊ ｕ ｎ タ ン パ ク 質 か ら の
ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド を 遺 伝 子 融 合 に よ り 二 つ の 異 な っ た 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '部 分 に 結 合
さ せ る 。 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 し て モ ノ マ ー を 形 成 し 、 つ い で 再 酸 化 し て
抗 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る 。 こ の 方 法 は ま た 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー の 生 産 に 対 し て 使 用 す
る こ と が で き る 。 Hollingerら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に よ り
記 述 さ れ た 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 技 術 は 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 す る 別 の メ カ ニ ズ ム を 提 供
し た 。 断 片 は 、 同 一 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 形 成 を 可 能 に す る に は 十 分 に 短 い リ ン カ
ー に よ り 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を 結 合 し て な る 。 従 っ て 、 一
つ の 断 片 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 他 の 断 片 の 相 補 的 Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 強 制 的 に 対
形 成 さ せ ら れ 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 単 鎖 Ｆ ｖ (ｓ Ｆ ｖ )ダ イ マ ー の 使 用 に よ り
二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 製 造 す る 他 の 方 策 も ま た 報 告 さ れ て い る 。 Gruberら , J.Immunol. 1
52:5368 (1994)を 参 照 さ れ た い 。
　 二 価 よ り 多 い 抗 体 も 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 三 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Tu
ttら  J.Immunol. 147:60(1991)。
　 例 示 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 こ こ に 与 え ら れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ２ つ の 異 な る エ ピ
ト ー プ に 結 合 し う る 。 あ る い は 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の ア ー ム は 、 特 定 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド 発 現 細 胞 に 細 胞 防 御 メ カ ニ ズ ム を 集 中 さ せ る よ う に 、 Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 分 子 (例
え ば Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ 、 又 は Ｂ ７ )等 の 白 血 球 上 の ト リ ガ ー 分 子 又 は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ (
Ｃ Ｄ ６ ４ )、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ ３ ２ )及 び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ １ ６ )等 の Ｉ ｇ Ｇ (Ｆ ｃ γ Ｒ
)に 対 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 結 合 す る ア ー ム と 結 合 し う る 。 ま た 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 特 定
の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に 細 胞 毒 性 薬 を 局 在 化 さ せ る た め に も 使 用 さ れ う る
。 こ れ ら の 抗 体 は Ｐ Ｒ Ｏ 結 合 ア ー ム 及 び 細 胞 毒 性 薬 又 は 放 射 性 キ レ ー ト 化 剤 、 例 え ば Ｅ Ｏ
Ｔ Ｕ Ｂ Ｅ 、 Ｄ Ｐ Ｔ Ａ 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 、 又 は Ｔ Ｅ Ｔ Ａ と 結 合 す る ア ー ム を 有 す る 。 興 味 の 対 象 と
な る 他 の 二 重 特 異 性 抗 体 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ し て さ ら に 組 織 因 子 （ Ｔ Ｆ ）
に 結 合 す る 。
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　 　 【 ０ １ １ ７ 】
　 ５ ． ヘ テ ロ 抱 合 体 抗 体
　 ヘ テ ロ 抱 合 抗 体 も ま た 本 発 明 の 範 囲 に 入 る 。 ヘ テ ロ 抱 合 抗 体 は 、 ２ つ の 共 有 結 合 し た 抗
体 か ら な る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 免 疫 系 細 胞 を 不 要 な 細 胞 に 対 し て タ ー ゲ テ ィ ン
グ さ せ る た め ［ 米 国 特 許 第 4,676,980号 ］ 及 び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 治 療 の た め に ［ WO 91/00360; 
WO 92/200373; EP 03089］ 提 案 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 は 、 架 橋 剤 に 関 連 し た も の を 含 む 合
成 タ ン パ ク 化 学 に お け る 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る こ と が で き る と 考
え ら れ る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 使 用 す る か 又 は チ オ エ ー テ ル 結 合 を 形 成 す る
こ と に よ り 、 免 疫 毒 素 を 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に 対 し て 好 適 な 試 薬 の 例 に は 、
イ ミ ノ チ オ レ ー ト 及 び メ チ ル -４ -メ ル カ プ ト ブ チ リ ミ デ ー ト 、 及 び 例 え ば 米 国 特 許 第 4,67
67,980号 に 開 示 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。
　 ６ ． エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 加 工
　 本 発 明 の 抗 体 を エ フ ェ ク タ ー 機 能 に つ い て 改 変 し 、 例 え ば 癌 治 療 に お け る 抗 体 の 有 効 性
を 向 上 さ せ る の が 望 ま し い 。 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 を Ｆ ｃ 領 域 に 導 入 し 、 そ れ に よ り 、
こ の 領 域 に 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る よ う に し て も よ い 。 そ の よ う に し て 生 成 さ
れ た 同 種 二 量 体 抗 体 は 、 向 上 し た 内 部 移 行 能 力 及 び ／ 又 は 増 加 し た 補 体 媒 介 細 胞 殺 傷 及 び
抗 体 -依 存 性 細 胞 性 細 胞 毒 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 有 し う る 。 Caron等 , J. Exp. Med. 176: 1191
-1195 (1992)及 び Shopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参 照 。 向 上 し た 抗 腫 瘍
活 性 を 持 つ 同 種 二 量 体 抗 体 は ま た 、 Wolff等 , Cancer research 53: 2560-2565 (1993)に
記 載 さ れ た よ う な 異 種 二 官 能 性 架 橋 を 用 い て も 調 製 し う る 。 あ る い は 、 抗 体 は 、 ２ つ の Ｆ
ｃ 領 域 を 有 す る よ う に 加 工 し て 、 そ れ に よ り 補 体 溶 解 及 び Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 能 力 を 向 上 さ せ る こ と
も で き る 。 Stevenson等 , Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)参 照 。
　 ７ ． 免 疫 複 合 体
　 本 発 明 は ま た 、 化 学 治 療 薬 、 毒 素 （ 例 え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 又 は 動 物 由 来 の 酵 素 活 性
毒 素 、 又 は そ の 断 片 ） な ど の 細 胞 毒 性 薬 、 あ る い は 放 射 性 同 位 体 （ 即 ち 、 放 射 性 抱 合 ） に
抱 合 さ れ た 抗 体 を 含 む 免 疫 複 合 体 に も 関 す る 。
　 こ の よ う な 免 疫 複 合 体 の 生 成 に 有 用 な 化 学 治 療 薬 は 上 記 し た 。 用 い る こ と の で き る 酵 素
活 性 毒 素 及 び そ の 断 片 は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合 活 性 断 片 、 （ 緑 膿 菌
か ら の ） 外 毒 素 Ａ 鎖 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ ク シ ン (modeccin)Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ
-サ ル シ ン 、 ア レ ウ リ テ ス ・ フ ォ ー デ ィ (Aleurites fordii)タ ン パ ク 質 、 ジ ア ン チ ン (dian
thin)タ ン パ ク 質 、 フ ィ ト ラ カ ・ ア メ リ カ ー ナ (Phytolaca americana)タ ン パ ク 質 （ Ｐ Ａ Ｐ
Ｉ 、 Ｐ Ａ Ｐ Ｉ Ｉ 、 及 び Ｐ Ａ Ｐ -Ｓ ） 、 モ モ ル デ ィ カ ・ チ ャ ラ ン チ ア (momordica charantia)
イ ン ヒ ビ タ ー 、 ク ル シ ン (curcin)、 ク ロ チ ン (crotin)、 サ パ オ ナ リ ア ・ オ フ ィ シ ナ リ ス (s
apaonaria oficinalis)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)、 ミ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ
ス ト リ ク ト シ ン (restrictocin)、 フ ェ ノ マ イ シ ン (phenomycin)、 エ ノ マ イ シ ン (enomycin)
及 び ト リ コ テ セ ン (tricothecene)を 含 む 。 様 々 な 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド が 放 射 性 抱 合 抗 体 の
生 成 に 利 用 可 能 で あ る 。 例 と し て 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ ｎ 、 ９ ０ Ｙ 及 び １ ８

６ Ｒ ｅ を 含 む 。 抗 体 及 び 細 胞 毒 性 薬 の 複 合 体 は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ
剤 、 例 え ば 、 Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ ー ル )プ ロ ピ オ ネ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｄ
Ｐ ） 、 イ ミ ノ チ オ ラ ン （ Ｉ Ｔ ） 、 イ ミ ド エ ス テ ル の 二 官 能 性 誘 導 体 （ ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ デ
ー ト Ｈ Ｃ Ｌ 等 ） 、 活 性 エ ス テ ル （ ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト 等 ） 、 ア ル デ ヒ ド （ グ ル
タ ル ア ル デ ヒ ド 等 ） 、 ビ ス -ア ジ ド 化 合 物 （ ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン
等 ） 、 ビ ス -ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 （ ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル )-エ チ レ ン ジ ア ミ ン
等 ） 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト （ ト リ エ ン ２ ， ６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 等 ） 、 及 び ビ ス -活 性 フ ッ 素
化 合 物 （ １ ， ５ -ジ フ ル オ ロ -２ ， ４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 等 ） を 用 い て 作 成 で き る 。 例 え ば
、 リ シ ン 免 疫 毒 素 は 、 Vitetta等 , Science 238: 1098 (1987)に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 す
る こ と が で き る 。 カ ー ボ ン -１ ４ -標 識 １ -イ ソ チ オ シ ア ナ ト ベ ン ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ
ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ Ｍ Ｘ -Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ） は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド の 抗 体 へ の 抱 合 の た め の
キ レ ー ト 剤 の 例 で あ る 。 WO 94/11026参 照 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 腫 瘍 の 予 備 標 的 化 で 使 用 す る た め に 、 抗 体 は 「 レ セ プ タ ー 」 （ ス ト
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レ プ ト ア ビ ジ ン 等 ） に 抱 合 さ れ て も よ く 、 抗 体 -レ セ プ タ ー 複 合 体 は 患 者 に 投 与 さ れ 、 次
い で 清 澄 化 剤 を 用 い て 未 結 合 複 合 体 を 循 環 か ら 除 去 し 、 次 に 細 胞 毒 性 薬 （ 例 え ば 、 放 射 性
ヌ ク レ オ チ ド 等 ） に 抱 合 さ れ た 「 リ ガ ン ド 」 （ ア ビ ジ ン 等 ） を 投 与 す る 。
　 　 【 ０ １ １ ８ 】
　 ８ ． 免 疫 リ ポ ソ ー ム
　 ま た 、 こ こ に 開 示 す る 抗 体 は 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム と し て 調 製 し て も よ い 。 抗 体 を 含 む リ ポ
ソ ー ム は 、 Epstein等 , Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang等 , Proc.
 natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及 び 米 国 特 許 第 4,485,045号 及 び 第 4,544,545
号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 で 調 製 さ れ る 。 向 上 し た 循 環 時 間 を 持 つ
リ ポ ソ ー ム は 、 米 国 特 許 第 5,013,556号 に 開 示 さ れ て い る 。
　 特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び Ｐ Ｅ Ｇ -誘 導 ホ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ Ｐ Ｅ Ｇ -Ｐ Ｅ ） を 含 む 脂 質 組 成 物 で の 逆 相 蒸 発 法 に よ っ
て 生 成 さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 所 定 サ イ ズ の フ ィ ル タ ー を 通 し て 押 し 出 さ れ 、 所 望 の 径 を
有 す る リ ポ ソ ー ム が 生 成 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Ｆ ａ ｂ ’ 断 片 は 、 Martin等 , J. Biol. C
hem. 257: 286-288 (1982)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 介 し て リ ポ
ソ ー ム に 抱 合 さ れ 得 る 。 化 学 治 療 薬 （ ド キ ソ ル ビ シ ン 等 ） は 、 場 合 に よ っ て は リ ポ ソ ー ム
内 に 包 含 さ れ る 。 Gabizon等 , J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参 照 。
　 ９ ． 抗 体 の 製 薬 組 成 物
　 こ こ で 同 定 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 並 び に 上 記 に 開 示 し た
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 同 定 さ れ た 他 の 分 子 は 、 種 々 の 疾 患 の 治 療 の た め に 、 製 薬 組 成
物 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 で あ り 、 全 抗 体 が 阻 害 剤 と し て 用 い ら れ る 場 合 、 内 在 化 抗
体 が 好 ま し い 。 し か し 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 又 は リ ポ ソ ー ム も 抗 体 、 又 は 抗 体 断 片 を 細 胞 に
導 入 す る の に 使 用 で き る 。 抗 体 断 片 が 用 い ら れ る 場 合 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 結 合 ド メ イ ン に
特 異 的 に 結 合 す る 最 小 阻 害 断 片 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗 体 の 可 変 領 域 配 列 に 基 づ い て 、 標
的 タ ン パ ク 質 配 列 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し た ペ プ チ ド 分 子 が 設 計 で き る 。 こ の よ う な ペ プ
チ ド は 、 化 学 的 に 合 成 で き 、 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 成 で き る 。 例 え ば 、 Marasc
o等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参 照 。
　 こ こ で の 製 剤 は 、 治 療 す べ き 特 定 の 徴 候 に 必 要 な 場 合 に １ 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま し く
は 互 い に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い 相 補 的 活 性 を 持 つ も の も 含 ん で よ い 。 あ る い は 、 又 は そ れ に
加 え て 、 組 成 物 は 、 細 胞 毒 性 薬 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 成 長 阻 害 剤 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の
分 子 は 、 適 切 に は 、 意 図 す る 目 的 に 有 効 な 量 の 組 み 合 わ せ で 存 在 す る 。
　 ま た 、 活 性 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ
た マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 例 え ば 、 各 々 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン -マ イ ク ロ
カ プ セ ル 及 び ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ） マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 コ ロ イ ド 状 薬 物 送 達 系 （
例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 小 球 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 及 び ナ ノ カ プ セ
ル ） 中 、 又 は マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 中 に 包 括 さ れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 技 術 は 、 Reming
ton's Pharmaceutical Science, 上 掲 に 開 示 さ れ て い る 。
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 無 菌 で な け ら ば な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し
た 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
　 徐 放 性 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 製 剤 の 好 適 な 例 は 、 抗 体 を 含 有 す る 固 体 疎 水 性 ポ
リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 こ の マ ト リ ク ス は 成 形 さ れ た 物 品 、 例 え ば フ ィ ル ム 、
又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 状 で あ る 。 除 放 性 マ ト リ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル ヒ ド ロ ゲ ル
（ 例 え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )又 は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） ）
、 ポ リ ア ク チ ド （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 ） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 及 び γ -エ チ ル -Ｌ -グ ル タ
メ ー ト 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 LUPRON DEPOT(商 品 名 )（ 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ
リ マ ー と 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド の 注 射 可 能 な 小 球 ） な ど の 分 解 性 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ
マ ー 、 ポ リ -(Ｄ )-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 を 含 む 。 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 及 び 乳 酸 -グ リ コ
ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー は 分 子 を １ ０ ０ 日 に 渡 っ て 放 出 す る こ と が で き る が 、 あ る 種 の ヒ ド
ロ ゲ ル は よ り 短 時 間 で タ ン パ ク 質 を 放 出 し て し ま う 。 カ プ セ ル 化 さ れ た 抗 体 が 身 体 内 に 長
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時 間 残 る と 、 そ れ ら は ３ ７ ℃ の 水 分 に 露 出 さ れ る こ と に よ り 変 性 又 は 凝 集 し 、 そ の 結 果 、
生 物 学 的 活 性 の 低 下 及 び 起 こ り う る 免 疫 原 性 の 変 化 を も た ら す 。 合 理 的 な 方 法 は 、 含 ま れ
る 機 構 に 依 存 す る 安 定 化 に つ い て 工 夫 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が チ オ － ジ ス
ル フ ィ ド 交 換 を 通 し た 分 子 間 Ｓ － Ｓ 結 合 形 成 で あ る と 発 見 さ れ た 場 合 、 安 定 化 は ス ル フ ヒ
ド リ ル 残 基 の 修 飾 、 酸 性 溶 液 か ら の 凍 結 乾 燥 、 水 分 含 有 量 の 制 御 、 適 切 な 添 加 剤 の 付 加 、
及 び 特 異 的 ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 の 開 発 に よ っ て 達 成 さ れ う る 。
　 　 【 ０ １ １ ９ 】
Ｇ ． 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 用 途
　 本 発 明 の 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 様 々 な 有 用 性 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 、 Ｐ Ｒ
Ｏ の 診 断 ア ッ セ イ 、 例 え ば そ の 特 定 細 胞 、 組 織 、 又 は 血 清 で の 発 現 の 検 出 に 用 い ら れ る 。
競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 又 は 間 接 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ 及 び 不 均 一 又 は 均 一 相 で 行 わ
れ る 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ ［ Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, CRC P
ress, Inc. (1987) pp. 147-158］ 等 の こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 診 断 ア ッ セ イ 技 術 が 使
用 さ れ る 。 診 断 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 部 位 で 標 識 さ れ る 。 検 出 可 能 な
部 位 は 、 直 接 又 は 間 接 に 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 し な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 検 出
可 能 な 部 位 は 、 ３ Ｈ 、 １ ４ Ｃ 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 又 は １ ２ ５ Ｉ 等 の 放 射 性 同 位 体 、 フ ル オ レ
セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 又 は ル シ フ ェ リ ン 等 の 蛍 光 又 は 化 学 発 光 化 合 物 、
あ る い は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 又 は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 で あ っ て よ い 。 抗 体 に 検 出 可 能 な 部 位 を 抱 合 さ せ る た め に こ の 分 野 で
知 ら れ た 任 意 の 方 法 が 用 い ら れ 、 そ れ に は Hunter等  Nature, 144:945 (1962)； David等 , 
Biochemistry, 13: 1014 (1974)； Pain等 , J. Immunol. Meth., 40:219 (1981) ;及 び Nyg
ren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982)に 記 載 さ れ た 方 法 が 含 ま れ る 。
　 ま た 、 抗 -Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 は 組 換 え 細 胞 培 養 又 は 天 然 供 給 源 か ら の Ｐ Ｒ Ｏ の ア フ ィ ニ テ ィ ー
精 製 に も 有 用 で あ る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 Ｐ Ｒ Ｏ に 対 す る 抗 体 を 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら
れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 セ フ ァ デ ッ ク ス 樹 脂 や 濾 紙 の よ う な 適 当 な 支 持 体 に 固 定 化 す る
。 次 に 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 を 、 精 製 す る Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 試 料 と 接 触 さ せ た 後 、 固 定 化 さ れ た
抗 体 に 結 合 し た Ｐ Ｒ Ｏ 以 外 の 試 料 中 の 物 質 を 実 質 的 に 全 て 除 去 す る 適 当 な 溶 媒 で 支 持 体 を
洗 浄 す る 。 最 後 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ を 抗 体 か ら 脱 離 さ せ る 他 の 適 当 な 溶 媒 で 支 持 体 を 洗 浄 す る 。
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 す る た め に の み 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 決 し て 限
定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
　 本 明 細 書 で 引 用 し た 全 て の 特 許 及 び 参 考 文 献 の 全 体 を 、 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 む
。
　 　 【 ０ １ ２ ０ 】
　 （ 実 施 例 ）
　 実 施 例 で 言 及 さ れ て い る 全 て の 市 販 試 薬 は 、 特 に 示 さ な い 限 り は 製 造 者 の 使 用 説 明 に 従
い 使 用 し た 。 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 に よ り 以 下 の 実 施 例 及 び 明 細 書 全 体 を 通 し て 特 定 さ れ て い
る 細 胞 の 供 給 源 は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 、 マ ナ ッ サ ス 、 Ｖ Ａ で
あ る 。
実 施 例 １ ： 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 す る た め の 細 胞 外 ド
メ イ ン 相 同 性 ス ク リ ー ニ ン グ
　 Swiss-Prot公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら の 約 ９ ５ ０ の 既 知 の 分 泌 タ ン パ ク 質 か ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン （ Ｅ Ｃ Ｄ ） 配 列 （ あ れ ば 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 、 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス の 検 索
に 使 用 し た 。 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス は 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 Dayhoff、 GenBank） 及
び 企 業 の デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 LIFESEQ(商 品 名 )、 Incyte Pharmaceuticals、 Palo Alto
, CA） を 含 む 。 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST-2（ Altschul等 , Method
s in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 、 Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 配 列 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列
の ６ フ レ ー ム 翻 訳 と の 比 較 と し て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ
ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil 
Green, University of Washington, Seattle, WA） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列
に 構 築 し た 。
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　 こ の 細 胞 外 ド メ イ ン 相 同 性 ス ク リ ー ニ ン グ を 用 い て 、 phrapを 用 い て 他 の 同 定 さ れ た Ｅ
Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 さ ら に 、 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 、 し ば し ば （ 常 に で は な い ） BLAST又 は BLAST-2及 び phrapの 繰 り 返 し サ イ ク ル
を 用 い て 伸 長 し 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 を 上 で 議 論 し た Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の 供 給 源 を 用 い て 可 能 な 限
り 伸 長 さ せ た 。
　 上 記 の よ う に 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 次 い で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成
し 、 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 用 い る た め に 使 用
し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に ２ ０ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で
あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る た め に 設 計 さ れ る 。 プ ロ
ー ブ 配 列 は 、 典 型 的 に ４ ０ － ５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る 。 或 る 場 合 に は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 が 約 １
－ １ ． ５ ｋ ｂ ｐ よ り 大 き い と き に 付 加 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ る 。 全 長 ク ロ ー
ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を
、 Ausubel等 , Current Protocols in Molecular Biology, の よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー
対 で の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 次 い で 、 プ ロ ー ブ オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ マ ー 対 の 一 方 を 用 い て 対 象 と す る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー
ン の 単 離 す る の に 使 用 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離 に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ は 、 Invitrogen, San Diego, CA
か ら の も の 等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 作 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ
部 位 を 含 む オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 平 滑 末 端 で Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー に 結 合
さ せ 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で お よ そ の サ イ ズ 分 類 し 、 そ し て 適 切 な ク ロ ー ニ
ン グ ベ ク タ ー （ ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ
Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体 で あ る ； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 ） に 、 独 特 の Ｘ
ｈ ｏ Ｉ 及 び Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 に お い て 、 所 定 の 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 　 【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 ２ ： ア ミ ラ ー ゼ ス ク リ ー ニ ン グ に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 １ ． オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 調 製
　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 対 象 と す る ヒ ト 組 織 か ら Invitrogen, San Diego, CAか ら の 試 薬 及 び プ ロ ト
コ ー ル を 用 い て 単 離 し た （ Fast Track 2） 。 こ の Ｒ Ｎ Ａ を 、 Life Technologies, Gaither
sburg, MD (Super Script Plasmid System)か ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ ー ル を 用 い る ベ ク タ
ー ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ に お け る オ リ ゴ ｄ Ｔ プ ラ イ ム し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に お
い て 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は １ ０ ０ ０ ｂ ｐ を 越 え る サ イ ズ 分 類 し 、 Ｓ ａ ｌ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 結 合 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ を Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ を 、 ｓ ｐ ６ 転
写 開 始 部 位 、 そ れ に 続 く Ｓ ｆ ｉ Ｉ 制 限 酵 素 部 位 、 さ ら に Ｘ ｈ ｏ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ
ー ニ ン グ 部 位 を 持 つ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 ２ ． ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 調 製
　 一 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ５ ’ 末 端 を 好 ま し く 表 現 す る た め に 二 次 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を
作 成 し た 。 Ｓ ｐ ６ Ｒ Ｎ Ａ を （ 上 記 の ） 一 次 ラ イ ブ ラ リ か ら 生 成 し 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ を 、 ベ ク タ
ー ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ に お け る Life Technologies (上 で 参 照 し た Super Script Plasmid
 System)か ら の 試 薬 及 び プ ロ ト コ ー ル を 用 い た ラ ン ダ ム プ ラ イ ム し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
の 生 成 に 使 用 し た 。 こ の 方 法 に お い て 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ５ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ に サ イ ズ
分 類 し 、 平 滑 末 端 で Ｎ ｏ ｔ Ｉ ア ダ プ タ ー に 結 合 さ せ 、 Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 で 切 断 し 、 そ し て Ｓ ｆ
ｉ Ｉ ／ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 切 断 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク
ロ ー ニ ン グ 部 位 の 前 に 酵 母 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ 、 及 び ク ロ ー ニ ン グ 部
位 の 後 に マ ウ ス ア ミ ラ ー ゼ 配 列 （ 分 泌 シ グ ナ ル を 持 た な い 成 熟 配 列 ） に 次 い で 酵 母 ア ル コ
ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 転 写 終 結 区 を 有 す る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で あ る 。 即 ち 、 ア ミ ラ ー
ゼ 配 列 で フ レ ー ム に 融 合 す る こ の ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 適 当 に 形 質
移 入 さ れ た 酵 母 コ ロ ニ ー か ら の ア ミ ラ ー ゼ の 分 泌 を 導 く で あ ろ う 。
　 ３ ． 形 質 転 換 及 び 検 出
　 上 記 ２ パ ラ グ ラ フ に 記 載 し た ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 氷 上 で 冷 却 し 、 そ れ に エ レ ク ト
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ロ コ ン ピ テ ン ト Ｄ Ｈ １ ０ Ｂ 細 菌 （ Life Technoligies、 ２ ０ ｍ ｌ ） を 添 加 し た 。 細 菌 及 び
ベ ク タ ー の 混 合 物 は 、 次 い で 製 造 者 に 推 奨 さ れ て い る よ う に 電 気 穿 孔 し た 。 次 い で 、 Ｓ Ｏ
Ｃ 培 地 （ Life Technplogies、 １ ｍ ｌ ） を 添 加 し 、 こ の 混 合 物 を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 形 質 転 換 体 は 、 次 い で ア ン ピ シ リ ン を 含 む ２ ０ 標 準 １ ５ ０ ｍ ｍ Ｌ Ｂ プ レ ー
ト に 蒔 き 、 １ ６ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ ３ ７ ℃ ） 。 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー を プ レ ー ト か ら
廃 棄 し 、 細 菌 ペ レ ッ ト か ら 標 準 的 な 方 法 、 例 え ば Ｃ ｓ Ｃ ｌ -勾 配 を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し
た 。 精 製 Ｄ Ｎ Ａ は 、 次 い で 以 下 の 酵 母 プ ロ ト コ ー ル に の せ た 。
　 酵 母 方 法 は ３ つ の 範 疇 に 分 け ら れ る ： （ １ ） 酵 母 の プ ラ ス ミ ド ／ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ベ ク タ ー
で の 形 質 転 換 ； （ ２ ） ア ミ ラ ー ゼ を 分 泌 す る 酵 母 ク ロ ー ン の 検 出 及 び 単 離 ； 及 び （ ３ ） 酵
母 コ ロ ニ ー か ら 直 接 的 な 挿 入 物 の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 及 び 配 列 決 定 及 び さ ら な る 分 析 の た め の Ｄ Ｎ
Ａ の 精 製 。
　 　 【 ０ １ ２ ２ 】
　 用 い た 酵 母 菌 株 は Ｈ Ｄ ５ ６ -５ Ａ （ ATCC-90785） で あ っ た 。 こ の 株 は 以 下 の 遺 伝 子 型 ：
Ｍ Ａ Ｔ ア ル フ ァ 、 ｕ ｒ ａ ３ -５ ２ 、 ｌ ｅ ｕ ２ -３ 、 ｌ ｅ ｕ ２ -１ １ ２ 、 ｈ ｉ ｓ ３ -１ １ 、 ｈ ｉ
ｓ ３ -１ ５ 、 Ｍ Ａ Ｌ ＋ 、 Ｓ Ｕ Ｃ ＋ 、 Ｇ Ａ Ｌ ＋ を 有 す る 。 好 ま し く は 、 不 完 全 な 翻 訳 後 経 路
を 持 つ 酵 母 変 異 体 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 ｓ ｅ ｃ ７ １ 、 ｓ ｅ ｃ ７ ２
、 ｓ ｅ ｃ ６ ２ に 転 位 不 全 対 立 遺 伝 子 を 持 つ が 、 切 断 さ れ た ｓ ｅ ｃ ７ １ が 最 も 好 ま し い 。 あ
る い は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 正 常 な 操 作 を 阻 害 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト （ ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ
チ ド 及 び ／ 又 は リ ガ ン ド を 含 む ） 、 こ の 翻 訳 後 経 路 に 含 ま れ る 他 の タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、
Ｓ Ｅ Ｃ ６ １ ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ７ ２ ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ６ ２ ｐ 、 Ｓ Ｅ Ｃ ６ ３ ｐ 、 Ｔ Ｄ Ｊ １ ｐ 又 は Ｓ Ｓ Ａ １ ｐ
-４ ｐ ） 又 は こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 複 合 体 形 成 も 、 ア ミ ラ ー ゼ 発 現 酵 母 と 組 み 合 わ せ て 好
ま し く 用 い ら れ る 。
　 形 質 転 換 は 、 Gietz等 , Nucl. Acid. Res., 20: 1425 (1992)に 概 略 が 記 さ れ た プ ロ ト コ
ー ル に 基 づ い て 実 施 さ れ た 。 形 質 転 換 細 胞 は 、 次 い で 寒 天 か ら Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ 複 合 培 地 ブ ロ ス （
１ ０ ０ ｍ ｌ ） に 播 種 し 、 ３ ０ ℃ で 終 夜 成 長 さ せ た 。 Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ ブ ロ ス は 、 Kaiser等 , Method
s in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, p. 207 (1
994)に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た 。 終 夜 培 地 は 、 次 い で 新 鮮 な Ｙ Ｅ Ｐ Ｄ ブ ロ ス （ ５ ０
０ ｍ ｌ ） 中 に お よ そ ２ ｘ １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ （ 約 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． １ ） に 希 釈 し 、 １ ｘ １ ０
７ 細 胞 ／ ｍ ｌ （ 約 Ｏ Ｄ ６ ０ ０ ＝ ０ ． ４ － ０ ． ５ ） ま で 再 成 長 さ せ た 。
　 次 い で 細 胞 を 収 穫 し 、 5,000rpmで ５ 分 間 の Sorval GS3 ロ ー タ ー の Ｇ Ｓ ３ ロ ー タ ー ボ ト
ル に 移 し 、 上 清 を 捨 て 、 次 い で 無 菌 水 に 再 懸 濁 す る こ と に よ り 形 質 転 換 の た め に 調 製 し 、
そ し て ５ ０ ｍ ｌ の フ ァ ル コ ン 管 内 で 、 Beckman GS-6KR遠 心 機 に お い て 3,500rpmで 再 度 遠 心
分 離 し た 。 上 清 を 捨 て 、 細 胞 を Ｌ ｉ Ａ ｃ ／ Ｔ Ｅ （ 10ml, 10mMの ト リ ス -HCl, 1mMの EDTA　 p
H7.5, 100mMの Ｌ ｉ ２ Ｏ Ｏ Ｃ Ｃ Ｈ ３ ） で 続 け て 洗 浄 し 、 Ｌ ｉ Ａ ｃ ／ Ｔ Ｅ （ 2.5ml） 中 に 再 懸
濁 さ せ た 。
　 形 質 転 換 は 、 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 、 調 製 し た 細 胞 （ 100μ l） を 新 鮮 な 変 性 一 本 鎖 サ ケ
精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ Lofstrand Labs, Gaitherburg, MD） 及 び 形 質 転 換 Ｄ Ｎ Ａ （ 1μ g vol.＜ 10μ
l） と 混 合 す る こ と に よ り 起 こ し た 。 混 合 物 は ボ ル テ ッ ク ス に よ り 簡 単 に 混 合 し 、 次 い で 4
0%Ｐ Ｅ Ｇ ／ Ｔ Ｅ （ 600μ l, 40%の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル -４ ０ ０ ０ , 10mMの ト リ ス -HCl, 
1mMの EDTA, 100mMの Li 2 OOCCH 3 , pH 7.5） を 添 加 し た 。 こ の 混 合 物 を 緩 く 撹 拌 し 、 ３ ０ ℃
で 撹 拌 し な が ら ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 細 胞 に ４ ２ ℃ で １ ５ 分 間 熱 衝 撃 を 与
え 、 反 応 容 器 を ミ ク ロ チ ュ ー ブ 内 で 12,000rpmで 5-10秒 間 遠 心 分 離 し 、 デ カ ン ト 及 び Ｔ Ｅ
（ 500μ l, 10mMの ト リ ス -HCl, 1mMの EDTA pH 7.5） へ の 再 懸 濁 に 次 い で 遠 心 分 離 し た 。 次
い で 、 細 胞 を Ｔ Ｅ （ 1ml） 中 に 希 釈 し 、 ア リ コ ー ト （ 200μ l） を 150mm成 長 プ レ ー ト （ Ｖ Ｗ
Ｒ ） に 予 め 調 製 し た 選 択 培 地 に 拡 げ た 。
　 あ る い は 、 複 数 の 少 量 反 応 で は な く 、 形 質 転 換 を １ 回 の 大 規 模 反 応 で 実 施 し た が 、 試 薬
の 量 は し か る べ く ス ケ ー ル ア ッ プ し た 。
　 用 い た 選 択 培 地 は 、 Kaiser等 , Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor pres
s, Cold Spring Harbor, NY, p. 208-210 (1994)に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た ウ ラ シ
ル を 欠 く 合 成 完 全 デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 （ Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ ） で あ っ た 。 形 質 転 換 体 は ３ ０ ℃
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で ２ － ３ 日 成 長 さ せ た 。
　 ア ミ ラ ー ゼ を 分 泌 す る コ ロ ニ ー の 検 出 は 、 選 択 成 長 培 地 に お け る 赤 色 デ ン プ ン の 包 含 に
よ り 実 施 し た 。 Biely等 , Anal. Biochem., 172: 176-179 (1988)に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ
て 、 デ ン プ ン を 赤 色 染 料 （ 反 応 性  Red-120, Sigma） に 結 合 さ せ た 。 結 合 し た デ ン プ ン を
Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ 寒 天 プ レ ー ト に 最 終 濃 度 0.15%（ w/v） で 導 入 し 、 リ ン 酸 カ リ ウ ム で ｐ Ｈ ７
． ０ に 緩 衝 し た （ 最 終 濃 度 50-100mM） 。
　 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー を 拾 っ て 新 鮮 な 選 択 培 地 （ 150mmプ レ ー ト ） に 画 線 し 、 良 好 に 単 離
さ れ 同 定 可 能 な 単 一 コ ロ ニ ー を 得 た 。 ア ミ ラ ー ゼ 分 泌 に つ い て ポ ジ テ ィ ブ な 良 好 に 単 離 さ
れ た コ ロ ニ ー は 、 緩 衝 Ｓ Ｃ Ｄ -Ｕ ｒ ａ 寒 天 へ の 赤 色 団 分 の 直 接 導 入 に よ り 検 出 し た 。 ポ ジ
テ ィ ブ コ ロ ニ ー は 、 デ ン プ ン を 分 解 し て 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー の 周 囲 に 直 接 目 視 で き る 暈
を 形 成 す る 能 力 に よ り 決 定 し た 。
　 　 【 ０ １ ２ ３ 】
　 ４ ． Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー が 単 離 さ れ た 場 合 、 そ の 一 部 を 楊 枝 で 拾 い 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に
お い て 無 菌 水 （ 30μ l） に 希 釈 し た 。 こ の 時 点 で 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ロ ニ ー は 凍 結 し て 次 の 分
析 の た め に 保 存 す る か 、 即 座 に 増 幅 す る か の い ず れ か で あ る 。 細 胞 の ア リ コ ー ト （ 5μ l）
を 、 0.5μ lの Klentaq（ Clontech, Palo Alto, CA） ; 4.0μ lの 10mM dNTP（ Perkin Elmer-
Cetus） ; 2.5μ lの Kentaqバ ッ フ ァ ー (Clontech); 0.25μ lの 正 方 向 オ リ ゴ １ ； 0.25μ lの
逆 方 向 オ リ ゴ ２ ； 12.5μ lの 蒸 留 水 を 含 有 す る 25μ l容 量 に お け る Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の テ ン プ レ ー
ト と し て 使 用 し た 。 正 方 向 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド １ の 配 列 は ：
　 5'- TGTAAAACGACGGCCAGTTAAATAGACCTGCAATTATTAATCT -3'
（ 配 列 番 号 ： 25） で あ っ た 。
逆 方 向 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ２ の 配 列 は ：
　 5'- CAGGAAACAGCTATGACCACCTGCACACCTGCAAATCCATT-3'
（ 配 列 番 号 ： 26） で あ っ た 。
　 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ は 以 下 の 通 り 実 施 し た ：
　 ａ ． 　 　 　 　 　 　 　 　 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 5分 間
　 ｂ ． 次 の ３ サ イ ク ル ： 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  59℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間
　 ｃ ． 次 の ３ サ イ ク ル ： 　 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  57℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間
　 ｄ ． 次 の ２ ５ サ イ ク ル ： 変 性 　 　 　 　 　  92℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ニ ー ル 　 　 　  55℃ 、 30秒 間
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 伸 長 　 　 　 　 　  72℃ 、 60秒 間
　 ｅ ． 　 　 　 　 　 　 　 　 　 保 持 　 　 　 　 　  4℃
　 下 線 を 施 し た 領 域 は 、 各 々 Ａ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー 領 域 及 び ア ミ ラ ー ゼ 領 域 に ア ニ ー リ ン グ
さ れ 、 挿 入 物 が 存 在 し な い 場 合 は ベ ク タ ー ｐ Ｓ Ｓ Ｔ -Ａ Ｍ Ｙ ． ０ か ら の ３ ０ ７ ｂ ｐ 領 域 を
増 幅 す る 。 典 型 的 に は 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 末 端 の 最 初 の １ ８ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 配 列 プ ラ イ マ ー の ア ニ ー リ ン グ 部 位 を 含 ん で い た 。 即 ち 、 空 の ベ ク タ ー か ら の Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 の 全 生 成 物 は ３ ４ ３ ｂ ｐ で あ っ た 。 し か し な が ら 、 シ グ ナ ル 配 列 融 合 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、
か な り 長 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も た ら し た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ に 続 い て 、 反 応 の ア リ コ ー ト （ 5μ l） を 、 上 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た よ う に
1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で ト リ ス -ボ レ ー ト -Ｅ Ｄ Ｔ Ａ （ Ｔ Ｂ Ｅ ） 緩 衝 系 を 用 い た ア ガ ロ ー ス ゲ
ル 電 気 泳 動 に よ り 試 験 し た 。 ４ ０ ０ ｂ ｐ よ り 大 き な 単 一 で 強 い Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を も た ら す ク ロ
ー ン を 、 96 Qiaquick PCR 清 浄 化 カ ラ ム （ Qiagen Inc., Chatsworth, CA） で の 精 製 の 後
に Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に よ り さ ら に 分 析 し た 。
　 　 【 ０ １ ２ ４ 】
実 施 例 ３ ： シ グ ナ ル ア ル ゴ リ ズ ム 分 析 を 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
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　 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド -コ ー ド 化 核 酸 配 列 は 、 ジ ェ ネ ン テ ク ， イ ン ク （ South San Francis
co, CA） に よ っ て 開 発 さ れ た 独 自 の 配 列 発 見 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 公 的 （ 例 え ば 、 GenBank）
及 び ／ 又 は 私 的 （ LIFESEQ(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Palo Alto, CA）
デ ー タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ｓ 並 び に 集 団 化 及 び 組 み 立 て ら れ た Ｅ Ｓ Ｔ 断 片 に 適 用 す る こ と
に よ り 同 定 し た 。 シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 考 慮 し て い る 配 列 又 は 配 列 断 片 の ５ '-末
端 の 第 １ の 、 場 合 に よ っ て は 第 ２ の メ チ オ ニ ン コ ド ン （ Ａ Ｔ Ｇ ） を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ
オ チ ド の 文 字 に 基 づ く 分 泌 シ グ ナ ル ス コ ア を 計 算 す る 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ に 続 く ヌ ク レ オ チ ド
は 、 停 止 コ ド ン を 持 た な い 少 な く と も ３ ５ の 不 明 瞭 で な い ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し な け れ ば な
ら な い 。 第 １ の Ａ Ｔ Ｇ が 必 要 な ア ミ ノ 酸 を 有 す る 場 合 、 第 ２ の も の は 試 験 し な い 。 何 れ も
要 件 を 満 た さ な い 場 合 、 候 補 配 列 に ス コ ア を つ け な か っ た 。 Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 が 真 正 の シ グ ナ ル
配 列 を 含 む か 否 か を 決 定 す る た め に 、 Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン を 取 り 囲 む Ｄ Ｎ Ａ 及 び 対 応 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 、 分 泌 シ グ ナ ル に 関 連 す る こ と が 知 ら れ た ７ つ の セ ン サ ー （ 評 価 パ ラ メ ー タ ） の
組 を 用 い て ス コ ア を つ け た 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 多 く の ポ リ ペ プ チ ド -コ ー
ド 化 核 酸 配 列 の 同 定 が な さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ２ ５ 】
実 施 例 ４ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ３ ４ と 命 名 す る 。 Ｄ
Ｎ Ａ ３ ０ ９ ３ ４ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー
ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 及 び 逆 ） を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー (30934.fl)　 5'-GCATAATGGATGTCACTGAGG-3'（ 配 列 番 号 ： 3）
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー (30934.rl)　 5'-AGAACAATCCTGCTGAAAGCTAG-3'（ 配 列 番 号 ： 4）
さ ら に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ ３ ０ ９ ３ ４ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ (30934.pl)
5'-GAAACGAGGAGGCGGCTCAGTGGTGATCGTGTCTTCCATAGCAGCC-3'（ 配 列 番 号 ： 5）
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 構 造 の Ｒ Ｎ Ａ が ヒ ト 胎 児 肺 組 織 か ら 単 離 さ れ た 。 上 記 の よ う に 単
離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ － ２ ５ ０ ８ と 称 さ れ る
全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 図 １ 、 配 列 番 号 ： ３ ） ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得
ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ － ２ ５ ０ ８ の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） に 示 す
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ － ２ ５ ０ ８ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ３ ６ － ３ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置
８ ７ ０ － ８ ７ ２ の 見 か け の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆
体 は ２ ７ ８ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ２ ） 。 図 ２ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ タ ン パ ク 質 は 約
２ ９ ， ５ ３ ７ ダ ル ト ン の 推 定 分 子 量 及 び 約 ８ ． ９ ７ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ２ に 示 さ れ た 全 長
Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ 配 列 の 分 析 に よ り 次 の も の の 存 在 が 証 明 さ れ る ： 約 ア ミ ノ 酸 １ か ら 約 ア ミ
ノ 酸 １ ５ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ３ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ６ の 潜 在 的 な Ｎ -グ
リ コ シ ル 化 部 位 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ３ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ４ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ８ ０ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ８
５ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ３ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ８ 及
び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ２ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ７ の 潜 在 的 な Ｎ -ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 、 及 び 約 ア
ミ ノ 酸 ２ ７ ６ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ８ の ミ ク ロ ボ デ ィ ー Ｃ 末 端 標 的 シ グ ナ ル で あ る 。 ク ロ ー
ン Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ － ２ ５ ０ ８ は １ ９ ９ ８ 年 １ ２ 月 １ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ３ ８ が 付 与 さ れ た 。
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析
法 を 使 用 し て の 、 Ｄ ａ ｙ ｈ ｏ ｆ ｆ デ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析
に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： HE27_HUMAN、 CELF36H9_1、 C
EF54F3_3、 A69621、 AP000007_227、 UCPA_ECOLI、 F69868、 Y4lA_RHISN、 DHK2_STRVN及 び DH
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G1_BACMEと の 間 の 有 意 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た 。
　 　 【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ５ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ １ ８ ８ ２ と 命 名 す る 。 Ｄ
Ｎ Ａ ４ １ ８ ８ ２ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン
を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の の Ｒ Ｎ Ａ が ヒ ト 胎 児 腎 組 織 か ら 単 離 さ れ た 。 上 記 の よ
う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５ － １ ５ ６ １
と 称 さ れ る 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 図 ３ 、 配 列 番 号 ： ６ ） ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ の
誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５ － １ ５ ６ １ の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ３ （ 配 列 番 号 ： ６ ） に 示 す
。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５ － １ ５ ６ １ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ８ ６ － １ ８ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド
位 置 ２ ６ ７ ６ － ２ ６ ７ ８ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ３ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆
体 は ８ ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ４ ） 。 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ タ ン パ ク 質 、
約 ９ ５ ， ０ ２ ９ の 分 子 量 及 び 約 ８ ． ２ ６ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ４ （ 配 列 番 号 ：
７ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ 配 列 の 分 析 は 次 の こ と を 証 明 し た ： 約 ア ミ ノ 酸 ５ ５ ７ か ら
約 ア ミ ノ 酸 ５ ７ ８ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ７ ９ ４ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ８ １ ５ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー パ タ ー
ン 配 列 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ３ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ３ ６ の 潜 在 的 な Ｎ -グ リ コ シ ル 化 部 位 及 び 約
ア ミ ノ 酸 ２ ３ １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ６ ７ ２ の キ ネ シ ン 関 連 タ ン パ ク 質 Ｋ ｉ ｆ － ４ コ イ ル ド コ イ
ル ド メ イ ン で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５ － １ ５ ６ １ は １ ９ ９ ９ 年 ２ 月 ９ 日 に Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ６ ６ １ が 付 与 さ れ 。
　 図 ４ （ 配 列 番 号 ： ７ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分 析
法 を 使 用 し た Ｄ ａ ｙ ｈ ｏ ｆ ｆ デ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ
り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： AF019250_1、 KIF4_MOUSE、 TRHY_HU
MAN、 A56514、 G02520、 MYSP_HUMAN、 AF041382_1、 A45592、 HS125H2_1及 び HS68O2_2と の 間
の 相 同 性 が 証 明 さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 ６ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 こ こ で IncyteＥ Ｓ Ｔ
ク ラ ス タ ー 配 列 番 号 ４ ３ ７ １ ５ と 命 名 さ れ る 単 一 の IncyteＥ Ｓ Ｔ 配 列 の 同 定 が 明 ら か に さ
れ た 。 こ の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 は 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） 及 び ／ 又 は 企 業
の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Inc., Pa
lo Alto, CA） を 含 む 様 々 な Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 相 同 性 の 存 在 を 同 定 し た 。
相 同 性 検 索 は コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 又 は Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ を 用 い て 実 施 さ れ た
(Altshul等 、 Methods in Enzymology 266:460-480(1996))。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ
ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 p
hrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て
コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ の 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 は Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ ９ ５
と 命 名 す る 。
　 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ ０ ９ ５ と メ ル ク Ｅ Ｓ Ｔ 番 号 Ａ Ａ ０ ２ ４ ３ ８ ９ と の 配 列 相 同 性 に 鑑
み て 、 メ ル ク Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン Ａ Ａ ０ ２ ４ ３ ８ ９ が 採 取 さ れ 、 配 列 決 定 さ れ た 。 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７
７ ０ ０ － １ ４ ０ ８ （ 配 列 番 号 ８ ） と 命 名 さ れ た 配 列 は 図 ５ に 示 す 。 そ れ は Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ の
全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ る 。
　 図 ５ 示 さ れ る 全 長 ク ロ ー ン は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ
チ ド 位 置 ２ ６ － ２ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ４ ０ １ － ４
０ ３ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 配 列 番 号 ８ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ ２ ５ ア
ミ ノ 酸 長 で あ り 、 約 １ ４ ， １ ９ ８ ダ ル ト ン の 推 定 分 子 量 及 び 約 ９ ． ０ １ の 見 積 も り の ｐ Ｉ
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を 有 す る 。 図 ６ （ 配 列 番 号 ： ９ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ 配 列 の 分 析 は 、 約 ア ミ ノ 酸 １
か ら ア ミ ノ 酸 ２ １ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ ０ か ら ア ミ ノ 酸 ５ ９ の 潜 在 的 な ア ナ
フ ィ ラ ト キ シ ン ド メ イ ン の 存 在 を 証 明 し た 。 Ｄ ａ ｙ ｈ ｏ ｆ ｆ デ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35
.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： RNT
MDCV_1; A48151; WAP_RAT; S24596; A53640; MT4_HUMAN; U93486_1; SYNBILGFG_1; P_R49
917及 び P_R41880と の 間 の 相 同 性 が 証 明 さ れ た 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ ０ ０ － １ ４ ０ ８ は
１ ９ ９ ９ 年 １ 月 １ ２ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ８ ３ が 付 与 さ れ
て い る 。
　 　 【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 ７ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ４ １ ８ ７ と 命 名 す る 。 Ｄ
Ｎ Ａ ５ ４ １ ８ ７ コ ン セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 と す る 配 列 を 含 む ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定 す る た め 、 及 び ２ ） Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー
ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 正 及 び 逆 ） を 合 成 し た ：
正 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-GAGGTGTCGCTGTGAAGCCAACGG-3'（ 配 列 番 号 ： 12）
逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 　 5'-CGCTCGATTCTCCATGTGCCTTCC-3'（ 配 列 番 号 ： 13）
さ ら に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ は 、 以 下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 持 つ Ｄ Ｎ Ａ ５ ４ １ ８ ７ 配 列 か ら 作 成 し た 。
ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ
5'-GACGGAGTGTGTGGACCCTGTGTACGAGCCTGATCAGTGCTGTCC-3'（ 配 列 番 号 ： 14）
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 構 造 の Ｒ Ｎ Ａ が ヒ ト 網 膜 組 織 （ Ｌ Ｉ Ｂ ９ ４ ） か ら 単 離 さ れ た 。 上
記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ １ ８ － ２ ５ ３
６ と 称 さ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 図 ７ 、 配 列 番 号 ： １ ０ ） ； 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ４
３ ４ の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ １ ８ － ２ ５ ３ ６ の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ７ （ 配 列 番 号 ： １ ０ ） に 示
す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ １ ８ － ２ ５ ３ ６ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含
み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ５ ８ １ － ５ ８ ３ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ
ド 位 置 １ ５ ５ ６ － １ ５ ５ ８ の 見 か け の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ７ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド 前 駆 体 は ３ ２ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ８ ） 。 図 ８ に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ タ ン
パ ク 質 は 約 ３ ５ ， ２ ９ ６ ダ ル ト ン の 推 定 分 子 量 及 び 約 ５ ． ３ ７ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 ８ （ 配
列 番 号 ： １ １ ） に 示 さ れ た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ 配 列 の 分 析 は 、 図 ８ に 示 さ れ る よ う な 様 々
な 重 要 な タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の 存 在 を 証 明 し た 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ １ ８ － ２ ５ ３ ６ は
１ ９ ９ ９ 年 ２ 月 ９ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ６ ５ ７ が 付 与 さ れ た
。
　 図 ８ （ 配 列 番 号 ： １ １ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 分
析 法 を 使 用 し て の 、 Ｄ ａ ｙ ｈ ｏ ｆ ｆ デ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分
析 に よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： NEL_MOUSE、 APMU_PIG、 P_
W37501、 NEL_RAT、 TSP1_CHICK、 P_W37500、 NEL2_HUMAN、 MMU010792_1、 D86983_1及 び 10MU
CS_BOVINと の 間 の 重 要 な 相 同 性 が 明 ら か に な っ た 。
　 　 【 ０ １ ２ ９ 】
実 施 例 ８ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 Incyteデ ー タ ベ ー
ス か ら の IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 番 号 ８ ２ ４ ６ ８ と 命 名 さ れ る Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列
の 同 定 が 可 能 と な っ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 公 的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス （
例 え ば 、 GenBank） 及 び 独 自 に 開 発 し た Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ Lifeseq(商 品 名 )、 I
ncyte Pharmaceuticals、 Palo Alto, CA） を 含 む 種 々 の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ
ー ス と 比 較 し て 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体 検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BL
AST又 は BLAST2（ Altschul等 , Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実
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施 し た 。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ
れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington
） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列
を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ ２ ９ と 命 名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ ２ ９ 配 列 と IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ２ １ ８ ６ ５ ３ ６ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配
列 と の 間 の 観 察 さ れ た 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ２ １ ８ ６ ５ ３ ６ を
購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 ９ に 示 し 、
こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ と 命 名 す る 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、
ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ７ － １ ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １
３ ２ ８ － １ ３ ３ ０ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 ９ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は ４
３ ７ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 １ ０ ） 。 図 １ ０ に 示 す 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ タ ン パ ク 質 は 、 約 ４
６ ， ３ ６ ３ の 推 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ２ ２ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） に 示
し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ 配 列 の 分 析 は 、 以 下 の も の の 存 在 を 明 ら か に し た ： 約 ア ミ ノ 酸 １
か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ３ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ０ の 膜 貫
通 ド メ イ ン 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ６ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ４ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ８ ９ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ９
２ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ２ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ５ の 潜 在 的 な Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 、 約 ア ミ
ノ 酸 ５ １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ５ ４ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ９ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ２ の グ リ コ サ ミ ノ
グ リ カ ン 付 着 部 位 、 約 ア ミ ノ 酸 ５ ４ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ５ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ７ ５ か ら 約 ア ミ ノ 酸
８ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ４ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ４ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ５ ９
、 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ８ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ６ ９ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ７ ４ 、 約
ア ミ ノ 酸 １ ９ ８ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ０ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ４ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ５ ９ 、 約 ア ミ
ノ 酸 ２ ６ １ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ９ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ７ ４ 、 約 ア ミ ノ 酸
２ ８ ４ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ８ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ３ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ ３ ８ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ４
７ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ ５ ２ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ０ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ５ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ １ か
ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ ６ ６ 、 約 ア ミ ノ 酸 ３ ８ ８ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ ９ ３ 、 約 ア ミ ノ 酸 ４ ０ ８ か ら 約
ア ミ ノ 酸 ４ １ ３ 、 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ １ ９ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ４ ２ ４ の 潜 在 的 な Ｎ － ミ リ ス ト イ
ル 化 部 位 で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ は １ ９ ９ ９ 年 １ 月 １ ２ 日 に Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ７ ６ が 付 与 さ れ て い る 。
　 図 １ ０ （ 配 列 番 号 ： １ ６ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ -Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ -２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
分 析 を 用 い た Ｄ ａ ｙ ｈ ｏ ｆ ｆ デ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ
り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： AF041083_1、 P_W26579、 HSA2236
03_1、 MMU97068、 RNMAGPIAN_1、 CAHX_FLABR、 S61882、 AB007899_1、 CAH1_FLALI及 び P_W13
386の 間 の 相 同 性 が 証 明 さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 ９ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 さ れ た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 LIFESEQ(登 録 商 標 )
の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 明 ら か に さ れ 、 Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番 号 ８ ５ ４ ９ ６ と 命 名
さ れ た 。 つ い で 、 こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 は 、 前 記 し た Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て
、 相 同 性 の 存 在 を 同 定 し た 。 相 同 性 検 索 は コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 又 は Ｂ Ｌ
Ａ Ｓ Ｔ ２ を 用 い て 実 施 さ れ た (Altshul等 、 Methods in Enzymology 266:460-480(1996))。
既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を
持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washington, Seattle
, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ の 得 ら れ た コ ン セ ン
サ ス 配 列 は Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ４ １ ５ と 命 名 す る 。
　 得 ら れ た れ た Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ４ １ ５ と Ｅ Ｓ Ｔ 番 号 ３ ２ ５ ５ ０ ３ ３ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の
配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 卵 巣 腫 瘍 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 誘 導 さ れ る Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン を 購 入 し 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 １ １ に 示 し 、 こ こ で Ｄ
Ｎ Ａ ７ ６ ４ ０ ０ － ２ ５ ２ ８ と 命 名 す る 。
　 図 １ １ に 示 さ れ る 全 長 ク ロ ー ン は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク
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レ オ チ ド 位 置 ６ － ９ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ４ ６ ７ －
１ ４ ６ ９ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ １ 、 配 列 番 号 １ ７ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前
駆 体 （ 図 １ ２ 、 配 列 番 号 ： １ ８ ） は ４ ８ ７ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ は 、 約 ５ ５
， ０ ５ １ ダ ル ト ン の 推 定 分 子 量 及 び 約 ８ ． １ ４ の 見 積 も り の ｐ Ｉ を 有 す る 。 追 記 す る 特 徴
と し て は ： 約 ア ミ ノ 酸 １ － ３ ０ に シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ２ － ２ ４ ５ 及 び ４ ８
１ － ４ ８ ４ に 潜 在 的 な Ｎ グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ９ ５ － ９ ７ 、 １ ８ ２ － １ ８ ４ 、 及
び ４ ２ ７ － ４ ２ ９ に プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ リ ン 酸 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ７ － １ １ ２ 、 １
１ ３ － １ １ ８ 、 １ １ ７ － １ ２ ２ 、 １ １ ８ － １ ２ ３ 、 及 び １ ２ ８ － １ ３ ３ に Ｎ － ミ リ ス ト イ
ル 化 部 位 ； 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ４ ８ ４ － ４ ８ ７ に 小 胞 体 標 的 配 列 を 含 む 。
　 図 １ ２ （ 配 列 番 号 ： １ ８ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
分 析 法 を 使 用 し て の 、 Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に
よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 と Dayhoff配 列 AF012714_1と の 間 の 有 意 な 相 同 性 が
証 明 さ れ た 。 ま た 有 意 な 相 同 性 が Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ア ミ ノ 酸 配 列 と 増 殖 か ら 肥 大 段 階 へ の 遷
移 に 関 す る と 報 告 さ れ て い る （ 国 際 特 許 出 願 公 開 番 号 WO9801468-A1） Dayhoffデ ー タ ベ ー
ス で 「 P_W52286」 と 命 名 さ れ る 軟 骨 細 胞 の 配 列 と の 間 で 証 明 さ れ た 。 ま た 相 同 性 は Ｐ Ｒ Ｏ
１ ９ １ ７ ア ミ ノ 酸 配 列 と 次 の さ ら な る Dayhoff配 列 ： P_W52286、 GGU59420_1、 P_R25597、 P
PA3_YEAST、 PPA1_SCHPO、 PPA2_SCHPO、 A46783_1、 DMC165H7_1、 及 び AST8_DROMEと の 間 に
証 明 さ れ た 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ４ ０ ０ － ２ ５ ２ ８ は １ ９ ９ ９ 年 １ 月 １ ２ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、
Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ７ ３ が 付 与 さ れ て い る 。
　 　 【 ０ １ ３ １ 】
実 施 例 １ ０ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 実 施 例 １ に 記 載 し た よ う に 、 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 組 み 立 て た 。 こ の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ８ ０ ３ と 命 名 す る
。 Ｄ Ｎ Ａ ４ ９ ８ ０ ３ コ ン セ ン サ ス 配 列 と IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ２ ９ ９ ４ ６ ８ ９ に 含 ま
れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 で 観 察 さ れ た 相 同 性 に 基 づ い て 、 IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ２ ９ ９
４ ６ ８ ９ が 購 入 さ れ 、 そ の 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 そ の 挿 入 物 の 配 列 が 図 １ ３ に 示 さ
れ 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ２ ４ － ２ ５ １ ５ と 命 名 さ れ た 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ２ ４ － ２ ５ １ ５ の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 １ ３ （ 配 列 番 号 ： １ ９ ） に
示 す 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ２ ４ － ２ ５ １ ５ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を
含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ５ １ － ５ ３ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド
位 置 ９ ８ １ － ９ ８ ３ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ ３ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体
は ３ １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 １ ４ ） 。 図 １ ４ に 示 さ れ る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ タ ン パ ク 質
が は 、 約 ３ ５ ， ０ ２ ０ の 計 算 さ れ た 分 子 量 及 び 約 ７ ． ９ ０ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 １ ４ （ 配 列
番 号 ： ２ ０ ） に 示 し た 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ 配 列 の 分 析 は 次 の こ と を 証 明 し た ： 約 ア ミ ノ 酸 １
か ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ ０ の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ３ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ３ の 膜 貫
通 ド メ イ ン 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ４ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ７ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 １ ９ ２ か ら 約 ア ミ ノ
酸 １ ９ ５ の Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ７ か ら 約 ア ミ ノ 酸 １ １ ０ の ｃ Ａ Ｍ Ｐ －
及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ － 依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 、 約 ア ミ ノ 酸 １ ０ ６ か ら 約 ア ミ ノ
酸 １ ０ ９ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ６ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ９ ９ の カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ Ｉ Ｉ リ ン 酸 化 部 位
、 約 ア ミ ノ 酸 ６ ９ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ７ ７ の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ リ ン 酸 化 部 位 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２
６ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ３ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ １ ５ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ０ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ２ ６ か ら
約 ア ミ ノ 酸 ２ ３ １ 、 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ３ か ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ８ 約 ア ミ ノ 酸 ２ ４ ４ か ら 約 ア ミ
ノ 酸 ２ ４ ９ 及 び 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ２ ｋ ら 約 ア ミ ノ 酸 ２ ６ ７ の 潜 在 的 な Ｎ － ミ リ ス ト イ ル 化 部
位 で あ る 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ２ ４ － ２ ５ １ ５ は １ ９ ９ ８ 年 １ ２ 月 ２ ２ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に
寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ５ ３ が 付 与 さ れ た 。
　 図 １ ４ （ 配 列 番 号 ： ２ ０ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
分 析 法 を 使 用 し た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り
、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： HGS_RC75、 P_W61379、 A33_HUMAN、
P_W14146、 P_W14158、 AMAL_DROME、 P_R77437、 I38346、 NCM2_HUMAN及 び PTPD_HUMANと の 間
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の 相 同 性 が 証 明 さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 １ １ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 施 例 ３ に 記 載 さ れ た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 Incyteデ ー タ ベ ー ス
の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 。 こ の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 、 公
的 Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） 及 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （
(登 録 商 標 ), Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA） を 含 む 様 々 な Ｅ Ｓ Ｔ デ ー タ ベ

ー ス と 比 較 し て 、 相 同 性 の 存 在 を し た 。 相 同 性 検 索 は コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム Ｂ Ｌ Ａ
Ｓ Ｔ 及 又 は Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ を 用 い て 実 施 さ れ た (Altshul等 、 Methods in Enzymology 266:46
0-480(1996))。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ）
又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 を 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of Washi
ngton, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 。 そ
の 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 は Ｄ Ｎ Ａ ５ ６ ０ ０ ９ と 命 名 す る 。
　 Ｎ Ａ ５ ６ ０ ０ ９ と IncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ３ ３ ２ ７ ０ ８ ９ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と
の 配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 ncyteＥ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン 番 号 ３ ３ ２ ７ ０ ８ ９ を 購 入 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿
入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 １ ５ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ７ ７
６ ３ １ － ２ ５ ３ ７ と 命 名 す る 。
　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ － ２ ５ ３ ７ は 、 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み
、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ４ ６ － ４ ８ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置
３ １ ３ ３ － ３ １ ３ ５ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ １ ５ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体
は １ ０ ２ ９ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 １ ６ ） 。 図 １ ６ に 示 さ れ る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ タ ン パ ク
質 は 、 約 １ １ ４ ， ２ １ ３ ダ ル ト ン の 推 定 分 子 量 及 び 約 ６ ． ４ ２ の ｐ Ｉ を 有 す る 。 図 １ ６ （
配 列 番 号 ２ ２ ） に 示 さ れ る 全 長 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ 配 列 の 分 析 に よ り 図 １ ６ に 示 さ れ る よ う な

重 要 な ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン の 存 在 が 証 明 さ れ た 。 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ － ２
５ ３ ７ は １ ９ ９ ９ 年 ２ 月 ９ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ２ ０ ３ ６ ５ １ が 付
与 さ れ て い る 。
　 図 １ ６ （ 配 列 番 号 ： ２ ２ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
分 析 法 を 使 用 し て の 、 Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に
よ り 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： VATX_YEAST、 P_R51171、 POL
S_IBDVP、 IBDVORF_2、 JC5043、 IBDVPIV_1、 VE7_HPV11、 GEN14220、 MUTS_THETH及 び COAC_C
HICKと の 間 の 相 同 性 が 証 明 さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 １ ２ ： ヒ ト Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 上 記 の 実 施 例 ３ に 記 載 し た シ グ ナ ル 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム の 使 用 に よ り 、 LIFESEQ（ 登 録 商
標 ） デ ー タ ベ ー ス か ら の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 の 同 定 が 可 能 と な り 、 Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 番
号 １ ９ １ ３ と 命 名 さ れ た 。 次 い で こ の Ｅ Ｓ Ｔ ク ラ ス タ ー 配 列 を 、 さ ら な る 企 業 の Ｅ Ｓ Ｔ  
Ｄ Ｎ Ａ デ ー タ ベ ー ス （ Genentech, South San Francisco, CA） を 追 加 し て 含 む 上 記 の 種 々
の 発 現 配 列 タ グ （ Ｅ Ｓ Ｔ ） デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 存 在 す る 相 同 性 を 同 定 し た 。 相 同 体
検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST2（ Altshul等 , Methods in Enzymology 
266: 460-480 (1996)） を 用 い て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア
７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も あ る ） 又 は そ れ 以 上 を 持 つ 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Gr
een, University of Washington, Seattle, Washington） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ こ か ら 得 ら れ た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ７ ３ ８ ９ ６ と 命
名 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ ７ ３ ８ ９ ６ 配 列 と Ｅ Ｓ Ｔ 番 号 ３ ３ ２ ６ ９ ８ １ Ｈ １ に 含 ま れ る Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 と の 間 の
配 列 相 同 性 に 鑑 み て 、 大 動 脈 組 織 か ら 単 離 さ れ る Ｒ Ｎ Ａ か ら な る ラ イ ブ ラ リ か ら 採 取 さ れ
る Ｅ Ｓ Ｔ ク ロ ー ン ３ ３ ２ ６ ９ ８ １ Ｈ １ が 購 入 さ れ 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 を 得 て 配 列 決 定 し た 。
こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 物 の 配 列 を 図 １ ７ に 示 し 、 こ こ で Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ０ ７ － ２ ５ ３ １ と 命 名 す
る 。
　 図 １ ７ に 示 し た 全 長 ク ロ ー ン は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ
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チ ド 位 置 ５ １ － ５ ３ に 見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 を 持 ち 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ６ ９ ５ －
１ ６ ９ ７ の 停 止 コ ド ン で 終 端 す る （ 図 １ ７ ； 配 列 番 号 ： ２ ３ ） 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
前 駆 体 （ 図 １ ８ 、 配 列 番 号 ： ２ ４ ） は ５ ４ ８ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ は 約 ６ ３
， １ ９ ８ の 推 定 分 子 量 及 び 約 ８ ． １ ０ の 見 積 も ら れ た ｐ Ｉ を 有 す る 。 追 記 す る 特 徴 と し て
は ： 約 ア ミ ノ 酸 １ － ２ ３ に シ グ ナ ル ペ プ チ ド ； 約 ア ミ ノ 酸 ６ － ２ ５ に 推 定 の 膜 貫 通 ド メ イ
ン ； 約 ア ミ ノ 酸 ５ － ８ 、 ８ ７ － ９ ０ 、 １ ０ ３ － １ ０ ６ 、 及 び ４ ６ ５ － ４ ６ ９ 、 の 潜 在 的 な
Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 ； 約 ア ミ ノ 酸 ６ － １ １ 、 １ ３ ６ － １ ４ １ 、 ３ ７ ０ － ３ ７ ５ 、 及 び ５
０ ９ － ５ １ ４ に Ｎ － ミ リ ス ト イ ル 化 部 位 を 含 む 。
　 図 １ ８ （ 配 列 番 号 ： ２ ４ ） に 示 し た 全 長 配 列 の Ｗ Ｕ -Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ -２ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト
分 析 を 用 い た Dayhoffデ ー タ ベ ー ス （ バ ー ジ ョ ン 35.45 SwissProt 35） の 分 析 に よ り 、 Ｐ
Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ の ア ミ ノ 酸 配 列 と Dayhoff配 列 AB000628_1と の 間 の 重 要 な 配 列 相 同 性 が 明 ら
か に な っ た 。 ま た Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ア ミ ノ 酸 配 列 と 以 下 の Dayhoff配 列 ： HGS_A251、 HGS_A19
7、 CELC50H11_2、 CPXM_BACSU、 VF03_VACCC、 VF03_VACCV、 DYHA_CHLRE、 C69084及 び A64315
と の 間 の 相 同 性 も 明 ら か に さ れ た 。
　 　 ク ロ ー ン Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ０ ７ － ２ ５ ３ １ は １ ９ ９ ８ 年 １ ２ 月 １ ５ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ
れ 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ３ ５ ３ ７ が 付 与 さ れ て い る 。
　 　 【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 １ ３ ： 混 合 リ ン パ 球 反 応 (Ｍ Ｌ Ｒ )に お け る 阻 害 活 性 ア ッ セ イ (ア ッ セ イ ６ ７ )
　 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 一 又 は 複 数 の ポ リ ペ プ チ ド が 刺 激 さ れ た Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 阻 害
剤 と し て 活 性 で あ る こ と を 示 す 。 リ ン パ 球 の 増 殖 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 免 疫 反 応 の 抑 制 が
好 ま し い 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。
　 こ の ア ッ セ イ の 基 本 的 プ ロ ト コ ル は 、 Immunology, unit3.12； J E Coligan, A M Kruis
beek, D H Marglies, E M Shevach, W Strober編 , 国 立 衛 生 研 究 所 , John Wiley & Sons,
 Incか ら 出 版 の Current Protocolsに 記 載 さ れ て い る 。
　 よ り 詳 細 に は 、 こ の ア ッ セ イ の 一 変 形 例 で は 、 末 梢 血 液 単 核 細 胞 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ )を 哺 乳 類 個
体 、 例 え ば ヒ ト の ボ ラ ン テ ィ ア か ら ロ イ コ フ ェ レ ー シ ス に よ り 単 離 す る (一 人 の ド ナ ー に
は 刺 激 物 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 供 給 し 、 他 の ド ナ ー に は レ ス ポ ン ダ ー Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 供 給 す る )。 所 望 さ
れ る な ら ば 、 単 離 後 に 、 細 胞 を ウ シ 胎 児 血 清 及 び Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 で 凍 結 す る 。 凍 結 細 胞 を ア ッ
セ イ 用 培 地 (３ ７ ℃ 、 5%Ｃ Ｏ ２ )で 一 晩 解 凍 し 、 つ い で 洗 浄 し 、 ３ ｘ １ ０ ６ 細 胞 /mlの ア ッ
セ イ 用 培 地 (Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ； 10%ウ シ 胎 児 血 清 、 1%ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 1%グ ル タ
ミ ン 、 1%Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 1%非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 1%ピ ル バ ー ト )に 再 懸 濁 さ せ る 。 刺 激 物 Ｐ Ｂ Ｍ
Ｃ は 細 胞 を 光 に さ ら す (約 3000ラ ド )こ と に よ り 調 製 さ れ る 。
　 こ の ア ッ セ イ は 混 合 物 ：
　 100:1の 1%又 は 0.1%に 希 釈 さ れ た 試 験 料 試 料 、
　 50:1の 光 に さ ら さ れ た 刺 激 物 細 胞 、 及 び
　 50:1の レ ス ポ ン ダ ー Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 細 胞 、
を 三 重 ウ ェ ル に 蒔 く こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 100マ イ ク ロ タ イ タ ー の 細 胞 培 養 培 地 又 は 100
マ イ ク ロ タ イ タ ー の Ｃ Ｄ ４ -Ｉ ｇ Ｇ を コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 す る 。 つ い で 、 ウ ェ ル を ３
７ ℃ 、 5%Ｃ Ｏ ２ で ４ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ５ 日 目 、 各 ウ ェ ル に ト リ チ ウ ム 化 チ ミ ジ ン
(1.0mC/ウ ェ ル ； Amersham)を 適 用 す る 。 ６ 時 間 後 、 細 胞 を ３ 回 洗 浄 し 、 つ い で 標 識 の 取 込
を 評 価 す る 。
　 こ の ア ッ セ イ の 他 の 変 形 例 で は 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Balb/cマ ウ ス 及 び C57B6マ ウ ス の 脾 臓 か ら
単 離 す る 。 細 胞 を 、 ア ッ セ イ 用 培 地 (Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ； 10%ウ シ 胎 児 血 清 、 1%ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ
プ ト マ イ シ ン 、 1%グ ル タ ミ ン 、 1%Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 1%非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 1%ピ ル バ ー ト )に お い
て 新 た に 回 収 さ れ た 脾 臓 か ら 顕 微 鏡 検 査 用 に 細 か く 切 断 し 、 リ ン ホ ラ イ ト (Lympholyte)Ｍ
(Organon Teknika)上 に こ れ ら の 細 胞 を オ ー バ ー レ イ す る こ と に よ り Ｐ Ｍ Ｂ Ｃ を 単 離 し 、 2
000rpmで ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 集 め 、 ア ッ セ イ 用 培 地 に お け る 単 核 細 胞 層 を 洗 浄 し 、 ア ッ
セ イ 用 培 地 に １ ｘ １ ０ ７ 細 胞 /mlに な る よ う に 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ る 。 つ い で 、 ア ッ セ イ は
上 記 の よ う に 行 わ れ る 。
　 コ ン ト ロ ー ル 以 下 へ の 減 少 は 全 て 、 阻 害 用 化 合 物 に つ い て の ポ ジ テ ィ ブ な 結 果 で あ る と

(93) JP 2003-521229 A5 2005.12.22



考 え ら れ 、 80%以 下 の 減 少 が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 コ ン ト ロ ー ル よ り 少 な い 値 は 全 て
、 試 験 用 タ ン パ ク 質 に つ い て 阻 害 効 果 を 示 す 。
　 以 下 の 試 験 ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ で ポ ジ テ ィ ブ で あ っ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ 及 び Ｐ
Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ 。
　 　 【 ０ １ ３ ５ 】
実 施 例 １ ４ ： 皮 膚 血 管 透 過 性 ア ッ セ イ （ ア ッ セ イ ６ ４ ）
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 の 注 入 部 位 で の 単 核 細 胞 、 好 酸 球
及 び Ｐ Ｍ Ｎ 浸 潤 を 誘 発 す る こ と に よ り 免 疫 反 応 を 促 進 及 び 炎 症 反 応 を 誘 発 す る こ と が 示 さ
れ る 。 免 疫 反 応 を 促 進 す る 化 合 物 は 免 疫 反 応 の 促 進 を 必 要 と す る 治 療 に 利 用 可 能 で あ る 。
こ の 皮 膚 血 管 透 過 性 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 体 重 が ３ ５ ０ グ ラ ム 又 は そ れ 以 上
の 毛 の 無 い モ ル モ ッ ト が ケ タ ミ ン （ ７ ５ － ８ ０ mg/Kg） 及 び ５ mg/Kgキ シ ラ ジ ン (xylazine)
筋 肉 注 射 （ IM） で 麻 酔 さ れ る 。 精 製 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の サ ン プ ル 又 は 条 件 培 地
試 験 サ ン プ ル が 、 注 入 部 位 あ た り １ ０ ０ μ ｌ を 試 験 動 物 の 背 中 に 皮 内 注 入 さ れ る 。 動 物 あ
た り 約 １ ０ － ３ ０ 、 好 ま し く は 約 １ ６ － ２ ４ 箇 所 の 部 位 に 注 入 が 可 能 で あ る 。 エ バ ン ス ブ
ル ー 色 素 （ １ ％ に 生 理 的 食 塩 水 で 緩 衝 ） の １ μ ｌ が 心 臓 内 に 注 入 さ れ る 。 つ い で 注 入 部 位
に お け る 斑 点 が 注 入 後 １ 時 間 と ６ 時 間 で 測 定 （ 直 径 ｍ ｍ ） さ れ る 。 動 物 は 注 入 後 ６ 時 間 で
屠 殺 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の 皮 膚 注 入 部 位 は 生 体 組 織 検 査 さ れ 、 ホ ル マ リ ン で 固 定 さ れ る 。 つ
い で 皮 膚 は 組 織 病 理 学 検 査 の た め に 準 備 さ れ る 。 そ れ ぞ れ 部 位 は 皮 膚 へ の 炎 症 細 胞 浸 潤 を
検 査 さ れ る 。 可 視 的 な 炎 症 細 胞 の 炎 症 を 有 す る 部 位 は 陽 性 と し て 記 録 さ れ る 。 炎 症 細 胞 は
好 中 球 、 好 酸 球 、 単 球 、 リ ン パ 球 で あ り 得 る 。 少 な く と も 注 入 部 位 で の 最 小 血 管 周 囲 の 浸
潤 は 陽 性 と し て 記 録 さ れ 、 注 入 部 位 で 浸 潤 の な か っ た 場 合 に は 陰 性 と し て 記 録 さ れ る 。
　 こ の ア ッ セ イ で 次 の ポ リ ペ プ チ ド は 陽 性 と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４
　 　 【 ０ １ ３ ６ 】
実 施 例 １ ５ ： ラ ッ ト 小 嚢 支 持 細 胞 の 増 殖 （ ア ッ セ イ ５ ４ ）
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 聴 覚 毛 細 胞 前 駆 体 で あ る 内 耳 支 持 細 胞 の 有
糸 分 裂 促 進 剤 と し て 作 用 し 、 し た が っ て 哺 乳 動 物 に お け る 聴 覚 毛 細 胞 の 再 生 誘 発 と 軟 調 の
治 療 に 利 用 で き る こ と を 示 す 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 ラ ッ ト Ｕ Ｅ Ｃ － ４ 小 嚢
上 皮 細 胞 が ３ ３ ℃ 、 ２ ０ ０ μ ｌ の 血 清 添 加 培 地 で 密 度 ３ ０ ０ ０ 細 胞 ／ ウ ェ ル で ９ ６ ウ ェ ル
プ レ ー ト に 等 分 さ れ る 。 細 胞 は 一 晩 培 養 さ れ 、 つ い で ３ ７ ℃ で 無 血 清 培 地 に 移 さ れ る 。 つ
い で 様 々 な 希 釈 率 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド （ 又 は コ ン ト ロ ー ル に は 不 含 有 ） が 培 地 に 加 え ら
れ 、 つ い で 細 胞 は ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 ２ ４ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、
３ Ｈ － チ ミ ジ ン （ １ μ Ｃ ｉ /ウ ェ ル ） が 加 え ら れ 、 つ い で さ ら に ２ ４ 時 間 培 養 さ れ る 。 次
に 培 地 は 組 み 込 ま れ な か っ た 放 射 能 標 識 を 取 り 除 く た め に 洗 浄 さ れ 、 細 胞 を 取 り 出 し 、 １
ウ ェ ル あ た り の Cpmが 決 定 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル 培 地 と 比 較 し て Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で 処
置 し た 培 地 で 少 な く と も ３ ０ ％ 又 は そ れ 以 上 の Ｃ ｐ ｍ で あ っ た 場 合 に は ア ッ セ イ で 陽 性 と
判 断 さ れ る 。
　 こ の ア ッ セ イ で 次 の ポ リ ペ プ チ ド は 陽 性 と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２
　 　 【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 １ ６ ： 遺 伝 子 増 幅
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ -、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ -、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ -及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２
７ -コ ー ド 化 遺 伝 子 が 或 る 種 の ヒ ト 肺 、 腸 及 び ／ 又 は 乳 癌 及 び ／ 又 は 細 胞 系 の ゲ ノ ム で
増 幅 さ れ る こ と を 示 す 。 増 幅 は 遺 伝 子 産 物 の 過 剰 発 現 を 伴 い 、 ポ リ ペ プ チ ド が 腸 、 肺 、
乳 及 び 他 の 癌 等 の 或 る 種 の 癌 に お 治 療 的 処 有
用 な 標 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 治 療 薬 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ， Ｐ Ｒ Ｏ ３
４ ３ ４ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 形 態 、 例 え ば Ｐ Ｒ Ｏ
１ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ， Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る マ ウ
ス － ヒ ト キ メ ラ 、 ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 で あ る
　 ス ク リ ー ニ ン グ の 出 発 物 質 は 種 々 の 癌 か ら 単 離 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ で あ 。 Ｄ Ｎ Ａ は 、

、 例 え ば 蛍 光 的 に 。 ネ ガ テ ィ ブ 対 照 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ を １ ０ の 正 常 健 常 個 体
の 細 胞 か ら Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 そ れ を プ ー ル し て 健 常 個 体 に お け る 遺 伝 子 コ ピ ー の ア ッ セ イ
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対 照 と し て 使 用 し た （ ） 。 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ （ 例 え ば TaqManＴ Ｍ ） 及 び
実 時 間 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ 例 え ば 、 ABI Prizm 7700 Sequence Detection System )(Perkin
 Elmer, Applied Biosystems Division, Foster City, CA)） を 、 或 る 種 の 癌 で 潜 在 的 に
増 幅 さ れ る 遺 伝 子 の 発 見 に 使 用 し た 。 結 果 を 、 Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３
４ ３ ４ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ が ス ク リ ー ニ ン グ し た 肺 又 は 癌
又 は 癌 細 胞 系 又 は 乳 癌 細 胞 系 で 過 剰 さ れ る か 否 か の 決 定 に 用 い た 。 肺 癌 は 、 表
６ に 示 し た 及 び 段 階 の 腫 瘍 を 持 つ 個 体 か ら 得 た 。 表 ６ に 列 挙 し た 腫 瘍 及 び こ
の 実 施 例 を 通 し て 参 照 さ れ る 腫 瘍 及 び 細 胞 系 の に 使 用 し た 略 語 の 説 明 は 以 下 に

。
　 　 【 ０ １ ３ ８ 】
　 TaqMan の 結 果 は デ ル タ (Δ )Ｃ ｔ 単 位 で 報 告 し た 。 １ 単 位 は １ Ｐ Ｃ Ｒ サ イ ク ル 又 は 正
常 に 対 し て 約 ２ 倍 の 増 幅 に 相 当 し 、 ２ 単 位 は ４ 倍 、 ３ 単 位 は ８ 倍 増 幅 等 々 に 相 当 す る 。
定 量 化 は プ ラ イ マ ー 及 び Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ -， Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ -， Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ -， 又 は Ｐ Ｒ
Ｏ １ ９ ２ ７ -コ ー ド 化 遺 伝 子 か ら 誘 導 し た TaqMan 蛍 光 プ ロ ー ブ を 用 い て 得 た 。 最 も 独
特 の 核 酸 配 列 を 含 む と 思 わ れ 、 少 な く と も ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た イ ン ト ロ ン を 持 た な い と
思 わ れ る Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ， Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ の 領 域 、

は プ ラ イ マ ー 及 び プ ロ ー ブ の 誘 導 。 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ 、 Ｐ
Ｒ Ｏ ５ ３ ９ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ 遺 伝 子 増 幅 分 析 に 使 用 さ れ る プ ラ イ マ ー
及 び プ ロ ー ブ （ 正 、 逆 及 び プ ロ ー ブ ） の 配 列 は 次 の 通 り ：
Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ (Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ -２ ５ ０ ８ ）
正 　 　 　 　 5'-ACTCGGGATTCCTGCTGTT-3'　 　 　 　 　  　 　 (配 列 番 号 ： ２ ７ )
プ ロ ー ブ 　 5'-AGGCCTTTACCCAAGGCCACAAC-3'　 　 　 　  (配 列 番 号 ： ２ ８ )
逆 　 　 　 　 5'-GGCCTGTCCTGTGTTCTCA-3'　 　 　 　 　 　 　 　 (配 列 番 号 ： ２ ９ )
Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ (Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５ -１ ５ ６ １ )
正 　 　 　 　 5'-TCCCACCACTTACTTCCATGAA-3'　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ： ３ ０ )
プ ロ ー ブ 　 5'-CTGTGGTACCCAATTGCCGCCTTGT-3'　 　 　 　  (配 列 番 号 ： ３ １ )
逆 　 　 　 　 5'-ATTGTCCTGAGATTCGAGCAAGA-3'　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ： ３ ２ )
Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ (Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ -２ ５ ３ ７ )
正 　 　 　 　 5'-GTCCAGCAAGCCCTCATT-3'　 　 　 　 　 　 　 　 　 (配 列 番 号 ： ３ ３ )
プ ロ ー ブ 　 5'-CTTCTGGGCCACAGCCCTGC-3'　 　 　 　 　 　 　 　 (配 列 番 号 ： ３ ４ )
逆 　 　 　 　 5'-CAGTTCAGGTCGTTTCATTCA-3'　 　 　 　 　 　 　  (配 列 番 号 ： ３ ５ )
Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ (Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ０ ７ -２ ５ ３ １ )
正 　 　 　 　 5'-CCAGTCAGGCCGTTTTAGA-3'　 　 　 　 　 　  　 　 (配 列 番 号 ： ３ ６ )
プ ロ ー ブ 　 5'-CGGGCGCCCAAGTAAAAGCTC-3'　 　 　 　 　 　 　 (配 列 番 号 ： ３ ７ )
逆 　 　 　 　 5'-CATAAAGTAGTATATGCATTCCAGTGTT-3'　 　 　 (配 列 番 号 ： ３ ８ )
　 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ 反 応 は 蛍 光 Ｐ Ｃ Ｒ ベ ー ス の 技 術 で あ り 、 実 時 間 で の 増 幅 監 視
の た め の Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 の ５ ’ エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 使 用 す る 。 Ｐ Ｃ
Ｒ 反 応 に 典 型 的 な 単 位 複 製 配 列 の 生 成 に ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る
。 第 ３ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は プ ロ ー ブ は 、 ２ つ の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の 間 に 位 置 す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 出 す る た め に 設 計 さ れ た 。 プ ロ ー ブ は Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 酵
素 に よ り 非 伸 展 性 で あ り 、 レ ポ ー タ ー 蛍 光 染 料 及 び 消 光 剤 蛍 光 染 料 で 標 識 さ れ る 。 ２ つ の
染 料 が プ ロ ー ブ 上 に 接 近 し て 位 置 す る 場 合 、 レ ポ ー タ ー 染 料 か ら の レ ー ザ ー 誘 導 発 光 は 消
光 染 料 に よ っ て 消 光 さ れ る 。 増 幅 反 応 の 間 、 プ ロ ー ブ は Ｔ ａ ｑ  Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素
に よ り テ ン プ レ ー ト 依 存 的 方 式 で 切 断 さ れ る 。 得 ら れ た プ ロ ー ブ 断 片 は 溶 液 中 に 解 離 し 、
放 出 さ れ た レ ポ ー タ ー 染 料 か ら の シ グ ナ ル は 第 ２ の フ ル オ ロ ホ ア か ら の 消 光 効 果 を 受 け な
い 。 レ ポ ー タ ー 染 料 の 一 分 子 、 新 た に 合 成 さ れ た 各 分 子 に つ い て 、 非 消 光 レ ポ
ー タ ー 染 料 の 検 出 が デ ー タ の 定 量 的 解 釈 の 基 礎 を 提 供 す る 。
　 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ 法 は 、 ABI Prism 7700TM な ど の 実 時 間 定 量 的 Ｐ
Ｃ Ｒ 装 置 で 実 施 さ れ る 。 は 温 度 サ イ ク ル 器 、 レ ー ザ ー 、 電 荷 結 合 （ Ｃ Ｃ Ｄ ）
カ メ ラ 及 び コ ン ピ ュ ー タ か ら な る 。 は 温 度 サ イ ク ル 器 上 で ９ ６ ウ ェ ル で の 試 料 を
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増 幅 さ せ る 。 増 幅 中 に 、 レ ー ザ ー 誘 導 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 実 時 間
で 、 光 フ ァ イ バ ー ケ ー ブ ル 集 め ら れ 、 Ｃ Ｃ Ｄ で 検 出 さ れ る 。 は 装 置 の 実
行 及 び デ ー タ の 分 析 の た め の ソ フ ト ウ ェ ア を 含 む 。
　 ５ ’ ヌ ク レ ア ー ゼ ア ッ セ イ デ ー タ は 、 最 初 は Ｃ ｔ 又 は サ イ ク ル 表 れ る 。 こ れ
は 、 レ ポ ー タ ー シ グ ナ ル が 蛍 光 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 越 え て 蓄 積 さ れ る サ イ ク ル と
し て 定 義 さ れ る 。 正 常 な ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ 結 果 を 癌 Ｄ Ｎ Ａ 結 果 と 比 較 す る 場 合 に 、 △ Ｃ ｔ 値 を 核
酸 試 料 特 定 の 標 的 配 列 の 出 発 コ ピ ー 相 対 数 の 定 量 的 尺 度 と し て 使 用 し た 。
　 表 ６ は 、 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ， Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７
化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た 種 々 の 原 発 腫 瘍 の 段 階 、 Ｔ 段 階 及 び Ｎ 段 階 を 記 載 す る 。
　 　 【 ０ １ ３ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 　 【 ０ １ ４ ０ 】
Ｄ Ｎ Ａ 調 製 ：
　 Ｄ Ｎ Ａ は 培 養 し た 細 胞 系 、 原 発 腫 瘍 、 正 常 ヒ ト 血 液 か ら 調 製 し た 。 単 離 は 、 全 て Quiage
nか ら の 、 精 製 キ ッ ト 、 バ ッ フ ァ ー セ ッ ト 及 び プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い 、 製 造 者 の 指 示 と 下 記
に 従 っ て 実 施 し た 。
　 細 胞 培 養 溶 解 ：
　 細 胞 を 洗 浄 し 、 チ ッ プ 当 た り 7.5x10 の 濃 度 で ト リ プ シ ン し 、 ４ ℃ で ５ 分 間 1000rp
mで 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し 、 次 い で 1/2容 量 の Ｐ Ｂ Ｓ 再 遠 心 で 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト
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３ 回 目 の 洗 浄 、 懸 濁 細 胞 を 回 収 し て 2xＰ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 次 い で 細 胞 を 10mLの Ｐ
Ｂ Ｓ に 懸 濁 さ せ た 。 バ ッ フ ァ ー Ｃ １ を ４ ℃ で 平 衡 化 さ せ た 。 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ #19155
を 6.25mlの 冷 ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ で 最 終 濃 度 20mg/mlま で 希 釈 し て ４ ℃ で 平 衡 化 さ せ た 。 10mLの Ｇ
２ バ ッ フ ァ ー を 、 QuiagenＲ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ａ ス ト ッ ク （ 100mg/ml） を 200μ g/mlの 最 終 濃 度 ま で
希 釈 し て 調 製 し た 。
　 バ ッ フ ァ ー Ｃ １ （ 10ml、 ４ ℃ ） 及 び ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ （ 40ml、 ４ ℃ ） を 、 次 い で 10mlの 細 胞 懸
濁 物 に 添 加 し 、 反 転 さ せ て 混 合 し 、 氷 上 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 核 を Beckma
nス イ ン グ バ ケ ッ ト ロ ー タ で ４ ℃ に お い て 2500rpmで １ ５ 分 間 遠 心 分 離 す る こ と に よ り ペ レ
ッ ト 化 し た 。 上 清 を 捨 て 、 核 を ボ ル テ ッ ク ス し な が ら 2mlの バ ッ フ ァ ー Ｃ １ （ ４ ℃ ） 及 び 6
mlの ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ に 懸 濁 し 、 ４ ℃ 2500rpm １ ５ 分 間 遠 心 分 離 。 次 い で
核 を 残 り の バ ッ フ ァ ー 中 に チ ッ プ 当 た り 200μ lを 用 い て 再 懸 濁 し た 。

Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー （ 10ml） を 懸 濁 し た 核 に 添 加 し 。 バ ッ フ ァ ー 添 加 が 完 了 し た
、 強 い ボ ル テ ッ ク ス を ３ ０ 秒 間 。 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ （ 200μ l 上 記 の よ う

に 調 製 ） を 添 加 し 、 ５ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 遠 心
分 離 を 、 溶 解 物 が 透 明 に な る ま で 繰 り 返 し た （ 例 え ば 、 さ ら に 30-60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 3000xgで ペ レ ッ ト 化 す る ） 。
　 　 【 ０ １ ４ １ 】
　 固 体 ヒ ト 腫 瘍 試 料 の 調 製 及 び 溶 解 ：
　 腫 瘍 試 料 を 秤 量 し 50mlの コ ニ カ ル 管 に 配 し て 氷 上 に 保 持 し た 。 加 工 は 調 製 当 た り 250mg

の 組 織 に 制 限 し た （ １ チ ッ プ ／ 調 製 ） 。 プ ロ テ ア ー ゼ 溶 液 を 6.25mlの 冷 ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ 中
に 最 終 濃 度 20mg/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り 新 た に 調 製 し て ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ ｓ ｅ
Ａ を 最 終 濃 度 200mg/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー （ 20ml） を 調 製 し た （ 100m
g/mlの ス ト ッ ク か ら ） 。 エ ア ロ ゾ ル の 吸 入 を 避 け る た め に 層 流 Ｔ Ｃ フ ー ド 内 で ポ リ ト ロ ン
の 大 き な チ ッ プ を 用 い て 、 腫 瘍 組 織 を 19mlの Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー 中 で ６ ０ 秒 間 均 一 化 し 、 室 温
に 保 持 し た 。 試 料 間 で 、 各 々 2Lの ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ で ２ ｘ ３ ０ 秒 間 、 次 い で Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー （ 50
ml） で ス ピ ン さ せ る こ と に よ り ポ リ ト ロ ン を し た 。 組 織 が ジ ェ ネ レ ー タ チ ッ プ 上 に

存 在 す る 場 合 は 、 装 置 を 分 解 し て 清 浄 化 し た 。
　 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ （ 上 記 の よ う に 調 製 、 1.0ml） を 添 加 し 、 次 い で ボ ル テ ッ ク ス し て
５ ０ ℃ で ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 遠 心 分 離 を 、 溶 解 物 が 透 明
に な る ま で 繰 り 返 し た （ 例 え ば 、 さ ら に 30-60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 300
0xgで ペ レ ッ ト 化 す る ） 。
　 ヒ ト 血 液 調 製 及 び 溶 解 ：
　 健 常 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 血 液 を 採 り だ し 、 チ ッ プ
当 た り 10mlの 試 料 に ク エ ン 酸 化 し た 。 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ を 6.25mlの 冷 ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ 中 に
最 終 濃 度 20mg/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り 新 た に 調 製 し て ４ ℃ で 貯 蔵 し た 。 Ｒ Ｎ Ａ ｓ ｅ Ａ
を 100mg/mlの ス ト ッ ク か ら 最 終 濃 度 200μ g/mlま で 希 釈 す る こ と に よ り Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー
調 製 し た 。 血 液 （ 10ml） を 50mlの コ ニ カ ル 管 に 配 し 、 10mlの Ｃ １ バ ッ フ ァ ー 及 び 30mlの ｄ
ｄ Ｈ ２ Ｏ （ と も に ４ ℃ で 平 衡 化 し た も の ） を 添 加 し 、 反 転 さ せ て 混 合 し て 氷 上 に １
０ 分 間 保 持 し た 。 Beckmanス イ ン グ バ ケ ッ ト ロ ー タ ー で 、 ４ ℃ に お い て 2500rpmで １ ５ 分 間
核 を ペ レ ッ ト 化 し 、 上 清 を 捨 て た 。 ボ ル テ ッ ク ス し な が ら 、 核 を 2mlの Ｃ １ バ ッ フ ァ ー （
４ ℃ ） 及 び 6mlの ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ （ ４ ℃ ） 中 に 懸 濁 さ せ た 。 ボ ル テ ッ ク ス は ペ レ ッ ト が 白 く な
る ま で 繰 り 返 し た 。 次 い で 核 を 残 り の バ ッ フ ァ ー 中 に 200μ lチ ッ プ を 用 い て 懸 濁 さ せ た 。
Ｇ ２ バ ッ フ ァ ー （ 10ml） を 懸 濁 核 に 緩 く ボ ル テ ッ ク ス 、 次 い で ３ ０ 秒 間 強
く ボ ル テ ッ ク ス し た 。 Quiagenプ ロ テ ア ー ゼ を 添 加 （ 200μ l） し 、 ５ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及 び 遠 心 分 離 を 、 溶 解 物 が 透 明 に な る ま で 繰 り 返 し
た （ 例 え ば 、 さ ら に 30-60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ４ ℃ で １ ０ 分 間 3000xgで ペ レ ッ ト 化 す
る ） 。
　 　 【 ０ １ ４ ２ 】
　 透 明 化 溶 解 物 の 精 製 ：
　 （ １ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 ：
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　 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 10mlの Ｑ Ｂ Ｔ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た （ 最 大 チ ッ プ 調 製 当 た り １ 試 料 ）
。 Ｑ Ｆ 溶 離 バ ッ フ ァ ー を ５ ０ ℃ で 平 衡 化 し た 。 試 料 を ３ ０ 秒 間 ボ ル テ ッ ク ス し 、 次 い で 平
衡 化 チ ッ プ に 負 荷 し て 重 力 に よ り 排 液 し た 。 チ ッ プ を 2x15mlの Ｑ Ｃ バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た
。 Ｄ Ｎ Ａ を 、 30mlの シ ラ ン 化 し た オ ー ト ク レ ー ブ 30mlCortex管 に 15mlの Ｑ Ｆ バ ッ フ ァ ー （
５ ０ ℃ ） で 溶 離 し た 。 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル （ 10.5ml） を 各 試 料 に 添 加 し 、 管 を パ ラ フ ィ ン で
被 覆 し 、 Ｄ Ｎ Ａ が 沈 殿 す る ま で 繰 り 返 し 反 転 さ せ て 混 合 し た 。 試 料 を 、 SS-34ロ ー タ で ４
℃ に お い て 15,000rpmで １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て ペ レ ッ ト 化 し た 。 ペ レ ッ ト 位 置 を マ ー ク し
て 上 清 を 捨 て 、 10mlの 70%エ タ ノ ー ル （ ４ ℃ ） を 添 加 し た 。 試 料 を 、 SS-34ロ ー タ で ４ ℃ に
お い て 10,000rpmで １ ０ 分 間 遠 心 分 離 し て 再 度 ペ レ ッ ト 化 し た 。 ペ レ ッ ト 位 置 を マ ー ク し
て 上 清 を 捨 て た 。 次 い で 管 を 乾 燥 棚 置 き 、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 乾 燥 さ せ た が 、

の 過 剰 乾 燥 に は 注 意 し た 。
　 乾 燥 後 、 ペ レ ッ ト を 1.0mlの Ｔ Ｅ （ pH8.5） に 溶 解 し 、 ５ ０ ℃ に １ － ２ 時 間 置 い た 。 試 料
を ４ ℃ に 終 夜 保 持 し て 溶 解 を 続 け た 。 次 い で Ｄ Ｎ Ａ 溶 液 を 、 ツ ベ ル ク リ ン シ リ ン ジ 上 に ２
６ ゲ ー ジ の 針 を 具 備 す る 1.5ml管 に 移 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ を 剪 断 す る た め に を ５ ｘ 繰 り
返 し た 。 次 い で 試 料 を ５ ０ ℃ に １ － ２ 時 間 置 い た 。
　 　 【 ０ １ ４ ３ 】
　 （ ２ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 定 量 ：
　 各 管 の Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル を 1:20希 釈 （ 5μ lＤ Ｎ Ａ ＋ 95μ lｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ ） で の 標 準 的 な Ａ ２ ６

０ 、 Ａ ２ ８ ０ 分 光 分 析 に よ り 、 Beckman DU640分 光 光 度 計 で 0.1ml石 英 キ ュ ベ ッ ト を 用 い て
定 量 し た 。 Ａ ２ ６ ０ ／ Ａ ２ ８ ０ 比 率 は 1.8-1.9の 範 囲 で あ っ た 。 次 い で 各 Ｄ Ｎ Ａ 試 料 を Ｔ
Ｅ （ pH8.5） 中 に 約 200ng/mlま で 希 釈 し た 。 最 初 の 材 料 が 高 濃 度 （ 約 700ng/μ l） で
あ る 場 合 、 材 料 を ５ ０ ℃ に 数 時 間 置 い た 。
　 次 い で 、 希 釈 し た 材 料 （ 20-600ng/ml） に 対 し て 、 製 造 者 の 指 示 を 以 下 の よ う に 改 変 し
て 蛍 光 Ｄ Ｎ Ａ 定 量 化 を 実 施 し た 。 こ れ は 、 Hoeffer DyNA Quant 200蛍 光 計 を 約 １ ５ 分 間 暖
め て 実 施 し た 。 Hoechst染 料 作 業 溶 液 （ #H33258、 10μ l、 使 用 の １ ２ 時 間 以 内 に 調 製 ） を 1
00mlの 1xＴ Ｎ Ｅ バ ッ フ ァ ー に 希 釈 し た 。 2mlキ ュ ベ ッ ト を 蛍 光 計 溶 液 で 満 た し 、 機 械 に 配
し 、 機 械 を ゼ ロ 調 節 し た 。 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ３ Ｚ ｆ (＋ )（ 2μ l、 ロ ッ ト #360851026） を 2mlの 蛍 光
計 溶 液 に 添 加 し て 200単 位 で 校 正 し た 。 次 い で 、 さ ら に ２ μ lの ｐ Ｇ Ｅ Ｍ ３ Ｚ ｆ (＋ )Ｄ Ｎ Ａ
を 試 験 し 、 400+/-10単 位 で 読 み を 確 認 し た 。 次 い で 各 試 料 を 少 な く と も ３ 回 読 ん だ 。 ３ 試
料 が 互 い に 10%以 内 あ る こ と が と き 、 そ れ ら の 平 均 を と り 、 こ の 値 を 定 量 化
値 と し て 用 い た 。
　 次 い で 、 蛍 光 測 定 で 決 定 し た 濃 度 を 、 各 試 料 を ｄ ｄ Ｈ ２ Ｏ 中 に 10ng/μ lま で 希 釈 す る の
に 用 い た 。 こ れ は 、 １ 回 の TaqManプ レ ー ト ア ッ セ イ に つ い て 全 て の テ ン プ レ ー ト 試 料 に つ
い て 同 時 に 行 い 、 500-1000ア ッ セ イ を 実 施 す る の に 十 分 な 材 料 で 行 っ た 。 試 料 は 、 Taqman

プ ラ イ マ ー 及 び Ｂ -ア ク チ ン 及 び Ｇ Ａ Ｐ Ｄ
Ｈ 。 試 験 Ｄ Ｎ Ａ か ら 減 算 し
た 正 常 ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ の Ｃ Ｔ 値 +/-１ Ｃ ｔ で あ 、 希 釈 し た 試 料 を 用 い た 。 希 釈 し た 、
ロ ッ ト 定 性 化 ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 1.0mlア リ コ ー ト で － ８ ０ ℃ 保 存 し た 。 続 い て 遺 伝 増
幅 ア ッ セ イ に 使 用 す る ア リ コ ー ト ４ ℃ で 保 存 し た 。 各 1mlの ア リ コ ー ト 、 ８ -９ プ レ ー
ト 又 は ６ ４ 試 験 に 十 分 で あ る 。
　 遺 伝 子 増 幅 ア ッ セ イ ：
　 本 発 明 の Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ， Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ， Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ 化 合 物 を
以 下 の 原 発 腫 瘍 で ス ク リ ー ニ ン グ し 、 得 ら れ た Δ Ｃ ｔ 値 を 表 ７ に

。
　 　 【 ０ １ ４ ４ 】
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　 　 【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 １ ７ ： 膵 臓 β -細 胞 前 駆 体 増 殖 の 誘 発 （ ア ッ セ イ １ １ ７ ）
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 多 数 の 膵 臓 β -細 胞 前 駆 細 胞 の 増 加 を 誘 発
す る 働 き を し 、 し た が っ て 、 糖 尿 病 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 様 々 な イ ン シ ュ リ ン 不 完 全 段
階 の 治 療 に 利 用 で き る こ と を 示 す 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 ア ッ セ イ は マ ウ ス
胎 児 膵 臓 細 胞 の 初 代 培 養 を 使 用 し 、 初 期 測 定 は β -細 胞 前 駆 体 又 は 成 熟 し た β -細 胞 の ど ち
ら か に 相 当 す る マ ー カ ー の 発 現 の 変 化 で あ る 。 マ ー カ ー 発 現 は リ ア ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ
（ Ｒ Ｔ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） で 測 定 さ れ ； こ こ で 評 価 さ れ る マ ー カ ー は Ｐ ｄ ｘ １ と 呼 ば れ る 転 写 因
子 で あ る 。
　 膵 臓 は Ｅ １ ４ 胚 （ Ｃ Ｄ １ マ ウ ス ） か ら 取 り 出 さ れ る 。 つ い で 膵 臓 は ３ ７ 度 で ４ ０ か ら ６
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０ 分 、 Ｆ １ ２ /Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で コ ラ ゲ ナ ー ゼ /デ ィ ス パ ー ゼ で 消 化 さ れ る （ コ ラ ゲ ナ ー ゼ /デ
ィ ス パ ー ゼ 、 1.37mg/ml、 Boehringer Mannheim、 ＃ 1097113） 。 つ い で 消 化 は 同 容 量 の ５
％ Ｂ Ｓ Ａ で 中 和 さ れ 、 細 胞 は 一 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 さ れ る 。 １ 日 目 、 細 胞 は １ ２ ウ
ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 蒔 か れ る （ PBSで 20μ /mlの ラ ミ ニ ン で 前 も っ て コ ー ト さ れ る 、 Bo
ehringer Mannheim、 ＃ 124317） 。 １ － ２ 胚 の 膵 臓 由 来 の 細 胞 が １ ウ ェ ル 当 た り 分 配 さ れ
る 。 こ の 初 代 培 養 の 培 地 は １ ４ Ｆ ／ １ ６ ４ ０ で あ る 。 ２ 日 目 、 培 地 が 取 り 除 か れ 、 付 着 し
た 細 胞 は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ／ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 さ れ る 。 試 験 さ れ る タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 ２ ｍ ｌ の 最
小 培 地 が 加 え ら れ る 。 ４ 日 目 、 培 地 は 取 り 除 か れ 、 細 胞 か ら Ｒ Ｎ Ａ が 準 備 さ れ 、 リ ア ル タ
イ ム 定 量 的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て マ ー カ ー 発 現 が 分 析 さ れ る 。 未 処 理 の コ ン ト ロ ー ル に 比
べ 、 関 連 し た β -細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 増 加 さ せ て い る 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 は ア ッ セ イ
に お い て 活 性 で あ る と 考 え ら れ る 。
１ ４ Ｆ ／ １ ６ ４ ０ は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ （ Gibco） に 次 の も の を 加 え た も の で あ る ：
　 グ ル ー プ Ａ 　 1： 1000
　 グ ル ー プ Ｂ 　 1： 1000
　 組 み 換 え ヒ ト イ ン シ ュ リ ン 　 10μ g／ ml
　 ア プ ロ チ ニ ン （ 50μ g／ ml） 1： 2000（ Boehringer manhein #981532）
　 牛 下 垂 体 エ キ ス （ Ｂ Ｐ Ｅ ） 60μ g／ ml
　 ゲ ン タ マ イ シ ン 　 100ng／ ml
グ ル ー プ Ａ ： （ 10mlＰ Ｂ Ｓ 中 ）
　 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 100mg（ シ グ マ T2252）
　 上 皮 成 長 因 子 、 100μ g（ BRL100004）
　 ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン 、 5x10－ 6 Mの 10μ l（ シ グ マ T5516）
　 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 10－ １ Ｍ の 100μ l（ シ グ マ E0135）
　 ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 10－ １ Ｍ の 100μ l（ シ グ マ P0503）
　 セ レ ニ ウ ム 、 10－ 1 Ｍ の 4μ l（ Aesar#12574）
グ ル ー プ Ｃ ： （ 10mlの 100%エ タ ノ ー ル 中 ）
　 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 5x10－ ３ Mの 2μ l（ シ グ マ #H0135）
　 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 1x10－ ３ Mの 100μ l（ シ グ マ #P6149）
　 フ ォ ル ス コ リ ン 、 20mMの 500μ l（ Calbiochem#344270）
最 小 培 地 ：
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に ト ラ ン ス フ ェ リ ン (10μ /ml)、 イ ン シ ュ リ ン (1μ g/ml)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン (100ng/ml)、 ア プ ロ チ ニ ン (50μ g/ml)及 び Ｂ Ｐ Ｅ (15μ g/ml)を 加 え る 。
定 義 し た 培 地 ：
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に ト ラ ン ス フ ェ リ ン (10μ /ml)、 イ ン シ ュ リ ン (1μ g/ml)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン (100ng/ml)及 び ア プ ロ チ ニ ン (50μ g/ml)を 加 え る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド は こ の ア ッ セ イ で 活 性 で あ っ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８
　 　 【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例 １ ８ ： 膵 臓 β -細 胞 前 駆 体 分 化 の 誘 発 （ ア ッ セ イ ８ ９ ）
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 成 熟 し た 膵 臓 β -細 胞 か ら 膵 臓 β -細 胞 前 駆
細 胞 へ の 分 化 を 誘 発 す る 働 き を し 、 し た が っ て 、 糖 尿 病 を 含 む 哺 乳 動 物 に お け る 様 々 な イ
ン シ ュ リ ン 不 完 全 段 階 の 治 療 に 利 用 で き る こ と を 示 す 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る
。 ア ッ セ イ は マ ウ ス 胎 児 膵 臓 細 胞 の 初 代 培 養 を 使 用 し 、 初 期 測 定 は β -細 胞 前 駆 体 又 は 成
熟 し た β -細 胞 の ど ち ら か に 相 当 す る マ ー カ ー の 発 現 の 変 化 で あ る 。 マ ー カ ー 発 現 は リ ア
ル タ イ ム 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｒ Ｔ Ｑ － Ｐ Ｃ Ｒ ） で 測 定 さ れ ； こ こ で 評 価 さ れ る マ ー カ ー は イ ン
シ ュ リ ン で あ る 。
　 膵 臓 は Ｅ １ ４ 胚 （ Ｃ Ｄ １ マ ウ ス ） か ら 取 り 出 さ れ る 。 つ い で 膵 臓 は ３ ７ 度 で ４ ０ か ら ６
０ 分 、 Ｆ １ ２ /Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 中 で の コ ラ ゲ ナ ー ゼ /デ ィ ス パ ー ゼ で 消 化 さ れ る （ コ ラ ゲ ナ ー ゼ /
デ ィ ス パ ー ゼ 、 1.37mg/ml、 Boehringer Mannheim、 ＃ 1097113） 。 つ い で 消 化 は 同 容 量 の
５ ％ Ｂ Ｓ Ａ で 中 和 さ れ 、 細 胞 は 一 度 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 さ れ る 。 １ 日 目 、 細 胞 は １ ２
ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 蒔 か れ る （ PBS中 で 20μ /mlの ラ ミ ニ ン で 被 覆 さ れ る 、 Boehring
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er Mannheim、 ＃ 124317） 。 １ － ２ 胚 の 膵 臓 由 来 の 細 胞 は ウ ェ ル 当 た り 分 配 さ れ る 。 こ の
初 代 培 養 の 培 地 は １ ４ Ｆ ／ １ ６ ４ ０ で あ る 。 ２ 日 目 、 培 体 は 取 り 除 か れ 、 付 着 し た 細 胞 は
Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ／ １ ６ ４ ０ で 洗 浄 さ れ る 。 試 験 さ れ る タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 ２ ｍ ｌ の 最 小 培 地 が
加 え ら れ る 。 ４ 日 目 、 培 地 は 取 り 除 か れ 、 細 胞 か ら Ｒ Ｎ Ａ が 準 備 さ れ 、 リ ア ル タ イ ム 定 量
的 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て マ ー カ ー 発 現 が 分 析 さ れ る 。 未 処 置 コ ン ト ロ ー ル に 比 べ 、 関 連 し
た β -細 胞 マ ー カ ー の 発 現 を 増 さ せ る 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 は ア ッ セ イ に お い て 活 性 で あ
る と 考 え ら れ る 。
１ ４ Ｆ ／ １ ６ ４ ０ は Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ （ Gibco） に 次 の も の を 加 え た も の で あ る ：
　 グ ル ー プ Ａ 　 1： 1000
　 グ ル ー プ Ｂ 　 1： 1000
　 組 み 換 え ヒ ト イ ン シ ュ リ ン 　 10μ g／ ml
　 ア プ ロ チ ニ ン （ 50μ g／ ml） 1： 2000（ Boehringer manhein #981532）
　 牛 下 垂 体 エ キ ス （ Ｂ Ｐ Ｅ ） 60μ g／ ml
　 ゲ ン タ マ イ シ ン 　 100ng／ ml
グ ル ー プ Ａ ： （ 10mlＰ Ｂ Ｓ 中 ）
　 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 100mg（ シ グ マ T2252）
　 上 皮 成 長 因 子 、 100μ g（ BRL100004）
　 ト リ ヨ ー ド チ ロ ニ ン 、 5x10－ 6 Mの 10μ l（ シ グ マ T5516）
　 エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 10－ １ Ｍ の 100μ l（ シ グ マ E0135）
　 ホ ス ホ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 10－ １ Ｍ の 100μ l（ シ グ マ P0503）
　 セ レ ニ ウ ム 、 10－ 1 Ｍ の 4μ l（ Aesar#12574）
グ ル ー プ Ｃ ： （ 10mlの 100%エ タ ノ ー ル 中 ）
　 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 5x10－ ３ Mの 2μ l（ シ グ マ #H0135）
　 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 、 1x10－ ３ Mの 100μ l（ シ グ マ #P6149）
　 フ ォ ル ス コ リ ン 、 20mMの 500μ l（ Calbiochem#344270）
最 小 培 地 ：
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に ト ラ ン ス フ ェ リ ン (10μ /ml)、 イ ン シ ュ リ ン (1μ g/ml)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン (100ng/ml)、 ア プ ロ チ ニ ン (50μ g/ml)及 び Ｂ Ｐ Ｅ (15μ g/ml)を 加 え る 。
定 義 し た 培 地 ：
　 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ６ ４ ０ に ト ラ ン ス フ ェ リ ン (10μ /ml)、 イ ン シ ュ リ ン (1μ g/ml)、 ゲ ン タ マ イ
シ ン (100ng/ml)及 び ア プ ロ チ ニ ン (50μ g/ml)を 加 え る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド は こ の ア ッ セ イ で 活 性 で あ っ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３
　 　 【 ０ １ ４ ７ 】
実 施 例 １ ９ ： マ ウ ス 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ （ ア ッ セ イ ９ ２ ）
　 こ の ア ッ セ イ で は 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 哺 乳 動 物 の 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 増 殖 を
誘 導 す る 働 き を し 、 及 び 、 従 っ て 、 例 え ば バ ー ガ ー 病 よ う な メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 機 能 の 低 下
に 関 す る 腎 障 害 、 又 は シ ェ ー ン ラ イ ン -ヘ ー ノ ホ 紫 斑 病 、 セ リ ア ッ ク 病 、 疱 疹 状 皮 膚 炎 又
は ク ロ ー ン 病 に 関 連 す る そ の 他 ネ フ ロ パ シ ー の 治 療 に 利 用 で き る こ と が 示 さ れ る 。 ア ッ セ
イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 １ 日 目 、 マ ウ ス 腎 臓 メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 が 成 長 培 地 （ ダ ル ベ ッ
コ 修 飾 イ ー グ ル 培 地 と 95％ 芽 牛 胎 児 血 清 、 5％ が 14mM HEPESを 用 い て 補 足 さ れ た ヘ ム Ｆ １
２ 培 地 が 3： 1の 混 合 物 ） で ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 上 に 蒔 か れ 、 一 晩 育 成 す る 。 ２ 日 目 、 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 無 血 清 の 培 地 に お い て ２ 種 の 濃 度 に 希 釈 さ れ 、 細 胞 に 加 え ら れ る 。 コ ン
ト ロ ー ル サ ン プ ル は 血 清 の 培 地 の み で あ る 。 ４ 日 目 、 Cell Titer 96 Aqueous１ 液 試 薬 （ P
rogema） ２ ０ μ ｌ が そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 加 え ら れ 、 発 色 反 応 が ２ 時 間 進 め ら れ る 。 つ い で
吸 光 度 （ Ｏ Ｄ ） が ４ ９ ０ nmで 測 定 さ れ る 。 ア ッ セ イ に お け る 陽 性 は コ ン ト ロ ー ル の 読 み の
少 な く と も １ ５ ％ を 越 え る 吸 光 度 の 読 み を 与 え る も の で あ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド は こ の ア ッ セ イ に お い て 陽 性 と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７
　 　 【 ０ １ ４ ８ 】
実 施 例 ２ ０ ： 線 維 芽 細 胞 （ Ｂ Ｈ Ｋ － ２ １ ） の 増 殖 （ ア ッ セ イ ９ ８ ）
　 こ の ア ッ セ イ は 本 発 明 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド が 培 地 に お け る 哺 乳 動 物 の 線 維 芽 細 胞 の 増
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殖 を 誘 発 す る 働 き を し 、 従 っ て 哺 乳 動 物 の シ ス テ ム に お い て 成 長 因 子 と し て 機 能 す る こ と
が 示 さ れ る 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 Ｂ Ｈ Ｋ － ２ １ 線 維 芽 細 胞 が 、 総 量 １ ０ ０
μ ｌ で の ２ ５ ０ ０ 細 胞 /ウ ェ ル で 標 準 成 長 培 地 に 蒔 か れ る 。 つ い で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、
β -Ｆ Ｇ Ｆ （ 陽 性 コ ン ト ロ ー ル ） 又 は 何 も 無 い も の （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） が 最 終 的
な 総 量 が ２ ０ ０ μ ｌ に な る よ う に １ μ ｌ /ｍ ｌ の ヘ パ リ ン の 存 在 下 で ウ ェ ル に 加 え ら れ る
。 次 い で 細 胞 は ３ ７ ℃ で ６ か ら ７ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 培 地
は 取 り 除 か れ 、 細 胞 は Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 さ れ 、 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 基 質 反 応 混 合 物 （ １ ０ ０ μ ｌ
/ウ ェ ル ） が 加 え ら れ る 。 次 い で 細 胞 は ３ ７ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 次 い で ウ
ェ ル に つ き １ ０ μ ｌ の １ Ｎ  Ｎ ａ Ｏ Ｈ が 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 反 応 を 止 め る た め に 加 え ら れ る
。 次 に プ レ ー ト が Ｏ Ｄ ４ ０ ５ ｎ ｍ で 読 ま れ る 。 ア ッ セ イ に お け る 陽 性 は ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト
ロ ー ル の 少 な く と も ５ ０ ％ を 越 え た 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 で あ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド は こ の ア ッ セ イ に お い て 陽 性 と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２
　 　 【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 ２ １ ： 軟 骨 細 胞 再 分 化 ア ッ セ イ （ ア ッ セ イ １ １ ０ ）
　 こ の ア ッ セ イ に よ り 本 発 明 の あ る ポ リ ペ プ チ ド が 軟 骨 細 胞 の 再 分 化 を 誘 導 す る 働 き を し
、 従 っ て 、 例 え ば ス ポ ー ツ 障 害 や 関 節 炎 の よ う な 様 々 な 骨 及 び ／ 又 は 軟 骨 の 障 害 の 治 療 に
役 立 つ こ と が 期 待 さ れ る こ と が 示 さ れ る 。 ア ッ セ イ は 次 の よ う に 実 施 さ れ る 。 ブ タ の 軟 骨
細 胞 が ４ － ６ 月 齢 の 雌 ブ タ の 中 手 指 節 関 節 の 関 節 軟 骨 を 一 晩 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 消 化 す る こ と に
よ っ て 単 離 さ れ る 。 つ い で 単 離 さ れ た 細 胞 は Ｆ Ｂ Ｓ を １ ０ ％ と ゲ ン タ マ イ シ ン を ４ μ ｇ /m
l含 有 す る ヘ ム Ｆ － １ ２ に ２ ５ ， ０ ０ ０ 細 胞 /cm２ で 蒔 か れ る 。 培 地 は ３ 日 ご と に 替 え ら れ
、 次 い で 細 胞 は 血 清 な し の １ ０ ０ μ ｌ の 同 培 地 中 に 、 ５ ， ０ ０ ０ 細 胞 /ウ ェ ル で ９ ６ ウ ェ
ル に 蒔 か れ 、 １ ０ ０ μ ｌ 試 験 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ５ nMの ス タ ウ ロ ス ポ リ ン （ 陽 性 コ ン ト ロ
ー ル ） ま た は 培 地 の み （ ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル ） が 最 終 的 な 総 量 が ２ ０ ０ μ ｌ /ウ ェ ル
に な る よ う に 加 え ら れ る 。 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て ５ 日 後 、 そ れ ぞ れ の ウ ェ ル の
写 真 が 撮 ら れ 、 軟 骨 細 胞 の 分 化 状 態 が 決 定 さ れ る 。 ア ッ セ イ に お け る 陽 性 の 結 果 は 軟 骨 細
胞 の 再 分 化 が ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル よ り も 陽 性 の コ ン ト ロ ー ル に 、 よ り 類 似 し て い る と
決 定 さ れ た 時 で あ る 。
　 次 の ポ リ ペ プ チ ド が こ の ア ッ セ イ に お い て 陽 性 と 検 定 さ れ た ： Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３
　 　 【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 例 ２ ２ ： ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の Ｐ Ｒ Ｏ の 使 用
　 以 下 の 方 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 プ ロ ー ブ と し て の 使 用
を 記 載 す る 。
　 こ こ に 開 示 す る 全 長 又 は 成 熟 Ｐ Ｒ Ｏ の コ ー ド 化 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ は 、 ヒ ト 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ 又 は ヒ ト 組 織 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ に お け る 同 種 Ｄ Ｎ Ａ 類 （ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の
天 然 発 生 変 異 体 を コ ー ド す る も の な ど ） の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い ら
れ る 。
　 い ず れ か の ラ イ ブ ラ リ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む フ ィ ル タ ー の ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 及 び 洗 浄 は 、 以 下 の
高 い 緊 縮 条 件 で 実 施 し た 。 放 射 性 標 識 Ｐ Ｒ Ｏ -誘 導 プ ロ ー ブ の フ ィ ル タ ー へ の ハ イ ブ リ ッ
ド 形 成 は 、 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 5xＳ Ｓ Ｃ 、 0.1%Ｓ Ｄ Ｓ 、 0.1%ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 50mM
リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH6.8、 2xデ ン ハ ー ト 液 、 及 び 10%デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 溶 液 中 で 、 42℃
に お い て 20時 間 行 っ た 。 フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は 、 0.1xＳ Ｓ Ｃ 及 び 0.1%Ｓ Ｄ Ｓ の 水 溶 液 中 、 42
℃ で 行 っ た 。
　 次 い で 、 全 長 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 所 望 の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ は
、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 同 定 で き る 。
　 　 【 ０ １ ５ １ 】
実 施 例 ２ ３ ： 大 腸 菌 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 大 腸 菌 に お け る 組 み 換 え 発 現 に よ る 所 望 の Ｐ Ｒ Ｏ の 非 グ リ コ シ ル 化 形 態
の 調 製 を 例 示 す る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 選 択 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 最 初 に 増 幅 し
た 。 プ ラ イ マ ー は 、 選 択 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 制 限 酵 素 部 位 に 対 応 す る 制 限 酵 素 部 位 を 持
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た な け れ ば な ら な い 。 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 好 適 な ベ ク タ ー の 例 は
、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ （ 大 腸 菌 か ら 誘 導 さ れ た も の ； Bolivar等 , Gene, 2:95 (1977)を 参 照 ） で
あ り 、 ア ン ピ シ リ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 に つ い て の 遺 伝 子 を 含 む 。 ベ ク タ ー は 、 制
限 酵 素 で 消 化 さ れ 、 脱 リ ン 酸 化 さ れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 配 列 は 、 次 い で 、 ベ ク タ ー に 結 合
さ せ る 。 ベ ク タ ー は 、 好 ま し く は 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 ｐ ｏ ｌ ｙ ｈ
ｉ ｓ リ ー ダ ー （ 最 初 の ６ つ の Ｓ Ｔ Ｉ Ｉ コ ド ン 、 ｐ ｏ ｌ ｙ ｈ ｉ ｓ 配 列 、 及 び エ ン テ ロ キ ナ ー
ゼ 切 断 部 位 を 含 む ） 、 Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 領 域 、 ラ ム ダ 転 写 終 結 区 、 及 び ａ ｒ ｇ Ｕ 遺 伝 子 を 含
む 。
　 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 は 、 次 い で 、 上 掲 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い た 選 択 し
た 大 腸 菌 株 の 形 質 転 換 に 使 用 さ れ る 。 形 質 転 換 体 は 、 そ れ ら の Ｌ Ｂ プ レ ー ト で 成 長 す る 能
力 に よ り 同 定 さ れ 、 次 い で 抗 生 物 質 耐 性 ク ロ ー ン が 選 択 さ れ る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が 単 離
さ れ 、 制 限 分 析 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析 で 確 認 さ れ る 。
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン は 、 抗 生 物 質 を 添 加 し た Ｌ Ｂ ブ ロ ス な ど の 液 体 培 地 で 終 夜 成 長 さ せ
る こ と が で き る 。 終 夜 培 養 は 、 続 い て 大 規 模 培 養 の 播 種 に 用 い ら れ る 。 次 に 細 胞 を 最 適 光
学 密 度 ま で 成 長 さ せ 、 そ の 間 に 発 現 プ ロ モ ー タ ー が 作 動 す る 。
　 更 に 数 時 間 の 培 養 の 後 、 細 胞 を 採 集 し て 遠 心 分 離 で き る 。 遠 心 分 離 で 得 ら れ た 細 胞 ペ レ
ッ ト は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 試 薬 を 用 い て 可 溶 化 さ れ 、 次 い で 可 溶 化 Ｐ Ｒ Ｏ タ ン パ
ク 質 を 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム を 用 い て タ ン パ ク 質 を 緊 密 に 結 合 さ せ る 条 件 下 で 精 製 す る こ
と が で き る 。
　 以 下 の 手 法 を 用 い て 、 大 腸 菌 に お い て ポ リ Ｈ ｉ ｓ タ グ 形 態 で Ｐ Ｒ Ｏ を 発 現 さ せ て も よ い
。 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 最 初 に 増 幅 す る 。 プ ラ
イ マ ー は 、 選 択 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 制 限 酵 素 部 位 に 対 応 す る 制 限 酵 素 部 位 、 及 び 効 率 的
で 信 頼 性 の あ る 翻 訳 開 始 、 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム で の 迅 速 な 精 製 、 及 び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ で
の タ ン パ ク 質 分 解 的 除 去 を 与 え る 他 の 有 用 な 配 列 を 含 む 。 次 い で Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た 、 ポ リ
-Ｈ ｉ ｓ タ グ 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー に 結 合 さ せ 、 そ れ を 株 ５ ２ （ W3110 fuhA(tonA) lon galE
 rpoHts(htpRts) clpP(lacIq)） に 基 づ く 大 腸 菌 宿 主 の 形 質 転 換 に 使 用 し た 。 形 質 転 換 体
は 、 最 初 に 50mg/mlの カ ル ベ ニ シ リ ン を 含 有 す る Ｌ Ｂ 中 、 30℃ で 振 盪 し な が ら 3-5の Ｏ ． Ｄ
． ６ ０ ０ に 達 す る ま で 成 長 さ せ た 。 つ い で 培 養 を Ｃ Ｒ Ａ Ｐ 培 地 （ 3.57gの （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ
Ｏ ４ 、 0.71gの ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ・ 2H2O、 1.07gの Ｋ Ｃ ｌ 、 5.36gの Difco酵 母 抽 出 物 、 50
0mL水 中 の 5.36gの Shefield hycase SF、 並 び に 110mMの Ｍ Ｐ Ｏ Ｓ 、 pH7.3、 0.55%（ w/v） の
グ ル コ ー ス 及 び ７ ｍ Mの Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ の 混 合 で 調 製 ） 中 に 50-100倍 希 釈 し 、 30℃ で 振 盪 さ せ
な が ら 約 20-30時 間 成 長 さ せ た 。 試 料 を 取 り 出 し て Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 発 現 を 確 認 し 、
バ ル ク 培 養 を 遠 心 分 離 し て 細 胞 を ペ レ ッ ト 化 し た 。 細 胞 ペ レ ッ ト を 精 製 及 び 再 折 り た た み
ま で 凍 結 さ せ た 。
　 　 【 ０ １ ５ ２ 】
　 0.5か ら 1Lの 発 酵 （ 6-10gペ レ ッ ト ） か ら の 大 腸 菌 ペ ー ス ト を 、 7Mの グ ア ニ ジ ン 、 20mMの
ト リ ス 、 pH8バ ッ フ ァ ー 中 で 10容 量 （ w/v） で 再 懸 濁 さ せ た 。 固 体 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び テ ト
ラ チ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し て 最 終 濃 度 を 各 々 0.1M及 び 0.02Mと し 、 溶 液 を 4℃ で 終 夜 撹
拌 し た 。 こ の 工 程 に よ り 、 亜 硫 酸 に よ り ブ ロ ッ ク さ れ た 全 て の シ ス テ イ ン 残 基 を 持 つ 変 性
タ ン パ ク 質 が も た ら さ れ た 。 溶 液 を Beckman Ultracentrifuge中 で 40,000rpmで 30分 間 遠 心
分 離 し た 。 上 清 を 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム バ ッ フ ァ ー （ 6Mの グ ア ニ ジ ン 、 20mMの ト リ ス 、 pH7.
4） の 3-5容 量 で 希 釈 し 、 0.22ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し て 透 明 化 し た 。 透 明 化 抽
出 物 を 、 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 さ せ た 5mlの Qiagen Ni-NTA金 属 キ レ ー ト
カ ラ ム に 充 填 し た 。 カ ラ ム を 50mMの イ ミ ダ ゾ ー ル （ Calbiochem, Utrol grade） を 含 む 添
加 バ ッ フ ァ ー 、 pH7.4で 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 を 250mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有 す る バ ッ フ ァ
ー で 溶 離 し た 。 所 望 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 4℃ で 保 存 し た 。 タ ン パ ク
質 濃 度 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 計 算 し た 吸 光 係 数 を 用 い て 280nmに お け る そ の 吸
収 に よ り 見 積 も っ た 。
　 試 料 を 、 20mMの ト リ ス 、 pH8.6、 0.3Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 2.5Mの 尿 素 、 5ｍ Ｍ の シ ス テ イ ン 、 20
mMの グ リ シ ン 及 び 1mMの Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る 新 た に 調 製 し た 再 折 り た た み バ ッ フ ァ ー 中 に 徐
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々 に 希 釈 す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 再 折 り た た み さ せ た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 容 量 は 、
最 終 的 な タ ン パ ク 質 濃 度 が 50～ 100マ イ ク ロ グ ラ ム /mlと な る よ う に 選 択 し た 。 リ フ ォ ー ル
デ ィ ン グ 溶 液 を 4℃ で 12-36時 間 ゆ っ く り 撹 拌 し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 反 応 は Ｔ Ｆ Ａ を 最
終 濃 度 0.4%（ 約 ３ の ｐ Ｈ ） で 添 加 す る こ と に よ り 停 止 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 を さ ら に 精 製 す
る 前 に 、 溶 液 を 0.22ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し 、 ア セ ト ニ ト リ ル を 最 終 濃 度 2-10
%に な る ま で 添 加 し た 。 再 折 り た た み さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 Poros R1/H逆 相 カ ラ ム で 、 0.1
%Ｔ Ｆ Ａ の 移 動 バ ッ フ ァ ー と 10～ 80%の ア セ ト ニ ト リ ル 勾 配 で の 溶 離 を 用 い て ク ロ マ ト グ ラ
フ に か け た 。 A280吸 収 を 持 つ 画 分 の ア リ コ ー ト を Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 分 析 し
、 相 同 な 再 折 り た た み さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し た 。 一 般 的 に 、 殆 ど の
タ ン パ ク 質 の 正 し く 再 折 り た た み さ れ た 種 は 、 こ れ ら の 種 が 最 も コ ン パ ク ト で あ り 、 そ の
疎 水 性 内 面 が 逆 相 樹 脂 と の 相 互 作 用 か ら 遮 蔽 さ れ て い る の で 、 ア セ ト ニ ト リ ル の 最 低 濃 度
で 溶 離 さ れ る 。 凝 集 し た 種 は 通 常 、 よ り 高 い ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 で 溶 離 さ れ る 。 タ ン パ ク
質 の 誤 っ て 折 り た た ま れ た 形 態 を 所 望 の 形 態 か ら 除 く の に 加 え て 、 逆 相 工 程 は 試 料 か ら エ
ン ド ト キ シ ン も 除 去 す る 。
　 所 望 の 折 り た た ま れ た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 溶 液 に 向 け た 窒
素 の 弱 い 気 流 を 用 い て ア セ ト ニ ト リ ル を 除 去 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 透 析 又 は 調 製 バ ッ フ ァ
ー で 平 衡 化 し た G25 Superfine（ Pharmacia） 樹 脂 で の ゲ ル 濾 過 及 び 滅 菌 濾 過 に よ り 、 0.14
Mの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び 4%の マ ン ニ ト ー ル を 含 む 20mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 pH6.8に 処 方 し た 。
　 こ こ に 開 示 し た 多 く の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 上 記 の よ う に し て 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ５ ３ 】
実 施 例 ２ ４ ： 哺 乳 動 物 細 胞 で の Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 組 み 換 え 発 現 に よ る 潜 在 的 に グ リ コ シ ル 化 し た 形
態 の Ｐ Ｒ Ｏ の 調 製 を 例 示 す る 。
　 発 現 ベ ク タ ー と し て ベ ク タ ー ｐ Ｒ Ｋ ５ （ 1989年 3月 15日 公 開 の EP 307,247参 照 ） を 用 い
た 。 場 合 に よ っ て は 、 Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た 制 限 酵 素 を 持 つ ｐ Ｒ Ｋ ５ に 結 合 さ せ 、 上 掲
の Sambrook等 に 記 載 さ れ た よ う な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 方 法 を 用 い て Ｐ Ｒ Ｏ Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 さ せ る
。 得 ら れ た ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｒ Ｋ ５ － Ｐ Ｒ Ｏ と 呼 ば れ る 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 は ２ ９ ３ 細 胞 と す る こ と が で き る 。 ヒ ト ２ ９ ３ 細
胞 （ ATCC CCL 1573） は 、 ウ シ 胎 児 血 清 及 び 場 合 に よ っ て は 滋 養 成 分 及 び ／ 又 は 抗 生 物 質
を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ な ど の 培 地 中 で 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て 成 長 さ せ て 集 密 化 し た 。 約
10μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ － Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド Ｄ Ｎ Ａ を 約 1μ gの Ｖ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 コ ー ド 化 Ｄ
Ｎ Ａ ［ Thimmappaya等 , Cell, 31:543 (1982))］ と 混 合 し 、 500μ lの 1mMト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ 、 0
.1mMＥ Ｄ Ｔ Ａ 、 0.227MＣ ａ Ｃ ｌ ２ に 溶 解 さ せ た 。 こ の 混 合 物 に 、 滴 状 の 、 500μ lの 50mMＨ
Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ pH7.35） 、 280mMの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 1.5mMの Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ を 添 加 し 、 25℃ で 10分 間 析 出
物 を 形 成 さ せ た 。 析 出 物 を 懸 濁 し 、 ２ ９ ３ 細 胞 に 加 え て 37℃ で 約 4時 間 定 着 さ せ た 。 培 地
を 吸 引 し 、 2mlの Ｐ Ｂ Ｓ 中 20%グ リ セ ロ ー ル を 30秒 間 添 加 し た 。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 次 い で 無 血
清 培 地 で 洗 浄 し 、 新 鮮 な 培 地 を 添 加 し 、 細 胞 を 約 5日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 形 質 移 入 の 約 24時 間 後 、 培 地 を 除 去 し 、 培 地 （ の み ） 又 は 200μ Ci/ml３ ５ Ｓ － シ ス テ イ
ン 及 び 200μ Ci/ml３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン を 含 む 培 地 で 置 換 し た 。 12時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン の 後 、 条 件 培 地 を 回 収 し 、 ス ピ ン フ ィ ル タ ー で 濃 縮 し 、 15%Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル に 添 加 し た 。 処
理 し た ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 現 す 選 択 さ れ た 時 間 に わ た っ て フ ィ
ル ム に さ ら し た 。 形 質 転 換 し た 細 胞 を 含 む 培 地 に 、 更 な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 施 し （ 無
血 清 培 地 で ） 、 培 地 を 選 択 さ れ た バ イ オ ア ッ セ イ で 試 験 し た 。
　 こ れ に 換 わ る 技 術 に お い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ は 、 Somparyac等 , Proc. Natl. Acad. Sci., 12:75
75 (1981)に 記 載 さ れ た デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 法 を 用 い て ２ ９ ３ 細 胞 に 一 過 的 に 導 入 さ れ る 。
２ ９ ３ 細 胞 は 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 で 最 大 密 度 ま で 成 長 さ せ 、 700μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ － Ｐ Ｒ
Ｏ Ｄ Ｎ Ａ を 添 加 す る 。 細 胞 は 、 ま ず ス ピ ナ ー フ ラ ス コ か ら 遠 心 分 離 に よ っ て 濃 縮 し 、 Ｐ Ｂ
Ｓ で 洗 浄 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ － デ キ ス ト ラ ン 沈 殿 物 を 細 胞 ペ レ ッ ト 上 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 細 胞 を 20%グ リ セ ロ ー ル で 90秒 間 処 理 し 、 組 織 培 地 で 洗 浄 し 、 組 織 培 地 、 5μ g/mlウ シ
イ ン シ ュ リ ン 及 び 0.1μ g/mlウ シ ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 含 む ス ピ ナ ー フ ラ ス コ に 再 度 導 入 し
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た 。 約 4日 後 に 、 条 件 培 地 を 遠 心 分 離 し て 濾 過 し 、 細 胞 及 び 細 胞 片 を 除 去 し た 。 次 い で 発
現 さ れ た Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 試 料 を 濃 縮 し 、 透 析 及 び ／ 又 は カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択
し た 方 法 に よ っ て 精 製 し た 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ － Ｐ Ｒ Ｏ
は 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 又 は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン な ど の 既 知 の 試 薬 を 用 い て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 形 質
移 入 す る こ と が で き る 。 上 記 し た よ う に 、 細 胞 培 地 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 培 地 を 培 養 培 地
（ の み ） 又 は ３ ５ Ｓ -メ チ オ ニ ン 等 の 放 射 性 標 識 を 含 む 培 地 に 置 換 す る こ と が で き る 。 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 同 定 し た 後 、 培 地 を 無 血 清 培 地 に 置 換 し て も よ い 。 好 ま し く は
、 培 地 を 約 6日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 条 件 培 地 を 収 集 す る 。 次 い で 、 発 現 さ れ た Ｐ
Ｒ Ｏ を 含 む 培 地 を 濃 縮 し て 、 任 意 の 選 択 し た 方 法 に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ は 、 宿 主 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い 。 Ｐ Ｒ Ｏ は
ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ク タ ー か ら サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 サ ブ ク ロ ー ン 挿 入 物 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 施
し て バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 中 の ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 等 の 選 択 さ れ た エ ピ ト ー プ タ グ
を 持 つ 枠 に 融 合 で き る 。 ポ リ -ｈ ｉ ｓ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ 挿 入 物 は 、 次 い で 、 安 定 な ク ロ ー ン の 選
択 の た め の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 等 の 選 択 マ ー カ ー を 含 む Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ で
き る 。 最 後 に 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー で （ 上 記 の よ う に ） 形 質 移 入 し た 。 発
現 を 確 認 す る た め に 、 上 記 の よ う に 標 識 化 を 行 っ て も よ い 。 発 現 さ れ た ポ リ -ｈ ｉ ｓ タ グ
Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 培 地 は 、 次 い で 濃 縮 し 、 Ｎ ｉ ２ ＋ － キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 等 の 選 択 さ れ た 方 法 に よ り 精 製 で き る 。
　 ま た Ｐ Ｒ Ｏ は 、 一 過 性 発 現 法 に よ り Ｃ Ｈ Ｏ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で 、 他 の 安 定 な 発 現 方
法 に よ り Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ て も よ い 。
　 　 【 ０ １ ５ ４ 】
　 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お け る 安 定 な 発 現 は 以 下 の 方 法 を 用 い て 実 施 さ れ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ
ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 可 溶 化 形 態 の コ ー ド 化 配 列 （ 例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン ） が Ｉ ｇ Ｇ １ の
ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン を 含 む 定 常 領 域 配 列 に 融 合 し た Ｉ ｇ Ｇ 作 成 物 （ イ ム ノ
ア ド ヘ シ ン ） 、 又 は ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 形 態 と し て 発 現 さ れ た 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 続 い て 、 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ausubel等 , Current Protocols of Molecula
r Biology, Unit 3.16, John Wiley and Sons (1997)に 記 載 さ れ た よ う な 標 準 的 技 術 を 用
い て Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー は 、 対 象 と す る Ｄ
Ｎ Ａ の ５ ’ 及 び ３ ’ に 適 合 す る 制 限 部 位 を 有 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 便 利 な シ ャ ト ル 化 が で き る よ
う に 作 成 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 、 Lucas等 , Nucl. Acids res. 24: 9, 1774-1779 (1996)に
記 載 さ れ た よ う に Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で の 発 現 を 用 い 、 対 象 と す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ジ ヒ ド ロ フ ォ レ ー
ト レ ダ ク タ ー ゼ （ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ） の 発 現 の 制 御 に Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー を
用 い る 。 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 発 現 は 、 形 質 移 入 に 続 く プ ラ ス ミ ド の 安 定 な 維 持 の た め の 選 択 を 可 能 に
す る 。
　 所 望 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の 12マ イ ク ロ グ ラ ム を 、 市 販 の 形 質 移 入 試 薬 Superfect(登 録 商
標 )(Quiagen), Dosper(登 録 商 標 )及 び Fugene(登 録 商 標 )（ Boehringer Mannheim） 約 一 千
万 の Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 導 入 す る 。 細 胞 は 、 上 掲 の Lucas等 に 記 載 さ れ て い る よ う に 成 長 さ せ た
。 約 3x10－ ７ 細 胞 を 、 下 記 の よ う な 更 な る 成 長 及 び 生 産 の た め に ア ン プ ル 中 で 凍 結 さ せ た
。
　 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ア ン プ ル を 水 槽 に 配 し て 解 凍 し 、 ボ ル テ ッ ク ス に よ り 混 合 し た
。 内 容 物 を 10mLの 媒 質 を 含 む 遠 心 管 に ピ ペ ッ ト し て 、 1000rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 。 上
清 を 吸 引 し て 細 胞 を 10mLの 選 択 培 地 （ 0.2μ m濾 過 Ｐ Ｓ ２ ０ 、 5%の 0.2μ m透 析 濾 過 ウ シ 胎 児
血 清 を 添 加 ） 中 に 懸 濁 さ せ た 。 次 い で 細 胞 を 90mLの 選 択 培 地 を 含 む 100mlス ピ ナ ー に 分 け
る 。 1-2日 後 、 細 胞 を 150mLの 選 択 培 地 を 満 た し た 250mLス ピ ナ ー に 移 し 、 37℃ で イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 さ ら に 2-3日 後 、 250mL、 500mL及 び 2000mLの ス ピ ナ ー を 3x10５ 細 胞 /mLで 播 種
し た 。 細 胞 培 地 を 遠 心 分 離 に よ り 新 鮮 培 地 に 交 換 し 、 生 産 培 地 に 再 懸 濁 さ せ た 。 任 意 の 適
切 な Ｃ Ｈ Ｏ 培 地 を 用 い て も よ い が 、 実 際 に は 1992年 6月 16日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 5,122
,469号 に 記 載 さ れ た 生 産 培 地 を 使 用 し た 。 3Lの 生 産 ス ピ ナ ー を 1.2ｘ 10６ 細 胞 /mLで 播 種 し
た 。 0日 目 に 、 細 胞 数 と ｐ Ｈ を 測 定 し た 。 1日 目 に 、 ス ピ ナ ー を サ ン プ ル し 、 濾 過 空 気 で の
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散 布 を 実 施 し た 。 2日 目 に 、 ス ピ ナ ー を サ ン プ ル し 、 温 度 を 33℃ に 変 え 、 500g/Lの グ ル コ
ー ス 及 び 0.6mLの 10%消 泡 剤 （ 例 え ば 35%ポ リ ジ メ チ ル シ ロ キ サ ン エ マ ル シ ョ ン 、 Dow Corni
ng 365 Medical Grade Emulsion） の 30mLと し た 。 生 産 を 通 し て 、 ｐ Ｈ は 7.2近 傍 に 調 節 し
維 持 し た 。 10日 後 、 又 は 生 存 率 が 70%を 下 回 る ま で 、 細 胞 培 地 を 遠 心 分 離 で 回 収 し て 0.22
μ mフ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 し た 。 濾 過 物 は 、 4℃ で 貯 蔵 す る か 、 即 座 に 精 製 用 カ ラ ム に 充
填 し た 。
　 　 【 ０ １ ５ ５ 】
　 ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ 作 成 物 に つ い て 、 タ ン パ ク 質 は Ni-NTAカ ラ ム (Qiagen)を 用 い て 精 製 し
た 。 精 製 の 前 に 、 イ ミ ダ ゾ ー ル を 条 件 培 地 に 5mMの 濃 度 ま で 添 加 し た 。 条 件 培 地 を 、 0.3M
の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び 5mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 20mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ , pH7.4バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 し た
6mlの Ni-NTAカ ラ ム に 4-5ml/分 の 流 速 で 4℃ に お い て ポ ン プ 供 給 し た 。 充 填 後 、 カ ラ ム を さ
ら に 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 を 0.25Mイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 平 衡 バ ッ フ ァ ー で
溶 離 し た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て 10mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 0.14Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ
及 び 4%の マ ン ニ ト ー ル を 含 む 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 で 25mlの G25 Superfine（ Pharmacia） を 用
い て 脱 塩 し 、 -80℃ で 貯 蔵 し た 。
　 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ Ｆ ｃ 含 有 ） 作 成 物 を 以 下 の よ う に し て 条 件 培 地 か ら 精 製 し た 。 条 件
培 地 を 、 20mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー , pH6.8で 平 衡 化 し た 5mlの プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ
ム （ Pharmacia） に 汲 み 上 げ た 。 充 填 後 、 カ ラ ム を 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 強 く 洗 浄 し た 後 、 100
mMの ク エ ン 酸 , pH3.5で 溶 離 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 は 、 1mlの 画 分 を 275μ lの 1Mト リ ス
バ ッ フ ァ ー , pH9を 含 む 管 に 回 収 す る こ と に よ り 即 座 に 中 性 化 し た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ
ン パ ク 質 は 、 続 い て ポ リ -Ｈ ｉ ｓ タ グ タ ン パ ク 質 に つ い て 上 記 し た 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 で 脱
塩 し た 。 均 一 性 は Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 試 験 し 、 エ ド マ ン (Edman)分 解 に よ り
Ｎ -末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 し た 。
　 こ こ に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 多 く が 上 記 の よ う に し て 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ５ ６ 】
実 施 例 ２ ５ ： 酵 母 菌 で の Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 酵 母 菌 中 で の Ｐ Ｒ Ｏ の 組 換 え 発 現 を 記 載 す る 。
　 第 １ に 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー か ら の Ｐ Ｒ Ｏ の 細 胞 内 生 産 又 は 分 泌 の た め
の 酵 母 菌 発 現 ベ ク タ ー を 作 成 す る 。 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び プ ロ モ ー タ ー を 選 択 し
た プ ラ ス ミ ド の 適 当 な 制 限 酵 素 部 位 に 挿 入 し て Ｐ Ｒ Ｏ の 細 胞 内 発 現 を 指 示 す る 。 分 泌 の た
め に 、 Ｐ Ｒ Ｏ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た プ ラ ス ミ ド に 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ
ー タ ー を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 天 然 Ｐ Ｒ Ｏ シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は 他 の 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド 、 又 は 、 例 え ば 酵 母 菌 ア ル フ ァ 因 子 又 は イ ン ベ ル タ ー ゼ 分 泌 シ グ ナ ル ／ リ ー ダ ー 配 列
、 及 び （ 必 要 な ら ば ） Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現 の た め の リ ン カ ー 配 列 と と も に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。
　 酵 母 菌 株 Ａ Ｂ １ １ ０ 等 の 酵 母 菌 は 、 次 い で 上 記 の 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し 、 選 択 さ
れ た 発 酵 培 地 中 で 培 養 で き る 。 形 質 転 換 し た 酵 母 菌 上 清 は 、 10%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で の 沈 降
及 び Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 分 離 で 分 析 し 、 次 い で ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 で ゲ ル の 染 色 を す
る こ と が で き る 。
　 続 い て 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ は 、 発 酵 培 地 か ら 遠 心 分 離 に よ り 酵 母 菌 細 胞 を 除 去 し 、 次 い で 選 択
さ れ た カ ー ト リ ッ ジ フ ィ ル タ ー を 用 い て 培 地 を 濃 縮 す る こ と に よ っ て 単 離 及 び 精 製 で き る
。 Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 濃 縮 物 は 、 選 択 さ れ た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 を 用 い て さ ら に 精 製
し て も よ い 。
　 こ こ に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 多 く が 上 記 の よ う に し て 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例 ２ ６ ： バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で の Ｐ Ｒ Ｏ の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 中 に お け る Ｐ Ｒ Ｏ の 組 換 え 発 現 を 記 載 す
る 。
　 Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド す る 配 列 を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る エ ピ ト ー プ タ グ の
上 流 に 融 合 さ せ た 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ は 、 ポ リ -ｈ ｉ ｓ タ グ 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン
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タ グ （ Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 な ど ） を 含 む 。 ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ Novagen） な ど の 市 販 さ れ て い
る プ ラ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ る プ ラ ス ミ ド を 含 む 種 々 の プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が で き る 。
簡 単 に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ 又 は Ｐ Ｒ Ｏ コ ー ド 化 配 列 の 所 定 部 分 、 例 え ば 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外
ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 又 は タ ン パ ク 質 が 細 胞 外 で あ る 場 合 の 成 熟 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 配 列 な ど が 、 ５ ’ 及 び ３ ’ 領 域 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー で の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る 。
５ ’ プ ラ イ マ ー は 、 隣 接 す る （ 選 択 さ れ た ） 制 限 酵 素 部 位 を 包 含 し て い て も よ い 。 生 産 物
は 、 次 い で 、 選 択 さ れ た 制 限 酵 素 で 消 化 さ れ 、 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
　 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 上 記 の プ ラ ス ミ ド 及 び BaculoGold(商 品 名 )ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ
（ Pharmingen） を 、 Spodoptera frugiperda（ 「 Ｓ ｆ ９ 」 ） 細 胞 （ ATCC CRL 1711） 中 に リ
ポ フ ェ ク チ ン （ GIBCO-BRLか ら 市 販 ） を 用 い て 同 時 形 質 移 入 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る 。 2
8℃ で 4-5日 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 放 出 さ れ た ウ イ ル ス を 回 収 し 、 更 な る 増 幅 に 用 い た 。
ウ イ ル ス 感 染 及 び タ ン パ ク 質 発 現 は 、 O'Reilley等 , Baculovirus expression vectors: A
 laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に 記 載 さ れ て い る よ う に
実 施 し た 。
　 次 に 、 発 現 さ れ た ポ リ -ｈ ｉ ｓ タ グ Ｐ Ｒ Ｏ は 、 例 え ば Ｎ ｉ ２ ＋ － キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 次 の よ う に 精 製 さ れ る 。 抽 出 は 、 Rupert等 , Nature, 362:175-
179 (1993)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 組 み 換 え Ｓ ｆ ９ 細 胞 か ら 調 製 し た
。 簡 単 に は 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 洗 浄 し 、 超 音 波 処 理 用 バ ッ フ ァ ー （ 25mMの Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 pH7.9
； 12.5mMの Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ； 0.1mM　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ； 10%グ リ セ ロ ー ル ； 0.1%の Ｎ Ｐ － ４ ０ ； 0.4Mの
Ｋ Ｃ ｌ ） 中 に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で 2回 20秒 間 超 音 波 処 理 し た 。 超 音 波 処 理 物 を 遠 心 分 離 で 透
明 化 し 、 上 清 を 負 荷 バ ッ フ ァ ー （ 50mMリ ン 酸 塩 、 300mMの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 10%グ リ セ ロ ー ル 、 pH
7.8） で 50倍 希 釈 し 、 0.45μ mフ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 Ｎ ｉ ２ ＋ － Ｎ Ｔ Ａ ア ガ ロ ー ス カ ラ ム
（ Qiagenか ら 市 販 ） を 5mLの 総 容 積 で 調 製 し 、 25mLの 水 で 洗 浄 し 、 25mLの 負 荷 バ ッ フ ァ ー
で 平 衡 さ せ た 。 濾 過 し た 細 胞 抽 出 物 は 、 毎 分 0.5mLで カ ラ ム に 負 荷 し た 。 カ ラ ム を 、 分 画
回 収 が 始 ま る 点 で あ る Ａ ２ ８ ０ の ベ ー ス ラ イ ン ま で 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 次 に 、 カ
ラ ム を 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 非 特 異 的 に 溶 離 す る 二 次 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ 50mMリ ン 酸 塩 ； 300m
Mの Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 10%グ リ セ ロ ー ル 、 pH6.0） で 洗 浄 し た 。 Ａ ２ ８ ０ の ベ ー ス ラ イ ン に 再 度 到
達 し た 後 、 カ ラ ム を 二 次 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 で 0か ら 500mMイ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 で 展 開 し た 。 1m
Lの 分 画 を 回 収 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び 銀 染 色 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Qiagen）
に 複 合 し た Ｎ ｉ ２ ＋ － Ｎ Ｔ Ａ で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。 溶 離 し た Ｈ ｉ ｓ １ ０ －
タ グ Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 画 分 を プ ー ル し て 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 透 析 し た 。
　 あ る い は 、 Ｉ ｇ Ｇ タ グ （ 又 は Ｆ ｃ タ グ ） Ｐ Ｒ Ｏ の 精 製 は 、 例 え ば 、 プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ
ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 既 知 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 用 い て 実 施
で き る 。
　 こ こ に 開 示 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 多 く が 上 記 の よ う に し て 成 功 裏 に 発 現 さ れ た 。
　 　 【 ０ １ ５ ８ 】
実 施 例 ２ ７ ： Ｐ Ｒ Ｏ に 結 合 す る 抗 体 の 調 製
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ に 特 異 的 に 結 合 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 を 例 示 す る 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 の た め の 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 上 掲 の
Godingに 記 載 さ れ て い る 。 用 い ら れ 得 る 免 疫 原 は 、 精 製 Ｐ Ｒ Ｏ 、 Ｐ Ｒ Ｏ を 含 む 融 合 タ ン パ
ク 質 、 細 胞 表 面 に 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ を 発 現 す る 細 胞 を 含 む 。 免 疫 原 の 選 択 は 、 当 業 者 が 過 度 の
実 験 を す る こ と な く な す こ と が で き る 。
　 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ 等 の マ ウ ス を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 乳 化 し て 皮 下 又 は 腹 腔 内 に
1-100マ イ ク ロ グ ラ ム で 注 入 し た Ｐ Ｒ Ｏ 免 疫 原 で 免 疫 化 す る 。 あ る い は 、 免 疫 原 を Ｍ Ｐ Ｌ
－ Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト （ Ribi Immunochemical Researh, Hamilton, MT） に 乳 化 し 、 動 物
の 後 足 蹠 に 注 入 し て も よ い 。 免 疫 化 し た マ ウ ス は 、 次 い で 10か ら 12日 後 に 、 選 択 し た ア ジ
ュ バ ン ト 中 に 乳 化 し た 付 加 的 免 疫 源 で 追 加 免 疫 す る 。 そ の 後 、 数 週 間 、 マ ウ ス を さ ら な る
免 疫 化 注 射 で 追 加 免 疫 す る 。 抗 Ｐ Ｒ Ｏ 抗 体 の 検 出 の た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で 試 験 す る
た め に 、 レ ト ロ オ ー ビ タ ル 出 血 か ら の 血 清 試 料 を マ ウ ス か ら 周 期 的 に 採 取 し て も よ い 。
　 適 当 な 抗 体 力 価 が 検 出 さ れ た 後 、 抗 体 に 「 ポ ジ テ ィ ブ （ 陽 性 ） 」 な 動 物 に 、 Ｐ Ｒ Ｏ 静 脈
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内 注 射 の 最 後 の 注 入 を す る こ と が で き る 。 3か ら 4日 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 脾 臓 細 胞 を 取 り
出 し た 。 次 い で 脾 臓 細 胞 を （ 35%ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て ） 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 番 号
Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ９ ７ で 入 手 可 能 な Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ Ｕ ． １ 等 の 選 択 さ れ た マ ウ ス 骨 髄 腫 株 化 細 胞
に 融 合 さ せ た 。 融 合 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 成 さ れ 、 次 い で 、 Ｈ Ａ Ｔ （ ヒ ポ キ サ ン
チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 及 び チ ミ ジ ン ） 培 地 を 含 む 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 蒔 き 、 非
融 合 細 胞 、 骨 髄 腫 ハ イ ブ リ ッ ド 、 及 び 脾 臓 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の 増 殖 を 阻 害 し た 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ に 対 す る 反 応 性 に つ い て の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ス ク リ ー ニ ン グ
さ れ る 。 Ｐ Ｒ Ｏ に 対 す る 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 「 ポ ジ テ ィ ブ （ 陽 性 ） 」 ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 決 定 は 、 技 術 常 識 の 範 囲 内 で あ る 。
　 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 系 の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 腹 腔 内 注 入 し 、 抗 Ｐ Ｒ Ｏ モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 を 生 成 さ せ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 組 織 培 養 フ ラ
ス コ 又 は ロ ー ラ ー ボ ト ル で 成 長 さ せ る こ と も で き る 。 腹 水 中 に 生 成 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 精 製 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、 そ れ に 続 く ゲ ル 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ － を 用 い て
行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 の プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ へ の 親 和 性 に 基 づ く
ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と も で き る 。
　 　 【 ０ １ ５ ９ 】
実 施 例 ２ ８ ： 特 異 的 抗 体 を 用 い た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 天 然 又 は 組 換 え Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 分 野 の 種 々 の 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 方 法
に よ っ て 精 製 で き る 。 例 え ば 、 プ ロ -Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は プ レ -
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 象 と す る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 免 疫 親 和
性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ る 。 一 般 に 、 免 疫 親 和 性 カ ラ ム は 抗 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ
プ チ ド 抗 体 を 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 に 共 有 結 合 さ せ て 作 成 さ れ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で の 沈 殿 又 は 固 定 化 プ ロ テ イ ン Ａ
（ Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.） で の 精 製 の い ず れ か に よ り 免 疫 血
清 か ら 調 製 さ れ る 。 同 様 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 又 は 固 定 化 プ
ロ テ イ ン Ａ で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り マ ウ ス 腹 水 液 か ら 調 製 さ れ る 。 部 分 的 に 精 製 さ
れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 Ｃ ｎ Ｂ ｒ -活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス (商 品 名 )（ Pharmacia LKB Biotech
nology） 等 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 に 共 有 結 合 さ れ る 。 抗 体 が 樹 脂 に 結 合 さ れ 、 樹 脂 が
ブ ロ ッ ク さ れ 、 誘 導 体 樹 脂 は 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 洗 浄 さ れ る 。
　 こ の よ う な 免 疫 親 和 性 カ ラ ム は 、 可 溶 化 形 態 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 細 胞 か ら
の 画 分 を 調 製 す る こ と に よ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 に お い て 利 用 さ れ る 。 こ の 調 製 物
は 、 洗 浄 剤 の 添 加 又 は こ の 分 野 で 既 知 の 方 法 に よ り 微 分 遠 心 分 離 を 介 し て 得 ら れ る 全 細 胞
又 は 細 胞 成 分 画 分 の 可 溶 化 に よ り 誘 導 さ れ る 。 あ る い は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 可 溶 化 Ｐ Ｒ
Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 が 成 長 す る 培 地 中 に 有 用 な 量 で 分 泌 さ れ る 。
　 可 溶 化 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 含 有 調 製 物 は 、 免 疫 親 和 性 カ ラ ム を 通 さ れ 、 カ ラ ム は Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 吸 着 を さ せ る 条 件 下 （ 例 え ば 、 洗 浄 剤 存 在 下 の 高 イ オ ン 強 度 バ ッ
フ ァ ー ） で 洗 浄 さ れ る 。 次 い で 、 カ ラ ム は 、 抗 体 ／ Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 結 合 を 分 解 す る 条
件 下 （ 例 え ば 、 約 2-3と い っ た 低 ｐ Ｈ 、 高 濃 度 の 尿 素 又 は チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン 等 の カ オ ト
ロ ー プ ） で 溶 離 さ れ 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が 回 収 さ れ る 。
　 　 【 ０ １ ６ ０ 】
実 施 例 ２ ９ ： 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 結 合 断 片 を 種 々 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に お
い て 使 用 す る こ と に よ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 特 に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 試 験 に 用
い ら れ る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 は 、 溶 液 中 の 自 由 状 態 で も 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ
て も 、 細 胞 表 面 に 担 持 さ れ て い て も 、 細 胞 内 に 位 置 し て い て も よ い 。 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ
の １ つ の 方 法 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 を 発 現 す る 組 換 え 核 酸 で 安 定 に 形 質 移 入 さ
れ る 真 核 生 物 又 は 原 核 生 物 宿 主 細 胞 を 利 用 す る 。 薬 剤 は 、 そ の よ う な 形 質 移 入 細 胞 に 対 し
て 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ に お い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 生 存 可 能 又
は 固 定 化 形 態 の い ず れ か に お い て 、 標 準 的 な 結 合 ア ッ セ イ に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と 試 験 さ れ る 試 薬 の 間 で の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し て よ い 。 あ る い は
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、 試 験 す る 試 薬 に よ っ て 生 ず る Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と そ の 標 的 細 胞 と の 間 の 複 合 体 形 成 に
お け る 減 少 を 試 験 す る こ と も で き る
　 し か し て 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 関 連 疾 患 又 は 障 害 に 影 響 を 与 え う る 薬 剤 又 は
任 意 の 他 の 試 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 そ の 試 薬 を Ｐ Ｒ Ｏ ポ
リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 に 接 触 さ せ 、 (I)試 薬 と Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と の 間 の 複 合 体
の 存 在 に つ い て 、 又 は (ii)Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と 細 胞 と の 間 の 複 合 体 の 存 在 に つ
い て 検 定 す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 競 合 結 合 ア ッ セ イ で は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片
が 典 型 的 に は 標 識 さ れ る 。 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 自 由 な Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又
は 断 片 を 結 合 形 態 の も の か ら 分 離 し 、 自 由 又 は 未 複 合 の 標 識 の 量 が 、 特 定 の 試 薬 が Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ／ 細 胞 複 合 体 を 阻 害 す る 能 力 の 尺 度 と な
る 。
　 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 他 の 技 術 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 適 当 な 結 合 親 和 性 を 持
つ 化 合 物 に つ い て の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 し 、 1984年 9月 13日 に 公 開 さ れ
た WO 84/03564に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 多 数 の 異 な る 小 型 ペ プ チ ド 試
験 化 合 物 が 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ン 等 の 固 体 支 持 体 又 は 幾 つ か の 他 の 表 面 上 で 合 成 さ れ る 。 Ｐ
Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る と 、 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 し て 洗
浄 さ れ る 。 結 合 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ た 方 法 に よ り 検 出 さ れ る
。 精 製 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 使 用 す る た め に プ レ
ー ト 上 に 直 接 被 覆 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 非 中 和 抗 体 は 、 ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 そ れ を
固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 す る の に 使 用 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 又 は
そ の 断 片 に つ い て 試 験 化 合 物 と 特 異 的 に 競 合 す る 競 合 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ も 考 慮
す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 抗 体 は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド で 、 一 又 は 複 数 の 抗 原 決 定 基 を 持
つ 任 意 の ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る の に 使 用 で き る 。
　 　 【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 ３ ０ ： 合 理 的 薬 剤 設 計
　 合 理 的 薬 剤 設 計 の 目 的 は 、 対 象 と す る 生 物 学 的 活 性 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ
ペ プ チ ド ） 又 は そ れ ら が 相 互 作 用 す る 小 分 子 、 例 え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は
イ ン ヒ ビ タ ー の 構 造 的 類 似 物 を 製 造 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 例 の 任 意 の も の が 、 Ｐ Ｒ Ｏ
ポ リ ペ プ チ ド の よ り 活 性 で 安 定 な 形 態 又 は イ ン ビ ボ で Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド に 機 能 を 促 進 又
は 阻 害 す る 薬 剤 の 創 作 に 使 用 で き る （ 参 考 、 Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-21 (1991)
） 。
　 １ つ の 方 法 に お い て 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド -イ ン ヒ ビ タ ー 複
合 体 の 三 次 元 構 造 が 、 ｘ 線 結 晶 学 に よ り 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル 化 に よ り 、 最 も 典 型 的 に は
２ つ の 方 法 の 組 み 合 わ せ に よ り 決 定 さ れ る 。 分 子 の 構 造 を 解 明 し 活 性 部 位 を 決 定 す る た め
に は 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 形 状 及 び 電 荷 の 両 方 が 確 認 さ れ な け れ ば な ら な い 。 数 は 少 な
い が 、 Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に 関 す る 有 用 な 情 報 が 相 同 タ ン パ ク 質 の 構 造 に 基 づ い た
モ デ ル 化 に よ っ て 得 ら れ る こ と も あ る 。 両 方 の 場 合 に お い て 、 関 連 す る 構 造 情 報 は 、 類 似
Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド 様 分 子 の 設 計 又 は 効 果 的 な イ ン ヒ ビ タ ー の 同 定 に 使 用 さ れ る 。 合 理 的
な 薬 剤 設 計 の 有 用 な 例 は 、 Braxton及 び s, Biochemistry, 31: 7796-7801 (1992)に 示
さ れ て い る よ う な 向 上 し た 活 性 又 は 安 定 性 を 持 つ 分 子 、 又 は Athauda等 , J. Biochem., 11
3: 742-746 (1993)に 示 さ れ て い る よ う な 天 然 ペ プ チ ド の イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ゴ ニ ス ト 、 又
は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 分 子 を 含 む 。
　 ま た 、 上 記 の よ う な 機 能 ア ッ セ イ に よ っ て 選 択 さ れ た 標 的 特 異 的 な 抗 体 を 単 離 し そ の 結
晶 構 造 を 解 明 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 は 、 原 理 的 に は 、 そ れ に 続 く 薬 剤 設 計 が 基 礎 を
お く こ と の で き る フ ァ ー マ コ ア (pharmacore)を 生 成 す る 。 機 能 的 な 薬 理 学 的 に 活 性 な 抗 体
に 対 す る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ 抗 -ids） を 生 成 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 結 晶 学 を
バ イ パ ス す る こ と が で き る 。 鏡 像 の 鏡 像 と し て 、 抗 -idsの 結 合 部 位 は 最 初 の レ セ プ タ ー の
類 似 物 で あ る と 予 測 で き る 。 抗 -idは 、 次 い で 、 化 学 的 又 は 生 物 学 的 に 製 造 し た ペ プ チ ド
の バ ン ク か ら ペ プ チ ド を 同 定 及 び 単 離 す る の に 使 用 で き る 。 単 離 さ れ た ペ プ チ ド は 、 フ ァ
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ー マ コ ア と し て 機 能 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 に よ り 、 十 分 な 量 の Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド が Ｘ 線 結 晶 学 な ど の 分 析 実 験 を 実 施 す る
た め に 入 手 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 こ こ に 提 供 し た Ｐ Ｒ Ｏ ポ リ ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 の 知 識
は 、 ｘ 線 結 晶 学 に 換 え る 、 又 は そ れ に 加 え る コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル 化 技 術 で 用 い ら れ る 知 識
を 提 供 す る 。
　 　 【 ０ １ ６ ２ 】
材 料 の 寄 託
　 次 の 材 料 を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン , 12301 パ ー ク ロ ー ン 　 ド
ラ イ ブ ， ロ ッ ク ビ ル ， メ リ ー ラ ン ド ， 米 国 (ATCC)に 寄 託 し た ：
材 料 　 　 　 　 　 　 　 　  ATCC寄 託 番 号 　 　  寄 託 日
DNA35672-2508　 　 　 　 203538　 　 　 　 　 1998年 12月 15日
DNA47465-1561　 　 　 　 203661　 　 　 　 　 1999年 2月 9日
DNA57700-1408　 　 　 　 203583　 　 　 　 　 1999年 1月 12日
DNA68818-2536　 　 　 　 203657　 　 　 　 　 1999年 2月 9日
DNA59847-2510　 　 　 　 203576　 　 　 　 　 1999年 1月 12日
DNA76400-2528　 　 　 　 203573　 　 　 　 　 1999年 1月 12日
DNA77624-2515　 　 　 　 203553　 　 　 　 　 1998年 12月 22日
DNA77631-2537　 　 　 　 203651　 　 　 　 　 1999年 2月 9日
DNA82307-2531　 　 　 　 203537　 　 　 　 　 1998年 12月 15日
　 こ れ ら の 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 及
び そ の 規 則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 に 従 っ て 行 わ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付 か ら ３ ０ 年 間
、 寄 託 の 生 存 可 能 な 培 養 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は ブ ダ ペ ス ト 条
約 の 条 項 に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手
す る こ と が で き 、 こ れ は 、 ど れ が 最 初 で あ ろ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の 発 行 時 又 は 任 意
の 米 国 又 は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限 的 に 入 手 可 能 と
す る こ と を 保 証 し 、 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官 規 則 (特 に 参 照 番 号
８ ８ ６ Ｏ Ｇ ６ ３ ８ の ３ ７ Ｃ Ｆ Ｒ 第 １ ． １ ４ 条 を 含 む )に 従 っ て 権 利 を 有 す る と 米 国 特 許 庁
長 官 が 決 定 し た 者 に 子 孫 を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。
　 本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 培 養 物 が 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ て い た 場 合 に 死 亡 も し
く は 損 失 又 は 破 壊 さ れ た な ら ば 、 材 料 は 通 知 時 に 同 一 の 他 の も の と 即 座 に 取 り 替 え る こ と
に 同 意 す る 。 寄 託 物 質 の 入 手 可 能 性 は 、 特 許 法 に 従 い あ ら ゆ る 政 府 の 権 限 下 で 認 め ら れ た
権 利 に 違 反 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る ラ イ セ ン ス で あ る と み な さ れ る も の で は な い 。
　 上 記 の 文 書 に よ る 明 細 書 は 、 当 業 者 に 本 発 明 を 実 施 で き る よ う に す る た め に 十 分 で あ る
と 考 え ら れ る 。 寄 託 し た 態 様 は 、 本 発 明 の あ る 側 面 の 一 つ の 説 明 と し て 意 図 さ れ て お り 、
機 能 的 に 等 価 な あ ら ゆ る 作 成 物 が こ の 発 明 の 範 囲 内 に あ る た め 、 寄 託 さ れ た 作 成 物 に よ り
、 本 発 明 の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ こ で の 物 質 の 寄 託 は 、 こ こ に 含 ま れ る 文 書
に よ る 説 明 が 、 そ の ベ ス ト モ ー ド を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 側 面 の 実 施 を 可 能 に す る た め に
不 十 分 で あ る こ と を 認 め る も の で は な い し 、 そ れ が 表 す 特 定 の 例 証 に 対 し て 請 求 の 範 囲 を
制 限 す る も の と 解 釈 さ れ る も の で も な い 。 実 際 、 こ こ に 示 し 記 載 し た も の に 加 え て 、 本 発
明 を 様 々 に 改 変 す る こ と は 、 前 記 の 記 載 か ら 当 業 者 に と っ て は 明 ら か な も の で あ り 、 添 付
の 請 求 の 範 囲 内 に 入 る も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
　 　 【 図 １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ０ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） を 示
し 、 配 列 番 号 ： １ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ３ ５ ６ ７ ２ － ２ ５ ０ ８ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ
る 。
　 　 【 図 ２ 】 図 １ に 示 し た 配 列 番 号 ： １ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ： ２ ） を 示 す 。
　 　 【 図 ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ５ ３ ９ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ６ ） を 示 し
、 配 列 番 号 ： ６ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ４ ７ ４ ６ ５ － １ ５ ６ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
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　 　 【 図 ４ 】 図 ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： ６ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ： ７ ） を 示 す 。
　 　 【 図 ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ９ ８ ２ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ８ ） を 示 し
、 配 列 番 号 ： ８ は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ７ ７ ０ ０ － １ ４ ０ ８ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン で あ る
。
　 　 【 図 ６ 】 図 ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： ８ の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ： ９ ） を 示 す 。
　 　 【 図 ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ４ ３ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ） を
示 し 、 配 列 番 号 ： は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ６ ８ ８ １ ８ － ２ ５ ３ ６ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン
で あ る 。
　 　 【 図 ８ 】 図 ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配
列 番 号 ： ） を 示 す 。
　 　 【 図 ９ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ） を
示 し 、 配 列 番 号 ： は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ５ ９ ８ ４ ７ － ２ ５ １ ０ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー ン
で あ る 。
　 　 【 図 １ ０ 】 図 ９ に 示 し た 配 列 番 号 ： の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （
配 列 番 号 ： ） を 示 す 。
　 　 【 図 １ １ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ １ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ）
を 示 し 、 配 列 番 号 ： は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ７ ６ ４ ０ ０ － ２ ５ ２ ８ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー
ン で あ る 。
　 　 【 図 １ ２ 】 図 １ １ に 示 し た 配 列 番 号 ： の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ） を 示 す 。
　 　 【 図 １ ３ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ８ ６ ８ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ）
を 示 し 、 配 列 番 号 ： は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ２ ４ － ２ ５ １ ５ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー
ン で あ る 。
　 　 【 図 １ ４ 】 図 １ ３ に 示 し た 配 列 番 号 ： の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ） を 示 す 。
　 　 【 図 １ ５ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ ３ ４ ３ ４ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ）
を 示 し 、 配 列 番 号 ： は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ７ ７ ６ ３ １ － ２ ５ ３ ７ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー
ン で あ る 。
　 　 【 図 １ ６ 】 図 １ ５ に 示 し た 配 列 番 号 ： の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ） を 示 す 。
　 　 【 図 １ ７ 】 天 然 配 列 Ｐ Ｒ Ｏ １ ９ ２ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ）
を 示 し 、 配 列 番 号 ： は 、 こ こ で 「 Ｄ Ｎ Ａ ８ ２ ３ ０ ７ － ２ ５ ３ １ 」 と 命 名 さ れ る ク ロ ー
ン で あ る 。
　 　 【 図 １ ８ 】 図 １ ７ に 示 し た 配 列 番 号 ： の コ ー ド 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
（ 配 列 番 号 ： ） を 示 す 。
【 配 列 表 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Sequence Listing

<110> Genentech, Inc.

<120> Secreted and Transmembrane Polypeptides and Nucleic
　 　 　 Acids Encoding the Same

<130> P2930R1

<140> PCT/US99/28634
<141> 1999-12-01
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１ ０
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１ ９

１ ９
２ ０

２ １
２ １

２ １
２ ２

２ ３
２ ３

２ ３
２ ４



<150> US 60/112,851
<151> 1998-12-16

<150> US 60/113,145
<151> 1998-12-16

<150> US 60/113,511
<151> 1998-12-22

<150> US 60/115,565
<151> 1999-01-12

<150> US 60/115,558
<151> 1999-01-12

<150> US 60/115,733
<151> 1999-01-12

<150> US 60/119,341
<151> 1999-02-09

<150> US 60/119,537
<151> 1999-02-10

<150> US 60/119,965
<151> 1999-02-12

<150> PCT/US99/12252
<151> 1999-06-02

<160> 38

<210> 1
<211> 1283
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 1
 cggacgcgtg ggacccatac ttgctggtct gatccatgca caaggcgggg 50

 ctgctaggcc tctgtgcccg ggcttggaat tcggtgcgga tggccagctc 100

 cgggatgacc cgccgggacc cgctcgcaaa taaggtggcc ctggtaacgg 150

 cctccaccga cgggatcggc ttcgccatcg cccggcgttt ggcccaggac 200

 ggggcccatg tggtcgtcag cagccggaag cagcagaatg tggaccaggc 250

 ggtggccacg ctgcaggggg aggggctgag cgtgacgggc accgtgtgcc 300
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 atgtggggaa ggcggaggac cgggagcggc tggtggccac ggctgtgaag 350

 cttcatggag gtatcgatat cctagtctcc aatgctgctg tcaacccttt 400

 ctttggaagc ataatggatg tcactgagga ggtgtgggac aagactctgg 450

 acattaatgt gaaggcccca gccctgatga caaaggcagt ggtgccagaa 500

 atggagaaac gaggaggcgg ctcagtggtg atcgtgtctt ccatagcagc 550

 cttcagtcca tctcctggct tcagtcctta caatgtcagt aaaacagcct 600

 tgctgggcct gaccaagacc ctggccatag agctggcccc aaggaacatt 650

 agggtgaact gcctagcacc tggacttatc aagactagct tcagcaggat 700

 gctctggatg gacaaggaaa aagaggaaag catgaaagaa accctgcgga 750

 taagaaggtt aggcgagcca gaggattgtg ctggcatcgt gtctttcctg 800

 tgctctgaag atgccagcta catcactggg gaaacagtgg tggtgggtgg 850

 aggaaccccg tcccgcctct gaggaccggg agacagccca caggccagag 900

 ttgggctcta gctcctggtg ctgttcctgc attcacccac tggcctttcc 950

 cacctctgct caccttactg ttcacctcat caaatcagtt ctgccctgtg 1000

 aaaagatcca gccttccctg ccgtcaaggt ggcgtcttac tcgggattcc 1050

 tgctgttgtt gtggccttgg gtaaaggcct cccctgagaa cacaggacag 1100

 gcctgctgac aaggctgagt ctaccttggc aaagaccaag atattttttc 1150

 ctgggccact ggtgaatctg aggggtgatg ggagagaagg aacctggagt 1200

 ggaaggagca gagttgcaaa ttaacagctt gcaaatgagg tgcaaataaa 1250

 atgcagatga ttgcgcggct ttgaaaaaaa aaa 1283

<210> 2
<211> 278
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2
 Met His Lys Ala Gly Leu Leu Gly Leu Cys Ala Arg Ala Trp Asn
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15

 Ser Val Arg Met Ala Ser Ser Gly Met Thr Arg Arg Asp Pro Leu
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30

 Ala Asn Lys Val Ala Leu Val Thr Ala Ser Thr Asp Gly Ile Gly
　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45

 Phe Ala Ile Ala Arg Arg Leu Ala Gln Asp Gly Ala His Val Val
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 Val Ser Ser Arg Lys Gln Gln Asn Val Asp Gln Ala Val Ala Thr
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Leu Gln Gly Glu Gly Leu Ser Val Thr Gly Thr Val Cys His Val
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90

 Gly Lys Ala Glu Asp Arg Glu Arg Leu Val Ala Thr Ala Val Lys
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 Leu His Gly Gly Ile Asp Ile Leu Val Ser Asn Ala Ala Val Asn
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 Pro Phe Phe Gly Ser Ile Met Asp Val Thr Glu Glu Val Trp Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  125　 　 　 　 　 　 　 　  130　 　 　 　 　 　 　 　  135

 Lys Thr Leu Asp Ile Asn Val Lys Ala Pro Ala Leu Met Thr Lys
　 　 　 　 　 　 　 　  140　 　 　 　 　 　 　 　  145　 　 　 　 　 　 　 　  150

 Ala Val Val Pro Glu Met Glu Lys Arg Gly Gly Gly Ser Val Val
　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160　 　 　 　 　 　 　 　  165

 Ile Val Ser Ser Ile Ala Ala Phe Ser Pro Ser Pro Gly Phe Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175　 　 　 　 　 　 　 　  180

 Pro Tyr Asn Val Ser Lys Thr Ala Leu Leu Gly Leu Thr Lys Thr
　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190　 　 　 　 　 　 　 　  195

 Leu Ala Ile Glu Leu Ala Pro Arg Asn Ile Arg Val Asn Cys Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205　 　 　 　 　 　 　 　  210

 Ala Pro Gly Leu Ile Lys Thr Ser Phe Ser Arg Met Leu Trp Met
　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220　 　 　 　 　 　 　 　  225

 Asp Lys Glu Lys Glu Glu Ser Met Lys Glu Thr Leu Arg Ile Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240

 Arg Leu Gly Glu Pro Glu Asp Cys Ala Gly Ile Val Ser Phe Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255

 Cys Ser Glu Asp Ala Ser Tyr Ile Thr Gly Glu Thr Val Val Val
　 　 　 　 　 　 　 　  260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270
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 Gly Gly Gly Thr Pro Ser Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  275　 　 　 　  278

<210> 3
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-21
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 3
 gcataatgga tgtcactgag g 21

<210> 4
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-23
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 4
 agaacaatcc tgctgaaagc tag 23

<210> 5
<211> 46
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-46
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 5
 gaaacgagga ggcggctcag tggtgatcgt gtcttccata gcagcc 46

<210> 6
<211> 3121
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 6
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 gcgccctgag ctccgcctcc gggcccgata gcggcatcga gagcgcctcc 50

 gtcgaggacc aggcggcgca gggggccggc gggcgaaagg aggatgaggg 100

 ggcgcagcag ctgctgaccc tgcagaacca ggtggcgcgg ctggaggagg 150

 agaaccgaga ctttctggct gcgctggagg acgccatgga gcagtacaaa 200

 ctgcagagcg accggctgcg tgagcagcag gaggagatgg tggaactgcg 250

 gctgcggtta gagctggtgc ggccaggctg ggggggcctg cggctcctga 300

 atggcctgcc tcccgggtcc tttgtgcctc gacctcatac agcccccctg 350

 gggggtgccc acgcccatgt gctgggcatg gtgccgcctg cctgcctccc 400

 tggagatgaa gttggctctg agcagagggg agagcaggtg acaaatggca 450

 gggaggctgg agctgagttg ctgactgagg tgaacaggct gggaagtggc 500

 tcttcagctg cttcagagga ggaagaggag gaggaggagc cgcccaggcg 550

 gaccttacac ctgcgcagaa ataggatcag caactgcagt cagagggcgg 600

 gggcacgccc agggagtctg ccagagagga agggcccaga gctttgcctt 650

 gaggagttgg atgcagccat tccagggtcc agagcagttg gtgggagcaa 700

 ggcccgagtt caggcccgcc aggtcccccc tgccacagcc tcagagtggc 750

 ggctggccca ggcccagcag aagatccggg agctggctat caacatccgc 800

 atgaaggagg agcttattgg cgagctggtc cgcacaggaa aggcagctca 850

 ggccctgaac cgccagcaca gccagcgtat ccgggagctg gagcaggagg 900

 cagagcaggt gcgggccgag ctgagtgaag gccagaggca gctgcgggag 950

 ctcgagggca aggagctcca ggatgctggc gagcggtctc ggctccagga 1000

 gttccgcagg agggtcgctg cggcccagag ccaggtgcag gtgctgaagg 1050

 agaagaagca ggctacggag cggctggtgt cactgtcggc ccagagtgag 1100

 aagcgactgc aggagctcga gcggaacgtg cagctcatgc ggcagcagca 1150

 gggacagctg cagaggcggc ttcgcgagga gacggagcag aagcggcgcc 1200

 tggaggcaga aatgagcaag cggcagcacc gcgtcaagga gctggagctg 1250
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 aagcatgagc aacagcagaa gatcctgaag attaagacgg aagagatcgc 1300

 ggccttccag aggaagaggc gcagtggcag caacggctct gtggtcagcc 1350

 tggaacagca gcagaagatt gaggagcaga agaagtggct ggaccaggag 1400

 atggagaagg tgctacagca gcggcgggcg ctggaggagc tgggggagga 1450

 gctccacaag cgggaggcca tcctggccaa gaaggaggcc ctgatgcagg 1500

 agaagacggg gctggagagc aagcgcctga gatccagcca ggccctcaac 1550

 gaggacatcg tgcgagtgtc cagccggctg gagcacctgg agaaggagct 1600

 gtccgagaag agcgggcagc tgcggcaggg cagcgcccag agccagcagc 1650

 agatccgcgg ggagatcgac agcctgcgcc aggagaagga ctcgctgctc 1700

 aagcagcgcc tggagatcga cggcaagctg aggcagggga gtctgctgtc 1750

 ccccgaggag gagcggacgc tgttccagtt ggatgaggcc atcgaggccc 1800

 tggatgctgc cattgagtat aagaatgagg ccatcacatg ccgccagcgg 1850

 gtgcttcggg cctcagcctc gttgctgtcc cagtgcgaga tgaacctcat 1900

 ggccaagctc agctacctct catcctcaga gaccagagcc ctcctctgca 1950

 agtattttga caaggtggtg acgctccgag aggagcagca ccagcagcag 2000

 attgccttct cggaactgga gatgcagctg gaggagcagc agaggctggt 2050

 gtactggctg gaggtggccc tggagcggca gcgcctggag atggaccgcc 2100

 agctgaccct gcagcagaag gagcacgagc agaacatgca gctgctcctg 2150

 cagcagagtc gagaccacct cggtgaaggg ttagcagaca gcaggaggca 2200

 gtatgaggcc cggattcaag ctctggagaa ggaactgggc cgttacatgt 2250

 ggataaacca ggaactgaaa cagaagctcg gcggtgtgaa cgctgtaggc 2300

 cacagcaggg gtggggagaa gaggagcctg tgctcggagg gcagacaggc 2350

 tcctggaaat gaagatgagc tccacctggc acccgagctt ctctggctgt 2400

 cccccctcac tgagggggcc ccccgcaccc gggaggagac gcgggacttg 2450

 gtccacgctc cgttaccctt gacctggaaa cgctcgagcc tgtgtggtga 2500
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 ggagcagggg tcccccgagg aactgaggca gcgggaggcg gctgagcccc 2550

 tggtggggcg ggtgcttcct gtgggtgagg caggcctgcc ctggaacttt 2600

 gggcctttgt ccaagccccg gcgggaactg cgacgagcca gcccggggat 2650

 gattgatgtc cggaaaaacc ccctgtaagc cctcggggca gaccctgcct 2700

 tggagggaga ctccgagcct gctgaaaggg gcagctgcct gttttgcttc 2750

 tgtgaagggc agtccttacc gcacacccta aatccaggcc ctcatctgta 2800

 ccctcactgg gatcaacaaa tttgggccat ggcccaaaag aactggaccc 2850

 tcatttaaca aaataatatg caaattccca ccacttactt ccatgaagct 2900

 gtggtaccca attgccgcct tgtgtcttgc tcgaatctca ggacaattct 2950

 ggtttcaggc gtaaatggat gtgcttgtag ttcaggggtt tggccaagaa 3000

 tcatcacgaa agggtcggtg gcaaccaggt tgtggtttaa atggtcttat 3050

 gtatataggg gaaactggga gactttagga tcttaaaaaa ccatttaata 3100

 aaaaaaaatc tttgaaggga c 3121

<210> 7
<211> 830
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 7
 Met Glu Gln Tyr Lys Leu Gln Ser Asp Arg Leu Arg Glu Gln Gln
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15

 Glu Glu Met Val Glu Leu Arg Leu Arg Leu Glu Leu Val Arg Pro
　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30

 Gly Trp Gly Gly Leu Arg Leu Leu Asn Gly Leu Pro Pro Gly Ser
　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45

 Phe Val Pro Arg Pro His Thr Ala Pro Leu Gly Gly Ala His Ala
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 His Val Leu Gly Met Val Pro Pro Ala Cys Leu Pro Gly Asp Glu
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Val Gly Ser Glu Gln Arg Gly Glu Gln Val Thr Asn Gly Arg Glu
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90
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 Ala Gly Ala Glu Leu Leu Thr Glu Val Asn Arg Leu Gly Ser Gly
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 Ser Ser Ala Ala Ser Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Glu Pro Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 Arg Arg Thr Leu His Leu Arg Arg Asn Arg Ile Ser Asn Cys Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  125　 　 　 　 　 　 　 　  130　 　 　 　 　 　 　 　  135

 Gln Arg Ala Gly Ala Arg Pro Gly Ser Leu Pro Glu Arg Lys Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  140　 　 　 　 　 　 　 　  145　 　 　 　 　 　 　 　  150

 Pro Glu Leu Cys Leu Glu Glu Leu Asp Ala Ala Ile Pro Gly Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160　 　 　 　 　 　 　 　  165

 Arg Ala Val Gly Gly Ser Lys Ala Arg Val Gln Ala Arg Gln Val
　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175　 　 　 　 　 　 　 　  180

 Pro Pro Ala Thr Ala Ser Glu Trp Arg Leu Ala Gln Ala Gln Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190　 　 　 　 　 　 　 　  195

 Lys Ile Arg Glu Leu Ala Ile Asn Ile Arg Met Lys Glu Glu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205　 　 　 　 　 　 　 　  210

 Ile Gly Glu Leu Val Arg Thr Gly Lys Ala Ala Gln Ala Leu Asn
　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220　 　 　 　 　 　 　 　  225

 Arg Gln His Ser Gln Arg Ile Arg Glu Leu Glu Gln Glu Ala Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240

 Gln Val Arg Ala Glu Leu Ser Glu Gly Gln Arg Gln Leu Arg Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255

 Leu Glu Gly Lys Glu Leu Gln Asp Ala Gly Glu Arg Ser Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270

 Gln Glu Phe Arg Arg Arg Val Ala Ala Ala Gln Ser Gln Val Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285

 Val Leu Lys Glu Lys Lys Gln Ala Thr Glu Arg Leu Val Ser Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300

 Ser Ala Gln Ser Glu Lys Arg Leu Gln Glu Leu Glu Arg Asn Val
　 　 　 　 　 　 　 　  305　 　 　 　 　 　 　 　  310　 　 　 　 　 　 　 　  315

 Gln Leu Met Arg Gln Gln Gln Gly Gln Leu Gln Arg Arg Leu Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  320　 　 　 　 　 　 　 　  325　 　 　 　 　 　 　 　  330

 Glu Glu Thr Glu Gln Lys Arg Arg Leu Glu Ala Glu Met Ser Lys

(119) JP 2003-521229 A5 2005.12.22



　 　 　 　 　 　 　 　  335　 　 　 　 　 　 　 　  340　 　 　 　 　 　 　 　  345

 Arg Gln His Arg Val Lys Glu Leu Glu Leu Lys His Glu Gln Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  350　 　 　 　 　 　 　 　  355　 　 　 　 　 　 　 　  360

 Gln Lys Ile Leu Lys Ile Lys Thr Glu Glu Ile Ala Ala Phe Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  365　 　 　 　 　 　 　 　  370　 　 　 　 　 　 　 　  375

 Arg Lys Arg Arg Ser Gly Ser Asn Gly Ser Val Val Ser Leu Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  380　 　 　 　 　 　 　 　  385　 　 　 　 　 　 　 　  390

 Gln Gln Gln Lys Ile Glu Glu Gln Lys Lys Trp Leu Asp Gln Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  395　 　 　 　 　 　 　 　  400　 　 　 　 　 　 　 　  405

 Met Glu Lys Val Leu Gln Gln Arg Arg Ala Leu Glu Glu Leu Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  410　 　 　 　 　 　 　 　  415　 　 　 　 　 　 　 　  420

 Glu Glu Leu His Lys Arg Glu Ala Ile Leu Ala Lys Lys Glu Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  425　 　 　 　 　 　 　 　  430　 　 　 　 　 　 　 　  435

 Leu Met Gln Glu Lys Thr Gly Leu Glu Ser Lys Arg Leu Arg Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  440　 　 　 　 　 　 　 　  445　 　 　 　 　 　 　 　  450

 Ser Gln Ala Leu Asn Glu Asp Ile Val Arg Val Ser Ser Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  455　 　 　 　 　 　 　 　  460　 　 　 　 　 　 　 　  465

 Glu His Leu Glu Lys Glu Leu Ser Glu Lys Ser Gly Gln Leu Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  470　 　 　 　 　 　 　 　  475　 　 　 　 　 　 　 　  480

 Gln Gly Ser Ala Gln Ser Gln Gln Gln Ile Arg Gly Glu Ile Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  485　 　 　 　 　 　 　 　  490　 　 　 　 　 　 　 　  495

 Ser Leu Arg Gln Glu Lys Asp Ser Leu Leu Lys Gln Arg Leu Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  500　 　 　 　 　 　 　 　  505　 　 　 　 　 　 　 　  510

 Ile Asp Gly Lys Leu Arg Gln Gly Ser Leu Leu Ser Pro Glu Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  515　 　 　 　 　 　 　 　  520　 　 　 　 　 　 　 　  525

 Glu Arg Thr Leu Phe Gln Leu Asp Glu Ala Ile Glu Ala Leu Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  530　 　 　 　 　 　 　 　  535　 　 　 　 　 　 　 　  540

 Ala Ala Ile Glu Tyr Lys Asn Glu Ala Ile Thr Cys Arg Gln Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  545　 　 　 　 　 　 　 　  550　 　 　 　 　 　 　 　  555

 Val Leu Arg Ala Ser Ala Ser Leu Leu Ser Gln Cys Glu Met Asn
　 　 　 　 　 　 　 　  560　 　 　 　 　 　 　 　  565　 　 　 　 　 　 　 　  570

 Leu Met Ala Lys Leu Ser Tyr Leu Ser Ser Ser Glu Thr Arg Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  575　 　 　 　 　 　 　 　  580　 　 　 　 　 　 　 　  585
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 Leu Leu Cys Lys Tyr Phe Asp Lys Val Val Thr Leu Arg Glu Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  590　 　 　 　 　 　 　 　  595　 　 　 　 　 　 　 　  600

 Gln His Gln Gln Gln Ile Ala Phe Ser Glu Leu Glu Met Gln Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  605　 　 　 　 　 　 　 　  610　 　 　 　 　 　 　 　  615

 Glu Glu Gln Gln Arg Leu Val Tyr Trp Leu Glu Val Ala Leu Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  620　 　 　 　 　 　 　 　  625　 　 　 　 　 　 　 　  630

 Arg Gln Arg Leu Glu Met Asp Arg Gln Leu Thr Leu Gln Gln Lys
　 　 　 　 　 　 　 　  635　 　 　 　 　 　 　 　  640　 　 　 　 　 　 　 　  645

 Glu His Glu Gln Asn Met Gln Leu Leu Leu Gln Gln Ser Arg Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  650　 　 　 　 　 　 　 　  655　 　 　 　 　 　 　 　  660

 His Leu Gly Glu Gly Leu Ala Asp Ser Arg Arg Gln Tyr Glu Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  665　 　 　 　 　 　 　 　  670　 　 　 　 　 　 　 　  675

 Arg Ile Gln Ala Leu Glu Lys Glu Leu Gly Arg Tyr Met Trp Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  680　 　 　 　 　 　 　 　  685　 　 　 　 　 　 　 　  690

 Asn Gln Glu Leu Lys Gln Lys Leu Gly Gly Val Asn Ala Val Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  695　 　 　 　 　 　 　 　  700　 　 　 　 　 　 　 　  705

 His Ser Arg Gly Gly Glu Lys Arg Ser Leu Cys Ser Glu Gly Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  710　 　 　 　 　 　 　 　  715　 　 　 　 　 　 　 　  720

 Gln Ala Pro Gly Asn Glu Asp Glu Leu His Leu Ala Pro Glu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  725　 　 　 　 　 　 　 　  730　 　 　 　 　 　 　 　  735

 Leu Trp Leu Ser Pro Leu Thr Glu Gly Ala Pro Arg Thr Arg Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  740　 　 　 　 　 　 　 　  745　 　 　 　 　 　 　 　  750

 Glu Thr Arg Asp Leu Val His Ala Pro Leu Pro Leu Thr Trp Lys
　 　 　 　 　 　 　 　  755　 　 　 　 　 　 　 　  760　 　 　 　 　 　 　 　  765

 Arg Ser Ser Leu Cys Gly Glu Glu Gln Gly Ser Pro Glu Glu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  770　 　 　 　 　 　 　 　  775　 　 　 　 　 　 　 　  780

 Arg Gln Arg Glu Ala Ala Glu Pro Leu Val Gly Arg Val Leu Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  785　 　 　 　 　 　 　 　  790　 　 　 　 　 　 　 　  795

 Val Gly Glu Ala Gly Leu Pro Trp Asn Phe Gly Pro Leu Ser Lys
　 　 　 　 　 　 　 　  800　 　 　 　 　 　 　 　  805　 　 　 　 　 　 　 　  810

 Pro Arg Arg Glu Leu Arg Arg Ala Ser Pro Gly Met Ile Asp Val
　 　 　 　 　 　 　 　  815　 　 　 　 　 　 　 　  820　 　 　 　 　 　 　 　  825
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 Arg Lys Asn Pro Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  830

<210> 8
<211> 662
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 8
 attctcctag agcatctttg gaagcatgag gccacgatgc tgcatcttgg 50

 ctcttgtctg ctggataaca gtcttcctcc tccagtgttc aaaaggaact 100

 acagacgctc ctgttggctc aggactgtgg ctgtgccagc cgacacccag 150

 gtgtgggaac aagatctaca acccttcaga gcagtgctgt tatgatgatg 200

 ccatcttatc cttaaaggag acccgccgct gtggctccac ctgcaccttc 250

 tggccctgct ttgagctctg ctgtcccgag tcttttggcc cccagcagaa 300

 gtttcttgtg aagttgaggg ttctgggtat gaagtctcag tgtcacttat 350

 ctcccatctc ccggagctgt accaggaaca ggaggcacgt cctgtaccca 400

 taaaaacccc aggctccact ggcagacggc agacaagggg agaagagacg 450

 aagcagctgg acatcggaga ctacagttga acttcggaga gaagcaactt 500

 gacttcagag ggatggctca atgacatagc tttggagagg agcccagctg 550

 gggatggcca gacttcaggg gaagaatgcc ttcctgcttc atcccctttc 600

 cagctcccct tcccgctgag agccactttc atcggcaata aaatccccca 650

 catttaccat ct 662

<210> 9
<211> 125
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 9
 Met Arg Pro Arg Cys Cys Ile Leu Ala Leu Val Cys Trp Ile Thr
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15

 Val Phe Leu Leu Gln Cys Ser Lys Gly Thr Thr Asp Ala Pro Val
　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30

 Gly Ser Gly Leu Trp Leu Cys Gln Pro Thr Pro Arg Cys Gly Asn
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45

 Lys Ile Tyr Asn Pro Ser Glu Gln Cys Cys Tyr Asp Asp Ala Ile
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 Leu Ser Leu Lys Glu Thr Arg Arg Cys Gly Ser Thr Cys Thr Phe
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Trp Pro Cys Phe Glu Leu Cys Cys Pro Glu Ser Phe Gly Pro Gln
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90

 Gln Lys Phe Leu Val Lys Leu Arg Val Leu Gly Met Lys Ser Gln
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 Cys His Leu Ser Pro Ile Ser Arg Ser Cys Thr Arg Asn Arg Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 His Val Leu Tyr Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  125

<210> 10
<211> 1942
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 10
 cccacgcgtc cgcccacgcg tccgggtgcc actcgcgcgc cggccgcgct 50

 ccgggcttct cttttccctc cgacgcgcca cggctgccca gacattccgg 100

 ctgccgggtc tggagagctc cccgaacccc tccgcggaga ggagcgaggc 150

 ggcgccaggg tggcccccgg ggcgcgcttg gtctcggaga agcggggacg 200

 aggccggagg atgagcgact gagggcgacg cgggcactga cgcgagttgg 250

 ggccgcgact accggcagct gacagcgcga tgagcgactc cccagagacg 300

 ccctagcccg gtgtgcgcgc caggcggagc gcgcaggtgg ggctgggctg 350

 ttagtggtcc gccccacgcg ggtcgccggc cggcccagga tgggcgctgg 400

 caacccgggc ccgcgcccgc cgctgctacc cctgcgcccg ctgcgagccc 450

 ggcgtccggc ccgcgccctg cgctcatgga cggcggctcc cggctggcgg 500

 cggcgcgccc ccgggctgtg aatgcgactc gcccctcggc cgcgctcccc 550

 gcccgcccgc ccgccgggac gtggtagggg atgcccagct ccactgcgat 600
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 ggcagttggc gcgctctcca gttccctcct ggtcacctgc tgcctgatgg 650

 tggctctgtg cagtccgagc atcccgctgg agaagctggc ccaggcacca 700

 gagcagccgg gccaggagaa gcgtgagcac gccactcggg acggcccggg 750

 gcgggtgaac gagctcgggc gcccggcgag ggacgagggc ggcagcggcc 800

 gggactggaa gagcaagagc ggccgtgggc tcgccggccg tgagccgtgg 850

 agcaagctga agcaggcctg ggtctcccag ggcgggggcg ccaaggccgg 900

 ggatctgcag gtccggcccc gcggggacac cccgcaggcg gaagccctgg 950

 ccgcagccgc ccaggacgcg attggcccgg aactcgcgcc cacgcccgag 1000

 ccacccgagg agtacgtgta cccggactac cgtggcaagg gctgcgtgga 1050

 cgagagcggc ttcgtgtacg cgatcgggga gaagttcgcg ccgggcccct 1100

 cggcctgccc gtgcctgtgc accgaggagg ggccgctgtg cgcgcagccc 1150

 gagtgcccga ggctgcaccc gcgctgcatc cacgtcgaca cgagccagtg 1200

 ctgcccgcag tgcaaggaga ggaagaacta ctgcgagttc cggggcaaga 1250

 cctatcagac tttggaggag ttcgtggtgt ctccatgcga gaggtgtcgc 1300

 tgtgaagcca acggtgaggt gctatgcaca gtgtcagcgt gtccccagac 1350

 ggagtgtgtg gaccctgtgt acgagcctga tcagtgctgt cccatctgca 1400

 aaaatggtcc aaactgcttt gcagaaaccg cggtgatccc tgctggcaga 1450

 gaagtgaaga ctgacgagtg caccatatgc cactgtactt atgaggaagg 1500

 cacatggaga atcgagcggc aggccatgtg cacgagacat gaatgcaggc 1550

 aaatgtagac gcttcccaga acacaaactc tgactttttc tagaacattt 1600

 tactgatgtg aacattctag atgactctgg gaactatcag tcaaagaaga 1650

 cttttgatga ggaataatgg aaaattgttg gtacttttcc ttttcttgat 1700

 aacagttact acaacagaag gaaatggata tatttcaaaa catcaacaag 1750

 aactttgggc ataaaatcct tctctaaata aatgtgctat tttcacagta 1800

 agtacacaaa agtacactat tatatatcaa atgtatttct ataatccctc 1850
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 cattagagag cttatataag tgttttctat agatgcagat taaaaatgct 1900

 gtgttgtcaa ccgtcaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa 1942

<210> 11
<211> 325
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 11
 Met Pro Ser Ser Thr Ala Met Ala Val Gly Ala Leu Ser Ser Ser
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15

 Leu Leu Val Thr Cys Cys Leu Met Val Ala Leu Cys Ser Pro Ser
　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30

 Ile Pro Leu Glu Lys Leu Ala Gln Ala Pro Glu Gln Pro Gly Gln
　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45

 Glu Lys Arg Glu His Ala Thr Arg Asp Gly Pro Gly Arg Val Asn
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 Glu Leu Gly Arg Pro Ala Arg Asp Glu Gly Gly Ser Gly Arg Asp
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Trp Lys Ser Lys Ser Gly Arg Gly Leu Ala Gly Arg Glu Pro Trp
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90

 Ser Lys Leu Lys Gln Ala Trp Val Ser Gln Gly Gly Gly Ala Lys
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 Ala Gly Asp Leu Gln Val Arg Pro Arg Gly Asp Thr Pro Gln Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 Glu Ala Leu Ala Ala Ala Ala Gln Asp Ala Ile Gly Pro Glu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  125　 　 　 　 　 　 　 　  130　 　 　 　 　 　 　 　  135

 Ala Pro Thr Pro Glu Pro Pro Glu Glu Tyr Val Tyr Pro Asp Tyr
　 　 　 　 　 　 　 　  140　 　 　 　 　 　 　 　  145　 　 　 　 　 　 　 　  150

 Arg Gly Lys Gly Cys Val Asp Glu Ser Gly Phe Val Tyr Ala Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160　 　 　 　 　 　 　 　  165

 Gly Glu Lys Phe Ala Pro Gly Pro Ser Ala Cys Pro Cys Leu Cys
　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175　 　 　 　 　 　 　 　  180

 Thr Glu Glu Gly Pro Leu Cys Ala Gln Pro Glu Cys Pro Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190　 　 　 　 　 　 　 　  195
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 His Pro Arg Cys Ile His Val Asp Thr Ser Gln Cys Cys Pro Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205　 　 　 　 　 　 　 　  210

 Cys Lys Glu Arg Lys Asn Tyr Cys Glu Phe Arg Gly Lys Thr Tyr
　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220　 　 　 　 　 　 　 　  225

 Gln Thr Leu Glu Glu Phe Val Val Ser Pro Cys Glu Arg Cys Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240

 Cys Glu Ala Asn Gly Glu Val Leu Cys Thr Val Ser Ala Cys Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255

 Gln Thr Glu Cys Val Asp Pro Val Tyr Glu Pro Asp Gln Cys Cys
　 　 　 　 　 　 　 　  260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270

 Pro Ile Cys Lys Asn Gly Pro Asn Cys Phe Ala Glu Thr Ala Val
　 　 　 　 　 　 　 　  275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285

 Ile Pro Ala Gly Arg Glu Val Lys Thr Asp Glu Cys Thr Ile Cys
　 　 　 　 　 　 　 　  290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300

 His Cys Thr Tyr Glu Glu Gly Thr Trp Arg Ile Glu Arg Gln Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  305　 　 　 　 　 　 　 　  310　 　 　 　 　 　 　 　  315

 Met Cys Thr Arg His Glu Cys Arg Gln Met
　 　 　 　 　 　 　 　  320　 　 　 　 　 　 　 　  325

<210> 12
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-24
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 12
 gaggtgtcgc tgtgaagcca acgg 24

<210> 13
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-24
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe
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<400> 13
 cgctcgattc tccatgtgcc ttcc 24

<210> 14
<211> 45
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-45
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 14
 gacggagtgt gtggaccctg tgtacgagcc tgatcagtgc tgtcc 45

<210> 15
<211> 1587
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 15
 cagccacaga cgggtcatga gcgcggtatt actgctggcc ctcctggggt 50

 tcatcctccc actgccagga gtgcaggcgc tgctctgcca gtttgggaca 100

 gttcagcatg tgtggaaggt gtccgaccta ccccggcaat ggacccctaa 150

 gaacaccagc tgcgacagcg gcttggggtg ccaggacacg ttgatgctca 200

 ttgagagcgg accccaagtg agcctggtgc tctccaaggg ctgcacggag 250

 gccaaggacc aggagccccg cgtcactgag caccggatgg gccccggcct 300

 ctccctgatc tcctacacct tcgtgtgccg ccaggaggac ttctgcaaca 350

 acctcgttaa ctccctcccg ctttgggccc cacagccccc agcagaccca 400

 ggatccttga ggtgcccagt ctgcttgtct atggaaggct gtctggaggg 450

 gacaacagaa gagatctgcc ccaaggggac cacacactgt tatgatggcc 500

 tcctcaggct caggggagga ggcatcttct ccaatctgag agtccaggga 550

 tgcatgcccc agccaggttg caacctgctc aatgggacac aggaaattgg 600

 gcccgtgggt atgactgaga actgcaatag gaaagatttt ctgacctgtc 650
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 atcgggggac caccattatg acacacggaa acttggctca agaacccact 700

 gattggacca catcgaatac cgagatgtgc gaggtggggc aggtgtgtca 750

 ggagacgctg ctgctcatag atgtaggact cacatcaacc ctggtgggga 800

 caaaaggctg cagcactgtt ggggctcaaa attcccagaa gaccaccatc 850

 cactcagccc ctcctggggt gcttgtggcc tcctataccc acttctgctc 900

 ctcggacctg tgcaatagtg ccagcagcag cagcgttctg ctgaactccc 950

 tccctcctca agctgcccct gtcccaggag accggcagtg tcctacctgt 1000

 gtgcagcccc ttggaacctg ttcaagtggc tccccccgaa tgacctgccc 1050

 caggggcgcc actcattgtt atgatgggta cattcatctc tcaggaggtg 1100

 ggctgtccac caaaatgagc attcagggct gcgtggccca accttccagc 1150

 ttcttgttga accacaccag acaaatcggg atcttctctg cgcgtgagaa 1200

 gcgtgatgtg cagcctcctg cctctcagca tgagggaggt ggggctgagg 1250

 gcctggagtc tctcacttgg ggggtggggc tggcactggc cccagcgctg 1300

 tggtggggag tggtttgccc ttcctgctaa ctctattacc cccacgattc 1350

 ttcaccgctg ctgaccaccc acactcaacc tccctctgac ctcataacct 1400

 aatggccttg gacaccagat tctttcccat tctgtccatg aatcatcttc 1450

 cccacacaca atcattcata tctactcacc taacagcaac actggggaga 1500

 gcctggagca tccggacttg ccctatggga gaggggacgc tggaggagtg 1550

 gctgcatgta tctgataata cagaccctgt cctttca 1587

<210> 16
<211> 437
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 16
 Met Ser Ala Val Leu Leu Leu Ala Leu Leu Gly Phe Ile Leu Pro
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15

 Leu Pro Gly Val Gln Ala Leu Leu Cys Gln Phe Gly Thr Val Gln
　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30
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 His Val Trp Lys Val Ser Asp Leu Pro Arg Gln Trp Thr Pro Lys
　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45

 Asn Thr Ser Cys Asp Ser Gly Leu Gly Cys Gln Asp Thr Leu Met
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 Leu Ile Glu Ser Gly Pro Gln Val Ser Leu Val Leu Ser Lys Gly
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Cys Thr Glu Ala Lys Asp Gln Glu Pro Arg Val Thr Glu His Arg
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90

 Met Gly Pro Gly Leu Ser Leu Ile Ser Tyr Thr Phe Val Cys Arg
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 Gln Glu Asp Phe Cys Asn Asn Leu Val Asn Ser Leu Pro Leu Trp
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 Ala Pro Gln Pro Pro Ala Asp Pro Gly Ser Leu Arg Cys Pro Val
　 　 　 　 　 　 　 　  125　 　 　 　 　 　 　 　  130　 　 　 　 　 　 　 　  135

 Cys Leu Ser Met Glu Gly Cys Leu Glu Gly Thr Thr Glu Glu Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  140　 　 　 　 　 　 　 　  145　 　 　 　 　 　 　 　  150

 Cys Pro Lys Gly Thr Thr His Cys Tyr Asp Gly Leu Leu Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160　 　 　 　 　 　 　 　  165

 Arg Gly Gly Gly Ile Phe Ser Asn Leu Arg Val Gln Gly Cys Met
　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175　 　 　 　 　 　 　 　  180

 Pro Gln Pro Gly Cys Asn Leu Leu Asn Gly Thr Gln Glu Ile Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190　 　 　 　 　 　 　 　  195

 Pro Val Gly Met Thr Glu Asn Cys Asn Arg Lys Asp Phe Leu Thr
　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205　 　 　 　 　 　 　 　  210

 Cys His Arg Gly Thr Thr Ile Met Thr His Gly Asn Leu Ala Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220　 　 　 　 　 　 　 　  225

 Glu Pro Thr Asp Trp Thr Thr Ser Asn Thr Glu Met Cys Glu Val
　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240

 Gly Gln Val Cys Gln Glu Thr Leu Leu Leu Ile Asp Val Gly Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255

 Thr Ser Thr Leu Val Gly Thr Lys Gly Cys Ser Thr Val Gly Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270

 Gln Asn Ser Gln Lys Thr Thr Ile His Ser Ala Pro Pro Gly Val
　 　 　 　 　 　 　 　  275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285
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 Leu Val Ala Ser Tyr Thr His Phe Cys Ser Ser Asp Leu Cys Asn
　 　 　 　 　 　 　 　  290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300

 Ser Ala Ser Ser Ser Ser Val Leu Leu Asn Ser Leu Pro Pro Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  305　 　 　 　 　 　 　 　  310　 　 　 　 　 　 　 　  315

 Ala Ala Pro Val Pro Gly Asp Arg Gln Cys Pro Thr Cys Val Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  320　 　 　 　 　 　 　 　  325　 　 　 　 　 　 　 　  330

 Pro Leu Gly Thr Cys Ser Ser Gly Ser Pro Arg Met Thr Cys Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  335　 　 　 　 　 　 　 　  340　 　 　 　 　 　 　 　  345

 Arg Gly Ala Thr His Cys Tyr Asp Gly Tyr Ile His Leu Ser Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  350　 　 　 　 　 　 　 　  355　 　 　 　 　 　 　 　  360

 Gly Gly Leu Ser Thr Lys Met Ser Ile Gln Gly Cys Val Ala Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  365　 　 　 　 　 　 　 　  370　 　 　 　 　 　 　 　  375

 Pro Ser Ser Phe Leu Leu Asn His Thr Arg Gln Ile Gly Ile Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  380　 　 　 　 　 　 　 　  385　 　 　 　 　 　 　 　  390

 Ser Ala Arg Glu Lys Arg Asp Val Gln Pro Pro Ala Ser Gln His
　 　 　 　 　 　 　 　  395　 　 　 　 　 　 　 　  400　 　 　 　 　 　 　 　  405

 Glu Gly Gly Gly Ala Glu Gly Leu Glu Ser Leu Thr Trp Gly Val
　 　 　 　 　 　 　 　  410　 　 　 　 　 　 　 　  415　 　 　 　 　 　 　 　  420

 Gly Leu Ala Leu Ala Pro Ala Leu Trp Trp Gly Val Val Cys Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  425　 　 　 　 　 　 　 　  430　 　 　 　 　 　 　 　  435

 Ser Cys
　 　  437

<210> 17
<211> 2387
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 17
 cgacgatgct acgcgcgccc ggctgcctcc tccggacctc cgtagcgcct 50

 gccgcggccc tggctgcggc gctgctctcg tcgcttgcgc gctgctctct 100

 tctagagccg agggacccgg tggcctcgtc gctcagcccc tatttcggca 150

 ccaagactcg ctacgaggat gtcaaccccg tgctattgtc gggccccgag 200

 gctccgtggc gggaccctga gctgctggag gggacctgca ccccggtgca 250
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 gctggtcgcc ctcattcgcc acggcacccg ctaccccacg gtcaaacaga 300

 tccgcaagct gaggcagctg cacgggttgc tgcaggcccg cgggtccagg 350

 gatggcgggg ctagtagtac cggcagccgc gacctgggtg cagcgctggc 400

 cgactggcct ttgtggtacg cggactggat ggacgggcag ctagtagaga 450

 agggacggca ggatatgcga cagctggcgc tgcgtctggc ctcgctcttc 500

 ccggcccttt tcagccgtga gaactacggc cgcctgcggc tcatcaccag 550

 ttccaagcac cgctgcatgg atagcagcgc cgccttcctg caggggctgt 600

 ggcagcacta ccaccctggc ttgccgccgc cggacgtcgc agatatggag 650

 tttggacctc caacagttaa tgataaacta atgagatttt ttgatcactg 700

 tgagaagttt ttaactgaag tagaaaaaaa tgctacagct ctttatcacg 750

 tggaagcctt caaaactgga ccagaaatgc agaacatttt aaaaaaagtt 800

 gcagctactt tgcaagtgcc agtaaatgat ttaaatgcag atttaattca 850

 agtagccttt ttcacctgtt catttgacct ggcaattaaa ggtgttaaat 900

 ctccttggtg tgatgttttt gacatagatg atgcaaaggt attagaatat 950

 ttaaatgatc tgaaacaata ttggaaaaga ggatatgggt atactattaa 1000

 cagtcgatcc agctgcacct tgtttcagga tatctttcag cacttggaca 1050

 aagcagttga acagaaacaa aggtctcagc caatttcttc tccagtcatc 1100

 ctccagtttg gtcatgcaga gactcttctt ccactgcttt ctctcatggg 1150

 ctacttcaaa gacaaggaac ccctaacagc gtacaattac aaaaaacaaa 1200

 tgcatcggaa gttccgaagt ggtctcattg taccttatgc ctcgaacctg 1250

 atatttgtgc tttaccactg tgaaaatgct aagactccta aagaacaatt 1300

 ccgagtgcag atgttattaa atgaaaaggt gttacctttg gcttactcac 1350

 aagaaactgt ttcattttat gaagatctga agaaccacta caaggacatc 1400

 cttcagagtt gtcaaaccag tgaagaatgt gaattagcaa gggctaacag 1450

 tacatctgat gaactatgag taactgaaga acatttttaa ttctttagga 1500
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 atctgcaatg agtgattaca tgcttgtaat aggtaggcaa ttccttgatt 1550

 acaggaagct tttatattac ttgagtattt ctgtcttttc acagaaaaac 1600

 attgggtttc tctctgggtt tggacatgaa atgtaagaaa agatttttca 1650

 ctggagcagc tctcttaagg agaaacaaat ctatttagag aaacagctgg 1700

 ccctgcaaat gtttacagaa atgaaattct tcctacttat ataagaaatc 1750

 tcacactgag atagaattgt gatttcataa taacacttga aaagtgctgg 1800

 agtaacaaaa tatctcagtt ggaccatcct taacttgatt gaactgtcta 1850

 ggaactttac agattgttct gcagttctct cttcttttcc tcaggtagga 1900

 cagctctagc attttcttaa tcaggaatat tgtggtaagc tgggagtatc 1950

 actctggaag aaagtaacat ctccagatga gaatttgaaa caagaaacag 2000

 agtgttgtaa aaggacacct tcactgaagc aagtcggaaa gtacaatgaa 2050

 aataaatatt tttggtattt atttatgaaa tatttgaaca ttttttcaat 2100

 aattcctttt tacttctagg aagtctcaaa agaccatctt aaattattat 2150

 atgtttggac aattagcaac aagtcagata gttagaatcg aagtttttca 2200

 aatccattgc ttagctaact ttttcattct gtcacttggc ttcgattttt 2250

 atattttcct attatatgaa atgtatcttt tggttgtttg atttttcttt 2300

 ctttctttgt aaatagttct gagttctgtc aaatgccgtg aaagtatttg 2350

 ctataataaa gaaaattctt gtgactttaa aaaaaaa 2387

<210> 18
<211> 487
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 18
 Met Leu Arg Ala Pro Gly Cys Leu Leu Arg Thr Ser Val Ala Pro
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15

 Ala Ala Ala Leu Ala Ala Ala Leu Leu Ser Ser Leu Ala Arg Cys
　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30

 Ser Leu Leu Glu Pro Arg Asp Pro Val Ala Ser Ser Leu Ser Pro
　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45
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 Tyr Phe Gly Thr Lys Thr Arg Tyr Glu Asp Val Asn Pro Val Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 Leu Ser Gly Pro Glu Ala Pro Trp Arg Asp Pro Glu Leu Leu Glu
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Gly Thr Cys Thr Pro Val Gln Leu Val Ala Leu Ile Arg His Gly
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90

 Thr Arg Tyr Pro Thr Val Lys Gln Ile Arg Lys Leu Arg Gln Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 His Gly Leu Leu Gln Ala Arg Gly Ser Arg Asp Gly Gly Ala Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 Ser Thr Gly Ser Arg Asp Leu Gly Ala Ala Leu Ala Asp Trp Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  125　 　 　 　 　 　 　 　  130　 　 　 　 　 　 　 　  135

 Leu Trp Tyr Ala Asp Trp Met Asp Gly Gln Leu Val Glu Lys Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  140　 　 　 　 　 　 　 　  145　 　 　 　 　 　 　 　  150

 Arg Gln Asp Met Arg Gln Leu Ala Leu Arg Leu Ala Ser Leu Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160　 　 　 　 　 　 　 　  165

 Pro Ala Leu Phe Ser Arg Glu Asn Tyr Gly Arg Leu Arg Leu Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175　 　 　 　 　 　 　 　  180

 Thr Ser Ser Lys His Arg Cys Met Asp Ser Ser Ala Ala Phe Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190　 　 　 　 　 　 　 　  195

 Gln Gly Leu Trp Gln His Tyr His Pro Gly Leu Pro Pro Pro Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205　 　 　 　 　 　 　 　  210

 Val Ala Asp Met Glu Phe Gly Pro Pro Thr Val Asn Asp Lys Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220　 　 　 　 　 　 　 　  225

 Met Arg Phe Phe Asp His Cys Glu Lys Phe Leu Thr Glu Val Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240

 Lys Asn Ala Thr Ala Leu Tyr His Val Glu Ala Phe Lys Thr Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255

 Pro Glu Met Gln Asn Ile Leu Lys Lys Val Ala Ala Thr Leu Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270

 Val Pro Val Asn Asp Leu Asn Ala Asp Leu Ile Gln Val Ala Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285

 Phe Thr Cys Ser Phe Asp Leu Ala Ile Lys Gly Val Lys Ser Pro
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　 　 　 　 　 　 　 　  290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300

 Trp Cys Asp Val Phe Asp Ile Asp Asp Ala Lys Val Leu Glu Tyr
　 　 　 　 　 　 　 　  305　 　 　 　 　 　 　 　  310　 　 　 　 　 　 　 　  315

 Leu Asn Asp Leu Lys Gln Tyr Trp Lys Arg Gly Tyr Gly Tyr Thr
　 　 　 　 　 　 　 　  320　 　 　 　 　 　 　 　  325　 　 　 　 　 　 　 　  330

 Ile Asn Ser Arg Ser Ser Cys Thr Leu Phe Gln Asp Ile Phe Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  335　 　 　 　 　 　 　 　  340　 　 　 　 　 　 　 　  345

 His Leu Asp Lys Ala Val Glu Gln Lys Gln Arg Ser Gln Pro Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  350　 　 　 　 　 　 　 　  355　 　 　 　 　 　 　 　  360

 Ser Ser Pro Val Ile Leu Gln Phe Gly His Ala Glu Thr Leu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  365　 　 　 　 　 　 　 　  370　 　 　 　 　 　 　 　  375

 Pro Leu Leu Ser Leu Met Gly Tyr Phe Lys Asp Lys Glu Pro Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  380　 　 　 　 　 　 　 　  385　 　 　 　 　 　 　 　  390

 Thr Ala Tyr Asn Tyr Lys Lys Gln Met His Arg Lys Phe Arg Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  395　 　 　 　 　 　 　 　  400　 　 　 　 　 　 　 　  405

 Gly Leu Ile Val Pro Tyr Ala Ser Asn Leu Ile Phe Val Leu Tyr
　 　 　 　 　 　 　 　  410　 　 　 　 　 　 　 　  415　 　 　 　 　 　 　 　  420

 His Cys Glu Asn Ala Lys Thr Pro Lys Glu Gln Phe Arg Val Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  425　 　 　 　 　 　 　 　  430　 　 　 　 　 　 　 　  435

 Met Leu Leu Asn Glu Lys Val Leu Pro Leu Ala Tyr Ser Gln Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  440　 　 　 　 　 　 　 　  445　 　 　 　 　 　 　 　  450

 Thr Val Ser Phe Tyr Glu Asp Leu Lys Asn His Tyr Lys Asp Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  455　 　 　 　 　 　 　 　  460　 　 　 　 　 　 　 　  465

 Leu Gln Ser Cys Gln Thr Ser Glu Glu Cys Glu Leu Ala Arg Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  470　 　 　 　 　 　 　 　  475　 　 　 　 　 　 　 　  480

 Asn Ser Thr Ser Asp Glu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  485　 　  487

<210> 19
<211> 3554
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 19
 gggactacaa gccgcgccgc gctgccgctg gcccctcagc aaccctcgac 50
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 atggcgctga ggcggccacc gcgactccgg ctctgcgctc ggctgcctga 100

 cttcttcctg ctgctgcttt tcaggggctg cctgataggg gctgtaaatc 150

 tcaaatccag caatcgaacc ccagtggtac aggaatttga aagtgtggaa 200

 ctgtcttgca tcattacgga ttcgcagaca agtgacccca ggatcgagtg 250

 gaagaaaatt caagatgaac aaaccacata tgtgtttttt gacaacaaaa 300

 ttcagggaga cttggcgggt cgtgcagaaa tactggggaa gacatccctg 350

 aagatctgga atgtgacacg gagagactca gccctttatc gctgtgaggt 400

 cgttgctcga aatgaccgca aggaaattga tgagattgtg atcgagttaa 450

 ctgtgcaagt gaagccagtg acccctgtct gtagagtgcc gaaggctgta 500

 ccagtaggca agatggcaac actgcactgc caggagagtg agggccaccc 550

 ccggcctcac tacagctggt atcgcaatga tgtaccactg cccacggatt 600

 ccagagccaa tcccagattt cgcaattctt ctttccactt aaactctgaa 650

 acaggcactt tggtgttcac tgctgttcac aaggacgact ctgggcagta 700

 ctactgcatt gcttccaatg acgcaggctc agccaggtgt gaggagcagg 750

 agatggaagt ctatgacctg aacattggcg gaattattgg gggggttctg 800

 gttgtccttg ctgtactggc cctgatcacg ttgggcatct gctgtgcata 850

 cagacgtggc tacttcatca acaataaaca ggatggagaa agttacaaga 900

 acccagggaa accagatgga gttaactaca tccgcactga cgaggagggc 950

 gacttcagac acaagtcatc gtttgtgatc tgagacccgc ggtgtggctg 1000

 agagcgcaca gagcgcacgt gcacatacct ctgctagaaa ctcctgtcaa 1050

 ggcagcgaga gctgatgcac tcggacagag ctagacactc attcagaagc 1100

 ttttcgtttt ggccaaagtt gaccactact cttcttactc taacaagcca 1150

 catgaataga agaattttcc tcaagatgga cccggtaaat ataaccacaa 1200

 ggaagcgaaa ctgggtgcgt tcactgagtt gggttcctaa tctgtttctg 1250

 gcctgattcc cgcatgagta ttagggtgat cttaaagagt ttgctcacgt 1300
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 aaacgcccgt gctgggccct gtgaagccag catgttcacc actggtcgtt 1350

 cagcagccac gacagcacca tgtgagatgg cgaggtggct ggacagcacc 1400

 agcagcgcat cccggcggga acccagaaaa ggcttcttac acagcagcct 1450

 tacttcatcg gcccacagac accaccgcag tttcttctta aaggctctgc 1500

 tgatcggtgt tgcagtgtcc attgtggaga agctttttgg atcagcattt 1550

 tgtaaaaaca accaaaatca ggaaggtaaa ttggttgctg gaagagggat 1600

 cttgcctgag gaaccctgct tgtccaacag ggtgtcagga tttaaggaaa 1650

 accttcgtct taggctaagt ctgaaatggt actgaaatat gcttttctat 1700

 gggtcttgtt tattttataa aattttacat ctaaattttt gctaaggatg 1750

 tattttgatt attgaaaaga aaatttctat ttaaactgta aatatattgt 1800

 catacaatgt taaataacct atttttttaa aaaagttcaa cttaaggtag 1850

 aagttccaag ctactagtgt taaattggaa aatatcaata attaagagta 1900

 ttttacccaa ggaatcctct catggaagtt tactgtgatg ttccttttct 1950

 cacacaagtt ttagcctttt tcacaaggga actcatactg tctacacatc 2000

 agaccatagt tgcttaggaa acctttaaaa attccagtta agcaatgttg 2050

 aaatcagttt gcatctcttc aaaagaaacc tctcaggtta gctttgaact 2100

 gcctcttcct gagatgacta ggacagtctg tacccagagg ccacccagaa 2150

 gccctcagat gtacatacac agatgccagt cagctcctgg ggttgcgcca 2200

 ggcgcccccg ctctagctca ctgttgcctc gctgtctgcc aggaggccct 2250

 gccatccttg ggccctggca gtggctgtgt cccagtgagc tttactcacg 2300

 tggcccttgc ttcatccagc acagctctca ggtgggcact gcagggacac 2350

 tggtgtcttc catgtagcgt cccagctttg ggctcctgta acagacctct 2400

 ttttggttat ggatggctca caaaataggg cccccaatgc tatttttttt 2450

 ttttaagttt gtttaattat ttgttaagat tgtctaaggc caaaggcaat 2500

 tgcgaaatca agtctgtcaa gtacaataac atttttaaaa gaaaatggat 2550
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 cccactgttc ctctttgcca cagagaaagc acccagacgc cacaggctct 2600

 gtcgcatttc aaaacaaacc atgatggagt ggcggccagt ccagcctttt 2650

 aaagaacgtc aggtggagca gccaggtgaa aggcctggcg gggaggaaag 2700

 tgaaacgcct gaatcaaaag cagttttcta attttgactt taaatttttc 2750

 atccgccgga gacactgctc ccatttgtgg ggggacatta gcaacatcac 2800

 tcagaagcct gtgttcttca agagcaggtg ttctcagcct cacatgccct 2850

 gccgtgctgg actcaggact gaagtgctgt aaagcaagga gctgctgaga 2900

 aggagcactc cactgtgtgc ctggagaatg gctctcacta ctcaccttgt 2950

 ctttcagctt ccagtgtctt gggtttttta tactttgaca gctttttttt 3000

 aattgcatac atgagactgt gttgactttt tttagttatg tgaaacactt 3050

 tgccgcaggc cgcctggcag aggcaggaaa tgctccagca gtggctcagt 3100

 gctccctggt gtctgctgca tggcatcctg gatgcttagc atgcaagttc 3150

 cctccatcat tgccaccttg gtagagaggg atggctcccc accctcagcg 3200

 ttggggattc acgctccagc ctccttcttg gttgtcatag tgatagggta 3250

 gccttattgc cccctcttct tataccctaa aaccttctac actagtgcca 3300

 tgggaaccag gtctgaaaaa gtagagagaa gtgaaagtag agtctgggaa 3350

 gtagctgcct ataactgaga ctagacggaa aaggaatact cgtgtatttt 3400

 aagatatgaa tgtgactcaa gactcgaggc cgatacgagg ctgtgattct 3450

 gcctttggat ggatgttgct gtacacagat gctacagact tgtactaaca 3500

 caccgtaatt tggcatttgt ttaacctcat ttataaaagc ttcaaaaaaa 3550

 ccca 3554

<210> 20
<211> 310
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20
 Met Ala Leu Arg Arg Pro Pro Arg Leu Arg Leu Cys Ala Arg Leu
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15
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 Pro Asp Phe Phe Leu Leu Leu Leu Phe Arg Gly Cys Leu Ile Gly
　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30

 Ala Val Asn Leu Lys Ser Ser Asn Arg Thr Pro Val Val Gln Glu
　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45

 Phe Glu Ser Val Glu Leu Ser Cys Ile Ile Thr Asp Ser Gln Thr
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 Ser Asp Pro Arg Ile Glu Trp Lys Lys Ile Gln Asp Glu Gln Thr
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Thr Tyr Val Phe Phe Asp Asn Lys Ile Gln Gly Asp Leu Ala Gly
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90

 Arg Ala Glu Ile Leu Gly Lys Thr Ser Leu Lys Ile Trp Asn Val
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 Thr Arg Arg Asp Ser Ala Leu Tyr Arg Cys Glu Val Val Ala Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 Asn Asp Arg Lys Glu Ile Asp Glu Ile Val Ile Glu Leu Thr Val
　 　 　 　 　 　 　 　  125　 　 　 　 　 　 　 　  130　 　 　 　 　 　 　 　  135

 Gln Val Lys Pro Val Thr Pro Val Cys Arg Val Pro Lys Ala Val
　 　 　 　 　 　 　 　  140　 　 　 　 　 　 　 　  145　 　 　 　 　 　 　 　  150

 Pro Val Gly Lys Met Ala Thr Leu His Cys Gln Glu Ser Glu Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160　 　 　 　 　 　 　 　  165

 His Pro Arg Pro His Tyr Ser Trp Tyr Arg Asn Asp Val Pro Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175　 　 　 　 　 　 　 　  180

 Pro Thr Asp Ser Arg Ala Asn Pro Arg Phe Arg Asn Ser Ser Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190　 　 　 　 　 　 　 　  195

 His Leu Asn Ser Glu Thr Gly Thr Leu Val Phe Thr Ala Val His
　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205　 　 　 　 　 　 　 　  210

 Lys Asp Asp Ser Gly Gln Tyr Tyr Cys Ile Ala Ser Asn Asp Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220　 　 　 　 　 　 　 　  225

 Gly Ser Ala Arg Cys Glu Glu Gln Glu Met Glu Val Tyr Asp Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240

 Asn Ile Gly Gly Ile Ile Gly Gly Val Leu Val Val Leu Ala Val
　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255

 Leu Ala Leu Ile Thr Leu Gly Ile Cys Cys Ala Tyr Arg Arg Gly
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　 　 　 　 　 　 　 　  260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270

 Tyr Phe Ile Asn Asn Lys Gln Asp Gly Glu Ser Tyr Lys Asn Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285

 Gly Lys Pro Asp Gly Val Asn Tyr Ile Arg Thr Asp Glu Glu Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300

 Asp Phe Arg His Lys Ser Ser Phe Val Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  305　 　 　 　 　 　 　 　  310

<210> 21
<211> 3437
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 21
 caggaccagg tcttcctacg ctggagcagc ggggagacag ccaccatgca 50

 catcctcgtg gtccatgcca tggtgatcct gctgacgctg ggcccgcctc 100

 gagccgacga cagcgagttc caggcgctgc tggacatctg gtttccggag 150

 gagaagccac tgcccaccgc cttcctggtg gacacatcgg aggaggcgct 200

 gctgcttcct gactggctga agctgcgcat gatccgttct gaggtgctcc 250

 gcctggtgga cgccgccctg caggacctgg agccgcagca gctgctgctg 300

 ttcgtgcagt cgtttggcat ccccgtgtcc agcatgagca aactcctcca 350

 gttcctggac caggcagtgg cccacgaccc ccagactctg gagcagaaca 400

 tcatggacaa gaattacatg gcccacctgg tggaggtcca gcatgagcgc 450

 ggcgcctccg gaggccagac tttccactcc ttgctcacag cctccctgcc 500

 gccccgccga gacagcacag aggcacccaa accaaagagc agcccagagc 550

 agcccatagg ccagggccgg attcgggtgg ggacccagct ccgggtgctg 600

 ggccctgagg acgacctggc tggcatgttc ctccagattt tcccgctcag 650

 cccggaccct cggtggcaga gctccagtcc ccgccccgtg gccctcgccc 700

 tgcagcaggc cctgggccag gagctggccc gcgtcgtcca gggcagcccc 750

 gaggtgccgg gcatcacggt gcgtgtcctg caggccctcg ccaccctgct 800
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 cagctcccca cacggcggtg ccctggtgat gtccatgcac cgtagccact 850

 tcctggcctg cccgctgctg cgccagctct gccagtacca gcgctgtgtg 900

 ccacaggaca ccggcttctc ctcgctcttc ctgaaggtgc tcctgcagat 950

 gctgcagtgg ctggacagcc ctggcgtgga gggcgggccc ctgcgggcac 1000

 agctcaggat gcttgccagc caggcctcag ccgggcgcag gctcagtgat 1050

 gtgcgagggg ggctcctgcg cctggccgag gccctggcct tccgtcagga 1100

 cctggaggtg gtcagctcca ccgtccgtgc cgtcatcgcc accctgaggt 1150

 ctggggagca gtgcagcgtg gagccggacc tgatcagcaa agtcctccag 1200

 gggctgatcg aggtgaggtc cccccacctg gaggagctgc tgactgcatt 1250

 cttctctgcc actgcggatg ctgcctcccc gtttccagcc tgtaagcccg 1300

 ttgtggtggt gagctccctg ctgctgcagg aggaggagcc cctggctggg 1350

 gggaagccgg gtgcggacgg tggcagcctg gaggccgtgc ggctggggcc 1400

 ctcgtcaggc ctcctagtgg actggctgga aatgctggac cccgaggtgg 1450

 tcagcagctg ccccgacctg cagctcaggc tgctcttctc ccggaggaag 1500

 ggcaaaggtc aggcccaggt gccctcgttc cgtccctacc tcctgaccct 1550

 cttcacgcat cagtccagct ggcccacact gcaccagtgc atccgagtcc 1600

 tgctgggcaa gagccgggaa cagaggttcg acccctctgc ctctctggac 1650

 ttcctctggg cctgcatcca tgttcctcgc atctggcagg ggcgggacca 1700

 gcgcaccccg cagaagcggc gggaggagct ggtgctgcgg gtccagggcc 1750

 cggagctcat cagcctggtg gagctgatcc tggccgaggc ggagacgcgg 1800

 agccaggacg gggacacagc cgcctgcagc ctcatccagg cccggctgcc 1850

 cctgctgctc agctgctgct gtggggacga tgagagtgtc aggaaggtga 1900

 cggagcacct gtcaggctgc atccagcagt ggggagacag cgtgctggga 1950

 aggcgctgcc gagaccttct cctgcagctc tacctacagc ggccggagct 2000

 gcgggtgccc gtgcctgagg tcctactgca cagcgaaggg gctgccagca 2050
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 gcagcgtctg caagctggac ggactcatcc accgcttcat cacgctcctt 2100

 gcggacacca gcgactcccg ggcgttggag aaccgagggg cggatgccag 2150

 catggcctgc cggaagctgg cggtggcgca cccgctgctg ctgctcaggc 2200

 acctgcccat gatcgcggcg ctcctgcacg gccgcaccca cctcaacttc 2250

 caggagttcc ggcagcagaa ccacctgagc tgcttcctgc acgtgctggg 2300

 cctgctggag ctgctgcagc cgcacgtgtt ccgcagcgag caccaggggg 2350

 cgctgtggga ctgccttctg tccttcatcc gcctgctgct gaattacagg 2400

 aagtcctccc gccatctggc tgccttcatc aacaagtttg tgcagttcat 2450

 ccataagtac attacctaca atgccccagc agccatctcc ttcctgcaga 2500

 agcacgccga cccgctccac gacctgtcct tcgacaacag tgacctggtg 2550

 atgctgaaat ccctccttgc agggctcagc ctgcccagca gggacgacag 2600

 gaccgaccga ggcctggacg aagagggcga ggaggagagc tcagccggct 2650

 ccttgcccct ggtcagcgtc tccctgttca cccctctgac cgcggccgag 2700

 atggccccct acatgaaacg gctttcccgg ggccaaacgg tggaggatct 2750

 gctggaggtt ctgagtgaca tagacgagat gtcccggcgg agacccgaga 2800

 tcctgagctt cttctcgacc aacctgcagc ggctgatgag ctcggccgag 2850

 gagtgttgcc gcaacctcgc cttcagcctg gccctgcgct ccatgcagaa 2900

 cagccccagc attgcagccg ctttcctgcc cacgttcatg tactgcctgg 2950

 gcagccagga ctttgaggtg gtgcagacgg ccctccggaa cctgcctgag 3000

 tacgctctcc tgtgccaaga gcacgcggct gtgctgctcc accgggcctt 3050

 cctggtgggc atgtacggcc agatggaccc cagcgcgcag atctccgagg 3100

 ccctgaggat cctgcatatg gaggccgtga tgtgagcctg tggcagccga 3150

 cccccctcca agccccggcc cgtcccgtcc ccggggatcc tcgaggcaaa 3200

 gcccaggaag cgtgggcgtt gctggtctgt ccgaggaggt gagggcgccg 3250

 agccctgagg ccaggcaggc ccaggagcaa tactccgagc cctggggtgg 3300
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 ctccgggccg gccgctggca tcaggggccg tccagcaagc cctcattcac 3350

 cttctgggcc acagccctgc cgcggagcgg cggatccccc cgggcatggc 3400

 ctgggctggt tttgaatgaa acgacctgaa ctgtcaa 3437

<210> 22
<211> 1029
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22
 Met His Ile Leu Val Val His Ala Met Val Ile Leu Leu Thr Leu
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15

 Gly Pro Pro Arg Ala Asp Asp Ser Glu Phe Gln Ala Leu Leu Asp
　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30

 Ile Trp Phe Pro Glu Glu Lys Pro Leu Pro Thr Ala Phe Leu Val
　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45

 Asp Thr Ser Glu Glu Ala Leu Leu Leu Pro Asp Trp Leu Lys Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 Arg Met Ile Arg Ser Glu Val Leu Arg Leu Val Asp Ala Ala Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Gln Asp Leu Glu Pro Gln Gln Leu Leu Leu Phe Val Gln Ser Phe
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90

 Gly Ile Pro Val Ser Ser Met Ser Lys Leu Leu Gln Phe Leu Asp
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 Gln Ala Val Ala His Asp Pro Gln Thr Leu Glu Gln Asn Ile Met
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 Asp Lys Asn Tyr Met Ala His Leu Val Glu Val Gln His Glu Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  125　 　 　 　 　 　 　 　  130　 　 　 　 　 　 　 　  135

 Gly Ala Ser Gly Gly Gln Thr Phe His Ser Leu Leu Thr Ala Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  140　 　 　 　 　 　 　 　  145　 　 　 　 　 　 　 　  150

 Leu Pro Pro Arg Arg Asp Ser Thr Glu Ala Pro Lys Pro Lys Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160　 　 　 　 　 　 　 　  165

 Ser Pro Glu Gln Pro Ile Gly Gln Gly Arg Ile Arg Val Gly Thr
　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175　 　 　 　 　 　 　 　  180

 Gln Leu Arg Val Leu Gly Pro Glu Asp Asp Leu Ala Gly Met Phe
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　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190　 　 　 　 　 　 　 　  195

 Leu Gln Ile Phe Pro Leu Ser Pro Asp Pro Arg Trp Gln Ser Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205　 　 　 　 　 　 　 　  210

 Ser Pro Arg Pro Val Ala Leu Ala Leu Gln Gln Ala Leu Gly Gln
　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220　 　 　 　 　 　 　 　  225

 Glu Leu Ala Arg Val Val Gln Gly Ser Pro Glu Val Pro Gly Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240

 Thr Val Arg Val Leu Gln Ala Leu Ala Thr Leu Leu Ser Ser Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255

 His Gly Gly Ala Leu Val Met Ser Met His Arg Ser His Phe Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270

 Ala Cys Pro Leu Leu Arg Gln Leu Cys Gln Tyr Gln Arg Cys Val
　 　 　 　 　 　 　 　  275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285

 Pro Gln Asp Thr Gly Phe Ser Ser Leu Phe Leu Lys Val Leu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300

 Gln Met Leu Gln Trp Leu Asp Ser Pro Gly Val Glu Gly Gly Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  305　 　 　 　 　 　 　 　  310　 　 　 　 　 　 　 　  315

 Leu Arg Ala Gln Leu Arg Met Leu Ala Ser Gln Ala Ser Ala Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  320　 　 　 　 　 　 　 　  325　 　 　 　 　 　 　 　  330

 Arg Arg Leu Ser Asp Val Arg Gly Gly Leu Leu Arg Leu Ala Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  335　 　 　 　 　 　 　 　  340　 　 　 　 　 　 　 　  345

 Ala Leu Ala Phe Arg Gln Asp Leu Glu Val Val Ser Ser Thr Val
　 　 　 　 　 　 　 　  350　 　 　 　 　 　 　 　  355　 　 　 　 　 　 　 　  360

 Arg Ala Val Ile Ala Thr Leu Arg Ser Gly Glu Gln Cys Ser Val
　 　 　 　 　 　 　 　  365　 　 　 　 　 　 　 　  370　 　 　 　 　 　 　 　  375

 Glu Pro Asp Leu Ile Ser Lys Val Leu Gln Gly Leu Ile Glu Val
　 　 　 　 　 　 　 　  380　 　 　 　 　 　 　 　  385　 　 　 　 　 　 　 　  390

 Arg Ser Pro His Leu Glu Glu Leu Leu Thr Ala Phe Phe Ser Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  395　 　 　 　 　 　 　 　  400　 　 　 　 　 　 　 　  405

 Thr Ala Asp Ala Ala Ser Pro Phe Pro Ala Cys Lys Pro Val Val
　 　 　 　 　 　 　 　  410　 　 　 　 　 　 　 　  415　 　 　 　 　 　 　 　  420

 Val Val Ser Ser Leu Leu Leu Gln Glu Glu Glu Pro Leu Ala Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  425　 　 　 　 　 　 　 　  430　 　 　 　 　 　 　 　  435
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 Gly Lys Pro Gly Ala Asp Gly Gly Ser Leu Glu Ala Val Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  440　 　 　 　 　 　 　 　  445　 　 　 　 　 　 　 　  450

 Gly Pro Ser Ser Gly Leu Leu Val Asp Trp Leu Glu Met Leu Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  455　 　 　 　 　 　 　 　  460　 　 　 　 　 　 　 　  465

 Pro Glu Val Val Ser Ser Cys Pro Asp Leu Gln Leu Arg Leu Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  470　 　 　 　 　 　 　 　  475　 　 　 　 　 　 　 　  480

 Phe Ser Arg Arg Lys Gly Lys Gly Gln Ala Gln Val Pro Ser Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  485　 　 　 　 　 　 　 　  490　 　 　 　 　 　 　 　  495

 Arg Pro Tyr Leu Leu Thr Leu Phe Thr His Gln Ser Ser Trp Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  500　 　 　 　 　 　 　 　  505　 　 　 　 　 　 　 　  510

 Thr Leu His Gln Cys Ile Arg Val Leu Leu Gly Lys Ser Arg Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  515　 　 　 　 　 　 　 　  520　 　 　 　 　 　 　 　  525

 Gln Arg Phe Asp Pro Ser Ala Ser Leu Asp Phe Leu Trp Ala Cys
　 　 　 　 　 　 　 　  530　 　 　 　 　 　 　 　  535　 　 　 　 　 　 　 　  540

 Ile His Val Pro Arg Ile Trp Gln Gly Arg Asp Gln Arg Thr Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  545　 　 　 　 　 　 　 　  550　 　 　 　 　 　 　 　  555

 Gln Lys Arg Arg Glu Glu Leu Val Leu Arg Val Gln Gly Pro Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  560　 　 　 　 　 　 　 　  565　 　 　 　 　 　 　 　  570

 Leu Ile Ser Leu Val Glu Leu Ile Leu Ala Glu Ala Glu Thr Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  575　 　 　 　 　 　 　 　  580　 　 　 　 　 　 　 　  585

 Ser Gln Asp Gly Asp Thr Ala Ala Cys Ser Leu Ile Gln Ala Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  590　 　 　 　 　 　 　 　  595　 　 　 　 　 　 　 　  600

 Leu Pro Leu Leu Leu Ser Cys Cys Cys Gly Asp Asp Glu Ser Val
　 　 　 　 　 　 　 　  605　 　 　 　 　 　 　 　  610　 　 　 　 　 　 　 　  615

 Arg Lys Val Thr Glu His Leu Ser Gly Cys Ile Gln Gln Trp Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  620　 　 　 　 　 　 　 　  625　 　 　 　 　 　 　 　  630

 Asp Ser Val Leu Gly Arg Arg Cys Arg Asp Leu Leu Leu Gln Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  635　 　 　 　 　 　 　 　  640　 　 　 　 　 　 　 　  645

 Tyr Leu Gln Arg Pro Glu Leu Arg Val Pro Val Pro Glu Val Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  650　 　 　 　 　 　 　 　  655　 　 　 　 　 　 　 　  660

 Leu His Ser Glu Gly Ala Ala Ser Ser Ser Val Cys Lys Leu Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  665　 　 　 　 　 　 　 　  670　 　 　 　 　 　 　 　  675
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 Gly Leu Ile His Arg Phe Ile Thr Leu Leu Ala Asp Thr Ser Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  680　 　 　 　 　 　 　 　  685　 　 　 　 　 　 　 　  690

 Ser Arg Ala Leu Glu Asn Arg Gly Ala Asp Ala Ser Met Ala Cys
　 　 　 　 　 　 　 　  695　 　 　 　 　 　 　 　  700　 　 　 　 　 　 　 　  705

 Arg Lys Leu Ala Val Ala His Pro Leu Leu Leu Leu Arg His Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  710　 　 　 　 　 　 　 　  715　 　 　 　 　 　 　 　  720

 Pro Met Ile Ala Ala Leu Leu His Gly Arg Thr His Leu Asn Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  725　 　 　 　 　 　 　 　  730　 　 　 　 　 　 　 　  735

 Gln Glu Phe Arg Gln Gln Asn His Leu Ser Cys Phe Leu His Val
　 　 　 　 　 　 　 　  740　 　 　 　 　 　 　 　  745　 　 　 　 　 　 　 　  750

 Leu Gly Leu Leu Glu Leu Leu Gln Pro His Val Phe Arg Ser Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  755　 　 　 　 　 　 　 　  760　 　 　 　 　 　 　 　  765

 His Gln Gly Ala Leu Trp Asp Cys Leu Leu Ser Phe Ile Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  770　 　 　 　 　 　 　 　  775　 　 　 　 　 　 　 　  780

 Leu Leu Asn Tyr Arg Lys Ser Ser Arg His Leu Ala Ala Phe Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  785　 　 　 　 　 　 　 　  790　 　 　 　 　 　 　 　  795

 Asn Lys Phe Val Gln Phe Ile His Lys Tyr Ile Thr Tyr Asn Ala
　 　 　 　 　 　 　 　  800　 　 　 　 　 　 　 　  805　 　 　 　 　 　 　 　  810

 Pro Ala Ala Ile Ser Phe Leu Gln Lys His Ala Asp Pro Leu His
　 　 　 　 　 　 　 　  815　 　 　 　 　 　 　 　  820　 　 　 　 　 　 　 　  825

 Asp Leu Ser Phe Asp Asn Ser Asp Leu Val Met Leu Lys Ser Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  830　 　 　 　 　 　 　 　  835　 　 　 　 　 　 　 　  840

 Leu Ala Gly Leu Ser Leu Pro Ser Arg Asp Asp Arg Thr Asp Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  845　 　 　 　 　 　 　 　  850　 　 　 　 　 　 　 　  855

 Gly Leu Asp Glu Glu Gly Glu Glu Glu Ser Ser Ala Gly Ser Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  860　 　 　 　 　 　 　 　  865　 　 　 　 　 　 　 　  870

 Pro Leu Val Ser Val Ser Leu Phe Thr Pro Leu Thr Ala Ala Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  875　 　 　 　 　 　 　 　  880　 　 　 　 　 　 　 　  885

 Met Ala Pro Tyr Met Lys Arg Leu Ser Arg Gly Gln Thr Val Glu
　 　 　 　 　 　 　 　  890　 　 　 　 　 　 　 　  895　 　 　 　 　 　 　 　  900

 Asp Leu Leu Glu Val Leu Ser Asp Ile Asp Glu Met Ser Arg Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  905　 　 　 　 　 　 　 　  910　 　 　 　 　 　 　 　  915

 Arg Pro Glu Ile Leu Ser Phe Phe Ser Thr Asn Leu Gln Arg Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  920　 　 　 　 　 　 　 　  925　 　 　 　 　 　 　 　  930
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 Met Ser Ser Ala Glu Glu Cys Cys Arg Asn Leu Ala Phe Ser Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  935　 　 　 　 　 　 　 　  940　 　 　 　 　 　 　 　  945

 Ala Leu Arg Ser Met Gln Asn Ser Pro Ser Ile Ala Ala Ala Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  950　 　 　 　 　 　 　 　  955　 　 　 　 　 　 　 　  960

 Leu Pro Thr Phe Met Tyr Cys Leu Gly Ser Gln Asp Phe Glu Val
　 　 　 　 　 　 　 　  965　 　 　 　 　 　 　 　  970　 　 　 　 　 　 　 　  975

 Val Gln Thr Ala Leu Arg Asn Leu Pro Glu Tyr Ala Leu Leu Cys
　 　 　 　 　 　 　 　  980　 　 　 　 　 　 　 　  985　 　 　 　 　 　 　 　  990

 Gln Glu His Ala Ala Val Leu Leu His Arg Ala Phe Leu Val Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  995　 　 　 　 　 　 　 　 1000　 　 　 　 　 　 　 　 1005

 Met Tyr Gly Gln Met Asp Pro Ser Ala Gln Ile Ser Glu Ala Leu
　 　 　 　 　 　 　 　 1010　 　 　 　 　 　 　 　 1015　 　 　 　 　 　 　 　 1020

 Arg Ile Leu His Met Glu Ala Val Met
　 　 　 　 　 　 　 　 1025　 　 　 　 　 　 1029

<210> 23
<211> 2186
<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 23
 ccgggccatg cagcctcggc cccgcgggcg cccgccgcgc acccgaggag 50

 atgaggctcc gcaatggcac cttcctgacg ctgctgctct tctgcctgtg 100

 cgccttcctc tcgctgtcct ggtacgcggc actcagcggc cagaaaggcg 150

 acgttgtgga cgtttaccag cgggagttcc tggcgctgcg cgatcggttg 200

 cacgcagctg agcaggagag cctcaagcgc tccaaggagc tcaacctggt 250

 gctggacgag atcaagaggg ccgtgtcaga aaggcaggcg ctgcgagacg 300

 gagacggcaa tcgcacctgg ggccgcctaa cagaggaccc ccgattgaag 350

 ccgtggaacg gctcacaccg gcacgtgctg cacctgccca ccgtcttcca 400

 tcacctgcca cacctgctgg ccaaggagag cagtctgcag cccgcggtgc 450

 gcgtgggcca gggccgcacc ggagtgtcgg tggtgatggg catcccgagc 500

 gtgcggcgcg aggtgcactc gtacctgact gacactctgc actcgctcat 550
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 ctccgagctg agcccgcagg agaaggagga ctcggtcatc gtggtgctga 600

 tcgccgagac tgactcacag tacacttcgg cagtgacaga gaacatcaag 650

 gccttgttcc ccacggagat ccattctggg ctcctggagg tcatctcacc 700

 ctccccccac ttctaccctg acttctcccg cctccgagag tcctttgggg 750

 accccaagga gagagtcagg tggaggacca aacagaacct cgattactgc 800

 ttcctcatga tgtacgcgca gtccaaaggc atctactacg tgcagctgga 850

 ggatgacatc gtggccaagc ccaactacct gagcaccatg aagaactttg 900

 cactgcagca gccttcagag gactggatga tcctggagtt ctcccagctg 950

 ggcttcattg gtaagatgtt caagtcgctg gacctgagcc tgattgtaga 1000

 gttcattctc atgttctacc gggacaagcc catcgactgg ctcctggacc 1050

 atattctgtg ggtgaaagtc tgcaaccccg agaaggatgc gaagcactgt 1100

 gaccggcaga aagccaacct gcggatccgc ttcaaaccgt ccctcttcca 1150

 gcacgtgggc actcactcct cgctggctgg caagatccag aaactgaagg 1200

 acaaagactt tggaaagcag gcgctgcgga aggagcatgt gaacccgcca 1250

 gcagaggtga gcacgagcct gaagacatac cagcacttca ccctggagaa 1300

 agcctacctg cgcgaggact tcttctgggc cttcacccct gccgcggggg 1350

 acttcatccg cttccgcttc ttccaacctc taagactgga gcggttcttc 1400

 ttccgcagtg ggaacatcga gcacccggag gacaagctct tcaacacgtc 1450

 tgtggaggtg ctgcccttcg acaaccctca gtcagacaag gaggccctgc 1500

 aggagggccg caccgccacc ctccggtacc ctcggagccc cgacggctac 1550

 ctccagatcg gctccttcta caagggagtg gcagagggag aggtggaccc 1600

 agccttcggc cctctggaag cactgcgcct ctcgatccag acggactccc 1650

 ctgtgtgggt gattctgagc gagatcttcc tgaaaaaggc cgactaagct 1700

 gcgggcttct gagggtaccc tgtggccagc cctgaagccc acatttctgg 1750

 gggtgtcgtc actgccgtcc ccggagggcc agatacggcc ccgcccaaag 1800
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 ggttctgcct ggcgtcgggc ttgggccggc ctggggtccg ccgctggccc 1850

 ggaggcccta ggagctggtg ctgcccccgc ccgccgggcc gcggaggagg 1900

 caggcggccc ccacactgtg cctgaggccc ggaaccgttc gcacccggcc 1950

 tgccccagtc aggccgtttt agaagagctt ttacttgggc gcccgccgtc 2000

 tctggcgcga acactggaat gcatatacta ctttatgtgc tgtgtttttt 2050

 attcttggat acatttgatt ttttcacgta agtccacata tacttctata 2100

 agagcgtgac ttgtaataaa gggttaatga agaaaaaaaa aaaaaaaaaa 2150

 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa 2186

<210> 24
<211> 548
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 24
 Met Arg Leu Arg Asn Gly Thr Phe Leu Thr Leu Leu Leu Phe Cys
　  1　 　 　 　 　 　 　  5　 　 　 　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 　 　 　 　 15

 Leu Cys Ala Phe Leu Ser Leu Ser Trp Tyr Ala Ala Leu Ser Gly
　 　 　 　 　 　 　 　 　 20　 　 　 　 　 　 　 　 　 25　 　 　 　 　 　 　 　 　 30

 Gln Lys Gly Asp Val Val Asp Val Tyr Gln Arg Glu Phe Leu Ala
　 　 　 　 　 　 　 　 　 35　 　 　 　 　 　 　 　 　 40　 　 　 　 　 　 　 　 　 45

 Leu Arg Asp Arg Leu His Ala Ala Glu Gln Glu Ser Leu Lys Arg
　 　 　 　 　 　 　 　 　 50　 　 　 　 　 　 　 　 　 55　 　 　 　 　 　 　 　 　 60

 Ser Lys Glu Leu Asn Leu Val Leu Asp Glu Ile Lys Arg Ala Val
　 　 　 　 　 　 　 　 　 65　 　 　 　 　 　 　 　 　 70　 　 　 　 　 　 　 　 　 75

 Ser Glu Arg Gln Ala Leu Arg Asp Gly Asp Gly Asn Arg Thr Trp
　 　 　 　 　 　 　 　 　 80　 　 　 　 　 　 　 　 　 85　 　 　 　 　 　 　 　 　 90

 Gly Arg Leu Thr Glu Asp Pro Arg Leu Lys Pro Trp Asn Gly Ser
　 　 　 　 　 　 　 　 　 95　 　 　 　 　 　 　 　  100　 　 　 　 　 　 　 　  105

 His Arg His Val Leu His Leu Pro Thr Val Phe His His Leu Pro
　 　 　 　 　 　 　 　  110　 　 　 　 　 　 　 　  115　 　 　 　 　 　 　 　  120

 His Leu Leu Ala Lys Glu Ser Ser Leu Gln Pro Ala Val Arg Val
　 　 　 　 　 　 　 　  125　 　 　 　 　 　 　 　  130　 　 　 　 　 　 　 　  135
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 Gly Gln Gly Arg Thr Gly Val Ser Val Val Met Gly Ile Pro Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  140　 　 　 　 　 　 　 　  145　 　 　 　 　 　 　 　  150

 Val Arg Arg Glu Val His Ser Tyr Leu Thr Asp Thr Leu His Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  155　 　 　 　 　 　 　 　  160　 　 　 　 　 　 　 　  165

 Leu Ile Ser Glu Leu Ser Pro Gln Glu Lys Glu Asp Ser Val Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  170　 　 　 　 　 　 　 　  175　 　 　 　 　 　 　 　  180

 Val Val Leu Ile Ala Glu Thr Asp Ser Gln Tyr Thr Ser Ala Val
　 　 　 　 　 　 　 　  185　 　 　 　 　 　 　 　  190　 　 　 　 　 　 　 　  195

 Thr Glu Asn Ile Lys Ala Leu Phe Pro Thr Glu Ile His Ser Gly
　 　 　 　 　 　 　 　  200　 　 　 　 　 　 　 　  205　 　 　 　 　 　 　 　  210

 Leu Leu Glu Val Ile Ser Pro Ser Pro His Phe Tyr Pro Asp Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  215　 　 　 　 　 　 　 　  220　 　 　 　 　 　 　 　  225

 Ser Arg Leu Arg Glu Ser Phe Gly Asp Pro Lys Glu Arg Val Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  230　 　 　 　 　 　 　 　  235　 　 　 　 　 　 　 　  240

 Trp Arg Thr Lys Gln Asn Leu Asp Tyr Cys Phe Leu Met Met Tyr
　 　 　 　 　 　 　 　  245　 　 　 　 　 　 　 　  250　 　 　 　 　 　 　 　  255

 Ala Gln Ser Lys Gly Ile Tyr Tyr Val Gln Leu Glu Asp Asp Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  260　 　 　 　 　 　 　 　  265　 　 　 　 　 　 　 　  270

 Val Ala Lys Pro Asn Tyr Leu Ser Thr Met Lys Asn Phe Ala Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  275　 　 　 　 　 　 　 　  280　 　 　 　 　 　 　 　  285

 Gln Gln Pro Ser Glu Asp Trp Met Ile Leu Glu Phe Ser Gln Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  290　 　 　 　 　 　 　 　  295　 　 　 　 　 　 　 　  300

 Gly Phe Ile Gly Lys Met Phe Lys Ser Leu Asp Leu Ser Leu Ile
　 　 　 　 　 　 　 　  305　 　 　 　 　 　 　 　  310　 　 　 　 　 　 　 　  315

 Val Glu Phe Ile Leu Met Phe Tyr Arg Asp Lys Pro Ile Asp Trp
　 　 　 　 　 　 　 　  320　 　 　 　 　 　 　 　  325　 　 　 　 　 　 　 　  330

 Leu Leu Asp His Ile Leu Trp Val Lys Val Cys Asn Pro Glu Lys
　 　 　 　 　 　 　 　  335　 　 　 　 　 　 　 　  340　 　 　 　 　 　 　 　  345

 Asp Ala Lys His Cys Asp Arg Gln Lys Ala Asn Leu Arg Ile Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  350　 　 　 　 　 　 　 　  355　 　 　 　 　 　 　 　  360

 Phe Lys Pro Ser Leu Phe Gln His Val Gly Thr His Ser Ser Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  365　 　 　 　 　 　 　 　  370　 　 　 　 　 　 　 　  375

 Ala Gly Lys Ile Gln Lys Leu Lys Asp Lys Asp Phe Gly Lys Gln

(149) JP 2003-521229 A5 2005.12.22



　 　 　 　 　 　 　 　  380　 　 　 　 　 　 　 　  385　 　 　 　 　 　 　 　  390

 Ala Leu Arg Lys Glu His Val Asn Pro Pro Ala Glu Val Ser Thr
　 　 　 　 　 　 　 　  395　 　 　 　 　 　 　 　  400　 　 　 　 　 　 　 　  405

 Ser Leu Lys Thr Tyr Gln His Phe Thr Leu Glu Lys Ala Tyr Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  410　 　 　 　 　 　 　 　  415　 　 　 　 　 　 　 　  420

 Arg Glu Asp Phe Phe Trp Ala Phe Thr Pro Ala Ala Gly Asp Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  425　 　 　 　 　 　 　 　  430　 　 　 　 　 　 　 　  435

 Ile Arg Phe Arg Phe Phe Gln Pro Leu Arg Leu Glu Arg Phe Phe
　 　 　 　 　 　 　 　  440　 　 　 　 　 　 　 　  445　 　 　 　 　 　 　 　  450

 Phe Arg Ser Gly Asn Ile Glu His Pro Glu Asp Lys Leu Phe Asn
　 　 　 　 　 　 　 　  455　 　 　 　 　 　 　 　  460　 　 　 　 　 　 　 　  465

 Thr Ser Val Glu Val Leu Pro Phe Asp Asn Pro Gln Ser Asp Lys
　 　 　 　 　 　 　 　  470　 　 　 　 　 　 　 　  475　 　 　 　 　 　 　 　  480

 Glu Ala Leu Gln Glu Gly Arg Thr Ala Thr Leu Arg Tyr Pro Arg
　 　 　 　 　 　 　 　  485　 　 　 　 　 　 　 　  490　 　 　 　 　 　 　 　  495

 Ser Pro Asp Gly Tyr Leu Gln Ile Gly Ser Phe Tyr Lys Gly Val
　 　 　 　 　 　 　 　  500　 　 　 　 　 　 　 　  505　 　 　 　 　 　 　 　  510

 Ala Glu Gly Glu Val Asp Pro Ala Phe Gly Pro Leu Glu Ala Leu
　 　 　 　 　 　 　 　  515　 　 　 　 　 　 　 　  520　 　 　 　 　 　 　 　  525

 Arg Leu Ser Ile Gln Thr Asp Ser Pro Val Trp Val Ile Leu Ser
　 　 　 　 　 　 　 　  530　 　 　 　 　 　 　 　  535　 　 　 　 　 　 　 　  540

 Glu Ile Phe Leu Lys Lys Ala Asp
　 　 　 　 　 　 　 　  545　 　 　 　  548

<210> 25
<211> 43
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-43
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 25
 tgtaaaacga cggccagtta aatagacctg caattattaa tct 43

<210> 26
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<211> 41
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-41
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 26
 caggaaacag ctatgaccac ctgcacacct gcaaatccat t 41

<210> 27
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-19
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 27
 actcgggatt cctgctgtt 19

<210> 28
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-23
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 28
 aggcctttac ccaaggccac aac 23

<210> 29
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-19
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 29
 ggcctgtcct gtgttctca 19
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<210> 30
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-22
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 30
 tcccaccact tacttccatg aa 22

<210> 31
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-25
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 31
 ctgtggtacc caattgccgc cttgt 25

<210> 32
<211> 23
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-23
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 32
 attgtcctga gattcgagca aga 23

<210> 33
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-18
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe
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<400> 33
 gtccagcaag ccctcatt 18

<210> 34
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-20
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 34
 cttctgggcc acagccctgc 20

<210> 35
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-21
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 35
 cagttcaggt cgtttcattc a 21

<210> 36
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-19
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 36
 ccagtcaggc cgttttaga 19

<210> 37
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
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<221> Artificial Sequence
<222> 1-21
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 37
 cgggcgccca agtaaaagct c 21

<210> 38
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<221> Artificial Sequence
<222> 1-28
<223> Synthetic Oligonucleotide Probe

<400> 38
 cataaagtag tatatgcatt ccagtgtt 28
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