
(57)【要約】
【課題】小腸でのグルコース取り込み阻害または促進剤の提供。
【解決手段】 Na+ /グルコーストランスポーター  (SGLT) ホモログの活性を阻害または促進
する化合物またはその塩を含有してなる小腸でのグルコース取り込み阻害または促進剤な
ど。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩
を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ２ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た
は そ の 塩 を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ３ 】
食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 ４ 】
糖 尿 病 、 肥 満 症 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る 請 求 項 １ な い し ３ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 ５ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩
を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 。
【 請 求 項 ６ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る 化 合 物 ま た
は そ の 塩 を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 。
【 請 求 項 ７ 】
グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 で あ る 請 求 項 ５ ま た は ６ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 ８ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ
プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 請 求 項 １ な い し ７ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 ９ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ
プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 請 求 項 １ な い し ７ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ
プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 請 求 項 １ な い し ７ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分
ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 請 求 項 １ な い し ７ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基
配 列 に 相 補 的 も し く は 実 質 的 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 ま た は そ の 一 部 分 を 含 有 す る ア ン チ セ ン
ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 請 求 項 １ ２ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 １ ４ 】
糖 尿 病 、 肥 満 症 ま た は 高 脂 血 症 の 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る 請 求 項 １ ２ ま た は １ ３ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 １ ５ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列
番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ６ ま た は 配 列 番 号 ： ５ １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一
も し く は 実 質 的 に 同 一 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求 項 １ ２ な い し １
４ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 １ ６ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ に 対 す る 抗 体 を 含 有 し て な る 小 腸 で の
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グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 。
【 請 求 項 １ ７ 】
食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 １ ８ 】
糖 尿 病 、 肥 満 症 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る 請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 １ ９ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列
番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 請 求 項 １
６ な い し １ ８ 記 載 の 剤 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ に 対 す る 抗 体 を 含 有 し て な る 食 後 過 血
糖 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 ２ １ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有
し て な る 食 後 過 血 糖 の 診 断 薬 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 該 ホ モ ロ
グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列
番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 請 求 項 ２
２ 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 ホ モ
ロ グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ
用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
る こ と を 特 徴 と す る 、 該 ホ モ ロ グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま
た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列
番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ６ ま た は 配 列 番 号 ： ５ １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 同 一
も し く は 実 質 的 に 同 一 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 請 求 項 ２ ５ 記 載 の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い
る こ と を 特 徴 と す る 、 該 ホ モ ロ グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま
た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る こ と を 特 徴 と す る 小
腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ と を 特 徴
と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
食 後 過 血 糖 改 善 方 法 で あ る 請 求 項 ２ ８ ま た は ２ ９ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
糖 尿 病 、 肥 満 症 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 方 法 で あ る 請 求 項 ２ ８ な い し ３ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る こ と を 特 徴 と す る 小
腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る こ と を 特 徴
と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 方 法 で あ る 請 求 項 ３ ２ ま た は ３ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩
の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た
は そ の 塩 の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻
害 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
食 後 過 血 糖 改 善 方 法 で あ る 請 求 項 ３ ５ ま た は ３ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
糖 尿 病 、 肥 満 症 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 方 法 で あ る 請 求 項 ３ ５ な い し ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩
の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る 化 合 物 ま た
は そ の 塩 の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促
進 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 方 法 で あ る 請 求 項 ３ ９ ま た は ４ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 の 製 造 の た め の Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SG
LT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 の 製 造 の た め の Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SG
LT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 が 食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 請 求 項 ４ ２ ま た は ４ ３ 記 載
の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 が 糖 尿 病 、 肥 満 症 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る
請 求 項 ４ ２ な い し ４ ４ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 の 製 造 の た め の Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SG
LT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 の 製 造 の た め の Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SG
LT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 が グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 で あ る 請 求 項 ４ ６ ま た は ４

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-15460 A 2005.1.20



７ 記 載 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 Na+/グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 ま た は 該 ホ モ ロ グ
の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 （ 阻 害 ま た は 促 進 ） す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て な る 小 腸 で
の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 調 節 （ 阻 害 ま た は 促 進 ） 剤 、 該 ホ モ ロ グ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る
、 該 ホ モ ロ グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 、 そ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ う る 化 合 物 ま た は そ の 塩 、 そ の 化
合 物 ま た は 塩 を 含 有 す る 医 薬 な ど に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 グ ル コ ー ス が 細 胞 内 外 を 移 行 す る に は 、 細 胞 膜 上 に 糖 輸 送 担 体 と 呼 ば れ る 膜 蛋 白 質 が 必
要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 グ ル コ ー ス の 輸 送 担 体 は 、 受 動 輸 送 担 体 で あ る 促 通 拡 散 型 グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー
 (GLUT)と Na + イ オ ン 輸 送 と 共 役 す る こ と で グ ル コ ー ス を 濃 度 勾 配 に 逆 ら っ て 輸 送 す る 能 動
輸 送 担 体 で あ る Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)に 大 別 さ れ る 。 GLUT は 、 8種 類
の ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 し 、 分 子 量 約 5万 の 細 胞 膜 を 12回 貫 通 す る 共 通 構 造 を 有 し て い る
。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 SGLT は 、 分 子 量 7.5万 の 細 胞 膜 を 14回 貫 通 す る 共 通 構 造 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 非 特 許 文 献 １ （ 日 本 臨 床 　 55, 1997、 増 刊 号 、 糖 尿 病 I、 59-64） に は SGLT1お よ び 2の 機
能 や 発 現 部 位 が 概 説 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト SGLT1 は 、 小 腸 、 腎 臓 に 特 異 的 に 発 現 し グ ル コ ー ス に 対 し て 高 親 和 性 で 輸 送 能 は 小
さ く 、 ヒ ト SGLT2 は 、 腎 臓 特 異 的 に 発 現 し グ ル コ ー ス に 対 し て 低 親 和 性 で 輸 送 能 は 大 き い
事 が 知 ら れ て い る 。 SGLTは 、 グ ル コ ー ス の 小 腸 か ら の 吸 収 と 、 腎 臓 か ら 一 旦 尿 中 に 排 出 さ
れ た グ ル コ ー ス を 再 吸 収 す る 役 割 を 担 っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
  ま た 、 SGLTホ モ ロ グ は 、 特 許 文 献 １ （ Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ５ ３ ７ ３ ８ ） に 開 示 さ れ た 蛋 白 質 で あ
り 、 肝 臓 で 発 現 し て お り 、 こ れ を 賦 活 化 す る こ と で 糖 新 生 を 抑 制 し 空 腹 時 高 血 糖 を 是 正 す
る 糖 尿 病 治 療 薬 と な る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
  一 方 、 　 糖 尿 病 に お け る 食 後 高 血 糖 （ 食 後 過 血 糖 ） は 、 食 事 摂 取 後 の 血 糖 値 の 上 昇 に 対
応 し た イ ン ス リ ン 分 泌 の 低 下 と 肝 臓 ・ 筋 肉 に お け る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 が 加 わ っ て 生 じ る 。
食 後 高 血 糖 を 是 正 す る 手 段 と し て α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 薬 が あ る 。 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻
害 薬 は 、 多 糖 類 か ら 単 糖 へ の 消 化 を 抑 制 す る こ と で 、 腸 管 か ら 糖 を 吸 収 す る 速 度 を 遅 延 す
る 。 し か し 、 食 事 中 の グ ル コ ー ス の 吸 収 は 抑 制 で き な い た め 、 長 期 的 な 血 糖 値 の 指 標 で あ
る HbA1c値 の 低 下 効 果 は 低 い 。 ま た 、 小 腸 内 に 未 分 解 で 残 る ス ク ロ ー ス や マ ル ト ー ス に よ
り 、 水 溶 性 下 痢 、 腹 部 膨 満 感 な ど の 副 作 用 を 生 じ る こ と が あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 日 本 臨 床 　 55, 1997、 増 刊 号 、 糖 尿 病 I、 59-64
【 特 許 文 献 １ 】 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ５ ３ ７ ３ ８
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 小 腸 で 主 に 糖 の 吸 収 の 役 割 を 担 っ て い る と 考 え ら れ て い る SGLT1を 阻 害 す れ ば 、 食 事 中
の グ ル コ ー ス の 吸 収 を 抑 制 し 、 α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 薬 よ り も 強 力 に 食 後 高 血 糖 を 是 正
す る こ と が 期 待 で き る 。 ま た 、 二 糖 類 に 比 べ て 単 糖 の グ ル コ ー ス は 水 分 貯 留 が 軽 度 で あ る

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-15460 A 2005.1.20



た め 、 消 化 管 症 状 の 副 作 用 も 軽 減 で き る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
  し か し な が ら 、 SGLTの 阻 害 剤 で あ る フ ロ リ ジ ン お よ び そ の 誘 導 体 は 、 ラ ッ ト に お い て 、
SGLTを 阻 害 す る こ と で 、 腎 臓 に お け る グ ル コ ー ス の 再 吸 収 を 抑 制 し 、 尿 中 に グ ル コ ー ス を
排 出 す る こ と で 血 糖 値 を 降 下 さ せ る 作 用 が 示 さ れ て い る (Diabetes 48:1794-1800,1999)が
、 腸 管 か ら の 糖 の 吸 収 抑 制 作 用 は 弱 い こ と が 報 告 さ れ て い る (Journal of Medicinal Chem
istry 42: 5311-5324, 1999)。
【 ０ ０ １ １ 】
  こ れ は 、 小 腸 に お い て フ ロ リ ジ ン に 耐 性 が 強 い 別 の SGLTが 存 在 す る た め と 考 え ら れ る (A
m J Physiol 256 : G618-G623, 1989, Am J Physiol 270 : G833-G843, 1996) が 、 そ の
実 体 は 現 在 ま で 明 ら か で な い 。 フ ロ リ ジ ン 耐 性 の SGLTの 実 体 を 明 ら か に し 、 SGLT阻 害 作 用
を 応 用 し た 腸 管 か ら の 糖 の 吸 収 抑 制 作 用 を 有 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 該 ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 に よ っ て 得 ら れ う る 化 合 物 を 提 供 す る こ と が 課 題 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
  従 っ て 、 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み を 特 異 的 に 調 節 （ 阻 害 ま た は 促 進 ） し う る 薬 剤 の
開 発 が 待 た れ て い る の が 現 状 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 課 題 を 解 決 す る こ と 目 的 と し 、 Gene Logic デ ー タ ベ ー ス を 検 索 し
た 結 果 、 Na + ／ グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー 蛋 白 質 で あ る ヒ ト SGLTホ モ ロ グ が 、 ヒ ト SGLT1
の 約 二 倍 、 小 腸 に お い て 発 現 し て い る こ と を 見 い 出 し た 。 か か る 知 見 に 基 づ き 、 さ ら に 研
究 を 進 め た 結 果 、 SGLTホ モ ロ グ が 、 小 腸 に お け る グ ル コ ー ス の 吸 収 に 重 要 な 輸 送 担 体 で あ
る こ と を 突 き 止 め 、 さ ら に 、 こ れ を 阻 害 す る こ と は 、 食 後 血 糖 の 上 昇 を 抑 制 す る 糖 尿 病 治
療 薬 と し て 有 効 で あ り 、 こ れ を 促 進 す る こ と は 、 グ ル コ ー ス の 吸 収 を 促 進 す る 低 血 糖 治 療
薬 、 胃 腸 薬 と し て 有 効 で あ る と 考 え 、 検 討 を 重 ね た 結 果 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、
（ １ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た は
そ の 塩 を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 ；
（ ２ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 化 合
物 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 ；
（ ３ ） 食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 前 記 （ １ ） ま た は （ ２ ） 記 載 の 剤 ；
（ ４ ） 糖 尿 病 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る 前 記 （ １ ） な い し （ ３ ） 記 載 の 剤 ；
（ ５ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は
そ の 塩 を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 ；
（ ６ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る 化 合
物 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 ；
（ ７ ） グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 で あ る 前 記 （ ５ ） ま た は （ ６ ） 記 載 の 剤 ；
（ ８ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の
部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 前 記 （ １ ） な い し （ ７ ） 記 載 の 剤 ；
（ ９ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： ３ で 表 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の
部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 前 記 （ １ ） な い し （ ７ ） 記 載 の 剤 ；
（ １ ０ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番
号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る
タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る 前 記 （ １ ） な い し （ ７ ） 記 載 の
剤 ；
（ １ １ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 塩 基 配 列 に 相 補 的 も し く は 実 質 的 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 ま た は そ の 一 部 分 を 含 有 す る ア
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ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し て な る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 ；
（ １ ２ ） 食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 前 記 （ １ １ ） 記 載 の 剤 ；
（ １ ３ ） 糖 尿 病 ま た は 高 脂 血 症 の 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る 前 記 （ １ １ ） ま た は （ １ ２ ） 記 載 の
剤 ；
（ １ ４ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド が 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ６ ま た は 配 列 番 号 ： ５ １ で 表 さ れ る 塩 基 配
列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 前 記 （ １ １
） な い し （ １ ３ ） 記 載 の 剤 ；
（ １ ５ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ に 対 す る 抗 体 を 含 有 し て な る
小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 ；
（ １ ６ ） 食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 前 記 （ １ ５ ） 記 載 の 剤 ；
（ １ ７ ） 糖 尿 病 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る 前 記 （ １ ５ ） ま た は （ １ ６ ） 記 載 の 剤
；
（ １ ８ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ：
３ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に
同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る
前 記 （ １ ５ ） な い し （ １ ７ ） 記 載 の 剤 ；
（ １ ９ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ に 対 す る 抗 体 を 含 有 し て な る
食 後 過 血 糖 の 診 断 薬 ；
（ ２ ０ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 有 し て な る 食 後 過 血 糖 の 診 断 薬 ；
（ ２ １ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、
該 ホ モ ロ グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 ；
（ ２ ２ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ が 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ：
３ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に
同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 で あ る
前 記 （ ２ １ ） 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
（ ２ ３ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る
、 該 ホ モ ロ グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ
ー ニ ン グ 用 キ ッ ト ；
（ ２ ４ ） 前 記 （ ２ １ ） も し く は （ ２ ２ ） 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ま た は 前 記 （ ２ ３ ） 記
載 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト を 用 い て 得 ら れ う る 化 合 物 ま た は そ の 塩 ；
（ ２ ５ ） 前 記 （ ２ ４ ） 記 載 の 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て な る 医 薬 ；
（ ２ ６ ） 食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 前 記 （ ２ ５ ） 記 載 の 医 薬 ；
（ ２ ７ ） 糖 尿 病 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る 前 記 （ ２ ５ ） ま た は （ ２ ６ ） 記 載 の 医
薬 ；
（ ２ ８ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 該 ホ モ ロ グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る
化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
（ ２ ９ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT)ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド が 配 列 番 号 ： ２ 、 配 列 番 号 ： ４ 、 配 列 番 号 ： ６ ま た は 配 列 番 号 ： ５ １ で 表 さ れ る 塩 基 配
列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 前 記 （ ２ ８
） 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
（ ３ ０ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 該 ホ モ ロ グ の 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 活 性 を 調 節 す る
化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト ；
（ ３ １ ） 前 記 （ ２ ８ ） も し く は （ ２ ９ ） 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ま た は 前 記 （ ３ ０ ） 記
載 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト を 用 い て 得 ら れ う る 化 合 物 ま た は そ の 塩 ；
（ ３ ２ ） 前 記 （ ３ １ ） 記 載 の 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 含 有 し て な る 医 薬 ；
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（ ３ ３ ） 食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 前 記 （ ３ ２ ） 記 載 の 医 薬 ；
（ ３ ４ ） 糖 尿 病 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る 前 記 （ ３ ２ ） ま た は （ ３ ３ ） 記 載 の 医
薬 ；
（ ３ ５ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る こ と を 特 徴
と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 方 法 ；
（ ３ ６ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る こ
と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 方 法 ；
（ ３ ７ ） 食 後 過 血 糖 改 善 方 法 で あ る 前 記 （ ３ ５ ） ま た は （ ３ ６ ） 記 載 の 方 法 ；
（ ３ ８ ） 糖 尿 病 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 方 法 で あ る 前 記 （ ３ ５ ） な い し （ ３ ７ ） 記 載 の
方 法 ；
（ ３ ９ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る こ と を 特 徴
と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 方 法 ；
（ ４ ０ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る こ
と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 方 法 ；
（ ４ １ ） グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 方 法 で あ る 前 記 （ ３ ９ ） ま た は （ ４ ０ ） 記 載 の 方 法 ；
（ ４ ２ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た
は そ の 塩 の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻
害 方 法 ；
（ ４ ３ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 化
合 物 ま た は そ の 塩 の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取
り 込 み 阻 害 方 法 ；
（ ４ ４ ） 食 後 過 血 糖 改 善 方 法 で あ る 前 記 （ ４ ２ ） ま た は （ ４ ３ ） 記 載 の 方 法 ；
（ ４ ５ ） 糖 尿 病 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 方 法 で あ る 前 記 （ ４ ２ ） な い し （ ４ ４ ） 記 載 の
方 法 ；
（ ４ ６ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た
は そ の 塩 の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促
進 方 法 ；
（ ４ ７ ） Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 遺 伝 子 の 発 現 を 促 進 す る 化
合 物 ま た は そ の 塩 の 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取
り 込 み 促 進 方 法 ；
（ ４ ８ ） グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 方 法 で あ る 前 記 （ ４ ６ ） ま た は （ ４ ７ ） 記 載 の 方 法 ；
（ ４ ９ ） 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 の 製 造 の た め の Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー
タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 使 用 ；
（ ５ ０ ） 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 の 製 造 の た め の Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー
タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 使 用 ；
（ ５ １ ） 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 が 食 後 過 血 糖 改 善 剤 で あ る 前 記 （ ４ ９ ） ま た
は （ ５ ０ ） 記 載 の 使 用 ；
（ ５ ２ ） 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 阻 害 剤 が 糖 尿 病 ま た は 高 脂 血 症 予 防 ・ 治 療 剤 で あ る
前 記 （ ４ ９ ） な い し （ ５ １ ） 記 載 の 使 用 ；
（ ５ ３ ） 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 の 製 造 の た め の Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー
タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 使 用 ；
（ ５ ４ ） 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 の 製 造 の た め の Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー
タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 使 用 ；
（ ５ ５ ） 小 腸 で の グ ル コ ー ス 取 り 込 み 促 進 剤 が グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 で あ る 前 記 （ ５ ３
） ま た は （ ５ ４ ） 記 載 の 使 用 ； な ど に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ５ 】
  本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 や 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 、 該
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 中 和 抗 体 は 、 例 え ば 食 後 過 血 糖 改 善 剤 ま た は グ ル コ ー ス の 吸
収 促 進 剤 な ど と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド は 、 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 の 発 現 を 調 節 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 食 後 過 血 糖
改 善 剤 な ど と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ （ 以 下 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 ま た は 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 と 称 す る こ と も あ る ） と し て は 、 例 え
ば 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ５ ３ ７ ３ ８ に 開 示 さ れ た SGLTホ モ ロ グ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ５ ０ ６ ７ に 開 示 さ れ
た SGLTホ モ ロ グ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ９ ２ ３ ０ ４ に 開 示 さ れ た SGLTホ モ ロ グ （ TRICH） 、 Ｗ Ｏ ０ ２
／ ４ ５ ２ ０ に 開 示 さ れ た SGLTホ モ ロ グ （ TRICH） 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ １ ０ ２ １ ６ に 開 示 さ れ た SGL
Tホ モ ロ グ な ど が 挙 げ ら れ る が 、 な か で も 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ５ ３ ７ ３ ８ に 開 示 さ れ た SGLTホ モ
ロ グ が 好 ま し く 、 と り わ け 、 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号
： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ
ン パ ク 質 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
  Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー  (SGLT) ホ モ ロ グ は 、 ヒ ト や 温 血 動 物 （ 例 え ば 、 モ ル
モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ニ ワ ト リ 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 サ ル な
ど ） の 細 胞 （ 例 え ば 、 肝 細 胞 、 脾 細 胞 、 神 経 細 胞 、 グ リ ア 細 胞 、 膵 臓 β 細 胞 、 骨 髄 細 胞 、
メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 、 ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 表 皮 細 胞 、 上 皮 細 胞 、 杯 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 平 滑
筋 細 胞 、 繊 維 芽 細 胞 、 繊 維 細 胞 、 筋 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 免 疫 細 胞 （ 例 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｔ
細 胞 、 Ｂ 細 胞 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 肥 満 細 胞 、 好 中 球 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 、 単 球 ） 、
巨 核 球 、 滑 膜 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 骨 細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 破 骨 細 胞 、 乳 腺 細 胞 、 肝 細 胞 も し く は
間 質 細 胞 、 ま た は こ れ ら 細 胞 の 前 駆 細 胞 、 幹 細 胞 も し く は ガ ン 細 胞 な ど ） も し く は そ れ ら
の 細 胞 が 存 在 す る あ ら ゆ る 組 織 、 例 え ば 、 脳 、 脳 の 各 部 位 （ 例 、 嗅 球 、 扁 桃 核 、 大 脳 基 底
球 、 海 馬 、 視 床 、 視 床 下 部 、 大 脳 皮 質 、 延 髄 、 小 脳 ） 、 脊 髄 、 下 垂 体 、 胃 、 膵 臓 、 腎 臓 、
肝 臓 、 生 殖 腺 、 甲 状 腺 、 胆 の う 、 骨 髄 、 副 腎 、 皮 膚 、 筋 肉 、 肺 、 消 化 管 （ 例 、 大 腸 、 小 腸
） 、 血 管 、 心 臓 、 胸 腺 、 脾 臓 、 顎 下 腺 、 末 梢 血 、 前 立 腺 、 睾 丸 、 卵 巣 、 胎 盤 、 子 宮 、 骨 、
関 節 、 骨 格 筋 な ど に 由 来 す る タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ く 、 合 成 タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い
。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 」 と は 、 比 較 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対
し て 、 例 え ば 、 約 ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以 上 、
最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を い う 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同
性 は 、 相 同 性 計 算 ア ル ゴ リ ズ ム Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 　 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ｃ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ
　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ 　 Ｌ ｏ ｃ
ａ ｌ 　 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ ｍ ｅ ｎ ｔ 　 Ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｔ ｏ ｏ ｌ ） を 用 い 、 以 下 の 条 件 （ 期 待 値 ＝ １
０ ； ギ ャ ッ プ を 許 す ； マ ト リ ク ス ＝ Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６ ２ ； フ ィ ル タ リ ン グ ＝ Ｏ Ｆ Ｆ ） に て 計
算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有
す る タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 実 質 的 に 同
一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 し 、 配 列 番 号 ： １ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク
質 と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 な ど が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 実 質 的 に 同 質 の 活 性 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 な ど が 挙 げ ら れ る 。
実 質 的 に 同 質 と は 、 そ れ ら の 性 質 が 性 質 的 に （ 例 、 生 理 学 的 に 、 ま た は 薬 理 学 的 に ） 同 質
で あ る こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 が 同 等 （ 例 、 約 ０ ． ０ １ ～ １
０ ０ 倍 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～ １ ０ 倍 、 よ り 好 ま し く は ０ ． ５ ～ ２ 倍 ） で あ る こ と が 好 ま
し い が 、 こ れ ら の 活 性 の 程 度 、 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 な ど の 量 的 要 素 は 異 な っ て い て も よ い
。
【 ０ ０ ２ １ 】
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　 グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 な ど の 活 性 の 測 定 は 、 公 知 の 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が 出 来 る
が 、 例 え ば 、 Cloning and functional expression of an SGLT-1-like protein from the
 Xenopus laevis intestine (Am. J. Phisiol. : G1251-G1259, 1999)に 記 載 の 方 法 ま
た は そ れ に 準 じ る 方 法 に 従 っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
  ま た 、 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 （ i） 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ま た は ２ 個 以 上 （ 例 え ば １ ～ １ ０ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ～ ３ ０ 個
程 度 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は 数 （ １ ～ ５ ） 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 欠 失
し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 （ ii） 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に １ ま た は ２ 個 以 上 （ 例
え ば １ ～ １ ０ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ～ ３ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に
好 ま し く は 数 （ １ ～ ５ ） 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し た ア ミ ノ 酸 配 列 、 （ iii） 配 列 番 号 ： １
で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に １ ま た は ２ 個 以 上 （ 例 え ば １ ～ １ ０ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ～
３ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は 数 （ １ ～ ５ ） 個 ） の ア ミ ノ 酸
が 挿 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 （ iv） 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ま た は ２
個 以 上 （ 例 え ば １ ～ １ ０ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ～ ３ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 程
度 、 さ ら に 好 ま し く は 数 （ １ ～ ５ ） 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 、 ま た は （ v） そ れ ら を 組 み 合 わ せ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 な ど の い わ
ゆ る ム テ イ ン も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 の よ う に ア ミ ノ 酸 配 列 が 挿 入 、 欠 失 ま た は 置 換 さ れ て い る 場 合 、 そ の 挿 入 、 欠 失 ま
た は 置 換 の 位 置 と し て は 、 と く に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
  本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ ド 標 記 の 慣 例 に 従 っ て 左 端 が Ｎ 末 端 （ ア ミ ノ
末 端 ） 、 右 端 が Ｃ 末 端 （ カ ル ボ キ シ ル 末 端 ） で あ る 。 配 列 番 号 ： １ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 を は じ め と す る 、 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ 末 端 が
カ ル ボ キ シ ル 基 （ － Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ ） 、 カ ル ボ キ シ レ ー ト (－ Ｃ Ｏ Ｏ － ） 、 ア ミ ド （ － Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ

２ ） ま た は エ ス テ ル （ － Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ） の 何 れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ こ で エ ス テ ル に お け る Ｒ と し て は 、 例 え ば 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 ｎ － プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ
ロ ピ ル 、 ｎ － ブ チ ル な ど の Ｃ １ － ６ ア ル キ ル 基 、 例 え ば 、 シ ク ロ ペ ン チ ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ
ル な ど の Ｃ ３ － ８ シ ク ロ ア ル キ ル 基 、 例 え ば 、 フ ェ ニ ル 、 α － ナ フ チ ル な ど の Ｃ ６ － １ ２

ア リ ー ル 基 、 例 え ば 、 ベ ン ジ ル 、 フ ェ ネ チ ル な ど の フ ェ ニ ル － Ｃ １ － ２ ア ル キ ル 基 も し く
は α － ナ フ チ ル メ チ ル な ど の α － ナ フ チ ル － Ｃ １ － ２ ア ル キ ル 基 な ど の Ｃ ７ － １ ４ ア ラ ル
キ ル 基 、 ピ バ ロ イ ル オ キ シ メ チ ル 基 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 が Ｃ 末 端 以 外 に カ ル ボ キ シ ル 基 （ ま た は カ ル ボ キ シ レ ー
ト ） を 有 し て い る 場 合 、 カ ル ボ キ シ ル 基 が ア ミ ド 化 ま た は エ ス テ ル 化 さ れ て い る も の も 本
発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 に 含 ま れ る 。 こ の 場 合 の エ ス テ ル と し て は 、 例 え ば 上 記 し た
Ｃ 末 端 の エ ス テ ル な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 に は 、 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 、 メ チ オ ニ ン
残 基 ） の ア ミ ノ 基 が 保 護 基 （ 例 え ば 、 ホ ル ミ ル 基 、 ア セ チ ル 基 な ど の Ｃ １ － ６ ア ル カ ノ イ
ル な ど の Ｃ １ － ６ ア シ ル 基 な ど ） で 保 護 さ れ て い る も の 、 生 体 内 で 切 断 さ れ て 生 成 す る Ｎ
末 端 の グ ル タ ミ ン 残 基 が ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 化 し た も の 、 分 子 内 の ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 上 の 置 換
基 （ 例 え ば － Ｏ Ｈ 、 － Ｓ Ｈ 、 ア ミ ノ 基 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 基 、 イ ン ド ー ル 基 、 グ ア ニ ジ ノ 基 な
ど ） が 適 当 な 保 護 基 （ 例 え ば 、 ホ ル ミ ル 基 、 ア セ チ ル 基 な ど の Ｃ １ － ６ ア ル カ ノ イ ル 基 な
ど の Ｃ １ － ６ ア シ ル 基 な ど ） で 保 護 さ れ て い る も の 、 あ る い は 糖 鎖 が 結 合 し た い わ ゆ る 糖
タ ン パ ク 質 な ど の 複 合 タ ン パ ク 質 な ど も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア
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ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ヒ ト 由 来 の タ ン パ ク 質 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
  本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 前 記 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 部 分 ペ プ
チ ド で あ っ て 、 好 ま し く は 、 前 記 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 同 様 の 性 質 を 有 す る も の で あ
れ ば い ず れ の も の で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 構 成 す る ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち 少 な く と も ２ ０ 個 以 上 、 好 ま し く は
５ ０ 個 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ７ ０ 個 以 上 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ０ 個 以 上 、 最 も 好 ま し く
は ２ ０ ０ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ま た は ２ 個 以 上 （
好 ま し く は 、 １ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は 数 （ １ ～ ５ ） 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し 、
ま た は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に １ ま た は ２ 個 以 上 （ 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ０ 個 程 度 、 よ り 好 ま
し く は １ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は 数 （ １ ～ ５ ） 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し 、 ま た は
、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に １ ま た は ２ 個 以 上 （ 好 ま し く は 、 １ ～ ２ ０ 個 程 度 、 よ り 好 ま し く は
１ ～ １ ０ 個 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は 数 （ １ ～ ５ ） 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 挿 入 さ れ 、 ま た は 、 そ
の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の １ ま た は ２ 個 以 上 （ 好 ま し く は 、 １ ～ １ ０ 個 程 度 、 よ り 好 ま し く は 数
個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 程 度 ） の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い て も よ い
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 部 分 ペ プ チ ド と し て は 、 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 例 え ば
第 176番 目 ～ 201番 目 、 第 471番 目 ～ 491番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ペ プ チ ド が 好 ま し い
。 配 列 番 号 ： ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 例 え ば 第 172番 目 ～ 197番 目 、 第 467番 目
～ 487番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ペ プ チ ド が 好 ま し い 。 配 列 番 号 ： ５ で 表 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 に お い て 例 え ば 第 175番 目 ～ 200番 目 、 第 470番 目 ～ 490番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有
す る ペ プ チ ド が 好 ま し い 。 配 列 番 号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 例 え ば 第 176
番 目 ～ 201番 目 、 第 471番 目 ～ 491番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ペ プ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
  ま た 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド は Ｃ 末 端 が カ ル ボ キ シ ル 基 （ － Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ ） 、 カ
ル ボ キ シ レ ー ト （ － Ｃ Ｏ Ｏ － ） 、 ア ミ ド （ － Ｃ Ｏ Ｎ Ｈ ２ ） ま た は エ ス テ ル （ － Ｃ Ｏ Ｏ Ｒ ）
の 何 れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド に は 、 前 記 し た 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク
質 と 同 様 に 、 Ｃ 末 端 以 外 に カ ル ボ キ シ ル 基 （ ま た は カ ル ボ キ シ レ ー ト ） を 有 し て い る も の
、 Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ 例 、 メ チ オ ニ ン 残 基 ） の ア ミ ノ 基 が 保 護 基 で 保 護 さ れ て い る も
の 、 Ｎ 端 側 が 生 体 内 で 切 断 さ れ 生 成 し た グ ル タ ミ ン 残 基 が ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 化 し た も の 、
分 子 内 の ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 上 の 置 換 基 が 適 当 な 保 護 基 で 保 護 さ れ て い る も の 、 あ る い は 糖 鎖
が 結 合 し た い わ ゆ る 糖 ペ プ チ ド な ど の 複 合 ペ プ チ ド な ど も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド は 抗 体 作 成 の た め の 抗 原 と し て も 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 た と え ば 、 後 述 す る 本 発 明 の 抗 体 を 調 製 す る 目 的 に は 、 例 え ば 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 第 261～ 275番 目 , 第 399～ 417番 目 , 第 500～ 649番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 有 す る ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 ： ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 第
257～ 271番 目 , 第 395～ 413番 目 , 第 496～ 645番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ペ プ チ ド な ど
が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号 ： ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 第 260～ 274番 目 , 第 398～ 4
16番 目 , 第 499～ 648番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。 配 列 番 号
： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 第 261～ 275番 目 , 第 399～ 417番 目 , 第 500～ 649番
目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ペ プ チ ド な ど が あ げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
  本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 ま た は 部 分 ペ プ チ ド の 塩 と し て は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ
る 酸 （ 例 、 無 機 酸 、 有 機 酸 ） や 塩 基 （ 例 、 ア ル カ リ 金 属 塩 ） な ど と の 塩 が 用 い ら れ 、 と り
わ け 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 付 加 塩 が 好 ま し い 。 こ の 様 な 塩 と し て は 、 例 え ば 、 無 機 酸 （
例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 ） と の 塩 、 あ る い は 有 機 酸 （ 例 え ば 、 酢 酸 、 ギ
酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 酒 石 酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 蓚
酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ） と の 塩 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 も し く は そ の 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 は 、 前 述 し た ヒ
ト や 温 血 動 物 の 細 胞 ま た は 組 織 か ら 自 体 公 知 の タ ン パ ク 質 の 精 製 方 法 に よ っ て 製 造 す る こ
と も で き る し 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ
っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 、 後 述 の ペ プ チ ド 合 成 法 に 準 じ て 製 造 す る こ と も で き
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ヒ ト や 哺 乳 動 物 の 組 織 ま た は 細 胞 か ら 製 造 す る 場 合 、 ヒ ト や 哺 乳 動 物 の 組 織 ま た は 細 胞
を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 、 酸 な ど で 抽 出 を 行 な い 、 該 抽 出 液 を 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 精 製 単
離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
  本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 、 ま た は そ の ア ミ ド
体 の 合 成 に は 、 通 常 市 販 の タ ン パ ク 質 合 成 用 樹 脂 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 樹 脂
と し て は 、 例 え ば 、 ク ロ ロ メ チ ル 樹 脂 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル 樹 脂 、 ベ ン ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン 樹
脂 、 ア ミ ノ メ チ ル 樹 脂 、 ４ － ベ ン ジ ル オ キ シ ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 樹 脂 、 ４ － メ チ ル ベ ン ズ
ヒ ド リ ル ア ミ ン 樹 脂 、 Ｐ Ａ Ｍ 樹 脂 、 ４ － ヒ ド ロ キ シ メ チ ル メ チ ル フ ェ ニ ル ア セ ト ア ミ ド メ
チ ル 樹 脂 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 樹 脂 、 ４ － （ ２ ’ ， ４ ’ － ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル － ヒ ド ロ キ
シ メ チ ル ） フ ェ ノ キ シ 樹 脂 、 ４ － （ ２ ’ ， ４ ’ － ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル － Ｆ ｍ ｏ ｃ ア ミ ノ エ
チ ル ） フ ェ ノ キ シ 樹 脂 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 樹 脂 を 用 い 、 α － ア ミ ノ 基
と 側 鎖 官 能 基 を 適 当 に 保 護 し た ア ミ ノ 酸 を 、 目 的 と す る タ ン パ ク 質 の 配 列 通 り に 、 自 体 公
知 の 各 種 縮 合 方 法 に 従 い 、 樹 脂 上 で 縮 合 さ せ る 。 反 応 の 最 後 に 樹 脂 か ら タ ン パ ク 質 ま た は
部 分 ペ プ チ ド を 切 り 出 す と 同 時 に 各 種 保 護 基 を 除 去 し 、 さ ら に 高 希 釈 溶 液 中 で 分 子 内 ジ ス
ル フ ィ ド 結 合 形 成 反 応 を 実 施 し 、 目 的 の タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の
ア ミ ド 体 を 取 得 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 し た 保 護 ア ミ ノ 酸 の 縮 合 に 関 し て は 、 タ ン パ ク 質 合 成 に 使 用 で き る 各 種 活 性 化 試 薬
を 用 い る こ と が で き る が 、 特 に 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 類 が よ い 。 カ ル ボ ジ イ ミ ド 類 と し て は 、
Ｄ Ｃ Ｃ 、 Ｎ ， Ｎ ’ － ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 Ｎ － エ チ ル － Ｎ ’ － （ ３ － ジ メ チ ル
ア ミ ノ プ ロ リ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド な ど が 用 い ら れ る 。 こ れ ら に よ る 活 性 化 に は ラ セ ミ 化 抑
制 添 加 剤 （ 例 え ば 、 Ｈ Ｏ Ｂ ｔ ， 　 Ｈ Ｏ Ｏ Ｂ ｔ ） と と も に 保 護 ア ミ ノ 酸 を 直 接 樹 脂 に 添 加 す
る か ま た は 、 対 称 酸 無 水 物 ま た は Ｈ Ｏ Ｂ ｔ エ ス テ ル あ る い は Ｈ Ｏ Ｏ Ｂ ｔ エ ス テ ル と し て あ
ら か じ め 保 護 ア ミ ノ 酸 の 活 性 化 を 行 な っ た 後 に 樹 脂 に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
  保 護 ア ミ ノ 酸 の 活 性 化 や 樹 脂 と の 縮 合 に 用 い ら れ る 溶 媒 と し て は 、 タ ン パ ク 質 縮 合 反 応
に 使 用 し う る こ と が 知 ら れ て い る 溶 媒 か ら 適 宜 選 択 さ れ う る 。 例 え ば 、 Ｎ ， Ｎ － ジ メ チ ル
ホ ル ム ア ミ ド ， Ｎ ， Ｎ － ジ メ チ ル ア セ ト ア ミ ド ， Ｎ － メ チ ル ピ ロ リ ド ン な ど の 酸 ア ミ ド 類
、 塩 化 メ チ レ ン ， ク ロ ロ ホ ル ム な ど の ハ ロ ゲ ン 化 炭 化 水 素 類 、 ト リ フ ル オ ロ エ タ ノ ー ル な
ど の ア ル コ ー ル 類 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド な ど の ス ル ホ キ シ ド 類 、 ピ リ ジ ン ， ジ オ キ サ ン
， テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン な ど の エ ー テ ル 類 、 ア セ ト ニ ト リ ル ， プ ロ ピ オ ニ ト リ ル な ど の ニ ト
リ ル 類 、 酢 酸 メ チ ル ， 酢 酸 エ チ ル な ど の エ ス テ ル 類 あ る い は こ れ ら の 適 宜 の 混 合 物 な ど が
用 い ら れ る 。 反 応 温 度 は タ ン パ ク 質 結 合 形 成 反 応 に 使 用 さ れ 得 る こ と が 知 ら れ て い る 範 囲
か ら 適 宜 選 択 さ れ 、 通 常 約 － ２ ０ ℃ ～ ５ ０ ℃ の 範 囲 か ら 適 宜 選 択 さ れ る 。 活 性 化 さ れ た ア
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ミ ノ 酸 誘 導 体 は 通 常 １ .５ ～ ４ 倍 過 剰 で 用 い ら れ る 。 ニ ン ヒ ド リ ン 反 応 を 用 い た テ ス ト の
結 果 、 縮 合 が 不 十 分 な 場 合 に は 保 護 基 の 脱 離 を 行 な う こ と な く 縮 合 反 応 を 繰 り 返 す こ と に
よ り 十 分 な 縮 合 を 行 な う こ と が で き る 。 反 応 を 繰 り 返 し て も 十 分 な 縮 合 が 得 ら れ な い と き
に は 、 無 水 酢 酸 ま た は ア セ チ ル イ ミ ダ ゾ ー ル を 用 い て 未 反 応 ア ミ ノ 酸 を ア セ チ ル 化 す る こ
と に よ っ て 、 後 の 反 応 に 影 響 を 与 え な い よ う に す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
  原 料 の ア ミ ノ 基 の 保 護 基 と し て は 、 例 え ば 、 Ｚ 、 Ｂ ｏ ｃ 、 ｔ － ペ ン チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ
ル 、 イ ソ ボ ル ニ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ４ － メ ト キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 Ｃ ｌ － Ｚ
、 Ｂ ｒ － Ｚ 、 ア ダ マ ン チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 、 フ タ ロ イ ル 、 ホ ル
ミ ル 、 ２ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ル フ ェ ニ ル 、 ジ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ノ チ オ イ ル 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ な ど
が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 カ ル ボ キ シ ル 基 は 、 例 え ば 、 ア ル キ ル エ ス テ ル 化 （ 例 え ば 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル
、 ブ チ ル 、 ｔ － ブ チ ル 、 シ ク ロ ペ ン チ ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル 、 シ ク ロ ヘ プ チ ル 、 シ ク ロ オ ク
チ ル 、 ２ － ア ダ マ ン チ ル な ど の 直 鎖 状 、 分 枝 状 も し く は 環 状 ア ル キ ル エ ス テ ル 化 ） 、 ア ラ
ル キ ル エ ス テ ル 化 （ 例 え ば 、 ベ ン ジ ル エ ス テ ル 、 ４ － ニ ト ロ ベ ン ジ ル エ ス テ ル 、 ４ － メ ト
キ シ ベ ン ジ ル エ ス テ ル 、 ４ － ク ロ ロ ベ ン ジ ル エ ス テ ル 、 ベ ン ズ ヒ ド リ ル エ ス テ ル 化 ） 、 フ
ェ ナ シ ル エ ス テ ル 化 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ヒ ド ラ ジ ド 化 、 ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル
ヒ ド ラ ジ ド 化 、 ト リ チ ル ヒ ド ラ ジ ド 化 な ど に よ っ て 保 護 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 セ リ ン の 水 酸 基 は 、 例 え ば 、 エ ス テ ル 化 ま た は エ ー テ ル 化 に よ っ て 保 護 す る こ と が で き
る 。 こ の エ ス テ ル 化 に 適 す る 基 と し て は 、 例 え ば 、 ア セ チ ル 基 な ど の 低 級 （ Ｃ １ － ６ ） ア
ル カ ノ イ ル 基 、 ベ ン ゾ イ ル 基 な ど の ア ロ イ ル 基 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 基 、 エ ト キ シ
カ ル ボ ニ ル 基 な ど の 炭 酸 か ら 誘 導 さ れ る 基 な ど が 用 い ら れ る 。 ま た 、 エ ー テ ル 化 に 適 す る
基 と し て は 、 例 え ば 、 ベ ン ジ ル 基 、 テ ト ラ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル 基 、 ｔ － ブ チ ル 基 な ど で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 チ ロ シ ン の フ ェ ノ ー ル 性 水 酸 基 の 保 護 基 と し て は 、 例 え ば 、 Ｂ ｚ ｌ 、 Ｃ ｌ ２ － Ｂ ｚ ｌ 、
２ － ニ ト ロ ベ ン ジ ル 、 Ｂ ｒ － Ｚ 、 ｔ － ブ チ ル な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ヒ ス チ ジ ン の イ ミ ダ ゾ ー ル の 保 護 基 と し て は 、 例 え ば 、 Ｔ ｏ ｓ 、 ４ － メ ト キ シ － ２ ， ３
， ６ － ト リ メ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル 、 Ｄ Ｎ Ｐ 、 ベ ン ジ ル オ キ シ メ チ ル 、 Ｂ ｕ ｍ 、 Ｂ ｏ ｃ
、 Ｔ ｒ ｔ 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
  原 料 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 活 性 化 さ れ た も の と し て は 、 例 え ば 、 対 応 す る 酸 無 水 物 、 ア ジ
ド 、 活 性 エ ス テ ル 〔 ア ル コ ー ル （ 例 え ば 、 ペ ン タ ク ロ ロ フ ェ ノ ー ル 、 ２ ， ４ ， ５ － ト リ ク
ロ ロ フ ェ ノ ー ル 、 ２ ， ４ － ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 シ ア ノ メ チ ル ア ル コ ー ル 、 パ ラ ニ ト ロ フ
ェ ノ ー ル 、 Ｈ Ｏ Ｎ Ｂ 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ミ ド 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ フ タ ル イ ミ ド 、 Ｈ Ｏ Ｂ
ｔ ） と の エ ス テ ル 〕 な ど が 用 い ら れ る 。 原 料 の ア ミ ノ 基 の 活 性 化 さ れ た も の と し て は 、 例
え ば 、 対 応 す る リ ン 酸 ア ミ ド が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 保 護 基 の 除 去 （ 脱 離 ） 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 Ｐ ｄ － 黒 あ る い は Ｐ ｄ － 炭 素 な ど の 触 媒
の 存 在 下 で の 水 素 気 流 中 で の 接 触 還 元 や 、 ま た 、 無 水 フ ッ 化 水 素 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ト
リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 あ る い は こ れ ら の 混 合 液 な ど に よ る 酸 処
理 や 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 ピ ペ リ ジ ン 、 ピ ペ ラ ジ ン な ど に
よ る 塩 基 処 理 、 ま た 液 体 ア ン モ ニ ア 中 ナ ト リ ウ ム に よ る 還 元 な ど も 用 い ら れ る 。 上 記 酸 処
理 に よ る 脱 離 反 応 は 、 一 般 に 約 － ２ ０ ℃ ～ ４ ０ ℃ の 温 度 で 行 な わ れ る が 、 酸 処 理 に お い て
は 、 例 え ば 、 ア ニ ソ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 チ オ ア ニ ソ ー ル 、 メ タ ク レ ゾ ー ル 、 パ ラ ク レ ゾ ー
ル 、 ジ メ チ ル ス ル フ ィ ド 、 １ ， ４ － ブ タ ン ジ チ オ ー ル 、 １ ， ２ － エ タ ン ジ チ オ ー ル な ど の
よ う な カ チ オ ン 捕 捉 剤 の 添 加 が 有 効 で あ る 。 ま た 、 ヒ ス チ ジ ン の イ ミ ダ ゾ ー ル 保 護 基 と し
て 用 い ら れ る ２ ， ４ － ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 基 は チ オ フ ェ ノ ー ル 処 理 に よ り 除 去 さ れ 、 ト リ プ
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ト フ ァ ン の イ ン ド ー ル 保 護 基 と し て 用 い ら れ る ホ ル ミ ル 基 は 上 記 の １ ， ２ － エ タ ン ジ チ オ
ー ル 、 １ ， ４ － ブ タ ン ジ チ オ ー ル な ど の 存 在 下 の 酸 処 理 に よ る 脱 保 護 以 外 に 、 希 水 酸 化 ナ
ト リ ウ ム 溶 液 、 希 ア ン モ ニ ア な ど に よ る ア ル カ リ 処 理 に よ っ て も 除 去 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
  原 料 の 反 応 に 関 与 す べ き で な い 官 能 基 の 保 護 な ら び に 保 護 基 、 お よ び そ の 保 護 基 の 脱 離
、 反 応 に 関 与 す る 官 能 基 の 活 性 化 な ど は 公 知 の 基 ま た は 公 知 の 手 段 か ら 適 宜 選 択 し う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は 部 分 ペ プ チ ド の ア ミ ド 体 を 得 る 別 の 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ま ず 、 カ
ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 の α － カ ル ボ キ シ ル 基 を ア ミ ド 化 し て 保 護 し た 後 、 ア ミ ノ 基 側 に ペ
プ チ ド （ タ ン パ ク 質 ） 鎖 を 所 望 の 鎖 長 ま で 延 ば し た 後 、 該 ペ プ チ ド 鎖 の Ｎ 末 端 の α － ア ミ
ノ 基 の 保 護 基 の み を 除 い た タ ン パ ク 質 ま た は 部 分 ペ プ チ ド と Ｃ 末 端 の カ ル ボ キ シ ル 基 の 保
護 基 の み を 除 去 し た タ ン パ ク 質 ま た は 部 分 ペ プ チ ド と を 製 造 し 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 ま た
は ペ プ チ ド を 上 記 し た よ う な 混 合 溶 媒 中 で 縮 合 さ せ る 。 縮 合 反 応 の 詳 細 に つ い て は 上 記 と
同 様 で あ る 。 縮 合 に よ り 得 ら れ た 保 護 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 精 製 し た 後 、 上 記 方 法
に よ り す べ て の 保 護 基 を 除 去 し 、 所 望 の 粗 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る
。 こ の 粗 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド は 既 知 の 各 種 精 製 手 段 を 駆 使 し て 精 製 し 、 主 要 画 分 を
凍 結 乾 燥 す る こ と で 所 望 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の ア ミ ド 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の エ ス テ ル 体 を 得 る に は 、 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸
の α － カ ル ボ キ シ ル 基 を 所 望 の ア ル コ ー ル 類 と 縮 合 し ア ミ ノ 酸 エ ス テ ル と し た 後 、 タ ン パ
ク 質 ま た は ペ プ チ ド の ア ミ ド 体 と 同 様 に し て 、 所 望 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の エ ス テ
ル 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
  本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 塩 は 、 自 体 公 知 の ペ プ チ ド の 合 成 法 に
従 っ て 、 あ る い は 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 を 適 当 な ペ プ チ ダ ー ゼ で 切 断 す る こ と に
よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド の 合 成 法 と し て は 、 例 え ば 、 固 相 合 成 法 、 液 相 合
成 法 の い ず れ に よ っ て も 良 い 。 す な わ ち 、 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド を 構 成 し 得 る
部 分 ペ プ チ ド も し く は ア ミ ノ 酸 と 残 余 部 分 と を 縮 合 さ せ 、 生 成 物 が 保 護 基 を 有 す る 場 合 は
保 護 基 を 脱 離 す る こ と に よ り 目 的 の ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が で き る 。 公 知 の 縮 合 方 法 や
保 護 基 の 脱 離 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 の （ i） ～ （ v） に 記 載 さ れ た 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
（ i） M. Bodanszky お よ び  M.A. Ondetti、 ペ プ チ ド ・ シ ン セ シ ス  (Peptide Synthesis),
 Interscience Publishers, New York (1966年 )
（ ii） Schroederお よ び Luebke、 ザ ・ ペ プ チ ド (The Peptide), Academic Press, New York
 (1965年 )
（ iii） 泉 屋 信 夫 他 、 ペ プ チ ド 合 成 の 基 礎 と 実 験 、  丸 善 (株 ) （ 1975年 ）
（ iv） 矢 島 治 明  お よ び 榊 原 俊 平 、 生 化 学 実 験 講 座  1、  タ ン パ ク 質 の 化 学 IV、  205、 (197
7年 )
（ v） 矢 島 治 明 監 修 、 続 医 薬 品 の 開 発 、 第 14巻 、 ペ プ チ ド 合 成 、 広 川 書 店
　 ま た 、 反 応 後 は 通 常 の 精 製 法 、 例 え ば 、 溶 媒 抽 出 ・ 蒸 留 ・ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・ 再 結 晶 な ど を 組 み 合 わ せ て 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド を
精 製 単 離 す る こ と が で き る 。 上 記 方 法 で 得 ら れ る 部 分 ペ プ チ ド が 遊 離 体 で あ る 場 合 は 、 公
知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に よ っ て 適 当 な 塩 に 変 換 す る こ と が で き る し 、 逆 に 塩
で 得 ら れ た 場 合 は 、 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に よ っ て 遊 離 体 ま た は 他 の 塩 に
変 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
  本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 前 述 し た 本 発
明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る も の で あ れ ば い か な る も の で
あ っ て も よ い 。 好 ま し く は Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー 、 前 記 し た 細 胞 ・ 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 前 記 し た 細 胞 ・ 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー 、 合 成 Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ で も よ い 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ラ イ ブ ラ リ ー に 使 用 す る ベ ク タ ー は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ
ァ ー ジ ミ ド な ど い ず れ で あ っ て も よ い 。 ま た 、 前 記 し た 細 胞 ・ 組 織 よ り totalＲ Ｎ Ａ ま た
は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 画 分 を 調 製 し た も の を 用 い て 直 接  Reverse Transcriptase Polymerase Chain 
Reaction（ 以 下 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 と 略 称 す る ） に よ っ て 増 幅 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ で
表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 配 列 番 号 ： ２ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と ハ イ ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 を 含 有 し 、 前 記 し た 配 列 番 号 ： １ で
表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 質 の 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ れ ば 何 れ の も の で も よ い 。 ま た 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ４ で 表 さ れ る
塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 配 列 番 号 ： ４ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と ハ イ ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 を 含 有 し 、 前 記 し た 配 列 番 号 ： ３ で 表 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 質 の 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ で あ れ ば 何 れ の も の で も よ い 。 ま た 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ６ で 表 さ れ る 塩 基 配 列
を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 配 列 番 号 ： ６ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 を 含 有 し 、 前 記 し た 配 列 番 号 ： ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 質 の 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
で あ れ ば 何 れ の も の で も よ い 。 ま た 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ５ １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 有
す る Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 配 列 番 号 ： ５ １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下
で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 を 含 有 し 、 前 記 し た 配 列 番 号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 質 の 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で
あ れ ば 何 れ の も の で も よ い 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ で 表 わ さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ で 表 わ さ れ る 塩 基 配
列 と 約 ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま
し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ な ど が 用 い ら れ る 。 塩 基
配 列 の 相 同 性 は 、 相 同 性 計 算 ア ル ゴ リ ズ ム Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 　 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌ 　 Ｃ
ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ 　 ｆ ｏ ｒ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ｉ ｎ ｆ ｏ ｒ ｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 Ｂ ａ ｓ ｉ
ｃ 　 Ｌ ｏ ｃ ａ ｌ 　 Ａ ｌ ｉ ｇ ｎ ｍ ｅ ｎ ｔ 　 Ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｔ ｏ ｏ ｌ ） を 用 い 、 以 下 の 条 件 （
期 待 値 ＝ １ ０ ； ギ ャ ッ プ を 許 す ； フ ィ ル タ リ ン グ ＝ Ｏ Ｎ ； マ ッ チ ス コ ア ＝ １ ； ミ ス マ ッ チ
ス コ ア ＝ － ３ ） に て 計 算 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 自 体 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 、 例 え ば 、 モ レ
キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ （ Molecular Cloning） ２ nd（ J. Sambrook et al., Cold Spring
 Harbor Lab. Press, 1989） に 記 載 の 方 法 な ど に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。 ま た 、 市 販
の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で
き る 。 よ り 好 ま し く は 、 ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 と は 、 例 え ば 、 ナ ト リ ウ ム 濃 度 が 約 １ ９ ～ ４ ０ ｍ Ｍ 、 好 ま
し く は 約 １ ９ ～ ２ ０ ｍ Ｍ で 、 温 度 が 約 ５ ０ ～ ７ ０ ℃ 、 好 ま し く は 約 ６ ０ ～ ６ ５ ℃ の 条 件 を
示 す 。 特 に 、 ナ ト リ ウ ム 濃 度 が 約 １ ９ ｍ Ｍ で 温 度 が 約 ６ ５ ℃ の 場 合 が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 よ り 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 配 列 番 号 ： ２ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ な ど が 用 い ら れ
る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 、 Ｄ Ｎ Ａ ） と し て
は 、 前 述 し た 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る も の で あ
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れ ば い か な る も の で あ っ て も よ い 。 ま た 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 、 前
記 し た 細 胞 ・ 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 前 記 し た 細 胞 ・ 組 織 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 、 合
成 Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 部 分 ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２
で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 分 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は 配 列 番 号 ： ２ で 表
さ れ る 塩 基 配 列 と ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 を 含 有 し
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 一
部 分 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 配 列 番 号 ： ２ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る Ｄ Ｎ Ａ は 、 前 記 と 同 意 義 を 示
す 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 方 法 お よ び ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 前 記 と 同 様 の も の
が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 、 部 分 ペ プ チ ド （ 以 下 、 こ れ ら を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の ク
ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 の 説 明 に お い て は 、 こ れ ら を 単 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 略 記 す る 場
合 が あ る ） を 完 全 に コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ の 手 段 と し て は 、 本 発 明 の タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 一 部 分 を 有 す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ っ
て 増 幅 す る か 、 ま た は 適 当 な ベ ク タ ー に 組 み 込 ん だ Ｄ Ｎ Ａ を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 一 部 あ
る い は 全 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 も し く は 合 成 Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て 標 識 し た も の と の ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 選 別 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 方 法 は 、
例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ （ Molecular Cloning） ２ nd（ J. Sambrook et al.,
 Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989） に 記 載 の 方 法 な ど に 従 っ て 行 な う こ と が で き る
。 ま た 、 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用 説 明 書 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行
な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 の 変 換 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 公 知 の キ ッ ト 、 例 え ば 、 Mutan T M -super Express 
Km（ 宝 酒 造 （ 株 ） ） 、 Mutan T M -K（ 宝 酒 造 （ 株 ） ） 等 を 用 い て 、 ODA-LA PCR法 、 Gapped du
plex法 、 Kunkel法 等 の 自 体 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ ら に 準 じ る 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ク ロ ー ン 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 目 的 に よ り そ の ま ま 、 ま た は 所 望 に
よ り 制 限 酵 素 で 消 化 し た り 、 リ ン カ ー を 付 加 し た り し て 使 用 す る こ と が で き る 。 該 Ｄ Ｎ Ａ
は そ の ５ ’ 末 端 側 に 翻 訳 開 始 コ ド ン と し て の Ａ Ｔ Ｇ を 有 し 、 ま た ３ ’ 末 端 側 に は 翻 訳 終 止
コ ド ン と し て の Ｔ Ａ Ａ 、 Ｔ Ｇ Ａ ま た は Ｔ Ａ Ｇ を 有 し て い て も よ い 。 こ れ ら の 翻 訳 開 始 コ ド
ン や 翻 訳 終 止 コ ド ン は 、 適 当 な 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ア ダ プ タ ー を 用 い て 付 加 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 （ イ ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ か ら 目 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 切 り 出 し 、 （ ロ ） 該 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ
ー 中 の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
  ベ ク タ ー と し て は 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 、 ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ ， ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ５ ， ｐ Ｕ
Ｃ １ ２ ， ｐ Ｕ Ｃ １ ３ ） 、 枯 草 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド （ 例 、 ｐ Ｕ Ｂ １ １ ０ ， ｐ Ｔ Ｐ ５ ， ｐ Ｃ １
９ ４ ） 、 酵 母 由 来 プ ラ ス ミ ド （ 例 、 ｐ Ｓ Ｈ １ ９ ， ｐ Ｓ Ｈ １ ５ ） 、 λ フ ァ ー ジ な ど の バ ク テ
リ オ フ ァ ー ジ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ， ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス ， バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス な ど の 動 物 ウ イ ル ス な ど の 他 、 ｐ Ａ １ － １ １ 、 ｐ Ｘ Ｔ １ 、 ｐ Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ 、 ｐ Ｒ ｃ ／ Ｒ
Ｓ Ｖ 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｉ ／ Ｎ ｅ ｏ な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
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  本 発 明 で 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 遺 伝 子 の 発 現 に 用 い る 宿 主 に 対 応 し て 適 切
な プ ロ モ ー タ ー で あ れ ば い か な る も の で も よ い 。 例 え ば 、 動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 用 い る 場
合 は 、 Ｓ Ｒ α プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ
ー タ ー 、 Ｈ Ｓ Ｖ -Ｔ Ｋ プ ロ モ ー タ ー な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
  こ れ ら の う ち 、 Ｃ Ｍ Ｖ （ サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス ） プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｒ α プ ロ モ ー タ ー な
ど を 用 い る の が 好 ま し い 。 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 で あ る 場 合 は 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、
ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 、 ｒ ｅ ｃ Ａ プ ロ モ ー タ ー 、 λ Ｐ Ｌ プ ロ モ ー タ ー 、 ｌ ｐ ｐ プ ロ モ ー タ ー
、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー な ど が 、 宿 主 が バ チ ル ス 属 菌 で あ る 場 合 は 、 Ｓ Ｐ Ｏ １ プ ロ モ ー タ ー 、
Ｓ Ｐ Ｏ ２ プ ロ モ ー タ ー 、 ｐ ｅ ｎ Ｐ プ ロ モ ー タ ー な ど 、 宿 主 が 酵 母 で あ る 場 合 は 、 Ｐ Ｈ Ｏ ５
プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ Ｇ Ｋ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｇ Ａ Ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 Ａ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー な ど が 好
ま し い 。 宿 主 が 昆 虫 細 胞 で あ る 場 合 は 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ １ ０ プ ロ モ ー タ ー
な ど が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
  発 現 ベ ク タ ー に は 、 以 上 の 他 に 、 所 望 に よ り エ ン ハ ン サ ー 、 ス プ ラ イ シ ン グ シ グ ナ ル 、
ポ リ Ａ 付 加 シ グ ナ ル 、 選 択 マ ー カ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ 複 製 オ リ ジ ン （ 以 下 、 Ｓ Ｖ ４ ０ ｏ ｒ ｉ と 略
称 す る 場 合 が あ る ） な ど を 含 有 し て い る も の を 用 い る こ と が で き る 。 選 択 マ ー カ ー と し て
は 、 例 え ば 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ 以 下 、 ｄ ｈ ｆ ｒ と 略 称 す る 場 合 が あ る ） 遺 伝 子 〔 メ
ソ ト レ キ セ ー ト （ Ｍ Ｔ Ｘ ） 耐 性 〕 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 （ 以 下 、 Ａ ｍ ｐ ｒ と 略 称 す る
場 合 が あ る ） 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 （ 以 下 、 Ｎ ｅ ｏ ｒ と 略 称 す る 場 合 が あ る 、 Ｇ ４ １
８ 耐 性 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 ｄ ｈ ｆ ｒ 遺 伝 子 欠 損 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細 胞 を 用 い
て ｄ ｈ ｆ ｒ 遺 伝 子 を 選 択 マ ー カ ー と し て 使 用 す る 場 合 、 目 的 遺 伝 子 を チ ミ ジ ン を 含 ま な い
培 地 に よ っ て も 選 択 で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ま た 、 必 要 に 応 じ て 、 宿 主 に 合 っ た シ グ ナ ル 配 列 を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の Ｎ 端 末 側 に
付 加 す る 。 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 で あ る 場 合 は 、 PhoＡ ・ シ グ ナ ル 配 列 、 OmpＡ ・ シ グ ナ
ル 配 列 な ど が 、 宿 主 が バ チ ル ス 属 菌 で あ る 場 合 は 、 α － ア ミ ラ ー ゼ ・ シ グ ナ ル 配 列 、 サ ブ
チ リ シ ン ・ シ グ ナ ル 配 列 な ど が 、 宿 主 が 酵 母 で あ る 場 合 は 、 Ｍ Ｆ α ・ シ グ ナ ル 配 列 、 Ｓ Ｕ
Ｃ ２ ・ シ グ ナ ル 配 列 な ど 、 宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る 場 合 に は 、 イ ン シ ュ リ ン ・ シ グ ナ ル 配 列
、 α － イ ン タ ー フ ェ ロ ン ・ シ グ ナ ル 配 列 、 抗 体 分 子 ・ シ グ ナ ル 配 列 な ど が そ れ ぞ れ 利 用 で
き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ の よ う に し て 構 築 さ れ た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ベ ク タ ー
を 用 い て 、 形 質 転 換 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
  宿 主 と し て は 、 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 、 バ チ ル ス 属 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 昆 虫 、 動
物 細 胞 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 の 具 体 例 と し て は 、 例 え ば 、 エ シ ェ リ ヒ ア ・ コ リ （ Escherichia coli
） Ｋ １ ２ ・ Ｄ Ｈ １ 〔 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ
エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA） ， ６ ０ 巻 ， １ ６ ０
(１ ９ ６ ８ )〕 ， Ｊ Ｍ １ ０ ３ 〔 ヌ ク イ レ ッ ク ・ ア シ ッ ズ ・ リ サ ー チ （ Nucleic Acids Resear
ch） ， ９ 巻 ， ３ ０ ９ (１ ９ ８ １ )〕 ， Ｊ Ａ ２ ２ １ 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ
オ ロ ジ ー （ Journal of Molecular Biology） ， １ ２ ０ 巻 ， ５ １ ７ (１ ９ ７ ８ )〕 ， Ｈ Ｂ １ ０
１ 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー ， ４ １ 巻 ， ４ ５ ９ (１ ９ ６ ９ )〕 ， Ｃ
６ ０ ０ 〔 ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス （ Genetics） ， ３ ９ 巻 ， ４ ４ ０ (１ ９ ５ ４ )〕 な ど が 用 い ら れ る
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 バ チ ル ス 属 菌 と し て は 、 例 え ば 、 バ チ ル ス ・ サ ブ チ ル ス （ Bacillus subtilis） Ｍ Ｉ １
１ ４ 〔 ジ ー ン ， ２ ４ 巻 ， ２ ５ ５ (１ ９ ８ ３ )〕 ， ２ ０ ７ － ２ １ 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ バ イ オ
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ケ ミ ス ト リ ー （ Journal of Biochemistry） ， ９ ５ 巻 ， ８ ７ (１ ９ ８ ４ )〕 な ど が 用 い ら れ
る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 酵 母 と し て は 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae）
Ａ Ｈ ２ ２ ， Ａ Ｈ ２ ２ Ｒ － ， Ｎ Ａ ８ ７ － １ １ Ａ ， Ｄ Ｋ Ｄ － ５ Ｄ ， ２ ０ Ｂ － １ ２ 、 シ ゾ サ ッ カ
ロ マ イ セ ス 　 ポ ン ベ （ Schizosaccharomyces pombe） Ｎ Ｃ Ｙ Ｃ １ ９ １ ３ ， Ｎ Ｃ Ｙ Ｃ ２ ０ ３
６ 、 ピ キ ア 　 パ ス ト リ ス （ Pichia pastoris） Ｋ Ｍ ７ １ な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
  昆 虫 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス が Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ の 場 合 は 、 夜 盗 蛾 の 幼 虫 由 来 株 化 細
胞 （ Spodoptera frugiperda cell； Ｓ ｆ 細 胞 ） 、 Trichoplusia niの 中 腸 由 来 の Ｍ Ｇ １ 細
胞 、 Trichoplusia niの 卵 由 来 の High Five T M 細 胞 、 Mamestra brassicae由 来 の 細 胞 ま た は
Estigmena acrea由 来 の 細 胞 な ど が 用 い ら れ る 。 ウ イ ル ス が Ｂ ｍ Ｎ Ｐ Ｖ の 場 合 は 、 蚕 由 来
株 化 細 胞 （ Bombyx mori N 細 胞 ； Ｂ ｍ Ｎ 細 胞 ） な ど が 用 い ら れ る 。 該 Ｓ ｆ 細 胞 と し て は 、
例 え ば 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 （ ATCC CRL1711） 、 Ｓ ｆ ２ １ 細 胞 （ 以 上 、 Vaughn, J.L.ら 、 イ ン ・ ヴ
ィ ボ （ In Vivo） ,13, 213-217,(1977)） な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 昆 虫 と し て は 、 例 え ば 、 カ イ コ の 幼 虫 な ど が 用 い ら れ る 〔 前 田 ら 、 ネ イ チ ャ ー （ Nature
） ， ３ １ ５ 巻 ， ５ ９ ２ (１ ９ ８ ５ )〕 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 動 物 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 サ ル 細 胞 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ ， Ｖ ｅ ｒ ｏ ， チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー
細 胞 Ｃ Ｈ Ｏ （ 以 下 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 と 略 記 ） ， ｄ ｈ ｆ ｒ 遺 伝 子 欠 損 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 細
胞 Ｃ Ｈ Ｏ （ 以 下 、 Ｃ Ｈ Ｏ （ ｄ ｈ ｆ ｒ － ） 細 胞 と 略 記 ） ， マ ウ ス Ｌ 細 胞 ， マ ウ ス Ａ ｔ Ｔ － ２
０ ， マ ウ ス ミ エ ロ ー マ 細 胞 ， マ ウ ス Ａ Ｔ Ｄ Ｃ ５ 細 胞 ， ラ ッ ト Ｇ Ｈ ３ ， ヒ ト Ｆ Ｌ 細 胞 な ど が
用 い ら れ る 。 さ ら に 、 ヒ ト 癌 細 胞 由 来 細 胞 株 （ Ｄ Ｌ Ｄ － １ 細 胞 、 Ｈ Ｃ Ｔ － １ ５ 細 胞 、 Ｓ Ｗ
－ ４ ８ ０ 細 胞 、 Ｌ ｏ Ｖ ｏ 細 胞 、 Ｈ Ｃ Ｔ － １ １ ６ 細 胞 、 Ｗ ｉ Ｄ ｒ 細 胞 、 Ｈ Ｔ － ２ ９ 細 胞 、 Ｌ
Ｓ － １ ７ ４ Ｔ 細 胞 、 Ｓ Ｎ Ｕ － Ｃ １ 細 胞 、 Ｓ Ｎ Ｕ － Ｃ ４ 細 胞 、 Ｓ Ｎ Ｕ － Ｃ ２ Ａ 細 胞 、 Ｃ Ｘ －
１ 細 胞 、 Ｇ Ｉ － １ １ ２ 細 胞 、 Ｈ Ｌ － ６ ０ 細 胞 、 Ｒ ａ ｊ ｉ 細 胞 、 Ｇ ３ ６ １ 細 胞 、 Ｓ ３ 細 胞 ）
な ど も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ
ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン ジ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. Natl. Acad
. Sci. USA） ， ６ ９ 巻 ， ２ １ １ ０ (１ ９ ７ ２ )や ジ ー ン （ Gene） ， １ ７ 巻 ， １ ０ ７ (１ ９ ８
２ )な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
  バ チ ル ス 属 菌 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ア ン ド ・ ジ ェ ネ ラ ル ・ ジ ェ
ネ テ ィ ッ ク ス （ Molecular ＆  General Genetics） ， １ ６ ８ 巻 ， １ １ １ (１ ９ ７ ９ )な ど に
記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 酵 母 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 メ ソ ッ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー （ Methods in E
nzymology） ， １ ９ ４ 巻 ， １ ８ ２ － １ ８ ７ （ １ ９ ９ １ ） 、 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・
ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. Natl
. Acad. Sci. USA） ， ７ ５ 巻 ， １ ９ ２ ９ (１ ９ ７ ８ ） な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 昆 虫 細 胞 ま た は 昆 虫 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 バ イ オ ／ テ ク ノ ロ ジ ー （ Bio/Techno
logy） ,6, 47-55(1988)な ど に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る に は 、 例 え ば 、 細 胞 工 学 別 冊 ８ 　 新 細 胞 工 学 実 験 プ ロ ト コ ー ル
． ２ ６ ３ － ２ ６ ７ （ １ ９ ９ ５ ） （ 秀 潤 社 発 行 ） 、 ヴ ィ ロ ロ ジ ー （ Virology） ， ５ ２ 巻 ， ４
５ ６ (１ ９ ７ ３ )に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ の よ う に し て 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ
れ た 形 質 転 換 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 、 バ チ ル ス 属 菌 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 養 に 使 用 さ
れ る 培 地 と し て は 液 体 培 地 が 適 当 で あ り 、 そ の 中 に は 該 形 質 転 換 体 の 生 育 に 必 要 な 炭 素 源
、 窒 素 源 、 無 機 物 そ の 他 が 含 有 せ し め ら れ る 。 炭 素 源 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 デ
キ ス ト リ ン 、 可 溶 性 澱 粉 、 シ ョ 糖 な ど 、 窒 素 源 と し て は 、 例 え ば 、 ア ン モ ニ ウ ム 塩 類 、 硝
酸 塩 類 、 コ ー ン ス チ ー プ ・ リ カ ー 、 ペ プ ト ン 、 カ ゼ イ ン 、 肉 エ キ ス 、 大 豆 粕 、 バ レ イ シ ョ
抽 出 液 な ど の 無 機 ま た は 有 機 物 質 、 無 機 物 と し て は 、 例 え ば 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸 二
水 素 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 酵 母 エ キ ス 、 ビ タ ミ ン 類 、
生 長 促 進 因 子 な ど を 添 加 し て も よ い 。 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ５ ～ ８ が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
  エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 を 培 養 す る 際 の 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 カ ザ ミ ノ 酸 を 含
む Ｍ ９ 培 地 〔 ミ ラ ー （ Miller） ， ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ エ ク ス ペ リ メ ン ツ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ
ラ ー ・ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス （ Journal of Experiments in Molecular Genetics） ， ４ ３ １ －
４ ３ ３ ， Cold Spring Harbor Laboratory, New York １ ９ ７ ２ 〕 が 好 ま し い 。 こ こ に 必 要
に よ り プ ロ モ ー タ ー を 効 率 よ く 働 か せ る た め に 、 例 え ば 、 ３ β － イ ン ド リ ル ア ク リ ル 酸 の
よ う な 薬 剤 を 加 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 宿 主 が エ シ ェ リ ヒ ア 属 菌 の 場 合 、 培 養 は 通 常 約 １ ５ ～ ４ ３ ℃ で 約 ３ ～ ２ ４ 時 間 行 な い 、
必 要 に よ り 、 通 気 や 撹 拌 を 加 え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 宿 主 が バ チ ル ス 属 菌 の 場 合 、 培 養 は 通 常 約 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ で 約 ６ ～ ２ ４ 時 間 行 な い 、 必 要
に よ り 通 気 や 撹 拌 を 加 え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 宿 主 が 酵 母 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 バ ー ク ホ ー ル ダ ー
（ Burkholder） 最 小 培 地 〔 Bostian, K. L. ら 、 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ
ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA） ， ７ ７ 巻 ， ４ ５ ０ ５ (１ ９ ８ ０ )〕 や ０ .５ ％ カ ザ ミ ノ 酸 を 含 有 す る Ｓ Ｄ 培 地 〔 B
itter, G. A. ら 、 プ ロ シ ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ
エ ン シ イ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. Natl. Acad. Sci. USA） ， ８ １ 巻 ， ５ ３ ３
０ （ １ ９ ８ ４ ） 〕 が 挙 げ ら れ る 。 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ５ ～ ８ に 調 整 す る の が 好 ま し い 。 培 養 は
通 常 約 ２ ０ ℃ ～ ３ ５ ℃ で 約 ２ ４ ～ ７ ２ 時 間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て 通 気 や 撹 拌 を 加 え る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 宿 主 が 昆 虫 細 胞 ま た は 昆 虫 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し て は 、 Grace's In
sect Medium（ Grace, T.C.C.,ネ イ チ ャ ー （ Nature） ,195,788(1962)） に 非 動 化 し た １ ０
％ ウ シ 血 清 等 の 添 加 物 を 適 宜 加 え た も の な ど が 用 い ら れ る 。 培 地 の ｐ Ｈ は 約 ６ ． ２ ～ ６ ．
４ に 調 整 す る の が 好 ま し い 。 培 養 は 通 常 約 ２ ７ ℃ で 約 ３ ～ ５ 日 間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て 通
気 や 撹 拌 を 加 え る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
  宿 主 が 動 物 細 胞 で あ る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 際 、 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 約 ５ ～ ２ ０ ％
の 胎 児 牛 血 清 を 含 む Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 〔 サ イ エ ン ス （ Science） ， １ ２ ２ 巻 ， ５ ０ １ (１ ９ ５ ２ )
〕 ， Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 〔 ヴ ィ ロ ロ ジ ー （ Virology） ， ８ 巻 ， ３ ９ ６ (１ ９ ５ ９ )〕 ， Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  
１ ６ ４ ０ 培 地 〔 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ ザ ・ ア メ リ カ ン ・ メ デ ィ カ ル ・ ア ソ シ エ ー シ ョ ン （ Th
e Journal of the American Medical Association） １ ９ ９ 巻 ， ５ １ ９ (１ ９ ６ ７ )〕 ， １
９ ９ 培 地 〔 プ ロ シ ー ジ ン グ ・ オ ブ ・ ザ ・ ソ サ イ エ テ ィ ・ フ ォ ー ・ ザ ・ バ イ オ ロ ジ カ ル ・ メ
デ ィ ス ン （ Proceeding of the Society for the Biological Medicine） ， ７ ３ 巻 ， １ (１
９ ５ ０ )〕 な ど が 用 い ら れ る 。 ｐ Ｈ は 約 ６ ～ ８ で あ る の が 好 ま し い 。 培 養 は 通 常 約 ３ ０ ℃
～ ４ ０ ℃ で 約 １ ５ ～ ６ ０ 時 間 行 な い 、 必 要 に 応 じ て 通 気 や 撹 拌 を 加 え る 。
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【 ０ ０ ９ ５ 】
　 以 上 の よ う に し て 、 形 質 転 換 体 の 細 胞 内 、 細 胞 膜 ま た は 細 胞 外 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を
生 成 せ し め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
  上 記 培 養 物 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 分 離 精 製 す る に は 、 例 え ば 、 下 記 の 方 法 に よ り 行
な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 培 養 菌 体 あ る い は 細 胞 か ら 抽 出 す る に 際 し て は 、 培 養 後 、 公 知 の
方 法 で 菌 体 あ る い は 細 胞 を 集 め 、 こ れ を 適 当 な 緩 衝 液 に 懸 濁 し 、 超 音 波 、 リ ゾ チ ー ム お よ
び ／ ま た は 凍 結 融 解 な ど に よ っ て 菌 体 あ る い は 細 胞 を 破 壊 し た の ち 、 遠 心 分 離 や ろ 過 に よ
り タ ン パ ク 質 の 粗 抽 出 液 を 得 る 方 法 な ど が 適 宜 用 い ら れ る 。 緩 衝 液 の 中 に 尿 素 や 塩 酸 グ ア
ニ ジ ン な ど の 蛋 白 質 変 性 剤 や 、 ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ Ｔ Ｍ な ど の 界 面 活 性 剤 が 含 ま れ て い て
も よ い 。 培 養 液 中 に タ ン パ ク 質 が 分 泌 さ れ る 場 合 に は 、 培 養 終 了 後 、 そ れ 自 体 公 知 の 方 法
で 菌 体 あ る い は 細 胞 と 上 清 と を 分 離 し 、 上 清 を 集 め る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 培 養 上 清 、 あ る い は 抽 出 液 中 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 の 精 製 は 、
自 体 公 知 の 分 離 ・ 精 製 法 を 適 切 に 組 み 合 わ せ て 行 な う こ と が で き る 。 こ れ ら の 公 知 の 分 離
、 精 製 法 と し て は 、 塩 析 や 溶 媒 沈 澱 法 な ど の 溶 解 度 を 利 用 す る 方 法 、 透 析 法 、 限 外 ろ 過 法
、 ゲ ル ろ 過 法 、 お よ び Ｓ Ｄ Ｓ － ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 法 な ど の 主 と し て 分 子 量
の 差 を 利 用 す る 方 法 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 荷 電 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 ア
フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 特 異 的 親 和 性 を 利 用 す る 方 法 、 逆 相 高 速 液 体 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の 疎 水 性 の 差 を 利 用 す る 方 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 法 な ど の 等 電 点 の 差 を
利 用 す る 方 法 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
  か く し て 得 ら れ る タ ン パ ク 質 が 遊 離 体 で 得 ら れ た 場 合 に は 、 自 体 公 知 の 方 法 あ る い は そ
れ に 準 じ る 方 法 に よ っ て 塩 に 変 換 す る こ と が で き 、 逆 に 塩 で 得 ら れ た 場 合 に は 自 体 公 知 の
方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に よ り 、 遊 離 体 ま た は 他 の 塩 に 変 換 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 な お 、 組 換 え 体 が 産 生 す る タ ン パ ク 質 を 、 精 製 前 ま た は 精 製 後 に 適 当 な 蛋 白 修 飾 酵 素 を
作 用 さ せ る こ と に よ り 、 任 意 に 修 飾 を 加 え た り 、 ポ リ ペ プ チ ド を 部 分 的 に 除 去 す る こ と も
で き る 。 蛋 白 修 飾 酵 素 と し て は 、 例 え ば 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 ア ル ギ ニ ル エ ン
ド ペ プ チ ダ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ コ シ ダ ー ゼ な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 か く し て 生 成 す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 特 異 抗 体 を 用 い た エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア
ッ セ イ や ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ な ど に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 に 対 す る 抗 体 は 、 本
発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 を 認 識 し 得 る 抗 体 で あ れ
ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 何 れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 （ 以 下 、 抗 体 の 説 明
に お い て は 、 こ れ ら を 単 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 略 記 す る 場 合 が あ る ） に 対 す る 抗 体 は 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 用 い 、 自 体 公 知 の 抗 体 ま た は 抗 血 清 の 製 造 法 に 従 っ て 製
造 す る こ と が で き る 。
〔 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 〕
（ ａ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 の 作 製
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 温 血 動 物 に 対 し て 投 与 に よ り 抗 体 産 生 が 可 能 な 部 位 に そ れ 自 体
あ る い は 担 体 、 希 釈 剤 と と も に 投 与 さ れ る 。 投 与 に 際 し て 抗 体 産 生 能 を 高 め る た め 、 完 全
フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト や 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 し て も よ い 。 投 与 は 通 常
２ ～ ６ 週 毎 に １ 回 ず つ 、 計 ２ ～ １ ０ 回 程 度 行 わ れ る 。 用 い ら れ る 温 血 動 物 と し て は 、 例 え
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ば 、 サ ル 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 モ ル モ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ が 挙 げ
ら れ る が 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト が 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 細 胞 の 作 製 に 際 し て は 、 抗 原 で 免 疫 さ れ た 温 血 動 物 、 例 え ば マ
ウ ス か ら 抗 体 価 の 認 め ら れ た 個 体 を 選 択 し 最 終 免 疫 の ２ ～ ５ 日 後 に 脾 臓 ま た は リ ン パ 節 を
採 取 し 、 そ れ ら に 含 ま れ る 抗 体 産 生 細 胞 を 同 種 ま た は 異 種 動 物 の 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ る
こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ を 調 製 す る こ と が で き る 。 抗 血 清 中
の 抗 体 価 の 測 定 は 、 例 え ば 、 後 記 の 標 識 化 タ ン パ ク 質 と 抗 血 清 と を 反 応 さ せ た の ち 、 抗 体
に 結 合 し た 標 識 剤 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。 融 合 操 作 は 既 知 の 方
法 、 例 え ば 、 ケ ー ラ ー と ミ ル ス タ イ ン の 方 法 〔 ネ イ チ ャ ー （ Nature)、 256、 495 (1975)〕
に 従 い 実 施 す る こ と が で き る 。 融 合 促 進 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （
Ｐ Ｅ Ｇ ） や セ ン ダ イ ウ ィ ル ス な ど が 挙 げ ら れ る が 、 好 ま し く は Ｐ Ｅ Ｇ が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
  骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 Ｎ Ｓ － １ 、 Ｐ ３ Ｕ １ 、 Ｓ Ｐ ２ ／ ０ 、 Ａ Ｐ － １ な ど の 温 血
動 物 の 骨 髄 腫 細 胞 が 挙 げ ら れ る が 、 Ｐ ３ Ｕ １ が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 用 い ら れ る 抗 体 産 生
細 胞 （ 脾 臓 細 胞 ） 数 と 骨 髄 腫 細 胞 数 と の 好 ま し い 比 率 は １ ： １ ～ ２ ０ ： １ 程 度 で あ り 、 Ｐ
Ｅ Ｇ （ 好 ま し く は Ｐ Ｅ Ｇ １ ０ ０ ０ ～ Ｐ Ｅ Ｇ ６ ０ ０ ０ ） が １ ０ ～ ８ ０ ％ 程 度 の 濃 度 で 添 加 さ
れ 、 ２ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は ３ ０ ～ ３ ７ ℃ で １ ～ １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
り 効 率 よ く 細 胞 融 合 を 実 施 で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ に は 種 々 の 方 法 が 使 用 で き る
が 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 抗 原 を 直 接 あ る い は 担 体 と と も に 吸 着 さ せ た 固 相 （ 例 、 マ イ ク ロ
プ レ ー ト ） に ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し 、 次 に 放 射 性 物 質 や 酵 素 な ど で 標 識 し た 抗
免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 （ 細 胞 融 合 に 用 い ら れ る 細 胞 が マ ウ ス の 場 合 、 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 抗 体 が 用 い ら れ る ） ま た は プ ロ テ イ ン Ａ を 加 え 、 固 相 に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
検 出 す る 方 法 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 ま た は プ ロ テ イ ン Ａ を 吸 着 さ せ た 固 相 に ハ イ ブ リ ド
ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し 、 放 射 性 物 質 や 酵 素 な ど で 標 識 し た タ ン パ ク 質 を 加 え 、 固 相 に 結 合
し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 検 出 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 選 別 は 、 自 体 公 知 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に 従 っ て 行 な う こ と
が で き る 。 通 常 Ｈ Ａ Ｔ （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン ） を 添 加 し た 動 物 細
胞 用 培 地 で 行 な う こ と が で き る 。 選 別 お よ び 育 種 用 培 地 と し て は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ が 生 育
で き る も の な ら ば ど の よ う な 培 地 を 用 い て も 良 い 。 例 え ば 、 １ ～ ２ ０ ％ 、 好 ま し く は １ ０
～ ２ ０ ％ の 牛 胎 児 血 清 を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ  １ ６ ４ ０ 培 地 、 １ ～ １ ０ ％ の 牛 胎 児 血 清 を 含 む Ｇ
Ｉ Ｔ 培 地 （ 和 光 純 薬 工 業 （ 株 ） ） あ る い は ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 用 無 血 清 培 地 （ Ｓ Ｆ Ｍ － １
０ １ 、 日 水 製 薬 （ 株 ） ） な ど を 用 い る こ と が で き る 。 培 養 温 度 は 、 通 常 ２ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 好
ま し く は 約 ３ ７ ℃ で あ る 。 培 養 時 間 は 、 通 常 ５ 日 ～ ３ 週 間 、 好 ま し く は １ 週 間 ～ ２ 週 間 で
あ る 。 培 養 は 、 通 常 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 下 で 行 な う こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 の 抗
体 価 は 、 上 記 の 抗 血 清 中 の 抗 体 価 の 測 定 と 同 様 に し て 測 定 で き る 。
（ ｂ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 精 製 は 、 自 体 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 離 精
製 法 〔 例 、 塩 析 法 、 ア ル コ ー ル 沈 殿 法 、 等 電 点 沈 殿 法 、 電 気 泳 動 法 、 イ オ ン 交 換 体 （ 例 、
Ｄ Ｅ Ａ Ｅ ） に よ る 吸 脱 着 法 、 超 遠 心 法 、 ゲ ル ろ 過 法 、 抗 原 結 合 固 相 あ る い は プ ロ テ イ ン Ａ
あ る い は プ ロ テ イ ン Ｇ な ど の 活 性 吸 着 剤 に よ り 抗 体 の み を 採 取 し 、 結 合 を 解 離 さ せ て 抗 体
を 得 る 特 異 的 精 製 法 〕 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
〔 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 〕
　 本 発 明 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ れ 自 体 公 知 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に 従 っ て 製 造
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 免 疫 抗 原 （ タ ン パ ク 質 抗 原 ） 自 体 、 あ る い は そ れ と キ ャ リ ア
ー 蛋 白 質 と の 複 合 体 を つ く り 、 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 法 と 同 様 に 温 血 動 物 に 免
疫 を 行 な い 、 該 免 疫 動 物 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 含 有 物 を 採 取 し て 、 抗 体 の
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分 離 精 製 を 行 な う こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 温 血 動 物 を 免 疫 す る た め に 用 い ら れ る 免 疫 抗 原 と キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 と の 複 合 体 に 関 し 、
キ ャ リ ア ー 蛋 白 質 の 種 類 お よ び キ ャ リ ア ー と ハ プ テ ン と の 混 合 比 は 、 キ ャ リ ア ー に 架 橋 さ
せ て 免 疫 し た ハ プ テ ン に 対 し て 抗 体 が 効 率 良 く で き れ ば 、 ど の 様 な も の を ど の 様 な 比 率 で
架 橋 さ せ て も よ い が 、 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン や ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ヘ モ シ ア ニ
ン 等 を 重 量 比 で ハ プ テ ン １ に 対 し 、 約 ０ ． １ ～ ２ ０ 、 好 ま し く は 約 １ ～ ５ の 割 合 で カ プ ル
さ せ る 方 法 が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ま た 、 ハ プ テ ン と キ ャ リ ア ー の カ プ リ ン グ に は 、 種 々 の 縮 合 剤 を 用 い る こ と が で き る が
、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド や カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 マ レ イ ミ ド 活 性 エ ス テ ル 、 チ オ ー ル 基 、 ジ チ オ
ビ リ ジ ル 基 を 含 有 す る 活 性 エ ス テ ル 試 薬 等 が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 縮 合 生 成 物 は 、 温 血 動 物 に 対 し て 、 抗 体 産 生 が 可 能 な 部 位 に そ れ 自 体 あ る い は 担 体 、 希
釈 剤 と と も に 投 与 さ れ る 。 投 与 に 際 し て 抗 体 産 生 能 を 高 め る た め 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ
バ ン ト や 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 投 与 し て も よ い 。 投 与 は 、 通 常 約 ２ ～ ６ 週 毎 に
１ 回 ず つ 、 計 約 ３ ～ １ ０ 回 程 度 行 な わ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 の 方 法 で 免 疫 さ れ た 温 血 動 物 の 血 液 、 腹 水 な ど 、 好 ま し く
は 血 液 か ら 採 取 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 抗 血 清 中 の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 価 の 測 定 は 、 上 記 の 抗 血 清 中 の 抗 体 価 の 測 定 と 同 様 に し
て 測 定 で き る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 精 製 は 、 上 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 精 製
と 同 様 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 分 離 精 製 法 に 従 っ て 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
  本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 ま た は 部 分 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例
、 Ｄ Ｎ Ａ （ 以 下 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 説 明 に お い て は 、 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ を 本
発 明 の Ｄ Ｎ Ａ と 略 記 す る 場 合 が あ る ） ） の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 、 ま た は 実 質 的 に 相 補 的 な
塩 基 配 列 ま た は そ の 一 部 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ
Ａ の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 、 ま た は 実 質 的 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 ま た は そ の 一 部 を 有 し 、 該 Ｄ
Ｎ Ａ の 発 現 を 抑 制 し 得 る 作 用 を 有 す る も の で あ れ ば 、 い ず れ の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド で あ っ て も よ い が 、 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ が 好 ま し い 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 実 質 的 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 と は 、 例 え ば 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 相 補 的 な
塩 基 配 列 （ す な わ ち 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖 ） の 全 塩 基 配 列 あ る い は 部 分 塩 基 配 列 と 約
７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約
９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 塩 基 配 列 な ど が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 相 補 鎖
の 全 塩 基 配 列 う ち 、 （ イ ） 翻 訳 阻 害 を 指 向 し た ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 は 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 部 位 を コ ー ド す る 部 分 の 塩 基 配 列 （ 例 え ば 、 開 始 コ ド ン 付 近
の 塩 基 配 列 な ど ） の 相 補 鎖 と 約 ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約
９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド が 、 （ ロ ） Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｈ に よ る Ｒ Ｎ Ａ 分 解 を 指 向 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
場 合 は 、 イ ン ト ロ ン を 含 む 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 全 塩 基 配 列 の 相 補 鎖 と 約 ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し
く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性
を 有 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が そ れ ぞ れ 好 適 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ で 表 わ さ れ る 塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列
に 相 補 的 な 、 も し く は 実 質 的 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 、 ま た は そ の 一 部 分 を 有 す る ア ン チ セ ン
ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 例 え ば 、 配 列 番 号 ： ２ で 表 わ さ れ る 塩 基 配 列 を 含 有 す る
Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 に 相 補 な 塩 基 配 列 、 ま た は そ の 一 部 分 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ
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オ チ ド （ よ り 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ： ２ で 表 わ さ れ る 塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配
列 に 相 補 な 塩 基 配 列 の 一 部 分 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） な ど が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 通 常 、 １ ０ ～ ４ ０ 個 程 度 、 好 ま し く は １ ５ ～ ３ ０ 個 程
度 の 塩 基 か ら 構 成 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ヌ ク レ ア ー ゼ な ど の 加 水 分 解 酵 素 に よ る 分 解 を 防 ぐ た め に 、 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ を 構 成
す る 各 ヌ ク レ オ チ ド の り ん 酸 残 基 （ ホ ス フ ェ ー ト ） は 、 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 メ
チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ ネ ー ト な ど の 化 学 修 飾 り ん 酸 残 基 に 置 換 さ れ て い て も
よ い 。 ま た 、 各 ヌ ク レ オ チ ド の 糖 （ デ オ キ シ リ ボ ー ス ） は 、 ２ ’ － Ｏ － メ チ ル 化 な ど の 化
学 修 飾 糖 構 造 に 置 換 さ れ て い て も よ い し 、 塩 基 部 分 （ ピ リ ミ ジ ン 、 プ リ ン ） も 化 学 修 飾 を
受 け た も の で あ っ て も よ く 、 配 列 番 号 ： ２ で 表 わ さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る も の で あ れ ば い ず れ の も の で も よ い 。 こ れ ら の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 公 知 の Ｄ Ｎ Ａ 合 成 装 置 な ど を 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
  本 発 明 に 従 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 複 製 ま た は 発 現 を 阻 害 す る こ と の で き る
ア ン チ セ ン ス ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ク ロ ー ン 化 し た 、 あ る い は 決 定 さ れ た タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ き 設 計 し 、 合 成 し う る 。 か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
（ 核 酸 ） は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の Ｒ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 該 Ｒ
Ｎ Ａ の 合 成 ま た は 機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る か 、 あ る い は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 関 連 Ｒ Ｎ
Ａ と の 相 互 作 用 を 介 し て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 ・ 制 御 す る こ と が で き る
。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 関 連 Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 さ れ た 配 列 に 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び
本 発 明 の タ ン パ ク 質 関 連 Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 生 体 内 お よ び 生 体 外 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 ・ 制 御 す る の に 有
用 で あ り 、 ま た 病 気 な ど の 治 療 ま た は 診 断 に 有 用 で あ る 。 用 語 「 対 応 す る 」 と は 、 遺 伝 子
を 含 め た ヌ ク レ オ チ ド 、 塩 基 配 列 ま た は 核 酸 の 特 定 の 配 列 に 相 同 性 を 有 す る あ る い は 相 補
的 で あ る こ と を 意 味 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド 、 塩 基 配 列 ま た は 核 酸 と ペ プ チ ド （ 蛋 白 質 ） と の
間 で 「 対 応 す る 」 と は 、 ヌ ク レ オ チ ド （ 核 酸 ） の 配 列 ま た は そ の 相 補 体 か ら 誘 導 さ れ る 指
令 に あ る ペ プ チ ド （ 蛋 白 質 ） の ア ミ ノ 酸 を 通 常 指 し て い る 。 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の ５ ’ 端 ヘ
ア ピ ン ル ー プ 、 ５ ’ 端 ６ － ベ ー ス ペ ア ・ リ ピ ー ト 、 ５ ’ 端 非 翻 訳 領 域 、 ポ リ ペ プ チ ド 翻 訳
開 始 コ ド ン 、 蛋 白 質 コ ー ド 領 域 、 Ｏ Ｒ Ｆ 翻 訳 終 止 コ ド ン 、 ３ ’ 端 非 翻 訳 領 域 、 ３ ’ 端 パ リ
ン ド ロ ー ム 領 域 、 お よ び ３ ’ 端 ヘ ア ピ ン ル ー プ は 好 ま し い 対 象 領 域 と し て 選 択 し う る が 、
タ ン パ ク 質 遺 伝 子 内 の 如 何 な る 領 域 も 対 象 と し て 選 択 し う る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 目 的 核 酸 と 、 対 象 領 域 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と の 関 係 は 、 対 象 物 と 「 ア ン チ セ ン ス 」 で あ る と い う こ と が で き る 。 ア ン
チ セ ン ス ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ２ － デ オ キ シ － Ｄ － リ ボ ー ス を 含 有 し て い る ポ リ デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 Ｄ － リ ボ ー ス を 含 有 し て い る ポ リ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ リ ン ま た は
ピ リ ミ ジ ン 塩 基 の Ｎ － グ リ コ シ ド で あ る そ の 他 の タ イ プ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 あ る い は 非
ヌ ク レ オ チ ド 骨 格 を 有 す る そ の 他 の ポ リ マ ー （ 例 え ば 、 市 販 の 蛋 白 質 核 酸 お よ び 合 成 配 列
特 異 的 な 核 酸 ポ リ マ ー ） ま た は 特 殊 な 結 合 を 含 有 す る そ の 他 の ポ リ マ ー （ 但 し 、 該 ポ リ マ
ー は Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ 中 に 見 出 さ れ る よ う な 塩 基 の ペ ア リ ン グ や 塩 基 の 付 着 を 許 容 す る 配 置
を も つ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 そ れ ら は 、 ２ 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 、 １ 本 鎖 Ｄ
Ｎ Ａ 、 ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 １ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 さ ら に Ｄ Ｎ Ａ ： Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド で あ る こ と が で
き 、 さ ら に 非 修 飾 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ ま た は 非 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ） 、 さ ら に は 公 知
の 修 飾 の 付 加 さ れ た も の 、 例 え ば 当 該 分 野 で 知 ら れ た 標 識 の あ る も の 、 キ ャ ッ プ の 付 い た
も の 、 メ チ ル 化 さ れ た も の 、 １ 個 以 上 の 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド を 類 縁 物 で 置 換 し た も の 、 分
子 内 ヌ ク レ オ チ ド 修 飾 の さ れ た も の 、 例 え ば 非 荷 電 結 合 （ 例 え ば 、 メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、
ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 カ ル バ メ ー ト な ど ） を 持 つ も の 、 電 荷 を 有 す

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-15460 A 2005.1.20



る 結 合 ま た は 硫 黄 含 有 結 合 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト な ど ）
を 持 つ も の 、 例 え ば 蛋 白 質 （ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 ヌ ク レ ア ー ゼ ・ イ ン ヒ ビ タ ー 、 ト キ シ ン 、 抗
体 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 ポ リ － Ｌ － リ ジ ン な ど ） や 糖 （ 例 え ば 、 モ ノ サ ッ カ ラ イ ド な ど ）
な ど の 側 鎖 基 を 有 し て い る も の 、 イ ン タ ー カ レ ン ト 化 合 物 （ 例 え ば 、 ア ク リ ジ ン 、 ソ ラ レ
ン な ど ） を 持 つ も の 、 キ レ ー ト 化 合 物 （ 例 え ば 、 金 属 、 放 射 活 性 を も つ 金 属 、 ホ ウ 素 、 酸
化 性 の 金 属 な ど ） を 含 有 す る も の 、 ア ル キ ル 化 剤 を 含 有 す る も の 、 修 飾 さ れ た 結 合 を 持 つ
も の （ 例 え ば 、 α ア ノ マ ー 型 の 核 酸 な ど ） で あ っ て も よ い 。 こ こ で 「 ヌ ク レ オ シ ド 」 、 「
ヌ ク レ オ チ ド 」 お よ び 「 核 酸 」 と は 、 プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン 塩 基 を 含 有 す る の み で な く
、 修 飾 さ れ た そ の 他 の 複 素 環 型 塩 基 を も つ よ う な も の を 含 ん で い て 良 い 。 こ う し た 修 飾 物
は 、 メ チ ル 化 さ れ た プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン 、 ア シ ル 化 さ れ た プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン 、
あ る い は そ の 他 の 複 素 環 を 含 む も の で あ っ て よ い 。 修 飾 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド お よ び 修 飾 さ
れ た ヌ ク レ オ チ ド は ま た 糖 部 分 が 修 飾 さ れ て い て よ く 、 例 え ば 、 １ 個 以 上 の 水 酸 基 が ハ ロ
ゲ ン と か 、 脂 肪 族 基 な ど で 置 換 さ れ て い た り 、 あ る い は エ ー テ ル 、 ア ミ ン な ど の 官 能 基 に
変 換 さ れ て い て よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ・ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 あ る い は 修 飾 さ れ た 核
酸 （ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ ） で あ る 。 修 飾 さ れ た 核 酸 の 具 体 例 と し て は 核 酸 の 硫 黄 誘 導 体 や チ オ
ホ ス フ ェ ー ト 誘 導 体 、 そ し て ポ リ ヌ ク レ オ シ ド ア ミ ド や オ リ ゴ ヌ ク レ オ シ ド ア ミ ド の 分 解
に 抵 抗 性 の も の が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス
核 酸 は 次 の よ う な 方 針 で 好 ま し く 設 計 さ れ う る 。 す な わ ち 、 細 胞 内 で の ア ン チ セ ン ス 核 酸
を よ り 安 定 な も の に す る 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 細 胞 透 過 性 を よ り 高 め る 、 目 標 と す る セ ン
ス 鎖 に 対 す る 親 和 性 を よ り 大 き な も の に す る 、 そ し て も し 毒 性 が あ る な ら ア ン チ セ ン ス 核
酸 の 毒 性 を よ り 小 さ な も の に す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 こ う し た 修 飾 は 当 該 分 野 で 数 多 く 知 ら れ て お り 、 例 え ば  J. Kawakami et al., Pharm T
ech Japan, Vol. 8, pp.247, 1992; Vol. 8, pp.395, 1992; S. T. Crooke et al. ed., 
Antisense Research and Applications, CRC Press, 1993 な ど に 開 示 が あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は 、 変 化 せ し め ら れ た り 、 修 飾 さ れ た 糖 、 塩 基 、 結 合 を 含 有
し て い て 良 く 、 リ ポ ゾ ー ム 、 ミ ク ロ ス フ ェ ア の よ う な 特 殊 な 形 態 で 供 与 さ れ た り 、 遺 伝 子
治 療 に よ り 適 用 さ れ た り 、 付 加 さ れ た 形 態 で 与 え ら れ る こ と が で き う る 。 こ う し て 付 加 形
態 で 用 い ら れ る も の と し て は 、 リ ン 酸 基 骨 格 の 電 荷 を 中 和 す る よ う に 働 く ポ リ リ ジ ン の よ
う な ポ リ カ チ オ ン 体 、 細 胞 膜 と の 相 互 作 用 を 高 め た り 、 核 酸 の 取 込 み を 増 大 せ し め る よ う
な 脂 質 （ 例 え ば 、 ホ ス ホ リ ピ ド 、 コ レ ス テ ロ ー ル な ど ） と い っ た 疎 水 性 の も の が 挙 げ ら れ
る 。 付 加 す る に 好 ま し い 脂 質 と し て は 、 コ レ ス テ ロ ー ル や そ の 誘 導 体 （ 例 え ば 、 コ レ ス テ
リ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト 、 コ ー ル 酸 な ど ） が 挙 げ ら れ る 。 こ う し た も の は 、 核 酸 の ３ ’ 端 あ
る い は ５ ’ 端 に 付 着 さ せ る こ と が で き 、 塩 基 、 糖 、 分 子 内 ヌ ク レ オ シ ド 結 合 を 介 し て 付 着
さ せ る こ と が で き う る 。 そ の 他 の 基 と し て は 、 核 酸 の ３ ’ 端 あ る い は ５ ’ 端 に 特 異 的 に 配
置 さ れ た キ ャ ッ プ 用 の 基 で 、 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ な ど の ヌ ク レ ア ー ゼ に よ る
分 解 を 阻 止 す る た め の も の が 挙 げ ら れ る 。 こ う し た キ ャ ッ プ 用 の 基 と し て は 、 ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル 、 テ ト ラ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の グ リ コ ー ル を は じ め と し た 当 該 分 野 で 知
ら れ た 水 酸 基 の 保 護 基 が 挙 げ ら れ る が 、 そ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 阻 害 活 性 は 、 本 発 明 の 形 質 転 換 体 、 本 発 明 の 生 体 内 や 生 体 外 の 遺 伝
子 発 現 系 、 あ る い は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 体 内 や 生 体 外 の 翻 訳 系 を 用 い て 調 べ る こ と が
で き る 。 該 核 酸 そ れ 自 体 公 知 の 各 種 の 方 法 で 細 胞 に 適 用 で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 以 下 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 （ 以 下 、 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 と 略 記 す る 場 合 が あ る ） 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は 部 分 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 、 Ｄ Ｎ Ａ （ 以 下 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ と 略 記 す る 場 合 が あ る ） ） 、 本 発 明
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の タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 に 対 す る 抗 体 （ 以 下 、 本 発 明 の 抗 体 と 略
記 す る 場 合 が あ る ） 、 お よ び 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 以 下 、 本
発 明 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 略 記 す る 場 合 が あ る ） の 用 途 を 説 明 す る 。
（ １ ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 関 与 す る 各 種 疾 病 の 予 防 ・ 治 療 剤
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 Na + ／ グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー と し て グ ル コ ー ス の 能 動 輸
送 活 性 を 有 し 、 小 腸 に お い て は 、 グ ル コ ー ス 取 り 込 み に 寄 与 し て い る 。
本 明 細 書 に お い て 、 「 小 腸 」 と は 広 義 の 小 腸 （ 即 ち 、 十 二 指 腸 を 含 む ） を 示 し て も よ い が
、 好 ま し く は 狭 義 の 小 腸 （ 即 ち 、 十 二 指 腸 を 含 ま な い ） を 示 す 。 ま た 、 グ ル コ ー ス の 取 り
込 み は 、 単 糖 類 （ 例 え ば 、 グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 ソ ル ボ ー ス 、 ガ ラ ク
ト ー ス 、 リ ボ ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 キ シ ロ ー ス な ど ） の 取 り 込 み に 読 み 替 え て も よ い が 、
好 ま し く は グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 示 す 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 や 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、 小 腸 に お
い て 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 食 後 過 血 糖 の 改 善 な ど に 有 効 で あ り 、 例 え ば 、 糖 尿 病 、 肥 満
症 、 高 脂 血 症 、 代 謝 症 候 群 な ど の 疾 患 の 治 療 ・ 予 防 剤 な ど の 医 薬 と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 や 該 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 の 発 現 量 を 、 小 腸 に お い
て 亢 進 さ せ る こ と に よ り 、 グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 な ど 低 血 糖 治 療 薬 、 胃 腸 薬 な ど の 医 薬
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 小 腸 に お い て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 減 少 あ る い は 欠 損 し て い る た め に 、 グ ル コ
ー ス の 小 腸 へ の 取 り 込 み が 十 分 に 、 あ る い は 正 常 に 発 揮 さ れ な い 患 者 が い る 場 合 に 、 （ イ
） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 該 患 者 に 投 与 し 、 生 体 内 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と に よ
っ て 、 （ ロ ） 細 胞 に 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 し 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 後 に 、 該
細 胞 を 患 者 に 移 植 す る こ と に よ っ て 、 ま た は （ ハ ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 該 患 者 に 投 与 す
る こ と な ど に よ っ て 、 該 患 者 に お け る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 役 割 を 十 分 に 、 あ る い は 正 常
に 発 揮 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 ま た 、 例 え ば 、 小 腸 に お い て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 が 亢 進 し て い る た め に 、 グ ル コ
ー ス の 小 腸 へ の 取 り 込 み が 亢 進 さ れ 、 食 後 過 血 糖 の 症 状 を 呈 し て い る 患 者 が い る 場 合 に 、
（ イ ） 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ を 該 患 者 に 投 与 す る こ と に よ っ て 、 （ ロ ） 本 発 明 の 抗
体 を 産 生 す る 細 胞 を 患 者 に 移 植 す る こ と に よ っ て 、 ま た は （ ハ ） 本 発 明 の 抗 体 を 該 患 者 に
投 与 す る こ と に よ っ て 、 該 患 者 に お け る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 役 割 を 抑 制 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ （ ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ も 含 む ） を 上 記 の 予 防 ・ 治 療 剤 と し て 使 用 す る 場
合 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 単 独 あ る い は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
、 ア デ ノ ウ イ ル ス ア ソ シ エ ー テ ッ ド ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 し た 後
、 常 套 手 段 に 従 っ て 、 ヒ ト ま た は そ の 他 の 温 血 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｄ
Ｎ Ａ は 、 そ の ま ま で 、 あ る い は 摂 取 促 進 の た め の 補 助 剤 な ど の 生 理 学 的 に 認 め ら れ る 担 体
と と も に 製 剤 化 し 、 遺 伝 子 銃 や ハ イ ド ロ ゲ ル カ テ ー テ ル の よ う な カ テ ー テ ル に よ っ て 投 与
で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 上 記 の 予 防 ・ 治 療 剤 と し て 使 用 す る 場 合 は 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、
好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ９ ８ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ９ ％ 以 上 に 精 製
さ れ た も の を 使 用 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 必 要 に 応 じ て 糖 衣 を 施 し た 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ
シ ル 剤 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 剤 な ど と し て 経 口 的 に 、 あ る い は 水 も し く は そ れ 以 外 の 薬 学 的
に 許 容 し 得 る 液 と の 無 菌 性 溶 液 、 ま た は 懸 濁 液 剤 な ど の 注 射 剤 の 形 で 非 経 口 的 に 使 用 で き
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 等 を 生 理 学 的 に 認 め ら れ る 担 体 、 香 味 剤 、 賦 形 剤 、 ベ ヒ
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ク ル 、 防 腐 剤 、 安 定 剤 、 結 合 剤 な ど と と も に 一 般 に 認 め ら れ た 製 剤 実 施 に 要 求 さ れ る 単 位
用 量 形 態 で 混 和 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 こ れ ら 製 剤 に お け る 有 効 成 分 量
は 指 示 さ れ た 範 囲 の 適 当 な 用 量 が 得 ら れ る よ う に す る も の で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 な ど に 混 和 す る こ と が で き る 添 加 剤 と し て は 、 例 え ば 、 ゼ ラ チ ン 、 コ
ー ン ス タ ー チ 、 ト ラ ガ ン ト 、 ア ラ ビ ア ゴ ム の よ う な 結 合 剤 、 結 晶 性 セ ル ロ ー ス の よ う な 賦
形 剤 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ゼ ラ チ ン 、 ア ル ギ ン 酸 な ど の よ う な 膨 化 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ
シ ウ ム の よ う な 潤 滑 剤 、 シ ョ 糖 、 乳 糖 ま た は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 剤 、 ペ パ ー ミ ン ト 、
ア カ モ ノ 油 ま た は チ ェ リ ー の よ う な 香 味 剤 な ど が 用 い ら れ る 。 調 剤 単 位 形 態 が カ プ セ ル で
あ る 場 合 に は 、 前 記 タ イ プ の 材 料 に さ ら に 油 脂 の よ う な 液 状 担 体 を 含 有 す る こ と が で き る
。 注 射 の た め の 無 菌 組 成 物 は 注 射 用 水 の よ う な ベ ヒ ク ル 中 の 活 性 物 質 、 胡 麻 油 、 椰 子 油 な
ど の よ う な 天 然 産 出 植 物 油 な ど を 溶 解 ま た は 懸 濁 さ せ る な ど の 通 常 の 製 剤 実 施 に 従 っ て 処
方 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
  注 射 用 の 水 性 液 と し て は 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 や そ の 他 の 補 助 薬 を 含 む 等 張
液 （ 例 え ば 、 Ｄ － ソ ル ビ ト ー ル 、 Ｄ － マ ン ニ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど ） な ど が 挙 げ ら
れ 、 適 当 な 溶 解 補 助 剤 、 例 え ば 、 ア ル コ ー ル （ 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル な ど ） 、 ポ リ ア ル コ ー
ル （ 例 え ば 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 非 イ オ ン 性 界 面 活
性 剤 （ 例 え ば 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト ８ ０ Ｔ Ｍ 、 Ｈ Ｃ Ｏ － ５ ０ な ど ） な ど と 併 用 し て も よ い 。 油
性 液 と し て は 、 例 え ば 、 ゴ マ 油 、 大 豆 油 な ど が 挙 げ ら れ 、 溶 解 補 助 剤 と し て 安 息 香 酸 ベ ン
ジ ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル な ど と 併 用 し て も よ い 。 ま た 、 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 塩 緩 衝
液 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 な ど ） 、 無 痛 化 剤 （ 例 え ば 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 塩 酸 プ ロ
カ イ ン な ど ） 、 安 定 剤 （ 例 え ば 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、
保 存 剤 （ 例 え ば 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル な ど ） 、 酸 化 防 止 剤 な ど と 配 合 し て も
よ い 。 調 製 さ れ た 注 射 液 は 、 通 常 、 適 当 な ア ン プ ル に 充 填 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー も 上 記 と 同 様 に 製 剤 化 さ れ 、 通 常 、 非 経 口 的 に 使
用 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 製 剤 は 、 安 全 で 低 毒 性 で あ る の で 、 例 え ば 、 温 血 動 物 （ 例 え ば
、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ト リ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ネ コ
、 イ ヌ 、 サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー な ど ） に 対 し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 投 与 量 は 、 対 象 疾 患 、 投 与 対 象 、 投 与 ル ー ト な ど に よ り 差 異 は あ
る が 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 の 目 的 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 等 を 経 口 投 与 す る 場
合 、 一 般 的 に 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） に お い て は 、 一 日 に つ き 該 タ ン パ ク 質 を 約 ０ ．
１ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 １ ． ０ ～ ５ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ． ０ ～ ２ ０ ｍ ｇ 投
与 す る 。 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 は 、 該 タ ン パ ク 質 等 の １ 回 投 与 量 は 投 与 対 象 、 対 象 疾 患
な ど に よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 の 目 的 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質
等 を 注 射 剤 の 形 で 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） に 投 与 す る 場 合 、 一 日 に つ き 該 タ ン パ ク 質
等 を 約 ０ ． ０ １ ～ ３ ０ ｍ ｇ 程 度 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～ ２ ０ ｍ ｇ 程 度 、 よ り 好 ま し く は 約
０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ 程 度 を 患 部 に 注 射 す る こ と に よ り 投 与 す る の が 好 都 合 で あ る 。 他 の 動 物
の 場 合 も 、 体 重 ６ ０ ｋ ｇ 当 た り に 換 算 し た 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 一 ま た は 実 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有
す る タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 ヒ ト SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク と 表 記 す る こ と が あ る ） は ヒ ト の 小 腸
、 膵 臓 、 肝 臓 に お い て 組 織 特 異 的 に 高 発 現 す る の で 、 例 え ば 糖 尿 病 な ど の 疾 患 マ ー カ ー と
し て 利 用 す る こ と が 出 来 る 。 す な わ ち 、 糖 尿 病 に お け る 早 期 診 断 、 症 状 の 重 症 度 の 判 定 、
疾 患 進 行 の 予 測 の た め の マ ー カ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
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　 小 腸 に お い て ヒ ト SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 も し く は そ の 塩 を 含
有 す る 医 薬 は 、 例 え ば 小 腸 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み を 阻 害 し 、 血 糖 値 を 減 少 で き る の で 、
例 え ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 な ど と し て 有 用 で あ り 、 ま た 、 例 え ば 、 糖 尿 病 、 肥 満 症 、 高 脂
血 症 、 代 謝 症 候 群 な ど の 治 療 ・ 予 防 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 一 方 、 小 腸 に お い て ヒ ト SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 も し く は そ の
塩 を 含 有 す る 医 薬 は 、 例 え ば 小 腸 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み を 促 進 で き る の で 、 例 え ば 、 グ
ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 な ど と し て 有 用 で あ り 、 ま た 、 例 え ば 、 低 血 糖 治 療 薬 、 胃 腸 薬 と し
て 使 用 す る こ と が で き る 。
（ ２ ） 疾 病 に 対 す る 医 薬 候 補 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ
  本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 （ 促 進 ま た は 阻 害 、 好 ま し く は 阻 害 ） す る 化 合 物 も し
く は そ の 塩 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 （ 促 進 ま た は 阻 害 、 好 ま し く は 阻
害 ） す る 化 合 物 も し く は そ の 塩 は 、 例 え ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 ま た は グ ル コ ー ス の 吸 収 促
進 剤 な ど と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 食 後 過 血 糖 改 善 剤 な ど で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 （ 促 進 ま た は 阻
害 、 好 ま し く は 阻 害 ） す る 化 合 物 も し く は そ の 塩 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 の 発 現 を
調 節 （ 促 進 ま た は 阻 害 、 好 ま し く は 阻 害 ） す る 化 合 物 も し く は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ の
た め の 試 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
  す な わ ち 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質
の 活 性 を 調 節 （ 促 進 ま た は 阻 害 、 好 ま し く は 阻 害 ） す る 化 合 物 、 あ る い は 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 （ 促 進 ま た は 阻 害 、 好 ま し く は 阻 害 ） す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 よ り 具 体 的 に は 、 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て は 、 例 え ば 、 (1
)試 験 化 合 物 存 在 下 と (2)試 験 化 合 物 非 存 在 下 の 場 合 に お け る 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 遺 伝
子 発 現 量 を 測 定 し て 、 比 較 す る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
  上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て は 、 例 え ば 、 (1)と (2)の 場 合 に お け る 、 小 腸 へ の グ ル
コ ー ス 取 り 込 み 作 用 と 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 量 を 測 定 し て 、 比 較 す る こ と を 特
徴 と す る も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、
（ １ ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 （ 例 え ば
、 グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 な ど ） を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 （ 以 下 、 そ
れ ぞ れ 促 進 剤 、 阻 害 剤 と 略 記 す る 場 合 が あ る ） の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 し 、 よ り 具 体
的 に は 、 例 え ば 、
（ ２ ） （ ｉ ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 の 糖 取 り 込 み 活 性 と （ ii）
本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 と 試 験 化 合 物 の 混 合 物 の 糖 取 り 込 み 活 性
の 比 較 を 行 な う こ と を 特 徴 と す る 促 進 剤 ま た は 阻 害 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 具 体 的 に は 、 前 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て は 、 例 え ば 、 （ ｉ ） と （ ii） の 場 合 に お
い て 、 糖 取 り 込 み 活 性 を 3 H標 識 し た グ ル コ ー ス ま た は 2-deoxy-glucoseな ど の グ ル コ ー ス
類 縁 体 の 細 胞 内 へ の 蓄 積 を 放 射 活 性 で 測 定 し 、 グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 の 指 標 と し て 比
較 す る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て は 、 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 に 、 グ ル
コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 阻 害 剤 （ 例 、 フ ロ リ ジ ン ） な ど を ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使
用 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は
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　 (i)本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 に 、 3 H標 識 し た グ ル コ ー ス ま た は
グ ル コ ー ス 類 縁 体 を 取 り 込 ま せ る と 同 時 も し く は 取 り 込 ま せ る 前 に 、 グ ル コ ー ス の 能 動 輸
送 活 性 阻 害 剤 を 添 加 し た 場 合 と 、 (ii) 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細 胞
に 、 3 H標 識 し た グ ル コ ー ス ま た は グ ル コ ー ス 類 縁 体 を 取 り 込 ま せ る と 同 時 も し く は 取 り 込
ま せ る 前 に 、 グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 賦 活 化 剤 ま た は 阻 害 剤 、 お よ び 試 験 化 合 物 を 添 加
し た 場 合 と を 比 較 し 、 そ の 取 り 込 み 量 の 変 化 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 促 進 剤 ま た は 阻
害 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 Cloning an
d functional expression of an SGLT-1-like protein from the Xenopus laevis intest
ine (Am. J. Phisiol. : G1251-G1259, 1999)に 記 載 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法
に 従 っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 例 え ば 、 前 記 （ ii） の 場 合 に お け る グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 を 、 前 記 （ ｉ ） の 場 合 に
比 べ て 、 約 ２ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ３ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ５ ０ ％ 以 上 促 進 す る 試
験 化 合 物 を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 促 進 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 と し て 選 択 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ま た 、 例 え ば 、 前 記 （ ii） の 場 合 に お け る グ ル コ ー ス の 能 動 輸 送 活 性 を 、 前 記 （ ｉ ） の
場 合 に 比 べ て 、 約 ２ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ３ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ５ ０ ％ 以 上 阻 害
（ ま た は 抑 制 ） す る 試 験 化 合 物 を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の
塩 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 SGLTホ モ ロ グ 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 下 流 に 分 泌 型 ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど の 遺 伝 子 を 挿 入 し 、 前 記 の 各 種 細 胞 に 発 現 さ せ 、 該 細
胞 に 前 記 試 験 化 合 物 を 接 触 さ せ た 場 合 に お け る 酵 素 活 性 を 賦 活 化 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 ま
た は そ の 塩 を 探 索 す る こ と に よ っ て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 （ SGLTホ モ ロ グ ） の 発 現 を 促 進 ま
た は 抑 制 （ す な わ ち 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 ） す る 化 合 物 ま た は そ
の 塩 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
  更 に 遺 伝 子 産 物 に よ っ て 発 現 が 制 御 さ れ る と 考 え う る 遺 伝 子 な ど の プ ロ モ ー タ ー を 用 い
た レ ポ ー タ ー ・ ジ ー ン ・ ア ッ セ イ に お い て そ の 活 性 の 調 節 を 特 徴 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 法
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
  試 験 化 合 物 と し て は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 生 体 由 来 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 （
糖 質 、 脂 質 な ど ） 、 合 成 化 合 物 、 微 生 物 培 養 物 、 細 胞 抽 出 液 、 植 物 抽 出 液 、 動 物 組 織 抽 出
液 な ど が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら 化 合 物 は 新 規 化 合 物 で あ っ て も よ い し 、 公 知 の 化 合 物 で あ っ て
も よ い 。
【 ０ １ ５ ２ 】
  上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 実 施 す る に は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す
る 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し た 培 地 を 用 い て 培 養 す る 。 培 地 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の
遺 伝 子 発 現 に 影 響 を 与 え な い も の で あ れ ば い ず れ で も よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
  本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 前 述 し た 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 （ 形 質 転 換 体 ）
が 用 い ら れ る 。 宿 主 と し て は 、 例 え ば 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 な
ど の 動 物 細 胞 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 該 ス ク リ ー ニ ン グ に は 、 例 え ば 、 前 述 の 方 法 で 培 養
す る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 細 胞 に 発 現 さ せ た 形 質 転 換 体 が 好 ま し く 用 い ら
れ る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 し 得 る 細 胞 の 培 養 方 法 は 、 前 記 し た 本 発 明 の 形 質 変 換 体
の 培 養 法 と 同 様 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 と し て は
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、 上 述 の 形 質 転 換 体 の み な ら ず 、 SGLTホ モ ロ グ を 産 生 す る 能 力 を 有 す る ヒ ト ま た は 温 血 動
物 の 小 腸 上 皮 細 胞 な ど を 用 い て も よ い 。 ま た 、 こ の 時 の 細 胞 は 単 離 さ れ た 細 胞 で あ っ て も
よ く 、 あ る い は 、 該 細 胞 を 含 有 す る 組 織 、 器 官 な ど の 形 態 で 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 試 験 化 合 物 と し て は 、 例 え ば ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合 成 化 合 物
、 発 酵 生 産 物 、 細 胞 抽 出 液 、 植 物 抽 出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
  本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 促 進 す る 活 性 を 有 す る 化 合 物 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 作
用 を 増 強 す る た め の 安 全 で 低 毒 性 な 医 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る 活 性 を 有 す る 化 合 物 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生
理 活 性 を 抑 制 す る た め の 安 全 で 低 毒 性 な 医 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト を 用 い て 得 ら れ る 化 合 物 ま
た は そ の 塩 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合 成 化 合 物 、 発 酵
生 産 物 、 細 胞 抽 出 液 、 植 物 抽 出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 、 血 漿 な ど か ら 選 ば れ た 化 合 物 で あ る
。 該 化 合 物 の 塩 と し て は 、 前 記 し た 本 発 明 の ペ プ チ ド の 塩 と 同 様 の も の が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 も 、 小 腸 に お い て 発 現 が 多 く 見 ら れ る
の で 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 も 、
例 え ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 ま た は グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
好 ま し く は 食 後 過 血 糖 改 善 剤 な ど で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 、 Ｄ Ｎ Ａ ） は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 試 薬 と し て
有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 と し て は 、 （ iii） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細
胞 を 培 養 し た 場 合 と 、 （ iv） 試 験 化 合 物 の 存 在 下 、 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 を 産 生
す る 能 力 を 有 す る 細 胞 を 培 養 し た 場 合 と の 比 較 を 行 う こ と を 特 徴 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
  上 記 方 法 に お い て 、 （ iii） と （ iv） の 場 合 に お け る 、 前 記 遺 伝 子 の 発 現 量 （ 具 体 的 に
は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 量 ま た は 前 記 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 ） を 測 定 し て 、
比 較 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 試 験 化 合 物 お よ び 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 と し て は 、 上 記 と 同
様 の も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 量 の 測 定 は 、 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 抗 体 を 用
い て 、 細 胞 抽 出 液 中 な ど に 存 在 す る 前 記 タ ン パ ク 質 を 、 ウ ェ ス タ ン 解 析 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 な
ど の 方 法 ま た は そ れ に 準 じ る 方 法 に 従 い 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
  本 発 明 の 遺 伝 子 発 現 量 は 、 自 体 公 知 の 方 法 、 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ や Revers
e transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR)や TaqMan polymerase chain react
ionな ど の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に し た が っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
  例 え ば 、 上 記 (iv)の 場 合 に お け る 遺 伝 子 発 現 量 を 、 上 記 (iii)の 場 合 に 比 べ て 、 約 20%以
上 、 好 ま し く は 30%以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 50%以 上 阻 害 す る あ る い は 増 強 す る 試 験 化 合 物
を 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 阻 害 す る あ る い は 増 強 す る 化 合 物 と し て 選 択 す る こ と が で
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き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
  本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト は 、 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ
チ ド ま た は そ の 塩 、 ま た は 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 も し く は 部 分 ペ プ チ ド を 産 生 す
る 能 力 を 有 す る 細 胞 を 含 有 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト を 用 い て 得 ら れ る 化 合 物 ま
た は そ の 塩 は 、 上 記 し た 試 験 化 合 物 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合
物 、 合 成 化 合 物 、 発 酵 生 産 物 、 細 胞 抽 出 液 、 植 物 抽 出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 、 血 漿 な ど か ら
選 ば れ た 化 合 物 ま た は そ の 塩 で あ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 あ る い は 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 の 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 該 化 合 物 の 塩 と し て は 、 前 記 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 塩 と 同 様 の も の が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 、 お よ び 本 発 明 の タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 は そ れ ぞ れ 、 例 え ば 、 食 後 過 血
糖 改 善 剤 ま た は グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 な ど と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 用 キ ッ ト を 用 い て 得 ら れ る 化 合 物 ま
た は そ の 塩 を 上 述 の 治 療 ・ 予 防 剤 と し て 使 用 す る 場 合 、 常 套 手 段 に 従 っ て 製 剤 化 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
  例 え ば 、 経 口 投 与 の た め の 組 成 物 と し て は 、 固 体 ま た は 液 体 の 剤 形 、 具 体 的 に は 錠 剤 （
糖 衣 錠 、 フ ィ ル ム コ ー テ ィ ン グ 錠 を 含 む ） 、 丸 剤 、 顆 粒 剤 、 散 剤 、 カ プ セ ル 剤 （ ソ フ ト カ
プ セ ル 剤 を 含 む ） 、 シ ロ ッ プ 剤 、 乳 剤 、 懸 濁 剤 な ど が あ げ ら れ る 。 か か る 組 成 物 は 自 体 公
知 の 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ 、 製 剤 分 野 に お い て 通 常 用 い ら れ る 担 体 、 希 釈 剤 も し く は 賦 形
剤 を 含 有 す る も の で あ る 。 例 え ば 、 錠 剤 用 の 担 体 、 賦 形 剤 と し て は 、 乳 糖 、 で ん ぷ ん 、 蔗
糖 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 非 経 口 投 与 の た め の 組 成 物 と し て は 、 例 え ば 、 注 射 剤 、 坐 剤 な ど が 用 い ら れ 、 注 射 剤 は
静 脈 注 射 剤 、 皮 下 注 射 剤 、 皮 内 注 射 剤 、 筋 肉 注 射 剤 、 点 滴 注 射 剤 、 関 節 内 注 射 剤 な ど の 剤
形 を 包 含 す る 。 か か る 注 射 剤 は 、 自 体 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 例 え ば 、 上 記 化 合 物 ま た は そ
の 塩 を 通 常 注 射 剤 に 用 い ら れ る 無 菌 の 水 性 も し く は 油 性 液 に 溶 解 、 懸 濁 ま た は 乳 化 す る こ
と に よ っ て 調 製 す る 。 注 射 用 の 水 性 液 と し て は 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 や そ の 他
の 補 助 薬 を 含 む 等 張 液 な ど が 用 い ら れ 、 適 当 な 溶 解 補 助 剤 、 例 え ば 、 ア ル コ ー ル （ 例 、 エ
タ ノ ー ル ） 、 ポ リ ア ル コ ー ル （ 例 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） 、
非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 〔 例 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト ８ ０ 、 Ｈ Ｃ Ｏ － ５ ０ （ polyoxyethylene（ ５ ０ m
ol） adduct of hydrogenated　 castor oil） 〕 な ど と 併 用 し て も よ い 。 油 性 液 と し て は 、
例 え ば 、 ゴ マ 油 、 大 豆 油 な ど が 用 い ら れ 、 溶 解 補 助 剤 と し て 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル 、 ベ ン ジ ル
ア ル コ ー ル な ど を 併 用 し て も よ い 。 調 製 さ れ た 注 射 液 は 、 通 常 、 適 当 な ア ン プ ル に 充 填 さ
れ る 。 直 腸 投 与 に 用 い ら れ る 坐 剤 は 、 上 記 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 通 常 の 坐 薬 用 基 剤 に 混 合
す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 上 記 の 経 口 用 ま た は 非 経 口 用 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 の 投 与 量 に 適 合 す る よ う な 投 薬 単
位 の 剤 形 に 調 製 さ れ る こ と が 好 都 合 で あ る 。 か か る 投 薬 単 位 の 剤 形 と し て は 、 錠 剤 、 丸 剤
、 カ プ セ ル 剤 、 注 射 剤 （ ア ン プ ル ） 、 坐 剤 な ど が 例 示 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 投 薬 単 位 剤 形 当 た
り 通 常 ５ ～ ５ ０ ０ ｍ ｇ 、 と り わ け 注 射 剤 で は ５ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 そ の 他 の 剤 形 で は １ ０ ～ ２
５ ０ ｍ ｇ の 上 記 化 合 物 が 含 有 さ れ て い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 な お 前 記 し た 各 組 成 物 は 、 上 記 化 合 物 と の 配 合 に よ り 好 ま し く な い 相 互 作 用 を 生 じ な い
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限 り 他 の 活 性 成 分 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
  こ の よ う に し て 得 ら れ る 製 剤 は 安 全 で 低 毒 性 で あ る の で 、 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 温 血 動 物
（ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ト リ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 サ
ル 、 チ ン パ ン ジ ー な ど ） に 対 し て 経 口 的 に ま た は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 該 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 投 与 量 は 、 そ の 作 用 、 対 象 疾 患 、 投 与 対 象 、 投 与 ル ー ト な ど に
よ り 差 異 は あ る が 、 例 え ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 の 目 的 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節
す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 経 口 投 与 す る 場 合 、 一 般 的 に 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） に お
い て は 、 一 日 に つ き 該 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 約 ０ .１ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 １ ． ０
～ ５ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ． ０ ～ ２ ０ ｍ ｇ 投 与 す る 。 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 は 、
該 化 合 物 ま た は そ の 塩 の １ 回 投 与 量 は 投 与 対 象 、 対 象 疾 患 な ど に よ っ て も 異 な る が 、 例 え
ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 の 目 的 で 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩
を 注 射 剤 の 形 で 通 常 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） に 投 与 す る 場 合 、 一 日 に つ き 該 化 合 物 ま
た は そ の 塩 を 約 ０ ． ０ １ ～ ３ ０ ｍ ｇ 程 度 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～ ２ ０ ｍ ｇ 程 度 、 よ り 好 ま
し く は 約 ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ 程 度 を 小 腸 に 注 射 に よ り 投 与 す る の が 好 都 合 で あ る 。 他 の 動 物
の 場 合 も 、 体 重 ６ ０ ｋ ｇ 当 た り に 換 算 し た 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。
（ ２ ａ ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 そ の 部 分 ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 の 定 量
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 （ 以 下 、 本 発 明 の 抗 体 と 略 記 す る 場 合 が あ る ） は 、 本
発 明 の タ ン パ ク 質 を 特 異 的 に 認 識 す る こ と が で き る の で 、 被 検 液 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質
の 定 量 、 特 に サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法 に よ る 定 量 な ど に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、
（ ｉ ） 本 発 明 の 抗 体 と 、 被 検 液 お よ び 標 識 化 さ れ た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と を 競 合 的 に 反 応
さ せ 、 該 抗 体 に 結 合 し た 標 識 化 さ れ た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 割 合 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と
す る 被 検 液 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 定 量 法 、 お よ び
（ ii） 被 検 液 と 担 体 上 に 不 溶 化 し た 本 発 明 の 抗 体 お よ び 標 識 化 さ れ た 本 発 明 の 別 の 抗 体 と
を 同 時 あ る い は 連 続 的 に 反 応 さ せ た の ち 、 不 溶 化 担 体 上 の 標 識 剤 の 活 性 を 測 定 す る こ と を
特 徴 と す る 被 検 液 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 定 量 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 上 記 （ ii） の 定 量 法 に お い て は 、 一 方 の 抗 体 が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の Ｎ 端 部 を 認 識 す る
抗 体 で 、 他 方 の 抗 体 が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 部 に 反 応 す る 抗 体 で あ る こ と が 望 ま し
い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 以 下 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 と 称 す る 場 合 が あ る ） を 用 い て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 定 量 を 行 な え る ほ か 、 組 織 染
色 等 に よ る 検 出 を 行 な う こ と も で き る 。 こ れ ら の 目 的 に は 、 抗 体 分 子 そ の も の を 用 い て も
よ く 、 ま た 、 抗 体 分 子 の Ｆ (ａ ｂ ')２  、 Ｆ ａ ｂ '、 あ る い は Ｆ ａ ｂ 画 分 を 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 定 量 法 は 、 特 に 制 限 さ れ る べ き も の で は な
く 、 被 測 定 液 中 の 抗 原 量 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 量 ） に 対 応 し た 抗 体 、 抗 原 も し く は 抗 体 －
抗 原 複 合 体 の 量 を 化 学 的 ま た は 物 理 的 手 段 に よ り 検 出 し 、 こ れ を 既 知 量 の 抗 原 を 含 む 標 準
液 を 用 い て 作 製 し た 標 準 曲 線 よ り 算 出 す る 測 定 法 で あ れ ば 、 い ず れ の 測 定 法 を 用 い て も よ
い 。 例 え ば 、 ネ フ ロ メ ト リ ー 、 競 合 法 、 イ ム ノ メ ト リ ッ ク 法 お よ び サ ン ド イ ッ チ 法 が 好 適
に 用 い ら れ る が 、 感 度 、 特 異 性 の 点 で 、 後 述 す る サ ン ド イ ッ チ 法 を 用 い る の が 特 に 好 ま し
い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 標 識 物 質 を 用 い る 測 定 法 に 用 い ら れ る 標 識 剤 と し て は 、 例 え ば 、 放 射 性 同 位 元 素 、 酵 素
、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 な ど が 用 い ら れ る 。 放 射 性 同 位 元 素 と し て は 、 例 え ば 、 〔 １ ２ ５ Ｉ
〕 、 〔 １ ３ １ Ｉ 〕 、 〔 ３ Ｈ 〕 、 〔 １ ４ Ｃ 〕 な ど が 用 い ら れ る 。 上 記 酵 素 と し て は 、 安 定 で
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比 活 性 の 大 き な も の が 好 ま し く 、 例 え ば 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 脱 水 素 酵 素 な ど が 用 い ら れ る 。
蛍 光 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 フ ル オ レ ス カ ミ ン 、 フ ル オ レ ッ セ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト な ど
が 用 い ら れ る 。 発 光 物 質 と し て は 、 例 え ば 、 ル ミ ノ ー ル 、 ル ミ ノ ー ル 誘 導 体 、 ル シ フ ェ リ
ン 、 ル シ ゲ ニ ン な ど が 用 い ら れ る 。 さ ら に 、 抗 体 あ る い は 抗 原 と 標 識 剤 と の 結 合 に ビ オ チ
ン － ア ビ ジ ン 系 を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 抗 原 あ る い は 抗 体 の 不 溶 化 に 当 っ て は 、 物 理 吸 着 を 用 い て も よ く 、 ま た 通 常 タ ン パ ク 質
あ る い は 酵 素 等 を 不 溶 化 、 固 定 化 す る の に 用 い ら れ る 化 学 結 合 を 用 い る 方 法 で も よ い 。 担
体 と し て は 、 ア ガ ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 セ ル ロ ー ス な ど の 不 溶 性 多 糖 類 、 ポ リ ス チ レ ン
、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 シ リ コ ン 等 の 合 成 樹 脂 、 あ る い は ガ ラ ス 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 サ ン ド イ ッ チ 法 に お い て は 不 溶 化 し た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 被 検 液 を 反 応 さ せ
（ １ 次 反 応 ） 、 さ ら に 標 識 化 し た 別 の 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 反 応 さ せ （ ２ 次 反 応
） た の ち 、 不 溶 化 担 体 上 の 標 識 剤 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 被 検 液 中 の 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 量 を 定 量 す る こ と が で き る 。 １ 次 反 応 と ２ 次 反 応 は 逆 の 順 序 に 行 っ て も 、 ま た 、 同 時
に 行 な っ て も よ い し 時 間 を ず ら し て 行 な っ て も よ い 。 標 識 化 剤 お よ び 不 溶 化 の 方 法 は 前 記
の そ れ ら に 準 じ る こ と が で き る 。 ま た 、 サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る 免 疫 測 定 法 に お い て 、 固 相
用 抗 体 あ る い は 標 識 用 抗 体 に 用 い ら れ る 抗 体 は 必 ず し も １ 種 類 で あ る 必 要 は な く 、 測 定 感
度 を 向 上 さ せ る 等 の 目 的 で ２ 種 類 以 上 の 抗 体 の 混 合 物 を 用 い て も よ い 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 の サ ン ド イ ッ チ 法 に よ る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 測 定 法 に お い て は 、 １ 次 反 応 と ２
次 反 応 に 用 い ら れ る 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 結 合 す る 部 位
が 相 異 な る 抗 体 が 好 ま し く 用 い ら れ る 。 す な わ ち 、 １ 次 反 応 お よ び ２ 次 反 応 に 用 い ら れ る
抗 体 は 、 例 え ば 、 ２ 次 反 応 で 用 い ら れ る 抗 体 が 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の Ｃ 端 部 を 認 識 す る
場 合 、 １ 次 反 応 で 用 い ら れ る 抗 体 は 、 好 ま し く は Ｃ 端 部 以 外 、 例 え ば Ｎ 端 部 を 認 識 す る 抗
体 が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を サ ン ド イ ッ チ 法 以 外 の 測 定 シ ス テ ム 、 例 え ば 、 競 合 法 、
イ ム ノ メ ト リ ッ ク 法 あ る い は ネ フ ロ メ ト リ ー な ど に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 競 合 法 で は 、 被 検 液 中 の 抗 原 と 標 識 抗 原 と を 抗 体 に 対 し て 競 合 的 に 反 応 さ せ た の ち 、 未
反 応 の 標 識 抗 原 (Ｆ ） と 、 抗 体 と 結 合 し た 標 識 抗 原 （ Ｂ ） と を 分 離 し （ Ｂ ／ Ｆ 分 離 ） 、 Ｂ
， Ｆ い ず れ か の 標 識 量 を 測 定 し 、 被 検 液 中 の 抗 原 量 を 定 量 す る 。 本 反 応 法 に は 、 抗 体 と し
て 可 溶 性 抗 体 を 用 い 、 Ｂ ／ Ｆ 分 離 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 前 記 抗 体 に 対 す る 第 ２ 抗 体
な ど を 用 い る 液 相 法 、 お よ び 、 第 １ 抗 体 と し て 固 相 化 抗 体 を 用 い る か 、 あ る い は 、 第 １ 抗
体 は 可 溶 性 の も の を 用 い 第 ２ 抗 体 と し て 固 相 化 抗 体 を 用 い る 固 相 化 法 と が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
  イ ム ノ メ ト リ ッ ク 法 で は 、 被 検 液 中 の 抗 原 と 固 相 化 抗 原 と を 一 定 量 の 標 識 化 抗 体 に 対 し
て 競 合 反 応 さ せ た 後 固 相 と 液 相 を 分 離 す る か 、 あ る い は 、 被 検 液 中 の 抗 原 と 過 剰 量 の 標 識
化 抗 体 と を 反 応 さ せ 、 次 に 固 相 化 抗 原 を 加 え 未 反 応 の 標 識 化 抗 体 を 固 相 に 結 合 さ せ た の ち
、 固 相 と 液 相 を 分 離 す る 。 次 に 、 い ず れ か の 相 の 標 識 量 を 測 定 し 被 検 液 中 の 抗 原 量 を 定 量
す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
  ま た 、 ネ フ ロ メ ト リ ー で は 、 ゲ ル 内 あ る い は 溶 液 中 で 抗 原 抗 体 反 応 の 結 果 生 じ た 不 溶 性
の 沈 降 物 の 量 を 測 定 す る 。 被 検 液 中 の 抗 原 量 が 僅 か で あ り 、 少 量 の 沈 降 物 し か 得 ら れ な い
場 合 に も レ ー ザ ー の 散 乱 を 利 用 す る レ ー ザ ー ネ フ ロ メ ト リ ー な ど が 好 適 に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
  こ れ ら 個 々 の 免 疫 学 的 測 定 法 を 本 発 明 の 定 量 方 法 に 適 用 す る に あ た っ て は 、 特 別 の 条 件
、 操 作 等 の 設 定 は 必 要 と さ れ な い 。 そ れ ぞ れ の 方 法 に お け る 通 常 の 条 件 、 操 作 法 に 当 業 者
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の 通 常 の 技 術 的 配 慮 を 加 え て 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 測 定 系 を 構 築 す れ ば よ い 。 こ れ ら の 一
般 的 な 技 術 手 段 の 詳 細 に つ い て は 、 総 説 、 成 書 な ど を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 例 え ば 、 入 江 　 寛 編 「 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 （ 講 談 社 、 昭 和 ４ ９ 年 発 行 ） 、 入 江 　 寛
編 「 続 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 」 （ 講 談 社 、 昭 和 ５ ４ 年 発 行 ） 、 石 川 栄 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測
定 法 」 （ 医 学 書 院 、 昭 和 ５ ３ 年 発 行 ） 、 石 川 栄 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 ２ 版 ） （ 医
学 書 院 、 昭 和 ５ ７ 年 発 行 ） 、 石 川 栄 治 ら 編 「 酵 素 免 疫 測 定 法 」 （ 第 ３ 版 ） （ 医 学 書 院 、 昭
和 ６ ２ 年 発 行 ） 、 「 Methods in ENZYMOLOGY」  Vol. 70(Immunochemical Techniques(Part
 A))、  同 書  Vol. 73(Immunochemical Techniques(Part B))、  同 書  Vol. 74(Immunochem
ical Techniques(Part C))、  同 書  Vol. 84(Immunochemical Techniques(Part D:Selecte
d Immunoassays))、  同 書  Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E:Monoclonal Anti
bodies and General Immunoassay Methods))、  同 書  Vol. 121(Immunochemical Techniqu
es(Part I:Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies))(以 上 、 ア カ デ ミ ッ ク プ
レ ス 社 発 行 )な ど を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 以 上 の よ う に し て 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 感 度 良
く 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 体 液 や 組 織 な ど の 被 検 体 中 に 存 在 す る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 検
出 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め に 使 用 す
る 抗 体 カ ラ ム の 作 製 、 精 製 時 の 各 分 画 中 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 検 出 、 被 検 細 胞 内 に お け
る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 挙 動 の 分 析 な ど の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
（ ３ ） 遺 伝 子 診 断 薬
  本 発 明 の DNAは 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と に よ り 、 ヒ ト ま た は 温 血 動 物 （
例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ト リ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 イ ヌ
、 ネ コ 、 サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー な ど ） に お け る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は 部 分 ペ プ チ ド を コ
ー ド す る DNAま た は mRNAの 異 常 （ 遺 伝 子 異 常 ） を 検 出 す る こ と が で き る の で 、 例 え ば 、 該 D
NAま た は mRNAの 損 傷 、 突 然 変 異 あ る い は 発 現 低 下 や 、 該 DNAま た は mRNAの 増 加 あ る い は 発
現 過 多 な ど の 遺 伝 子 診 断 薬 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
  本 発 明 の DNAを 用 い る 上 記 遺 伝 子 診 断 は 、 例 え ば 、 自 体 公 知 の ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン や PCR-SSCP法 （ ゲ ノ ミ ッ ク ス （ Genomics） ,第 ５ 巻 ,874～ 879頁 、 1989年 、 プ ロ シ
ー ジ ン グ ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ ズ ・ オ ブ ・ ユ ー エ ス
エ ー （ Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of Am
erica） ,第 86巻 ,2766～ 2770頁 、 1989年 ） な ど に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。
（ ４ ） ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 医 薬
　  本 発 明 の DNAに 相 補 的 に 結 合 し 、 該 DNAの 発 現 を 調 節 す る こ と が で き る ア ン チ セ ン ス ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 低 毒 性 で あ り 、 生 体 内 に お け る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は 本 発 明 の DNA
の 機 能 を 調 節 （ 好 ま し く は 抑 制 ） す る こ と が で き る の で 、 例 え ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 な ど
と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
  上 記 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 上 記 の 予 防 ・ 治 療 剤 と し て 使 用 す る 場 合 、 自 体 公
知 の 方 法 に し た が っ て 製 剤 化 し 、 投 与 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 該 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 場 合 、 該 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 単 独 あ る い は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ア
ソ シ エ イ テ ッ ド ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 し た 後 、 常 套 手 段 に し た が
っ て 、 ヒ ト ま た は 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ネ コ 、 イ ヌ
、 サ ル な ど ） に 対 し て 経 口 的 ま た は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と が で き る 。 該 ア ン チ セ ン ス ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は そ の ま ま で 、 あ る い は 摂 取 促 進 の た め に 補 助 剤 な ど の 生 理 学 的 に 認 め ら
れ る 担 体 と と も に 製 剤 化 し 、 遺 伝 子 銃 や ハ イ ド ロ ゲ ル カ テ ー テ ル の よ う な カ テ ー テ ル に よ
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っ て 投 与 で き る 。 あ る い は 、 エ ア ロ ゾ ル 化 し て 吸 入 剤 と し て 気 管 内 に 局 所 投 与 す る こ と も
で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
  さ ら に 、 体 内 動 態 の 改 良 、 半 減 期 の 長 期 化 、 細 胞 内 取 り 込 み 効 率 の 改 善 を 目 的 に 、 前 記
の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単 独 ま た は リ ポ ゾ ー ム な ど の 担 体 と と も に 製 剤 （ 注 射
剤 ） 化 し 、 静 脈 、 皮 下 、 関 節 腔 内 等 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 該 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 量 は 、 対 象 疾 患 、 投 与 対 象 、 投 与 ル ー ト な ど に
よ り 差 異 は あ る が 、 例 え ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 の 目 的 で 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 投 与 す る 場 合 、 一 般 的 に 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ ） に お い て は 、 一 日 に つ き 該 ア ン チ
セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 約 ０ ． １ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 投 与 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 さ ら に 、 該 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 組 織 や 細 胞 に お け る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 存
在 や そ の 発 現 状 況 を 調 べ る た め の 診 断 用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る こ と
も で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
  上 記 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ
の 一 部 を 含 有 す る 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ） 、 本 発
明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 を 含 有 す る リ ボ ザ イ ム 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が
結 合 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 す る デ コ イ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど も 、 本 発 明 の 遺 伝 子 の 発 現 を
抑 制 す る こ と が で き 、 生 体 内 に お け る 本 発 明 で 用 い ら れ る タ ン パ ク 質 ま た は 本 発 明 で 用 い
ら れ る Ｄ Ｎ Ａ の 機 能 を 抑 制 す る こ と が で き る の で 、 例 え ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 な ど と し て
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ は 、 公 知 の 方 法 （ 例 、 Nature, 411巻 , 494頁 , 2001年 ） に 準 じ て 、 本 発 明
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 基 に 設 計 し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 公 知 の 方 法 （ 例 、 TRENDS in Molecular Medicine, 7巻 , 221頁 , 2001年
） に 準 じ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 基 に 設 計 し て 製 造 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 に 公 知 の リ ボ ザ イ ム を 連 結 す る こ と
に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｒ Ｎ Ａ の 一 部 と し て は
、 公 知 の リ ボ ザ イ ム に よ っ て 切 断 さ れ 得 る 本 発 明 の Ｒ Ｎ Ａ 上 の 切 断 部 位 に 近 接 し た 部 分 （
Ｒ Ｎ Ａ 断 片 ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
  デ コ イ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 公 知 の 方 法 （ 例 、 The Journal of Clinical Investigat
ion, 106巻 , 1071頁 , 2000年 ） に 準 じ て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を
基 に 設 計 し て 製 造 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 該 デ コ イ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て は
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 と ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 を 有 し 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 結 合 し 得 る も の で あ れ ば 何 れ の も の
で も よ い 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 塩 基 配 列
と し て は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 結 合 す る Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 と 約 ７ ０ ％ 以 上 、 好 ま し
く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性
を 有 す る 塩 基 配 列 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 上 記 の 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 、 リ ボ ザ イ ム ま た は デ コ イ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 上 記 予 防 ・ 治 療 剤
と し て 使 用 す る 場 合 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 様 に し て 製 剤 化 し 、 投 与 す る こ
と が で き る 。
（ ５ ） 本 発 明 の 抗 体 を 含 有 す る 医 薬
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 中 和 す る 作 用 を 有 す る 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 食 後 過 血 糖
改 善 剤 な ど の 予 防 ・ 治 療 剤 な ど の 医 薬 も し く は 診 断 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 含 有 す る 上 記 疾 患 の 治 療 ・ 予 防 剤 は 低 毒 性 で あ り 、 そ の ま ま 液 剤 と し て
、 ま た は 適 当 な 剤 型 の 医 薬 組 成 物 と し て 、 ヒ ト ま た は 哺 乳 動 物 （ 例 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ
ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 サ ル な ど ） に 対 し て 経 口 的 ま た は 非 経 口 的 （ 例 、 関 節 内
投 与 ） に 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 量 は 、 投 与 対 象 、 対 象 疾 患 、 症 状 、 投 与 ル ー ト な ど
に よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 の た め に 使 用 す る 場 合 に は 、 本 発 明 の 抗
体 を １ 回 量 と し て 、 通 常 ０ .０ １ ～ ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 程 度 、 好 ま し く は ０ .１ ～ １ ０ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ 体 重 程 度 、 さ ら に 好 ま し く は ０ .１ ～ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 程 度 を 、 １ 日 １ ～ ５ 回 程 度
、 好 ま し く は １ 日 １ ～ ３ 回 程 度 、 粉 末 吸 入 剤 に よ り 投 与 す る の が 好 都 合 で あ る 。 他 の 非 経
口 投 与 お よ び 経 口 投 与 の 場 合 も こ れ に 準 ず る 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。 症 状 が 特 に 重 い
場 合 に は 、 そ の 症 状 に 応 じ て 増 量 し て も よ い 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
  本 発 明 の 抗 体 は 、 そ れ 自 体 ま た は 適 当 な 医 薬 組 成 物 と し て 投 与 す る こ と が で き る 。 上 記
投 与 に 用 い ら れ る 医 薬 組 成 物 は 、 上 記 抗 体 ま た は そ の 塩 と 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 、
希 釈 剤 も し く は 賦 形 剤 と を 含 む も の で あ る 。 か か る 組 成 物 は 、 経 口 ま た は 非 経 口 投 与 （ 例
、 関 節 内 投 与 ） に 適 す る 剤 形 と し て 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 吸 入 剤 と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 な お 前 記 し た 各 組 成 物 は 、 上 記 抗 体 と の 配 合 に よ り 好 ま し く な い 相 互 作 用 を 生 じ な い 限
り 他 の 活 性 成 分 を 含 有 し て も よ い 。
（ ６ ） Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物
　 本 発 明 は 、 外 来 性 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （ 以 下 、 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ
Ｎ Ａ と 略 記 す る ） ま た は そ の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ （ 本 発 明 の 外 来 性 変 異 Ｄ Ｎ Ａ と 略 記 す る 場 合 が あ
る ） を 有 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、
（ １ ） 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 、
（ ２ ） 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 が ゲ ッ 歯 動 物 で あ る 第 （ １ )記 載 の 動 物 、
（ ３ ） ゲ ッ 歯 動 物 が マ ウ ス ま た は ラ ッ ト で あ る 第 （ ２ ） 記 載 の 動 物 、 お よ び
（ ４ ） 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 し 、 哺 乳 動 物 に お い て 発 現 し う
る 組 換 え ベ ク タ ー を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 （ 以 下 、 本 発 明 の
Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 と 略 記 す る ） は 、 未 受 精 卵 、 受 精 卵 、 精 子 お よ び そ の 始 原 細 胞 を 含 む 胚 芽
細 胞 な ど に 対 し て 、 好 ま し く は 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 発 生 に お け る 胚 発 生 の 段 階 （ さ ら に 好
ま し く は 、 単 細 胞 ま た は 受 精 卵 細 胞 の 段 階 で か つ 一 般 に ８ 細 胞 期 以 前 ） に 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム 法 、 電 気 パ ル ス 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、 凝 集 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 パ
ー テ ィ ク ル ガ ン 法 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 法 な ど に よ り 目 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ を 転 移 す る こ
と に よ っ て 作 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 転 移 方 法 に よ り 、 体 細 胞 、 生 体 の 臓 器
、 組 織 細 胞 な ど に 目 的 と す る 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を 転 移 し 、 細 胞 培 養 、 組 織 培 養 な ど に
利 用 す る こ と も で き 、 さ ら に 、 こ れ ら 細 胞 を 上 述 の 胚 芽 細 胞 と 自 体 公 知 の 細 胞 融 合 法 に よ
り 融 合 さ せ る こ と に よ り 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 を 作 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 と し て は 、 例 え ば 、 ウ シ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、
モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど が 用 い ら れ る 。 な か で も 、 病 体 動 物 モ デ ル
系 の 作 成 の 面 か ら 個 体 発 生 お よ び 生 物 サ イ ク ル が 比 較 的 短 く 、 ま た 、 繁 殖 が 容 易 な ゲ ッ 歯
動 物 、 と り わ け マ ウ ス （ 例 え ば 、 純 系 と し て 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ 系 統 ， Ｄ Ｂ Ａ ２ 系 統 な ど 、
交 雑 系 と し て 、 Ｂ ６ Ｃ ３ Ｆ １ 系 統 ， Ｂ Ｄ Ｆ １ 系 統 ， Ｂ ６ Ｄ ２ Ｆ １ 系 統 ， Ｂ Ａ Ｌ Ｂ ／ ｃ 系 統
， Ｉ Ｃ Ｒ 系 統 な ど ） ま た は ラ ッ ト （ 例 え ば 、 Ｗ ｉ ｓ ｔ ａ ｒ ， Ｓ Ｄ な ど ） な ど が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て 発 現 し う る 組 換 え ベ ク タ ー に お け る 「 哺 乳 動 物 」 と し て は 、 上 記 の 非
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ヒ ト 哺 乳 動 物 の 他 に ヒ ト な ど が あ げ ら れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ と は 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 が 本 来 有 し て い る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ で は な く
、 い っ た ん 哺 乳 動 物 か ら 単 離 ・ 抽 出 さ れ た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を い う 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 発 明 の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 元 の 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 に 変 異 （ 例 え ば 、 突 然 変
異 な ど ） が 生 じ た も の 、 具 体 的 に は 、 塩 基 の 付 加 、 欠 損 、 他 の 塩 基 へ の 置 換 な ど が 生 じ た
Ｄ Ｎ Ａ な ど が 用 い ら れ 、 ま た 、 異 常 Ｄ Ｎ Ａ も 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 該 異 常 Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 異 常 な 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る Ｄ Ｎ Ａ を 意 味 し 、 例 え
ば 、 正 常 な 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 機 能 を 抑 制 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る Ｄ Ｎ Ａ な ど が 用
い ら れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ は 、 対 象 と す る 動 物 と 同 種 あ る い は 異 種 の ど ち ら の 哺 乳 動 物 由 来
の も の で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 対 象 動 物 に 転 移 さ せ る に あ た っ て は 、 該 Ｄ Ｎ Ａ
を 動 物 細 胞 で 発 現 さ せ う る プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト と し て 用
い る の が 一 般 に 有 利 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ を 転 移 さ せ る 場 合 、 こ れ と 相 同
性 が 高 い 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 各 種 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 モ ル モ ッ
ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス な ど ） 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 さ せ う る 各 種 プ ロ モ ー タ ー の
下 流 に 、 本 発 明 の ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ を 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト （ 例 、 ベ ク タ ー な ど ） を 対
象 哺 乳 動 物 の 受 精 卵 、 例 え ば 、 マ ウ ス 受 精 卵 へ マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ っ
て 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 高 発 現 す る Ｄ Ｎ Ａ 転 移 哺 乳 動 物 を 作 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 枯 草 菌 由 来 の
プ ラ ス ミ ド 、 酵 母 由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 λ フ ァ ー ジ な ど の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 モ ロ ニ ー 白
血 病 ウ ィ ル ス な ど の レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ ィ ル ス ま た は バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス な ど の
動 物 ウ イ ル ス な ど が 用 い ら れ る 。 な か で も 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 枯 草 菌 由 来 の プ ラ
ス ミ ド ま た は 酵 母 由 来 の プ ラ ス ミ ド な ど が 好 ま し く 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 上 記 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 調 節 を 行 な う プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 1)ウ イ ル ス （ 例 、 シ ミ
ア ン ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス 、 Ｊ Ｃ ウ イ ル ス 、 乳 が ん
ウ イ ル ス 、 ポ リ オ ウ イ ル ス な ど ） に 由 来 す る Ｄ Ｎ Ａ の プ ロ モ ー タ ー 、 2)各 種 哺 乳 動 物 （ ヒ
ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス な ど ） 由 来 の プ ロ モ
ー タ ー 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 イ ン ス リ ン Ｉ Ｉ 、 ウ ロ プ ラ キ ン Ｉ Ｉ 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 、 エ ン ド セ リ ン 、 筋 ク レ ア チ ン キ ナ ー ゼ 、 グ リ ア 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 、 グ
ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 血 小 板 由 来 成 長 因 子 β 、 ケ ラ チ ン Ｋ １ ， Ｋ １ ０ お よ
び Ｋ １ ４ 、 コ ラ ー ゲ ン Ｉ 型 お よ び Ｉ Ｉ 型 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 依 存 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ β
Ｉ サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ジ ス ト ロ フ ィ ン 、 酒 石 酸 抵 抗 性 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 心 房 ナ ト リ
ウ ム 利 尿 性 因 子 、 内 皮 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ 一 般 に Ｔ ｉ ｅ ２ と 略 さ れ る ） 、 ナ ト
リ ウ ム カ リ ウ ム ア デ ノ シ ン ３ リ ン 酸 化 酵 素 （ Ｎ ａ ， Ｋ － Ａ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ ） 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ
メ ン ト 軽 鎖 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン Ｉ お よ び Ｉ Ｉ Ａ 、 メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ １ 組 織 イ ン ヒ ビ タ
ー 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 抗 原 （ Ｈ － ２ Ｌ ） 、 Ｈ － ｒ ａ ｓ 、 レ ニ ン 、 ド ー パ ミ ン β － 水 酸 化 酵 素
、 甲 状 腺 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｔ Ｐ Ｏ ） 、 ペ プ チ ド 鎖 延 長 因 子 1α （ Ｅ Ｆ － １ α ） 、 β ア ク
チ ン 、 α お よ び β ミ オ シ ン 重 鎖 、 ミ オ シ ン 軽 鎖 １ お よ び ２ 、 ミ エ リ ン 基 礎 タ ン パ ク 質 、 チ
ロ グ ロ ブ リ ン 、 Ｔ ｈ ｙ － １ 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 Ｈ 鎖 可 変 部 （ Ｖ Ｎ Ｐ ） 、 血 清 ア ミ ロ イ ド Ｐ
コ ン ポ ー ネ ン ト 、 ミ オ グ ロ ビ ン 、 ト ロ ポ ニ ン Ｃ 、 平 滑 筋 α ア ク チ ン 、 プ レ プ ロ エ ン ケ フ ァ
リ ン Ａ 、 バ ソ プ レ シ ン な ど の プ ロ モ ー タ ー な ど が 用 い ら れ る 。 な か で も 、 全 身 で 高 発 現 す
る こ と が 可 能 な サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ト ペ プ チ ド 鎖 延 長 因 子 １ α （ Ｅ Ｆ
－ １ α ） の プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ト お よ び ニ ワ ト リ β ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー な ど が 好 適 で あ る
。
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【 ０ ２ １ ６ 】
　 上 記 ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ 転 移 哺 乳 動 物 に お い て 目 的 と す る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 転 写
を 終 結 す る 配 列 （ 一 般 に タ ー ミ ネ タ ー と 呼 ば れ る ） を 有 し て い る こ と が 好 ま し く 、 例 え ば
、 ウ イ ル ス 由 来 お よ び 各 種 哺 乳 動 物 由 来 の 各 Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 を 用 い る こ と が で き 、 好 ま し く
は 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス の Ｓ Ｖ ４ ０ タ ー ミ ネ タ ー な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 そ の 他 、 目 的 と す る 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を さ ら に 高 発 現 さ せ る 目 的 で 各 Ｄ Ｎ Ａ の ス プ ラ イ シ ン
グ シ グ ナ ル 、 エ ン ハ ン サ ー 領 域 、 真 核 Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ト ロ ン の 一 部 な ど を プ ロ モ ー タ ー 領 域
の ５ ’ 上 流 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 と 翻 訳 領 域 間 あ る い は 翻 訳 領 域 の ３ ’ 下 流  に 連 結 す る こ
と も 目 的 に よ り 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 正 常 な 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 翻 訳 領 域 は 、 ヒ ト ま た は 各 種 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ 、
イ ヌ 、 ネ コ 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス な ど ） 由 来 の 肝 臓 、 腎 臓 、 甲 状 腺
細 胞 、 線 維 芽 細 胞 由 来 Ｄ Ｎ Ａ お よ び 市 販 の 各 種 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー よ り ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ の 全 て あ る い は 一 部 と し て 、 ま た は 肝 臓 、 腎 臓 、 甲 状 腺 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 由 来 Ｒ Ｎ Ａ よ
り 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ た 相 補 Ｄ Ｎ Ａ を 原 料 と し て 取 得 す る こ と が 出 来 る 。 ま た 、 外
来 性 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ は 、 上 記 の 細 胞 ま た は 組 織 よ り 得 ら れ た 正 常 な タ ン パ ク 質 の 翻 訳 領 域 を
点 突 然 変 異 誘 発 法 に よ り 変 異 し た 翻 訳 領 域 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 該 翻 訳 領 域 は 転 移 動 物 に お い て 発 現 し う る Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト と し て 、 前 記 の プ ロ モ
ー タ ー の 下 流 お よ び 所 望 に よ り 転 写 終 結 部 位 の 上 流 に 連 結 さ せ る 通 常 の Ｄ Ｎ Ａ 工 学 的 手 法
に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 受 精 卵 細 胞 段 階 に お け る 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ の 転 移 は 、 対 象 哺 乳 動 物 の 胚 芽 細 胞 お よ
び 体 細 胞 の す べ て に 存 在 す る よ う に 確 保 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 転 移 後 の 作 出 動 物 の 胚 芽 細 胞 に お
い て 、 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ が 存 在 す る こ と は 、 作 出 動 物 の 後 代 が す べ て 、 そ の 胚 芽 細 胞
お よ び 体 細 胞 の す べ て に 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を 保 持 す る こ と を 意 味 す る 。 本 発 明 の 外 来
性 Ｄ Ｎ Ａ を 受 け 継 い だ こ の 種 の 動 物 の 子 孫 は そ の 胚 芽 細 胞 お よ び 体 細 胞 の す べ て に 本 発 明
の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 本 発 明 の 外 来 性 正 常 Ｄ Ｎ Ａ を 転 移 さ せ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 交 配 に よ り 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を
安 定 に 保 持 す る こ と を 確 認 し て 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 保 有 動 物 と し て 通 常 の 飼 育 環 境 で 継 代 飼 育 す る
こ と が 出 来 る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 受 精 卵 細 胞 段 階 に お け る 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ の 転 移 は 、 対 象 哺 乳 動 物 の 胚 芽 細 胞 お よ
び 体 細 胞 の 全 て に 過 剰 に 存 在 す る よ う に 確 保 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 転 移 後 の 作 出 動 物 の 胚 芽 細 胞
に お い て 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ が 過 剰 に 存 在 す る こ と は 、 作 出 動 物 の 子 孫 が 全 て そ の 胚 芽
細 胞 お よ び 体 細 胞 の 全 て に 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を 過 剰 に 有 す る こ と を 意 味 す る 。 本 発 明
の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を 受 け 継 い だ こ の 種 の 動 物 の 子 孫 は そ の 胚 芽 細 胞 お よ び 体 細 胞 の 全 て に 本
発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を 過 剰 に 有 す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 導 入 Ｄ Ｎ Ａ を 相 同 染 色 体 の 両 方 に 持 つ ホ モ ザ イ ゴ ー ト 動 物 を 取 得 し 、 こ の 雌 雄 の 動 物 を
交 配 す る こ と に よ り す べ て の 子 孫 が 該 Ｄ Ｎ Ａ を 過 剰 に 有 す る よ う に 繁 殖 継 代 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 正 常 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 本 発 明 の 正 常 Ｄ Ｎ Ａ が 高 発 現 さ せ ら れ
て お り 、 内 在 性 の 正 常 Ｄ Ｎ Ａ の 機 能 を 促 進 す る こ と に よ り 最 終 的 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の
機 能 亢 進 症 を 発 症 す る こ と が あ り 、 そ の 病 態 モ デ ル 動 物 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 本 発 明 の 正 常 Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 機 能 亢 進 症 や 、 本 発
明 の タ ン パ ク 質 が 関 連 す る 疾 患 の 病 態 機 序 の 解 明 お よ び こ れ ら の 疾 患 の 治 療 方 法 の 検 討 を

10

20

30

40

50

(37) JP 2005-15460 A 2005.1.20



行 な う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 外 来 性 正 常 Ｄ Ｎ Ａ を 転 移 さ せ た 哺 乳 動 物 は 、 遊 離 し た 本 発 明 の タ ン パ ク
質 の 増 加 症 状 を 有 す る こ と か ら 、 食 後 過 血 糖 改 善 剤 ま た は グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 な ど の
ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 に も 利 用 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 食 後 過 血 糖 改 善 剤 な ど の ス ク リ ー ニ
ン グ 試 験 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 一 方 、 本 発 明 の 外 来 性 異 常 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 交 配 に よ り 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ
を 安 定 に 保 持 す る こ と を 確 認 し て 該 Ｄ Ｎ Ａ 保 有 動 物 と し て 通 常 の 飼 育 環 境 で 継 代 飼 育 す る
こ と が 出 来 る 。 さ ら に 、 目 的 と す る 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を 前 述 の プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ん で 原 料 と し
て 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー と の Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク 卜 は 、 通 常 の Ｄ Ｎ Ａ 工 学 的
手 法 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 受 精 卵 細 胞 段 階 に お け る 本 発 明 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ の 転 移
は 、 対 象 哺 乳 動 物 の 胚 芽 細 胞 お よ び 体 細 胞 の 全 て に 存 在 す る よ う に 確 保 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 転
移 後 の 作 出 動 物 の 胚 芽 細 胞 に お い て 本 発 明 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ が 存 在 す る こ と は 、 作 出 動 物 の 子
孫 が 全 て そ の 胚 芽 細 胞 お よ び 体 細 胞 の 全 て に 本 発 明 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る こ と を 意 味 す る
。 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を 受 け 継 い だ こ の 種 の 動 物 の 子 孫 は 、 そ の 胚 芽 細 胞 お よ び 体 細 胞
の 全 て に 本 発 明 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 。 導 入 Ｄ Ｎ Ａ を 相 同 染 色 体 の 両 方 に 持 つ ホ モ ザ イ ゴ
ー ト 動 物 を 取 得 し 、 こ の 雌 雄 の 動 物 を 交 配 す る こ と に よ り す べ て の 子 孫 が 該 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す
る よ う に 繁 殖 継 代 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 本 発 明 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ が 高 発 現 さ せ ら れ
て お り 、 内 在 性 の 正 常 Ｄ Ｎ Ａ の 機 能 を 阻 害 す る こ と に よ り 最 終 的 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の
機 能 不 活 性 型 不 応 症 と な る こ と が あ り 、 そ の 病 態 モ デ ル 動 物 と し て 利 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 本 発 明 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 機 能 不 活 性 型 不
応 症 の 病 態 機 序 の 解 明 お よ び こ の 疾 患 を 治 療 方 法 の 検 討 を 行 な う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 ま た 、 具 体 的 な 利 用 可 能 性 と し て は 、 本 発 明 の 異 常 Ｄ Ｎ Ａ 高 発 現 動 物 は 、 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 の 機 能 不 活 性 型 不 応 症 に お け る 本 発 明 の 異 常 タ ン パ ク 質 に よ る 正 常 タ ン パ ク 質 の 機
能 阻 害 （ dominant negative作 用 ） を 解 明 す る モ デ ル と な る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 外 来 異 常 Ｄ Ｎ Ａ を 転 移 さ せ た 哺 乳 動 物 は 、 遊 離 し た 本 発 明 の タ ン パ ク 質
の 増 加 症 状 を 有 す る こ と か ら 、 例 え ば 食 後 過 血 糖 改 善 剤 ま た は グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 の
ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 に も 利 用 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 食 後 過 血 糖 改 善 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ
試 験 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 ま た 、 上 記 ２ 種 類 の 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 の そ の 他 の 利 用 可 能 性 と し て 、 例 え ば 、
1)組 織 培 養 の た め の 細 胞 源 と し て の 使 用 、
2)本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 の 組 織 中 の Ｄ Ｎ Ａ も し く は Ｒ Ｎ Ａ を 直 接 分 析 す る か 、 ま た は Ｄ
Ｎ Ａ に よ り 発 現 さ れ た ペ プ チ ド 組 織 を 分 析 す る こ と に よ る 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に よ り 特
異 的 に 発 現 あ る い は 活 性 化 す る ペ プ チ ド と の 関 連 性 に つ い て の 解 析 、
3)Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 組 織 の 細 胞 を 標 準 組 織 培 養 技 術 に よ り 培 養 し 、 こ れ ら を 使 用 し て 、 一 般
に 培 養 困 難 な 組 織 か ら の 細 胞 の 機 能 の 研 究 、
4)上 記 3)記 載 の 細 胞 を 用 い る こ と に よ る 細 胞 の 機 能 を 高 め る よ う な 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ
、 お よ び
5)本 発 明 の 変 異 タ ン パ ク 質 を 単 離 精 製 お よ び そ の 抗 体 作 製 な ど が 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 機 能 不 活 性 型 不 応 症
な ど を 含 む 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 疾 患 の 臨 床 症 状 を 調 べ る こ と が で き 、 ま た 、
本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 疾 患 モ デ ル の 各 臓 器 に お け る よ り 詳 細 な 病 理 学 的 所 見 が 得
ら れ 、 新 し い 治 療 方 法 の 開 発 、 さ ら に は 、 該 疾 患 に よ る 二 次 的 疾 患 の 研 究 お よ び 治 療 に 貢
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献 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 か ら 各 臓 器 を 取 り 出 し 、 細 切 後 、 ト リ プ シ ン な ど の タ ン
パ ク 質 分 解 酵 素 に よ り 、 遊 離 し た Ｄ Ｎ Ａ 転 移 細 胞 の 取 得 、 そ の 培 養 ま た は そ の 培 養 細 胞 の
系 統 化 を 行 な う こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 産 生 細 胞 の 特 定 化 、 ア ポ
ト ー シ ス 、 分 化 あ る い は 増 殖 と の 関 連 性 、 ま た は そ れ ら に お け る シ グ ナ ル 伝 達 機 構 を 調 べ
、 そ れ ら の 異 常 を 調 べ る こ と な ど が で き 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び そ の 作 用 解 明 の た め
の 有 効 な 研 究 材 料 と な る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 機 能 不 活 性 型 不 応 症
を 含 む 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 薬 の 開 発 を 行 な う た め に 、 上 述 の 検 査
法 お よ び 定 量 法 な ど を 用 い て 、 有 効 で 迅 速 な 該 疾 患 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る
こ と が 可 能 と な る 。 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 転 移 動 物 ま た は 本 発 明 の 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク
タ ー を 用 い て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 が 関 連 す る 疾 患 の Ｄ Ｎ Ａ 治 療 法 を 検 討 、 開 発 す る こ と
が 可 能 で あ る 。
（ ７ ） ノ ッ ク ア ウ ト 動 物
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 不 活 性 化 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 胚 幹 細 胞 お よ び 本 発 明 の Ｄ
Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、
（ １ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 不 活 性 化 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 胚 幹 細 胞 、
（ ２ ） 該 Ｄ Ｎ Ａ が レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 、 大 腸 菌 由 来 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 ） を
導 入 す る こ と に よ り 不 活 性 化 さ れ た 第 （ １ ） 項 記 載 の 胚 幹 細 胞 、
（ ３ ） ネ オ マ イ シ ン 耐 性 で あ る 第 （ １ ） 項 記 載 の 胚 幹 細 胞 、
（ ４ ） 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 が ゲ ッ 歯 動 物 で あ る 第 （ １ ） 項 記 載 の 胚 幹 細 胞 、
（ ５ ） ゲ ッ 歯 動 物 が マ ウ ス で あ る 第 （ ４ ） 項 記 載 の 胚 幹 細 胞 、
（ ６ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 不 活 性 化 さ れ た 該 Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 、
（ ７ ） 該 Ｄ Ｎ Ａ が レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 、 大 腸 菌 由 来 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 ） を
導 入 す る こ と に よ り 不 活 性 化 さ れ 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 で 発 現 し う る 第 （ ６ ） 項 記 載 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 、
（ ８ ） 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 が ゲ ッ 歯 動 物 で あ る 第 （ ６ ） 項 記 載 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 、
（ ９ ） ゲ ッ 歯 動 物 が マ ウ ス で あ る 第 （ ８ ） 項 記 載 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 、 お よ び
（ １ ０ ） 第 （ ７ ） 項 記 載 の 動 物 に 、 試 験 化 合 物 を 投 与 し 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出
す る こ と を 特 徴 と す る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化
合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 不 活 性 化 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 胚 幹 細 胞 と は 、 該 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 が 有
す る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 人 為 的 に 変 異 を 加 え る こ と に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 能 を 抑 制 す る か 、
も し く は 該 Ｄ Ｎ Ａ が コ ー ド し て い る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 実 質 的 に 喪 失 さ せ る こ と
に よ り 、 Ｄ Ｎ Ａ が 実 質 的 に 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 能 を 有 さ な い （ 以 下 、 本 発 明 の ノ ッ
ク ア ウ ト Ｄ Ｎ Ａ と 称 す る こ と が あ る ） 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 胚 幹 細 胞 （ 以 下 、 Ｅ Ｓ 細 胞 と 略 記
す る ） を い う 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 と し て は 、 前 記 と 同 様 の も の が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 人 為 的 に 変 異 を 加 え る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ
り 該 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 一 部 又 は 全 部 の 削 除 、 他 Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 ま た は 置 換 さ せ る こ と に よ っ て 行
な う こ と が で き る 。 こ れ ら の 変 異 に よ り 、 例 え ば 、 コ ド ン の 読 み 取 り 枠 を ず ら し た り 、 プ
ロ モ ー タ ー あ る い は エ キ ソ ン の 機 能 を 破 壊 す る こ と に よ り 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト Ｄ Ｎ Ａ を
作 製 す れ ば よ い 。
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【 ０ ２ ３ ８ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 不 活 性 化 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 胚 幹 細 胞 （ 以 下 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 不 活
性 化 Ｅ Ｓ 細 胞 ま た は 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト Ｅ Ｓ 細 胞 と 略 記 す る ） の 具 体 例 と し て は 、 例 え
ば 、 目 的 と す る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 が 有 す る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 そ の エ キ ソ ン 部 分 に ネ
オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ハ イ グ ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 代 表 と す る 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 、 あ る
い は ｌ ａ ｃ Ｚ （ β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 ） 、 ｃ ａ ｔ （ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 ） を 代 表 と す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 等 を 挿 入 す る こ と に よ り エ キ
ソ ン の 機 能 を 破 壊 す る か 、 あ る い は エ キ ソ ン 間 の イ ン ト ロ ン 部 分 に 遺 伝 子 の 転 写 を 終 結 さ
せ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ 例 え ば 、 ｐ ｏ ｌ ｙ Ａ 付 加 シ グ ナ ル な ど ） を 挿 入 し 、 完 全 な メ ッ セ ン ジ ャ
ー Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 で き な く す る こ と に よ っ て 、 結 果 的 に 遺 伝 子 を 破 壊 す る よ う に 構 築 し た Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 鎖 （ 以 下 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と 略 記 す る ） を 、 例 え ば 相
同 組 換 え 法 に よ り 該 動 物 の 染 色 体 に 導 入 し 、 得 ら れ た Ｅ Ｓ 細 胞 に つ い て 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 上
あ る い は そ の 近 傍 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を プ ロ ー ブ と し た サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 あ る
い は タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 上 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 作 製 に 使 用 し
た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 以 外 の 近 傍 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を プ ラ イ マ ー と し た Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 解 析 し
、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト Ｅ Ｓ 細 胞 を 選 別 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 ま た 、 相 同 組 換 え 法 等 に よ り 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 不 活 化 さ せ る 元 の Ｅ Ｓ 細 胞 と し て は 、 例
え ば 、 前 述 の よ う な 既 に 樹 立 さ れ た も の を 用 い て も よ く 、 ま た 公 知  Evansと Kaufmaの 方 法
に 準 じ て 新 し く 樹 立 し た も の で も よ い 。 例 え ば 、 マ ウ ス の Ｅ Ｓ 細 胞 の 場 合 、 現 在 、 一 般 的
に は １ ２ ９ 系 の Ｅ Ｓ 細 胞 が 使 用 さ れ て い る が 、 免 疫 学 的 背 景 が は っ き り し て い な い の で 、
こ れ に 代 わ る 純 系 で 免 疫 学 的 に 遺 伝 的 背 景 が 明 ら か な Ｅ Ｓ 細 胞 を 取 得 す る な ど の 目 的 で 例
え ば 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス や Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ の 採 卵 数 の 少 な さ を Ｄ Ｂ Ａ ／ ２ と の 交 雑 に
よ り 改 善 し た Ｂ Ｄ Ｆ １ マ ウ ス （ Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ と Ｄ Ｂ Ａ ／ ２ と の Ｆ １ ） を 用 い て 樹 立 し た
も の な ど も 良 好 に 用 い う る 。 Ｂ Ｄ Ｆ １ マ ウ ス は 、 採 卵 数 が 多 く 、 か つ 、 卵 が 丈 夫 で あ る と
い う 利 点 に 加 え て 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス を 背 景 に 持 つ の で 、 こ れ を 用 い て 得 ら れ た Ｅ Ｓ
細 胞 は 病 態 モ デ ル マ ウ ス を 作 出 し た と き 、 Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス と バ ッ ク ク ロ ス す る こ と
で そ の 遺 伝 的 背 景 を Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ マ ウ ス に 代 え る こ と が 可 能 で あ る 点 で 有 利 に 用 い 得 る
。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 ま た 、 Ｅ Ｓ 細 胞 を 樹 立 す る 場 合 、 一 般 に は 受 精 後 ３ .５ 日 目 の 胚 盤 胞 を 使 用 す る が 、 こ
れ 以 外 に ８ 細 胞 期 胚 を 採 卵 し 胚 盤 胞 ま で 培 養 し て 用 い る こ と に よ り 効 率 よ く 多 数 の 初 期 胚
を 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 ま た 、 雌 雄 い ず れ の Ｅ Ｓ 細 胞 を 用 い て も よ い が 、 通 常 雄 の Ｅ Ｓ 細 胞 の 方 が 生 殖 系 列 キ メ
ラ を 作 出 す る の に 都 合 が 良 い 。 ま た 、 煩 雑 な 培 養 の 手 間 を 削 減 す る た め に も で き る だ け 早
く 雌 雄 の 判 別 を 行 な う こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 Ｅ Ｓ 細 胞 の 雌 雄 の 判 定 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り Ｙ 染 色 体 上 の 性 決 定 領 域
の 遺 伝 子 を 増 幅 、 検 出 す る 方 法 が 、 そ の １ 例 と し て あ げ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 使 用
す れ ば 、 従 来 、 核 型 分 析 を す る の に 約 １ ０ ６ 個 の 細 胞 数 を 要 し て い た の に 対 し て 、 １ コ ロ
ニ ー 程 度 の Ｅ Ｓ 細 胞 数 （ 約 ５ ０ 個 ） で 済 む の で 、 培 養 初 期 に お け る Ｅ Ｓ 細 胞 の 第 一 次 セ レ
ク シ ョ ン を 雌 雄 の 判 別 で 行 な う こ と が 可 能 で あ り 、 早 期 に 雄 細 胞 の 選 定 を 可 能 に し た こ と
に よ り 培 養 初 期 の 手 間 は 大 幅 に 削 減 で き る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 ま た 、 第 二 次 セ レ ク シ ョ ン と し て は 、 例 え ば 、 Ｇ － バ ン デ ィ ン グ 法 に よ る 染 色 体 数 の 確
認 等 に よ り 行 う こ と が で き る 。 得 ら れ る Ｅ Ｓ 細 胞 の 染 色 体 数 は 正 常 数 の １ ０ ０ ％ が 望 ま し
い が 、 樹 立 の 際 の 物 理 的 操 作 等 の 関 係 上 困 難 な 場 合 は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト
し た 後 、 正 常 細 胞 （ 例 え ば 、 マ ウ ス で は 染 色 体 数 が ２ ｎ ＝ ４ ０ で あ る 細 胞 ） に 再 び ク ロ ー
ニ ン グ す る こ と が 望 ま し い 。
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【 ０ ２ ４ ４ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ た 胚 幹 細 胞 株 は 、 通 常 そ の 増 殖 性 は 大 変 良 い が 、 個 体 発 生 で き る
能 力 を 失 い や す い の で 、 注 意 深 く 継 代 培 養 す る こ と が 必 要 で あ る 。 例 え ば 、 Ｓ Ｔ Ｏ 繊 維 芽
細 胞 の よ う な 適 当 な フ ィ ー ダ ー 細 胞 上 で Ｌ Ｉ Ｆ （ １ － １ ０ ０ ０ ０ U/ml） 存 在 下 に 炭 酸 ガ ス
培 養 器 内 （ 好 ま し く は 、 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 、 ９ ５ ％ 空 気 ま た は ５ ％ 酸 素 、 ５ ％ 炭 酸 ガ ス 、 ９ ０
％ 空 気 ） で 約 ３ ７ ℃ で 培 養 す る な ど の 方 法 で 培 養 し 、 継 代 時 に は 、 例 え ば 、 ト リ プ シ ン ／
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 溶 液 （ 通 常 ０ .０ ０ １ － ０ .５ ％ ト リ プ シ ン ／ ０ .１ － ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 好 ま し く
は 約 ０ .１ ％ ト リ プ シ ン ／ １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） 処 理 に よ り 単 細 胞 化 し 、 新 た に 用 意 し た フ ィ
ー ダ ー 細 胞 上 に 播 種 す る 方 法 な ど が と ら れ る 。 こ の よ う な 継 代 は 、 通 常 １ － ３ 日 毎 に 行 な
う が 、 こ の 際 に 細 胞 の 観 察 を 行 い 、 形 態 的 に 異 常 な 細 胞 が 見 受 け ら れ た 場 合 は そ の 培 養 細
胞 は 放 棄 す る こ と が 望 ま れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 Ｅ Ｓ 細 胞 は 、 適 当 な 条 件 に よ り 、 高 密 度 に 至 る ま で 単 層 培 養 す る か 、 ま た は 細 胞 集 塊 を
形 成 す る ま で 浮 遊 培 養 す る こ と に よ り 、 頭 頂 筋 、 内 臓 筋 、 心 筋 な ど の 種 々 の タ イ プ の 細 胞
に 分 化 さ せ る こ と が 可 能 で あ り 〔 M. J. Evans及 び M. H. Kaufman, ネ イ チ ャ ー （ Nature）
第 292巻 、 154頁 、 1981年 ； G. R. Martin　 プ ロ シ ー デ ィ ン グ ス ・ オ ブ ・ ナ シ ョ ナ ル ・ ア カ
デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン ス ・ ユ ー エ ス エ ー （ Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.） 第 78巻 、 7
634頁 、 1981年 ； T. C. Doetschman ら 、 ジ ャ ー ナ ル ・ オ ブ ・ エ ン ブ リ オ ロ ジ ー ・ ア ン ド ・
エ ク ス ペ リ メ ン タ ル ・ モ ル フ ォ ロ ジ ー 、 第 87巻 、 27頁 、 1985年 〕 、 本 発 明 の Ｅ Ｓ 細 胞 を 分
化 さ せ て 得 ら れ る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 本 発 明 の タ ン パ ク
質 の 細 胞 生 物 学 的 検 討 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 該 動 物 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 公 知 方 法 を 用 い て 測
定 し て 間 接 的 に そ の 発 現 量 を 比 較 す る こ と に よ り 、 正 常 動 物 と 区 別 す る こ と が 可 能 で あ る
。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 該 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 と し て は 、 前 記 と 同 様 の も の が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 例 え ば 、 前 述 の よ う に し て 作 製 し た タ ー ゲ
ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を マ ウ ス 胚 幹 細 胞 ま た は マ ウ ス 卵 細 胞 に 導 入 し 、 導 入 に よ り タ ー ゲ ッ
テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 不 活 性 化 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 遺 伝 子 相 同 組 換 え に よ
り 、 マ ウ ス 胚 幹 細 胞 ま た は マ ウ ス 卵 細 胞 の 染 色 体 上 の 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ と 入 れ 換 わ る 相 同 組
換 え を さ せ る こ と に よ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を ノ ッ ク ア ウ ト さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ た 細 胞 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 上 ま た は そ の 近 傍 の Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 を プ ロ ー ブ と し た サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 ま た は タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク
タ ー 上 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー に 使 用 し た マ ウ ス 由 来 の 本 発 明 の Ｄ Ｎ
Ａ 以 外 の 近 傍 領 域 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と を プ ラ イ マ ー と し た Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ る 解 析 で 判 定 す る こ と
が で き る 。 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 胚 幹 細 胞 を 用 い た 場 合 は 、 遺 伝 子 相 同 組 換 え に よ り 、 本 発 明 の
Ｄ Ｎ Ａ が 不 活 性 化 さ れ た 細 胞 株 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ の 細 胞 を 適 当 な 時 期 、 例 え ば 、 ８ 細
胞 期 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 胚 ま た は 胚 盤 胞 に 注 入 し 、 作 製 し た キ メ ラ 胚 を 偽 妊 娠 さ せ た 該 非 ヒ
ト 哺 乳 動 物 の 子 宮 に 移 植 す る 。 作 出 さ れ た 動 物 は 正 常 な 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 座 を も つ 細 胞 と 人
為 的 に 変 異 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 座 を も つ 細 胞 と の 両 者 か ら 構 成 さ れ る キ メ ラ 動 物 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 該 キ メ ラ 動 物 の 生 殖 細 胞 の 一 部 が 変 異 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 座 を も つ 場 合 、 こ の よ う な キ
メ ラ 個 体 と 正 常 個 体 を 交 配 す る こ と に よ り 得 ら れ た 個 体 群 よ り 、 全 て の 組 織 が 人 為 的 に 変
異 を 加 え た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 座 を も つ 細 胞 で 構 成 さ れ た 個 体 を 、 例 え ば 、 コ ー ト カ ラ ー の 判
定 等 に よ り 選 別 す る こ と に よ り 得 ら れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 個 体 は 、 通 常 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 の ヘ テ ロ 発 現 不 全 個 体 で あ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の ヘ テ ロ 発 現 不 全 個 体 同
志 を 交 配 し 、 そ れ ら の 産 仔 か ら 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の ホ モ 発 現 不 全 個 体 を 得 る こ と が で き
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る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 卵 細 胞 を 使 用 す る 場 合 は 、 例 え ば 、 卵 細 胞 核 内 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 で Ｄ Ｎ Ａ
溶 液 を 注 入 す る こ と に よ り タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 染 色 体 内 に 導 入 し た ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 得 る こ と が で き 、 こ れ ら の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に
比 べ て 、 遺 伝 子 相 同 組 換 え に よ り 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 座 に 変 異 の あ る も の を 選 択 す る こ と に よ
り 得 ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 こ の よ う に し て 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て い る 個 体 は 、 交 配 に よ り 得 ら れ た
動 物 個 体 も 該 Ｄ Ｎ Ａ が ノ ッ ク ア ウ ト さ れ て い る こ と を 確 認 し て 通 常 の 飼 育 環 境 で 飼 育 継 代
を 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 さ ら に 、 生 殖 系 列 の 取 得 お よ び 保 持 に つ い て も 常 法 に 従 え ば よ い 。 す な わ ち 、 該 不 活 化
Ｄ Ｎ Ａ の 保 有 す る 雌 雄 の 動 物 を 交 配 す る こ と に よ り 、 該 不 活 化 Ｄ Ｎ Ａ を 相 同 染 色 体 の 両 方
に 持 つ ホ モ ザ イ ゴ ー ト 動 物 を 取 得 し う る 。 得 ら れ た ホ モ ザ イ ゴ ー ト 動 物 は 、 母 親 動 物 に 対
し て 、 正 常 個 体 １ ， ホ モ ザ イ ゴ ー ト 複 数 に な る よ う な 状 態 で 飼 育 す る こ と に よ り 効 率 的 に
得 る こ と が で き る 。 ヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト 動 物 の 雌 雄 を 交 配 す る こ と に よ り 、 該 不 活 化 Ｄ Ｎ Ａ
を 有 す る ホ モ ザ イ ゴ ー ト お よ び ヘ テ ロ ザ イ ゴ ー ト 動 物 を 繁 殖 継 代 す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が 不 活 性 化 さ れ た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 胚 幹 細 胞 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全
非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 作 出 す る 上 で 、 非 常 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に よ り 誘 導 さ れ
得 る 種 々 の 生 物 活 性 を 欠 失 す る た め 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 の 不 活 性 化 を 原 因 と
す る 疾 病 の モ デ ル と な り 得 る の で 、 こ れ ら の 疾 病 の 原 因 究 明 及 び 治 療 法 の 検 討 に 有 用 で あ
る 。
（ ８ ａ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 欠 損 や 損 傷 な ど に 起 因 す る 疾 病 に 対 し て 治 療 ・ 予 防 効 果 を 有 す
る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 欠 損 や 損 傷 な ど に 起 因 す
る 疾 病 に 対 し て 治 療 ・ 予 防 効 果 を 有 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 該 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 用 い ら れ る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 と し
て は 、 前 記 と 同 様 の も の が あ げ ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 試 験 化 合 物 と し て は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 非 ペ プ チ ド 性 化 合 物 、 合 成 化 合
物 、 発 酵 生 産 物 、 細 胞 抽 出 液 、 植 物 抽 出 液 、 動 物 組 織 抽 出 液 、 血 漿 な ど が あ げ ら れ 、 こ れ
ら 化 合 物 は 新 規 な 化 合 物 で あ っ て も よ い し 、 公 知 の 化 合 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 を 、 試 験 化 合 物 で 処 理 し 、 無 処 理
の 対 照 動 物 と 比 較 し 、 該 動 物 の 各 器 官 、 組 織 、 疾 病 の 症 状 な ど の 変 化 を 指 標 と し て 試 験 化
合 物 の 治 療 ・ 予 防 効 果 を 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 試 験 動 物 を 試 験 化 合 物 で 処 理 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 経 口 投 与 、 静 脈 注 射 な ど が 用
い ら れ 、 試 験 動 物 の 症 状 、 試 験 化 合 物 の 性 質 な ど に あ わ せ て 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
ま た 、 試 験 化 合 物 の 投 与 量 は 、 投 与 方 法 、 試 験 化 合 物 の 性 質 な ど に あ わ せ て 適 宜 選 択 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ た 化 合 物 は 塩 を 形 成 し て い て も よ く 、 該 化 合 物 の
塩 と し て は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 （ 例 、 無 機 酸 、 有 機 酸 な ど ） や 塩 基 （ 例 、 ア ル カ リ
金 属 な ど ） な ど と の 塩 が 用 い ら れ 、 と り わ け 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 付 加 塩 が 好 ま し い 。
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こ の 様 な 塩 と し て は 、 例 え ば 、 無 機 酸 （ 例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 な ど ）
と の 塩 、 あ る い は 有 機 酸 （ 例 え ば 、 酢 酸 、 ギ 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 、
コ ハ ク 酸 、 酒 石 酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 蓚 酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン
ス ル ホ ン 酸 な ど ） と の 塩 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 該 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ た 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 含 有 す る 医 薬 は 、 前 記 し た 本 発
明 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 医 薬 と 同 様 に し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 製 剤 は 、 安 全 で 低 毒 性 で あ る の で 、 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 哺 乳 動
物 （ 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ネ コ 、
イ ヌ 、 サ ル な ど ） に 対 し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 該 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 投 与 量 は 、 対 象 疾 患 、 投 与 対 象 、 投 与 ル ー ト な ど に よ り 差 異 は
あ る が 、 例 え ば 、 該 化 合 物 を 経 口 投 与 す る 場 合 、 一 般 的 に 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） の
食 後 過 血 糖 患 者 に お い て は 、 一 日 に つ き 該 化 合 物 を 約 ０ .１ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約
１ ． ０ ～ ５ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は 約 １ ． ０ ～ ２ ０ ｍ ｇ 投 与 す る 。 非 経 口 的 に 投 与 す る 場
合 は 、 該 化 合 物 の １ 回 投 与 量 は 投 与 対 象 、 対 象 疾 患 な ど に よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 、 該
化 合 物 を 注 射 剤 の 形 で 通 常 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） の 食 後 過 血 糖 患 者 に 投 与 す る 場 合
、 一 日 に つ き 該 化 合 物 を 約 ０ ． ０ １ ～ ３ ０ ｍ ｇ 程 度 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～ ２ ０ ｍ ｇ 程 度
、 よ り 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ 程 度 を 静 脈 注 射 に よ り 投 与 す る の が 好 都 合 で あ る 。
他 の 動 物 の 場 合 も 、 体 重 ６ ０ ｋ ｇ 当 た り に 換 算 し た 量 を 投 与 す る こ と が で き る 。
（ ８ ｂ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 を ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 、 試 験 化 合 物 を 投 与 し 、 レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー の 活 性
を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 と し て は 、
前 記 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 中 で も 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ が レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ り 不 活 性 化 さ れ 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す
る プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 発 現 し う る も の が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 試 験 化 合 物 と し て は 、 前 記 と 同 様 の も の が あ げ ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 前 記 と 同 様 の も の が 用 い ら れ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝
子 （ ｌ ａ ｃ Ｚ ） 、 可 溶 性 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 遺 伝 子 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 な
ど が 好 適 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で 置 換 さ れ た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動
物 で は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー の 支 配 下 に 存 在 す る の
で 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が コ ー ド す る 物 質 の 発 現 を ト レ ー ス す る こ と に よ り 、 プ ロ モ ー タ ー
の 活 性 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 領 域 の 一 部 を 大 腸 菌 由 来 の β － ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 （ ｌ ａ ｃ Ｚ ） で 置 換 し て い る 場 合 、 本 来 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 す
る 組 織 で 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 代 わ り に β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ が 発 現 す る 。 従 っ て 、 例
え ば 、 ５ － ブ ロ モ － ４ － ク ロ ロ － ３ － イ ン ド リ ル － β － ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ Ｘ － ｇ ａ ｌ
） の よ う な β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 基 質 と な る 試 薬 を 用 い て 染 色 す る こ と に よ り 、 簡 便 に
本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 動 物 生 体 内 に お け る 発 現 状 態 を 観 察 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 欠 損 マ ウ ス ま た は そ の 組 織 切 片 を グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど で 固 定 し
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、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 液 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） で 洗 浄 後 、 Ｘ － ｇ ａ ｌ を 含 む 染 色 液 で 、 室 温 ま た は ３
７ ℃ 付 近 で 、 約 ３ ０ 分 な い し １ 時 間 反 応 さ せ た 後 、 組 織 標 本 を １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ／ Ｐ Ｂ Ｓ
溶 液 で 洗 浄 す る こ と に よ っ て 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 反 応 を 停 止 さ せ 、 呈 色 を 観 察 す れ ば
よ い 。 ま た 、 常 法 に 従 い 、 ｌ ａ ｃ Ｚ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 し て も よ い 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 得 ら れ る 化 合 物 ま た は そ の 塩 は 、 上 記 し た 試 験 化 合 物
か ら 選 ば れ た 化 合 物 で あ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害
す る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 該 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ た 化 合 物 は 塩 を 形 成 し て い て も よ く 、 該 化 合 物 の 塩 と し
て は 、 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 （ 例 、 無 機 酸 な ど ） や 塩 基 （ 例 、 ア ル カ リ 金 属 な ど ） な ど
と の 塩 が 用 い ら れ 、 と り わ け 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 酸 付 加 塩 が 好 ま し い 。 こ の 様 な 塩 と し
て は 、 例 え ば 、 無 機 酸 （ 例 え ば 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 臭 化 水 素 酸 、 硫 酸 な ど ） と の 塩 、 あ る い
は 有 機 酸 （ 例 え ば 、 酢 酸 、 ギ 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 、 フ マ ル 酸 、 マ レ イ ン 酸 、 コ ハ ク 酸 、 酒 石
酸 、 ク エ ン 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 蓚 酸 、 安 息 香 酸 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 な ど
） と の 塩 な ど が 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 は
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 発 現 の 調 節 、 該 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 調 節 す る こ と が で き る の で 、
食 後 過 血 糖 改 善 剤 ま た は グ ル コ ー ス の 吸 収 促 進 剤 、 好 ま し く は 食 後 過 血 糖 改 善 剤 と し て 有
用 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 さ ら に 、 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ で 得 ら れ た 化 合 物 か ら 誘 導 さ れ る 化 合 物 も 同 様 に 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 該 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ た 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 含 有 す る 医 薬 は 、 前 記 し た 本 発
明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 塩 を 含 有 す る 医 薬 と 同 様 に し て 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 製 剤 は 、 安 全 で 低 毒 性 で あ る の で 、 例 え ば 、 ヒ ト ま た は 哺 乳 動
物 （ 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ネ コ 、
イ ヌ 、 サ ル な ど ） に 対 し て 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 該 化 合 物 ま た は そ の 塩 の 投 与 量 は 、 対 象 疾 患 、 投 与 対 象 、 投 与 ル ー ト な ど に よ り 差 異 は
あ る が 、 例 え ば 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 経 口 投 与
す る 場 合 、 一 般 的 に 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） の 食 後 過 血 糖 患 者 に お い て は 、 一 日 に つ
き 該 化 合 物 を 約 ０ .１ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 好 ま し く は 約 １ ． ０ ～ ５ ０ ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は 約
１ ． ０ ～ ２ ０ ｍ ｇ 投 与 す る 。 非 経 口 的 に 投 与 す る 場 合 は 、 該 化 合 物 の １ 回 投 与 量 は 投 与 対
象 、 対 象 疾 患 な ど に よ っ て も 異 な る が 、 例 え ば 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ モ ー タ ー 活
性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 注 射 剤 の 形 で 通 常 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） の 食 後 過 血 糖 患 者 に
投 与 す る 場 合 、 一 日 に つ き 該 化 合 物 を 約 ０ ． ０ １ ～ ３ ０ ｍ ｇ 程 度 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～
２ ０ ｍ ｇ 程 度 、 よ り 好 ま し く は 約 ０ ． １ ～ １ ０ ｍ ｇ 程 度 を 静 脈 注 射 に よ り 投 与 す る の が 好
都 合 で あ る 。 他 の 動 物 の 場 合 も 、 体 重 ６ ０ ｋ ｇ 当 た り に 換 算 し た 量 を 投 与 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 こ の よ う に 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 対 す る プ ロ
モ ー タ ー の 活 性 を 促 進 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 ま た は そ の 塩 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 上 で 極 め
て 有 用 で あ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 発 現 不 全 に 起 因 す る 各 種 疾 患 の 原 因 究 明 ま た は 予 防 ・ 治 療
剤 の 開 発 に 大 き く 貢 献 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 使 っ て 、 そ の 下 流 に
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種 々 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 連 結 し 、 こ れ を 動 物 の 卵 細 胞 に 注 入 し て い わ ゆ る
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 （ 遺 伝 子 移 入 動 物 ） を 作 成 す れ ば 、 特 異 的 に そ の タ ン パ ク 質 を 合
成 さ せ 、 そ の 生 体 で の 作 用 を 検 討 す る こ と も 可 能 と な る 。 さ ら に 上 記 プ ロ モ ー タ ー 部 分 に
適 当 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 結 合 さ せ 、 こ れ が 発 現 す る よ う な 細 胞 株 を 樹 立 す れ ば 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 そ の も の の 体 内 で の 産 生 能 力 を 特 異 的 に 促 進 も し く は 抑 制 す る 作 用 を 持 つ 低
分 子 化 合 物 の 探 索 系 と し て 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 塩 基 や ア ミ ノ 酸 な ど を 略 号 で 表 示 す る 場 合 、 Ｉ Ｕ Ｐ Ａ Ｃ － Ｉ Ｕ Ｂ 　
Commission on Biochemical Nomenclature に よ る 略 号 あ る い は 当 該 分 野 に お け る 慣 用 略
号 に 基 づ く も の で あ り 、 そ の 例 を 下 記 す る 。 ま た ア ミ ノ 酸 に 関 し 光 学 異 性 体 が あ り 得 る 場
合 は 、 特 に 明 示 し な け れ ば Ｌ 体 を 示 す も の と す る 。
Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 ： デ オ キ シ リ ボ 核 酸
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 　 　 　 ： 相 補 的 デ オ キ シ リ ボ 核 酸
Ａ   　 　 　 　 　 　 ： ア デ ニ ン
Ｔ   　 　 　 　 　 　 ： チ ミ ン
Ｇ   　 　 　 　 　 　 ： グ ア ニ ン
Ｃ   　 　 　 　 　 　 ： シ ト シ ン
Ｒ Ｎ Ａ 　 　 　 　 　 ： リ ボ 核 酸
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 　 　 　 　 ： メ ッ セ ン ジ ャ ー リ ボ 核 酸
ｄ Ａ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 ： デ オ キ シ ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸
ｄ Ｔ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 ： デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ン 酸
ｄ Ｇ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 ： デ オ キ シ グ ア ノ シ ン 三 リ ン 酸
ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 ： デ オ キ シ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸
Ａ Ｔ Ｐ 　 　 　 　 　 ： ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸
Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 　 　 　 　 ： エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
Ｓ Ｄ Ｓ 　 　 　 　 　 ： ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム
Ｇ ｌ ｙ  　 　 　 　  ： グ リ シ ン
Ａ ｌ ａ         　 ： ア ラ ニ ン
Ｖ ａ ｌ       　   ： バ リ ン
Ｌ ｅ ｕ         　 ： ロ イ シ ン
Ｉ ｌ ｅ  　        ： イ ソ ロ イ シ ン
Ｓ ｅ ｒ  　        ： セ リ ン
Ｔ ｈ ｒ 　         ： ス レ オ ニ ン
Ｃ ｙ ｓ           ： シ ス テ イ ン
Ｍ ｅ ｔ  　        ： メ チ オ ニ ン
Ｇ ｌ ｕ  　        ： グ ル タ ミ ン 酸
Ａ ｓ ｐ  　        ： ア ス パ ラ ギ ン 酸
Ｌ ｙ ｓ  　        ： リ ジ ン
Ａ ｒ ｇ  　        ： ア ル ギ ニ ン
Ｈ ｉ ｓ  　        ： ヒ ス チ ジ ン
Ｐ ｈ ｅ  　        ： フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
Ｔ ｙ ｒ  　        ： チ ロ シ ン
Ｔ ｒ ｐ  　        ： ト リ プ ト フ ァ ン
Ｐ ｒ ｏ  　        ： プ ロ リ ン
Ａ ｓ ｎ  　        ： ア ス パ ラ ギ ン
Ｇ ｌ ｎ  　        ： グ ル タ ミ ン
ｐ Ｇ ｌ ｕ 　 　 　 　 ： ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸
Ｓ ｅ ｃ 　 　 　 　 　 ： セ レ ノ シ ス テ イ ン （ selenocysteine）
ま た 、 本 明 細 書 中 で 繁 用 さ れ る 置 換 基 、 保 護 基 お よ び 試 薬 を 下 記 の 記 号 で 表 記 す る 。
Ｍ ｅ 　 　 　 　 　 　 ： メ チ ル 基
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Ｅ ｔ 　 　 　 　 　 　 ： エ チ ル 基
Ｂ ｕ 　 　 　 　 　 　 ： ブ チ ル 基
Ｐ ｈ 　 　 　 　 　 　 ： フ ェ ニ ル 基
Ｔ Ｃ 　 　 　 　 　 　 ： チ ア ゾ リ ジ ン － ４ （ Ｒ ） － カ ル ボ キ サ ミ ド 基
Ｔ ｏ ｓ 　 　 　 　 　 ： ｐ － ト ル エ ン ス ル フ ォ ニ ル
Ｃ Ｈ Ｏ 　 　 　 　 　 ： ホ ル ミ ル
Ｂ ｚ ｌ 　 　 　 　 　 ： ベ ン ジ ル
Cl 2 -Bzl　 　 　 　  ： ２ ， ６ － ジ ク ロ ロ ベ ン ジ ル
Ｂ ｏ ｍ 　 　 　 　 　 ： ベ ン ジ ル オ キ シ メ チ ル
Ｚ 　 　 　 　 　 　 　 ： ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル
Ｃ ｌ － Ｚ 　 　 　 　 ： ２ － ク ロ ロ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル
Ｂ ｒ － Ｚ 　 　 　 　 ： ２ － ブ ロ モ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル
Ｂ ｏ ｃ 　 　 　 　 　 ： ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル
Ｄ Ｎ Ｐ 　 　 　 　 　 ： ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル
Ｔ ｒ ｔ 　 　 　 　 　 ： ト リ チ ル
Ｂ ｕ ｍ 　 　 　 　 　 ： ｔ － ブ ト キ シ メ チ ル
Ｆ ｍ ｏ ｃ 　 　 　 　 ： Ｎ － ９ － フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル
Ｈ Ｏ Ｂ ｔ 　 　 　 　 ： １ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ズ ト リ ア ゾ ー ル
Ｈ Ｏ Ｏ Ｂ ｔ 　 　 　 ： ３ ,４ － ジ ヒ ド ロ － ３ － ヒ ド ロ キ シ － ４ － オ キ ソ － １ ,２ ,３ － ベ ン ゾ
ト リ ア ジ ン
Ｈ Ｏ Ｎ Ｂ 　 　 　 　 ： 1-ヒ ド ロ キ シ -5-ノ ル ボ ル ネ ン -2,3-ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド
Ｄ Ｃ Ｃ 　 　 　 　 　 ： Ｎ ， Ｎ ’ － ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド
　 本 願 明 細 書 の 配 列 表 の 配 列 番 号 は 、 以 下 の 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ 〕
ヒ ト SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ 〕
配 列 番 号 ： １ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ 〕
マ ウ ス SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ 〕
配 列 番 号 ： ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る マ ウ ス SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ 〕
ラ ッ ト SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ６ 〕
配 列 番 号 ： ５ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ラ ッ ト SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ７ 〕
実 施 例 ２ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ８ 〕
実 施 例 ２ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ９ 〕
実 施 例 ２ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ロ ー ブ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ ０ 〕
実 施 例 ２ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ １ 〕
実 施 例 ２ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ ２ 〕
実 施 例 ２ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
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〔 配 列 番 号 ： １ ３ 〕
実 施 例 ２ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ ４ 〕
実 施 例 ２ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ロ ー ブ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ ５ 〕
実 施 例 ２ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ ６ 〕
実 施 例 ２ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ ７ 〕
実 施 例 ４ で 用 い ら れ た ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ ８ 〕
実 施 例 ５ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： １ ９ 〕
実 施 例 ５ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ０ 〕
実 施 例 ５ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ロ ー ブ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ １ 〕
実 施 例 ５ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ２ 〕
実 施 例 ５ （ １ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ３ 〕
実 施 例 ５ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ４ 〕
実 施 例 ５ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ５ 〕
実 施 例 ５ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ロ ー ブ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ６ 〕
実 施 例 ５ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ７ 〕
実 施 例 ５ （ ２ ） で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ８ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ２ ９ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ ０ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ １ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ ２ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ ３ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ ４ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ ５ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ ６ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ ７ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
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〔 配 列 番 号 ： ３ ８ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ３ ９ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ０ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ １ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ２ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ３ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ４ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ５ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ６ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ７ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ８ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ４ ９ 〕
実 施 例 ６ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ ０ 〕
ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ １ 〕
配 列 番 号 ： ５ ０ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ ２ 〕
ハ ム ス タ ー SGLT1タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ ３ 〕
配 列 番 号 ： ５ ３ で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ハ ム ス タ ー SGLT1タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ ４ 〕
実 施 例 １ ０ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ ５ 〕
実 施 例 １ ０ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ ６ 〕
実 施 例 １ ０ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
〔 配 列 番 号 ： ５ ７ 〕
実 施 例 １ ０ で 用 い ら れ た プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 を 示 す 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 以 下 に お い て 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に す る が 、 こ の 発 明 は こ れ ら に 限 定 さ
れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を 更 に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は そ れ に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ２ ８ １ 】
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フ ロ リ ジ ン に よ る 糖 取 り こ み 抑 制 作 用 の 測 定
　 Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ５ ３ ７ ３ ８ の 実 施 例 ４ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 、 ヒ ト SGLT ホ モ ロ グ （ hSGLTh
） 、 マ ウ ス SGLT ホ モ ロ グ （ mSGLTh） 、  ラ ッ ト SGLT ホ モ ロ グ （ rSGLTh） 、 ヒ ト SGLT1（ hS
GLT1） 、 ヒ ト SGLT2（ hSGLT2） 発 現 CHO細 胞 株 を 作 製 し 、 実 験 に 用 い た 。 SGLTに よ っ て 選 択
的 に 細 胞 内 に 取 り こ ま れ る グ ル コ ー ス ア ナ ロ グ で あ る α -Methyl Glucose の 取 り 込 み 実 験
は 、 Am. J. Physiol. 270 : G833-G843, 1996お よ び J. Clin. Invest 93 : 397-404, 199
4 の 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。 細 胞 を 96well プ レ ー ト に 1× 10 5  細 胞  / well 、 100μ l 10% F
BS 添 加 DMEM 培 地 で 播 種 し 、 37℃ 、 一 夜 培 養 し た 。 細 胞 を バ ッ フ ァ ー  (125 mM N-Methyl-
D-Glucamine, 1.2mM KH 2 PO 4 , 2.5mM CaCl 2 , 1.2mM MgSO 4 , 4mM Glutamine, 10mM HEPES (
pH 7.2) , 0.1mg/ml BSA) 150μ lで 3回 洗 浄 後 同 バ ッ フ ァ ー で １ 時 間 培 養 し 、 残 存 す る グ
ル コ ー ス を 除 去 し た 。 バ ッ フ ァ ー を 除 去 し 、 同 バ ッ フ ァ ー お よ び N-Methyl-D-Glucamine (
NMDG)を NaCl あ る い は  NaCl + Phlorizin (Sigma 社 ) に 置 き 換 え た バ ッ フ ァ ー 　 90μ l 
を 添 加 し た 。 1mM α -Methyl Glucose を 各 well に 10μ l ( [ 1 4 C]α -Methyl Glucose (ア
マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 ) 0.02μ Ci を 含 む ) 添 加 し １ 時 間 後 、 冷 PBS バ
ッ フ ァ ー  200μ lで 3回 洗 浄 し た 。 各 well に 液 体 シ ン チ レ ー タ 100μ l を 添 加 し 、 細 胞 に 取
り 込 ま れ た 1 4 Cの カ ウ ン ト を 測 定 し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 結 果 を 表 １ お よ び 表 ２ に 示 し た 。

〔 表 １ 〕 hSGLT1, hSGLT2, hSGLThの フ ロ リ ジ ン 耐 性 度 の 比 較

                                        α -Methyl Glucoseの 取 込 量
                                        (control 群 に 対 す る ％ 表 示 )

control群 (NMDG添 加 ・ NaCl非 添 加 群 )      100±  18    100± 15    100±  12
NaCl添 加 群                            1039± 186    830± 99    767±  85
NaCl＋ フ ロ リ ジ ン  3μ M添 加 群            244±  48    139± 23    570± 142

〔 表 ２ 〕 mSGLTh, rSGLThの フ ロ リ ジ ン 耐 性 度 の 比 較

                                    α -Methyl Glucoseの 取 込 量  
                                    (control 群 に 対 す る ％ 表 示 )

control群 (NMDG添 加 ・ NaCl非 添 加 群 )      100±  6    100±  1    
NaCl添 加 群                             819± 54    953±  0    
NaCl＋ フ ロ リ ジ ン  15μ M添 加 群           521± 35    643± 76

  表 １ お よ び 表 ２ か ら 明 ら か な よ う に 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト SGLT ホ モ ロ グ は 、 hSGLT1,
 hSGLT2 と 同 様 に 、 Na＋ 濃 度 に 依 存 し て α -Methyl Glucose を 取 り 込 ん だ が 、 Phlorizin 
へ の 耐 性 が SGLT１ 、 SGLT2よ り も 強 い こ と が 証 明 さ れ た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ２ ８ ３ 】
ヒ ト 消 化 管 に お け る SGLTホ モ ロ グ の 発 現 分 布 の 解 析
（ １ ） TaqMan PCR に よ る ヒ ト SGLTホ モ ロ グ の 発 現 量 の 解 析
  TaqMan PCR に 用 い る プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ は 、 Primer Express ver. 1.0 (PE バ
イ オ シ ス テ ム ジ ャ パ ン )を 用 い て 検 索 し 、 プ ラ イ マ ー  cccgatgctttccacatgcttc（ 配 列 番 号
： ７ ） 、 プ ラ イ マ ー 　 acaatgacctggtctgtgcacc（ 配 列 番 号 ： ８ ） 、 プ ロ ー ブ  acatcccttgg
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                                        hSGLT1     hSGLT2      hSGLTh

NaCl＋ フ ロ リ ジ ン  100μ M添 加 群           60±  14     48±  8    124±  19

                                                              

                                       mSGLTh     rSGLTh      

NaCl＋ フ ロ リ ジ ン  500μ M添 加 群           78±  8    118±  6      



ccaggtctcattttcgg（ 配 列 番 号 ： ９ ） を 選 択 し た 。 プ ロ ー ブ の リ ポ ー タ ー 色 素 と し て 、 FAM
 (6-carboxyfluorescein) を 付 加 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 ス タ ン ダ ー ド DNA と し て 、 ヒ ト SGLTホ モ ロ グ の PCR断 片 を 使 用 し た 。 PCR反 応 に お け る 反
応 液 の 組 成 は ヒ ト SGLTホ モ ロ グ DNA 1μ lを 鋳 型 と し て 使 用 し 、 Pfu Turbo DNA Polymerase
（ STRATAGENE社 ） 1μ l量 、 プ ラ イ マ ー  gggggccagaggatccaggtgta（ 配 列 番 号 ： １ ０ ） お よ
び プ ラ イ マ ー  gcaatcatcagcccccgcagac（ 配 列 番 号 ： １ １ ） を 各 0.5μ M、 dNTPsを 200μ M、
お よ び 酵 素 に 添 付 の バ ッ フ ァ ー を 5μ l加 え 、 50μ lの 液 量 と し た 。 PCR反 応 は 、 94℃ ・ 1分
の 後 、 96℃ ・ 20秒 、 60℃ ・ 30秒 、 72℃ ・ 1分 の サ イ ク ル を 35回 繰 り 返 し 、 最 後 に 72℃ ・ 7分
の 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 こ の PCR反 応 産 物 を 1% ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 し 、 0.7 Kbp DNA断
片 を 切 り 出 し 、 ゲ ル エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト （ Qiagen社 ） を 用 い て DNAを 抽 出 し た 。 該  
PCR断 片 を 10 0 - 10 6  コ ピ ー /μ l に 調 製 し て ス タ ン ダ ー ド DNA と し て 使 用 し た 。
（ ２ ） TaqMan PCR に よ る ヒ ト SGLT1の 発 現 量 の 解 析
  TaqMan PCR に 用 い る プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ は 、 Primer Express ver. 1.0 (PE バ
イ オ シ ス テ ム ジ ャ パ ン )を 用 い て 検 索 し 、 プ ラ イ マ ー  agcaccctcttcaccatgga（ 配 列 番 号 ：
１ ２ ） 、 プ ラ イ マ ー 　 aaacaaccttccggcaatcat（ 配 列 番 号 ： １ ３ ） 、 プ ロ ー ブ   ccaaggtcc
gcaagagagcatctga（ 配 列 番 号 ： １ ４ ） を 選 択 し た 。 プ ロ ー ブ の リ ポ ー タ ー 色 素 と し て 、 FA
M (6-carboxyfluorescein) を 付 加 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
  ス タ ン ダ ー ド DNA と し て 、 ヒ ト SGLT1の PCR断 片 を 使 用 し た 。 PCR反 応 に お け る 反 応 液 の
組 成 は ヒ ト SGLT1 DNA 1μ lを 鋳 型 と し て 使 用 し 、 Pfu Turbo DNA Polymerase（ STRATAGENE
社 ） 1μ l量 、 プ ラ イ マ ー  tgtgtcgtcccttcagaatgtg（ 配 列 番 号 ： １ ５ ） お よ び プ ラ イ マ ー  
agaactagttcaggcaaaatatgcatg（ 配 列 番 号 ： １ ６ ） を 各 0.5μ M、 dNTPsを 200μ M、 お よ び 酵
素 に 添 付 の バ ッ フ ァ ー を 5μ l加 え 、 50μ lの 液 量 と し た 。 PCR反 応 は 、 94℃ ・ 1分 の 後 、 96
℃ ・ 20秒 、 60℃ ・ 30秒 、 72℃ ・ 1分 の サ イ ク ル を 35回 繰 り 返 し 、 最 後 に 72℃ ・ 7分 の 伸 長 反
応 を 行 っ た 。 こ の PCR反 応 産 物 を 1% ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 し 、 1.0 Kbp DNA断 片 を 切 り
出 し 、 ゲ ル エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト （ Qiagen社 ） を 用 い て DNAを 抽 出 し た 。 該  PCR断 片
を 10 0 - 10 6  コ ピ ー /μ l に 調 製 し て ス タ ン ダ ー ド DNA と し て 使 用 し た 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
  各 組 織 の cDNA ソ ー ス と し て 、 ヒ ト 消 化 管 MTCパ ネ ル （ ク ロ ン テ ッ ク 社 ） を 使 用 し た 。 上
記 プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ７ ） 200nM, 上 記 プ ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ： ８ ） 100nM, 上 記 プ ロ
ー ブ （ 配 列 番 号 ： ９ ） 50nM, 鋳 型 DNA に 、 TaqMan Universal PCR Master Mix (PE バ イ オ
シ ス テ ム ズ ジ ャ パ ン )を 添 付 書 類 記 載 の 規 定 量 加 え 、 ABI PRISM 7700 Sequence Detection
 System (PE バ イ オ シ ス テ ム ズ ジ ャ パ ン )で PCR反 応 お よ び 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
  ヒ ト 消 化 管 MTCパ ネ ル （ ク ロ ン テ ッ ク 社 ） を 用 い て 、 TaqMan PCR 法 で ヒ ト SGLTホ モ ロ グ
の 発 現 分 布 を 調 べ た と こ ろ 、 図 １ に 示 す と お り 、 食 物 由 来 の グ ル コ ー ス の 主 な 吸 収 部 位 で
あ る 空 腸 で 最 も 高 い 発 現 が 認 め ら れ た 。 多 糖 類 は 十 二 指 腸 に お い て 膵 ア ミ ラ ー ゼ に よ る 分
解 を 受 け 、 空 腸 で 主 に 吸 収 さ れ る も の と 考 え ら れ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ２ ８ ８ 】
初 代 培 養 正 常 ヒ ト 小 腸 上 皮 細 胞 に お け る SGLT1, SGLTホ モ ロ グ の 発 現 解 析
  正 常 ヒ ト 小 腸 上 皮 細 胞 （ Cell System-IE Cells） は 、 大 日 本 製 薬 か ら 購 入 し た 。 コ ラ ー
ゲ ン コ ー ト プ レ ー ト （ 24穴 プ レ ー ト ） に CS-2.0培 地 （ 25mM グ ル コ ー ス 、 10%FBSお よ び 抗
生 物 質 添 加 ） で 2x10 5 cells/well播 種 し 、 2日 置 き に 培 地 交 換 し 13日 間 培 養 し た 。 RNAeasy 
mini キ ッ ト (Quiagen)を 用 い て 、 ト ー タ ル RNA を 抽 出 し 、 TaqMan Gold RT-PCR キ ッ ト  (P
E biosystems) を 用 い 、 TaqMan PCR 法 で ヒ ト SGLT（ hSGLT） ホ モ ロ グ 、 hSGLT1の 発 現 量 を
測 定 し た 。 図 ２ に 示 す と お り 、 正 常 ヒ ト 小 腸 上 皮 細 胞 （ Cell System-IE Cells） に お い て
、 hSGLTホ モ ロ グ （ hSGLTh） は 、 hSGLT1と 同 等 以 上 に 発 現 し て い た 。
【 実 施 例 ４ 】
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【 ０ ２ ８ ９ 】
抗 ヒ ト SGLTホ モ ロ グ 抗 体 に よ る ヒ ト 小 腸 切 片 の 免 疫 染 色
（ １ ） 抗 ヒ ト SGLTホ モ ロ グ ペ プ チ ド 抗 体 の 作 製
  ヒ ト SGLTホ モ ロ グ の 261-275番 目 の ペ プ チ ド の 275番 目 の ア ミ ノ 酸 残 基 に シ ス テ イ ン を つ
け た も の （ ク ラ ボ ウ 社 ） を 免 疫 原 ペ プ チ ド 〔 H-HisAsnLeuArgAspProValSerGlyAspIleProTr
pGlyCys（ 配 列 番 号 ： １ ７ ） -NH 2 ＝  H-HNLRDPVSGDIPWGC-NH 2 〕 と し て 使 用 し た 。 N-(γ -マ
レ イ ミ ド ブ チ リ ロ キ シ )サ ク シ ニ ミ ド (GMBS) と Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) を 混 合
し 、 室 温 で 40分 反 応 し た 。 セ フ ァ デ ッ ク ス G-25カ ラ ム で 分 画 し 、 マ レ イ ミ ド 基 の 導 入 さ れ
た KLHを 得 た 。 免 疫 原 ペ プ チ ド 5mgと マ レ イ ミ ド 基 の 導 入 さ れ た KLHを 等 量 混 合 し 4℃ で 1日
間 反 応 し た 。 PBS buffer で 2日 間 透 析 し 、 PBS bufferに 1mg/mlの 濃 度 で 懸 濁 し た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
  完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 抗 原 を 等 量 で 混 合 し （ ト ー タ ル 0.6 ml） 、 ３ ヶ 月 齢 の Ne
w Zealand white rabbit に 皮 下 免 疫 し た 。 以 後 、 ２ ～ ３ 週 間 お き に 同 量 の 免 疫 原 を 不 完
全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と と も に 3回 追 加 免 疫 し た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
  5mg の 合 成 ペ プ チ ド と Sulfo-Link gel 5ml を シ ス テ イ ン を 介 し て 結 合 さ せ 、 PBS buffe
rで 平 衡 化 し た 。 5mlの 抗 血 清 を ペ プ チ ド を 結 合 し た ゲ ル に 通 し 、 PBS buffer (5  ml) で 3
回 洗 浄 し た 。 ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 を 0.1N グ リ シ ン -HCl buffer (pH 2.5) 8 ml で 溶
出 し た 。 2.4 ml の Tris buffer で 中 和 し 、 抗 ヒ ト SGLTホ モ ロ グ ペ プ チ ド 抗 体 と し た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 こ の 抗 体 を 用 い て 、 ヒ ト 小 腸 切 片 の 免 疫 染 色 を 行 な っ た と こ ろ 、 Villiの 基 底 部 か ら 先
端 ま で 糖 吸 収 部 位 で あ る 上 皮 細 胞 （ SGLT1も こ こ で 発 現 し て い る （ Eur.J.Physiol 430:151
, 1995） ） に お い て 、 タ ン パ ク レ ベ ル で 発 現 が 確 認 さ れ た 。 結 果 を 図 ３ に 示 す 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ２ ９ ３ 】
糖 尿 病 動 物 に お け る SGLTホ モ ロ グ の 発 現 変 動
  糖 尿 病 患 者 で は 、 小 腸 か ら の 糖 吸 収 の 亢 進 が 認 め ら れ て い る （  Am J Physiol Gastroin
test Liver Physiol 282:G241-G248　 2002） 。 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス で あ る KKA y と 正 常 マ ウ
ス の C57/BL6お よ び 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ ト で あ る Wistar fatty と 正 常 ラ ッ ト の Wistar lean 
の 小 腸 に お け る SGLTホ モ ロ グ の 発 現 量 を TaqMan PCR法 で 比 較 し た 。
（ １ ） TaqMan PCRに よ る マ ウ ス SGLTホ モ ロ グ の 発 現 量 の 解 析
  TaqMan PCRに 用 い る プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ は 、 Primer Express ver.1.0(PE バ イ オ
シ ス テ ム ズ ジ ャ パ ン )を 用 い て 検 索 し 、
プ ラ イ マ ー （ 5’ -tgcacagaccaggtgattgtg-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： １ ８ 〕
プ ラ イ マ ー （ 5’ -gcacggagcctcccttg-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： １ ９ 〕
プ ロ ー ブ 　 （ 5’ -ctcgcagccaacaatctttcacatg-3’ ）  〔 配 列 番 号 ： ２ ０ 〕
を 選 択 し た 。 プ ロ ー ブ の リ ポ ー タ ー 色 素 と し て 、 FAM(6-carboxyfluorescein)を 付 加 し た
。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 ス タ ン ダ ー ド DNAと し て マ ウ ス SGLTホ モ ロ グ の PCR断 片 を 使 用 し た 。 PCR反 応 に お け る 反
応 液 の 組 成 は マ ウ ス SGLTホ モ ロ グ  DNA 1μ lを 鋳 型 と し て 使 用 し 、 Pfu Turbo DNA polymer
ase(STRATAGENE社 )1μ l量 、 プ ラ イ マ ー （ 5’ -atctctaatgtccagcaatgtg-3’ )〔 配 列 番 号 ：
２ １ 〕 お よ び プ ラ イ マ ー （ 5’ -accagcttggggtaggcaat-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： ２ ２ 〕 を 各 0.5
μ M、 dNTPsを 200μ M、 お よ び 酵 素 に 添 付 の バ ッ フ ァ ー を 5μ l加 え 、 50μ lの 液 量 と し た 。 P
CR反 応 は 、 94℃ ・ 1分 の 後 、 96℃ ・ 20秒 、 62℃ ・ 30秒 ， 72℃ ・ 30秒 の サ イ ク ル を 40回 繰 り
返 し 、 最 後 に 72℃ ・ 7分 の 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 該 PCR反 応 産 物 を 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳
動 し 、 0.9kbp DNA断 片 を 切 り 出 し 、 ゲ ル エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト （ Qiagen社 ） を 用 い て
DNAを 抽 出 し た 。 該 PCR断 片 を 10 0  - 10 6 コ ピ ー /μ lに 調 整 し て ス タ ン ダ ー ド DNAと し て 使 用
し た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
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　 糖 尿 病 モ デ ル マ ウ ス で あ る KKA y  と 正 常 マ ウ ス の C57/BL6マ ウ ス よ り 十 二 指 腸 お よ び 空 回
腸 を 摘 出 、 こ こ か ら total RNAを 抽 出 し た 。 total RNAの 抽 出 は ISOGEN(ニ ッ ポ ン ジ ー ン 社 )
の 方 法 に 従 っ た 。 得 ら れ た RNA 0.1μ gを 鋳 型 と し て TaqMan Reverse Transcription Reage
nts(Roche社 )の 方 法 に 従 い 、 cDNAを 合 成 し た 。 こ の cDNA1μ lを 鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー （ 5
’ -tgcacagaccaggtgattgtg-3’ ）  〔 配 列 番 号 ： １ ８ 〕 200nM、 プ ラ イ マ ー （ 5’ -gcacggag
cctcccttg-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： １ ９ 〕 200nM、 プ ロ ー ブ  （ 5’ -ctcgcagccaacaatctttcacatg
-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： ２ ０ 〕  50nM、 に TaqMan universal PCR Master mix(PE バ イ オ シ ス テ
ム ズ ジ ャ パ ン )を 添 付 書 類 記 載 の 規 定 量 加 え 、 ABI PRISM 7700 sequence Detection syste
m(PE バ イ オ シ ス テ ム ズ ジ ャ パ ン )で PCR反 応 お よ び 解 析 を 行 っ た 。
（ ２ ） TaqMan PCRに よ る ラ ッ ト SGLTホ モ ロ グ の 発 現 量 の 解 析
TaqMan PCRに 用 い る プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ は 、 Primer Express ver.1.0(PE バ イ オ シ
ス テ ム ズ ジ ャ パ ン )を 用 い て 検 索 し 、
プ ラ イ マ ー  (5’ -ctcacagtcttggccacctg-3’ )〔 配 列 番 号 ： ２ ３ 〕
プ ラ イ マ ー （ 5’ -agaaccggctctctctggag-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： ２ ４ 〕
プ ロ ー ブ 　 （ 5’ -tgcacggaccaggtgattgtgc-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： ２ ５ 〕
を 選 択 し た 。 プ ロ ー ブ の リ ポ ー タ ー 色 素 と し て 、 FAM(6-carboxyfluorescein)を 付 加 し た
。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 ス タ ン ダ ー ド DNAと し て ラ ッ ト SGLTホ モ ロ グ の PCR断 片 を 使 用 し た 。 PCR反 応 に お け る 反
応 液 の 組 成 は ラ ッ ト SGLTホ モ ロ グ  DNA 1μ lを 鋳 型 と し て 使 用 し 、 Pfu Turbo DNA polymer
ase(STRATAGENE社 )1μ l量 、 プ ラ イ マ ー （ 5’ -tctggagtcagcctgcacacct-3’ ） 〔 配 列 番 号
： ２ ６ 〕 お よ び プ ラ イ マ ー （ 5’ -cagccttctcagctgggctcag-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： ２ ７ 〕 を 各
0.5μ M、 dNTPsを 200μ M、 お よ び 酵 素 に 添 付 の バ ッ フ ァ ー を 5μ l加 え 、 50μ lの 液 量 と し た
。 PCR反 応 は 、 94℃ ・ 1分 の 後 、 96℃ ・ 20秒 、 62℃ ・ 30秒 ， 72℃ ・ 30秒 の サ イ ク ル を 40回 繰
り 返 し 、 最 後 に 72℃ ・ 7分 の 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 該 PCR反 応 産 物 を 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気
泳 動 し 、 0.9kbp DNA断 片 を 切 り 出 し 、 ゲ ル エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト （ Qiagen社 ） を 用 い
て DNAを 抽 出 し た 。 該 PCR断 片 を 10 0  - 10 6 コ ピ ー /μ lに 調 整 し て ス タ ン ダ ー ド DNAと し て 使
用 し た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 糖 尿 病 モ デ ル ラ ッ ト で あ る Wistar fatty と 正 常 ラ ッ ト の Wistar lean の 小 腸 を 上 部 、
中 部 、 下 部 に 分 け 、 こ こ か ら total RNAを 抽 出 し た 。 total RNAの 抽 出 は ISOGEN(ニ ッ ポ ン
ジ ー ン 社 )の 方 法 に 従 っ た 。 こ の RNA　 0.1μ gを 鋳 型 と し て TaqMan Reverse Transcription
 Reagents(Roche社 )の 方 法 に 従 い 、 cDNAを 合 成 し た 。 こ の cDNA 1μ lを 鋳 型 と し 、 プ ラ イ
マ ー 200nM　 (5’ -ctcacagtcttggccacctg-3’ )〔 配 列 番 号 ： ２ ３ 〕 、 プ ラ イ マ ー  200nM（ 5
’ -agaaccggctctctctggag-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： ２ ４ 〕 、 プ ロ ー ブ 　 50nM（ 5’ -tgcacggacca
ggtgattgtgc-3’ ） 〔 配 列 番 号 ： ２ ５ 〕 に 、 TaqMan universal PCR Master mix(PE バ イ オ
シ ス テ ム ズ ジ ャ パ ン )を 添 付 書 類 記 載 の 規 定 量 加 え 、 ABI PRISM 7700 sequence Detection
 system(PE バ イ オ シ ス テ ム ズ ジ ャ パ ン )で PCR反 応 お よ び 解 析 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 結 果 を 図 ４ お よ び 図 ５ に 示 す 。 糖 尿 病 モ デ ル 動 物 で あ る KKA y マ ウ ス と Wistar fatty ラ
ッ ト の 小 腸 で は 、 そ れ ぞ れ 対 照 の 正 常 動 物 に 比 べ て 、 SGLTホ モ ロ グ の 発 現 亢 進 が 認 め ら れ
、 糖 尿 病 に お け る 小 腸 で の 糖 吸 収 の 亢 進 、 食 後 過 血 糖 の 原 因 と な っ て い る こ と が 示 唆 さ れ
た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ２ ９ ９ 】
ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 サ ル 小 腸 に お け る SGLTホ モ ロ グ の 発 現
　 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 サ ル 小 腸 に お け る SGLT1, SGLTホ モ ロ グ の 発 現 量
を RT-PCR 法 で 比 較 し た 。

  ヒ ト SGLTホ モ ロ グ に つ い て は 、 ヒ ト 空 腸 cDNA（ DCA社 ） を 鋳 型 と し 、 プ ラ イ マ ー 1 ggggg
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ccagaggatccaggtgta〔 配 列 番 号 ： ２ ８ 〕 、 お よ び プ ラ イ マ ー ２  aaaatagccccagaggaagatgt
tga〔 配 列 番 号 ： ２ ９ 〕 を 用 い て PCR反 応 を 行 っ た 。 こ の 反 応 に お け る 反 応 液 の 組 成 は 上 記
cDNA 1μ lを 鋳 型 と し て 使 用 し 、 Pfu Turbo DNA Polymerase（ STRATAGENE社 ） 1μ l量 、 プ
ラ イ マ ー １ お よ び プ ラ イ マ ー ２ を 各 0.5μ M、 dNTPsを 200μ M、 お よ び 酵 素 に 添 付 の バ ッ フ
ァ ー を 5μ l加 え 、 50μ lの 液 量 と し た 。 PCR反 応 は 、 94℃ ・ 1分 の 後 、 96℃ ・ 20秒 、 62℃ ・ 3
0秒 、 72℃ ・ 1.5分 の サ イ ク ル を 40回 繰 り 返 し 、 最 後 に 72℃ ・ 7分 の 伸 長 反 応 を 行 っ た 。 同
様 に ヒ ト SGLT1(NM_000343)に つ い て は プ ラ イ マ ー ３  atcctgactgggtttgcttt〔 配 列 番 号 ：
３ ０ 〕 お よ び プ ラ イ マ ー ４  atgctgatgccaatcagcac〔 配 列 番 号 ： ３ １ 〕 を 用 い て PCRを 行 い
、 反 応 条 件 は 96℃ ・ 20秒 、 55℃ ・ 30秒 、 72℃ ・ 30秒 を 40回 繰 り 返 し 、 他 の 条 件 は ヒ ト SGLT
ホ モ ロ グ の 条 件 と 同 様 と し た 。
ヒ ト actinに つ い て は プ ラ イ マ ー ５  agagctacgagctgcctgac〔 配 列 番 号 ： ３ ２ 〕 お よ び プ ラ
イ マ ー ６  acatctgctggaaggtggac〔 配 列 番 号 ： ３ ３ 〕 を 用 い て PCRを 行 い 、 反 応 条 件 は 96℃
・ 20秒 、 64℃ ・ 30秒 、 72℃ ・ 30秒 を 40回 繰 り 返 し 、 他 の 条 件 は ヒ ト SGLTホ モ ロ グ の 条 件 と
同 様 と し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 以 下 に ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ 、 SGLT1、 サ ル SGLTホ モ ロ グ 、 SGLT1、 マ ウ ス SGLTホ モ ロ
グ 、 SGLT1、 お よ び ラ ッ ト SGLTホ モ ロ グ 、 SGLT1の RT-PCR反 応 条 件 に つ い て 記 す 。
【 ０ ３ ０ １ 】
  ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ お よ び SGLT1は 9週 齢 、 雄 性 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 小 腸 よ り 抽 出 し
た RNAを 鋳 型 と し て TaqMan reverse transcription reagents (Applied Biosystems社 ) を
用 い て ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー か ら cDNAを 合 成 し た 。 こ の cDNAを 鋳 型 と し て 以 下 に 記 す PCRプ
ラ イ マ ー と 反 応 条 件 で PCR反 応 を 行 っ た 。
ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ
forward:tgccacagtacttgaagaaacgat〔 配 列 番 号 ： ３ ４ 〕
reverse:tgaagaacattgggaggatt〔 配 列 番 号 ： ３ ５ 〕
95℃  20秒 、 50℃ 　 30秒 、 72℃ 　 30秒 　 を 40回 繰 り 返 し
ハ ム ス タ ー SGLT1
forward:caatgaagtaggagggtatgagg〔 配 列 番 号 ： ３ ６ 〕
reverse:tggcgctgttgaagatggaggtc〔 配 列 番 号 ： ３ ７ 〕
95℃  20秒 、 56℃ 　 30秒 、 72℃ 　 1分 　 を 40回 繰 り 返 し 　
  サ ル SGLTホ モ ロ グ お よ び SGLT1は カ ニ ク イ ザ ル 小 腸 よ り 抽 出 し た RNAを 鋳 型 と し て TaqMan
 reverse transcription reagents を 用 い て ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー か ら cDNAを 合 成 し た 。 こ
の cDNAを 鋳 型 と し て 以 下 に 記 す PCRプ ラ イ マ ー と 反 応 条 件 で PCR反 応 を 行 っ た 。
サ ル SGLTホ モ ロ グ
forward:atctctaatgtccagcaatgtg〔 配 列 番 号 ： ３ ８ 〕
reverse:gcaatcatcagcccccgcagac〔 配 列 番 号 ： ３ ９ 〕
95℃  20秒 、 57℃ 　 30秒 、 72℃ 　 1分 　 を 40回 繰 り 返 し
サ ル SGLT1
forward:atcctgactgggtttgcttt〔 配 列 番 号 ： ４ ０ 〕
reverse:atgctgatgccaatcagcac〔 配 列 番 号 ： ４ １ 〕
95℃  20秒 、 55℃ 　 30秒 、 72℃ 　 1分 　 を 40回 繰 り 返 し
  マ ウ ス SGLTホ モ ロ グ お よ び SGLT1は 8週 齢  雄 性 KKA y マ ウ ス 小 腸 よ り 抽 出 し た RNAを 鋳 型 と
し て TaqMan reverse transcription reagents を 用 い て ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー か ら cDNAを 合
成 し た 。 こ の cDNAを 鋳 型 と し て 以 下 に 記 す PCRプ ラ イ マ ー と 反 応 条 件 で PCR反 応 を 行 っ た 。
マ ウ ス SGLTホ モ ロ グ
forward:ggcaatggaaccaggagtgtc〔 配 列 番 号 ： ４ ２ 〕
reverse:tcacgcaaaatagccccagagaaag〔 配 列 番 号 ： ４ ３ 〕
95℃  20秒 、 60℃ 　 30秒 、 72℃ 　 2.5分 　 を 40回 繰 り 返 し
マ ウ ス SGLT1(NM_019810)
forward:atggacagtagcaccttgagcc〔 配 列 番 号 ： ４ ４ 〕
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reverse:tcaggcaaaataggcatggcag〔 配 列 番 号 ： ４ ５ 〕
95℃  20秒 、 55℃ 　 30秒 、 72℃ 　 2.5分 　 を 40回 繰 り 返 し
  ラ ッ ト SGLTホ モ ロ グ お よ び SGLT1は 22週 齢  雄 性 Wistar fatty ラ ッ ト 小 腸 よ り 抽 出 し た R
NAを 鋳 型 と し て TaqMan reverse transcription reagents を 用 い て ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー か
ら cDNAを 合 成 し た 。 こ の cDNAを 鋳 型 と し て 以 下 に 記 す PCRプ ラ イ マ ー と 反 応 条 件 で PCR反 応
を 行 っ た 。
ラ ッ ト SGLTホ モ ロ グ
forward:caatggaacctggagcttcaag〔 配 列 番 号 ： ４ ６ 〕
reverse: tcacgcaaaatagccccagagaaag〔 配 列 番 号 ： ４ ７ 〕
95℃  20秒 、 60℃ 　 30秒 、 72℃ 　 2.5分 　 を 40回 繰 り 返 し
ラ ッ ト SGLT1(NM_013033)
forward: atggacagtagcaccttgagcc〔 配 列 番 号 ： ４ ８ 〕
reverse: tcaggcaaaataggcgtggcag〔 配 列 番 号 ： ４ ９ 〕
95℃  20秒 、 55℃ 　 30秒 、 72℃ 　 2.5分 　 を 40回 繰 り 返 し
　 図 ６ に 示 す 結 果 の と お り 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト で は 、 SGLTホ モ ロ グ に 比 べ て SGLT1の 発 現 が
高 い が 、 サ ル で は ヒ ト と 同 様 に SGLT1, SGLTホ モ ロ グ の 発 現 が 同 等 で 、 ハ ム ス タ ー で は SGL
T1以 上 に SGLTホ モ ロ グ の 発 現 が 認 め ら れ た 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ３ ０ ２ 】
マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 小 腸 器 官 培 養 系 に よ る 糖 取 り 込 み 量 の 測 定
  小 腸 器 官 培 養 系 に よ る 糖 取 り 込 み 量 の 測 定 は 、 Peptides, 19 : 1249-1253  1998お よ び
 J. Agric. Food Chem. 48 : 5618-5623　 2000の 方 法 に 従 っ た 。 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ
ッ ト 、 ハ ム ス タ ー は 、 エ ー テ ル 麻 酔 後 頚 動 脈 を 切 断 し て 安 楽 死 さ せ た 。 空 腸 領 域 を 切 り 出
し 、 腸 間 膜 脂 肪 を 取 り 除 き 、 管 を 切 り 開 い て 内 容 物 を 洗 浄 し 、 1cm 長 に 切 り 分 け た 。 空 腸
切 片 を バ ッ フ ァ ー  (125 mM N-Methyl-D-Glucamine (NMDG), 1.2mM KH 2 PO 4 , 2.5mM CaCl 2 ,
 1.2mM MgSO 4 , 4mM Glutamine, 10mM HEPES (pH 7.2) , 0.1mg/ml BSA) で 3回 洗 浄 後 、 48
-wellプ レ ー ト に 1個 ず つ 移 し た 。 同 バ ッ フ ァ ー お よ び NMDGを NaCl あ る い は  NaCl +  Phlo
rizin 30μ M) に 置 き 換 え た バ ッ フ ァ ー  270μ l を 添 加 し た 。 10mM α -Methyl Glucose, 1
0mM D-mannitol を 各 well に 30μ l ( [ 1 4 C]α -Methyl Glucose （ AMG） (ア マ シ ャ ム 　 フ
ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 ) 0.12μ Ci , [ 3 H]D-mannitol (Perkin Elmer LifeSciences)0
.3μ Ci を 含 む ) を 添 加 し 、 37℃ 、 10分 間 培 養 後 、 冷 PBS バ ッ フ ァ ー  300ulで 3回 洗 浄 し た
。 空 腸 切 片 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 測 定 用 ミ ニ バ イ ア ル に 移 し 、 組 織 溶 解 剤  Solvable (P
erkin Elmer LifeSciences)500μ lを 添 加 し 、 50℃ で 2時 間 処 理 し て 溶 解 し た 。 液 体 シ ン チ
レ ー タ Ultima Gold-XR (Perkin Elmer LifeSciences) 5ml を 添 加 し 、 空 腸 切 片 に 取 り 込
ま れ た 1 4 C、 3 Hの カ ウ ン ト を 測 定 し た 。 図 ７ に 示 す 結 果 の と お り 、 ハ ム ス タ ー の 小 腸 で は
、 フ ロ リ ジ ン に 耐 性 の 強 い SGLT活 性 が 認 め ら れ 、 SGLTホ モ ロ グ の 糖 取 り 込 み 活 性 が 確 認 さ
れ た 。
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ３ ０ ３ 】
SGLT1と SGLTホ モ ロ グ の 基 質 特 異 性 の 検 討
　 ヒ ト SGLTホ モ ロ グ ま た は ヒ ト SGLT1導 入 COS7細 胞 を 作 製 し そ れ ぞ れ の 基 質 特 異 性 を 検 討
し た 。 α -Methyl Glucoseの 取 り 込 み 実 験 は 、 Am. J. Physiol. 270:G833-G843, 1996お よ
び J. Clin. Invest. 93:397-404, 1994の 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。 細 胞 を 96穴 プ レ ー ト に 3×
10 4 細 胞 ／ well、 100μ l 10% FBS添 加 DMEM培 地 で 播 種 し 、 37℃ で 一 夜 培 養 し た 。 各 wellを 1
25 mM の N-Methyl-D-Glucamineを 添 加 し た 反 応 緩 衝 液 （ 1.2 mM KH 2 PO 4 , 2.5 mM CaCl 2 , 1
.2 mM MgSO 4 , 4 mM Glutamine, 10 mM HEPES (pH7.2), 0.1 mg/ml BSA） で 3回 洗 浄 後 、 同
緩 衝 液 で さ ら に 1時 間 培 養 し 、 細 胞 に 残 存 す る グ ル コ ー ス を 除 去 し た 。 次 に 150 mMの  NaCl
を 添 加 し た 上 記 反 応 緩 衝 液 に Glucoseま た は Galactoseを 0, 1, 10 mMを 添 加 し た も の を 調
製 し 、 そ れ ぞ れ 各 wellに 90μ l添 加 し た 。 さ ら に 0.02μ Ciの ［ 1 4 C］ -α -Methyl Glucose（
ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 ） を 含 有 す る 終 濃 度 1 mM α -Methyl Glucoseを
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各 wellに 10μ lず つ 添 加 し 、 1時 間 の 糖 取 り 込 み 反 応 を 行 っ た 。 200μ lの 冷 PBSで 3回 洗 浄 し
た 後 、 液 体 シ ン チ レ ー タ を 各 wellに 100μ lず つ 添 加 し 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ た 1 4 Cの 量 を シ
ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。 そ の 結 果 、 SGLT1が Glucoseと Galactoseに 対 し 親
和 性 を 持 つ の に 対 し 、 SGLTホ モ ロ グ は Glucoseに 親 和 性 は あ る も の の Galactoseに 対 す る 親
和 性 は ほ と ん ど 無 い こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ３ ０ ４ 】
SGLT1ま た は SGLTホ モ ロ グ を 介 す る 糖 取 り 込 み の 速 度 論 的 解 析
　 ヒ ト SGLTホ モ ロ グ ま た は ヒ ト SGLT1導 入 COS7細 胞 を 作 製 し そ れ ぞ れ の 糖 取 り 込 み の 速 度
論 的 解 析 を 行 っ た 。 α -Methyl Glucoseの 取 り 込 み 実 験 は 、 Am. J. Physiol. 270:G833-G8
43, 1996お よ び J. Clin. Invest. 93:397-404, 1994の 方 法 に 従 っ て 行 っ た 。 細 胞 を 96穴
プ レ ー ト に 3× 10 4 細 胞 ／ well、 100μ l 10% FBS添 加 DMEM培 地 で 播 種 し 、 37℃ で 一 夜 培 養 し
た 。 各 wellを 125 mM の N-Methyl-D-Glucamineを 添 加 し た 反 応 緩 衝 液 （ 1.2 mM KH 2 PO 4 , 2.
5 mM CaCl 2 , 1.2 mM MgSO 4 , 4 mM Glutamine, 10 mM HEPES (pH7.2), 0.1 mg/ml BSA） で
3回 洗 浄 後 、 同 緩 衝 液 で さ ら に 1時 間 培 養 し 、 細 胞 に 残 存 す る グ ル コ ー ス を 除 去 し た 。 次 に
150 mMの  NaClを 添 加 し た 上 記 反 応 緩 衝 液 に α -Methyl Glucoseを 0-20 mMを 添 加 し た も の
を 調 製 し 、 そ れ ぞ れ 各 wellに 90μ l添 加 し た 。 さ ら に 0.02μ Ciの ［ 1 4 C］ -α -Methyl Gluco
se（ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 ） を 含 有 す る 終 濃 度 1 mM α -Methyl Gluco
seを 各 wellに 10μ lず つ 添 加 し 、 1時 間 の 糖 取 り 込 み 反 応 を 行 っ た 。 200μ lの 冷 PBSで 3回 洗
浄 し た 後 、 液 体 シ ン チ レ ー タ を 各 wellに 100μ lず つ 添 加 し 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ た 1 4 Cの 量
を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し 、 糖 取 り 込 み の Kmと Vmaxを 測 定 し た 。 そ の 結 果 、
SGLT1が Km = 1.8 mM, Vmax = 3.9 nmol/hour/10 6  cellsで あ っ た の に 対 し 、 SGLTホ モ ロ グ
は Km = 7.9 mM, Vmax = 8.0 nmol/hour/10 6  cellsで あ っ た 。 こ れ ら の こ と か ら SGLT1が 高
親 和 性 、 低 輸 送 能 の ト ラ ン ス ポ ー タ ー で あ る の に 対 し 、 SGLTホ モ ロ グ が 低 親 和 性 、 高 輸 送
能 の ト ラ ン ス ポ ー タ ー で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ３ ０ ５ 】
シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 由 来 Na + /グ ル コ ー ス ト ラ ン ス ポ ー タ ー 蛋 白 質 を コ ー ド す る cDNAの ク ロ
ー ニ ン グ
　 鋳 型 と な る cDNAは 、 9週 齢 、 雄 性 シ リ ア ン ハ ム ス タ ー 小 腸 よ り RNeasyキ ッ ト (QIAGEN社 )
の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 抽 出 し た RNAを も と に 、 TaqMan reverse transcription reagents (
Applied Biosystems社 ) を 用 い て ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー か ら 合 成 し た 。 こ の ハ ム ス タ ー 小 腸
cDNAを 鋳 型 と し 、 SGLTホ モ ロ グ の ク ロ ー ニ ン グ に は プ ラ イ マ ー A (5’ -gcaatggagcctggaga
ttcag-3’ )〔 配 列 番 号 ： ５ ４ 〕 お よ び プ ラ イ マ ー B (5’ -agcctgcctctggtcttg-3’ ) 〔 配
列 番 号 ： ５ ５ 〕 の セ ッ ト を 用 い て 、 ま た SGLT1の ク ロ ー ニ ン グ の た め に は プ ラ イ マ ー C (5
’ -atggacagtagcaccttgagccccgcggtca-3’ ) 〔 配 列 番 号 ： ５ ６ 〕 お よ び プ ラ イ マ ー D (5’
-gattcaagcaaaatatccgtggcaaaaga-3’ ) 〔 配 列 番 号 ： ５ ７ 〕 を 用 い て PCRを 行 っ た 。 該 反
応 に お け る 反 応 液 の 組 成 は 上 記 cDNA 10 ngを 鋳 型 と し て 使 用 し 、 Pfu Turbo DNA Polymera
se (STRATAGENE社 )を 1μ l、 プ ラ イ マ ー を 各 0.5μ M、 dNTPsを 200μ M、 お よ び 酵 素 に 添 付 の
バ ッ フ ァ ー を 5μ l加 え 、 50μ lの 液 量 と し た 。 反 応 は 、 94℃ , 1分 の 後 、 96℃ , 20秒 、 58℃
, 30秒 、 72℃ , 2分 30秒 の サ イ ク ル を 40回 繰 り 返 し 、 最 後 に 72℃ , 7分 の 伸 長 反 応 を 行 っ た
。 該 反 応 産 物 を 1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し 、 DNA断 片 を 切 り 出 し 、 ゲ ル エ ク ス ト
ラ ク シ ョ ン キ ッ ト (QIAGEN社 )を 用 い て ゲ ル か ら 抽 出 し た 。 抽 出 し た DNAを TOPOラ イ ゲ ー シ
ョ ン キ ッ ト （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 ） の 処 方 に 従 い 、 pCR BluntIIベ ク タ ー へ サ ブ ク ロ ー ニ
ン グ し た 。 こ れ を 大 腸 菌 T0P10に 導 入 し 、 cDNAク ロ ー ン を 得 た 。 ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ c
DNAか ら 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ５ ０ に 、 配 列 番 号 ： ５ ０ で 示 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド す る 領 域 の 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ５ １ に 示 す 。 ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ の
ア ミ ノ 酸 配 列 の ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト の SGLTホ モ ロ グ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 相 同 性 は そ
れ ぞ れ 86.4%, 88.4%, 88.3%で あ っ た 。 ま た ハ ム ス タ ー SGLT1 cDNAか ら 予 測 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 を 配 列 番 号 ： ５ ２ に 、 配 列 番 号 ： ５ ２ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 領 域 の
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塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ： ５ ３ に 示 す 。 ハ ム ス タ ー SGLT1の ア ミ ノ 酸 配 列 の ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ
ッ ト の SGLT１ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 相 同 性 は そ れ ぞ れ 83.9%, 89.7%, 90.6%で あ っ た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ３ ０ ６ 】
ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ ま た は SGLT1を 介 す る 糖 取 り 込 み 量 の 測 定
　 ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ 糖 取 り 込 み 量 は 以 下 の 手 法 で 測 定 で き る 。 ハ ム ス タ ー 小 腸 cDNA
よ り ク ロ ー ニ ン グ し た ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ ま た は SGLT1を 動 物 細 胞 発 現 ベ ク タ ー pcDNA
3.1(イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 )に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り ハ ム ス タ ー SGLTホ モ ロ グ ま
た は SGLT1を 動 物 細 胞 で 発 現 せ し め る ベ ク タ ー を 構 築 す る 。 該 発 現 ベ ク タ ー 各 1μ gを FuGEN
E6試 薬 （ Roche社 ） で COS7細 胞 （ 5× 10 5 細 胞 ） に 導 入 し そ れ ぞ れ の 発 現 細 胞 を 得 る 。 ハ ム
ス タ ー SGLTホ モ ロ グ ま た は SGLT1導 入 COS7細 胞 の α -Methyl Glucoseの 取 り 込 み 実 験 は 、 Am
. J. Physiol. 270:G833-G843, 1996お よ び J. Clin. Invest. 93:397-404, 1994の 方 法 に
従 っ て 行 う 。 細 胞 を 96穴 プ レ ー ト に 3× 10 4 細 胞 ／ well、 100μ l 10% FBS添 加 DMEM培 地 で 播
種 し 、 37℃ で 一 夜 培 養 す る 。 細 胞 を 125 mM の N-Methyl-D-Glucamineを 添 加 し た 反 応 緩 衝
液 （ 1.2 mM KH 2 PO 4 , 2.5 mM CaCl 2 , 1.2 mM MgSO 4 , 4 mM Glutamine, 10 mM HEPES (pH7.
2), 0.1 mg/ml BSA） で 3回 洗 浄 後 、 同 緩 衝 液 で さ ら に 1時 間 培 養 し 、 細 胞 に 残 存 す る グ ル
コ ー ス を 除 去 す る 。 150 mMの  NaClを 添 加 し た 反 応 緩 衝 液 に phlorizin(Sigma社 )を 0, 0.1,
 1 mMを 添 加 し た も の を そ れ ぞ れ 各 wellに 90μ l添 加 す る 。 さ ら に 0.02μ Ciの ［ 1 4 C］ -α -M
ethyl Glucose（ ア マ シ ャ ム 　 フ ァ ル マ シ ア 　 バ イ オ テ ク 社 ） を 含 有 す る 終 濃 度 1 mM α -M
ethyl Glucoseを 各 wellに 10μ lず つ 添 加 し 、 1時 間 の 糖 取 り 込 み 反 応 を 行 う 。 200μ lの 冷 P
BSで 3回 洗 浄 し た 後 、 液 体 シ ン チ レ ー タ を 各 wellに 100μ lず つ 添 加 し 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ
た 1 4 Cの 量 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ０ ７ 】
【 図 １ 】 実 施 例 ２ で 得 ら れ た 、 消 化 管 に お け る ヒ ト SGLTホ モ ロ グ の 発 現 分 布 を 示 す 。
【 図 ２ 】 実 施 例 ３ で 得 ら れ た 、 初 代 培 養 正 常 ヒ ト 小 腸 上 皮 細 胞 に お け る SGLT1, SGLTホ モ
ロ グ の 発 現 解 析 結 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】 実 施 例 ４ で 得 ら れ た 、 抗 ヒ ト SGLTホ モ ロ グ 抗 体 に よ る ヒ ト 小 腸 切 片 の 免 疫 染 色 結
果 を 示 す 。
【 図 ４ 】 実 施 例 ５ で 得 ら れ た 、 糖 尿 病 マ ウ ス に お け る SGLTホ モ ロ グ の 発 現 変 動 の 結 果 を 示
す 。
【 図 ５ 】 実 施 例 ５ で 得 ら れ た 、 糖 尿 病 ラ ッ ト に お け る SGLTホ モ ロ グ の 発 現 変 動 の 結 果 を 示
す 。
【 図 ６ 】 実 施 例 ６ で 得 ら れ た 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 サ ル の 小 腸 に お け る
SGLT1, SGLTホ モ ロ グ の 発 現 を 示 す 。
【 図 ７ 】 実 施 例 ７ で 得 ら れ た 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 小 腸 器 官 培 養 系 に よ る 糖 取 り
込 み 量 の 測 定 結 果 を 示 す 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 配 列 表 】
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