
(57)【要約】

本発明は、INSP100は、ヒト絨毛性体乳腺発育ホルモン2

(hCS-B；Q14407)の新規スプライシング変種であること

、およびINSP104は、ヒト絨毛性体乳腺発育ホルモン1(h

CS-A；P01243)の新規スプライシング変種であることを

基にしている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の (i)か ら (iii)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド ：
　 (i)配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 (ii)配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 前 記
フ ラ グ メ ン ト が 、 少 な く と も 、 INSP100/INSP104の エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 の フ ラ グ メ ン ト を
含 み 、 前 記 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト が 、 成 長 ホ ル モ ン と し て 機 能 す
る か 、 も し く は 配 列 番 号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ る 抗 原 決 定 基 を 有 す る 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
　 (iii) (i)も し く は (ii)の 機 能 的 等 価 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 1記 載 の 、 以 下 の (i)か ら (iii)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド ：
　 (i)配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 (ii)配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 前 記
フ ラ グ メ ン ト が 、 少 な く と も 、 INSP100/INSP104の エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 の フ ラ グ メ ン ト を
含 み 、 前 記 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト が 、 成 長 ホ ル モ ン と し て 機 能 す
る か 、 も し く は 配 列 番 号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ る 抗 原 決 定 基 を 有 す る 、 前
記 ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
　 (iii) (i)も し く は (ii)の 機 能 的 等 価 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 、 以 下 の (i)か ら (iii)の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド ：
　 (i)配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 (ii) 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト か ら な る ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、
前 記 フ ラ グ メ ン ト が 、 少 な く と も 、 INSP100/INSP104の エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 の フ ラ グ メ ン
ト を 含 み 、 前 記 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト が 、 成 長 ホ ル モ ン と し て 機
能 す る か 、 も し く は 配 列 番 号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ る 抗 原 決 定 基 を 有 す る
、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
　 (iii) (i)も し く は (ii)の 機 能 的 等 価 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 で あ り 、 お よ び 成 長 ホ ル モ
ン と し て 機 能 す る か も し く は 配 列 番 号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ る 抗 原 決 定 基
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 の (iii)記 載 の 機 能 的 等 価 物 で あ る
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く は そ の 活 性 フ ラ グ メ ン ト と
90％ を 超 え る 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ ま た は 99％ を 超 え る 配 列 同
一 性 を 有 す る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の フ ラ グ メ ン ト ま た は 機 能 的 等 価 物 で あ る
ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 有 意 な 構
造 的 相 同 性 を 示 す 、 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 1項 記 載 の 機 能 的 等 価 物 で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 配 列 番 号 :6記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ り 、 お よ び 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 由 来 の 7、 9、 12ま た は そ れ よ り も 多 い ア ミ ノ 酸 残 基 か ら な る 抗 原 決 定
基 を 有 す る 、 請 求 項 1～ 3お よ び 5記 載 の フ ラ グ メ ン ト で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 、 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 :9も し く は 配 列 番 号 :11に 記 載 の 核 酸 配 列 を 含 む 精 製 核 酸 分 子 、 ま た は そ れ ら
の 余 剰 的 等 価 物 も し く は フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 精 製 核 酸 分 子 。
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【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 :9も し く は 配 列 番 号 :11記 載 の 核 酸 配 列 か ら な る 精 製 核 酸 分 子 、 ま た は そ れ ら
の 余 剰 的 等 価 物 も し く は フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で 、 請 求 項 8～ 10の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸 分 子 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 、 精 製 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ て い る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン
ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 抗 体 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 増 加 さ せ る か
ま た は 低 下 さ せ る い ず れ か の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 作 用 の い ず れ を も 誘 導 す る こ
と な く 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 、 請 求 項 16記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 天 然 ま た は 改 変 さ れ て い る 基 質 、 リ ガ ン ド 、 酵 素 、 受 容 体 ま た は 構 造 的 も し く は 機 能 的
模 倣 物 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 疾 患 の 治 療 ま た は 診 断 に 使 用 す る た め の 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13記 載
の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14も し く は 15記 載 の リ ガ ン ド 、 ま た は 請 求 項 16～ 18の い ず れ か 1項 記
載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 患 者 由 来 の 組 織 に お い て 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
天 然 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る か 、 ま た は 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ
チ ド の 活 性 を 評 価 す る こ と ； お よ び
　 前 記 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 対 照 レ ベ ル と 比 較 す る こ と ；  
を 含 み 、 前 記 対 照 レ ベ ル と は 異 な る レ ベ ル が 疾 患 の 指 標 で あ る 、 患 者 の 疾 患 を 診 断 す る 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 In vitroで 実 施 さ れ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 (a)請 求 項 14ま た は 15記 載 の リ ガ ン ド を 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 形 成 に 適 す る
条 件 下 で 生 物 学 的 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
　 (b)前 記 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 む 、 請 求 項 20ま た は 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 (a)患 者 由 来 の 組 織 サ ン プ ル を 核 酸 プ ロ ー ブ と 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸
分 子 と 前 記 プ ロ ー ブ と の 間 で ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 (b)対 照 サ ン プ ル を 、 工 程 (a)で 用 い ら れ る の と 同 じ 条 件 下 で 前 記 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る
工 程 ； お よ び
　 (c)前 記 サ ン プ ル に お け る ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 ；
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を 含 み 、 対 照 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の レ ベ ル と 異 な る 患 者 サ ン プ ル の ハ イ ブ リ ッ
ド 複 合 体 レ ベ ル が 検 出 さ れ る こ と が 疾 患 の 指 標 で あ る 、 請 求 項 20ま た は 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 (a)患 者 の 組 織 由 来 の 核 酸 サ ン プ ル を 核 酸 プ ラ イ マ ー と 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か １ 項 記
載 の 核 酸 分 子 と 前 記 プ ラ イ マ ー と の 間 で ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 (b)対 照 サ ン プ ル を 、 工 程 (a)で 用 い ら れ る の と 同 じ 条 件 下 で 前 記 プ ラ イ マ ー と 接 触 さ せ
る 工 程 ； お よ び
　 (c)前 記 サ ン プ ル の 核 酸 を 増 幅 す る 工 程 ； お よ び 、
　 (d)患 者 サ ン プ ル お よ び 対 照 サ ン プ ル の 両 方 か ら 、 増 幅 核 酸 レ ベ ル を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 み 、 対 照 サ ン プ ル の 増 幅 核 酸 レ ベ ル と 有 意 に 異 な る 患 者 サ ン プ ル の 増 幅 核 酸 レ ベ ル が
検 出 さ れ る こ と が 疾 患 の 指 標 で あ る 、 請 求 項 20ま た は 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 (a)疾 患 に つ い て 検 査 さ れ る 患 者 か ら 、 組 織 サ ン プ ル を 入 手 す る 工 程 ；
　 (b)前 記 組 織 サ ン プ ル か ら 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か １ 項 記 載 の 核 酸 分 子 を 単 離 す る 工 程
； お よ び 、
　 (c)前 記 疾 患 の 指 標 と し て 疾 患 に 付 随 す る 変 異 の 存 在 を 前 記 核 酸 分 子 中 で 検 出 す る こ と
に よ っ て 、 疾 患 に つ い て 患 者 を 診 断 す る 工 程 ；
を 含 む 、 請 求 20ま た は 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 核 酸 分 子 を 増 幅 さ せ て 増 幅 産 物 を 生 成 し 、 前 記 増 幅 産 物 中 の 変 異 の 有 無 を 検 出 す る こ と
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 核 酸 分 子 を 、 前 記 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で 接 触 さ せ て 、 疾 患 に 付 随 す る 変 異 に 対 応 す る 任 意 の 部 分 に 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 鎖 の 非
ハ イ ブ リ ダ イ ズ 部 分 を 有 す る ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 を 形 成 さ せ る こ と ； お よ び
　 疾 患 に 付 随 す る 変 異 の 有 無 の 指 標 と し て 前 記 プ ロ ー ブ 鎖 の 非 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 部 分 の 有 無
を 検 出 す る こ と ；
に よ っ て 、 前 記 患 者 に お け る 変 異 の 有 無 を 検 出 す る 、 請 求 項 25ま た は 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 疾 患 が 、 生 殖 障 害 、 妊 娠 障 害 、 例 え ば 妊 娠 性 絨 毛 疾 患 、 発 育 障 害 、 例 え ば Silver-Russe
ll症 候 群 、 成 長 障 害 、 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 症 、 ク ッ シ ン グ 病 、 内 分 泌 障 害 、 細 胞 増 殖 障 害 で
、 新 生 物 、 癌 腫 、 下 垂 体 腫 瘍 、 卵 巣 腫 瘍 、 メ ラ ノ ー マ 、 肺 腫 瘍 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 、 乳 房 腫 瘍
、 膵 臓 腫 瘍 、 頭 部 お よ び 頚 部 腫 瘍 、 胎 盤 部 位 の 栄 養 膜 性 腫 瘍 、 腺 癌 、 絨 毛 上 皮 腫 、 骨 肉 腫
お よ び 他 の 固 形 腫 瘍 を 含 む も の ； 血 管 新 生 、 骨 髄 増 殖 性 障 害 ； 自 己 免 疫 /炎 症 疾 患 ； 心 血
管 系 疾 患 ； 神 経 障 害 、 疼 痛 ； 代 謝 障 害 で 、 糖 尿 病 、 骨 粗 鬆 症 、 お よ び 肥 満 を 含 む も の 、 悪
液 質 、 AIDS、 腎 疾 患 ； 肺 損 傷 ； 加 齢 ； 感 染 症 で 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染
症 お よ び 寄 生 体 感 染 症 を 含 む も の 、 な ら び に 他 の 病 態 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の
で は な い 、 請 求 項 20～ 28の い ず れ か 1項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 疾 患 が 、 成 長 ホ ル モ ン タ ン パ ク 質 に 関 連 し た 疾 患 で あ る 、 請 求 項 20～ 27の い ず れ か 1項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 成 長 ホ ル モ ン と し て ま た は 成 長 ホ ル モ ン 活 性 の 調 節 因 子 と し て の 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ
か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸
分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14も し く は 15記 載 の リ
ガ ン ド 、 ま た は 請 求 項 16～ 18の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 を 含 有 す る 、 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
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　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載
の 核 酸 分 子 を 含 有 す る 、 ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 生 殖 障 害 、 妊 娠 障 害 、 例 え ば 妊 娠 性 絨 毛 疾 患 、 発 育 障 害 、 例 え ば Silver-Russell症 候 群
、 成 長 障 害 、 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 症 、 ク ッ シ ン グ 病 、 内 分 泌 障 害 、 細 胞 増 殖 障 害 で 、 新 生 物
、 癌 腫 、 下 垂 体 腫 瘍 、 卵 巣 腫 瘍 、 メ ラ ノ ー マ 、 肺 腫 瘍 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 、 乳 房 腫 瘍 、 膵 臓 腫
瘍 、 頭 部 お よ び 頚 部 腫 瘍 、 胎 盤 部 位 の 栄 養 膜 性 腫 瘍 、 腺 癌 、 絨 毛 上 皮 腫 、 骨 肉 腫 お よ び 他
の 固 形 腫 瘍 を 含 む も の ； 血 管 新 生 、 骨 髄 増 殖 性 障 害 ； 自 己 免 疫 /炎 症 疾 患 ； 心 血 管 系 疾 患
； 神 経 障 害 、 疼 痛 ； 代 謝 障 害 で 、 糖 尿 病 、 骨 粗 鬆 症 、 お よ び 肥 満 を 含 む も の 、 悪 液 質 、 AI
DS、 腎 疾 患 ； 肺 損 傷 ； 加 齢 ； 感 染 症 で 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 お よ び
寄 生 体 感 染 症 を 含 む も の 、 な ら び に 他 の 病 態 の 治 療 用 医 薬 の 製 造 に お い て 使 用 さ れ る 、 請
求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸 分 子
、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14も し く は 15項 記 載 の リ ガ
ン ド 、 請 求 項 16～ 18の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 、 ま た は 、 請 求 項 31記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 成 長 ホ ル モ ン タ ン パ ク 質 が 関 連 し た 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 の 製 造 に お い て 使 用 さ れ る
、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸
分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14も し く は 15項 記 載 の
リ ガ ン ド 、 請 求 項 16～ 18の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 、 ま た は 、 請 求 項 31記 載 の 医 薬 組 成
物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 患 者 へ 、 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記
載 の 核 酸 分 子 、 請 求 項 12記 載 の ベ ク タ ー 、 請 求 項 13記 載 の 宿 主 細 胞 、 請 求 項 14も し く は 15
記 載 の リ ガ ン ド 、 請 求 項 16～ 18の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 、 ま た は 、 請 求 項 31記 載 の 医
薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 患 者 に お け る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 罹 患 し た 患 者 で の 天 然 遺 伝 子 の 発 現 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 健 常 な 対 象 者 で の 発 現
ま た は 活 性 の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 に 低 い 疾 患 に 対 し て 、 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド 、 核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 リ ガ ン ド 、 化 合 物 ま た は 組 成 物 が ア ゴ ニ ス ト で あ る 、 請 求 項
35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 罹 患 し た 患 者 で の 天 然 遺 伝 子 の 発 現 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 健 常 な 対 象 者 で の 発 現
ま た は 活 性 の レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 に 高 い 疾 患 に 対 し て 、 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る ポ リ ペ プ
チ ド 、 核 酸 分 子 、 ベ ク タ ー 、 リ ガ ン ド 、 化 合 物 ま た は 組 成 物 が ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 、 請
求 項 35記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 も し く は 活 性 の レ ベ ル 、 ま た は 請
求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸 分 子 の 発 現 レ ベ ル を 、 前 記 患 者 由 来 の 組 織 に お い て あ
る 期 間 に わ た っ て モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 、 患 者 に お い て 疾 患 の 治 療 を モ ニ タ ー す る 方 法
で あ っ て 、
前 記 期 間 に わ た る 発 現 ま た は 活 性 の レ ベ ル が 対 照 レ ベ ル に 対 し て 変 化 す る こ と が 前 記 疾 患
の 緩 解 の 指 標 で あ る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の
核 酸 分 子 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 に 対 し 結 合 親 和 性 を 有 す る と 疑 わ れ る 1種
ま た は 2種 以 上 の 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び 、 前 記 核 酸 分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド と
特 異 的 に 結 合 す る 化 合 物 を 選 択 す る こ と ；
を 含 む 、 疾 患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 に 有 効 な 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸 分 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ

10

20

30

40

50

(5) JP 2006-526385 A 2006.11.24



ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 第 一 の 容 器 ； 前 記 核 酸 分 子 の 増 幅 に 有 用 な プ ラ イ マ ー を 含 む 第
二 の 容 器 ； お よ び 、 疾 患 の 診 断 を 容 易 に す る た め に 前 記 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー を 使 用
す る た め の 指 示 を 含 む 、 疾 患 の 診 断 に 有 用 な キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い RNAを 消 化 す る た め の 薬 剤 を 保 有 す る 第 三 の 容 器 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 40の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 核 酸 分 子 の 少 な く と も 1種 が 請 求 項 8～ 11の い ず れ か 1項 記 載 の 核 酸 分 子 で あ る 、 核 酸 分
子 の ア レ イ を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 1種 ま た は 2種 以 上 の 抗 体 ； お
よ び 、 前 記 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 結 合 反 応 の 検 出 に 有 用 な 試 薬 を 含 む 、 キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 1項 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を よ り 高 い レ ベ ル で 発 現 す る 、 よ り 低 い
レ ベ ル で 発 現 す る 、 ま た は 発 現 し な い よ う に 形 質 転 換 さ れ た 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 ま た は 非 ヒ ト ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 請 求 項 44記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
前 記 動 物 の 疾 患 に 対 す る 前 記 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 疾 患 の 治 療 に 有 効 な
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 各 々 、 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B； Q14407)お よ び ヒ ト 絨 毛 性 体
乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A； P01243)の 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 と し て こ こ で 同 定 さ れ た 、
INSP100お よ び INSP104と 称 さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質 、 な ら び に 疾 患 の 診 断 、 予 防 お よ び 治 療
の た め の こ れ ら の タ ン パ ク 質 お よ び コ ー ド 遺 伝 子 に 由 来 す る 核 酸 配 列 の 使 用 に 関 す る 。 こ
の 変 種 は 、 変 化 し た A-Bル ー プ を 有 し 、 そ の 結 果 変 化 し た 受 容 体 結 合 特 性 を 有 す る と 推 定
さ れ る 。
　 本 明 細 書 に 引 用 し た 全 て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 引 用 に よ り 完 全 に 本 明 細 書
に 含 ま れ る も の と す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 背 景 ）
　 薬 剤 の 発 見 過 程 に お い て 、 機 能 ゲ ノ ム 学 の 時 代 の 到 来 に あ わ せ て 根 幹 的 な 革 命 が 現 在 進
行 し て い る 。 “ 機 能 ゲ ノ ム 学 ” と い う 用 語 は 、 対 象 の タ ン パ ク 質 配 列 に 機 能 を 帰 属 さ せ る
た め に バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ツ ー ル を 利 用 す る ア プ ロ ー チ に 用 い ら れ る 。 そ の よ う な
ツ ー ル は 、 配 列 デ ー タ の 生 成 速 度 が 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 配 列 に 機 能 を 割 り 当 て る 研 究 室 の
能 力 を は る か に 越 え る の で ま す ま す 必 要 性 を 増 し て い る 。
　 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ツ ー ル の 潜 在 能 力 お よ び 精 度 が 高 ま っ て い る た め に 、 前 記 ツ
ー ル は 通 常 の 生 化 学 的 特 徴 付 け 技 術 と 急 速 に 置 き 換 え ら れ つ つ あ る 。 実 際 、 本 発 明 の 同 定
に 用 い た 高 度 な バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス ツ ー ル は 、 今 や 、 高 い 信 頼 性 を も つ 結 果 を 出 力
す る 能 力 を 有 す る 。
　 配 列 デ ー タ が 利 用 可 能 に な る に つ れ 、 種 々 の 研 究 機 関 お よ び 企 業 組 織 が そ れ ら を 調 査 し
、 重 要 な 発 見 が 絶 え 間 な く 達 成 さ れ 続 け て い る 。 し か し な が ら 、 研 究 お よ び 薬 剤 発 見 の た
め の 標 的 と し て 、 更 な る 遺 伝 子 お よ び そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 し 特 徴 付 け
る 必 要 性 は 引 き 続 き 存 在 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 選 択 的 プ レ -mRNAス プ ラ イ シ ン グ は 、 機 能 的 に 多 様 な タ ン パ ク 質 が 、 単 独 の 遺 伝 子 の 一

10

20

30

40

50

(6) JP 2006-526385 A 2006.11.24



次 転 写 産 物 か ら 、 多 く は 組 織 特 異 的 パ タ ー ン で 作 成 さ れ る 主 要 な 細 胞 過 程 で あ る 。
　 実 験 的 に 、 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 は 、 変 種 mRNAの 偶 然 の 単 離 お よ び そ れ に 続 く 配 列 決 定 に
よ り 同 定 さ れ る 。 し か し こ の 実 験 的 手 法 は 、 ヒ ト ト ラ ン ス ク リ プ ト ー ム に つ い て は 網 羅 的
に 完 了 し て は お ら ず (こ れ は 、 あ ら ゆ る 可 能 性 の あ る 環 境 条 件 下 で の ヒ ト の 全 組 織 由 来 の
全 mRNAの 系 統 的 単 離 お よ び 配 列 決 定 を 必 要 と す る の で )、 か つ こ の 実 験 的 制 限 の た め に 、
多 数 の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 が 同 定 さ れ な い ま ま 残 さ れ て い る 。
　 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 遺 伝 子 の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 の 存 在 に 関 し て 、 独 自 仕
様 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 法 を 用 い 、 意 図 的 な 方 向 性 の あ る 検 索 を 行 っ た 。 こ の 方 法
に よ り 、 実 験 に よ り 既 知 の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 の 限 定 さ れ た デ ー タ セ ッ ト を 、 推 定 さ れ た
ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 の は る か に 大 き い セ ッ ト へ 拡 大 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
[内 分 泌 ホ ル モ ン ]
　 ホ ル モ ン は 、 中 間 代 謝 、 成 長 お よ び 細 胞 分 化 を 包 含 す る 多 種 多 様 な 生 理 的 機 能 を 調 節 す
る 。 こ れ ら は 、 そ れ ら の 物 理 化 学 的 特 性 に 応 じ て 、 ふ た つ の 基 本 的 作 用 機 序 を 有 す る 。 親
油 性 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン お よ び 甲 状 腺 ホ ル モ ン は 、 疎 水 性 で あ り 、 主 に 細 胞 内 で 作 用 し 、
遺 伝 子 転 写 を 調 節 す る の に 対 し 、 ア ド レ ナ リ ン お よ び メ ラ ト ニ ン の よ う な ペ プ チ ド ホ ル モ
ン は 、 親 水 性 で あ り 、 細 胞 膜 で 作 用 し 、 細 胞 内 調 節 作 用 に つ な が る シ グ ナ ル 伝 達 事 象 の カ
ス ケ ー ド の 引 き 金 を 引 く (Lodish et al. (1995) Molecular Cell Biology, Scientific A
merican Books Inc. , New York, NY, pp.856-864)。 ホ ル モ ン は 、 内 分 泌 腺 の 特 化 さ れ た
細 胞 に お い て 産 生 さ れ 、 そ れ ら の 標 的 細 胞 へ 血 液 循 環 に よ り 到 達 す る 。 ス テ ロ イ ド ホ ル モ
ン は 、 主 と し て 副 腎 皮 質 、 卵 巣 お よ び 精 巣 の 細 胞 の 細 胞 質 ゾ ル お よ び ミ ト コ ン ド リ ア に お
い て 生 じ る 一 連 の 酵 素 反 応 に よ り コ レ ス テ ロ ー ル か ら 誘 導 さ れ る 。 場 合 に よ っ て は 、 ス テ
ロ イ ド ホ ル モ ン は 、 活 性 化 さ れ る か ま た は よ り 活 性 の あ る 誘 導 体 を 生 成 す る た め に 、 標 的
組 織 に お い て 修 飾 が 施 さ れ な け れ ば な ら な い 。 ほ と ん ど の ペ プ チ ド ホ ル モ ン は 、 前 駆 体 タ
ン パ ク 質 (プ ロ ホ ル モ ン )の 形 で 合 成 さ れ 、 内 分 泌 細 胞 に 貯 蔵 さ れ る 。 循 環 中 へ 放 出 さ れ る
前 に 、 プ ロ ホ ル モ ン は 活 性 ホ ル モ ン に 切 断 さ れ る 。 い く つ か の ホ ル モ ン (主 に ス テ ロ イ ド
ホ ル モ ン お よ び 甲 状 腺 ホ ル モ ン )は 、 特 異 的 結 合 タ ン パ ク 質 に 結 合 し な が ら 、 循 環 系 で 輸
送 さ れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 必 要 な 時 に ホ ル モ ン を 放 出 し 、 ま た ホ ル モ ン を 迅 速 な
失 活 か ら 保 護 す る ホ ル モ ン 貯 蔵 庫 (depot)と し て 働 く 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ヒ ト の 全 身 の 生 理 に お け る ホ ル モ ン の 中 心 的 性 質 の た め に 、 ホ ル モ ン 機 能 の 調 節 不 能 は
、 多 く の 疾 患 過 程 に お い て 役 割 を 果 た す こ と が 示 さ れ て お り 、 こ れ は 腫 瘍 (Sommer S. and
 Fuqua S. A., (2001) Semin Cancer Biol., Oct；  11(5): 339-52； Bartucci M. , More
lli C. , Mauro L, Ando S. , and Surmacz E., (2001) Cancer Res., Sep 15；  61(18):
 6747-54； Oosthuizen G. M. , Joubert G. , and du Toit R. S., (2001) S. Afr. Med.
 J., Jul ；  91(7): 576-79； Nickerson T. , Chang F. , Lorimer D. , Smeekens S. P.
 , Sawyers C. L. , and Pollak M., (2001) Cancer Res., Aug 15；  61(16): 6276-80)
、 心 血 管 疾 患 (Liu Y. , Ding J. , Bush T. L., Longenecker J. C. , Nieto F. J. , Go
lden S. H. , and Szklo M., (2001) Am. J. Epidemiol., Sep 15；  154(6): 489-94)、
代 謝 疾 患 (Flyvbjerg A., (2001) Growth Horm. IGF Res., Jun；  ll Suppl. A,: S115-9
； Diamond T. , Levy S. , Smith A. , Day P. and Manoharan A., (2001) Intern. Med.
 J., Jul ；  31(5): 272-8； Toprak S., Yonem A., Cakir B., Guler S. , Azal O., Oza
ta M. , and Corakci A., (2001) Horm. Res., 55(2) : 65-70)、 炎 症 (McEvoy A. N. , B
resnihan B. , FitzGerald O., and Murphy E. P., (2001) Arthritis Rheum., Aug ；  4
4(8): 1761-7,；  Lipsett P. A., (2001) Crit. Care Med., Aug；  29(8) : 1642-4)、 お
よ び CNS関 連 疾 患 (Bowen R. L., (2001) JAMA., Aug 15；  286(7): 790-1)を 含 む が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
[成 長 ホ ル モ ン フ ァ ミ リ ー ]
　 成 長 ホ ル モ ン は 、 構 造 的 類 似 性 お よ び 生 物 学 的 活 性 を 共 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ホ ル モ ン の
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フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 全 て の 脊 椎 動 物 に お い て 下 垂 体 に よ り お よ び 一 部 の 哺 乳 類
の 胎 盤 に お い て 生 成 さ れ る 。 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 下 垂 体 プ ロ ラ ク チ ン 、 胎 盤 ラ ク ト
ゲ ン (同 じ く ヒ ト の 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン [hCS]と も 称 さ れ る )、 反 芻 動 物 お よ び 齧 歯
類 の プ ロ ラ ク チ ン -関 連 タ ン パ ク 質 、 マ ウ ス の プ ロ リ フ ェ リ ン 、 お よ び 魚 類 の ソ マ ト ラ ク
チ ン が あ る 。
　 ほ と ん ど の GHフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 は 、 5個 の エ ク ソ ン お よ び 4
個 の イ ン ト ロ ン を 含 み 、 脊 椎 動 物 の 出 現 前 に 単 一 の 祖 先 遺 伝 子 の 複 製 に よ り 生 じ た よ う に
見 え る 。 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ 変 種 が 、 こ の フ ァ ミ リ ー の 数 種 類 の メ
ン バ ー に つ い て 説 明 さ れ て い る 。
　 染 色 体 第 17q22-24上 に 位 置 し た ヒ ト GH-関 連 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 高 度 に 配 列 が 保 存 さ
れ た 遺 伝 子 お よ び ６ 番 染 色 体 上 の 単 一 の プ ロ ラ ク チ ン 遺 伝 子 の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー か ら な る
(Owerbach D. et al., Science 1981)。 こ の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー は 、 5個 の 構 造 遺 伝 子 で あ
る 2個 の GH遺 伝 子 お よ び 3個 の CS遺 伝 子 を 含 み 、 そ れ ら の 発 現 は 、 組 織 特 異 性 で あ る ： hGH-
N(N=正 常 )、 hGH-V(V=変 種 )、 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン -様 (hCS-L)、 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳
腺 発 育 ホ ル モ ン Aお よ び B(hCS-Aお よ び hCS-B)(Misra-Press, A et al. JBC 1994；  Bogusz
ewski C. et al., JBC, 1998)。
　 タ ン パ ク 質 の GH-関 連 フ ァ ミ リ ー は 、 そ れ ら の 3次 元 構 造 が 4個 の 逆 平 行 ヘ リ ッ ク ス バ ン
ド ル と し て も 知 ら れ て い る 4個 の α -ヘ リ ッ ク ス を 構 成 す る の で 、 構 造 的 類 似 性 を 共 有 し て
い る 。 こ れ ら の α -ヘ リ ッ ク ス は 、 密 に パ ッ キ ン グ さ れ 、 こ れ ら の 平 行 対 の 2個 の 長 い ル ー
プ 連 結 に よ り 、 上 -上 -下 -下 方 向 に 逆 平 行 に 配 置 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 hGH/hCS遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー は 、 母 親 と 胎 児 の 代 謝 の な ら び に 胎 児 の 成 長 お よ び 発 育 の 調
節 に お い て 、 重 要 で あ る 。 妊 娠 時 に 、 母 親 の 下 垂 体 GH(hGH-N)発 現 は 抑 制 さ れ ； お よ び 、
胎 盤 に よ り 発 現 さ れ た GH変 種 で あ る hGH-Vが 、 母 親 に お け る 優 勢 な GHと な り 始 め る 。 hCS-A
遺 伝 子 お よ び hCS-B遺 伝 子 の 産 物 で あ る hCSは 、 妊 娠 6週 目 以 降 、 母 親 と 胎 児 の 両 方 の 循 環
に 分 泌 さ れ る 。 hGH-Vお よ び hCSは 、 母 親 に お い て 調 和 し て 作 用 し 、 イ ン ス リ ン -様 成 長 因
子 (IGF)生 成 を 刺 激 し 、 お よ び 中 間 代 謝 を 調 節 し 、 胎 児 に お け る ブ ド ウ 糖 お よ び ア ミ ノ 酸
の 利 用 可 能 性 の 増 加 を 生 じ る 。 胎 児 に お い て 、 hCSは 、 ラ ク ト ゲ ン 受 容 体 お よ び 恐 ら く は
独 自 の CS受 容 体 を 介 し て 作 用 し 、 胚 の 発 達 を 調 節 し 、 中 間 代 謝 を 調 節 し 、 IGF、 イ ン ス リ
ン 、 副 腎 皮 質 ホ ル モ ン お よ び 肺 の サ ー フ ァ ク タ ン ト の 生 成 を 刺 激 す る 。 胎 児 組 織 に は 機 能
的 GH受 容 体 が 存 在 し な い の で 、 胎 児 下 垂 体 に お い て 発 現 さ れ る hGH-Nは 、 妊 娠 後 期 ま で は
、 胎 児 に お い て ほ と ん ど ま た は 全 く 生 理 的 作 用 を 有 さ な い 。 強 力 な 体 形 成 性 ホ ル モ ン で も
あ る hGH-Vは 、 胎 児 に は 放 出 さ れ な い 。 ま と め る と 、 妊 娠 中 の hGH/hCS遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の
研 究 は 、 こ れ ら の ホ ル モ ン の 互 い の お よ び 他 の 成 長 因 子 と の 複 雑 な 相 互 作 用 を 明 ら か に し
た 。 胎 児 の 成 長 お よ び 発 達 の 調 節 に お け る フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 、 な ら び に こ れ ら の 遺
伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 因 子 の 相 対 的 役 割 を 明 ら か に す る た め に は 、 追 加 の 研 究 が 必 要 で あ
る (Handwerger S. & Freemark M. J., Pediatr. Endocrinol. Metab., 2000 Apr ；  13(4
): 343-56)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン は 、 ソ マ ト ト ロ ピ ン と し て も 知 ら れ て お り 、 下 垂 体 前 方 の 成 長 ホ ル モ
ン 分 泌 細 胞 (somatotroph)と 称 さ れ る 細 胞 に よ り 合 成 お よ び 分 泌 さ れ る 約 190個 の ア ミ ノ 酸
の タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン で あ る 。 こ れ は 主 に 、 成 長 お よ び 代 謝 を 含 む 、 い く つ か の 複 雑 な 生
理 的 過 程 の 制 御 に 関 与 し て い る 。 成 長 ホ ル モ ン は 、 ヒ ト お よ び 動 物 の 両 方 に お い て 使 用 さ
れ る 薬 物 と し て も か な り 関 心 が あ る 。
　 成 長 ホ ル モ ン は 、 ふ た つ の 個 別 の 作 用 型 を 有 す る 。 直 接 作 用 は 、 標 的 細 胞 上 の そ の 受 容
体 に 結 合 す る 成 長 ホ ル モ ン の 結 果 で あ る 。 脂 肪 の 細 胞 (脂 肪 細 胞 )は 、 例 え ば 、 成 長 ホ ル モ
ン 受 容 体 を 有 し 、 成 長 ホ ル モ ン は 、 そ れ ら を 刺 激 し 、 ト リ グ リ セ リ ド を 破 壊 し 、 そ れ ら の
循 環 脂 肪 を 取 込 み お よ び 蓄 積 す る 能 力 を 抑 制 す る 。 間 接 作 用 は 、 イ ン ス リ ン -様 成 長 因 子 -
1(IGF-1)に よ り 主 に 媒 介 さ れ る 。 体 の 成 長 の 刺 激 に お け る 成 長 ホ ル モ ン の 主 要 な 役 割 は 、
肝 臓 お よ び 他 の 組 織 を 刺 激 し 、 IGF-1を 分 泌 す る こ と で あ る 。 成 長 ホ ル モ ン の 成 長 促 進 作

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-526385 A 2006.11.24



用 の 大 部 分 は 、 実 際 に は IGF-1の そ の 標 的 細 胞 に 対 す る 作 用 に 帰 因 し て い る 。 例 え ば 、 IGF
-1は 、 軟 骨 細 胞 (軟 骨 の 細 胞 )の 増 殖 を 刺 激 し 、 骨 成 長 を 生 じ る 。 成 長 ホ ル モ ン は 、 タ ン パ
ク 質 、 脂 質 お よ び 炭 水 化 物 の 代 謝 に 対 す る 重 要 な 作 用 も 有 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 成 長 ホ
ル モ ン の 直 接 作 用 が 明 ら か に 示 さ れ 、 他 方 で IGF-1は 、 重 要 な メ デ ィ エ ー タ ー で あ る と 考
え ら れ 、 一 部 の 場 合 で は 直 接 作 用 お よ び 間 接 作 用 の 両 方 が 作 用 し て い る よ う に 見 え る 。
　 そ の 成 長 に 対 す る 複 雑 な 作 用 に 加 え 、 成 長 ホ ル モ ン の 欠 乏 お よ び 過 剰 の 両 方 の 状 態 は 、
正 常 な 生 理 に お け る こ の ホ ル モ ン の 役 割 に 対 す る 非 常 に 明 白 な 証 拠 を 提 供 す る 。 こ の よ う
な 障 害 は 、 視 床 下 部 、 下 垂 体 ま た は 標 的 の い ず れ か の 細 胞 に お け る 病 巣 を 反 映 し 得 る 。 欠
乏 状 態 は 、 単 に こ の ホ ル モ ン の 生 成 の 欠 乏 か ら 生 じ る の で は な く 、 ホ ル モ ン に 対 す る 標 的
細 胞 の 応 答 性 の 欠 乏 か ら も 生 じ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 臨 床 上 、 成 長 ホ ル モ ン の 欠 乏 ま た は 受 容 体 の 欠 損 は 、 成 長 の 遅 れ ま た は 小 人 症 と な る 。
成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 の 顕 在 化 は 、 障 害 の 開 始 年 齢 に よ っ て 異 な り 、 遺 伝 性 ま た は 後 天 性 の い
ず れ か の 疾 患 か ら 生 じ 得 る 。
　 成 長 ホ ル モ ン の 過 剰 な 分 泌 の 作 用 も 、 発 症 年 齢 に 非 常 に 左 右 さ れ 、 ふ た つ の 個 別 の 疾 患
で あ る よ う に 見 え る 。 巨 人 症 は 、 小 児 ま た は 青 年 に お い て 始 ま る 過 剰 な 成 長 ホ ル モ ン 分 泌
の 結 果 で あ る 。 こ れ は 非 常 に 稀 な 障 害 で あ り 、 通 常 成 長 ホ ル モ ン 分 泌 細 胞 の 腫 瘍 の 結 果 で
あ る 。
　 末 端 肥 大 症 は 、 成 人 に お け る 成 長 ホ ル モ ン の 過 剰 分 泌 の 結 果 で あ る 。 こ の 障 害 の 開 始 は
、 典 型 的 に は 潜 伏 性 で あ る 。 臨 床 上 は 、 骨 お よ び 結 合 組 織 の 過 剰 な 成 長 が 、 “ 粗 雑 な 造 作
(coarse feature)” と 説 明 さ れ る よ う な 外 観 の 変 化 に つ な が る 。 過 剰 な 成 長 ホ ル モ ン お よ
び IGF-1は 、 グ ル コ ー ス 不 耐 を 含 む 代 謝 の 撹 乱 に つ な が る 。
　 ヒ ト 死 体 下 垂 体 か ら 精 製 さ れ た 成 長 ホ ル モ ン が 、 重 度 の 成 長 遅 滞 の 小 児 を 治 療 す る た め
に 長 く 使 用 さ れ て い る 。 最 近 に な っ て 、 組 換 え 成 長 ホ ル モ ン の 利 用 可 能 性 が 、 ヒ ト お よ び
動 物 集 団 へ の い く つ か の 別 の 応 用 に つ な が っ て い る 。 例 え ば 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン は 、 病 的
に 低 身 長 症 の 小 児 を 治 療 す る た め に 、 通 常 使 用 さ れ る 。 正 常 な 加 齢 に お け る 成 長 ホ ル モ ン
の 役 割 は 余 り 理 解 さ れ て い な い が 、 一 部 の 加 齢 の 美 容 上 の 症 状 は 、 成 長 ホ ル モ ン 療 法 に 反
応 し 易 い よ う に 見 え る 。 成 長 ホ ル モ ン は 現 在 、 乳 牛 の 乳 汁 生 産 増 大 に 関 し て 承 認 さ れ か つ
市 販 さ れ て お り ； 畜 産 産 業 に お け る 成 長 ホ ル モ ン の 別 の 適 用 は 、 ブ タ 成 長 ホ ル モ ン に よ る
ブ タ の 生 育 の 処 置 で あ る 。 こ の よ う な 処 置 は 、 筋 肉 成 長 を 著 し く 刺 激 し 、 脂 肪 の 沈 着 を 低
下 す る こ と が 明 ら か に さ れ て い る 。
　 成 長 ホ ル モ ン は 、 細 胞 過 程 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す の で 、 こ の 部 分 の 研 究 お よ び そ
の 調 節 の 方 法 は 、 大 き な 関 心 で あ る 。 こ の ホ ル モ ン の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 を 同 定 す る こ と
は 、 非 常 に 科 学 的 に 重 要 で あ ろ う 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ０ 】
[本 発 明 ]
　 本 発 明 は 、 INSP100は 、 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B； Q14407)の 新 規 ス プ ラ
イ シ ン グ 変 種 で あ り 、 INSP104は 、 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A； P01243)の 新
規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 で あ る と い う 発 見 を 基 に し て い る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ひ と つ の 態 様 に お い て ：
　 (i)配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12に 記 載 の ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ま た は こ れ ら か ら な る ポ リ ペ プ チ ド ；
　 (ii)配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ
ン ト を 含 む ま た は こ れ ら か ら な り 、 前 記 フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も 、 INSP100/INSP104
の エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 の フ ラ グ メ ン ト を 含 む も し く は こ れ か ら な り 、 前 記 配 列 番 号 :2、
配 列 番 号 :6、 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト は 、 成 長 ホ ル モ
ン と し て 機 能 す る か 、 も し く は 配 列 番 号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ る 抗 原 決 定
基 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
　 (iii) (i)も し く は (ii)と の 機 能 的 等 価 物 ；
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で あ る ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の 第 一 の 態 様 の ポ リ ペ プ チ ド は ：
　 (i)配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10も し く は 配 列 番 号 :12に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ま た は
こ れ ら か ら な る 、 ポ リ ペ プ チ ド ；
　 (ii)配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 前 記 フ ラ グ メ
ン ト は 、 少 な く と も 、 INSP100/INSP104の エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 の フ ラ グ メ ン ト を 含 む も し
く は こ れ か ら な り 、 前 記 配 列 番 号 :8、 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の フ ラ グ メ ン ト は 、
成 長 ホ ル モ ン と し て 機 能 す る か 、 も し く は 配 列 番 号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ
る 抗 原 決 定 基 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
　 (iii) (i)も し く は (ii)と の 機 能 的 等 価 物 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 成 長 ホ ル モ ン と し て 機 能 す る か 、 ま た は 配 列 番
号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ る 抗 原 決 定 基 を 有 す る 。
　 配 列 番 号 :2に 記 載 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 後 “ INSP100エ ク ソ ン 2novポ
リ ペ プ チ ド ” ま た は “ INSP104エ ク ソ ン 2novポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 :4に 記
載 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 後 “ INSP100エ ク ソ ン 3novポ リ ペ プ チ ド ” ま た
は “ INSP104エ ク ソ ン 3novポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 :6に 記 載 さ れ た 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 後 “ INSP100隣 接 エ ク ソ ン 2nov-3novポ リ ペ プ チ ド ” ま た は “ INSP
104隣 接 エ ク ソ ン 2nov-3novポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 :8に 記 載 さ れ た 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 後 “ INSP100完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 :10に 記
載 さ れ た 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 後 “ INSP100完 全 長 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド ” ま た は
“ INSP104完 全 長 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。 配 列 番 号 :12に 記 載 さ れ た 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 後 “ INSP104完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド ” と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 “ INSP100ポ リ ペ プ チ ド ” は 、 INSP100エ ク ソ ン 2novポ
リ ペ プ チ ド 、 INSP100エ ク ソ ン 3novポ リ ペ プ チ ド 、 INSP100隣 接 エ ク ソ ン 2nov-3novポ リ ペ
プ チ ド 、 INSP100完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び INSP100完 全 長 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む か ま
た は こ れ ら か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 “ INSP104ポ リ ペ プ チ ド ” は 、 INSP104エ ク ソ ン 2novポ
リ ペ プ チ ド 、 INSP104エ ク ソ ン 3novポ リ ペ プ チ ド 、 INSP104隣 接 エ ク ソ ン 2nov-3novポ リ ペ
プ チ ド 、 INSP104完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び INSP100完 全 長 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む か ま
た は こ れ ら か ら な る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
　 図 2は 、 ヒ ト 由 来 の Q14407絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B)の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー
ン を 、 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 INSP100の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン と 比 較 し て い る 。 ま た
図 2は 、 ヒ ト 由 来 の P01243絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A)の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン
を 、 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 INSP104の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン と 比 較 し て い る 。 新 規 ス
プ ラ イ シ ン グ 変 種 INSP100お よ び INSP104は 両 方 と も 、 伸 長 さ れ た エ ク ソ ン 2(2nov)お よ び
短 縮 さ れ た エ ク ソ ン 3(3nov)を 有 す る 。
　 こ の 図 は 、 下 垂 体 成 長 ホ ル モ ン (GH-N)を 基 に し た 主 な 二 次 構 造 エ レ メ ン ト も 描 い て い る
。 GH-Nは 、 4個 の α ヘ リ ッ ク ス (A、 B、 Cお よ び D)で 構 成 さ れ 、 お よ び 特 に 重 要 で あ る の は
、 ヘ リ ッ ク ス Aと ヘ リ ッ ク ス Bを 連 結 し て い る “ A-Bル ー プ ” で あ る 。 A-Bル ー プ は 、 成 長 ホ
ル モ ン 受 容 体 と 結 合 す る GH-N相 互 作 用 表 面 の 重 要 な 成 分 で あ る (Well JA, PNAS, vol93 pp
.1-6, 1996 “ Binding in the growth hormone receptor complex” )。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 INSP100お よ び INSP104は 、 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2の
新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 (hCS-B； Q14407)お よ び 公 知 の ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1の
新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種  (hCS-A； P01243)と 比 べ 、 A-Bル ー プ に 挿 入 さ れ た 追 加 の 残 基 を
有 す る (各 エ ク ソ ン 2の 伸 長 の た め )こ と が 分 か る 。 同 様 に 、 各 エ ク ソ ン 3の 短 縮 は 、 A-Bル
ー プ に お け る 一 部 の hCS-Aお よ び hCS-B残 基 の 除 去 に つ な が る 。 し た が っ て INSP100お よ び I
NSP104は 、 A-B ル ー プ の 組 成 に お い て hCS-Aお よ び hCS-Bと は 異 な り 、 な ら び に こ の ル ー プ
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は 同 族 受 容 体 へ の 結 合 に お け る 主 要 な 決 定 基 で あ る の で 、 INSP100お よ び INSP104は 、 変 化
し た 受 容 体 結 合 特 性 (結 合 親 和 性 お よ び ／ ま た は 受 容 体 選 択 性 に 関 し て ； 例 え ば 増 加 し た
ま た は 減 少 し た 結 合 親 和 性 お よ び ／ ま た は 受 容 体 選 択 性 に 関 し て )を 示 す と 推 定 さ れ る 。
　 “ 成 長 ホ ル モ ン と し て 機 能 す る ” に よ り 、 本 発 明 者 ら は そ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 、 完
全 長 野 生 型 ポ リ ペ プ チ ド (配 列 番 号 :8、 10、 ま た は 12)の 機 能 と 比 べ 実 質 的 に 有 害 な 影 響 を
受 け な い 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 内 の 保 存 さ れ た 特 徴 と し て 同 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 構
造 の 特 徴 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る こ と を 意 図 し て い る 。 例 え ば 、 多 種 多 様 な ア ッ セ
イ を 用 い 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン の 結 合 に 対 す る 作 用 を 決 定 す る こ と が で き (例 え ば 、 Well J.
A.  PNAS, Vol.93 pp.1-6, 1996参 照 )、 こ れ は 成 長 ホ ル モ ン お よ び 受 容 体 の 1:1複 合 体 を
沈 降 さ せ る た め の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 、 な ら び に hGHbpの C末 端 近 傍 に 位 置 し た 蛍 光
タ グ の 消 光 に よ る 、 溶 液 中 で hGHに よ っ て 誘 導 さ れ る hGHbp分 子 の 二 量 体 化 ア ッ セ イ を 含 む
(Well J.A.  PNAS Vol.93 pp.1-6,1996参 照 )。 [hGHbp＝ GH受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン ]。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B； Q1440
7)ま た は ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A； P01243)と 比 べ て 、 低 下 し た ま た は 増 加
し た 親 和 性 お よ び ／ ま た は 受 容 体 選 択 性 を 有 す る 。  “ 配 列 番 号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列
に 対 し 特 異 的 で あ る 抗 原 決 定 基 ” と は 、 配 列 番 号 :6の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 保 持 さ れ て い る
が 、 公 知 の ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B； Q14407)ま た は 公 知 の ヒ ト 絨 毛 性 体 乳
腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A； P01243)に よ っ て は 保 持 さ れ な い 抗 原 決 定 基 を い う 。 こ の よ う な
抗 原 決 定 基 は 、 エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 を コ ー ド し て い る 配 列 番 号 :2の 一 部 内 に 位 置 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な る か 、 ま た は 配 列 番 号 :2の 配 列 番 号 :4と の 接 合 点 に 広 が る ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な る か 、 ま た は エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 に よ り コ ー ド さ れ た 配 列 番 号 :2の 一 部 と 、 エ ク
ソ ン 2の 非 -伸 長 部 分 に よ り コ ー ド さ れ た 配 列 番 号 :2の 一 部 の 接 合 部 に 広 が る ア ミ ノ 酸 配 列
(す な わ ち 、 Q14407お よ び P01243の エ ク ソ ン 2に 共 通 の ア ミ ノ 酸 配 列 )か ら な っ て よ い 。 以
下 に 考 察 し た よ う に 、 こ の よ う な 抗 原 決 定 基 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 で あ
る リ ガ ン ド 、 例 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 す る こ と が で き
る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 1種 、 2種 ま た は 全 て を 含
ま な い ： (i) Q14407ま た は P01243の 完 全 な エ ク ソ ン 3に よ り コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ； (
ii) INSP100も し く は INSP104ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト に 共 通 で な い Q14407ま た は P012
43の エ ク ソ ン 3ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、 INSP100ま た は INSP104に 共 通 で な い
Q14407ま た は P01243の エ ク ソ ン 3ア ミ ノ 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト の 少 な く と も 50％ 、 60％ 、 7
0％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 、 ま た は 99％ を 示 す フ ラ グ メ ン ト )； (iii) こ れ ら の ア ミ ノ
酸 配 列 の い ず れ か ひ と つ と 少 な く と も 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 、 99％ の 配 列
同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 :2で コ ー ド さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 の C-末 端 に こ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 の ひ と つ を 含 ま な い こ と が 特 に 好 ま し い 。
　 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2、 NM_020991お よ び ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1、 N
M_001317を コ ー ド し て い る コ ー ド 配 列 は 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 特 に 排 除 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 二 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 精 製 核 酸
分 子 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の こ の 特 徴 の 第 一 の 態 様 に お い て 、 精 製 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 :1(INSP100お よ び
INSP104エ ク ソ ン 2novポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る )、 配 列 番 号 :5(INSP100お よ び INSP10
4隣 接 エ ク ソ ン 2nov-3novポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る )、 配 列 番 号 :7(INSP100完 全 長 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る )、 配 列 番 号 :9(INSP100お よ び INSP104完 全 長 成 熟 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し て い る )、 ま た は 配 列 番 号 :11(INSP104完 全 長 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る
)に 記 載 さ れ た 核 酸 配 列 を 含 む か 、 ま た は こ れ ら の 配 列 の い ず れ か ひ と つ の 余 剰 的 等 価 物 (
redundant equivalent)も し く は フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 精 製 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7
、 配 列 番 号 :9、 配 列 番 号 :11に 記 載 の 核 酸 配 列 か ら な る か 、 ま た は こ れ ら の 配 列 の い ず れ
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か ひ と つ の 余 剰 的 等 価 物 も し く は フ ラ グ メ ン ト で あ る こ と を 提 供 す る 。
　 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B； Q14407)お よ び ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン
1(hCS-A； P01243)を コ ー ド し て い る コ ー ド 配 列 は 、 本 発 明 の 範 囲 か ら 特 に 排 除 さ れ る 。
　 第 三 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 本 発 明 の 第 二 の 特 徴 の 核 酸
分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で P01243ま た は Q14407と は ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し な い 精 製 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 配 列 番 号 :1ま た は 5と 、 高 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発 明 の 第 三 の 特 徴 に 従 っ た 核 酸 分 子 が 提
供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発 明 の 第 三 の 特 徴
に 従 っ た 核 酸 分 子 が 提 供 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 と 配 列 番 号 :3
の 接 合 部 に か か る 核 酸 配 列 と 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発 明
の 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 が 提 供 さ れ る 。
　 第 四 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 二 ま た は 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー
、 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
　 ベ ク タ ー の 好 ま し い 例 は 、 pDONR 221、 pEAK12お よ び プ ラ ス ミ ド 13685を 含 む (「 実 施 例
」 の 項 参 照 )。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 第 五 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞
を 提 供 す る 。
　 第 六 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の 成 長 ホ ル モ ン に 特 異 的 に 結 合 す る リ
ガ ン ド を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド へ の リ ガ ン ド は 、 様 々 な 形 で あ る こ と が で き 、 こ れ は 天 然 の ま た
は 改 変 さ れ た 基 質 、 酵 素 、 受 容 体 、 有 機 小 分 子 、 例 え ば 最 大 2000Da、 好 ま し く は 800Daま
た は そ れ 未 満 の 小 さ い 天 然 の ま た は 合 成 の 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 無 機 分 子 、 ペ プ チ
ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 前 述 の 構 造 的 ま た は 機 能 的 模 倣 物 を 含 む 。
　 こ の よ う な 化 合 物 は 、 本 明 細 書 に 明 ら か に さ れ た ア ッ セ イ 法 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 法 に
よ り 同 定 す る こ と が で き る 。
　 第 七 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺
伝 子 の 発 現 を 変 化 さ せ る か 、 ま た は 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る
の に 有 効 な 化 合 物 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の 第 七 の 特 徴 の 化 合 物 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 増
加 さ せ 得 る か (ア ゴ ニ ス ト 作 用 )、 ま た は 低 下 さ せ 得 る (ア ン タ ゴ ニ ス ト 作 用 )。
　 重 要 な こ と に 、 INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 同 定 す る こ と に よ っ て 、 疾
患 の 治 療 お よ び ／ ま た は 診 断 に 有 効 な 化 合 物 を 同 定 す る こ と が 可 能 で あ る ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 の 設 計 が 可 能 に な る 。 本 発 明 の 第 六 お よ び 第 七 の 特 徴 の リ ガ ン ド お よ び 化 合 物 は 、 こ
の よ う な 方 法 を 用 い 同 定 さ れ て も 良 い 。 こ れ ら の 方 法 は 、 本 発 明 の 特 徴 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 第 八 の 特 徴 で 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン が 関 連 し た 疾 患 の 治 療 ま た は 診 断 に 使 用 す
る た め の 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 二 も し く は 第 三 の 特 徴
の 核 酸 分 子 、 ま た は 本 発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー 、 ま た は 本 発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン
ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 七 の 特 徴 の 化 合 物 を 提 供 す る 。 こ の よ う な 疾 患 お よ び 障 害 は 、 生 殖
障 害 、 妊 娠 障 害 、 例 え ば 妊 娠 性 絨 毛 疾 患 、 発 育 障 害 、 例 え ば Silver-Russell症 候 群 、 成 長
障 害 、 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 症 、 ク ッ シ ン グ 病 、 内 分 泌 障 害 、 細 胞 増 殖 障 害 で 、 新 生 物 、 癌 腫
、 下 垂 体 腫 瘍 、 卵 巣 腫 瘍 、 メ ラ ノ ー マ 、 肺 腫 瘍 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 、 乳 房 腫 瘍 、 膵 臓 腫 瘍 、 頭
部 お よ び 頚 部 腫 瘍 、 胎 盤 部 位 の 栄 養 膜 性 腫 瘍 、 腺 癌 、 絨 毛 上 皮 腫 、 骨 肉 腫 お よ び 他 の 固 形
腫 瘍 を 含 む も の ； 血 管 新 生 、 骨 髄 増 殖 性 障 害 ； 自 己 免 疫 /炎 症 疾 患 ； 心 血 管 系 疾 患 ； 神 経
障 害 、 疼 痛 ； 代 謝 障 害 で 、 糖 尿 病 、 骨 粗 鬆 症 、 お よ び 肥 満 を 含 む も の 、 悪 液 質 、 AIDS、 腎
疾 患 ； 肺 損 傷 ； 加 齢 ； 感 染 症 で 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症 お よ び 寄 生 体
感 染 症 を 含 む も の 、 な ら び に 他 の 病 態 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ の 疾 患 は 、 内 分 泌 機 能 、 特
に 成 長 ホ ル モ ン が 関 連 し て い る も の で あ る (例 え ば 、 Arato G. , Fulop V. , Degrell P. 
, Szigetvari I., Pathol. Oncol. Res., 2000 6(4): 292-4； Hitchins M. P. , Stanier
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 P. , Preece M. A. and Moore GE. , J. Med. Genet., 2001 Dec 38(12): 810-9； Rhoto
n-Vlasak A. , Wagner J. M. , Rutgers J. L. , Baergen R. N. , Young R. H. , Roche
 P. C. , Plummer T. B. and Gleich G. J., Hum Pathol, 1998 Mar 29(3): 280-8 ； Llo
vera M. , Pichard C., Bernichtein S. , Jeay S., Touraine P. , Kelly P. A. and Go
ffin V. , Oncogene, 2000 Sep 28 19(41): 4695-705； Savage M. O. , Scommegna S. , 
Carroll P. V. , Ho J. T. , Monson J. P. , Besser G. M. and Grossman AB., Horm. R
es., 2002 58 Suppl 1: 39-43； Aimaretti G., Corneli G. , Bellone S. , Baffoni C.,
 Camanni F. and Ghigo E. , J. Pediatr. Endocrinol. Metab., 2001 14 Suppl 5: 1233
-42； Berger P. , Untergasser G., Hermann M. , Hittmair A. , Madersbacher S. and 
Dirnhofer S. , Hum. Pathol., 1999 Oct 30(10): 1201-6； Hamilton J. , Chitayat D. 
, Blaser S. , Cohen L. E. , Phillips J. A. 3rd and Daneman D. , Am. J. Med. Gene
t., 1998 Nov 2 80(2): 128-32； Gonzalez- Rodriguez E. , Jaramillo-Rangel G. and B
arrera-Saldana H. A. , Am. J. Med. Genet., 1997 Nov 12 72(4): 399-402；  Perez Ju
rado L. A. , Argente J. , Barrios V. , Pozo J. , Munoz M. T., Hernandez M. and F
rancke U. , J. Pediatr. Endocrinol. Metab., 1997 Mar-Apr 10(2): 185-90； Saeger W
. and Lubke D. , Endocr. Pathol. 1996 Spring 7(1) : 21-35 ； Conzemius M. G., Gra
ham J. C. , Haynes J. S. and Graham C. A. , Am. J. Vet. Res., 2000 Jun 61(6): 64
6-50； Bartlett D. L. , Charland S. , Torosian M. H. , Cancer, 1994 Mar 1 73(5): 
1499-504参 照 )。 こ れ ら の 分 子 は 、 こ の よ う な 障 害 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に お い
て も 使 用 す る こ と が で き る 。
　 こ れ ら の 本 発 明 の 第 一 、 第 二 、 第 三 、 第 四 、 第 五 、 第 六 ま た は 第 七 の 特 徴 の 部 分 は 、 こ
の よ う な 疾 患 を 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 九 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺
伝 子 の 発 現 レ ベ ル ま た は 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 前 記 患 者 由 来 の 組 織
で 評 価 す る 工 程 、 お よ び 前 記 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 を 対 照 レ ベ ル と 比 較 す る 工 程 を 含 む 患
者 の 疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 場 合 前 記 対 照 レ ベ ル と 異 な る レ ベ ル は 疾 患 の 指 標
と な る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 好 ま し く は in vitroで 実 施 さ れ る で あ ろ う 。 同 様 の 方 法 は 、
患 者 に お け る 疾 患 の 治 療 的 処 置 の モ ニ タ リ ン グ に 使 用 さ れ 、 こ の 場 合 、 時 間 の 経 過 に し た
が っ て ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 の 発 現 も し く は 活 性 レ ベ ル が 対 照 レ ベ ル に 向 か っ て 変
化 す る こ と は 、 疾 患 の 緩 解 を 示 し て い る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 好 ま し い 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ： (a
)本 発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン ド 、 例 え ば 抗 体 と 、 生 物 学 的 サ ン プ ル と を 、 リ ガ ン ド -ポ リ
ペ プ チ ド 複 合 体 の 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び (b)前 記 複 合 体 を 検 出 す
る 工 程 。
　 本 発 明 の 第 九 の 特 徴 に よ る と 、 例 え ば 短 い プ ロ ー ブ に よ る 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
法 、 点 変 異 分 析 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)増 幅 、 お よ び 、 抗 体 を 用 い て 異 常 な タ ン パ
ク 質 レ ベ ル を 検 出 す る 方 法 と い っ た 種 々 の 異 な る 方 法 が 存 在 す る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら
か で あ ろ う 。 同 様 の 方 法 を 短 期 ま た は 長 期 ベ ー ス で 用 い 、 患 者 に お い て モ ニ タ ー さ れ る 疾
患 の 治 療 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 本 発 明 は ま た 、 前 記 疾 患 の 診 断 法 に 有 用 な キ ッ ト も
提 供 す る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 第 九 の 特 徴 の 方 法 に よ り 診 断 さ れ た 疾 患 は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン が
関 係 し た 疾 患 で あ る 。
　 第 十 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 成 長 ホ ル モ ン ま た は 成 長 ホ ル モ ン 活 性 の 調 節 因 子 と し て の
第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 を 提 供 す る 。 成 長 ホ ル モ ン と し て の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド の 適 切 な 使 用 は 、 細 胞 の 成 長 、 代 謝 ま た は 分 化 の 制 御 因 子 と し て の 使 用 、 受 容 体 /リ ガ
ン ド 対 の 一 部 と し て の 使 用 、 な ら び に 生 理 学 的 も し く は 病 理 学 的 状 態 の 診 断 マ ー カ ー と し
て の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 前 述 の よ う に 、 多 く の 様 々 な ア ッ セ イ を 使 用 し 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン の 結 合 に 対 す る 作 用
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を 決 定 す る こ と が で き (例 え ば 、 Well J. A., PNAS, Vol. 93 pp.1-6, 1996参 照 )、 こ れ は
成 長 ホ ル モ ン と 受 容 体 の 1:1複 合 体 を 沈 降 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 、 お よ び hGHbpの
C末 端 近 傍 に 位 置 し た 蛍 光 タ グ の 消 光 に よ る 、 溶 液 中 で hGHが 誘 導 す る hGHbp分 子 の 二 量 体
化 ア ッ セ イ を 含 む (Well J. A., PNAS, Vol. 93 pp. 1-6, 1996参 照 )。 [hGHbp＝ GH受 容 体
の 細 胞 外 ド メ イ ン ]
　 第 十 一 の 特 徴 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明
の 第 二 も し く は 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 、 ま た は 本 発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー 、 ま た は 本
発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 七 の 特 徴 の 化 合 物 を 、 医 薬 と し て 許 容 で
き る 担 体 と 組 合 せ て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。
　 第 十 二 の 特 徴 に お い て 、 本 発 明 は 、 治 療 ま た は 診 断 に お け る 使 用 の た め の 、 本 発 明 の 第
一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 二 も し く は 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 、 ま た は 本
発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー 、 ま た は 本 発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン ド 、 ま た は 本 発 明 の 第
七 の 特 徴 の 化 合 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 分 子 は 、 疾 患 の 治 療 の た め の 医 薬 品 の 製 造 に お い
て 使 用 す る こ と も で き る 。
　 第 十 三 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 患 者 の 疾 患 を 治 療 す る 方 法 を 提 供 し 、 前 記 方 法 は 、 本 発 明
の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の 第 二 も し く は 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 、 ま た
は 本 発 明 の 第 四 の 特 徴 の ベ ク タ ー 、 ま た は 本 発 明 の 第 六 の 特 徴 の リ ガ ン ド 、 ま た は 本 発 明
の 第 七 の 特 徴 の 化 合 物 を 、 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 、 ま た は 本 発
明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 常 な 対 象 者 の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル と 比 較 し
た と き 罹 患 し た 患 者 で 低 下 す る 疾 患 に つ い て は 、 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド
、 核 酸 分 子 、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 は ア ゴ ニ ス ト で あ る べ き で あ る 。 逆 に 、 前 記 天 然 の 遺
伝 子 の 発 現 、 ま た は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 、 健 常 な 対 象 者 の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル と
比 較 し た と き 罹 患 し た 患 者 で 上 昇 す る 疾 患 に つ い て は 、 前 記 患 者 に 投 与 さ れ る 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る べ き で あ る 。 前 記 ア ン
タ ゴ ニ ス ト の 例 に は ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 、 リ ボ ザ イ ム お よ び リ ガ ン ド 、 例 え ば 抗 体 が 含
ま れ る 。
　 好 ま し く は 、 こ の 疾 患 は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン が 関 係 す る 疾 患 で あ る 。
　 第 十 四 番 目 の 特 徴 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を よ り 高 レ ベ ル
、 よ り 低 レ ベ ル 、 又 は 非 存 在 レ ベ ル で 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 し た 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク ま た は 非 ヒ ト 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 提 供 す る 。 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、
疾 患 の 研 究 用 モ デ ル と し て 非 常 に 有 用 で あ り 、 さ ら に 前 記 疾 患 の 治 療 ま た は 診 断 に 有 効 な
化 合 物 の 同 定 を 目 的 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 用 い る こ と も で き る 。
　 本 発 明 を 利 用 す る た め に 用 い る こ と が で き る 標 準 的 な 技 術 お よ び 手 法 の 概 要 は 、 下 記 で
提 供 さ れ る 。 本 発 明 は 、 記 載 さ れ た 特 定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ル 、 細 胞 株 、 ベ ク タ ー お よ び
試 薬 に 限 定 さ れ な い こ と は 理 解 さ れ よ う 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 専 門 用 語 は 単 に 特 定 の 態
様 を 説 明 す る た め の も の で あ り 、 前 記 用 語 に よ っ て 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 し よ う と す る も の
で は な い こ と も ま た 理 解 さ れ よ う 。 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 請 求 の 範 囲 の 用 語 に よ っ て の み
限 定 さ れ る 。
　 本 明 細 書 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 に つ い て の 標 準 的 な 略 語 が 用 い ら れ る 。
　 本 発 明 の 実 施 で は 別 に 指 示 が な け れ ば 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 換 え DNA技 術 お よ び
免 疫 学 の 通 常 の 技 術 が 用 い ら れ 、 前 記 技 術 は 当 業 者 の 能 力 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 そ の よ う な 技 術 は 、 文 献 中 に 完 全 に 説 明 さ れ て い る 。 特 に 適 切 な 解 説 書 の 例 に は 以 下 が
含 ま れ る ： Sambrook Molecular Cloning；  A Laboratory Manual, Second Edition (1989
)；  DNA Cloning, Vol. I and II (D.N. Glover ed. 1985)； Oligonucleotide Synthesis
 (M.J. Gait ed. 1984)； Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames & S.J. Higgins eds
. 1984)； Transcription and Translation (B.D. Hames & S.J. Higgins eds. 1984)； An
imal Cell Culture (R.I. Freshney ed. 1986)； Immobilized Cells and Enzymes (IRL P

10

20

30

40

50

(14) JP 2006-526385 A 2006.11.24



ress, 1986)； B. Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984)； the Metho
ds in Enzymology series (Academic Press, Inc.)特 に Vol. 154 & 155； Gene Transfer 
Vectors for Mammalian Cells (J.H. Miller and M.P. Calos eds. 1987, Cold Spring H
arbor Laboratory)； Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology (Mayer a
nd Walker, eds. 1987, Academic Press, London)； Scopes, (1987) Protein Purificati
on：  Principles and Practice, Second Edition (Springer Verlag, NY)； お よ び Handbo
ok of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D.M. Weir and C.C. Blackwell eds. 198
6)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る “ ポ リ ペ プ チ ド ” と い う 用 語 は 、 ペ プ チ ド 結 合 ま た は 改 変 ペ プ
チ ド 結 合 、 す な わ ち ペ プ チ ド イ ソ ス タ ー に よ っ て 互 い に 結 合 し た 2個 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 含
む 任 意 の ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 こ の 用 語 は 、 短 鎖 (ペ プ チ ド お よ び オ リ
ゴ ペ プ チ ド )お よ び 長 鎖 (タ ン パ ク 質 )の 両 方 を 指 す 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 成 熟 タ ン パ ク 質 の 形 態 を 有 す る も の で も よ く 、 ま た プ レ -、 プ
ロ -ま た は プ レ プ ロ -タ ン パ ク 質 で あ っ て プ レ -、 プ ロ -ま た は プ レ プ ロ -部 分 の 切 断 に よ っ
て 活 性 化 さ れ て 活 性 な 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る タ ン パ ク 質 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な
ポ リ ペ プ チ ド で は 、 プ レ -、 プ ロ -ま た は プ レ プ ロ -配 列 が リ ー ダ ー 配 列 も し く は 分 泌 配 列
で あ っ て も 、 ま た は 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 精 製 の た め に 用 い ら れ る 配 列 で あ っ て も よ い
。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 一 部 分 を 形 成 す る こ と が で き
る 。 例 え ば 、 1個 ま た は 2個 以 上 の 付 加 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と が し ば し ば 有 利 で あ り 、 前
記 付 加 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 分 泌 配 列 も し く は リ ー ダ ー 配 列 、 プ ロ -配 列 、 精 製 に 役 立 つ 配 列
、 ま た は 例 え ば 組 換 え 形 成 の 間 に よ り 高 い タ ン パ ク 質 安 定 性 を 付 与 す る 配 列 を 含 ん で も よ
い 。 あ る い は 、 ま た は 前 記 に 加 え て 、 前 記 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を 別 の 化 合 物 、 例 え ば 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド の 半 減 期 を 増 加 さ せ る よ う な 化 合 物 (例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )と 融 合 さ
せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 、 20の 遺 伝 子 コ ー ド ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い て も よ く 、 翻
訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ の よ う な 天 然 の 過 程 に よ っ て 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 化 学 的 改 変
技 術 に よ っ て 改 変 さ れ て い て も よ い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 一 般 的 に 存 在 す る 公 知 の 改
変 に は 、 グ リ コ シ ル 化 、 脂 質 付 加 、 硫 化 、 γ -カ ル ボ キ シ ル 化 (例 え ば グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の
)、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 お よ び ADP-リ ボ シ ル 化 が あ る 。 他 の 可 能 な 改 変 に は 、 ア セ チ ル 化 、 ア
シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 付 加 、 ヘ ム 部 分 の 共 有 結 合 付 加 、 ヌ ク レ オ チ ド ま
た は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結 合 付 加 、 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 付 加 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ
ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 付 加 、 架 橋 、 環 状 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結
合 架 橋 の 形 成 、 シ ス テ イ ン の 形 成 、 ピ ロ グ ル タ メ ー ト の 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 GPIア ン カ ー
形 成 、 ヨ ウ 素 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 酸 化 、 タ ン パ ク 分 解 性 プ ロ セ ッ シ ン グ 、 リ
ン 酸 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 タ ン パ ク 質 へ の ト ラ ン ス フ ァ ー RNA媒 介
性 ア ミ ノ 酸 付 加 (例 え ば ア ル ギ ニ ル 化 )お よ び ユ ビ キ チ ン 結 合 が 含 ま れ る 。
　 改 変 は 、 ペ プ チ ド 骨 格 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 お よ び ア ミ ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド 内 の い ず れ の 場 所 に 存 在 し て も よ い 。 実 際 、 共 有 結 合 修 飾 に よ る ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 末 端 も し く は カ ル ボ キ シ 末 端 ま た は そ の 両 端 の ブ ロ ッ ク (blockage)は 、 天 然 に 存
在 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 合 成 ポ リ ペ プ チ ド で 一 般 的 で あ り 、 そ の よ う な 改 変 は 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド に も 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 内 に 生 じ る 改 変 は 、 多 く の 場 合 ポ リ ペ プ チ ド が 生 成 さ れ る 方 法 の 関 数 で あ
ろ う 。 組 換 え に よ っ て 生 成 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に つ い て 、 改 変 の 性 質 お よ び 程 度 は 大 部 分
が 、 特 定 の 宿 主 細 胞 の 翻 訳 後 修 飾 能 力 お よ び 問 題 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 存 在 し
て い る 改 変 シ グ ナ ル に よ っ て 決 定 さ れ る で あ ろ う 。 例 え ば 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン は 、 異
な る 種 類 の 宿 主 細 胞 間 で 変 動 す る 。
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　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 任 意 の 適 切 な 様 式 で 調 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ポ リ
ペ プ チ ド に は 、 単 離 さ れ た 天 然 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 細 胞 培 養 物 か ら 精 製 さ
れ る )、 組 換 え 的 に 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド (融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む )、 合 成 的 に 生 成 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 前 記 方 法 の 組 合 せ に よ っ て 生 成 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 INSP100ポ リ ペ プ チ ド あ る い は I
NSP104ポ リ ペ プ チ ド と 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 と し て 、 ポ
リ ペ プ チ ド の 一 方 の 配 列 が 他 方 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 に 対 し て 充 分 に 高 い 同 一 性 ま た は 類
似 性 を 有 す る 場 合 、 2種 の ポ リ ペ プ チ ド が “ 相 同 で あ る ” と 称 さ れ る 。 “ 同 一 性 ” と は 、
ア ラ イ ン メ ン ト を 施 し た 配 列 の ど の 特 定 の 場 所 に お い て も 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 前 記 配 列 間 で
同 一 で あ る こ と を 示 す 。 “ 類 似 性 ” は 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 施 し た 配 列 の い ず れ の 特 定 の 場
所 に お い て も 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 前 記 配 列 間 で 類 似 の 種 類 で あ る こ と を 示 す 。 同 一 性 お よ び
類 似 性 の 度 合 い は 、 容 易 に 計 算 す る こ と が で き る (Computational Molecular Biology, A.
M. Lesk ed., Oxford University Press, New York, 1988； Biocomputing. Informatics 
and Genome Projects, D.W. Smith ed., Academic Press, New York, 1993； Computer An
alysis of Sequence Data, Part 1, A.M. Griffin and H.G. Griffin eds., Humana Pres
s, New Jersey, 1994； Sequence Analysis in Molecular Biology, G. von Heinje, Acad
emic Press, 1987； お よ び Sequence Analysis Primer, M. Gribskov and J. Devereux ed
s., M. Stockton Press, New York, 1991)。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 し た が っ て 、 相 同 な ポ リ ペ プ チ ド に は 、 INSP100ポ リ ペ プ チ ド お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ
ド の 天 然 の 生 物 学 的 変 種 (例 え ば 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 由 来 し た 種 に お け る 対 立 形 質 変 種 ま
た は 地 理 的 変 種 )お よ び 変 異 体 (例 え ば ア ミ ノ 酸 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 を 含 む 変 異 体 )が 含
ま れ る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 1個 ま た は 2個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 保 存 的 ま た は 非 保 存 的
ア ミ ノ 酸 残 基 (好 ま し く は 保 存 的 ア ミ ノ 酸 残 基 )で 置 換 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で も
よ く 、 さ ら に こ の よ う な 置 換 ア ミ ノ 酸 残 基 は 遺 伝 コ ー ド で コ ー ド さ れ た も の で も そ う で な
く て も よ い 。 典 型 的 な 前 記 の 置 換 は 、 Ala、 Val、 Leuお よ び Ile間 で ； Serと Thr間 で ； 酸 性
残 基 Aspと Glu間 で ； Asnと Gln間 で ； 塩 基 性 残 基 Lysと Arg間 で ； ま た は 芳 香 族 残 基 Pheと Tyr
間 で 生 じ る 。 特 に 好 ま し い も の は 、 い く つ か の 、 す な わ ち 5か ら 10、 1か ら 5、 1か ら 3、 1か
ら 2、 ま た は 単 に 1つ の ア ミ ノ 酸 が 任 意 の 組 合 せ で 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 さ れ た 変 種 で あ る
。 と り わ け 好 ま し い も の は 、 タ ン パ ク 質 の 特 性 お よ び 活 性 を 変 化 さ せ な い サ イ レ ン ト 置 換
、 付 加 お よ び 欠 失 で あ る 。 ま た 、 そ の 際 と り わ け 好 ま し い も の は 、 保 存 的 置 換 で あ る 。 前
記 変 異 体 に は 、 1つ ま た は 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 基 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド も 含 ま れ る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 2つ の ポ リ ペ プ チ ド 間 で 30％ を 越 え る 同 一 性 が 、 機 能 的 等 価 物 の 指 標 で あ
る と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は 、 IN
SP100ポ リ ペ プ チ ド ま た は INSP104ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は そ れ ら の 活 性 フ ラ グ メ ン ト と 、 IN
SP100ま た は INSP104配 列 の 完 全 長 に わ た り 90％ を 越 え る 配 列 同 一 性 の 度 合 い を 有 す る 。 よ
り 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ ぞ れ INSP100配 列 ド ま た は INSP104配 列 の 完 全 長 に わ た り
92％ 、 95％ 、 98％ ま た は 99％ を 越 え る 同 一 性 の 度 合 い を 有 す る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 機 能 的 に 等 価 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 に よ り コ
ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 :2ま た は 配 列 番 号 :4を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発
明 の 機 能 的 に 等 価 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 に よ り コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸
配 列 、 配 列 番 号 :2ま た は 配 列 番 号 :4と 、 少 な く と も 85％ 、 90％ 、 95％ 、 97％ ま た は 99％ の
配 列 同 一 性 で あ る 配 列 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 機 能 的
に 等 価 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ ク ソ ン 2の 伸 長 部 分 に よ り コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な
く と も 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ ま た は 95％ に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は エ ク ソ
ン 2の 伸 長 部 分 に よ り コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 少 な く と も 85％ 、 90％ 、 95％ 、 97％
ま た は 99％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 の 少 な く と も 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ ま た は
95％ に 相 当 す る フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。
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　 適 当 な こ と に 、 本 発 明 の 機 能 的 に 等 価 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 成 長 ホ ル モ ン と し て 機 能 す る
か 、 ま た は 配 列 番 号 :6に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 特 異 的 で あ る 抗 原 決 定 基 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 構 造 的 ア ラ イ ン メ ン ト の 1
つ ま た は 2つ 以 上 の 技 術 を 用 い て 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 バ イ
オ ペ ン ジ ウ ム (Biopendium)検 索 デ ー タ ベ ー ス の 作 製 に 用 い ら れ る 検 索 ツ ー ル の 一 角 を 構 成
す る イ ン フ ァ ー マ テ ィ カ =ゲ ノ ム ス レ ッ ダ ー (Inpharmatica Genome Threader)(商 標 )技 術
を 用 い て (WO 01/69507を 参 照 さ れ た い )、 INSP100ポ リ ペ プ チ ド ま た は INSP104ポ リ ペ プ チ
ド と 比 較 し て 低 い 配 列 同 一 性 し か も た な い が 、 成 長 ホ ル モ ン タ ン パ ク 質 で あ る と 推 定 さ れ
る 現 在 未 知 の 機 能 の ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と が で き 、 こ の 方 法 は 、 INSP100ま た は INS
P104ポ リ ペ プ チ ド リ ペ プ チ ド 配 列 と の 有 意 な 構 造 的 相 同 性 を 共 有 す る こ と に 基 づ き 、 本 発
明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 。 “ 有 意 な 構 造 的 相 同 性 ” と は 、 イ ン フ ァ ー マ
テ ィ カ =ゲ ノ ム ス レ ッ ダ ー (商 標 )が 、 2つ の タ ン パ ク 質 は 少 な く と も 10％ 以 上 の 確 実 性 を 有
し て 構 造 的 相 同 性 を 共 有 す る と 予 測 す る こ と を 意 味 す る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 INSP100ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト お よ
び INSP100ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 等 価 物 の フ ラ グ メ ン ト を 含 む が 、 た だ し こ れ ら フ ラ グ メ
ン ト が 成 長 ホ ル モ ン 活 性 を 保 持 す る か ま た は INSP100ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を
有 す る こ と を 条 件 と す る 。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 INSP104ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト お よ
び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 等 価 物 の フ ラ グ メ ン ト を 含 む が 、 た だ し こ れ ら フ ラ グ メ
ン ト が 成 長 ホ ル モ ン 活 性 を 保 持 す る か ま た は INSP104ポ リ ペ プ チ ド と 共 通 の 抗 原 決 定 基 を
有 す る こ と を 条 件 と す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い る 、 “ フ ラ グ メ ン ト ” と い う 用 語 は 、 INSP100ま た は INSP104ポ リ
ペ プ チ ド ま た は そ の 機 能 的 等 価 物 の １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 (全 体 で は な い が )と 同 じ ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 前 記 フ ラ グ メ ン ト は 、 前 記 配 列 に 由 来 す る 少 な
く と も n個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む べ き で あ り 、 さ ら に 個 々 の 配 列 に 応 じ て nは 好 ま し く
は 7ま た は そ れ よ り 大 き い (例 え ば 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 25ま た は そ れ よ り 大 き い )
。 小 さ な フ ラ グ メ ン ト は 、 抗 原 決 定 基 を 構 成 す る こ と が で き る 。
　 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 “ 独 立 的 存 在 (free-standing)” 、 す な わ ち 、 他 の ア ミ ノ
酸 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 で も な く 、 他 の ア ミ ノ 酸 も し く は ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 に 融
合 さ れ て い る の で も な い も の で あ っ て も よ く 、 ま た は よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド に 含 ま れ て
、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 一 部 分 ま た は 領 域 を 形 成 し て も よ い 。 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド の 内
部 に 含 ま れ て い る 場 合 、 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト は 、 最 も 好 ま し く は 連 続 す る 単 一 の 領 域 を
形 成 す る 。 例 え ば あ る 種 の 好 ま し い 態 様 は 、 前 記 フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 末 端 に 融 合 し た プ
レ － お よ び ／ も し く は プ ロ － ポ リ ペ プ チ ド 領 域 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト 、 な ら び に ／ ま た は
前 記 フ ラ グ メ ン ト の カ ル ボ キ シ 末 端 に 融 合 し た 付 加 的 領 域 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト に 関 す る
。 し か し な が ら 、 い く つ か の フ ラ グ メ ン ト が 単 一 の よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 に 含 ま
れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 免 疫 原 性 フ ラ グ メ ン ト (少 な く と も １ つ の 抗 原 決 定 基
を 含 む )を 用 い 、 例 え ば ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と い っ た 、 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド に 免 疫 特 異 的 な リ ガ ン ド を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 を 用 い 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る ク ロ ー ン を 単 離 も し く は 同 定 す る か 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る こ と が で き る 。 前 記 抗 体 は ま た
、 当 業 者 に は 明 ら か な よ う に 、 他 の 用 途 の う ち 診 断 的 ま た は 治 療 的 補 助 と し て も 用 い る こ
と が で き る 。
　 “ 免 疫 特 異 的 ” と い う 用 語 は 、 抗 体 が 、 先 行 技 術 に お け る 他 の 近 縁 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す
る 親 和 性 よ り も 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 実 質 的 に 強 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 意 味
す る 。 本 明 細 書 で 用 い る “ 抗 体 ” と い う 用 語 は 、 完 全 な 分 子 だ け で な く 問 題 の 抗 原 決 定 基
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と 結 合 す る こ と が で き る そ の フ ラ グ メ ン ト 、 例 え ば Fab、 F(ab’ )2お よ び Fvも 指 す 。 し た
が っ て 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 。
　 用 語 “ 免 疫 特 異 性 ” は 、 抗 体 が 公 知 の ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B； Q14407)
に 対 す る よ り も 、 配 列 番 号 :8ま た は 配 列 番 号 :10の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 実 質 的 に よ り 大
き い 親 和 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。 ま た 用 語 “ 免 疫 特 異 性 ” は 、 抗 体 が 公 知 の ヒ ト 絨 毛
性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A；  P01243)に 対 す る よ り も 、 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :1
2の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 実 質 的 に よ り 大 き い 親 和 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
　 “ 実 質 的 に よ り 大 き い 親 和 性 ” と は 、 hCS-B(Q14407)に 対 す る 親 和 性 と 比 べ 、 配 列 番 号 :
8ま た は 配 列 番 号 :10の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 親 和 性 が 測 定 可 能 に 増 加 し て い る こ と を 意 味
し て い る 。 好 ま し く は 、 こ の 親 和 性 は 、 配 列 番 号 :8ま た は 配 列 番 号 :10の ポ リ ペ プ チ ド に
対 し て 、 hCS-B(Q14407)に 対 す る よ り も 、 少 な く と も 1.5-倍 、 2-倍 、 5-倍 、 10-倍 、 100-倍
、 10 3 -倍 、 10 4 -倍 、 10 5 -倍 ま た は 10 6 倍 強 い 。
　  “ 実 質 的 に よ り 大 き い 親 和 性 ” と は 、 hCS-A(P01243)に 対 す る 親 和 性 と 比 べ 、 配 列 番 号
:10ま た は 配 列 番 号 :12へ の 親 和 性 が 測 定 可 能 に 増 加 し て い る こ と を 意 味 し て い る 。 好 ま し
く は 、 親 和 性 は 、 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :12の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 hCS-A(P01243
)に 対 す る よ り も 、 少 な く と も 1.5-倍 、 2-倍 、 5-倍 、 10-倍 、 100-倍 、 10 3 -倍 、 10 4 -倍 、 10
5 -倍 ま た は 10 6 倍 強 い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 所 望 さ れ る 場 合 、 選 択 さ れ る 哺 乳 類 、 例 え ば マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ヤ
ギ ま た は ウ マ が 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド で 免 疫 さ れ 得 る 。 動 物 を 免 疫 す る た
め に 用 い ら れ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 組 換 え DNA技 術 に よ る も の で も よ く 、 ま た は 化 学 的 に 合
成 さ れ て も よ い 。 所 望 す る 場 合 に は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 担 体 タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る こ
と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 一 般 的 に 用 い ら れ 得 る
担 体 に は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 チ ロ グ ロ ブ リ ン お よ び キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ
ン が 含 ま れ る 。 次 に 、 前 記 結 合 ポ リ ペ プ チ ド が 用 い ら れ て 、 動 物 が 免 疫 さ れ る 。 免 疫 し た
動 物 か ら 血 清 が 採 集 さ れ 、 既 知 の 方 法 、 例 え ば イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に し た が っ て 処 理 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も ま た 、 当 業 者 は 容 易
に 生 成 で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る 一 般 的 な 方 法
論 は 、 周 知 で あ る (例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Kohler G & Milstein C, Nature, 256:49
5-497(1975)； Kozbor et al., Immunology Today, 4:72(1983)； Cole et al., 77-96 “ M
onoclonal Antibodies and Cancer Treatment” , Alan R. Liss, Inc. (1985))。
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 生 成 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の パ ネ ル (p
anels)を 種 々 の 特 性 、 す な わ ち ア イ ソ タ イ プ 、 エ ピ ト ー プ 、 親 和 性 な ど に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 そ れ ら を 作 ら せ た 個 々 の ポ リ ペ プ チ ド
の 精 製 に 特 に 有 用 で あ る 。 あ る い は 、 対 象 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、
例 え ば 当 技 術 分 野 で 知 ら れ る PCR技 術 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ か ら 単 離 し 、 さ ら に ク ロ ー
ニ ン グ し 適 切 な ベ ク タ ー で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
　 ま た 、 非 ヒ ト 可 変 領 域 が ヒ ト 定 常 領 域 と 結 合 ま た は 融 合 さ れ て い る キ メ ラ 抗 体 (例 え ば
以 下 を 参 照 さ れ た い ： Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84： 3439(1987))も 有
用 で あ り 得 る 。
　 抗 体 は 、 例 え ば ヒ ト 化 に よ り 、 改 変 し て 個 体 で の 免 疫 原 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き る (
例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Jones et al., Nature, 321:522(1986)；  Verhoeyen et al.
, Science, 239:1534(1988)； Kabat et al., J. Immunol., 147:1709(1991)； Queen et a
l., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:10029(1989)； Gorman et al., Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, 88:34181(1991)；  Hodgson et al., Bio/Technology, 9:421(1991))。 本 明 細
書 で 用 い ら れ る “ ヒ ト 化 抗 体 ” と い う 用 語 は 、 非 ヒ ト ド ナ ー 抗 体 の 重 鎖 お よ び ／ ま た は 軽
鎖 の 可 変 ド メ イ ン 中 の CDRア ミ ノ 酸 お よ び 選 択 し た 他 の ア ミ ノ 酸 が ヒ ト 抗 体 の 等 価 な ア ミ
ノ 酸 に 代 え て 置 換 さ れ て い る 抗 体 分 子 を 指 す 。 し た が っ て 、 ヒ ト 化 抗 体 は ヒ ト の 抗 体 と よ
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く 似 て い る が 、 ド ナ ー 抗 体 の 結 合 能 力 を 有 す る 。
　 ま た 別 の 選 択 肢 で は 、 抗 体 は 、 2つ の 異 な る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 有 し 、 そ の 各 ド メ イ ン
が 異 な る エ ピ ト ー プ に 向 け ら れ て い る “ 二 重 特 異 性 ” 抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 技 術 を 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 活 性 を 有 す る
抗 体 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 、 関 連 す る 抗 体 の 保 有 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た ヒ ト
由 来 の リ ン パ 球 の PCR増 幅 V-遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー 、 ま た は 未 感 作 ラ イ ブ ラ リ ー の い ず れ か
か ら 選 択 す る こ と が で き る (J. McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990)； J. Ma
rks et al., Biotechnology, 10:779-783 (1992))。 前 記 抗 体 の 親 和 性 は 、 鎖 の シ ャ ッ フ
リ ン グ に よ っ て 改 善 す る こ と も で き る (T. Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991
))。
　 上 記 の 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ た 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ れ モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ れ 、
免 疫 ア ッ セ イ 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)ま た は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)で 試
薬 と し て 用 い る こ と が で き る と い う 点 で 、 更 な る 有 用 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 用 途 で は 、 こ
れ ら 抗 体 を 、 分 析 的 に 検 出 可 能 な 試 薬 (例 え ば 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 分 子 ま た は 酵 素 )で 標
識 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 第 二 お よ び 第 三 の 特 徴 の 好 ま し い 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配
列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10ま た は 配 列 番 号 ： 12に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 な
ら び に 機 能 的 に 等 価 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の で あ る 。 こ れ ら 核 酸 分 子 は 、 本 明 細
書 に 記 載 し た 方 法 お よ び 用 途 で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 好 ま し く は 本
明 細 書 で 開 示 さ れ る 配 列 に 由 来 す る 少 な く と も n個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ の
場 合 、 前 記 個 々 の 配 列 に 応 じ て nは 10ま た は そ れ よ り 大 き い (例 え ば 12、 14、 15、 18、 20、
25、 30、 35、 40ま た は そ れ よ り 大 き い )。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 上 述 の 核 酸 分 子 に 相 補 的 な 配 列 も 含 む (例 え ば ア ン チ セ ン ス ま た
は プ ロ ー ブ と し て の 目 的 の た め に )。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 RNA(例 え ば mRNA)、 ま た は DNA(例 え ば cDNA、 合 成 DNAま た は ゲ ノ ム
DNAを 含 む )の 形 態 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 、 化 学
合 成 技 術 に よ っ て 、 ま た は そ れ ら の 組 合 せ に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 前 記 核 酸 分 子 は 、
固 相 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成 の よ う な 技 術 を 用 い る 化 学 合 成 に よ っ て 、 ゲ ノ ム ま た は
cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 ま た は 生 物 体 か ら の 分 離 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 RNA分
子 は 、 一 般 的 に は DNA配 列 の in vitroま た は in vivo転 写 に よ っ て 作 製 さ れ 得 る 。
　 核 酸 分 子 は 、 二 本 鎖 で も 一 本 鎖 で も よ い 。 一 本 鎖 DNAは 、 コ ー ド 鎖 (セ ン ス 鎖 と し て も 知
ら れ る )で も 、 非 コ ー ド 鎖 (ア ン チ セ ン ス 鎖 と も 称 さ れ る )で も よ い 。
　 “ 核 酸 分 子 ” と い う 用 語 に は 、 DNAお よ び RNAの ア ナ ロ グ (例 え ば 改 変 骨 格 を 含 む も の )、
な ら び に ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)も 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ PNA” と い う 用 語 は 、 ア
ン チ セ ン ス 分 子 ま た は 抗 遺 伝 子 (anti-gene)作 用 因 子 を 指 し 、 長 さ が 少 な く と も 5ヌ ク レ オ
チ ド で あ っ て ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド 骨 格 に 結 合 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ の
ペ プ チ ド 骨 格 は 好 ま し く は リ ジ ン で 終 わ る 。 前 記 末 端 リ ジ ン は 当 該 組 成 物 に 可 溶 性 を 付 与
す る 。 PNAは 、 PEG化 (pegylated)さ れ て 細 胞 内 で の 寿 命 が 延 長 さ れ て も よ く 、 細 胞 内 で は
、 PNAは 優 先 的 に 相 補 性 一 本 鎖 DNAお よ び RNAと 結 合 し て 転 写 物 の 伸 長 を 停 止 さ せ る (P.E. N
ielsen et al., Anticancer Drug Des., 8:53-63 (1993))。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 は 、 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た 核 酸 分 子 の
1種 ま た は 2種 以 上 の コ ー ド 配 列 と 同 じ で あ っ て 良 い 。
　 こ れ ら の 分 子 は ま た 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 退 の 結 果 と し て 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配
列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10ま た は 配 列 番 号 ： 12の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
配 列 と 異 な る 配 列 を 有 す る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 そ の よ う な 核 酸 分 子 に は 、 そ れ 自 体 で 成 熟 な ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 ； 成 熟 ポ リ ペ プ
チ ド の コ ー ド 配 列 お よ び 付 加 コ ー ド 配 列 (例 え ば リ ー ダ ー 配 列 ま た は 分 泌 配 列 を コ ー ド す
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る も の )、 例 え ば プ ロ -、 プ レ -ま た は プ レ プ ロ -ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る も の ； 前 述
の 付 加 的 コ ー ド 配 列 を 伴 っ て 、 ま た は 伴 わ な い で 、 さ ら に 付 加 的 な 非 コ ー ド 配 列 (非 コ ー
ド 5’ お よ び 3’ 配 列 を 含 む )を 伴 う 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 が 含 ま れ る が 、 た だ し
こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 前 記 の 非 コ ー ド 5’ お よ び 3’ 配 列 は 、 例 え ば 転 写 さ れ る 非 翻 訳 配 列
で 、 転 写 (終 止 シ グ ナ ル を 含 む )、 リ ボ ソ ー ム 結 合 お よ び mRNA安 定 性 に お い て 役 割 を 果 た す
も の で あ る 。 前 記 核 酸 分 子 は 、 更 な る 機 能 性 を 提 供 す る ア ミ ノ 酸 の よ う な 付 加 ア ミ ノ 酸 を
コ ー ド す る 付 加 配 列 を 含 む こ と も で き る 。
　 本 発 明 の 第 二 お よ び 第 三 の 特 徴 の 核 酸 分 子 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド お よ
び フ ラ グ メ ン ト の 機 能 的 等 価 物 お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト も コ ー ド し 得 る 。 そ の よ う な
核 酸 分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る 変 種 、 例 え ば 天 然 に 存 在 す る 対 立 形 質 変 種 で あ っ て も 、 ま た
は 前 記 分 子 は 天 然 に 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い な い 変 種 で あ っ て も よ い 。 前 記 の よ う な 天
然 に 存 在 し な い 核 酸 分 子 の 変 種 は 、 突 然 変 異 誘 発 技 術 (核 酸 分 子 、 細 胞 ま た は 生 物 に 対 し
て 適 用 さ れ る 技 術 が 含 ま れ る )に よ っ て 達 成 で き る 。
　 こ の よ う な 変 種 の 中 で は 、 特 に ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 に よ っ て 前 述 の 核
酸 分 子 と 異 な る 変 種 が 挙 げ ら れ る 。 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 に は 、 １ 個 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド
が 関 与 し 得 る 。 変 種 は 、 コ ー ド 領 域 ま た は 非 コ ー ド 領 域 ま た は そ の 両 方 に お い て 改 変 さ れ
て い て も よ い 。 コ ー ド 領 域 に お け る 改 変 は 、 保 存 的 ま た は 非 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失
ま た は 挿 入 を 生 成 し 得 る 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は ま た 、 多 様 な 理 由 で 、 当 技 術 分 野 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る 方 法 を 用
い て 操 作 さ れ て も よ く 、 前 記 方 法 と し て は 、 遺 伝 子 産 物 (ポ リ ペ プ チ ド )の ク ロ ー ニ ン グ 、
プ ロ セ ッ シ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現 の 改 変 が 挙 げ ら れ る 。 ラ ン ダ ム フ ラ グ メ ン ト 化 に よ る
DNAシ ャ ッ フ リ ン グ な ら び に 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト お よ び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCRリ ア
ッ セ ン ブ リ ー は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 操 作 に 用 い ら れ 得 る 技 術 に 含 ま れ る 。 部 位 特 異 的 突
然 変 異 誘 発 を 用 い て 、 新 規 な 制 限 部 位 の 挿 入 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 、 コ ド ン の 優
先 性 の 変 更 、 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 の 生 成 、 変 異 の 導 入 な ど を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 結 合 核 酸 分 子 が 融 合 タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る よ う に 、 異 種 配 列 に 連 結 さ れ て も よ い 。 前 記 の よ う な 結 合 核 酸 分 子 は
本 発 明 の 第 二 ま た は 第 三 の 特 徴 に 包 含 さ れ る 。 例 え ば 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 阻 害 物
質 に つ い て ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 前 記 の よ う な 結 合 核 酸 分
子 を 用 い て 、 市 販 の 抗 体 に よ り 認 識 さ れ 得 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る こ と は 、 有 用 で
あ り 得 る 。 融 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 と 異 種 タ ン パ ク 質 配 列 と の
間 に 位 置 す る 切 断 部 位 を 含 む よ う に 操 作 し 、 そ れ に よ っ て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 異 種 タ ン パ
ク 質 か ら 切 り 離 し て 精 製 す る こ と が で き る よ う に し て も よ い 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 部 分 的 に 相 補 的
で あ り 、 し た が っ て そ の コ ー ド 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る (ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン )
ア ン チ セ ン ス 分 子 も 含 ま れ る 。 そ の よ う な ア ン チ セ ン ス 分 子 (例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )
は 、 当 業 者 に は よ く 知 ら れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 標 的 核 酸 を 認 識
し 、 そ の 標 的 核 酸 と 特 異 的 に 結 合 し て そ の 転 写 を 妨 げ る よ う に 設 計 す る こ と が で き る (例
え ば 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： J.S. Cohen, Trends in Pharm. Sci., 10:435 (1989)；
J. Okano, Neurochem., 56:560 (1991)； J. O’  Connor, Neurochem., 56:560 (1991)； L
ee et al., Nucleic Acids Res., 6:3073 (1979)； Cooney et al., Science, 241:456 (1
988)； Dervan et al., Science, 251:1360 (1991))。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ” と い う 用 語 は 、 2つ の 核 酸 分 子 が 水
素 結 合 に よ っ て 互 い に 会 合 す る こ と を 指 す 。 典 型 的 に は 、 1つ の 分 子 が 固 相 支 持 体 に 固 定
さ れ 、 他 方 は 溶 液 中 で 遊 離 し て い る で あ ろ う 。 次 に 、 2つ の 分 子 は 、 水 素 結 合 に 適 し た 条
件 下 で 互 い に 接 触 さ せ ら れ 得 る 。 前 記 結 合 に 影 響 す る 因 子 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 溶 媒 の 種
類 お よ び 体 積 ； 反 応 温 度 ； ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 時 間 ； 攪 拌 ； 液 相 分 子 の 固 相 支 持 体
へ の 非 特 異 的 結 合 を 妨 害 す る 薬 剤 (デ ン ハ ル ト 試 薬 、 ま た は BLOTTO)； 分 子 の 濃 度 ； 分 子 の
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結 合 速 度 を 増 加 さ せ る 化 合 物 の 使 用 (硫 酸 デ キ ス ト ラ ン ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )；
お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 く 洗 浄 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー (Sambrook et al.(
上 掲 書 )を 参 照 さ れ た い )。
　 完 全 に 相 補 的 な 分 子 と 標 的 分 子 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 阻 害 は 、 当 業 者 に 知 ら れ
る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 用 い て 調 べ る こ と が で き る (例 え ば Sambrook et al.
(上 掲 書 )を 参 照 さ れ た い )。 し た が っ て 、 実 質 的 に 相 同 な 分 子 は 、 文 献 (G.M. Wahl and S.
L. Berger, Methods Enzymol., 152:399-407 (1987)； A.R. Kimmel, Methods Enzymol., 
152:507-511 (1987))で 教 示 さ れ る よ う に 、 完 全 に 相 同 な 分 子 と 標 的 分 子 と の 結 合 を 種 々
の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で 競 合 さ せ 阻 害 す る で あ ろ う 。
　 “ ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ” と は 、 異 な る 分 子 の 会 合 よ り も 非 常 に 類 似 し た 分 子 の 会 合 に 適
し た 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 に お け る 条 件 を 指 す 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 以 下 を 含 む 溶 液 (50％ の ホ ル ム ア ミ ド 、 5倍 の SSC(150mM NaCl、
15mMク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム )、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH7.6)、 5倍 の デ ン ハ ル ト 溶 液 、 10
％ の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び 20μ g/mLの 変 性 せ ん 断 サ ケ 精 子 DNA)中 で 42℃ に て 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 続 い て フ ィ ル タ ー を 約 65℃ に て 0.1倍 の SSC中 で 洗 浄 す る と 定 義 さ れ る
。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 35℃ に て 実 施 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 を 含 む
(Sambrook et al.(上 掲 書 )を 参 照 さ れ た い )。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 用
い ら れ る 条 件 は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の こ の 特 徴 の 好 ま し い 態 様 は 、 INSP100核 酸 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 全 長 に
わ た っ て 少 な く と も 80％ 、 85％ ま た は 90％ 同 一 で あ る 核 酸 分 子 、 お よ び そ の よ う な 核 酸 分
子 と 実 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の こ の 特 徴 の 核 酸 分 子 は 、 そ の よ う な コ ー ド 配 列 の 全 長 に わ た っ て
少 な く と も 92％ 同 一 の 領 域 を 含 む か ま た は こ れ ら と 相 補 的 な 核 酸 分 子 で あ る 。 こ れ に 関 し
て は 、 そ の よ う な 核 酸 分 子 の 全 長 に わ た っ て 少 な く と も 95％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 98％
ま た は 99％ 同 一 の 核 酸 分 子 が 特 に 好 ま し い 。 こ の 特 徴 の 好 ま し い 態 様 は 、 INSP100ポ リ ペ
プ チ ド と 同 じ 生 物 学 的 機 能 ま た は 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸
分 子 で あ る 。
　 本 発 明 の こ の 特 徴 の 好 ま し い 態 様 は 、 INSP104核 酸 分 子 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 全 長 に
わ た っ て 少 な く と も 80％ 、 85％ ま た は 90％ 同 一 で あ る 核 酸 分 子 、 お よ び そ の よ う な 核 酸 分
子 と 実 質 的 に 相 補 的 な 核 酸 分 子 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の こ の 特 徴 の 核 酸 分 子 は 、 そ の よ う な コ ー ド 配 列 の 全 長 に わ た っ て
少 な く と も 92％ 同 一 の 領 域 ま た は こ れ ら と 相 補 的 な 核 酸 分 子 を 含 む 。 こ れ に 関 し て は 、 そ
の よ う な 核 酸 分 子 の 全 長 に わ た っ て 少 な く と も 95％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 98％ ま た は 99
％ 同 一 の 核 酸 分 子 が 特 に 好 ま し い 。 こ の 特 徴 の 好 ま し い 態 様 は 、 INSP104ポ リ ペ プ チ ド と
同 じ 生 物 学 的 機 能 ま た は 活 性 を 実 質 的 に 保 持 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 で あ
る 。
　 本 発 明 は ま た 、 以 下 の 工 程 を 含 む 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る ： (a)
二 重 鎖 を 形 成 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 本 発 明 の 核 酸 プ ロ ー ブ を 生 物 学 的 サ
ン プ ル と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び (b)形 成 さ れ た 前 記 の 二 重 鎖 を 全 て 検 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に し た が っ て 利 用 し 得 る ア ッ セ イ に 関 連 し て 下 記 で さ ら に 考 察 す る よ う に 、 上 述
の 核 酸 分 子 を RNA、 cDNAま た は ゲ ノ ム DNAに 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て
用 い て 、 INSP100ポ リ ペ プ チ ド ま た は INSP104ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 完 全 長 cDNAお よ び
ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 し 、 さ ら に こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 高 い 配 列 類 似 性
を 有 す る 相 同 遺 伝 子 ま た は オ ー ソ ロ グ 遺 伝 子 の cDNAま た は ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す る こ と
が で き る 。
　 こ れ に 関 し て は 、 当 技 術 分 野 で 既 知 の 他 の 技 術 の う ち 、 特 に 以 下 の 技 術 を 利 用 す る こ と
が で き 、 こ れ ら の 技 術 は 、 例 示 と し て 下 記 で 考 察 さ れ る 。 DNAの シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び
解 析 の 方 法 は 周 知 で あ っ て 、 当 技 術 分 野 で は 一 般 的 に 利 用 可 能 で あ り 、 本 明 細 書 で 考 察 さ
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れ る 本 発 明 の 態 様 の 多 く を 実 施 す る た め に 実 際 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 で
は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ の ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト 、 シ ー ク エ ナ ー ゼ (US Biochemical Corp.
, Cleaveland, OH)、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ (Perkin Elmer)、 耐 熱 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ (Amersham,
 Chicago, IL)、 ま た は ポ リ メ ラ ー ゼ と 校 正 エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ の 組 合 せ (例 え ば 市 販 (Gib
co/BRL, Gaithersburg, MD)の ELONGASE増 幅 シ ス テ ム で 見 出 さ れ る よ う な も の )の よ う な 酵
素 を 利 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 シ ー ク エ ン シ ン グ 過 程 は 、 例 え ば ハ ミ ル ト ン マ
イ ク ロ ラ ブ (Hamilton Micro Lab)2200(Hamilton, Reno, NV)、 ペ ル テ ィ エ サ ー マ ル サ イ ク
ラ ー (Peltier Thermal Cycler)PTC200(MJ Research, Watertown, MA)、 ABIカ タ リ ス ト な
ら び に 373お よ び 377DNAシ ー ク エ ン サ ー (Perkin Elmer)の よ う な 機 器 を 用 い て 自 動 化 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 INSP100ポ リ ペ プ チ ド ま た は INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 と 等 価 な 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 単 離 す る 方 法 の １ つ は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 標 準 的 な
手 法 を 用 い 、 天 然 の プ ロ ー ブ ま た は 人 工 的 に 設 計 し た プ ロ ー ブ に よ り ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー
ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 探 索 す る こ と で あ る (例 え ば 以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： “ Cur
rent Protocols in Molecular Biology” , Ausubel et al.(eds), Greene Publishing As
sociation and John Wiley Interscience, New York, 1989, 1992)。 特 に 有 用 な プ ロ ー ブ
は 、 適 切 な コ ー ド 遺 伝 子 (配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 9ま た は
配 列 番 号 ： 11)に 由 来 す る 核 酸 配 列 に 対 応 す る か 、 ま た は 前 記 配 列 と 相 補 的 で あ っ て 、 少
な く と も 15、 好 ま し く は 少 な く と も 30、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 50の 連 続 す る 塩 基 を
含 む プ ロ ー ブ で あ る 。 好 ま し く は 、 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 INSP100ま た は INSP104の エ ク
ソ ン 2の 伸 長 部 分 の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド し て い る 核 酸 配 列 に 対 応 す る か 、 ま た は 相 補
的 で あ る 、 少 な く と も 15、 好 ま し く は 少 な く と も 30、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 50個 の 連
続 塩 基 を 含 む プ ロ ー ブ が 提 供 さ れ る 。
　 前 記 の よ う な プ ロ ー ブ は 、 分 析 的 に 検 出 可 能 な 試 薬 で 標 識 し て 、 前 記 プ ロ ー ブ の 識 別 を
容 易 に す る こ と が で き る 。 有 用 な 試 薬 に は 、 放 射 性 同 位 元 素 、 蛍 光 色 素 、 お よ び 検 出 可 能
な 生 成 物 の 形 成 を 触 媒 し 得 る 酵 素 が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の
プ ロ ー ブ を 用 い て 、 当 業 者 は 、 ヒ ト 、 哺 乳 類 ま た は 他 の 動 物 供 給 源 か ら 対 象 の タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る ゲ ノ ム DNA、 cDNAま た は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 的 な コ ピ ー を 単 離 し 、 近
縁 配 列 、 例 え ば 前 記 の フ ァ ミ リ ー 、 タ イ プ お よ び ／ ま た は サ ブ タ イ プ に 属 す る ま た 別 の メ
ン バ ー に つ い て 、 前 記 の 供 給 源 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 多 く の 場 合 、 単 離 さ れ る cDNA配 列 は 不 完 全 で 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 は 短 く (
通 常 は 5’ 末 端 で )切 断 さ れ て い る で あ ろ う 。 完 全 長 cDNAを 得 る た め に 、 ま た は 短 い cDNAを
伸 長 さ せ る た め に 、 い く つ か の 方 法 が 利 用 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 配 列 は 、 部 分 的 な ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 用 い 、 上 流 の 配 列 (例 え ば プ ロ モ ー タ ー お よ び 調 節 エ レ メ ン ト )を 検 出 す る
た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 を 用 い て 伸 長 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 使 用 さ
れ 得 る あ る 方 法 は 、 cDNA末 端 迅 速 増 幅 法 (RACE； 例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Frohman et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:8998-9002 (1988))に 基 づ く 。 前 記 技 術 の 最 近 の
改 変 (例 え ば マ ラ ソ ン (Marathon)(商 標 )技 術 (Clontech Laboratories Inc.)に よ り 例 示 さ
れ る )は 、 よ り 長 い cDNAの 検 索 を 顕 著 に 単 純 化 し て い る 。 “ 制 限 部 位 ” PCRと 称 さ れ る わ ず
か に 異 な る 技 術 で は 、 普 遍 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 既 知 の 遺 伝 子 座 に 近 接 す る 未 知 の 核 酸
配 列 が 検 索 さ れ る (G. Sarkar, PCR Methods Applic., 2:318-322 (1993))。 逆 PCRも 、 既
知 の 領 域 に 基 づ く 多 様 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 配 列 を 増 幅 す る こ と ま た は 伸 長 す る こ と に
用 い ら れ 得 る (T. Triglia et al., Nucleic Acids Res., 16:8186 (1988))。 使 用 さ れ 得
る 別 の 方 法 は 捕 捉 PCRで 、 こ の 方 法 は 、 ヒ ト お よ び 酵 母 の 人 工 染 色 体 DNAに お け る 既 知 配 列
に 近 接 し て い る DNAフ ラ グ メ ン ト の PCR増 幅 を 含 む (M. Lagerstrom et al., PCR Methods A
pplic., 1:111-119 (1991))。 未 知 配 列 を 検 索 す る た め に 用 い ら れ 得 る 別 の 方 法 は 、 Parke
rの 方 法 で あ る (J.D. Parker et al, Nucleic Acids Res., 19:3055-3060 (1991))。 さ ら
に 、 ゲ ノ ム DNAを ウ ォ ー キ ン グ す る た め に PCR、 入 れ 子 (nested)プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ モ ー
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タ ー フ ァ イ ン ダ ー (PromoterFinder)(商 標 )ラ イ ブ ラ リ ー (Clontech, Palo Alto, CA)を 用
い て も よ い 。 こ の 方 法 で は ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ が 不 要 で 、 イ ン ト ロ ン ／ エ ク ソ
ン 結 合 部 の 発 見 に 有 用 で あ る 。
　 完 全 長 cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 場 合 、 よ り 大 き な cDNAを 包 含 す る よ う に サ イ ズ 選 択 さ
れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に ま た 、 遺 伝 子 の 5’ 領 域 を 含 む 配 列 を
よ り 多 く 含 む と い う 点 で 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ し た (random-primed)ラ イ ブ ラ リ ー が 好
ま し い 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ ム ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 は 、 オ リ ゴ d(T)ラ イ ブ ラ リ ー が 完 全 長 cDNA
を 生 成 で き な い 状 況 で 特 に 好 ま れ 得 る 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 5’ 非 転 写 調 節 領 域 に 配
列 を 伸 長 さ せ る た め に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 で は 、 染 色 体 上 の 位 置 特 定 の た め に 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 用 い る こ と
が で き る 。 こ の 技 術 で は 、 核 酸 分 子 は 個 々 の ヒ ト 染 色 体 上 の 特 定 の 位 置 に 対 し て 特 異 的 に
標 的 化 さ れ 、 個 々 の ヒ ト 染 色 体 上 の 特 定 の 位 置 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と が で き る 。 本
発 明 の 関 連 配 列 の 染 色 体 上 へ の マ ッ ピ ン グ は 、 遺 伝 子 関 連 疾 患 に 関 す る 配 列 の 相 関 性 確 認
に お い て 重 要 な 工 程 で あ る 。 い っ た ん 染 色 体 の 正 確 な 位 置 に 配 列 が マ ッ ピ ン グ さ れ た ら 、
前 記 配 列 の 染 色 体 上 の 物 理 的 な 位 置 を 遺 伝 子 地 図 デ ー タ と 相 関 さ せ る こ と が で き る 。 そ の
よ う な デ ー タ は 、 例 え ば 以 下 で 見 出 す こ と が で き る ： V. McKusick, Mendelian Inheritan
ce in Man(ジ ョ ー ン ズ ホ プ キ ン ス 大 学 、 ウ ェ ル チ 医 学 図 書 館 を 通 じ て オ ン ラ イ ン で 利 用 可
能 で あ る )。 同 じ 染 色 体 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 遺 伝 子 と 疾 患 と の 関 係 を 、 次 に 連 鎖 解 析 (
物 理 的 に 近 接 す る 遺 伝 子 の 同 時 遺 伝 (coinheritance))に よ っ て 同 定 す る 。 こ れ に よ り 、 ポ
ジ シ ョ ナ ル ク ロ ー ニ ン グ ま た は 他 の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 疾 患 遺 伝 子 を 検 索 す る 研 究 者
に 貴 重 な 情 報 が 提 供 さ れ る 。 い っ た ん 疾 患 ま た は 症 候 群 の 位 置 が 遺 伝 連 鎖 に よ っ て 特 定 の
ゲ ノ ム 領 域 で 大 ま か に 限 局 さ れ た ら 、 前 記 領 域 に マ ッ ピ ン グ さ れ る い ず れ の 配 列 も 、 更 な
る 解 析 の た め の 関 連 遺 伝 子 ま た は 調 節 遺 伝 子 と な る こ と が で き る 。 前 記 核 酸 分 子 は ま た 、
正 常 な 個 体 、 キ ャ リ ア 個 体 ま た は 罹 患 個 体 間 で 転 座 、 逆 位 な ど に よ る 染 色 体 位 置 上 の 相 違
を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は ま た 、 組 織 分 布 同 定 (tissue localisation)の た め に 役 立 つ 。 そ の
よ う な 技 術 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 検 出 に よ っ て 、 組 織 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 パ タ ー ン の 決 定 を 可 能 に す る 。 こ れ ら の 技 術 に は 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 技 術 お よ び ヌ ク レ オ チ ド 増 幅 技 術 (例 え ば PCR)が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 研 究 か ら 得 ら れ
る 結 果 は 、 生 物 内 で の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 機 能 を 示 唆 す る 。 さ ら に 、 変 異 遺 伝 子 に
よ っ て コ ー ド さ れ る mRNAの 発 現 パ タ ー ン と 正 常 mRNA発 現 パ タ ー ン と の 比 較 研 究 に よ っ て 、
変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 疾 患 に お け る 役 割 に 対 す る 貴 重 な 洞 察 が 提 供 さ れ る 。 そ の よ う な 不 適
切 な 発 現 は 時 間 的 、 位 置 的 ま た は 量 的 な も の で あ り 得 る 。
　 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ 法 を 実 施 し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 内 在
性 発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る こ と も で き る 。 RNA干 渉 (RNAi)(S.M. Elbashir et al. N
ature, 411:494-498 (2001))は 、 使 用 可 能 な 配 列 特 異 的 転 写 後 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の た
め の １ つ の 方 法 で あ る 。 短 い dsRNAオ リ ゴ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を in vitroで 合 成 し て 細 胞
内 に 導 入 す る 。 こ れ ら dsRNAの 配 列 特 異 的 結 合 に よ っ て 標 的 mRNAの 分 解 が 開 始 さ れ 、 標 的
タ ン パ ク 質 の 発 現 が 減 少 ま た は 阻 害 さ れ る 。
　 上 記 に 述 べ た 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ の 有 効 性 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 測 定 (例 え ば ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る )、 ま た は TaqManに よ る 方 法 を 用 い る RNAレ ベ ル の 測 定 に よ っ て 評 価
す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 み 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー で も 発 現 ベ ク タ ー
で も よ い 。 本 発 明 の ベ ク タ ー で 形 質 転 換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ま た は 形 質 導 入 さ れ 得 る 本 発
明 の 宿 主 細 胞 は 、 原 核 細 胞 で も 真 核 細 胞 で も よ い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 宿 主 細 胞 内 に 含 ま れ る ベ ク タ ー 中 の そ れ ら の コ ー ド 核 酸 分 子
の 発 現 に よ っ て 、 組 換 え 形 態 で 調 製 す る こ と が で き る 。 前 記 の よ う な 発 現 方 法 は 当 業 者 に
よ く 知 ら れ て お り 、 多 く は 以 下 の 文 献 で よ り 詳 細 に 記 述 さ れ て い る ： Sambrook et al.(上
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掲 書 )お よ び Fernandez & Hoeffler(1998, eds. “ Gene expression systems. Using natu
re for the art of expression” , Academic Press, San Diego, London, Boston, New Y
ork, Sydney, Tokyo, Toronto)。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 般 的 に は 、 要 求 さ れ る 宿 主 で ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 さ せ る た め に 、 核 酸 分 子 の 維 持 、 増
殖 ま た は 発 現 に 適 し た い ず れ の 系 ま た は ベ ク タ ー も 用 い る こ と が で き る 。 周 知 で あ り 日 常
的 で あ る 種 々 の 技 術 の い ず れ に よ っ て も (例 え ば 前 掲 書 (Sambrook et al.)に 記 載 さ れ た よ
う な も の )、 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 発 現 系 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 コ
ー ド 遺 伝 子 は 制 御 エ レ メ ン ト (例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 (細 菌 で の 発 現 の
場 合 )、 お よ び 場 合 に よ っ て オ ペ レ ー タ ー )の 制 御 下 に 置 か れ 、 そ れ に よ っ て 所 望 の ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を 形 質 転 換 宿 主 細 胞 で RNAに 転 写 さ せ る こ と が で き る 。
　 適 切 な 発 現 系 の 例 に は 、 例 え ば 染 色 体 系 、 エ ピ ソ ー ム 系 お よ び ウ イ ル ス 由 来 系 、 例 え ば
以 下 に 由 来 す る ベ ク タ ー が 含 ま れ る ： 細 菌 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 ト ラ ン ス ポ
ゾ ン 、 酵 母 エ ピ ソ ー ム 、 挿 入 エ レ メ ン ト 、 酵 母 染 色 体 エ レ メ ン ト 、 ウ イ ル ス 、 例 え ば バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス 、 パ ポ ー バ ウ イ ル ス (例 え ば SV40)、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、
鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ま た は 上 記 の 組 合 せ 、 例 え ば
プ ラ ス ミ ド と バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 エ レ メ ン ト に 由 来 す る も の (例 え ば コ ス ミ ド お
よ び フ ァ ー ジ ミ ド を 含 む )。 プ ラ ス ミ ド に お い て 含 ま れ 発 現 さ れ る も の よ り も 大 き い DNAフ
ラ グ メ ン ト を デ リ バ リ ー す る た め に は 、 ヒ ト 人 工 染 色 体 (HAC)も 使 用 す る こ と が で き る 。
　 特 に 適 切 な 発 現 系 に は 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た は コ ス ミ ド DNA発
現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 微 生 物 (例 え ば 細 菌 )； 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 酵
母 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス )を 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； ウ イ ル ス
発 現 ベ ク タ ー (例 え ば カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMV； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 T
MV)ま た は 細 菌 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば Tiま た は pBR322プ ラ ス ミ ド )で 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞
系 ； ま た は 動 物 細 胞 系 が 含 ま れ る 。 無 細 胞 翻 訳 系 も ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 成 に
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 多 く の 標 準 的 な 実
験 室 マ ニ ュ ア ル (例 え ば 、 Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology (1986)お
よ び 上 掲 書 (Sambrook et al.))に 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て 達 成 で き る 。 特 に 適 切 な 方 法 に
は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 、 ト ラ ン ス ベ ク シ ョ ン (transvection)、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 陽 イ オ ン 脂 質 仲 介
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 擦 過 ロ ー デ ィ ン
グ (scrape loading)、 弾 道 導 入 ま た は 感 染 が 含 ま れ る (以 下 を 参 照 さ れ た い ： Sambrook et
 al.(1989)上 掲 書 ； Ausubel et al.(1991)上 掲 書 ； Spector, Goldman & Leinwald,(1998)
)。 真 核 細 胞 で は 、 発 現 系 は 、 そ の 系 の 要 求 に 応 じ て 一 過 性 (例 え ば 、 エ ピ ソ ー ム 性 )ま た
は 永 続 的 (染 色 体 組 込 み )で あ り 得 る 。
　 コ ー ド 核 酸 分 子 は 、 所 望 で あ れ ば 、 例 え ば 翻 訳 ポ リ ペ プ チ ド の 小 胞 体 内 腔 、 細 胞 膜 周 辺
腔 ま た は 細 胞 外 環 境 へ の 分 泌 の た め に 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド ま た は リ ー ダ ー 配 列 の よ う な 制
御 配 列 を コ ー ド す る 配 列 を 含 ん で い て も 、 ま た は 含 ん で い な く て も よ い 。 こ れ ら の シ グ ナ
ル は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に と っ て 内 因 性 で あ っ て も よ く 、 ま た は 異 種 シ グ ナ ル で あ っ て も よ
い 。 リ ー ダ ー 配 列 は 、 翻 訳 後 プ ロ セ ッ シ ン グ で 細 菌 宿 主 に よ っ て 取 り 除 く こ と が で き る 。
　 制 御 配 列 の 他 に 、 宿 主 細 胞 の 増 殖 に 関 連 し て 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 調 節 を 可 能 に す
る 調 節 配 列 を 付 加 す る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 調 節 配 列 の 例 は 、 化 学 的 ま た は 物 理 的
刺 激 (調 節 化 合 物 の 存 在 を 含 む )ま た は 多 様 な 温 度 も し く は 代 謝 条 件 に 応 答 し て 遺 伝 子 の 発
現 を 増 加 さ せ た り 低 下 さ せ た り す る 配 列 で あ る 。 調 節 配 列 は 、 ベ ク タ ー の 非 翻 訳 領 域 、 例
え ば エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー な ら び に 5’ お よ び 3’ 非 翻 訳 領 域 で あ る 。 こ れ ら は 、 宿
主 細 胞 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 、 転 写 お よ び 翻 訳 を 実 行 す る 。 そ の よ う な 調 節 配 列 は 、
そ の 強 度 お よ び 特 異 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 利 用 さ れ る ベ ク タ ー 系 お よ び 宿 主 に 依
存 し て 、 多 く の 適 切 な 転 写 お よ び 翻 訳 エ レ メ ン ト (構 成 的 プ ロ モ ー タ ー お よ び 誘 導 性 プ ロ
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モ ー タ ー を 含 む )を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 菌 系 で ク ロ ー ニ ン グ す る と き は 、 誘
導 性 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば Bluescriptフ ァ ー ジ ミ ド (Stratagene, La Jolla, CA)ま た は pS
portl(商 標 )プ ラ ス ミ ド (Gibco BRL)な ど の ハ イ ブ リ ッ ド lacZプ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と が
で き る 。 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー は 、 昆 虫 細 胞 で 用 い る こ と が で き る
。 植 物 細 胞 ゲ ノ ム に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー (例 え ば 熱 シ ョ ッ ク 、 RUBIS
COお よ び 貯 蔵 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 )ま た は 植 物 ウ イ ル ス に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン
ハ ン サ ー (例 え ば ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー ま た は リ ー ダ ー 配 列 )は 、 ベ ク タ ー へ ク ロ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 哺 乳 類 細 胞 系 で は 、 哺 乳 類 遺 伝 子 由 来 ま た は 哺 乳 類 ウ イ ル ス 由 来 の プ
ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 配 列 の 多 数 コ ピ ー を 含 む 細 胞 株 の 作 製 が 必 要 な 場 合 、 SV40ま た は
EBVを ベ ー ス と す る ベ ク タ ー が 、 適 切 な 選 択 マ ー カ ー と と も に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の 核 酸 コ ー ド 配 列 を 適 切 な 調 節 配 列 と と も に ベ ク タ ー 内 に 配 置 さ
せ る こ と が で き る よ う に 構 築 さ れ 、 前 記 コ ー ド 配 列 の 調 節 配 列 に 関 す る 位 置 お よ び 向 き は
、 前 記 コ ー ド 配 列 が 調 節 配 列 の “ 制 御 ” 下 で 転 写 さ れ る よ う な 位 置 お よ び 向 き で あ る (す
な わ ち 制 御 配 列 に て DNA分 子 と 結 合 す る RNAポ リ メ ラ ー ゼ は 、 前 記 コ ー ド 配 列 を 転 写 す る )
。 い く つ か の 事 例 で は 、 前 記 配 列 を 適 切 な 向 き で 制 御 配 列 に 付 属 さ せ る こ と が で き る よ う
に (す な わ ち リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 維 持 す る た め に )、 前 記 配 列 を 改 変 す る 必 要 が あ る で
あ ろ う 。
　 ベ ク タ ー へ の 挿 入 の 前 に 、 制 御 配 列 お よ び 他 の 調 節 配 列 を 核 酸 コ ー ド 配 列 に 連 結 さ せ る
こ と が で き る 。 あ る い は 、 制 御 配 列 お よ び 適 切 な 制 限 部 位 を 既 に 含 む 発 現 ベ ク タ ー へ コ ー
ド 配 列 を 直 接 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
　 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 長 期 的 か つ 高 収 量 の 生 成 の た め に は 、 安 定 な 発 現 が 好 ま し い 。 例
え ば 、 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 し て 発 現 す る 細 胞 株 は 、 ウ イ ル ス の 複 製 起 点 お よ び ／ ま
た は 内 因 性 発 現 エ レ メ ン ト な ら び に 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 同 じ ま た は 別 個 の ベ ク タ ー 上 に
含 む 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 さ せ る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー の 導 入 に 続 き 、 選 択 培
地 に 切 り 替 え る 前 に 細 胞 を 栄 養 (enriched)培 地 で 1～ 2日 間 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 選 択
マ ー カ ー の 目 的 は 、 選 択 に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る こ と で 、 選 択 マ ー カ ー の 存 在 に よ っ て 、
導 入 さ れ た 配 列 を う ま く 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 お よ び 回 収 が 可 能 に な る 。 安 定 し て 形 質 転 換
さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン は 、 細 胞 の 種 類 に 適 し た 組 織 培 養 技 術 を 用 い て 増 殖 さ せ る こ と
が で き る 。
　 発 現 の た め の 宿 主 と し て 利 用 可 能 な 哺 乳 類 細 胞 株 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 ア メ リ カ
ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ レ ク シ ョ ン  (American Type Culture Collection, ATCC)か ら 入 手
可 能 な 多 く の 不 死 化 細 胞 株 が 含 ま れ 、 そ の よ う な 細 胞 株 に は 、 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス
タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 HeLa細 胞 、 ベ イ ビ ー ハ ム ス タ ー 腎 (BHK)細 胞 、 サ ル 腎 (COS)細 胞 、 C12
7細 胞 、 3T3細 胞 、 BHK細 胞 、 HEK293細 胞 、 ボ ウ ズ (Bowes)メ ラ ノ ー マ 細 胞 お よ び ヒ ト 肝 細 胞
癌 (例 え ば HepG2)細 胞 お よ び 他 の 多 数 の 細 胞 株 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ だ け に 限 ら れ な い 。
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 で は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ／ 昆 虫 細 胞 発 現 系 の た め の 材 料 は 、 特 に イ
ン ビ ト ロ ジ ェ ン (Invitrogen, San Diego, CA)か ら キ ッ ト の 形 態 で (“ MaxBac” キ ッ ト )商
業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 技 術 は 一 般 的 に 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 文 献 に は 完 全
に 記 載 さ れ て い る (Summers & Smith, Texas Agricultural Experiment Station Bulletin
 No.1555(1987))。 こ の 系 で の 使 用 に 特 に 適 切 な 宿 主 細 胞 に は 、 昆 虫 細 胞 、 例 え ば ド ロ ソ
フ ィ ラ (Drosophila)S2細 胞 お よ び ス ポ ド プ テ ラ (Spodoptera)Sf9細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 多 く の 植 物 細 胞 培 養 お よ び 植 物 体 (whole plant)遺 伝 子 発 現 系
が 存 在 す る 。 適 切 な 植 物 細 胞 遺 伝 子 発 現 系 の 例 に は 、 米 国 特 許 第 5,693,506号 、 5,659,122
号 お よ び 5,608,143号 に 記 載 さ れ る も の が 含 ま れ る 。 植 物 細 胞 培 養 に お け る 遺 伝 子 発 現 の
更 な る 例 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る (Zenk, Phytochemistry, 30:3861-3863 (1991))。
　 特 に 、 プ ロ ト プ ラ ス ト を 単 離 し 、 こ れ を 培 養 し て 完 全 な 再 生 植 物 を 形 成 す る こ と が 可 能
な 植 物 は 全 て 利 用 す る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 移 入 遺 伝 子 を 含 む 完 全 な 植 物 が 回 収 で き
る 。 特 に 、 サ ト ウ キ ビ 、 サ ト ウ ダ イ コ ン 、 綿 花 、 果 実 お よ び 他 の 樹 木 、 マ メ 類 お よ び 野 菜
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の 主 要 な 種 の 全 て を 含 む (た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い )全 て の 植 物 は 、 培 養 細 胞 ま た は 培
養 組 織 か ら 再 生 さ せ る こ と が で き る 。
　 特 に 好 ま し い 細 菌 宿 主 細 胞 の 例 に は 、 連 鎖 球 菌 、 ブ ド ウ 球 菌 、 大 腸 菌 (E.coli)、 ス ト レ
プ ト マ イ セ ス お よ び バ チ ル ス ・ ズ ブ チ リ ス (Bacillus subtilis)細 胞 が 含 ま れ る 。
　 真 菌 で の 発 現 に 特 に 適 切 な 宿 主 細 胞 の 例 に は 、 酵 母 細 胞 (例 え ば S.セ レ ビ シ ア エ (cerevi
siae))お よ び ア ス ペ ル ギ ル ス 細 胞 が 含 ま れ る 。
　 形 質 転 換 細 胞 株 の 回 収 に 用 い る こ と が で き る 多 く の 選 択 系 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る
。 そ の よ う な 例 と し て は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (M. Wigler et al., C
ell, 11:223-32 (1977))お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (I. Lowy et 
al., Cell, 22:817-23 (1980))の 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら は そ れ ぞ れ tk - ま た は aprt±

細 胞 で 用 い る こ と が で き る 。
　 さ ら に ま た 、 抗 代 謝 物 質 耐 性 、 抗 生 物 質 耐 性 ま た は 除 草 剤 耐 性 を 選 択 基 準 と し て 用 い て
も よ く ； 例 え ば ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ (DHFR)は メ ト ト レ キ セ ー ト に 対 す る 耐 性 を 付 与
し (M. Wigler et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 77:3567-70 (1980))、 nptは ア ミ ノ グ リ
コ シ ド 系 ネ オ マ イ シ ン お よ び G－ 418に 対 す る 耐 性 を 付 与 し (F. Colbere－ Garapin et al.,
 J. Mol. Biol., 150:1-14 (1981))、 さ ら に alsま た は patは そ れ ぞ れ ク ロ ロ ス ル フ ロ ン (c
hlorsulfuron)お よ び ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン (phosphinotricin)ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る 。 さ ら に 別 の 選 択 可 能 な 遺 伝 子 が 報 告 さ れ て お り 、 そ れ ら の 例 は
当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 の 有 無 は 対 象 の 遺 伝 子 も 存 在 す る こ と を 示 唆 す る が 、 対 象 の 遺 伝
子 の 存 在 お よ び 発 現 を 確 認 す る 必 要 が あ り 得 る 。 例 え ば 、 関 連 配 列 が マ ー カ ー 遺 伝 子 配 列
内 に 挿 入 さ れ て い る 場 合 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 機 能 が 存 在 し な い こ と に よ っ て 、 適 切 な 配 列 を
含 む 形 質 転 換 細 胞 を 識 別 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 単 一 の プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 と と も に 直 列 に 配 置 す る こ と
が で き る 。 通 常 、 誘 導 ま た は 選 択 に 応 答 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 、 直 列 遺 伝 子 の 発 現
も 示 し て い る 。
　 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る 多 様 な 手 法 で 同 定 す る こ と が で き る 。 前 記 手 法
に は 、 DNA－ DNAま た は DNA－ RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び タ ン パ ク 質 バ イ オ ア ッ セ イ
、 例 え ば 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ (FACS)ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 (例 え ば 酵 素 結 合
免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)お よ び 放 射 性 イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA))が 含 ま れ (た だ し こ れ ら に 限
定 さ れ な い )、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 の た め に メ ン ブ レ ン 、 溶
液 ま た は チ ッ プ を ベ ー ス と す る 技 術 が 含 ま れ る (例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： R. Hampton 
et al.(1990) Serological Methods, A Laboratory Manual, APS Press, St Paul, MN；
お よ び D.E. Maddox et al.(1983) J. Exp. Med. 158： 1211－ 1216)。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 多 様 な 標 識 お よ び 結 合 技 術 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 種 々 の 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ
イ で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 近 縁 な 配 列 を 検
出 す る た め の 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た は PCRプ ロ ー ブ の 作 製 手 段 に は 、
標 識 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る オ リ ゴ 標 識 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 、 末 端 標 識 ま
た は PCR増 幅 が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を ベ ク タ ー
に ク ロ ー ニ ン グ し て mRNAプ ロ ー ブ を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 当 技 術
分 野 で 公 知 で あ っ て 、 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 適 切 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ (例 え ば T7、 T3ま
た は SP6)お よ び 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 添 加 す る こ と に よ り in vitroで RNAプ ロ ー ブ を 合 成 す
る こ と に 用 い ら れ 得 る 。 こ れ ら の 手 法 は 、 商 業 的 に 入 手 可 能 な 種 々 の キ ッ ト (Pharmacia &
 Upjohn (Kalamazoo, MI)； Promega (Madison, WI)； U.S. Biochemical Corp., (Cleavel
and, OH))を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。
　 検 出 を 容 易 に す る た め に 用 い ら れ 得 る 適 切 な レ ポ ー タ ー 分 子 ま た は 標 識 に は 、 放 射 性 核
種 、 酵 素 お よ び 蛍 光 、 化 学 発 光 ま た は 色 素 生 産 性 物 質 、 基 質 、 コ フ ァ ク タ ー 、 阻 害 剤 、 磁
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性 粒 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に げ っ 歯 類 動 物 の 作 製 に も 用 い る こ
と が で き る 。 そ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の 別 の 特 徴 を 構 成 す る 。 そ の
よ う な 作 製 は 、 体 細 胞 の 改 変 に よ っ て 局 部 的 に 、 ま た は 遺 伝 性 改 変 を 導 入 す る 生 殖 細 胞 系
列 療 法 に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。 前 記 の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の 調 節 因 子 と し て 有 効 な 薬 剤 分 子 の た め の 動 物 モ デ ル を 作 製 す る た め に 特
に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 周 知 の 方 法 に よ っ て 組 換 え 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 し 精 製 す る こ と が で き
、 こ れ は 、 硫 安 ま た は エ タ ノ ー ル 沈 澱 、 酸 性 抽 出 、 陰 イ オ ン ま た は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 リ ン 酸 化 セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お
よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 含 ま れ る 。 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 精 製 に
特 に 有 用 で あ る 。 単 離 お よ び ／ ま た は 精 製 の 間 に ポ リ ペ プ チ ド が 変 性 し た 場 合 に は 、 タ ン
パ ク 質 の リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ の た め に よ く 知 ら れ て い る 技 術 を 用 い て 活 性 な 高 次 構 造 を 再
生 す る こ と が で き る 。
　 所 望 の 場 合 に は 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 連 結 さ せ る こ と に よ り
特 殊 化 し た ベ ク タ ー 構 築 物 も 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に す る た め に 用 い る こ と が で き る
。 そ の よ う な 精 製 容 易 化 ド メ イ ン の 例 に は 、 金 属 キ レ ー ト ペ プ チ ド (例 え ば 固 定 化 金 属 上
で の 精 製 を 可 能 に す る ヒ ス チ ジ ン － ト リ プ ト フ ァ ン モ ジ ュ ー ル 、 固 定 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上
で の 精 製 を 可 能 に す る プ ロ テ イ ン Aド メ イ ン 、 お よ び FLAGS伸 長 ／ ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 シ ス
テ ム (Immunex Corp., Seattle, WA)で 用 い ら れ る ド メ イ ン )が 含 ま れ る 。 切 断 可 能 な リ ン
カ ー 配 列 (例 え ば XA因 子 ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ (Invitrogen, San Diego, CA)に 特 異 的 な
も の )を 精 製 ド メ イ ン と 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と の 間 に 包 含 さ せ て 、 精 製 を 容 易 に す る こ
と に 用 い て も よ い 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー の 1つ は 、 チ オ レ ド キ シ ン ま た は エ ン テ ロ キ
ナ ー ゼ 切 断 部 位 に 先 行 す る い く つ か の ヒ ス チ ジ ン 残 基 と 融 合 さ せ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 提 供 す る 。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は 、 IMAC(固 定 金 属 イ オ ン ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； J. Porath et al.(1992) Prot. Exp. Purif. 3： 263－ 2
81)に よ り 精 製 を 容 易 に し 、 一 方 、 チ オ レ ド キ シ ン ま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 は 、
融 合 タ ン パ ク 質 か ら ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 含
む ベ ク タ ー に つ い て の 考 察 は 以 下 で 提 供 さ れ る ： D.J. Kroll et al., DNA Cell Biol., 1
2:441-453 (1993))。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る た め に ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 場 合 は 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞 の 表 面 で 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 さ せ る こ と が 一 般 に は 好 ま
し い 。 こ の 場 合 、 宿 主 細 胞 は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 使 用 す る 前 に 、 例 え ば 蛍 光 活 性 化
細 胞 ソ ー テ ィ ン グ (FACS)ま た は イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー 技 術 の よ う な 技 術 を 用 い て 収 穫 す る
こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 は 、 前 記 培 養 液 を 回 収 し て 発 現
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 で 生 成 さ
れ る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 前 に 、 先 ず 初 め に 細 胞 を 溶 解 さ せ ね ば な ら な い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 種 々 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の い ず れ か で 化 合 物 ラ
イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 レ ベ ル を 活 性 化 さ せ る (ア ゴ ニ ス ト 作 用 )か 、 ま た は 阻
害 す る (ア ン タ ゴ ニ ス ト 作 用 )こ と が で き 、 本 発 明 の さ ら な る 特 徴 を 形 成 し 得 る 。 好 ま し い
化 合 物 は 、 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺 伝 子 の 発 現 を 変 化 さ
せ る こ と に 有 効 で あ る か 、 ま た は 本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る こ
と に 有 効 で あ る 。
　 ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 は 、 例 え ば 細 胞 、 無 細 胞 調 製 物 、 化 学 物
質 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 天 然 物 混 合 物 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ゴ ニ ス ト ま た
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は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 天 然 ま た は 改 変 さ れ た 基 質 、 リ ガ ン ド 、 酵 素 、 受 容 体 、 も し く は 構
造 的 も し く は 機 能 的 模 倣 物 質 で あ っ て も よ い 。 前 記 の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 適 切 な
概 論 に つ い て は 、 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Coligan et al.(1991) Current Protocols in Im
munology 1(2)： Chapter 5。
　 良 好 な ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 可 能 性 が 高 い 化 合 物 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し 、
結 合 し て い る と き に 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 作 用 を 誘 導 し な い 分 子 で あ る 。 強 力 な ア
ン タ ゴ ニ ス ト に は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し 、 そ れ に よ っ て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 を 阻 害 ま た は 消 滅 さ せ る 有 機 小 分 子 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 抗 体 が 含 ま れ
る 。 そ の よ う な や り 方 で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 正 常 な 細 胞 の 結 合 分 子 と の 結 合 が 阻 害 さ れ
、 そ の 結 果 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 正 常 な 生 物 学 的 活 性 が 阻 害 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 で 用 い ら れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 溶 液 中 で 遊 離 し
て い て も 、 固 相 支 持 体 に 固 定 さ れ て い て も 、 細 胞 表 面 に 保 持 さ れ て い て も 、 ま た は 細 胞 内
に 位 置 し て い て も よ い 。 一 般 に 、 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 は 、 前 記 の ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 し て い る 適 切 な 細 胞 ま た は 細 胞 膜 を 用 い る こ と を 含 み 、 前 記 細 胞 ま た は 細 胞 膜 を
被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て 、 結 合 ま た は 機 能 的 応 答 の 刺 激 も し く は 阻 害 を 観 察 す る 。 続 い て
前 記 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ た 細 胞 の 機 能 的 応 答 を 、 前 記 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ な か っ た 対
照 細 胞 と 比 較 す る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に よ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 化 に よ っ て 生
じ る シ グ ナ ル を 被 験 化 合 物 が も た ら す か 否 か を 、 適 切 な 検 出 系 を 用 い て 評 価 す る こ と が で
き る 。 活 性 化 の 阻 害 剤 は 、 一 般 的 に は 既 知 の ア ゴ ニ ス ト の 存 在 下 で ア ッ セ イ を 行 わ れ 、 被
験 化 合 物 の 存 在 下 で の ア ゴ ニ ス ト に よ る 活 性 化 の 影 響 が 観 察 さ れ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る 好 ま し い 方
法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 (a)本 発 明 の 第 一 の 特 徴 の ポ リ ペ プ チ ド を そ の 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 を 、 前 記 ポ リ ペ
プ チ ド と の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 前 記 化 合 物 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す
る こ と が で き る 第 二 の 成 分 と 結 合 さ れ て お り ； お よ び 、
　 (b)前 記 化 合 物 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 に よ っ て 生 じ る 前 記 シ グ ナ ル の レ ベ ル
を 測 定 す る こ と に よ り 、 前 記 化 合 物 が 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し こ れ を 活 性 化 す る か ま た
は 阻 害 す る か を 決 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 さ れ た ア ッ セ イ 型 に お い て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る 方 法 は 、 当 業
者 に 公 知 で あ ろ う 。 特 定 の 例 は 、 GAL4 DNA結 合 ド メ イ ン と の 融 合 に お け る 、 LBDの よ う な
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は フ ラ グ メ ン ト を 発 現 す る 構 築 体 を 、 例 え ば pFR-Luc(Strata
gene Europe, Amsterdam, オ ラ ン ダ )の よ う な レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド と 一 緒 に 細 胞 へ 同 時
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と で あ る 。 こ の 特 定 の プ ラ ス ミ ド は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子
の 発 現 を 制 御 す る GAL4結 合 部 位 の 5個 の 縦 列 反 復 配 列 を 伴 う 、 合 成 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。
可 能 性 の あ る リ ガ ン ド が 細 胞 に 添 加 さ れ た 場 合 、 こ れ は 、 GAL4-ポ リ ペ プ チ ド 融 合 体 と 結
合 し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 転 写 を 誘 導 す る で あ ろ う 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 の レ ベ ル は
、 ル ミ ネ セ ン ス リ ー ダ ー を 用 い 、 そ の 活 性 に よ り モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る (例 え ば
、 Lehman et al JBC 270, 12953, 1995； Pawar et al JBC, 277, 39243, 2002参 照 )。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る さ ら に 好 ま し い 方
法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 (a)本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 結
合 を 許 容 す る 条 件 下 で 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 記
化 合 物 と ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 に 応 答 し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が で き る 第
二 の 成 分 と 結 合 さ れ て お り ； お よ び 、
　 (b)前 記 化 合 物 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 に よ っ て 生 じ る 前 記 シ グ ナ ル レ ベ ル を
前 記 化 合 物 が 存 在 し な い と き の 前 記 シ グ ナ ル レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ り 、 前 記 化 合 物 が
前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し こ れ を 活 性 化 す る か ま た は 抑 制 す る か を 決 定 す る 工 程 。
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　 さ ら に 好 ま し い 態 様 で は 、 上 述 の 一 般 的 な 方 法 が 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 標 識 ま た
は 非 標 識 リ ガ ン ド の 存 在 下 で ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 を 行 う 工 程 を さ ら に
含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 の 別 の 態 様 は
、 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を そ の 表 面 に 有 す る 細 胞 と リ ガ ン ド と の 結 合 ま た は 前 記 の ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 細 胞 膜 と リ ガ ン ド と の 結 合 の 抑 制 を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 結 合 を 許 容 す る
条 件 下 で 候 補 化 合 物 を 存 在 さ せ て 決 定 す る 工 程 、 お よ び 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た リ ガ
ン ド の 量 を 決 定 す る 工 程 。 リ ガ ン ド の 結 合 の 減 少 を ひ き 起 こ し 得 る 化 合 物 は 、 ア ゴ ニ ス ト
ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る と 考 え ら れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 リ ガ ン ド が 標 識 さ れ て い る
。
　 よ り 詳 し く は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 を ポ リ ペ プ チ ド に つ い て ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
　 (a)本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 表 面 に 発 現 し て い る 全 細 胞 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を 含 む 細 胞 膜 と 、 標 識 リ ガ ン ド と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 ；
　 (b)前 記 全 細 胞 ま た は 細 胞 膜 と 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド の 量 を 測 定 す る 工 程 ；
　 (c)工 程 (a)の 標 識 リ ガ ン ド お よ び 前 記 全 細 胞 ま た は 細 胞 膜 の 混 合 物 に 候 補 化 合 物 を 添 加
し 、 前 記 混 合 物 を 平 衡 化 さ せ る 工 程 ；
　 (d)前 記 全 細 胞 ま た は 細 胞 膜 と 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド の 量 を 工 程 (c)の 後 で 測 定 す る 工 程
； お よ び 、
　 (e)工 程 (b)お よ び 工 程 (d)で 結 合 し た 標 識 リ ガ ン ド の 相 違 を 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 そ
れ に よ り 工 程 (d)の 結 合 の 減 少 を ひ き 起 こ す 化 合 物 は ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト で
あ る と 考 え る 前 記 工 程 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 系 に お け る 細 胞 増 殖 お よ び 遊 走 の
よ う な 過 程 を 含 む 、 様 々 な 生 理 学 的 お よ び 病 理 学 的 過 程 を 調 節 す る こ と が で き る 。 し た が
っ て INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 は 、 様 々 な 適 切 な ア ッ セ イ を 用 い
、 こ の よ う な 調 節 因 子 活 性 の 試 験 を 可 能 に す る シ ス テ ム に お い て 試 験 す る こ と が で き る 。
　 例 え ば 細 胞 成 長 阻 害 を 観 察 す る た め に 、 固 形 ま た は 液 体 培 地 を 使 用 す る こ と が で き る 。
固 形 培 地 に お い て 、 成 長 阻 害 を 受 け る 細 胞 は 、 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の サ イ ズ を 比 較 す る こ
と に よ り 、 対 象 細 胞 群 か ら 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る 。 液 体 培 地 に お い て 、 成 長 阻 害 は
、 培 養 培 地 の 濁 度 ま た は DNA内 の 標 識 チ ミ ジ ン の 組 込 み を 測 定 す る こ と に よ り 、 ス ク リ ー
ニ ン グ す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 新 た に 合 成 さ れ た DNAへ の ヌ ク レ オ シ ド ア ナ ロ グ
の 組 込 み を 用 い 、 細 胞 集 団 に お け る 増 殖 (す な わ ち 、 活 性 細 胞 成 長 )を 測 定 す る 。 例 え ば ブ
ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン (BrdU)を 、 DNA標 識 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き 、 抗 -BrdUマ ウ ス
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 検 出 試 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 抗 体 は 、 ブ ロ モ デ オ
キ シ ウ リ ジ ン を 組 込 ん だ DNAを 含 む 細 胞 に の み 結 合 す る 。 免 疫 蛍 光 法 、 免 疫 組 織 法 、 ELISA
、 お よ び 比 色 法 を 含 む 多 く の 検 出 方 法 を 、 こ の ア ッ セ イ と 組 合 せ て 使 用 す る こ と が で き る
。 ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン (BrdU)お よ び 抗 -BrdUマ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む キ ッ ト
は 、 Boehringer Mannheim (Indianapolis, IN)か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の ア ッ セ イ に お い て 用 量 依 存 的 な 様 式 で 多
様 な 生 理 学 的 お よ び 病 理 学 的 過 程 を 調 節 す る こ と が 判 明 す る で あ ろ う 。 し た が っ て 、 INSP
100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の “ 機 能 的 等 価 物 ” に は 、 上 記 ア ッ セ イ に お い て 用 量 依 存
的 な 様 式 で 同 じ 調 節 的 活 性 の い ず れ か を 示 す ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 用 量 依 存 的 活 性 の
程 度 は INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の そ れ と 同 一 で あ る 必 要 は な い が 、 好 ま し く は
前 記 “ 機 能 的 等 価 物 ” は 、 所 定 の 活 性 ア ッ セ イ に お い て INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ
ド と 比 較 し て 実 質 的 に 類 似 の 用 量 依 存 性 を 示 す で あ ろ う 。
　 上 述 の あ る 態 様 で は 、 単 純 な 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て も よ く 、 こ の 場 合 、 被 験 化 合 物 の ポ
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リ ペ プ チ ド 保 持 表 面 へ の 付 着 が 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 被 験 化 合 物 と 結 合 さ せ た 標 識 手 段
に よ っ て 検 出 さ れ る か 、 ま た は 標 識 競 合 物 質 と の 競 合 を 含 む ア ッ セ イ で 検 出 さ れ る 。 別 の
態 様 で は 、 競 合 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 ポ リ ペ プ チ
ド と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 中 和 抗 体 が 、 結 合 に つ い て 被 験 化 合 物 と 競 合 す る 。 こ
の よ う に し て 、 前 記 抗 体 を 用 い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 特 異 的 な 結 合 親 和 性 を 保 有 す
る 一 切 の 被 験 化 合 物 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る mRNAの 細 胞 内 産 生 に 対 す る 添 加 被 験 化 合 物 の 影 響 を 検 出
す る ア ッ セ イ を 設 計 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 方 法 に よ り
モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 レ ベ ル ま た は 細 胞
結 合 レ ベ ル を 測 定 す る ELISAを 構 築 す る こ と が で き 、 前 記 ELISAを 用 い て 、 適 切 に 操 作 さ れ
た 細 胞 ま た は 組 織 か ら の ポ リ ペ プ チ ド 生 成 を 阻 害 ま た は 増 強 し 得 る 化 合 物 に つ い て 検 索 す
る こ と が で き る 。 続 い て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 化 合 物 と の 結 合 複 合 体 の 形 成 を 測 定 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 同 じ く 本 発 明 の 用 語 に 含 ま れ る ア ッ セ イ 法 は 、 過 剰 発 現 ま た は ア ブ レ ー シ ョ ン ア ッ セ イ
に お け る 本 発 明 の 遺 伝 子 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に 関 連 し た も の で あ る 。 こ の よ う な ア
ッ セ イ は 、 細 胞 内 に お け る こ れ ら の 遺 伝 子 ／ ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル の 操 作 、 な ら び に こ の
操 作 事 象 の 操 作 さ れ た 細 胞 の 生 理 に 対 す る 評 価 に 関 連 し て い る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 実 験
は 、 特 定 の 遺 伝 子 ／ ポ リ ペ プ チ ド が 関 与 し て い る シ グ ナ ル 伝 達 お よ び 代 謝 経 路 の 詳 細 を 明
ら か に し 、 被 験 ポ リ ペ プ チ ド が 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 に 関 す る 情 報 を 作 成 し お
よ び 関 連 し た 遺 伝 子 お よ び タ ン パ ク 質 が 調 節 さ れ る 方 法 に 関 す る ヒ ン ト を 提 供 す る 。
　 使 用 さ れ 得 る 別 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 適 切 な 結 合
親 和 性 を 有 す る 化 合 物 の 高 速 大 量 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 す る (国 際 出 願 WO84/03564を
参 照 さ れ た い )。 前 記 方 法 で は 、 多 数 の 異 な る 小 型 の 被 験 化 合 物 が 固 相 支 持 体 上 で 合 成 さ
れ 、 次 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 さ せ ら れ 洗 浄 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド を 固 定 す る 方
法 の １ つ は 、 非 中 和 抗 体 を 使 用 す る こ と で あ る 。 続 い て 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い
て 、 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と が で き る 。 精 製 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 前 述 の 薬 剤 ス
ク リ ー ニ ン グ 技 術 で 使 用 す る た め に 、 プ レ ー ト 上 に 直 接 被 覆 さ せ る こ と が で き る 。
　 当 技 術 分 野 で 公 知 の 標 準 的 な 受 容 体 結 合 技 術 に よ り 膜 結 合 受 容 体 ま た は 可 溶 性 受 容 体 を
同 定 す る の に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 用 い ら れ 得 る 。 前 記 標 準 的 な 技 術 は 、 例 え ば リ ガ
ン ド 結 合 ア ッ セ イ お よ び 架 橋 ア ッ セ イ で あ り 、 そ の よ う な ア ッ セ イ で は 、 ポ リ ペ プ チ ド が
放 射 性 同 位 体 で 標 識 さ れ て い る か 、 化 学 的 に 改 変 さ れ て い る か 、 ま た は そ の 検 出 も し く は
精 製 を 容 易 に す る ペ プ チ ド 配 列 と 融 合 さ れ て お り 、 推 定 上 の 受 容 体 供 給 源 (例 え ば 細 胞 の
組 成 物 、 細 胞 膜 、 細 胞 上 清 、 組 織 抽 出 物 ま た は 体 液 )と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 結 合 の 有
効 性 は 、 生 物 物 理 的 技 術 、 例 え ば 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 お よ び 分 光 法 を 用 い て 測 定 す る こ と
が で き る 。 結 合 ア ッ セ イ は 、 受 容 体 の 精 製 お よ び ク ロ ー ニ ン グ の た め に 用 い る こ と が で き
る が 、 ポ リ ペ プ チ ド と そ の 受 容 体 と の 結 合 に 競 合 す る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト お よ
び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た め に も 用 い る こ と が で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 実
施 す る 標 準 的 方 法 は 、 当 技 術 分 野 で は よ く 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド は 、 ホ ル モ ン 分 泌 、 細 胞 成 長 お よ び 癌 細 胞
転 移 を 含 む 細 胞 転 移 の よ う な 過 程 を 含 む 、 様 々 な 生 理 学 的 お よ び 病 理 学 的 過 程 を 調 節 す る
こ と が で き る (Torosian, M. H. & Donoway, R. B. , 1991, Cancer, 67 (9): 2280-2283)
。 し た が っ て INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 は 、 様 々 な 適 当 な ア ッ セ
イ を 用 い 、 そ の よ う な 調 節 因 子 活 性 の 試 験 を 可 能 に す る シ ス テ ム に お い て 試 験 す る こ と が
で き る 。
　 例 え ば 本 発 明 の INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 転 移 に 対 す る 作 用 を 観 察 す る
た め に 、 Ohtakiら の 論 文 (Nature., 2001, May 31；  411(6837):613-7)ま た は 本 明 細 書 に
引 用 さ れ た 刊 行 物 に 説 明 さ れ た 方 法 の 1種 ま た は 2種 以 上 を 用 い る こ と が で き る 。
　 例 え ば 本 発 明 の INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の ホ ル モ ン 分 泌 に 対 す る 作 用 を 観 察
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す る た め に 、 Hinumaら の 論 文 (Nature. 1998, May 21；  393(6682):272-6も し く は Nat Cel
l Biol. 2000, Oct；  2(10):703-8)ま た は 本 明 細 書 に 引 用 さ れ た 刊 行 物 を 用 い る こ と が で
き る 。
　 本 発 明 の INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ
プ チ ド と 相 互 作 用 す る 受 容 体 、 特 に 成 長 ホ ル モ ン 受 容 体 を 同 定 お よ び 特 徴 決 定 す る た め に
使 用 す る こ と も で き る 。 同 定 お よ び 特 徴 決 定 に 適 し た 方 法 は 、 Hinumaら の 論 文 (Nat Cell 
Biol. 2000 Oct；  2 (10): 703-8)お よ び 国 際 出 願 WO01/17958ま た は 本 明 細 書 に 引 用 さ れ
た 刊 行 物 に 説 明 さ れ た も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 INSP100お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 述 の ア ッ セ イ に お い て 用 量 依 存 的 様 式 で 様 々
な 生 理 学 的 お よ び 病 理 学 的 過 程 を 調 節 す る こ と が わ か っ て い る 。 し た が っ て INSP100お よ
び INSP104ポ リ ペ プ チ ド の "機 能 的 等 価 物 "は 、 用 量 依 存 的 様 式 の 前 述 の ア ッ セ イ に お い て
同 じ 調 節 因 子 活 性 を 示 す ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 用 量 依 存 的 活 性 の 程 度 は INSP100ま た は INS
P104ポ リ ペ プ チ ド の も の と 同 じ で あ る 必 要 は な い が 、 好 ま し く は "機 能 的 等 価 物 "は 、 INSP
100ま た は INSP104ポ リ ペ プ チ ド と 比 べ 、 所 定 の 活 性 ア ッ セ イ に お い て 実 質 的 に 類 似 し た 用
量 依 存 性 を 示 す で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 先 に 述 べ た ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 基 質 、 酵
素 を 同 定 す る 方 法 に 有 用 な ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト を 含 む 。
　 本 発 明 は 、 上 記 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド 、 受 容 体 、 基 質 お よ び 酵 素 、 な
ら び に 前 述 の 方 法 に よ っ て 発 見 さ れ 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 ま た は 抗 原 性 を 調 節 す
る 他 の 化 合 物 を 含 む 。
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 を 適 切 な 医 薬 担 体
と 組 合 せ て 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 下 記 に 詳 細 に 説 明 す る よ う に
、 治 療 用 も し く は 診 断 用 試 薬 と し て 、 ワ ク チ ン と し て 、 ま た は 他 の 免 疫 原 性 組 成 物 と し て
適 切 で あ り 得 る 。
　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 に し た が え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 [X]
を 含 む 組 成 物 は 、 組 成 物 中 の X＋ Yの 合 計 の 少 な く と も 85質 量 ％ が Xで あ る 場 合 に 不 純 物 (本
明 細 書 中 で は Y)を “ 実 質 的 に 含 ま な い ” 。 好 ま し く は 、 Xが 組 成 物 中 の X＋ Yの 合 計 の 少 な
く と も 約 90質 量 ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 約 95質 量 ％ 、 98質 量 ％ ま た は 99質 量 ％ を 構
成 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く は 治 療 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、 リ
ガ ン ド ま た は 化 合 物 を 含 む べ き で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る “ 治 療 的 に 有 効 な 量 ” と い
う 用 語 は 、 標 的 疾 患 ま た は 症 状 を 治 療 、 緩 和 も し く は 予 防 す る た め に 、 ま た は 検 出 可 能 な
治 療 効 果 も し く は 予 防 効 果 を 示 す た め に 必 要 な 治 療 薬 剤 の 量 を 指 す 。 い ず れ の 化 合 物 に つ
い て も 、 治 療 的 に 有 効 な 投 与 量 は 、 最 初 に 細 胞 培 養 ア ッ セ イ (例 え ば 新 生 物 細 胞 培 養 ア ッ
セ イ )ま た は 動 物 モ デ ル (通 常 は マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ ま た は ブ タ )の い ず れ か で 見 積 も る
こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は 、 適 切 な 濃 度 範 囲 お よ び 投 与 経 路 の 決 定 に も 用 い る こ と が で
き る 。 次 に そ の よ う な 情 報 を 用 い て 、 ヒ ト で 有 用 な 投 与 用 量 お よ び 投 与 経 路 を 決 定 す る こ
と が で き る 。
　 ヒ ト 対 象 者 に 対 す る 正 確 な 有 効 量 は 、 疾 患 状 態 の 重 篤 度 、 対 象 者 の 全 身 の 健 康 状 態 、 対
象 者 の 年 齢 、 体 重 お よ び 性 別 、 食 事 、 投 与 時 間 お よ び 投 与 回 数 、 併 用 薬 剤 、 反 応 感 受 性 お
よ び 治 療 に 対 す る 許 容 性 ／ 応 答 性 に 依 存 す る で あ ろ う 。 こ の 量 は 、 日 常 的 検 査 に よ り 決 定
す る こ と が で き 、 そ れ は 臨 床 医 の 判 断 の 範 囲 内 で あ る 。 一 般 に は 、 有 効 用 量 は 、 0.01mg/k
gか ら 50mg/kg、 好 ま し く は 0.05mg/kgか ら 10mg/kgで あ ろ う 。 本 組 成 物 は 、 患 者 に 個 別 に 投
与 さ れ て も よ く 、 ま た は 他 の 薬 剤 、 医 薬 品 ま た は ホ ル モ ン と 一 緒 に 投 与 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 医 薬 組 成 物 は ま た 、 治 療 薬 の 投 与 の た め に 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 を 含 む こ と が で き る
。 そ の よ う な 担 体 に は 、 抗 体 お よ び 他 の ポ リ ペ プ チ ド 、 遺 伝 子 な ら び に 他 の 治 療 薬 剤 (例
え ば リ ポ ソ ー ム )が 含 ま れ る が 、 た だ し 担 体 が そ れ 自 体 で 前 記 組 成 物 を 投 与 さ れ る 個 体 に
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有 害 な 抗 体 の 産 生 を 誘 発 せ ず 、 か つ 不 都 合 な 毒 性 を も た ら す こ と な く 投 与 さ れ 得 る こ と を
条 件 と す る 。 適 切 な 担 体 は 、 大 型 で ゆ っ く り と 代 謝 さ れ る 巨 大 分 子 、 例 え ば タ ン パ ク 質 、
多 糖 類 、 ポ リ 乳 酸 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 重 合 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 コ ポ リ マ ー お よ び 不 活 性
ウ イ ル ス 粒 子 で あ り 得 る 。
　 医 薬 組 成 物 に 、 医 薬 的 に 許 容 で き る 塩 、 例 え ば 無 機 酸 の 塩 (塩 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 リ
ン 酸 塩 、 硫 酸 塩 な ど の よ う な )； お よ び 有 機 酸 の 塩 (酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩
、 安 息 香 酸 塩 な ど の よ う な )を 用 い る こ と が で き る 。 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 に つ い て の
綿 密 な 考 察 は 以 下 の テ キ ス ト で 入 手 可 能 で あ る ： Remington’ s Pharmaceutical Sciences
 (Mack Pub. Co., N.J. 1991)。
　 治 療 用 組 成 物 中 の 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 は 、 さ ら に 液 体 、 例 え ば 水 、 生 理 食 塩 水 、 グ
リ セ ロ ー ル お よ び エ タ ノ ー ル を 含 む こ と が で き る 。 さ ら に 、 湿 潤 剤 、 乳 化 剤 、 pH緩 衝 物 質
な ど の よ う な 助 剤 が 、 前 記 組 成 物 中 に 存 在 し て い て も よ い 。 そ の よ う な 担 体 は 、 患 者 が 摂
取 で き る よ う に 、 前 記 医 薬 組 成 物 を 錠 剤 、 丸 剤 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 、 液 剤 、 ゲ ル 、 シ ロ ッ
プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁 剤 な ど と し て 製 剤 化 す る こ と を 可 能 に す る 。
　 い っ た ん 製 剤 化 さ れ た ら 、 本 発 明 の 組 成 物 を 直 接 対 象 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療
さ れ る 対 象 者 は 動 物 で 、 特 に ヒ ト 患 者 が 治 療 さ れ 得 る 。
　 本 発 明 で 用 い ら れ る 医 薬 組 成 物 は 、 多 数 の 経 路 (経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 骨 髄
内 、 硬 膜 下 腔 内 、 心 室 内 、 経 皮 的 ア プ リ ケ ー シ ョ ン (例 え ば WO98/20734を 参 照 )、 皮 下 、 腹
腔 内 、 鼻 内 、 腸 内 、 局 所 、 舌 下 、 膣 内 ま た は 直 腸 的 手 段 が 挙 げ ら れ る が 、 た だ し こ れ ら に
限 定 さ れ な い )に よ っ て 投 与 で き る 。 遺 伝 子 銃 ま た は ハ イ ポ ス プ レ ー も ま た 、 本 発 明 の 医
薬 組 成 物 の 投 与 に 用 い る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 本 治 療 用 組 成 物 は 、 注 射 用 物 質 (液
体 溶 液 ま た は 懸 濁 剤 の い ず れ か )と し て 調 製 で き る 。 注 射 に 先 立 ち 液 体 ビ ヒ ク ル で 溶 液 ま
た は 懸 濁 液 と す る の に 適 す る 固 体 を 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 組 成 物 の 直 接 的 デ リ バ リ ー は 一 般 に 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 ま た は 筋 肉 内 に 注 射 す る
こ と に よ っ て 達 成 さ れ る か 、 ま た は 組 織 の 間 隙 腔 に デ リ バ リ ー さ れ る で あ ろ う 。 前 記 組 成
物 は ま た 、 病 巣 に 投 与 し て も よ い 。 投 薬 治 療 は 、 単 回 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル で も 反 復 投 与 ス ケ
ジ ュ ー ル で も よ い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 特 定 の 疾 患 状 態 に お い て 過 剰 で あ る 場 合 に は 、 い く つ か
の ア プ ロ ー チ が 利 用 可 能 で あ る 。 あ る ア プ ロ ー チ は 、 医 薬 的 に 許 容 で き る 担 体 と と も に 上
記 の よ う な 阻 害 化 合 物 (ア ン タ ゴ ニ ス ト )を 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 阻 害 す る の に 有 効
な 量 で 対 象 者 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 の 阻 害 は 、 例 え ば リ ガ ン ド
、 基 質 、 酵 素 、 受 容 体 の 結 合 を 遮 断 す る こ と に よ っ て 、 ま た は 第 二 の シ グ ナ ル を 阻 害 す る
こ と に よ っ て 成 さ れ 、 そ れ に よ っ て 異 常 な 症 状 が 緩 和 さ れ る 。 好 ま し く は 、 前 記 ア ン タ ゴ
ニ ス ト が 抗 体 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 先 に 記 載 す る よ う な 免 疫 原 性
を 最 少 に す る た め に キ メ ラ 抗 体 お よ び ／ ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。
　 別 の ア プ ロ ー チ で は 、 問 題 の リ ガ ン ド 、 基 質 、 酵 素 、 受 容 体 に 対 す る 結 合 親 和 性 を 保 持
す る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 形 を 投 与 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド は
、 関 連 部 分 を 保 持 す る フ ラ グ メ ン ト の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
　 ま た 別 の ア プ ロ ー チ で は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 は 、 内 部 で 生 成
さ れ る ま た は 別 々 に 投 与 さ れ る ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 (上 述 の よ う な )の 使 用 と い っ た 発 現
遮 断 技 術 を 用 い て 、 阻 害 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 発 現 の 改 変 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 遺 伝 子 の 制 御 領 域 、 5’ 領 域 ま た は 調 節 領 域 (シ グ ナ ル 配 列 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン
サ ー お よ び イ ン ト ロ ン )に 対 し て 相 補 的 な 配 列 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 (DNA、 RNAま た は PN
A)を 設 計 す る こ と に よ っ て 達 成 で き る 。 同 様 に 、 阻 害 は “ 三 重 ら せ ん ” 塩 基 対 方 法 論 を 用
い て 達 成 す る こ と が で き る 。 三 重 ら せ ん 対 形 成 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 、 転 写 因 子 ま た は 調 節 分
子 の 結 合 の た め に 二 重 ら せ ん が 充 分 に 開 く 能 力 を 阻 害 す る こ と か ら 有 用 で あ る 。 三 重 ら せ
ん DNAを 用 い る 近 年 の 治 療 上 の 進 歩 は 、 文 献 に 記 載 さ れ て い る (J.E. Gee et al.(1994) In
： B.E. Huber & B.I. Carr, Molecular and Immunologic Approaches, Futura Publishin
g Co., Mt. Kisco, NY)。 相 補 的 配 列 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 を 設 計 し 、 リ ボ ソ ー ム に 対

10

20

30

40

50

(32) JP 2006-526385 A 2006.11.24



す る 結 合 を 妨 げ て 転 写 を 妨 害 す る こ と に よ っ て mRNAの 翻 訳 を 遮 断 す る こ と も で き る 。 そ の
よ う な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 投 与 さ れ て も よ い し 、 ま た in vivoで の 発 現 に よ り in situで
生 成 さ せ て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 は 、 そ の コ ー ド mRNA配 列 に 特 異 的 な リ ボ ザ イ ム を
用 い る こ と に よ っ て 妨 げ る こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 天 然 ま た は 合 成 で あ り 得 る 触 媒
的 活 性 型 の RNAで あ る (例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： N. Usman et al., Curr. Opin. Struc
t. Biol.(1996) 6(4)： 527－ 533)。 合 成 リ ボ ザ イ ム を 設 計 し て 、 選 択 し た 位 置 で mRNAを 特
異 的 に 切 断 し 、 そ れ に よ っ て mRNAの 機 能 的 ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 妨 げ る こ と が で き る 。
リ ボ ザ イ ム は 、 通 常 RNA分 子 で 見 出 さ れ る よ う な 、 天 然 の リ ボ ー ス リ ン 酸 骨 格 お よ び 天 然
の 塩 基 を 用 い て 合 成 さ れ 得 る 。 或 い は 、 リ ボ ザ イ ム は 、 非 天 然 の 骨 格 (例 え ば 2'-O-メ チ ル
RNA)を 用 い て 合 成 さ れ て 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 分 解 か ら 保 護 さ れ て も よ く 、 ま た 修 飾 塩 基 を
含 ん で い て も よ い 。
　 RNA分 子 は 、 細 胞 内 安 定 性 お よ び 半 減 期 を 増 加 さ せ る よ う に 改 変 さ れ て も よ い 。 可 能 な
改 変 に は 、 RNA分 子 の 5'お よ び ／ ま た は 3'末 端 へ の フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 付 加 、 ま た は 分 子
の 骨 格 内 で ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に 代 わ る ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト ま た は 2’ -O-メ チ ル の 使 用
が 含 ま れ る が 、 た だ し こ れ ら に 限 ら れ な い 。 こ の 概 念 は 、 PNAの 生 成 に 本 来 的 な も の で あ
り 、 内 因 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て 同 様 に 容 易 に は 認 識 さ れ な い イ ノ シ ン 、 ケ オ シ ン
(queosine)お よ び ブ ト シ ン (butosine)の よ う な 非 慣 用 塩 基 、 な ら び に ア セ チ ル -、 メ チ ル -
、 チ オ -お よ び 同 様 な 改 変 形 態 の ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン お よ び ウ リ ジ ン
の 包 含 に よ っ て こ れ ら の 分 子 の 全 て に 広 げ ら れ 得 る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び そ の 活 性 の 過 小 発 現 に 関 連 す る 異 常 な 状 態 を 治 療 す る た め
に は 、 い く つ か の ア プ ロ ー チ も 利 用 可 能 で あ る 。 あ る ア プ ロ ー チ は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を
活 性 化 す る 化 合 物 (す な わ ち 上 述 の ア ゴ ニ ス ト )の 治 療 的 に 有 効 な 量 を 対 象 者 に 投 与 し 、 異
常 な 状 態 を 緩 和 す る こ と を 含 む 。 あ る い は 、 本 ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 量 を 適 切 な 医 薬 担 体 と
組 合 せ て 投 与 し 、 関 連 性 の あ る ポ リ ペ プ チ ド 生 理 学 的 バ ラ ン ス を 回 復 さ せ る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 遺 伝 子 治 療 を 利 用 し て 対 象 者 の 関 連 細 胞 に よ っ て 本 ポ リ ペ プ チ ド の 内 因 性 産 生 を 行 わ せ
る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 は 、 欠 陥 の あ る 遺 伝 子 を 修 正 し た 治 療 用 遺 伝 子 と 置 き 換 え る
こ と に よ っ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 不 適 切 な 生 成 を 永 久 的 に 治 療 す る こ と に 用 い ら れ る 。
　 本 発 明 の 遺 伝 子 治 療 は 、 in vivoま た は ex vivoで 実 施 す る こ と が で き る 。 ex vivo遺 伝
子 治 療 は 、 患 者 の 細 胞 の 単 離 お よ び 精 製 、 治 療 用 遺 伝 子 の 導 入 、 お よ び 遺 伝 的 に 改 変 し た
細 胞 を 患 者 に 戻 し て 導 入 す る こ と を 必 要 と す る 。 対 照 的 に 、 in vivo遺 伝 子 治 療 は 、 患 者
の 細 胞 の 単 離 お よ び 精 製 を 必 要 と し な い 。
　 治 療 用 遺 伝 子 は 、 患 者 に 投 与 す る た め に 、 典 型 的 に は “ パ ッ ケ ー ジ ン グ ” さ れ て い る 。
遺 伝 子 デ リ バ リ ー ビ ヒ ク ル は 、 リ ポ ソ ー ム の よ う な 非 ウ イ ル ス 性 、 ま た は 、 例 え ば K.L. B
erkner (1992) Curr. Top. Microbiol. Immunol., 158： 39-66に 記 載 さ れ て い る ア デ ノ ウ
イ ル ス の よ う な 複 製 欠 損 ウ イ ル ス も し く は N. Muzyczka (1992) Curr. Top. Microbiol. I
mmunol., 158： 97-129お よ び 米 国 特 許 第 5,252,479号 に 記 載 さ れ て い る ア デ ノ 付 随 ウ イ ル
ス (AAV)ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、
複 製 欠 損 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で 発 現 さ せ る た め に 、 操 作 さ れ 得 る 。 次 に 、 こ の 発 現 構
築 物 は 単 離 さ れ て 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNAを 含 有 す る レ ト ロ ウ イ ル ス プ ラ ス
ミ ド ベ ク タ ー で 形 質 導 入 し た パ ッ ケ ー ジ 細 胞 に 導 入 さ れ 、 そ の 結 果 、 前 記 パ ッ ケ ー ジ 細 胞
は 、 対 象 の 遺 伝 子 を 含 有 す る 感 染 性 ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る こ と が で き る よ う に な る 。 こ
れ ら の プ ロ デ ュ ー サ ー 細 胞 は 、 in vivoで 細 胞 を 操 作 す る た め お よ び in vivoで ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 さ せ る た め に 、 対 象 者 に 投 与 す る こ と が で き る (以 下 を 参 照 さ れ た い ： Gene Ther
apy and Other Molecular Genetic- based Therapeutic Approaches, Chapter 20(お よ び
そ の 中 に 引 用 さ れ た 文 献 ), “ Human Molecular Genetics”  (1996) T. Strachan & A.Pre
ad, BIOS Scientific Publishers Ltd.)。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 別 の ア プ ロ ー チ は “ 裸 の DNA” の 投 与 で 、 こ の 場 合 、 治 療 用 遺 伝 子 が 血 流 ま た は 筋 肉 組
織 に 直 接 注 射 さ れ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 が 疾 患 を ひ き 起 こ す 原 因 物 質 で あ る 場 合 に は 、 本
発 明 は 、 前 記 疾 患 を 引 き 起 こ す 原 因 物 質 に 対 す る 抗 体 を 生 成 す る ワ ク チ ン と し て 用 い る こ
と が で き る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 本 発 明 の ワ ク チ ン は 、 予 防 的 (す な わ ち 、 感 染 を 防 ぐ )で あ っ て も 治 療 的 (す な わ ち 、 感
染 後 の 疾 患 を 治 療 す る )で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な ワ ク チ ン は 、 免 疫 性 を 付 与 す る 抗 原
、 免 疫 原 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 、 通 常 は 上 述 の 医 薬 的 に 許 容 で き る 担
体 と 組 合 せ て 含 み 、 前 記 担 体 に は 、 組 成 物 を 投 与 さ れ る 個 体 に 対 し て 有 害 な 抗 体 の 産 生 を
そ れ 自 体 で 誘 発 し な い 担 体 の い ず れ も が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 こ れ ら の 担 体 は 免 疫 刺 激 剤 (
“ ア ジ ュ バ ン ト ” )と し て 機 能 し て も よ い 。 さ ら に ま た 、 前 記 抗 原 ま た は 免 疫 原 は 、 細 菌
の 類 毒 素 (例 え ば ジ フ テ リ ア 、 破 傷 風 、 コ レ ラ 、 H.ピ ロ リ 菌 (pyroli)由 来 の 類 毒 素 )お よ び
他 の 病 原 体 と 結 合 さ れ て も よ い 。
　 ポ リ ペ プ チ ド は 胃 で 分 解 さ れ る の で 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ワ ク チ ン は 、 好 ま し く は 非 経
口 的 に (例 え ば 皮 下 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 ま た は 皮 内 注 射 )投 与 さ れ る 。 非 経 口 投 与 に 適 し た 製
剤 に は 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 剤 、 静 菌 剤 、 お よ び 製 剤 を レ シ ピ エ ン ト の 血 液 に 対 し て 等 張 に す
る 溶 質 を 含 ん で い て も よ い 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 注 射 溶 液 、 な ら び に 懸 濁 剤 ま た は 増
粘 剤 を 含 ん で も よ い 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 無 菌 懸 濁 剤 が 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の ワ ク チ ン 製 剤 は 、 単 位 用 量 ま た は 複 数 単 位 用 量 の 容 器 で 提 供 さ れ て も よ い 。 例
え ば 、 密 封 さ れ た ア ン プ ル お よ び バ イ ア ル で の 提 供 は 、 使 用 直 前 に 無 菌 液 状 担 体 を 添 加 す
る こ と の み を 必 要 と す る 凍 結 乾 燥 状 態 で 保 存 す る こ と が で き る 。 投 与 量 は ワ ク チ ン の 比 活
性 に 依 存 し 、 日 常 的 な 検 査 に よ っ て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 遺 伝 子 デ リ バ リ ー も 同 じ く 、 例 え ば 、 国 際 出 願
W098/55607に 開 示 さ れ た よ う に 作 用 す る こ と が で き る 。
　 射 出 注 入 (jet injection)と 称 さ れ る 技 術 (例 え ば 、 www.powderject.com参 照 )も 、 ワ ク
チ ン 組 成 物 の 製 剤 に お い て 有 用 で あ る 。
　 予 防 接 種 お よ び ワ ク チ ン デ リ バ リ ー シ ス テ ム に 関 す る 多 く の 適 当 な 方 法 は 、 国 際 出 願 WO
00/29428に 開 示 さ れ て い る 。
　 本 発 明 は ま た 、 診 断 薬 と し て の 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 の 核 酸 分 子 に
よ り 特 徴 付 け ら れ 、 機 能 不 全 に 付 随 す る 遺 伝 子 の 変 異 型 の 検 出 は 、 前 記 遺 伝 子 の 過 小 発 現
、 過 剰 発 現 ま た は 位 置 的 も し く は 時 間 的 発 現 の 変 化 か ら 生 じ る 疾 患 の 診 断 、 ま た は そ の よ
う な 疾 患 に 対 す る 感 受 性 の 診 断 を 規 定 す る か ま た は そ れ ら 診 断 に 付 け 加 え る こ と が で き る
診 断 ツ ー ル を 提 供 す る 。 前 記 遺 伝 子 に 変 異 を 保 有 す る 個 体 は 、 種 々 の 技 術 に よ っ て DNAレ
ベ ル で 検 出 す る こ と が で き る 。
　 診 断 の た め の 核 酸 分 子 は 、 対 象 者 の 細 胞 、 例 え ば 血 液 、 尿 、 唾 液 、 組 織 生 検 ま た は 剖 検
材 料 か ら 入 手 で き る 。 ゲ ノ ム DNAを 直 接 検 出 に 用 い て も よ い し 、 ま た は PCR、 リ ガ ー ゼ 連 鎖
反 応 (LCR)、 鎖 置 換 増 幅 (SDA)も し く は 他 の 増 幅 技 術 を 分 析 に 先 立 っ て 用 い る こ と に よ っ て
、 ゲ ノ ム DNAを 酵 素 的 に 増 幅 し て も よ い (以 下 の 文 献 を 参 照 さ れ た い ： Saiki et al., Natu
re 324:163-166 (1986)； Bej et al., Crit. Rev. Biochem. Molec. Biol., 26:301-334 
(1991)； Birkenmeyer et al., J. Virol. Meth., 35： 117-126(1991)； Van Brunt, J., B
io/Technology, 8:291-294(1990))。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 の こ の 特 徴 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 天 然 の 遺 伝 子
の 発 現 レ ベ ル を 評 価 す る こ と 、 お よ び 前 記 発 現 レ ベ ル を 対 照 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含
む 、 患 者 に お け る 疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 場 合 、 前 記 対 照 レ ベ ル と 異 な る レ ベ
ル は 疾 患 の 指 標 と な る 。 前 記 方 法 は ：
　 a)本 発 明 の 核 酸 分 子 と 核 酸 プ ロ ー ブ と の 間 で ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 患 者 由 来 の 組 織 サ ン プ ル を 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工
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程 ；
　 b)工 程 a)で 用 い た 条 件 と 同 じ 条 件 下 で 、 対 照 サ ン プ ル を 前 記 プ ロ ー ブ と 接 触 さ せ る 工 程
； お よ び 、
　 c)前 記 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 の 存 在 を 検 出 す る 工 程 ；
を 含 み 、 こ の 場 合 、 対 照 サ ン プ ル 中 の ハ イ ブ リ ッ ド 複 合 体 レ ベ ル と 異 な る ハ イ ブ リ ッ ド 複
合 体 レ ベ ル が 患 者 サ ン プ ル で 検 出 さ れ る こ と は 、 疾 患 の 指 標 と な る 。
　 本 発 明 の さ ら な る 特 徴 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 診 断 方 法 を 含 む ：
　 a)疾 患 に つ い て 検 査 さ れ る 患 者 か ら 、 組 織 サ ン プ ル を 入 手 す る 工 程 ；
　 b)前 記 組 織 サ ン プ ル か ら 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 単 離 す る 工 程 ； お よ び 、
　 c)疾 患 に 付 随 す る 前 記 核 酸 分 子 に お け る 変 異 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ っ て 、 患 者 を 疾
患 に つ い て 診 断 す る 工 程 。
　 上 記 に 記 載 し た 方 法 に お け る 核 酸 分 子 の 検 出 を 補 助 す る た め に 、 増 幅 工 程 、 例 え ば PCR
の 使 用 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 正 常 な 遺 伝 子 型 と 比 較 す る と 、 増 幅 産 物 に お け る サ イ ズ の 変 化 に よ っ て 、 欠 失 お よ び 挿
入 を 検 出 す る こ と が で き る 。 点 変 異 は 、 増 幅 DNAを 本 発 明 の 標 識 RNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る か 、 あ る い は 本 発 明 の 標 識 ア ン チ セ ン ス DNA配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て
同 定 す る こ と が で き る 。 完 全 に マ ッ チ し た 配 列 は 、 RNase消 化 に よ っ て 、 ま た は 融 解 温 度
に お け る 差 異 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 ミ ス マ ッ チ を 有 す る 二 重 鎖 と 区 別 す る こ と が で き
る 。 DNAを ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 前 記 DNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ と 接 触
さ せ て ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 分 子 を 形 成 さ せ る こ と (前 記 ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 は 、 疾 患 に 付
随 す る 変 異 に 対 応 す る い ず れ か の 部 分 で 前 記 核 酸 プ ロ ー ブ 鎖 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い
部 分 を 有 す る )、 お よ び 、 前 記 プ ロ ー ブ 鎖 の ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い 部 分 の 有 無 を 前 記 D
NA鎖 の 対 応 部 分 に お け る 疾 患 付 随 変 異 の 有 無 を 示 す も の と し て 検 出 す る こ と に よ っ て 、 患
者 に お け る 変 異 の 有 無 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 前 記 の よ う な 診 断 は 特 に 出 生 前 検 査 で 有 用 で あ り 、 新 生 児 検 査 で も な お 有 用 で あ る 。
　 参 照 遺 伝 子 と “ 変 異 ” 遺 伝 子 と の 間 の 点 変 異 お よ び 他 の 配 列 的 相 違 は 、 他 の 周 知 の 技 術
、 例 え ば 直 接 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ ま た は 一 本 鎖 構 造 多 型 性 (Orita et al., Genomics, 5:
874-879 (1989))に よ っ て 同 定 で き る 。 例 え ば 、 シ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー は 、 二 本 鎖 P
CR産 物 ま た は 改 変 PCRに よ っ て 作 製 さ れ た 一 本 鎖 鋳 型 分 子 と と も に 用 い る こ と が で き る 。
配 列 決 定 は 、 放 射 能 標 識 ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 通 常 の 方 法 に よ っ て 、 ま た は 蛍 光 タ グ を 用
い る 自 動 シ ー ク エ ン シ ン グ 法 に よ っ て 実 施 さ れ る 。 ク ロ ー ン 化 DNAセ グ メ ン ト を 、 特 異 的 D
NAセ グ メ ン ト を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い る こ と も で き る 。 こ の 方 法 の 感 度 は 、
PCRと 併 用 し た と き 極 め て 増 強 さ れ る 。 さ ら に 、 点 変 異 お よ び 他 の 配 列 の 変 動 (例 え ば 多 型
性 )は 、 例 え ば 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を た だ １ つ の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な る
配 列 の PCR増 幅 に 用 い る こ と に よ っ て 、 上 述 し た よ う に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 DNA配 列 の 相 違 は ま た 、 変 性 剤 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で の ゲ ル 内 の DNAフ ラ グ メ ン ト の
電 気 泳 動 移 動 度 に お け る 変 化 に よ っ て 、 ま た は 直 接 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ (例 え ば 、 Myers 
et al., Science (1985) 230： 1242)に よ っ て も 検 出 す る こ と が で き る 。 特 定 の 位 置 に お
け る 配 列 の 変 化 は ま た 、 RNaseお よ び S1保 護 の よ う な ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ に よ っ て
、 ま た は 化 学 切 断 法 (Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, (1985) 85:4397-440
1を 参 照 )に よ っ て も 明 ら か に す る こ と が で き る 。
　 ミ ク ロ 欠 失 、 異 数 性 、 転 座 、 逆 位 の よ う な 変 異 は 、 通 常 の ゲ ル 電 気 泳 動 お よ び DNAシ ー
ク エ ン シ ン グ の 他 に 、 in situ分 析 に よ っ て も 検 出 で き る (例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Ke
ller et al., DNA Probes, 2nd Ed., Stockton Press, New York, N.Y., USA (1993))。
す な わ ち 、 細 胞 内 の DNAま た は RNA配 列 は 、 そ れ ら を 単 離 お よ び ／ ま た は メ ン ブ レ ン 上 に 固
定 す る 必 要 な し に 、 変 異 に つ い て 分 析 す る こ と が で き る 。 蛍 光 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン (FISH)は 、 現 在 の と こ ろ 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ て い る 方 法 で 、 FISHに 関 す る 多 数 の
概 論 が 存 在 す る (例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： Trachuck et al., Science, 250, 559-562(
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1990)； お よ び Trask et al., Trends, Genet., 7, 149-154(1991))。
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ア レ イ
を 構 築 し て 、 遺 伝 的 変 種 、 変 異 お よ び 多 型 性 の 効 率 的 ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 す る こ と が で
き る 。 ア レ イ 技 術 方 法 は よ く 知 ら れ て い て 一 般 的 な 応 用 性 を 有 し て お り 、 遺 伝 子 発 現 、 遺
伝 連 鎖 お よ び 遺 伝 的 可 変 性 を 含 む 分 子 遺 伝 学 に お け る 種 々 の 疑 問 に 取 り 組 む の に 用 い る こ
と が で き る (例 え ば 以 下 を 参 照 さ れ た い ： M. Chee et al., Science (1996) , Vol 274, p
p610-613)。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 あ る 態 様 で は 、 前 記 ア レ イ が 、 以 下 の 文 献 に 記 載 さ れ て い る 方 法 に し た が っ て 調 製 さ れ
使 用 さ れ る (PCT出 願 WO95/11995(Chee et al.)； D.J. Lockhart et al., Nat. Biotech., 
14:1675-1680 (1996)； M. Schena et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 93:10614-10619 (19
96))。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 は 、 2つ か ら 100万 個 を 越 え る 範 囲 に わ た り 得 る 。 前 記 オ リ ゴ
マ ー は 、 光 誘 導 化 学 法 を 用 い て 基 板 上 の 指 定 領 域 で 合 成 さ れ る 。 基 板 は 、 紙 、 ナ イ ロ ン ま
た は 他 の 種 類 の メ ン ブ レ ン 、 フ ィ ル タ ー 、 チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド も し く は 他 の 適 切 な 固
相 支 持 体 の い ず れ で あ っ て も よ い 。 別 の 特 徴 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 PCT特 許 出 願 (
WO95/251116, Baldeschweiler et al.)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 化 学 的 結 合 方 法 お よ び
イ ン ク ジ ェ ッ ト 応 用 装 置 を 用 い る こ と に よ っ て 基 板 表 面 上 で 合 成 す る こ と が で き る 。 別 の
特 徴 で は 、 ド ッ ト (ま た は ス ロ ッ ト )ブ ロ ッ ト に 類 似 す る “ 格 子 化 (gridded)” ア レ イ が 、
真 空 系 、 熱 結 合 方 法 、 UV結 合 方 法 、 機 械 的 ま た は 化 学 的 結 合 方 法 を 用 い て 基 質 表 面 に cDNA
フ ラ グ メ ン ト ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 配 置 す る こ と お よ び 連 結 さ せ る こ と に 用 い ら れ
得 る 。 上 述 す る よ う な ア レ イ は 、 手 動 で 、 ま た は 利 用 可 能 な 装 置 (ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト ま た
は ド ッ ト ブ ロ ッ ト 装 置 )、 材 料 (適 切 な 固 相 支 持 体 す べ て )お よ び 機 械 (ロ ボ ッ ト 機 器 を 含 む
)を 用 い て 作 製 す る こ と が で き 、 8、 24、 96、 384、 1536ま た は 6144個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ま た は 2個 か ら 100万 個 を 越 え る 範 囲 の 他 の い ず れ の 数 を も 含 む こ と が で き る (こ の こ
と は 、 ア レ イ 自 体 を 商 業 的 に 入 手 可 能 な 計 測 器 の 有 効 利 用 に 向 く も の と し て い る )。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 上 記 で 考 察 す る 方 法 の 他 に 、 対 象 者 に 由 来 す る サ ン プ ル か ら 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は mRNA
の 異 常 な 増 加 ま た は 低 下 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と を 含 む 方 法 に よ っ て 、 疾 患 を 診 断 す る こ
と が で き る 。 発 現 低 下 ま た は 発 現 増 加 は 、 例 え ば 、 核 酸 増 幅 、 一 例 を 挙 げ る と PCR、 RT-PC
R、 RNase保 護 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 お よ び 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 の よ う な ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 定 量 の た め に 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 の い ず れ か を 用 い て 、 RNAレ ベ ル で
測 定 す る こ と が で き る 。
　 宿 主 に 由 来 す る サ ン プ ル で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 決 定 す る こ と に 用 い る こ と が
で き る ア ッ セ イ 技 術 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ て お り 、 ま た 上 記 で い く ら か 詳 細 に 考 察 さ れ て
い る (ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 お よ び ELISAア
ッ セ イ を 含 む )。 本 発 明 の こ の 特 徴 で は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 診 断 方 法 が 提 供 さ れ る ： (a)上
記 の よ う な リ ガ ン ド を 、 リ ガ ン ド -ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 形 成 に 適 す る 条 件 下 で 、 生 物 学
的 サ ン プ ル と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び (b)前 記 複 合 体 を 検 出 す る 工 程 。
　 ELISA、 RIAお よ び FACSの よ う な ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル を 測 定 す る た め の プ ロ ト コ ル は 、 ポ
リ ペ プ チ ド 発 現 の 変 化 レ ベ ル ま た は 異 常 レ ベ ル を 診 断 す る た め の 基 礎 を さ ら に 提 供 す る こ
と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 正 常 値 ま た は 標 準 値 は 、 正 常 な 哺 乳 類 対 象 体 (好 ま し く
は ヒ ト )か ら 得 ら れ た 体 液 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 、 複 合 体 形 成 に 適 し た 条 件 下 で 、 前 記 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 混 合 す る こ と に よ っ て 確 立 さ れ る 。 標 準 的 な 複 合 体 形 成 量 は 、 種
々 の 方 法 、 例 え ば 分 光 測 定 方 法 に よ っ て 定 量 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 は 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に よ っ て 特
徴 付 け ら れ る 症 状 ま た は 疾 患 の 診 断 の た め に 、 ま た は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 分 子 、
リ ガ ン ド お よ び 他 の 化 合 物 を 用 い て 治 療 さ れ て い る 患 者 を モ ニ タ ー す る ア ッ セ イ に お い て
、 用 い る こ と が で き る 。 診 断 目 的 に 有 用 な 抗 体 は 、 治 療 薬 と し て 上 述 の の と 同 じ 様 式 で 調
製 す る こ と が で き る 。 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の 診 断 ア ッ セ イ は 、 前 記 抗 体 お よ び 標 識
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を 用 い て ヒ ト の 体 液 ま た は 細 胞 も し く は 組 織 の 抽 出 物 中 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 を
含 む 。 前 記 抗 体 は 改 変 し て 、 ま た は 改 変 せ ず に 用 い る こ と が で き 、 さ ら に そ れ ら を レ ポ ー
タ ー 分 子 と 共 有 結 合 ま た は 非 共 有 結 合 に よ っ て 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 標 識 す る こ と が で
き る 。 当 技 術 分 野 で 公 知 の 多 様 な レ ポ ー タ ー 分 子 を 用 い る こ と が で き 、 そ れ ら の い く つ か
は 上 記 に 記 載 さ れ て い る 。
　 生 検 組 織 由 来 の 、 対 象 者 、 対 照 お よ び 疾 患 サ ン プ ル で 発 現 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の 量
は 、 標 準 値 と 比 較 さ れ る 。 標 準 値 と 対 象 者 の 値 と の 間 の 偏 差 は 疾 患 診 断 の た め の パ ラ メ ー
タ を 確 立 す る 。 診 断 ア ッ セ イ を 用 い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 発 現 の 有 無 お よ び 過 剰 を 識 別 し 、 治
療 的 処 置 の 間 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル の 調 節 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ
セ イ は ま た 、 動 物 実 験 、 臨 床 試 験 ま た は 個 々 の 患 者 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ に お け る 特 定 の 治
療 的 処 置 方 法 の 有 効 性 を 評 価 す る こ と に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 診 断 キ ッ ト は 、 以 下 を 含 み 得 る ：
　 (a)本 発 明 の 核 酸 分 子 ；
　 (b)本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ； ま た は
　 (c)本 発 明 の リ ガ ン ド 。
　 本 発 明 の あ る 特 徴 で は 、 診 断 キ ッ ト は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 本 発 明 の 核 酸 分 子
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 む 第 一 の 容 器 ； 前 記 核 酸 分 子 を 増 幅 さ せ る た め に
有 用 な プ ラ イ マ ー を 含 む 第 二 の 容 器 ； お よ び 、 疾 患 の 診 断 を 容 易 に す る た め に 前 記 プ ロ ー
ブ お よ び プ ラ イ マ ー の 使 用 に つ い て の 指 示 書 を 含 み 得 る 。 前 記 キ ッ ト は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し て い な い RNAを 消 化 す る た め の 薬 剤 を 保 持 し て い る 第 三 の 容 器 を さ ら に 含 ん で も よ い 。
　 本 発 明 の 別 の 特 徴 で は 、 診 断 キ ッ ト が 核 酸 分 子 の ア レ イ を 含 ん で も よ く 、 前 記 核 酸 分 子
の 少 な く と も １ つ が 本 発 明 の 核 酸 分 子 で あ っ て も よ い 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 、 診 断 キ ッ ト は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合
す る 1種 ま た は 2種 以 上 の 抗 体 ； お よ び 、 前 記 抗 体 と 前 記 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 結 合 反 応 の
検 出 に 有 用 な 試 薬 ； を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の よ う な キ ッ ト は 、 内 分 泌 タ ン パ ク 質 が 関 与 し て い る 疾 患 も し く は 障 害 の 診 断 ま た は
疾 患 も し く は 障 害 の 易 罹 患 性 の 診 断 に お い て 使 用 さ れ る で あ ろ う 。 こ の よ う な 疾 患 お よ び
障 害 は 、 生 殖 障 害 、 妊 娠 障 害 、 例 え ば 妊 娠 性 絨 毛 疾 患 、 発 育 障 害 、 例 え ば Silver-Russell
症 候 群 、 成 長 障 害 、 成 長 ホ ル モ ン 欠 乏 症 、 ク ッ シ ン グ 病 、 内 分 泌 障 害 、 細 胞 増 殖 障 害 で 、
新 生 物 、 癌 腫 、 下 垂 体 腫 瘍 、 卵 巣 腫 瘍 、 メ ラ ノ ー マ 、 肺 腫 瘍 、 結 腸 直 腸 腫 瘍 、 乳 房 腫 瘍 、
膵 臓 腫 瘍 、 頭 部 お よ び 頚 部 腫 瘍 、 胎 盤 部 位 の 栄 養 膜 の 腫 瘍 、 腺 癌 、 絨 毛 上 皮 腫 、 骨 肉 腫 お
よ び 他 の 固 形 腫 瘍 を 含 む も の ； 血 管 新 生 、 骨 髄 増 殖 性 障 害 ； 自 己 免 疫 /炎 症 疾 患 ； 心 血 管
系 疾 患 ； 神 経 障 害 、 疼 痛 ； 代 謝 障 害 で 、 糖 尿 病 、 骨 粗 鬆 症 、 お よ び 肥 満 を 含 む も の 、 悪 液
質 、 AIDS、 腎 疾 患 ； 肺 損 傷 ； 加 齢 ； 感 染 症 で 、 ウ イ ル ス 感 染 症 、 細 菌 感 染 症 、 真 菌 感 染 症
お よ び 寄 生 体 感 染 症 を 含 む も の 、 な ら び に 他 の 病 態 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ の 疾 患 は 、 内
分 泌 機 能 、 特 に 成 長 ホ ル モ ン が 関 係 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 の 種 々 の 特 徴 お よ び 態 様 は 、 特 に INSP100ポ リ ペ プ チ ド お よ び INSP104ポ リ ペ プ チ
ド に 関 連 す る 実 施 例 を 介 し て 、 こ れ か ら よ り 詳 細 に 説 明 さ れ る で あ ろ う 。
　 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 細 部 の 改 変 が な さ れ 得 る こ と は 、 理 解 さ れ る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
(実 施 例 )

　 INSP100お よ び INSP104は 、 5個 の エ ク ソ ン を 含 む も の と し て 同 定 さ れ た 。 図 2は 、 ヒ ト 由
来 の Q14407絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B)の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン を 、 新 規 ス プ ラ
イ シ ン グ 変 種 INSP100の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン と 比 較 し て い る 。 図 2は 同 じ く 、 ヒ ト 由 来
の P01243絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A)の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン を 、 新 規 ス プ ラ イ
シ ン グ 変 種 INSP104の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン と 比 較 し て い る 。 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 I
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NSP100お よ び INSP104は 各 々 、 伸 長 さ れ た エ ク ソ ン 2(2nov)お よ び 短 縮 さ れ た エ ク ソ ン 3(3n
ov)を 有 す る 。
　 こ の 概 略 図 は 、 下 垂 体 成 長 ホ ル モ ン (GH-N)の 主 要 な 二 次 構 造 エ レ メ ン ト も 示 し て い る 。
GH-Nは 、 4個 の α ヘ リ ッ ク ス (A、 B、 Cお よ び D)で 構 成 さ れ 、 な ら び に 特 に 重 要 で あ る の は
、 ヘ リ ッ ク ス Aを ヘ リ ッ ク ス Bと 連 結 し て い る “ A-Bル ー プ ” で あ る 。 A-Bル ー プ は 、 成 長 ホ
ル モ ン 受 容 体 に 結 合 す る GH-N相 互 作 用 面 の 重 要 な 構 成 要 素 で あ る (Wells JA, PNAS vol. 9
3, pp.1-6 1996 “ Binding in the growth hormone receptor complex” )。
　 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 INSP100お よ び INSP104は 、 ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hC
S-B； Q14407)の 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 お よ び ヒ ト 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A； P
01243)の 公 知 の 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 と 比 べ 、 A-Bル ー プ 中 に 挿 入 さ れ た 新 た な 残 基 を
有 す る (そ れ ぞ れ の エ ク ソ ン 2の 伸 長 の た め に )こ と が 分 か る 。 同 様 に 、 各 エ ク ソ ン 3の 短 縮
は 、 A-Bル ー プ 内 の 一 部 の hCS-Aお よ び hCS-B残 基 の 除 去 を 生 じ さ せ る で あ ろ う 。 し た が っ
て 、 INSP100お よ び INSP104は 、 A-Bル ー プ の 構 成 が hCS-Aお よ び hCS-Bと は 異 な り 、 こ の ル
ー プ は 同 族 の 受 容 体 に 結 合 す る 主 要 な 決 定 基 で あ る の で 、 INSP100お よ び INSP104は 、 (結
合 親 和 性 お よ び ／ ま た は 受 容 体 選 択 性 に 関 し て ； 例 え ば 、 増 加 し た ま た は 減 少 し た 結 合 親
和 性 お よ び ／ ま た は 受 容 体 選 択 性 に 関 し て )変 化 し た 受 容 体 結 合 特 性 を 示 す と 推 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ れ ら の 実 験 的 推 定 は 、 指 定 さ れ た 実 験 的 試 験 に よ り 引 き 続 き 確 認 さ れ る で あ ろ う 。 例
え ば 、 多 く の 異 な る ア ッ セ イ を 使 用 し 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン の 結 合 に 対 す る 作 用 を 決 定 す る
こ と が で き る (例 え ば 、 J Biol Chem, 1992 Jul 15; 267(20):14219-26 “ Developmental 
control and alternative splicing of the placentally expressed transcripts from t
he human growth hormone gene cluster” , MacLeod JN, Lee AK, Liebhaber SA, Cooke 
NE.； J Biol Chem, 1984 Nov 10; 259(21):13131-8, “ Analysis of a major human chor
ionic somatomammotropin gene. Evidence for two functional promoter elements” , S
elby MJ, Barta A, Baxter JD, Bell GI, Eberhardt NL.参 照 )
　 INSP100お よ び INSP104の ク ロ ー ニ ン グ は 、 原 核 ま た は 真 核 発 現 系 に お け る 、 ス プ ラ イ シ
ン グ 変 種 の 高 レ ベ ル の 発 現 、 引 き 続 き の そ れ ら の 精 製 お よ び 特 徴 決 定 を 可 能 に す る で あ ろ
う 。 例 え ば 、 組 換 え INSP104ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し 、 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 す る こ と が で き 、 次 に こ れ ら を 用 い 、 こ の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 は 生 化
学 的 特 徴 決 定 さ れ る 。 あ る い は 、 組 換 え INSP104ポ リ ペ プ チ ド を 、 先 に 説 明 さ れ た も の お
よ び 下 記 実 施 例 4に 説 明 さ れ る も の を 含 む 、 多 種 多 様 な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 INSP104は 、 成 長 ホ ル モ ン /胎 盤 性 ラ ク ト ゲ ン フ ァ ミ リ ー に 関 連 し た 、 199個 の ア ミ ノ 酸
の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る 完 全 長 予 測 で あ り 、 絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1ア イ ソ フ
ォ ー ム 1の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 で あ る 。 予 測 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (597bp)は 、 5個 の コ
ー ド エ ク ソ ン に わ た っ て い る 。
　 公 知 の 配 列 BC022044と 合 致 し 、 INSP104予 測 と 91％ マ ッ チ ン グ を 有 す る cDNAを 、 ヒ ト 胎
盤 cDNAラ イ ブ ラ リ ー (Clontech)か ら 増 幅 し た 。 得 ら れ た PCR産 物 を 、 pCRII-TOPOに サ ブ ク
ロ ー ニ ン グ し 、 プ ラ ス ミ ド ID13685を 作 成 し (図 4)、 こ れ を 鋳 型 と し て 用 い 、 エ ク ソ ン ア ッ
セ ン ブ リ に よ り INSP104を 構 築 し た 。 エ ク ソ ン ア ッ セ ン ブ リ 法 の 概 要 を 、 以 下 に 示 す ：
　 － 5'お よ び 3'末 端 を 、 プ ラ ス ミ ド 13685か ら PCRに よ り 個 別 に 増 幅 し た 。 ゲ ル -精 製 し た c
DNAを 混 合 し 、 2回 目 の PCR反 応 を 行 い 、 再 ア ッ セ ン ブ リ し た DNAを 増 幅 す る 。
　 － INSP104に 対 応 す る 完 全 長 PCR産 物 を 、 ゲ ル -精 製 し 、 Invitrogenゲ ー ト ウ ェ イ (商 標 )
法 を 用 い 、 逐 次 pDONR221(ゲ ー ト ウ ェ イ エ ン ト リ ー ベ ク タ ー )お よ び pEAK12d(発 現 ベ ク タ ー
)へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。

　 ヒ ト 胎 盤 cDNAラ イ ブ ラ リ ー (バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ GT10中 )を 、 Clontechか ら 購 入 し た 。
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実 施 例 2： 遺 伝 子 ア ッ セ ン ブ リ に よ る INSP104の ク ロ ー ニ ン グ

1.1 cDNAラ イ ブ ラ リ ー



バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ DNAを 、 Wizard Lambdaプ レ ッ プ DNA精 製 シ ス テ ム を 製 造 元 の 指 示 に
従 い 用 い (Promega, Corporation, Madison)、 感 染 し た 大 腸 菌 宿 主 株 の 小 規 模 培 養 か ら 調
製 し た 。 得 ら れ た フ ァ ー ジ DNAを 、 SM緩 衝 液 約 100μ g/μ L中 に 再 懸 濁 し 、 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 遺 伝 子 特 異 的 PCR増 幅 プ ラ イ マ ー (INSP104-CP1お よ び INSP104-CP2、 表 1)を 、 INSP104の
予 測 さ れ た コ ー ド 配 列 を 含 む よ う に 推 定 さ れ た PCR産 物 を 増 幅 す る よ う に 設 計 し た 。 PCRを
、 1X AmpliTaq(商 標 )緩 衝 液 50μ L、 各 dNTP 200μ M、 各 ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー 50ピ コ モ
ル 、 AmpliTaq(商 標 )(Perkin  Elmer) 2.5ユ ニ ッ ト お よ び 胎 盤 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー DNA 1
00ngを 含 有 す る 最 終 体 積 50μ Lで 、 下 記 の よ う に プ ロ グ ラ ム さ れ た 、 MJ Research DNA Eng
ineを 用 い 行 っ た ： 94℃ で 1分 間 ； 94℃ で 1分 間 、 お よ び 72℃ で 1分 間 を 40サ イ ク ル ； 引 き 続
き の 72℃ で 7分 間 の 1サ イ ク ル ； お よ び 、 4℃ の 保 持 サ イ ク ル 。
　 増 幅 産 物 は 、 1X TAE緩 衝 液 中 で 0.8％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル (Invitrogen)で 視 認 し 、 Wizard PC
R プ レ ッ プ DNA精 製 シ ス テ ム (Promega)を 用 い ゲ ル で 精 製 し た 。 滅 菌 水 50μ Lで 溶 離 し た PCR
産 物 を 、 直 接 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る か 、 ま た は -20℃ で 貯 蔵 し た 。

　 PCR産 物 を 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ I改 変 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー (pCRII TOPO)へ 、 Invitrogen
 Corporationか ら 購 入 し た TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト を 製 造 元 に 指 定 さ れ た 条 件 で 用 い 、 サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 ヒ ト ラ イ ブ ラ リ ー の プ ー ル P増 幅 由 来 の ゲ ル 精 製 し
た PCR産 物 4μ Lを 、 TOPOベ ク タ ー 1μ Lお よ び 塩 溶 液 1μ Lと 共 に 、 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 反 応 混 合 液 を 、 大 腸 菌 株 TOP10(Invitrogen)へ 、 下 記 の よ う に 形 質
転 換 し た ： ワ ン シ ョ ッ ト TOP10細 胞 の 50μ Lア リ コ ー ト を 、 氷 上 で 解 凍 し 、 TOPO反 応 液 2μ L
を 添 加 し た 。 混 合 液 を 、 氷 上 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 42℃ で 正 確 に 30秒 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク し た 。 サ ン プ ル を 氷 上 に 戻 し 、 温 SO
C培 地 (室 温 )250μ Lを 添 加 し た 。 サ ン プ ル を 、 振 盪 し な が ら 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し た 。 続 い て 形 質 転 換 混 合 物 を 、 ア ン ピ シ リ ン (100μ g/ml)を 含 有 す る L-ブ ロ ス (LB)プ
レ ー ト に 播 種 し 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 滅 菌 爪 楊 枝 を 用 い 、 コ ロ ニ ー を 、 滅 菌 水 50μ L中 に 接 種 し た 。 続 い て 接 種 物 の 10μ Lア リ
コ ー ト を 、 1X AmpliTaq(商 標 )緩 衝 液 、 200μ Mの 各 dNTP、 20ピ コ モ ル T7プ ラ イ マ ー 、 20ピ
コ モ ル SP6プ ラ イ マ ー 、 1ユ ニ ッ ト AmpliTaq(商 標 )(Perkin  Elmer)を 含 有 す る 、 全 反 応 溶
液 20μ Lで 、 MJ Research DNA Engineを 用 い PCRを 行 っ た 。 サ イ ク リ ン グ 条 件 は 以 下 の 通 り
で あ っ た ： 94℃ で 2分 間 ； 94℃ で 30秒 、 47℃ で 30秒 お よ び 72℃ で 1分 間 を 30サ イ ク ル 。 続 い
て 更 な る 分 析 の 前 に 、 サ ン プ ル を 4℃ で 維 持 し た (保 持 サ イ ク ル )。
　 PCR反 応 産 物 を 、 1X TAE緩 衝 液 中 に お い て 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 析 し た 。 予 想 さ れ る
PCR産 物 サ イ ズ (複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位 ま た は MSCの た め に +187bp)を 示 す コ ロ ニ ー を 、 ア
ン ピ シ リ ン (100μ g/ml)含 有 L-ブ ロ ス (LB)5ml中 で 、 220rpmで 振 盪 し な が ら 、 37℃ で 一 晩 増
殖 さ せ た 。

　 ミ ニ プ レ ッ プ プ ラ ス ミ ド DNAを 、 Qiaprep Turbo9600ロ ボ ッ ト 式 シ ス テ ム (Qiagen)ま た は
Wizard Plus SVミ ニ プ レ ッ プ キ ッ ト (Promega カ タ ロ グ # 1460)を 用 い 、 製 造 元 の 指 示 に し
た が っ て 5mLの 培 養 物 か ら 調 製 し た 。 プ ラ ス ミ ド DNAを 100μ Lの 滅 菌 水 に 溶 出 さ せ た 。 そ の
DNA濃 度 を 、 エ ッ ペ ン ド ル フ BO分 光 計 を 用 い て 測 定 し た 。 BigDye Terminatorシ ス テ ム (App
lied Biosystems カ タ ロ グ # 4390246)を 用 い 製 造 元 の 指 示 に し た が い な が ら 、 プ ラ ス ミ ド
DNA(200-500ng)を T7お よ び SP6プ ラ イ マ ー と 共 に DNAシ ー ク エ ン シ ン グ し た 。 プ ラ イ マ ー 配
列 は 、 表 1に 示 し た 。 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 物 を 、 Dye-Exカ ラ ム (Qiagen)ま た は Montage S
EQ 96ク リ ー ン ア ッ プ プ レ ー ト (Millipore カ タ ロ グ # LSKS09624)を 用 い 精 製 し 、 続 い て Ap
plied Biosystems 3700シ ー ク エ ン サ ー で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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1.2 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー DNAか ら の 仮 想 cDNAの PCR

1.3 PCR産 物 の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ

1.4.1 コ ロ ニ ー PCR

1.5 プ ラ ス ミ ド DNAの 調 製 お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ



　 PCRプ ラ イ マ ー を 、 INSP104の 5'お よ び 3'末 端 を 個 別 に 増 幅 す る よ う に 設 計 し た (表 1)。 I
NSP104の 5'末 端 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー (INSP104-B1P-5'-F)は 、 ゲ ー ト ウ ェ イ  attB1部 位
(5'GCAGGCTTC)お よ び コ ザ ッ ク 配 列 (5' GCCACC)の 部 分 配 列 も 含 む 。 INSP104の 5'末 端 の リ
バ ー ス プ ラ イ マ ー (INSP104-5'-R)は 、 そ の 3'末 端 の プ ラ イ マ ー と 25塩 基 重 複 し て い る 。 IN
SP104の 3'末 端 の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー (INSP104-3'-F)は 、 5'末 端 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー
と 25bpの 重 複 を 有 し た 。 INSP104の 3'末 端 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー (INSP104-3'-R)は 、 5HIS
配 列 を 含 む (図 5)。
　 INSP104 5'末 端 の 増 幅 の た め に 、 PCR反 応 を 最 終 体 積 50μ Lで 行 い 、 こ れ は プ ラ ス ミ ド 13
685ミ ニ プ レ ッ プ DNA(0.3μ g/μ L)0.5μ L、 5mMの 各 dNTP(Amersham Pharmacia Biotech)2μ
L、 INSP104-B1p-5'-F(10μ M)6μ L、 INSP104-5'R 6μ L、 10X Pfu緩 衝 液 5μ L、 お よ び Pfuポ
リ メ ラ ー ゼ (3U/μ L)(#M774B, Promega)0.5μ Lを 含 ん だ 。 PCR条 件 は 、 94℃ で 2分 ； 94℃ で 3
0秒 、 55℃ で 30秒 お よ び 72℃ で 1分 を 30サ イ ク ル 、 な ら び に 4℃ の 保 持 サ イ ク ル で あ っ た 。
反 応 産 物 を 、 1.5％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル (1X TAE)に 装 荷 し 、 正 し い サ イ ズ の PCR産 物 (226bp)を
、 Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen カ タ ロ グ #28704)を 用 い 、 50μ L溶 離 緩 衝 液 (Qia
gen)で 溶 出 し 、 ゲ ル 精 製 し た 。
　 INSP104 3'末 端 を 、 前 述 と 同 じ 反 応 条 件 を 用 い る が 、 プ ラ イ マ ー INSP104-3'-Fお よ び IN
SP104-3'-R、 10X AmpliTaq緩 衝 液 5μ Lお よ び AmpliTaq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Applied Biosyst
ems, # N808-0155, 5U/μ L)0.5μ Lを 使 用 し 、 増 幅 し た 。 451bpの PCR産 物 を 、 前 述 の よ う
に ゲ ル で 精 製 し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 INSP104の 5'お よ び 3'末 端 を 、 ゲ ル で 精 製 さ れ た 5'末 端 5μ L、 ゲ ル で 精 製 さ れ た 3'末 端 2
μ L、 5mMの 各 dNTP 2μ L、 NSP104-B1P-5'-F(10μ M)6μ L、 INSP104-3'-R(10μ M)6μ L、 10X 
Pfu緩 衝 液 5μ L、 Pfuポ リ メ ラ ー ゼ (3U/μ L； Promegaカ タ ロ グ #M774B)0.5μ Lを 含 有 す る PCR
反 応 に お い て ア ッ セ ン ブ リ し た 。 反 応 条 件 は 以 下 の よ う で あ っ た ： 94℃ で 4分 ； 94℃ で 30
秒 、 48℃ で 30秒 お よ び 70℃ で 2分 を 10サ イ ク ル ； 94℃ で 30秒 、 52℃ で 30秒 、 70℃ で 2分 を 25
サ イ ク ル ； 追 加 の 伸 長 工 程 70℃ で 10分 ； な ら び に 、 4℃ の 保 持 サ イ ク ル 。 反 応 産 物 を 、 1.5
％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル (1X TAE)上 で 分 析 し た 。 正 し い サ イ ズ (627bp)の PCR産 物 、 Qiaquick Gel
 Extraction Kit (Qiagenカ タ ロ グ #28704)を 用 い 、 溶 離 緩 衝 液 (Qiagen)50μ Lで 溶 出 し 、
ゲ ル 精 製 し た 。 得 ら れ た 産 物 (INSP104 ORF)は 、 5'末 端 に attB1部 位 お よ び コ ザ ッ ク 配 列 が
、 な ら び に 3'末 端 に 5HISタ グ コ ー ド 配 列 が 隣 接 し た INSP104の ORFを 含 む (図 6)。
【 ０ ０ ８ １ 】
　
　 INSP104 ORFを 、 ゲ ー ト ウ ェ イ (商 標 )ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム (Invitrogen)を 用 い 、 pDONR
221へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ゲ ル 精 製 さ れ た INSP104 ORF PCR産 物 2μ L、 5mMの 各 dNTP(Am
ersham Pharmacia Biotech)2μ L、 GCP-フ ォ ワ ー ド (10μ M)3μ L、 GCP-リ バ ー ス (10μ M)3μ
L、 10X AmpliTaq緩 衝 液 5μ Lお よ び AmpliTaq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Applied Biosystems, # N8
08-0155, 5U/μ l)5μ Lを 含 有 す る PCR反 応 液 50μ L中 で 、 部 分 的 attB1組 換 え 部 位 を 、 INSP1
04 ORFの 5'末 端 に 追 加 し 、 な ら び に 6HISタ グ 配 列 、 停 止 コ ド ン お よ び attB2組 換 え 部 位 を
、 INSP104 ORFの 3'末 端 に 加 え た 。 PCR条 件 は 、 94℃ で 2分 ； 94℃ で 30秒 、 55℃ で 30秒 お よ
び 72℃ で 1分 を 30サ イ ク ル ； 追 加 の 伸 長 工 程 72℃ で 3分 、 お よ び 4℃ の 保 持 サ イ ク ル で あ っ
た 。 反 応 産 物 を 、 1.5％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル (1X TAE)上 で 分 析 し 、 予 測 サ イ ズ (685bp)の PCR産
物 を 、 Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen カ タ ロ グ #28704)を 用 い 、 50μ L溶 離 緩 衝 液
(Qiagen)で 溶 出 し 、 ゲ ル 精 製 し た 。 次 に 精 製 し た PCR産 物 (ゲ ー ト ウ ェ イ -改 変 INSP104 ORF
)を 、 以 下 の よ う に BPク ロ ナ ー ゼ を 使 用 し 、 pDONR221へ 移 し た ： 1.5μ lの ゲ ー ト ウ ェ イ -改
変 INSP104 ORFを 、 0.5μ L pDONR221(0.1μ g/μ L)、 1μ L BP緩 衝 液 お よ び 1μ L BPク ロ ナ ー
ゼ 酵 素 混 合 液 (Invitrogen)を 含 む 、 最 終 体 積 5μ L中 で 、 室 温 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
し た 。 反 応 を 、 0.5μ プ ロ テ イ ナ ー ゼ K(2μ g/μ l)を 添 加 す る こ と に よ り 停 止 し 、 さ ら に 37
℃ で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 反 応 液 の ア リ コ ー ト (3μ L)を 用 い 、 50μ L大 腸
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1.6 プ ラ ス ミ ド 13685か ら の INSP104の 5'お よ び 3'末 端 の PCR増 幅

2.　 INSP104 ORF作 製 の た め の INSP104の 5'お よ び 3'末 端 の ア ッ セ ン ブ リ

3.　 INSP104 ORFの pDONR221へ の サ ブ ク ロ ー ニ ン グ



菌 DH5α 細 胞 (Invitrogen)を ヒ ー ト シ ョ ッ ク す る こ と に よ り 形 質 転 換 し た 。 コ ン ピ テ ン ト D
H5α 細 胞 50μ Lを ア リ コ ー ト 3μ Lと 共 に 、 0.2ml PCRチ ュ ー ブ 中 で 、 氷 上 で 30分 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し 、 続 い て 42℃ の 水 浴 に 45秒 間 移 し た 。 こ の チ ュ ー ブ を 、 氷 上 に 2分 間 戻 し 、 1
2mlプ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に 移 し た 。 そ の 後 サ ン プ ル を 、 SOC培 地 900μ Lの 添 加 に よ り 希 釈 し
、 振 盪 し な が ら 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 形 質 転 換 体 (200μ L)を 、 40μ g/μ L
カ ナ マ イ シ ン を 含 有 す る LBプ レ ー ト 上 に 接 種 し 、 室 温 で 72時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
プ ラ ス ミ ド ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 、 QiaPrep Turbo 9600ロ ボ ッ ト 型 シ ス テ ム (Qiagen)を 用 い
、 8個 の 得 ら れ た コ ロ ニ ー か ら 単 離 し 、 BigDyeTerminatorシ ス テ ム (Applied Biosystemsカ
タ ロ グ #4390246)を 製 造 元 の 指 示 に 従 い 用 い 、 M13Fお よ び M13Rシ ー ク エ ン シ ン グ プ ラ イ マ
ー に よ り DNAシ ー ク エ ン シ ン グ を 施 し た 。 シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応 物 を 、 Dye-Exカ ラ ム (Qiag
en)ま た は Montage SEQ 96ク リ ー ナ ッ プ プ レ ー ト (Millipore カ タ ロ グ #LSKS09624)を 用 い
て 精 製 し 、 そ の 後 Applied Biosystems 3700シ ー ク エ ン サ ー 上 で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
4. 
　 INSP104 ORFの 正 確 な 配 列 を 含 む pDONR221ク ロ ー ン 由 来 の プ ラ ス ミ ド 溶 離 液 (1.5μ L)(プ
ラ ス ミ ド ID 14259)(図 7)を 、 次 に 、 pEAK12d(0.1μ g/μ L)1.5μ L、 LR緩 衝 液 2μ Lお よ び LR
ク ロ ナ ー ゼ (Invitrogen)1.5μ Lを 含 み 、 最 終 体 積 10μ Lで あ る 組 換 え 反 応 に お い て 使 用 し
た 。 こ の 混 合 液 を 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 1μ Lプ ロ テ イ ナ ー ゼ K(2μ g/μ L)の
添 加 に よ り 停 止 し 、 さ ら に 10分 間 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 反 応 の ア リ コ ー ト
(1μ L)を 用 い 、 20μ L大 腸 菌 DH10B細 胞 (Invitrogen)(滅 菌 水 中 1/5希 釈 )を 、 Biorad Gene P
ulserを 製 造 元 の 推 奨 に 従 い 使 用 し 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 形 質 転 換 し た 。 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 細 胞 を 、 12mlプ ロ ピ レ ン チ ュ ー ブ に 移 し 、 SOC培 地 1mLの 添 加 に よ
り 希 釈 し 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 形 質 転 換 体 を 、 LB-ア ン ピ シ リ ン プ レ ー
ト 上 に 接 種 し 、 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ミ ニ プ レ ッ プ DNAを 、 QiaPrep Turbo
 9600ロ ボ ッ ト 型 シ ス テ ム (Qiagen)を 用 い 、 3個 の コ ロ ニ ー か ら 調 製 し 、 溶 離 緩 衝 液 50μ L
中 に 溶 離 し た 。 続 け て 各 ミ ニ プ レ ッ プ 0.5μ Lに 、 5mMの 各 dNTP 2μ L、 10μ M pEAK12-F 3μ
L、 10μ M pEAK12-R 3μ L、 10X AmpliTaq(商 標 )緩 衝 液 5μ Lお よ び AmpliTaq(商 標 )(Applied
 Biosystemsカ タ ロ グ #N808-0155)0.5μ Lを 含 有 す る 、 全 反 応 容 積 50μ Lで PCRを 施 し た 。 サ
イ ク リ ン グ 条 件 は 、 以 下 の よ う で あ っ た ： 94℃ で 2分 ； 94℃ で 30秒 、 55℃ で 30秒 、 お よ び 7
2℃ で 1分 を 30サ イ ク ル ； 72℃ で 3分 を 1サ イ ク ル 。 そ の 後 、 更 な る 分 析 の 前 に 、 サ ン プ ル を
4℃ で 維 持 し た (保 持 サ イ ク ル )。
　 PCR反 応 生 成 物 は 、 1X TAE緩 衝 液 中 で 、 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 析 し た 。 予 想 さ れ る PC
R産 物 サ イ ズ (1010bp)を 生 じ た 1個 の コ ロ ニ ー を 用 い 、 500ml培 養 液 か ら プ ラ ス ミ ド pEAK12d
-INSP104-6HIS(プ ラ ス ミ ド ID 14321)(図 8)の CsCl勾 配 精 製 さ れ た マ キ シ プ レ ッ プ DNAを 調
製 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 、 TE緩 衝 液 中 に 濃 度 1μ g/μ Lで 再 懸 濁 し 、 前 述 の よ う に pE
AK12d Fお よ び pEAK12d Rプ ラ イ マ ー で 配 列 を 検 証 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
表 1　 INSP104ク ロ ー ニ ン グ お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ の た め の プ ラ イ マ ー  
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下 線 付 き 配 列 ＝ コ ザ ッ ク 配 列
太 字 配 列 ＝ 停 止 コ ド ン
[]内 配 列 ＝ Hisタ グ
下 線 付 き 配 列 ＝ 隣 接 cDNA部 分 と の 重 複
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 こ こ で 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 を 基 に 、 INSP104ポ
リ ペ プ チ ド の in vivoに お け る 組 織 分 布 お よ び 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め に 、 更 な る 実 験
を 行 っ た 。
　 INSP104の 転 写 産 物 の 存 在 を 、 様 々 な ヒ ト 組 織 に 由 来 す る cDNAの PCRに よ り 調 べ る こ と が
で き る 。 INSP104転 写 産 物 は 、 試 験 し た サ ン プ ル 中 で 非 常 に 低 い レ ベ ル で 存 在 す る か も し
れ な い 。 し た が っ て 、 RNA調 製 物 中 の 少 量 の ゲ ノ ム 混 入 は 、 偽 陽 性 の 結 果 を 生 じ る の で 、
様 々 な ヒ ト 組 織 中 の 転 写 産 物 の 存 在 を 確 立 す る 実 験 の 設 計 に は 細 心 の 注 意 が 必 要 で あ る 。
し た が っ て 全 て の RNAは 、 逆 転 写 に 使 用 す る 前 に 、 DNAseで 処 理 さ れ な け れ ば な ら な い 。 加
え て 各 組 織 に 関 し て 、 対 照 反 応 は 、 逆 転 写 が 生 じ な い よ う 設 定 さ れ る の が よ い (-ve RT対
照 )。
　 例 え ば 、 各 組 織 か ら の 総 RNA 1μ gを 使 用 し 、 Multiscript逆 転 写 酵 素 (ABI)お よ び ラ ン ダ
ム ヘ キ サ マ ー プ ラ イ マ ー を 用 い 、 cDNAを 作 成 す る こ と が で き る 。 各 組 織 に つ い て 、 逆 転 写
酵 素 以 外 の 全 て の 構 成 要 素 が 添 加 さ れ た 対 照 反 応 が 設 定 さ れ る (-ve RT対 照 )。 PCR反 応 は
、 各 組 織 、 逆 転 写 さ れ た RNAサ ン プ ル お よ び マ イ ナ ス RT対 照 に 対 し 、 準 備 さ れ る 。 INSP104
-特 異 的 プ ラ イ マ ー は 、 本 明 細 書 に 提 供 さ れ た 配 列 情 報 を 基 に 容 易 に 設 計 さ れ る 。 逆 転 写
さ れ た サ ン プ ル 中 の 正 確 な 分 子 量 の 産 物 の 存 在 は 、 マ イ ナ ス RT対 照 中 の 産 物 の 非 存 在 と 共
に 、 そ の 組 織 に お け る 転 写 産 物 の 存 在 の 証 拠 と な り 得 る 。 INSP104転 写 産 物 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る た め に は 、 前 述 の よ う に 作 成 さ れ た も の の み で は な く 、 い ず れ か 適 当 な cDNAラ イ
ブ ラ リ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
　 INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 組 織 分 布 パ タ ー ン は さ ら に 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 に 関
連 し た 有 用 な 情 報 を 提 供 す る で あ ろ う 。
　 加 え て こ こ で 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 し た 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し 、 更 な る 実 験 を 行 う こ
と が で き る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー に よ る 哺 乳 類 細 胞 株 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 INSP104
タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル の 発 現 を 可 能 に し 、 そ の 結 果 INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 特 性 に 関
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す る 継 続 し た 研 究 を 可 能 に す る 。 下 記 の 材 料 お よ び 方 法 は 、 そ の よ う な 実 験 の 適 切 な も の
の 例 で あ る ：
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス 核 抗 原 を 発 現 し て い る ヒ ト 胚 性 腎 293細 胞 (HEK293-EBNA, In
vitrogen)を 、 Ex-細 胞 VPRO血 清 -非 含 有 培 地 (シ ー ド ス ト ッ ク 、 維 持 培 地 、 JRH)に お い て 懸
濁 状 態 で 維 持 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 16-20時 間 前 に (-1日 目 )、 細 胞 を 、 2個 の T225
フ ラ ス コ に 播 種 し た (2％ FBS播 種 培 地 (JRH)を 含 む DMEM/F12(1:1)中 に 2x10 5 細 胞 /mlの 密 度
で フ ラ ス コ あ た り 50ml)。 次 の 日 (ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 0日 目 )、 JetPEI(商 標 )試 薬 を 用 い
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た (プ ラ ス ミ ド DNA 2μ L/μ g、 PolyPlus-ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン )。 各 フ ラ ス コ に つ い て 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 GFP(蛍 光 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 )DNAで 同 時 -ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 次 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 混 合 物 を 、 2個 の T225フ ラ ス コ に 加
え 、 37℃ (5％ CO 2 )で 6日 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 陽 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 確 認 は
、 1日 目 お よ び 6日 目 の 定 量 的 蛍 光 試 験 に よ り 行 っ た (Axiovert 10 Zeiss)。
　 6日 目 に (採 集 日 )、 2つ の フ ラ ス コ か ら 上 清 を プ ー ル し 、 遠 心 分 離 し (例 え ば 、 4℃ 、 400g
)、 固 有 の 識 別 票 を 付 し た ポ ッ ト に 入 れ た 。 6His-タ グ 付 加 タ ン パ ク 質 の QCの た め に (内 部
バ イ オ プ ロ セ ッ シ ン グ QC)、 1個 の ア リ コ ー ト (500μ L)を 保 持 し た 。
　 大 規 模 化 バ ッ チ は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 と し て Polysciences か ら の ポ リ エ チ レ
ン イ ミ ン に よ り 、 BP/PEI/HH/02/04を 参 照 し 、 “ 浮 遊 細 胞 の PEIト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ” と
称 さ れ る プ ロ ト コ ル に 従 い 作 成 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 C-末 端 6Hisタ グ を 伴 う 組 換 え タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 培 養 培 地 サ ン プ ル を 、 冷 緩 衝 液 A(50
mM NaH 2 PO 4 ； 600mM NaCl； 8.7％ (w/v)グ リ セ ロ ー ル 、 pH7.5)で 希 釈 し た 。 こ の サ ン プ ル を
、 滅 菌 フ ィ ル タ ー (Millipore)で 濾 過 し 、 滅 菌 培 養 角 ビ ン (Nalgene)で 4℃ で 維 持 し た 。
　 精 製 は 、 自 動 サ ン プ ル 添 加 装 置 (Labomatic)に 連 結 し た VISIONワ ー ク ス テ ー シ ョ ン (Appl
ied Biosystems)で 4℃ で 実 施 し た 。 精 製 方 法 は 、 以 下 の 2つ の 連 続 す る 工 程 を 含 ん で い た
： Niイ オ ン で 荷 電 さ れ て い る Poros 20 MC (Applied Biosystems)カ ラ ム (4.6x50mm, 0.83m
l)で の 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 続 い て セ フ ァ デ ッ ク ス G-25中 型 (Amersha
m Pharmacia)カ ラ ム (1.0x10cm)で ゲ ル ろ 過 。
　 最 初 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の た め に 、 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 30カ ラ ム 容 積 の
EDTA溶 液 (100mM EDTA； 1M NaCl； pH8.0)で 再 生 さ せ 、 15カ ラ ム 容 積 の 100mM NiS0 4 溶 液 で
洗 浄 し 、 10カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Aで 洗 浄 し 、 続 い て 7カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 B(50mM NaH 2 PO 4 ；
600mM NaCl； 8.7％ (w/v)グ リ セ ロ ー ル 、 400mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH7.5)で 洗 浄 し 、 最 後 に 15
カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 A(15mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む )で 平 衡 化 し た 。 Labomaticサ ン プ ル 添 加
装 置 で サ ン プ ル を 200mlの サ ン プ ル ル ー プ に 移 し 、 続 い て Ni金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に
流 速 10ml/分 で 装 荷 し た 。 前 記 カ ラ ム を 12カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Aで 洗 浄 し 、 続 い て 28カ ラ ム
容 積 の 緩 衝 液 (20mMの イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む )で 洗 浄 し た 。 20mMの イ ミ ダ ゾ ー ル 洗 浄 の 間 に 、
緩 く 付 着 し て い た 混 入 タ ン パ ク 質 は カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 組 換 え His-タ グ 付 加 タ ン パ ク 質
を 、 流 速 2ml/分 、 10カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 Bで 最 後 に 溶 出 さ せ 、 こ の 溶 出 タ ン パ ク 質 を 採 集
し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 二 番 目 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 の た め に 、 セ フ ァ デ ッ ク ス G-25ゲ ル ろ 過 カ ラ ム を 、 2m
lの 緩 衝 液 D(1.137M NaCl； 2.7mM KCl； 1.5mM KH 2 PO 4 ； 8mM Na 2 HPO 4 ； pH7.2)で 再 生 し 、 続
い て 4カ ラ ム 容 積 の 緩 衝 液 C(137mM NaCl； 2.7mM KCl； 1.5mM KH 2 PO 4 ； 8mM Na 2 HPO 4 ； 20％ (
w/v)グ リ セ ロ ー ル ； pH7.4)で 平 衡 化 し た 。 Niカ ラ ム か ら 溶 出 し た ピ ー ク 画 分 は 、 VISIONに
装 備 さ れ て い る サ ン プ ル 添 加 装 置 を 自 動 的 に 通 過 し て 、 セ フ ァ デ ッ ク ス G-25カ ラ ム に 装 荷
さ れ 、 2ml/分 の 流 速 の 緩 衝 液 Cで タ ン パ ク 質 を 溶 出 し た 。 前 記 画 分 を 、 滅 菌 遠 心 分 離 フ ィ
ル タ ー (Millipore)で 濾 過 し 、 凍 結 し て -80℃ で 保 存 し た 。 サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 、 抗 -H
is抗 体 を 用 い 、 SDS-PAGE(4-12％  NuPAGEゲ ル ； Novex)ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。 Nu
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PAGEゲ ル は 、 0.1％ ク マ ー シ ー ブ ル ー R250染 色 液 (30％ メ タ ノ ー ル 、 10％ 酢 酸 )で 室 温 で 1時
間 染 色 し 、 続 け て 20％ メ タ ノ ー ル 、 7.5％ 酢 酸 で 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 透 明 に な り タ ン パ
ク 質 バ ン ド が 明 確 に 視 認 で き る ま で 、 脱 色 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 電 気 泳 動 に 続 い て 、 タ ン パ ク 質 を ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン へ 移 し た 。 前 記
メ ン ブ レ ン を 、 5％ 粉 乳 を 含 む 緩 衝 液 E(137mM NaCl； 2.7mM KCl； 1.5mM KH 2 PO 4 ； 8mM Na 2 H
PO 4 ； 0.1％  Tween 20、 pH7.4)で 室 温 に て 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し 、 続 い て 2.5％ 粉 乳 を 含 む
緩 衝 液 E中 で ふ た つ の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 混 合 物 (G-18お よ び H-15、 各 々 0.2μ g/mL
； Santa Cruz)と 共 に 4℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 室 温 で さ ら に 1時 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 後 、 前 記 メ ン ブ レ ン を 緩 衝 液 E(10分 、 3回 )で 洗 浄 し 、 続 い て 2.5％ 粉 乳 を 含
む 緩 衝 液 Eで 1/3000に 希 釈 し た HRP-結 合 抗 -ウ サ ギ 二 次 抗 体 (DAKO, HRP 0399)と 室 温 で 2時
間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 緩 衝 液 Eで 洗 浄 (10分 、 3回 )し た 後 、 前 記 メ ン ブ レ ン を ECLキ
ッ ト (Amersham Pharmacia)で 1分 間 処 理 し た 。 続 い て 前 記 メ ン ブ レ ン を ハ イ パ ー フ ィ ル ム (
Amersham Pharmacia)に 露 光 し 、 前 記 フ ィ ル ム を 現 像 し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 画 像 を 視 覚
的 に 分 析 し た 。
　 ク マ ー シ ー 染 色 に よ り 検 出 可 能 な タ ン パ ク 質 バ ン ド を 示 し た サ ン プ ル に つ い て 、 タ ン パ
ク 質 濃 度 を 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標 準 と す る 、 BCAタ ン パ ク 質 ア ッ セ イ キ ッ ト (Pierce)
を 用 い て 決 定 し た 。
　 さ ら に 細 胞 株 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 発 現 ま た は 発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン を 使 用 し 、 宿 主 細
胞 ゲ ノ ム の 転 写 活 性 に 対 す る 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。 INSP104ポ リ ペ プ チ ド の 二 量
体 化 の パ ー ト ナ ー で あ る コ -ア ク チ ベ ー タ ー お よ び コ -リ プ レ ッ サ ー を 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト と 組 合 せ た 免 疫 沈 降 お よ び 質 量 分 析 と 組 合 せ た 免 疫 沈 降 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 出 願 人 は 、 多 く の 生 殖 機 能 健 全 性 お よ び 代 謝 内 分 泌 に 関 連 し た ア ッ セ イ を 開 発 し 、 か
つ タ ン パ ク 質 機 能 の 生 物 学 的 関 係 の 研 究 に お い て 使 用 し て い る 。 本 出 願 人 に よ り 開 発 さ れ
た 生 殖 機 能 健 全 性 お よ び 代 謝 内 分 泌 に 関 連 し た ア ッ セ イ の 例 は 、 4種 の 代 謝 内 分 泌 に 関 す
る 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 、 お よ び 18種 の 生 殖 機 能 健 全 性 に 関 す る 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ を
含 む 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 脂 肪 細 胞 の 分 化 の 阻 害 は 、 糖 尿 病 お よ び 多 嚢 胞 性 卵 巣 症 候 群 (PCOS)の よ う な 疾 患 に お け
る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 減 少 さ せ る 上 で 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 脂 肪 体 積 の 低 下 に 関 す る in
 vitroモ デ ル で あ る 。 こ の 目 的 は 、 前 駆 脂 肪 細 胞 の 脂 肪 細 胞 へ の 分 化 を 阻 害 す る タ ン パ ク
質 を 同 定 す る こ と で あ る 。 マ ウ ス の 前 駆 脂 肪 細 胞 株 3T3-L1を 誘 導 し 、 イ ン ス リ ン ＋ IBMXで
脂 肪 細 胞 へ 分 化 さ せ る 。 TNFα ＋ シ ク ロ ヘ キ サ ミ ド に よ り 分 化 が 阻 害 さ れ る と い う 知 見 を
陽 性 対 照 と し て 使 用 す る 。

　 こ の 目 的 は 、 糖 尿 病 ま た は PCOS時 の 脂 肪 細 胞 に お け る イ ン ス リ ン -抵 抗 性 の モ デ ル と し
て ブ ド ウ 糖 取 込 み を 刺 激 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。 使 用 さ れ る 脂 肪 細 胞 は 、
分 化 さ せ た マ ウ ス 3T3-L1前 駆 脂 肪 細 胞 で あ る 。

　 こ の 目 的 は 、 糖 尿 病 ま た は PCOS時 の 脂 肪 細 胞 に お け る イ ン ス リ ン -抵 抗 性 の モ デ ル と し
て ブ ド ウ 糖 取 込 み を 刺 激 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。 初 代 ヒ ト 脂 肪 細 胞 が 使 用
さ れ る 。

　 こ の 目 的 は 、 糖 尿 病 ま た は PCOS時 の 筋 肉 組 織 に お け る イ ン ス リ ン -抵 抗 性 の モ デ ル と し
て ブ ド ウ 糖 取 込 み を 刺 激 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。 初 代 ヒ ト 骨 格 筋 細 胞 を 筋
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実 施 例 4： タ ン パ ク 質 機 能 の 生 物 学 的 関 係 の 研 究 に 適 し た 生 殖 機 能 健 全 性 ア ッ セ イ (reprod
uctive health assay)お よ び 代 謝 内 分 泌 ア ッ セ イ

1. 代 謝 内 分 泌 ア ッ セ イ
1.1脂 肪 細 胞 へ の 分 化 ア ッ セ イ :

1.2 ト リ チ ウ ム 化 ブ ド ウ 糖 の 取 込 み (3T3 L1):

1.3 ト リ チ ウ ム 化 ブ ド ウ 糖 の 取 込 み (初 代 ヒ ト 脂 肪 細 胞 ):

1.4 ト リ チ ウ ム 化 さ れ た ブ ド ウ 糖 取 込 み (初 代 ヒ ト 骨 格 筋 細 胞 ):



管 に 分 化 さ せ 、 そ の 後 こ の ア ッ セ イ に お い て 使 用 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 子 宮 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 は 、 女 性 の 子 宮 類 線 維 化 疾 患 に お け る 腫 瘍 発 生 の 前 兆 で あ る 。 こ
の ア ッ セ イ に お い て 、 目 的 は 、 初 代 ヒ ト 子 宮 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 を 同
定 す る こ と で あ る 。

　 JEG-3細 胞 は 、 移 植 時 の 胚 盤 胞 の モ デ ル と し て 使 用 さ れ る 絨 毛 栄 養 膜 性 (choriotrophobl
astic)ヒ ト 癌 細 胞 株 で あ る 。 Ishikawa細 胞 は 、 脱 落 膜 の モ デ ル と し て 使 用 さ れ る 余 り 分 化
し て い な い 子 宮 内 ヒ ト 癌 細 胞 株 で あ る 。 JEG-3細 胞 は 、 ヒ ト 脱 落 膜 組 織 へ “ 移 植 ” さ れ る
で あ ろ う 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 2-チ ャ ン バ ー シ ス テ ム が 使 用 さ れ 、 Ishikawa細 胞 ま た は
Ishikawa-馴 化 培 地 が 下 側 チ ャ ン バ ー に 配 置 さ れ た 場 合 に 、 蛍 光 標 識 さ れ た JEG-3細 胞 が 、
上 側 チ ャ ン バ ー か ら 下 側 チ ャ ン バ ー へ マ ト リ ゲ ル 被 覆 さ れ た 多 孔 膜 を 通 り 侵 入 す る 。 遊 走
す る 細 胞 は 、 プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ り 定 量 さ れ る 。 こ の 目 的 は 、 in vivoに お け る 移 植 を
補 助 す る た め に 使 用 さ れ る 、 JEG-3細 胞 の 侵 入 を 増 大 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ
る 。

　 Ishikawaヒ ト 子 宮 内 膜 癌 細 胞 を 、 移 植 の モ デ ル と し て 使 用 し た 。 ヒ ト に お け る 移 植 時 に
、 胚 盤 胞 に よ り 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 に 結 合 す る と 考 え ら れ る 子 宮 内 膜 に よ り 様 々 な イ ン
テ グ リ ン が 発 現 さ れ る 。 Ishikawa細 胞 は 、 “ 移 植 の ウ イ ン ド ウ ” の 間 に 子 宮 内 膜 に よ り 発
現 さ れ る イ ン テ グ リ ン で あ る avb3を 発 現 す る こ と が 文 献 に お い て 示 さ れ て い る 。 こ の イ ン
テ グ リ ン は 、 栄 養 膜 に よ り 発 現 さ れ た オ ス テ オ ポ ン チ ン に 結 合 す る と 考 え ら れ る 。 こ の ア
ッ セ イ に お い て 、 オ ス テ オ ポ ン チ ン -被 覆 し た 蛍 光 ビ ー ズ は 、 胚 盤 胞 を 表 し 、 お よ び Ishik
awa細 胞 は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル で そ れ ら を 処 理 す る こ と に よ り そ れ ら が 結 合 す る よ う に 起
動 さ れ る 。 こ の 目 的 は 、 移 植 時 の 子 宮 内 膜 の 受 容 性 の 増 大 の 補 助 と し て 、 Ishikawa細 胞 の
オ ス テ オ ポ ン チ ン -ビ ー ズ へ の 結 合 能 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 HuF6細 胞 は 始 原 (primary)ヒ ト 子 宮 線 維 芽 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 IL-1β で 細 胞
を 処 理 す る こ と に よ り 、 脱 落 膜 化 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 脱 落 膜 化 の マ ー カ ー は 、 PGE2
の 生 成 で あ り 、 こ れ は ELISAに よ り 測 定 さ れ る 。 こ の 目 的 は 、 妊 娠 初 期 の 脱 落 膜 形 成 を 増
強 す る 手 段 と し て 、 HuF6細 胞 に よ る PGE2の 生 成 を 増 加 さ せ る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で
あ る 。

　 腹 膜 TNFα は 、 腹 膜 中 皮 細 胞 へ の 接 着 お よ び 増 殖 す る た め に 、 子 宮 か ら 脱 落 し た 子 宮 内
膜 細 胞 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 子 宮 内 膜 症 に お い て 役 割 を 果 た す 。 こ の ア ッ セ イ に お い て
、 BEND細 胞 は 、 TNFα で 処 理 し 、 こ れ は 子 宮 内 膜 症 時 の 接 着 の ア ッ セ イ と し て 、 そ れ ら の
フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン -被 覆 し た 蛍 光 ビ ー ズ へ の 結 合 能 を 増 大 す る 。 こ の 目 的 は 、 TNFα の 細 胞
の ビ ー ズ 結 合 能 を 刺 激 す る 能 力 を 減 少 ま た は 阻 害 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。

　 多 嚢 胞 性 卵 巣 症 候 群 に お い て 、 下 垂 体 由 来 の LHは 比 較 的 高 く 、 卵 巣 包 膜 細 胞 か ら の ア ン
ド ロ ゲ ン 生 産 を 誘 導 す る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 PCOS時 に 卵 巣 に お け る LHの 作 用 を 低 下 さ せ る
た め に 使 用 さ れ る LHシ グ ナ ル 伝 達 の イ ン ヒ ビ タ ー を 調 べ る た め に 使 用 さ れ る 。 JC-410ブ タ
顆 粒 膜 細 胞 株 は 、 ヒ ト LH受 容 体 に よ り 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 LHに よ る 処
理 は 、 cAMP生 成 を 生 じ る 。

　 JC-410ブ タ 顆 粒 膜 細 胞 株 を 、 ヒ ト FSHRに よ り 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 FSHに
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2. 生 殖 機 能 健 全 性 ア ッ セ イ :
2.1 初 代 ヒ ト 子 宮 平 滑 筋 増 殖 ア ッ セ イ :

2.2 JEG-3移 植 ア ッ セ イ :

2.3 オ ス テ オ ポ ン チ ン ビ ー ズ ア ッ セ イ (Ishikawa細 胞 ):

2.4 HuF6ア ッ セ イ :

2.5 子 宮 内 膜 症 ア ッ セ イ :

2.6 hLHRで 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ブ タ 顆 粒 膜 細 胞 JC-410を 使 用 す る cAMPア ッ
セ イ :

2.7 hFSHRで 安 定 し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た JC-410ブ タ 顆 粒 膜 細 胞 を 使 用 す る cAMP
ア ッ セ イ :



よ る 処 理 は cAMP生 成 を 刺 激 し 、 こ れ は こ の ア ッ セ イ に お い て 測 定 さ れ る 。 こ の 目 的 は 、 顆
粒 化 細 胞 に お け る FSH作 用 を 増 強 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 Lβ T2は 、 不 死 化 さ れ た マ ウ ス 下 垂 体 性 腺 刺 激 細 胞 株 で あ る 。 ア ク チ ビ ン 単 独 ま た は GnR
H＋ ア ク チ ビ ン に よ る 刺 激 は 、 FSHの 分 泌 を 生 じ る (GnRH単 独 に よ る 刺 激 は 、 LH分 泌 を 生 じ
る )。 こ れ ら の 細 胞 は 、 FSH生 成 を 刺 激 す る た め に GnRHと 共 調 し て 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 見
つ け る た め に 、 GnRH＋ バ イ オ ス ク リ ー ン タ ン パ ク 質 で 処 理 さ れ る か 、 ま た は こ れ ら は 、 ア
ク チ ビ ン 単 独 の よ う に FSH分 泌 を 刺 激 す る こ と が で き る タ ン パ ク 質 を 見 つ け る た め に 、 バ
イ オ ス ク リ ー ン タ ン パ ク 質 単 独 で 処 理 す る こ と が で き る 。

　 マ ウ ス の 卵 丘 -卵 母 細 胞 複 合 体 (2/ウ ェ ル )を 使 用 す る 卵 丘 -拡 張 ア ッ セ イ は 、 卵 母 細 胞 成
熟 に 影 響 を 及 ぼ す タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ (卵 丘 拡 張 に よ り 測 定 さ れ る )す る た め に 、 96-ウ
ェ ル フ ォ ー マ ッ ト で 確 立 さ れ て い る 。 ふ た つ の 96-ウ ェ ル プ レ ー ト を 、 1ア ッ セ イ に つ き 処
理 し 、 毎 週 2ア ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。 バ イ オ ス ク リ ー ン タ ン パ ク 質 を た だ ひ と つ の
濃 度 で ア ッ セ イ す る 場 合 、 全 て の バ イ オ ス ク リ ー ン Iタ ン パ ク 質 を 1ヶ 月 以 内 に ア ッ セ イ す
る こ と が で き る 。 読 み 出 し 情 報 は 、 拡 張 に 関 す る イ エ ス /ノ ー の 回 答 で あ る か 、 ま た は 画
像 解 析 プ ロ グ ラ ム を 使 用 し 、 定 量 的 方 法 で 拡 張 を 測 定 す る こ と が で き る 。

　 良 性 前 立 腺 肥 大 は 、 ア ポ ト ー シ ス に よ り バ ラ ン ス が と れ て い な い 、 前 立 腺 上 皮 お よ び 支
質 の 成 長 、 そ の 結 果 と し て の こ の 臓 器 の 肥 大 を 特 徴 と し て い る 。 RWPEは 、 HPV-18に よ り 不
死 化 さ れ た 通 常 の ヒ ト 前 立 腺 上 皮 細 胞 株 で あ り 、 初 代 ヒ ト 前 立 腺 上 皮 細 胞 の 代 わ り に 使 用
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 こ の ア ッ セ イ は 、 JEG-3移 植 ア ッ セ イ (前 記 )の 陽 性 細 胞 対 照 と し て 開 発 さ れ た 。 こ れ は
、 癌 転 移 に 関 す る モ デ ル と し て よ く 確 立 さ れ た ア ッ セ イ で あ る 。 蛍 光 -標 識 し た HT-1080ヒ
ト 線 維 肉 腫 細 胞 を 、 2-チ ャ ン バ ー シ ス テ ム の 上 側 チ ャ ン バ ー に お い て 培 養 し 、 刺 激 し 、 多
孔 質 マ ト リ ゲ ル -被 覆 膜 を 通 じ 下 側 チ ャ ン バ ー へ 侵 襲 さ せ 、 そ こ で 定 量 し た 。 こ の 目 的 は
、 こ の 侵 襲 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 血 清 を 下 側 チ
ャ ン バ ー へ 添 加 す る こ と に よ り 刺 激 す る と 侵 襲 す る が 、 こ れ は ド キ シ サ イ ク リ ン に よ り 阻
害 さ れ る 。

：
　 子 宮 類 線 維 化 疾 患 の 重 要 な も の の ひ と つ は 、 平 滑 筋 腫 に な り 始 め る 子 宮 平 滑 筋 細 胞 に よ
る コ ラ ー ゲ ン 沈 着 で あ る 。 初 代 ヒ ト 子 宮 平 滑 筋 細 胞 を TGFβ で 処 理 す る こ と に よ り 刺 激 す
る と コ ラ ー ゲ ン を 生 成 す る が 、 こ れ は Rebifに よ り ブ ロ ッ ク さ れ る 。 こ の 目 的 は 、 こ の 線
維 症 性 表 現 型 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 を 発 見 す る こ と で あ る 。

：
　 ヒ ト 平 滑 筋 腫 細 胞 株 を 、 増 殖 ア ッ セ イ に お け る 子 宮 類 繊 維 疾 患 の モ デ ル と し て 使 用 し た
。 こ の 細 胞 は 、 非 常 に ゆ っ く り 成 長 し 、 本 発 明 者 ら は 、 エ ス ト ラ ジ オ ー ル お よ び 増 殖 因 子
で こ れ ら を 処 理 す る こ と に よ り こ れ ら を 刺 激 し 、 よ り 迅 速 に 成 長 さ せ た 。 こ の 目 的 は 、 平
滑 筋 腫 細 胞 の エ ス ト ラ ジ オ ー ル 依 存 型 の 成 長 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る
。

：
　 子 宮 内 膜 損 傷 は 、 免 疫 細 胞 を 腹 膜 腔 に 動 員 す る サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る 。 こ れ ら の 免 疫
細 胞 (特 に 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び Tリ ン パ 球 )は 、 子 宮 内 膜 症 に お い て 一 般 的
で あ る 炎 症 症 状 を 媒 介 す る 。 RANTESは 、 子 宮 内 膜 支 質 細 胞 に よ り 生 成 さ れ お よ び 腹 水 中 に
存 在 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ の モ
デ ル と し て 使 用 さ れ る 単 球 系 細 胞 株 で あ る U937は 、 2-チ ャ ン バ ー 培 養 シ ス テ ム の 下 側 レ ベ
ル を 処 理 す る こ と に よ り 誘 導 し て 上 側 チ ャ ン バ ー か ら 遊 走 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の
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2.8 Lβ T2(マ ウ ス )下 垂 体 細 胞 ア ッ セ イ :

2.9.卵 丘 拡 張 (cumulus expansion)ア ッ セ イ ：

2.10. RWPE増 殖 ア ッ セ イ ：

2.11. HT-1080線 維 肉 腫 侵 襲 ア ッ セ イ ：

2.12. 初 代 ヒ ト 子 宮 平 滑 筋 ア ッ セ イ

2.13. ヒ ト 平 滑 筋 腫 細 胞 の 増 殖 ア ッ セ イ

2.14. U937遊 走 ア ッ セ イ



細 胞 が 蛍 光 色 素 と 共 に 予 め 装 荷 さ れ た 場 合 、 こ れ ら の 細 胞 を 下 側 チ ャ ン バ ー に お い て 定 量
す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 は 、 U937細 胞 の 遊 走 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で
あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

：
　 胚 盤 胞 の 栄 養 膜 は 、 母 親 に よ る 胚 の 免 疫 拒 絶 反 応 の 防 止 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ る ク ラ
ス I HLA分 子 HLA-Gを 生 成 す る 。 子 癇 前 症 時 に 、 HLA-Gレ ベ ル は 低 い か ま た は 存 在 せ ず 、 こ
れ は 恐 ら く 母 親 の 免 疫 干 渉 に よ り 、 子 宮 内 膜 お よ び 螺 旋 動 脈 へ の 栄 養 膜 の 浸 潤 不 良 の よ う
な 顕 著 な 症 状 を 生 じ る で あ ろ う 。 JEG-3ヒ ト 栄 養 膜 細 胞 株 は 、 HLA-Gを 生 成 し 、 こ れ は IL-1
0ま た は LIFに よ る 治 療 に よ り 増 加 す る こ と が で き る 。 ELISAを 用 い 、 JEG-3細 胞 に よ る HLA-
G生 成 を 測 定 す る こ と が で き 、 こ の 目 的 は 、 HLA-G生 成 を 増 加 す る こ と が で き る 他 の タ ン パ
ク 質 を 発 見 す る こ と で あ る 。

　 JC-410-FSHR/LHR細 胞 株 か ら の 認 知 可 能 量 の ス テ ロ イ ド 類 の 測 定 は 困 難 で あ る の で 、 未
熟 ラ ッ ト か ら 摘 出 し た 卵 巣 全 体 由 来 の 初 代 細 胞 を 使 用 す る ア ッ セ イ が 開 発 さ れ て い る 。 最
初 に 、 FSHお よ び ／ ま た は LH処 理 後 、 こ れ ら の 培 養 物 か ら の エ ス ト ラ ジ オ ー ル 生 成 を 測 定
す る 。 し た が っ て こ の 目 的 は 、 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン が 刺 激 し た ス テ ロ イ ド 生 成 を 増 強 す る タ ン
パ ク 質 、 ま た は こ れ ら の 培 養 物 に よ る ス テ ロ イ ド 生 成 を 増 大 す る よ う に 単 独 で 作 用 す る タ
ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。

　 こ の ア ッ セ イ に お い て 、 卵 母 細 胞 の 受 精 能 に よ り 測 定 さ れ る 精 子 機 能 が 、 精 子 の 受 精 能
を 刺 激 す る タ ン パ ク 質 を 発 見 す る 目 的 で 、 ア ッ セ イ さ れ る 。

：
　 BPHの 上 皮 成 分 の ア ッ セ イ は 、 既 に 上 述 し た (前 記 「 RWPEア ッ セ イ 」 の 項 参 照 )。 こ の ア
ッ セ イ は 、 BPH時 の こ れ ら の 細 胞 の 増 殖 モ デ ル と し て 、 初 代 ヒ ト 前 立 腺 間 質 細 胞 を 使 用 す
る 。 こ の 目 的 は 、 こ れ ら の 細 胞 の 増 殖 を 阻 害 す る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
配 列 情 報  (注 :エ ク ソ ン -エ ク ソ ン 結 合 部 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 に つ い て は 、 よ り
5'側 の エ ク ソ ン に 帰 属 さ せ る )

配 列 番 号  1 (INSP100 & INSP104 ヌ ク レ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 2nov)  
   1 GCTCCCGGAC GTCCCTGCTC CTGGCTTTTG CCCTGCTCTG CCTGCCCTGG
  51 CTTCAAGAGG CTGGTGCCGT CCAAACCGTT CCGTTATCCA GGCTTTTTGA
 101 CCACGCTATG CTCCAAGCCC ATCGCGCGCA CCAGCTGGCC ATTGACACCT
 151 ACCAGGAGTT TGTAAGTTCT TGGGGAATGG

配 列 番 号  2 (INSP100 & INSP104 タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン  2nov) 
  1 SRTSLLLAFA LLCLPWLQEA GAVQTVPLSR LFDHAMLQAH RAHQLAIDTY
 51 QEFVSSWGMD
【 ０ ０ ９ ７ 】
配 列 番 号 3 (INSP100 & INSP104 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 エ ク ソ ン 3nov)
  1 ACTCTATTCC GACACCCTCC AACATGGAGG AAACGCAACA GAAATCC
  
配 列 番 号  4 (INSP100 & INSP104 タ ン パ ク 質 配 列 エ ク ソ ン  3nov)
1 SIPTPSNMEE TQQKS

配 列 番 号  5 (INSP100 & INSP104 エ ク ソ ン 2nov と  3novの 連 続 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 GCTCCCGGAC GTCCCTGCTC CTGGCTTTTG CCCTGCTCTG CCTGCCCTGG
  51 CTTCAAGAGG CTGGTGCCGT CCAAACCGTT CCGTTATCCA GGCTTTTTGA
 101 CCACGCTATG CTCCAAGCCC ATCGCGCGCA CCAGCTGGCC ATTGACACCT
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2.15 JEG3ヒ ト 栄 養 膜 ア ッ セ イ

2.16.初 代 ラ ッ ト 卵 巣 分 散 ア ッ セ イ ：

2.17.マ ウ ス IVFア ッ セ イ ：

2.18.初 代 ヒ ト 前 立 腺 間 質 細 胞 増 殖 ア ッ セ イ



 151 ACCAGGAGTT TGTAAGTTCT TGGGGAATGG ACTCTATTCC GACACCCTCC
 201 AACATGGAGG AAACGCAACA GAAATCC

配 列 番 号  6 (INSP100 & INSP104 エ ク ソ ン  2nov お よ び  3novの 連 続 タ ン パ ク 質 配 列 )

  1 SRTSLLLAFA LLCLPWLQEA GAVQTVPLSR LFDHAMLQAH RAHQLAIDTY
 51 QEFVSSWGMD SIPTPSNMEE TQQKS
【 ０ ０ ９ ８ 】
配 列 番 号  7 (INSP100 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 ATGGCTGCAG GCTCCCGGAC GTCCCTGCTC CTGGCTTTTG CCCTGCTCTG
  51 CCTGCCCTGG CTTCAAGAGG CTGGTGCCGT CCAAACCGTT CCGTTATCCA
 101 GGCTTTTTGA CCACGCTATG CTCCAAGCCC ATCGCGCGCA CCAGCTGGCC
 151 ATTGACACCT ACCAGGAGTT TGTAAGTTCT TGGGGAATGG ACTCTATTCC
 201 GACACCCTCC AACATGGAGG AAACGCAACA GAAATCCAAT CTAGAGCTGC
 251 TCCGCATCTC CCTGCTGCTC ATCGAGTCGT GGCTGGAGCC CGTGCGGTTC
 301 CTCAGGAGTA TGTTCGCCAA CAACCTGGTG TATGACACCT CGGACAGCGA
 351 TGACTATCAC CTCCTAAAGG ACCTAGAGGA AGGCATCCAA ACGCTGATGG
 401 GGAGGCTGGA AGACGGCAGC CGCCGGACTG GGCAGATCCT CAAGCAGACC
 451 TACAGCAAGT TTGACACAAA CTCACACAAC CATGACGCAC TGCTCAAGAA
 501 CTACGGGCTG CTCTACTGCT TCAGGAAGGA CATGGACAAG GTCGAGACAT
 551 TCCTGCGCAT GGTGCAGTGC CGCTCTGTAG AGGGTAGCTG TGGCTTCTAG

配 列 番 号  8 (INSP100 タ ン パ ク 質 配 列 )
   1 MAAGSRTSLL LAFALLCLPW LQEAGAVQTV PLSRLFDHAM LQAHRAHQLA
  51 IDTYQEFVSS WGMDSIPTPS NMEETQQKSN LELLRISLLL IESWLEPVRF
 101 LRSMFANNLV YDTSDSDDYH LLKDLEEGIQ TLMGRLEDGS RRTGQILKQT
 151 YSKFDTNSHN HDALLKNYGL LYCFRKDMDK VETFLRMVQC RSVEGSCGF
【 ０ ０ ９ ９ 】
配 列 番 号  9 (INSP100 & INSP104 シ グ ナ ル 配 列 領 域 を 含 ま な い 完 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 GTCCAAACCG TTCCGTTATC CAGGCTTTTT GACCACGCTA TGCTCCAAGC
  51 CCATCGCGCG CACCAGCTGG CCATTGACAC CTACCAGGAG TTTGTAAGTT
 101 CTTGGGGAAT GGACTCTATT CCGACACCCT CCAACATGGA GGAAACGCAA
 151 CAGAAATCCA ATCTAGAGCT GCTCCGCATC TCCCTGCTGC TCATCGAGTC
 201 GTGGCTGGAG CCCGTGCGGT TCCTCAGGAG TATGTTCGCC AACAACCTGG
 251 TGTATGACAC CTCGGACAGC GATGACTATC ACCTCCTAAA GGACCTAGAG
 301 GAAGGCATCC AAACGCTGAT GGGGAGGCTG GAAGACGGCA GCCGCCGGAC
 351 TGGGCAGATC CTCAAGCAGA CCTACAGCAA GTTTGACACA AACTCACACA
 401 ACCATGACGC ACTGCTCAAG AACTACGGGC TGCTCTACTG CTTCAGGAAG
 451 GACATGGACA AGGTCGAGAC ATTCCTGCGC ATGGTGCAGT GCCGCTCTGT
 501 AGAGGGTAGC TGTGGCTTCT AG

配 列 番 号  10 (INSP100 & INSP104 シ グ ナ ル 配 列 領 域 を 含 ま な い 完 全 長 タ ン パ ク 質 配 列 )
   1 VQTVPLSRLF DHAMLQAHRA HQLAIDTYQE FVSSWGMDSI PTPSNMEETQ
  51 QKSNLELLRI SLLLIESWLE PVRFLRSMFA NNLVYDTSDS DDYHLLKDLE
 101 EGIQTLMGRL EDGSRRTGQI LKQTYSKFDT NSHNHDALLK NYGLLYCFRK
 151 DMDKVETFLR MVQCRSVEGS CGF

配 列 番 号 11 (INSP104 完 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 )
   1 ATGGCTCCAG GCTCCCGGAC GTCCCTGCTC CTGGCTTTTG CCCTGCTCTG
  51 CCTGCCCTGG CTTCAAGAGG CTGGTGCCGT CCAAACCGTT CCGTTATCCA
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 101 GGCTTTTTGA CCACGCTATG CTCCAAGCCC ATCGCGCGCA CCAGCTGGCC
 151 ATTGACACCT ACCAGGAGTT TGTAAGTTCT TGGGGAATGG ACTCTATTCC
 201 GACACCCTCC AACATGGAGG AAACGCAACA GAAATCCAAT CTAGAGCTGC
 251 TCCGCATCTC CCTGCTGCTC ATCGAGTCGT GGCTGGAGCC CGTGCGGTTC
 301 CTCAGGAGTA TGTTCGCCAA CAACCTGGTG TATGACACCT CGGACAGCGA
 351 TGACTATCAC CTCCTAAAGG ACCTAGAGGA AGGCATCCAA ACGCTGATGG
 401 GGAGGCTGGA AGACGGCAGC CGCCGGACTG GGCAGATCCT CAAGCAGACC
 451 TACAGCAAGT TTGACACAAA CTCACACAAC CATGACGCAC TGCTCAAGAA
 501 CTACGGGCTG CTCTACTGCT TCAGGAAGGA CATGGACAAG GTCGAGACAT
 551 TCCTGCGCAT GGTGCAGTGC CGCTCTGTAG AGGGTAGCTG TGGCTTCTAG

配 列 番 号  12 (INSP104 完 全 長 タ ン パ ク 質 配 列 )
   1 MAPGSRTSLL LAFALLCLPW LQEAGAVQTV PLSRLFDHAM LQAHRAHQLA
  51 IDTYQEFVSS WGMDSIPTPS NMEETQQKSN LELLRISLLL IESWLEPVRF
 101 LRSMFANNLV YDTSDSDDYH LLKDLEEGIQ TLMGRLEDGS RRTGQILKQT
 151 YSKFDTNSHN HDALLKNYGL LYCFRKDMDK VETFLRMVQC RSVEGSCGF
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ０ ０ 】
【 図 １ Ａ 】 図 1Aは 、 完 全 長 INSP100(配 列 番 号 :8)、 対 、 ヒ ト 由 来 の Q14407、 絨 毛 性 体 乳 腺
発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B)の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 A-Bル ー プ は ア ス タ リ ス ク で 示 し て い る
。
【 図 １ Ｂ 】 図 1Bは 、 完 全 長 INSP104(配 列 番 号 :12)、 対 、 ヒ ト 由 来 の P01243絨 毛 性 体 乳 腺 発
育 ホ ル モ ン 1(hCS-A)の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 A-Bル ー プ は ア ス タ リ ス ク で 示 し て い る 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 ヒ ト 由 来 の Q14407絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 2(hCS-B)の ス プ ラ イ シ ン グ
パ タ ー ン を 、 新 規 ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 INSP100と 比 較 し て い る 。 図 2は 同 じ く 、 ヒ ト 由 来 の
P01243絨 毛 性 体 乳 腺 発 育 ホ ル モ ン 1(hCS-A)の ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン を 、 新 規 ス プ ラ イ シ
ン グ 変 種 INSP104と も 比 較 し て い る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 INSP104の 推 定 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 翻 訳 と 共 に 示 し て い る 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ Aは 、 pCRII-TOPO-BC022044 (プ ラ ス ミ ド (plamid)13685)の マ ッ プ で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ Aの 続 き 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 INSP104と 、 プ ラ ス ミ ド #13685の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ク ロ ー ニ ン グ し た INSP104の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 翻 訳 で あ る 。
【 図 ７ Ａ 】 図 ７ Aは 、 pENTR-INSP104-6HISの マ ッ プ で あ る 。
【 図 ７ Ｂ 】 図 ７ Aの 続 き 。
【 図 ８ Ａ 】 図 ８ Aは 、 pEAK12d-INSP104-6HISの マ ッ プ で あ る 。
【 図 ８ Ｂ 】 図 ８ Aの 続 き 。
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ Ａ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ Ａ 】

【 図 ８ Ａ 】
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【 配 列 表 】

(53) JP 2006-526385 A 2006.11.24

2006526385000001.app
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