
(57)【要約】
本発明は、節足動物集団を制御する方法の開発における幼若ホルモンエステラーゼの使用
に関する。本発明の節足動物制御剤を同定する方法は、キイロショウジョウバエ（ D. mel
anogaster）幼若ホルモンエステラーゼをコードする cDNAのクローニングおよび特性決定
に基づく。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を も ち 配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を 候 補 薬 剤 に 曝 す こ と 、 及 び
b)ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 候 補 薬 剤 の 能 力 を 評
価 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
薬 剤 が ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 抑 制 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ 】
薬 剤 が ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 増 強 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 長 さ が 少 な く と も 300個 の ア ミ ノ 酸 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 結 合 パ
ー ト ナ ー 及 び 候 補 薬 剤 に 曝 す こ と 、 な ら び に
b)ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 結 合 パ ー ト ナ ー と 競 合 す る 候 補 薬 剤 の 能 力 を 評 価 す る こ と を 含
ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
結 合 パ ー ト ナ ー が 検 出 可 能 な よ う に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
結 合 パ ー ト ナ ー が 幼 若 ホ ル モ ン で あ る 、 請 求 項 ５ ま た は 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ を も ち 配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ
ド の ３ 次 元 構 造 を 規 定 す る 原 子 座 標 を 決 定 す る こ と ；
(b)ス テ ッ プ (a)で 得 た 原 子 座 標 に よ る 合 理 的 な 薬 物 設 計 を 実 施 す る こ と に よ り 候 補 化 合 物
を 選 択 し 、 こ こ で 前 記 選 択 は コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ ル と 関 連 し て 実 施 す る こ と ； 及 び
(c)前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 候 補 化 合 物 の
能 力 を 決 定 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ を も ち 配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の
結 晶 。
【 請 求 項 １ ０ 】
節 足 動 物 制 御 剤 設 計 の 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 結 晶 の 構 造 座 標 を 利 用 し て 、 あ る
化 合 物 を ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る そ の 能 力 に つ
い て コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 評 価 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を も ち 配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 候 補 薬 剤 に 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 発 現 さ れ る 条
件 下 で 曝 す こ と 、 及 び
b)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 産 生 す る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を モ ジ ュ レ ー ト す る 候 補 薬 剤 の 能 力
を 評 価 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
薬 剤 が ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 を 抑 制 す る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ３ 】
節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)配 列 番 号 ４ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 候 補 薬 剤 に 曝 す こ と 、 及 び
b)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 及 び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 す る 候 補
薬 剤 の 能 力 を 評 価 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
(i)配 列 番 号 １ の 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
(ii)(i)と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、
こ こ で 長 さ が 600個 以 下 の 残 基 で あ る 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ４ に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 (i)と 少 な く と も 95％ 同
一 で あ る 配 列 を 有 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ４ に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 (i)と 少 な く と も 99％ 同
一 で あ る 配 列 を 有 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ４ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 実 質 的 に 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 長
さ が 少 な く と も 300個 の ア ミ ノ 酸 で あ る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 請 求 項 １ ４ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ８ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、
(i)配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 ；
(ii)配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 ； ま た は
(iii)(i)も し く は (ii)と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列
か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 1660個 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド を
有 す る 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ８ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
触 媒 ド メ イ ン を 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ ８ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 、 ２ 本 鎖 RNA（ d
sRNA） 分 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 ２ ３ に 記 載 の dsRNA分 子 で あ っ て 、 dsRNA分 子 が 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム に よ り コ ー ド さ れ か つ 得 ら れ る dsRNA分 子 の １ つ の 末 端 に ス テ ム ル ー プ 構 造 を 有 す る 前
記 dsRNA分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
少 な く と も １ つ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 融 合 し た 請 求 項 １ ４ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 、 融 合 タ ン パ ク 質
【 請 求 項 ２ ６ 】
請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 少 な く と も １ つ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド は 請 求
項 １ ４ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 性 を 増 強 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 請
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求 項 １ ４ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 免 疫 賦
活 剤 と し て 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 助 け る ポ リ ペ プ チ ド か ら
な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 前 記 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
請 求 項 ２ ５ ま た は 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 １ ８ ～ ２ ０ ま た は ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ベ ク
タ ー 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が プ ロ モ ー タ ー と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の
ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
請 求 項 ２ １ ま た は ２ ２ に 記 載 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が プ ロ モ ー タ ー と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て い る 請 求 項 ３
０ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
発 現 す る と 請 求 項 ２ ３ ま た は ２ ４ に 記 載 の RNA分 子 を 形 成 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
dsRNA分 子 が プ ロ モ ー タ ー と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の ベ ク タ
ー 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
ベ ク タ ー が プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
ウ イ ル ス ベ ク タ ー が バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で あ る 請 求 項 ３ ４ の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
ベ ク タ ー が カ プ ソ イ ド で あ る 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 ２ ８ ～ ３ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た ま た は ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
細 菌 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
節 足 動 物 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
昆 虫 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ １ 】
請 求 項 １ ８ ～ ２ ０ ま た は ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換
さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 前 記 植 物
。
【 請 求 項 ４ ２ 】
請 求 項 ２ １ ま た は 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 さ
れ て る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ っ て 、 前 記 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る
前 記 植 物 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
発 現 す る と 請 求 項 ２ ３ ま た は 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の dsRNA分 子 を 形 成 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム を 用 い て 形 質 転 換 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ っ て 、 前 記 dsRNA
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分 子 を 産 生 す る 前 記 植 物 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
請 求 項 １ ８ ～ ２ ０ ま た は ２ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換
さ れ て る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 前 記
動 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
請 求 項 ２ １ ま た は 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 さ
れ て る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 前 記 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発
現 す る 前 記 動 物 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
発 現 す る と 請 求 項 ２ ３ ま た は 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の dsRNA分 子 を 形 成 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ
ン グ フ レ ー ム を 用 い て 形 質 転 換 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 前 記
dsRNA分 子 を 産 生 す る 前 記 動 物 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
節 足 動 物 制 御 組 成 物 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ８ ま た は １ ０ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 同
定 さ れ た 薬 剤 及 び 農 業 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で な る 前 記 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
節 足 動 物 制 御 組 成 物 で あ っ て 、 請 求 項 １ ４ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 及
び 農 業 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で な る 前 記 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
節 足 動 物 制 御 組 成 物 で あ っ て 、 請 求 項 ２ ８ ～ ３ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 及 び 農
業 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で な る 前 記 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
節 足 動 物 集 団 を 制 御 す る 方 法 で あ っ て 、 節 足 動 物 集 団 の メ ン バ ー を 請 求 項 ４ ７ ～ ４ ９ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 節 足 動 物 制 御 組 成 物 に 曝 す こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
節 足 動 物 が 昆 虫 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 １ ４ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項
２ ９ に 記 載 の ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 を 、 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 が 可 能 と な る 条 件 下 で 培 養 し 、 そ し て 発 現 し
た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 １ ４ ～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ
リ ペ プ チ ド 、 及 び 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 決 定 す る 手 段 を 含 ん で な る 前 記 キ ッ ト
。
【 請 求 項 ５ ４ 】
節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 請 求 項 １ ８ ～ ２ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ
ラ ー ゼ 活 性 を 決 定 す る 手 段 を 含 ん で な る 前 記 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 節 足 動 物 集 団 を 制 御 す る 方 法 の 開 発 に お け る 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ
ー ゼ の 利 用 に 関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 産 生 及 び ／ ま た は 活
性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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幼 若 ホ ル モ ン （ JH） は 、 節 足 動 物 ホ ル モ ン の 複 数 の 重 要 な ク ラ ス の １ つ で あ り 、 そ の 相 互
作 用 に よ っ て 発 生 及 び 生 殖 を 調 節 す る （ Riddiford、 1993の 総 説 を 参 照 ） 。 最 も よ く 知 ら
れ る 特 徴 的 な JHの 役 割 は 、 エ ク ジ ソ ン と の 相 互 作 用 を 介 す る 幼 生 か ら 蛹 へ の 移 行 の 調 節 で
あ る 。 JHは ま た 、 様 々 な 他 の プ ロ セ ス に お い て も 役 割 を 果 た し 、 卵 産 生 、 雌 雄 両 方 の 性 腺
刺 激 ホ ル モ ン 発 生 、 カ ー ス ト 決 定 及 び 休 眠 が 挙 げ ら れ る 。 JH系 は 、 昆 虫 に お い て 最 も よ く
理 解 さ れ て い る が 、 こ の 系 の 重 要 な 態 様 は 全 て の 節 足 動 物 に 共 通 し て い る よ う で あ る （ Cu
ssonら 、 1991） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
JHの 最 も 一 般 的 な 型 は 、 JHIII（ (2E,6E)-10,11-エ ポ キ シ -3,7,11-ト リ メ チ ル -2,6-ド デ カ
ジ エ ン 酸 メ チ ル ） で あ り 、 今 ま で 研 究 さ れ た 全 昆 虫 目 に 見 出 さ れ て い る （ Schooleyら 、 19
84） 。 鱗 翅 目 （ lepidopteran） 及 び 双 翅 目 （ dipteran） は 他 の 昆 虫 と 異 な り 、 JHIIIに 加
え て 他 の 型 の JHを 有 す る 。 こ れ ら の JHは JHIIIに 類 似 し 、 わ ず か に 異 な る の は 酸 部 分 の 置
換 基 で あ る 。 全 て が メ タ ノ ー ル の エ ス テ ル で あ り 、 10(R),11-エ ポ キ シ ド 基 及 び 2,3-二 重
結 合 を 有 す る 。 鱗 翅 目 は JH0、 JHI、 JHII及 び 4-メ チ ル JHI型 の JHを 有 す る の に 対 し て 、 JHI
IIビ ス エ ポ キ シ ド （ JHB 3 ） （ JHIIIの 6,7二 重 結 合 が 6S,7Sエ ポ キ シ ド 基 に よ り 置 換 え ら れ
て い る ） は 高 等 双 翅 目 に だ け 見 出 さ れ て い る （ Schooleyら 、 1984； Richardら 、 1989） 。
キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila melanogaster） に お い て は 、 JHIIIは 少 数 で あ り 、
JHB 3 が 幼 若 ホ ル モ ン の 主 要 な 型 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
JH力 価 の 調 節 は 合 成 と 分 解 と の 間 の バ ラ ン ス に よ り 行 わ れ る が 、 隔 離 （ sequestration）
及 び 分 泌 （ secretion） な ど の 他 の 機 構 も 関 与 し う る 。 JHの ２ つ の 主 要 分 解 経 路 は 、 JHエ
ス テ ラ ー ゼ （ JHE） 及 び JHエ ポ キ シ ド 加 水 分 解 酵 素 （ JHEH） に よ る エ ス テ ル 及 び エ ポ キ シ
ド 基 の 加 水 分 解 で あ る 。 最 終 齢 幼 生 鱗 翅 目 の 血 リ ン パ 中 の JH分 解 が 最 も 徹 底 し て 研 究 さ れ
て い て 、 そ の 分 解 は JHEを 経 由 し て 起 こ る 。 こ の 期 間 の 重 要 な 特 徴 と し て 、 血 リ ン パ 中 の J
HEに は プ レ 遊 走 （ pre-wandering） ピ ー ク 及 び プ レ 蛹 化 （ pre-pupation） ピ ー ク が 一 般 的
に 存 在 し 、 こ れ は 血 リ ン パ の JH力 価 と 逆 の 相 関 に あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
双 翅 目 に お い て は 、 幼 生 JH加 水 分 解 酵 素 は 血 リ ン パ 及 び そ の 他 の 組 織 内 に 見 出 さ れ 、 JHE
と JHEHの 全 活 性 へ の 相 対 的 寄 与 は 種 間 で 変 わ る 。 最 終 齢 後 期 に JH分 解 活 性 は 最 小 値 と な る
が 、 囲 蛹 殻 （ puparium） 形 成 直 後 に 可 溶 の 循 環 JHE活 性 は 高 レ ベ ル と な り 、 蛹 化 （ pupatio
n） 前 に 、 恐 ら く 全 生 物 か ら JHを 除 去 し 清 澄 化 す る 。 こ の JHEは 活 性 は 低 下 す る も の の 、 蛹
期 （ pupal stage） を 通 し て 保 持 さ れ る 。 成 体 に お い て 低 レ ベ ル の JHEと JHEHが 見 出 さ れ 、
サ ブ 細 胞 分 布 は 様 々 で あ る が 、 恐 ら く 、 特 定 組 織 の JHシ グ ナ ル を モ ジ ュ レ ー ト す る か ま た
は そ の 作 用 部 位 に 到 達 し た 後 に JHシ グ ナ ル を 消 す の で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
メ ト プ レ ン （ methoprene） 、 ヒ ド ロ プ レ ン （ hydroprene） 及 び ピ リ プ ロ キ シ フ ェ ン （ pyri
proxifen） な ど の 、 JH代 謝 を 破 壊 す る ジ ュ ブ ノ イ ド （ juvenoid） 殺 虫 剤 が 開 発 さ れ て い る
。 し か し 、 JHシ グ ナ ル 伝 達 系 を 破 壊 す る の に 利 用 し う る さ ら な る 薬 剤 に 対 す る ニ ー ズ が あ
る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

本 発 明 者 ら は キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila melanogaster） 由 来 の 幼 若 ホ ル モ ン
エ ス テ ラ ー ゼ を 同 定 し た 。 こ の エ ス テ ラ ー ゼ の 知 識 は 、 節 足 動 物 の 発 生 及 び ／ ま た は 生 殖
を 破 壊 す る 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 設 計 す る の に 利 用 す る こ と が
で き る 、 そ し て そ の 故 に 、 節 足 動 物 集 団 を 制 御 す る 手 段 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
一 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ を も ち か つ 配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ
チ ド を 、 候 補 薬 剤 に 曝 す こ と 、 及 び
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b)ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 候 補 薬 剤 の 能 力 を 評
価 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
一 実 施 形 態 に お い て は 、 薬 剤 は ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 抑 制 す る
。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 薬 剤 は ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 増 強
す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 一 例 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 人 工 エ ス テ ラ ー ゼ 基 質 、 酢 酸 α -ナ フ チ ル を 加
水 分 解 し て α -ナ フ ト ー ル を 得 て 、 こ れ を フ ァ ス ト ブ ル ー BN（ Fast Blue BN） な ど の あ る
特 定 の ジ ア ゾ 染 料 と 反 応 さ せ た 後 に 235nmも し く は 可 視 波 長 の 吸 収 変 化 に よ り 検 出 し て も
よ い （ Campbellら 、 1998） 。 候 補 薬 剤 を か か る ア ッ セ イ に 用 い て 、 そ れ が 適 当 な 節 足 動 物
制 御 剤 で あ る か ど う か を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
特 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 節 足 動 物 制 御 剤 は ポ リ ペ プ チ ド と 直 接 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 長 さ が 少 な く と も 300個 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
好 ま し く は 、 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 は 、 JH0、 JHI、 JHII、 JHIII及 び JHB 3 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 幼 若 ホ ル モ ン を 加 水 分 解 す る 能 力 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 幼 若 ホ
ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 は 、 JHIII及 び JHB 3 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 幼 若 ホ ル モ ン を 加
水 分 解 す る 能 力 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 、 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 結 合
パ ー ト ナ ー 及 び 候 補 薬 剤 に 曝 す こ と 、 及 び
b)ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に 対 し て 結 合 パ ー ト ナ ー と 競 合 す る 候 補 薬 剤 の 能 力 を 評 価 す る こ
と
を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
好 ま し く は 、 結 合 パ ー ト ナ ー に 検 出 可 能 な 標 識 を 付 け る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
好 ま し く は 、 結 合 パ ー ト ナ ー は 幼 若 ホ ル モ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
In silico技 術 を 用 い て 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
従 っ て 、 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を も ち か つ 配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ
リ ペ プ チ ド の 三 次 元 構 造 を 規 定 す る 原 子 座 標 を 決 定 す る こ と ；
(b)ス テ ッ プ (a)で 得 た 原 子 座 標 を 用 い て 合 理 的 な 薬 物 設 計 を 実 施 す る こ と に よ り 候 補 化 合
物 を 選 択 し 、 こ こ で 前 記 選 択 は コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ ル を 用 い て 実 施 す る こ と ； 及 び
(c)ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 候 補 化 合 物 の 能 力
を 決 定 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を も ち か つ 配 列 番 号 １ と
少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド の 結 晶 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
さ ら に 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 節 足 動 物 制 御 剤 を 設 計 す る 方 法 で あ っ て 、 ポ リ ペ
プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る そ の 能 力 に つ い て 、 本 発 明 の
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結 晶 の 構 造 座 標 を 利 用 し て コ ン ピ ュ ー タ ー に よ り 化 合 物 を 評 価 す る こ と を 含 ん で な る 前 記
方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を も ち か つ 配 列 番 号 １ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 発 現 し う る 条 件 下 で 候 補
薬 剤 に 曝 す こ と 、 及 び
b)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 産 生 し た ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を モ ジ ュ レ ー ト す る 候 補 薬 剤 の 能 力
を 評 価 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
一 実 施 形 態 に お い て は 、 薬 剤 は ポ リ ペ プ チ ド の 産 生 を 抑 制 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
a)配 列 番 号 ４ と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 候 補 薬 剤 に 曝 す こ と 、 及
び
b)ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 及 び ／ ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 切 断 す る 候 補
薬 剤 の 能 力 を 評 価 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る 方 法 は 、 好 ま し く は 、 リ ー ド 化 合 物 と し て 開 発 さ れ る
候 補 化 合 物 を 選 択 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 ん で な る 。 そ の 上 さ ら に 、 本 発 明 の 節 足 動 物 制
御 剤 を 同 定 す る 方 法 は 、 好 ま し く は 、 節 足 動 物 制 御 剤 を 農 業 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で な
る 節 足 動 物 制 御 組 成 物 に 製 剤 す る こ と を さ ら に 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 実 質 的 に 精 製 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
(i)配 列 番 号 １ の 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
(ii)(i)と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ： か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、
こ こ で 長 さ が 600個 以 下 の 残 基 で あ る 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は (i)と 少 な く と も 95％ 同 一 で あ る 配 列 を 有 す る 。 さ ら に 好 ま
し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は (i)と 少 な く と も 99％ 同 一 で あ る 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド は 長 さ が 少 な く と も 300個 の ア ミ ノ 酸 で あ る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 実 質 的 に 精 製 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、
(i)配 列 番 号 １ の 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
(ii)(i)と 少 な く と も 31％ 同 一 で あ る ポ リ ペ プ チ ド ：
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、
こ こ で 長 さ が 600個 以 下 の 残 基 で あ る 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 (i)と 少 な く と も 40％ 同 一 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な
く と も 50％ 同 一 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 60％ 同 一 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は
少 な く と も 70％ 同 一 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 同 一 で あ り 、 そ し て な お さ
ら に 好 ま し く は (i)と 少 な く と も 90％ 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 長 さ が 少 な く と も 300個 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
一 実 施 形 態 に お い て は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、
(i)配 列 番 号 ３ に 示 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(ii)配 列 番 号 ４ に 示 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； ま た は
(iii)高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で (i)ま た は (ii)と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 配 列
か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 1660個 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド で あ る 配 列 を 有 す る 。 し か し
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 長 さ が 1000個 未 満 ま た は さ ら に 500個 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て
も よ い 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 長 さ が 少 な く と も 18個 の ヌ ク レ オ チ ド
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 触 媒 ド メ イ ン を 含 ん で な る 。 従 っ て 、 ア ン
チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 触 媒 酵 素 で あ り う る 。 好 ま し く は 、 触 媒 酵 素 は 、 リ ボ ザ イ ム
及 び デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ２ 本 鎖 RNA
（ dsRNA） 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
好 ま し く は 、 dsRNAは 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に よ り コ ー ド さ れ か つ 得 ら れ
る dsRNA分 子 は 分 子 の 一 端 に ス テ ム ル ー プ （ stem loop） 構 造 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
さ ら に 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ つ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 融 合 し
た 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
好 ま し く は 、 前 記 少 な く と も １ つ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 安 定 性
を 増 強 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 を 増 強 す る 免 疫 賦 活 薬
と し て 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 助 け る ポ リ ペ プ チ ド か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ベ ク タ
ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は プ ロ モ ー タ ー と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な
る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は プ ロ モ ー タ ー と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 発 現 す る と 本 発 明 に よ る dsRNA分 子 を 形 成 す る オ ー
プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 ん で な る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
好 ま し く は 、 dsRNA分 子 は プ ロ モ ー タ ー と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス で あ
る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
特 に 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ベ ク タ ー は カ プ ソ イ ド （ capsoid） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た か ま た
は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 .
一 実 施 形 態 に お い て は 、 宿 主 細 胞 は 細 菌 細 胞 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 宿 主 細 胞
は 節 足 動 物 細 胞 、 さ ら に 好 ま し く は 昆 虫 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 さ れ て
い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る こ と を 特 徴 と す
る 前 記 植 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形
質 転 換 さ れ て い る 植 物 で あ っ て 、 前 記 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る こ と を 特
徴 と す る 前 記 植 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 発 現 す る と 本 発 明 に よ る dsRNA分 子 を 形 成 す る オ ー プ ン
リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 用 い て 形 質 転 換 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ っ て 、 ds
RNA分 子 を 産 生 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 植 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
多 数 の 節 足 動 物 は 生 存 動 物 、 例 え ば 蚊 及 び ヒ ツ ジ キ ン バ エ （ Lucilia cuprina） の 幼 生 を
食 す る の で 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 分 子 を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た 非 ヒ ト 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
従 っ て 、 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 本 発 明
に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 さ れ て い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る こ と
を 特 徴 と す る 前 記 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 本 発 明 に よ る ア
ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 さ れ て い て 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 発 現 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て 、 発 現 す る と 本 発
明 に よ る dsRNA分 子 を 形 成 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 用 い て 形 質 転 換 さ れ て い
て 、 dsRNA分 子 を 産 生 す る こ と を 特 徴 と す る 前 記 動 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 節 足 動 物 制 御 組 成 物 で あ っ て 、 本 発 明 に よ り 同 定 さ れ た 薬
剤 及 び 農 業 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で な る 前 記 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 節 足 動 物 制 御 組 成 物 で あ っ て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド
及 び 農 業 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で な る 前 記 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 節 足 動 物 制 御 組 成 物 で あ っ て 、 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー 及 び
農 業 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 ん で な る 前 記 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 節 足 動 物 集 団 を 制 御 す る 方 法 で あ っ て 、 節 足 動 物 集 団 の メ
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ン バ ー を 本 発 明 に よ る 節 足 動 物 制 御 組 成 物 に 曝 す こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
好 ま し く は 、 節 足 動 物 は 昆 虫 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 本
発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 す る か も し く は ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し た 宿 主 細 胞 を 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 与 え る 条
件 下 で 培 養 す る こ と 及 び 発 現 し た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 前 記 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 プ ロ セ ス は 、 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 商 業 上 利 用 し う る 量 を 生 産 す る た め に 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 本 発 明 に よ
る ポ リ ペ プ チ ド 及 び 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 決 定 す る 手 段 を 含 ん で な る 前 記 キ ッ
ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る キ ッ ト で あ っ て 、 本 発 明 に よ
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ
ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 決 定 す る 手 段 を 含 ん で な る 前 記 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 多 数 の 他 の 態 様 に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 dsRNA分 子 、 ベ ク タ ー 、 宿 主 細 胞 及 び 節 足 動 物 制 御 剤 を 多 数 の 方 法 に 使
用 し て 、 節 足 動 物 集 団 を 制 御 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 明 細 書 を 通 し て 使 用 さ れ る 用 語 「 含 ん で な る （ 原 型 ） （ comprise） 」 、 「 含 ん で な る （
単 数 ） （ comprises） 」 及 び 「 含 ん で な る （ 進 行 形 ） （ comprising） 」 は 、 明 記 し た 成 分
も し く は 特 性 ま た は 成 分 も し く は 特 性 の 群 の 包 含 を 、 さ ら な る 成 分 も し く は 特 性 ま た は 成
分 も し く は 特 性 の 群 を 包 含 し て ま た は 包 含 せ ず に 参 照 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 を 以 下 に 、 次 の 限 定 さ れ る も の で な い 例 を 使 い か つ 添 付 図 を 参 照 し て 説 明 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ７ ０ 】

特 に 断 わ ら な い 限 り 、 本 発 明 に 使 用 し た 組 換 え DNA技 術 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 標 準 技 術
で あ る 。 か か る 技 術 を 記 載 し か つ 説 明 す る 文 献 と し て は 、 J. Perbal, 「 分 子 ク ロ ー ニ ン
グ の 実 用 的 手 引 き （ A Practical Guide to Molecular Cloning） 」 , John Wiley and Son
s (1984)、 J. Sambrookら , 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning
: A Laboratory Manual） 」 , Cold Spring Harbour Laboratory Press (1989)、 T.A. Bro
wn(編 者 ), 「 基 本 的 分 子 生 物 学 ： 実 用 的 手 法 （ Essential Molecular Biology: A Practic
al Approach） 」 , Volumes 1及 び 2, IRL Press (1991)、 D.M. Glover及 び B.D. Hames (編
者 ), 「 DNAク ロ ー ニ ン グ ： 実 用 的 手 法 （ DNA Cloning: A Practical Approach） 」 , Volum
es 1-4, IRL Press (1995及 び 1996)、 な ら び に F. M. Ausubelら (編 者 ), 「 分 子 生 物 学 の
現 行 プ ロ ト コ ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 」 , Greene Pub. Associat
es and Wiley-Interscience (1988、 現 在 ま で の 全 改 定 版 を 含 む )が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は 本
明 細 書 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

本 発 明 の 方 法 を 利 用 し て 同 定 さ れ る 節 足 動 物 制 御 剤 を 使 い 、 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活
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性 を 破 壊 し て 節 足 動 物 を 死 に 到 ら し め る か ま た は 少 な く と も 繁 殖 速 度 も し く は 摂 食 速 度 を
低 下 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 発 生 中 に 、 JHEが 抑 制 さ れ る と JH力 価 の 増 加 と 致 命 的
な 脱 皮 の ブ ロ ッ キ ン グ を 生 じ る 一 方 、 JHEが 不 適 当 に 発 現 さ れ る と JH力 価 の 低 下 と 早 期 脱
皮 を 生 じ る 。 従 っ て 、 JHエ ス テ ラ ー ゼ 活 性 も し く は レ ベ ル を 増 強 も し く は 抑 制 す る 作 用 剤
は 、 節 足 動 物 集 団 を 制 御 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 リ ー ド 化 合 物 （ lead compound） 」 は 、 最 終 的 に は 、 例 え ば 、 節
足 動 物 害 虫 集 団 を 制 御 す る 作 用 剤 と し て 、 組 成 物 に 製 剤 し て 販 売 す る こ と を 目 標 と し て 、
試 験 に か け ら れ る 節 足 動 物 制 御 剤 で あ る 。 リ ー ド 化 合 物 を 、 節 足 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は
昆 虫 に 曝 す と 、 そ の 節 足 動 物 内 の JHエ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 破 壊 し て 繁 殖 速 度 の 低 下 、 死 、 摂
食 速 度 の 低 下 な ど を も た ら す 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
既 知 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 、 本 発 明 の JHエ ス テ ラ ー ゼ の 活 性 ま た は 産 生 を モ ジ ュ
レ ー ト す る 節 足 動 物 制 御 剤 を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 JHエ ス テ ラ ー ゼ を 用 い て 人
工 基 質 を 加 水 分 解 し 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 得 る こ と が で き る 。 先 に 記 載 し た よ う に 、 一
例 は 酢 酸 α -ナ フ チ ル の 加 水 分 解 で あ り 、 そ れ に よ り 得 ら れ る α -ナ フ ト ー ル は フ ァ ス ト ブ
ル ー BN（ Fast Blue BN） な ど の あ る 特 定 の ジ ア ゾ 染 料 と の 反 応 後 に 、 235nmも し く は 可 視
波 長 で の 吸 光 度 の 変 化 に よ り 検 出 す る こ と が で き る （ Campbellら 、 1998） 。 候 補 作 用 剤 を
か か る ア ッ セ イ に 組 み 入 れ て 、 そ れ ら が 適 当 な 節 足 動 物 制 御 剤 で あ る か 否 か を 決 定 す る こ
と が で き る 。 多 数 の 可 能 性 が あ る イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 多 数 の 反 応 を 、 様 々
な 溶 液 を 移 送 し か つ そ れ ぞ れ の ウ エ ル の 吸 光 度 を 測 定 す る ロ ボ ッ ト を 用 い て 、 マ イ ク ロ タ
イ タ ー ト レ イ に お い て 自 動 的 に 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る 他 の 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 パ ー
ト ナ ー （ そ の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る こ と が で き る ） と を 混 合 し 、 そ れ ら の お 互 い と の 結
合 を 、 可 能 性 が あ る ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 存 在 ま た は 不 在 の も と で 測 定 す る こ と
を 含 む 。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 団 及 び 発 色 団 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る も の な ど の 既 知 の 標 識 を 利 用 し て 検 出 可 能 な よ う に 標 識 し て も よ い 。
最 も 好 ま し く は 、 結 合 パ ー ト ナ ー は 標 識 し た 幼 若 ホ ル モ ン で あ る 。 こ の 結 合 ア ッ セ イ は EL
ISAプ レ ー ト ア ッ セ イ の 形 態 で あ っ て も よ い 。 当 業 者 に 知 ら れ て い る 他 の 結 合 フ ォ ー マ ッ
ト も 存 在 し て お り 、 そ れ ら は 共 沈 降 、 遠 心 分 離 及 び 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
１ つ の 可 能 性 が あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 幼 若 ホ ル モ ン 結 合 部 位 と 結 合 し て
幼 若 ホ ル モ ン へ の 接 近 が で き な い よ う に す る 小 分 子 で あ る 。 小 分 子 の 例 は 、 限 定 さ れ る も
の で な い が 、 小 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 様 分 子 、 植 物 二 次 代 謝 物 ま た は 合 成 有 機 化 学 物 質 が 挙
げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 明 細 書 に 記 載 し た よ う に 、 適 当 な ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び dsRNA分 子 を 、 JH
エ ス テ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 基 づ い て 設 計 す る こ と が で
き る 。 か か る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び dsRNA分 子 は 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド ま た は dsRNA分 子 に よ り 形 質 転 換 さ れ て い る 節 足 動 物 細 胞 か ら の JHエ ス テ ラ ー ゼ の
産 生 を 抑 制 す る 節 足 動 物 制 御 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
ま た か か る ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び dsRNA分 子 を 、 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 、 節
足 動 物 制 御 剤 と し て の 利 用 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 JHエ ス テ
ラ ー ゼ を コ ー ド す る 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 細 胞 系 も し く は 無 細 胞 発 現 系 で 発 現 さ せ
て JHエ ス テ ラ ー ゼ を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 JHエ ス テ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 に 基 づ い て 設 計 し た 候 補 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び dsRNA分
子 を 前 記 系 に 組 み 込 み 、 そ れ に よ る JHエ ス テ ラ ー ゼ mRNAレ ベ ル ま た は JHエ ス テ ラ ー ゼ ポ リ
ペ プ チ ド レ ベ ル も し く は 活 性 に 対 す る 影 響 を 当 技 術 分 野 で 知 ら れ る 技 術 を 用 い て 容 易 に 測
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定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 の 適 当 な イ ン ヒ ビ タ ー は 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 部 位 に 直 接 相
互 作 用 し 、 そ れ に よ っ て 通 常 は エ ス テ ラ ー ゼ の 活 性 部 位 と 結 合 す る か さ も な く ば 相 互 作 用
す る か あ る い は そ れ を 修 飾 す る こ と に よ り 、 エ ス テ ラ ー ゼ の 活 性 を 抑 制 す る 化 合 物 で あ る
。 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー は ま た 、 そ の タ ン パ ク 質 の 他 の 領 域 と 相 互 作 用
し て エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 抑 制 し て も よ く 、 例 え ば 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 相 互 作 用 に よ っ て 抑 制
し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 し た 節 足 動 物 制 御 剤 を 適 用 す る た め の 有 効 量 及 び 投 与 計 画 は 、 当
業 者 が 周 知 す る 技 術 を 用 い て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ る 一 部 の 節 足 動 物 制 御 剤 は ま た 、 JH系 の 他 の 分 子 と 相 互 作 用
す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 一 部 の 節 足 動 物 制 御 剤 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 JH結 合 タ ン
パ ク 質 、 JH受 容 体 及 び ／ ま た は JHEHな ど の JH分 解 酵 素 に 作 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】

フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て 、 そ れ を 宿 主 大 腸 菌 （ E.coli） に 感 染 さ せ る と ほ ぼ 1～ 1
5個 の ア ミ ノ 酸 の 無 作 為 ペ プ チ ド 配 列 を 産 生 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 フ ァ ー ジ ラ
イ ブ ラ リ ー を 、 許 容 大 腸 菌 （ E.coli） と 低 融 点 LB寒 天 中 に お い て 低 希 釈 率 で 混 合 し 、 次 い
で こ れ を LB寒 天 プ レ ー ト の 上 に 注 い で も よ い 。 プ レ ー ト を 37℃ に て あ る 一 定 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 後 、 大 腸 菌 （ E.coli） の ロ ー ン （ lawn） に 、 活 性 フ ァ ー ジ の 増 殖 と 大 腸 菌 （ E.
coli） の 溶 菌 を 示 す 小 さ い 透 明 な プ ラ ー ク が 形 成 さ れ る 。 乾 い た フ ィ ル タ ー を 寒 天 プ レ ー
ト 上 に 置 く こ と に よ り 、 こ れ ら の フ ァ ー ジ の 代 表 を ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー に 吸 収 さ せ る こ と
が で き る 。 こ の フ ィ ル タ ー に 方 向 性 を マ ー キ ン グ し 、 フ ィ ル タ ー を 取 り 外 し 、 そ し て 洗 浄
溶 液 中 に 漬 け 、 残 り の 吸 収 部 位 を 全 て ブ ロ ッ ク す る 。 次 い で フ ィ ル タ ー を 、 例 え ば 、 放 射
標 識 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ を 含 ん で な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド ） を 含 有 す る 、 溶 液 に 漬 け て も よ い 。 あ る 規 定 し た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間
の 後 、 フ ィ ル タ ー を 十 分 洗 浄 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 用 に 現 像 し て も よ い 。 こ れ に よ り
、 放 射 性 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る フ ァ ー ジ を 含 有 す る プ ラ ー ク の 検 出 が 可 能 に な る 。 こ れ
ら の フ ァ ー ジ を さ ら に ク ロ ー ニ ン グ し 、 次 い で 前 の よ う に JHエ ス テ ラ ー ゼ と 結 合 す る そ れ
ら の 能 力 を 再 試 験 す る こ と が で き る 。 フ ァ ー ジ が 精 製 さ れ れ ば 、 フ ァ ー ジ に 含 有 さ れ る 結
合 配 列 を 標 準 DNA配 列 決 定 技 術 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 DNA配 列 が 判 明 す る と 、 こ れ
ら の 配 列 に 相 当 す る 合 成 ペ プ チ ド を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
有 効 な ペ プ チ ド を 、 in vivoモ デ ル で 使 用 す る た め 及 び 最 終 的 に は JHエ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を
破 壊 す る 節 足 動 物 制 御 剤 と し て 利 用 す る た め に 、 大 量 に 合 成 す る こ と が で き る 。 合 成 ペ プ
チ ド 生 産 は 比 較 的 労 力 が か か ら ず 、 製 造 や 品 質 管 理 が 容 易 で あ り 、 従 っ て 大 量 の 所 望 の 産
物 を む し ろ 安 価 に 生 産 で き る こ と は 強 調 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 結 晶 は 様 々 な 技 術 に よ り 成 長 さ せ る こ と が で き 、 回 分 結 晶 化 、 蒸
気 拡 散 （ 液 滴 静 置 （ sitting drop） ま た は 液 滴 吊 り 下 げ （ hanging drop） の い ず れ か に よ
る ） 及 び 微 少 透 析 が 挙 げ ら れ る 。 複 数 の 事 例 に お い て は 、 Ｘ 線 品 質 の 結 晶 を 得 る に は 結 晶
の シ ー デ ィ ン グ が 必 要 で あ り う る 。 そ の 場 合 、 標 準 的 な 結 晶 の ミ ク ロ シ ー デ ィ ン グ 及 び ／
ま た は マ ク ロ シ ー デ ィ ン グ を 利 用 し て も よ い 。 結 晶 が 成 長 す れ ば 、 標 準 技 術 を 用 い て Ｘ 線
回 折 デ ー タ を 取 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ３ 次 元 構 造 が 一 度 決 定 さ れ る と 、 可 能 性 が あ る ア ン タ ゴ ニ ス ト ま
た は ア ゴ ニ ス ト を 、 GRAM、 DOCK、 ま た は AUTODOCK（ Dunbrackら 、 1997） な ど の ド ッ キ ン グ
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プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ を 用 い て 検 証 す る こ と が で き る 。 こ の 方
法 は 、 可 能 性 が あ る リ ガ ン ド と JHエ ス テ ラ ー ゼ と の コ ン ピ ュ ー タ ー フ ィ ッ テ ィ ン グ を 行 っ
て 、 そ の 可 能 性 が あ る リ ガ ン ド の 形 状 及 び 化 学 構 造 が い か に 巧 く JHエ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 補
完 す る か ま た は 妨 害 す る か を 確 認 す る こ と を 含 む 。 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は ま た 、 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る リ ガ ン ド の 引 力 、 反 発 力 、 及 び 立 体 障 害 を 評 価 す る の に 利 用
す る こ と も で き る 。 一 般 的 に 、 こ れ ら の 物 性 は よ り 強 い 結 合 定 数 と 一 致 す る の で 、 フ ィ ッ
ト が 強 い ほ ど （ 例 え ば 、 立 体 障 害 が 小 さ い ほ ど 、 及 び ／ ま た は 引 力 が 大 き い ほ ど ） 、 可 能
性 が あ る 節 足 動 物 制 御 剤 は 強 力 で あ ろ う 。 さ ら に 、 可 能 性 が あ る 節 足 動 物 制 御 剤 の 設 計 に
お け る 特 異 性 が 高 い ほ ど 、 恐 ら く 節 足 動 物 制 御 剤 は 他 の タ ン パ ク 質 を 妨 害 し な い で あ ろ う
。 こ れ は 他 の タ ン パ ク 質 と の 望 ま し く な い 相 互 作 用 に よ る 副 作 用 の 可 能 性 を 最 小 限 に 抑 え
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
最 初 に 、 先 に 記 載 し た 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に よ り 作 製 し た 無 作 為 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ
リ ー ま た は 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 可 能 性 が あ る 化 合 物 を 得
る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ の 方 法 で 選 択 し た 化 合 物 を 、 １ 以 上 の 期 待 で き る 可 能 性 が あ
る 化 合 物 が 同 定 さ れ る ま で 、 コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ プ ロ グ ラ ム に よ り 体 系 的 に 改 変 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
作 製 さ れ う る 本 質 的 に 無 作 為 な 化 学 的 改 変 は 無 数 で あ り か つ そ の 化 学 的 改 変 の い ず れ か が
有 用 な 節 足 動 物 制 御 剤 と な り う る の に 対 し て 、 か か る コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ は 合 理 的
な 化 学 的 改 変 の 有 限 数 の 選 択 を 可 能 に す る 。 そ れ ぞ れ の 化 学 的 改 変 は さ ら な る 化 学 的 ス テ
ッ プ を 要 す る が 、 そ れ ら の ス テ ッ プ は 、 有 限 数 の 化 合 物 を 合 成 す る 上 で は 無 理 な く 実 行 で
き る が 、 可 能 性 が あ る 改 変 物 を 全 て 合 成 す る 必 要 が あ る と な れ ば 、 直 ち に 気 が 遠 く な る よ
う な 作 業 と な る 。 従 っ て 、 ３ 次 元 構 造 及 び コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ を 利 用 す る こ と に よ
り 、 多 数 の こ れ ら の 化 合 物 を コ ン ピ ュ ー タ ー モ ニ タ ー ス ク リ ー ン 上 で 高 速 ス ク リ ー ニ ン グ
し て 、 膨 大 な 数 の 化 合 物 の 手 間 が か か る 合 成 を す る こ と な く 、 少 数 の そ れ ら し い 候 補 を 決
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
有 望 な 節 足 動 物 制 御 剤 を 、 い ず れ で あ っ て も よ い 標 準 結 合 ア ッ セ イ に か け て そ の JHエ ス テ
ラ ー ゼ 活 性 に 対 す る 効 果 を 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 明 細 書 に 記 載 し た 節 足 動 物 制 御 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 全 て に 対 し て 、 節 足 動 物 制
御 剤 の 構 造 の さ ら な る 洗 練 が 一 般 的 に 必 要 で あ り 、 こ れ は 特 定 の 節 足 動 物 制 御 剤 ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 与 え ら れ る い ず れ か 及 び ／ ま た は 全 て の ス テ ッ プ の 逐 次 的 反 復 に よ
っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 そ れ が そ の 天 然 状 態 で 関 連 し て い る 脂 質
、 核 酸 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び 他 の 夾 雑 分 子 か ら 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
ポ リ ペ プ チ ド の ％ 同 一 性 は 、 GAP（ Needleman及 び Wunsch, 1970） 分 析 （ GCG program） に
よ り 、 ギ ャ ッ プ 作 成 ペ ナ ル テ ィ （ gap creation penalty） ＝ 5、 及 び ギ ャ ッ プ 拡 張 ペ ナ ル
テ ィ （ gap extension penalty） ＝ 0.3を 用 い て 決 定 す る 。 問 合 せ 配 列 （ query sequence）
は 長 さ が 少 な く と も 15個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 GAP分 析 は 少 な く と も 15個 の ア ミ ノ 酸 の 領 域
に わ た っ て ２ つ の 配 列 を ア ラ イ ン す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 問 合 せ 配 列 は 長 さ が 少 な く と
も 50個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 GAP分 析 は 少 な く と も 50個 の ア ミ ノ 酸 の 領 域 に わ た っ て ２ つ の
配 列 を ア ラ イ ン す る 。 な お 、 さ ら に 好 ま し く は 、 問 合 せ 配 列 は 長 さ が 少 な く と も 100個 の
ア ミ ノ 酸 で あ り 、 GAP分 析 は 少 な く と も 100個 の ア ミ ノ 酸 の 領 域 に わ た っ て ２ つ の 配 列 を ア
ラ イ ン す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 問 合 せ 配 列 は 長 さ が 少 な く と も 250個 の ア ミ ノ 酸 で あ り
、 GAP分 析 は 少 な く と も 250個 の ア ミ ノ 酸 の 領 域 に わ た っ て ２ つ の 配 列 を ア ラ イ ン す る 。 な
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お 、 さ ら に 好 ま し く は 、 問 合 せ 配 列 は 長 さ が 少 な く と も 500個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 GAP分 析
は 少 な く と も 500個 の ア ミ ノ 酸 の 領 域 に わ た っ て ２ つ の 配 列 を ア ラ イ ン す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 「 生 物 学 的 に 活 性 な 断 片 」 は 、 JHエ ス テ
ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 分 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の も の （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ も し く は ２ ） も し く は 突 然 変
異 体 及 び ／ ま た は そ れ ら の 断 片 の い ず れ か で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 突 然 変 異 体 は 、 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を DNA中 に 導 入 す る か ま た は 所 望 の
ポ リ ペ プ チ ド の in vitro合 成 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 か か る 突 然 変 異 体 は 、 例 え ば
、 ア ミ ノ 酸 配 列 内 の 残 基 の 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 が 挙 げ ら れ る 。 最 終 タ ン パ ク 質 産 物 が 所
望 の 特 性 を 有 す る 限 り 、 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 の 組 合 せ を 生 成 さ せ て 最 終 構 築 物 に 到 達 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 突 然 変 異 体 を 設 計 す る 上 で 、 突 然 変 異 部 位 の 位 置 と 突 然 変 異 の 性 質 は 改 変 す
る 特 性 に 依 存 す る 。 突 然 変 異 部 位 は 、 個 々 に ま た は 順 次 、 例 え ば 、 (1)最 初 に 保 存 ア ミ ノ
酸 を 選 択 し て 置 換 し て 、 次 い で 得 ら れ た 結 果 に 基 づ い て さ ら な る 基 を 選 択 し て 置 換 す る こ
と 、 (2)標 的 残 基 を 欠 失 さ せ る こ と 、 ま た は 、 (3)所 定 の 部 位 に 隣 接 し て 他 の 残 基 を 挿 入 す
る こ と に よ り 、 改 変 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 欠 失 は 、 一 般 的 に 、 約 1～ 30個 の 残 基 、 さ ら に 好 ま し く は 約 1～ 10個 の 残 基 、
そ し て 典 型 的 に は 約 1～ 5個 の 連 続 残 基 の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
置 換 突 然 変 異 体 は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 中 の 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 除 去 さ れ
て そ の 場 所 に 異 な る 残 基 が 挿 入 さ れ て い る 。 置 換 突 然 変 異 誘 発 の た め の 最 も 重 要 な 部 位 と
し て は 、 活 性 及 び ／ ま た は 結 合 部 位 と し て 同 定 さ れ た 部 位 が 挙 げ ら れ る 。 他 の 重 要 な 部 位
は 、 様 々 な 種 か ら 得 ら れ る 特 定 の 残 基 が 同 一 で あ る 部 位 で あ る 。 こ れ ら の 位 置 は 生 物 学 的
活 性 に と っ て 重 要 で あ り う る 。 こ れ ら の 部 位 、 特 に 少 な く と も 3つ の 他 の 同 一 に 保 存 さ れ
た 部 位 の 配 列 内 に 該 当 す る 部 位 は 、 比 較 的 保 存 さ れ た 方 法 で 置 換 さ れ る こ と が 好 ま し い 。
か か る 保 存 的 置 換 を 、 表 題 「 置 換 例 」 と し た 表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
Hammockと 共 同 発 明 者 ら は 、 JHEの 二 重 リ シ ン 突 然 変 異 体 （ K29R、 K522R） 及 び 触 媒 セ リ ン
突 然 変 異 体 （ S201G） が 、 JHEを 発 現 す る 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 、 ヘ リ オ チ ス ・ ビ レ セ
ン ス （ Heliothis virescens） 及 び ト リ コ プ ル シ ア ・ ニ （ Trichoplusia ni） の 両 方 を 死 滅
さ せ る 能 力 を 増 強 す る こ と を 示 し て い る （ 米 国 特 許 第 5,643,776号 ） 。 2個 の リ シ ン 除 去 が
ユ ビ キ チ ン 及 び リ ソ ソ ー ム 経 路 に よ る JHEタ ン パ ク 質 の 特 異 的 分 解 を 阻 止 す る の に お そ ら
く 重 要 で あ り 、 触 媒 セ リ ン の 除 去 は 、 不 活 性 酵 素 を 産 生 し 、 そ れ が JHと 結 合 し て そ れ を 隔
離 す る こ と に よ り 致 死 率 を 恐 ら く 高 め る で あ ろ う 。 Hammockと 共 同 発 明 者 ら は 、 そ の 上 さ
ら に 、 JHE酵 素 を 原 形 質 膜 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る シ グ ナ ル 配 列 を 除 去 す る こ と に よ り 、 JHE
を 発 現 す る 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 殺 虫 活 性 を 改 良 し て い る （ 米 国 特 許 第 5,674,485号
） 。 非 グ リ コ シ ル 化 JHEは そ の 結 果 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 の 細 胞 質 内 に 蓄 積 す る 。
類 似 の 突 然 変 異 を 、 配 列 番 号 １ と し て 示 し た ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 実 施 す る こ と が で き る
。
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ９ ８ 】
さ ら に 、 も し 所 望 で あ れ ば 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 ま た は 化 学 ア ミ ノ 酸 類 似 体 を 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド 中 に 置 換 も し く は 付 加 と し て 導 入 す る こ と が で き る 。 か か る ア ミ ノ 酸 は 、 限 定 さ れ
る も の で な い が 、 通 常 の ア ミ ノ 酸 の D-異 性 体 、 2,4-ジ ア ミ ノ 酪 酸 、 α -ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 、 4
-ア ミ ノ 酪 酸 、 2-ア ミ ノ 酪 酸 、 6-ア ミ ノ ヘ キ サ ン 酸 、 2-ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 、 3-ア ミ ノ プ ロ ピ
オ ン 酸 、 オ ル ニ チ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 サ ル コ シ ン 、 シ
ト ル リ ン 、 ホ モ シ ト ル リ ン 、 シ ス テ イ ン 酸 、 t-ブ チ ル グ リ シ ン 、 t-ブ チ ル ア ラ ニ ン 、 フ ェ
ニ ル グ リ シ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ラ ニ ン 、 β -ア ラ ニ ン 、 フ ル オ ロ -ア ミ ノ 酸 、 β -メ チ ル
ア ミ ノ 酸 な ど の デ ザ イ ナ ー ・ ア ミ ノ 酸 、 Cα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 Nα -メ チ ル ア ミ ノ 酸 、 及 び
一 般 的 な ア ミ ノ 酸 類 似 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る の は ま た 、 合 成 の 際 ま た は 合 成 後 に 、 例 え ば ビ オ チ ン 化 、 ベ ン
ジ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 既 知 の 保 護 基 ／ ブ ロ ッ ク 基 に
よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 分 解 切 断 、 抗 体 分 子 も し く は 他 の 細 胞 リ ガ ン ド と の 連 結 な ど に よ
り 、 様 々 に 修 飾 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 安 定 性 及 び ／ ま た は 生 物 活 性 を 増 加 す る の に 役 立 ち う る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 様 々 な 方 法 で 生 産 す る こ と が で き 、 天 然 タ ン パ ク 質 の 生 産 と 回 収
、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 生 産 と 回 収 、 及 び タ ン パ ク 質 の 化 学 合 成 が 挙 げ ら れ る 。 一 実 施 形 態
に お い て は 、 単 離 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し う る 細 胞 を そ の
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ポ リ ペ プ チ ド を 産 生 す る の に 有 効 な 条 件 下 で 培 養 し さ ら に そ の ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ
と に よ り 生 産 す る 。 培 養 す る 好 ま し い 細 胞 は 本 発 明 の 組 換 え 細 胞 で あ る 。 効 果 的 な 培 養 条
件 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 タ ン パ ク 質 産 生 を 可 能 に す る 有 効 な 培 地 、 バ イ オ リ ア ク
タ ー 、 温 度 、 pH及 び 酸 素 条 件 が 挙 げ ら れ る 。 有 効 な 培 地 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 産 生
す る た め に 細 胞 を 培 養 す る い ず れ で あ っ て も よ い 培 地 を 意 味 す る 。 か か る 培 地 は 典 型 的 に
は 、 同 化 可 能 な 炭 素 、 窒 素 及 び リ ン 酸 供 給 源 、 な ら び に 適 当 な 塩 類 、 ミ ネ ラ ル 、 金 属 及 び
ビ タ ミ ン な ど の 他 の 栄 養 素 を 有 す る 水 性 培 地 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 細 胞 は 、 通 常 の 発 酵
バ イ オ リ ア ク タ ー 、 振 と う フ ラ ス コ 、 試 験 管 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ 、 及 び ペ ト リ
皿 中 で 培 養 す る こ と が で き る 。 培 養 は 、 組 換 え 細 胞 に 適 当 な 温 度 、 pH及 び 酸 素 含 量 で 実 施
す る こ と が で き る 。 か か る 培 養 条 件 は 当 業 者 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】

「 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 そ れ が そ の 天 然 状 態 で 随 伴 す る
か ま た は 連 結 し て い る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 分 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る
。 さ ら に 、 本 明 細 書 に お い て 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 用 語 「 核 酸 分 子 」 と 互 換 的 に 使
用 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ％ 同 一 性 は 、 GAP（ Needleman及 び Wunsch、 1970） 分 析 （ GCG program
） に よ り 、 ギ ャ ッ プ 生 成 ペ ナ ル テ ィ ＝ 5、 及 び ギ ャ ッ プ 拡 張 ペ ナ ル テ ィ ＝ 0.3を 用 い て 決 定
す る 。 問 合 せ 配 列 は 長 さ が 少 な く と も 45個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 GAP分 析 は 少 な く と も 4
5個 の ヌ ク レ オ チ ド の 領 域 に わ た っ て ２ つ の 配 列 を ア ラ イ ン す る 。 好 ま し く は 、 問 合 せ 配
列 は 長 さ が 少 な く と も 150個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 GAP分 析 は 少 な く と も 150個 の ヌ ク レ
オ チ ド の 領 域 に わ た っ て ２ つ の 配 列 を ア ラ イ ン す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 問 合 せ 配 列 は 長
さ が 少 な く と も 300個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 GAP分 析 は 少 な く と も 300個 の ヌ ク レ オ チ ド
の 領 域 に わ た っ て ２ つ の 配 列 を ア ラ イ ン す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列
番 号 ４ に 示 し た 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 特 に 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 配 列 番 号 ３ ま た は 配 列 番 号 ４ に 示 し た
配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条
件 は 、 次 の 通 り で あ る ； (1)洗 浄 に は 低 イ オ ン 強 度 お よ び 高 温 、 例 え ば 0.015M NaCl/0.001
5M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム /0.1％  NaDodSO 4 、 50℃ を 用 い る ； (2)ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
は 、 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 変 性 剤 、 例 え ば 、 50％ (vol/vol)ホ ル ム ア ミ ド と と も に 0.1％ ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.1％ フ ィ コ ー ル 、 0.1％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
バ ッ フ ァ ー pH6.5と と も に 750mM NaCl、 75mMク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 を 42℃ に て 用 い る ； ま
た は (3)50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5 x SSC（ 0.75M NaCl、 0.075Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 50mMリ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH6.8)、 0.1％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 5 x デ ン ハ ル ト 液 （ Denhardt's s
olution） 、 超 音 波 処 理 し た サ ケ 精 子 DNA（ 50 g/ml） 、 0.1％  SDS及 び 10％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ
ン を 42℃ に て 用 い 、 次 い で 0.2 x SSC及 び 0.1％  SDS中 で 処 理 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
配 列 番 号 ３ も し く は 配 列 番 号 ４ ま た は そ れ ら の 部 分 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 欠 失 、 挿 入 、 ま た は 置 換 で あ る １ 以 上 の 突 然 変 異 を 有 し て い
て も よ い 。 突 然 変 異 体 は 、 天 然 （ す な わ ち 天 然 供 給 源 か ら 単 離 さ れ た ） ま た は 合 成 （ 例 え
ば 、 そ の 核 酸 に 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 を 施 す こ と に よ っ て 得 ら れ た ） の い ず れ で あ っ て も
よ い 。 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 天 然 ま た は 組 換 え 体 の い ず れ で あ っ て も よ い
こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RNA、 DNA、 ま た は そ の い ず れ か の 誘 導 体 で あ っ て も よ い
。 か か る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 最 小 サ イ ズ は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 本 発 明 の 核 酸 分 子 上
の 相 補 配 列 と の 間 で 安 定 な ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る の に 必 要 と さ れ る サ イ ズ で あ る 。 本 発
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明 は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 を 同 定 す る た め の プ ロ ー ブ 、 核 酸 分 子 を 産 生 す る た め の プ ラ イ マ
ー 、 ま た は 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 産 生 も し く は 活 性 を 抑 制 す る た め の 節 足
動 物 制 御 剤 と し て 利 用 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 、 ３
本 鎖 形 成 、 リ ボ ザ イ ム 及 び ／ ま た は RNA薬 に 基 づ く 試 薬 ） を 含 む 。 プ ロ ー ブ と し て 利 用 さ
れ る 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 典 型 的 に は 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 ビ オ チ ン 、 蛍 光
分 子 ま た は 化 学 発 光 分 子 な ど の 標 識 が 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ６ 】

用 語 「 触 媒 核 酸 」 は 、 個 別 の 基 質 を 特 異 的 に 認 識 し て こ の 基 質 の 化 学 的 改 変 を 触 媒 す る DN
A分 子 も し く は DNAを 含 有 す る 分 子 （ 当 技 術 分 野 で は 「 デ オ キ シ リ ボ ザ イ ム 」 と も 呼 ぶ ） ま
た は RNAも し く は RNAを 含 有 す る 分 子 （ 当 技 術 分 野 で は 「 リ ボ ザ イ ム 」 と も 呼 ぶ ） を 意 味 す
る 。 触 媒 核 酸 の 核 酸 塩 基 は Ａ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 Ｔ 及 び Ｕ 、 な ら び に そ の 誘 導 体 で あ り う る 。 こ れ
ら の 塩 基 の 誘 導 体 は 当 技 術 分 野 で は 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
典 型 的 に は 、 触 媒 核 酸 は 標 的 核 酸 を 特 異 的 に 認 識 す る た め の ア ン チ セ ン ス 配 列 、 及 び 核 酸
切 断 酵 素 活 性 （ 本 明 細 書 で は 「 触 媒 ド メ イ ン 」 と も 呼 ぶ ） を 含 有 す る 。 本 発 明 に お い て 特
に 有 用 な リ ボ ザ イ ム の 型 は ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ イ ム （ Haseloff及 び Gerlach、 1988； Per
rimanら 、 1992） 及 び ヘ ア ピ ン リ ボ ザ イ ム （ Shippyら 、 1999） で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
本 発 明 の リ ボ ザ イ ム 及 び そ の リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る DNAは 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を
用 い て 化 学 合 成 す る こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ ム は ま た 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 、
例 え ば 、 T7 RNAポ リ メ ラ ー ゼ も し く は SP6 RNA ポ リ メ ラ ー ゼ の プ ロ モ ー タ ー と 機 能 し う る
形 で 連 結 さ れ た DNA分 子 （ 転 写 さ れ る と 、 RNA分 子 を 生 じ る ） か ら 調 製 す る こ と が で き る 。
従 っ て 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る の は 、 本 発 明 の リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 す な
わ ち DNAま た は cDNAで も あ る 。 ベ ク タ ー が DNA分 子 と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ た RNAポ リ メ
ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー も 含 有 す る 場 合 、 リ ボ ザ イ ム を 、 RNAポ リ メ ラ ー ゼ と ヌ ク レ オ チ ド と
の in vitroイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 生 成 す る こ と が で き る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て は 、
DNAを 発 現 カ セ ッ ト ま た は 転 写 カ セ ッ ト 中 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 合 成 後 、 RNA分 子 を 、
リ ボ ザ イ ム を 安 定 化 す る 能 力 を 有 す る DNA分 子 と の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 改 変 し て リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ （ RNase） に 対 し て 耐 性 を 与 え る こ と が で き る 。 あ る い は 、 リ ボ ザ イ ム を 、 リ
ポ ソ ー ム 送 達 系 で 利 用 す る た め に ホ ス ホ チ オ 類 似 体 に 改 変 す る こ と が で き る 。 こ の 改 変 は
リ ボ ザ イ ム に エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 に 対 す る 耐 性 も 与 え る 。
【 ０ １ ０ ９ 】

dsRNAは 、 特 定 の タ ン パ ク 質 の 産 生 を 特 異 的 に 抑 制 す る た め に 特 に 有 用 で あ る 。 理 論 に よ
っ て 限 定 さ れ る こ と は 望 ま な い が 、 Dougherty及 び Parks（ 1995） は 、 dsRNAを 用 い て タ ン
パ ク 質 産 生 を 抑 制 す る こ と が で き る 機 構 の モ デ ル を 提 供 し て い る 。 こ の モ デ ル は 最 近 、 Wa
terhouseら （ 1998） に よ り 改 変 さ れ か つ 拡 張 さ れ て い る 。 こ の 技 術 は 目 的 の 遺 伝 子 の mRNA
、 こ の 場 合 は 本 発 明 の 第 １ 、 第 ２ ま た は 第 ３ の 態 様 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNA
、 と 本 質 的 に 同 一 で あ る 配 列 を 含 有 す る dsRNA分 子 の 存 在 に 依 存 す る も の で あ る 。 好 都 合
な の は 、 組 換 え ベ ク タ ー ま た は 宿 主 細 胞 に お い て 、 dsRNAが 、 セ ン ス 配 列 と ア ン チ セ ン ス
配 列 が 無 関 係 な 配 列 と フ ラ ン キ ン グ し て い る 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と し て
生 成 さ せ る こ と が で き る こ と で あ り 、 こ れ に よ り セ ン ス 配 列 と ア ン チ セ ン ス 配 列 が ハ イ ブ
リ ダ イ ズ し て 、 ル ー プ 構 造 を 形 成 す る 無 関 係 な 配 列 を 有 し た dsRNA分 子 を 形 成 す る こ と が
で き る 。 本 発 明 に 適 当 な dsRNA分 子 の 設 計 及 び 産 生 は 、 特 に Dougherty及 び Parks（ 1995）
、 Waterhouseら （ 1998） 、 WO 99/32619、 WO 99/53050、 WO 99/49029、 及 び WO 01/34815を
考 慮 す れ ば 、 十 分 、 当 業 者 の 実 施 可 能 な 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】

本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 核 酸 分 子 を 宿 主 細 胞 中 に 送 達 す る こ と が で き る 任 意 の ベ ク タ ー 中
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に 挿 入 さ れ た 、 少 な く と も 1個 の 単 離 さ れ た 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー が 挙
げ ら れ る 。 か か る ベ ク タ ー は 、 異 種 核 酸 配 列 、 す な わ ち 自 然 に 本 発 明 の 核 酸 分 子 と 隣 接 し
て 見 出 さ れ る こ と は な く 、 か つ 好 ま し く は 本 発 明 の 核 酸 分 子 が 誘 導 さ れ た 種 以 外 の 種 か ら
誘 導 さ れ た 核 酸 配 列 、 を 含 有 す る 。 ベ ク タ ー は RNAま た は DNAの い ず れ で あ っ て も よ く 、 原
核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の い ず れ の も の で あ っ て も よ く 、 典 型 的 に は ウ イ ル ス ま た は プ ラ ス
ミ ド で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
組 換 え ベ ク タ ー の １ つ の タ イ プ と し て は 、 発 現 ベ ク タ ー と 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ た 本 発
明 の 核 酸 分 子 を 含 む 。 「 機 能 し う る 形 で 連 結 さ れ た 」 と の 表 現 は 、 宿 主 細 胞 中 に 形 質 転 換
さ れ た 場 合 に 核 酸 分 子 が 発 現 さ れ う る 様 式 で の 核 酸 分 子 の 発 現 ベ ク タ ー 中 へ の 挿 入 を 意 味
す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し か つ 所 与 の 核 酸 分 子
を 発 現 す る こ と が で き る DNAま た は RNAベ ク タ ー で あ る 。 好 ま し く は 、 発 現 ベ ク タ ー は ま た
、 宿 主 細 胞 内 で 複 製 す る こ と も で き る 。 発 現 ベ ク タ ー は 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の い ず れ
の も の で あ っ て も よ く 、 典 型 的 に は ウ イ ル ス ま た は プ ラ ス ミ ド で あ る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク
タ ー は 、 細 菌 、 真 菌 、 内 部 寄 生 虫 、 節 足 動 物 、 そ の 他 の 動 物 、 及 び 植 物 の 細 胞 を 含 む 本 発
明 の 組 換 え 細 胞 内 で 機 能 す る （ す な わ ち 、 遺 伝 子 発 現 を 指 令 す る ） 、 全 て の ベ ク タ ー を 包
含 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い 発 現 ベ ク タ ー は 、 細 菌 、 酵 母 、 節 足 動 物 及 び 哺 乳 類 の 細 胞 内 で
そ し て さ ら に 好 ま し く は 本 明 細 書 に 開 示 し た 細 胞 型 に お い て 、 遺 伝 子 発 現 を 指 令 す る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
特 に 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 制 御 配 列 、 翻 訳 制 御 配 列 、 複 製 起 点 な ど の 調 節 配 列
、 及 び 組 換 え 細 胞 と 適 合 し か つ 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 発 現 を 制 御 す る そ の 他 の 調 節 配 列 を 含
有 す る 。 特 に 、 本 発 明 の 組 換 え 分 子 は 転 写 制 御 配 列 を 含 む 。 転 写 制 御 配 列 は 、 転 写 の 開 始
、 伸 長 及 び 終 結 を 制 御 す る 配 列 で あ る 。 特 に 、 重 要 な 転 写 制 御 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ
ン ハ ン サ ー 、 オ ペ レ ー タ ー 及 び リ プ レ ッ サ ー 配 列 な ど の 転 写 開 始 を 制 御 す る 配 列 で あ る 。
好 適 な 転 写 制 御 配 列 は 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の 組 換 え 細 胞 内 で 機 能 し う る 全 て の 転 写 制
御 配 列 を 包 含 す る 。 当 業 者 に は 様 々 な か か る 転 写 制 御 配 列 は 周 知 で あ る 。 好 ま し い 転 写 制
御 配 列 は 、 細 菌 、 酵 母 、 節 足 動 物 及 び 哺 乳 類 の 細 胞 で 機 能 す る 転 写 制 御 配 列 、 例 え ば 、 限
定 さ れ る も の で な い が 、 tac、 lac、 trp、 trc、 oxy-pro、 omp/lpp、 rrnB、 バ ク テ リ オ フ ァ
ー ジ λ 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T7、 T71ac、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ T3、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ SP6
、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ SP01、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 α -接 合 因 子 、 ピ チ ア （ Pichia） ア ル コ
ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 α ウ イ ル ス サ ブ ゲ ノ ム プ ロ モ ー タ ー （ シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス （ Sindbis 
virus） サ ブ ゲ ノ ム プ ロ モ ー タ ー な ど ） 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 ヘ リ
オ チ ス ・ ゼ ア （ Heliothis zea） 昆 虫 ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス
、 ラ ク ー ン ポ ッ ク ス ウ イ ル ス （ raccoon poxvirus） 、 他 の ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ 中 初 期 プ ロ モ ー タ ー （ intermediate early promotor） な
ど ） 、 サ ル ウ イ ル ス 40、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア ク チ ン 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 長 末 端 反 復 配 列 、 ラ
ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 、 熱 シ ョ ッ ク 、 リ ン 酸 及 び 硝 酸 塩 転 写 制 御 配 列 な ら び に 原 核 生 物 細 胞 も
し く は 真 核 生 物 細 胞 の 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る こ と が で き る 他 の 配 列 、 を 包 含 す る 。 さ ら な
る 好 適 な 転 写 制 御 配 列 は 、 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー 及 び エ ン ハ ン サ ー な ら び に リ ン ホ カ イ
ン 誘 導 プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン も し く は イ ン タ ー ロ イ キ ン に よ り 誘 導 し
う る プ ロ モ ー タ ー ） が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 転 写 制 御 配 列 は ま た 、 節 足 動 物 に 天 然 に 随 伴
す る 天 然 の 転 写 制 御 配 列 も 包 含 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 発 明 の 組 換 え 分 子 は ま た 、 (a)発 現 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が そ の ポ リ ペ プ チ ド を
産 生 す る 細 胞 か ら 分 泌 さ れ る よ う に す る 分 泌 シ グ ナ ル （ す な わ ち 、 シ グ ナ ル セ グ メ ン ト 核
酸 配 列 ） を 含 有 し て も よ い し 、 及 び ／ ま た は (b)本 発 明 の 核 酸 分 子 を 融 合 タ ン パ ク 質 と し
て 発 現 さ せ る 融 合 配 列 を 含 有 し て も よ い 。 適 当 な シ グ ナ ル セ グ メ ン ト の 例 は 、 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 の 分 泌 を 指 令 す る こ と が で き る い ず れ か の シ グ ナ ル セ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 好
ま し い シ グ ナ ル セ グ メ ン ト は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 組 織 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ ー
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タ ー （ t-PA） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 成 長 ホ ル モ ン 、 組 織 適 合 性 及 び ウ
イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 シ グ ナ ル セ グ メ ン ト 、 な ら び に 天 然 シ グ ナ ル 配 列 が 挙 げ
ら れ る 。 融 合 セ グ メ ン ト 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ た 好 適 な 融 合 セ グ メ ン ト を 本 明 細 書 に 開 示
し た 。 さ ら に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 、 ユ ビ キ チ ン 融 合 セ グ メ ン ト な ど の 、 コ ー ド さ れ た タ
ン パ ク 質 を プ ロ テ オ ソ ー ム に 連 結 さ せ る 融 合 セ グ メ ン ト と 接 合 す る こ と が で き る 。 組 換 え
分 子 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 周 辺 及 び ／ ま た は 核 酸 配 列 内 の 介 在 配 列 及 び ／
ま た は 非 翻 訳 配 列 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ １ ４ 】
既 知 の 節 足 動 物 に 特 異 的 な ウ イ ル ス 系 を 用 い て 、 本 発 明 の 分 子 を 送 達 す る こ と が で き る 。
こ れ ら は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス な ど の 大 き な DNAウ イ ル ス か ら 小 さ い RNAウ イ ル ス ま で 様 々 で
あ り う る 。 野 生 型 ウ イ ル ス は 一 般 的 に 節 足 動 物 に よ り 摂 取 さ れ る 。 ウ イ ル ス 表 面 の タ ン パ
ク 質 は 節 足 動 物 の 消 化 管 の 細 胞 に 結 合 し て ウ イ ル ス 内 容 物 の 細 胞 中 へ の 侵 入 を 引 き 起 こ す
。 次 い で 、 ウ イ ル ス の 核 酸 は ２ つ の 仕 事 を 果 た す 。 第 １ に 、 ウ イ ル ス の 核 酸 は 、 元 来 の ウ
イ ル ス と 同 一 で あ り さ ら に 多 く の ウ イ ル ス を 構 築 す る の に 必 要 で あ る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質
を コ ー ド し て お り 、 さ ら に 第 ２ に は 、 新 し い ウ イ ル ス 中 へ の 組 込 み の た め に そ の 核 酸 の さ
ら な る コ ピ ー を 産 生 す る 。 ウ イ ル ス を 目 的 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る ベ ク タ ー と し て 改 変 す
る 場 合 に 、 何 ら か の 追 加 の 核 酸 を ウ イ ル ス 核 酸 中 に 挿 入 し 、 そ の 際 ウ イ ル ス の 元 来 の 核 酸
の 一 部 と 置 換 え て も よ い し ま た は 置 き 換 え な く て も よ い 。 毒 素 を コ ー ド す る 核 酸 を 挿 入 す
る 部 位 は 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 細 胞 内 で そ の 核 酸 が （ も し 必 要 で あ れ ば ） 転 写 さ れ か つ 所 要
の タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ う る こ と を 保 証 す る よ う に 選 択 す る 。 タ ン パ ク 質 を 豊 富 に 発 現 す
る に は 、 核 酸 中 の 適 当 な プ ロ モ ー タ ー 部 位 な ど の 他 の 改 変 を 必 要 と す る こ と が あ り う る 。
一 般 的 に 、 改 変 し た ウ イ ル ス が 標 的 節 足 動 物 の 多 数 の 細 胞 に 感 染 し 、 こ れ ら の 全 て の 細 胞
内 で タ ン パ ク 質 が 豊 富 に 発 現 す る こ と が 意 図 さ れ る 。 一 般 的 に は ま た 、 該 タ ン パ ク 質 の 発
現 が 節 足 動 物 に 対 す る ウ イ ル ス 感 染 の 有 害 な 効 果 を 加 速 さ せ る か ま た は 増 強 す る こ と も 意
図 さ れ る 。 JHE発 現 の 場 合 、 ウ イ ル ス に 感 染 し た 節 足 動 物 は ウ イ ル ス 感 染 と 内 分 泌 破 壊 と
の 両 方 を 受 け て 死 に 至 る に 違 い な い 。 か か る ウ イ ル ス を 、 作 物 植 物 （ ま た は 節 足 動 物 の 攻
撃 か ら 保 護 す る こ と を 所 望 す る 他 の 物 質 ） 上 に ス プ レ ー す る か ま た は 撒 布 し 、 節 足 動 物 が
作 物 を 食 し 始 め る と 節 足 動 物 に よ り 摂 取 さ れ る よ う に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ウ イ ル ス か ら 誘 導 さ れ る ベ ク タ ー 系 も 知 ら れ て い る 。 一 例 は 、 カ プ ソ イ ド 系 （ Hanzlikら
、 1999； WO 97/46666） で あ る 。 カ プ ソ イ ド 系 は 小 RNAウ イ ル ス に 基 づ く が 、 節 足 動 物 の 細
胞 内 で 複 製 し な い 点 が ウ イ ル ス と 異 な る 。 小 RNAウ イ ル ス は 、 １ も し く は 数 個 の RNA分 子 と
、 そ れ が 結 合 す る 、 そ の RNAが コ ー ド す る カ プ シ ド タ ン パ ク 質 と か ら な る 。 カ プ シ ド タ ン
パ ク 質 の 分 子 は 、 RNAを 封 入 し て 保 護 す る 規 則 正 し い 幾 何 学 構 造 に 組 み 立 て ら れ る 。 前 記
タ ン パ ク 質 は ま た 、 節 足 動 物 の 消 化 管 の 細 胞 と 結 合 す る 機 能 を 与 え 、 ウ イ ル ス RNAを 消 化
管 細 胞 へ 侵 入 さ せ る 。 細 胞 内 で 、 RNAの さ ら な る コ ピ ー が 作 ら れ 、 こ れ ら が 発 現 さ れ て さ
ら に 多 く の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 を 作 る 。 RNAと タ ン パ ク 質 は 新 し い ウ イ ル ス 粒 子 を ア セ ン
ブ ル し て 、 他 の 細 胞 と 節 足 動 物 に 感 染 す る こ と が で き る 。 カ プ ソ イ ド 系 は 、 タ ン パ ク 質 を
節 足 動 物 腸 細 胞 へ 送 達 す る 野 生 型 ウ イ ル ス の 一 部 の 機 能 を 利 用 す る も の だ が 、 ウ イ ル ス 感
染 を 持 続 す る た め に 要 す る 全 機 能 を 有 す る も の で は な い 。 カ プ ソ イ ド 系 は ま た 、 他 の 場 所
で 生 産 さ れ て 作 物 に ス プ レ ー さ れ る 必 要 が あ る と い う よ り 、 む し ろ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植
物 に よ り 生 産 さ れ る よ う に す る と い う 特 徴 を 有 す る 。 植 物 は 、 植 物 が カ プ シ ド タ ン パ ク 質
を 生 産 す る よ う に す る 遺 伝 子 に よ っ て 形 質 転 換 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 は ま た 、
ウ イ ル ス 様 粒 子 を 産 生 す る カ プ シ ド タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 必 要 な 配 列 を 含 有 す る RNA分 子
も 生 産 す る 。 節 足 動 物 は 、 植 物 を 食 す る 際 に 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 を 摂 取 す る 。 カ プ シ ド タ ン
パ ク 質 は 節 足 動 物 の 消 化 管 細 胞 と 結 合 し 、 RNAが 細 胞 に 侵 入 す る 。 そ の RNAを メ ッ セ ン ジ ャ
ー RNAと 似 せ る よ う に 遺 伝 子 操 作 し て 、 細 胞 が そ の メ ッ セ ー ジ を タ ン パ ク 質 に 翻 訳 す る よ
う に し て も よ い 。
【 ０ １ １ ６ 】
カ プ ソ イ ド 系 の 一 変 形 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 と カ プ シ ド タ ン パ ク 質 を 単 一 遺 伝 子 か ら の 融
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合 産 物 と し て 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 で あ る 。 送 達 さ れ る の は 、 対 応 す る RNAで
は な く タ ン パ ク 質 で あ る 。 JHEな ど の 非 保 護 タ ン パ ク 質 を 節 足 動 物 に 単 純 に 給 餌 す る こ と
は 、 タ ン パ ク 質 が 通 常 の 消 化 管 処 理 に よ り 恐 ら く 消 化 さ れ る こ と か ら 、 恐 ら く 有 効 で は な
い 。 カ プ シ ド タ ン パ ク 質 ド メ イ ン は ウ イ ル ス 様 構 造 に 組 み 立 て ら れ 、 毒 素 タ ン パ ク 質 ド メ
イ ン を ウ イ ル ス 様 構 造 の ル ー メ ン 内 で の 消 化 か ら 保 護 さ れ る 。 毒 素 タ ン パ ク 質 は 、 カ プ シ
ド ド メ イ ン が 消 化 管 細 胞 と 結 合 し た 後 に の み 曝 さ れ る 。 ウ イ ル ス 様 構 造 と 標 的 細 胞 膜 と の
融 合 に よ り 、 毒 素 ド メ イ ン は 腸 内 消 化 か ら 保 護 さ れ た ま ま 残 っ た 細 胞 の 側 に 提 示 さ れ る 。
カ プ ソ イ ド の 摂 取 に よ り 、 腸 を 内 張 り す る 多 数 の 細 胞 が 活 性 JHEを 含 有 す る よ う に な り 、
こ の 活 性 JHEは 上 記 の よ う に JH減 弱 に 作 用 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】

他 の 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 １ 以 上 の 本 発 明 の 組 換 え 分 子 を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞
を 含 む 組 換 え 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 へ の 核 酸 分 子 の 形 質 転 換 は 、 核 酸 分 子 を 細 胞 中 に 挿
入 し う る い ず れ の 方 法 に よ り 達 成 し て も よ い 。 形 質 転 換 技 術 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が
、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ
ェ ク シ ョ ン 、 吸 着 、 及 び プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 が 挙 げ ら れ る 。 組 換 え 細 胞 は 単 細 胞 の ま ま で
も よ い し ま た は 組 織 、 器 官 も し く は 多 細 胞 生 物 に 成 長 さ せ て も よ い 。 形 質 転 換 さ れ た 本 発
明 の 核 酸 分 子 は 染 色 体 外 に 残 っ て も よ い し 、 ま た は 形 質 転 換 さ れ た （ す な わ ち 、 組 換 え ）
細 胞 の 染 色 体 内 の １ 以 上 の 部 位 に 、 そ れ ら の 発 現 さ れ る 能 力 が 保 持 さ れ る 様 式 で 組 み 込 ま
れ て も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
形 質 転 換 す る の に 好 適 な 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 す る こ
と が で き る い ず れ の 細 胞 で あ っ て も よ い 。 宿 主 細 胞 は 、 形 質 転 換 さ れ て な い 細 胞 ま た は 少
な く と も １ つ の 核 酸 分 子 （ 例 え ば 、 １ 以 上 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 ）
を 用 い て 既 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 内 因 的
に （ す な わ ち 、 天 然 に ） 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 生 産 す る こ と が で き る も の で も よ い し 、 ま
た は 少 な く と も １ つ の 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 用 い て 形 質 転 換 さ れ た 後 に か か る タ ン パ ク 質 を
生 産 す る こ と が で き る も の で も よ い 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 少 な く と も １ つ の 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 を 生 産 す る こ と が で き る い ず れ の 細 胞 で あ っ て も よ く 、 細 菌 、 真 菌 （ 酵 母 を 含 む
） 、 寄 生 虫 、 他 の 節 足 動 物 、 他 の 動 物 及 び 植 物 の 細 胞 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 宿 主 細 胞 は 、
細 菌 、 ミ コ バ ク テ リ ア 、 酵 母 、 節 足 動 物 及 び 哺 乳 類 の 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 好 ま し い
宿 主 細 胞 は 、 サ ル モ ネ ラ 属 （ Salmonella） 、 エ シ ェ リ キ ア 属 （ Escherichia） 、 バ チ ル ス
属 （ Bacillus） 、 リ ス テ リ ア 属 （ Listeria） 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 属 （ Saccharomyces） 、 ス
ポ ド プ テ ラ 属 （ Spodoptera） 、 ミ コ バ ク テ リ ア 属 （ Mycobacteria） 、 ト リ コ プ ル シ ア 属 （
Trichoplusia） 、 BHK（ ベ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 ） 細 胞 、 MDCK細 胞 （ イ ヌ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 培
養 用 の 正 常 イ ヌ 腎 細 胞 系 ） 、 CRFK細 胞 s（ ネ コ ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 培 養 用 の 正 常 ネ コ 腎 細 胞
系 ） 、 CV-1細 胞 （ 例 え ば 、 ラ ク ー ン ポ ッ ク ス ウ イ ル ス を 培 養 す る た め に 用 い る ア フ リ カ モ
ン キ ー 腎 細 胞 系 ） 、 COS（ 例 え ば 、 COS-7） 細 胞 、 及 び Vero細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 好 ま し
い 宿 主 細 胞 は 、 E. coli K-12誘 導 体 を 含 む 大 腸 菌 （ E.coli） ； チ フ ス 菌 （ Salmonella typ
hi） ； 弱 毒 株 を 含 む ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ Salmonella typhimurium） ； ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ
ペ ル ダ （ Spodoptera frugiperda） 菌 ； ト リ コ プ ル シ ア ・ ニ （ Trichoplusia ni） 菌 ； BHK
細 胞 ； MDCK細 胞 s； CRFK細 胞 ； CV-1細 胞 ； COS細 胞 ； Vero細 胞 ； 及 び 非 腫 瘍 形 成 マ ウ ス 筋 芽
細 胞 G8細 胞 （ 例 え ば 、 ATCC CRL 1246） で あ る 。 さ ら な る 適 当 な 哺 乳 類 細 胞 宿 主 は 、 他 の
腎 細 胞 系 、 他 の 繊 維 芽 細 胞 系 （ 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス ま た は ニ ワ ト リ 胚 繊 維 芽 細 胞 系 ） 、
骨 髄 腫 細 胞 系 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 、 マ ウ ス NIH/3T3細 胞 、 LMTK細 胞 及 び ／
ま た は HeLa細 胞 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
組 換 え DNA技 術 を 使 用 し て 、 形 質 転 換 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 発 現 を 遺 伝 子 操 作 に よ り
改 善 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 宿 主 細 胞 内 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の コ ピ ー 数 、 こ れ ら の ポ リ
ペ プ チ ド 分 子 が 転 写 さ れ る 効 率 、 得 ら れ る 転 写 物 が 翻 訳 さ れ る 効 率 、 及 び 翻 訳 後 修 飾 の 効
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率 を 改 善 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の 発 現 を 増 加 す る の に 有 用 な 組 換
え 技 術 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を 高 コ ピ ー 数 プ ラ ス ミ ド に 機 能 し
う る 形 で 連 結 す る こ と 、 ポ リ ペ プ チ ド 分 子 の １ 以 上 の 宿 主 細 胞 染 色 体 へ の 組 み 込 み 、 ベ ク
タ ー 安 定 配 列 の プ ラ ス ミ ド へ の 付 加 、 転 写 制 御 シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 オ ペ レ
ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー ） の 置 換 ま た は 改 変 、 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 リ ボ ソ ー ム 結 合
部 位 、 シ ャ イ ン ・ ダ ル ガ ー ノ 配 列 ） の 置 換 ま た は 改 変 、 宿 主 細 胞 の コ ド ン 使 用 に 対 応 す る
よ う に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を 改 変 す る こ と 、 及 び 転 写 物 を 不 安 定 化 す る 配 列 の 欠 失
が 挙 げ ら れ る 。 発 現 さ れ る 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 活 性 は 、 か か る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ポ リ ペ プ チ ド 分 子 を 断 片 化 、 改 変 、 ま た は 誘 導 体 化 す る こ と に よ り 改 良 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】

用 語 「 植 物 」 は 、 植 物 全 体 、 植 物 器 官 （ 例 え ば 、 葉 、 茎 、 根 そ の 他 ） 、 種 子 、 植 物 細 胞 な
ど を 意 味 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 利 用 を 意 図 す る 植 物 は 単 子 葉 植 物 と 双 子 葉 植 物 の 両
方 を 含 む 。 双 子 葉 植 物 の 例 と し て は 、 ワ タ 、 ト ウ モ ロ コ シ 、 ト マ ト 、 タ バ コ 、 ジ ャ ガ イ モ
、 マ メ 、 ダ イ ズ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
本 発 明 の 文 脈 で 定 義 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 と し て は 、 所 望 の 植 物 も し く は 植 物 器 官
に お い て 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の タ ン パ ク 質 の 生 産 を 生 じ る か ま た は 増 強 す る よ う に 、
組 換 え DNA技 術 を 用 い て 遺 伝 的 に 改 変 さ れ て い る 植 物 （ な ら び に 前 記 植 物 の 部 分 及 び 細 胞
） 及 び そ れ ら の 子 孫 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 に お い て 発 生 の 全 段 階 に わ た っ て 構 成
的 に 発 現 し う る 。 植 物 も し く は 植 物 器 官 の 利 用 に 依 存 し て 、 タ ン パ ク 質 を 段 階 特 異 的 な 方
法 で 発 現 し て も よ い 。 さ ら に そ の 利 用 に 依 存 し て 、 タ ン パ ク 質 を 組 織 特 異 的 に 発 現 し て も
よ い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
植 物 種 の 選 択 は 、 意 図 す る 植 物 ま た は そ の 部 分 の 利 用 及 び 形 質 転 換 に 対 す る 植 物 種 の 受 け
容 れ 能 力 に よ り 決 定 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
植 物 中 で 目 的 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 起 こ る こ と が 知 ら れ る か ま た は 見
出 さ れ て い る 調 節 配 列 は 、 本 発 明 に 利 用 す る こ と が で き る 。 利 用 す る 調 節 配 列 の 選 択 は 、
目 的 の 標 的 作 物 及 び ／ ま た は 標 的 器 官 に 依 存 す る 。 か か る 調 節 配 列 は 、 植 物 も し く は 植 物
ウ イ ル ス か ら 取 得 す る か ま た は 化 学 合 成 す る こ と が で き る 。 当 業 者 は か か る 調 節 配 列 を 周
知 し て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
タ ー ミ ネ ー タ ー 配 列 及 び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル な ど の 他 の 調 節 配 列 は 、 植 物 に お い て か
か る 機 能 を 果 た す い ず れ の 配 列 も 含 み 、 そ の 選 択 は 、 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。 か か る 配
列 の 一 例 は 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ツ メ フ ァ シ エ ン ス （ Agrobacterium tumefaciens） の
ノ パ リ ン シ ン タ ー ゼ （ nos） 遺 伝 子 の 3'フ ラ ン キ ン グ 領 域 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
目 的 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 有 す る 発 現 構 築 物 を 標 的 植 物 中 に 導 入 す る に
は 、 複 数 の 技 術 を 利 用 す る こ と が で き る 。 か か る 技 術 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が
、 カ ル シ ウ ム ／ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 及 び マ イ ク ロ イ ン ジ
ェ ク シ ョ ン ま た は （ コ ー テ ィ ン グ さ れ た ） 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト を 用 い る プ ロ ト プ ラ ス ト
の 形 質 転 換 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の い わ ゆ る 直 接 DNA形 質 転 換 法 に 加 え て 、 ウ イ ル ス 及 び
細 菌 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム 属 由 来 ） な ど の ベ ク タ ー に 関 わ る 形 質 転 換 系
が 広 く 利 用 で き る 。 選 択 及 び ／ ま た は ス ク リ ー ニ ン グ の 後 、 形 質 転 換 さ れ て い る プ ロ ト プ
ラ ス ト 、 細 胞 ま た は 植 物 部 分 を 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 利 用 し て 植 物 全 体 に 再 生 す る
こ と が で き る 。 形 質 転 換 及 び ／ ま た は 再 生 技 術 の 選 択 は 、 本 発 明 に と っ て 決 定 的 で は な い
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。
【 ０ １ ２ ７ 】

ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 産 す る 技 術 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 こ の 主 題 に つ い て の
有 用 な 一 般 的 教 科 書 は 、 Houdebineの 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 　 作 製 と 用 途 （ Transgeni
c animals - Generation and Use） 」 （ Harwood Academic、 1997） で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
異 種 DNAを 、 例 え ば 受 精 し た 哺 乳 類 卵 中 に 導 入 し て も よ い 。 例 え ば 、 全 能 性 ま た は 多 能 性
幹 細 胞 を 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム を 介 す る 沈 降 、 リ ポ ソ ー ム 融 合
、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 ま た は 他 の 手 段 に よ り 形 質 転 換 す る こ と が で き 、 次 い で 形 質 転 換 し
た 細 胞 を 胚 中 に 導 入 し 、 そ し て 次 い で そ の 胚 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 発 生 さ せ る 。 非
常 に 好 ま し い 方 法 で は 、 発 生 胚 を 所 望 の DNAを 含 有 す る レ ト ロ ウ イ ル ス を 用 い て 感 染 し 、
感 染 胚 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 産 す る 。 し か し 、 最 も 好 ま し い 方 法 で は 、 適 当 な
DNAを 、 好 ま し く は 単 細 胞 段 階 の 、 胚 の 前 核 ま た は 細 胞 質 中 に 同 時 注 入 し 、 そ し て 胚 を 成
熟 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 発 生 さ せ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 産 す る た め に 利 用 す る 他 の 方 法 は 、 標 準 の 方 法 に よ り 前 核 段
階 卵 に 核 酸 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る こ と を 含 む 。 注 入 さ れ た 卵 は 、 次 い で 培 養 し
た 後 、 偽 妊 娠 受 給 者 の 卵 管 中 に 移 す 。
【 ０ １ ３ ０ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は ま た 、 核 導 入 技 術 に よ り 生 産 し て も よ い 。 こ の 方 法 を 利 用 す る
と 、 ド ナ ー 動 物 由 来 の 繊 維 芽 細 胞 を 、 レ ギ ュ レ ー タ ー の 制 御 下 で 目 的 の 結 合 ド メ イ ン ま た
は 結 合 パ ー ト ナ ー の コ ー ド 配 列 を 組 み 込 ん で い る プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 安 定 し て ト ラ ン ス
フ ェ ク ト す る 。 次 い で 、 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 除 核 卵 細 胞 と 融 合 し 、 培 養 し 、 そ
し て 雌 性 受 給 者 中 に 移 す 。
【 ０ １ ３ １ 】

本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 節 足 動 物 制 御 組 成 物 」 は 、 本 発 明 の 節 足 動 物 制 御 剤 を 含 ん で な る
製 剤 で あ り 、 該 組 成 物 を 節 足 動 物 に 曝 す と JHエ ス テ ラ ー ゼ 活 性 が 破 壊 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
農 業 上 好 適 な 及 び ／ ま た は 環 境 上 許 容 さ れ る 節 足 動 物 制 御 用 の 組 成 物 は 当 技 術 分 野 で 知 ら
れ て い る 。 植 物 及 び ／ ま た は 動 物 の 節 足 動 物 害 虫 の 制 御 に 用 い る 農 業 組 成 物 は 、 農 業 上 の
利 用 、 特 に 圃 場 に お け る 分 散 に 適 し て い な け れ ば な ら な い 。 同 様 に 、 節 足 動 物 害 虫 の 制 御
用 組 成 物 は 、 好 ま し く は 環 境 上 許 容 さ れ る も の で あ る 。 農 業 組 成 物 は 、 適 当 な 固 形 ま た は
、 さ ら に 好 ま し く は 、 液 状 担 体 に 加 え て 、 粘 着 及 び 接 着 剤 、 乳 化 及 び 湿 潤 剤 を 含 ん で も よ
い が 、 節 足 動 物 摂 食 ま た は い ず れ か の 節 足 動 物 制 御 剤 機 能 を 阻 止 す る 成 分 を 含 ん で は な ら
な い 。 節 足 動 物 制 御 剤 を 紫 外 線 不 活 化 か ら 保 護 す る 成 分 ま た は 昆 虫 病 原 体 の 効 力 及 び ／ ま
た は 毒 性 を 増 加 す る ア ジ ュ バ ン ト の 役 割 を 果 た す 成 分 を 加 え る こ と も 所 望 さ れ う る 。 節 足
動 物 害 虫 制 御 用 の 農 業 組 成 物 は ま た 、 節 足 動 物 摂 食 を 刺 激 す る 作 用 剤 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
一 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 外 寄 生 を 予 防 す る 目 的 で か か る 組 成 物 を 投 与
す る こ と に よ り 植 物 ま た は 動 物 を 節 足 動 物 外 寄 生 か ら 保 護 す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 か か る 投 与 は 経 口 （ 動 物 の 場 合 ） で あ っ て も 、 ま た は 環 境 へ の 適 用 （ 例 え ば 、 噴 霧 ）
に よ っ て も よ い 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 ヒ ツ ジ キ ン バ エ （ L. cuprina） な ど の 節 足 動
物 が 、 本 発 明 の 組 成 物 を 投 与 し て お い た 宿 主 動 物 の 血 中 に 存 在 す る 組 成 物 ま た は そ の 産 物
を 摂 取 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
本 発 明 の 組 成 物 は ま た 、 賦 形 剤 を 含 む 。 本 明 細 書 で は 、 賦 形 剤 は ま た 、 「 農 業 上 許 容 さ れ
る 担 体 」 と も 呼 ば れ る 。 賦 形 剤 は 、 処 理 さ れ る 動 物 、 植 物 ま た は 環 境 が 耐 え 得 る い ず れ の
物 質 で あ っ て も よ い 。 か か る 賦 形 剤 の 例 と し て は 、 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン ゲ ル 溶 液 、 デ キ
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ス ト ロ ー ス 溶 液 、 ハ ン ク 溶 液 （ Hank's solution） 、 及 び 他 の 生 理 学 的 な 平 衡 塩 類 水 溶 液
が 挙 げ ら れ る 。 ま た 固 定 油 、 ゴ マ 油 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル 、 ま た は ト リ グ リ セ リ ド な ど の 非
水 性 ビ ヒ ク ル を 使 用 し て も よ い 。 他 の 有 用 な 製 剤 と し て は 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス
ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 ま た は デ キ ス ト ラ ン な ど の 増 粘 剤 を 含 有 す る 懸 濁 液 が 挙 げ ら
れ る 。 賦 形 剤 は ま た 、 等 張 性 及 び 化 学 安 定 性 を 増 強 す る 物 質 な ど の 少 量 の 添 加 剤 を 含 有 し
て も よ い 。 バ ッ フ ァ ー の 例 と し て は 、 リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 、 重 炭 酸 バ ッ フ ァ ー 及 び ト リ ス （
Tris） バ ッ フ ァ ー が 挙 げ ら れ る の に 対 し て 、 保 存 剤 の 例 と し て は 、 チ メ ロ サ ー ル ま た は o-
ク レ ゾ ー ル 、 ホ ル マ リ ン 及 び ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 標 準 製 剤 は 、 注 射 可 能 な
液 体 ま た は 注 射 用 懸 濁 液 も し く は 溶 液 と し て 好 適 な 液 中 に 取 り 込 み う る 固 体 の い ず れ か で
あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 非 液 状 製 剤 に お い て は 、 賦 形 剤 は 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 ヒ ト 血 清 ア
ル ブ ミ ン 、 イ ヌ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ネ コ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 保 存 剤 な ど を 含 ん で も よ く 、 こ れ
に 無 菌 の 水 ま た は 生 理 食 塩 水 を 加 え た 後 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
本 発 明 の 一 実 施 形 態 に お い て は 、 組 成 物 は 担 体 を 含 ん で も よ い 。 担 体 と し て は 、 処 理 さ れ
た 動 物 、 植 物 ま た は 環 境 に お け る 組 成 物 の 半 減 期 を 増 加 す る 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 好 適 な
担 体 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ポ リ マ ー の 制 御 放 出 ビ ヒ ク ル 、 生 物 分 解 性 移 植
片 、 リ ポ ソ ー ム 、 細 菌 、 ウ イ ル ス 、 他 の 細 胞 、 油 、 エ ス テ ル 及 び グ リ コ ー ル が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ １ ３ ６ 】
本 発 明 の 一 実 施 形 態 は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 動 物 、 植 物 ま た は 環 境 中 に 徐 々 に 放 出 す る こ と
が で き る 制 御 放 出 製 剤 で あ る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 、 制 御 放 出 製 剤 は 、 制 御 放 出 ビ ヒ ク
ル 中 に 本 発 明 の 組 成 物 を 含 ん で な る 。 好 適 な 制 御 放 出 ビ ヒ ク ル と し て は 、 限 定 さ れ る も の
で な い が 、 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー 、 他 の ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス 、 カ プ セ ル 、 ミ ク ロ カ プ セ ル
、 微 粒 子 、 ボ ー ラ ス 調 製 物 、 浸 透 圧 ポ ン プ 、 拡 散 デ バ イ ス 、 リ ポ ソ ー ム 、 リ ポ ス フ ェ ア 、
及 び 経 皮 送 達 系 が 挙 げ ら れ る 。 他 の 本 発 明 の 制 御 放 出 製 剤 と し て は 、 投 与 す る と 固 体 ま た
は ゲ ル を in situ形 成 す る 液 体 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い 制 御 放 出 製 剤 は 生 物 分 解 性 （ す な
わ ち 、 生 物 可 蝕 性 （ bioerodible） ） で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
好 ま し い 本 発 明 の 制 御 放 出 製 剤 は 、 本 発 明 の 組 成 物 を 、 例 え ば 環 境 、 ま た は 動 物 の 血 液 中
に 一 定 速 度 で 十 分 放 出 し て 、 節 足 動 物 外 寄 生 に 対 し て 保 護 す る の に 有 効 な 組 成 物 の 用 量 レ
ベ ル を 達 成 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 好 ま し く は 、 約 1～ 約 12ヶ 月 の 期 間 に わ た っ て 放
出 さ れ る 。 好 ま し い 本 発 明 の 制 御 放 出 製 剤 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 1ヶ 月 、 さ ら に 好
ま し く は 少 な く と も 約 3ヶ 月 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 6ヶ 月 、 そ れ よ り な お さ
ら に 好 ま し く は 少 な く と も 9ヶ 月 、 そ し て そ れ よ り な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 12
ヶ 月 の 間 、 処 置 の 効 果 を 与 え る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
節 足 動 物 害 虫 を 制 御 す る 有 効 な 組 成 物 を 生 産 す る た め に 要 求 さ れ る で あ ろ う 節 足 動 物 制 御
剤 の 濃 度 は 、 生 物 の タ イ プ 及 び 組 成 物 の 製 剤 に 依 存 し う る 。 組 成 物 内 の 節 足 動 物 制 御 剤 の
有 効 濃 度 は 、 当 業 者 は 理 解 し う る よ う に 、 実 験 的 に 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 ウ イ ル ス の 有 効 濃 度 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ３ ９ 】
本 発 明 の 組 成 物 を 動 物 に 有 効 な 方 法 で 投 与 す る た め の 許 容 さ れ る プ ロ ト コ ル は 、 個 々 の 用
量 サ イ ズ 、 用 量 数 、 用 量 投 与 の 頻 度 、 及 び 投 与 様 式 を 含 む 。 当 業 者 は か か る プ ロ ト コ ル の
決 定 を 実 施 す る こ と が で き る 。 好 適 な 単 一 用 量 は 、 1回 以 上 好 適 な 期 間 に わ た り 投 与 す る
と 、 動 物 を 節 足 動 物 の 外 寄 生 か ら 保 護 で き る 用 量 で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 節 足 動 物 制 御 剤 を 含 ん で な る 好 ま し い 組 成 物 の 単 一 用 量 は 、 動
物 体 重 1キ ロ グ ラ ム 当 た り 、 前 記 組 成 物 の 約 1マ イ ク ロ グ ラ ム ～ 約 10ミ リ グ ラ ム で あ る 。 最
初 の 投 与 後 約 2週 間 ～ 数 年 間 、 ブ ー ス タ ー を 投 与 し て も よ い 。 好 ま し い 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル
は 、 動 物 の 体 重 1キ ロ グ ラ ム 当 た り 組 成 物 の 約 10μ g～ 約 1mgを 、 約 2週 間 ～ 約 12ヶ 月 の 期 間

10

20

30

40

50

(24) JP 2004-533809 A 2004.11.11



に わ た り 、 約 1～ 約 2回 投 与 す る ス ケ ジ ュ ー ル で あ る 。 投 与 様 式 と し て は 、 限 定 さ れ る も の
で な い が 、 皮 下 、 皮 内 、 静 脈 内 、 鼻 腔 内 、 口 内 、 経 皮 、 眼 内 、 及 び 筋 肉 内 経 路 が 挙 げ ら れ
う る 。
【 ０ １ ４ ０ 】

本 発 明 は ま た 、 節 足 動 物 の エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 抑 制 で き る 化 合 物 を 同 定 す る 試 験 キ ッ ト も
含 む 。 か か る 試 験 キ ッ ト は 、 エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る 本 発 明 に 係 る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び
推 定 抑 制 化 合 物 の 存 在 下 で の （ す な わ ち 、 そ の 効 果 を 受 け る こ と に よ る ） エ ス テ ラ ー ゼ 活
性 の 抑 制 の 程 度 を 決 定 す る 手 段 を 含 む 。 か か る 化 合 物 は ま た 、 宿 主 動 物 、 植 物 ま た は 環 境
に お い て 実 質 的 に 無 毒 で あ る も の を 同 定 す る た め に 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と も で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ １ 】

キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 株 12I11.2を 、 蛹 殻 形 成 後 12± 6時 間 に 採 集
し て -70℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） の 100gを 、 氷 上 で 10mM KOH/酢 酸 バ ッ フ ァ ー
、 pH4.5の 500ml及 び フ ェ ニ ル チ オ ウ レ ア の 数 ミ リ グ ラ ム と と も に 、 ソ ル ボ ー ル （ Sorvall
） ブ レ ン ダ ー 内 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト を 、 13,000gで 、 4℃ 、 20分 間 の 遠 心 分
離 に よ り 清 澄 化 し 、 次 い で グ ラ ス ウ ー ル を 通 し て 濾 過 し た 。 こ の 溶 液 の pHを 、 10％ グ リ セ
ロ ー ル を 含 有 す る 100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH7.0の 等 容 積 を 加 え て 上 昇 さ せ た
。
【 ０ １ ４ ３ 】
固 体 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 適 当 に 加 え て 30～ 60％ 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム カ ッ ト を 作 り 、 得 ら れ る
ペ レ ッ ト を 、 10％ グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す る 100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 pH7.0に 再
懸 濁 し て 最 終 容 積 52mlと し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
氷 ／ 水 ス ラ リ ー 内 で 激 し く 攪 拌 し な が ら 、 ア セ ト ン （ 0℃ ） を 再 懸 濁 し た 硫 酸 ア ン モ ニ ウ
ム ペ レ ッ ト に 徐 々 に 加 え 、 最 終 濃 度 40％ (v/v)に し た 。 次 い で 溶 液 を 、 9000gに て 15分 間 、
0℃ で 遠 心 分 離 し た 。 上 清 を 一 夜 、 4℃ に て 10％ グ リ セ ロ ー ル を 含 有 す る 10mMイ ミ ダ ゾ ー ル
／ HClバ ッ フ ァ ー 、 pH7.0の 3 lに 対 し て 透 析 し た 。 透 析 チ ュ ー ブ 中 の こ の 物 質 を ア ク ア シ
ド （ aquacide） III（ Calbiochem 17852） を 用 い て 50ml未 満 に 濃 縮 し 、 過 剰 の 水 を 除 去 し
た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
ア セ ト ン 上 清 の 等 電 点 電 気 泳 動 (IEF)を 、 ロ ト フ ォ ー （ Rotofor） 装 置 （ Biorad） を 用 い て
実 施 し た 。 両 性 電 解 質 （ Pharmalyte pH5-6、 Pharmacia） と 10％ グ リ セ ロ ー ル の 3mlを ア セ
ト ン 上 清 に 加 え て 、 全 容 積 を 50ml、 ロ ト フ ォ ー 泳 動 チ ャ ン バ ー （ focusing chamber） の 容
積 と し た 。 不 凍 液 を -8℃ で 装 置 を 通 し て 循 環 し 、 泳 動 チ ャ ン バ ー の 温 度 を ほ ぼ 2℃ と し た
。 サ ン プ ル を 12ｗ で 4時 間 泳 動 し 、 そ の 間 、 電 圧 を 300か ら 880ｖ へ 上 昇 し た 。 20個 の 2.5ml
画 分 を 採 集 し て 、 そ れ ら の タ ン パ ク 質 含 量 、 pH及 び JHE活 性 を 測 定 し た 。 JHE活 性 を 含 有 す
る 画 分 （ pH5.35～ 6.12） を 、 泳 動 チ ャ ン バ ー を 満 た す の に 十 分 な 10％ グ リ セ ロ ー ル と と も
に ロ ト フ ォ ー に 戻 し た 。 こ れ ら を さ ら に 4時 間 再 泳 動 し 、 そ の 間 、 電 圧 を 1600か ら 1900ｖ
へ 上 昇 し た 。 次 い で 画 分 を 採 集 し て 上 記 の よ う に ア ッ セ イ し た 。 JHEを 含 有 す る 画 分 （ pH 
5.29～ 5.56） を プ ー ル し 、 セ ン ト リ プ レ ッ プ 30（ Centriprep30） 限 外 濾 過 デ バ イ ス （ Amic
on） を 用 い て 0.22μ m膜 を 通 し て 濾 過 し 、 0.5mlに 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
前 の ス テ ッ プ か ら の 濃 縮 物 質 を 0.1Mイ ミ ダ ゾ ー ル /HCl（ pH7.0ま で ） 、 10％ グ リ セ ロ ー ル
、 1mMジ チ オ ト レ イ ト ー ル を 用 い て 5mlに 希 釈 し た 。 そ れ を 、 予 め 同 じ バ ッ フ ァ ー を 用 い て
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平 衡 化 し た フ ァ ー マ シ ア （ Pharmacia） 「 Mono Q HR5/5」 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ カ ラ ム に 供 給
し た 。 カ ラ ム を バ ッ フ ァ ー 6mlを 用 い て 洗 浄 し 、 イ ミ ダ ゾ ー ル バ ッ フ ァ ー 中 の 0～ 500mM Na
Clの 20ml直 線 勾 配 に よ り 0.5ml/分 の 流 速 で 溶 出 し た 。 勾 配 溶 出 物 を 1mlの 画 分 で 採 集 し た
。
【 ０ １ ４ ７ 】
JHEを 含 有 す る 「 Mono Qカ ラ ム 」 （ 265～ 335mM NaCl） か ら の 画 分 を 、 セ ン ト リ コ ン 30（ Ce
ntricon 30） 限 外 濾 過 デ バ イ ス （ Amicon） を 用 い て 約 100μ lに 濃 縮 し 、 予 め 上 記 イ ミ ダ ゾ
ー ル バ ッ フ ァ ー の 2カ ラ ム 容 積 を 用 い て 平 衡 化 し た フ ァ ー マ シ ア （ Pharmacia） 「 Superose
 6」 30mlゲ ル 濾 過 カ ラ ム に 供 給 し た 。 カ ラ ム を イ ミ ダ ゾ ー ル バ ッ フ ァ ー を 用 い て 0.5ml/分
の 流 速 で 溶 出 し て 1mlの 画 分 を 採 集 し た 。 JHE活 性 を 含 有 す る 2画 分 （ ほ ぼ 16.5ml溶 出 容 積
） を 20℃ で 一 夜 保 存 し 、 次 い で SDS-PAGE及 び 銀 染 色 に よ り 純 度 を 評 価 し た 。 次 い で PAGEゲ
ル を Promegaゲ ル 乾 燥 フ ィ ル ム の シ ー ト 間 に 入 れ て 室 温 で 保 存 乾 燥 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
JHE活 性 用 の 放 射 測 定 分 配 ア ッ セ イ （ radiometric partition assay） （ Hammock及 び Roe、
1985） を 用 い て 、 JHEの 精 製 を モ ニ タ ー し た 。 分 配 ア ッ セ イ は 、 酵 素 を 鎖 標 識 し た 3 H-JHII
Iと イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ れ が 加 水 分 解 さ れ て 3 H-JHIII酸 を 生 じ る こ と か ら 成 る 。 反 応 を
有 機 溶 媒 を 加 え て 停 止 す る と 、 有 機 溶 媒 は JHIIIを 抽 出 す る が JHIII酸 産 物 は 水 相 に 残 る 。
液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 を 用 い て 水 相 の 3 H量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 反 応 物 を 定 量 す る
。 Hammock及 び Roe（ 1985） の 方 法 と の 唯 一 の 相 違 は 反 応 容 積 が 半 分 の 100μ lで あ り 、 0.5m
g/ml BSA（ Sigma） が 含 ま れ か つ バ ッ フ ァ ー は 100mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH8.0で あ っ た こ
と で あ っ た 。 溶 液 の タ ン パ ク 質 含 量 は 、 Bradford（ 1976） の 方 法 に よ り 、 Bioradタ ン パ ク
質 ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い 、 BSAを 標 準 と し て 測 定 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

最 終 の ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 分 離 か ら の 2画 分 を SDS-PAGEに よ り 分 離 し 、 銀 染 色 （ Bio
Rad、 銀 染 色 キ ッ ト ） し て タ ン パ ク 質 を 見 え る よ う に し た 。 １ つ の 画 分 （ 画 分 ６ ） は 実 質
的 に 純 粋 な JHEを 含 有 し た の で 酵 素 の ｋ c a t を 評 価 す る の に 用 い た （ 下 記 参 照 ） の に 対 し て
、 他 の 画 分 （ 画 分 ７ ） は 他 の 反 応 速 度 論 的 実 験 に 用 い た （ 実 施 例 ２ を 参 照 ） 。 画 分 の ア リ
コ ー ト を 含 有 す る SDS-PAGEゲ ル を Promegaゲ ル 乾 燥 フ ィ ル ム の シ ー ト 間 に 入 れ て 乾 燥 し 、 J
HEを 含 有 す る バ ン ド を 切 除 し て ペ プ チ ド マ ス フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を と る ま で （ 実 施 例 ３ を
参 照 ） 、 室 温 で 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

本 発 明 者 ら が 報 じ る JHIIIに 対 す る JHE（ ｋ c a t ） の 1モ ル 当 た り 反 応 速 度 は 、 最 終 分 離 ス テ
ッ プ 直 後 に 、 均 質 で あ る と 思 わ れ た 画 分 （ 画 分 ６ ） を 用 い て 計 算 し た 。 計 算 は 、 SDS-PAGE
上 の 移 動 度 か ら 評 価 し た 酵 素 の 分 子 量 （ 66kDa） 、 画 分 ６ の JHE活 性 、 及 び 画 分 ６ の タ ン パ
ク 質 含 量 を 用 い た 。 画 分 ７ の ア リ コ ー ト は 他 の 反 応 速 度 論 的 パ ラ メ ー タ ー を 計 算 す る の に
用 い た 。 こ の 画 分 は 、 JHE活 性 を 有 し な か っ た 未 同 定 の タ ン パ ク 質 を 含 有 し た 。 幸 い に も
定 数 ｋ Ｍ 及 び ｋ ｉ は 活 性 酵 素 の 絶 対 量 に 依 存 し な い の で 、 未 同 定 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 無
視 し 得 た 。
【 ０ １ ５ １ 】
抑 制 の タ イ プ と 抑 制 定 数 （ ｋ i ） を 、 JHの ３ つ の 型 に 対 し て 決 定 し た 。 ア ッ セ イ は 、 3 H-JH
III濃 度 を 変 化 さ せ 、 可 能 性 が あ る イ ン ヒ ビ タ ー を 複 数 の ア ッ セ イ に 含 ま せ 、 そ し て ア ッ
セ イ チ ュ ー ブ を 2％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ 「 Carbowax」 Compound 4000、 Union Carbid
e） を 用 い て 前 処 理 し て JH（ 及 び そ の 類 似 体 ） の ガ ラ ス へ の 吸 着 を 最 小 化 し た 点 を 除 く と
上 記 の 通 り で あ っ た 。 JHI（ 5、 10、 及 び 15μ M） 、 JHB 3 （ 3、 5、 及 び 8μ M)ま た は メ チ ル フ
ァ ル ネ ソ ア ー ト （ MF） （ 6、 12及 び 18μ M)の 全 て の 組 合 せ に 対 し て 、 3 H-JHIII加 水 分 解 の
イ ン ヒ ビ タ ー と し て の ア ッ セ イ を 実 施 し た （ 0.0555、 0.0715、 0.1、 0.1665、 0.5μ M； 387
1cpm/pmol） 。 JHIIIは 1μ l エ タ ノ ー ル に 入 れ て ア ッ セ イ 溶 液 に 加 え た が 、 抑 制 す る JHは
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、 MF及 び JHIの 場 合 は 1μ l ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 、 ま た は JHB 3 の 場 合 は エ タ ノ ー ル に 入 れ
て 加 え た 。 反 応 は ま た 、 そ れ ぞ れ の JHIII濃 度 に て 溶 媒 を 加 え る だ け で も 実 施 し た 。 反 応
は 、 JHE（ 画 分 ７ を 5mg/ml BSA中 に 1/20希 釈 し た ） の 3μ lを 加 え て 開 始 し た 。 こ れ ら の 実
験 に 対 す る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 20分 間 で 、 そ の 間 、 最 大 で 基 質 の 20％ が 消 費 さ れ 、
反 応 速 度 は 直 線 で あ っ た 。 そ れ ぞ れ の 抑 制 実 験 は ま た 、 JHEに よ る JHIIIの 加 水 分 解 に 対 す
る ｋ Ｍ の 評 価 も 与 え た 。 そ れ ぞ れ の イ ン ヒ ビ タ ー に 対 し て 、 実 験 を ３ 回 繰 返 し て 、 ３ つ の
デ ー タ セ ッ ト を 与 え た 。 抑 制 の タ イ プ を グ ラ フ に よ り 決 定 し た 後 に 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ セ
ッ ト の 適 当 な 速 度 式 （ こ の 場 合 は 競 合 抑 制 ） と の 総 括 的 フ ィ ッ ト を 、 Cleland（ 1979） の
適 当 な コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 用 い て 実 施 し た 。 次 い で 、 そ れ ぞ れ の デ ー タ セ ッ ト か
ら 抑 制 定 数 の 重 み 付 け 平 均 及 び 標 準 誤 差 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】

JHIIIは 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 由 来 の JHEに よ り 徐 々 に 加 水 分 解
さ れ る （ ｋ c a t ＝ 0.60sec

- 1 ） が 、 反 応 に 対 す る ミ カ エ リ ス 定 数 が 非 常 に 低 い （ Ｋ M ＝ 89± 1
2nM） の で 、 得 ら れ る 特 異 性 定 数 （ specificity constant） （ ｋ C A T /Ｋ M ＝ 6.8 x 10

6 Ｍ - 1 s
ec - 1 ） は 非 常 に 高 く 、 理 論 的 拡 散 律 速 最 高 値 の ほ ぼ 10 8 ～ 10 9 Ｍ - 1 sec - 1 に 近 づ く 。
【 ０ １ ５ ３ 】
JHの ３ つ の 自 然 型 （ JHI、 メ チ ル フ ァ ル ネ ソ ア ー ト 及 び JHB 3 ） は そ れ ぞ れ JHIII加 水 分 解 の
競 合 抑 制 を 示 し 、 そ れ ら が 基 質 、 JHIIIと 同 じ 部 位 と 結 合 し か つ 抑 制 定 数 （ ｋ i ） は JHEの
こ れ ら の 化 合 物 に 対 す る 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ の 尺 度 と 解 釈 し う る こ と を 示 し た 。 JHIII（ 89
± 12nM)と JHB 3 （ 1.2± 0.4μ M） は 、 メ チ ル フ ァ ル ネ ソ ア ー ト （ 3.33± 0.36μ M） ま た は JHI
（ 3.34± 0.47μ M） よ り 強 く 結 合 し 、 前 の ２ 化 合 物 が 高 等 双 翅 目 に 見 出 さ れ る JHの 主 要 形
態 で あ る こ と と 一 致 す る 。 し か し 、 本 発 明 者 ら は 、 ｋ i を 決 定 す る た め に 用 い た JHB 3 が ４
つ の 可 能 な 立 体 異 性 体 の ラ セ ミ 体 で あ っ た こ と に 注 目 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 以 下 に 、 自 然
の 立 体 異 性 体 （ 6S,7S,10R） の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ は ３ つ の 非 自 然 異 性 体 よ り 大 き い こ と を
示 す 。 従 っ て 、 6S,7S,10R JHB 3 に 対 す る ｋ i は 1.2μ Mよ り 低 い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
JHIII加 水 分 解 の 抑 制 を 、 単 一 の 固 定 濃 度 に お い て 、 あ る 範 囲 の 自 然 形 態 の JH及 び JH類 似
体 に よ っ て も 分 析 し た 。 こ の 実 験 は 、 絶 対 値 よ り む し ろ 相 対 的 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ を 示 し た
。 ほ と ん ど 全 て の JHIIIま た は JHB 3 の 構 造 か ら の ず れ は 、 JHEと の 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ の 有 意
な 低 下 を 示 し た （ 図 １ ） 。 分 子 の 全 体 サ イ ズ が 重 要 で あ り 、 JHIと JHIIに お い て 見 ら れ る
メ チ ル か ら エ チ ル 側 鎖 へ の 変 化 な ど の サ イ ズ の 小 さ い 増 加 、 ま た は メ チ ル エ ス テ ル 部 分 の
サ イ ズ の 増 加 で す ら 、 結 合 を 低 下 さ せ る 。 共 役 2E,3二 重 結 合 及 び 10R,11エ ポ キ シ ド は 両 方
と も JHEと の 結 合 を 促 進 し 、 昆 虫 JHに お い て 一 般 的 に 存 在 す る こ れ ら の 特 徴 と 一 致 す る 。
さ ら に 、 JHEは JHB 3 の 自 然 の 6S,7S,10R立 体 異 性 体 と の 優 先 的 結 合 を 示 す 。 JHB 3 の 高 い ア フ
ィ ニ テ ィ 結 合 は 、 こ の JHの 形 態 が 高 等 双 翅 目 に お い て の み 見 出 さ れ て い る の で 、 恐 ら く 高
等 双 翅 目 由 来 の JHEに と っ て ユ ニ ー ク で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】

JHEバ ン ド を 、 Promegaゲ ル 乾 燥 フ ィ ル ム シ ー ト の 間 に 保 存 し て お い た 銀 染 色 SDS-PAGEゲ ル
か ら カ ッ ト し た 。 ２ つ の JHEバ ン ド を 別 々 に 次 の 通 り 処 理 し て ２ つ の ペ プ チ ド ・ マ ス フ ィ
ン ガ ー プ リ ン ト を 得 た 。 バ ン ド を 10μ lの 水 を 用 い て 再 水 和 し 、 フ ィ ル ム を 除 去 し た 。 タ
ン パ ク 質 の イ ン ゲ ル (in-gel)消 化 を 、 い ず れ か の シ ス テ イ ン 残 基 の 還 元 と カ ル バ ミ ド メ チ
ル 化 に よ り 実 施 し た 。 ゲ ル 片 を 、 2.8mMジ チ オ ト レ イ ト ー ル を 含 む 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム 溶
液 (160μ l、 100mM)と と も に 30分 間 、 60℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド
（ 10μ l、 最 終 濃 度 5.9mM） を 加 え て 、 反 応 物 を さ ら に 30分 間 、 室 温 に て 暗 所 で 保 持 し た 。
ゲ ル 片 を ２ 回 、 50％ ア セ ト ニ ト リ ル /0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て 洗 浄 し 、 真 空 下 で 乾
燥 し 、 ト リ プ シ ン （ Promega配 列 決 定 品 質 ） 150ngを 含 む 重 炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム （ 100mM） 10
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プ リ ン ト
方 法



μ lを 用 い て 再 水 和 し 、 一 夜 、 37℃ に て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 音 波 処 理 水 浴 内 で 50％
ア セ ト ニ ト リ ル /0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て ２ 回 抽 出 し た 。 そ れ ぞ れ の ゲ ル 片 に 対 し
て 、 抽 出 物 を プ ー ル し 、 真 空 遠 心 分 離 機 内 で 乾 燥 し 、 マ ト リ ッ ク ス 溶 液 （ α -シ ア ノ ,4-ヒ
ド ロ キ シ ,桂 皮 酸 10 mg/mlを 含 む 50％ ア セ ト ニ ト リ ル /0.1％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ） 2μ l中 に
再 溶 解 し 、 ボ イ ジ ャ ー ・ エ リ ー ト （ Voyager Elite） MALDI-TOF質 量 分 析 計 （ Perseptive B
iosystems） の サ ン プ ル プ レ ー ト 上 で 乾 燥 し た 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 927.4940及 び 2045.
0285） の ト リ プ シ ン 消 化 物 中 の ペ プ チ ド を JHE消 化 物 の 近 接 外 側 較 正 に 使 用 し た 。 ト リ プ
シ ン 自 己 分 解 ペ プ チ ド （ 842.5） 及 び ヒ ト ケ ラ チ ン 由 来 の 複 数 の ペ プ チ ド の 質 量 を 排 除 し
た 後 、 ProFoundソ フ ト ウ エ ア （ Version 4.8.5, Rockefeller University） を 利 用 し て 、 J
HE消 化 物 か ら の 質 量 表 を 使 っ て NCBInrデ ー タ ベ ー ス （ 29/3/2000、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Dro
sophila） の み ） を 検 索 し た 。 最 良 の 対 合 配 列 か ら の 最 大 及 び 最 小 質 量 を 用 い て 質 量 ス ペ
ク ト ル の 内 部 較 正 を 行 い 、 検 索 を 繰 り 返 し て 30ppmの 質 量 許 容 度 と し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】

ト リ プ シ ン 消 化 ペ プ チ ド を 、 精 製 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） JHEの SDS-
PAGEゲ ル か ら の ２ つ の JHEバ ン ド か ら 回 収 し た 。 ２ つ の ゲ ル か ら の ペ プ チ ド 質 量 ス ペ ク ト
ル は 実 質 的 に 同 一 で あ り 、 そ の １ つ を 図 ２ に 示 す 。 た だ １ つ の キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （
D. melanogaster） （ CG8425） 由 来 の 予 想 遺 伝 子 産 物 だ け が 、 掲 げ た 質 量 表 と 密 接 に 対 合
し た （ Z＝ 2.36、 p＜ 0.05） 。 そ の 遺 伝 子 は カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 様 配 列 を 有 す る こ と
が 同 定 さ れ て い た が 、 そ の 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ と し て の 機 能 は 同 定 さ れ て い な か っ
た 。
【 ０ １ ５ ７ 】

JHE遺 伝 子 の mRNA配 列 を 、 cDNA末 端 の 3'及 び 5'高 速 増 幅 （ RACE） を 用 い て 決 定 し た 。 プ ラ
イ マ ー は 、 3'と 5'-RACEが 重 複 産 物 、 従 っ て JHE遺 伝 子 の 完 全 cDNA配 列 を 生 じ う る よ う に 選
ん だ 。 ポ リ ア デ ニ ル 化 RNAは 、 ピ ー ク JHE活 性 と な る よ う 上 記 の よ う に 加 齢 し た キ イ ロ シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 前 蛹 、 株 12I11.2の 全 体 ホ モ ジ ネ ー ト か ら 単 離 し た （ Ca
mpbellら 、 1992） 。 前 蛹 ほ ぼ 50mgか ら 、 ク イ ッ ク プ レ ッ プ （ QuickPrep） ミ ク ロ mRNA精 製
キ ッ ト （ Amersham Pharmacia Biotech） を 用 い て 、 精 製 mRNAの 3.4μ gを 得 た 。 こ の mRNA（
1μ g） を 、 5'RACEシ ス テ ム （ Gibco BRL） 用 の テ ン プ レ ー ト と し て 使 用 し た 。 ２ つ の ア ン
チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ 5'-GTT-CTG-ATC-CTT-TAG-GCC-3'） （ 配 列 番 号 ５ ） 及 び （ 5'-GGC-CA
A-AGT-TAC-CAG-ACA-TCA-3'） （ 配 列 番 号 ６ ） を 、 ネ ス テ ッ ド (nested)PCR用 に 、 予 想 キ イ
ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） cDNA配 列 CG8425か ら 設 計 し 、 GeneWorksに よ り 合
成 し た 。 5'RACE産 物 を pGem-T Easy ベ ク タ ー 系 （ Promega） を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し 、 pUC
/M13フ ォ ワ ー ド 及 び リ バ ー ス ・ ユ ニ バ ー サ ル ベ ク タ ー プ ラ イ マ ー （ Bresatec） を 用 い て 配
列 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
3'RACE用 に 、 第 １ 鎖 cDNAを 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 前 蛹 mRNA 1μ g
か ら 、 Promega技 術 資 料 No.502に 従 っ て 、 AMV逆 転 写 酵 素 （ Promega） 及 び ポ リ Ｔ ア ダ プ タ
ー プ ラ イ マ ー （ 5'-GCG-GCC-GCT-TGA-ATT-CCC-ACT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-T-3'） （ 配 列 番
号 ７ ） 0.48μ gを 用 い 、 新 鮮 な DTT（ 最 終 濃 度 20mM） を 加 え て 合 成 し た 。 cDNAの 第 ２ 鎖 合 成
及 び PCR増 幅 は 、 ア ダ プ タ ー プ ラ イ マ ー （ 5'-GCG-GCC-GCT-TGA-ATT-CCC-AC-3'） （ 配 列 番
号 ８ ） 及 び CG8425由 来 の プ ラ イ マ ー （ 5'-GTT-GTC-TAC-GGC-GAT-GAG-3'） （ 配 列 番 号 ９ ）
の 50pmol、 1mM MgCl 2 、 0.2mM dNTPミ ッ ク ス 、 1X Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 バ ッ フ ァ ー 及
び 10u Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ Gibco BRL） な ら び に 第 １ 鎖 cDNA/mRNA混 合 物 の 1:20希 釈 液 1
μ lを 含 む 全 容 積 50μ lを 使 用 し た 。 次 の 増 幅 条 件 を 用 い た ： 最 初 の 変 性 に つ い て は 94℃ に
て 3分 間 、 続 い て 94℃ に て 45秒 間 、 50℃ に て 1分 間 、 及 び 72℃ に て 2分 間 の 40サ イ ク ル 。 最
後 の 伸 張 条 件 は 、 72℃ に て 7分 間 と し た 。 第 ２ の PCRの ヘ ミ ネ ス テ ッ ド (hemi-nested)ラ ウ
ン ド は 、 第 １ 反 応 混 合 物 （ QAIク イ ッ ク PCR精 製 キ ッ ト 、 Qiagenを 用 い て 精 製 し た ） 1μ l、
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ア ダ プ タ ー プ ラ イ マ ー 及 び 他 の CG8425由 来 の プ ラ イ マ ー （ 5'-CGC-ACT-ACC-TGT-AAT-GGT-C
TA-3'） （ 配 列 番 号 １ ０ ） の そ れ ぞ れ 50pmolを 用 い て 実 施 し た 。 条 件 と 他 の 試 薬 は 、 ア ニ
ー リ ン グ を 57℃ に て 実 施 し た こ と を 除 く と 、 上 記 の 通 り で あ っ た 。 ゲ ル 精 製 産 物 （ QAIク
イ ッ ク  PCR精 製 キ ッ ト 、 Qiagen） を pSTBlue-1ベ ク タ ー （ 完 全 ブ ラ ン ト ク ロ ー ニ ン グ キ ッ
ト 、 Novagen） 中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 配 列 決 定 し た 。 全 て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 及
び PCRサ イ ク リ ン グ は GeneAmp PCRシ ス テ ム 9700ま た は 2400（ PerkinElmer） の い ず れ か で
実 施 し た 。 配 列 決 定 は ABI Prism BigDyeタ ー ミ ネ ー タ ー 法 （ Perkin-Elmer） に よ り 実 施 し
た 。
【 ０ １ ５ ９ 】

キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） JHEを コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ
ー ム 、 及 び そ の 翻 訳 物 を 図 ３ に 示 す 。 単 離 し た キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaste
r） JHE cDNAは 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト の 予 想 産 物 CG8425
（ Adamsら 、 2000） と 複 数 の 共 通 の 配 列 を 共 有 す る 。 cDNAは 、 第 ５ 番 目 の 予 想 イ ン ト ロ ン
が 除 去 さ れ て い な か っ た （ そ の 代 わ り に 予 想 ス プ ラ イ ス 部 位 の 直 後 に イ ン フ レ ー ム 停 止 コ
ド ン と 続 い て ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル と ポ リ Aテ イ ル が 存 在 す る ） こ と を 除 く と 、 予 想 CG8
425産 物 で あ る こ と を 確 証 す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
本 発 明 の JHEに 見 出 さ れ た カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ の 保 存 さ れ た 特 徴 と し て は 、 Ser213
、 His471及 び Glu346か ら な る 触 媒 ト ラ イ ア ド （ catalytic triad） が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、
全 て の 触 媒 活 性 セ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ の 活 性 部 位 に 見 出 さ れ て 本 質 的 な 機 能 を 有 す る と 提 案
さ れ る さ ら な る Ser（ JHEの 239） も 保 存 さ れ て い る 。 推 定 オ キ シ ア ニ オ ン ホ ー ル （ oxyanio
n hole） 残 基 （ Glyl32、 Glyl33及 び Ala214） が 保 存 さ れ 、 ま た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す
る 一 対 の Cys残 基 （ 90と 108） 、 及 び 塩 架 橋 を 形 成 す る 残 基 （ Arg67と Glu106、 Argl63と Asp
l85） も 保 存 さ れ て い る 。 予 想 シ グ ナ ル ペ プ チ ド （ Ala20後 に 切 断 ） が あ り 、 JHEが 前 蛹 の
血 リ ン パ 中 に 分 泌 さ れ る こ と と 一 致 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） JHEは 、 鱗 翅 目 ヘ リ オ チ ス ・ ヴ ィ レ セ ン ス （
Heliothis virescens） 及 び コ リ ス ト ニ ュ ウ ラ ・ フ ミ フ ェ ラ ナ （ Choristoneura fumiferan
a） （ Fengら 、 1999） 由 来 の JHEの 全 長 配 列 全 体 と 29％ 同 一 性 を 示 す 。 こ れ は 、 一 般 的 に カ
ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ 間 で 見 出 さ れ る 同 一 性 の 程 度 よ り ほ ん の 僅 か に 大 き い 。
【 ０ １ ６ ２ 】
複 数 の 鱗 翅 目 （ lepidopterans） 及 び ２ 種 の 鞘 翅 目 （ coleopterans） か ら の JHEの 全 cDNAも
し く は 部 分 的 cDNAま た は ア ミ ノ 酸 配 列 は 入 手 可 能 で あ る （ Hanzlikら 、 1989； Thomasら 、 2
000） が 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） ま た は い ず れ か の 他 の 双 翅 目 か ら
は 入 手 さ れ て い な い 。 本 発 明 の JHEは 、 少 な く と も ２ つ の 状 況 に お い て 、 Ｈ ・ ヴ ィ レ セ ン
ス （ H. virescens） JHEに 優 先 し て 利 用 し う る 。 第 １ に 、 本 発 明 の JHEは 、 異 な る JH形 態 間
の 異 な る 結 合 優 先 ス ペ ク ト ル の 結 果 と し て 、 非 鱗 翅 目 の 昆 虫 、 特 に 高 等 双 翅 目 に お い て JH
を 分 解 す る の に よ り 有 効 で あ り う る 。 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） JHEは
、 JHIIIに つ い て 鱗 翅 目 JHEと 類 似 の 反 応 速 度 論 を 示 す が 、 こ れ は ま た 、 高 等 双 翅 目 に と っ
て 明 ら か に ユ ニ ー ク な JHの 形 態 で あ る JHB 3 に 対 し て も 良 い 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ を 示 す 。 キ イ
ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 酵 素 は 進 化 し て JHB 3 を 効 率 的 に 加 水 分 解 す る と
仮 定 す る の は 納 得 で き る 。 第 ２ に 、 も し 本 発 明 の JHEの 構 造 が 鱗 翅 目 酵 素 か ら 十 分 異 な っ
て い て JHEを 除 去 す る 特 定 の 機 構 に よ る 認 識 を 避 け ら れ る の で あ れ ば 、 本 発 明 の JHEは 鱗 翅
目 に お い て さ ら に 有 効 で あ り う る 。
【 ０ １ ６ ３ 】

キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） か ら RNAを 実 施 例 ４ に 記 載 の 通 り 単 離 し た 。
JHE cDNAは 、 そ れ ぞ れ BamHIお よ び XbaI制 限 酵 素 部 位 （ 下 線 部 ） な ら び に 後 者 に つ い て は
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さ ら に 停 止 コ ド ン （ 下 線 部 ） を 含 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 JheRTPCR.F2（ 5' CGC
GCGATGCTACAACTGCTGCTTCT 3'） （ 配 列 番 号 １ １ ） 及 び JheRTPCR.R2（ 5' GC GC TT
ACTTTTCGTTGAGTATAT 3'） （ 配 列 番 号 １ ２ ） を 用 い て RNAか ら 増 幅 し た 。 JHE cDNAの 増 幅 は
、 PLATINUM Taqキ ッ ト （ Life Technologies） に よ る SUPERSCRIPT ワ ン ス テ ッ プ RT-PCRを
利 用 し た 。 50μ l反 応 物 は 次 を 含 有 し た （ 最 終 濃 度 ） ； 1 x 反 応 ミ ッ ク ス 、 200ngキ イ ロ シ
ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 前 蛹 RNA、 0.2μ M JheRTPCR.F2、 0.2μ M JheRTPCR.R2
、 1μ l RT/PLATINUM Taqミ ッ ク ス 。 次 の 増 幅 サ イ ク ル を 使 用 し た ； 50℃ に て 30分 間 、 94℃
に て 2分 間 、 続 い て 94℃ に て 15秒 間 、 48℃ に て 30秒 間 、 72℃ に て 2分 間 の 35サ イ ク ル 、 仕 上
げ と し て 72℃ に て 10分 間 の 最 終 増 幅 ス テ ッ プ 。
【 ０ １ ６ ４ 】
BamHIと XbaIで 消 化 し た RT-PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 及 び QIAク イ ッ ク PCR精 製 キ
ッ ト （ QIAGEN） に よ り 精 製 し 、 次 い で 予 め BamHIと XbaIを 用 い て 消 化 し た pFastBaclプ ラ ス
ミ ド の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト 中 に ラ イ ゲ ー ト し た 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン ミ ッ ク ス を TG-1熱
シ ョ ッ ク 細 胞 中 に 形 質 転 換 し 、 取 扱 説 明 書 、 BAC-To-BAC バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 （ Gibco
 BRL LIFE TECHNOLOGIES） に 従 っ て 、 バ ク ミ ド （ bacmid） DNAを 調 製 し 単 離 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
次 の 改 変 を 加 え た 取 扱 説 明 書 、 BAC-TO-BACバ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 （ Gibco BRL LIFE TEC
HNOLOGIES） に 従 っ て 上 記 の よ う に 調 製 し た 組 換 え DNAを 用 い て 、 Sf9細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ
ク ト し た 。  グ レ ー ス （ Grace） の 細 胞 培 地 を Sf-900 II無 血 清 培 地 に 置 き 換 え た 。 溶 液 Ａ
は 9μ l ミ ニ プ レ ッ プ バ ク ミ ド （ mini-prep bacmid） DNA及 び 41μ l 1xHepes緩 衝 化 生 理 食
塩 水 を 含 有 し 、 溶 液 Ｂ は 15μ l DOTAPト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 及 び 35μ l 1xHBSを 含 有 し
た 。 最 初 の 細 胞 洗 浄 後 、 細 胞 を 、 胎 児 ウ シ 血 清 ま た は 抗 生 物 質 を 含 ま な い 1.5ml グ レ ー ス
細 胞 培 地 を 用 い て 上 塗 り し 、 完 全 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 加 え て JHE/pFastBaclウ
イ ル ス 上 清 （ 初 回 継 代 ） を 作 製 し 、 こ れ を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 開 始 後 72時 間 に 収 穫 し た
。
【 ０ １ ６ ６ 】
JHE/pFastBaclウ イ ル ス 上 清 力 価 を 、 グ レ ー ス 細 胞 培 地 で 増 殖 し た Sf9細 胞 単 層 培 養 物 に お
い て 増 幅 し た 。 25cm 2 フ ラ ス コ に 高 集 密 （ ほ ぼ 2x10 6 細 胞 ） で 接 種 し 、 JHE/pFastBaclウ イ
ル ス 上 清 （ 初 回 継 代 ） の 2mlを グ レ ー ス 細 胞 培 地 の 全 3mlに 加 え て 、 27℃ に て 72時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 培 養 物 を 収 穫 し 、 100gに て 5分 間 遠 心 分 離 し 、 JHE/pFastBaclウ イ ル ス 上 清
（ 第 ２ 回 継 代 ） を 取 り 出 し た 。 こ の 上 清 （ 1ml） を 用 い て 75cm 2 フ ラ ス コ を 、 グ レ ー ス 細 胞
培 地 の 20ml中 で 高 集 密 、 ほ ぼ 5x10 6 細 胞 で 感 染 さ せ た 。 75cm 2 感 染 培 養 を 27℃ に て イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 72時 間 後 に 収 穫 し 、 100gに て 5分 間 遠 心 分 離 し て JHE/pFastBaclウ イ ル ス 上 清 （
第 ３ 継 代 ） か ら 細 胞 を 除 去 し 、 そ し て こ の 力 価 を 測 定 し て 最 終 発 現 培 養 物 を 感 染 す る の に
使 用 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
JHE遺 伝 子 の 発 現 は 、 1.5x10 6 細 胞 /mlの 濃 度 の Sf9細 胞 を 含 有 す る HyQ SFX昆 虫 無 血 清 培 地
（ HyClone） の 懸 濁 培 養 物 10ml中 で 実 施 し 、 JHE/pFastBaclウ イ ル ス 上 清 （ 第 ３ 継 代 ） を 5p
fu/mlの 感 染 多 重 度 に て 使 用 し た 。 対 照 と し て Sf9細 胞 の 他 の フ ラ ス コ を 、 ウ イ ル ス が JHE 
cDNAを 用 い て 改 変 さ れ て い な い こ と を 除 く と 、 同 一 の 方 法 で 調 製 し た 。 懸 濁 培 養 物 を 27℃
に て 振 と う し な が ら 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 100gに て 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清
を -80℃ に て 保 存 し た 。 両 方 の フ ラ ス コ か ら の ペ レ ッ ト 化 し た 細 胞 を 、 800μ lの 0.1Mリ ン
酸 バ ッ フ ァ ー 、 pH8.0、 中 に 1x10 8 細 胞 /mlの 最 終 細 胞 密 度 に て 再 懸 濁 し 、 -80℃ で 保 存 し た
。
【 ０ １ ６ ８ 】
再 懸 濁 し た 細 胞 ペ レ ッ ト （ 10μ l） 及 び 上 清 （ 10μ l） の JHE活 性 を 、 実 施 例 １ に 記 載 し た
ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 し 、 元 来 の 10ml培 養 物 の 活 性 を 反 映 す る よ う に 調 節 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】

対 照 培 養 物 （ 0.34nmol/分 /10ml培 養 物 ） と 比 較 し て 、 JHE cDNA（ 15nmol/分 /10ml培 養 物 ）
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を 発 現 す る 培 養 物 に お い て は 44倍 を 上 回 る JHE活 性 が 見 出 さ れ 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ
（ D. melanogaster） JHE cDNAは JHE活 性 の あ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と を 立 証 し た 。
対 照 培 養 物 に お い て 検 出 さ れ た JHE活 性 の ほ と ん ど は 、 上 清 画 分 （ 0.07nmol/分 /10ml培 養
物 ） よ り む し ろ 細 胞 （ 0.27nmol/分 /10ml培 養 物 ） 中 に 存 在 し た 。 対 照 的 に JHE cDNAを 発 現
す る 培 養 物 中 の JHE活 性 の ほ と ん ど は 、 細 胞 （ 0.19nmol/分 /10ml培 養 物 ） よ り む し ろ 上 清
（ 14.7nmol/分 /10ml培 養 物 ） 中 に 見 出 さ れ た 。 こ れ は 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. mel
anogaster） JHEが Sf9細 胞 か ら 分 泌 さ れ る こ と を 示 し 、 実 施 例 ４ に 記 載 し た 予 想 さ れ る 分
泌 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド と 一 致 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
本 明 細 書 に 含 ま れ る 先 行 技 術 の 文 書 、 議 事 録 、 物 質 、 装 置 、 物 品 な ど の い ず れ の 考 察 も 本
発 明 の 背 景 を 提 供 す る 目 的 だ け の た め の も の で あ る 。 こ れ ら の 事 項 の い ず れ も ま た は 全 て
は 、 本 出 願 の 各 請 求 項 の 優 先 権 主 張 日 前 に 存 在 し た も の と し て 、 先 行 技 術 基 礎 の 部 分 を 形
成 し た と か ま た は 本 発 明 に 関 連 す る 分 野 の 共 通 の 一 般 知 識 で あ っ た こ と を 示 唆 す る も の で
も ま た は 表 現 す る も の で も な い 。
【 ０ １ ７ １ 】
上 記 の 全 て の 刊 行 物 は 本 明 細 書 に そ れ ら の 全 体 が 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
当 業 者 は 、 特 定 の 実 施 形 態 に 示 し た 本 発 明 に 対 し て 、 広 く 記 載 さ れ た 本 発 明 の 精 神 ま た は
範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 多 数 の 変 法 及 び ／ ま た は 改 変 を な し う る こ と を 理 解 す る で あ
ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明 の 実 施 形 態 は 、 全 て の 点 に お い て 、 説 明 の た め で あ っ て 制 限 す る も
の で な い と 考 え な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ４ 】
【 図 １ 】 幼 若 ホ ル モ ン 類 似 体 に よ る JHIII加 水 分 解 の 抑 制 を 示 す 。 JH類 似 体 （ 10μ M） を 、
3 H-JHIII（ 56nM） 及 び JHEと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 対 照 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は JH類 似
体 を 添 加 し な か っ た （ 0％ 抑 制 )。 抑 制 が 大 き い ほ ど 、 そ の 化 合 物 が JHEと の 結 合 が よ り 強
固 で あ る こ と を 示 す 。 (A)カ ル ボ キ シ ル 鎖 の サ イ ズ が 異 な る JH類 似 体 、 (B)ア ル コ ー ル 部 分
が 異 な る JH類 似 体 、 (C)10,11エ ポ キ シ ド が 存 在 し （ JHIIIの よ う に ） 、 二 重 結 合 の 存 在 （ +
） ま た は 不 在 （ -） が 異 な る JH類 似 体 、 (D)10,11エ ポ キ シ ド が 不 在 で あ り （ メ チ ル フ ァ ル
ネ ソ ア ー ト （ methyl farnesoate） の よ う に ） 、 二 重 結 合 の 存 在 （ +） ま た は 不 在 （ -） が
異 な る JH類 似 体 、 (E)6,7及 び 10,11エ ポ キ シ ド 部 分 が 存 在 ま た は 不 在 で あ る こ と が 異 な る J
H類 似 体 （ ラ セ ミ ） 、 (F)JHB 3 の ４ つ の 可 能 な 立 体 異 性 体 、 (G)カ ル ボ キ シ ル 鎖 に ヒ ド ロ キ
シ ル 基 を 運 ぶ ３ つ の JH類 似 体 、 な ら び に 比 較 の た め に 含 め た JHIII及 び メ チ ル フ ァ ル ネ ソ
ア ー ト 、 (H)２ つ の 殺 虫 剤 、 ヒ ド ロ プ レ ン （ hydroprene） 及 び メ ト プ レ ン （ methoprene）
、 な ら び に 比 較 の た め に 含 め た JHB 3 及 び JHB 3 -ジ エ ン 。
【 図 ２ 】 乾 燥 し た 銀 染 色 SDS-PAGEゲ ル か ら 回 収 し た 精 製 さ れ た キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （
D. melanogaster） JHEの ト リ プ シ ン 消 化 物 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト を 示 す 。 CG8425遺 伝 子 産 物
か ら 予 測 さ れ る 質 量 に 対 応 す る JHEに 対 す る ピ ー ク を 「 J」 と マ ー ク し た 。 ト リ プ シ ン 自 己
分 解 に よ る ピ ー ク を 「 T」 と マ ー ク し た 。
【 図 ３ 】 JHE cDNA配 列 な ら び に そ の 翻 訳 を 示 す 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ １ ７ ５ 】

配 列 番 号 １ 　 Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 欠 く キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 幼
若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ
配 列 番 号 ２ 　 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ
配 列 番 号 ３ 　 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 幼 若 ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ を
コ ー ド す る cDNA
配 列 番 号 ４ 　 配 列 番 号 １ に 与 え ら れ た キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 幼 若
ホ ル モ ン エ ス テ ラ ー ゼ を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
配 列 番 号 ５ 及 び ６ 　 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） cDNA配 列 に 対 す る PCRプ
ラ イ マ ー
配 列 番 号 ７ 　 ポ リ Ｔ ア ダ プ タ ー プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ８ 　 3'RACE用 の ア ダ プ タ ー プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 ９ 及 び １ ０ 　 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） cDNA配 列 に 対 す る PCR
プ ラ イ マ ー
配 列 番 号 １ １ 及 び １ ２ 　 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ D. melanogaster） 幼 若 ホ ル モ ン エ ス
テ ラ ー ゼ を コ ー ド す る cDNAを 増 幅 す る た め に 用 い る PCRプ ラ イ マ ー
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

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

(34) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(35) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(36) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(37) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(38) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(39) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(40) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(41) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(42) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(43) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(44) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(45) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(46) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(47) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(48) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(49) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(50) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(51) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(52) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(53) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(54) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(55) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(56) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(57) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(58) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(59) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(60) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(61) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(62) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(63) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(64) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(65) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(66) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(67) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(68) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(69) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(70) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(71) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(72) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(73) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(74) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(75) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(76) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(77) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(78) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(79) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(80) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(81) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(82) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(83) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(84) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(85) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(86) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(87) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(88) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(89) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(90) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(91) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(92) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(93) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(94) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(95) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(96) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(97) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(98) JP 2004-533809 A 2004.11.11



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(99) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(100) JP 2004-533809 A 2004.11.11



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ   1/19                         Ｃ１２Ｎ   1/15    ＺＴＤ　          ４Ｂ０６５
   Ｃ１２Ｎ   1/21                         Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          ４Ｈ０１１
   Ｃ１２Ｎ   5/10                         Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   9/18                         Ｃ１２Ｎ   9/18    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/02                         Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/44                         Ｃ１２Ｑ   1/44    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/68                         Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15                         Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50                         Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,CH,CY,DE,DK,ES,FI,FR,GB,GR,IE,IT,LU,MC,NL,PT,SE,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,
TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,
GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NO,NZ,OM,PH,P
L,PT,RO,RU,SD,SE,SG,SI,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100118773
            弁理士　藤田　節
(74)代理人  100111741
            弁理士　田中　夏夫
(72)発明者  キャンプベル，ピーター，マルコム
            オーストラリア国　２６１４　オーストラリアン　キャピタル　テリトリー，クック，ウイバレナ
            　グルーブ　２５
(72)発明者  クローン，エリカ，ジェーン
            オーストラリア国　２６１２　オーストラリアン　キャピタル　テリトリー，ターナー，マクリー
            　ストリート　５６
(72)発明者  サザーランド，タラ，ジアン
            オーストラリア国　２６０２　オーストラリアン　キャピタル　テリトリー，ワトソン，バーンサ
            イド　ストリート　２６
(72)発明者  ラッセル，ロビン，ジョイス
            オーストラリア国　２９０３　オーストラリアン　キャピタル　テリトリー，ワニアサ，サリバン
            　クレセント　２８
(72)発明者  オークショット，ジョン，グラハム
            オーストラリア国　２９０３　オーストラリアン　キャピタル　テリトリー，ワニアサ，サリバン
            　クレセント　２８
Ｆターム(参考) 2B030 AD08  CA14 
　　　　 　　  2G045 AA35  BB14  BB20  BB24  BB48  BB51  CB17  FB01  FB08  JA01 
　　　　 　　  4B024 AA08  AA10  AA11  AA20  BA11  BA79  BA80  CA04  CA07  CA09 
　　　　 　　        CA12  CA20  DA01  DA02  EA02  GA11  HA11  HA13  HA14  HA17 
　　　　 　　        HA20 
　　　　 　　  4B050 CC01  CC05  DD11  FF04E FF05E FF11E FF12E FF13E LL03  LL05 
　　　　 　　        LL10 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA05  QQ21  QQ32  QQ41  QQ53  QQ61  QQ89  QR08  QR12 
　　　　 　　        QR32  QR35  QR40  QR42  QR56  QR57  QR62  QR77  QR80  QS16 
　　　　 　　        QS34  QS36  QS40  QX01  QX02 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA58X AA72X AA88X AA90X AA90Y AB01  AC14  BA02  BB01 

(101) JP 2004-533809 A 2004.11.11



　　　　 　　        BC03  BC26  BD14  CA31  CA43  CA46  CA47  CA53 
　　　　 　　  4H011 AC01  BA01  BB19  BB21  BC03  BC06  BC19  DA15  DC05  DD03 
　　　　 　　        DH10  DH11 

(102) JP 2004-533809 A 2004.11.11


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	international-document-image-group
	search-report
	overflow

