
(57)【要約】

　本発明は心臓血管障害を有する患者の血漿において低

レベルで循環するヒト分泌ポリペプチドを開示する。本

発明はまた診断、予後診断および処置のためのポリペプ

チド、これらをコードするポリヌクレオチド、およびこ

れらのポリペプチドに特異的な抗体をも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 　 ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 　 　 　 ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い ア ミ ノ
酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異 体 ； お よ
び
　 　 　 　 ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ） で 定 義 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト ；
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お い て 検 出 お よ び ／ ま
た は 定 量 す る こ と ；
（ ｂ ） 該 レ ベ ル を 対 照 試 料 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と ；
の 工 程 を 含 み 、 対 照 の レ ベ ル に 相 対 す る 該 レ ベ ル の 減 少 が 心 臓 血 管 障 害 を 示 す 、 該 対 象 に
お け る 心 臓 血 管 障 害 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び ／ ま た は 診 断 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 （ ａ ） 　 ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 　 　 　 ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い ア ミ ノ
酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異 体 ； お よ
び
　 　 　 　 ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ） で 定 義 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト ；
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お い て 検 出 お よ び ／ ま
た は 定 量 す る こ と ；
（ ｂ ） 該 レ ベ ル を 対 照 試 料 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と ；
の 工 程 を 含 み 、 対 照 の レ ベ ル に 相 対 す る 該 レ ベ ル の 減 少 が 心 臓 血 管 障 害 を 発 症 さ せ る 危 険
性 を 示 す 該 対 象 に お け る 心 臓 血 管 障 害 を 予 測 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド ： Ｃ Ｐ Ｐ ２ 、 Ｃ
Ｐ Ｐ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ６ 、 Ｃ
Ｐ Ｐ １ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ２ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １
５ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ４ 、 Ｃ Ｐ
Ｐ ５ ０ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ９ の （ 複 数 の ） レ ベ
ル と 組 合 せ て 検 出 ／ 定 量 す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 該 心 臓 血 管 障 害 が 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） で あ る 請 求 項 １ か ら ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 生 物 学 的 試 料 が 血 漿 で あ る 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 質 量 分 析 に よ り 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 さ れ る 請 求 項 １ か ら ５ の い ず
れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ に よ り 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 さ れ る 請 求
項 １ か ら ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド が 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 融 合 さ れ て い る 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 選 択 的
に 結 合 す る 抗 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｐ Ｐ ） 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
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　 ｉ ） 抗 体 結 合 を 可 能 に す る 条 件 下 で 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 を 生 物 学 的 試 料 と 接 触 さ せ る
こ と ； お よ び
ｉ ｉ ） ； 夾 雑 物 を 除 去 す る こ と ；
の 工 程 を 含 む 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｐ Ｐ ） に 抗 体 を 結 合 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 該 抗 体 が 標 識 基 に 結 合 し て い る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 試 料 が ヒ ト 血 漿 で あ る 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 心 臓 血 管 障 害 の 予 防 お よ び ／ も し く は 処 置 の た め の 医 薬 品 の 調 製 ま た は 薬 物 溶 出 ス テ ン
ト の 調 製 に お け る ：
　 　 　 　 ｉ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ２ お よ び ３ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド ；
　 　 　 　 ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ： １ 、 ２ お よ び ３ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て 、 １ つ ま た
は そ れ よ り 多 い ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 同 一 性
を 有 す る 変 異 体 ； お よ び
　 　 　 　 ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ） で 定 義 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト ；
か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 心 臓 血 管 障 害 の 予 防 お よ び ／ も し く は 処 置 の た め の 医 薬 品 の 調 製 ま た は 薬 物 溶 出 ス テ ン
ト の 調 製 に お け る 請 求 項 ９ に 記 載 の 抗 体 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ｉ ） 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 許 容 す る 試 料 条 件 下 で 配 列 番 号 ： １ － ６ か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 被 験 化 合 物 を 接 触 さ せ る こ と ；
ｉ ｉ ） 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 の レ ベ ル を 決 定 す る こ と ；  
ｉ ｉ ｉ ） 該 レ ベ ル を 、 該 被 験 化 合 物 を 欠 く 対 照 試 料 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と ； な ら び に
ｉ ｖ ） 心 臓 血 管 障 害 の 予 防 的 お よ び ／ ま た は 治 療 的 処 置 の た め の Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー と
し て さ ら に 試 験 す る た め に 該 レ ベ ル に 変 化 を 引 き 起 こ す 被 験 化 合 物 を 選 択 す る こ と ；
の 工 程 を 含 む 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｐ Ｐ ） モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 （ ａ ） 心 臓 血 管 障 害 に 罹 患 す る 素 因 が あ る か ま た は 罹 患 し て い る ヒ ト 以 外 の 被 験 動 物 に
候 補 薬 剤 を 投 与 す る こ と ；
（ ｂ ） 心 臓 血 管 障 害 に 罹 患 す る 素 因 が な い か ま た は 罹 患 し て い な い ヒ ト 以 外 の 適 合 す る 対
照 動 物 に （ ａ ） の 候 補 薬 剤 を 投 与 す る こ と ；
（ ｃ ） ヒ ト 以 外 の 工 程 （ ａ ） の 被 験 動 物 お よ び 工 程 （ ｂ ） の 対 照 動 物 か ら 得 ら れ た 生 物 学
的 試 料 に お い て ：
　 　 　 　 ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 　 　 　 ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多
い ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異
体 ； お よ び
　 　 　 　 ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ） で 定 義 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト ；
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る こ と ； な ら び に
（ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 比 較 す る こ と ；
の 工 程 を 含 み 、 ヒ ト 以 外 の 披 験 動 物 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ
ベ ル の 、 対 照 動 物 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル へ の 変 化 は 、
候 補 薬 剤 が 心 臓 血 管 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 心 臓 血 管 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ
ー を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 （ ａ ） 薬 剤 の 投 与 の 前 に 対 象 か ら 投 与 前 生 物 学 的 試 料 を 入 手 す る こ と ；
　 （ ｂ ） 該 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お い て ：
　 　 　 　 ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 　 　 　 ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多
い ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異
体 ； お よ び
　 　 　 　 ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ） で 定 義 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト ；
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る こ と ； な ら び に
（ ｃ ） 対 象 か ら １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 投 与 後 生 物 学 的 試 料 を 入 手 す る こ と ；
（ ｄ ） 投 与 後 の 試 料 ま た は 複 数 の 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 す る こ と ；
（ ｅ ） 投 与 前 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 投 与 後 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル と 比
較 す る こ と ； な ら び に
（ ｆ ） そ れ に 応 じ て 薬 剤 の 投 与 を 調 整 す る こ と ；
を 含 む 心 臓 血 管 障 害 を 有 す る か ま た は そ れ を 発 症 さ せ る 危 険 性 を 有 す る 対 象 の 処 置 の 有 効
性 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド ： Ｃ Ｐ Ｐ ２ 、 Ｃ
Ｐ Ｐ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ６ 、 Ｃ
Ｐ Ｐ １ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ２ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １
５ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ４ 、 Ｃ Ｐ
Ｐ ５ ０ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ９ の （ 複 数 の ） レ ベ
ル と 組 合 せ て 検 出 ／ 定 量 す る 請 求 項 １ ６ ま た は １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 心 臓 血 管 障 害 に 罹 患 す る 素 因 が あ る か ま た は 罹 患 し て い る ヒ ト 以 外 の 被 験 動 物 が ：
　 　 　 　 ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ；
　 　 　 　 ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多
い ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 ま た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異
体 ； お よ び
　 　 　 　 ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ） で 定 義 さ れ る ポ リ
ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト ；
か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 血 漿 レ ベ ル の 減 少 を 含 む 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ヒ ト 以 外 の 被 験 動 物 が １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド ： Ｃ Ｐ Ｐ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ
８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ
１ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ２ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ ０
、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５
０ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ９ の 血 漿 レ ベ ル に お け る
変 化 を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　
　 本 発 明 は 心 臓 血 管 障 害 を 有 す る 個 体 の 血 漿 に は 存 在 し な い が 、 該 疾 患 を 有 さ な い 個 体 の
血 漿 に は 存 在 す る 、 分 泌 さ れ る 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド 種 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ の 多 型 変 異 体 、 な ら び に 心 臓 血 管 障 害 診 断 、 お よ び 薬 物
開 発 の た め の 、 検 出 ア ッ セ イ に お け る 該 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 組 成 物 の 使 用
に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
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発 明 の 分 野

発 明 の 背 景



　 心 臓 血 管 障 害 は 工 業 国 で 重 大 な 健 康 リ ス ク で あ る 。 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） は ア テ ロ ー ム
性 動 脈 硬 化 症 ま た は 動 脈 の 硬 化 を 特 徴 と す る 。 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 は 最 も 一 般 的 な 心
臓 血 管 疾 患 で あ り 、 心 臓 発 作 、 卒 中 お よ び 四 肢 の 壊 疽 の 主 要 な 原 因 で あ り 、 そ し て そ れ に
よ り 米 国 の 主 要 な 死 因 で あ る 。 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 は 多 く の 細 胞 型 お よ び 分 子 因 子 （
例 え ば Ross, Nature 362： 801-809（ 1993） に 記 載 ） が 関 与 す る 複 合 疾 患 で あ る 。 正 常 な
環 境 で は 、 動 脈 壁 の 内 皮 細 胞 お よ び 平 滑 筋 細 胞 （ Ｓ Ｍ Ｃ ） へ の 損 傷 に 対 す る 保 護 応 答 は 、
炎 症 が 先 行 し 、 か つ 、 伴 う 、 線 維 脂 肪 お よ び 線 維 病 変 ま た は プ ラ ー ク の 形 成 か ら な る 。 ア
テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 病 変 の 進 行 は 関 係 す る 動 脈 を 閉 塞 さ せ 、 そ し て 多 様 な 形 態 の 損 傷
に 対 す る 過 剰 な 炎 症 － 線 維 増 殖 応 答 の 結 果 で あ り 得 る 。 血 管 内 皮 細 胞 の 傷 害 ま た は 機 能 不
全 は 、 個 体 に ア テ ロ ー ム 性 心 臓 血 管 疾 患 の 加 速 度 的 発 症 を 生 じ や す く す る 多 く の 状 態 の 一
般 的 な 特 徴 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア テ ロ ー ム 斑 は 関 係 す る 血 管 を 閉 塞 し 、 そ し て 血 流 を 制 限 し 、 結 果 的 に 虚 血 を 生 じ る 。
虚 血 は 不 十 分 な 灌 流 の た め の 、 器 官 の 組 織 に お け る 酸 素 供 給 の 欠 如 を 特 徴 と す る 状 態 で あ
る 。 か か る 不 十 分 な 灌 流 は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 ま た は 再 狭 窄 性 病 変 、 貧 血 ま た は 卒 中 を
含 む 多 く の 自 然 の 原 因 を 有 し 得 る 。 心 臓 に お け る 虚 血 の 最 も 一 般 的 な 原 因 は 心 外 膜 冠 動 脈
の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 で あ る 。 こ れ ら の 血 管 の 内 腔 の 縮 小 に よ り 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈
硬 化 症 は 基 底 状 態 の 心 筋 灌 流 の 絶 対 的 低 下 を 引 き 起 こ す か 、 ま た は 流 れ に 対 す る 要 求 が 高
ま っ た と き に 、 適 切 な 灌 流 の 増 加 を 制 限 す る 。 冠 動 脈 血 液 流 は ま た 動 脈 血 栓 、 痙 攣 、 お よ
び 、 稀 で あ る が 、 冠 動 脈 血 栓 に よ り 、 な ら び に 梅 毒 性 大 動 脈 炎 に よ る 入 口 部 狭 窄 に よ っ て
も 制 限 さ れ 得 る 。 肺 動 脈 か ら の 左 冠 動 脈 前 下 行 枝 異 常 起 始 の よ う な 先 天 性 異 常 は 幼 児 の 心
筋 虚 血 お よ び 梗 塞 を 引 き 起 こ し 得 る が 、 こ の 原 因 は 成 人 で は 非 常 に 稀 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 高 血 圧 症 ま た は 大 動 脈 弁 狭 窄 症 に よ る 重 篤 な 心 室 性 肥 大 に 見 ら れ る よ う に 、 心 筋 虚 血 は
ま た 心 筋 酸 素 要 求 が 異 常 に 高 ま っ た 場 合 に も 生 じ 得 る 。 後 者 は 冠 動 脈 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬
化 症 に よ り 引 き 起 こ さ れ る も の と 区 別 で き な い 狭 心 症 を 示 し 得 る 。 極 端 に 重 篤 な 貧 血 ま た
は カ ル ボ キ シ ヘ モ グ ロ ビ ン の 存 在 下 で 見 ら れ る よ う に 、 血 液 の 酸 素 担 持 能 力 の 低 下 は 稀 に
心 筋 虚 血 の 原 因 に な る 。 往 々 に し て 、 左 心 室 肥 大 お よ び 冠 動 脈 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 に
続 く 酸 素 供 給 の 低 下 の た め の 酸 素 要 求 の 増 加 の よ う な ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 虚 血 の 原 因 が
共 存 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 数 の 臨 床 試 験 に よ り 心 臓 血 管 障 害 の リ ス ク を 高 め る 因 子 が 同 定 さ れ て い る 。 年 齢 、 性
別 、 お よ び 家 族 病 歴 の よ う な こ れ ら の 危 険 因 子 の い く つ か は 変 え る こ と は で き な い 。 そ の
他 の 危 険 因 子 に は 以 下 の も の が 挙 げ ら れ る ： 喫 煙 、 高 血 圧 、 高 脂 肪 お よ び 高 コ レ ス テ ロ ー
ル 食 、 糖 尿 病 、 運 動 不 測 、 肥 満 、 お よ び ス ト レ ス 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 幸 い に も 、 多 く の 関 与 す る 因 子 は ラ イ フ ス タ イ ル の 変 化 を 通 し て 制 御 可 能 で あ る 。 喫 煙
者 の 心 臓 血 管 障 害 の リ ス ク は 非 喫 煙 者 の リ ス ク の ２ 倍 以 上 で あ る 。 ヒ ト が 喫 煙 を 止 め る と
、 彼 ま た は 彼 女 が 過 去 に ど の く ら い 喫 煙 し て い た か に 関 わ ら ず 、 障 害 を 発 症 さ せ る リ ス ク
は 急 速 に 低 下 す る 。 血 清 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル は 心 臓 血 管 障 害 の 有 病 率 に 直 接 関 係 し 、 そ
し て 高 血 圧 症 ま た は 高 血 圧 は 重 要 な 危 険 因 子 で あ る 。 身 体 的 活 動 は 種 々 の メ カ ニ ズ ム を 通
し て 心 臓 血 管 障 害 を 発 症 さ せ る リ ス ク を 低 下 さ せ る と 主 張 さ れ て い る ： こ れ は 心 筋 酸 素 供
給 を 増 加 さ せ 、 酸 素 要 求 を 低 下 さ せ 、 そ し て 心 筋 収 縮 お よ び そ の 電 気 刺 激 安 定 性 を 改 善 す
る 。 酸 素 要 求 の 低 下 お よ び 心 筋 運 動 は 安 静 時 の 心 拍 数 お よ び 血 圧 の 低 下 に 反 映 さ れ る 。 身
体 的 活 動 は ま た 冠 動 脈 の 直 径 お よ び 拡 張 能 を 増 加 さ せ 、 側 副 動 脈 形 成 を 増 加 さ せ 、 そ し て
冠 動 脈 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 進 行 速 度 を 低 下 さ せ る 。 肥 満 お よ び 血 清 脂 肪 酸 は 活 動 に
よ り 低 下 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 安 静 時 の 心 臓 血 管 障 害 の 顕 著 な 症 状 は な い か も し れ な い が 、 胸 部 圧 迫 感 の よ う な 症 状 は
活 動 ま た は ス ト レ ス の 増 加 と 共 に 生 じ 得 る 。 現 れ 得 る そ の 他 の 第 １ の 徴 候 は 胸 焼 け 、 悪 心
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、 嘔 吐 、 痺 れ 感 、 息 切 れ 、 ひ ど い 冷 や 汗 、 原 因 不 明 の 疲 労 、 お よ び 不 安 感 で あ る 。 心 臓 血
管 障 害 の さ ら に 重 篤 な 症 状 は 胸 痛 （ 狭 心 症 ） 、 律 動 障 害 （ 不 整 脈 ） 、 卒 中 ま た は 心 臓 発 作
（ 心 筋 梗 塞 ） で あ る 。 卒 中 お よ び 心 臓 発 作 は 各 々 脳 お よ び 心 臓 組 織 の 動 脈 遮 断 の 結 果 で あ
る 。 症 状 は 異 な る の で 、 選 択 さ れ る 試 験 お よ び 処 置 は 患 者 に よ っ て 大 き く 異 な り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 心 臓 血 管 障 害 の 程 度 お よ び 重 篤 度 を 決 定 す る の に 有 用 な 診 断 試 験 に は ： 心 電 図 （ Ｅ Ｋ Ｇ
） 、 ス ト レ ス 試 験 、 核 医 学 検 査 、 冠 動 脈 血 管 造 影 法 、 安 静 時 Ｅ Ｋ Ｇ 、 Ｅ Ｋ Ｇ 多 相 情 報 診 断
指 標 （ Ｅ Ｋ Ｇ 　 Multiphase Information Diagnosis Indexes） 、 ホ ル タ ー モ ニ タ ー 、 遅 延
電 位 、 Ｅ Ｋ Ｇ マ ッ ピ ン グ 、 心 エ コ ー 図 、 タ リ ウ ム ス キ ャ ン 、 Ｐ Ｅ Ｔ 、 Ｍ Ｒ Ｉ 、 Ｃ Ｔ 、 血 管
造 影 図 お よ び Ｉ Ｖ Ｕ Ｓ が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 別 の 危 険 因 子 測 定 お よ び 有 用 な 診 断 学 は 一 般
的 で あ り 、 そ し て 医 学 の 分 野 の 当 業 者 に 最 良 に 適 用 さ れ て い る 。 疾 患 の 重 篤 度 に 依 存 し て
多 様 な 治 療 研 究 法 が あ る 。 多 く の ヒ ト に と っ て 心 臓 血 管 障 害 は ラ イ フ ス タ イ ル の 変 化 お よ
び 薬 物 治 療 で 管 理 さ れ る 。 さ ら に 重 篤 な 診 断 に よ り 外 科 手 術 の 必 要 性 が 示 さ れ る 場 合 も あ
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 虚 血 性 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 処 置 に 対 す る 外 科 的 ア プ ロ ー チ に は バ イ パ ス 移 植 術 、
冠 動 脈 血 管 形 成 術 、 レ ー ザ ー 血 管 形 成 術 、 ア テ ロ ー ム 切 除 術 、 動 脈 内 膜 切 除 術 お よ び 経 皮
経 管 的 血 管 形 成 術 （ Ｐ Ｃ Ｔ Ａ ） が 挙 げ ら れ る 。 閉 塞 が 再 発 し 、 そ し て し ば し ば さ ら に 悪 化
す る 再 狭 窄 に よ る 、 こ れ ら の ア プ ロ ー チ の 後 の 失 敗 率 は 異 常 に 高 い （ ３ ０ － ５ ０ ％ ） 。 再
狭 窄 の 多 く は さ ら な る 炎 症 、 平 滑 筋 蓄 積 お よ び 血 栓 に よ る と 思 わ れ る 。 心 臓 血 管 疾 患 に 対
す る さ ら に 別 の 治 療 ア プ ロ ー チ に は 、 虚 血 性 心 臓 お よ び 四 肢 疾 患 の よ う な 症 状 に お け る 血
管 形 成 を 勧 め る 処 置 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ほ と ん ど の Ｃ Ａ Ｄ お よ び 心 臓 血 管 障 害 の 非 特 異 的 特 性 症 状 は 明 確 な 診 断 を 困 難 に し て い
る 。 よ り 定 量 的 な 診 断 方 法 は 個 体 間 お よ び 単 一 の 個 体 に お け る 測 定 値 間 の 双 方 の 変 動 性 に
苦 慮 す る 。 し た が っ て 、 診 断 用 測 定 は 標 準 化 さ れ 、 そ し て 十 分 に 実 証 さ れ た 、 お よ び 広 範
な 病 歴 の 個 体 に 適 用 さ れ な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 現 在 の 診 断 方 法 は し ば し ば 所 定 の 観
察 ま た は 測 定 値 に 関 す る 根 本 的 な 原 因 を 示 さ な い 。 し た が っ て 、 特 定 の 陽 性 結 果 に 基 づ く
治 療 計 画 は 原 因 と な る 問 題 に 対 処 せ ず 、 そ し て 個 体 に 有 害 に さ え な り 得 る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 検 出 に 依 存 す る 診 断 方 法 に は 遺 伝 学 的 ア プ ロ ー チ お よ び 発 現 プ ロ フ ァ イ リ
ン グ が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 心 臓 血 管 障 害 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る 遺 伝 子 を 、 シ ー ク
エ ン シ ン グ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 基 盤 の 技 術 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な 一 般 的 な 遺 伝 子
型 決 定 法 を 用 い て 変 異 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 別 の 実 例 で は Ｒ Ｔ Ｐ Ｃ
Ｒ 、 種 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 基 盤 の 技 術 、 お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ を 含 む 標 準 的 な
技 術 に よ り 、 既 知 の 遺 伝 子 か ら の 発 現 を 追 跡 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 試 験 計 画 で は し
ば し ば 実 施 者 が ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ お よ び ス プ ラ イ シ ン グ 、 翻 訳 率 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 安 定 性 、
な ら び に タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ 、 リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 お よ び ア ミ ド 化 の よ
う な 翻 訳 後 修 飾 に お け る 差 異 を 検 出 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 心 臓 血 管 障 害 の 分 野 の 診 断 状 況 の 現 在 の 弱 点 に 対 処 す る た め に 、 本 発 明 は 、 冠 動 脈 疾 患
を 有 す る 個 体 か ら の 血 漿 に は 存 在 し な い 特 異 的 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 実 際 の ポ リ
ペ プ チ ド 種 を 提 供 す る こ と に よ り 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ お よ び ス プ ラ イ シ ン グ 、 翻 訳 率
、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 安 定 性 、 な ら び に タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ 、 リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、
お よ び ア ミ ド 化 の よ う な 翻 訳 後 修 飾 に お け る 差 異 が 示 さ れ る 。 し た が っ て 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド は 「 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 Ｃ Ｐ Ｐ 」 と 記 載 さ れ る 。 こ れ ら の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列 は 配 列 番 号 ： １ － ３ と し て 記 載 さ れ 、 そ し て こ れ ら は 表 １ の ト リ プ シ ン ペ
プ チ ド か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。
　 本 発 明 は 、 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） を 有 す る 個 体 か ら 得 ら れ た 血 漿 に は 存 在 し な い 「 心 臓
血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド 」 （ Ｃ Ｐ Ｐ ） 、 フ ラ グ メ ン ト お よ び Ｃ Ｐ Ｐ の 翻 訳 後 修 飾 さ れ た
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種 を 開 示 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ は Ｃ Ａ Ｄ 、 冠 動 脈 心 臓 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢
血 管 疾 患 、 脳 虚 血 （ 卒 中 ） 、 う っ 血 性 心 不 全 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 血 圧 症 お よ び
そ の 他 の 心 臓 血 管 疾 患 の リ ス ク を 決 定 す る た め の 重 要 な 診 断 手 段 を 表 す 。 Ｃ Ｐ Ｐ は 分 泌 因
子 で あ り 、 そ し て そ れ 自 体 容 易 に 検 出 可 能 で あ り 、 心 臓 血 管 障 害 の 薬 物 開 発 、 診 断 お よ び
予 防 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　
　 本 発 明 は 心 臓 血 管 障 害 を 有 す る 個 体 の 血 漿 に は 存 在 し な い 活 性 な 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド に 関
す る 組 成 物 を 指 向 す る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド 種 を 本 明 細 書 で は 「 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ
ペ プ チ ド 」 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ と 称 す る 。 か か る 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： １
－ ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 と り わ け 、 本 発 明 の 好 ま し い Ｃ Ｐ Ｐ
は 、 配 列 番 号 ： ３ と し て 記 載 さ れ た 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ と し て 設 計 さ れ た フ ラ グ メ ン ト で
あ る 。 組 成 物 は Ｃ Ｐ Ｐ 前 駆 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む Ｃ Ｐ Ｐ に 特 異 的 な 抗 体 、 お よ び
そ れ ら か ら 誘 導 さ れ る そ の 他 の 結 合 組 成 物 を 含 む 。 さ ら に こ れ ら の 組 成 物 を 作 成 お よ び 使
用 す る 方 法 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 前 駆 体 は 未 修 飾 前 駆 体 、 配 列 番 号 ： １ － ６ の タ ン パ ク 質
分 解 前 駆 体 、 お よ び 配 列 番 号 ： １ － ６ の ア ミ ノ 酸 配 列 の ま た 別 の タ ン パ ク 質 分 解 部 位 か ら
得 ら れ た 中 間 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は リ ン 酸 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 ア ミ ド 化 ま た は Ｃ
－ 、 Ｎ － も し く は Ｏ － 結 合 炭 水 化 物 基 の よ う な 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る Ｃ Ｐ Ｐ を 含 む 。 こ れ に
加 え て 好 ま し い の は 、 分 子 内 ま た は 分 子 間 相 互 作 用 、 例 え ば 高 次 構 造 を 生 じ る ジ ス ル フ ィ
ド お よ び 水 素 結 合 を 有 す る Ｃ Ｐ Ｐ で あ る 。 差 次 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ シ ン グ ま た は ス プ ラ イ シ
ン グ の 結 果 で あ る Ｃ Ｐ Ｐ も ま た 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 Ｃ Ｐ Ｐ は 心 臓 血 管 障 害 を 有 す る 個
体 か ら の 血 漿 中 に 存 在 す る 翻 訳 後 修 飾 種 、 構 造 変 異 体 、 ま た は ス プ ラ イ ス 変 異 体 を 表 す 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 に 少 な く と も
７ ５ ％ 同 一 で あ る 配 列 を 含 む Ｃ Ｐ Ｐ を 含 む 。 好 ま し く は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら
選 択 さ れ る 配 列 の い ず れ か １ つ と の 、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 そ し て さ ら に 好 ま し く は 少 な く
と も ８ ５ ％ 、 そ し て な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ の 同 一 性 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 に 対
し て 少 な く と も ９ ９ ％ 同 一 で あ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 選 択 さ れ た 集 団 に お い て 少 な く と も ２ ％ の 頻 度 を 有 す る Ｃ Ｐ Ｐ
の 天 然 の 変 異 体 を 含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 か か る 天 然 の 変 異 体 は 選 択 さ れ た 集 団 に お い
て 少 な く と も ５ ％ 、 そ し て な お さ ら に 好 ま し く は 、 少 な く と も １ ０ ％ の 頻 度 を 有 す る 。 最
も 好 ま し く は 、 か か る 天 然 の 変 異 体 は 選 択 さ れ た 集 団 に お い て 少 な く と も ２ ０ ％ の 頻 度 を
有 す る 。 選 択 さ れ た 集 団 は 集 団 遺 伝 学 の 分 野 に お い て 認 め ら れ た 任 意 の 研 究 集 団 で よ い 。
好 ま し く は 選 択 さ れ た 集 団 は 白 色 人 種 、 黒 色 人 種 ま た は ア ジ ア 人 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く
は 、 選 択 さ れ た 集 団 は フ ラ ン ス 人 、 ド イ ツ 人 、 イ ギ リ ス 人 、 ス ペ イ ン 人 、 ス イ ス 人 、 日 本
人 、 中 国 人 、 ア イ ル ラ ン ド 人 、 韓 国 人 、 シ ン ガ ポ ー ル 人 、 ア イ ス ラ ン ド 人 、 北 米 イ ン デ ィ
ア ン 、 イ ス ラ エ ル 人 、 ア ラ ブ 人 、 ト ル コ 人 、 ギ リ シ ャ 人 、 イ タ リ ア 人 、 ポ ー ラ ン ド 人 、 太
平 洋 諸 島 系 人 、 フ ィ ン ラ ン ド 人 、 ノ ル ウ ェ ー 人 、 ス ウ ェ ー デ ン 人 、 エ ス ト ニ ア 人 、 オ ー ス
ト リ ア 人 ま た は イ ン ド 人 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 選 択 さ れ た 集 団 は ア イ ス ラ ン ド 人 、
サ ー ミ 人 、 フ ィ ン ラ ン ド 人 、 白 色 人 種 系 の フ ラ ン ス 人 、 ス イ ス 人 、 中 国 人 系 の シ ン ガ ポ ー
ル 人 、 韓 国 人 、 日 本 人 、 ケ ベ ッ ク 人 、 北 米 ピ マ イ ン デ ィ ア ン 、 ペ ン シ ル バ ニ ア ア ー ミ ッ シ
ュ お よ び ア ー ミ ッ シ ュ メ ノ ー 派 、 ニ ュ ー フ ァ ン ド ラ ン ド 人 、 ま た は ポ リ ネ シ ア 人 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 は 単 離 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ 、 す な わ ち Ｃ Ｐ Ｐ と は 有 意 に 異 な る 等 電 点 、
ま た は 有 意 に 異 な る 見 か け の 分 子 量 を 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 ア イ ソ フ ォ ー ム
を 含 有 し な い Ｃ Ｐ Ｐ を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 親 和 性 お よ び サ イ ズ 基 盤 の 分 離 ク ロ マ ト グ
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ラ フ ィ ー 、 ２ 次 元 ゲ ル 分 析 、 お よ び 質 量 分 析 に よ り Ｃ Ｐ Ｐ の 等 電 点 お よ び 分 子 量 を 示 す こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は 配 列 番 号 ： ４ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 種 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 種 は さ ら に 配
列 番 号 ： １ － ３ か ら の 近 接 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 好 ま し い 種 は ｉ ） 配 列 番 号 ： ４ － ６
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ； ｉ ｉ ） 心 臓 血 管 障 害 を 有 す る 個 体 か ら の
血 漿 に お い て 低 レ ベ ル で 現 れ る ； そ し て ｉ ｉ ｉ ） 場 合 に よ っ て は 配 列 番 号 ： １ ま た は ２ の
ポ リ ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ の 結 果 で あ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 と り わ
け 好 ま し い ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ： ３ の Ｃ Ｐ Ｐ － １ ９ で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 修 飾 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ を 含 む 。 か か る 修 飾 は 保 護 ／ 遮 断 基 、
抗 体 分 子 ま た は そ の 他 の 細 胞 リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 、 な ら び に タ ン パ ク 質 の 検 出 お よ び 単
離 を 可 能 に す る 酵 素 、 蛍 光 、 同 位 体 ま た は 親 和 性 標 識 の よ う な 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む 。 限
定 す る も の で は な い が 、 臭 化 シ ア ン 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 Ｖ ８ プ ロ
テ ア ー ゼ 、 Ｎ ａ Ｂ Ｈ ４ 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 酸 化 、 還 元 、 ま た は ツ ニ カ マ イ シ ン の
存 在 下 で の 代 謝 的 合 成 に よ る 特 異 的 化 学 的 切 断 を 含 む 公 知 の 技 術 に よ り 化 学 的 修 飾 を 実 施
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 溶 解 性 、 安 定 性 お よ び 循 環 時 間 の 増 大 、 ま た は 免 疫 原 性 の 低 下 の よ う な さ
ら に 別 の 利 点 を 提 供 し 得 る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 的 修 飾 誘 導 体 も ま た 本 発 明 に よ り
提 供 さ れ る （ 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル ／ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー
ル 共 重 合 体 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル の よ う
な 水 溶 性 ポ リ マ ー ） 。 Ｃ Ｐ Ｐ は 分 子 内 の 無 作 為 な 位 置 で 、 ま た は 分 子 内 の 予 め 決 定 さ れ た
位 置 で 修 飾 さ れ 、 そ し て １ 、 ２ 、 ３ ま た は そ れ 以 上 の 結 合 し た 化 学 基 を 含 む こ と が で き る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ｉ ） Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 の 被 験 モ ジ ュ レ ー タ ー を 配 列 番 号
： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る こ と ；
ｉ ｉ ） 該 Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と ； お よ び ｉ ｉ ｉ ） 該 Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的
活 性 の レ ベ ル を 、 該 被 験 モ ジ ュ レ ー タ ー を 欠 如 す る 対 照 試 料 の レ ベ ル と 比 較 す る こ と ： の
工 程 を 含 む 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 方 法 を 提 供
す る 。 Ｃ Ｐ Ｐ タ ン パ ク 質 生 物 学 的 活 性 の レ ベ ル に お け る 差 異 が 減 少 で あ る 場 合 、 被 験 モ ジ
ュ レ ー タ ー は 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 の 阻 害 剤 で あ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性
の レ ベ ル に お け る 差 異 が 増 加 で あ る 場 合 、 被 験 物 質 は 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活
性 の ア ク チ ベ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 （ ａ ） 候 補 薬 剤 を 、 心 臓 血 管 障 害 を 罹 患 す る 素 因 が あ る か ま た
は 罹 患 し て い る ヒ ト 以 外 の 被 験 動 物 に 投 与 す る こ と ； （ ｂ ） （ ａ ） の 候 補 薬 剤 を 、 心 臓 血
管 障 害 を 罹 患 す る 素 因 が な い か ま た は 罹 患 し て い な い ヒ ト 以 外 の 適 合 す る 対 照 動 物 に 投 与
す る こ と ； （ ｃ ） ヒ ト 以 外 の 工 程 （ ａ ） の 被 験 動 物 お よ び 工 程 （ ｂ ） の 対 照 動 物 か ら 得 ら
れ た 生 物 学 的 試 料 に お い て ： （ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； （
ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て １ つ ま た は そ れ よ り 多 い ア ミ ノ 酸
置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異 体 ； お よ び （
ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ） で 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
の フ ラ グ メ ン ト か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 お よ び ／ ま た は 同 定 す る こ と
； な ら び に 工 程 （ ｄ ） 工 程 （ ｃ ） の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 比 較 す る こ と ： の 工 程 を 含 む
、 ヒ ト 以 外 の 披 験 動 物 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル の 、 対 照
動 物 か ら 得 ら れ た 生 物 学 的 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル へ の 変 化 は 、 候 補 薬 剤 が 心
臓 血 管 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 、 心 臓 血 管 障 害 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す
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る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 以 下 の ポ
リ ペ プ チ ド ： Ｃ Ｐ Ｐ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ 、 Ｃ
Ｐ Ｐ １ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ２ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ １
、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５
０ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ８ 、 Ｃ Ｐ
Ｐ ５ ０ ９ の （ 複 数 の ） レ ベ ル と 組 合 せ て ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 ／ 定 量 す る 。 本 発 明
の 好 ま し い 実 施 態 様 は 、 心 臓 血 管 障 害 を 罹 患 す る 素 因 が あ る ま た は 罹 患 し て い る ヒ ト 以 外
の 被 験 動 物 が 、 （ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｉ ｉ ） 配 列 番
号 ： ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て １ つ ま た は そ れ よ り 多 い ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 ま
た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異 体 ； お よ び （ ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で
１ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ） で 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト
； か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 血 漿 レ ベ ル の 減 少 を 含 む こ と を 提 供 す る 。 本 発 明 の 別 の
実 施 態 様 は １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド ： Ｃ Ｐ Ｐ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ９
、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ
１ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ２ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５
１ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ
５ ０ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ９ の 血 漿 レ ベ ル に お け る 変 化 を さ ら に
含 む ヒ ト 以 外 の 被 験 動 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 番 号 ： １
－ ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、 か か る 配 列 に 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 診 断 お よ び 分 析 ア ッ
セ イ （ 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 基 盤 の 技 術 ） の た め の Ｃ Ｐ Ｐ 遺 伝 子 配 列 に
相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 な ら び に Ｃ Ｐ Ｐ を 発 現 す る た め の ベ ク タ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明
は ま た か か る ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 お よ び ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を も 含 む
。 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は Ｃ Ｐ Ｐ 前 駆 体 を 作 成 す る 方 法 も ま た 提 供 さ れ る 。 １ つ の 好 ま し い 方 法 は （
ａ ） 前 記 で 開 示 し た 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 宿 主 細 胞 を 提 供 す る こ と ； （ ｂ ） そ れ に よ り
Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と ； お よ び （ ｃ ） Ｄ Ｎ Ａ セ
グ メ ン ト に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 回 収 す る こ と ； の 工 程 を 含 む 。 別 の 好 ま し い 方
法 は ： （ ａ ） Ｃ Ｐ Ｐ を 発 現 す る こ と が で き る 宿 主 細 胞 を 提 供 す る こ と ； （ ｂ ） 該 Ｃ Ｐ Ｐ の
発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 該 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と ； お よ び （ ｃ ） 該 Ｃ Ｐ Ｐ を 回 収 す る
こ と ； の 工 程 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 内 で 、 発 現 ベ ク タ ー は さ ら に Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト に 作
動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 み 、 細 胞 は タ ン パ ク 質 を 培 養 培 地 に 分 泌
し 、 そ し て タ ン パ ク 質 は 培 地 か ら 回 収 さ れ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ を 作 成 す る 特 に 好 ま し い 方 法 に は 、
「 Ｃ Ｐ Ｐ 組 成 物 の 化 学 的 製 造 」 と 題 し た セ ク シ ョ ン お よ び 実 施 例 ２ に お い て 記 載 す る よ う
な 、 標 準 的 な ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 用 い る 化 学 的 合 成 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 前 記 し た い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 、 ま
た は ペ プ チ ド に 特 異 的 な 単 離 さ れ た 抗 体 を 含 む 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で あ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ に 排 他 的 に 結 合 す る 抗 体 、 す な わ ち そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 高 い
親 和 性 で 認 識 し な い 抗 体 が さ ら に 好 ま し い 。 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 は 精 製 、 診 断 、 お よ び 、 予 後 適
用 を 有 す る 。 精 製 お よ び 診 断 の た め に 好 ま し い 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を 標 識 基 に 結 合 さ せ る 。 診 断
の た め に 好 ま し い Ｃ Ｐ Ｐ 関 連 障 害 に は 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 臓 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ）
、 末 梢 血 管 疾 患 、 脳 虚 血 （ 卒 中 ） 、 う っ 血 性 心 不 全 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 血 圧 症
、 お よ び そ の 他 の 心 臓 血 管 疾 患 が 挙 げ ら れ る 。 診 断 方 法 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、
Ｃ Ｐ Ｐ 抗 原 に 特 異 的 な 抗 体 ま た は 抗 体 誘 導 組 成 物 を 用 い る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 特 定 の 組 織
試 料 お よ び 生 物 学 的 液 体 （ 好 ま し く は 血 漿 ） 中 の Ｃ Ｐ Ｐ を 検 出 す る た め の 、 な ら び に 組 織
中 の Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る た め の 診 断 方 法 も ま た 本 発 明 の 一 部 を 成 す 。 例 え ば 、
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イ ン ビ ボ で の 診 断 、 お よ び 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の た め の 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と
一 緒 に 、 前 記 し た １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 抗 体 を 含 む 組 成 物 も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る
。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 体 液 の 試 料 、 好 ま し く は 血 漿 中 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ の レ ベ ル を 検
出 す る こ と を 含 む 心 臓 血 管 障 害 の 診 断 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 組 織 お よ び 生 物 学
的 液 体 、 好 ま し く は 血 漿 中 の Ｃ Ｐ Ｐ の 量 を 検 出 お よ び 測 定 す る た め の 、 Ｃ Ｐ Ｐ 遺 伝 子 に 相
補 的 な プ ラ イ マ ー お よ び ／ ま た は メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ な ら び に 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を 含 む Ｃ Ｐ
Ｐ 組 成 物 を 用 い る 方 法 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 方 法 は ま た 臨 床 ス ク リ ー ニ ン グ 、 予 後 診 断 、
治 療 結 果 の モ ニ タ リ ン グ 、 特 定 の 治 療 的 処 置 に 対 す る 応 答 の 可 能 性 の 最 も 高 い 患 者 の 同 定
、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 開 発 、 な ら び に 薬 物 処 置 の た め の 新 し い 標 的 の 同 定 に も 適 当
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 は 、 （ ａ ） 薬 剤 の 投 与 の 前 に 対 象 か ら 投 与 前 生 物 学 的 試 料 を 入
手 す る こ と ； （ ｂ ） 該 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 に お い て ： （ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ の ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド ； （ ｉ ｉ ） 配 列 番 号 ： ３ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 対 し て １ つ
ま た は そ れ よ り 多 い ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 ま た は 挿 入 を 有 す る 少 な く と も ７ ５ ％ 配 列 同 一 性
を 有 す る 変 異 体 ； お よ び （ ｉ ｉ ｉ ） 最 低 で １ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 前 記 の ｉ ） ま た は ｉ ｉ ）
で 定 義 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の フ ラ グ メ ン ト ； か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出
お よ び ／ ま た は 定 量 す る こ と ； の 工 程 を 含 み 、 な ら び に （ ｃ ） 対 象 か ら １ つ ま た は そ れ よ
り 多 い 投 与 後 生 物 学 的 試 料 を 入 手 す る こ と ； （ ｄ ） 投 与 後 試 料 ま た は 複 数 の 試 料 に お い て
ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 す る こ と ； （ ｅ ） 投 与 前 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 投
与 後 試 料 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル と 比 較 す る こ と ； な ら び に （ ｆ ） そ れ に 応 じ て 薬 剤 の 投
与 を 調 整 す る こ と ： の 工 程 を 含 む 、 心 臓 血 管 障 害 を 有 し て い る か ま た は 発 症 す る リ ス ク を
有 す る 対 象 の 薬 剤 で の 処 置 の 有 効 性 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 の さ
ら な る 実 施 態 様 で は 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド ： Ｃ Ｐ Ｐ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ８
、 Ｃ Ｐ Ｐ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １
７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ２ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ ０ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ４ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ４ ９ 、 Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ ０ 、
Ｃ Ｐ Ｐ １ ５ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ １ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ２ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ３ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ４ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０
５ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ６ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ７ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ８ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ５ ０ ９ の （ 複 数 の ） レ ベ ル と 組
合 せ て ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 検 出 ／ 定 量 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 前 記 で 列 挙 し た 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き 、 そ し て 単 一 も し く は 複 数 の 調
製 物 ま た は 抗 体 を 、 必 要 に よ り そ の 他 の 試 薬 、 標 識 基 、 基 質 、 お よ び 使 用 の た め の 指 示 書
と 一 緒 に 含 み 得 る キ ッ ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト を 疾 患 の 診 断 に 用 い る こ と が で き る か 、 ま た
は キ ッ ト は 新 し い 診 断 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 薬 剤 の 同 定 の た め の ア ッ セ イ で よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） は 少 な く と も １ つ の 症 状 の 発 現 に よ り 定 義
さ れ る 。 か か る 症 状 は 疾 患 の 進 行 に つ れ て 重 篤 に な る 。 Ｃ Ａ Ｄ は し ば し ば 左 心 室 容 量 ま た
は 拍 出 量 の 低 下 が 伴 う 。 初 期 の Ｃ Ａ Ｄ の 症 状 に は コ レ ス テ ロ ー ル お よ び 低 密 度 リ ポ タ ン パ
ク 質 （ 特 に 酸 化 型 ） の 血 漿 レ ベ ル の 上 昇 、 な ら び に 多 血 小 板 血 漿 凝 集 が 挙 げ ら れ る 。 血 管
内 皮 細 胞 は 炎 症 に 応 答 し 、 そ し て し た が っ て プ ラ ー ク を 形 成 し 、 そ し て 炎 症 お よ び フ ィ ブ
リ ノ ー ゲ ン 因 子 の レ ベ ル が 上 昇 す る 。 加 え て 、 Ｃ Ａ Ｄ ま た は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 は 血
管 石 灰 化 お よ び 動 脈 の 硬 化 を 特 徴 と す る 。 そ の 結 果 で あ る 血 管 の 部 分 的 閉 塞 は 高 血 圧 症 お
よ び 虚 血 性 心 臓 疾 患 を 招 く 。 最 終 的 な 完 全 な 血 管 閉 塞 は 心 筋 梗 塞 、 卒 中 、 ま た は 壊 疽 に 至
る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ の 血 漿 レ ベ ル の 減 少 の 検 出 は
個 体 が Ｃ Ａ Ｄ を 発 症 さ せ る リ ス ク の 上 昇 を 示 す 。 好 ま し く は 、 該 検 出 は 、 個 体 が 少 な く と
も １ .０ ５ 倍 、 １ .１ 倍 、 １ .１ ５ 倍 、 お よ び さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も １ .２ 倍 高 い Ｃ Ａ
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Ｄ 発 症 の 可 能 性 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 あ る い は 、 本 発 明 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ
の 血 漿 レ ベ ル の 減 少 の 検 出 は 、 個 体 が Ｃ Ａ Ｄ を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。 対 照 試 料 と
比 較 し た 、 個 体 の 血 漿 試 料 に お い て 観 察 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ の 減 少 量 は Ｃ Ａ Ｄ の 予 測 ま た は 診 断
の 確 実 性 に 相 関 す る 。 個 々 の 血 漿 Ｃ Ｐ Ｐ レ ベ ル は 家 族 歴 お よ び そ の 他 の 危 険 因 子 に 依 存 し
て 変 動 す る の で 、 各 々 を 個 別 に 試 験 す る の が 好 ま し い 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の
方 法 に よ り ヒ ト 血 漿 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ を 検 出 す る 。 特 に 好 ま し い 技 術 は 質 量 分 析 お よ び 免 疫
検 出 で あ る 。 好 ま し く は 、 Ｃ Ａ Ｄ の 予 測 ま た は 診 断 は 、 対 照 に 比 較 し て 実 験 的 Ｃ Ｐ Ｐ レ ベ
ル に お い て 少 な く と も １ .１ 倍 、 １ .１ ５ 倍 、 １ .２ 倍 、 １ .２ ５ 倍 お よ び さ ら に 好 ま し く は
１ .５ 倍 の 減 少 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 個 体 に お け る 配 列 番 号 ： １ － ６ の Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 異 常 ま た は プ ロ セ シ ン グ
に 関 連 す る 障 害 を 予 防 ま た は 処 置 す る た め の 、 Ｃ Ｐ Ｐ 調 整 組 成 物 を 用 い る 方 法 を 含 む 。 好
ま し い Ｃ Ｐ Ｐ 関 連 障 害 に は 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 臓 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管
疾 患 、 脳 虚 血 （ 卒 中 ） 、 う っ 血 性 心 不 全 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 血 圧 症 お よ び そ の
他 の 心 臓 血 管 疾 患 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 は ： 個 体 が Ｃ Ｐ Ｐ 関 連 障 害 を 患 う か ま た は そ の リ ス ク を 有 す
る こ と を 決 定 す る こ と 、 お よ び Ｃ Ｐ Ｐ 調 整 組 成 物 を 該 個 体 に 導 入 す る こ と ； の 工 程 を 含 む
個 体 に お い て Ｃ Ｐ Ｐ 関 連 障 害 を 予 防 ま た は 処 置 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 を 明 細 書 お よ び 請 求 項 に お い て も 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　
　 配 列 番 号 ： １ は ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ Ａ Ｄ Ｍ ） 前 駆 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 記 載 し 、 一 方 配
列 番 号 ： ２ は シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 除 去 後 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 表 す 。
　 配 列 番 号 ： ３ は 本 発 明 の フ ラ グ メ ン ト の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 対 照 個 体 の 血 漿 中 に 見 出
さ れ 、 こ れ か ら ト リ プ シ ン ペ プ チ ド が 放 出 さ れ る 。
　 配 列 番 号 ： ４ － ６ は 冠 動 脈 疾 患 を 有 さ な い 、 対 照 個 体 の 血 漿 試 料 中 で Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ 質 量 分
析 に よ り 見 出 さ れ た ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　
　 図 １ は 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ の 全 長 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ お よ び ２ ） 、 血 漿 フ ラ グ メ ン ト 配 列 （
Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ 、 配 列 番 号 ： ３ ） お よ び 対 照 個 体 の 血 漿 中 で Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ 質 量 分 析 に よ り 見 出 さ
れ た ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ４ － ６ ） を 示 す 。 配 列 番 号 ： １ お よ び ２ で タ ン デ ム 質 量 分
析 に よ り 観 察 さ れ た ト リ プ シ ン ペ プ チ ド は 太 字 で あ り 、 そ し て ２ 重 線 を 付 し て あ る 。 配 列
番 号 ： １ で は シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 強 調 し て 下 線 を 付 し て お り 、 ２ つ の プ ロ ペ プ チ ド を 、 配
列 番 号 ： １ お よ び ２ 中 に 下 線 を 付 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　
　 以 下 で 詳 細 に 記 載 す る 本 発 明 は 特 定 の 治 療 的 処 置 に 応 答 す る 可 能 性 が 最 も 高 い 個 体 を 同
定 す る た め の ； 心 臓 血 管 障 害 治 療 の 結 果 を モ ニ タ リ ン グ す る た め の ； Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ
ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ； お よ び 薬 物 開 発 の た め の ； 哺 乳 動 物 個 体 に お け る 心 臓 血
管 障 害 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 診 断 、 お よ び 処 置 に 有 用 な 方 法 、 組 成 物 、 お よ び キ ッ ト を 提 供
す る 。 本 発 明 は ま た 心 臓 血 管 障 害 を 処 置 ま た は 予 防 す る た め の 治 療 用 組 成 物 の 哺 乳 動 物 個
体 へ の 投 与 を も 包 含 す る 。 哺 乳 動 物 個 体 は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 で よ い が 、 好 ま し く は ヒ ト
、 さ ら に 好 ま し く は 成 人 で あ る 。 開 示 を 明 確 に す る た め に 、 そ し て 限 定 の た め で は な く 、
本 発 明 は 血 漿 試 料 の 分 析 に 関 し て 記 載 す る 。 し か し な が ら 、 当 業 者 に は 理 解 さ れ る よ う に
、 以 下 に 記 載 す る ア ッ セ イ お よ び 技 術 を 、 心 臓 血 管 障 害 を 有 す る か ま た は そ れ を 発 症 さ せ
る リ ス ク を 有 す る 個 体 か ら の そ の 他 の 生 物 学 的 液 体 試 料 （ 例 え ば 脳 脊 髄 液 、 リ ン パ 液 、 胆
汁 、 血 清 、 唾 液 ま た は 尿 ） ま た は 組 織 試 料 に 適 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 お よ び
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組 成 物 は 生 存 個 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 診 断 お よ び 予 後 診 断 に 有 用 で あ る が 、 例 え ば 同 一 の
障 害 を 発 症 さ せ る リ ス ク を 有 す る 家 族 の メ ン バ ー を 同 定 す る た め に 、 個 体 の 死 後 診 断 に も
有 用 で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　
　 「 核 酸 」 お よ び 「 核 酸 分 子 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 （
例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 （ 例 え ば ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） な ら び に ヌ ク
レ オ チ ド 類 似 体 を 用 い て 作 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 類 似 体 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
核 酸 分 子 は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で よ い が 、 好 ま し く は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 本 明 細 書 全 体
に わ た っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 核 酸 を 区 別 せ ず に 示 す た め に 「 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」
な る 表 現 を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 正 確 に は 、 「 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 な る 表 現 は 核 酸
材 料 そ の も の を 包 含 し 、 そ し て し た が っ て 、 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 分 子 を 生 化 学 的 に
特 徴 付 け る 配 列 情 報 （ す な わ ち ４ つ の 塩 基 文 字 の 中 か ら 選 択 さ れ る 文 字 の 連 続 ） に 限 定 さ
れ な い 。 ま た 、 本 明 細 書 で は 「 核 酸 」 、 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 、 お よ び 「 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 」 な る 用 語 を 互 換 的 に 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 は 核 酸 の 天 然 の 供 給 源 に お い て 存 在 す る そ の 他 の 核 酸 分 子 か ら
分 離 さ れ た も の で あ る 。 好 ま し く は 、 「 単 離 さ れ た 」 核 酸 分 子 は 、 そ の 核 酸 が 由 来 す る 生
物 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お い て 核 酸 を 天 然 に フ ラ ン キ ン グ す る 配 列 （ す な わ ち 核 酸 の ５ ’ お よ
び ３ ’ 末 端 に 位 置 す る 配 列 ） を 含 ま な い 。 例 え ば 種 々 の 実 施 態 様 で は 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ
核 酸 分 子 は 、 そ の 核 酸 が 由 来 す る 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に お い て 核 酸 分 子 を 天 然 に フ ラ ン キ
ン グ す る 約 ５ ｋ ｂ 、 ４ ｋ ｂ 、 ３ ｋ ｂ 、 ２ ｋ ｂ 、 １ ｋ ｂ 、 ０ .５ ｋ ｂ 、 ま た は ０ .１ ｋ ｂ 未 満
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る こ と が で き る 。 さ ら に ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の よ う な 「 単 離 さ れ た
」 核 酸 分 子 は 、 組 換 え 技 術 に よ り 生 成 さ れ た 場 合 、 そ の 他 の 細 胞 性 材 料 も し く は 培 養 培 地
を 実 質 的 に 不 含 か 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た 場 合 、 化 学 的 前 駆 体 も し く は そ の 他 の 化 学
物 質 を 実 質 的 に 不 含 に す る こ と が で き る 。 核 酸 の 全 部 ま た は 一 部 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ と し て 用 い る 場 合 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ ン グ 技 術
を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 分 子 を 単 離 す る こ と が で き る （ 例 え ば Sambrook,J., Fritsh,E.F., an
d Maniatis,T. Molecular Cloning. A Laboratory Manual. 2nd,ed.,Cold Spring Harbor
 Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989
） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 穏 や か な ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 、 ま た は 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め の 条 件 を
記 載 す る こ と を 意 図 し 、 こ こ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 条 件 は 、 少 な く と も ６
０ ％ 互 い に 相 同 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る こ と を 可
能 に す る の が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も
約 ８ ０ ％ 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ま た は ９ ８ ％ 互
い に 相 同 で あ る 配 列 が 典 型 的 に は 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る よ う な 条 件 で あ る
。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 そ し て Current Protocols in Molecular
 Biology, John Wiley & Sons,N.Y.(1989), 6.3.1-6.3.6に 見 出 す こ と が で き る 。 好 ま し
い 非 限 定 例 で は 、 核 酸 相 互 作 用 に 関 す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件
は 以 下 の と お り で あ る ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 は ６ × Ｓ Ｓ Ｃ バ ッ フ ァ ー 、 ５ × Denh
ardt溶 液 、 ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 下 ６ ５ ℃ で 実 施
さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 工 程 の 後 に ４ 回 の 洗 浄 工 程 ：
　 　 　 ・ 好 ま し く は ２ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ バ ッ フ ァ ー 中 ６ ５ ℃ で 、 ５ 分 間 に ２
回 洗 浄 ；
　 　 　 ・ 好 ま し く は ２ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ バ ッ フ ァ ー 中 ６ ５ ℃ で 、 ３ ０ 分 間 に
１ 回 洗 浄 ；
　 　 　 ・ 好 ま し く は ０ .１ × Ｓ Ｓ Ｃ お よ び ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ バ ッ フ ァ ー 中 ６ ５ ℃ で 、 １ ０ 分 間

10

20

30

40

50

(12) JP 2007-523844 A 2007.8.23

定 義



に １ 回 洗 浄 ；
が 続 き 、 こ れ ら の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の 核 酸 分 子 に
適 し て い る 。 前 記 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 に 従 っ て 望 ま
し い 核 酸 の 長 さ に 応 じ て 適 合 さ れ 、 例 え ば Hames and Higgins S.J.(1985) Nucleic Acid 
Hybridization: A Practical Approach. Hames and Higgins Ed., IRL Press, Oxford; 
お よ び Current Protocols in Molecular Biologyに 開 示 さ れ る 技 術 に よ っ て 適 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で は 「 相 同 性 パ ー セ ン ト 」 を 用 い て 核 酸 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 双 方 を 指 す
。 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 「 同 一 性 」 は ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 「 相 同 性 」 に 等 価 で あ る 。 ２ つ の
ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は ２ つ の 核 酸 の 相 同 性 パ ー セ ン ト を 決 定 す る た め に 、 最 適 な 比 較 目 的 に
関 し て 配 列 を ア ラ イ ン す る （ 例 え ば 第 ２ の ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 と の 最 適 な ア ラ イ ン メ
ン ト の た め に 、 第 １ の ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 に ギ ャ ッ プ を 導 入 す る こ と が で き 、 そ し て
非 相 同 性 配 列 を 比 較 目 的 に 関 し て 無 視 す る こ と が で き る ） 。 比 較 目 的 の た め に ア ラ イ ン し
た 参 照 配 列 の 長 さ は 、 参 照 配 列 の 長 さ の 少 な く と も ３ ０ ％ 、 好 ま し く は 少 な く と も ４ ０ ％
、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ６ ０ ％ 、 そ し て
な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ ま た は ９ ５ ％ で あ る 。 次 い で 対
応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 比 較
す る 。 第 １ の 配 列 の あ る 位 置 が 、 第 ２ の 配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は
ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 め ら れ て い る 場 合 、 す る と 分 子 は そ の 位 置 で 相 同 で あ る 。 ２ つ の 配
列 間 で の 相 同 性 パ ー セ ン ト は 、 配 列 に よ り 共 有 さ れ る 同 一 の 位 置 の 数 の 関 数 で あ る （ す な
わ ち 相 同 性 パ ー セ ン ト ＝ 同 一 位 置 の 数 ／ 位 置 の 全 数 １ ０ ０ ） 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て ２ つ の 配 列 間 の 配 列 の 比 較 お よ び 相 同 性 パ ー セ ン ト の 決 定
を 達 成 す る こ と が で き る 。 配 列 の 比 較 に 利 用 さ れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 非 限 定
例 は Karlin and Altschul (1990) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 87:2264-68の ア ル ゴ リ ズ ム 、
Karlin and Altschul (1993) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:5873-77の よ う な 修 正 版 で あ り
、 そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 か か る ア ル ゴ リ ズ ム は Altschul
, et al. (1990) J.Mol.Biol. 215:403-10の Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム
（ バ ー ジ ョ ン ２ .０ ） に 組 み 込 ま れ て い る 。 本 発 明 の 配 列 に 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 得
る た め に 、 Ｎ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア ＝ １ ０ ０ 、 ワ ー ド 長 ＝ １ ２ で Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ヌ ク
レ オ チ ド 検 索 を 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 得
る た め に 、 Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム 、 ス コ ア ＝ ５ ０ 、 ワ ー ド 長 ＝ ３ で Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ タ ン パ ク
質 検 索 を 行 う こ と が で き る 。 比 較 目 的 の た め に ギ ャ ッ プ 付 き ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に
、 Altschul, et al. (1997) Nucleic Acids Research 25(17):3389-3402に 記 載 さ れ る よ
う な ギ ャ ッ プ 付 き Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ を 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び ギ ャ ッ プ 付 き Ｂ
Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 、 各 々 の プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば Ｘ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ お よ び Ｎ Ｂ
Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ） の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 用 い る こ と が で き る 。 http://www/ncbi.nlm.nih.
gov.（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 参 照 の こ と 。 配 列 の 比 較 に
利 用 さ れ る 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 別 の 好 ま し い 非 限 定 例 は 、 Myers and Miller, CABIOS(1
989) （ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） の ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。
か か る ア ル ゴ リ ズ ム は 、 Ｇ Ｃ Ｇ 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト ソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ の 一 部 で あ る
Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ プ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン ２ .０ ） に 組 込 ま れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る
た め に Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 、 Ｐ Ａ Ｍ １ ２ ０ 重 み 残 差 表 、 ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ
ル テ ィ ー １ ２ 、 お よ び ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー ４ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は ポ リ マ ー の 長 さ に は 関 係 な く 、 ア ミ ノ 酸 の ポ リ マ ー を 指 す
； し た が っ て 、 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 お よ び タ ン パ ク 質 は ポ リ ペ プ チ ド の 定 義 に 含
ま れ る 。 こ の 用 語 は ま た ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 修 飾 を 特 定 ま た は 排 除 せ ず 、 例 え ば グ リ コ
シ ル 、 ア セ チ ル 、 リ ン 酸 、 ア ミ ド 、 脂 質 、 カ ル ボ キ シ ル 、 ア シ ル ま た は 炭 水 化 物 基 の 共 有
結 合 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド は ポ リ ペ プ チ ド な る 用 語 に 明 確 に 包 含 さ れ る 。 ま た ア ミ ノ 酸 の １
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つ ま た は そ れ よ り 多 い 類 似 体 （ 例 え ば 非 天 然 発 生 ア ミ ノ 酸 、 関 連 性 の な い 生 物 学 的 な 系 で
し か 天 然 発 生 し な い ア ミ ノ 酸 、 哺 乳 動 物 系 か ら の 修 飾 ア ミ ノ 酸 等 を 含 む ） 、 天 然 発 生 お よ
び 非 天 然 発 生 の 双 方 の 、 置 換 結 合 お よ び 当 分 野 で 公 知 の そ の 他 の 修 飾 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド も ま た 定 義 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 タ ン パ ク 質 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語
と 同 義 的 に 用 い る こ と が で き る か 、 ま た は 加 え て 、 ペ プ チ ド 結 合 以 外 の 結 合 に よ り 連 結 さ
れ 得 る ２ つ ま た は そ れ よ り 多 い ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 、 例 え ば タ ン パ ク 質 を 構 成 す る ポ リ
ペ プ チ ド が ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 連 結 さ れ 得 る よ う な も の を 指 す こ と が で き る 。 「 タ ン
パ ク 質 」 な る 用 語 は ま た 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る が 、 特 に か か る タ ン パ ク 質 が 真 核
細 胞 宿 主 に お い て 発 現 さ れ る 場 合 に 加 え ら れ 得 る よ う な 翻 訳 後 修 飾 が 異 な る ポ リ ペ プ チ ド
の フ ァ ミ リ ー を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 も し く は 「 精 製 さ れ た 」 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は
、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 （ す な わ ち Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト ） が 由
来 す る 細 胞 も し く は 組 織 供 給 源 か ら の 細 胞 材 料 も し く は そ の 他 の 夾 雑 タ ン パ ク 質 を 実 質 的
に 含 有 し な い か 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た 場 合 、 化 学 的 前 駆 体 も し く は そ の 他 の 化 学 物
質 を 実 質 的 に 含 有 し な い 。 「 細 胞 材 料 を 実 質 的 に 含 有 し な い 」 な る 言 語 は 、 タ ン パ ク 質 が
、 そ れ が 単 離 さ れ る か ま た は 組 換 え に よ り 生 成 さ れ る 細 胞 の 細 胞 成 分 か ら 分 離 さ れ て い る
、 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 「 細 胞 材 料 を 実 質 的 に
含 有 し な い 」 な る 言 語 は 、 約 ３ ０ ％ （ 乾 燥 重 量 ） 未 満 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 以 外 の タ ン パ
ク 質 （ 本 明 細 書 で は 「 夾 雑 タ ン パ ク 質 」 と も 称 さ れ る ） 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ 未 満
の 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 以 外 の タ ン パ ク 質 、 な お さ ら に 好 ま し く は 約 １ ０ ％ 未 満 の 本 発
明 に よ る タ ン パ ク 質 以 外 の タ ン パ ク 質 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 の 本 発 明 に よ る
タ ン パ ク 質 以 外 の タ ン パ ク 質 を 有 す る 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 含 む 。 本 発 明 に
よ る タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 組 換 え に よ り 生 成 す る 場 合 、 好 ま し く
は 培 養 培 地 を 実 質 的 に 含 有 せ ず 、 す な わ ち 培 養 培 地 は タ ン パ ク 質 調 製 物 の 容 量 の 約 ２ ０ ％
未 満 、 さ ら に 好 ま し く は 約 １ ０ ％ 未 満 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 化 学 的 前 駆 体 ま た は そ の 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 有 し な い 」 な る 言 語 は 、 タ ン パ ク
質 が 、 タ ン パ ク 質 の 合 成 に 関 与 す る 化 学 的 前 駆 体 ま た は そ の 他 の 化 学 物 質 か ら 分 離 さ れ て
い る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 「 化 学 的 前 駆 体 ま た は そ の
他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 有 し な い 」 な る 言 語 は 、 約 ３ ０ ％ （ 乾 燥 重 量 ） 未 満 の 化 学 的 前
駆 体 ま た は 非 タ ン パ ク 質 化 学 物 質 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 ま た は
非 タ ン パ ク 質 化 学 物 質 、 な お さ ら に 好 ま し く は 約 １ ０ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 タ ン
パ ク 質 化 学 物 質 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 タ ン パ ク 質 化
学 物 質 を 有 す る 本 発 明 に よ る タ ン パ ク 質 の 調 製 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で は 「 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 」 な る 用 語 を 用 い て 人 工 的 に 設 計 さ れ 、 そ し て そ の
最 初 の 天 然 の 環 境 で 近 接 す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 見 出 さ れ な い 少 な く と も ２ つ の ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 指 す か 、 ま た は 組 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 発 現 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド を 指 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 Ｃ Ｐ Ｐ 」 な る 用 語 は 配 列 番 号 ： １ － ６ の 任
意 の １ つ に よ り 記 載 さ れ る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 か か る ポ リ ペ プ チ ド は 本 明 細
書 に 記 載 す る よ う な 翻 訳 後 修 飾 を 行 わ れ て い て よ い 。 Ｃ Ｐ Ｐ は ま た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 、 ま
た は 複 合 ２ 次 も し く は ３ 次 構 造 に 至 る 水 素 お よ び ア ミ ド 結 合 の よ う な ア ミ ノ 酸 側 鎖 相 互 作
用 の よ う な そ の 他 の 構 造 的 ま た は 化 学 的 修 飾 を 含 有 す る こ と も で き る 。 Ｃ Ｐ Ｐ は ま た 欠 失
、 付 加 、 交 換 、 ま た は ト ラ ン ケ ー シ ョ ン 変 異 体 の よ う な 変 異 ポ リ ペ プ チ ド 、 か か る ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 配 列 番 号 ： １ － ６ の 配 列 の 少 な く と も ３ 個 の 、 し
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か し 好 ま し く は 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ５ 、 ま た は ２ １ 個 の 近 接 ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド フ
ラ グ メ ン ト を も 含 む 。 さ ら に Ｃ Ｐ Ｐ は 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 の
タ ン パ ク 質 分 解 性 前 駆 体 お よ び 中 間 体 を 含 む 。 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： １ － ６ の 配 列 か ら 構
成 さ れ る 、 本 質 的 に 構 成 さ れ る 、 ま た は こ れ を 含 む 単 離 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ を 含 む 、 Ｃ Ｐ Ｐ 遺 伝
子 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 、 好 ま し く は ヒ ト Ｃ Ｐ Ｐ 遺 伝 子 お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 の 核 酸 配 列
に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 具 体 化 す る 。 好 ま し い Ｃ Ｐ Ｐ は 配 列 番 号 ： ４ の 配 列 を
含 む 配 列 を 有 す る 。 好 ま し い Ｃ Ｐ Ｐ は 配 列 番 号 ： １ － ６ の Ｃ Ｐ Ｐ の 少 な く と も １ つ の 生 物
学 的 活 性 を 保 持 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 生 物 学 的 活 性 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 Ｃ Ｐ Ｐ に よ り 実 施 さ れ る
任 意 の 単 一 の 機 能 を 指 す 。 こ れ ら に は 、 限 定 す る も の で は な い が ： （ １ ） 個 体 が 心 臓 血 管
障 害 を 有 し て い る か ま た は 有 す る 可 能 性 が 低 い こ と を 示 し て い る こ と ； （ ２ ） 心 臓 血 管 障
害 を 発 症 さ せ る リ ス ク が 低 い 個 体 の 血 流 を 通 し て 循 環 す る こ と ； （ ３ ） 抗 原 性 、 す な わ ち
抗 Ｃ Ｐ Ｐ 特 異 的 抗 体 に 結 合 す る 能 力 ； （ ４ ） 免 疫 原 性 、 す な わ ち 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 作
成 す る 能 力 ； （ ５ ） と り わ け 特 異 的 な プ ロ テ オ リ シ ス (protealysis)お よ び ア ミ ド 化 に よ
る 、 翻 訳 後 修 飾 ； （ ６ ） Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 、 お よ び （ ７ ） 血 小 板 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ
ル の 増 大 ； （ ８ ） カ テ コ ー ル ア ミ ン (catecholemine)の 分 泌 ； （ ９ ） Ｎ ａ チ ャ ネ ル の 阻 害
； （ １ ０ ） 小 嚢 平 滑 筋 細 胞 の 伸 長 ； （ １ １ ） 血 圧 の 低 下 ； が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー 」 ま た は 「 Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ モ ジ ュ レ ー タ ー 」 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ
れ る 際 に は 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 ま た は 生 物 学 的 活 性 の い ず れ か を 調 整 す る （ す な わ ち
上 昇 ま た は 低 下 さ せ る ） こ と が で き る 分 子 （ 例 え ば ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 小
型 分 子 ま た は 抗 体 ） で あ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 ま た は 活 性 を 増 強 さ せ る Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー は
Ｃ Ｐ Ｐ ア ク チ ベ ー タ ー ま た は ア ゴ ニ ス ト と し て 記 載 さ れ る 。 逆 に 、 Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 ま た は 活 性
を 抑 制 さ せ る Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー は Ｃ Ｐ Ｐ 阻 害 剤 ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 記 載 さ れ
る 。 好 ま し く は 、 Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー は 少 な く と も ５ 、 １ ０ ま た は ２ ０ ％ ま で 発 現 ま た
は 活 性 を 上 昇 ／ 低 下 さ せ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ 阻 害 剤 に は 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 、 ア ン チ
セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ
り 特 徴 付 け ら れ る 分 子 が 挙 げ ら れ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ ア ゴ ニ ス ト に は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 ベ ク タ
ー お よ び 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 特 徴 付 け ら れ る 分 子 が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 Ｃ Ｐ Ｐ 関 連 障 害 」 ま た は 「 Ｃ Ｐ Ｐ 関 連 疾 患 」 は 心 臓 血 管 障 害 を 記 載 す る 。 好 ま し い 障
害 に は 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） 、 冠 動 脈 心 臓 疾 患 （ Ｃ Ｈ Ｄ ） 、 末 梢 血 管 疾 患 、 脳 虚 血 （ 卒 中
） 、 う っ 血 性 心 不 全 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 高 血 圧 症 お よ び そ の 他 の 心 臓 血 管 疾 患 が
挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 個 体 が か か る 障 害 を 発 症 さ せ る か 、 ま た は す で に 有 し て い る 可
能 性 は 、 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ の 血 漿 レ ベ ル が 低 い こ と に よ り 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 に 関 連 す る 。 「 抗 体 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ
れ る 際 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 活 性 部 分 、 す な わ
ち Ｃ Ｐ Ｐ の よ う な 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る （ 免 疫 反 応 す る ） 抗 原 結 合 部 位 を 含 有 す る 分 子
、 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト も し く は 相 同 体 を 指 す 。 好 ま し い 抗 体 は Ｃ Ｐ
Ｐ に 排 他 的 に 結 合 し 、 そ し て そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド を 高 い 親 和 性 を 伴 っ て 認 識 す る こ と は
な い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 の 実 例 に は 、 抗 体 を ペ プ シ ン の よ う な
酵 素 で 処 理 す る こ と に よ り 作 成 す る こ と が で き る Ｆ （ ａ ｂ ） お よ び Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ フ ラ グ
メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の フ ラ グ メ ン ト も し く は
相 同 体 に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 」 ま た は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は
、 Ｃ Ｐ Ｐ の 特 定 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 す る こ と が で き る 抗 原 結 合 部 位 の １ つ の 種 の み を
含 有 す る 抗 体 分 子 の 集 団 を 指 す 。 し た が っ て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 組 成 物 は 典 型 的 に は そ れ
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が 免 疫 反 応 す る 特 定 の Ｃ Ｐ Ｐ に 関 し て 単 一 の 結 合 親 和 性 を 表 示 す る 。 好 ま し い Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体
は 標 識 基 に 結 合 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 標 識 基 」 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド （
抗 体 を 含 む ） に 結 合 し て い る 場 合 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 ま た は
精 製 を 可 能 に す る 任 意 の 化 合 物 で あ る 。 標 識 基 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む ２ 次 化 合 物 に よ り 該
標 識 基 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 ま た は 精 製 す る こ と が で き る 。 有 用 な 標 識 基 に は 放 射
性 同 位 元 素 （ 例 え ば ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 、 ３ Ｈ 、 １ ２ ５ Ｉ ） 、 蛍 光 化 合 物 （ 例 え ば ５ － ブ ロ モ
デ ス オ キ シ ウ リ ジ ン 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア
ナ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 塩 化 ダ ン シ ル 、 フ ィ
コ エ リ ス リ ン ア セ チ ル ア ミ ノ フ ル オ レ ン 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン ） 、 発 光 化 合 物 （ 例 え ば ル ミ ノ
ー ル 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 エ ク オ リ ン ） 、 酵 素 も し く は 酵 素 コ フ ァ ク タ ー 検 出 標 識 （
例 え ば ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 、 ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ ） 、 ま た は ス ト レ プ ア ビ ジ ン 、 Ｇ Ｓ Ｔ 、 も し く は
ビ オ チ ン の よ う な ２ 次 因 子 に よ り 認 識 さ れ る 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 標 識 基 は
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 と 干 渉 し な い よ う な 方 式 で ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 放 射 性 同 位 元 素 は 放 射 線 放 出 の 直 接 計 数 、 フ ィ ル ム 暴 露 に よ り 、 ま た は 例 え ば シ ン チ レ
ー シ ョ ン 計 数 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 酵 素 標 識 は 適 切 な 基 質 の 、 通 常 蛍 光 反 応 を 引
き 起 こ す 生 成 物 へ の 変 換 を 決 定 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 蛍 光 お よ び 発 光 化
合 物 な ら び に 反 応 を 、 例 え ば 放 射 線 放 出 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 ソ ー テ ィ ン グ 、
ま た は ル ミ ノ メ ー タ ー に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 抗 体 に 関 し て 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 目 的 の 標 的 を 含 む 試 料 、 例 え ば 生 物 学 的
試 料 に お い て 抗 体 が 目 的 の 標 的 を 認 識 お よ び 結 合 す る が 、 そ の 他 の 分 子 を 実 質 的 に 認 識 お
よ び 結 合 し な い 場 合 、 抗 体 は 標 的 に 「 選 択 的 に 結 合 す る 」 ま た は 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と
称 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 「 ベ ク タ ー 」 な る 用 語 は そ れ が 連 結 さ れ て い る 別 の 核
酸 を 輸 送 す る こ と が で き る 核 酸 分 子 を 指 す 。 ベ ク タ ー の １ つ の 型 は 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ り
、 こ れ は さ ら に 別 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト が ラ イ ゲ ー ト す る こ と が で き る 環 状 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル
ー プ を 指 す 。 別 の 型 の ベ ク タ ー は 、 さ ら に 別 の Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト が ウ イ ル ス ゲ ノ ム に ラ イ
ゲ ー ト す る こ と が で き る ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。 特 定 の ベ ク タ ー は 、 そ れ が 導 入 さ れ る
宿 主 細 胞 に お い て 自 己 複 製 す る こ と が で き る （ 例 え ば 細 菌 性 の 複 製 起 点 を 有 す る 細 菌 性 ベ
ク タ ー お よ び エ ピ ソ ー ム 性 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー ） 。 そ の 他 の ベ ク タ ー （ 例 え ば 非 エ ピ ソ ー ム
性 哺 乳 動 物 ベ ク タ ー ） は 宿 主 細 胞 へ の 導 入 時 に 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 込 ま れ 、 そ し て そ れ
に よ り 宿 主 ゲ ノ ム と 一 緒 に 複 製 さ れ る 。 さ ら に 、 特 定 の ベ ク タ ー は 、 そ れ が 作 動 可 能 な よ
う に 連 結 さ れ て い る 遺 伝 子 の 発 現 を 指 向 す る こ と が で き る 。 か か る ベ ク タ ー を 本 明 細 書 で
は 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と 称 す る 。 一 般 的 に 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に お い て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー
は し ば し ば プ ラ ス ミ ド の 形 態 で あ る 。 プ ラ ス ミ ド は 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る ベ ク タ ー の 形
態 で あ る の で 、 本 明 細 書 で は 「 プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 を 互 換 的 に 用 い る こ と が
で き る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 等 価 の 機 能 を 提 供 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 複 製 欠
損 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ） の よ う な 、 こ の よ う な そ
の 他 の 形 態 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 「 有 効 量 」 は 望 ま し い 効 果 を 有 す る の に 十 分 な 薬 剤 、
好 ま し く は 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー の 量 を 記 載 す る 。 例 え ば 、 抗 心 臓 血 管 障 害 の 有
効 量 は 少 な く と も １ 、 ２ 、 ５ 、 １ ０ 、 １ ５ ま た は 好 ま し く は ２ ５ ％ ま で 個 体 に お け る 心 臓
血 管 障 害 の 症 状 を 低 減 さ せ る の に 必 要 な 薬 剤 の 量 で あ る 。 用 語 は ま た 個 体 に お け る 、 心 臓
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血 管 障 害 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 症 状 を 改 善 す る の に 必 要 な 薬 剤 の 量 を も 記 載 す る 。 心 臓 血
管 障 害 の 共 通 の 症 状 に は ： 胸 部 圧 迫 感 、 胸 焼 け 、 悪 心 、 嘔 吐 、 痺 れ 感 、 息 切 れ 、 ひ ど い 冷
や 汗 、 原 因 不 明 の 疲 労 、 お よ び 不 安 感 が 挙 げ ら れ る 。 心 臓 血 管 障 害 の さ ら に 重 篤 な 症 状 は
胸 痛 （ 狭 心 症 ） 、 律 動 障 害 （ 不 整 脈 ） 、 卒 中 ま た は 心 臓 発 作 で あ る 。 特 定 の 患 者 の た め の
有 効 量 は 、 測 定 さ れ る 症 状 の 診 断 方 法 、 処 置 さ れ る 状 態 の 状 況 、 患 者 の 全 体 的 な 健 康 状 態
、 投 与 の 方 法 、 お よ び 副 作 用 の 重 篤 度 の よ う な 因 子 に 依 存 し て 異 な り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　
　 本 発 明 の 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｐ Ｐ ） は 配 列 番 号 ： １ － ６ と し て 列 挙 さ れ
る 配 列 に 記 載 さ れ る 。 配 列 番 号 ： ３ は 配 列 番 号 ： １ か ら 得 ら れ た 血 漿 ペ プ チ ド 種 （ Ｃ Ｐ Ｐ
１ ９ ） の 配 列 を 表 す 。 配 列 番 号 ： ２ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｃ
Ｐ Ｐ は 、 通 常 、 血 漿 中 で 分 泌 さ れ 、 そ し て 循 環 す る 。 し か し 、 心 臓 血 管 障 害 を 有 す る か ま
た は そ れ を 発 症 さ せ る リ ス ク を 有 す る 個 体 の 血 漿 に は 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 さ ら に Ｃ Ｐ Ｐ は 配 列 番 号 ： ４ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 。 好 ま し く は か か る Ｃ Ｐ Ｐ は ま た 配 列 番 号 ： ２ ま た は ３ の さ ら に 別 の ア ミ ノ
酸 を も 含 む 。 か か る さ ら に 別 の ア ミ ノ 酸 は 、 配 列 番 号 ： ２ ま た は ３ の タ ン パ ク 質 か ら 近 接
ア ミ ノ 酸 配 列 を 形 成 す る た め に 選 択 さ れ た 配 列 と 共 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ 、 お よ び と り わ け 配 列 番 号 ： ３ の Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ は 、 ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （
Ａ Ｄ Ｍ ） の 血 漿 形 態 を 表 す 。 興 味 深 い こ と に 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ の レ ベ ル は 心 臓 血 管 障 害 を
罹 患 す る 個 体 の 血 漿 に お い て 存 在 し な い 。 そ れ 自 体 で は 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ は 、 Ｃ Ｐ Ｐ の レ
ベ ル の 減 少 が 心 臓 血 管 障 害 を 発 症 さ せ る リ ス ク の 上 昇 ま た は そ の 存 在 を 示 す 有 用 な 診 断 手
段 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 Ｃ Ｐ Ｐ は 心 臓 血 管 障 害 の 予 防 お よ び 処 置 の た め の 薬 物 設 計 お よ び
治 療 計 画 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ア ド レ ノ メ デ ュ リ ン （ Ａ Ｄ Ｍ ） は 、 血 小 板 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル を 上 昇 し 得 る ペ プ チ ド と し て
、 ク ロ ム 親 和 性 細 胞 腫 か ら ま ず 単 離 さ れ 、 続 い て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た (Kitamura, et al. 
Biochem. Biophys. Res. Commun. 192:553-560 and 194:720-725 (1993))。 全 長 タ ン パ ク
質 は １ ８ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 広 範 囲 の 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ を 受 け る 。 Ａ ｒ ｇ ４ １ お よ び
１ ４ ６ は ア ミ ド 化 さ れ て い る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は １ － ２ １ に わ た り 、 ２ ２ － ４ １ ア ミ ノ
酸 は カ テ コ ー ル ア ミ ン 受 容 体 阻 害 剤 と し て 記 載 さ れ 、 そ し て ３ ２ － ４ １ ア ミ ノ 酸 は Ｎ ａ チ
ャ ネ ル 阻 害 剤 と し て 作 用 す る 。 Ａ Ｄ Ｍ の 成 熟 ５ ２ － ア ミ ノ 酸 ペ プ チ ド お よ び と り わ け １ ０
８ － １ ４ ６ ア ミ ノ 酸 は 、 降 圧 ペ プ チ ド と し て 作 用 す る 。 ア ミ ド 化 さ れ た ９ ５ － １ ４ ６ ア ミ
ノ 酸 は 、 ラ ッ ト の 血 圧 を 減 少 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 こ の 形 態 は 、 肺 、 腎 臓 お よ び 褐 色 細 胞 腫 に お い て 見 出 さ れ た 。 該 抗 カ テ コ ー ル ア ミ ン ペ
プ チ ド は ウ シ 脳 細 胞 か ら の カ テ コ ー ル ア ミ ン 分 泌 を 阻 害 し 、 そ し て 心 室 、 副 腎 髄 質 お よ び
褐 色 細 胞 腫 に お い て 見 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 最 も 短 い ペ プ チ ド （ ３ ２ － ４ １ ） の ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル 阻 害 能 は ま た 、 ウ シ 副 腎 髄 質 細
胞 に お い て 示 さ れ た （ EP 0622458） 。 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ７ ８ ３ ３ ８ お よ び Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ７ ８ ３ ３ ９
は 、 小 嚢 平 滑 筋 細 胞 の エ ロ ン ゲ ー タ ー と し て Ａ Ｄ Ｍ を 記 載 す る 。 加 え て 、 Ａ Ｄ Ｍ は 、 ラ ッ
ト に お い て 水 飲 の 減 少 を 示 し 、 優 遇 （ complimentary） 神 経 学 的 活 性 を 示 す (Murphy, et a
l. 136:2459-2463 (1995))。 Gazzoloら (Pediatr Res 50:544-7 (2001))は 、 Ａ Ｄ Ｍ レ ベ ル
と 心 室 内 出 血 の 危 険 と の 間 の 相 互 関 係 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Ａ Ｄ Ｍ は 、 本 発 明 の 方 法 に 記 載 の 冠 動 脈 疾 患 を 有 す る 個 体 の 血 漿 中 に は 検 出 さ れ な い 。
数 百 ｐ Ｍ の 範 囲 の 血 漿 濃 度 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 検 出 可 能 で あ り 、 該 疾 患 を 有 す る 個 体 で
あ っ た と し て も Ａ Ｄ Ｍ は 極 め て 低 い レ ベ ル で 存 在 す る こ と を 示 す 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 す
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ぐ に 正 常 ヒ ト 血 漿 中 に お い て 検 出 可 能 で あ り 、 そ し て そ れ 自 体 、 該 疾 患 の 危 険 に つ い て の
重 要 な バ イ オ マ ー カ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 心 臓 血 管 障 害 血 漿 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 Ｃ Ｐ Ｐ 」 な る 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 使 用 さ
れ る 際 に は 本 発 明 の 任 意 の お よ び 全 て の ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 を 包 含
す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び か か る ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 融 合 ポ リ ペ プ チ ド も ま た 本 発 明 の 一 部 を 成 す 。 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： １ － ６
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 構 成 さ れ る 、 本 質 的 に 構 成 さ れ る 、 ま た は こ
れ を 含 む 単 離 さ れ た ま た は 精 製 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ を 含 む ヒ ト に 由 来 す る Ｃ Ｐ Ｐ を 具 体 化 す る 。
さ ら に 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 の 非 修 飾 前 駆 体 、 タ ン パ ク 質 分 解
性 前 駆 体 お よ び 中 間 体 が さ ら に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 少 な く と も ３ 個 の ア ミ ノ 酸 、 好 ま し く は 少 な く と
も ８ か ら １ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 の 連 続 を 含 む 単 離 さ れ た 、 精 製 さ れ た 、 お よ び 組 換 え ポ リ ペ プ
チ ド を 具 体 化 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ア ミ ノ 酸 の 連 続 し た 広 が り は 、 Ｃ Ｐ Ｐ 配 列 に
お け る ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 付 加 、 交 換 ま た は ト ラ ン ケ ー シ ョ ン を 含 む 変 異 ま た は 機 能 的 変 異
の 部 位 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ
プ チ ド 、 ま た は そ の 相 補 的 配 列 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト に も 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 単 離 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ お よ び そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 、 な ら び に 抗
Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を 上 昇 さ せ る 免 疫 原 と し て 使 用 す る の に 適 当 な ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に 関
す る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 技 術 を 用 い て 適 切 な 精 製 ス キ ー ム に
よ り 元 来 の Ｃ Ｐ Ｐ ペ プ チ ド を 血 漿 、 細 胞 ま た は 組 織 供 給 源 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 別
の 実 施 態 様 で は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り Ｃ Ｐ Ｐ を 生 成 す る 。 組 換 え 発 現 に 代 わ っ て 、 「
Ｃ Ｐ Ｐ 組 成 物 の 化 学 的 製 造 」 と 題 し た セ ク シ ョ ン お よ び 実 施 例 ２ で 記 載 す る よ う に 、 ペ プ
チ ド 合 成 技 術 を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ を 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 典 型 的 に は 、 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 少 な く と も １ つ Ｃ Ｐ Ｐ の 活 性 を 有 す る ド メ イ ン ま
た は モ チ ー フ を 含 む 。 生 物 学 的 に 活 性 な Ｃ Ｐ Ｐ は 、 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 配 列 か ら 、 例 え ば 少 な く と も １ 、 ２ 、 ３ ま た は ５ 個 の ア ミ ノ 酸 変 化 を 含 み 得 る か 、
ま た は 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 か ら 、 少 な く と も １ ％ 、 ２ ％ 、 ３
％ 、 ５ ％ 、 ８ ％ 、 １ ０ ％ 、 ま た は １ ５ ％ の 変 化 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｃ Ｐ Ｐ は 配 列 番 号 ： ４ － ６ （ 図 １ お よ び 表 １ ） の ト リ プ シ ン ペ
プ チ ド に よ り 定 義 さ れ る 。 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う に 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を 冠 動 脈 疾 患 に
つ い て の 健 常 対 照 の 患 者 か ら 単 離 し 、 そ し て MicroProt（ 商 標 ） 法 に よ っ て 特 徴 付 け し た
。 配 列 番 号 ： ３ は ト リ プ シ ン ペ プ チ ド が 放 出 さ れ た 血 漿 ペ プ チ ド 種 を 表 す 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 血 漿 試 料 を 最 初 に 分 子 量 に 基 づ い て 分 離 す る の で 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ は 全 て ほ ぼ ２ ０ ｋ Ｄ
ま た は そ れ 未 満 の 分 子 量 で あ る 。 高 分 子 量 ポ リ ペ プ チ ド 種 は 異 な る 方 法 に よ り 分 離 お よ び
特 徴 付 け す る 。 実 施 例 １ に 記 載 す る よ う に 、 血 漿 試 料 を 多 く の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 離 に
供 す る 。 こ れ ら の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 に つ い て の 詳 細 を 実 施 例 １ に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 第 １ の 分 離 は カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に お い て で あ り 、 こ れ を 漸 増 塩 濃
度 で 溶 出 す る 。 １ ８ 個 の 分 画 を 収 集 す る 。 表 １ の Ｃ Ｅ Ｘ の 列 は 、 ど の 分 画 が 各 ト リ プ シ ン
ペ プ チ ド を 含 有 す る か 、 お よ び そ の 溶 出 条 件 列 挙 し て い る 。 カ チ オ ン 交 換 に よ る 分 離 に よ
り 、 ポ リ ペ プ チ ド 種 の 全 体 的 な 正 電 荷 の 表 示 が 提 供 さ れ る 。 カ チ オ ン 交 換 の 次 に 逆 相 Ｈ Ｐ
Ｌ Ｃ 分 離 が 続 く 。 表 １ の Ｒ Ｐ １ の 列 は ３ ０ 分 画 の ど れ が 各 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 溶 出 し た
か 、 お よ び そ の 溶 出 条 件 列 挙 し て い る 。 逆 相 に よ る 分 離 に よ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 種 の 全 体 的
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な 疎 水 性 の 表 示 が 提 供 さ れ る 。 実 行 番 号 と 記 し た 列 の 最 後 の ２ つ の 数 字 は 、 第 ２ の 逆 相 Ｈ
Ｐ Ｌ Ｃ 分 離 か ら の ２ ４ 個 の 溶 出 分 画 の ど れ が ト リ プ シ ン ペ プ チ ド を 含 有 す る か を 表 示 し て
い る （ 実 施 例 １ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ２ 】
　
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 さ ら に 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性
な そ の 部 分 を コ ー ド す る 精 製 さ れ た 、 ま た は 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 、 お よ び そ の 核 酸 フ ラ グ
メ ン ト に 関 連 す る 。 該 核 酸 を 例 え ば さ ら に 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 、 治 療 （ Ｄ Ｎ Ａ ワ ク
チ ン ） お よ び 診 断 方 法 に お い て 、 な ら び に 薬 物 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 ３ 】
　 本 発 明 の 目 的 は Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る 精 製 さ れ た 、 単 離 さ れ た 、 ま た は 組 換 え 核 酸 、 そ れ
に 相 補 的 な 配 列 、 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る 。 本 発 明 は ま た Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と 少 な く と も ９ ５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 、 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド と 有 利 に は ９ ９ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 、 好 ま し く は ９ ９ .５ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同
一 性 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ９ ９ .８ ％ の ヌ ク レ オ チ ド 同 一 性 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 ま た は そ れ に 相 補 的 な 配 列 も し く は そ れ の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト を 含 む 精 製 さ
れ た 、 ま た は 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に も 関 連 す る 。 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 本 明 細 書 で 定 義 す
る ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 ま た は そ れ に 相 補 的 な 配 列 も し く は そ の 変 異 体 も し く は そ れ の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ
グ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 精 製 さ れ た 、 単 離 さ れ た 、 ま た は
組 換 え 核 酸 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ の 一 部 ま た は 変 異 体 を コ ー ド す る 精 製 さ れ た 、
ま た は 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 連 し 、 そ こ に お い て は 一 部 ま た は 変 異 体 は Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的
活 性 を 表 示 す る 。 好 ま し く は 該 部 分 ま た は 変 異 体 は 天 然 発 生 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 前 駆 体 の 一
部 ま た は 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は
そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 本 質 的 に そ れ か ら 構 成 さ れ る 、 ま た は そ れ か ら 構 成 さ れ る 、 Ｃ
Ｐ Ｐ を コ ー ド す る 精 製 さ れ た 、 単 離 さ れ た 、 ま た は 組 換 え 核 酸 で あ り 、 そ こ に お い て は 単
離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 シ グ ナ ル 配 列 、 ア ミ ド 化 標 的 部 位 ま た は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の よ う な
、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い モ チ ー フ を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ か ら 決 定 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り 、 （ 例 え
ば 新 規 機 能 的 ド メ イ ン を 共 有 す る ） そ の 他 の Ｃ Ｐ Ｐ お よ び そ の 他 の 種 に 由 来 す る Ｃ Ｐ Ｐ 相
同 体 を 同 定 お よ び ／ ま た は ク ロ ー ニ ン グ す る の に 使 用 す る た め に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ お よ
び プ ラ イ マ ー の 作 成 が 可 能 に な る
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 Ｃ Ｐ Ｐ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 」 を コ ー ド す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト は 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 生 物 活
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性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 を 単
離 す る こ と に よ り 、 そ し て 、 そ の Ｃ Ｐ Ｐ の コ ー ド 化 部 分 を 発 現 （ 例 え ば イ ン ビ ト ロ ま た は
イ ン ビ ボ で の 組 換 え 発 現 に よ る ） し 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ の コ ー ド 化 部 分 の 活 性 を 評 価 す る こ と
に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に よ り 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と は 異 な り
、 そ し て 本 発 明 の 同 一 の Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 前 記 し た Ｃ Ｐ Ｐ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 加 え て 、 Ｃ Ｐ Ｐ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 化 を 導 く Ｄ Ｎ Ａ
配 列 多 型 性 が 集 団 （ 例 え ば ヒ ト 集 団 ） 内 に 存 在 し 得 る こ と は 、 当 業 者 に 理 解 さ れ よ う 。 か
か る 遺 伝 子 多 型 は 天 然 の ア レ ル 変 異 体 の た め に 集 団 内 の 個 体 間 に 存 在 し 得 る 。 か か る 天 然
の ア レ ル 変 異 体 は 典 型 的 に は Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 核 酸 配 列 で
１ － ５ ％ の 分 散 に 至 る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 標 準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
技 術 に よ っ て 、 天 然 の ア レ ル 変 異 体 に 相 当 す る 核 酸 分 子 お よ び 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 の 相 同
体 を 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ま た は そ の 一 部 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
と し て 用 い て 、 本 明 細 書 に 開 示 す る Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 に 対 す る 相 同 性 に 基 づ い て 単 離 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 が 、 本 発 明 の 任 意 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　
　 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ ま た は そ の 相 補 体 ） は 、 染 色 体 お よ び 遺 伝
子 マ ッ ピ ン グ に お け る 、 お よ び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ の 作 成 に お け る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 用 途 を 含 む 種 々 の 適 用 を 有 し て い る 。 加 え て 、 本 明 細 書
に 記 載 す る よ う に 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 核 酸 は 薬 学 的 な 介 在 の た め の 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ ワ ク チ ン
の 開 発 の た め の 、 お よ び 組 換 え 技 術 に よ る Ｃ Ｐ Ｐ の 調 製 の た め の 標 的 と し て 有 用 で あ る 。
そ の 配 列 変 異 体 を 含 む 、 本 明 細 書 に 記 載 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 診 断 ア ッ セ イ に 用 い る こ
と が で き る 。 し た が っ て 体 液 ま た は 組 織 試 料 中 の か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 の 検 出 に
基 づ く 診 断 方 法 は 本 発 明 の 特 徴 で あ る 。 本 発 明 に よ る 核 酸 基 盤 の 診 断 ア ッ セ イ の 実 例 に は
、 限 定 す る も の で は な い が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 、 例 え ば イ ン サ イ チ ュ ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 基 盤 の ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る よ
う に 、 伸 長 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 配 列 変 異 体 お よ び そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 用 い て か か る ア ッ セ イ で 使 用 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ ま た
は Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 作 成 す る こ と が で き る 。 か か る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー は 、 本 明
細 書 に 記 載 す る Ｃ Ｐ Ｐ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 類 似 す る か 、 ま た は 相 補 的 な ゲ ノ ム 配 列 を 含 む
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の セ グ メ ン ト を 増 幅 す る た め の Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 す る
た め の プ ラ イ マ ー 対 を 含 む 。 各 プ ラ イ マ ー 対 は 、 ｉ ） 対 の 一 方 の プ ラ イ マ ー は 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド の １ 本 鎖 と 完 全 に 対 合 し た 二 本 鎖 を 形 成 し 、 そ し て 対 の 他 方 の プ ラ イ マ ー
は 同 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 鎖 と 完 全 に 対 合 し た 二 本 鎖 を 形 成 す る 、 お よ び ｉ ｉ ） プ
ラ イ マ ー 対 は １ ０ と ２ ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 間 の 間 隔 で 分 け ら れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 部
位 で こ の よ う な 完 全 に 対 合 す る ２ 本 鎖 を 形 成 す る ； の よ う な １ ５ と ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 間
の 長 さ を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 好 ま し く は 、 各 プ ラ イ マ ー 対 の そ の 各 々 の 相
補 的 配 列 へ の ア ニ ー リ ン グ 温 度 は 実 質 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 誘 導 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 、 例 え ば
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顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に 調 製 さ れ た 固 定 ま た は 凍 結 組 織 切 片 ま た は 懸 濁 さ れ た 細 胞 の よ う な 組
織 試 料 で イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 実 施 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 簡 単
に は 、 制 御 さ れ た 条 件 下 で 、 標 識 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 準 備 さ れ た 顕 微
鏡 上 の 組 織 切 片 の そ の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ 標 的 試 料 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般
的 に 、 プ ラ ス ミ ド ま た は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ た 目 的 の Ｄ
Ｎ Ａ か ら な る ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を こ の 目 的 で 用 い る が 、 ｓ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ プ
ロ ー ブ も ま た 用 い る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ は 一 般 的 に 約 １ ５ と ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 間 の
長 さ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 あ る い は 、 プ ロ ー ブ は Ｐ Ｃ Ｒ ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ プ
ラ イ マ ー 伸 長 ま た は プ ラ ス ミ ド か ら の Ｒ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 転 写 に よ り 作 成 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ で よ い （ リ ボ プ ロ ー ブ ） 。 こ れ ら の 後 者 の プ ロ ー ブ は 典 型 的 に は に は 数
百 の 長 さ の 塩 基 対 で あ る 。 多 く の 標 識 基 の う ち の い ず れ か に よ り プ ロ ー ブ を 標 識 す る こ と
が で き 、 そ し て プ ロ ー ブ で 利 用 さ れ る 標 識 の 型 に は 特 定 の 検 出 方 法 が 対 応 す る （ 例 え ば 、
必 要 に 応 じ て 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 Ｘ 線 検 出 、 蛍 光 ま た は 可 視 顕 微 鏡 分 析 ） 。 蛍 光
標 識 プ ロ ー ブ に 存 在 す る 蛍 光 部 分 に 対 し て 指 向 す る 抗 体 の よ う な 、 使 用 し た 検 出 分 子 の 標
識 に 対 し て 指 向 す る 免 疫 細 胞 化 学 的 技 術 を 用 い て 反 応 物 を さ ら に イ ン サ イ チ ュ 増 幅 す る こ
と が で き る 。 特 異 的 標 識 お よ び イ ン サ イ チ ュ 検 出 方 法 を 、 例 え ば Howard,G.C., Ed., Meth
ods in Nonradioactive Detection, Appleton & Lange, Norwalk, Conn.,(1993)（ 出 典 明
示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ お よ び Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー も ま た 、 天 然 発 生 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト お よ び イ ン ト ロ ン を 含 む
、 本 発 明 に よ っ て 同 定 さ れ た 全 長 タ ン パ ク 質 に 相 当 す る ゲ ノ ム 配 列 か ら 選 択 す る こ と が で
き る 。 ま た Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 そ の Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝
子 を マ ッ ピ ン グ す る た め の 、 お よ び 個 体 の 遺 伝 子 分 析 の た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ
ロ ー ブ を 構 築 す る こ と も で き る 。 種 々 の 技 術 に よ り 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の
変 化 、 ま た は 変 異 を 担 持 す る 個 体 を Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で 検 出 す る こ と が で き る 。 診 断 に 用 い ら
れ る 核 酸 を 、 例 え ば 組 織 生 検 お よ び 死 亡 解 剖 材 料 を 含 む 患 者 の 細 胞 か ら 入 手 す る こ と が で
き る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 直 接 検 出 に 用 い る こ と が で き る か 、 ま た は 分 析 の 前 に Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い
て 酵 素 的 に 増 幅 す る こ と が で き る （ Saiki,et al., Nature 324:163-166(1986)） 。 ま た Ｒ
Ｎ Ａ ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 一 の 目 的 の た め に 用 い る こ と も で き る 。 実 例 と し て は 、 本 発 明 の
核 酸 に 相 補 的 な Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 本 発 明 の 遺 伝 子 に お け る 変 異 を 同 定 お よ び 分 析
す る こ と が で き る 。 正 常 な 遺 伝 子 型 に 比 較 し て 、 増 幅 さ れ た 生 成 物 の 大 き さ の 変 化 に よ り
欠 失 お よ び 挿 入 を 検 出 す る こ と が で き る 。 増 幅 さ せ た Ｄ Ｎ Ａ を 本 発 明 の 放 射 性 標 識 し た Ｒ
Ｎ Ａ 、 ま た は こ れ に 代 え て 本 発 明 の 放 射 性 標 識 し た ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に ハ イ ブ リ ダ
イ ズ さ せ る こ と に よ り 点 変 異 を 同 定 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ ア ー ゼ お よ び Ｓ １ 保 護 の よ う
な ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ に よ り 、 ま た は 化 学 的 切 断 方 法 （ 例 え ば Cotton, et al., Pr
oc.Natl.Acad.Sci.USA 85:4397-4401(1985)） に よ り 、 ま た は 融 点 の 差 に よ り 特 定 の 位 置
で の 配 列 変 化 を 表 す こ と も で き る 。 「 分 子 指 標 」 （ Kostrikis L.G. et al., Science 279
:1228-1229(1998)） 、 ヘ ア ピ ン 型 、 本 発 明 の 核 酸 に 相 補 的 で あ る プ ロ ー ブ 配 列 を 含 有 す る
一 本 鎖 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 点 変 異 ま た は そ の 他 の 配 列 変 化 を 検 出 す る 、 お よ
び Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 レ ベ ル を モ ニ タ リ ン グ す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　
　 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー お よ び ア ン チ セ ン ス 化 合 物 を 含 む 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 市 販
さ れ て い る 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 器 、 例 え ば Applied Biosystems（ Foster City, CA） モ デ ル ３
８ ０ Ｂ 、 ３ ９ ２ ま た は ３ ９ ４ Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 器 ま た は 同 様 の 装 置 で 慣 用 さ れ る 手 段 に
よ り 合 成 す る 。 好 ま し く は 、 例 え ば 以 下 の 参 照 文 献 に 開 示 さ れ る よ う な ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト
化 学 を 用 い る ： Beaucage and Iyer, Tetrahedron, 48:2223-2311(1992); Molko et al., 
米 国 特 許 第 ４ ９ ８ ０ ４ ６ ０ 号 ； Koster et al., 米 国 特 許 第 ４ ７ ２ ５ ６ ７ ７ 号 ； Caruthers
 et al., 米 国 特 許 第 ４ ４ １ ５ ７ ３ ２ 号 ； 第 ４ ４ ５ ８ ０ ６ ６ 号 ； お よ び 第 ４ ９ ７ ３ ６ ７ ９
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号 ； 等 。 治 療 用 途 で は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗 性 バ ッ ク ボ ー ン が 好 ま し い 。 ヌ ク レ ア ー ゼ 抵 抗
性 を 付 与 す る 多 く の 型 の 修 飾 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ ア ー ト 、 ホ ス ホ ロ
ジ チ オ ア ー ト 、 ホ ス ホ ラ ミ ダ ー ト 等 が 利 用 可 能 で あ り 、 多 く の 文 献 、 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ
ア ー ト ： Stec et al.、 米 国 特 許 第 ５ １ ５ １ ５ １ ０ 号 ； Hirschbein、 米 国 特 許 第 ５ １ ６ ６
３ ８ ７ 号 ； Bergot、 米 国 特 許 第 ５ １ ８ ３ ８ ８ ５ 号 ； ホ ス ホ ラ ミ ダ ー ト ： Froehler et al.
国 際 出 願 Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ０ ／ ０ ３ １ ３ ８ ； お よ び さ ら に 別 の 適 用 可 能 な 化 学 の 概 説 に 関 し
て は ： Uhlmann and Peyman（ 前 記 で 引 用 ） に 記 載 さ れ て い る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド の 長 さ は 、 特 異 的 結 合 が 望 ま し い 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で の み 生 じ 、 そ し て そ の 他
の 偶 発 的 な 部 位 で は 生 じ な い こ と を 確 実 に す る の に 十 分 大 き く な け れ ば な ら な い 。 長 さ の
範 囲 の 上 限 は 、 約 ３ ０ － ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の 長 さ の オ リ ゴ マ ー を 合 成 お よ び 精 製 す る
不 都 合 お よ び 経 費 、 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド よ り も 長 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 誤 対 合 に 関
す る 寛 容 性 が よ り 大 き い こ と 等 を 含 む 、 い く つ か の 因 子 に よ り 決 定 さ れ る 。 好 ま し く は 、
本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は １ ５ か ら ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 の 長 さ を 有
し て い る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 部 分 は 約 １ ８ か ら ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド の
範 囲 の 長 さ を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　
　 例 え ば 適 切 な 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 制 限 な ら び に Narang SA et al.,（ Methods Enz
ymol 1979;68:90-98） の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 法 、 Brown EL et al.,（ Methods Enzymol 1979
;68:109-151） の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 法 、 Beaucage et al.,（ Tetrahedron Lett 1981,22:18
59-1862） の ジ エ チ ル ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 法 、 お よ び 欧 州 特 許 第 ０ ７ ０ ７ ５ ９ ２ 号 に 記 載 さ
れ る 固 体 支 持 体 法 の よ う な 方 法 （ こ れ ら の 開 示 は そ の 全 て を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一
部 と す る ） に よ る 直 接 化 学 的 合 成 を 含 む い ず れ か の 適 当 な 方 法 に よ り 本 発 明 の プ ラ イ マ ー
お よ び プ ロ ー ブ を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 検 出 プ ロ ー ブ は 一 般 的 に は 、 例 え ば 国 際 特 許 出 願 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ７ ０ ２ に 開 示 さ れ て い
る ペ プ チ ド 核 酸 、 米 国 特 許 第 ５ １ ８ ５ ４ ４ ４ 号 ； 第 ５ ０ ３ ４ ５ ０ ６ 号 お よ び 第 ５ １ ４ ２ ０
４ ７ 号 に 記 載 さ れ る モ ル ホ リ ノ 類 似 体 な ど の 核 酸 配 列 ま た は 非 荷 電 性 核 酸 類 似 体 で あ る 。
所 望 に よ り 、 さ ら に 別 の ｄ Ｎ Ｔ Ｐ を プ ロ ー ブ に 付 加 で き な い と い う こ と で プ ロ ー ブ を 「 伸
長 不 可 」 に す る こ と が で き る 。 類 似 体 は そ れ 自 体 、 通 常 伸 長 不 可 で あ り 、 そ し て ヒ ド ロ キ
シ ル 基 が も は や 伸 長 に 参 加 で き な い よ う に プ ロ ー ブ の ３ ’ 末 端 を 修 飾 す る こ と に よ り 、 核
酸 プ ロ ー ブ を 伸 長 不 可 に す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ れ に よ り ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 消 費 ま
た は そ う で な け れ ば 遮 断 す る た め に 、 プ ロ ー ブ の ３ ’ 末 端 を 捕 捉 ま た は 検 出 標 識 で 機 能 化
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 分 光 学 的 、 光 化 学 的 、 生 化 学 的 、 免 疫 化 学 的 ま た は 化 学 的 手 段 に よ り 検 出 可 能 に す る た
め に 所 望 に よ り 当 分 野 で 公 知 の 任 意 の 標 識 基 を 組 込 む こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の い ず れ か を 標 識 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 実 例 に は 、 Urdea et al.,（ Nucleic
 Acids Research. 11:4937-4957, 1988） ま た は Sanchez-Pescador et al.,（ J.Clin.Micr
obiol. 26(10):1934-1938, 1988） に 記 載 さ れ る よ う な 、 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 非 放 射 性 標
識 が 挙 げ ら れ る 。 加 え て 、 本 発 明 に よ る プ ロ ー ブ は シ グ ナ ル 増 幅 を 可 能 に す る よ う な 構 造
特 性 を 有 す る こ と が で き 、 か か る 構 造 特 性 は 、 例 え ば Urdea et al.,（ Nucleic Acids Sym
p. Ser. 24:197-200, 1991） ま た は 欧 州 特 許 第 ０ ２ ２ ５ ８ ０ ７ 号 （ Chiron） に 記 載 さ れ る
も の の よ う な 分 岐 し た Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 固 体 支 持 体 上 で の プ ラ イ マ ー ま た は 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の よ う な プ ラ イ マ ー 伸 長 生 成 物 の
固 定 を 促 進 す る た め に 、 標 識 を 用 い て プ ラ イ マ ー を 捕 捉 す る こ と も で き る 。 捕 捉 標 識 は プ
ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ に 結 合 し 、 そ し て 固 相 試 薬 の 特 異 的 結 合 メ ン バ ー と 結 合 対 を 形 成
す る 特 異 的 結 合 メ ン バ ー （ 例 え ば ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） で よ い 。 し た が っ
て ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は プ ロ ー ブ に よ り 担 持 さ れ る 標 識 の 型 に 依 存 し て 、 標 的 Ｄ Ｎ Ａ の
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捕 捉 ま た は 検 出 を 行 う こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 に て 提 供 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ は 、 そ れ 自 体 捕 捉 標 識 と し て 提 供 さ れ 得 る こ と は 理 解 さ れ よ
う 。 例 え ば 固 相 試 薬 の 結 合 膜 が 核 酸 配 列 で あ る 場 合 、 そ れ に よ り プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー
ブ を 固 相 に 固 定 す る た め に 、 プ ラ イ マ ー ま た は プ ロ ー ブ の 相 補 的 部 分 に 結 合 す る よ う に そ
れ を 選 択 す る こ と が で き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 自 体 が 結 合 メ ン バ ー と し て 提 供 さ
れ る 場 合 、 プ ロ ー ブ が 標 的 に 相 補 的 で な い 配 列 ま た は 「 テ イ ル 」 を 含 有 す る こ と は 当 業 者
に は 認 識 さ れ よ う 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 自 体 が 捕 捉 標 識 と し て 提 供 さ れ る 場 合 、
プ ラ イ マ ー の 少 な く と も 一 部 が 固 相 の 核 酸 と 自 由 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 Ｄ Ｎ Ａ 標 識 技 術
は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の プ ロ ー ブ は 多 く の 目 的 に 関 し て 有 用 で あ る 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ へ の サ ザ ン ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て こ れ ら を 特 に 使 用 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ を 使 用 し て Ｐ Ｃ Ｒ
増 幅 産 物 を 検 出 す る こ と も で き る 。 そ の 他 の 技 術 を 用 い て 、 こ れ ら を 使 用 し て Ｃ Ｐ Ｐ コ ー
ド 化 遺 伝 子 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ に お け る 誤 対 合 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の い ず れ か の 核 酸 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 便 宜 的 に 固
体 支 持 体 に 固 定 す る こ と が で き る 。 固 体 支 持 体 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 そ し て 反 応 ト レ イ
の ウ ェ ル の 壁 、 試 験 管 、 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ 、 磁 性 ビ ー ズ 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス ス ト リ ッ プ
、 膜 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 の よ う な 微 粒 子 、 ヒ ツ ジ （ ま た は そ の 他 の 動 物 ） 赤 血 球 、 デ ュ ラ サ
イ ト 等 を 含 む 。 固 体 支 持 体 は そ れ ほ ど 重 要 で な く 、 そ し て 当 業 者 に よ り 選 択 さ れ 得 る 。 し
た が っ て 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 微 粒 子 、 磁 性 ま た は 非 磁 性 ビ ー ズ 、 膜 、 プ ラ ス チ ッ ク 管 、 マ
イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル の 壁 、 ガ ラ ス ま た は シ リ コ ン チ ッ プ 、 ヒ ツ ジ （ ま た は そ の 他 の 動 物
の ） 赤 血 球 お よ び デ ュ ラ サ イ ト は 全 て 適 当 な 実 例 で あ る 。 固 相 に 核 酸 を 固 定 す る た め の 適
当 な 方 法 に は 、 イ オ ン 性 、 疎 水 性 、 共 有 結 合 相 互 作 用 等 が 挙 げ ら れ る 。 固 体 支 持 体 は 本 明
細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 不 溶 性 で あ る か 、 ま た は 続 く 反 応 に よ り 不 溶 化 す る こ と が で
き る 任 意 の 材 料 を 指 す 。 捕 捉 試 薬 に 引 き 付 け 、 そ し て 固 定 す る そ の 固 有 の 能 力 に 関 し て 固
体 支 持 体 を 選 択 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 固 相 は 捕 捉 試 薬 を 引 き 付 け 、 そ し て 固 定 す
る 能 力 を 有 す る さ ら に 別 の 受 容 体 を 保 持 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 受 容 体 に は 、 捕 捉
試 薬 自 体 、 ま た は 捕 捉 試 薬 に 結 合 さ れ た 荷 電 物 質 に 関 し て 逆 に 荷 電 し て い る 荷 電 物 質 が 挙
げ ら れ る 。 さ ら に 別 の 代 替 と し て 、 受 容 体 分 子 は 固 体 支 持 体 に 結 合 し た 任 意 の 特 異 的 結 合
メ ン バ ー で よ く 、 そ し て こ れ は 特 異 的 結 合 反 応 を 介 し て 捕 捉 試 薬 を 固 定 す る 能 力 を 有 す る
。 受 容 体 分 子 は 、 ア ッ セ イ の 実 施 前 ま た は ア ッ セ イ の 実 施 中 の 捕 捉 試 薬 の 固 体 支 持 体 材 料
へ の 間 接 的 な 結 合 を 可 能 に す る 。 し た が っ て 固 相 は プ ラ ス チ ッ ク 、 誘 導 体 化 さ れ た プ ラ ス
チ ッ ク 、 磁 性 ま た は 非 磁 性 金 属 、 試 験 管 の ガ ラ ス ま た は シ リ コ ン 表 面 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー
ウ ェ ル 、 シ ー ト 、 ビ ー ズ 、 微 粒 子 、 チ ッ プ 、 ヒ ツ ジ （ ま た は そ の 他 の 動 物 の ） 赤 血 球 、 デ
ュ ラ サ イ ト お よ び 当 業 者 に 公 知 の そ の 他 の 形 態 で よ い 。 本 発 明 の 核 酸 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 固 体 支 持 体 に 個 別 に 、 ま た は 本 発 明 の 単 一 の 固 体 支 持 体 に
対 し 少 な く と も ２ 、 ５ 、 ８ 、 １ ０ 、 １ ２ 、 １ ５ 、 ２ ０ ま た は ２ ５ 個 の 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の 群 で 結 合 ま た は 固 定 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 本 発 明 の も の 以 外 の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 本 発 明 の １ つ ま た は そ れ よ り 多 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 の 固 体 支 持 体 に 結 合 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 す る 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 固 体 支 持 体 上 で 重 複 部 分 ま た は 無 作 為 の 位 置
で 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 各 々 任 意 の そ の 他
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 部 位 と 重 複 し な い 、 固 体 支 持 体 の 異 な っ た 領 域 に 結 合 さ せ て い
る 秩 序 の あ る ア レ イ に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 か か る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
秩 序 の あ る ア レ イ を 、 明 確 な 位 置 が 記 録 さ れ 、 そ し て ア ッ セ イ 手 順 の 一 部 と し て 評 価 さ れ
得 る 「 ア ド レ ス 可 能 」 に な る よ う に 設 計 す る 。 ア ド レ ス 可 能 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ は
典 型 的 に は 異 な る 既 知 の 位 置 で 基 質 の 表 面 に 結 合 し て い る 複 数 の 異 な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ を 含 む 。 各 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 位 置 の 正 確 な 位 置 の 知 識 に よ り こ れ ら の 「 ア ド レ
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ス 可 能 」 な ア レ イ が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に お い て 特 に 有 用 に な る 。 当 分 野 で
公 知 の 任 意 の ア ド レ ス 可 能 な ア レ イ 技 術 を 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 共 に 用 い る こ と が
で き る 。 こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ の １ つ の 特 定 の 実 施 態 様 は Genechipと し て 公 知
で あ り 、 そ し て 米 国 特 許 第 ５ １ ４ ３ ８ ５ ４ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ ５ ０ ７ ０ 号 お よ
び 第 ９ ２ ／ １ ０ ０ ９ ２ 号 に 一 般 的 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明
細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　
　 集 団 で 存 在 し 得 る Ｃ Ｐ Ｐ 配 列 の 天 然 発 生 ア レ ル 変 異 体 に 加 え て 、 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 に 変 異 に よ り 変 化 を 導 入 し 、 そ れ に よ り Ｃ Ｐ Ｐ の 機 能 的 能 力 を 変 化 さ せ る
か ま た は 変 化 さ せ ず に 、 コ ー ド さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 化 を 導 く こ と が で き る こ
と は 当 業 者 に は 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 変 異 体 の い く つ か の 型 は １ ） １ つ も し く は そ れ よ り 多 い ア ミ ノ 酸 残 基 を 保 存 的 、 も し く
は 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 し 、 か か る 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は 遺 伝 子 コ ー ド に よ り
コ ー ド さ れ る も の で あ っ て も の な く て も よ い も の ； ま た は ２ ） １ つ も し く は そ れ よ り 多 い
ア ミ ノ 酸 残 基 が 置 換 基 を 含 む も の ； ま た は ３ ） 変 異 し た Ｃ Ｐ Ｐ が 、 ポ リ ペ プ チ ド の 半 減 期
を 増 す 化 合 物 の よ う な 別 の 化 合 物 （ 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） と 融 合 さ れ て い る も
の 、 ま た は ４ ） リ ー ダ ー 、 シ グ ナ ル も し く は ア ン カ ー 配 列 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 精 製 に 用 い ら れ る 配
列 、 も し く は 前 駆 体 タ ン パ ク 質 に 由 来 す る 配 列 の よ う な さ ら に 別 の ア ミ ノ 酸 が Ｃ Ｐ Ｐ に 融
合 さ れ て い る も の ； を 含 む こ と が 意 図 さ れ て い る 。 か か る 変 異 体 は 当 業 者 の 範 囲 内 で あ る
と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 を 実 質 的 に 変 化 さ せ な い 配 列 の ア ミ ノ 酸 置 換 に 至 る
ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を 作 る こ と が で き る 。 生 物 学 的 活 性 を 変 化 さ せ ず に 、 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す
る 野 生 型 配 列 ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 フ ラ グ メ ン ト も し く は そ の 相 同 体 か ら ア ミ ノ 酸 残 基
を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ 間 で 共 有 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 は あ
ま り 変 化 を 受 け 易 く な い と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 生 物 学 的 活 性 の 上 昇 、 ま た は 生 物 学 的 活 性 の 修 飾 に 至 る ア ミ ノ
酸 残 基 に お け る 変 化 を 含 有 す る 、 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 連 す る 。 別 の 態 様 で は
、 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 に 必 須 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て 変 化 を 含 有 す る Ｃ Ｐ Ｐ
を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 連 す る 。 か か る Ｃ Ｐ Ｐ は 配 列 番 号 ： １ － ６ か ら の ア ミ ノ 酸 配 列
で 異 な り 、 そ し て 活 性 の 低 下 、 ま た は １ つ ま た は そ れ よ り 多 い Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 の 本 質
的 な 欠 如 を 表 示 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 媒 介 の 変 異 誘 発 の よ う な 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 変 異 、
置 換 、 付 加 ま た は 欠 失 を 配 列 番 号 ： １ － ６ の い ず れ か に 導 入 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 予 測 さ れ る 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 に 作 る こ と
が で き る 。 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 は ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基
と 置 き 換 わ っ て い る も の で あ る 。 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー は 当 分 野
で 定 義 さ れ て い る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー に は 塩 基 性 側 鎖 （ 例 え ば リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 ヒ
ス チ ジ ン ） 、 酸 性 側 鎖 （ 例 え ば ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 ） 、 荷 電 し て い な い 極 性 側
鎖 （ 例 え ば グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス
テ イ ン ） 、 無 極 性 側 鎖 （ 例 え ば ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン ） 、 ベ ー タ 分 岐 側 鎖 （ 例 え ば ス レ オ ニ ン
、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン ） お よ び 芳 香 族 側 鎖 （ 例 え ば チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ
プ ト フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン ） を 有 す る ア ミ ノ 酸 が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 予 測 さ
れ る 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な フ ラ グ メ ン ト も し く は そ の 相 同 体
を 同 一 側 鎖 フ ァ ミ リ ー か ら の ま た 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 と 置 き 換 え る こ と が で き る 。 あ る い は
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、 別 の 実 施 態 様 で は 、 飽 和 変 異 誘 発 に よ る よ う に 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 の 全 て ま た は 一 部
に 沿 っ て 無 作 為 に 変 異 を 導 入 す る こ と が で き 、 そ し て 得 ら れ た 変 異 体 を Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活
性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し て 活 性 を 保 持 す る 変 異 体 を 同 定 す る こ と が で き る 。 配 列 番 号
： １ － ６ の １ つ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の 変 異 誘 発 の 後 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 無
作 為 に 発 現 さ せ 、 そ し て 例 え ば 本 明 細 書 に て 提 供 さ れ る よ う な 任 意 の 適 当 な ア ッ セ イ で タ
ン パ ク 質 の 活 性 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ キ メ ラ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を も 提 供 す る 。 Ｃ Ｐ Ｐ 「 キ メ ラ タ ン パ
ク 質 」 ま た は 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 非 Ｃ Ｐ Ｐ ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 に 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ て い る か ま た は イ ン フ レ ー ム で 融 合 さ れ て い る 本 発 明
の Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質
は 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ の 生 物 学 的 活 性 部 分 を 含 む 。 さ ら に 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は
。 Ｃ Ｐ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 は 少 な く と も ２ つ の Ｃ Ｐ Ｐ の 生 物 学 的 活 性 部 分 を 含 む 。 例 え ば １
つ の 実 施 態 様 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ド メ イ ン 配 列 が Ｇ Ｓ Ｔ 配 列 の Ｃ 末 端 に 融 合
さ れ て い る Ｇ Ｓ Ｔ － Ｃ Ｐ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 か か る 融 合 タ ン パ ク 質 は 組 換 え Ｃ Ｐ Ｐ
の 精 製 を 促 進 す る こ と が で き る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 特
定 の 宿 主 細 胞 に お け る 望 ま し い 細 胞 局 在 を 可 能 に す る た め に 、 そ の Ｎ 末 端 で 異 種 性 の シ グ
ナ ル 配 列 を 含 有 す る Ｃ Ｐ Ｐ で あ る 。 な お さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 融 合 は Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的
活 性 フ ラ グ メ ン ト お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 で あ る 。 か か る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば Ｃ
Ｐ Ｐ 結 合 部 位 の 価 数 を 増 加 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 例 え ば 生 物 学 的 に 活 性 な Ｃ Ｐ Ｐ フ ラ グ
メ ン ト を Ｉ ｇ Ｇ 　 Ｆ ｃ 部 分 に 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 ２ 価 の Ｃ Ｐ Ｐ 結 合 部 位 を 形 成 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ 融 合 タ ン パ ク 質 を 免 疫 原 と し て 用 い て 、 対 象 に お い て 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を 生
成 し 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は Ｃ Ｐ Ｐ リ ガ ン ド を 精 製 し 、 そ し て ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て Ｃ
Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 さ ら に 、 か か る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 対 応 す る 核 酸 の フ ラ グ メ ン ト か ら 、 組 換 え に よ り
生 成 さ れ た ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 単 離 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ の フ ラ グ メ ン ト
を 得 る こ と も で き る 。 加 え て 、 慣 用 さ れ る メ リ フ ィ ー ル ド 固 相 ｆ － Ｍ ｏ ｃ ま た は ｔ － Ｂ ｏ
ｃ 化 学 の よ う な 、 当 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て フ ラ グ メ ン ト を 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ を 適 宜 フ ラ グ メ ン ト の 重 複 を 含 ま な い 望 ま し い 長 さ の フ ラ
グ メ ン ト に 分 割 す る か 、 ま た は 好 ま し く は 望 ま し い 長 さ の 重 複 フ ラ グ メ ン ト に 分 割 す る こ
と が で き る 。 フ ラ グ メ ン ト を （ 組 換 え に よ る か 、 ま た は 化 学 的 合 成 に よ り ） 生 成 し 、 そ し
て 例 え ば マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ア ッ セ イ ま た は イ ン ビ ト ロ タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ に
よ り 、 Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 有 す る そ の ペ プ チ ジ ル フ ラ グ メ ン ト を 同 定 す る た め に 試 験 し
得 る 。 説 明 的 な 態 様 に お い て 、 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 結 合 領 域 の よ う な Ｃ Ｐ Ｐ の ペ プ チ ジ ル 部 分 を 、
そ の 各 々 が Ｃ Ｐ Ｐ の 別 個 の フ ラ グ メ ン ト を 含 有 す る チ オ レ ド キ シ ン 融 合 タ ン パ ク 質 と し て
発 現 す る こ と に よ り 、 Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 に 関 し て 試 験 す る こ と が で き る （ 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ２
７ ０ １ ８ １ 号 お よ び 第 ５ ２ ９ ２ ６ ４ ６ 号 ； お よ び Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ２ ５ ０ ２ 参 照
（ そ の 開 示 は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） ） 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 加 え て 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 の フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 変 異 体
の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 続 く 選 択 の た め の Ｃ Ｐ Ｐ フ ラ グ メ ン ト の 斑 入 り 集 団 を 作 成 す る こ
と が で き る 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 分 子 あ た り 約 １ 回 の み ニ ッ キ ン グ を 生 じ る 条 件 下 で 、
Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 の 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ フ ラ グ メ ン ト を ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ
を 変 性 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を 再 生 し て 異 な る ニ ッ キ ン グ さ れ た 生 成 物 か ら の セ ン ス ／ ア ン チ セ ン ス
対 を 含 み 得 る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 形 成 し 、 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ で の 処 理 に よ り 再 形 成 さ れ た 二 本
鎖 か ら 一 本 鎖 部 分 を 除 去 し 、 そ し て 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 ベ ク タ ー に
ラ イ ゲ ー ト す る こ と に よ り 、 コ ー ド 化 配 列 フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る こ と が
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で き る 。 こ の 方 法 に よ り 、 種 々 の 大 き さ の Ｃ Ｐ Ｐ の Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 お よ び 内 部 の フ ラ グ メ
ン ト を コ ー ド す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 誘 導 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 治 療 的 も し く は 予 防 的 効 果 、 ま た は 安 定 性 （ 例 え ば エ キ ソ ビ ボ で の 有 効 期 間 お よ び イ ン
ビ ボ で の タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 抵 抗 性 ） を 増 強 す る よ う な 目 的 の た め に 修 飾 さ れ た Ｃ Ｐ
Ｐ を 用 い る こ と が で き る 。 か か る 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 の 天 然 発 生 形 態 の 少
な く と も １ つ の 活 性 を 保 持 す る よ う に 設 計 さ れ た 場 合 、 本 明 細 書 に て さ ら に 詳 記 す る Ｃ Ｐ
Ｐ の 機 能 的 等 価 と 考 え ら れ る 。 か か る 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド を 例 え ば ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 ま
た は 付 加 に よ り 生 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 変 化 が 機 能 的 Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 に 至 る か ど う か を 、 種 々 の
ペ プ チ ド の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 評 価 す る こ と に よ り 容 易 に 決 定 す る こ
と が で き る 。 １ つ 以 上 の 置 換 が 生 じ た ペ プ チ ド を 同 一 の 様 式 で 容 易 に 試 験 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 本 明 細 書 に て 開 示 さ れ る Ｃ Ｐ Ｐ の コ ン ビ ナ ト リ ア ル 変 異 体 な ら び に ト ラ
ン ケ ー シ ョ ン お よ び フ ラ グ メ ン ト 化 変 異 体 の セ ッ ト の 作 成 方 法 を 意 図 し 、 そ し て 特 に Ｃ Ｐ
Ｐ 標 的 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 時 に 機 能 す る が 、 タ ン パ ク 質 の 野 生 型 形 態 と は 、 例 え ば 効 率 、
強 度 お よ び ／ ま た は 細 胞 内 半 減 期 が 異 な る 、 可 能 性 の あ る 変 異 体 配 列 を 同 定 す る の に 有 用
で あ る 。 か か る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る １ つ の 目 的 は 、 例 え
ば 野 生 型 タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 場 合 、 生 物 学 的 活 性 が 変 化 し て い る 、 ま た は こ れ に 代 え て
、 全 部 一 緒 に 新 規 活 性 を 有 す る 新 規 Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 を 単 離 す る こ と で あ る 。 例 え ば 対 応 す る
野 生 型 タ ン パ ク 質 と は 劇 的 に 異 な る 細 胞 内 半 減 期 を 有 す る 変 異 誘 発 を Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 に 生 じ
さ せ る こ と が で き る 。 変 化 し た タ ン パ ク 質 を タ ン パ ク 質 分 解 、 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ の 分 解 も し く
は そ う で な け れ ば 不 活 化 に 至 る 細 胞 性 プ ロ セ シ ン グ に 対 し て よ り 安 定 に す る か 、 ま た は あ
ま り 安 定 で な く す る こ と が で き る 。 か か る Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 、 お よ び そ れ ら を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 利 用 し て 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 半 減 期 を 調 整 す る こ と に よ り 、 特 定 の 組 換 え Ｃ Ｐ Ｐ の
発 現 の エ ン ベ ロ ー プ を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 短 い 半 減 期 を 特 定 の 組 換 え Ｃ Ｐ
Ｐ に 随 伴 さ れ る 、 よ り 一 過 性 の 生 物 学 的 効 果 に 生 じ さ せ る こ と が で き 、 そ し て 誘 導 発 現 系
の 一 部 で あ る 場 合 、 細 胞 内 お よ び 血 漿 循 環 に お い て 組 換 え タ ン パ ク 質 レ ベ ル の よ り 密 接 な
制 御 を 可 能 に す る こ と が で き る 。 前 記 の よ う に 、 か か る タ ン パ ク 質 お よ び 特 に そ の 組 換 え
核 酸 構 築 物 を 遺 伝 子 治 療 プ ロ ト コ ー ル に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ の 方 法 の 説 明 的 な 実 施 態 様 で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 ま た は そ の 他 の 関 連 す る タ ン パ ク 質 の
集 団 に 関 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン さ せ 、 好 ま し く は 可 能 な 最 も 高 度 な 相 同 性 を 促 す 。
か か る 変 異 体 の 集 団 に は 、 例 え ば １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 種 に 由 来 す る Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 、 ま
た は 同 一 種 に 由 来 す る が 変 異 の た め に 異 な っ て い る Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 を 挙 げ る こ と が で き る 。
ア ラ イ ン さ れ た 配 列 の 各 位 置 で 現 れ る ア ミ ノ 酸 を 選 択 し て コ ン ビ ナ ト リ ア ル 配 列 の 縮 重 セ
ッ ト を 創 成 す る 。 可 能 性 の あ る Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 か ら 作 成 す る こ と が で き る 多 く の 方 式 が あ る 。 縮 重 遺 伝 子 配 列 の 化 学 合 成 を 自 動 Ｄ Ｎ Ａ
合 成 器 で 実 施 す る こ と が で き 、 そ し て 次 に 発 現 の た め に 合 成 遺 伝 子 を 適 切 な 遺 伝 子 に ラ イ
ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 の 縮 重 セ ッ ト の 目 的 は １ つ の 混 合 物 で 可 能 性 の あ る Ｃ Ｐ
Ｐ 配 列 の 望 ま し い セ ッ ト を コ ー ド す る 全 て の 配 列 を 提 供 す る こ と で あ る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド の 合 成 は 当 分 野 に お い て 周 知 で あ る （ 例 え ば Narang, SA (1983) Tetrahedron 39
3; Itakura et al. (1981) Recombinant DNA, Proc 3rd Cleveland Sympos. Macromolecu
les, ed. AG Walton, Amsterdam: Elsevier pp. 273-289; Itakura et al. (1984) Annu.
 Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al. (1984) Science 198:1056; Ike et al. (1983)
 Nucleic Acid Res. 11:477参 照 ） 。 か か る 技 術 は そ の 他 の タ ン パ ク 質 の 指 向 進 化 に お い
て 用 い ら れ て い る （ 例 え ば Scott et al. (1990) Science 249:386-390; Roberts et al. 
(1992) PNAS 89:2429-2433; Devlin et al. (1990) Science 249: 404-406; Cwirla et a
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l. (1990) PNAS 87: 6378-6382;な ら び に 米 国 特 許 第 ５ ２ ２ ３ ４ ０ ９ 号 、 ５ １ ９ ８ ３ ４ ６
号 お よ び 第 ５ ０ ９ ６ ８ １ ５ 号 参 照 ） 。 前 記 の 参 照 文 献 の 開 示 は そ の 全 て を 出 典 明 示 に よ り
本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 あ る い は 、 変 異 誘 発 の そ の 他 の 形 態 を 利 用 し て 、 特 に そ の 他 の 天 然 発 生 相 同 体 が も は や
配 列 さ れ な い コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ 相 同
体 を 作 成 す る こ と が で き 、 そ し て 例 え ば ア ラ ニ ン ス キ ャ ニ ン グ 変 異 誘 発 等 を 用 い て （ Ruf 
et al. (1994) Biochemistry 33:1565-1572; Wang et al. (1994) J Biol. Chem. 269:30
95-3099; Balint et al. (1993) Gene 137:109-118; Grodberg et al. (1993) Eur. J Bi
ochem. 218:597-601; Nagashima et al. (1993) J Biol. Chem. 268:2888-2892; Lowman 
et al. (1991) Biochemistry 30:10832-10838; and Cunningham et al. (1989) Science 
244:1081-1085） 、 リ ン カ ー ス キ ャ ニ ン グ 変 異 誘 発 に よ り （ Gustin et al. (1993) Virolo
gy 193:653-660; Brown et al. (1992) Mol. Cell Biol. 12:2644 2652; McKnight et al
. (1982) Science 232:316） ； 飽 和 変 異 誘 発 に よ り （ Meyers et al.  (1986) Science 23
2:613） ； Ｐ Ｃ Ｒ 変 異 誘 発 に よ り （ Leung et al. (1989) Method Cell Mol Biol 1: 1-19
） ； ま た は 無 作 為 変 異 誘 発 に よ り （ Miller et al. (1992) A Short Course in Bacterial
 Genetics, CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY; and Greener et al. (1994) Strateg
ies in Mol Biol 7:32-34（ そ の 開 示 は そ の 全 て を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る
） ） ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 さ ら に 別 の 方 法 は 自 動 タ ン パ ク 質 設 計 を 利 用 し て 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 配 列 の ス ク リ
ー ニ ン グ お よ び 最 適 化 の た め の タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第
６ ４ ０ ３ ３ １ ２ 号 （ そ の 開 示 は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 参 照 の こ と 。 簡 単
に は 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 構 造 お よ び 配 列 特 性 に 基 づ く コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ セ ッ シ ン グ を 用 い て １ 次
ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る 。 一 般 的 に 、 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ セ ッ シ ン グ の 目 標 は 、 任 意 の 可
能 な 配 列 の う ち 最 も 低 エ レ ル ギ ー の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 至 る 最 適 化 さ れ た タ ン パ ク 質 配
列 の セ ッ ト を 決 定 す る こ と で あ る 。 し か し な が ら 、 グ ロ ー バ ル ミ ニ マ ム で は な い 複 数 の 配
列 は 低 い エ ネ ル ギ ー を 有 し 、 そ し て 有 用 で あ り 得 る 。 し た が っ て 、 配 列 の 序 列 表 を 含 む １
次 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 一 般 に 理 論 的 量 的 安 定 性 の 観 点 で 作 成 さ れ る 。 こ れ ら の 配 列 を 用 い て
、 半 減 期 の 延 長 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ 結 合 化 合 物 お よ び タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 の 安 定 化 を 表 示 す
る ペ プ チ ド を 合 成 ま た は 発 現 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 点 変 異 に よ り 作 成 さ れ た コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 遺 伝 子 産 物 の ス ク リ ー ニ ン グ
、 お よ び 特 定 の 特 性 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 の た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
に 関 す る 広 範 な 技 術 が 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 か か る 技 術 は 一 般 的 に 、 Ｃ Ｐ Ｐ の コ ン ビ ナ ト
リ ア ル 変 異 誘 発 に よ り 作 成 さ れ た 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 さ れ
る 。 大 き な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 最 も 広 範 に 用 い ら れ る 技 術 は
、 典 型 的 に は 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す る こ と 、 得 ら
れ た ベ ク タ ー ラ イ ブ ラ リ ー で 適 切 な 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と 、 お よ び 望 ま し い 活 性 の 検 出
が 、 そ の 産 物 が 検 出 さ れ た 遺 伝 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 相 対 的 に 容 易 な 単 離 を 促 進 す る
条 件 下 で 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と を 含 む 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 以 下 に 記 載 し た 説 明 的 な ア ッ セ イ の 各 々 は コ ン ビ ナ ト リ ア ル 変 異 誘 発 技 術 に よ り 創 成 さ
れ た 多 数 の 縮 重 Ｃ Ｐ Ｐ 配 列 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 必 要 な 高 速 大 量 処 理 分 析 を 施 す こ と
が で き る 。 １ つ の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で は 、 候 補 遺 伝 子 産 物 を 細 胞 ま た は ウ イ ル ス 粒
子 の 表 面 に 表 示 さ せ 、 そ し て 特 定 の 細 胞 ま た は ウ イ ル ス 粒 子 が こ の 遺 伝 子 産 物 を 介 し て Ｃ
Ｐ Ｐ 標 的 分 子 （ 例 え ば 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド 基 質 ） を 結 合 す る 能 力 を 「 パ ニ ン グ ア ッ セ イ 」
で 検 出 す る 。 例 え ば 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 細 菌 細 胞 の 表 面 膜 タ ン パ ク 質 、 お よ び パ ニ ン
グ に よ り 検 出 さ れ る 、 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る （
Ladner et al., Ｗ Ｏ ８ ８ ／ ０ ６ ６ ３ ０ ；  Fuchs et al. (1991) BioTechnology 9:1370-1
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371お よ び Goward et al. (1992) TIBS 18:136 140） 。 類 似 の 様 式 で 、 蛍 光 標 識 し た Ｃ Ｐ
Ｐ 標 的 を 用 い て 可 能 性 の あ る 機 能 的 Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 の ス コ ア を 付 け る こ と が で き る 。 細 胞 を
視 覚 的 に 検 査 し 、 そ し て 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 分 離 す る か 、 ま た は 細 胞 形 態 学 が 可 能 な 場 合 、 蛍
光 活 性 化 セ ル ソ ー タ ー に よ り 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ れ に 代 わ る 実 施 態 様 で は 、 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ウ イ ル ス 粒 子
の 表 面 に 発 現 さ せ る 。 例 え ば 、 繊 維 状 フ ァ ー ジ 系 で は 、 外 来 性 ペ プ チ ド 配 列 を 感 染 性 フ ァ
ー ジ の 表 面 に 発 現 さ せ 、 そ れ に よ り ２ つ の 重 要 な 利 点 を 付 与 す る こ と が で き る 。 第 １ に 、
こ れ ら の フ ァ ー ジ は 非 常 に 高 濃 度 で 親 和 性 マ ト リ ッ ク ス に 適 用 す る こ と が で る の で 、 多 数
の フ ァ ー ジ を 一 度 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 第 ２ に 、 各 感 染 性 フ ァ ー ジ は そ の
表 面 に コ ン ビ ナ ト リ ア ル 遺 伝 子 産 物 を 表 示 す る の で 、 特 定 の フ ァ ー ジ が 低 収 率 で 親 和 性 マ
ト リ ッ ク ス か ら 回 収 さ れ る 場 合 、 感 染 の 別 の ラ ウ ン ド で フ ァ ー ジ を 増 幅 す る こ と が で き る
。 フ ァ ー ジ ｇ Ｉ ｌ ｌ ま た は ｇ Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ コ ー ト タ ン パ ク 質 の い ず れ か を 用 い て ウ イ ル ス 粒 子
の 最 終 的 な パ ッ ケ ー ジ ン グ を 崩 壊 さ せ る こ と な く 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 成 す る こ と が で き
る の で 、 ほ と ん ど 同 一 の 大 腸 菌 繊 維 状 フ ァ ー ジ Ｍ １ ３ 、 ｆ ｄ 、 お よ び ｆ ｌ の 群 は ほ と ん ど
の 場 合 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー で 用 い ら れ る （ Ladner et al. Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ Ｏ
９ ０ ／ ０ ２ ９ ０ ９ ; Garrard et al.,Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ９ ０ ；  Marks et al. (
1992) J Biol. Chem. 267:16007-16010； Griffiths et al. (1993) EMBO J 12:725-734；
Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628； お よ び Barbas et al. (1992) PNAS 89:44
57 4461（ そ の 開 示 は そ の 全 て を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） ） 。 説 明 的 な 実
施 態 様 で は 、 組 換 え フ ァ ー ジ 抗 体 系 （ Ｒ Ｐ Ａ Ｓ 、 Pharmaciaカ タ ロ グ 番 号 ２ ７ － ９ ４ ０ ０
－ ０ １ ） を 容 易 に 修 飾 し て Ｃ Ｐ Ｐ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 す る の に 用 い る こ
と が で き 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 固 定 化 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 （ グ ル タ チ オ ン 固
定 化 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 － Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 固 定 化 Ｄ Ｎ Ａ ） に パ ニ ン グ す る こ と が で き
る 。 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し 、 そ し て 続 い て さ ら に 、 ア ゴ ニ ス ト と ア ン タ ゴ ニ
ス ト を 区 別 す る た め に 、 自 動 化 ア ッ セ イ で 生 物 学 的 活 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る Ｃ Ｐ Ｐ 相 同 体 で フ ァ ー ジ 増 幅 お よ び パ ニ ン グ の 連 続 し た ラ ウ ン ド を 大 い に 富 化 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と の 結 合 を 崩 壊 さ せ る こ と が で
き る 擬 似 物 質 、 例 え ば ペ プ チ ド ま た は 非 ペ プ チ ド 剤 を 作 成 す る た め の Ｃ Ｐ Ｐ 機 能 的 ド メ イ
ン の 同 定 お よ び 機 能 的 最 小 サ イ ズ ま で の 低 下 を 提 供 す る 。 し た が っ て 、 前 記 し た よ う な か
か る 変 異 誘 発 技 術 は ま た 、 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 －
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 参 加 す る Ｃ Ｐ Ｐ の 決 定 基 の マ ッ ピ ン グ に も 有 用 で あ る 。 説 明 の た め
に 、 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 の 分 子 認 識 に 関 与 す る Ｃ Ｐ Ｐ の 重 要 な 残 基 を 決 定 し 、 そ し て こ れ を 用 い て
、 Ｃ Ｐ Ｐ の Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 に 対 す る 結 合 を 競 合 的 に 阻 止 す る Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 － １ ３ Ｐ 誘 導 ペ プ チ ド
擬 似 物 質 を 作 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 か か る 残 基 の 非 加 水 分 解 性 ペ プ チ ド 類 似 体 を
レ ト ロ － イ ン バ ー ス ペ プ チ ド （ 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ １ １ ６ ９ ４ ７ お よ び ５ ２ １ ９ ０ ８ ９ 号
； な ら び に Pallai et al. (1983) Int J Pept Protein Res 21:84-92参 照 ） 、 ベ ン ゾ ジ ア
ゼ ピ ン （ 例 え ば Freidinger et al. in Peptides: Chemistry and Biology, G.R. Marshal
l ed., ESCOM Publisher: Leiden, Netherlands, 1988参 照 ） 、 ア ゼ ピ ン （ 例 え ば Huffman
 et al. in Peptides. Chemistry and Biology, G.R. Marshall ed., ESCOM Publisher: 
Leiden, Netherlands, 1988参 照 ） 、 ガ ン マ ラ ク タ ム 環 置 換 体 （ Garvey et al. in Peptid
es: Chemistry and Biology, G.R. Marshall ed., ESCOM Publisher: Leiden, Netherlan
ds, 1988） 、 ケ ト － メ チ レ ン 偽 ペ プ チ ド （ Ewenson et al. (1986) J Med Chem 29:295;お
よ び Ewenson et al. in Peptides: Structure and Function （ 第 ９ 回 ア メ リ カ ペ プ チ ド
シ ン ポ ジ ウ ム 会 報 ） Pierce Chemical Co., Rockford, IL, 1985） 、 Ｐ タ ー ン ジ ペ プ チ ド
コ ア （ Nagai et al. (1985) Tetrahedron Left 26:647； お よ び Sato et al. (1986) J Ch
em Soc Perkin Trans 1: 123 1） お よ び Ｐ － ア ミ ノ ア ル コ ー ル （ Gordon et al. (1985) B
iochem Biophys Res Commun 126:419； お よ び  Dann et al. (1986) Biochem Biophys Res
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 Commun 134:71（ そ の 開 示 は そ の 全 て を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） ） を 使 用
し て 、 産 生 で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　
　 標 準 的 な 技 術 （ 例 え ば Stewart and Young, Solid Phase Peptide Synthesis,2nd Ed., 
Pierce Chemical Company, Rockford, IL, 1984） に よ り 本 発 明 の ペ プ チ ド を 合 成 す る 。
好 ま し く は 市 販 の ペ プ チ ド 合 成 器 、 例 え ば Applied Biosystems, Inc.（ Foster City, CA
） モ デ ル ４ ３ ０ Ａ を 用 い 、 そ し て 収 束 合 成 研 究 法 、 例 え ば kent et al.,米 国 特 許 第 ６ １ ８
４ ３ ４ ４ 号 お よ び Dawson and Kent, Annu.Rev.Biochem., 69:923-960 (2000)で 複 数 の 、
別 個 に 合 成 さ れ た 、 そ し て 精 製 さ れ た ペ プ チ ド か ら 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 組 み 立 て る こ
と が で き る 。 カ ル ボ キ シ ル 末 端 残 基 か ら 出 発 し 、 そ し て 全 ペ プ チ ド が 形 成 さ れ る ま で 段 階
的 な 様 式 で ア ミ ノ 酸 を 付 加 し て 、 架 橋 ポ リ ス チ レ ン 支 持 体 上 で 固 相 合 成 に よ り 本 発 明 の ペ
プ チ ド を 組 み 立 て る こ と が で き る 。 以 下 の 参 照 文 献 は 合 成 の 間 に 用 い た 化 学 に 対 す る 手 引
き で あ る ： Schnolzer et al.,Int.J.Peptide Protein Res., 40:180-193 (1992)； Merrif
ield, J.Amer.Chem.Soc., 85:2149(1963)； Kent et al., Peptide 1984, Ragnarsson,Ed.
（ Almquist and Weksell, Stockholm, 1984） pg185； Kent et al., Peptide Chemistrty 
84, Izumiya, Ed.（ Protein Research Foundation,B.H. Osaka, 1985） pg217； Merrifiel
d, Science 232:341-347(1986)； Kent, Ann.Rev.Biochem. 57:957-989(1988)、 お よ び こ
れ ら の 後 者 の ２ つ の 参 照 文 献 で 引 用 さ れ た 参 照 文 献 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 好 ま し く は 、 Dawson et al., Science 266:776-779(1994)お よ び Kent et al.,米 国 特 許
第 ６ １ ８ ４ ３ ４ ４ 号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 化 学 合 成 を 元 来 の 化 学
的 ラ イ ゲ ー ジ ョ ン に よ る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト の 組 み 立 て に よ り 実 施 す る 。 簡 単 に は 、 研
究 法 で は 、 第 １ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に 酸 化 さ れ て い な い ス ル フ ヒ ド リ ル 側 鎖 を 有 す る
Ｎ 末 端 シ ス テ イ ン を 提 供 し 、 そ し て 第 ２ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト に Ｃ 末 端 チ オ エ ス テ ル を
提 供 す る 。 次 い で Ｎ 末 端 シ ス テ イ ン の 酸 化 さ れ て い な い ス ル フ ヒ ド リ ル 側 鎖 を Ｃ 末 端 チ オ
エ ス テ ル と 縮 合 し て 、 第 １ お よ び 第 ２ の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト が β － ア ミ ノ チ オ エ ス テ ル
結 合 で 連 結 さ れ て い る 中 間 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る 。 次 い で 中 間 ペ プ チ ド フ ラ グ
メ ン ト の β － ア ミ ノ チ オ エ ス テ ル 結 合 に 分 子 内 再 構 成 を 行 い 、 第 １ お よ び 第 ２ の ペ プ チ ド
フ ラ グ メ ン ト が ア ミ ド 結 合 で 連 結 さ れ て い る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 生 成 物 を 生 成 す る 。 好
ま し く は 、 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 環 状 チ ア ゾ リ ジ ン 保 護 基 に よ り 内 部 フ ラ グ メ ン ト の Ｎ
末 端 シ ス テ イ ン を 望 ま し く な い 環 化 お よ び ／ ま た は 連 結 反 応 か ら 保 護 す る 。 好 ま し く は 、
か か る 環 状 チ ア ゾ リ ジ ン 保 護 基 は チ オ プ ロ リ ニ ル 基 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Ｃ 末 端 チ オ エ ス テ ル を 有 す る ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 以 下 の 参 照 文 献 （ こ れ は 出 典 明 示
に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 記 載 さ れ る よ う に 生 成 す る こ と が で き る ： Kent et al.,
米 国 特 許 第 ６ １ ８ ４ ３ ４ ４ 号 ； Tam et al.,Proc.Natl.Acad.Sci. 92:12485-12489 (1995)
； Blake, Int.J.Peptide Protein Res., 17:273 (1981)； Cann et al.,Tetrahedron Lett
ers, 36:1217-1220(1995)； Hackeng et al.,Proc.Natl.Acad.Sci. 94:7845-7850 (1997)
； ま た は Hackeng et al.,Proc.Natl.Acad.Sci. 96:10068-10073 (1999)。 好 ま し く は 、 Ha
ckeng et al. (1999)に 記 載 さ れ る 方 法 を 用 い る 。 簡 単 に は 、 Schnolzer et al.,Int.J.Pe
ptide Protein Res., 40:180-193 (1992)（ こ れ は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る
） に 開 示 さ れ る Ｂ ｏ ｃ 化 学 の イ ン サ イ チ ュ 中 和 ／ Ｈ Ｂ Ｔ Ｕ 活 性 化 手 順 を 用 い る こ と に よ り
、 固 相 支 持 体 （ 前 記 で 記 載 ） 上 で 典 型 的 に は ０ .２ ５ ミ リ モ ル の ス ケ ー ル で ペ プ チ ド フ ラ
グ メ ン ト を 合 成 す る 。 （ Ｈ Ｂ Ｔ Ｕ は ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 ２ － （ １ Ｈ － ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー
ル － １ － イ ル ） － １ ,１ ,３ ,３ － テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム で あ り 、 そ し て Ｂ ｏ ｃ は ｔ ｅ ｒ
ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル で あ る ） 。 各 合 成 サ イ ク ル は 無 溶 媒 の Ｔ Ｆ Ａ と の １ か ら ２ 分 間 処
理 、 １ 分 間 の Ｄ Ｍ Ｆ 流 洗 浄 、 Ｄ Ｉ Ｅ Ａ の 存 在 下 で 予 め 活 性 化 さ れ た Ｂ ｏ ｃ － ア ミ ノ 酸 １ .
０ ミ リ モ ル と の １ ０ か ら ２ ０ 分 間 の 結 合 時 間 、 お よ び 第 ２ の Ｄ Ｍ Ｆ 流 洗 浄 に よ る Ｎ α － Ｂ
ｏ ｃ 除 去 か ら な る 。 （ Ｔ Ｆ Ａ は ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 で あ り 、 Ｄ Ｍ Ｆ は Ｎ ,Ｎ － ジ メ チ ル ホ ル
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ム ア ミ ド で あ り 、 そ し て Ｄ Ｉ Ｅ Ａ は Ｎ ,Ｎ － ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン で あ る ） 。 過 剰
の Ｄ Ｉ Ｅ Ａ （ ３ ミ リ モ ル ） の 存 在 下 、 Ｎ α － Ｂ ｏ ｃ ア ミ ノ 酸 （ １ .１ ミ リ モ ル ） を Ｈ Ｂ Ｔ
Ｕ （ Ｄ Ｍ Ｆ 中 ０ .５ Ｍ ） １ .０ ミ リ モ ル で ３ 分 間 、 予 め 活 性 化 す る 。 各 々 の 結 合 工 程 の 後 、
例 え ば Sarin et al.,Anal.Biochem., 117:147-157(1981)に 開 示 さ れ る よ う な 、 慣 用 さ れ
る 定 量 的 ニ ン ヒ ド リ ン ア ッ セ イ で 残 留 す る 遊 離 の ア ミ ン を 測 定 す る こ と に よ り 収 量 を 決 定
す る 。 Ｇ ｌ ｎ 残 基 の 結 合 の 後 、 Ｔ Ｆ Ａ を 用 い る 脱 保 護 の 前 お よ び 後 に 、 Ｄ Ｃ Ｍ 流 洗 浄 を 用
い て 、 起 こ り 得 る 高 温 （ Ｔ Ｆ Ａ ／ Ｄ Ｍ Ｆ ） 触 媒 さ れ る ピ ロ リ ド ン 形 成 を 防 御 す る 。 鎖 の 組
み 立 て が 完 了 し た 後 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 脱 保 護 し 、 そ し て ０ ℃ で １ 時 間 、 ス カ ベ ン
ジ ャ ー と し て ４ ％ ｐ － ク レ ゾ ー ル を 伴 っ て 無 水 Ｈ Ｆ で 処 理 す る こ と に よ り 樹 脂 か ら 切 断 す
る 。 イ ミ ダ ゾ ー ル 側 鎖 ２ ,４ － ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル （ ｄ ｎ ｐ ） 保 護 基 を Ｈ ｉ ｓ 残 基 に 残 す が
、 そ れ は ｄ ｎ ｐ 除 去 手 順 が Ｃ 末 端 チ オ エ ス テ ル 基 と 適 合 し な い か ら で あ る 。 し か し な が ら
、 ｄ ｎ ｐ は ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 の 間 に チ オ ー ル に よ り 徐 々 に 除 去 さ れ る 。 切 断 の 後 、 ペ プ
チ ド フ ラ グ メ ン ト を 氷 冷 ジ エ チ ル エ ー テ ル で 沈 殿 さ せ 、 ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 に 溶 解 し 、
そ し て 凍 結 乾 燥 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 Hackeng et al.,（ 1999） ま た は 匹 敵 す る プ ロ ト コ ー ル に 開 示 さ れ る よ う に 作 ら れ た ト
リ チ ル 結 合 メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン 酸 － ロ イ シ ン （ Ｔ Ａ Ｍ Ｐ Ａ Ｌ ） 樹 脂 上 で 前 記 し た チ オ エ
ス テ ル ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 合 成 す る の が 好 ま し い 。 簡 単 に は 、 Ｄ Ｉ Ｅ Ａ ６ ミ リ モ ル の
存 在 下 、 Ｈ Ｂ Ｔ Ｕ ３ .６ ミ リ モ ル で Ｎ α － Ｂ ｏ ｃ － Ｌ ｅ ｕ （ ４ ミ リ モ ル ） を 活 性 化 し 、 そ
し て ｐ － メ チ ル ベ ン ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン （ Ｍ Ｂ Ｈ Ａ ） 樹 脂 ２ ミ リ モ ル 、 ま た は 等 価 物 に １ ６
分 間 結 合 さ せ る 。 次 に 、 Ｄ Ｉ Ｅ Ａ ６ ミ リ モ ル の 存 在 下 、 Ｓ － ト リ チ ル メ ル カ プ ト プ ロ ピ オ
ン 酸 ３ ミ リ モ ル を Ｈ Ｂ Ｔ Ｕ ２ .７ ミ リ モ ル で 活 性 化 し 、 そ し て Ｌ ｅ ｕ － Ｍ Ｂ Ｈ Ａ 樹 脂 に １
６ 分 間 結 合 さ せ る 。 Ｔ Ｆ Ａ 中 ３ .５ ％ ト リ イ ソ プ ロ ピ ル シ ラ ン お よ び ２ .５ ％ Ｈ ２ Ｏ で 1分
間 処 理 を ２ 回 で ト リ チ ル 保 護 基 を 除 去 し た 後 、 得 ら れ た Ｔ Ａ Ｍ Ｐ Ａ Ｌ 樹 脂 を ポ リ ペ プ チ ド
鎖 組 み 立 て の た め の 出 発 樹 脂 と し て 用 い る こ と が で き る 。 Schnolzer et al.,（ 前 記 で 引
用 ） に 開 示 さ れ る よ う に 標 準 的 な イ ン サ イ チ ュ 中 和 ペ プ チ ド 結 合 プ ロ ト コ ー ル を １ 時 間 用
い る こ と に よ り 、 任 意 の 望 ま し い ア ミ ノ 酸 で チ オ エ ス テ ル 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。
最 終 的 な ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 無 水 Ｈ Ｆ で 処 理 す る こ と に よ り 、 Ｃ 末 端 活 性 化 さ れ た メ
ル カ プ ト プ ロ ピ オ ン 酸 － ロ イ シ ン （ Ｍ Ｐ Ａ Ｌ ） チ オ エ ス テ ル ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 生 じ
る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 好 ま し く は 、 Hackeng et al.,（ 1999） に 記 載 さ れ る 条 件 、 ま た は 同 様 の 条 件 下 で 元 来
の 化 学 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に お い て チ ア ゾ リ ジ ン 保 護 さ れ た チ オ エ ス テ ル ペ プ チ ド フ ラ グ メ
ン ト 中 間 体 を 用 い る 。 簡 単 に は 、 ６ Ｍ グ ア ニ ジ ン 、 ４ （ 容 量 ／ 容 量 ） ％ ベ ン ジ ル メ ル カ プ
タ ン お よ び ４ （ 容 量 ／ 容 量 ） ％ チ オ フ ェ ノ ー ル を 含 有 す る ０ .１ Ｍ リ ン 酸 塩 バ ッ フ ァ ー （
ｐ Ｈ ８ .５ ） を ラ イ ゲ ー ト す る 乾 燥 ペ プ チ ド に 加 え て 、 チ オ ー ル お よ び Ｔ Ｆ Ａ の 添 加 の た
め に 凍 結 乾 燥 し た ペ プ チ ド か ら 低 下 し た ｐ Ｈ 約 ７ で 、 １ － ３ ｍ Ｍ の 最 終 ペ プ チ ド 濃 度 が 得
ら れ る 。 好 ま し く は 、 加 熱 ブ ロ ッ ク 中 ３ ７ ℃ で ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 行 い 、 そ し て 定 期 的
に ボ ル テ ッ ク ス し て チ オ ー ル 添 加 物 を 平 衡 に す る 。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ ま た は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ お よ
び エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 Ｍ Ｓ に よ り 、 反 応 を 完 了 の 程 度 に 関 し て モ ニ タ リ ン グ す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 元 来 の 化 学 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 完 了 ま た は 停 止 し た 後 、 生 成 物 の Ｎ 末 端 チ ア ゾ リ ジ
ン 環 を Ｏ － メ チ ル ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン （ ０ .５ Ｍ ） の よ う な シ ス テ イ ン 脱 保 護 剤 と ｐ Ｈ ３ .
５ － ４ .５ で ３ ７ ℃ で ２ 時 間 の 処 理 に よ り 開 環 し 、 そ の 後 １ ０ 倍 過 剰 の ト リ ス － （ ２ － カ
ル ボ キ シ エ チ ル ） － ホ ス フ ィ ン を 反 応 混 合 物 に 加 え て 、 慣 用 さ れ る 分 取 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る 生
成 物 の 精 製 の 前 に 任 意 の 酸 化 反 応 成 分 を 完 全 に 還 元 す る 。 好 ま し く は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 生
成 物 を 含 有 す る 分 画 を エ レ ク ト ロ ス プ レ ー Ｍ Ｓ に よ り 同 定 し 、 プ ー ル し 、 そ し て 凍 結 乾 燥
す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
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　 合 成 が 完 了 し 、 そ し て 最 終 生 成 物 を 精 製 し た 後 、 最 終 的 な ペ プ チ ド 生 成 物 を 、 慣 用 さ れ
る 技 術 、 例 え ば Creighton, Meth.Enzymol., 107:305-329 (1984)； White, Meth.Enzymol.
, 11:481-484 (1967)； Wetlaufer, Meth.Enzymol., 107:301-304 (1984)； 等 に よ り リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 最 終 生 成 物 を 以 下 等 に よ る 空 気 酸 化 に よ
り リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る ： 還 元 さ れ た 凍 結 乾 燥 生 成 物 を １ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 １ ０ ｍ Ｍ メ
チ オ ニ ン を 含 む １ Ｍ 塩 酸 グ ア ニ ジ ン （ ま た は 同 様 の カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 ） （ ｐ Ｈ ８ .６ ） 中
に 溶 解 す る （ 約 ０ .１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） 。 穏 や か に 一 晩 攪 拌 し た 後 、 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ し た
生 成 物 を 慣 用 さ れ る プ ロ ト コ ー ル で 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 単 離 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　
　 本 明 細 書 に 記 載 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に お い て 対 応 す る ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 を 指 向 す る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 用 い る こ と が で き る 。 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 の
た め に 、 そ の 他 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 等 価 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る こ と が で き 、 そ し て ク ロ
ー ン 化 お よ び Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 に 用 い る こ と が で き る 。 特 定 の 宿 主 細 胞 に 好 ま し い コ ド ン を 選
択 し 、 そ し て 天 然 発 生 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 置 換 し て 発 現 の 率 お よ び ／ ま た は 効 率 を 上 昇 さ
せ る こ と が で き る 。 望 ま し い Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 （ 例 え ば ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ ） を ク ロ ー ニ ン グ （ Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 ） ま た は 発 現 の た め の 複 製 可 能 な ベ ク タ ー に 挿 入 す る
こ と が で き る 。 当 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を い ず れ か の 多 く の 発 現 系 で
組 換 え に よ り 発 現 す る こ と が で き る （ Ausubel et al.,editors,Currennt Protocols in M
olecular Biology, John Wiley & Sons, New York, 1990） 。 適 切 な 宿 主 細 胞 に は 、 酵 母
、 細 菌 、 始 原 細 菌 、 真 菌 、 な ら び に 昆 虫 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 を 含 む 動 物 細 胞 、 例 え ば 限 定
す る も の で は な い が 骨 髄 幹 細 胞 を 含 む 幹 細 胞 を 含 む 初 代 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 具 体 的
に は 、 こ れ ら に は 、 限 定 す る も の で は な い が 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 プ ラ ス ミ ド ま た
は コ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 、 お よ び 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転
換 さ れ た 酵 母 の よ う な 微 生 物 が 挙 げ ら れ る 。 ま た （ バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の よ う な ） 組 換 え 昆
虫 ウ イ ル ス お よ び 哺 乳 動 物 発 現 系 で 感 染 さ れ た 昆 虫 細 胞 も ま た 含 ま れ る 。 発 現 さ れ る 核 酸
配 列 を 種 々 の 手 順 に よ り ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 当 分 野 で 公 知 の
技 術 を 用 い て Ｄ Ｎ Ａ を 適 切 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 に 挿 入 す る 。 ベ ク タ ー 成 分 に は
一 般 的 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 起 点
、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー お よ
び 転 写 終 止 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い こ れ ら の 成 分 を 含 有 す る 適 切 な ベ
ク タ ー の 構 築 は 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 を 用 い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 誘 起 す る か ま た は 引 き 起 こ す の に 適 切 な 条 件 下 で 、 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド
す る 核 酸 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り 本 発 明
の Ｃ Ｐ Ｐ を 生 成 す る 。 当 業 者 に よ り 確 認 さ れ て い る よ う に 、 Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 に 適 切 な 条 件 は 発
現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 の 選 択 で 異 な る 。 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー に お け る 構 成 的 プ ロ モ ー
タ ー の 使 用 は 宿 主 細 胞 成 長 お よ び 増 殖 の 通 常 的 な 最 適 化 を 必 要 と し 得 る が 、 誘 導 プ ロ モ ー
タ ー の 使 用 は 誘 導 の た め の 適 切 な 成 長 条 件 を 必 要 と す る 。 加 え て 、 い く つ か の 実 施 態 様 で
は 、 収 集 の 時 期 が 重 要 で あ る 。 例 え ば 昆 虫 細 胞 発 現 で 用 い る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 は 溶 解 ウ
イ ル ス で あ り 、 そ し て 収 集 時 期 の 選 択 は 生 じ る 生 成 物 に 重 要 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 挿 入 さ れ た 配 列 の 発 現 を 調 整 す る 、 ま た は 望 ま し い 様 式 で 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を プ ロ
セ シ ン グ す る 能 力 に 関 し て 宿 主 細 胞 株 を 選 択 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の か か る 修 飾
に は 、 限 定 す る も の で は な い が グ リ コ シ ル 、 ア セ チ ル 、 リ ン 酸 塩 、 ア ミ ド 、 脂 質 、 カ ル ボ
キ シ ル 、 ア シ ル ま た は 炭 水 化 物 基 が 挙 げ ら れ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ 」 形 態 を 切 断 す
る 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ も ま た 正 確 な 挿 入 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ お よ び ／ ま た は 機 能 に 重 要 で
あ ろ う 。 実 例 と し て は 、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 、 ２ ９ ３ 、 Ｗ １ ３ ８ 等 の よ
う な 宿 主 細 胞 は 特 異 的 細 胞 機 構 お よ び か か る 翻 訳 後 活 性 の た め の 特 徴 的 な メ カ ニ ズ ム を 有
し 、 そ し て 導 入 さ れ た 外 来 の タ ン パ ク 質 の 正 確 な 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る と
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組 換 え 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞



う に 選 択 す る こ と が で き る 。 特 に 興 味 深 い の は キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 細 胞 、 出 芽 酵 母 お
よ び そ の 他 の 酵 母 、 大 腸 菌 、 枯 草 菌 、 Ｓ Ｆ ９ 細 胞 、 Ｃ １ ２ ９ 細 胞 、 ２ ９ ３ 細 胞 、 パ ン カ ビ
属 、 Ｂ Ｈ Ｋ 、 Ｃ Ｈ Ｏ 、 Ｃ Ｏ Ｓ お よ び Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 、 シ ュ ワ ノ ー マ 細 胞 系 、 不
死 化 哺 乳 動 物 骨 髄 お よ び リ ン パ 細 胞 系 、 ジ ャ ー カ ッ ト 細 胞 、 ヒ ト 細 胞 お よ び そ の 他 の 初 代
細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る 核 酸 は 、 そ れ を 別 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に 置 く こ と に よ り 「 作
動 可 能 な よ う に 連 結 」 さ れ な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 プ レ 配 列 ま た は 分 泌 リ ー ダ ー の た
め の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 参 加 す る プ レ タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 場 合 、 ポ
リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ に 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ て い る ； プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ
ー は 、 配 列 の 転 写 に 影 響 す る 場 合 、 コ ー ド 化 配 列 に 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ て い る ； ま
た は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 翻 訳 を 促 進 す る よ う に 位 置 し て い る 場 合 、 コ ー ド 化 配 列 に 作
動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た 」 Ｄ Ｎ Ａ 配 列
は 近 接 し て お り 、 そ し て 分 泌 リ ー ダ ー ま た は そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 場 合 、 近 接 し て
お り 、 そ し て 読 み 取 り の 相 に あ る 。 し か し な が ら 、 エ ン ハ ン サ ー は 近 接 し て い る 必 要 は な
い 。 都 合 の 良 い 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 連 結 を 達 成 す る 。 か か る 部 位 が 存 在 し
な い 場 合 、 慣 行 に 従 っ て 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー ま た は リ ン カ ー を 用 い る 。 プ
ロ モ ー タ ー 配 列 は 構 成 的 ま た は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か を コ ー ド す る 。 プ ロ モ ー タ ー
は 天 然 発 生 プ ロ モ ー タ ー か ま た は ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か で よ い 。 １ つ 以 上
の プ ロ モ ー タ ー の エ レ メ ン ト を 組 合 せ る ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー も ま た 当 分 野 で 公 知 で
あ り 、 そ し て 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー は さ ら に 別 の エ レ メ ン ト を 含 む こ
と が で き 、 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー は ２ つ の 複 製 系 で よ く 、 し た が っ て ２ つ の 生 物 、 例 え ば 発
現 の た め に は 哺 乳 動 物 ま た は 昆 虫 細 胞 で 、 な ら び に ク ロ ー ニ ン グ お よ び 増 幅 の た め に は 原
核 細 胞 宿 主 で 、 そ れ を 維 持 す る こ と が 可 能 に な る 。 双 方 の 発 現 お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ
ー は 、 ベ ク タ ー が １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 複 製 す る の を 可 能
に す る 核 酸 配 列 を 含 有 す る 。 か か る 配 列 は 種 々 の 細 菌 、 酵 母 、 お よ び ウ イ ル ス に 関 し て 周
知 で あ る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ に 由 来 す る 複 製 起 点 は た い て い の グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 適
当 で あ り 、 ２ ： プ ラ ス ミ ド 起 点 は 酵 母 に 適 当 で あ り 、 そ し て 種 々 の ウ イ ル ス 起 源 （ Ｓ Ｖ ４
０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ ま た は Ｂ Ｐ Ｖ ） は 哺 乳 動 物 細 胞 の ク ロ ー ニ ン グ
ベ ク タ ー に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 発 現 ベ ク タ ー を 組 込 む た め に 、 発 現 ベ ク タ ー は 少 な く と
も １ つ の 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 対 す る 配 列 相 同 体 、 お よ び 好 ま し く は 発 現 構 築 物 を フ ラ ン キ
ン グ す る ２ つ の 相 同 配 列 を 含 有 す る 。 組 込 み ベ ク タ ー は ベ ク タ ー の 封 入 に 関 し て 適 切 な 相
同 配 列 を 選 択 す る こ と に よ り 、 宿 主 細 胞 に お け る 特 定 の 位 置 を 指 向 す る こ と が で き る 。 組
込 み ベ ク タ ー の 構 築 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 相 同 組 換 え に よ り
異 種 性 発 現 制 御 エ レ メ ン ト は 宿 主 細 胞 の 内 因 性 遺 伝 子 と 作 動 可 能 な よ う に 連 結 す る こ と が
で き る （ 米 国 特 許 第 ６ ４ １ ０ ２ ６ ６ 号 お よ び 第 ６ ３ ６ １ ９ ７ ２ 号 に 記 載 、 そ の 開 示 は 全 て
出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 。 こ の 技 術 に よ り 選 択 さ れ た 制 御 エ レ メ ン ト で 発
現 を 望 ま し い レ ベ ル ま で 調 節 す る こ と が 可 能 に な る が 、 宿 主 細 胞 に よ り 内 因 的 に 発 現 さ れ
る Ｃ Ｐ Ｐ の 適 切 な プ ロ セ シ ン グ お よ び 修 飾 を 確 実 に す る 。 有 用 な 異 種 性 発 現 制 御 エ レ メ ン
ト に は 、 限 定 す る も の で は な い が Ｃ Ｍ Ｖ 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 Ｈ Ｓ Ｖ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ
ロ モ ー タ ー 、 初 期 お よ び 後 期 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ ー 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ ） の プ
ロ モ ー タ ー の よ う な レ ト ロ ウ イ ル ス Ｌ Ｔ Ｒ の プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ
モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 発 現 ベ ク タ ー は 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 選 択 を 可 能 に す る 選 択 マ ー カ ー
遺 伝 子 を 含 有 す る 。 選 択 遺 伝 子 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 そ し て 用 い る 宿 主 細 胞 で 異 な る 。
発 現 お よ び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 典 型 的 に は 選 択 マ ー カ ー と も 称 さ れ る 選 択 遺 伝 子 を 含
有 す る 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は （ ａ ） 抗 生 物 質 も し く は そ の 他 の 毒 素 、 例 え ば ア ン ピ シ リ
ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ソ ト レ キ セ ー ト も し く は テ ト ラ サ イ ク リ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る
； （ ｂ ） 栄 養 要 求 欠 損 を 補 う ； ま た は （ ｃ ） 複 合 培 地 か ら 利 用 で き な い 必 須 栄 養 、 例 え ば
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桿 菌 に は Ｄ － ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 供 給 す る ； タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 、 コ ー ド さ れ た タ ン
パ ク 質 の 発 現 お よ び 細 胞 培 養 か ら の 回 収 に 適 当 な 条 件 下 で 培 養 す る こ と が で き る 。 用 い る
配 列 お よ び ／ ま た は ベ ク タ ー に 依 存 し て 、 組 換 え 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 を 分 泌
す る 、 膜 結 合 す る 、 ま た は 細 胞 内 に 含 有 す る こ と が で き る 。 当 業 者 に 理 解 さ れ る よ う に 、
Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 、 原 核 ま た は 真 核 細 胞 膜
を 通 し た Ｃ Ｐ Ｐ の 分 泌 を 指 向 す る シ グ ナ ル 配 列 と 共 に 設 計 す る こ と が で き る 。 望 ま し い Ｃ
Ｐ Ｐ を 直 接 的 の み な ら ず 、 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 組 換 え に よ り
生 成 す る こ と も で き 、 こ の 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド は シ グ ナ ル 配 列 ま た は 成 熟 タ ン パ ク 質 も し
く は ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 で 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る そ の 他 の ポ リ ペ プ チ ド で よ い 。 一 般
的 に シ グ ナ ル 配 列 は ベ ク タ ー の 成 分 で よ い か 、 ま た は ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド
化 Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 で よ い 。 シ グ ナ ル 配 列 は 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ
、 ｌ ｐ ｐ 、 ま た は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン Ｉ Ｉ リ ー ダ ー の 群 か ら 選 択 さ れ る 原 核 細 胞 シ
グ ナ ル 配 列 で よ い 。 酵 母 分 泌 に 関 し て は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 例 え ば 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ ー
ダ ー 、 ア ル フ ァ 因 子 リ ー ダ ー （ サ ッ カ ロ ミ セ ス お よ び ク ル イ ベ ロ ミ セ ス ａ 因 子 リ ー ダ ー （
後 者 は 米 国 特 許 第 ５ ０ １ ０ １ ８ ２ 号 に 記 載 ） を 含 む ） 、 ま た は 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー
、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ リ ー ダ ー （ １ ９ ９ ０ 年 ４ 月 ４ 日 に 公 開 さ れ た
欧 州 特 許 第 ３ ６ ２ １ ７ ９ 号 ） 、 ま た は １ ９ ９ ０ 年 １ １ 月 １ ５ 日 に 公 開 さ れ た Ｗ Ｏ ９ ０ １ １
３ ６ ４ ６ に 記 載 さ れ る シ グ ナ ル で よ い 。 哺 乳 動 物 細 胞 発 現 で は 、 同 一 の ま た は 関 連 す る 種
の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド か ら の シ グ ナ ル 配 列 の よ う な 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル 配 列 、 お よ び ウ イ ル ス
分 泌 リ ー ダ ー を 用 い て タ ン パ ク 質 の 分 泌 を 指 向 す る こ と が で き る 。 選 択 し た 発 現 系 に よ っ
て コ ー ド 化 配 列 を 適 当 な ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 こ れ は 今 度 は 特 定 の 特 徴 的 な 「 制 御 エ レ メ ン
ト 」 ま た は 「 調 節 配 列 」 の 存 在 を 必 要 と し 得 る 。 適 切 な 構 築 物 は 一 般 的 に 当 分 野 で 公 知 で
あ り （ Ausubel,et al.,1990） 、 そ し て 多 く の 場 合 、 Invitrogen（ San Diego, Calif.） 、
Stratagene（ La Jolla, Calif.） 、 Gibco BRL（ Rockville, Md.） ま た は Clontech(Palo A
lto, Calf.)の よ う な 商 業 用 提 供 者 か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　 「 Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ Ｓ Ｃ Ｒ Ｉ Ｐ Ｔ 」 Phagemid（ Stratagene） ま た は 「 ｐ Ｓ Ｐ Ｏ Ｒ Ｔ １ 」 （ Gibco 
BRL） の ハ イ ブ リ ッ ド ｌ ａ ｃ Ｚ プ ロ モ ー タ ー の よ う な 誘 導 プ ロ モ ー タ ー を 用 い て 細 菌 細 胞
の 形 質 転 換 を 達 成 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 限 定 す る も の で は な い が 、 「 Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ Ｓ Ｃ
Ｒ Ｉ Ｐ Ｔ 」 （ ａ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ； Stratagene） ま た は ｐ Ｇ Ｅ Ｘ （ グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； Promega, Madison,Wis.） を 含 む 、 容 易 に 検 出 お よ び ／ ま た は 精 製 す
る こ と が で き る 切 断 可 能 な 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に 細 菌 細 胞 で 使 用 す る た め の 多
く の 発 現 ベ ク タ ー を 選 択 す る こ と が で き る 。 適 当 な 細 菌 プ ロ モ ー タ ー は 、 細 菌 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ を 結 合 し 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ 遺 伝 子 の コ ー ド 化 配 列 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 下 流 （ ３ ’ ） 転 写
を 開 始 す る こ と が で き る 任 意 の 核 酸 配 列 で あ る 。 細 菌 プ ロ モ ー タ ー は 、 通 常 コ ー ド 化 配 列
の ５ ’ 末 端 の 近 位 に 位 置 す る 転 写 開 始 領 域 を 有 し て い る 。 こ の 転 写 開 始 領 域 は 典 型 的 に は
Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ 結 合 部 位 お よ び 転 写 開 始 部 位 を 含 む 。 代 謝 経 路 酵 素 を コ ー ド す る 配 列
は 特 に 有 用 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 提 供 す る 。 実 例 に は 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 ラ ク ト ー ス お よ び
マ ル ト ー ス の よ う な 糖 代 謝 酵 素 か ら 誘 導 さ れ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 な ら び に ト リ プ ト フ ァ
ン の よ う な 生 合 成 酵 素 か ら 誘 導 さ れ る 配 列 が 挙 げ ら れ る 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ に 由 来 す る
プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と も で き 、 そ し て こ れ は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 加 え て 、 合 成 プ
ロ モ ー タ ー お よ び ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー も ま た 有 用 で あ る ； 例 え ば ｔ ａ ｔ プ ロ モ ー タ
ー は ｔ ｒ ｐ お よ び ｌ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー 配 列 の ハ イ ブ リ ッ ド で あ る 。 さ ら に 、 細 菌 プ ロ モ ー
タ ー は 、 細 菌 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に 結 合 し 、 そ し て 転 写 を 開 始 す る 能 力 を 有 す る 非 細 菌
起 源 の 天 然 発 生 プ ロ モ ー タ ー を 含 む こ と が で き る 。 効 率 的 な リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 も ま た 望
ま し い 。 発 現 ベ ク タ ー は 細 菌 に お い て Ｃ Ｐ Ｐ の 分 泌 を 提 供 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 含
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む こ と も で き る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 典 型 的 に は 、 当 分 野 で 公 知 の よ う な 、 細 胞 か ら の タ ン パ
ク 質 の 分 泌 を 指 向 す る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 か ら な る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 タ ン パ ク
質 は 、 成 長 培 地 （ グ ラ ム 陽 性 細 菌 ） 、 ま た は 細 胞 の 膜 の 内 と 外 の 間 に 位 置 す る 細 胞 膜 周 辺
腔 （ グ ラ ム 陰 性 細 菌 ） の い ず れ か に 分 泌 さ れ る 。 細 菌 性 発 現 ベ ク タ ー は ま た 形 質 転 換 さ れ
て い る 細 菌 株 の 選 択 を 可 能 に す る 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 む こ と も で き る 。 適 当 な 選 択 遺
伝 子 は 、 ア ン ピ シ リ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 エ リ ス ロ マ イ シ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ネ オ
マ イ シ ン お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 薬 物 抵 抗 遺 伝 子 を 含 む 。 選 択 マ ー カ ー は ま た ヒ
ス チ ジ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び ロ イ シ ン 生 合 成 経 路 の 遺 伝 子 の よ う な 生 合 成 遺 伝 子 を 含
む こ と も で き る 。 例 え ば 抗 体 の 誘 導 の た め に 多 量 の Ｃ Ｐ Ｐ が 必 要 と さ れ る 場 合 、 容 易 に 精
製 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル 発 現 を 指 向 す る ベ ク タ ー が 望 ま し い 。 か か る ベ ク タ ー
に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 生 成 す る た め に Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド
化 配 列 が ベ ー タ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 末 端 Ｍ ｅ ｔ お よ び 続 く ７ 個 の 残 基 の 配 列 と 共
に イ ン フ レ ー ム で ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー ト さ れ 得 る Ｂ Ｌ Ｕ Ｅ Ｓ Ｃ Ｒ Ｉ Ｐ Ｔ （ Stratagene） の
よ う な 多 機 能 大 腸 菌 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 ベ ク タ ー ； Ｐ Ｉ Ｎ ベ ク タ ー （ Van Heeke & Sc
huster J Biol Chem 264:5503-5509 (1989)） ； Ｐ Ｅ Ｔ ベ ク タ ー （ Novagen, Madison Wis.
） ； 等 が 挙 げ ら れ る 。 細 菌 の た め の 発 現 ベ ク タ ー は 前 記 で 示 し た 種 々 の 成 分 を 含 み 、 そ し
て 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 実 例 に は 、 と り わ け 枯 草 菌 、 大 腸 菌 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ ク レ
モ リ ス 、 お よ び ス ト レ プ ト コ ッ カ ス ・ リ ビ ダ ン ス の ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 塩 化 カ ル シ ウ
ム 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 等 の よ う な 当 分 野 で 公 知 の 技 術 を
用 い て 細 菌 性 発 現 ベ ク タ ー を 細 菌 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　
　 酵 母 発 現 系 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 そ し て 出 芽 酵 母 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス お よ び カ
ン ジ ダ ・ マ ル ト サ 、 ハ ン ゼ ヌ ラ ・ ポ リ モ ル フ ァ 、 ク ル イ ベ ロ ミ セ ス ・ フ ラ ギ リ ス お よ び ク
ル イ ベ ロ ミ セ ス ・ ラ ク テ ィ ス 、 ピ チ ア ・ ギ レ ル モ ン ジ お よ び ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス 、 シ ゾ サ
ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ 、 な ら び に ヤ ロ ウ ィ ア ・ リ ポ リ テ ィ カ が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 宿 主 に お
け る 使 用 に 適 当 な プ ロ モ ー タ ー の 実 例 に は ３ － ホ ス ホ グ リ セ ラ ー ト キ ナ ー ゼ の プ ロ モ ー タ
ー （ Hitzeman et al., J.Biol.Chem. 255:2073(1980)） ま た は 、 エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ロ ア
ル デ ヒ ド － ３ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー
ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ
リ ン 酸 ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー
ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ア ル フ ァ 因 子 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ １ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー 、 グ ル コ キ ナ ー ゼ ア
ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び Ｐ Ｇ Ｈ の よ う な そ の 他 の 糖 分 解 酵 素 （ Hess et al., J.Adv
.Enzyme Reg. 7:149(1968)； Holland, Biochemistry 17:4900(1978)） が 挙 げ ら れ る 。 例
え ば Ausubel et al.,1990； Grant et al.,Methods in Enzymology 153:516-544(1987)を
参 照 の こ と 。 誘 導 可 能 な そ の 他 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー は 成 長 条 件 に よ り 制 御 さ れ る さ ら に 別
の 転 写 の 利 点 を 有 し 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ー ム Ｃ 、 酸 ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 連 す る 分 解 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ロ ア ル デ ヒ ド － ３ － リ
ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 な ら び に マ ル ト ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス 利 用 に 寄 与 す る 酵 素 の プ
ロ モ ー タ ー 領 域 が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 発 現 に お い て 使 用 す る の に 適 当 な ベ ク タ ー お よ び プ ロ
モ ー タ ー は さ ら に 欧 州 特 許 第 ７ ３ ６ ５ ７ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 選 択 マ ー カ ー に は ツ ニ
カ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る Ａ Ｄ Ｅ ２ ． Ｈ Ｉ Ｓ ４ ． Ｌ Ｅ Ｕ ２ ． Ｔ Ｒ Ｐ １ ． お よ び Ａ
Ｌ Ｇ ７ ； Ｇ ４ １ ８ に 対 す る 耐 性 を 付 与 す る ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子
； な ら び に 銅 イ オ ン の 存 在 下 で 酵 母 が 成 長 す る の を 可 能 に す る Ｃ Ｕ Ｐ １ 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ
る 。 目 的 の Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ か ら の Ｃ Ｐ Ｐ の 細 胞 内 生 成 ま た は 分 泌 の た め の 酵 母
発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 直 接 的 な 細 胞 内 発 現 の た め に 選
択 さ れ た プ ラ ス ミ ド の 適 当 な 制 限 部 位 に 、 選 択 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド お よ び 適 切 な 構 成
的 ま た は 誘 導 プ ロ モ ー タ ー を 挿 入 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｐ Ｐ の 分 泌 の た め に 、 選 択 さ れ た
プ ラ ス ミ ド に Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 の た め の 、 プ ロ モ ー タ ー を コ ー
ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 酵 母 ア ル フ ァ 因 子 分 泌 シ グ ナ ル ／ リ ー ダ ー 配 列 、 お よ び リ ン カ ー 配 列 （ 必
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要 に 応 じ て ） と 一 緒 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。 次 い で 酵 母 細 胞 を 前 記 で 記 載 し た 発
現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し 、 そ し て 適 切 な 発 酵 培 地 中 で 培 養 す る こ と が で き る 。 次 に か か
る 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 に よ り 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 １ ０ ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で の 沈 殿 に
よ り 濃 縮 し 、 そ し て Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 分 離 お よ び ク ー マ シ ー ブ ル ー 色 素 で の ゲ ル の
染 色 の 後 に 分 析 す る こ と が で き る 。 組 換 え Ｃ Ｐ Ｐ を 続 い て 単 離 し 、 そ し て 当 業 者 に 公 知 の
技 術 に よ り 発 酵 培 地 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　
　 哺 乳 動 物 細 胞 に お い て Ｃ Ｐ Ｐ を 発 現 す る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 発 現 系 は 当 分 野 で 公 知
で あ り 、 そ し て レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 媒 介 発 現 系 を 含 む 。 後 期 プ ロ モ ー タ ー お よ び ト リ
パ ー タ イ ト リ ー ダ ー 配 列 か ら な る ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 複 合 体 に コ ー ド 化 領 域 を ラ イ
ゲ ー ト す る こ と が で き る ア デ ノ ウ イ ル ス の よ う な 多 く の 異 な る ウ イ ル ス 基 盤 発 現 系 の い ず
れ か で 、 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 Ｅ １ ま
た は Ｅ ３ に お け る 挿 入 の 結 果 、 感 染 し た 宿 主 細 胞 に お け る 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 可
能 な 生 存 ウ イ ル ス に 至 る 。 好 ま し い 発 現 ベ ク タ ー 系 は 一 般 的 に Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ７ ／ ０ １ ０
１ ９ お よ び Ｐ Ｃ Ｔ ／ Ｕ Ｓ ９ ７ ／ １ ０ １ ０ ４ ８ に 記 載 さ れ る よ う な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
系 で あ る 。 適 当 な 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー は 、 哺 乳 動 物 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 結 合 し 、 そ し
て Ｃ Ｐ Ｐ の コ ー ド 化 配 列 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ へ の 下 流 （ ３ ’ ） 転 写 の 開 始 が 可 能 で あ る 任 意 の Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 で あ る 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー を 含 有 す る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 開 始 部 位 の 上 流 に
位 置 す る ２ ５ － ３ ０ 塩 基 対 を 用 い て 、 通 常 コ ー ド 化 配 列 の ５ ’ 末 端 の 近 位 に 置 か れ る 転 写
開 始 領 域 、 お よ び Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス を 有 す る 。 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス は Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ
Ｉ に 正 確 な 部 位 で Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 開 始 さ せ る と 考 え ら れ て い る 。 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー は ま
た 典 型 的 に は Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス の 上 流 １ ０ ０ か ら ２ ０ ０ 塩 基 対 内 に 位 置 す る 上 流 プ ロ モ ー
タ ー エ レ メ ン ト （ エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト ） を 含 有 す る 。 上 流 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト は
転 写 が 開 始 さ れ 、 そ し て い ず れ か の 方 向 で 作 用 し 得 る 比 率 を 決 定 す る 。 ウ イ ル ス 遺 伝 子 は
し ば し ば 高 度 に 発 現 さ れ 、 そ し て 広 範 な 宿 主 範 囲 を 有 す る の で 、 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー と
し て 特 に 有 用 な も の は 哺 乳 動 物 ウ イ ル ス 遺 伝 子 に 由 来 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 実 例 に は
、 か か る プ ロ モ ー タ ー が 宿 主 細 胞 系 に 適 合 す る と い う 条 件 で 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 鶏 痘
ウ イ ル ス （ １ ９ ８ ９ 年 ７ 月 ５ 日 公 開 の Ｕ Ｋ ２ ２ １ １ ５ ０ ４ ） 、 （ ア デ ノ ウ イ ル ス ２ の よ う
な ） ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ウ シ パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル
ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ イ ル ス お よ び シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ ） の よ う
な ウ イ ル ス の ゲ ノ ム か ら 、 異 種 性 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー ま
た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー か ら 、 お よ び 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ た プ ロ
モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 高 等 真 核 細 胞 に よ る Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 を 、 エ ン ハ
ン サ ー 配 列 の ベ ク タ ー へ の 挿 入 に よ り 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 プ ロ モ
ー タ ー に 作 用 し て そ の 転 写 を 増 加 さ せ る 通 常 約 １ ０ か ら ３ ０ ０ ｂ ｐ の Ｄ Ｎ Ａ の シ ス 作 用 性
エ レ メ ン ト で あ る 。 今 や 哺 乳 動 物 遺 伝 子 か ら の 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 公 知 で あ る （ グ
ロ ブ リ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 ａ － フ ェ ト プ ロ テ イ ン 、 お よ び イ ン ス リ ン ） 。 し
か し な が ら 典 型 的 に は 真 核 細 胞 ウ イ ル ス に 由 来 す る エ ン ハ ン サ ー が 用 い ら れ る 。 実 例 に は
、 Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 後 期 の
複 製 起 点 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 挙 げ ら れ る 。
エ ン ハ ン サ ー は 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー か ら ５ ’ の 部 位 に 位 置 す る 。 一 般 的 に 、 哺 乳 動 物
細 胞 に よ り 認 識 さ れ る 転 写 終 止 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 は 翻 訳 停 止 コ ド ン に 対 し て ３ ’
に 位 置 す る 調 節 領 域 で あ り 、 そ し て し た が っ て 、 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト と 一 緒 に コ ー ド
化 配 列 を フ ラ ン キ ン グ す る 。 成 熟 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 は 部 位 特 異 的 翻 訳 後 切 断 お よ び ポ リ
ア デ ニ ル 化 に よ り 形 成 さ れ る 。 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル の 実 例
に は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ か ら 誘 導 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 的 、 高 収 量 の
生 成 は 安 定 し た 発 現 系 で 行 う こ と が で き る 。 ウ イ ル ス 性 複 製 起 点 ま た は 内 因 性 発 現 エ レ メ
ン ト お よ び 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を こ の 目 的 の た め に 用 い る こ と が
で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 で 使 用 す る た め の 選 択 マ ー カ ー を 含 有 す る 適 切 な ベ ク タ ー は 市 販 に
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よ り 容 易 に 入 手 可 能 で あ り 、 そ し て 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 か か る 選 択 マ ー カ ー の 実 例 に は
、 限 定 す る も の で は な い が 、 各 々 ｔ ｋ － ま た は ｈ ｐ ｒ ｔ － 細 胞 で 使 用 す る た め の 、 単 純 ヘ
ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 挙
げ ら れ る 。 外 因 性 核 酸 の 哺 乳 動 物 宿 主 お よ び そ の 他 の 宿 主 へ の 導 入 方 法 は 当 分 野 で 公 知 で
あ り 、 そ し て 用 い る 宿 主 で 異 な る 。 技 術 に は デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ
ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 、 ポ リ ブ レ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ウ イ ル ス 感 染 、 リ ポ ソ ー ム 内 の （ 複 数 の ） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 封 入
、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ の 核 へ の 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 を 担 持 す る 発 現 ベ ク タ ー に よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 、
ま た は 安 定 し て 形 質 転 換 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 上 清 か ら Ｃ Ｐ Ｐ を 精 製 す る こ と が で き
る 。 好 ま し く は 、 ｐ ｃ Ｄ 発 現 ベ ク タ ー に よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細
胞 の 培 養 上 清 か ら Ｃ Ｐ Ｐ を 精 製 す る 。 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 の ｐ ｃ Ｄ で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は
以 下 の よ う に 進 行 す る ： ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の １ 日 前 に お よ そ １ ０ ６ 個 の Ｃ Ｏ Ｓ ７ サ ル
細 胞 を 、 １ ０ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 お よ び ２ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン を 含 有 す る ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル
培 地 （ Ｄ Ｅ Ｍ ） の 個 々 の １ ０ ０ ｍ ｍ プ レ ー ト に 播 く 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う た め に
、 各 プ レ ー ト か ら 培 地 を 吸 引 し 、 そ し て ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ .４ ） 、 ４ ０ ０ ｍ
ｇ ／ ｍ ｌ Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン お よ び プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ ５ ０ μ ｇ を 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ ４ ｍ
ｌ と 置 き 換 え る 。 プ レ ー ト を ３ ７ ℃ で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で Ｄ Ｎ Ａ 含 有 培 地 を
除 去 し 、 そ し て 血 清 不 含 Ｄ Ｍ Ｅ ５ ｍ ｌ で ２ 回 洗 浄 す る 。 Ｄ Ｍ Ｅ を も と の プ レ ー ト に 加 え 、
次 い で こ れ を ３ ７ ℃ で さ ら に ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 プ レ ー ト を Ｄ Ｍ Ｅ で １ 回 洗 浄 し
、 そ の 後 ４ ％ ウ シ 胎 仔 血 清 、 ２ ｍ Ｍ グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン （ １ ０ ０ Ｕ ／ ｌ ） お よ び ス ト
レ プ ト マ イ シ ン （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｌ ） を 標 準 的 な 濃 度 で 含 有 す る Ｄ Ｍ Ｅ を 加 え る 。 次 い で 細
胞 を ３ ７ ℃ で ７ ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 精 製 の た め に 成 長 培 地 を 収 集
す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 ｃ Ｄ Ｎ Ａ イ ン
サ ー ト を 含 有 す る ｐ ｃ Ｄ （ Ｓ Ｒ α ） ま た は 同 様 の 発 現 ベ ク タ ー を 大 腸 菌 Ｍ Ｃ １ ０ ６ １ （ Ca
sadaban and Cohen,J.Mol.Biol. 138:179-207(1980)） ま た は 同 様 の 生 物 の 中 で 成 長 さ せ
る こ と に よ り 得 ら れ る 。 標 準 的 な 技 術 、 例 え ば Sambrook et al.,Molecular Cloning： A L
aboratory Manual, Second Edition（ Cold Spring Harbor Laboratory, New York,1989）
ま た は Ausubel et al.（ 1990、 前 記 で 引 用 ） に よ り プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 培 養 物 か ら 単 離 す
る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　
　 Ｃ Ｐ Ｐ を 昆 虫 細 胞 に お い て も 生 成 す る こ と が で き る 。 昆 虫 細 胞 の 形 質 転 換 の た め の 発 現
ベ ク タ ー 、 お よ び 特 に バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 基 盤 の 発 現 ベ ク タ ー は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 か か
る 系 の １ つ で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 内 に 含 ま れ る エ
ピ ト ー プ タ グ の 上 流 に 融 合 す る 。 オ ー ト グ ラ フ ァ ・ カ リ フ ォ ル ニ カ 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （
Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ ） を ベ ク タ ー と し て 用 い て ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ま た は ト
リ コ プ ル シ ア ・ ラ ル バ エ に 外 来 性 遺 伝 子 を 発 現 す る 。 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 を ポ リ ヘ ド リ ン
遺 伝 子 の よ う な ウ イ ル ス の 非 必 須 領 域 に ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ ー
の 制 御 下 に 置 く 。 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 の 連 続 的 な 挿 入 は ポ リ ヘ ド リ ン 遺 伝 子 を 不 活 性 化 し
、 そ し て 外 殻 タ ン パ ク 質 の 外 殻 を 欠 く 組 換 え ウ イ ル ス を 生 成 す る 。 次 い で 組 換 え ウ イ ル ス
を 用 い て 、 Ｃ Ｐ Ｐ を 発 現 す る ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ 細 胞 ま た は ト リ コ プ ル シ ア ・ ラ
ル バ エ を 感 染 す る （ Smith et al.,J.Wol.46:584(1994)； Engelhard E K et al., Proc.Na
tl.Acad.Sci. 91:3224-3227(1994)） 。 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 す る の に 適 当 な エ ピ
ト ー プ タ グ に は ポ リ ｈ ｉ ｓ タ グ お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ グ （ Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 と 同 様 ） が
挙 げ ら れ る 。 ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ Novagen） の よ う な 市 販 の プ ラ ス ミ ド を 含 む 種 々 の プ ラ ス
ミ ド を 用 い る こ と が で き る 。 簡 単 に は 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 Ｄ Ｎ
Ａ の 望 ま し い 部 分 を ５ ’ お よ び ３ ’ 領 域 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅
す る 。 ５ ’ プ ラ イ マ ー は フ ラ ン キ ン グ 制 限 部 位 を 組 込 む こ と が で き る 。 次 い で Ｐ Ｃ Ｒ 生 成
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物 を 選 択 さ れ た 制 限 酵 素 で 消 化 し 、 そ し て 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 。 リ ポ フ
ェ ク チ ン （ GIBCO-BRLか ら 市 販 ） 、 ま た は 当 業 者 に 公 知 の そ の 他 の 方 法 を 用 い て 、 前 記 の
プ ラ ス ミ ド お よ び BaculoGold（ 商 標 ） ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ （ Pharmingen） を ス ポ ド プ テ ラ ・ フ
ル ギ ペ ル ダ （ 「 Ｓ ｆ ９ 」 ） 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｒ Ｌ 　 １ ７ １ １ ） に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト
す る こ と に よ り 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 作 成 す る 。 Ｓ ｆ ９ 細 胞 中 ２ ８ ℃ で ４ － ５ 日 の 培
養 に よ り ウ イ ル ス を 生 成 し 、 そ し て さ ら な る 増 幅 に 用 い る 。 O'Reilley　 et al.,BACULOVI
RUS EXPRESSION VECTORS: A LABORATORY MANUAL,Oxford University Press (1994)に さ ら
に 記 載 さ れ る よ う な 手 順 を 実 施 す る 。 Rupert et al.,Nature 362:175-179(1993)に 記 載 さ
れ る よ う に 組 換 え ウ イ ル ス 感 染 Ｓ ｆ ９ 細 胞 か ら 抽 出 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。 あ る い は
、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 発 現 さ れ た エ ピ ト ー プ － タ グ 化 Ｃ Ｐ Ｐ を 精 製
す る こ と が で き る か 、 ま た は 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ も し く は プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー を 含 む ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を 用 い て Ｉ ｇ Ｇ タ グ 化 （ ま た は Ｆ ｃ タ グ 化 ） Ｃ Ｐ
Ｐ の 精 製 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　
　 例 え ば 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 技 術 、 例 え ば 本 明 細 書 で 提 供 す る 配 列 に 基 づ い た 適 当 な
標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 決 定 す る た め の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ド ッ
ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ （ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） ま た は イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に
よ り 、 試 料 中 の 遺 伝 子 発 現 を 直 接 評 価 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｄ Ｎ
Ａ 二 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 ま た は Ｄ Ｎ Ａ － タ ン
パ ク 質 二 本 鎖 を 含 む 特 定 の 二 本 鎖 の よ う な 核 酸 の 検 出 の た め に ア ッ セ イ に お い て 抗 体 を 用
い る こ と が で き る 。 表 面 上 に 二 本 鎖 を 形 成 す る と き に 、 二 本 鎖 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検
出 す る こ と が で き る よ う に 、 か か る 抗 体 を 標 識 し 、 そ し て 二 本 鎖 が 表 面 に 結 合 し て い る ア
ッ セ イ を 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発
現 を 直 接 評 価 す る た め に 、 細 胞 ま た は 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 、 お よ び 細 胞 培 養 ま
た は 体 液 の ア ッ セ イ に よ り 遺 伝 子 発 現 を 測 定 す る こ と が で き る 。 か か る 免 疫 学 的 ア ッ セ イ
に 有 用 な 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ か で よ く 、 そ し て 元 来 の 配
列 Ｃ Ｐ Ｐ に 対 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 質 量 分 析 に よ り タ ン パ ク 質 レ ベ ル を 検 出 す る こ
と も で き る 。 タ ン パ ク 質 検 出 の 別 の 方 法 は タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 用 い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　
　 当 業 者 に 公 知 の 種 々 の 方 法 の い ず れ か を 用 い て 、 発 現 の 後 、 発 現 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ を 精 製 ま
た は 単 離 す る こ と が で き る 。 適 切 な 技 術 は 、 試 料 中 に 他 に ど ん な 成 分 が 存 在 す る か に 依 存
し て 異 な る 。 単 離 ま た は 精 製 に よ り 除 去 さ れ る 夾 雑 成 分 は 、 典 型 的 に は ポ リ ペ プ チ ド の 診
断 ま た は 治 療 用 途 に 干 渉 す る 材 料 で あ り 、 そ し て 酵 素 、 ホ ル モ ン お よ び そ の 他 の 溶 質 を 挙
げ る こ と が で き る 。 選 択 さ れ る （ 複 数 の ） 精 製 工 程 は 、 例 え ば 用 い ら れ た 生 成 方 法 お よ び
生 成 さ れ た 特 定 の Ｃ Ｐ Ｐ の 性 質 に 依 存 す る 。 Ｃ Ｐ Ｐ は 分 泌 さ れ る の で 、 培 養 培 地 か ら 回 収
す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｃ Ｐ Ｐ を 宿 主 細 胞 ラ イ ゼ ー ト か ら 回 収 す る こ と が で き る 。
膜 結 合 し て い る 場 合 、 適 当 な デ タ ー ジ ェ ン ト 溶 液 （ 例 え ば Triton－ Ｘ 　 １ ０ ０ ） を 用 い て
、 ま た は 酵 素 的 切 断 に よ り そ れ を 放 出 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 凍 結 － 解 凍 の 繰 り
返 し 、 ソ ニ ケ ー シ ョ ン 、 機 械 的 崩 壊 の よ う な 種 々 の 物 理 学 的 も し く は 化 学 的 手 段 に よ り 、
ま た は 細 胞 溶 解 剤 の 使 用 に よ り Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 に 用 い た 細 胞 を 崩 壊 さ せ る こ と が で き る 。 精
製 方 法 の 実 例 と し て は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
； シ リ カ ゲ ル ま た は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ の よ う な カ チ オ ン 交 換 樹 脂 を 用 い る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； 例
え ば Sephadex　 Ｇ － ７ ５ を 用 い る ゲ ル 濾 過 ； Ｉ ｇ Ｇ の よ う な 夾 雑 物 を 除 去 す る た め の プ ロ
テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ； Ｃ Ｐ Ｐ の エ ピ ト ー プ － タ グ 化 形 態 に 結 合 さ せ る た め に 金 属
キ レ ー ト カ ラ ム を 用 い る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； エ タ ノ ー ル 沈 殿 ； 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ； ク ロ マ ト
フ ォ ー カ シ ン グ ； Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ； お よ び 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 が 挙 げ ら れ る 。 通 常 、
単 離 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ は 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。 例 え ば 、 標 準 的 な 抗 Ｃ
Ｐ Ｐ 抗 体 カ ラ ム を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ を 精 製 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 濃 縮 と 組 合 せ た 限 外
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濾 過 お よ び 透 析 技 術 も ま た 有 用 で あ る （ 例 え ば 、 Scopes,R.,PROTEIN PURIFICATION, Spri
nger-Verlag, New York, N.Y.,1982参 照 ） 。 必 要 な 精 製 の 程 度 は Ｃ Ｐ Ｐ の 用 途 に 依 存 し て
異 な る 。 精 製 が 必 要 で な い 例 も あ る 。 一 度 発 現 さ れ 、 そ し て 必 要 に よ り 精 製 さ れ る と 、 本
発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ お よ び 核 酸 は 以 下 に 詳 記 す る よ う な 多 く の 適 用 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　
　 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 用 い て ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 成 す る こ と も で き る
。 例 え ば 、 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 が 導 入 さ れ て
い る 受 精 し た 卵 細 胞 ま た は 胚 幹 細 胞 で あ る 。 次 い で か か る 宿 主 細 胞 を 用 い て 、 外 因 性 の Ｃ
Ｐ Ｐ 配 列 が そ の ゲ ノ ム に 導 入 さ れ て い る ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た は 内 因
性 Ｃ Ｐ Ｐ 配 列 が 変 化 し て い る 相 同 組 換 え 動 物 を 創 成 す る こ と が で き る 。 か か る 動 物 は Ｃ Ｐ
Ｐ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト の 機 能 お よ び ／ ま た は 活 性 を 研 究 す る の に 、 な ら び に Ｃ Ｐ Ｐ 生
物 学 的 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 お よ び ／ ま た は 評 価 す る の に 有 用 で あ る 。 「 ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 動 物 の 細 胞
が 導 入 遺 伝 子 を 含 む 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は ラ ッ ト ま
た は マ ウ ス の よ う な げ っ 歯 類 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の そ の 他 の 実 例 に は ヒ ト 以
外 の 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 両 生 類 等 が 挙 げ ら れ る 。 導 入 遺 伝 子
は 、 そ こ か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 発 達 す る 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 込 ま れ 、 そ し て 成 熟 動
物 の ゲ ノ ム に 残 る 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ で あ り 、 そ れ に よ り ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の １ つ ま た は
そ れ よ り 多 い 細 胞 型 ま た は 組 織 に お い て コ ー ド 化 遺 伝 子 生 成 物 の 発 現 を 指 向 す る 。 「 相 同
組 換 え 動 物 」 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 動 物 の 発 達 の 前 に 、 内 因 性 遺 伝 子 と 、 動
物 の 細 胞 、 例 え ば 動 物 の 胚 細 胞 に 導 入 さ れ た 外 因 性 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と の 間 の 相 同 組 換 え に よ り
内 因 性 遺 伝 子 が 変 化 し て い る 、 ヒ ト 以 外 の 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く は
マ ウ ス で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 例 え ば マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ま た は レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 に よ り Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 核 酸
を 受 精 卵 細 胞 の 雄 性 前 核 に 導 入 し 、 そ し て 偽 妊 娠 し た 雌 里 親 動 物 に お い て 卵 細 胞 の 発 達 を
可 能 に す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 創 成 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｐ
Ｐ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を 導 入 遺 伝 子 と し て ヒ ト 以 外 の 動 物 の ゲ ノ ム に
導 入 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト に 由 来 す る よ う な 、 ヒ ト Ｃ Ｐ Ｐ コ
ー ド 化 遺 伝 子 の ヒ ト 以 外 の 相 同 体 を 導 入 遺 伝 子 と し て 用 い る こ と が で き る 。 導 入 遺 伝 子 の
発 現 の 効 率 を 上 昇 さ せ る た め に 、 イ ン ト ロ ン 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル も ま た 導
入 遺 伝 子 に 含 む こ と が で き る 。 （ 複 数 の ） 組 織 特 異 的 調 節 配 列 を Ｃ Ｐ Ｐ 導 入 遺 伝 子 に 作 動
可 能 な よ う に 連 結 さ せ て 、 特 定 の 細 胞 に Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 を 指 向 さ せ る こ と が で き る 。 胚 操 作
お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン を 介 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ ス の よ う な
動 物 を 作 成 す る た め の 方 法 が 当 分 野 で 慣 用 さ れ る よ う に な っ て お り 、 そ し て 例 え ば 双 方 共
に Leder et al.,に よ る 米 国 特 許 第 ４ ７ ３ ６ ８ ６ ６ 号 お よ び 第 ４ ８ ７ ０ ０ ０ ９ 号 、 Wagner 
et al.,に よ る 米 国 特 許 第 ４ ８ ７ ３ １ ９ １ 号 、 な ら び に Hogan,B., Manipulating the Mous
e Embryo（ Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,N.Y.,1986（ そ
の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） ） に 記 載 さ れ て い る 。 類 似 の 方 法 を
そ の 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 成 に 用 い る 。 そ の ゲ ノ ム に お け る Ｃ Ｐ Ｐ 導 入 遺 伝 子
の 存 在 お よ び ／ ま た は 動 物 の 組 織 も し く は 細 胞 に お け る Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 に 基 づ い
て 導 入 遺 伝 子 創 始 動 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。 次 い で 導 入 遺 伝 子 創 始 動 物 を 用 い て 導 入
遺 伝 子 を 担 持 す る さ ら に 別 の 動 物 を 繁 殖 さ せ る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す
る 導 入 遺 伝 子 を 担 持 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を さ ら に 繁 殖 さ せ て 、 そ の 他 の 導 入 遺 伝
子 を 担 持 す る そ の 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 相 同 組 換 え に よ り 望 ま し い 核 酸 が ゲ ノ ム に 導 入 さ れ て い る 動 物 を 創 成 す る た め に 、 そ れ
に よ り Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 を 変 化 さ せ る 、 例 え ば 機 能 的 に 崩 壊 さ せ る た め に 欠 失 、 付 加 ま
た は 置 換 が 導 入 さ れ て い る 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 の 少 な く と も 一 部 を 含 有 す る ベ ク タ ー を
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調 製 す る 。 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 は ヒ ト 遺 伝 子 で よ い が 、 さ ら に 好 ま し く は 、 ヒ ト Ｃ Ｐ Ｐ コ
ー ド 化 配 列 の ヒ ト 以 外 の 相 同 体 で あ る （ 例 え ば ス ト リ ン ジ ェ ン ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
に よ り 単 離 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） 。 例 え ば 、 マ
ウ ス Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 を 用 い て マ ウ ス ゲ ノ ム の 内 因 性 遺 伝 子 を 変 化 さ せ る の に 適 当 な 相
同 組 換 え ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 相 同 組 換 え 時 に 内 因
性 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 を 機 能 的 に 崩 壊 さ せ る よ う に ベ ク タ ー を 設 計 す る （ す な わ ち も は や
機 能 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し な い ； ま た 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 ベ ク タ ー と も 称 さ れ る ） 。 あ る
い は 、 相 同 組 換 え 時 に 内 因 性 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 が 変 異 す る か 、 ま た は 別 の 方 法 で 変 化 す
る が 、 依 然 機 能 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る よ う な ベ ク タ ー を 設 計 す る （ 例 え ば 上 流 の 調 節
領 域 を 変 化 さ せ て 、 そ れ に よ り 内 因 性 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 の 発 現 を 変 化 さ せ る ） 。 相 同 組
換 え ベ ク タ ー で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 の 変 化 し た 部 分 は そ の ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 で Ｃ Ｐ
Ｐ 遺 伝 子 の さ ら に 別 の 核 酸 配 列 に よ り フ ラ ン キ ン グ さ れ 、 ベ ク タ ー に よ り 担 持 さ れ る 外 因
性 配 列 と 胚 幹 細 胞 の 内 因 性 遺 伝 子 と の 間 で 相 同 組 換 え を 生 じ る の を 可 能 に す る 。 付 加 さ れ
る フ ラ ン キ ン グ 核 酸 配 列 は 内 因 性 遺 伝 子 と の 相 同 組 換 え に 成 功 す る の に 十 分 な 長 さ で あ る
。 典 型 的 に は 、 数 キ ロ 塩 基 の フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ’ お よ び ３ ’ 末 端 の 双 方 ） は ベ ク タ
ー に 含 ま れ る （ 例 え ば Thomas,K.R. and Capecchi,M.R.(1987) Cell 51:503（ 相 同 組 換 え
ベ ク タ ー の 記 載 に 関 す る そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 参 照 ） 。
ベ ク タ ー を （ 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り ） 胚 幹 細 胞 系 に 導 入 し 、 そ し て 導 入 さ
れ た Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 配 列 が 内 因 性 遺 伝 子 と 相 同 組 換 え さ れ て い る 細 胞 を 選 択 す る （ 例 え ば
Li,E.et al.,(1992) Cell 69:915（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る
） ） 。 次 い で 選 択 さ れ た 細 胞 を 動 物 （ 例 え ば マ ウ ス ） の 胚 盤 胞 に 注 射 し て 凝 集 キ メ ラ を 形
成 す る （ 例 え ば Bradley,A.Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells. A Practical A
pproach, E.J.Robertson ed.(IRL, Oxford, 1987)113-152（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ
り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 参 照 ） 。 次 い で キ メ ラ 胚 を 適 当 な 偽 妊 娠 雌 里 親 動 物 に 移 植 し 、
そ し て 胎 仔 を 出 産 さ せ る 。 生 殖 細 胞 に 相 同 組 換 え さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 宿 す 子 孫 を 用 い て 、 導 入
遺 伝 子 の 生 殖 細 胞 系 伝 達 に よ り 動 物 の 全 細 胞 が 相 同 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 動 物 を 繁 殖 さ
せ る こ と が で き る 。 相 同 組 換 え ベ ク タ ー お よ び 相 同 組 換 え 動 物 を 構 築 す る た め の 方 法 は Br
adley,A.(1991) Current Opinion in Biotechnology 2:823-829お よ び Le Mouellec et al
.,に よ る Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 第 Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ １ ３ ５ ４ 号 ； Smithies et al.,に よ る 第 Ｗ Ｏ ９ １
／ ０ １ １ ４ ０ 号 ； Zijlstra et al.,に よ る 第 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ８ 号 な ら び に Berns et al.
,に よ る 第 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ４ １ ６ ９ 号 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本
明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 導 入 遺 伝 子 の 調 節 さ れ た 発 現 を 可 能 に す る 選 択 さ れ た 系 を 含 有 す る
ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 成 す る こ と が で き る 。 か か る 系 の 一 例 は バ ク テ リ
オ フ ァ ー ジ Ｐ １ の ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ リ コ ン ビ ナ ー ゼ 系 で あ る 。 ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ リ コ ン ビ
ナ ー ゼ 系 の 記 載 に 関 し て は 、 例 え ば Lakso et al.,(1992) PNAS 89:6232-6236（ そ の 開 示
は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） を 参 照 の こ と 。 リ コ ン ビ ナ ー ゼ 系 の 別 の 実
例 は 出 芽 酵 母 の Ｆ Ｌ Ｐ リ コ ン ビ ナ ー ゼ 系 で あ る （ O'Gorman et al.,(1991) Science 251:1
351-1355（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） ） 。 ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ
リ コ ン ビ ナ ー ゼ 系 を 用 い て 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る 場 合 、 Ｃ ｒ ｅ リ コ ン ビ ナ ー ゼ お よ
び 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 双 方 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る 動 物 が 必 要 と さ れ る 。
例 え ば 一 方 は 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 有 し 、 そ し て 他 方 は レ コ
ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る ２ つ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 交 配 さ せ
る こ と に よ り 、 「 二 重 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 構 築 す る こ と に よ り か か る 動 物 を 提 供
す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　
　 本 発 明 は さ ら に Ｃ Ｐ Ｐ の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト お よ び 変 異 体 な ら び に Ｃ Ｐ Ｐ 配 列 の 活 性 を
試 験 す る 、 ま た は そ れ を 入 手 す る 方 法 を 提 供 す る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 か か る 方 法 は 、 変
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異 体 ま た は 修 飾 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 核 酸 を 提 供 す る こ と 、 お よ び コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド が Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 表 示 す る か ど う か を 評 価 す る こ と に 関 係 す る 。 し た が っ て （
ａ ） Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の フ ラ グ メ ン ト も し く は 相 同 体 を 提 供 す る こ と ； お
よ び （ ｂ ） Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 に 適 当 な 条 件 下 で 該 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の フ ラ グ メ ン
ト も し く は 相 同 体 を Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 に 関 し て 試 験 す る こ と ； を 含 む Ｃ Ｐ Ｐ の 機 能 を 評
価 す る 方 法 が 包 含 さ れ る 。 細 胞 不 含 、 細 胞 基 盤 お よ び イ ン ビ ボ ア ッ セ イ を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ 活
性 を 試 験 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 該 ア ッ セ イ は 宿 主 細 胞 に お い て Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 を 発 現 す
る こ と 、 な ら び に 該 細 胞 お よ び そ の 他 の 影 響 を 受 け た 細 胞 に お い て Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 観 察 す る
こ と を 含 む こ と が で き る 。 別 の 実 例 で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の フ ラ グ メ ン
ト も し く は 相 同 体 を 細 胞 と 接 触 さ せ 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 観 察 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 に は ： （ １ ） 個 体 が 心 臓 血 管 障 害 を 有 し て い る か ま た は 有 す る 可 能
性 が 低 い こ と を 示 し て い る こ と ； （ ２ ） 心 臓 血 管 障 害 を 発 症 さ せ る リ ス ク が 低 い 個 体 の 血
流 を 通 し て 循 環 す る こ と ； （ ３ ） 抗 原 性 、 す な わ ち 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 特 異 的 抗 体 に 結 合 す る 能 力 ；
（ ４ ） 免 疫 原 性 、 す な わ ち 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 特 異 的 抗 体 を 作 成 す る 能 力 ； （ ５ ） と り わ け 特 異 的 な
プ ロ テ オ リ シ ス お よ び ア ミ ド 化 に よ る 、 翻 訳 後 修 飾 ； （ ６ ） Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と の 相 互 作 用
、 お よ び （ ７ ） 血 小 板 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 増 大 ； （ ８ ） カ テ コ ー ル ア ミ ン の 分 泌 ； （ ９ ） Ｎ
ａ チ ャ ネ ル の 阻 害 ； （ １ ０ ） 小 嚢 平 滑 筋 細 胞 の 伸 長 ； （ １ １ ） 血 圧 の 低 下 ； が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 当 分 野 で 公 知 の 任 意 の 適 当 な 方 法 に よ り Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 検 定 す る こ と が で き る 。
例 え ば 「 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 」 お よ び 「 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 の 使 用 」 と 題 し た セ ク シ ョ ン で 記 載 す る よ う
に 、 抗 原 性 お よ び 免 疫 原 性 を 検 出 す る こ と が で き る 。 「 診 断 お よ び 予 後 診 断 用 途 」 に 記 載
す る よ う に 血 漿 中 の 循 環 を 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と 結 合 す る ま た は 相 互
作 用 す る Ｃ Ｐ Ｐ の 能 力 の 測 定 は 、 当 業 者 に は 一 般 的 な 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 な 結 合 測 定 の
方 法 に よ り 、 達 成 さ れ 得 る 。 か か る 方 法 は さ ら に 、 「 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 」 と 題
し た セ ク シ ョ ン に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る Ｃ Ｐ Ｐ の 能 力 の 決 定 を 、 当 分 野 で 一 般 的 で あ
る よ う な 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 を 決 定 す る た め の 方 法 に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
か か る 方 法 は （ 例 え ば 膜 結 合 Ｃ Ｐ Ｐ へ の 結 合 を 検 出 す る よ う な ） 細 胞 基 盤 ま た は 細 胞 不 含
で よ い 。 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の そ の 同 族 標 的 分 子 に 対 す る 結 合 を 、 複
合 体 の 標 識 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 検 出 す る こ と に よ り 決 定 す る
こ と が で き る よ う に 、 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 標 識 基 と 結 合 さ せ
る こ と に よ り 、 被 験 化 合 物 の Ｃ Ｐ Ｐ と の 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 複 合
体 を 免 疫 沈 殿 さ せ る こ と に よ り 、 ま た は ゲ ル 電 気 泳 動 を 実 施 す る こ と に よ り 複 合 体 形 成 の
程 度 を 測 定 す る こ と が で き る 。 Ｃ Ｐ Ｐ の Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 に 結 合 す る 能 力 の 決 定 を 、 リ ア ル
タ イ ム 生 体 分 子 相 互 作 用 分 析 （ Ｂ Ｉ Ａ ） の よ う な 技 術 を 用 い て 達 成 す る こ と も で き る 。 Sj
olander,S. and Urbaniczky,C.(1991)Anal.Chem. 63:2338-2345お よ び Szabo et al.,(199
5) Curr.Opin.Struct.Biol. 5:699-705（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部
と す る ） 。 「 Ｂ Ｉ Ａ 」 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 い ず れ の 相 互 作 用 物 質 を も 標 識
し な い 、 リ ア ル タ イ ム で 生 体 特 異 的 相 互 作 用 を 研 究 す る た め の 技 術 で あ る （ 例 え ば Ｂ Ｉ Ａ
コ ア ） 。 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ Ｓ Ｐ Ｒ ） の 光 学 的 現 象 に お け る 変 化 を 、 生 物 学 的 分 子 間 の
リ ア ル タ イ ム 反 応 の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 当 業 者 は 個 体 に 関 し て 適 切 に 決 定 さ れ た 任 意 の 方 法 に よ り 心 臓 血 管 障 害 を 診 断 す る こ と
が で き る 。 症 状 お よ び 診 断 の さ ら な る 実 例 は 背 景 の セ ク シ ョ ン で 見 出 す こ と が で き 、 そ し
て 患 者 の 特 定 の プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ い て 当 業 者 に よ り 適 切 に 最 良 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 配 列 基 盤 の 構 造 予 測 に よ り 分 子 内 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と が で き る 。 か か る 予 測 は 一 般
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的 に 類 似 す る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る Ｘ 線 結 晶 学 ま た は Ｎ Ｍ Ｒ 構 造 デ ー タ に 基
づ く 。 分 子 内 相 互 作 用 の 検 出 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 用 い て 達 成 す る こ と も で き る 。 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 の 実 例 に 関 し て は 、 所 定 の タ ン パ ク 質 の 異 な る 部 分 間 で 形 成 さ れ た 連 結 は さ ら
に コ ン パ ク ト な タ ン パ ク 質 に 至 り 、 そ し て し た が っ て 、 見 か け の 分 子 量 の 低 下 に 至 る 。 還
元 剤 、 例 え ば ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） に よ り ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 崩 壊 さ せ る こ と が
で き る 。 し た が っ て 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 還 元 剤 で 処 理 し た タ ン パ ク 質 試 料 を 未 処 理
の 対 照 と 比 較 し て 、 見 か け の 分 子 量 に お け る 変 化 を 検 出 す る こ と が で き る 。 か か る 方 法 は
当 分 野 で 一 般 的 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 血 小 板 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル は 、 Kitamura et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 185, 
134-141 (1992)に 記 載 の と お り に 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 血 管 活 性 腸 管
ポ リ ペ プ チ ド （ Ｖ Ｉ Ｐ ） お よ び カ ル シ ト ニ ン 遺 伝 子 関 連 ペ プ チ ド （ Ｃ Ｇ Ｒ Ｐ ） の よ う な 有
能 な 血 管 弛 緩 ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 使 用 さ れ て き た 。
　 血 圧 、 カ テ コ ー ル ア ミ ン 分 泌 お よ び ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル 活 性 は 、 Kita et al., Eur. J.
 Pharmacol., 202, 73-79 (1991)に よ っ て 報 告 さ れ た の と 同 じ 方 法 で 検 出 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 簡 潔 に 述 べ る と 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 血 圧 の 低 下 を 検 出 す る た め に
、 ラ ッ ト の よ う な 実 験 動 物 を 麻 酔 し 、 そ し て 適 当 な 方 法 で 投 与 す る 。 記 載 の 実 施 例 に お い
て 、 雄 ウ ィ ス タ ー ラ ッ ト （ ２ 週 齢 、 ３ ０ ０ ｇ ） を ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル ナ ト リ ウ ム （ ５ ０ ミ
ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） の 腹 腔 内 注 射 に よ り 麻 酔 し た 。 各 ラ ッ ト の 血 圧 を Statham圧 力 ト ラ ン ス デ ュ
ー サ ー (Model P231D, Gould)に 接 続 し た 、 右 頸 動 脈 カ テ ー テ ル (PE-50)を 介 し て 、 連 続 的
に 観 察 し た 。 Ｐ Ｅ － １ ０ カ テ ー テ ル を 、 維 持 溶 液 お よ び 試 験 化 合 物 の 投 与 の た め 、 右 頸 静
脈 へ と 挿 入 し た 。 少 な く と も ６ ０ 分 の 平 衡 の 後 、 対 照 ま た は 試 験 化 合 物 の い ず れ か を 静 脈
内 に 各 ラ ッ ト へ 注 射 し た 。 動 物 の 血 圧 を 圧 力 ト ラ ン ス デ ュ ー サ ー に 接 続 し た 右 頸 動 脈 カ テ
ー テ ル 連 続 的 に 観 察 し た 。 該 化 合 物 の 投 与 前 後 の 血 圧 も 、 降 圧 効 果 の 確 認 の た め に 比 較 す
る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 カ テ コ ー ル ア ミ ン の 分 泌 を 、 所 望 の 化 合 物 と 培 養 ウ シ 副 腎 髄 質 細 胞 と の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 そ の 中 に 分 泌 さ れ た カ テ コ ー
ル ア ミ ン の 量 を 測 定 す る た め に 、 培 地 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に 供 す る 。 同 じ 手 順 を 陰 性 対 照 に つ い て
も 繰 り 返 す 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 培 養 ウ シ 副 腎 髄 質 細 胞 （ ４ 日 齢 、 ４ × １ ０ ６ 細 胞 ／ デ
ィ ッ シ ュ ） を Ｋ Ｒ Ｐ バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 そ し て 試 験 化 合 物 を 含 む １ ｍ ｌ の Ｋ Ｒ Ｐ バ ッ フ
ァ ー 中 で 、 ３ ７ ℃ に て １ ０ 分 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 対 照 を １ ｍ ｌ の Ｋ Ｒ Ｐ バ ッ フ ァ
ー の み 中 で 、 同 じ 条 件 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 得 ら れ た 上 清 の カ テ コ ー ル ア ミ ン の 量
を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 測 定 す る 。
　 ナ ト リ ウ ム チ ャ ネ ル 活 性 を 、 以 下 の と お り に 確 認 す る こ と が で き る 。 ウ シ 副 腎 髄 質 細 胞
を 試 験 化 合 物 も し く は 対 処 で 処 置 し た 後 、 該 細 胞 を カ ー バ コ ー ル で 刺 激 し 、 そ し て ２ ２ Ｎ
ａ の 細 胞 へ の 流 量 を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ で 測 定 す る 。 と り わ け 、 ウ シ 副 腎 髄 質 細 胞 を 試 験 化 合 物 を 含
む １ ｍ ｌ の Ｋ Ｒ Ｐ バ ッ フ ァ ー ま た は バ ッ フ ァ ー の み の 対 照 中 で 、 ３ ７ ℃ に て ５ か ら １ ０ 分
、 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 次 い で 、 カ ー バ コ ー ル （ ３ ０ ０ μ Ｍ ） を 刺 激 の た め に そ
れ に 加 え 、 そ し て ３ ７ ℃ に て ２ 分 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 細 胞 へ と 流 入 す る ２ ２ Ｎ ａ
の 量 を 、 各 試 料 に つ い て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 測 定 し た 。
　 ア ミ ド 化 を 、 試 料 ペ プ チ ド の 分 子 量 と 、 同 じ ペ プ チ ド の ア ミ ド 化 形 態 の そ れ と を 比 較 す
る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 該 ア ミ ド 化 形 態 を 一 般 的 な 方 法 に し た が っ て 、 例 え
ば 米 国 特 許 ４ ７ ０ ８ ９ ３ ４ に 記 載 の と お り に 製 造 す る こ と が で き る 。 分 子 量 は 、 当 分 野 で
一 般 的 な い ず れ か の 技 術 、 例 え ば Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 質 量
分 析 に し た が っ て 容 易 に 比 較 さ れ る 。 プ ロ テ オ リ シ ス も 、 試 料 ペ プ チ ド の 分 子 量 と 、 既 知
分 子 量 の ペ プ チ ド の そ れ と を 比 較 す る こ と に よ り 、 検 出 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、
試 験 ペ プ チ ド の 分 子 量 を 質 量 分 析 に よ り 得 、 そ し て 翻 訳 後 修 飾 を 有 す る ペ プ チ ド の 分 子 量
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を 含 む デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る 。 デ ー タ ベ ー ス の 例 に は 、 Ｇ ｅ ｎ ｐ ｅ ｐ ｔ 、 Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ Ｐ
Ｒ Ｏ Ｔ 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ お よ び Ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ 　 Ｓ ｅ ｑ ｕ ｅ ｎ ｃ ｅ 　 Ｄ ａ ｔ ａ ｂ ａ ｓ ｅ が 含 ま れ
る 。 か か る 技 術 を 本 明 細 書 で さ ら に 詳 し く 記 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　
　 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ に 特 異 的 な 抗 体 お よ び 結 合 組 成 物 を 提 供 す る 。 か か る 抗 体 お よ び 結 合 組
成 物 に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ の Ｆ ａ ｂ お よ び 一 本 鎖 Ｆ ｖ フ ラ グ
メ ン ト 、 二 重 特 異 性 抗 体 、 ヘ テ ロ 結 合 体 、 お よ び ヒ ト 化 抗 体 が 含 ま れ る 。 か か る 抗 体 お よ
び 結 合 組 成 物 を 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 、 細 菌 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 に お け る 組 換 え 発 現
、 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 組 換 え 発 現 を 含 む 種 々 の 方 式 で 生 成 す る こ と が
で き る 。 特 定 の 生 成 方 法 を 選 択 す る た め の 文 献 、 例 え ば Chadd and Chamow, Curr.Opin.Bi
otechnol., 12:188-194(2001)に 多 く の 手 引 き が あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 製 造 方 法 の 選 択 は 、 望 ま し い 抗 体 構 造 、 抗 体 上 の 炭 水 化 物 部 分 の 重 要 性 、 培 養 お よ び 精
製 の 容 易 さ 、 お よ び 経 費 を 含 む い く つ か の 因 子 に 依 存 す る 。 標 準 的 な 発 現 技 術 を 用 い て 、
全 長 抗 体 、 Ｆ ａ ｂ お よ び Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト の よ う な 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び 異 な る 種 に
由 来 す る 成 分 を 含 む キ メ ラ 抗 体 を 含 む 多 く の 異 な る 抗 体 構 造 を 作 成 す る こ と が で き る 。 エ
フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 さ ず 、 そ し て 薬 物 動 態 活 性 が 限 定 さ れ て い る Ｆ ａ ｂ お よ び Ｆ ｖ フ ラ グ
メ ン ト の よ う な 小 型 の 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 細 菌 発 現 系 で 作 成 す る こ と が で き る 。 一 本 鎖 Ｆ
ｖ フ ラ グ メ ン ト は イ ン ビ ボ 腫 瘍 に 高 度 に 選 択 的 で あ り 、 良 好 な 腫 瘍 浸 透 性 お よ び 低 い 免 疫
原 性 を 示 し 、 そ し て 血 液 か ら 急 速 に 除 去 さ れ る （ 例 え ば Freyre et al., J.Biotechnol., 
76:157-163(2000)） 。 し た が っ て 、 か か る 分 子 は 放 射 免 疫 検 出 お よ び イ ン サ イ チ ュ 放 射 線
治 療 に 望 ま し い 。 半 減 期 が 増 し た 形 態 で の 薬 物 動 態 活 性 が 治 療 目 的 の た め に 必 要 と さ れ る
場 合 は い つ も 、 そ れ で 全 長 抗 体 が 好 ま し い 。 例 え ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｇ （ Ｉ ｇ Ｇ ） 分 子 は ４
つ の サ ブ ク ラ ス ： γ １ 、 γ ２ 、 γ ３ 、 ま た は γ ４ の １ つ で よ い 。 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す
る 全 長 抗 体 が 必 要 な 場 合 、 そ れ で Ｉ ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス γ １ ま た は γ ３ が 好 ま し く 、 そ し て Ｉ
ｇ Ｇ サ ブ ク ラ ス γ １ が 最 も 好 ま し い 。 γ １ お よ び γ ３ サ ブ ク ラ ス は 強 力 な エ フ ェ ク タ ー 機
能 、 補 体 活 性 化 を 呈 し 、 そ し て 特 異 的 Ｆ ｃ 受 容 体 と の 相 互 作 用 を 介 し て 抗 体 依 存 性 細 胞 媒
介 の 細 胞 毒 性 を 促 進 す る （ 例 え ば Raju et al, Glycobiology, 10: 477-486 (2000); Lund
 et al, J. Immunol., 147: 2657-2662 (1991)） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で よ い 。 哺 乳 動 物 に お い て 例 え ば 免 疫 剤 、
お よ び 好 ま し く は ア ジ ュ バ ン ト の １ 回 ま た は そ れ よ り 多 い 注 射 の 後 、 か か る ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 一 連 の 皮 下 ま た は 腹 腔 内 注 射 に よ り 免 疫 剤 お
よ び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト を 哺 乳 動 物 に 注 射 す る 。 免 疫 剤 は Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 融 合 タ ン パ
ク 質 を 含 む こ と が で き る 。 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い
る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 原 を 結 合 す る の が 有 用 で あ ろ う 。 か か る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 実
例 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） 、 メ チ
ル 化 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ ｍ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 Ｂ 型 肝 炎 表 面 抗
原 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 お よ び 大 豆 ト リ プ シ ン 阻 害 剤 が 挙 げ ら れ る
。 ア ジ ュ バ ン ト に は 、 例 え ば フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び Ｍ Ｐ Ｌ － Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ
ン ト （ モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ッ ド Ａ 、 合 成 ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ － ミ コ ラ ー ト ） が 挙 げ ら れ
る 。 標 準 的 な プ ロ ト コ ー ル に 基 づ い て 当 業 者 に よ り 、 ま た は 通 常 的 な 実 験 に よ り 、 免 疫 プ
ロ ト コ ー ル を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 あ る い は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 一 部 を 富 化 さ せ た 粗 製 タ ン パ ク 質 調 製 物 を 用 い て 抗 体 を 作
成 す る こ と が で き る 。 か か る タ ン パ ク 質 、 フ ラ グ メ ン ト ま た は 調 製 物 を 適 切 な ア ジ ュ バ ン
ト の 存 在 下 、 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 に 導 入 す る 。 血 清 が 望 ま し く な い エ ピ ト ー プ に 対 す る ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 有 す る 場 合 、 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り ポ リ ク

10

20

30

40

50

(42) JP 2007-523844 A 2007.8.23

抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体

ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体



ロ ー ナ ル 抗 体 を 精 製 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 効 率 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 は 抗 原 お よ び 宿 主 の 種 の 双 方 に 関 連 す る 多 く の 因 子 に
よ り 影 響 を 受 け る 。 ま た 、 宿 主 動 物 は 接 種 の 部 位 お よ び 用 量 に 応 答 し て 変 化 し 、 抗 原 の 不
十 分 な 、 お よ び 過 剰 の 用 量 の 双 方 の 結 果 、 低 力 価 抗 血 清 に 至 る 。 複 数 の 皮 内 部 位 で 少 用 量
（ ｎ ｇ レ ベ ル ） の 抗 原 投 与 は 最 も 信 頼 性 が 高 い よ う で あ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 生 成
お よ び プ ロ セ シ ン グ す る た め の 技 術 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば Mayer and Walker (19
87)（ そ の 開 示 は 全 て を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） を 参 照 の こ と 。 ウ サ ギ の
た め の 有 効 な 免 疫 プ ロ ト コ ー ル を Vaitukaitis,J.et al.,J.Clin.Endocrinol.Metab. 33:9
88-991(1971) （ そ の 開 示 は 全 て を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 見 出 す こ と
が で き る 。 一 定 間 隔 で ブ ー ス タ ー 注 射 を 投 与 し 、 そ し て 半 定 量 的 に 決 定 さ れ る よ う に 、 例
え ば 寒 天 中 二 重 免 疫 拡 散 法 に よ り 抗 原 の 既 知 の 濃 度 に 対 し て そ の 抗 体 力 価 が 低 下 し 始 め た
と き 、 抗 血 清 を 収 集 す る こ と が で き る 。 例 え ば Ouchterlony,O.et al., Handbook of Expe
rimental Immunology D.Wier(ed)Blackwell(1973)Chap.19を 参 照 の こ と 。 抗 体 の プ ラ ト ー
濃 度 は 通 常 血 清 の ０ .１ か ら ０ .２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば Fisher,D., Manual 
of Clinical Immunology, 2d Ed(Rose and Friedman,Eds.) Amer.Soc.For Microbiol., W
ashington,D.C., Chap42(1980)に 記 載 さ れ る よ う に 、 競 合 結 合 曲 線 を 準 備 す る こ と に よ り
抗 血 清 の 抗 原 に 関 す る 親 和 性 を 決 定 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　
　 あ る い は 、 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で よ い 。 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、 ま た は そ
の 他 の 適 切 な 動 物 が 免 疫 剤 で 免 疫 さ れ て 、 免 疫 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る か ま
た は 生 成 す る こ と が で き る リ ン パ 球 を 誘 起 す る ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 生 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば Kohler and Milstein, Nature 256:495(1975)） 。 免 疫
剤 に は 典 型 的 に は Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び 場 合 に よ っ て は キ ャ リ ヤ が 挙 げ
ら れ る 。 あ る い は 、 イ ン ビ ト ロ で リ ン パ 球 を 免 疫 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 以 外
の 哺 乳 動 物 の 供 給 源 が 望 ま し い 場 合 は 脾 臓 細 胞 ま た は リ ン パ 節 細 胞 を 用 い 、 ま た は ヒ ト 起
源 の 細 胞 が 望 ま し い 場 合 は 末 梢 血 リ ン パ 球 （ 「 Ｐ Ｂ Ｌ 」 ） を 用 い る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ
ー ル の よ う な 適 当 な 融 合 剤 を 用 い て リ ン パ 球 を 不 死 化 細 胞 と 融 合 さ せ て ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 を 生 成 す る （ 例 え ば Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE, Acad
emic Press,pp.59-103(1986);Liddell and Cryer, A Practical Guide to Monoclonal An
tibodies (John Wiley & Sons, New York, 1991);Malik and Lillenoj, Editors, Antibo
dy Techniques (Academic Press, New York, 1994） 。 一 般 的 に 不 死 化 細 胞 は 形 質 転 換 さ
れ た 哺 乳 動 物 細 胞 、 例 え ば ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ウ シ ま た は ヒ ト 起 源 の 骨 髄 腫 細 胞 で あ る 。 好
ま し く は 融 合 さ れ て い な い 不 死 化 細 胞 の 成 長 ま た は 生 存 を 阻 止 す る １ つ ま た は そ れ よ り 多
い 物 質 を 含 有 す る 適 当 な 培 養 培 地 中 で ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 。 例 え ば 親 細 胞 が 酵
素 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ ） を 欠 如 す る
場 合 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 の 培 養 培 地 は 典 型 的 に は ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ
び チ ミ ジ ン （ Ｈ Ａ Ｔ ） 、 Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 損 細 胞 の 成 長 を 阻 止 す る 物 質 を 含 む 。 好 ま し い 不 死
化 細 胞 系 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 抗 体 の 安 定 し た 高 レ ベ ル 生 成 を 支 持 し 、 そ し て Ｈ Ａ Ｔ 培 地
の よ う な 培 地 に 感 受 性 が あ る も の で あ る 。 さ ら に 好 ま し い 不 死 化 細 胞 系 は マ ウ ス ま た は ヒ
ト 骨 髄 腫 細 胞 系 で あ り 、 こ れ を 例 え ば American Type Culture Collection（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） ,R
ockville, MD.か ら 入 手 す る こ と が で き る 。 ヒ ト 骨 髄 腫 細 胞 お よ び マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ 骨
髄 腫 細 胞 系 も ま た ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 成 に 関 し て 記 載 さ れ て い る （ 例 え ば Kozbor
, J.Immunol. 133:3001(1984)） ； Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Te
chniques and Applications, Marcel Dekker,Inc., New York, pp.51-63(1987)） 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 培 養 す る 培 養 培 地 （ 上 清 ） を 、 Ｃ Ｐ Ｐ に 対 し て 指 向 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 存 在 に 関 し て 検 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は ハ イ ブ リ ド ー マ 上 清 に 存 在
す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 免 疫 沈 澱 に よ り 、 ま た は 放 射 イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ
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Ｉ Ａ ） ま た は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） の よ う な イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ
に よ り 決 定 す る 。 適 切 な 技 術 お よ び ア ッ セ イ は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 結 合 親 和 性 を 、 例 え ば Munson and Pollard, Anal. Biochem. 107:220 (1980)の ス カ ッ
チ ャ ー ド 分 析 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 望 ま し い 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 定
し た 後 、 限 界 希 釈 法 に よ り 細 胞 を ク ロ ー ン 化 し 、 そ し て 標 準 的 な 方 法 に よ り 成 長 さ せ る こ
と が で き る （ Goding, 1986, supra） 。 こ の 目 的 の た め の 適 当 な 培 養 培 地 に は 例 え ば ダ ル
ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ Ｄ Ｅ Ｍ ） お よ び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 が 挙 げ ら れ る 。 あ る い
は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 哺 乳 動 物 の 腹 水 と し て イ ン ビ ボ で 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 例
え ば プ ロ テ イ ン Ａ － セ フ ァ ロ ー ス ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気
泳 動 、 透 析 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 、 当 業 者 に 通 常 的 に 用 い
ら れ る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 手 順 に よ り 、 選 択 さ れ た ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ れ る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 培 養 培 地 ま た は 腹 水 か ら 単 離 ま た は 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 米 国 特 許 第 ４ ８ １ ６ ５ ６ ７ 号 に 記 載 さ れ る 方 法 の よ う な 組 換 え
Ｄ Ｎ Ａ 法 に よ り 作 る こ と も で き る 。 例 え ば マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 お よ び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝
子 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ り 、 本
発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を Ｃ Ｐ Ｐ 特 異 的 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 か ら 単
離 し 、 そ し て シ ー ク エ ン シ ン グ す る こ と が で き る 。 一 度 単 離 さ れ る と 、 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク
タ ー に 挿 入 す る こ と が で き 、 次 い で こ れ を サ ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣
（ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 ま た は そ う し な け れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 生 成 し な い 骨 髄 腫 細 胞
の よ う な 、 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 合 成 さ せ る 。 例 え ば 相 同 ヒ ト 配 列 と マ ウ ス 重 鎖 お よ び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の コ ー ド 化 配
列 を 置 換 す る こ と に よ り （ Morrison et al.,Proc.Natl.Acad.Sci. 81:6851-6855 (1984)
； Neuberger et al., Nature 312:604-608 (1984)； Takeda et al., Nature 314:452-454
 (1985)） 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 化 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド の コ ー
ド 化 配 列 の 全 部 も し く は 一 部 を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 す る こ と も で き る
。 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を 本 発 明 の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン と 置 換 す る か 、 ま た は 本
発 明 の 抗 体 の １ つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン と 置 換 し て 、 キ メ ラ ２ 価 抗 体 を 創 成 す る
こ と が で き る 。 抗 体 は ま た １ 価 抗 体 で も よ い 。 １ 価 抗 体 を 調 製 す る た め の 方 法 は 当 分 野 で
公 知 で あ る 。 例 え ば 、 １ 価 抗 体 を 調 製 す る の に イ ン ビ ト ロ 法 が 適 当 で あ る 。 当 分 野 で 公 知
の 通 常 的 な 技 術 を 用 い て 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 、 特 に Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る た め の
抗 体 の 消 化 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ に 特 徴 的 な 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト も ま た 組 換 え 手 段 に よ
り 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 そ し て 抗 体 分 子 の
セ グ メ ン ト を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 選 択 す る こ と に よ り 生 成 す る こ と が で き る 。 以 下 は 抗
体 を 生 成 す る た め の 組 換 え 技 術 を 開 示 す る 実 例 的 な 参 照 文 献 で あ る ： Wall et al., Nucle
ic Acids Research, 5:3113-3128(1978)； Zakut et al., Nucleic Acids Research, 8:35
91-3601(1980)； Cabilly et al., Proc.Natl.Acad.Sci.81:3273-3277(1984)； Bose et al
., Nucleic Acids Research, 12:3791-3806(1984)； Amster et al., Nucleic Acids Rese
arch, 8:2055-2065(1980)； Moore et al.,米 国 特 許 第 ４ ６ ４ ２ ３ ３ ４ 号 ； Skerra et al.,
 Science 240:1038-1041(1988)； Huse et al., Science 246:1275-1281(1989)； な ら び に
米 国 特 許 第 ６ ０ ５ ４ ２ ９ ７ 号 ； 第 ５ ５ ３ ０ １ ０ １ 号 ； 第 ４ ８ １ ６ ５ ６ ７ 号 ； 第 ５ ７ ５ ０ １
０ ５ 号 ； お よ び 第 ５ ６ ４ ８ ２ ３ ７ 号 （ そ の 特 許 は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ）
。 特 に 、 か か る 技 術 を 用 い て 、 １ つ の 種 の 結 合 領 域 が 別 の 種 の 抗 体 の 非 結 合 領 域 と 組 合 わ
さ れ て 免 疫 原 性 を 低 減 さ せ る 種 間 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば Li
u et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.84:3439-3443(1987)、 な ら び に 特 許 第 ６ ０ ５ ４ ２ ９ ７ 号 お
よ び 第 ５ ５ ３ ０ １ ０ １ 号 ） 。 好 ま し く は 、 組 換 え に よ り 生 成 さ れ た Ｆ ａ ｂ お よ び Ｆ ｖ フ ラ
グ メ ン ト が 細 菌 宿 主 系 に お い て 発 現 さ れ る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 技 術 に よ り 全
長 抗 体 を 生 成 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 ま た は
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Ｎ Ｓ Ｏ 細 胞 に お い て 全 長 抗 体 を 発 現 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 双 方 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と が で き る 。 そ の 他 の 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ と 同 様 に 、 試 験 は 高 分 子 が プ ラ ス チ ッ ク に
非 特 異 的 に 吸 着 す る 傾 向 に 基 づ く 。 こ の 反 応 の 免 疫 学 的 活 性 の 喪 失 を 伴 わ な い 非 可 逆 性 に
よ り 、 か か る 複 合 体 の 非 結 合 材 料 か ら の 分 離 が 簡 単 な 抗 原 － 抗 体 複 合 体 の 形 成 が 可 能 に な
る 。 抗 ペ プ チ ド 血 清 の 力 価 を 測 定 す る た め に 、 免 疫 に 用 い た も の と は 異 な る キ ャ リ ヤ に 結
合 さ れ た ペ プ チ ド を ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 吸 着 さ せ る 。 次 い で
吸 着 し た 抗 原 を ウ ェ ル 内 で 抗 ペ プ チ ド 血 清 の 希 釈 物 と 反 応 さ せ る 。 非 結 合 抗 体 を 洗 い 流 し
、 そ し て 残 り の 抗 原 － 抗 体 複 合 体 を 、 免 疫 し た 動 物 の Ｉ ｇ Ｇ に 特 異 的 な 抗 体 と 反 応 さ せ る
。 こ の 第 ２ の 抗 体 は ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ の よ う な 酵 素 に 結 合 さ れ て い る 。 酵 素 基 質
が 添 加 さ れ た と き に 生 成 さ れ る 可 視 呈 色 反 応 は 、 ど の ウ ェ ル が 抗 ペ プ チ ド 抗 体 に 結 合 し て
い る か を 示 す 。 分 光 光 度 計 の 読 み の 使 用 に よ り 、 ペ プ チ ド 特 異 的 抗 体 結 合 の 量 の よ り 良 好
な 定 量 が 可 能 に な る 。 高 力 価 の 抗 血 清 は １ ０ － ３ と １ ０ － ５ 希 釈 の 間 で 直 線 状 の 力 価 曲 線
を 生 じ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　
　 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ か ら 誘 導 さ れ た 免 疫 原 、 お よ び キ ャ リ ヤ と 本 発 明 の ペ プ チ ド と の 間 の 結
合 体 を 含 む 免 疫 原 を 含 む 。 免 疫 原 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 免 疫 応 答 を
引 き 起 こ す こ と が で き る 物 質 を 指 す 。 キ ャ リ ヤ な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は
、 本 発 明 の ペ プ チ ド に 化 学 的 に 結 合 さ れ る 場 合 、 得 ら れ た 結 合 体 で 免 疫 さ れ た 宿 主 生 物 に
結 合 さ れ た ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 作 成 さ せ る 任 意 の 物 質 を 指 す 。 キ ャ リ ヤ に は 、 赤 血
球 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ な ど の 合 成 粒 子 が 含 ま れ
る 。 好 ま し く は 、 キ ャ リ ヤ は 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト
ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） 、 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 ま た は フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン
等 の よ う な タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 合 成 ペ プ チ ド を キ ャ リ ヤ に 連 結 す る 一 般 的 な 技 術 は い く つ か の 文 献 、 例 え ば Setlow et 
al.,eds., Gentetic Engineering,5:61-95 (Plenum Press, N.Y., 1983)の Walterお よ び D
oolittle、 「 合 成 ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 」 ； Green et al., Cell 28:477-487 (1982);Ler
ner et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.78:3403-3407(1981)； Shimizu et al.,米 国 特 許 第 ４ ４
７ ４ ７ ５ ４ 号 ； お よ び Ganfield et al.,米 国 特 許 第 ４ ３ １ １ ６ ３ ９ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
し た が っ て 、 こ れ ら の 参 照 文 献 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 ま た ハ プ テ ン を
キ ャ リ ヤ に 連 結 さ せ る た め の 用 い る 技 術 は 前 記 で 参 照 し た 技 術 、 例 え ば Tijssen, Practic
e and Theory of Enzyme Immunoassays (Elsevier, New York, 1985),chapter 20と 本 質
的 に 同 一 で あ る 。 ペ プ チ ド を キ ャ リ ヤ に 結 合 さ せ る た め に 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る ４ つ の
ス キ ー ム は （ １ ） 例 え ば Jaffe and Behrman, eds. Methods of Hormone Radioimmunoassa
y, (Academic Press, N.Y.,1979)の Kagan and Glick, page.328-329お よ び Walter et al.
, Proc. Natl. Acad. Sci.,vol. 77:5197-5200(1980)に よ り 開 示 さ れ て い る よ う な ア ミ ノ
結 合 の た め の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ； （ ２ ） 例 え ば Hoare et al., J.Biol.Chem. 242:2447-
2453(1967)に 開 示 さ れ る よ う な カ ル ボ キ シ ル の ア ミ ノ へ の 結 合 の た め の 水 溶 性 カ ル ボ ジ イ
ミ ド ； （ ３ ） Jaffe and Behrman, eds. （ 前 記 で 引 用 ） の Bassiri et al., page.46-47お
よ び Walter et al. （ 前 記 で 引 用 ） に 開 示 さ れ る よ う な 、 チ ロ シ ン の チ ロ シ ン 側 鎖 結 合 の
た め の ビ ス － ジ ア ゾ ベ ジ ジ ン （ Ｂ Ｄ Ｂ ） ； な ら び に （ ４ ） Kitagawa et al., J.Biochem.(
Tokyo) 79:233-239 (1976)、 お よ び Lerner et al.,（ 前 記 で 引 用 ） に 開 示 さ れ る よ う な シ
ス テ イ ン （ ま た は そ の 他 の ス ル フ ヒ ド リ ル ） の ア ミ ノ 基 へ の 結 合 の た め の マ レ イ ミ ド ベ ン
ゾ イ ル － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ サ ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ Ｍ Ｂ Ｓ ） で あ る 。 所 定 の ペ プ チ ド の タ
ン パ ク 質 キ ャ リ ヤ へ の 結 合 の た め の 適 切 な 方 法 の 選 択 の た め の 一 般 的 な ル ー ル を 以 下 の よ
う に 述 べ る こ と が で き る ： 結 合 に 関 与 す る 基 は 配 列 で １ 回 の み 、 好 ま し く は セ グ メ ン ト の
適 切 な 末 端 に 生 じ る べ き で あ る 。 例 え ば チ ロ シ ン 残 基 が そ の 潜 在 的 な 抗 原 特 性 の た め に 選
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択 さ れ た 配 列 の 主 要 な 部 分 に 生 じ る 場 合 、 Ｂ Ｄ Ｂ を 用 い て は な ら な い 。 同 様 に 、 中 央 に 位
置 す る リ ジ ン は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 法 か ら 除 外 さ れ 、 そ し て ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ
ミ ン 酸 の 存 在 よ り し ば し ば カ ル ボ ジ イ ミ ド 研 究 法 は 排 除 さ れ る 。 一 方 、 適 当 な 残 基 は 、 「
元 来 の 」 タ ン パ ク 質 配 列 で 生 じ て も 生 じ な く て も 、 結 合 部 位 と し て 選 択 さ れ た 配 列 セ グ メ
ン ト の い ず れ か の 末 端 に 位 置 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 と は 異 な っ
て 、 内 部 セ グ メ ン ト は 「 非 結 合 末 端 」 で 、 ポ リ ペ プ チ ド バ ッ ク ボ ー ン が 連 続 的 で あ る 元 来
の タ ン パ ク 質 で 見 出 さ れ る の と 同 一 の 配 列 と は 有 意 に 異 な る 。 α － ア ミ ノ 基 を ア セ チ ル 化
し 、 そ し て 次 に そ の カ ル ボ キ シ 末 端 に よ り ペ プ チ ド を 結 合 す る こ と に よ り あ る 程 度 ま で 問
題 を 改 善 す る こ と が で き る 。 キ ャ リ ヤ タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 効 率 は 、 合 成 の １ 工 程 に 放
射 活 性 ア ミ ノ 酸 を 用 い る か 、 ま た は チ ロ シ ン 残 基 の ヨ ウ 素 化 に よ り 完 成 し た ペ プ チ ド を 標
識 す る い ず れ か に よ り 調 製 し た 放 射 活 性 標 識 し た ペ プ チ ド を 用 い て 都 合 よ く 測 定 さ れ る 。
ペ プ チ ド に お け る チ ロ シ ン の 存 在 に よ り 、 所 望 に よ り 感 度 の 良 い 放 射 免 疫 ア ッ セ イ を 設 定
す る こ と も 可 能 に な る 。 し た が っ て 、 チ ロ シ ン が 元 来 の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 定 義 さ れ た ペ
プ チ ド 配 列 の 一 部 で な い 場 合 、 チ ロ シ ン を 末 端 残 基 と し て 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 好 ま し い キ ャ リ ヤ は タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ し て 好 ま し い タ ン パ ク 質 キ ャ リ ヤ に は ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン 、 ミ オ グ ロ ブ リ ン 、 卵 白 ア ル ブ ミ ン （ Ｏ Ｖ Ａ ） 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ
シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） 等 が 挙 げ ら れ る 。 Liu et al., Biochemistry, 18:690-697 (1979)に
開 示 さ れ る よ う に 、 ペ プ チ ド を Ｍ Ｂ Ｓ に よ り シ ス テ イ ン を 介 し て Ｋ Ｌ Ｈ に 連 結 さ せ る こ と
が で き る 。 ペ プ チ ド を リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 （ ｐ Ｈ ７ .５ ） 、 ０ .１ Ｍ ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ
フ ァ ー （ ｐ Ｈ ９ .０ ） 、 ま た は １ .０ Ｍ 酢 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ４ .０ ） に 溶 解 さ
せ る 。 ペ プ チ ド の 溶 解 の た め の ｐ Ｈ は ペ プ チ ド の 溶 解 性 を 最 適 化 す る よ う に 選 択 す る 。 El
lman法 （ Ellman, Arch.Biochem.Biophys. 82:7077 (1959)） に よ り 可 溶 性 ペ プ チ ド の 遊 離
の シ ス テ イ ン の 含 量 を 決 定 す る 。 各 ペ プ チ ド に 関 し て は 、 １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ
フ ァ ー （ ｐ Ｈ ７ .２ ） ０ .２ ５ ｍ ｌ 中 Ｋ Ｌ Ｍ 　 ４ ｍ ｇ を Ｍ Ｂ Ｓ （ ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド に 溶
解 さ せ る ） ０ .７ ｍ ｇ と 反 応 さ せ 、 そ し て 室 温 で ３ ０ 分 間 攪 拌 す る 。 Ｋ Ｌ Ｈ は ＞ ３ ０ ％ ホ
ル ム ア ミ ド に 不 溶 性 で あ る の で 、 Ｍ Ｂ Ｓ を 滴 加 し て ホ ル ム ア ミ ド の 局 所 濃 度 が あ ま り 高 く
な い こ と を 確 認 す る 。 次 い で 反 応 生 成 物 Ｋ Ｌ Ｈ － Ｍ Ｂ Ｓ を ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ
フ ァ ー （ ｐ Ｈ ６ .０ ） で 平 衡 に し た Sephadex　 Ｇ － ２ ５ に 通 し 、 遊 離 の Ｍ Ｂ Ｓ を 除 去 し 、
カ ラ ム 溶 出 液 の ピ ー ク 分 画 か ら Ｋ Ｌ Ｈ の 回 収 （ Ｏ Ｄ ２ ８ ０ に よ り モ ニ タ リ ン グ ） は お よ そ
８ ０ ％ で あ る と 予 測 さ れ る 。 次 い で Ｋ Ｌ Ｈ － Ｍ Ｂ Ｓ を 選 択 し た バ ッ フ ァ ー １ ｍ ｌ に 溶 解 し
た ペ プ チ ド ５ ｍ ｇ と 反 応 さ せ る 。 ｐ Ｈ を ７ － ７ .５ に 調 整 し 、 そ し て 反 応 物 を 室 温 で ３ 時
間 攪 拌 す る 。 リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 に 対 す る 結 合 体 の 試 料 の 透 析 に よ り 、 結 合 効 率 は 放 射 活
性 ペ プ チ ド で モ ニ タ リ ン グ さ れ 、 そ し て ８ ％ か ら ６ ０ ％ の 範 囲 に わ た り 得 る 。 一 度 ペ プ チ
ド － キ ャ リ ヤ 結 合 体 が 利 用 さ れ る と 、 例 え ば Campbell, Monoclonal Antibody Technology
 (Elsevier, New York, 1984)； Hurrell, ed. Monoclonal Hybridoma Antibodies: Techn
iques and Applications (CRC Press, Boca Raton, FL, 1982)； Schreier et al., Hybri
doma Techniques (Cold Spring Harbor Laboratory, New York, 1980)； 米 国 特 許 第 ４ ５
６ ２ ０ ０ ３ 号 等 に 開 示 さ れ る よ う に 、 標 準 的 な 技 術 に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る 。 特 に 、 米 国 特 許 第 ４ ５ ６ ２ ０ ０ ３ 号 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の
一 部 と す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　
　 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 は さ ら に ヒ ト 化 抗 体 ま た は ヒ ト 抗 体 を 含 み 得 る 。 「 ヒ ト 化 抗 体 」
な る 用 語 は 、 ヒ ト 以 外 の 抗 体 か ら 誘 導 さ れ た 配 列 の い く ら か を 含 有 す る キ メ ラ 抗 体 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン 鎖 ま た は （ Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） 、 ま た は 抗 体 の そ の 他 の 抗
原 結 合 部 分 配 列 の よ う な ） そ の フ ラ グ メ ン ト で あ る ヒ ト 以 外 の （ 例 え ば マ ウ ス ） 抗 体 の ヒ
ト 化 形 態 を 指 す 。 ヒ ト 化 抗 体 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） か ら
の 残 基 が 、 望 ま し い 結 合 特 異 性 、 親 和 性 お よ び 能 力 を 有 す る マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ
の よ う な ヒ ト 以 外 の 種 の Ｃ Ｄ Ｒ か ら の 残 基 に よ り 置 き 換 え ら れ て い る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
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を 含 む 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 少 な く と も １ つ の 、 そ し て 一 般 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ
ン の 実 質 的 に 全 て を 含 み 、 こ こ で こ こ で Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 全 て ま た は 実 質 的 に 全 て は ヒ ト 以 外
の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 相 当 し 、 そ し て Ｆ Ｒ 領 域 の 全 て ま た は 実 質 的 に 全 て が ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 最 適 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
、 典 型 的 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 （ Ｆ ｃ ） の 少 な く と も 一 部 を 含 む （ Jones et
 al., Nature 321:522-525 (1986)お よ び Presta, Curr.Op.Struct.Biol. 2:593-596 (199
2)） 。 ヒ ト 化 し た ヒ ト 以 外 の 抗 体 の た め の 方 法 は 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 一 般 的 に 、 さ ら に
ヒ ト 抗 体 に 酷 似 す る た め に 、 ヒ ト 化 抗 体 は ヒ ト 以 外 で あ る 供 給 源 か ら そ れ に 導 入 さ れ た １
つ ま た は そ れ よ り 多 い ア ミ ノ 酸 を 有 す る が 、 抗 体 の 独 自 の 結 合 活 性 は 依 然 保 持 し て い る 。
抗 体 の ヒ ト 化 の た め の 方 法 は Jones et al., Nature 321:522-525 (1986)； Riechmann et 
al., Nature 332:323-327 (1988)； お よ び Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 (1
988)に さ ら に 詳 記 さ れ て い る 。 か か る 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 イ ン タ ク ト な ヒ ト 可 変 ド メ イ ン
よ り 実 質 的 に 少 な い 領 域 が 、 ヒ ト 以 外 の 種 に 由 来 す る 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ て い る 、 キ
メ ラ 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　
　 ２ つ の 共 有 結 合 し た 抗 体 を 含 む ヘ テ ロ 結 合 型 抗 体 も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 架 橋 剤
に 関 係 す る も の を 含 む タ ン パ ク 質 合 成 化 学 の 公 知 の 方 法 を 用 い て イ ン ビ ト ロ で ヘ テ ロ 結 合
型 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 用 い て 、 ま た は チ オ エ ー
テ ル 結 合 を 形 成 す る こ と に よ り 免 疫 毒 素 を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 に 関 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る 。 か か る 抗
体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル で 、 そ し て 好 ま し く は ヒ ト の ま た は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 本 発 明 の 二 重
特 異 性 抗 体 の 結 合 特 異 性 の １ つ は Ｃ Ｐ Ｐ に 関 し て で あ り 、 そ し て も う １ つ は 好 ま し く は 細
胞 表 面 タ ン パ ク 質 ま た は 受 容 体 も し く は 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト に 関 し て で あ る 。 二 重 特 異 性
抗 体 を 作 る た め の 方 法 は 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 そ し て 一 般 的 に 二 重 特 異 性 抗 体 の 組 換 え 生
成 は 、 ２ つ の 重 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 有 す る 、 ２ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 ／ 軽 鎖 対 の ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 に お け る 同 時 発 現 に 基 づ く （ 例 え ば Milstein and Cuello, Nature 305:537-
539 (1983)） 。 も し 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 お よ び 軽 鎖 の 無 作 為 な 取 り 合 わ せ が ハ イ ブ リ ド ー
マ に よ り 、 可 能 性 と し て は １ ０ 個 の 異 な る 抗 体 分 子 の 生 成 に 至 る 場 合 、 正 確 な 分 子 の 精 製
は 通 常 あ る 種 の 親 和 性 精 製 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 必 要 と す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　
　 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 は 、 好 ま し く は 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ に 特 異 的 で あ り 、 そ し て そ れ 自 体 そ の 他 の タ
ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド に 高 い 親 和 性 を 伴 っ て 結 合 す る こ と は な い 。 「 重 鎖 可 変
領 域 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 （ １ ） １ １ ０ か ら １ ２ ５ ア ミ ノ 酸 長 で
あ り 、 そ し て （ ２ ） そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 重 鎖 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 か ら 出 発 し て 、 本 発 明 の 抗
体 の 重 鎖 の 配 列 に 相 当 す る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 同 様 に 「 軽 鎖 可 変 領 域 」 な る 用 語 は
（ １ ） ９ ５ か ら １ １ ５ ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 そ し て （ ２ ） そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 軽 鎖 の Ｎ 末 端
ア ミ ノ 酸 か ら 出 発 し て 、 本 発 明 の 抗 体 の 軽 鎖 の 配 列 に 相 当 す る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 Ｃ Ｐ Ｐ に 特 異 的 に 結
合 す る こ と が で き る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 均 質 な 集 団 を 指 す 。
　 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 は 、 機 能 性 モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 、 最 も 一 般 的 に は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 使
用 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 Ｃ Ｐ Ｐ に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 か ら 誘 導 さ れ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ を 遮 断 、 ま た は 中 和 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 、 一 般 的 に 、 Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 す る そ の 能 力 に よ り 選 択 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 使 用 も ま た 周 知 で あ る ； 例 え ば Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト ： Tijssen, Pra
ctice and Theory of Enzyme Immunoassays (Elsevier, Amsterdam, 1985)； お よ び Ｆ ｖ
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フ ラ グ メ ン ト ： Hochman et al., Biochemistry, 12:1130-1135 (1973)、 Sharon et al., 
Biochemistry, 15:1591-1594 (1976)お よ び Ehrlich et al.,米 国 特 許 第 ４ ３ ５ ５ ０ ２ ３ 号
； な ら び に 抗 体 半 分 子 ： Auditore-Hargreaves,米 国 特 許 第 ４ ４ ７ ０ ９ ２ ５ 号 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 好 ま し く は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は 本
発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 誘 導 さ れ る そ の 他 の 結 合 組 成 物 は Ｃ Ｐ Ｐ に 関 し て 高 い 親 和
性 を 有 し て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び 関 連 す る 分 子 の Ｃ Ｐ Ｐ に 対 す る 親 和 性 を 、 プ
ラ ス モ ン 共 鳴 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 ま た は 平 衡 透 析 を 含 む 慣 用 さ れ る 技 術 に よ り 測 定 す る こ と が
で き る 。 例 え ば Ｂ Ｉ Ａ コ ア ２ ０ ０ ０ 装 置 （ Biacore AB, Uppsala, Sweden） を 用 い て 、 製
造 者 が 推 奨 す る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 プ ラ ス モ ン 共 鳴 技 術 に よ る 親 和 性 測 定 を 行 う こ と
が で き る 。 例 え ば 、 好 ま し く は 米 国 特 許 第 ６ ２ ３ ５ ８ ８ ３ 号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｌ Ｉ
Ｓ Ａ に よ り 親 和 性 を 測 定 す る 。 好 ま し く は 、 Ｃ Ｐ Ｐ と 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 間
の 解 離 定 数 は １ ０ － ５ モ ル 濃 度 未 満 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 か か る 解 離 定 数 は １ ０ －

８ モ ル 濃 度 未 満 で あ り ； な お さ ら に 好 ま し く は 、 か か る 解 離 定 数 は １ ０ － ９ モ ル 濃 度 未 満
で あ り ； そ し て 最 も 好 ま し く は 、 か か る 解 離 定 数 は １ ０ － ９ か ら １ ０ － １ １ モ ル 濃 度 の 範
囲 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の 抗 体 は Ｃ Ｐ Ｐ を 検 出 す る の に 有 用 で あ る 。 か か る 検 出 方 法 は 心 臓 血 管
障 害 、 特 に 冠 動 脈 疾 患 の 診 断 に 有 利 に 適 用 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 を 、 抗 原 抗 体 反 応 に 関 係
す る た い て い の ア ッ セ イ に お い て 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 同 種 性 ま た は 異 種 性 で
よ い 。 同 種 ア ッ セ イ 研 究 法 で は 、 試 料 は 血 清 、 尿 、 全 血 、 リ ン パ 液 、 血 漿 、 唾 液 、 細 胞 、
組 織 、 お よ び イ ン ビ ト ロ で 培 養 さ れ た 細 胞 ま た は 組 織 に よ り 分 泌 さ れ た 材 料 の よ う な 生 物
学 的 試 料 ま た 液 体 で よ い 。 必 要 に よ り 試 料 を 前 処 理 し て 望 ま し く な い 材 料 を 除 去 す る こ と
が で き る 。 免 疫 学 的 反 応 は 通 常 特 異 的 抗 体 、 標 識 ア ナ ラ イ ト 、 お よ び 抗 原 を 含 有 す る こ と
が 疑 わ れ る 試 料 に 関 与 す る 。 標 識 か ら 生 じ た シ グ ナ ル は 、 抗 体 の 標 識 ア ナ ラ イ ト へ の 結 合
時 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 修 飾 さ れ る 。 免 疫 学 的 反 応 お よ び そ の 程 度 の 検 出 の 双 方 は 均 質
な 溶 液 で 行 わ れ る 。 用 い る こ と が で き る 免 疫 化 学 的 標 識 に は 、 遊 離 の ラ ジ カ ル 、 蛍 光 色 素
、 酵 素 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 補 酵 素 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 異 種 ア ッ セ イ 研 究 法 で は 、 試 薬 は 通 常 試 料 、 特 異 的 抗 体 、 お よ び 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を
生 成 す る た め の 手 段 で あ る 。 一 般 的 に 標 本 を プ レ ー ト ま た は ス ラ イ ド の よ う な 支 持 体 上 に
置 き 、 そ し て 液 相 の 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 次 い で 支 持 体 を 液 相 か ら 分 離 し 、 そ し て か か る シ
グ ナ ル を 生 成 す る た め の 手 段 ま た は シ グ ナ ル 生 成 系 を 用 い て 、 支 持 相 か ま た は 液 相 の い ず
れ か を 検 出 可 能 な シ グ ナ ル に 関 し て 試 験 す る 。 こ の シ グ ナ ル は 試 料 中 の 抗 原 の 存 在 に 関 係
す る 。 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る た め の 手 段 に は 、 放 射 活 性 標 識 、 蛍 光 化 合 物 、 酵 素
等 の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 異 種 イ ム ノ ア ッ セ イ の 実 例 は 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 免 疫 蛍 光
法 、 酵 素 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 等 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 前 記 の イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 の さ ら に 詳 細 な 議 論 に 関 し て は 、 Edward T.Maggio, "Enzyme
-Immunoassay" CRC Press,Inc., Boca Raton, Fla., 1980を 参 照 の こ と 。 例 え ば 米 国 特 許
第 ３ ６ ９ ０ ８ ３ ４ 号 ； 第 ３ ７ ９ １ ９ ３ ２ 号 ； 第 ３ ８ １ ７ ８ ３ ７ 号 ； 第 ３ ８ ５ ０ ５ ７ ８ 号 ；
第 ３ ８ ５ ３ ９ ８ ７ 号 ； 第 ３ ８ ６ ７ ５ １ ７ 号 ； 第 ３ ９ ０ １ ６ ５ ４ 号 ； 第 ３ ９ ３ ５ ０ ７ ４ 号 ；
第 ３ ９ ８ ４ ５ ３ ３ 号 ； 第 ３ ９ ６ ６ ３ ４ ５ 号 ； お よ び 第 ４ ０ ９ ８ ８ ７ ６ 号 も ま た 参 照 の こ と
（ こ の 列 挙 は 網 羅 を 意 図 す る も の で は な い ） 。 抗 体 お よ び 抗 体 フ ラ グ メ ン ト に 標 識 を 結 合
さ せ る 方 法 は 当 分 野 で 周 知 で あ る 。 か か る 方 法 を 米 国 特 許 第 ４ ２ ２ ０ ４ ５ ０ 号 ； 第 ４ ２ ３
５ ８ ６ ９ 号 ； 第 ３ ９ ３ ５ ９ ７ ４ 号 ； お よ び 第 ３ ９ ６ ６ ３ ４ ５ 号 に 見 出 す こ と が で き る 。 本
発 明 の 抗 体 を 用 い る こ と が で き る 技 術 の 別 の 実 例 は 免 疫 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 （ Sternber
ger, Immunocytochemistry (1979) pp.104-169） で あ る 。 あ る い は 、 抗 体 を 放 射 活 性 材 料
に 、 ま た は 薬 物 に 結 合 さ せ て 各 々 放 射 性 医 薬 品 ま た は 医 薬 品 を 形 成 す る こ と が で き る （ Ca
rrasquillo, et al., Cancer Treatment Reports (1984) 68:317-328） 。
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【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る ア ッ セ イ の １ つ の 実 施 態 様 は 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合
し て い る 表 面 の 使 用 に 関 係 す る 。 表 面 の 基 礎 を な す 構 造 は さ ま ざ ま な 形 態 を と り 、 さ ま ざ
ま な 組 成 物 を 有 し 、 そ し て 組 成 物 の 混 合 物 ま た は 薄 板 ま た は そ の 組 合 わ せ で よ い 。 表 面 は
種 々 の 形 状 お よ び 形 態 を と り 、 そ し て 使 用 お よ び 測 定 の 様 式 に 依 存 し て 寸 法 が 異 な っ て よ
い 。 実 例 と な る 表 面 は 平 ら な 、 凹 型 、 ま た は 凸 型 で よ い パ ッ ド 、 ビ ー ズ 、 デ ィ ス ク 、 ま た
は ス ト リ ッ プ で よ い 。 厚 み は 重 要 で は な く 、 一 般 的 に 約 ０ .１ か ら ２ ｍ ｍ の 厚 み で あ り 、
そ し て 任 意 の 都 合 の 良 い 直 径 ま た は そ の 他 の 寸 法 で あ る 。 表 面 は 典 型 的 に は ロ ッ ド 、 チ ュ
ー ブ 、 キ ャ ピ ラ リ ー 、 フ ァ イ バ ー 、 ス ト リ ッ プ 、 デ ィ ス ク 、 プ レ ー ト 、 キ ュ ベ ッ ト で 支 持
さ れ 、 そ し て 典 型 的 に は 多 孔 性 お よ び 多 機 能 で あ る か 、 ま た は 抗 体 の 共 有 結 合 を 可 能 に し
、 そ し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る た め の 手 段 の 一 部 を 形 成 す る そ の 他 の 化 合 物 の 結
合 を 可 能 に す る よ う に 多 機 能 化 す る こ と が で き る 。 天 然 お よ び 合 成 の 双 方 の 多 様 な 有 機 お
よ び 無 機 ポ リ マ ー な ら び に そ の 組 合 せ を 固 体 表 面 の た め の 材 料 と し て 用 い る こ と が で き る
。 実 例 的 な ポ リ マ ー に は 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ポ リ （ ４ － メ チ ル ブ テ ン ） 、
ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ メ タ ア ク リ ラ ー ト 、 ポ リ （ エ チ レ ン テ レ フ タ ラ ー ト ） 、 レ ー ヨ ン 、 ナ
イ ロ ン 、 ポ リ （ ビ ニ ル ブ チ ラ ー ト ） 、 シ リ コ ン 、 ポ リ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 セ ル ロ ー ス 、 酢
酸 セ ル ロ ー ス 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 お よ び ラ テ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。 そ の 他 の 表 面 に は 紙
、 ガ ラ ス 、 セ ラ ミ ッ ク 、 金 属 、 メ タ ロ イ ド 、 半 導 体 材 料 、 セ メ ン ト 、 ケ イ 酸 塩 等 が 挙 げ ら
れ る 。 ゲ ル 、 ゼ ラ チ ン 、 リ ポ 多 糖 類 、 ケ イ 酸 塩 、 ア ガ ロ ー ス お よ び ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド も
し く は デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ ア ル キ レ ン グ リ コ ー ル （ 炭 素 原 子 ２ か ら ３ 個 の ア ル キ レ ン ） の
よ う な い く つ か の 水 相 を 形 成 す る ポ リ マ ー を 形 成 す る 物 質 ま た は リ ン 脂 質 の よ う な 界 面 活
性 剤 も ま た 含 ま れ る 。 文 献 で 一 般 的 に 利 用 で き る 周 知 の 技 術 に よ り 抗 体 の 表 面 へ の 結 合 を
達 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば Ichiro Chibata, "Immobillized Enzymes" Press,New Yor
k (1978)お よ び Cuatrecasas, J.Bio.Chem., 245:3059 (1970)を 参 照 の こ と ） 。 本 発 明 の
こ の 態 様 に 従 っ て ア ッ セ イ を 実 施 す る と き に 、 試 料 を 水 性 溶 媒 と 混 合 し 、 そ し て 溶 媒 を そ
こ に 抗 体 が 結 合 し て い る 表 面 と 接 触 さ せ る 。 表 面 に 随 伴 さ れ る 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供
す る よ う に 、 標 識 を 水 性 溶 媒 に 同 時 に 含 め る か ま た は 続 い て 加 え る こ と が で き る 。 検 出 可
能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る た め の 手 段 は 、 標 識 さ れ た ア ナ ラ イ ト の 組 込 み に 関 係 し 得 る か 、
ま た は そ こ に 結 合 さ れ た 標 識 を 有 す る 第 ２ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に 関 係 し 得 る 。 分
離 お よ び 洗 浄 工 程 を 必 要 に よ り 実 施 す る 。 検 出 さ れ た シ グ ナ ル は 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ の 存 在 に
関 連 す る 。 同 一 の 支 持 体 上 に 目 盛 り を 含 め る こ と は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 本 発 明 に よ る
ア ッ セ イ の 特 定 の 実 施 態 様 は 、 説 明 の た め で あ っ て 限 定 す る も の で は な い が 、 ス ラ イ ド ま
た は ペ ト リ 皿 の ウ ェ ル の よ う な 支 持 体 の 使 用 に 関 係 す る 。 技 術 は 適 切 な 固 定 材 料 を 有 す る
支 持 体 上 で 分 析 さ れ る 試 料 を 固 定 し 、 そ し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 有 す る ス ラ イ ド 上 で 飼
料 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 含 む 。 例 え ば リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 の よ う な 適 切 な バ ッ フ ァ
ー で 洗 浄 し た 後 、 標 識 し た 、 抗 体 の 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー と 支 持 体 を 接 触 さ せ る 。 所 望 に
よ り イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ス ラ イ ド を 水 性 バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 浄 し 、 そ し て 標 識 さ れ た
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 の 決 定 を 行 う 。 標 識 が 蛍 光 で あ る 場 合 、 ス ラ イ ド を カ
バ ー ス リ ッ プ 上 の 蛍 光 抗 体 マ ウ ン ト 液 で 覆 い 、 そ し て 次 に 結 合 の 程 度 を 決 定 す る た め に 蛍
光 顕 微 鏡 で 試 験 す る こ と が で き る 。 一 方 、 標 識 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 さ せ た 酵 素 で
よ く 、 そ し て 沈 殿 、 着 色 等 の 形 成 に よ り 示 さ れ 得 る 酵 素 の 活 性 の 存 在 に 関 し て ス ラ イ ド を
試 験 す る こ と に よ り 結 合 の 程 度 を 決 定 す る こ と が で き る 。 本 抗 体 を 利 用 す る ア ッ セ イ の 特
定 の 実 例 は ダ ブ ル デ タ ー ミ ナ ン ト Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で あ る 。 慣 用 さ れ る 技 術 に よ り 例 え
ば ガ ラ ス ま た は ビ ニ ル プ レ ー ト の よ う な 支 持 体 を Ｃ Ｐ Ｐ に 特 異 的 な 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ す
る 。 通 常 水 性 溶 媒 中 、 Ｃ Ｐ Ｐ を 含 有 す る こ と が 疑 わ れ る 試 料 と 支 持 体 を 接 触 さ せ る 。 ３ ０
秒 か ら １ ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 、 支 持 体 を 溶 媒 か ら 分 離 し 、 例 え ば 水 ま た
は 水 性 緩 衝 溶 媒 で 洗 浄 し て 未 結 合 の Ｃ Ｐ Ｐ を 除 去 し 、 そ し て 再 度 、 通 常 水 性 溶 媒 中 で Ｃ Ｐ
Ｐ に 特 異 的 な 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 例 え ば 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ 性 ホ
ス フ ァ タ ー ゼ の よ う な 酵 素 で 抗 体 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 後 、 支 持 体 を 溶 媒 か ら 分 離 し 、 そ し て 前 記 の よ う に 洗 浄 す る 。 支 持 体 ま た は 水 性 溶 媒 の
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酵 素 活 性 を 決 定 す る 。 こ の 酵 素 活 性 は 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ の 量 に 関 連 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 前 記 で 開 示 し た 方 法 を 実 施 す る た め の キ ッ ト 、 例 え ば 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト
を 含 む 。 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 キ ッ ト は 包 装 さ れ た 組 合 せ で （ ａ ） 前 記 で さ ら に 具 体 的 に
定 義 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 な ら び に （ ｂ ） 前 記 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 的 結 合 パ ー
ト ナ ー お よ び 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る こ と が で き る 標 識 の 結 合 体 を 含 む 。 試 薬 は ま
た 緩 衝 剤 お よ び タ ン パ ク 質 安 定 剤 、 例 え ば 多 糖 類 等 の よ う な 補 助 剤 を 含 む こ と も で き る 。
キ ッ ト は さ ら に 、 必 要 な 場 合 、 標 識 が 系 の メ ン バ ー で あ る 、 シ グ ナ ル 生 成 系 の そ の 他 の メ
ン バ ー 、 試 験 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 干 渉 を 低 減 さ せ る た め の 薬 剤 、 対 照 試 薬 、 試 験 を 行 う た
め の 装 置 等 を 含 む こ と が で き る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 診 断 キ ッ ト は 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 お よ び 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る こ と が で き る 標 識 の 結 合 体 を 含 む 。 前 記 し た
よ う な 補 助 剤 も ま た 存 在 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 さ ら に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 免 疫 沈 澱 の よ う な 標 準 的 な 技 術 に よ
り 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ を 単 離 す る こ と が で き る 。
例 え ば 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 は 細 胞 か ら の 天 然 の Ｃ Ｐ Ｐ 、 お よ び 宿 主 細 胞 に お い て 発 現 さ れ た 組 換
え に よ り 生 成 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ の 精 製 を 促 進 す る こ と が で き る 。 さ ら に （ 例 え ば 血 漿 、 細 胞 ラ
イ ゼ ー ト ま た は 細 胞 上 清 中 の ） 低 濃 度 の Ｃ Ｐ Ｐ の 検 出 を 助 け る た め に 、 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ の 発
現 の 存 在 度 お よ び パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 、 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ を 単 離 す る こ
と が で き る 。 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を 診 断 に 用 い て 臨 床 試 験 手 順 の 一 部 と し て 、 例 え ば 所 定 の 処 置
計 画 の 有 効 性 を 決 定 す る た め に 組 織 に お け る タ ン パ ク 質 レ ベ ル を モ ニ タ リ ン グ す る こ と が
で き る 。 抗 体 を 標 識 基 に 結 合 さ せ る （ す な わ ち 物 理 学 的 連 結 す る ） こ と に よ り 検 出 を 促 す
こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　
　 米 国 特 許 第 ６ ２ ２ ５ ０ ２ ７ 号 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ １ ０ ０ １ ４ ４ ６ １ 号 （ そ の 開
示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 記 載 さ れ る よ う に 、 リ テ ン テ ー ト ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー （ 好 ま し く は タ ン パ ク 質 ア レ イ ） を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 、
精 製 、 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ を 達 成 す る こ と が で き る 。 簡 単 に は 、 リ テ ン テ ー ト ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド （ お よ び ／ ま た は そ の 他 の 試 料 成 分 ） が 吸 収 剤 （ 例 え ば ア レ
イ ま た は チ ッ プ ） に 保 持 さ れ 、 そ し て 続 い て 検 出 さ れ る 方 法 を 記 載 す る 。 か か る 方 法 は （
１ ） 複 数 の 異 な る 吸 着 剤 ／ 溶 離 剤 の 組 合 せ （ 「 選 択 条 件 」 ） の 下 で 、 試 料 か ら 基 質 に ポ リ
ペ プ チ ド を 選 択 的 に 吸 着 さ せ る こ と ； お よ び （ ２ ） 脱 離 分 光 法 に よ り （ 例 え ば 質 量 分 析 に
よ り ） 吸 着 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 保 持 を 検 出 す る こ と ； に 関 与 す る 。 慣 用 さ れ る ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 法 で は 、 吸 着 剤 の ポ リ ペ プ チ ド は 検 出 の 前 に 溶 出 さ れ る 。 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー の 脱 離 分 光 法 に よ る 検 出 と の 結 合 に よ り 、 並 外 れ た 感 受 性 、 保 持 さ れ た 成 分 を 種 々 の
異 な る 選 択 条 件 で 迅 速 に 分 析 す る 能 力 、 お よ び 異 な る 溶 出 条 件 下 で ア レ イ 上 の 異 な る 部 位
に 吸 着 さ れ た 成 分 の 並 行 し た プ ロ セ シ ン グ が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 こ れ ら の 方 法 は ： コ ン ビ ナ ト リ ア ル 、 生 化 学 的 分 離 お よ び Ｃ Ｐ Ｐ の 精 製 ； 差 次 的 遺 伝 子
発 現 の 研 究 ； タ ン パ ク 質 レ ベ ル に お け る 差 異 の 検 出 （ 例 え ば 診 断 用 ） ； な ら び に 分 子 認 識
事 象 の 検 出 （ 例 え ば ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 創 薬 用 ） ； に 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明
は 並 行 お よ び 多 重 の 双 方 の ポ リ ペ プ チ ド プ ロ セ シ ン グ 能 力 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 分 子 発
見 お よ び 診 断 装 置 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び Ｃ Ｐ Ｐ 結 合 物 質 は 好 ま し く は
標 識 基 に 結 合 さ れ て お り 、 そ し て し た が っ て 直 接 検 出 さ れ 、 単 一 ユ ニ ッ ト 操 作 の 間 に 同 一
の 「 サ ー キ ッ ト 」 （ す な わ ち ア ド レ ス 可 能 な 「 チ ッ プ 」 位 置 ） か ら ２ つ ま た は そ れ よ り 多
い シ グ ナ ル の 同 時 伝 達 が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　
　 本 発 明 に 従 っ て 、 任 意 の 装 置 、 方 法 、 過 程 等 を 利 用 し て 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 同 一 性 お
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よ び 存 在 度 を 決 定 す る こ と が で き る 。 同 一 性 を 得 る 好 ま し い 方 法 は 、 試 料 中 の タ ン パ ク 質
分 子 を イ オ ン 化 し 、 そ し て 次 に 得 ら れ た タ ン パ ク 質 の 質 量 お よ び 電 荷 を 検 出 お よ び 決 定 す
る 質 量 分 析 に よ る も の で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 を 分 析 す る の に 質 量 分 析 を 使 用 す る た め に 、 タ ン パ ク 質 を 気 体 － イ オ ン 相 に
変 換 す る の が 好 ま し い 。 例 え ば 高 速 イ オ ン 照 射 （ Ｆ Ａ Ｂ ） 、 プ ラ ズ マ 脱 離 、 レ ー ザ ー 脱 離
、 熱 脱 離 、 好 ま し く は エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 （ Ｅ Ｓ Ｉ ） お よ び マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ
ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） を 含 む タ ン パ ク 質 イ オ ン 化 の 種 々 の 方 法 が 有 用 で あ
る 。 限 定 す る も の で は な い が 、 飛 行 時 間 型 （ Ｔ Ｏ Ｆ ） 、 イ オ ン ト ラ ッ プ （ Ｉ Ｔ Ｍ Ｓ ） 、 フ
ー リ エ 変 換 イ オ ン サ イ ク ロ ト ロ ン （ Ｆ Ｔ Ｍ Ｓ ） 、 四 重 極 イ オ ン ト ラ ッ プ 、 お よ び セ ク タ ー
（ 電 気 お よ び ／ ま た は 磁 気 ） 分 光 計 を 含 む 多 様 な 質 量 分 析 器 が ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質
分 析 に 利 用 可 能 で あ る 。 例 え ば イ オ ン ト ラ ッ プ Ｍ Ｓ に 関 し て は 米 国 特 許 第 ５ ５ ７ ２ ０ ２ ５
号 を 参 照 の こ と 。 質 量 分 析 器 を 単 独 で 、 ま た は そ の 他 の 質 量 分 析 器 と 組 合 せ て タ ン デ ム 質
量 分 析 器 で 使 用 す る こ と が で き る 。 後 者 の 場 合 、 第 １ の 質 量 分 析 器 を 用 い て お 互 い か ら タ
ン パ ク 質 イ オ ン （ 前 駆 体 イ オ ン ） を 分 離 し 、 そ し て 試 料 中 の 種 々 の タ ン パ ク 質 成 分 の 分 子
量 を 決 定 す る 。 第 ２ の 質 量 分 析 器 を 用 い て 、 例 え ば 不 活 性 ガ ス を 用 い る こ と に よ り 、 例 え
ば 前 駆 体 イ オ ン を 生 成 イ オ ン に フ ラ グ メ ン ト 化 す る こ と に よ り 各 々 の 別 個 の 成 分 を 分 析 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 三 連 四 重 極 、 タ ン デ ム 飛 行 時 間 型 、 イ オ ン ト ラ ッ プ 、 お よ び ／ ま
た は そ の 組 合 せ を 含 む 質 量 分 析 器 の 任 意 の 望 ま し い 組 合 せ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 多 種 の 検 出 器 を 用 い て タ ン パ ク 質 イ オ ン を 検 出 す る こ と が で き る 。 例 え ば イ オ ン 電 子 倍
増 管 ま た は 低 温 検 出 器 （ 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ６ ４ ０ ０ １ ０ 号 ） の よ う な 破 壊 検 出 器 を 利 用
す る こ と が で き る 。 こ れ に 加 え て 、 四 重 極 イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 器 ま た は Ｆ Ｔ Ｍ Ｓ の イ
オ ン 電 流 ピ ッ ク ア ッ プ 装 置 と し て 用 い ら れ る イ オ ン ト ラ ッ プ の よ う な 非 破 壊 検 出 器 を 用 い
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ に 関 し て は 、 乾 燥 液 滴 （ Karasand Hillenkamp, Anal.Chem., 60:22
99-2301, 1988） 、 真 空 乾 燥 （ Winberger et al.,, Proceedings of the 41st ASMS Confe
rence on Mass Spectrometry and Allied Topics, San Francisco, May 31-June 4,1993,
 pp.775a-b） 、 結 晶 粉 砕 （ Xiang et al., Rapid Coumm.Mass Spectrom., 8:199-204, 199
4） 、 緩 慢 結 晶 成 長 （ Xiang et al., Org,Mass Spectrom,28:1424-1429, 1993） ； 活 性 フ
ィ ル ム （ Mock et al., Rapid Coumm.Mass Spectrom., 6:233-238, 1992； Bai et al., An
al.Chem. 66:3423-3430, 1994） 、 空 気 ス プ レ ー （ Kochling et al., Proceedings of the
 43rd ASMS Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, Atlanta,GA, May 21
-May 26,1995, pp.1225） ； エ レ ク ト ロ ス プ レ ー （ Hensel et al., Proceedings of the 4
3rd ASMS Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, Atlanta,GA, May 21-M
ay 26,1995, pp.947） ； 高 速 溶 媒 蒸 発 （ Vorm et al., Anal.Chem. 66:3281-3287, 1994）
； サ ン ド ウ ィ ッ チ （ Li et al., J.Am.Chem.soc. 11(8):11662-11663, 1996） ； お よ び 二
層 法 （ Dal et al., Anal.Chem. 71:1087-1091, 1999） を 含 む 多 く の 試 料 調 製 方 法 を 利 用
す る こ と が で き る 。 Liang et al., Rapid Commun. Mass Spectrom., 10:1219-1226, 1996
； van Adrichem et al., Anal.Chem. 70:923-930, 1998も ま た 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 分 析 に 関 し て は 、 試 料 を 液 相 で エ ネ ル ギ ー 吸 収 化 合 物 ま た は コ ロ イ ド （ マ ト
リ ッ ク ス ） と 混 合 し 、 そ し て 最 終 的 に は 溶 液 を 不 活 性 プ ロ ー ブ の 表 面 上 で 固 体 の 状 態 ま で
乾 燥 す る こ と に よ り 固 体 の 状 態 の 共 結 晶 ま た は 薄 膜 と し て 調 製 す る 。 エ ネ ル ギ ー 吸 収 分 子
（ Ｅ Ａ Ｍ ） が 試 料 提 示 表 面 の 不 可 欠 な 成 分 で あ る 場 合 も あ る 。 Ｅ Ａ Ｍ 適 用 計 画 に 関 わ ら ず
、 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 器 （ Ｌ Ｄ Ｉ Ｍ Ｓ ） へ の 導 入 の 前 に プ ロ ー ブ
内 容 物 を 固 体 状 態 ま で 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｔ Ｏ Ｆ 質 量 分 析 に お け る イ オ ン 検 出 を 典 型 的 に は 電 子 倍 増 管 （ Ｅ Ｍ Ｐ ） ま た は マ イ ク ロ
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チ ャ ネ ル プ レ ー ト （ Ｍ Ｃ Ｐ ） の よ う な 電 気 放 射 検 出 器 を 用 い て 達 成 す る 。 こ れ ら の 双 方 の
装 置 は １ 次 入 射 荷 電 粒 子 の ２ 次 、 ３ 次 、 ４ 次 等 の 電 子 の カ ス ケ ー ド へ の 変 換 に よ り 機 能 す
る 。 単 一 の 入 射 荷 電 粒 子 の 衝 撃 に よ り 作 成 さ れ る ２ 次 電 子 の 可 能 性 は こ の 荷 電 粒 子 の イ オ
ン か ら 電 子 へ の 変 換 効 率 （ ま た は よ り 単 純 に は 、 変 換 効 率 ） で あ る と 考 え る こ と が で き る
。 カ ス ケ ー ド 事 象 で 生 じ た 全 電 子 は 、 入 射 荷 電 粒 子 の 全 数 と 比 較 し た 場 合 、 典 型 的 に は 検
出 器 獲 得 と し て 記 載 さ れ る 。 一 般 的 に は Ｍ Ｃ Ｐ の 全 体 の 応 答 時 間 は Ｅ Ｍ Ｐ の も の に か な り
優 れ て い る の で 、 質 量 ／ 電 荷 分 解 能 強 化 に 関 し て は Ｍ Ｃ Ｐ が 好 ま し い 電 子 放 出 検 出 器 で あ
る 。 し か し な が ら 、 Ｅ Ｍ Ｐ は イ オ ン 集 団 の 費 や さ れ た 運 動 エ ネ ル ギ ー を 検 出 す る た め に 良
好 に 機 能 し 、 こ の 場 合 迅 速 な 応 答 時 間 お よ び 広 い 周 波 数 帯 域 幅 は 必 要 で は な い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 消 化 さ れ た タ ン パ ク 質 の 分 析 の た め に 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー タ
ン デ ム 質 量 分 析 器 （ Ｌ Ｃ － Ｔ Ｍ Ｓ ） を 用 い る 。 こ の 系 に よ り 、 タ ン デ ム 質 量 分 析 器 に 続 く
液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 使 用 に よ る 試 料 分 離 の さ ら に 別 の 段 階 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 実 施 例 １ に 記 載 す る 系 に 従 っ て カ ラ ム か ら 溶 出 さ れ た タ ン パ ク 質 を
Ｍ Ｓ お よ び Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ 分 析 の 双 方 を 用 い て 分 析 す る 。 例 え ば 、 Ｒ Ｐ ２ か ら 溶 出 す る わ ず か
な 無 傷 の タ ン パ ク 質 を Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ 　 Ｍ Ｓ を 用 い る オ ン ラ イ ン 検 出 に 回 す こ と が で き る 。
ト リ プ シ ン で 消 化 す る か ま た は し な い 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｍ Ｓ 用 お よ び Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ 用 の 調 製
、 な ら び に 種 々 の マ ト リ ッ ク ス を 有 す る Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ プ レ ー ト の 調 製 を 可 能 に す る 多 く の プ
レ ー ト に タ ン パ ク 質 を 等 分 す る 。 こ の よ う に 方 法 に よ り 無 傷 の 質 量 に 関 す る 情 報 に 加 え て
、 ペ プ チ ド 質 量 フ ィ ン ガ ー プ リ ン テ ィ ン グ お よ び Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ 技 術 の 双 方 に よ り 分 析 を 行 う
こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 本 明 細 書 に て 記 載 す る タ ン パ ク 質 を 分 離 お よ び 分 画 化 す る 方 法 に よ り 、 少 数 の 識 別 さ れ
る タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 個 々 の タ ン パ ク 質 ま た は 分 画 が 提 供 さ れ る 。 そ の フ ラ グ メ ン ト 化
か ら 得 ら れ る タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド の 分 子 量 の 質 量 ス ペ ク ト ル 決 定 に よ り こ れ ら の タ
ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 利 用 可 能 な 情 報 を 利 用
す る こ と で 、 イ ン シ リ コ で 作 成 さ れ た タ ン パ ク 質 分 解 性 ペ プ チ ド 質 量 パ タ ー ン と 、 実 験 的
に 観 察 さ れ た 質 量 と の 間 で 比 較 を 行 う こ と が で き る 。 （ い く つ か の 基 準 の 中 で も 特 に ） 理
論 的 お よ び 実 験 的 タ ン パ ク 質 分 解 フ ラ グ メ ン ト 間 の 適 合 数 に 基 づ い て 、 「 ヒ ッ ト リ ス ト 」
を コ ン パ イ ル し 、 デ ー タ ベ ー ス の 候 補 タ ン パ ク 質 を ラ ン ク 付 け す る 。 ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ
お よ び 配 列 デ ー タ ベ ー ス 検 索 計 画 に 基 づ い て 、 タ ン パ ク 質 同 定 オ ン ラ イ ン に 関 す る ソ フ ト
ウ ェ ア を 提 供 す る い く つ か の ウ ェ ブ サ イ ト に ア ク セ ス で き る （ 例 え ば http://www.expasy.
ch） 。 Ｍ Ｓ を 用 い る ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ お よ び シ ー ク エ ン シ ン グ の 方 法 は Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ２ ５
２ ８ １ ９ 、 米 国 特 許 第 ５ ５ ３ ８ ８ ９ ７ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ８ ６ ９ ２ ４ ０ 号 、 米 国 特 許 第 ５ ５
７ ２ ２ ５ ９ 号 お よ び 米 国 特 許 第 ５ ６ ９ ６ ３ ７ ６ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 Yates, J.Mass Spec
., 33:1 (1998)も ま た 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 質 量 分 析 器 か ら 収 集 し た デ ー タ は 各 検 出 事 象 に 関 す る 強 度 お よ び 質 量 対 電 荷 比 を 含 む 。
例 え ば グ ラ フ 、 数 値 、 ま た は デ ジ タ ル も し く は ア ナ ロ グ 形 態 の い ず れ か の 電 子 形 式 を 含 む
任 意 の 適 当 な 形 態 で ス ペ ク ト ル デ ー タ を 記 録 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は ス ペ ク ト ル を
例 え ば フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク 、 テ ー プ も し く は ハ ー ド デ ィ ス ク な ど の 磁 気 ； Ｃ Ｄ － Ｒ Ｏ Ｍ も
し く は レ ー ザ ー デ ィ ス ク の よ う な 光 学 ； ま た は Ｒ Ｏ Ｍ － Ｃ Ｈ Ｉ Ｐ Ｓ を 含 む 保 存 媒 体 に 記 録
す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 所 定 の 試 料 の 質 量 ス ペ ク ト ル に よ り タ ン パ ク 質 強 度 、 質 量 対 電 荷 比 、 お よ び 分 子 量 に 関
す る 情 報 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 デ ー タ ベ ー ス を ク エ リ ー す る た
め の 適 合 基 準 と し て 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 用 い る 。 通 常 、 例 え ば １ 価 の プ ロ ト ン
化 分 子 イ オ ン に 関 し て イ オ ン 化 プ ロ ト ン の 質 量 を 引 く こ と に よ り 、 測 定 し た 質 量 対 電 荷 比
を 多 価 イ オ ン の 荷 電 数 で 掛 け 、 そ し て イ オ ン 化 プ ロ ト ン の 数 を 引 く こ と に よ り 分 子 量 を 便
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宜 的 に 算 出 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 種 々 の デ ー タ ベ ー ス が 有 用 で あ る 。 有 用 な デ ー タ ベ ー ス に は 、 ゲ ノ ム 配
列 、 発 現 さ れ た 遺 伝 子 配 列 、 お よ び ／ ま た は 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 配 列 を 含 有 す る デ ー タ
ベ ー ス が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し い デ ー タ ベ ー ス は 、 公 知 の 生 物 、 器 官 、 組 織 ま た は 細 胞 型 に
存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 誘 導 の タ ン パ ク 質 の 分 子 量 を 含 む 。 オ ー プ ン ・ リ ー デ ィ グ ・ フ
レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 同 定 し 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を タ ン パ ク 質 配 列 お よ び 分 子 量 情 報
に 変 換 す る た め の ア ル ゴ リ ズ ム が 多 く 存 在 す る 。 SwissPROT/TrEMBLデ ー タ ベ ー ス （ http:/
/www.expasy.ch） を 含 む い く つ か の 公 的 に ア ク セ ス 可 能 な デ ー タ ベ ー ス を 利 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 典 型 的 に は 質 量 分 析 器 に 、 特 定 の 閾 値 レ ベ ル を 超 え る ピ ー ク を 同 定 し 、 検 出 し た イ オ ン
の 質 量 、 電 荷 お よ び 強 度 を 計 算 す る 市 販 の ソ フ ト ウ ェ ア を 装 備 す る 。 分 子 量 を 所 定 の 出 力
ピ ー ク と の 相 関 は ス ペ ク ト ル デ ー タ か ら 直 接 達 成 で き 、 す な わ ち こ こ で イ オ ン の 電 荷 は １
で あ り 、 そ し て し た が っ て 分 子 量 は 計 算 機 の 値 か ら イ オ ン 化 プ ロ ト ン の 質 量 を 引 い た も の
に 等 し い 。 し か し な が ら 、 タ ン パ ク 質 イ オ ン を 、 Ｎ 、 Ｃ 、 お よ び Ｋ 'の よ う な 種 々 の 対 イ
オ ン お よ び 付 加 物 と 複 合 化 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 場 合 、 所 定 の タ ン パ ク 質 イ オ ン
が 、 同 一 タ ン パ ク 質 の 異 な る イ オ ン 状 態 （ ま た は 種 ） を 表 す 、 ト リ プ レ ッ ト の よ う な 多 重
ピ ー ク を 呈 す る こ と が 予 測 さ れ る 。 し た が っ て 、 同 一 タ ン パ ク 質 か ら 生 じ る ピ ー ク の フ ァ
ミ リ ー を 決 定 す る た め に 、 ス ペ ク ト ル デ ー タ を 分 析 お よ び 処 理 す る こ と が 必 要 か も し れ な
い 。 通 常 、 例 え ば Mann et al., anal.Chem. 61:1702-1708 (1989)に 記 載 さ れ る よ う に こ
の 分 析 を 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 質 量 分 析 器 か ら 算 出 し た 分 子 量 を 、 ゲ ノ ム ま た は 発 現 さ れ た 遺 伝 子 デ ー タ ベ ー ス の よ う
な デ ー タ ベ ー ス か ら 予 測 さ れ る 分 子 量 に 適 合 さ せ る の に 、 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ を 考 慮 し な
け れ ば な ら な い か も し れ な い 。 タ ン パ ク 質 分 解 性 プ ロ セ シ ン グ 、 Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン の 除 去
、 ア セ チ ル 化 、 メ チ ル 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 等 を 含 む 、 タ ン パ ク 質 構 造 を 修 飾 す る
種 々 の プ ロ セ シ ン グ 事 象 が あ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 未 知 の 分 子 量 に 適 合 す る タ ン パ ク 質 の 範 囲 に 関 し て デ ー タ ベ ー ス を ク エ リ ー す る こ と が
で き る 。 装 置 の 精 度 、 試 料 を 調 製 し た 方 法 等 に よ り 範 囲 ウ イ ン ド ウ を 決 定 す る こ と が で き
る 。 ス ペ ク ト ル の ヒ ッ ト （ こ こ で ヒ ッ ト は 適 合 で あ る ） の 数 に 基 づ い て 、 未 知 の タ ン パ ク
質 ま た は ペ プ チ ド を 同 定 ま た は 分 類 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 質 量 分 析 器 に よ り １ つ ま た は そ れ よ り 多 い Ｃ Ｐ Ｐ を 同 定 す る 方 法 は 心 臓 血 管 障 害 の 診 断
お よ び 予 後 診 断 に 有 用 で あ る 。 好 ま し く は 、 か か る 方 法 を 用 い て 、 ヒ ト 血 漿 に 存 在 す る １
つ ま た は そ れ よ り 多 い Ｃ Ｐ Ｐ を 検 出 す る 。 実 例 的 な 技 術 は 米 国 特 許 出 願 第 ０ ２ ／ ０ ０ ６ ０
２ ９ ０ 号 、 第 ０ ２ ／ ０ １ ３ ７ １ ０ ６ 号 、 第 ０ ２ ／ ０ １ ３ ８ ２ ０ ８ 号 、 第 ０ ２ ／ ０ １ ４ ２ ３
４ ３ 号 、 第 ０ ２ ／ ０ １ ５ ５ ５ ０ ９ 号 （ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す
る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　
　 本 明 細 書 で 記 載 す る 核 酸 分 子 、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 相 同 体 、 お よ び 抗 体 を １ つ ま た
は そ れ よ り 多 い 以 下 の 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る ： 診 断 ア ッ セ イ 、 予 後 診 断 ア ッ セ イ 、
臨 床 試 験 の モ ニ タ リ ン グ 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 お よ び 薬 理 遺 伝 学 ； に お い て 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 記 載 す る よ う な Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の 診 断 お よ
び 予 後 診 断 ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 Ｃ Ｐ Ｐ お よ び Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 、 特 に 天 然 ア ゴ ニ ス ト お よ
び ア ン タ ゴ ニ ス ト 間 の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の 診 断 お よ び 予 後 診 断 ア ッ セ イ も ま た 提 供
さ れ る 。
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【 ０ １ ９ １ 】
　 本 発 明 は ２ つ ま た は そ れ よ り 多 い 試 料 間 で 差 次 的 に 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る
た め の 方 法 を 提 供 す る 。 「 差 次 的 発 現 」 と は 試 料 間 の ポ リ ペ プ チ ド の 質 ま た は 量 の 差 異 を
指 す 。 か か る 差 異 は 翻 訳 後 修 飾 に よ る 転 写 か ら の タ ン パ ク 質 発 現 の 任 意 の 段 階 で 生 じ 得 る
。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ア レ イ 法 を 用 い て 、 ２ つ の 試 料 を 吸 着 剤 （ 例 え ば チ ッ プ ） の 異 な る
セ ッ ト 上 の 親 和 性 ス ポ ッ ト に 結 合 さ せ 、 そ し て 認 識 マ ッ プ を 比 較 し て 吸 着 剤 の ２ つ の セ ッ
ト に よ り 差 次 的 に 保 持 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る 。 差 次 的 な 保 持 に は ポ リ ペ プ チ ド の
量 的 な 保 持 お よ び 質 的 な 差 異 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 修 飾 に お け る 差 異
は 、 結 合 特 性 の 差 異 （ 例 え ば グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 は レ ク チ ン 吸 着 剤 に 差 次 的 に 結 合 す
る ） ま た は 質 量 の 差 異 （ 例 え ば 翻 訳 後 切 断 生 成 物 ） と し て 検 出 可 能 な 認 識 マ ッ プ の 差 異 を
生 じ 得 る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 吸 着 剤 は 疾 患 ま た は 症 候 群 の 診 断 用 マ ー カ ー の 組 合 せ に
選 択 さ れ た 親 和 性 ス ポ ッ ト の ア レ イ を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 脱 離 分 光 法 （ 例 え ば 質 量 分 析 ） に よ る 分 析 の た め の 種 々 の 条 件 に 試 料 を 暴 露 す る こ と に
よ り 、 試 料 間 の ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル に お け る 差 異 （ 例 え ば 血 漿 試 料 中 に 差 次 的 に 発 現 さ れ
た Ｃ Ｐ Ｐ ） を 同 定 す る こ と が で き る 。 物 理 化 学 的 特 製 （ 例 え ば 分 子 量 ） を 検 出 す る こ と に
よ り 未 知 の タ ン パ ク 質 を 同 定 す る こ と が で き 、 そ し て こ の 情 報 を 用 い て 類 似 の プ ロ フ ィ ー
ル を 有 す る タ ン パ ク 質 に 関 し て デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ を 検 出 す る 好 ま し い 方 法 は 質 量 分 析 技 術 を 利 用 す る 。 か か る 方 法 は 試 料 、 例 え ば
診 断 ま た は 予 後 診 断 の た め に 提 示 さ れ た 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る 特 定 の Ｃ Ｐ Ｐ ア イ ソ フ
ォ ー ム の 大 き さ お よ び 特 徴 に つ い て の 情 報 を 提 供 す る 。 質 量 分 析 技 術 を 「 質 量 分 析 に よ る
Ｃ Ｐ Ｐ の 検 出 」 と 題 し た セ ク シ ョ ン に 詳 記 す る 。 実 施 例 １ は 、 生 物 学 的 試 料 が 質 量 分 析 に
よ る 特 徴 付 け の 前 に ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 分 離 さ れ る 好 ま し い 検 出 ス キ ー ム の 概 要 を
示 す 。 本 発 明 は ： 少 な く と も １ つ の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ り 生 物 学 的 試 料 （ 例 え ば
血 漿 、 血 清 、 リ ン パ 液 、 脳 脊 髄 液 、 特 定 の 組 織 の 細 胞 ラ イ ゼ ー ト ） を 分 画 化 す る こ と ； 分
画 を 質 量 分 析 に 供 す る こ と ； お よ び 質 量 分 析 で 観 察 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 種 の 特 徴 を 既 知 の
Ｃ Ｐ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 表 １ に 開 示 す る よ う な Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ ） の 特 徴 と 比 較 す る こ と ；
の 工 程 を 含 む 生 物 学 的 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 単 離 さ れ た 本 発 明 の 核 酸 分 子 を 用 い て 、 さ ら に 以 下 に 記 載 す る よ う に 、 例 え ば （ 例 え ば
生 物 学 的 試 料 中 の ） Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 的 変 化 を
検 出 し 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 Ｃ Ｐ Ｐ を 用 い て 天 然 発 生 Ｃ
Ｐ Ｐ 標 的 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 調 整 す る 薬 物 ま た は 化 合 物 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ を 検 出 お よ び 単 離
し 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 生 物 学 的 利 用 率 を 調 節 し 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 し た が っ て 本 発 明 の １ つ の 実 施 態 様 は 本 発 明 の 分 子 （ 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ 、 Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 、 ま た
は Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー ） を 用 い て 、 例 え ば 前 記 し た い ず れ か の Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 が 示 さ れ る 障
害 を 診 断 お よ び ／ ま た は 予 後 診 断 す る 使 用 方 法 に 関 係 す る 。 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は
、 本 発 明 の 分 子 を 、 例 え ば 前 記 し た い ず れ か の 活 性 が 病 理 学 的 に 乱 さ れ て い る 対 象 、 好 ま
し く は ヒ ト 対 象 の 診 断 お よ び ／ ま た は 予 後 診 断 に 用 い る 使 用 方 法 に 関 係 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 例 え ば 本 発 明 は ａ ） 該 生 物 学 的 試 料 を ： ｉ ） ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ； ま た は ｉ ｉ ） Ｃ Ｐ Ｐ に 選 択 的 に 結 合 す る 検 出 可 能 な
ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 抗 体 ） と 接 触 さ せ る こ と ； お よ び ｂ ） 該 試 料 内 の 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ 種 と の 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 存 在 も し く は 不 在 、 ま た は 該 検 出
可 能 な ポ リ ペ プ チ ド の 該 試 料 内 の ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 の 存 在 も し く は 不 在 を 検 出 す る こ
と ； を 含 む 、 Ｃ Ｐ Ｐ が 生 物 学 的 試 料 中 で 発 現 さ れ る か ど う か を 決 定 す る 方 法 を 包 含 す る 。
該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 、 ま た は 該 結 合 の 検 出 は 、 該 Ｃ Ｐ Ｐ が 該 試 料 内 で 発 現 さ れ て
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い る こ と を 示 し て い る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は プ ラ イ マ ー で あ り 、 そ し て 該 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 該 プ ラ イ マ ー 配 列 を 含 む 増 幅 産 物 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り
検 出 さ れ る か 、 ま た は 検 出 可 能 な ポ リ ペ プ チ ド は 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 検 出 は ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ ま た は Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 　 Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） （ 例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ６ ８ ３ １ ９ ５ 号 お よ び 第 ４ ６ ８ ３ ２ ０ ２ 号
（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 参 照 ） に お け る 、 ま た は あ る い
は 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 連 鎖 反 応 （ Ｌ Ｃ Ｒ ） （ 例 え ば Landegren et al., (1988) Science 241
:1077-1080； お よ び Nakazawa et al., (1994) PNAS 91:360-364（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明
示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 参 照 ） に お け る プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー の 使 用 に 関 係 し 、
そ の 後 者 は Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 遺 伝 子 に お け る 点 変 異 を 検 出 す る の に 特 に 有 用 で あ り 得 る （ Ab
ravaya et al., (1995) Nucleic Acids Res. 23:675-682（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ
り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 参 照 ） 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ａ ） 該 哺 乳 動 物 か ら の 生 物 学 的 試 料 を 提 供 す る こ と ； お よ び ｂ ） 該 生 物 学 的 試 料 内 の Ｃ
Ｐ Ｐ ま た は Ｃ Ｐ Ｐ を コ ー ド す る Ｃ Ｐ Ｐ 　 Ｒ Ｎ Ａ 種 の 量 を 、 対 照 試 料 で 検 出 さ れ る か 、 ま た
は 予 測 さ れ る レ ベ ル と 比 較 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト の Ｃ Ｐ Ｐ の 発 現 レ
ベ ル が 上 昇 し て い る か 、 ま た は 低 下 し て い る か を 決 定 す る 方 法 も ま た 想 定 さ れ る 。 該 対 照
試 料 か ら 検 出 さ れ る か 、 ま た は 予 測 さ れ る 該 レ ベ ル と 比 較 し た 、 該 生 物 学 的 試 料 内 の 該 Ｃ
Ｐ Ｐ ま た は 該 Ｃ Ｐ Ｐ 　 Ｒ Ｎ Ａ 種 の 量 の 増 加 は 、 該 哺 乳 動 物 で Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し て
い る こ と を 示 し 、 そ し て 該 対 照 試 料 か ら 検 出 さ れ る か 、 ま た は 予 測 さ れ る 該 レ ベ ル と 比 較
し た 、 該 生 物 学 的 試 料 内 の 該 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 該 Ｃ Ｐ Ｐ 　 Ｒ Ｎ Ａ 種 の 量 の 減 少 は 、 該 哺 乳 動 物
で Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 レ ベ ル が 低 下 し て い る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 診 断 ア ッ セ イ 、 予 後 診 断 ア ッ セ イ 、 お よ び 臨 床 試 験 の モ ニ タ リ ン グ を 予
後 診 断 の 目 的 で 使 用 し て 、 予 測 医 学 の 分 野 に も 関 連 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の １ つ の 態
様 は 、 そ れ に よ り 個 体 が 異 常 な Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 も し く は 活 性 に 関 連 す る 疾 患 も し く は 障 害 に 罹
患 し て い る か ど う か 、 ま た は 障 害 を 発 症 さ せ る リ ス ク を 有 し て い る か ど う か を 決 定 す る た
め に 、 生 物 学 的 試 料 （ 例 え ば 血 液 、 血 漿 、 細 胞 、 組 織 ） の 局 面 で Ｃ Ｐ Ｐ お よ び ／ ま た は 核
酸 発 現 な ら び に Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 決 定 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 個 体 が
Ｃ Ｐ Ｐ 、 核 酸 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 す る 障 害 を 発 症 さ せ る リ ス ク を 有 し て い る か ど う か を
決 定 す る た め の 予 後 診 断 （ ま た は 予 測 ） ア ッ セ イ を も 提 供 す る 。 例 え ば 、 生 物 学 的 試 料 中
の Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 遺 伝 子 に お け る 変 異 を 検 定 す る こ と が で き る 。 そ れ に よ り 、 Ｃ Ｐ Ｐ 発 現
ま た は 活 性 に 特 徴 付 け ら れ る か ま た は 随 伴 さ れ る 障 害 の 発 症 前 に 個 体 を 予 防 的 に 処 置 す る
た め に 、 か か る ア ッ セ イ を 予 後 診 断 ま た は 予 測 目 的 で 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 「 生 物 学 的 試 料 」 な る 用 語 は 個 体 か ら 単 離 さ れ た 組 織 、 細 胞 お よ び 生 物 学 的 液 体 、 な ら
び に 個 体 内 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 お よ び 液 体 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の
検 出 方 法 を 用 い て 生 物 学 的 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を
イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で 検 出 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 生 物 学 的 試 料 は リ ン パ 液 、
脳 脊 髄 液 、 血 液 お よ び 、 特 に 血 漿 で あ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 の た め の イ ン
ビ ト ロ 技 術 に は ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン が 挙 げ ら れ る 。 Ｃ Ｐ Ｐ の 検 出 の た め の イ ン ビ ト ロ 技 術 に は 、 質 量 分 析 、 酵 素 結 合 免 疫
吸 着 ア ッ セ イ （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 澱 お よ び 免 疫 蛍 光 が 挙 げ ら れ
る 。 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 の た め の イ ン ビ ト ロ 技 術 に は サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に Ｃ Ｐ Ｐ の 検 出 の た め の イ ン ビ ボ 技 術 に は 標 識 さ れ た 抗 Ｃ
Ｐ Ｐ 抗 体 を 個 体 に 導 入 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 対 象 方 法 は 、 一 般 的 に 個 体 （ 例 え ば ヒ ト 患 者 ） の 組 織 試 料 中 の
、 少 な く と も １ つ の （ ｉ ） 対 象 Ｃ Ｐ Ｐ の １ つ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 変 異 ； ま た は （ ｉ ｉ ）
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Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 遺 伝 子 の 発 現 ミ ス ； を 特 徴 と す る 遺 伝 的 病 変 の 存 在 ま た は 不 在 の 検 出 を 含
む こ と を 特 徴 と す る こ と が で き る 。 説 明 す る た め に 、 少 な く と も １ つ の （ ｉ ） Ｃ Ｐ Ｐ コ ー
ド 化 遺 伝 子 か ら の １ つ ま た は そ れ よ り 多 い ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 （ ｉ ｉ ） １ つ ま た は そ れ
よ り 多 い ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 へ の 付 加 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 遺 伝 子 の １ つ ま た は そ れ よ り 多 い ヌ
ク レ オ チ ド の 置 換 、 （ ｉ ｖ ） 染 色 体 全 体 の 再 配 列 ま た は 遺 伝 子 の 増 幅 、 （ ｖ ） 遺 伝 子 の メ
ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の レ ベ ル の 全 体 的 な 変 化 、 （ ｖ ｉ ） ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 パ
タ ー ン の よ う な 遺 伝 子 の 異 常 修 飾 、 （ ｖ ｉ ｉ ） 遺 伝 子 の メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 非
野 生 型 ス プ ラ イ シ ン グ パ タ ー ン の 存 在 、 お よ び （ ｖ ｉ ｉ ｉ ） 調 節 エ レ メ ン ト に お け る 病 変
を 示 す 発 現 の レ ベ ル 低 下 、 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 転 写 物 の 安 定 性 の 低 下 ； の 存 在 を 確 認 す
る こ と に よ り か か る 遺 伝 的 病 変 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 さ ら に 別 の 実 例 的 な 実 施 態 様 で は メ チ ル 化 に 感 受 性 が あ り 、 そ し て そ の 認 識 部 位 が Ｃ Ｐ
Ｐ コ ー ド 化 遺 伝 子 （ フ ラ ン キ ン グ お よ び イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む ） に 存 在 す る 、 １ つ ま た は
そ れ よ り 多 い 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 患 者 の 試 料 に 由 来 す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 す る こ
と に よ り Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 の メ チ ル 化 パ タ ー ン の 異 常 を 検 出 す る こ と が で き き る 。 例 え ば Buitin
g et al., (1994) Human Mol Genet 3:893-895を 参 照 の こ と 。 消 化 し た Ｄ Ｎ Ａ を ゲ ル 電 気
泳 動 に よ り 分 離 し 、 そ し て 例 え ば ゲ ノ ム ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 か ら 誘 導 さ れ た プ ロ ー ブ で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 試 料 Ｄ Ｎ Ａ か ら 作 成 し た 制 限 パ タ ー ン を 既 知 の メ チ ル 化 の 標 準 の パ タ
ー ン と 比 較 す る こ と に よ り 、 Ｃ Ｐ Ｐ コ ー ド 化 遺 伝 子 の メ チ ル 化 状 態 を 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 細 胞 表 面 ま た は 細 胞 外 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 を
検 出 す る 診 断 ア ッ セ イ が 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 細 胞 で は 相 当 な レ ベ ル で 発 現 さ れ る が 、 Ｃ
Ｐ Ｐ 標 的 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に 欠 損 が あ る （ 標 的 に 関 す る 結 合 親 和 性 が 低 減 さ れ て い る 、
ま た は 増 強 さ れ て い る 、 の い ず れ か で あ る ） Ｃ Ｐ Ｐ 変 異 体 を 検 出 す る の が 望 ま し い 。 か か
る 変 異 体 を 例 え ば 変 異 、 例 え ば 点 変 異 体 か ら 生 じ る こ と が あ り 、 診 断 用 Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン
シ ン グ 技 術 に よ り 、 ま た は 前 記 し た イ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 検 出 す る こ と は 非 現 実 的 で あ ろ
う 。 し た が っ て 本 発 明 は さ ら に 一 般 的 に 試 料 組 織 か ら １ つ ま た は そ れ よ り 多 い Ｃ Ｐ Ｐ コ ー
ド 化 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と 、 お よ び 組 換 え 遺 伝 子 生 成 物 と 標 的 タ ン パ ク 質 と の 間
の 相 互 作 用 の 検 出 を 可 能 に す る 条 件 下 で ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と を 含 む 診
断 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 意 図 す る 。 本 明 細 書 に 示 す 種 々 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ の 記 載 か ら 明 ら か な よ う に 、 多 様 な 技 術 を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ の そ の 他 の 成 分 に 結 合 す る 能 力
を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 を 用 い て 、 野 生 型 Ｃ Ｐ Ｐ と 相 対 し て Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 タ
ン パ ク 質 に 関 し て 高 い ま た は 低 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 変 異 タ ン パ ク 質 を 生 じ る Ｃ Ｐ Ｐ コ ー
ド 化 遺 伝 子 に お け る 変 異 を 検 出 す る こ と が で き る 。 逆 に 、 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 タ ン パ ク 質 お よ び Ｃ
Ｐ Ｐ の う ち 、 「 ベ イ ト 」 で あ る も の 、 お よ び 患 者 の 試 料 か ら 誘 導 さ れ る も の を 交 換 す る こ
と に よ り 、 対 象 ア ッ セ イ を 用 い て 、 そ の Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 タ ン パ ク 質 の 野 生 型 形 態 に 相 対 し て 、
Ｃ Ｐ Ｐ に 関 し て 高 い ま た は 低 い 結 合 親 和 性 を 有 す る Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 タ ン パ ク 質 変 異 体 を 検 出 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 実 例 的 な 実 施 態 様 で は 、 本 明 細 書 に て 記 載 す る よ う な 、 Ｇ Ｓ Ｔ 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び グ
ル タ チ オ ン 処 理 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 使 用 に よ る よ う な 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 固 定 タ
ン パ ク 質 （ 「 標 的 」 ） と し て 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 方 法 は さ ら に 生 物 学 的 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ の レ ベ ル を 測 定 し 、 そ し て 対 照 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の レ
ベ ル を 被 験 試 料 中 の そ れ と 比 較 す る た め に 、 対 照 対 象 か ら 対 照 生 物 学 的 試 料 を 入 手 す る こ
と 、 対 照 試 料 を Ｃ Ｐ Ｐ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 が で き る 化 合 物 ま た は 薬 剤
と 接 触 さ せ る こ と に 関 係 す る 。 本 発 明 は ま た 生 物 学 的 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を も 包 含 す る 。 例 え ば キ ッ ト は ： 生 物 学 的 試
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料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と が で き る 標 識 さ れ た 化 合 物
ま た は 薬 剤 ； 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ の 量 を 決 定 す る た め の 手 段 ； お よ び 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ の 量 を 標
準 と 比 較 す る た め の 手 段 を 含 む こ と が で き る 。 化 合 物 ま た は 薬 剤 を 適 当 な 容 器 に 包 装 す る
こ と が で き る 。 キ ッ ト は さ ら に Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 核 酸 を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 使 用 す る た め
の 指 示 書 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 で は 、 心 臓 血 管 障 害 の 診 断 の た め の 方 法 は 、 別 の 心 臓 血 管 障 害 血 漿
ポ リ ペ プ チ ド （ Ｃ Ｐ Ｐ ） の 検 出 と 組 合 せ た 、 被 験 生 物 学 的 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ の 存 在 ま た
は レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 む 。 Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ と 組 合 せ て 心 臓 血 管 障 害 の 診 断 に 使 用 す る た
め の 特 に 好 ま し い そ の 他 の Ｃ Ｐ Ｐ を 表 ２ に 列 挙 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　
【 表 ２ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(58) JP 2007-523844 A 2007.8.23



【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 表 ６ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ０ 】
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ２ 】
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【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ４ 】
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ６ 】
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【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ８ 】
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【 表 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ ０ 】
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【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ ２ 】
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【 表 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ ４ 】
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【 表 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ ６ 】
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【 表 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ ８ 】
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【 表 ２ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 表 ３ ０ 】
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【 表 ３ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ３ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 表 ２ は 各 Ｃ Ｐ Ｐ に 関 し て 、 実 施 例 １ に 記 載 す る 手 順 に 従 っ て 質 量 分 析 に よ り 検 出 さ れ た
配 列 を 詳 記 す る 。 加 え て 、 表 ２ は 各 配 列 が 見 出 さ れ た Ｃ Ｅ Ｘ 、 Ｒ Ｐ １ 、 お よ び Ｒ Ｐ ２ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー の 分 画 を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 表 ２ に 列 挙 し た Ｃ Ｐ Ｐ は 全 て 、 実 施 例 １ に 記 載 す る 手 順 を 用 い て 、 心 臓 血 管 障 害 を 有 す
る 個 体 お よ び 対 照 個 体 間 で 差 次 的 に 発 現 さ れ る と し て 同 定 さ れ た 。 特 に 、 表 ２ に 列 挙 し た
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各 Ｃ Ｐ Ｐ は 、 以 下 の 表 ３ に 詳 記 す る よ う に 、 対 照 お よ び 疾 患 試 料 間 で 異 な る こ と が 見 出 さ
れ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　
【 表 ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ １ 】
　 当 業 者 は 、 実 施 例 １ の 方 法 に よ り 多 く の 疾 患 個 体 お よ び 対 照 個 体 で 測 定 さ れ た 表 ２ か ら
の Ｃ Ｐ Ｐ の レ ベ ル の 適 当 な 分 析 を 用 い て 選 択 さ れ る 、 表 ２ か ら の 多 く の さ ら に 別 の Ｃ Ｐ Ｐ
と 共 に Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ を 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る Ｃ Ｐ Ｐ の 組 合 せ を 見 出 す た め の 計 画 は
、 各 Ｃ Ｐ Ｐ を １ つ の 変 量 と 見 な し 、 そ し て 疾 患 を こ れ ら の 変 量 の 相 互 作 用 に よ り 引 き 起 こ
さ れ る 連 合 の 、 多 変 量 効 果 と 見 な す 必 要 が あ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 線 形 判 別 分 析 （ Ｌ Ｄ Ａ ） は 、 変 量 （ す な わ ち Ｃ Ｐ Ｐ ） の ク ラ ス タ ー と 心 臓 血 管 疾 患 の 間
の 有 意 な 関 連 性 を 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る よ う な 分 析 手 順 の １ つ で あ る 。 Ｌ Ｄ
Ａ の 実 施 に お い て 、 一 連 の 重 み は 各 変 量 （ す な わ ち Ｃ Ｐ Ｐ ） に 関 係 付 け ら れ 、 そ の 結 果 、
重 み お よ び 変 量 の 測 定 値 の 線 形 結 合 に よ り 心 臓 血 管 疾 患 を 有 す る 対 象 と 心 臓 血 管 疾 患 を 有
さ な い 対 象 と を 判 別 す る こ と に よ り 疾 患 の 状 態 を 同 定 で き る 。 Ｌ Ｄ Ａ へ の 機 能 強 化 に よ り
、 変 量 を 段 階 的 に 含 め る （ ま た は 除 く ） こ と で モ デ ル の 判 別 力 の 最 適 化 を 可 能 に す る よ う
に な る 。 し た が っ て Ｌ Ｄ Ａ の 結 果 は 診 断 、 予 後 診 断 、 治 療 ま た は 薬 物 開 発 に 関 し て 制 限 な
し に 用 い る こ と が で き る Ｃ Ｐ Ｐ の ク ラ ス タ ー で あ る 。 可 変 判 別 分 析 （ Flexible Discrimin
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anat Analysis） の よ う な そ の 他 の Ｌ Ｄ Ａ の 強 化 版 に よ り 、 変 量 の 非 線 形 結 合 の 使 用 で 正
常 状 態 か ら の 疾 患 状 態 の 判 別 が 可 能 に な る 。 判 別 分 析 の 結 果 を ｐ ｏ ｓ ｔ － ｈ ｏ ｃ 試 験 に よ
り 、 そ し て ま た 分 類 階 層 （ classification tree） の よ う な 代 替 技 術 を 用 い る 分 析 の 繰 り
返 し に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　
　 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ に 結 合 す る か 、 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 も し く は 好 ま し く は Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活
性 に 及 ぼ す 調 整 効 果 を 有 す る 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー （ 例 え ば 、 小 型 分 子 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、
ペ プ チ ド 擬 似 物 質 ま た は そ の 他 の 薬 物 ） を 同 定 す る た め の 方 法 （ 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る
際 に は 「 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 」 と も 称 さ れ る ） を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 で は
、 小 型 分 子 を 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 を 用 い て 作 成 す る こ と が で き る か 、 ま た は 天 然 生 成
物 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 細 胞 基 盤 ま た は 非 細 胞 基 盤 ア ッ セ イ で
よ い 。 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 さ ら に 記 載 す る よ う に 、 結 合 ア ッ セ イ ま た は さ ら
に 優 先 的 に は 機 能 ア ッ セ イ で よ い 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 を 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ ポ リ ペ プ チ ド ま た は 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 抗 心 臓 血 管 障 害 応 答 を
誘 起 す る 能 力 を 決 定 す る た め に 薬 物 開 発 に 用 い る 場 合 、 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｐ Ｐ の レ ベ ル
に 関 し て 分 析 す る 体 液 は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 に 由 来 す る の が 好 ま し い 。 ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動
物 は 、 内 因 性 お よ び ／ ま た は 外 因 性 薬 剤 に よ る 抗 心 臓 血 管 障 害 応 答 の 誘 導 が 、 ヒ ト に お け
る か か る 応 答 の 誘 導 の 予 測 と な る も の が 好 ま し い 。 本 発 明 の こ の 態 様 で 用 い る の に げ っ 歯
類 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 ） お よ び 霊 長 類 が 特 に 適 当 で あ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 さ ら に 本 明 細 書 で 記 載 す る よ う に 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 少 な
く と も ５ ％ ま で 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も １ ０ ％ ま で 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く
と も ３ ０ ％ ま で 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ ま で 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少
な く と も ７ ０ ％ ま で 、 も っ と 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ ま で 調 整 す る こ と が 見 出 さ れ た
薬 剤 を 予 防 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 抗 心 臓 血 管 疾 患 剤 と し て さ ら に 試 験 す る た め に 選 択 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 別 の 態 様 で は 、 さ ら に 本 明 細 書 で 記 載 す る よ う に 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 用 い て Ｃ
Ｐ Ｐ 発 現 を 少 な く と も ５ ％ ま で 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も １ ０ ％ ま で 、 な お さ ら に 好
ま し く は 少 な く と も ３ ０ ％ ま で 、 な お さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も ５ ０ ％ ま で 、 な お さ ら
に 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ ま で 、 も っ と 好 ま し く は 少 な く と も ９ ０ ％ ま で 調 整 す る こ
と が 見 出 さ れ た 薬 剤 を 予 防 用 お よ び ／ ま た は 治 療 用 抗 心 臓 血 管 疾 患 剤 と し て さ ら に 試 験 す
る た め に 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 調 整 す る こ と が 見 出 さ れ た 薬 剤 は 、 単 独 で ま た は そ の 他 の 適 切 な 薬 剤 も し
く は 処 置 と の 組 合 せ で 、 例 え ば 心 臓 血 管 障 害 の 処 置 レ ジ メ ン を 調 節 す る こ と ま た は 心 臓 血
管 障 害 の 症 状 を 低 減 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 ア レ イ 法 は ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 創 薬 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 受 容 体 ／ リ ガ
ン ド 対 の １ つ の メ ン バ ー を 吸 収 剤 に ド ッ キ ン グ さ せ 、 そ し て 被 験 物 質 の 存 在 下 、 結 合 パ ー
ト ナ ー に 結 合 す る そ の 能 力 を 決 定 す る 。 試 験 で き る 吸 着 が 迅 速 で あ る の で 、 被 験 物 質 の コ
ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 、 相 互 作 用 を 調 整 す る そ の 能 力 に 関 し て 容 易 に ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と が で き る 。 好 ま し い ス ク リ ー ニ ン グ 法 で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ を 吸 着 剤 に ド ッ キ ン グ さ
せ る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は 標 識 さ れ て い る の が 好 ま し く 、 し た が っ て 相 互 作 用 の 検 出 が 可 能
に な る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 あ る い は 、 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 被 験 物 質 を 吸 着 剤 に ド ッ キ ン グ さ せ る 。 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 被 験 物 質 に 暴 露 さ せ て 、 そ し て 結 合 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
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【 ０ ２ ２ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 を 発 現 す る 細
胞 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 調 整 す る 能 力 を 決 定 す る 細
胞 基 盤 ア ッ セ イ で あ る 。 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 調 整 す る 能 力 の 決 定 を 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は
生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 の 生 物 活 性 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き
る 。 細 胞 は 例 え ば 哺 乳 動 物 起 源 、 昆 虫 起 源 、 細 菌 起 源 、 ま た は 酵 母 細 胞 で よ い 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 の 標 的 分 子 で
あ る 候 補 物 質 ま た は 被 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 別 の 実
施 態 様 で は 、 本 発 明 は Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 に 結 合 す る か ま た は そ の 活
性 を 調 整 す る 候 補 物 質 ま た は 被 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る
。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 、 空 間 的 に ア ド レ ス 可 能 な 平 行 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー ； デ
コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン を 必 要 と す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ； １ ビ ー ズ １ 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー 法
； お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 用 い る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 法 を 含 む 、 当
分 野 で 公 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル 法 の 多 く の 研 究 法 の い ず れ か を 用 い て 本 発 明 の 被 験 化 合 物
を 得 る こ と が で き る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー 研 究 法 を ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー と 共 に 用 い る
が 、 そ の 他 の ４ つ の 研 究 法 を ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー ま た は 化 合 物 の 小 型 分 子 ラ
イ ブ ラ リ ー に 適 用 す る こ と が で き る （ Lam,K.S.(1997) Anticancer Drug Des. 12:145（ そ
の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） ） 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 合 成 の た め の 方 法 の 実 例 を 当 分 野 で 、 例 え ば :DeWitt et al., (199
3) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:6909； Erb et al., (1994) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91:
11422； Zuckermann et al., (1994) J.Med.Chem. 37:2678； Cho et al., (1993) Science
 261:1303； Carrell et al., Angew.Chem.Int.Ed.Engl. 33:2059 and 2061； お よ び Gallo
p et al., (1994) J.Med.Chem. 37:1233（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部
と す る ） で 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー は 溶 液 で （ 例 え ば Houghten (1992) Biotechniques 13:412-421）
ま た は ビ ー ズ （ Lam (1991) Nature 354:82-84） 、 チ ッ プ （ Fodor (1993) Nature 364:555
-556） 、 細 菌 （ Ladner 米 国 特 許 第 ５ ２ ２ ３ ４ ０ ９ 号 ） 、 胞 子 （ Ladner 米 国 特 許 第 ’ ４ ０
９ 号 ） 、 プ ラ ス ミ ド 上 （ Cull et al., (1992) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89:1865-1869）
、 ま た は フ ァ ー ジ 上 （ Scott and Smith (1990) Science 249:386-390） ； （ Devin (1990)
 Science 249:404-406） ； （ Cwirla et al., (1990) Proc.Natl.Acad.Sci. 87:6378-6382
） ； （ Felici (1991) J.Mol.Biol.222:301-310） ； （ Ladner supra） に 存 在 し 得 る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 の そ の 同 族 標 的 分 子 へ の 結 合 を 、 複 合 体 中 の 標
識 さ れ た Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 を 検 出 す る こ と に よ り 決 定 で き る よ う に
、 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 を 標 識 基 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 被 験
化 合 物 の Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 を 調 整 す る 能 力 の 決 定 を 達 成 す る こ と も で き る 。 例 え ば 複 合 体 を 免 疫
沈 澱 さ せ る こ と に よ り 、 ま た は ゲ ル 電 気 泳 動 を 実 施 す る こ と に よ り 、 複 合 体 形 成 の 程 度 を
測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 い ず れ の 反 応 体 を も 標 識 し な い で 、 化 合 物 が そ の 同 族 標 的 分 子 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 決
定 す る こ と も ま た 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー を 用 い て 、 化
合 物 も 標 的 分 子 も 標 識 せ ず に 、 化 合 物 と そ の 同 族 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と が
で き る 。 McConnell,H.M. et al., (1992) Science 257:1906-1912（ そ の 開 示 は 全 て 出 典
明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 。 サ イ ト セ ン サ ー の よ う な マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ ー
は 光 ア ド レ ス 可 能 電 位 計 測 法 （ Ｌ Ａ Ｐ Ｓ ） を 用 い て 細 胞 が そ の 環 境 を 酸 性 化 す る 速 度 を 測
定 す る 分 析 装 置 で あ る 。 こ の 酸 性 化 速 度 の 変 化 を 化 合 物 と 受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 の 指 標
と し て 用 い る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ ２ ６ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ア ッ セ イ は ： Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 を 発 現 す
る 細 胞 を 標 的 分 子 と 接 触 さ せ て 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 形 成 し 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 被 験 化 合 物
と 接 触 さ せ 、 そ し て 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 の 活 性 を 調 整 す
る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 の 活
性 を 調 整 す る 能 力 を 決 定 す る こ と は ： 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 細 胞 の 生 物 学 的 活 性 を 調 整
す る 能 力 （ 例 え ば 前 記 で 論 じ た よ う に 、 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 ） を 決 定 す る こ と を
含 む 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 に 応
答 す る 細 胞 を Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 に 接 触 さ せ て 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 形
成 し 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学
的 に 活 性 な そ の 部 分 の 活 性 を 調 整 す る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ ま
た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 の 活 性 を 調 整 す る 能 力 を 決 定 す る こ と は 、 被 験 化 合 物 が Ｃ
Ｐ Ｐ 応 答 細 胞 の 生 物 学 的 活 性 を 調 整 す る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 （ す な わ ち Ｃ Ｐ Ｐ が 相 互 作 用 す る 分 子
） を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 の 活 性 を
調 整 す る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 細 胞 基 盤 の ア ッ セ イ で あ る 。 例 え ば 標 的 分 子 の 活 性 を
評 価 す る こ と 、 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ が Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と 結 合 す る か も し く は 相 互 作 用 す る 能 力 を
評 価 す る こ と に よ り 、 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 の 活 性 を 調 整 す る 能 力 の 決 定 を 達 成 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 Ｃ Ｐ Ｐ が Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と 結 合 す る か ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 の 決 定 を 、 例 え ば 結 合 を
直 接 的 ま た は 間 接 的 に 決 定 す る た め の 前 記 し た 方 法 の １ つ に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 を 該 Ｃ Ｐ Ｐ
と 結 合 す る 既 知 の 化 合 物 （ 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 ま た は 標 的 分 子 ） と 接 触 さ せ て ア ッ セ イ 混 合
物 を 形 成 し 、 既 知 の 該 化 合 物 の 前 ま た は 後 に Ｃ Ｐ Ｐ を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て 被 験
化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ と 相 互 作 用 す る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ と 相 互 作
用 す る 能 力 の 決 定 は 、 被 験 化 合 物 が 既 知 の 化 合 物 と 比 較 し て Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性
な そ の 部 分 と 優 先 的 に 結 合 す る 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 Ｃ Ｐ Ｐ が Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と 結
合 す る 能 力 の 決 定 は ま た リ ア ル タ イ ム 生 体 分 子 間 相 互 作 用 分 析 （ Ｂ Ｉ Ａ ） の よ う な 技 術 を
用 い て 達 成 す る こ と も で き る 。 Sjolander,S. and Urbaniczky,C. (1991) Anal.Chem. 63:
2338-2345お よ び Szabo et al., (1995) Curr.Opin.Struct.Biol. 5:699-705（ そ の 開 示 は
全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 。 「 Ｂ Ｉ Ａ 」 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に
は 、 い ず れ の 反 応 体 を も 標 識 せ ず に 生 体 特 異 的 相 互 作 用 を リ ア ル タ イ ム で 研 究 す る た め の
技 術 で あ る （ 例 え ば BIAcore） 。 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ Ｓ Ｐ Ｒ ） の 光 学 現 象 に お け る 変 化
を 、 生 物 学 的 分 子 間 の リ ア ル タ イ ム 反 応 の 指 標 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 ア ッ セ イ は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 を 被 験 化 合 物
と 接 触 さ せ 、 そ し て 被 験 化 合 物 が Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 生 物 学 的 に 活 性 な そ の 部 分 の 活 性 を 調 整 す
る 能 力 を 決 定 す る 細 胞 不 含 ア ッ セ イ で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ が Ｃ Ｐ Ｐ 標 的
分 子 を 調 整 ま た は 相 互 作 用 す る 能 力 の 決 定 を 、 標 的 分 子 の 活 性 を 決 定 す る こ と に よ り 達 成
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 標 的 分 子 を Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト と 接 触 さ せ 、 そ し
て 標 的 の 細 胞 性 ２ 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー （ 例 え ば Ｓ Ｔ Ａ Ｔ ３ 、 Ａ ｋ ｔ 、 細 胞 内 Ｃ ａ ２ ＋ 、 ジ ア
シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 Ｉ Ｐ ３ 等 ） の 誘 導 を 測 定 す る こ と 、 適 切 な 基 質 に 関 す る 標 的 の 触 媒 ／
酵 素 活 性 を 検 出 す る こ と 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー
ゼ を コ ー ド す る 核 酸 に 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ た 標 的 応 答 性 調 節 エ レ メ ン ト を 含 む ） の
誘 導 を 検 出 す る こ と 、 ま た は 標 的 調 節 さ れ た 細 胞 性 応 答 、 例 え ば シ グ ナ ル 伝 達 ま た は タ ン
パ ク 質 ： タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る こ と に よ り 標 的 分 子 の 活 性 を 決 定 す る こ と が で き
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る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 本 発 明 の 細 胞 不 含 の ア ッ セ イ は 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 （ 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ も し く は 生 物 学 的
に 活 性 な そ の 部 分 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 が 結 合 す る 分 子 ） の 可 溶 性 お よ び ／ ま た は 膜 結 合 形 態
の 双 方 の 使 用 に 適 し て い る 。 膜 結 合 形 態 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 用 い る 細 胞 不 含 の ア ッ
セ イ の 場 合 、 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 の 膜 結 合 形 態 が 溶 液 に 維 持 さ れ る よ う に 可 溶 化 剤 を 利
用 す る の が 望 ま し い か も し れ な い 。 か か る 可 溶 化 剤 の 実 例 に は 、 ｎ － オ ク チ ル グ ル コ シ ド
、 ｎ － ド デ シ ル グ ル コ シ ド 、 ｎ － ド デ シ ル マ ル ト シ ド 、 オ ク タ ノ イ ル － Ｎ － メ チ ル グ ル カ
ミ ド 、 デ カ ノ イ ル － Ｎ － メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 Triton（ 商 標 ） Ｘ － １ ０ ０ 、 Triton（ 商 標 ）
Ｘ － １ １ ４ 、 Thesit（ 商 標 ） 、 イ ソ ト リ デ シ ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル ） ｎ 、 ス
ル ホ ン 酸 ３ － ［ （ ３ － コ ル ア ミ ド プ ロ ピ ル ） ジ メ チ ル ア ミ ニ オ ］ － １ － プ ロ パ ン （ Ｃ Ｈ Ａ
Ｐ Ｓ ） 、 ス ル ホ ン 酸 ３ － ［ （ ３ － コ ル ア ミ ド プ ロ ピ ル ） ジ メ チ ル ア ミ ニ オ ］ － ２ － ヒ ド ロ
キ シ － １ － プ ロ パ ン （ Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ Ｏ ） 、 ま た は ス ル ホ ン 酸 Ｎ － ド デ シ ル ＝ Ｎ ,Ｎ － ジ メ チ
ル － ３ － ア ン モ ニ オ － １ － プ ロ パ ン の よ う な 非 イ オ ン 性 デ タ ー ジ ェ ン ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 前 記 の ア ッ セ イ 方 法 の １ つ 以 上 の 実 施 態 様 で 、 ア ッ セ イ の 自 動 化 に 対 応 す る た
め と 同 時 に 、 １ つ ま た は 双 方 の タ ン パ ク 質 の 非 複 合 形 態 か ら の 複 合 形 態 の 分 離 を 促 進 す る
た め に Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 標 的 分 子 の い ず れ か を 固 定 す る の が 望 ま し い か も し れ な い 。 被 験
化 合 物 の Ｃ Ｐ Ｐ へ の 結 合 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ の 標 的 分 子 と の 相 互 作 用 を 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 お
よ び 不 在 下 で 、 反 応 物 質 を 含 有 す る の に 適 当 な 任 意 の 容 器 内 で 、 そ し て 本 明 細 書 に 記 載 す
る 任 意 の 固 定 プ ロ ト コ ー ル に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 複 合 体 を マ ト リ ッ ク
ス か ら 解 離 さ せ 、 そ し て 標 準 的 な 技 術 を 用 い て Ｃ Ｐ Ｐ 結 合 ま た は 活 性 の レ ベ ル を 決 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 を マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 す る た め の そ の 他 の 技 術 を 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 結 合 体 を
利 用 し て Ｃ Ｐ Ｐ ま た は Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 の い ず れ か を 固 定 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン 化 Ｃ
Ｐ Ｐ ま た は 標 的 分 子 を 当 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て ビ オ チ ン － Ｎ Ｈ Ｓ （ Ｎ － ヒ ド ロ キ シ サ
ク シ ン イ ミ ド ） か ら 調 製 し （ 例 え ば ビ オ チ ン 化 キ ッ ト 、 Pierce Chemicals, Rockford, Il
l.） 、 そ し て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー テ ィ ン グ し た ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル （ Pier
ce Chemical） に 固 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 標 的 分 子 と 反 応 す る が
、 Ｃ Ｐ Ｐ の そ の 標 的 分 子 へ の 結 合 と 干 渉 し な い 抗 体 を プ レ ー ト の ウ ェ ル に 誘 導 体 化 し 、 そ
し て 未 結 合 の 標 的 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ は 抗 体 結 合 に よ り ウ ェ ル に 捕 捉 さ せ る こ と が で き る 。 か か
る 複 合 体 を 検 出 す る た め の 方 法 に は 、 Ｇ Ｓ Ｔ 固 定 化 複 合 体 に 関 し て 前 記 し た も の に 加 え て
、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は 標 的 分 子 と 反 応 す る 抗 体 を 用 い る 複 合 体 の 免 疫 検 出 、 お よ び Ｃ Ｐ Ｐ ま た は
標 的 分 子 に 随 伴 さ れ る 酵 素 活 性 の 検 出 に 依 存 す る 酵 素 結 合 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 そ し て 細 胞 中 の Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま
た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 決 定 す る 方 法 で Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 。 候 補 化
合 物 の 存 在 下 で Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 、 候 補 化 合 物 の 不 在
下 で の Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル と 比 較 す る 。 次 い で 、 こ の 比 較
に 基 づ い て Ｃ Ｐ Ｐ 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 候 補 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 が 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で そ の 不 在 下 よ り も
多 い （ 統 計 学 的 に 有 意 に 多 い ） 場 合 、 候 補 化 合 物 を Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 発
現 の 刺 激 剤 と し て 同 定 す る 。 あ る い は 、 Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 が 候 補
化 合 物 の 存 在 下 で そ の 不 在 下 よ り も 少 な い （ 統 計 学 的 に 有 意 に 少 な い ） 場 合 、 候 補 化 合 物
を Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 発 現 の 阻 害 剤 と し て 同 定 す る 。 細 胞 中 で の Ｃ Ｐ Ｐ 　
ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル を 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｃ Ｐ Ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ
ン パ ク 質 を 検 出 す る 方 法 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
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　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 ２ ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ ま た は ３ ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ
で Ｃ Ｐ Ｐ を 「 ベ イ ト タ ン パ ク 質 」 と し て 用 い て （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ２ ８ ３ ３ １ ７ 号 ；
Zervos et al., (1993) Cell 72:223-232； Madura et al., (1993)J.Biol.Chem. 268:120
46-12054； Bartel et al., (1993) Biotechniques 14:920-924； Iwabuchi et al., (1993
) Oncogene 8:1693-1696； お よ び Brent Ｗ Ｏ ９ ４ ／ １ ０ ３ ０ ０ （ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示
に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） 参 照 ） 、 Ｃ Ｐ Ｐ と 結 合 ま た は 相 互 作 用 し （ 「 Ｃ Ｐ Ｐ 結 合 タ
ン パ ク 質 」 ま た は 「 Ｃ Ｐ Ｐ － ｂ ｐ 」 ） 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ 活 性 に 関 与 す る そ の 他 の タ ン パ ク 質
を 同 定 す る こ と が で き る 。 か か る Ｃ Ｐ Ｐ 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た Ｃ Ｐ Ｐ ま た は Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 に
よ り 、 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ 媒 介 シ グ ナ リ ン グ 経 路 の 下 流 エ レ メ ン ト と し て シ グ ナ ル の 伝 搬 に 関 与
す る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ２ ハ イ ブ リ ッ ド 系 は 、 分 離 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び 活 性 化 ド メ イ ン か ら な る ほ と ん ど の
転 写 因 子 の モ ジ ュ ー ル 特 性 に 基 づ く 。 簡 単 に は 、 ア ッ セ イ は ２ つ の 異 な る Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 を
利 用 す る 。 一 方 の 構 築 物 で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 既
知 の 転 写 因 子 （ 例 え ば Ｇ Ａ Ｌ － ４ ） の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 融 合 さ せ
る 。 も う 一 方 の 構 築 物 で は 、 同 定 さ れ て い な い タ ン パ ク 質 （ 「 プ レ イ 」 ま た は 「 試 料 」 ）
を コ ー ド す る 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 既 知 の 転 写 因 子 の 活 性 化 ド
メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 融 合 さ せ る 。 「 ベ イ ト 」 お よ び 「 プ レ イ 」 タ ン パ ク 質 が イ ン
ビ ボ で 相 互 作 用 し て Ｃ Ｐ Ｐ 依 存 性 複 合 体 を 形 成 で き る 場 合 、 転 写 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び
活 性 化 ド メ イ ン は 密 接 に 接 近 す る よ う に な る 。 こ の 接 近 に よ り 、 転 写 因 子 に 応 答 す る 転 写
調 節 部 位 に 作 動 可 能 な よ う に 連 結 さ れ て い る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば Ｌ ａ ｃ Ｚ ） の 転 写
が 可 能 に な る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 検 出 さ れ る こ と が で き 、 そ し て 機 能 的 転 写 因 子
を 含 有 す る 細 胞 コ ロ ニ ー は 単 離 さ れ 、 そ し て Ｃ Ｐ Ｐ と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 を 得 る た め に 用 い ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 前 記 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た 新 規 薬 剤 、 お よ び こ
れ ら の ア ッ セ イ の 使 用 に よ り か か る 薬 剤 を 生 成 す る た め の 方 法 に 関 係 す る 。 し た が っ て 、
１ つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 前 記 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ （ 例 え ば 細 胞 基 盤 の ア ッ
セ イ ま た は 細 胞 不 含 の ア ッ セ イ ） の い ず れ か １ つ の 工 程 を 含 む 方 法 に よ り 得 る こ と が で き
る 化 合 物 ま た は 薬 剤 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 し た が っ て 、 適 切 な 動 物 モ デ ル に お い て 本 明 細 書 で 記 載 し た よ う に 同 定 さ れ た 薬 剤 を さ
ら に 使 用 す る こ と は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 で 記 載 す る よ う に 同 定 さ れ
た 薬 剤 （ 例 え ば Ｃ Ｐ Ｐ 調 整 剤 ま た は Ｃ Ｐ Ｐ 結 合 パ ー ト ナ ー ） を 動 物 モ デ ル に お い て 使 用 し
て 、 か か る 薬 剤 の 有 効 性 、 毒 性 ま た は 処 置 の 副 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、
本 明 細 書 で 記 載 す る よ う に 同 定 さ れ た 薬 剤 を 動 物 モ デ ル に お い て 使 用 し て 、 か か る 薬 剤 の
作 用 の メ カ ニ ズ ム を 決 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う
な 処 置 の た め の 、 前 記 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た 新 規 薬 剤 の 使 用 に 関
係 す る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 の 診 断 、 予 後 診 断 、 予 防 お よ び 処 置 の た め の 上 記 ス ク リ
ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 さ れ た 新 規 薬 剤 の 使 用 に 関 す る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 記
載 の 診 断 、 予 後 診 断 、 予 防 ま た は 処 置 に お い て 使 用 す る た め の 薬 剤 ま た は 医 薬 組 成 物 の 設
計 、 製 剤 、 合 成 、 製 造 お よ び ／ ま た は 生 産 に お け る か か る 薬 剤 の 使 用 は 、 本 発 明 の 技 術 的
範 囲 に 含 ま れ る 。 例 え ば 、 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 上 記 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の １
つ に よ り 得 ら れ た 化 合 物 の 構 造 お よ び ／ ま た は 特 性 を 参 照 し て 、 薬 剤 ま た は 医 薬 組 成 物 を
合 成 ま た は 製 造 す る 方 法 を 含 む 。 例 え ば 、 薬 剤 ま た は 医 薬 組 成 物 を 、 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 を 発
現 す る 細 胞 を 披 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｐ Ｐ 標 的 分 子 と 結 合 す る か ま た は そ の 活 性 を 調 節
す る 披 験 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 方 法 に よ っ て 得 ら れ た 化 合 物 の 構 造 お よ び ／ ま た は 特 性
に 基 づ い て 合 成 す る こ と が で き る 。 他 の 例 示 的 な 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は
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そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 位 を 披 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な
部 位 と 結 合 す る か ま た は そ の 活 性 を 調 節 す る 披 験 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 方 法 に よ っ て 得
ら れ た 化 合 物 の 構 造 お よ び ／ ま た は 特 性 に 基 づ い て 薬 剤 ま た は 医 薬 組 成 物 を 合 成 ま た は 生
産 す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　
　 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を イ ン ビ ボ で 実 施 す る の も 有 利 で あ る 。 イ ン ビ ボ ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ を ヒ ト 以 外 の 動 物 で 実 施 し て 、 心 臓 血 管 疾 患 に お い て 役 割 を 果 た し 得 る 有
効 な Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー を 見 出 す 。 心 臓 血 管 疾 患 の 動 物 基 盤 モ デ ル 系 に は 、 限 定 す る も
の で は な い が 、 非 組 換 え 動 物 お よ び ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 心 臓 血 管 疾 患 の 非 組 換 え 動 物 モ デ ル に は 、 例 え ば 遺 伝 モ デ ル が 挙 げ ら れ る 。 か か る 遺 伝
心 臓 血 管 疾 患 モ デ ル に は 、 ａ ｐ ｏ Ｂ ま た は ａ ｐ ｏ Ｒ 欠 損 ブ タ （ Rapacz, et al., 1986, Sc
ience 234:1573-1577） お よ び Watanabe 遺 伝 性 高 脂 血 漿 （ Ｗ Ｈ Ｈ Ｌ ） ウ サ ギ （ Kita et al
., 1987 Proc.Natl.Acad.Sci.USA 84:5928-5931） が 挙 げ ら れ る 。 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化
症 の 非 組 換 え 、 非 遺 伝 動 物 モ デ ル に は 、 例 え ば ブ タ 、 ウ サ ギ 、 ま た は ラ ッ ト モ デ ル を 挙 げ
る こ と が で き 、 こ こ で 動 物 は 例 え ば 食 餌 性 の Ｌ Ｄ Ｌ 補 充 に よ る 化 学 的 損 傷 か 、 ま た は バ ル
ー ン カ テ ー テ ル 血 管 形 成 に よ る 機 械 的 損 傷 の い ず れ か に 暴 露 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 当 該 技 術 で 示 さ れ て い る よ う に （ Ferns,G.A.A. et al., (1991) Science, 253:1129-11
32） 、 再 狭 窄 の ラ ッ ト 頚 動 脈 損 傷 モ デ ル は 治 療 効 果 の 可 能 性 を 示 す の に 有 用 で あ ろ う 。 こ
の 方 法 の 実 例 は 米 国 特 許 第 ６ ５ ０ ０ ８ ５ ９ 号 に 記 載 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 出 典 明 示 に よ
り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。 簡 単 に は 、 国 立 老 化 研 究 所 動 物 実 験 委 員 会 に よ り 承 認 さ れ た プ
ロ ト コ ー ル は ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 ペ ン ト バ ル ビ タ ー ル 、 ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 ケ タ ミ ン お よ び
４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 キ シ ラ ジ ン で 腹 腔 内 に 麻 酔 し た Ｇ Ｒ Ｃ コ ロ ニ ー か ら の ６ か 月 Wistarラ ッ
ト を 使 用 し た 。 左 外 頚 動 脈 を ２ － French Fogarty塞 栓 除 去 カ テ ー テ ル で カ ニ ュ ー レ 挿 入 し
、 食 塩 水 で 膨 ら ま し 、 そ し て 総 頚 動 脈 を ３ 回 上 下 に 通 し て 膨 張 性 除 内 皮 傷 害 を 生 成 し た 。
傷 害 の ２ 時 間 後 に 開 始 す る 腹 腔 内 注 射 に よ り 適 切 な 用 量 の 被 験 物 質 ま た は ベ ヒ ク ル 単 独 （
例 え ば Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ： ク レ モ ホ ー ル Ｅ Ｌ ： 無 水 エ タ ノ ー ル ： リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 　 １ ： ２ ： ２
： １ ６ ５ の よ う な 適 切 な 溶 液 で １ 日 あ た り 体 重 に 基 づ い て ） で 動 物 を 処 理 し た 。 被 験 物 質
ま た は ベ ヒ ク ル 単 独 を 腹 腔 内 注 射 と し て １ 日 １ 回 、 次 の ４ 日 間 投 与 し た 。 １ １ 日 後 、 動 物
（ 処 理 ８ 匹 、 ベ ヒ ク ル 処 理 １ ０ 匹 ） を 前 記 の よ う に 麻 酔 し 、 そ し て 頚 動 脈 を 単 離 し 、 １ ０
％ 緩 衝 ホ ル マ リ ン で 固 定 し 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し た 。 頚 動 脈 の 横 断 面 を 顕 微 鏡 ス ラ イ ド に
マ ウ ン ト し 、 そ し て ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン 色 素 で 染 色 し た 。 頚 動 脈 の 画 像 を デ ジ
タ ル ボ ー ド に 投 影 し 、 そ し て 内 膜 お よ び 中 膜 の 横 断 面 面 積 を 測 定 し た 。 新 内 膜 面 積 の 減 少
（ 肥 厚 ） は 被 験 物 質 が 有 効 な 抗 再 狭 窄 剤 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 因 果 関 係 に お い て 、 腸 管 の 内 腔 か ら の 胆 汁 酸 の 再 循 環 の 干 渉 が 血 清 コ レ ス テ ロ ー ル の レ
ベ ル を 低 下 さ せ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 か か る 低 下 が ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 病 態 の
改 善 に 至 る こ と を 示 す 疫 学 デ ー タ が 蓄 積 さ れ て い る （ Stedronsky, Biochimica et Biophy
sica Acta, 1210:255-287 (1994)） 。 コ レ ス テ リ ル エ ス テ ル 転 送 タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ ）
の 阻 止 は 血 漿 Ｈ Ｄ Ｌ ／ Ｌ Ｄ Ｌ 比 率 を 効 果 的 に 修 正 す る こ と を 示 し 、 そ し て 特 定 の 心 臓 血 管
疾 患 の 進 行 お よ び ／ ま た は 形 成 を 抑 制 す る と 予 測 さ れ る 。 Ｃ Ｅ Ｔ Ｐ の 阻 止 は 血 漿 Ｈ Ｄ Ｌ コ
レ ス テ ロ ー ル の 上 昇 お よ び 血 漿 Ｌ Ｄ Ｌ コ レ ス テ ロ ー ル の 低 下 に 至 り 、 そ れ に よ り 治 療 上 有
利 な 血 漿 脂 質 プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 す る （ McCarthy, Medicinal Res.Revs., 13:139-159(19
93)） 。 １ ４ Ｃ － タ ウ ロ コ ー ル 酸 の 胆 汁 へ の ラ ッ ト 回 腸 取 り 込 み を 阻 止 す る 化 合 物 に 関 す
る イ ン ビ ボ ア ッ セ イ が 米 国 特 許 第 ６ ４ ８ ９ ３ ６ ６ 号 お よ び Une, et al., Biochimica et B
iophysica Acta, 833:196-202 (1985)に 開 示 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 出 典 明 示 に よ り 本 明
細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
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　 簡 単 に は 、 雄 Wistarラ ッ ト （ ２ ０ ０ － ３ ０ ０ ｇ ） を イ ナ ク チ ン （ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） で
麻 酔 す る 。 胆 管 に １ ０ イ ン チ の 長 さ の Ｐ Ｅ １ ０ チ ュ ー ブ で カ ニ ュ ー レ 挿 入 す る 。 小 腸 を 露
出 さ せ て ガ ー ゼ パ ッ ド の 上 に 置 く 。 カ ニ ュ ー レ （ １ ／ ８ ” ル ア ー ロ ッ ク 、 先 細 に し た 雌 型
ア ダ プ タ ー ） を 小 腸 お よ び 盲 腸 の 結 合 部 か ら １ ２ ｃ ｍ で 挿 入 す る 。 こ の 同 一 の 結 合 部 か ら
４ ｃ ｍ で ス リ ッ ト を 切 断 す る （ ８ ｃ ｍ の 長 さ の 回 腸 を 利 用 す る ） 。 温 ダ ル ベ ッ コ リ ン 酸 塩
緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） （ ｐ Ｈ ６ .５ ） ２ ０ ｍ ｌ を 用 い て 腸 部 分 を 洗 い 流 す 。 遠 位 開 口 部 に
２ ０ ｃ ｍ の 長 さ の シ リ コ ン チ ュ ー ブ （ 内 径 ０ .０ ２ ” × 外 径 ０ .０ ３ ７ ” ） で カ ニ ュ ー レ 挿
入 す る 。 近 位 カ ニ ュ ー レ を 蠕 動 ポ ン プ に 接 続 し 、 そ し て 腸 を 温 Ｐ Ｂ Ｓ で 、 ０ .２ ５ ｍ ｌ ／
分 で ２ ０ 分 間 洗 浄 す る 。 腸 部 分 の 温 度 は 継 続 的 に モ ニ タ リ ン グ す る 。 実 験 の 開 始 時 に 対 照
試 料 （ ５ ｍ Ｍ 非 放 射 性 標 識 タ ウ ロ コ ー ル 酸 を 伴 う ０ .０ ５ ｍ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ の １ ４ Ｃ － タ ウ ロ
コ ー ル 酸 ） ２ .０ ｍ ｌ を ３ ｍ ｌ シ リ ン ジ で 腸 部 分 に 負 荷 し 、 そ し て 胆 汁 試 料 収 集 を 開 始 す
る 。 対 照 試 料 を ０ .２ ５ ｍ ｌ ／ 分 の 速 度 で ２ １ 分 間 注 入 す る 。 胆 汁 試 料 分 画 は 手 順 の 最 初
の ２ ７ 分 間 、 ３ 分 毎 に 収 集 す る 。 試 料 注 入 の ２ １ 分 後 、 回 腸 ル ー プ を 温 Ｐ Ｂ Ｓ ２ ０ ｍ ｌ （
３ ０ ｍ ｌ シ リ ン ジ 使 用 ） で 洗 い 流 し 、 そ し て 次 に ル ー プ を 温 Ｐ Ｂ Ｓ で ０ .２ ５ ｍ ｌ ／ 分 で
２ １ 分 間 洗 い 流 す 。 前 記 し た よ う に ２ 回 目 の 灌 流 を 開 始 す る が 、 こ れ は 被 験 化 合 物 を 伴 っ
て 同 様 に 投 与 し （ ２ １ 分 投 与 、 続 い て ２ １ 分 洗 い 流 し ） 、 そ し て 最 初 の ２ ７ 分 間 ３ 分 毎 に
胆 汁 を サ ン プ リ ン グ す る 。 必 要 に よ り 、 典 型 的 に は 対 照 試 料 を 含 有 す る ３ 回 目 の 灌 流 を 前
記 の よ う に 実 施 す る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 加 え て 、 肝 臓 コ レ ス テ ロ ー ル の 濃 度 の 測 定 は 被 験 物 質 の 心 臓 血 管 障 害 に 対 す る 有 効 性 を
決 定 す る た め の 有 用 な ア ッ セ イ で あ る 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 肝 臓 組 織 の 重 量 測 定 を 行 い 、
そ し て ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル （ ２ ： １ ） 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ す る 。 ホ モ ジ ナ イ ズ お よ び
遠 心 の 後 、 上 清 を 分 離 し 、 そ し て 窒 素 下 で 乾 燥 す る 。 残 留 物 は イ ソ プ ロ パ ノ ー ル に 溶 解 し
、 そ し て Allain,C.A. et al.,Clin.Chem., 20:470 (1974)（ 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一
部 と す る ） に 記 載 さ れ る よ う に 、 コ レ ス テ ロ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の
組 合 せ を 用 い て コ レ ス テ ロ ー ル 含 量 を 酵 素 的 に 測 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 同 様 に 、 血 清 コ レ ス テ ロ ー ル を 以 下 の よ う に 決 定 す る こ と が で き る 。 Wako Fine Chemic
als（ Richmond,VA） の 市 販 の キ ッ ト ； コ レ ス テ ロ ー ル Ｃ １ １ 、 カ タ ロ グ 番 号 ２ ７ ６ － ６ ４
９ ０ ９ を 用 い て 全 血 清 コ レ ス テ ロ ー ル を 酵 素 的 に 測 定 す る 。 こ の 同 一 の キ ッ ト を 用 い て 、
Sigma Chemical Co. Ｈ Ｄ Ｌ コ レ ス テ ロ ー ル 試 薬 、 カ タ ロ グ 番 号 ３ ５ ２ － ３ で Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ お
よ び Ｌ Ｄ Ｌ を 沈 殿 さ せ た 後 、 Ｈ Ｄ Ｌ コ レ ス テ ロ ー ル を 検 定 す る こ と が で き る （ 硫 酸 デ キ ス
ト ラ ン 法 ） 。 全 血 清 ト リ グ リ セ リ ド （ ブ ラ ン ク ） （ Ｔ Ｇ Ｉ ） も ま た Sigma Chemical Co. 
Ｇ Ｐ Ｏ － Trinder、 カ タ ロ グ 番 号 ３ ３ ７ － Ｂ で 酵 素 的 に 検 定 す る 。 Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ お よ び Ｌ Ｄ Ｌ
（ Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ ＋ Ｌ Ｄ Ｌ ） コ レ ス テ ロ ー ル 濃 度 を 全 コ レ ス テ ロ ー ル と Ｈ Ｄ Ｌ コ レ ス テ ロ ー ル の
間 の 差 と し て 算 出 す る 。 対 照 に 相 対 し て 、 被 験 物 質 処 置 し た 試 料 の Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ ＋ Ｌ Ｄ Ｌ コ レ
ス テ ロ ー ル の 低 下 は 有 効 な 抗 心 臓 血 管 障 害 剤 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 例 え ば 米 国 特 許 第 ６ ４ ８ ９ ３ ６ ６ 号 に 記 載 さ れ る よ う に 、 脂 質 低 下 薬 を 評 価 す る た め の
イ ヌ モ デ ル を 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 簡 単 に は 、 Marshallフ ァ ー ム の よ う な 業 者 か ら 入 手 し 、 そ し て 体 重 ６ － １ ２ ｋ ｇ の 雄 ビ
ー グ ル 犬 に １ 日 １ 回 ２ 時 間 食 餌 を 与 え 、 そ し て 水 は 自 由 に 摂 ら せ た 。 イ ヌ を 無 作 為 に ： ベ
ヒ ク ル 、 胃 内 投 与 ； １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 胃 内 投 与 ； ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 胃 内 投 与 ； ４ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、
胃 内 投 与 ； ２ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 経 口 投 与 （ カ プ セ ル 中 粉 末 ） ： の よ う な 各 ６ か ら １ ２ 匹 の イ ヌ
か ら な る 投 与 群 に 割 り 当 て る こ と が で き る 。 水 溶 液 （ 例 え ば ０ .２ ％ Tween　 ８ ０ 溶 液 ［ ポ
リ オ キ シ エ チ レ ン モ ノ オ レ ア ー ト 、 Sigma Chemical Co., St.Louis, MO］ ） に 溶 解 し た 治
療 物 質 の 胃 内 投 与 を 、 胃 管 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 投 与 を 開 始 す る 前 に 、 血 清 コ レ ス
テ ロ ー ル （ 全 お よ び Ｈ Ｄ Ｌ ） お よ び ト リ グ リ セ リ ド を 評 価 す る た め に 朝 に 食 餌 を 与 え る 前
に 橈 側 皮 静 脈 か ら 血 液 試 料 を 取 る こ と が で き る 。 数 日 間 連 続 し て 動 物 に 朝 、 食 餌 の 前 に 投
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与 す る 。 動 物 に ２ 時 間 食 べ さ せ 、 そ の 後 、 残 り の 食 餌 を す べ て 取 り 除 く 。 糞 便 を 試 験 の 終
わ り に ２ 日 間 収 集 し 、 そ し て 胆 汁 酸 ま た は 脂 質 含 量 を 分 析 す る こ と が で き る 。 血 液 試 料 も
ま た 処 置 期 間 の 終 わ り に 採 取 し 、 試 験 前 の 血 清 脂 質 レ ベ ル と 比 較 す る 。 標 準 ス チ ュ ー デ ン
ト ｔ 検 定 を 用 い て ｐ ＜ ０ .０ ５ で 統 計 学 的 有 意 性 を 決 定 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 血 清 脂 質 測 定 を 同 様 に 測 定 す る 。 絶 食 イ ヌ の 橈 側 皮 静 脈 か ら 血 清 分 離 管 （ Vacutainer S
ST, Becton Dickinson and Co., Franklin Lakes, N.J.） に 血 液 を 収 集 す る 。 血 液 を ２ ０
０ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ ０ 分 間 遠 心 し 、 そ し て 血 清 を デ カ ン テ ー シ ョ ン す る 。 コ レ ス テ ロ ー ル オ キ
シ ダ ー ゼ 反 応 を 利 用 し て 比 色 分 析 で 測 定 さ れ る 過 酸 化 水 素 を 生 成 す る Wako酵 素 診 断 キ ッ ト
（ コ レ ス テ ロ ー ル Ｃ Ｉ Ｉ ） （ Wako Chemicals, Richmond,VA） を 用 い て ９ ６ ウ ェ ル 様 式 で
全 コ レ ス テ ロ ー ル を 測 定 す る こ と が で き る 。 プ レ ー ト の 最 初 の ２ つ の カ ラ ム で ０ .５ か ら
１ ０ ｕ ｇ コ レ ス テ ロ ー ル 標 準 曲 線 を 調 製 す る 。 血 清 試 料 （ ２ ０ － ４ ０ ｕ ｌ 、 予 測 さ れ る 脂
質 濃 度 に 依 存 す る ） ま た は 既 知 の 血 清 対 照 試 料 を 別 個 の ウ ェ ル に ２ 検 体 ず つ で 加 え る 。 水
を 加 え て 各 ウ ェ ル の 容 量 を １ ０ ０ ｕ ｌ に す る 。 呈 色 試 薬 １ ０ ０ ｕ ｌ ア リ コ ー ト を 各 ウ ェ ル
に 加 え 、 そ し て ３ ７ ℃ で １ ５ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 プ レ ー ト を ５ ０ ０ ｎ ｍ で 読
む 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン お よ び Ｍ ｇ イ オ ン を 利 用 し て 選 択 的 に Ｌ Ｄ Ｌ お よ び Ｖ Ｌ Ｄ Ｌ を 沈 殿 さ
せ る Sigmaキ ッ ト 番 号 ３ ５ ２ － ３ （ Sigma Chemical Co., St.Louis, MO） を 用 い て Ｈ Ｄ Ｌ
コ レ ス テ ロ ー ル を 検 定 す る こ と が で き る 。 各 血 清 試 料 １ ５ ０ ｕ ｌ の 容 量 を 個 々 の マ イ ク ロ
チ ュ ー ブ に 加 え 、 続 い て Ｈ Ｄ Ｌ コ レ ス テ ロ ー ル 試 薬 （ Sigma３ ５ ２ － ３ ） １ ５ ｕ ｌ を 加 え
る 。 試 料 を 混 合 し 、 そ し て ５ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 す る 。 次 い で 上 清 の ５ ０ ｕ ｌ ア リ
コ ー ト を 食 塩 水 ２ ０ ０ ｕ ｌ と 混 合 し 、 そ し て 全 コ レ ス テ ロ ー ル 測 定 に 関 し す る の と 同 一 の
手 順 を 用 い て 検 定 す る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 Sigmaキ ッ ト ３ ３ ７ を 用 い て ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト 様 式 で ト リ グ リ セ リ ド を 測 定 す る 。 こ
の 手 順 は グ リ セ ロ ー ル を 測 定 し 、 続 い て ト リ グ リ セ リ ド の リ ポ タ ン パ ク 質 リ パ ー ゼ と の 反
応 に よ る そ の 放 出 を 測 定 す る 。 １ か ら ２ ４ ｕ ｇ の 範 囲 の グ リ セ ロ ー ル （ Sigma３ ３ ９ － １
１ ） 標 準 溶 液 を 用 い て 標 準 曲 線 を 作 成 す る 。 血 清 試 料 （ ２ ０ － ４ ０ ｕ ｌ 、 予 測 さ れ る 脂 質
濃 度 に 依 存 す る ） を ウ ェ ル に ２ 検 体 ず つ で 加 え る 。 水 を 加 え て 各 ウ ェ ル の 容 量 を １ ０ ０ ｕ
ｌ に し 、 そ し て 呈 色 試 薬 １ ０ ０ ｕ ｌ も ま た 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 混 合 し 、 そ し て １ ５ 分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 プ レ ー ト を ５ ４ ０ ｎ ｍ で 読 み 、 そ し て 標 準 曲 線 か ら ト リ グ リ セ リ ド
値 を 算 出 す る 。 ブ ラ ン ク 酵 素 試 薬 を 用 い て 同 型 プ レ ー ト で も 実 行 し 、 血 清 試 料 中 の 任 意 の
内 因 性 グ リ セ ロ ー ル に 関 し て 補 正 す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 米 国 特 許 第 ６ ４ ６ ２ ０ ４ ６ 号 （ そ の 開 示 は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 記
載 さ れ る よ う に 、 ｄ ｂ ／ ｄ ｂ マ ウ ス （ Ｃ ５ ７ ８ Ｂ Ｌ ／ Ｋ ｓ Ｊ － ｄ ｂ ／ ｄ ｂ 　 Ｊ ｃ ｌ ） に お
い て 血 清 グ ル コ ー ス お よ び 血 清 イ ン ス リ ン に 及 ぼ す そ の 効 果 に 関 し て 被 験 化 合 物 を 評 価 す
る こ と が で き る 。 化 合 物 を ベ ヒ ク ル （ 例 え ば 蒸 留 水 中 ２ ％ Tween８ ０ か ら な る ） に 溶 解 し
、 そ し て 経 口 投 与 す る 。 投 与 量 は 体 重 に よ り 決 定 す る 。 実 験 お よ び 動 物 の 処 分 を 含 む 研 究
の 全 態 様 を 、 動 物 が 関 係 す る 生 物 医 学 研 究 の 国 際 ガ イ ド ラ イ ン 原 則 （ Ｃ Ｉ Ｏ Ｍ Ｓ  出 版 番
号 Ｉ Ｓ Ｂ Ｎ ９ ２ ９ ０ ３ ６ ０ １ ９ ４ 、 １ ９ ８ ５ 年 ） に 全 般 的 に 従 っ て 実 施 す る 。 グ ル コ ー ス
Ｈ Ａ ア ッ セ イ キ ッ ト （ Wako,Japan） を 用 い て 血 清 グ ル コ ー ス を 決 定 し 、 そ し て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ
マ ウ ス イ ン ス リ ン ア ッ セ イ キ ッ ト （ SPI bio, France） を 利 用 し て イ ン ス リ ン を 決 定 す る
。 適 切 な 陽 性 対 照 は ト ロ グ リ タ ゾ ン （ Helios Pharmaceutical, Louisville, Ky） で あ る
。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 動 物 を 各 ４ 匹 の 動 物 の ２ ０ の 群 に 分 け る 。 動 物 の 体 重 は ５ ２ ± ５ ｇ で 、 ８ － １ ０ 週 齢 で
あ る 。 実 験 中 、 動 物 に は 実 験 用 食 餌 （ Fwusow Industry Co., Taiwan） お よ び 水 を 自 由 に
取 れ る よ う に す る 。 任 意 の 処 置 の 前 に 、 血 液 試 料 （ 処 置 前 血 液 ） を 各 動 物 か ら 採 取 す る 。
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動 物 の ４ つ の 群 で あ る ベ ヒ ク ル 群 は ベ ヒ ク ル の み を 投 与 さ れ る 。 ベ ヒ ク ル 群 の 各 々 は １ ０
０ 、 ３ ０ 、 １ ０ ま た は １ ｍ ｌ ／ ｋ ｇ 体 重 の ベ ヒ ク ル を 経 口 投 与 さ れ る 。 ト ロ グ リ タ ゾ ン 溶
液 （ Tween８ ０ ／ 水 中 １ ０ ｍ ｌ ／ ｋ ｇ 体 重 ） を 陽 性 対 照 の ４ 群 に 各 々 １ ０ ０ 、 ３ ０ 、 １ ０
お よ び １ ｍ ｌ ／ ｋ ｇ 体 重 の 用 量 で 経 口 投 与 す る 。 被 験 化 合 物 を 同 様 に 溶 液 と し て 動 物 の ４
群 に 投 与 し 、 各 々 の 群 は 異 な る 用 量 の 化 合 物 を 投 与 さ れ る 。 ベ ヒ ク ル 、 陽 性 対 照 お よ び 被
験 化 合 物 溶 液 を 群 に 処 置 前 血 液 を 取 っ た 後 、 即 座 に 、 ２ ４ 時 間 お よ び ４ ８ 時 間 に 投 与 す る
。 最 後 の 投 与 の 後 １ .５ 時 間 に 血 液 を 取 る （ 処 置 後 血 液 ） 。 血 清 グ ル コ ー ス を 酵 素 的 （ ム
タ ラ ト ー ス － Ｇ Ｏ Ｄ ） に 決 定 し 、 そ し て イ ン ス リ ン レ ベ ル を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ （ マ ウ ス イ ン ス リ
ン ア ッ セ イ キ ッ ト ） に よ り 決 定 す る 。 各 群 の 平 均 Ｓ Ｅ Ｍ を 算 出 し 、 そ し て 処 置 前 血 液 と 処
置 後 血 液 と の 間 の 比 較 に よ り 血 清 グ ル コ ー ス お よ び イ ン ス リ ン 阻 止 パ ー セ ン ト が 得 ら れ る
。 処 置 前 血 液 に 相 対 し て 、 処 置 後 血 液 に お け る 血 清 グ ル コ ー ス お よ び イ ン ス リ ン レ ベ ル 低
下 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 し 、 そ し て 対 応 の な い ス チ ュ ー デ ン ト ｔ 検 定 を 対 照 お よ び 被 験
溶 液 群 お よ び ベ ヒ ク ル 群 の 間 の 比 較 に 適 用 す る 。 有 意 差 は ｐ ＜ ０ .０ ５ と 見 な し た 。 有 効
な 抗 心 臓 血 管 障 害 剤 で あ る ト ロ グ リ タ ゾ ン は １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 で グ ル コ ー ス レ ベ ル 低 下
に 至 る （ ２ ５ ± ２ ％ ） 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 米 国 特 許 第 ６ １ ２ １ ３ １ ９ 号 （ そ の 開 示 を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） は 高
コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 ウ サ ギ の ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 進 行 に 関 す る ア ッ セ イ に つ い て 記
載 し て い る 。 ウ サ ギ を 屠 殺 し 、 そ し て 大 動 脈 を 得 る 。 ス ダ ン － ４ で 大 動 脈 を 染 色 し 、 そ し
て 染 色 の 程 度 を 分 析 す る 。 被 験 物 質 処 置 お よ び 未 処 置 脂 質 食 ウ サ ギ に お い て 損 傷 に 覆 わ れ
た 大 動 脈 表 面 積 の パ ー セ ン ト を グ ラ フ 化 す る 。 有 効 な 抗 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 剤 で 処 置
さ れ た ウ サ ギ の 大 動 脈 は あ ま り 染 色 さ れ ず 、 こ れ は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 の 低 減 を 示 し
て い る 。 加 え て 、 Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ ま た は Ｒ ａ ｍ － １ １ 抗 原 の 抗 体 を 用 い て 、 大 動 脈 の 切 片 を
Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ 発 現 ま た は マ ク ロ フ ァ ー ジ 蓄 積 に 関 し て 免 疫 染 色 す る 。 対 照 処 置 試 料 と 比 較
し て 、 Ｖ Ｃ Ａ Ｍ － １ 発 現 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ 蓄 積 の 低 下 は 有 効 な 薬 剤 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 Ｌ Ｄ Ｌ コ レ ス テ ロ ー ル の 低 下 を 霊 長 類 モ デ ル に お い て も 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば
被 験 化 合 物 の 投 与 の 前 に 、 高 脂 肪 コ レ ス テ ロ ー ル 食 餌 を 与 え る こ と に よ り カ ニ ク イ ザ ル を
高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 に す る 。 次 い で サ ル に 被 験 化 合 物 ま た は 対 照 ベ ヒ ク ル を ２ 週 間 経 口
投 与 す る 。 こ の 期 間 中 の サ ル の 血 清 Ｌ Ｄ Ｌ コ レ ス テ ロ ー ル パ ー セ ン テ ー ジ の 低 下 は 有 効 な
抗 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 剤 を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 可 溶 性 形 態 で 、 例 え ば 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞
の 分 泌 生 成 物 と し て 発 現 さ れ る 場 合 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 、 電 気 泳 動 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 工 程 を 含 む 当 分 野 の 標
準 的 な 手 順 に 従 っ て 、 例 え ば か か る 精 製 の 手 引 き を 提 供 す る 「 酵 素 精 製 お よ び 関 連 す る 技
術 」 Methods in Enzymology, 22:233-577(1977)、 お よ び Scopes,R., Protein Purificati
on: Principles and Practice (Springer-Verlag, New York, 1982)に 従 っ て そ れ ら を 精
製 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 不 溶 性 形 態 で 、 例 え ば 凝 集 体 ま た
は 封 入 体 と し て 発 現 さ れ る 場 合 、 遠 心 に よ り 崩 壊 し た 宿 主 細 胞 か ら 封 入 体 を 分 離 す る こ と
、 カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 お よ び 還 元 剤 で 封 入 体 を 可 溶 化 す る こ と 、 可 溶 化 し た 混 合 物 を 希 釈 す
る こ と 、 な ら び に ポ リ ペ プ チ ド が 生 物 学 的 に 活 性 な コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を と る よ う に カ オ
ト ロ ピ ッ ク 剤 お よ び 還 元 剤 の 濃 度 を 低 下 さ せ る こ と を 含 む 適 切 な 技 術 に よ り そ れ ら を 精 製
す る こ と が で き る 。 後 者 の 手 順 は 以 下 の 文 献 に 開 示 さ れ て お り 、 そ れ は 出 典 明 示 に よ り 本
明 細 書 の 一 部 と す る ： Winkler et al., Biochemistry, 25:4041-4045 (1986)； Winkler e
t al., Biotechnology, 3:992-998 (1985)； Koths et al.,米 国 特 許 第 ４ ５ ６ ９ ７ ９ ０ 号
； お よ び 欧 州 特 許 出 願 第 ８ ６ ３ ０ ６ ９ １ ７ .５ 号 お よ び 第 ８ ６ ３ ０ ６ ３ ５ ３ .３ 号 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 小 型 分 子 、 ペ プ チ ド 、 Ｃ Ｐ Ｐ 核 酸 分 子 お よ び 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を 含 む Ｃ Ｐ Ｐ ま た は
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Ｃ Ｐ Ｐ 生 物 学 的 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 化 合 物 を 、 投 与 に 適 当 な 医 薬 組 成 物 に 組 込 む
こ と が で き る 。 か か る 組 成 物 は 典 型 的 に は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 「 薬 学 的 に 許
容 さ れ る 担 体 」 な る 用 語 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 際 に は 、 医 薬 用 投 与 に 適 合 す る 任 意 の
お よ び 全 て の 溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 細 菌 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 お よ び 吸 収 遅 延
剤 等 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 医 薬 的 に 活 性 な 物 質 の た め の か か る 溶 媒 お よ び 薬 剤 の 使 用 は
当 分 野 で 周 知 で あ る 。 任 意 の 慣 用 さ れ る 溶 媒 ま た は 薬 剤 が 活 性 化 合 物 と 不 適 合 で あ る 場 合
を 除 い て 、 組 成 物 に お け る そ の 使 用 が 意 図 さ れ る 。 補 助 的 な 活 性 な 化 合 物 を 組 成 物 に 組 込
む こ と も で き る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を そ の 意 図 さ れ る 投 与 経 路 に 適 合 す る よ う に 処 方 す る 。 投 与 経 路 の 実 例
に は 、 非 経 腸 、 例 え ば 静 脈 内 、 皮 内 、 皮 下 、 経 口 （ 例 え ば 吸 入 ） 、 経 皮 （ 局 所 ） 、 経 粘 膜
お よ び 直 腸 投 与 が 挙 げ ら れ る 。 非 経 腸 、 皮 内 ま た は 皮 下 適 用 に 使 用 さ れ る 溶 液 ま た は 懸 濁
液 は 以 下 の 成 分 を 含 む こ と が で き る ： 注 射 用 水 、 食 塩 水 溶 液 、 不 揮 発 性 油 、 ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は そ の 他 の 合 成 溶 媒 の よ う な 無 菌 希
釈 剤 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン の よ う な 抗 細 菌 剤 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た
は 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム の よ う な 抗 酸 化 剤 ； エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 の よ う な キ レ ー ト 剤
； 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 ま た は リ ン 酸 塩 の よ う な バ ッ フ ァ ー お よ び 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は デ
キ ス ト ロ ー ス の よ う な 張 性 の 調 整 の た め の 薬 剤 。 塩 酸 ま た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 酸
ま た は 塩 基 で ｐ Ｈ を 調 整 す る こ と が で き る 。 非 経 腸 調 製 物 を ア ン プ ル 、 使 い 捨 て シ リ ン ジ
ま た は ガ ラ ス も し く は プ ラ ス チ ッ ク 製 の 多 回 投 与 用 バ イ ア ル に 入 れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 注 射 使 用 に 適 当 な 医 薬 組 成 物 は 無 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 の 場 合 ） ま た は 分 散 液 お よ び 無 菌 注
射 用 溶 液 ま た は 分 散 液 の 即 時 調 製 用 無 菌 粉 末 を 含 む 。 静 脈 内 投 与 に 適 当 な 担 体 に は 生 理 学
的 食 塩 水 、 静 菌 性 水 、 Cremophor Ｅ Ｌ （ 登 録 商 標 ） （ Ｂ Ａ Ｓ Ｆ 、 Parsippany,N.J.） ま た
は リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 （ Ｐ Ｂ Ｓ ） が 挙 げ ら れ る 。 全 例 で 、 組 成 物 は 無 菌 で な ら な け れ ば な
ら ず 、 そ し て 容 易 な 注 射 針 通 過 性 が 存 在 す る 程 度 ま で 流 動 性 で あ る べ き で あ る 。 こ れ は 製
造 お よ び 保 存 条 件 下 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 そ し て 細 菌 お よ び 真 菌 の よ う な 微 生 物 の 夾
雑 作 用 に 対 し て 保 存 さ れ な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （
例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） お
よ び 適 当 な そ の 混 合 物 を 含 有 す る 溶 媒 ま た は 分 散 媒 で よ い 。 例 え ば レ ク チ ン の よ う な コ ー
テ ィ ン グ の 使 用 に よ り 、 分 散 液 の 場 合 、 必 要 と さ れ る 粒 子 サ イ ズ の 維 持 に よ り 、 お よ び 界
面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 適 切 な 流 動 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。 種 々 の 抗 細 菌 お よ び 抗 真 菌
剤 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル 等
に よ り 微 生 物 作 用 の 防 御 を 達 成 す る こ と が で き る 。 多 く の 場 合 、 等 張 剤 、 例 え ば マ ン ニ ト
ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 糖 、 多 価 ア ル コ ー ル を 組 成 物 中 に 含 む の が
好 ま し い 。 組 成 物 に 吸 収 を 遅 延 さ せ る 薬 剤 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び
ゼ ラ チ ン を 含 め る こ と に よ り 、 注 射 用 組 成 物 の 吸 収 延 長 を も た ら す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 活 性 化 合 物 が タ ン パ ク 質 、 例 え ば 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 で あ る 場 合 、 適 切 な 溶 媒 中 に 前 記 で 列 挙
し た 成 分 の １ つ ま た は 組 合 せ と 共 に 必 要 と さ れ る 量 の 活 性 化 合 物 を 組 込 み 、 必 要 な 場 合 、
続 い て 滅 菌 濾 過 す る こ と に よ り 、 無 菌 注 射 用 溶 液 を 調 製 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 活
性 化 合 物 を 、 基 本 の 分 散 媒 お よ び 前 記 で 列 挙 し た も の か ら 必 要 と さ れ る そ の 他 の 成 分 を 含
有 す る 無 菌 ベ ヒ ク ル に 組 込 む こ と に よ り 分 散 液 を 調 製 す る 。 無 菌 注 射 用 溶 液 の 調 製 の た め
の 無 菌 粉 末 の 場 合 、 調 製 の 好 ま し い 方 法 は 、 活 性 成 分 プ ラ ス 任 意 の さ ら に 別 の 望 ま し い 成
分 の 粉 末 を 生 じ る 、 予 め 滅 菌 濾 過 し た そ の 溶 液 か ら の 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 経 口 組 成 物 は 一 般 的 に 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 食 用 担 体 を 含 む 。 こ れ ら を ゼ ラ チ ン カ プ セ ル
に 封 入 す る か 、 ま た は 錠 剤 に 圧 縮 す る こ と が で き る 。 経 口 治 療 用 投 与 の 目 的 の た め に 、 活
性 化 合 物 を 賦 形 剤 と 共 に 組 込 み 、 そ し て 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ま た は カ プ セ ル の 形 態 で 用 い る
こ と が で き る 。 吸 入 に よ る 投 与 の た め に 、 化 合 物 を 適 当 な 噴 霧 剤 、 例 え ば 二 酸 化 炭 素 の よ
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う な 気 体 を 含 有 す る 加 圧 容 器 も し く は デ ィ ス ペ ン サ ー 、 ま た は ネ ブ ラ イ ザ ー か ら エ ア ロ ゾ
ル ス プ レ ー の 形 態 で 送 達 す る 。 経 粘 膜 ま た は 経 皮 手 段 に よ り 全 身 投 与 す る こ と も で き る 。
経 粘 膜 ま た は 経 皮 投 与 用 に 、 通 過 す る バ リ ヤ に 適 切 な 浸 透 剤 を 処 方 で 用 い る 。 か か る 浸 透
剤 は 一 般 的 に 当 分 野 で 公 知 で あ り 、 そ し て 例 え ば 経 粘 膜 投 与 用 に は 、 デ タ ー ジ ェ ン ト 、 胆
汁 塩 、 お よ び フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 が 挙 げ ら れ る 。 鼻 ス プ レ ー ま た は 坐 剤 の 使 用 に よ り 経 粘 膜
投 与 を 達 成 す る こ と が で き る 。 経 皮 投 与 用 に は 、 当 分 野 で 一 般 的 に 公 知 で あ る よ う な 、 軟
膏 （ ointment） 、 膏 薬 （ salve） 、 ゲ ル 、 ま た は ク リ ー ム に 活 性 化 合 物 を 処 方 す る 。 最 も
好 ま し く は 、 活 性 化 合 物 を 静 脈 内 注 射 に よ り 対 象 に 送 達 す る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 移 植 お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 送 達 系 を 含 む 放 出 制 御 処 方 の よ う に
、 化 合 物 を 体 内 か ら の 急 速 な 排 泄 に 対 し て 保 護 す る 担 体 と 共 に 活 性 化 合 物 を 調 製 す る 。 エ
チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 ポ リ 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ オ ル ソ エ ス テ ル お
よ び ポ リ 乳 酸 の よ う な 生 体 分 解 性 、 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー を 用 い る こ と が で き る 。 か か る 処
方 の 調 製 方 法 は 当 業 者 に は 明 ら か で あ る 。 Alza Corporationお よ び Nova Pharmaceuticals
,Inc.か ら 市 販 の 材 料 を 入 手 す る こ と も で き る 。 リ ポ ソ ー ム 懸 濁 液 （ ウ イ ル ス 抗 原 に 対 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 感 染 細 胞 に タ ー ゲ テ ィ ン グ さ れ た リ ポ ソ ー ム を 含 む ） を 薬 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 と し て 用 い る こ と も で き る 。 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 っ て 、 例 え ば 米 国 特
許 第 ４ ５ ２ ２ ８ １ １ 号 （ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 記 載 さ
れ る よ う に こ れ ら を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 活 性 化 合 物 を マ イ ク ロ チ ッ プ 薬 物 送 達 装 置 に コ ー テ ィ ン グ す る こ と
が で き る 。 か か る 装 置 は か か る 組 成 物 に 消 化 を 受 け さ せ な い で 、 ま た は 個 体 に 注 射 を 受 け
さ せ な い で 、 個 体 の 血 流 、 脳 脊 髄 液 、 リ ン パ 液 、 ま た は 組 織 へ の タ ン パ ク 質 性 組 成 物 の 制
御 さ れ た 分 配 に 有 用 で あ る 。 マ イ ク ロ チ ッ プ 薬 物 送 達 装 置 の 使 用 方 法 は 米 国 特 許 第 ６ １ ２
３ ８ ６ １ 号 、 第 ５ ７ ９ ７ ８ ９ ８ 号 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 ２ ０ ０ ２ ０ １ １ ９ １ ７ ６ Ａ １ 号 （
そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 経 口 、 ま た は 好 ま し く は 非 経 腸 組 成 物 を 投 与 の 容 易 さ お よ び 投 与 量 の 均 一 性 の た め に 投
与 量 単 位 形 態 に 処 方 す る の が 特 に 有 利 で あ る 。 投 与 量 単 位 形 態 は 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る
際 に は 、 処 置 さ れ る 対 象 に と っ て 投 与 量 の 統 一 に 適 し た 物 理 的 に 別 個 の 単 位 を 指 し ； 各 単
位 は 望 ま し い 治 療 効 果 を 生 み 出 す よ う に 算 出 さ れ た 予 め 決 定 さ れ た 量 の 活 性 化 合 物 を 必 要
と さ れ る 医 薬 用 担 体 に 随 伴 さ れ て 含 有 す る 。 本 発 明 の 投 与 量 単 位 形 態 に 関 す る 明 細 は 、 活
性 化 合 物 の 独 特 な 特 性 お よ び 達 成 さ れ る 特 定 の 治 療 効 果 、 な ら び に 個 体 の 処 置 の た め の か
か る 活 性 化 合 物 の 調 合 の 分 野 で の 固 有 の 制 限 に よ り 決 定 さ れ 、 そ し て そ れ に 直 接 依 存 す る
。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 か か る 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 効 果 を 、 例 え ば Ｌ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ に 致 死 の 用 量 ）
お よ び Ｅ Ｄ ５ ０ （ 集 団 の ５ ０ ％ に 治 療 上 有 効 な 用 量 ） を 決 定 す る た め の 、 細 胞 培 養 ま た は
実 験 動 物 に お け る 標 準 的 な 薬 学 的 手 順 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 お よ び 治 療 効 果
の 間 の 用 量 比 は 治 療 指 標 で あ り 、 そ し て Ｌ Ｄ ５ ０ ／ Ｅ Ｄ ５ ０ 比 と し て 表 現 す る こ と が で き
る 。 大 き な 治 療 指 標 を 呈 す る 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 副 作 用 を 呈 す る 化 合 物 を 使 用 す る こ
と が で き る が 、 未 感 染 細 胞 に 対 す る 損 傷 の 可 能 性 を 最 小 に し 、 そ れ に よ り 副 作 用 を 低 減 す
る た め に 、 か か る 化 合 物 を 罹 患 組 織 の 部 位 に タ ー ゲ テ ィ ン グ さ せ る 送 達 系 の 設 計 に 注 意 を
払 わ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 研 究 か ら 得 ら れ た デ ー タ を ヒ ト で 使 用 す る た め の 投 与 量 範
囲 を 計 算 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 か か る 化 合 物 の 投 与 量 は 、 ほ と ん ど ま た は 全 く 毒
性 が な く 、 Ｅ Ｄ ５ ０ を 含 む 循 環 濃 度 の 範 囲 内 に あ る の が 好 ま し い 。 投 与 量 は こ の 範 囲 内 で
、 用 い る 投 与 形 態 お よ び 利 用 す る 投 与 経 路 に 依 存 し て 変 動 し 得 る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て
用 い ら れ る 任 意 の 化 合 物 に 関 し て 、 治 療 上 有 効 量 を 最 初 に 細 胞 培 養 ア ッ セ イ か ら 推 測 す る
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こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル に お い て 用 量 を 処 方 し て 、 循 環 を 達 成 し 、 こ れ を 用 い て ヒ ト に
お い て 有 用 な 用 量 を さ ら に 正 確 に 決 定 す る 。 例 え ば 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 血
漿 中 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 医 薬 組 成 物 を 投 与 の た め の 指 示 書 と 一 緒 に 容 器 、 パ ッ ク ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー に 含 め る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　
　 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー お よ び 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 を Ｃ Ｐ Ｐ 関 連 障 害 の 処 置 ま た は 予 防
に 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て １ つ の 態 様 で は 、 Ｃ Ｐ Ｐ の 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、
ま た は ペ プ チ ド モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 有 す る 、 好 ま し く は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は 希
釈 剤 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 担 体 ま た は 希 釈 剤 は 経 口 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 ま た は 皮
下 投 与 に 適 合 さ れ て い る の が 好 ま し い 。 医 薬 組 成 物 は 本 明 細 書 に 記 載 す る Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ
ー タ ー 、 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 、 ま た は 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の い ず れ か を 含 む か ま た は 本 質
的 に そ れ か ら 構 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 多 く の 薬 剤 が 心 臓 血 管 障 害 の 処 置 お よ び 予 防 に 有 用 で あ る 。 か か る 薬 剤 を Ｃ Ｐ Ｐ 関 連 組
成 物 と 組 合 せ て 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 例 え ば 、 細 胞 サ イ ク ル 阻 害 剤 お よ び プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン （ Simari and Nabel, Semin.In
tervent.Cardiol. 1:77-83(1996)） ； Ｎ Ｏ （ 一 酸 化 窒 素 ） ド ナ ー 薬 物 ； ｂ ｃ ｌ － ｘ の よ う
な プ ロ ア ポ ト ー シ ス 剤 （ Pollman et al., Nature Med. 2:222-227(1998)） ； ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ ｔ ｋ ） 遺 伝 子 お よ び 全 身 性 ガ ン シ ク ロ ビ ル （ Ohno et al., Sci
ence 265:781-784(1994)； Guzman et al., Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91:10732-10736(199
4)； Chang et al., Mol.Med. 1:172-181(1995)； お よ び Simari et al., Circulation 92:
1-501(1995)） は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 再 狭 窄 お よ び 新 内 膜 平 滑 筋 増 殖 を 処 置 す る の
に 利 用 さ れ て い る 。 前 記 の 参 照 文 献 の 開 示 は 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 と の 組 合 せ に 有 用 な 抗 血 栓 症 剤 に は 、 例 え ば Ｉ Ｉ ｂ ／ Ｉ Ｉ Ｉ ａ イ ン テ グ
リ ン の 阻 害 剤 ； 組 織 因 子 阻 害 剤 ； お よ び 抗 ト ロ ン ビ ン 剤 が 挙 げ ら れ る 。 Vukmir, Am.J.Eme
r.Med. 13:459-470(1995)； Grant, PACE 20:432-444(1997)； Assmann I., Curr.Med.Res.
Opin. 13:325-343(1995)； お よ び Lipka et al., Am.Heart J. 130:632-640(1995)（ そ の
開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 記 載 さ れ る よ う な 局 所 麻 酔 剤 （ Ｉ 群
剤 ） 、 交 感 神 経 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ Ｉ Ｉ 群 剤 ） 、 抗 細 動 性 剤 （ Ｉ Ｉ Ｉ 群 剤 ） カ ル シ ウ ム チ ャ
ネ ル 剤 （ Ｉ Ｖ 群 剤 ） ま た は ア ニ オ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト （ Ｖ 群 剤 ） の よ う な 抗 不 整 脈 剤 を 用 い
る こ と も で き る 。 Ｉ 群 剤 の 実 例 に は ： プ ロ カ イ ン ア ミ ド ； キ ニ ジ ン ま た は ジ ソ ピ ラ ミ ド ；
リ ド カ イ ン ； フ ェ ニ ト イ ン ； ト カ イ ニ ド ま た は メ キ シ レ チ ン ； エ ン カ イ ニ ド ； フ レ カ イ ニ
ド ； ロ ル カ イ ニ ド ； プ ロ パ フ ェ ノ ン （ Ｉ Ｉ Ｉ ） ま た は モ リ シ ジ ン が 挙 げ ら れ る 。 交 感 神 経
ア ン タ ゴ ニ ス ト に は ： プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル 、 エ ス モ ロ ー ル 、 メ ト プ ロ ロ ー ル 、 ア テ ネ ラ ル 、
ま た は ア セ ブ ト ロ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 抗 細 動 性 剤 の 実 例 は ブ レ チ リ ウ ム 、 ア ミ オ ダ ロ ン 、
ソ タ ロ ー ル （ Ｉ Ｉ ） ま た は Ｎ － ア セ チ ル プ ロ カ イ ン ア ミ ド で あ る 。 Ｉ Ｖ 群 剤 に は ベ ラ パ ミ
ル 、 ジ ル チ ア ゼ ム お よ び ベ プ リ ジ ル 、 な ら び に ア リ ニ ジ ン の よ う な ア ニ オ ン ア ン タ ゴ ニ ス
ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 う っ 血 性 心 不 全 治 療 剤 に は Embrel（ 商 標 ） （ Immunex Corp.； Seattle,Wash.） 、 Ｔ Ｂ Ｃ
１ １ ２ ５ １ の よ う な Ｔ Ｎ Ｆ 阻 害 剤 ま た は Natrecor（ ネ シ リ チ ド ； Scios,Inc.） の よ う な Ａ
Ｃ Ｅ （ ア ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 ） 阻 害 剤 が 挙 げ ら れ る 。 血 管 新 生 剤 、 例 え ば Genentech
に よ り 開 発 さ れ た ｒ ｈ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の よ う な 組 換 え Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ア イ ソ フ ォ ー ム ； Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の １ ２
１ ア ミ ノ 酸 ア イ ソ フ ォ ー ム を コ ー ド す る 核 酸 分 子 （ BioByPass（ 商 標 ） ； Gen Vec/Parke D
avis） ； ま た は Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ － ２ を コ ー ド す る 核 酸 （ Vascular Genetics,Inc.） ； FIBLAST（
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商 標 ） 、 Scios,Inc.（ Mountain View,Calif.） お よ び Wyeth Ayerst Laboratories（ Radno
r,Pa.） に よ り 開 発 さ れ て い る Ｆ Ｇ Ｆ － ２ の 組 換 え 形 態 、 GENERX（ 商 標 ） ま た は Collatera
l Therapeutics（ San Diego,Calif.） お よ び Schering AG（ Miller and Abrams,gen.Engin
.News 18:1(1998)参 照 （ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） ） に よ り
開 発 さ れ た Ｆ Ｇ Ｆ － ４ を コ ー ド す る ア デ ノ ウ イ ル ス 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー も ま た 本 発 明 の Ｃ
Ｐ Ｐ 関 連 組 成 物 と の 組 合 せ に 有 用 で あ る 。 最 後 に 、 ア ム ロ ジ ピ ン （ Marche et al., Int.J
.Cardiol. 62(suppl.):S17-S22(1997)； Schachter, Int.J.Cardiol. 62(suppl.):S85-S90
(1997)） ； ニ カ ル ジ ピ ン ； ニ フ ェ ジ ピ ン ； プ ロ パ ノ ー ル (propanorol)； 硝 酸 イ ソ ソ ル ビ ド
； ジ ル チ ア ゼ ム ； お よ び イ ス ラ ジ ピ ン （ Nayler(Ed.) Calcium Antagonists pages157-260
 London:Academic Press(1988)； Schachter, Int.J.Cardiol. 62(suppl.):S9-S15(1997)
） の よ う な カ ル シ ウ ム ア ン タ ゴ ニ ス ト も ま た 心 臓 血 管 障 害 の 有 利 な 治 療 剤 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 で は 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ 、 Ｃ Ｐ Ｐ モ ジ ュ レ ー タ ー お よ び 抗 Ｃ Ｐ Ｐ 抗 体
を 薬 物 溶 出 ス テ ン ト で 用 い て 、 ス テ ン ト 留 置 に よ る 傷 害 の 後 に 生 じ る 内 膜 肥 厚 ま た は 再 狭
窄 を 防 御 お よ び 処 置 す る こ と が で き る 。 冠 動 脈 ス テ ン ト 留 置 は 開 い た 閉 塞 心 臓 動 脈 を 支 え
る 小 型 の メ ッ シ ュ 足 場 装 置 の 使 用 で あ り 、 こ れ は バ ル ー ン 血 管 形 成 を 行 わ れ た 患 者 の ８ ０
％ で 用 い ら れ る 。 血 管 形 成 を 行 わ れ た 患 者 の 中 で 、 ス テ ン ト 留 置 し な か っ た 場 合 、 約 ３ ０
か ら ５ ０ ％ が ６ か 月 以 内 に 再 狭 窄 を 進 展 さ せ 、 そ し て ス テ ン ト 移 植 に 成 功 し た も の の 約 ２
０ か ら ３ ０ ％ が ６ か 月 以 内 に ス テ ン ト 内 再 狭 窄 を 発 症 す る 。 再 狭 窄 の 発 生 を 低 減 す る た め
に 、 例 え ば ス テ ン ト 表 面 の 血 栓 形 成 性 を 低 減 さ せ る た め に ヘ パ リ ン コ ー テ ィ ン グ を 伴 う 、
コ ー テ ィ ン グ さ れ た ス テ ン ト が 開 発 さ れ て お り （ 概 説 に 関 し て は 、 Kocsis JF et al., J.
 Long Term Eff. Med. Implants, 2000, 10(1-2), p.19-45参 照 ） 、 そ し て さ ら に 最 近 で
は 、 ス テ ン ト 移 植 部 位 で 特 定 の 薬 物 の 放 出 を 可 能 に す る 薬 物 溶 出 ス テ ン ト が 登 場 し て い る
（ 概 説 に 関 し て は 、 Chong PH and Cheng JW, Ann. Pharmacother., 2004, 38(4):661-669
参 照 ） 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 ス テ ン ト の コ ー テ ィ ン グ に お い て そ れ ら を 使 用 す る 目 的 の た め に 、 体 温 で 長 時 間 に わ た
っ て 安 定 で あ り 、 そ し て ス テ ン ト 留 置 の 局 所 部 位 で 本 発 明 の 組 成 物 の 緩 徐 な 放 出 を 提 供 す
る た め に 、 本 発 明 の 組 成 物 を 、 例 え ば 医 薬 組 成 物 と 題 し た セ ク シ ョ ン で 前 記 し た よ う な 、
適 当 な 医 薬 品 分 配 形 態 に 調 製 す る 必 要 が あ る 。 本 発 明 の 組 成 物 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ス テ
ン ト を 調 製 す る た め の そ の 他 の 実 例 的 な 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 そ し て 例 え ば 国 際 特
許 出 願 第 Ｗ Ｏ ０ ４ ／ ０ ０ ２ ５ ４ ９ 号 に 見 出 す こ と が で き 、 そ の 開 示 は そ の 全 て を 出 典 明 示
に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 を ス テ ン ト の コ ー テ ィ ン グ 材 料 と し て 使 用 す る こ と の 利 点 は 、 血 管 損 傷
の 正 確 な 部 位 お よ び 時 間 に 組 成 物 を 血 管 に 適 用 す る と い う 点 で あ る 。 こ の 種 の 局 所 薬 物 投
与 を 用 い て 全 身 毒 性 の リ ス ク な し に 薬 物 の よ り 高 い 組 織 濃 度 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 し て き た が 、 説 明 の み の 目 的 で 提 供 さ れ 、 そ し て 特 記 し な い 場 合
限 定 を 意 図 す る も の で は な い 、 特 定 の 具 体 的 な 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ り さ ら な る 理 解
を 得 る こ と が で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ７ ７ 】
　
　
　 心 臓 血 管 疾 患 の デ ュ ー ク デ ー タ バ ン ク に 登 録 し た 対 象 を 冠 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） に 基 づ い
て 選 択 し た 。 Ｃ Ａ Ｄ 患 者 全 ２ ４ １ 名 お よ び 対 照 個 体 を さ ら に 性 別 、 年 齢 、 お よ び 民 族 性 に
関 し て さ ら に 適 合 さ せ 、 そ し て 血 漿 異 常 を 有 す る 個 体 を 排 除 し た 。 Ｃ Ａ Ｄ 患 者 ５ ３ 人 の 組
お よ び 対 照 個 体 ５ ３ 人 の 組 を 定 め た 。 各 組 か ら ６ リ ッ ト ル の 血 漿 を プ ー ル し た 。 各 個 体 か
ら の 血 漿 の ア リ コ ー ト を 維 持 し 、 し た が っ て プ ー ル し た 試 料 の 陽 性 結 果 を 集 団 の 各 メ ン バ
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ー に 関 し て 確 認 す る こ と が 可 能 に な る 。 か か る 確 認 は 、 個 体 の 効 果 を 心 臓 血 管 障 害 に 無 関
係 で あ る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル 異 常 と 混 同 す る 可 能 性 を 払 拭 す る の に 貴 重 で あ る 。
各 集 団 か ら プ ー ル し た 血 漿 の ２ と １ ／ ２ リ ッ ト ル を 以 下 の よ う に MicroProt（ 商 標 ） 法 に
従 っ て 多 段 階 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ る 分 離 に 供 し た ：
【 ０ ２ ７ ８ 】
　
　 凍 結 血 漿 １ ２ ５ ｍ ｌ を 解 凍 し 、 そ し て 無 菌 フ ー ド 内 で ０ .４ ５ μ ｍ 無 菌 フ ィ ル タ ー で 濾
過 し た 。
　 濾 液 を 各 々 ３ ０ ０ ｍ ｌ Ｈ Ｓ Ａ リ ガ ン ド セ フ ァ ロ ー ス フ ァ ス ト フ ロ ー カ ラ ム （ Amersham, 
Upsala,Sweden） 、 内 径 ５ ｃ ｍ 、 長 さ １ ５ ｃ ｍ ； お よ び １ ０ ０ ｍ ｌ プ ロ テ イ ン Ｇ セ フ ァ ロ
ー ス フ ァ ス ト フ ロ ー カ ラ ム （ Amersham, Upsala,Sweden） 、 内 径 ５ ｃ ｍ 、 長 さ ５ ｃ ｍ の ２
つ の 直 列 カ ラ ム に 注 入 し た 。
　 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｏ ４ バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ７ .１ ） 、 ０ .１ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で カ ラ ム を 平 衡 に し
、 そ し て 洗 浄 し た 。 流 速 は ５ ｍ ｌ ／ 分 で あ っ た 。
　 非 保 持 分 画 （ ３ ５ ０ ｍ ｌ ） を 第 ２ 工 程 ま で 凍 結 し た 。 ２ ０ 回 実 行 し た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　
　 工 程 １ か ら の 試 料 を 解 凍 し 、 そ し て 無 菌 フ ー ド 内 で ０ .４ ５ μ ｍ 無 菌 フ ィ ル タ ー で 濾 過
し た 。
　 濾 液 を ２ つ の 直 列 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム ： ２ × ９ .５ リ ッ ト ル の Superdex　 ７ ５ （ Amersham, U
K） カ ラ ム 、 内 径 ４ ｃ ｍ 、 長 さ ６ ２ ｃ ｍ に 注 入 し た 。 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｐ Ｏ ４ バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ
７ .４ ） 、 ０ .１ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ８ Ｍ 尿 素 で カ ラ ム を 平 衡 に し た 。 疎 水 性 不 純 物 を 逆 相 プ レ
カ ラ ム ： １ ５ ０ ｍ ｌ 　 Ｐ Ｌ Ｒ Ｐ Ｓ （ Polymer Labs,UK） に 保 持 し た 。 プ レ カ ラ ム を 試 料 注
入 用 に 交 換 し た 。 流 速 ４ ０ ｍ ｌ ／ 分 で ゲ ル 濾 過 を 実 施 し た 。
　 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 （ ＜ ２ ０ ｋ Ｄ ａ ） を 直 列 逆 相 捕 捉 カ ラ ム ： ５ ０ ｍ ｌ 　 Ｐ Ｌ Ｒ Ｐ Ｓ 　
１ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム （ Polymer Labs,UK） に 適 応 さ せ た 。 Ｐ Ｌ Ｒ Ｐ Ｓ カ ラ ム で 注 入 を
制 御 す る ３ 方 向 バ ル ブ を ３ ３ ｍ Ａ Ｕ （ ２ ８ ０ ｎ ｍ ） の カ ッ ト オ フ で 切 り 換 え て 、 ゲ ル 濾 過
溶 出 液 を 逆 相 捕 捉 カ ラ ム に 送 っ た 。 こ の カ ッ ト オ フ 値 は Ｏ Ｄ 値 の 推 定 さ れ る 範 囲 を 提 供 す
る た め に 最 初 に Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 用 い る こ と に よ り 、 そ し て 続 い て ３ つ の カ ッ ト オ フ 値
を 評 価 す る こ と に よ り （ Ｏ Ｄ 範 囲 の 高 、 中 お よ び 低 値 ） 確 立 し た 。 得 ら れ る 低 分 子 量 タ ン
パ ク 質 を 最 大 に し 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 部 分 が 少 な く と も ８ ５ ％ で あ る よ う に 最 終 の カ ッ
ト オ フ 値 を 選 択 し た 。 水 中 ０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ 、 ８ ０ ％ Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ の １ カ ラ ム 容 量 グ ラ ジ エ ン
ト に よ り 、 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 逆 相 捕 捉 Ｐ Ｌ Ｒ Ｐ Ｓ カ ラ ム か ら 溶 出 し た
。 溶 出 液 分 画 （ ５ ０ ｍ ｌ ） を 次 の 工 程 ま で 凍 結 し た 。 ２ ０ 回 実 行 し た 。 こ の 工 程 の 最 後 に
、 全 逆 相 溶 出 液 を 解 凍 し 、 プ ー ル し （ １ リ ッ ト ル ） 、 そ し て ７ 個 の ポ リ プ ロ ピ レ ン 容 器 （
１ ４ ３ ｍ ｌ ） に 分 け た 。 次 の 工 程 で 使 用 す る ま で 容 器 を － ２ ０ 度 に 維 持 し た 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　
　 工 程 ２ か ら の 試 料 （ １ ４ ７ ｍ ｌ ） を 解 凍 し 、 そ し て 等 量 の カ チ オ ン 交 換 バ ッ フ ァ ー Ａ （
Ｇ ｌ ｙ ／ Ｈ Ｃ ｌ 　 バ ッ フ ァ ー ５ ０ ｍ Ｍ ， ｐ Ｈ ２ .７ 、 尿 素 ８ Ｍ ） と 混 合 し た 。
　 試 料 を １ ０ ０ ｍ ｌ 　 Source　 １ ５ Ｓ カ ラ ム （ Amersham, Upsala,Sweden） 、 内 径 ３ ５ ｍ
ｍ 、 長 さ １ ０ ０ ｍ ｍ に 注 入 し た 。 バ ッ フ ァ ー Ａ で カ ラ ム を 平 衡 に し 、 そ し て 洗 浄 し た 。 流
速 は １ ０ ｍ ｌ ／ 分 で あ っ た 。
　 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を １ ０ ０ ％ バ ッ フ ァ ー Ａ か ら １ ０ ０ ％ バ ッ フ ァ ー Ｂ （ １ Ｍ 　
Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー Ａ ） ま で の ス テ ッ プ グ ラ ジ エ ン ト で 溶 出 し た ：
　 　 ７ .５ ％ Ｂ （ ７ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） ３ カ ラ ム 容 量
　 　 １ ０ ％ Ｂ （ １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） ３ カ ラ ム 容 量
　 　 １ ７ .５ ％ Ｂ （ １ ７ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） ３ カ ラ ム 容 量
　 　 ２ ２ .５ ％ Ｂ （ ２ ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） ２ カ ラ ム 容 量
　 　 ２ ７ .５ ％ Ｂ （ ２ ７ ５ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） ２ カ ラ ム 容 量
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工 程 １ ： Ｈ Ｓ Ａ ／ Ｉ ｇ Ｇ 枯 渇

工 程 ２ ： ゲ ル 濾 過 ／ 逆 相 捕 捉 工 程

工 程 ３ ： カ チ オ ン 交 換



　 　 １ ０ ０ ％ Ｂ （ １ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ ） ２ カ ラ ム 容 量
　 ピ ー ク に 基 づ い て ４ ５ か ら ６ ０ 分 画 を 収 集 し た 。 ７ 回 実 行 し た 。 ７ 回 実 行 を 達 成 し た 後
、 １ ８ 分 画 を 得 る た め に 、 実 行 中 お よ び 間 の 分 画 に プ ー ル し た 。 次 の 工 程 で 使 用 す る ま で
分 画 を － ２ ０ 度 に 維 持 し た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　
　 濃 縮 ト リ ス Ｈ Ｃ ｌ で ｐ Ｈ を ８ .５ に 調 整 し た 後 、 １ ８ 個 の カ チ オ ン 交 換 分 画 の 各 々 を ジ
チ オ エ リ ス リ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｅ 、 ３ ０ ｍ Ｍ 　 ３ ７ ℃ で ３ 時 間 ） で 還 元 し 、 そ し て ヨ ー ド ア セ
タ ミ ド （ １ ２ ０ ｍ Ｍ 、 暗 中 ２ ５ ℃ で １ 時 間 ） で ア ル キ ル 化 し た 。 後 者 の 反 応 を Ｄ Ｔ Ｅ （ ３
０ ｍ Ｍ ） の 添 加 で 停 止 さ せ 、 続 い て 酸 性 に し た （ Ｔ Ｆ Ａ 、 ０ .１ ％ ） 。 次 い で 分 画 を Uptis
pher　 Ｃ ８ 、 ５ ｕ ｍ 、 ３ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム カ ラ ム （ Interchim,French） 内 径 ２ １ ｍ ｍ
、 長 さ １ ５ ０ ｍ ｍ に 注 入 し た 、 流 速 １ ０ ｍ ｌ ／ 分 で 注 入 を 実 施 し た 。
　 水 中 ０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ （ 溶 液 Ａ ） で Ｃ ８ カ ラ ム を 平 衡 に し 、 そ し て 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質
お よ び ペ プ チ ド を １ ０ ０ ％ Ａ か ら １ ０ ０ ％ Ｂ （ 水 中 ０ .１ ％ Ｔ Ｆ Ａ 、 ８ ０ ％ Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ ）
ま で の 二 相 性 グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て ６ ０ 分 で 溶 出 し た 。 流 速 は ２ ０ ｍ ｌ ／ 分 で あ っ た 。 ４
０ ｍ ｌ の ３ ０ 分 画 を 収 集 し た 。
　 そ の 分 画 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 反 映 す る 、 各 分 画 の ２ ８ ０ ｎ ｍ で 測 定 し た 光 学 密 度 （ Ｏ Ｄ
） に 基 づ い て 、 類 似 の タ ン パ ク 質 含 量 の ア リ コ ー ト を 各 分 画 に 関 し て 創 成 し た 。
　 各 分 画 あ た り １ つ を 、 過 剰 な 乾 燥 を 防 ぐ た め に 各 分 画 で 水 中 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル ５ ０ ０
ｕ ｌ を 添 加 し た 後 、 SpeedVac（ Savant,Fischer,Geneva） で 乾 燥 し 、 そ れ 以 外 は さ ら に 使
用 す る た め に 全 ア リ コ ー ト を 凍 結 し 、 そ し て 維 持 し た 。 乾 燥 し た 分 画 は 次 の 工 程 で 使 用 す
る ま で － ２ ０ ℃ を 維 持 し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　
　 工 程 ４ か ら の 乾 燥 し た 試 料 を 溶 液 Ａ （ 水 中 ０ .０ ３ ％ Ｔ Ｆ Ａ ） １ ｍ ｌ に 再 懸 濁 し 、 そ し
て Vydac　 Ｌ Ｃ Ｍ Ｓ 　 Ｃ ４ カ ラ ム 、 ５ マ イ ク ロ メ ー タ ー 、 ３ ０ ０ オ ン グ ス ト ロ ー ム （ Vydac
,USA） 内 径 ４ .６ ｍ ｍ 、 長 さ １ ５ ０ ｍ ｍ に 注 入 し た 。 流 速 は ０ .８ ｍ ｌ ／ 分 で あ っ た 。
　 溶 液 Ａ で Ｃ ４ カ ラ ム を 平 衡 に し 、 そ し て 洗 浄 し 、 そ し て 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 画 化 １ の 試 料 の
溶 出 位 置 に 適 合 さ せ た 二 相 性 グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 溶 出 し た
。 エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 器 を 用 い て 未 修 正 の 質 量 デ ー タ を 獲 得 し た
。 Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ 濃 度 範 囲 Ｒ Ｐ １ 分 画 相 当 溶 媒 濃 度 ± ５ ％ で １ ６ 個 の 異 な る グ ラ ジ エ ン ト を 用
い た 。 ３ ０ ％ Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ に 等 し い か ま た は そ れ 以 上 の 溶 媒 濃 度 で Ｒ Ｐ １ で 溶 出 さ れ た タ ン
パ ク 質 に 関 し て 、 Ｒ Ｐ ２ グ ラ ジ エ ン ト に 関 す る 出 発 溶 出 条 件 を 、 Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ パ ー セ ン テ ー
ジ 、 Ｒ Ｐ １ 溶 出 濃 度 マ イ ナ ス ３ ０ ％ で 設 定 し た 。 ２ ４ 個 の 溶 出 さ れ た 分 画 を デ ィ ー プ ウ ェ
ル プ レ ー ト に 収 集 し 、 最 適 SpeedVac濃 縮 お よ び さ ら な る ロ ボ ッ ト 処 理 の た め に 設 計 さ れ た
、 最 適 化 さ れ た 異 な る 収 集 形 態 に 適 合 さ せ た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　
　 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 画 化 ２ の 後 、 ９ ６ ウ ェ ル デ ィ ー プ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Ｄ Ｗ Ｐ ） に 約 １ ３ ０
０ ０ 分 画 を 収 集 し た 。 容 量 の ご く 一 部 （ ２ .５ ％ ） を Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ （ Bruker Esquir
e） を 用 い る オ ン ラ イ ン 分 析 に 転 用 し た 。 未 消 化 の タ ン パ ク 質 の ア リ コ ー ト を Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ
マ ト リ ッ ク ス と 混 合 し 、 そ し て 質 量 較 正 標 準 お よ び 感 受 性 標 準 と 一 緒 に Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ プ レ ー
ト に ス ポ ッ ト し た 。 自 動 ス ポ ッ テ ィ ン グ 装 置 （ Bruker Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 試 料 調 製 ロ ボ ッ ト ） を
使 用 し た 。 ２ つ の 異 な る Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ マ ト リ ッ ク ス を 用 い た ： シ ナ ピ ン 酸 （ sinapinic acid
） と し て も 公 知 の シ ナ ピ ン 酸 （ sinapic acid） （ Ｓ Ａ ） 、 ト ラ ン ス － ３ ,５ － ジ メ ト キ シ
－ ４ － ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 、 お よ び ア ル フ ァ － シ ア ノ － ４ － ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 （ Ｈ Ｃ Ｃ Ａ ）
。 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ プ レ ー ト を Bruker Reflex　 Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｍ Ｓ 装 置 を 用 い る 質 量 検
出 に 供 し た 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を ＋ ４ Ｃ で 保 存 し た 。
　 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト （ Ｄ Ｗ Ｐ ） を 回 収 し 、 そ し て ２ 連 続 濃 縮 工 程 に 供 し た 。 SpeedVacで
乾 燥 す る こ と に よ り 、 容 量 を ウ ェ ル あ た り ０ .８ ｍ ｌ か ら 約 ５ ０ μ ｌ ま で 濃 縮 し 、 そ し て
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工 程 ４ ： 還 元 ／ ア ル キ ル 化 お よ び 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 画 化 １

工 程 ５ ： 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 画 化 ２

工 程 ６ ： 質 量 検 出



次 に お よ そ ２ ０ ０ μ ｌ に 再 溶 解 し 、 そ し て ウ ェ ル あ た り 約 ５ ０ μ ｌ に 再 濃 縮 し 、 そ し て ＋
４ Ｃ で 保 存 し た 。 次 い で 再 緩 衝 、 ト リ プ シ ン の ウ ェ ル へ の 添 加 、 密 封 お よ び ３ ７ Ｃ で １ ２
時 間 の プ レ ー ト の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 続 い て ク エ ン チ ン グ （ ギ 酸 を 添 加 し て ｐ Ｈ を ２ .
０ ま で 下 げ る ） す る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 消 化 し た 。 各 特 定 の 分 画 に 関 し て 記 録 し た ２
８ ０ ｎ ｍ で の Ｏ Ｄ に 基 づ い て 、 ウ ェ ル に 加 え る ト リ プ シ ン の 濃 度 を 調 整 し た 。 こ れ に よ り
ト リ プ シ ン の 最 適 な 使 用 お よ び 最 も 濃 縮 さ れ た 分 画 の 完 全 な 消 化 が 確 実 に な っ た 。 自 動 ス
ポ ッ テ ィ ン グ 装 置 （ Bruker Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 試 料 調 製 ロ ボ ッ ト ） を 用 い て 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ プ レ ー
ト 上 に 感 受 性 お よ び 質 量 較 正 標 準 と 一 緒 に 、 Ｈ Ｃ Ｃ Ａ マ ト リ ッ ク ス と 予 め 混 合 し た 、 各 ウ
ェ ル か ら の 一 定 容 量 を 載 せ た 。 Bruker Reflex　 Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 　 Ｍ Ｓ 装 置 を 用 い て
Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ プ レ ー ト を 分 析 し た 。 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル か ら の 含 量 を Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ
Ｉ － Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ  Bruker Esquire Ｅ Ｓ Ｉ イ オ ン ト ラ ッ プ Ｍ Ｓ 装 置 で 分 析 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　
　 分 離 し た 分 画 を さ ら に 分 離 お よ び 検 出 の た め の 質 量 分 析 （ 双 方 共 に マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ
ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ ） お よ び Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ ） に 供 す る 。
　 未 修 正 質 量 デ ー タ 、 ペ プ チ ド 質 量 フ ィ ン ガ ー プ リ ン ト お よ び ペ プ チ ド 配 列 デ ー タ を タ ン
パ ク 質 同 定 お よ び 特 徴 付 け の た め に 統 合 し た 。 Mascotソ フ ト ウ ェ ア （ Matrix Science Ltd
, London, UK） を 用 い て タ ン パ ク 質 を 同 定 し 、 そ し て ペ プ チ ド 同 定 か ら の 結 果 を ス ペ ク ト
ル の 手 分 析 に よ り 確 認 し た 。
　 こ の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の う ち 、 カ ル グ ラ ニ ュ リ ン Ａ （ SwissProt受 け 入
れ 番 号 Ｐ ０ ５ １ ０ ９ の Ｓ １ ０ ０ カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 Ａ ８ ） が Ｃ Ａ Ｄ 患 者 か ら プ ー ル
さ れ た 試 料 に お け る よ り も 、 対 照 か ら プ ー ル さ れ た 試 料 に お い て 多 量 に 発 現 さ れ る こ と が
見 出 さ れ た （ 例 え ば タ ン パ ク 質 か ら の ペ プ チ ド は 疾 患 分 画 と 比 較 し て ２ 倍 も 多 く の 対 照 分
画 で 観 察 さ れ 、 そ し て こ の タ ン パ ク 質 の マ ス ス ペ ク ト ル 同 定 の 間 に 得 ら れ た 累 積 ス コ ア は
対 照 試 料 に 関 し て ２ .５ 倍 高 か っ た ） 。 カ ル グ ラ ニ ュ リ ン Ａ は 前 炎 症 タ ン パ ク 質 と し て 特
徴 付 け ら れ て い る （ Odink et al., Nature 330(6143):80-82(1987)お よ び 多 く の そ の 後 の
参 照 文 献 ） 。 こ れ は 炎 症 応 答 の 間 の 骨 髄 性 細 胞 の 浸 出 に よ り 発 現 さ れ 、 こ こ で こ れ は 上 皮
細 胞 の グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン 構 造 に 結 合 す る （ Robinson, et al., JBC 277:3658-3665(20
02)） 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ６ １ ７ ４ ２ 号 は 、 例 え ば ア テ ロ ー ム 性
動 脈 硬 化 症 に 引 き 起 こ さ れ る 心 不 全 の 処 置 の た め の カ ル グ ラ ニ ュ リ ン Ａ の 使 用 を 開 示 し て
い る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ １ ８ ９ ７ ０ 号 は 心 筋 梗 塞 お よ び 高 血 圧 症 の 予 防 の
た め の 血 管 膜 成 長 の 阻 害 剤 と し て の カ ル グ ラ ニ ュ リ ン Ａ の 使 用 を 開 示 し て い る 。 し た が っ
て 、 本 明 細 書 で 記 載 す る タ ン パ ク 質 分 離 お よ び 同 定 研 究 法 は 、 疾 患 試 料 よ り も 対 照 試 料 に
お い て 高 レ ベ ル で 検 出 さ れ る 場 合 、 研 究 さ れ る 疾 患 の 処 置 に 有 利 な 効 果 を 有 す る タ ン パ ク
質 を 提 供 す る の に 有 効 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 逆 に 、 対 照 か ら プ ー ル さ れ た 試 料 と の 比 較 に よ り Ｃ Ａ Ｄ 患 者 か ら プ ー ル さ れ た 試 料 に お
い て 過 剰 発 現 さ れ る の で 、 マ ト リ ッ ク ス Ｇ ｌ ａ タ ン パ ク 質 （ SwissProt受 託 番 号 Ｐ ０ ８ ４
９ ３ ） の 同 定 が 本 実 施 例 で 記 載 す る タ ン パ ク 質 分 離 お よ び 同 定 の 方 法 に よ り 可 能 に な る （
例 え ば タ ン パ ク 質 か ら の ペ プ チ ド は 対 照 分 画 に 比 較 し て ほ ぼ ２ 倍 も 多 く の 疾 患 分 画 で 観 察
さ れ て お り 、 そ し て こ の タ ン パ ク 質 の マ ス ス ペ ク ト ル 同 定 の 間 に 得 ら れ た 累 積 ス コ ア は 疾
患 試 料 に 関 し て ２ 倍 高 か っ た ） 。 Ｍ Ｇ Ｐ は 骨 お よ び 軟 骨 の 有 機 基 質 に 随 伴 す る ビ タ ミ ン Ｋ
依 存 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Mori et al.,は 、 Ｍ Ｇ Ｐ が 血 管 石 灰 化 を 阻 止 で き る こ と を 実 証
し た （ FEBS Letters 433:19-22(1998)） 。 Ｍ Ｇ Ｐ レ ベ ル は 、 血 管 石 灰 化 に 対 し て 起 こ り 得
る フ ィ ー ド バ ッ ク 応 答 と し て ア テ ロ ー ム 斑 に お い て 上 昇 す る 。 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ０
２ ８ ６ ３ 号 お よ び 第 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ２ ５ ４ ２ ７ 号 は ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 お よ び 心 臓 血 管 障
害 の た め の バ イ オ マ ー カ ー と し て Ｍ Ｇ Ｐ に つ い て 記 載 し て い る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 で
記 載 す る タ ン パ ク 質 分 離 お よ び 同 定 研 究 法 は 研 究 さ れ る 疾 患 の 診 断 に お い て 認 識 さ れ た 用
途 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 提 供 す る の に 有 用 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
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工 程 ７ ：  ヒ ト 血 漿 に お け る 低 存 在 度 ペ プ チ ド の 検 出 お よ び 同 定



　 最 後 に 、 図 １ お よ び 表 １ に 列 挙 し た 配 列 番 号 ： ４ － ６ の ト リ プ シ ン ペ プ チ ド は タ ン デ ム
質 量 分 析 に よ り 対 照 血 漿 試 料 に お い て の み 観 察 さ れ た 。 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド の 存 在 は 、 配
列 番 号 ： ４ （ Ｍ Ｓ Ｓ Ｓ Ｙ Ｐ Ｔ Ｇ Ｌ Ａ Ｄ Ｖ Ｋ Ａ Ｇ Ｐ Ａ Ｑ Ｔ Ｌ Ｉ Ｒ Ｐ Ｑ Ｄ Ｍ Ｋ ） 、 配 列 番 号 ：
５ （ Ｍ Ｓ Ｓ Ｓ Ｙ Ｐ Ｔ Ｇ Ｌ Ａ Ｄ Ｖ Ｋ ） ま た は 配 列 番 号 ： ６ （ Ａ Ｇ Ｐ Ａ Ｑ Ｔ Ｌ Ｉ Ｒ Ｐ Ｑ Ｄ Ｍ Ｋ
） の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド が 冠 状 動 脈 疾 患 （ Ｃ Ａ Ｄ ） を 有 す る 個 体 の 出 発 血 漿
試 料 に か な り 低 い レ ベ ル で 存 在 し た こ と を 示 し て い る 。 か か る ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ：
１ お よ び ２ 、 と り わ け 配 列 番 号 ： ３ （ Ｃ Ｐ Ｐ １ ９ ） の 配 列 に よ り 表 さ れ る も の を 含 む 。 Ｍ
Ａ Ｌ Ｄ Ｉ 質 量 分 析 に よ り 観 察 さ れ た も の と 共 に 、 ペ プ チ ド の 配 列 は 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ ポ リ ペ
プ チ ド 、 配 列 番 号 ： １ － ６ を 定 義 す る 。 Microprot（ 商 標 ） 法 は 、 数 百 ｐ Ｍ の 範 囲 の 血 漿
濃 度 を 有 す る 非 常 に 低 い 存 在 度 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 疾 患
血 漿 中 の 列 挙 し た ペ プ チ ド の 不 在 に よ り 、 Ｃ Ｐ Ｐ は 、 た と え 存 在 し た と し て も 、 Ｃ Ａ Ｄ 血
漿 中 で 無 視 で き る ほ ど に 低 レ ベ ル で 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　
　
　 こ の 実 施 例 で は 、 本 発 明 の Ｃ Ｐ Ｐ を 合 成 す る 。 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 中 間 体 を 最 初 に 合
成 し 、 そ し て 次 に 望 ま し い ポ リ ペ プ チ ド に 組 み 立 て る 。
　 最 初 に Ｃ Ｐ Ｐ を 、 結 合 さ れ る フ ラ グ メ ン ト の Ｎ 末 端 で Ｃ ｙ ｓ 残 基 を 有 す る よ う に 選 択 さ
れ た 例 え ば ５ 個 の フ ラ グ メ ン ト で 調 製 す る こ と が で き る 。 フ ラ グ メ ン ト １ を 最 初 に フ ラ グ
メ ン ト ２ に 結 合 さ せ て 、 第 １ の 生 成 物 を 得 て 、 次 い で 調 製 用 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 の 後 、 第 １ の 生
成 物 を フ ラ グ メ ン ト ３ に 結 合 さ せ て 、 第 ２ の 生 成 物 を 得 る 。 調 製 用 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 の 後 、 第
２ の 生 成 物 を フ ラ グ メ ン ト ４ に 結 合 さ せ て 、 第 ３ の 生 成 物 を 得 る 。 最 後 に 、 調 製 用 Ｈ Ｐ Ｌ
Ｃ 精 製 の 後 、 第 ３ の 生 成 物 を フ ラ グ メ ン ト ５ に 結 合 さ せ て 、 望 ま し い ポ リ ペ プ チ ド を 得 て
、 こ れ を 精 製 し 、 そ し て リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ す る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　
　 前 記 し た よ う に フ ラ グ メ ン ト ２ 、 ３ 、 ４ お よ び ５ を チ オ エ ス テ ル 作 成 樹 脂 上 で 合 成 す る
。 こ の 目 的 の た め に 、 以 下 の 樹 脂 を 調 製 す る ： 本 質 的 に は Hackeng et al.,(1999)に 記 載
さ れ る 条 件 下 で 、 Ｓ － ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル エ ス テ ル を Ｌ ｅ
ｕ － Ｐ Ａ Ｍ 樹 脂 に 結 合 さ せ る 。 第 １ の 場 合 、 Ｄ Ｍ Ｆ 中 １ ０ ％ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 １ ０
％ ピ ペ リ ジ ン で ３ ０ 分 間 処 理 し て ア セ チ ル 保 護 基 を 除 去 し た 後 、 得 ら れ た 樹 脂 を 出 発 樹 脂
と し て ０ .２ ミ リ モ ル ス ケ ー ル で ペ プ チ ド 鎖 の 伸 長 の た め に 用 い る 。 従 来 の Ｎ α ま た は Ｓ
β 保 護 を 有 す る Ｃ ｙ ｓ の 代 わ り に 、 Ｂ ｏ ｃ － チ オ プ ロ リ ン （ Ｂ ｏ ｃ － Ｓ Ｐ ｒ 、 す な わ ち Ｂ
ｏ ｃ － Ｌ － チ オ プ ロ リ ン ） の 各 々 の 鎖 の 末 端 へ の 結 合 に よ り 、 フ ラ グ メ ン ト ２ か ら ５ の Ｎ
末 端 Ｃ ｙ ｓ 残 基 の Ｎ α を 保 護 す る （ 例 え ば Brik et al., J.Org.Chem.,65:3829-3835(2000
)） 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　
　 Schnolzer et al.,　 J.Peptide Protein Res., 40:180-193(1992)に 記 載 さ れ る よ う に
、 段 階 的 Ｂ ｏ ｃ 化 学 鎖 伸 長 の た め の 、 イ ン サ イ チ ュ 中 和 ／ ２ － （ １ Ｈ － ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー
ル － １ － イ ル ） － １ ,１ ,１ ,３ ,３ － テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 （ Ｈ Ｂ
Ｔ Ｕ ） 活 性 化 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 Applied Biosystemsの 特 別 修 正 さ れ た ４ ３ ３ Ａ ペ プ
チ ド 合 成 器 で 固 相 合 成 を 実 施 す る 。 各 々 の 合 成 サ イ ク ル は 、 無 溶 媒 Ｔ Ｆ Ａ で １ か ら ２ 分 間
処 理 、 １ 分 間 の Ｄ Ｍ Ｆ フ ロ ー 洗 浄 、 過 剰 の Ｄ Ｉ Ｅ Ａ の 存 在 下 、 予 め 活 性 化 し た Ｂ ｏ ｃ － ア
ミ ノ 酸 ２ .０ ミ リ モ ル と の １ ０ 分 間 の 結 合 時 間 、 お よ び ２ 回 目 の Ｄ Ｍ Ｆ フ ロ ー 洗 浄 に よ る
Ｎ α － Ｂ ｏ ｃ － 除 去 か ら な る 。 Ｎ α － Ｂ ｏ ｃ － ア ミ ノ 酸 （ ２ ミ リ モ ル ） を 過 剰 の Ｄ Ｉ Ｅ Ａ
（ ６ ミ リ モ ル ） の 存 在 下 、 Ｈ Ｂ Ｔ Ｕ １ .８ ミ リ モ ル （ Ｄ Ｍ Ｆ 中 ０ .５ Ｍ ） で ３ 分 間 予 め 活 性
化 す る 。 Ｇ ｌ ｎ 残 基 の 結 合 の 後 、 Ｔ Ｆ Ａ を 用 い る 脱 保 護 の 前 お よ び 後 に ジ ク ロ ロ メ タ ン フ
ロ ー 洗 浄 を 用 い て 、 起 こ り 得 る 高 温 （ Ｔ Ｆ Ａ ／ Ｄ Ｍ Ｆ ） － 触 媒 ピ ロ リ ド ン カ ル ボ ン 酸 形 成
を 防 御 す る 。 側 鎖 保 護 ア ミ ノ 酸 は Ｂ ｏ ｃ － Ａ ｒ ｇ （ ｐ － ト ル エ ン ス ル ホ ニ ル ） － Ｏ Ｈ 、 Ｂ
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実 施 例 ２ ：
Ｃ Ｐ Ｐ の 化 学 的 合 成

チ オ エ ス テ ル 形 成

ペ プ チ ド 合 成



ｏ ｃ － Ａ ｓ ｎ （ キ サ ン チ ル ） － Ｏ Ｈ 、 Ｂ ｏ ｃ － Ａ ｓ ｐ （ Ｏ － シ ク ロ ヘ キ シ ル ） － Ｏ Ｈ 、 Ｂ
ｏ ｃ － Ｃ ｙ ｓ （ ４ － メ チ ル ベ ン ジ ル ） － Ｏ Ｈ 、 Ｂ ｏ ｃ － Ｇ ｌ ｕ （ Ｏ － シ ク ロ ヘ キ シ ル ） －
Ｏ Ｈ 、 Ｂ ｏ ｃ － Ｈ ｉ ｓ （ ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ベ ン ジ ル ） － Ｏ Ｈ 、 Ｂ ｏ ｃ － Ｌ ｙ ｓ （ ２ － Ｃ ｌ
－ Ｚ ） － Ｏ Ｈ 、 Ｂ ｏ ｃ － Ｓ ｅ ｒ （ ベ ン ジ ル ） － Ｏ Ｈ 、 Ｂ ｏ ｃ － Ｔ ｈ ｒ （ ベ ン ジ ル ） － Ｏ Ｈ
、 Ｂ ｏ ｃ － Ｔ ｒ ｐ （ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ニ ル ） － Ｏ Ｈ お よ び Ｂ ｏ ｃ － Ｔ ｙ ｒ （ ２ － Ｂ ｒ
－ Ｚ ） － Ｏ Ｈ （ Orpagen Pharma,Heidelberg,Germany） で あ る 。 そ の 他 の ア ミ ノ 酸 は 側 鎖
保 護 な し で 用 い る 。 Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト １ を Ｂ ｏ ｃ － Ｌ ｅ ｕ － Ｏ － Ｃ Ｈ ２ － Ｐ ａ ｍ 樹 脂 （
負 荷 し た 樹 脂 の ０ .７ １ ミ リ モ ル ／ ｇ ） で 合 成 す る が 、 フ ラ グ メ ン ト ２ か ら ５ に 関 し て は
Ｂ ｏ ｃ － Ｘ ａ ｓ － Ｓ － Ｃ Ｈ ２ － Ｃ Ｏ － Ｌ ｅ ｕ － Ｐ ａ ｍ 樹 脂 で 機 械 支 援 合 成 を 出 発 す る 。 こ
の 樹 脂 は 標 準 的 な 条 件 下 で 、 Ｓ － ア セ チ ル チ オ グ リ コ ー ル 酸 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル エ ス
テ ル の Ｌ ｅ ｕ － Ｐ Ａ Ｍ 樹 脂 へ の 結 合 に よ り 得 ら れ る 。 Ｄ Ｍ Ｆ 中 １ ０ ％ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー
ル 、 １ ０ ％ ピ ペ リ ジ ン で ３ ０ 分 間 処 理 し て ア セ チ ル 保 護 基 を 除 去 し た 後 、 得 ら れ た 樹 脂 を
出 発 樹 脂 と し て ０ .２ ミ リ モ ル ス ケ ー ル で ペ プ チ ド 鎖 の 伸 長 の た め に 用 い る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 鎖 の 組 み 立 て を 完 了 し た 後 、 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 脱 保 護 し 、 そ し て ス カ ベ ン ジ ャ ー
と し て ５ ％ ｐ － ク レ ゾ ー ル を 用 い て 、 無 水 フ ッ 化 水 素 と ０ ℃ で １ 時 間 処 理 す る こ と に よ り
樹 脂 か ら 切 断 す る 。 フ ラ グ メ ン ト １ を 除 い て 全 例 で 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 側 鎖 ２ ,４ － ジ ニ ト ロ
フ ェ ニ ル （ Ｄ Ｎ Ｐ ） 保 護 基 は Ｈ ｉ ｓ 残 基 に 残 る が 、 そ れ は Ｄ Ｎ Ｐ 除 去 手 順 が Ｃ 末 端 チ オ エ
ス テ ル 基 と 適 合 し な い た め で あ る 。 し か し な が ら Ｄ Ｎ Ｐ は ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 の 間 に チ オ
ー ル に よ り 徐 々 に 除 去 さ れ て 、 保 護 さ れ て い な い Ｈ ｉ ｓ を 生 じ る 。 切 断 後 、 ペ プ チ ド フ ラ
グ メ ン ト を 氷 冷 ジ エ チ ル エ ー テ ル で 沈 殿 さ せ 、 ア セ ト ニ ト リ ル 水 溶 液 に 溶 解 し 、 そ し て 凍
結 乾 燥 す る 。 バ ッ フ ァ ー Ａ （ Ｈ ２ Ｏ ／ ０ .１ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ） 中 バ ッ フ ァ ー Ｂ （ ア セ
ト ニ ト リ ル ／ ０ .１ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 ） の 直 線 グ ラ ジ エ ン ト お よ び ２ １ ４ ｎ ｍ で の Ｕ Ｖ
検 出 を 用 い る こ と に よ り 、 Ｃ １ ８ カ ラ ム （ Waters） で の Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り ペ プ チ ド フ
ラ グ メ ン ト を 精 製 す る 。 Esquire装 置 （ Brueker,Bremen,Germany） 、 ま た は 同 様 の 装 置 を
用 い て エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 質 量 分 析 （ Ｅ Ｓ Ｍ Ｓ ） に よ り 試 料 を 分 析 す る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　
　 以 下 に さ ら に 十 分 に 記 載 す る よ う に 、 保 護 さ れ て い な い フ ラ グ メ ン ト の ラ イ ゲ ー シ ョ ン
を 以 下 の よ う に 実 施 す る ： ｐ Ｈ ほ ぼ ７ で 、 １ － ８ ｍ Ｍ の 最 終 ペ プ チ ド 濃 度 を 得 る た め に 、
６ Ｍ 塩 酸 グ ア ニ ジ ン （ Ｇ ｕ Ｈ Ｃ ｌ ） 、 ０ .２ Ｍ リ ン 酸 塩 （ ｐ Ｈ ７ .５ ） 中 に 等 モ ル 量 で 乾 燥
ペ プ チ ド を 溶 解 し 、 そ し て １ ％ ベ ン ジ ル メ ル カ プ タ ン 、 １ ％ チ オ フ ェ ノ ー ル を 加 え る 。 通
常 一 晩 反 応 を 実 施 し 、 そ し て Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ お よ び エ レ ク ト ロ ス プ レ ー 質 量 分 析 に よ り モ ニ タ リ
ン グ す る 。 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 産 物 を 続 い て 処 理 し て 依 然 存 在 す る 保 護 基 を 除 去 す る 。 Ｎ 末 端
チ ア ゾ リ ジ ン 環 の 開 口 は さ ら に ｐ Ｈ ３ .５ で 最 終 濃 度 ０ .５ Ｍ ま で の 固 体 メ ト キ サ ミ ン の 添
加 、 お よ び さ ら に ３ ７ ℃ で ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 必 要 と す る 。 分 取 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製
の 前 に 、 １ ０ 倍 過 剰 の ト リ ス （ ２ － カ ル ボ キ シ エ チ ル ） ホ ス フ ィ ン を 加 え る 。 ポ リ ペ プ チ
ド 鎖 を 含 有 す る 分 画 を Ｅ Ｓ Ｍ Ｓ に よ り 同 定 し 、 プ ー ル し 、 そ し て 凍 結 乾 燥 す る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 フ ラ グ メ ン ト ４ お よ び ５ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン を ６ Ｍ 　 Ｇ ｕ Ｈ Ｃ ｌ 中 、 ｐ Ｈ ７ .０ で 実 施 す
る 。 各 反 応 物 の 濃 度 は ８ ｍ Ｍ で あ り 、 そ し て １ ％ ベ ン ジ ル メ ル カ プ タ ン お よ び １ ％ チ オ フ
ェ ノ ー ル を 加 え て 還 元 環 境 を 創 成 し 、 そ し て ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 促 進 す る 。 ３ ７ ℃ で 一
晩 攪 拌 し た 後 、 ほ ぼ 定 量 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 が 観 察 さ れ る 。 Ｎ 末 端 チ ア ゾ リ ジ ン 環 を
開 く た め に 、 反 応 の こ の 点 で 、 Ｃ Ｈ ３ － Ｏ － Ｎ Ｈ ２ ． Ｈ Ｃ ｌ を 溶 液 に 加 え て 最 終 濃 度 ０ .
５ Ｍ を 得 て 、 そ し て ｐ Ｈ を ３ .５ に 調 整 す る 。 ３ ７ ℃ で ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後
、 Ｅ Ｓ Ｍ Ｓ を 用 い て 反 応 の 完 了 を 確 認 す る 。 続 い て 反 応 混 合 物 を ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト 上
で １ ０ 倍 過 剰 の ト リ ス （ ２ － カ ル ボ キ シ エ チ ル ホ ス フ ィ ン ） で 処 理 し 、 そ し て １ ５ 分 後 、
調 製 用 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ 例 え ば Ｃ ４ 、 ２ ０ － ６ ０ ％ Ｃ Ｈ ３ Ｃ Ｎ 、 分 あ た り ０ .５ ％ ） を 用 い て ラ
イ ゲ ー シ ョ ン 生 成 物 を 精 製 し 、 凍 結 乾 燥 し 、 そ し て － ２ ０ ℃ で 保 存 す る 。
　 残 り の ラ イ ゲ ー シ ョ ン の た め に 同 一 の 手 順 に わ ず か な 修 正 を 加 え て 繰 り 返 す 。
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【 ０ ２ ９ ３ 】
　
　 還 元 さ れ た 凍 結 乾 燥 タ ン パ ク 質 （ 約 ０ .１ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） を １ Ｍ 　 Ｇ ｕ Ｈ Ｃ ｌ 、 １ ０ ０ ｍ
Ｍ ト リ ス 、 １ ０ ｍ Ｍ メ チ オ ニ ン （ ｐ Ｈ ８ .６ ） に 溶 解 す る こ と に よ る 空 気 酸 化 に よ り リ フ
ォ ー ル デ ィ ン グ を 行 う 。 一 晩 穏 や か に 攪 拌 し た 後 、 前 記 し た よ う に Ｒ Ｐ － Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り
タ ン パ ク 質 溶 液 を 精 製 す る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　
　
　 実 質 的 に 純 粋 な Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 一 部 を 得 る 。 最 終 調 製 物 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 例 え ば
Amiconフ ィ ル タ ー 装 置 で 濃 縮 す る こ と に よ り 、 ｍ ｌ あ た り 数 マ イ ク ロ グ ラ ム の レ ベ ル ま で
調 整 す る 。 次 い で タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 「 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 お よ び 「 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と 題 し た セ ク シ ョ ン で 記 載 す る よ う に 調
製 す る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 簡 単 に は 、 抗 Ｃ Ｐ Ｐ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 成 す る た め に 、 マ ウ ス に 数 マ イ ク ロ グ ラ ム
の Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 一 部 を 数 週 間 に わ た っ て 接 種 す る 。 次 い で マ ウ ス を 屠 殺 し 、 そ し て 脾
臓 の 抗 体 産 生 細 胞 を 単 離 す る 。 脾 臓 細 胞 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 手 段 に よ り マ ウ ス 骨
髄 腫 細 胞 と 融 合 し 、 そ し て 、 ア ミ ノ プ テ リ ン を 含 む 選 択 培 地 （ Ｈ Ａ Ｔ 培 地 ） 上 で の 系 の 成
長 に よ り 過 剰 の 融 合 し て い な い 細 胞 を 破 壊 す る 。 う ま く 融 合 し た 細 胞 を 希 釈 し 、 そ し て 希
釈 の ア リ コ ー ト を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル に 置 き 、 こ こ で 培 養 物 の 成 長 を 続 け
さ せ る 。 最 初 に Engvall,E., Meth.Enzymol. 70:419(1980)（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ
り 本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 記 載 さ れ る よ う に 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ 手 順
に よ り ウ ェ ル の 上 清 液 中 の 抗 体 の 検 出 に よ り 抗 体 産 生 ク ロ ー ン を 同 定 す る 。 選 択 し た 陽 性
ク ロ ー ン を 広 げ 、 そ し て そ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 物 を 使 用 の た め に 収 集 す る こ と が で
き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 の た め の 詳 細 な 手 順 は Davis,L. et al., Basic Methods i
n Molecular Biology Elsvier, New York、 Section21-2（ そ の 開 示 は 全 て 出 典 明 示 に よ り
本 明 細 書 の 一 部 と す る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 免 疫 に よ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 産 生 の た め に 、 マ ウ ス を Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 部 分 で 免 疫 す
る こ と に よ り 、 Ｃ Ｐ Ｐ ま た は そ の 部 分 の 異 種 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 調 製 し 、 こ れ を 修 飾 し て 、 ま た は 未 修 飾 で 免 疫 原 性 を 増 強 さ せ る こ と が
で き る 。 任 意 の ヒ ト 以 外 の 適 当 な 動 物 、 好 ま し く は ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ ま た は ウ マ を 含
む ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル も し く は ポ リ ク ロ ー ナ ル プ ロ ト コ ー ル の い ず れ か に 従 っ て 調 製 し た 抗 体
調 製 物 は 生 物 学 的 試 料 中 の Ｃ Ｐ Ｐ 濃 度 を 決 定 す る 定 量 的 イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 用 で あ る か ；
ま た は こ れ ら を 半 定 量 的 も し く は 定 性 的 に 用 い て 生 物 学 的 試 料 中 の 抗 原 の 存 在 を 同 定 す る
。 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 殺 す た め 、 ま た は 体 内 の タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 低 下 さ せ る
た め に 、 抗 体 を 治 療 用 組 成 物 に お い て 使 用 す る こ と も で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ９ ８ 】
【 図 １ 】 図 １ は Ｃ Ｐ Ｐ ８ の 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ お よ び ２ ） お よ び 冠 動 脈 疾 患 を 有 す る 個 体
の 血 漿 中 で Ｍ Ｓ － Ｍ Ｓ 質 量 分 析 に よ り 見 出 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： ３ お よ び ４ ）
を 示 す 。 配 列 番 号 ： １ お よ び ２ で タ ン デ ム 質 量 分 析 に よ り 観 察 さ れ た ト リ プ シ ン ペ プ チ ド
は 太 字 で あ り 、 そ し て 下 線 を 付 し て あ る 。 配 列 番 号 ： １ で は シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 強 調 し て
い る 。
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