
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】エプシロンオピオイド受容体ポリペプチドと免

疫反応する抗体と、この抗体と免疫反応させて抗体－ポ

リペプチド結合体を形成し、得られた結合体を検出する

、エプシロンオピオイド受容体ポリペプチドの検出方法

。

【解決方法】ポリペプチドが特定のアミノ酸残基配列を

含み、δオピオイド、κオピオイド、μオピオイドおよ

びソマトスタチンＳＳＴＲ３受容体の相同な対応領域と

免疫反応しないエプシロンオピオイド受容体ポリペプチ

ドと免疫反応する抗体。

【選択図】図３Ａ
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 ・ 精
製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る こ と を 特 徴 と す る 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ の 少 な く と も 25個 の 隣 接 す る 塩
基 よ り 成 る 断 片 と 同 一 ま た は そ れ に 相 補 な 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む 単 離 ・ 精 製 さ れ た エ プ シ ロ ン オ
ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ る 請 求 項 ４ に 記 載 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現
ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す
る 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 組 み 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 作 り 、 形 質 転
換 さ れ た 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 に 保 持 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ３ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 作 り 、 形
質 転 換 さ れ た 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 に 保 持 す る こ と を 特 徴 と
す る 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 み 、 δ オ ピ オ イ ド
、 κ オ ピ オ イ ド 、 μ オ ピ オ イ ド お よ び ソ マ ト ス タ チ ン Ｓ Ｓ Ｔ Ｒ ３ 受 容 体 の 相 同 な 対 応 領 域
と 免 疫 反 応 し な い こ と を 特 徴 と す る 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反
応 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 請 求 項 10に 記 載 の 抗 体 と 免 疫 反 応 さ せ て 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 形
成 し 、 得 ら れ た 結 合 体 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 物 質 が エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 と 相 互 作 用 す る 能 力 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に お
い て 、
　 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ
リ ペ プ チ ド を 作 り 、 こ の オ ピ オ イ ド 受 容 体 と 上 記 物 質 が 相 互 作 用 す る 能 力 を 試 験 す る こ と
を 特 徴 と す る 方 法 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド (epsilon opioid) 受 容 体 （ モ ル ヒ ネ 受 容 体 ） の 組 成 物
と 、 そ の 製 造 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 ε オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 含
む 組 み 換 え ベ ク タ ー と 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 ま た は ベ ク タ ー を 含 む 組 み 換 え 宿 主 細 胞 と 、 組 み
換 え ε オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と に も 関 す る も の で あ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 単 離 さ れ た 組 換 え 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 、 医 薬 開 発 お よ び 治 療 用
途 で 用 い ら れ る ε オ ピ オ イ ド 受 容 体 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 作 動 薬 ・ 拮 抗 材 の 候 補 物 質 の 選
択 ・ 改 良 試 験 で の 利 用 法 に も 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 オ ピ オ イ ド 薬 は 痛 み の 知 覚 、 意 識 、 運 動 制 御 、 気 分 お よ び 自 律 神 経 機 能 に 作 用 し 、 ま た
身 体 依 存 症  (physical dependence) を 誘 導 す る (Koob達 、 1992)。 内 因 性 オ ピ オ イ ド 系 は
内 分 泌 機 能 、 心 臓 血 管 機 能 、 呼 吸 器 系 機 能 、 消 化 機 能 お よ び 免 疫 機 能 の 調 節 に 重 要 な 役 割
を 果 た し て い る (Olson達 、 1989) 。 オ ピ オ イ ド は 中 枢 神 経 お よ び 末 梢 神 経 系 全 体 に 存 在 す
る 特 異 な 膜 関 連 受 容 体 と 結 合 し て そ の 作 用 を 発 揮 す る (Pert達 、 1973) 。 こ れ ら オ ピ オ イ
ド 受 容 体 の 内 因 性 リ ガ ン ド は プ ロ オ ピ オ メ ラ ノ コ ル チ ン 、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び プ ロ
ジ ノ ル フ ィ ン の ３ つ の 前 駆 体 蛋 白 か ら 得 ら れ る 20以 上 の オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド 群 と し て 同 定
さ れ る (Hughes達 、 1975、 Akil達 、 1984) 。 オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド は オ ピ オ イ ド ア ル カ ロ イ
ド と は 別 の 分 子 の ク ラ ス に 属 す る が 、 両 者 は 受 容 体 と の 相 互 作 用 に 必 要 な 芳 香 族 環 の 平 行
正 電 荷 を 有 す る 点 で 共 通 の 構 造 的 特 性 を 有 し て い る 。
　 薬 理 学 的 研 究 か ら 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 に は δ 、 κ 、 μ お よ び ε で 表 さ れ る も の を 含 め て
多 く の 種 類 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る (Simon, 1991、 Lutz達 、 1992) 。 各 ク ラ ス は
各 種 オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 と 、 細 胞 上 で の 分 布 の 点 で 異 な っ て い る 。 ク ラ ス
の 異 な る オ ピ オ イ ド 受 容 体 は そ れ ぞ れ 異 な る 身 体 機 能 に 作 用 す る と 考 え ら れ て い る (Olson
達 、 1989、 Simon,1991、 Lutz/Pfister、 1992) 。 し か し 、 機 能 お よ び 分 布 の 点 で か な り の
重 な り が 見 ら れ る 。 多 く の グ ル ー プ の オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 生 化 学 的 特 徴 付 け の 研 究 か ら 、
３ つ の サ ブ タ イ プ 全 て の 分 子 量 は 約 60,000 Daと 報 告 さ れ て お り 、 そ れ ら が 関 連 の あ る 分
子 で あ る こ と を 示 唆 し て い る (Loh達 、 1990)。 ３ 種 類 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ 間 の 類 似 性 は  (i
)μ お よ び δ リ ガ ン ド と 競 合 し て κ リ ガ ン ド と は 競 合 し な い 抗 イ デ ィ オ タ イ プ の モ ノ ク ロ
ナ ル 抗 体 (Gransch達 、 1988; Coscia達 、 1991)と 、 (ii)μ お よ び κ 受 容 体 の 両 方 と 相 互 作
用 す る 精 製 μ 受 容 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体  (Bero達 、 1988)と の 単 離 に よ っ て 証 明 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 モ ル ヒ ネ は 原 則 と し て μ 受 容 体 と 相 互 作 用 し 、 こ の オ ピ オ イ ド を 末 端 投 与 す る と エ ン ケ
フ ァ リ ン の 放 出 が 誘 導 さ れ る (Bertolucci達 、 1992) 。 δ 受 容 体 は 最 も 強 い 親 和 性 で エ ン
ケ フ ァ リ ン と 結 合 し 、 μ ま た は κ 受 容 体 に 比 べ て 脳 内 に よ り 多 く 分 散 し て お り 、 脳 幹 神 経
節 お よ び 大 脳 周 縁 領 域 で の 濃 度 が 高 い 。 す な わ ち 、 エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 お そ ら く δ 受 容 体
と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 モ ル フ ォ リ ン に 対 す る 生 理 的 応 答 の 一 部 を 媒 介 し て い る と
考 え ら れ る 。 薬 理 学 的 お よ び 生 理 学 的 不 均 一 性 に も 係 わ ら ず 、 少 な く と も 幾 つ か の ポ ピ オ
イ ド 受 容 体 は ア デ ニ レ ー ト サ イ ク ラ ー ゼ を 阻 害 し 、 Ｋ + コ ン ダ ク タ ン ス を 増 加 さ せ 、 さ ら
に 百 日 咳 菌 毒 性 感 受 性 機 構 を 介 し て Ca + チ ャ ネ ル を 不 活 性 化 す る (Puttfarcken達 、 1988; A
ttali達 、 1989; Hsia達 、 1984)。
　 上 記 お よ び そ の 他 の 結 果 は 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 は Ｇ 蛋 白 を 介 し て 信 号 を 出 す 大 き な 細 胞
表 面 受 容 体 群 に 属 す る と い う こ と を 示 唆 し て い る (Di Chiara達 、 1992,; Loh達 、 1990)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 エ チ ル ケ ト シ ク ラ ゾ シ ン の よ う な  6,7ベ ン ゾ モ ル フ ァ ン は 脳 内 で μ オ ピ オ イ ド が 結 合 し
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な い 部 位 と δ オ ピ オ イ ド が 結 合 し な い 部 位  (κ 部 位 お よ び ε 部 位 ) と の ２ つ の 集 団 に 分 け
る (Chang達 、 1981) 。 ベ ネ ゼ ン カ ク タ ア ミ ド U-69,593は こ れ ら ２ 種 類 の 6, 7ベ ン ゾ モ ル フ
ァ ン 部 位 の 一 方 の κ オ ピ オ イ ド 受 容 体 部 位 に 相 当 す る 部 位 を 選 択 的 に 分 け る 。 他 方 の ベ ン
ゾ モ ル フ ァ ン 部 位 は 選 択 的 リ ガ ン ド は 有 し て い な い (Nock 達 、 1988)。 U-69,593に 対 し て
感 受 性 で な い ベ ン ゾ モ ル フ ァ ン 部 位 の 性 質 と 名 称 に つ い て は こ の 部 位 が あ る 種 の κ オ ピ オ
イ ド リ ガ ン ド と 高 い 親 和 性 で 相 互 作 用 す る こ と か ら κ オ ピ オ イ ド 受 容 体 の サ ブ タ イ で は な
い か と い う こ と を 含 め て 論 議 が 行 わ れ て き た 。 し か し 、 κ オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 内 因 性 リ ガ
ン ド で あ る と い わ れ る ダ イ ノ ル フ ィ ン 、 そ の 他 の プ ロ デ ィ モ ル フ ィ ン 由 来 の ペ プ チ ド は こ
の 部 位 に 対 す る 親 和 性 が 非 常 に 低 い 。 こ の 部 位 は β エ ン ド ル フ ィ ン に 対 し て 高 い 親 和 性 を
有 す る  (Nock達 、 1993)。 こ の 薬 理 学 的 な 選 択 性 は ダ イ ノ ル フ ィ ン に 対 し て 非 感 受 性 で μ
、 δ オ ピ オ イ ド 結 合 部 位 で な い と い う 特 徴 を 有 す る エ プ シ ロ ン （ ε ） オ ピ オ イ ド 受 容 体 の
選 択 性 に 相 当 す る 。 ε 受 容 体 は 、 当 初 、 ラ ッ ト 導 管 の deferensを 含 む バ イ オ ア ッ セ イ お よ
び 脳 内 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 実 験 か ら そ の 存 在 の 仮 説 が 立 て ら れ た が 、 そ の 後 こ の 受 容 体 は
脳 内 に 最 も 多 く 見 ら れ る オ ピ オ イ ド 結 合 部 位 で あ る こ と が 判 明 し た (Nock 達 1993)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ す る 試 み は 幾 つ か 行 わ れ て き た
。 μ 選 択 性 を 有 す る オ ピ オ イ ド 結 合 蛋 白 （ Ｏ Ｂ Ｃ Ａ Ｍ ） を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 単 離 さ れ
た が 、 予 想 さ れ た 蛋 白 質 は 信 号 変 換 に 必 要 と さ れ る ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 を 持 た な い (S
chofield達 、 1989) 。 最 近 、 発 現 ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ た 別 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 が 報
告 さ れ た (Xie達 、 1992) 。 取 り 出 し た 蛋 白 配 列 は ７ 種 類 の 推 定 ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 を
有 し 、 人 間 の ニ ュ ー ロ メ デ ィ ン Ｋ 受 容 体 に 非 常 に 類 似 し て い る 。 し か し 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で 表
さ れ る こ の 受 容 体 に 対 す る オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 親 和 性 は 期 待 値 よ り も ２ 段 階 低 く 、 サ ブ
タ イ プ 選 択 性 も 示 さ な い 。
　 多 く の 細 胞 表 面 受 容 体 ／ ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 系 は 膜 に 結 合 し た 少 な く と も ３ 種 類 の ポ リ
ペ プ チ ド 成 分 す な わ ち  (a)細 胞 表 面 の 受 容 体 と 、 (b)効 果 器 、 例 え ば イ オ ン チ ャ ネ ル ま た
は ア デ ニ レ ー ト サ イ ク ラ ー ゼ 酵 素 と 、 (c)グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 性 調 節 ポ リ ペ プ チ ド
ま た は Ｇ 蛋 白 （ 受 容 体 お よ び そ の 効 果 器 の 両 方 に 結 合 さ れ て い る ） で 構 成 さ れ て い る 。
　 Ｇ 蛋 白 が 結 合 し た 受 容 体 は 光 、 臭 気 物 質 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン お よ び 神 経 伝 達 物 質 等 の さ
ま ざ ま な 細 胞 外 部 か ら の 信 号 の 作 用 を 媒 介 す る 。 こ れ ら の 受 容 体 は 人 間 と 酵 母 の よ う に 進
化 論 上 異 な る 生 物 で も 確 認 さ れ て い る 。 Ｇ 蛋 白 が 結 合 し た 受 容 体 は ほ と ん ど 全 て 互 い に 類
似 な 配 列 を 有 し 、 そ れ ら は 全 て 脂 質 二 重 層 の 両 側 に 渡 る ７ 種 類 の 疎 水 性 （ そ し て お そ ら く
は α － ヘ リ ッ ク ス 構 造 の ） 断 片 よ り 成 る 類 似 の 位 相 幾 何 学 的 単 位 を 共 有 す る と い わ れ て い
る (Dohlman達 、 1987; Dohlman 達 、 1991) 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｇ 蛋 白 質 は 堅 く 結 合 し た ３ つ の サ ブ ユ ニ ッ ト す な わ ち 質 量 の 大 き い 順 に α 、 β お よ び γ
（ １ ： １ ： １ ） で 構 成 さ れ て い る 。 受 容 体 に 作 動 剤 が 結 合 す る と 、 構 造 の 変 化 が Ｇ 蛋 白 質
に 伝 え ら れ て Ｇ α － サ ブ ユ ニ ッ ト が 結 合 さ れ た Ｇ Ｄ Ｐ を Ｇ Ｔ Ｐ と 交 換 し 、 β γ － サ ブ ユ ニ
ッ ト か ら 分 離 す る 。 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 型 の α － サ ブ ユ ニ ッ ト は 一 般 に 効 果 器 調 節 部 分 で あ る 。 信
号 増 幅 は 、 単 一 受 容 体 が 多 数 の Ｇ 蛋 白 質 分 子 を 活 性 化 で き る 能 力 と Ｇ α － Ｇ Ｔ Ｐ に よ る 多
数 の 効 果 器 の 触 媒 サ イ ク ル の 刺 激 と に よ っ て 行 わ れ る 。 　 調 節 Ｇ 蛋 白 グ ル ー プ は 多 数 の 異
な る α － サ ブ ユ ニ ッ ト で 構 成 さ れ （ 人 間 で は 20以 上 ） 、 そ れ が よ り 小 さ い プ ー ル の β － お
よ び γ － サ ブ ユ ニ ッ ト （ そ れ ぞ れ ４ 以 上 ） と 結 合 す る (Strothmanと Simon, 1991)。 従 っ て
、 各 種 α － サ ブ ユ ニ ッ ト の 標 的 ま た は 機 能 は そ れ ら が 結 合 す る β γ サ ブ ユ ニ ッ ト に も 依 存
す る が 、 α － サ ブ ユ ニ ッ ト に お け る 相 違 点 が 各 種 の Ｇ 蛋 白 オ リ ゴ マ ー を 区 別 す る と 考 え ら
れ て い る (Strathmanと Simon, 1991)。
　 細 胞 培 養 お よ び 薬 理 学 的 手 法 が 向 上 し 、 最 近 で は 分 子 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 遺 伝 子 発 現 技
術 が 用 い ら れ る こ と に よ っ て 、 既 に 同 定 さ れ て い る 受 容 体 の 新 た な サ ブ タ イ プ お よ び サ ブ
－ サ ブ タ イ プ を 含 め た ７ つ の ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 断 片 を 有 す る 受 容 体 が 多 数 同 定 さ れ て い
る 。 α 1 お よ び α 2 － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 の 受 容 体 は そ れ ぞ れ 単 一 の 受 容 体 種 に よ っ て 構 成
さ れ て い る と い わ れ て き た が 、 現 在 で は 各 々 が 少 な く と も ３ つ の 別 個 の 遺 伝 子 に コ ー ド さ
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れ る こ と が 分 か っ て い る (Kobilka達 、 1987;　 Regan達 、 1988; Cotecchia 達 、 1988; Loma
sney, 1990)。 お ぼ ろ げ な 光 の 中 で の 視 覚 を 媒 介 す る 桿 状 細 胞 内 の ロ ド プ シ ン の 他 に 、 色
覚 を 媒 介 す る 非 常 に 似 通 っ た ３ 種 類 の 錐 状 色 素 が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る (Nathans達 、 19
86A; Nathans達 、 1986B)。 Ｇ 蛋 白 結 合 受 容 体 の グ ル ー プ は 全 て Ｇ 蛋 白 結 合 受 容 体 の グ ル ー
プ に 属 す る そ の 他 の 受 容 体 と 類 似 し （ ド ー パ ミ ン 作 動 性 、 ム ル カ リ ン 性 、 セ ロ ト ニ ン 作 動
性 お よ び タ ッ キ ー キ ニ ン 等 ） 、 し か も 、 れ ぞ れ 特 徴 的 な ７ つ の ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 断 片 の
ト ポ ロ ジ ー を 共 有 す る こ と が 分 か っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ７ つ の ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 断 片 を 有 す る 受 容 体 を 互 い に 比 較 す る と 、 保 存 さ れ て い る ア
ミ ノ 酸 配 列 の 分 離 可 能 な パ タ ー ン が 観 察 さ れ る 。 大 抵 の 場 合 、 ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 は
最 も 類 似 性 が 高 く 、 ア ミ ノ 基 お よ び カ ル ボ キ シ ル 基 末 端 領 域 お よ び ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 断
片 Ｖ と VIと を 連 結 す る 細 胞 質 ル ー プ は か な り 異 な る こ と が あ る (Dohlman達 、 1987)。
　 細 胞 質 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば キ ナ ー ゼ と Ｇ 蛋 白 と の 相 互 作 用 に は 受 容 体 の ト ラ ン ス メ ン
ブ レ ン 領 域 を 連 結 す る 疎 水 性 ル ー プ が 含 ま れ る と 予 測 さ れ て い た 。 ７ つ の ト ラ ン ス メ ン ブ
レ ン 断 片 を 有 す る 受 容 体 の 中 で 機 能 の 保 持 の た め に い ず れ の 特 徴 が 保 存 さ れ 、 ど の 特 徴 が
新 た な 機 能 に 対 す る 構 造 的 適 応 性 を 表 し て い る か を 決 定 す る 試 み も 行 わ れ た 。 こ れ ら の ア
イ デ ア を 試 す た め に 、 置 換 、 欠 損 に よ る 変 異 体 や ハ イ ブ リ ッ ド ま た は キ メ ラ 受 容 体 を 作 る
組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ や 遺 伝 子 発 現 技 術 を 使 用 す る 方 法 を 含 め て 多 く の 方 法 が 用 い ら れ て き た (D
ohlman達 、 1991)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 受 容 体 サ ブ タ イ プ 、 Ｇ 蛋 白 サ ブ ユ ニ ッ ト お よ び 効 果 器 の 数 が 増 大 す る に つ れ て 、 こ れ ら
の 受 容 体 の リ ガ ン ド 結 合 性 と Ｇ 蛋 白 認 識 性 と の 特 徴 付 け が 重 要 な 研 究 分 野 に な っ て い る 。
多 数 の 受 容 体 が １ つ の Ｇ 蛋 白 質 に 結 合 で き 、 β 2 お よ び α 2 － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 の 受 容 体
に 結 合 す る エ ピ ネ フ リ ン の 場 合 の よ う に 、 １ つ の リ ガ ン ド が 機 能 の 異 な る 複 数 の 受 容 体 サ
ブ タ イ プ に 結 合 可 能 で あ る こ と は か な り 以 前 か ら 知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 受 容 体 お よ び 効
果 器 結 合 特 異 性 が 似 て い る Ｇ 蛋 白 質 も 同 定 さ れ て い る 。 例 え ば ３ 種 類 の 人 間 の Ｇ i が ク ロ
ー ニ ン グ さ れ (Itoh達 、 1988) 、 交 互 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 多 数 の Ｇ 5 変 形 型 が
生 じ る こ と が 示 さ れ て い る  (Kazasa達 、 1988)。 ム ス カ リ ン お よ び α 2 － ア ド レ ナ リ ン 作 動
性 の 受 容 体 を ク ロ ー ニ ン グ し て 過 剰 生 産 す る こ と に よ っ て 、 単 一 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ は 細
胞 内 で 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ た 時 に 一 種 以 上 の Ｇ 蛋 白 に 結 合 す る と い う こ と が 分 か っ て い る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 オ ピ オ イ ド 受 容 体 は 還 元 剤 に 対 し て 感 受 性 で あ る こ と が 知 ら れ て お り 、 リ ガ ン ド の 結 合
に は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 必 須 で あ る と 考 え ら れ て い る (Gioannini達 、 1989)。 ロ ド プ シ ン
、 ム ス カ リ ン お よ び β － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 の 受 容 体 の 場 合 、 機 能 に 関 す る 蛋 白 質 構 造 を
安 定 化 さ せ る た め に は ２ 種 類 の 第 １ 細 胞 外 ル ー プ の そ れ ぞ れ に 存 在 す る ２ つ の 保 持 さ れ た
シ ス テ イ ン 残 基 が 重 要 で あ る と い う こ と が 分 か っ て お り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る こ
と に よ っ て 安 定 化 が 行 わ れ る と い わ れ て い る 。 オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 構 造 ／ 機 能 に 関 す る
研 究 の 結 果 、 高 い 親 和 性 で 受 容 体 に 結 合 す る に は プ ロ ト ン 付 加 さ れ た ア ミ ン 基 が 重 要 で あ
る と い う こ と が 分 か っ て い る 。 従 っ て 、 受 容 体 の 結 合 部 位 は 大 き く マ イ ナ ス に 荷 電 さ れ た
対 応 部 分 を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 カ テ コ ー ル ア ミ ン 受 容 体 は そ の 配 列 中 に 保 存 さ れ た ア ス
パ ル テ ー ト 残 基 を 有 し 、 こ の 残 基 は リ ガ ン ド 中 の プ ラ ス に 荷 電 さ れ た ア ミ ン 基 を 結 合 す る
の に 必 要 で あ る こ と が 分 か っ て い る 。
　 各 種 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 機 能 は 複 雑 且 つ 縮 重 (degeneracy)し て い る の で 、 基 本 的 に 重
要 な 問 題 は ど の よ う な 状 況 下 で ど の よ う に し て 、 適 当 な 刺 激 リ ガ ン ド の 存 在 下 で 、 各 サ ブ
タ イ プ お よ び サ ブ － サ ブ － タ イ プ 受 容 体 が そ れ ら の 生 理 学 的 効 果 を 発 揮 す る か と い う 点 に
あ る 。 こ の 問 題 を 解 く た め の 従 来 の 方 法 は イ ン ビ ト ロ で 純 粋 な 受 容 体 お よ び Ｇ 蛋 白 成 分 を
再 構 成 す る こ と で あ っ た 。 し か し 、 残 念 な が ら 、 精 製 ス キ ー ム に 成 功 し た の は 極 め て 限 ら
れ た 数 の 受 容 体 サ ブ － タ イ プ と そ の 同 族 Ｇ 蛋 白 質 の み で あ っ た 。 ま た 、 ヘ テ ロ 発 現 シ ス テ
ム は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 受 容 体 の 特 徴 付 け お よ び 受 容 体 と Ｇ 蛋 白 と の 結 合 特 異 性 の 説 明 に
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よ り 有 効 な 別 の 一 般 的 方 法 で あ る  (Mrullo達 1988;　 Payette達 、 1990;　 King 達 、 1990)
。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ の 系 は 最 近 酵 母 細 胞 で 開 発 さ れ 、 こ の 系 で は 哺 乳 類 の β 2 － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容
体 と Ｇ S α － サ ブ ユ ニ ッ ト の 遺 伝 子 と が 同 時 に 発 現 さ れ る  (King達 、 1990) 。 β 2 － ア ド レ
ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 は ヒ ト の 任 意 組 織 内 で の レ ベ ル の 数 百 倍 の レ ベ ル で 発 現 さ れ 、 リ ガ ン
ド の 結 合 に は 適 切 な 親 和 性 、 特 異 性 お よ び 立 体 選 択 性 が あ る こ と が 分 か っ た 。 さ ら に 、 成
長 阻 止 の 印 加 、 形 態 学 的 変 化 お よ び  Escherichi a coli の Lac Z 遺 伝 子 （ ベ ー タ ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る ） と 融 合 し た フ ェ ロ モ ン 応 答 プ ロ モ ー タ （ Ｆ Ｕ Ｓ １ ） の 誘 導 を 含
む 複 数 の 評 価 基 準 か ら 、 β 2 － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る フ ェ ロ モ ン
信 号 変 換 経 路 の 活 性 化 も 分 か っ た  (King達 、 1990)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ま た 、 他 の 関 連 す る サ ブ タ イ プ が 存 在 し な い と 、 単 離 し た 非 組 み 換 え 体 の 哺 乳 類 の 細 胞
中 で も 受 容 体 の 発 現 は 不 可 能 で あ る こ と が 多 い 。 従 っ て 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 研 究 で は 従
来 の 遺 伝 学 の 標 準 的 方 法 は 使 え ず 、 分 子 生 物 学 の 強 力 な 手 法 を 適 用 す る の も 極 め て 難 し い
。 特 に 、 個 々 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 同 定 す る 手 段 が 必 要 で あ り 、
逆 に 、 単 離 さ れ た 組 み 換 え 配 列 が あ れ ば 、 イ ソ フ ル ム 特 異 的 な オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 作 動 剤
お よ び 拮 抗 剤 の 設 計 お よ び テ ス ト で の 従 来 困 難 で あ っ た 問 題 に 取 り 組 む こ と が 可 能 に な る
。 オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｓ が 使 用 可 能 に な れ ば 、 信 号 変 換 機 構 の 詳 細 な
研 究 が 可 能 に な り 、 受 容 体 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 解 剖 学 的 分 布 が 明 ら か に な り 、 神 経 系 で の そ の 発
現 パ タ ー ン に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る こ と に な る 。 こ の 情 報 は 最 終 的 に は 痛 覚 消 失 症 で の オ
ピ オ イ ド 系 の 理 解 を 助 け 、 よ り 特 異 的 な 治 療 薬 の 設 計 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 コ ー ド さ れ た 受 容 体 の ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 が 入 手 で き れ ば 、 機 能 特 異 性 の 強 い 鎮 痛 剤 等 の 医 薬 組 成 物 の 設 計 可 能 性 が 大 幅
に 増 加 す る 。 さ ら に 、 こ う し た ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 入 手 可 能 に な れ ば 、 候 補 組 成 物 の ス ク
リ ー ニ ン グ を 効 果 的 に 行 う こ と が で き 、 ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 で の 操 作 原 理 が 簡 単 に な り 、
天 然 の 作 動 剤 お よ び 拮 抗 剤 が 細 胞 表 面 の 受 容 体 お よ び チ ャ ン ネ ル に 結 合 し て 生 理 学 的 作 用
を 生 じ れ ば 、 一 定 の 他 の 分 子 も 受 容 体 お よ び チ ャ ン ネ ル に 結 合 し て 生 理 学 的 な 効 果 を 生 じ
、 治 療 剤 と し て 機 能 す る 可 能 性 が あ る 。 す な わ ち 、 候 補 薬 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 へ の 結 合 能
が 所 望 機 能 に 効 果 の あ る 医 薬 組 成 物 の 選 択 に 極 め て 効 果 的 な ス ク リ ー ニ ン グ 基 準 と な る 。
　 細 胞 表 面 受 容 体 へ の 優 先 結 合 能 に 基 づ い て 薬 品 組 成 物 の 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 従 来
の 方 法 は 細 胞 組 織 を 基 に し た 方 法 に 限 定 さ れ る 。 す な わ ち 、 従 来 法 で は 目 的 と す る 受 容 体
を 多 く 含 む 動 物 組 織 を 調 製 し 、 調 製 し た 組 織 に 候 補 薬 を 作 用 さ せ 、 受 容 体 と の 結 合 が 見 ら
れ た も の を 選 択 し て 次 の 検 討 へ 進 む 。 し か し 、 こ う し た 細 胞 組 織 を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ
法 に は 重 大 な 欠 点 が あ る 。 先 ず 、 受 容 体 セ ル 組 織 源 す な わ ち 実 験 動 物 が 高 価 で 、 コ ス ト が
か か る 。 次 に 、 ス ク リ ー ン に 多 大 な 技 術 情 報 が 必 要 に な る 。 さ ら に 、 単 一 の 受 容 体 サ ブ タ
イ プ の み が 排 他 的 に 発 現 さ れ る 組 織 は 存 在 し な い の で 、 ス ク リ ー ン 結 果 が 混 乱 す る こ と が
あ る 。 す な わ ち 、 従 来 の ス ク リ ー ン 法 は 基 本 的 に 間 違 っ た 相 互 作 用 を 見 て い る か 、 良 く て
も 、 所 望 で な い 相 互 作 用 が 混 入 し た 状 態 の 相 互 作 用 を 見 て い る に 過 ぎ な い 。 動 物 組 織 を 用
い た ス ク リ ー ニ ン グ の 別 の 基 本 的 な 欠 陥 は 動 物 の 受 容 体 を 含 む 点 で あ る 。 こ れ は 動 物 用 医
薬 の 開 発 に は 理 想 的 で あ る が 、 ヒ ト の 治 療 薬 で は 価 値 が 疑 わ し い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ う し た 従 来 法 の 欠 点 は 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 に 相 当 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 発 現 が 可 能
な 適 当 な 宿 主 細 胞 に 形 質 転 換 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 大 量 か つ 比 較 的 簡 単 な 実 験 操 作 で
提 供 す る こ と に よ っ て 解 決 す る こ と が で き る 。 そ う す こ と に よ っ て 、 細 胞 組 織 を 用 い た ス
ク リ ー ニ ン グ で 見 ら れ た 好 ま し く な い 競 合 す る 相 互 作 用 が な い 状 態 で の 極 め て 特 異 的 な 受
容 体 － 医 薬 相 互 作 用 を 利 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 こ し た 内 因 性 受 容 体 が 全 く 存 在 し な
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い 微 生 物 （ 例 え ば 酵 母 細 胞 ま た は 突 然 変 異 の 哺 乳 類 細 胞 系 ） 中 で の 発 現 は 、 サ ブ － タ イ プ
選 択 的 医 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ と そ の 評 価 に と っ て 有 用 で あ る (Marullo達 、 1988; Payette
達 、 1990;　 King 達 、 1990)。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 の 好 ま し い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ り 、 さ ら
に 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基
配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 単 離 ・ 精 製 さ れ た 本 発 明 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 。
　 本 発 明 の 他 の 対 は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 10個 の 隣 接 す る 塩 基 か ら
な る 断 片 と 同 一 ま た は そ れ と 相 補 な 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 ・ 精 製 さ れ た 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ
イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に あ る 。 こ の 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３
の 少 な く と も 25～ 70個 の 隣 接 す る 塩 基 よ り 成 る 断 片 と 同 一 ま た は そ れ と 相 補 な 塩 基 配 列 を
含 む の が 好 ま し い 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 例 え ば 開 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 40
～ 55個 の 隣 接 す る 塩 基 と 同 一 ま た は そ れ と 相 補 な 塩 基 の 断 片 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の う ち 少 な く と も 10個 の 隣 接 す る
塩 基 よ り 成 る 断 片 と 同 一 ま た は そ れ に 対 し て 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の こ の ポ リ ク レ オ チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.
３ あ る い は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 相 補 体 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ れ て い る 。 単 離 ・ 精
製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 25～ 70個 の 隣 接 す
る 塩 基 よ り 成 る 断 片 と 同 一 ま た は そ れ に 相 補 な 塩 基 配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。 本 発 明 の ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド は 例 え ば 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 40～ 55個 の 隣 接 す る 塩 基 と 同 一 ま
た は そ れ に 相 補 な 塩 基 の 断 片 を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 別 の 対 象 は 単 離 ・ 精 製 さ れ た エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に あ る
。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ る の が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 本
発 明 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ
酸 残 基 配 列 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で は 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 配 列
 No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 よ り 好 ま
し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は エ ン ハ ン サ －
プ ロ モ ー タ に 機 能 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明
の 発 現 ベ ク タ ー は 原 核 生 物 プ ロ モ ー タ に 機 能 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る 。
あ る い は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ で あ る エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ に
機 能 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ の 発 現 ベ ク タ ー は カ ル ボ キ シ ル 末 端 ア ミ ノ 酸
の  3' 位 置 に あ り 且 つ ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 ユ ニ ッ ト 内 に あ る ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 信 号 を
含 ん で い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 例 で は 、 イ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 組 換 え 宿 主 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く
は 、 本 発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 に は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 で あ る の が 好 ま し い 。
さ ら に 、 本 発 明 の 組 み 換 え 宿 主 細 胞 は 酵 母 細 胞 で あ る の が 好 ま し く 、 あ る い は 本 発 明 の 組
み 換 え 宿 主 細 胞 は Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｃ Ｈ Ｏ ま た は Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 で あ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の 特 徴 で は
、 本 発 明 の 組 み 換 え 宿 主 細 胞 は 原 核 生 物 の 宿 主 細 胞 で あ る 。 別 の 実 施 例 で は 、 本 発 明 の 組
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み 換 え 宿 主 細 胞 は  Escherichia coli の Ｄ Ｈ ５ α 株 の バ ク テ リ ア 細 胞 で あ る 。 よ り 好 ま し
く は 、 組 み 換 え 宿 主 細 胞 は 組 み 換 え 宿 主 細 胞 内 で 機 能 す る 調 節 信 号 の 転 写 制 御 下 に あ る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ 、 こ の 調 節 信 号 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 を 適 当 に 制 御 し て 、 必 要 な 全 て の 転 写 お よ び 転 写 後 の 変 性 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 作 り 、 こ の 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 に 維 持 す る 操 作 を 含 む 、 エ プ シ ロ ン
オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 方 法 を 提 供 す る 。 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 は 真 核 細
胞 で あ る の が 好 ま し い 。 こ の 真 核 細 胞 は Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｃ Ｈ Ｏ ま た は Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 で あ る の が 好 ま
し く 、 あ る い は 、 宿 主 細 胞 を 原 核 細 胞 に す る こ と も で き る 。 好 ま し い 原 核 細 胞 は  Escheri
chia coli の Ｄ Ｈ ５ α 株 の バ ク テ リ ア 細 胞 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 被 形 質 転 換 細 胞 に
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の ヌ ク レ オ
チ ド 塩 基 配 列 で 構 成 さ れ る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗 体 を 提 供
す る 。 発 明 抗 体 は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ る の が 好 ま し い 。 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ
リ ペ プ チ ド は 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 (a)エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 組 み 換 え 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、  (b)こ の 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 に 十 分 な 条 件 下 で 培 養 し 、  (c)ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 し 、  (d)こ の ポ リ ペ プ チ ド に
対 す る 抗 体 を 作 る 操 作 を 含 む エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗
体 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 宿 主 細 胞 は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る の が 好 ま し い 。 あ る い は 、 合 成 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て  (
a)、 (b) お よ び (c) 段 階 を 省 略 す る こ と も で き る 。 本 発 明 の 他 の 対 象 は 上 記 の 方 法 に 従 っ
て 調 製 さ れ た 抗 体 に あ る 。
　 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明
方 法 は ポ リ ペ プ チ ド を 上 記 方 法 で 調 節 し た 抗 体 と 免 疫 反 応 さ せ て 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合
体 を 作 り 、 こ の 結 合 体 を 検 出 す る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 例 で は 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 方 法 で は  (a)エ プ
シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と メ ッ セ ン ジ ャ
ー Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 物 と を ハ イ ブ ッ ド 化 さ せ て 二 本 鎖 分 子 (duplex)を 作 り 、 (b) こ の 二 本 鎖 分
子 を 検 出 す る 。 本 発 明 は さ ら に 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は (a)エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と を ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ せ て 二 本 鎖 分 子 を 作 り 、 (b)
こ の 二 本 鎖 分 子 を 検 出 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は 生 物 試 料 中 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 用 検 査 キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の 検 査 キ ッ ト は 少 な く と も １
回 の 検 査 を 行 う の に 十 分 な 量 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る
第 １ の 抗 体 を 収 容 し た 第 １ 容 器 を 含 み 、 さ ら に 、 第 １ の 抗 体 と 免 疫 反 応 す る 第 ２ の 抗 体 を
収 容 し た 第 ２ の 容 器 を 有 し て い る の が 好 ま し い 。 本 発 明 の 検 査 キ ッ ト で 用 い ら れ る 抗 体 は
モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ る の が 好 ま し く 、 ま た 、 第 １ の 抗 体 は 固 体 担 体 に 固 定 さ れ て い る の
が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 第 １ お よ び 第 ２ の 抗 体 は イ ン ジ ケ ー タ を 構 成 し 、 こ の イ ン
ジ ケ ー タ は 放 射 化 ラ ベ ル ま た は 酵 素 で あ る の が 好 ま し い 。
　 本 発 明 の 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は 生 物 試 料 中 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 用 検 査 キ ッ ト を 提 供 す る 。
こ の 検 査 キ ッ ト は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 10個 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド
塩 基 よ り 成 る 断 片 と 同 一 ま た は そ れ に 相 補 な 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 １ の 容 器 を
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備 え て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は 生 物 学 試 料 中 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 用 検 査 キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の 検 査
キ ッ ト は 少 な く と も １ 回 の 検 査 を 行 う の に 十 分 な 量 の 、 抗 体 と 免 疫 反 応 す る エ プ シ ロ ン オ
ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 容 器 を 備 え て い る 。
　 本 発 明 の 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用
す る 能 力 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は エ プ シ ロ ン オ ピ オ
イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 加 え て 、 選 択 さ れ た 物 質 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と の
相 互 作 用 能 力 を 調 べ る 。
　 本 発 明 の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ プ シ ロ
ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し て 形 質 転 換 細 胞 を 作 り 、 得 ら れ た 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 に 維 持 す る 。 宿 主 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
で 使 用 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列  No.１ ま た は  No.３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む の が 好
ま し い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
Ｉ ．
　 本 発 明 は Ｄ Ｎ Ａ 断 片 と 、 精 製 ポ リ ペ プ チ ド と 、 抗 体 の 製 造 方 法 と 、 宿 主 細 胞 の ク ロ ー ニ
ン グ お よ び そ れ を 用 い た 組 換 え に よ っ て 組 み 換 え エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 を 得 る 方 法
と を 提 供 す る 。 す な わ ち 、 従 来 の 標 準 的 な 遺 伝 学 手 法 や 公 知 の 分 子 生 物 学 的 手 法 を エ プ シ
ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 に 適 用 し た 場 合 の 問 題 点 が 解 決 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は エ プ シ ロ
ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 組 成 物 と 、 そ の 調 製 お よ び 利 用 方 法 に 関 す る も の で あ る 。 　 本 発 明
の 受 容 体 は 6,7-ベ ン ゾ モ ル フ ァ ン と β － エ ン ド ル フ ィ ン と に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る が
、 μ 、 δ お よ び κ オ ピ オ イ ド 受 容 体 リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 は 低 く 、 エ プ シ ロ ン （ ε ） 受
容 体 の 親 和 性 プ ロ フ ィ ー ル に 一 致 し て い る 。 こ の ε 受 容 体 遺 伝 子 は コ ー デ ィ ン グ 領 域 に イ
ン ト ロ ン を 持 た ず 、 ク ロ モ ソ ー ム 10上 の ｑ 11.2－ ｑ 21.1に 位 置 し 、 μ 、 δ お よ び κ 受 容 体
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン と の 間 に 相 同 性 を 有 す る 。 ε 受 容 体 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 大 脳 皮 質
、 前 頭 皮 質 、 視 床 下 部 お よ び 下 垂 体 で 検 出 さ れ る 。 in-situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織
化 学 に よ っ て 、 下 垂 体 前 葉 腺 の 側 方 周 辺 部 分  (lateral wings of the anterior pituitar
y gland)に 選 択 的 な 局 在 化 を 示 す 下 垂 体 内 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が 明 ら か に な っ た 。 ヒ ト の ε
受 容 体 の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 特 徴 付 け に よ っ て 、 オ ピ オ イ ド の 作 用 、 特 に こ の 受 容 体 に よ
っ て 媒 介 さ れ る と 考 え ら れ て い る 脊 椎 痛 覚 消 失 (analgesia) の 研 究 が 大 き く 前 進 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
II．
Ａ ．

　 本 発 明 の 一 つ の 観 点 か ら 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。
　 「 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 」 と い う 用 語 は オ ピ オ イ ド お よ び そ の 類 似 物 に 結 合 す る
受 容 体 を 意 味 す る 。 受 容 体 の 分 類 ・ 命 名 は 主 と し て 結 合 の 研 究 に 基 づ い て 行 わ れ る た め に
、 新 規 な 医 薬 が 開 発 さ れ る 時 に 、 特 定 の 受 容 体 に 与 え ら れ た 分 類 ま た は 名 前 が 変 更 さ れ 場
合 が あ る と い う こ と は 理 解 で き よ う 。 す な わ ち 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 と い う 名 前
は こ こ で 開 示 し た ポ リ ペ プ チ ド の 薬 学 的 挙 動 を 類 別 す る た め に 便 宜 的 に 使 用 し た に 過 ぎ な
い 。
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 さ ら に
好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配
列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 。
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【 ０ ０ ２ ４ 】
　 数 種 類 の 齧 歯 類 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 (OR)、 δ 、 κ お よ び μ が ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る (Y
asuda 達 、 1993; Chen達 、 1993) 。 マ ウ ス の δ オ ピ オ イ ド 受 容 体 の ３ 番 目 お よ び ７ 番 目 の
ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン （ Ｔ Ｍ ） 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い た ２ つ の 変 性 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 調 製 さ れ た 。 こ の Ｏ Ｒ を コ ー ド す る 遺 伝 子 構 造 は こ れ ま で 報 告 さ れ て
い な い 。 過 去 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 多 く の Ｇ 蛋 白 結 合 受 容 体 は 単 一 の エ キ ソ ン 上 に コ ー ド
さ れ て い る の で 、 そ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ チ ェ ー ン リ ア ク シ ョ ン （
Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 す る た め に 利 用 さ れ た (Hazum達 、 1979) 。 増 幅
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ （ サ イ ズ は  500～ 1000bp） を ブ ル ー ス ク リ プ ト プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ し 、 得 ら れ た 150 個 の ク ロ ー ン に つ い て 配 列 決 定 を 行 っ た 。 得 ら れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら Ｐ Ｃ Ｒ に よ る ゲ ノ ム の ク ロ ー ン は い ず れ も 齧 歯 類 の Ｏ Ｒ の ヒ ト の オ ル ソ ロ ー グ を コ ー
ド し て い な い こ と が 明 ら か に な っ た 。 １ つ の ク ロ ー ン # 12が δ 、 μ お よ び κ Ｏ Ｒ と 同 一 性
が あ っ た 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 得 ら れ る 断 片 (540bp) に よ っ て コ ー ド さ れ た 遺 伝 子 の 全 長
を 得 る た め に 、 ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 こ の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ
て 18個 の 陽 性 ク ロ ー ン を 得 た 。 オ リ ジ ナ ル の Ｐ Ｃ Ｒ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て こ れ ら の
フ ァ ー ジ ク ロ ー ン に つ い て 高 速 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 を 行 っ た 結 果 、 ク ロ ー ン #12 の 配 列 を 含 む １ つ
の フ ァ ー ジ を 同 定 す る こ と に 成 功 し た 。 こ の フ ァ ー ジ を 精 製 し 、 ク ロ ー ン 由 来 の 断 片 (4.5
kb) を ブ ル ー ス ク リ プ ト プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 配 列 を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 Ｈ Ｇ -12 と 名 付 け ら れ た こ の ゲ ノ ム ク ロ ー ン は 、 327 ア ミ ノ 酸 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る イ
ン ト ロ ン を 持 た な い 981 ヌ ク レ オ チ ド の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 ん で い た （ 図 １ 参 照 ）
。 ク ロ ー ン #12 の 配 列 に 特 異 的 な ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 に よ っ て
、 チ ン パ ン ジ ー 、 サ ル 、 ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 同 じ 寸 法 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断
片 が 確 認 さ れ た 。 　 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 に よ っ て 連
結 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 こ こ で は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ５ ’ か ら ３ ’ の 方 向
に 表 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 約  680か ら 約 数 十 万 塩 基 対 で 構 成 で き る が 、 約
680 か ら 約 150,000 の 塩 基 対 を 含 む の が 好 ま し い 。 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 好 ま し い 長
さ は 以 下 で 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は デ オ キ シ リ ボ 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ ） 分 子 で も リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ）
分 子 で も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 場 合 に は 、 そ の 分 子 は 遺 伝 子 ま た は ｃ Ｄ
Ｎ Ａ 分 子 で よ い 。 な お 、 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 は 一 文 字 の コ ー ド ： ア デ ニ ン （ Ａ ） 、 グ ア ニ ン
（ Ｇ ） 、 チ ミ ン （ Ｔ ） 、 シ ト シ ン （ Ｃ ） 、 イ ノ シ ン （ Ｉ ） お よ び ウ ラ シ ル （ Ｕ ） で 表 し て
あ る 。
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 調 製 す る こ と が で
き る 。 本 発 明 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 調
製 法 は 実 施 例 １ と 実 施 例 ２ に 記 載 し て あ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ラ ム ダ フ ァ ー ジ 法 を 用 い
て ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ ブ ラ リ ー か ら 調 製 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ポ リ ペ プ チ ド
を 発 現 す る 細 胞 か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ を 作 り 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｒ
Ｎ Ａ よ り 調 製 さ れ る ラ ベ ル さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 用 い て ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 プ ロ
ー ブ に ハ イ ブ ッ ド 化 し た ク ロ ー ン を 選 択 す る 方 法 に よ っ て 調 製 で き る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド は 上 記 の 方 法 で 調 製 す る の が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む の が さ ら に
好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
Ｂ ．

10

20

30

40

50

(10) JP 2004-261184 A 2004.9.24

プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー



　 本 発 明 の 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 情 報 か ら 、 本 発 明 開 示 の 選 択 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 可 能 な 相 対 的 に 短 い Ｄ Ｎ Ａ （ ま た は
Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 観 点 か ら 、 例 え ば 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.
３ 等 の 選 択 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ い て 適 当 な 長 さ の 核 酸 プ ロ ー ブ を 調 製 す る 。 エ プ
シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 可 能 な
こ れ ら 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い る こ と は 各 実 施 例 で 特 に 有 用 で あ る 。 特 に 、 各 種 の 検 査 に お い
て 試 料 中 の 相 補 的 配 列 の 存 在 の 検 出 に こ の プ ロ ー ブ を 用 い る こ と が で き る 点 は 重 要 で あ る
。 　 特 定 の 実 施 例 で は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 す る の が 有 利 で あ る 。 こ の よ
う な プ ラ イ マ ー 配 列 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 用 い て 哺 乳 類 細 胞 か ら エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 所 定 遺 伝 子 断 片 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 、 増 幅 ま た は 変 異 す
る 際 に 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る た め に 設 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 利 点 を 得 る た め に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 試 験 ま た は 検 査 で 用 い る 好 ま し い 核 酸 配 列
は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も
10～ 70程 度 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド 、 例 え ば 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ に 相 補 的 な プ ロ ー
ブ 分 子 を 含 む 。 長 さ が 少 な く と も 10個 の ヌ ク レ オ チ ド は 断 片 が 安 定 か つ 選 択 的 な 二 本 鎖 分
子 を 構 成 す る の に 十 分 な 長 さ の 寸 法 で あ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 お よ び 選 択 性 を 増 し て
生 成 し た ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 質 お よ び 程 度 を 良 く す る た め に は 、 一 般 に 長 さ が 10以 上 の 塩
基 範 に わ っ て 相 補 な 配 列 を 有 す る 分 子 が 好 ま し い 。 一 般 に は 遺 伝 子 相 補 性 が 25～ 40ヌ ク レ
オ チ ド 、 55～ 70ヌ ク レ オ チ ド 、 必 要 な 場 合 に は そ れ 以 上 の 長 さ の 核 酸 分 子 を 設 計 す る の が
好 ま し い 。 そ う し た 断 片 は 例 え ば 化 学 的 方 法 ま た は 本 明 細 書 の 一 部 を 成 す 米 国 特 許 第  4,6
03,102号 に 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 の 核 酸 再 生 法 を 用 い て 直 接 合 成 す る か 、 適 当 な 挿 入 部 位 と 制
限 酵 素 部 位 と を 有 す る 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド か ら 所 定 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 切 り 出 す こ と に よ っ て 容
易 に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 10個 の 隣 接
す る 塩 基 よ り 成 る 断 片 と 同 一 ま た は そ れ と 相 補 な 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る 。 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 25～ 70個 の 隣 接 す る 塩 基 よ り 成 る 断 片 と
同 一 ま た は そ れ に 相 補 な 塩 基 配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 40～ 55個 の 隣 接 す る 塩 基 と 同 一 ま た は そ れ と 相 補 な 塩 基
の 断 片 を 含 む こ と が で き る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 分 子 は 相 補 な 遺 伝 子 範 囲 を 有 す る 二 本 鎖 分 子
を 選 択 的 に 形 成 す る 能 力 を 利 用 す る 。 用 途 に 応 じ て 標 的 配 列 に 対 す る プ ロ ー ブ の 選 択 性 を
達 成 す る た め の 各 種 ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 を 使 用 す る こ と が 必 要 に な る が 、 高 い 選 択 性 が 要
求 さ れ る 用 途 の 場 合 に は 一 般 に ハ イ ブ リ ッ ド を 生 成 す る た め に 比 較 的 厳 し い 条 件 が 用 い 、
例 え ば 、 比 較 的 低 い 塩 お よ び ／ ま た は 高 温 条 件 、 例 え ば 温 度 50℃ ～ 70℃ 、 0.02Ｍ ～ 0.15Ｍ
NaClで 得 ら れ る よ う な 条 件 を 選 択 す る 。 こ れ ら の 条 件 は 選 択 的 が あ り 、 プ ロ ー ブ と 鋳 型 ま
た は 標 的 ス ト ラ ン ド と の 間 に 許 さ れ る 不 一 致 は 極 め て 小 さ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 い く つ か の 用 途 、 例 え ば 、 基 礎 と な る 鋳 型 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 変 異 プ ラ イ マ ー ス ト
ラ ン ド を 用 い て 変 異 体 を 調 製 す る 場 合 あ る い は 機 能 的 に 同 等 な 別 の 細 胞 か ら エ プ シ ロ ン オ
ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 単 離 す る 場 合 な ど で は ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子
の 生 成 を 可 能 に す る た め に よ り 緩 い ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 が 当 然 必 要 に な る 。 こ れ ら の 状 況
で は 塩 濃 度 を 0.15Ｍ ～ 0.9 Ｍ 、 温 度 を 20℃ ～ 70℃ に し た 条 件 を 用 い る こ と 望 ま し い 。 そ し
て 、 ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る 種 は 対 照 ハ イ ブ リ ッ ド 化 に 対 す る プ ラ ス の ハ イ ブ リ ッ ド 化
信 号 と し て 容 易 に 同 定 さ れ る 。 い ず れ の 場 合 も 一 般 に 、 温 度 上 昇 と 同 様 に ハ イ ブ リ ッ ド 二
本 鎖 分 子 を 不 安 定 化 さ せ る ホ ル ム ア ミ ド の 添 加 量 を 増 加 さ せ て 条 件 を よ り 厳 し く で き る 。
す な わ ち 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 は 容 易 に 操 作 で き 、 従 っ て 、 所 望 結 果 に 応 じ て 選 択 で き る
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。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 例 で は 、 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 10個 の 隣 接 す る 塩
基 の 断 片 と 同 一 ま た は そ れ に 相 補 な 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が
提 供 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列  No.１ ま た は  No.３ 、 あ る い は 配 列  No.
１ ま た は  No.３ の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 単 離 ・ 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配
列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 25～ 70個 の 隣 接 す る 塩 基 の 断 片 と 同 一 ま た は そ れ
に 相 補 な 塩 基 配 列 を 含 む 。 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.
３ の 40～ 55個 の 隣 接 す る 塩 基 と 同 一 ま た は そ れ 相 補 な 断 片 を 含 む 。
　 本 発 明 の 他 の 実 施 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ハ イ ブ リ ッ ド 生 成 を 検 出 す る た
め の 適 当 な 標 識 物 質 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ る 。 標 識 物 質 と し て は 放 射 性 リ ガ ン ド 、 酵 素
リ ガ ン ド ま た は 検 出 信 号 を 与 え る こ と の 可 能 な 他 の リ ガ ン ド 、 例 え ば ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン
な ど の 種 々 の も の が 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 プ ロ ー ブ は 溶 液 お よ び 固 相 を 用 い た ハ イ ブ リ ッ ド 化 の
両 方 で 利 用 で き る 。 固 相 を 用 い た 実 施 例 で は 試 験 Ｄ Ｎ Ａ （ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） を 所 定 の マ ト リ
ク ス ま た は 表 面 に 吸 着 ・ 固 定 さ せ る 。 次 い で 、 固 定 し た 核 酸 を 所 定 プ ロ ー ブ を 用 い て 所 望
の 条 件 下 で 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る 。 選 択 条 件 は 公 知 方 法 と 同 様 に 特 定 環 境 お よ び 必 要
な 基 準 （ 例 え ば Ｇ ＋ Ｃ 含 有 量 、 標 的 核 酸 の 種 類 、 核 酸 の 供 給 源 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 プ ロ ー ブ
の 寸 法 な ど ） に 依 存 す る 。 マ ト リ ク ス を 洗 浄 し て 特 異 的 に 結 合 し な い プ ロ ー ブ 分 子 を 除 い
た 後 、 標 識 物 質 を 用 い て 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 、 定 量 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
III．
　 本 発 明 の １ つ の 実 施 例 で は 、 本 発 明 は 単 離 ・ 精 製 し た エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ
ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 発 明 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 組 み 換 え ポ リ
ペ プ チ ド で あ る の が 好 ま し く 、 さ ら に 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を
含 む の が 好 ま し い 。 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 約  500以 下 の ア ミ ノ 酸 残
基 を 含 む の が 好 ま し く 、 さ ら に 約  400以 下 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 １ は ヒ ト の ク ロ ー ン 12か ら 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 し て い る 。 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 の
疎 水 性 分 析 か ら 、 Ｇ 蛋 白 質 が 結 合 す る 受 容 体 遺 伝 子 に 特 徴 的 な ７ つ の ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン
（ Ｔ Ｍ ） 領 域 が 示 さ れ 、 全 体 的 に は こ の 蛋 白 質 配 列 は Ｏ Ｒ に 最 も 近 い 。 Ｈ Ｇ － 12に よ っ て
コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 予 め ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｏ Ｒ と 比 較 す る こ と に よ っ て 、
同 一 の ア ミ ノ 酸 お よ び 保 守 的 に 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 は ほ と ん ど が ７ つ の 推 定 さ れ た Ｔ Ｍ 領
域 内 に あ る こ と が 示 さ れ た 。 ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 内 お よ び 蛋 白 質 全 体 で 包 括 的 に 見 た
場 合 の 、 Ｈ Ｇ － 12に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 の パ ー セ ン テ ー ジ は δ
40％ お よ び 37％ 、 κ 43％ お よ び 35％ （ 図 ３ 参 照 ） で あ る 。 Ｈ Ｇ － 12に よ っ て コ ー ド さ れ る
蛋 白 質 は 、 ア ミ ノ 基 末 端 に 推 定 の グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 部 位 を ３ 箇 所 含 み 、 プ ロ テ イ ン キ ナ
ー ゼ Ｃ お よ び プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ に よ る リ ン 酸 化 の た め の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 む 。 ３
番 目 の Ｔ Ｍ 領 域 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ こ れ は 他 の Ｏ Ｒ 中 に も 存 在 す る ） お よ び カ テ コ ー ル ア
ミ ン 受 容 体 は リ ガ ン ド 結 合 部 位 の 一 部 を 構 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 と し て 記 載 し た 。 こ の 配 列 は 左 か ら 右 へ ア ミ ノ 末 端 か
ら カ ル ボ キ シ ル 末 端 の 方 向 を 表 し て い る 。 標 準 的 命 名 法 で は ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 は 下 記 に 示
す よ う に １ 文 字 ま た は ３ 文 字 コ ー ド で 表 現 さ れ る ：
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 残 基 　 　 　 　 　 ３ 文 字 コ ー ド 　 　 　 １ 文 字 コ ー ド
　 ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Ala　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ
　 ア ル ギ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 Arg　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｒ
　 ア ス パ ラ ギ ン 　 　 　 　 　 　 Asn　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｎ
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エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体



　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 　 　 　 　 　 Asp　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｄ
　 シ ス テ イ ン 　 　 　 　 　 　 　 Cys　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｃ
　 グ ル タ ミ ン 　 　 　 　 　 　 　 Gln　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｑ
　 グ ル タ ミ ン 酸 　 　 　 　 　 　 Glu　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｅ
　 グ リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Gly　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ
　 ヒ ス チ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 His　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｈ
　 イ ソ ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 Ile　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ
　 ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Leu　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ
　 リ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Lys　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｋ
　 メ チ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 Met　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ
　 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 　 　 　 　 Phe　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆ
　 プ ロ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 Pro　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｐ
　 セ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ser　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ
　 ス レ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 Thr　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ
　 ト リ プ ト フ ァ ン 　 　 　 　 　 Trp　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｗ
　 チ ロ シ ン 　 　 　 　 　 　 　  Tyr　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｙ
　 バ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　  Val　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖ
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 構 造 を 変 化 、 変 更 す る こ と が で き 、 そ れ で も な お オ ピ オ イ ド 受
容 体 に 類 似 の 特 性 を 有 す る 分 子 を 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 受 容 体 活 性 を 大 き く 損 な う
こ と な く 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が で き る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 生
物 学 的 機 能 活 性 を 決 め る の は 相 互 作 用 能 力 と ポ リ ペ プ チ ド の 性 質 で あ る の で 、 ポ リ ペ プ チ
ド 配 列 （ ま た は 、 そ の 基 礎 と な る Ｄ Ｎ Ａ コ ー ド 配 列 ） 中 の 特 定 ア ミ ノ 酸 を 置 換 で き 、 類 似
の 特 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。
　 変 更 時 に は 、 ア ミ ノ 酸 の ハ イ ド ロ パ シ ッ ク 指 数 (hydropathicindex)を 考 慮 す る こ と が で
き る 。 ポ リ ペ プ チ ド に 生 物 学 的 な 相 互 作 用 機 能 を 付 与 す る 上 で の ハ イ ド ロ パ シ ッ ク ア ミ ノ
酸 イ ン デ ッ ク ス の 重 要 性 は 従 来 法 で 一 般 に 知 ら れ て い る (Kyte, J. 、 R.F. Doolittle, 19
82) 。 あ る 種 の ア ミ ノ 酸 は 類 似 の ハ イ ド ロ パ シ ッ ク イ ン デ ッ ク ス ま た は ス コ ア を 有 す る 他
の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が で き 、 類 似 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る
こ と が 分 か っ て い る 。 各 ア ミ ノ 酸 に は そ の 疎 水 性 お よ び 電 荷 特 性 に 基 づ い て 下 記 ハ イ ド ロ
パ シ ッ ク 指 数 が 割 当 て ら れ る ：
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 イ ソ ロ イ シ ン (+4.5)； バ リ ン (+4.2)； ロ イ シ ン (+3.8)； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (+2.8)； シ ス
テ イ ン ／ シ ス チ ン (+2.5)； メ チ オ ニ ン (+1.9)； ア ラ ニ ン (+1.8)； グ リ シ ン (-0.4)； ス レ オ
ニ ン (-0.7)； セ リ ン (-0.8)； ト リ プ ト フ ァ ン (-0.9)； チ ロ シ ン (-1.3)； プ ロ リ ン (-1.6)；
ヒ ス チ ジ ン (-3.2)； グ ル タ メ ー ト (-3.5)； グ ル タ ミ ン (-3.5)； ア ス パ ル テ ー ト (-3.5)； ア
ス パ ラ ギ ン (-3.5)； リ ジ ン (-3.9)； ア ル ギ ニ ン (-4.5)　 ア ミ ノ 酸 の 相 対 的 な ハ イ ド ロ パ シ
ッ ク 特 性 が 生 成 す る ポ リ ペ プ チ ド の ２ 次 構 造 を 決 定 し 、 こ の ２ 次 構 造 は ポ リ ペ プ チ ド と 他
の 分 子 、 例 え ば 酵 素 、 基 質 、 受 容 体 、 抗 体 、 抗 原 等 と の 相 互 作 用 を 規 定 す る と 考 え ら れ て
い る 。 ア ミ ノ 酸 を 類 似 の ハ イ ド ロ パ シ ッ ク 指 数 を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 し て も 機 能 的
に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る こ と は 知 ら れ て い る 。 こ の 変 更 は ハ イ ド ロ パ シ ッ ク 指 数
が ± ２ 以 内 、 特 に ± １ 以 内 、 さ ら に 好 ま し く ± 0.5 以 内 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 す る の が 好 ま し
い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 類 似 ア ミ ノ 酸 と の 置 換 は 親 水 性 を 基 礎 に 行 う こ と が で き る 。 こ れ は 生 成 し た 生 物 学 的 に
同 等 な 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を 免 疫 学 的 な 用 途 で 用 い る 場 合 に 特 に い
え る 。 本 明 細 書 の 一 部 を 成 す 米 国 特 許 第  4,554,101号 に は 、 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 の 親 水 性 に
支 配 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 局 部 平 均 親 水 性 の 最 大 値 は 免 疫 原 性 と 抗 原 性 す な わ ち ポ リ ペ プ
チ ド の 生 物 学 的 特 性 に 関 連 す る と い う こ と が 記 載 さ れ て い る 。
　 米 国 特 許 第  4,554,101号 に 記 載 の よ う に 、 ア ミ ノ 酸 残 基 に は 下 記 親 水 性 値 が 割 当 て ら れ
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て い る ： ア ル ギ ニ ン (+3.0)； リ ジ ン (+3.0)； ア ス パ ル テ ー ト (+3.1 ± １ ) ； グ ル タ メ ー ト
 (+3.0± 1)； セ リ ン (+0.3)； ア ス パ ラ ギ ン (+0.2)； グ ル タ ミ ン (+0.2)； グ リ シ ン (0) ； プ
ロ リ ン (-0.5 ± 1)； ス レ オ ニ ン (-0.4)； ア ラ ニ ン (-0.5)； ヒ ス チ ジ ン (-0.5)； シ ス テ イ ン
(-0.1)； メ チ オ ニ ン (-1.3)； バ リ ン (-1.5)； ロ イ シ ン (-1.8)； イ ソ ロ イ シ ン (-1.8)； チ ロ
シ ン (-2.3)； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (-2.5)； ト リ プ ト フ ァ ン (-3.4)。 ア ミ ノ 酸 は 類 似 の 親 水 性
を 有 す る 別 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と が で き 、 置 換 し て も 生 物 学 的 に 同 等 で 、 特 に 免 疫 学
的 に 同 等 な ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ る こ と は 知 ら れ て い る 。 こ の 変 更 時 に は 、 親 水 性 値 が ±
２ 以 内 、 好 ま し く は ± １ 以 内 、 さ ら に 好 ま し く は ± 0.5 以 内 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る の 好 ま
し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 以 上 、 要 点 を 説 明 し た よ う に 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 は 一 般 に ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 置 換 基 の 類 似 性
、 例 え ば 疎 水 性 、 親 水 性 、 電 荷 、 寸 法 等 の 相 対 的 類 似 性 を 基 礎 に 行 う 。 上 記 各 特 性 を 考 慮
し た 置 換 例 は 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 例 え ば ア ル ギ ニ ン と リ ジ ン ； グ ル タ ミ ン と ア ス パ ル
テ ー ト ； セ リ ン と ス レ オ ニ ン ； グ ル タ ミ ン と ア ス パ ラ ギ ン お よ び バ リ ン 、 ロ イ シ ン お よ び
イ ソ ロ イ シ ン が 知 ら れ て い る （ 表 １ 参 照 ） 。 従 っ て 、 本 発 明 の 他 の 対 象 は エ プ シ ロ ン オ ピ
オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 ・ 生 物 学 的 均 等 物 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ［ 表 １ ］
　 　 　 　 　 　 元 の 残 基 　 　 　 　 　 　 　 　 置 換 例
　 　 　 　 　 　 　  Ala　 　 　 　 　 　 　 　 　  Gly； Ser
　 　 　 　 　 　 　  Arg　 　 　 　 　 　 　 　 　  Lys
　 　 　 　 　 　 　  Asn　 　 　 　 　 　 　 　 　  Gln； His
　 　 　 　 　 　 　  Asp　 　 　 　 　 　 　 　 　  Glu
　 　 　 　 　 　 　  Cys　 　 　 　 　 　 　 　 　  Ser
　 　 　 　 　 　 　  Gln　 　 　 　 　 　 　 　 　  Asn
　 　 　 　 　 　 　  Glu　 　 　 　 　 　 　 　 　  Asp
　 　 　 　 　 　 　  Gly　 　 　 　 　 　 　 　 　  Ala
　 　 　 　 　 　 　  His　 　 　 　 　 　 　 　 　  Asn； Gln
　 　 　 　 　 　 　  Ile　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Leu； Val
　 　 　 　 　 　 　  Leu　 　 　 　 　 　 　 　 　  Ile； Val
　 　 　 　 　 　 　  Lys　 　 　 　 　 　 　 　 　  Arg
　 　 　 　 　 　 　  Met　 　 　 　 　 　 　 　 　  Met； Leu ； Tyr
　 　 　 　 　 　 　  Ser　 　 　 　 　 　 　 　 　  Thr
　 　 　 　 　 　 　  Thr　 　 　 　 　 　 　 　 　  Ser
　 　 　 　 　 　 　  Trp　 　 　 　 　 　 　 　 　  Tyr
　 　 　 　 　 　 　  Tyr　 　 　 　 　 　 　 　 　  Trp； Phe
　 　 　 　 　 　 　  Val　 　 　 　 　 　 　 　 　  Ile； Leu
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 生 物 学 的 均 等 物 ま た は 機 能 的 に 同 等 の ポ リ ペ プ チ ド は 部 位 特 異 的 変 異 処 理 を 用 い て 調 製
す る こ と も で き る 。 部 位 特 異 的 変 異 処 理 は 基 本 の Ｄ Ｎ Ａ の 部 位 特 異 的 変 異 に よ っ て 第 ２ 世
代 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 配 列 よ り 得 ら れ る 生 物 学 的 に 均 等 な 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド ま た は ペ プ チ ド の 調 製 に 有 用 で あ る 。 上 記 の 場 合 と 同 様 に 、 こ の 変 更 も ア ミ ノ 酸 の 置 換
が 望 ま し い 場 合 に 望 ま し い 。 こ の 方 法 は 変 形 配 列 の 調 製 お よ び 試 験 の た め の 容 易 な 手 段 を
提 供 す る 。 例 え ば 上 記 の 点 を 考 慮 し て Ｄ Ｎ Ａ に ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 化 を 導 入 す る こ と が
で き る 。 部 位 特 異 的 変 異 処 理 を 用 い る と 所 望 変 異 体 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を コ ー ド し た 特 定 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 十 分 な 数 の 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド と を 用 い て 変 異 体 を 調 製 す る こ
と が で き 、 欠 失 接 合 点 の 両 側 に 跨 が っ た 状 態 で 安 定 な 二 本 鎖 分 子 を 形 成 す る の に 十 分 な 長
さ と 配 列 の 複 雑 さ を 有 す る プ ラ イ マ ー 配 列 を 作 る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 配 列 の 接 合
点 の 両 側 の 約 ５ ～ 10残 基 が 変 化 し た 長 さ が 約 17～ 25ヌ ク レ オ チ ド の プ ラ イ マ ー が 好 ま し い
。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 般 に 、 部 位 特 異 的 変 異 処 理 法 は (Adelman達 、 1983)に 代 表 さ れ る よ う に 従 来 法 と し て
周 知 で あ る 。 こ の 方 法 で は 通 常 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 の い ず れ の 状 態 で 存 在 可 能 な フ ァ ー ジ
ベ ク タ ー を 用 い る 。 部 位 特 異 的 変 異 処 理 で 一 般 に 有 用 な ベ ク タ ー に は 例 え ば Ｍ 13フ ァ ー ジ
(Messing達 、 1981) 等 が 含 ま れ 、 こ れ ら の フ ァ ー ジ は 市 販 さ れ て お り 、 そ の 使 用 法 は 当 業
者 に 周 知 で あ る 。
　 一 般 に 、 部 位 特 異 的 変 異 処 理 で は 先 ず 最 初 に 所 定 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 有 す る 一 本 鎖 ベ ク タ ー を 作 製 す る
。 所 望 の 変 異 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 一 般 に は 例 え ば ク レ ア の 方 法 (C
rea 達 1978) を 用 い て 合 成 す る 。 次 い で こ の プ ラ イ マ ー を 一 本 鎖 ベ ク タ ー に ア ニ ー ル し 、
E. coli ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ の ク レ ノ ー 断 片 等 の 酵 素 を 用 い て 抽 出 し て 、 変 異 を 含 む ス ト ラ ン
ド の 合 成 を 完 了 す る 。 従 っ て 、 一 方 の 鎖 が 変 異 し て い な い 元 の 配 列 を コ ー ド し 、 第 ２ の 鎖
が 所 望 の 変 異 を 含 ん だ ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 (heteroduplex)が で き る 。 次 い で 、 こ の ヘ テ ロ 二
本 鎖 ベ ク タ ー を 用 い て  E. coli細 胞 等 の 適 当 な 細 胞 を 形 質 転 換 し て 変 異 を 有 す る 組 換 え ベ
ク タ ー を 含 む ク ロ ー ン を 選 択 す る 。 市 販 の キ ッ ト に は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 除
く 全 て の 必 要 な 試 薬 が 入 っ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に ア ミ ノ 酸 残 基 を 添 加 し た り 欠 損 さ せ た り す
る こ と は 、 標 準 的 な 分 子 生 物 学 的 手 法 を 用 い て 、 受 容 体 の 機 能 を 変 え ず に 行 う こ と が で き
る 。 例 え ば 、 切 断 に よ っ て エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 の い く つ か の 部 分 を 除 去 し て 短 い
オ ピ オ イ ド 受 容 体 を 作 る こ と が で き る 。 切 断 に よ っ て 短 く さ れ た 受 容 体 も リ ガ ン ド 結 合 性
や 他 の 蛋 白 質 （ Ｇ 蛋 白 質 、 ア デ ニ リ ル サ イ ク ラ ー ゼ 等 ） と の 相 互 作 用 能 力 等 の エ プ シ ロ ン
オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 特 性 を 保 持 し て い る 。 切 断 に よ っ て 短 く し た 機 能 性 蛋 白 質 の ホ ス ホ ジ
エ ス テ ラ ー ゼ 、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル お よ び 膜 伝 達 が 報 告 さ れ て い る 。 切 断 に よ っ て 短 く し た
受 容 体 と は 、 よ り 短 い 受 容 体 ま た は そ の 部 分 を 作 製 す る た め に 野 性 型 の 受 容 体 か ら ア ミ ノ
酸 を 取 り 除 い た 受 容 体 を 意 味 す る 。 キ メ ラ 受 容 体 と は 、 受 容 体 に ア ミ ノ 酸 を 追 加 し た 受 容
体 を 意 味 す る 。 キ メ ラ 受 容 体 は 野 性 型 の 受 容 体 よ り 短 い か 、 長 い か 、 同 じ 長 さ を 有 し て い
る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 切 断 に よ っ て 短 く し た 受 容 体 お よ び キ メ ラ 受 容 体 の 機 能 活 性 は 多 く の 受 容 体 系 で 示 さ れ
て い る 。 特 に 、 切 断 に よ っ て 短 く し た ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 お よ び キ メ ラ の ア ド レ ナ
リ ン 作 動 性 受 容 体 （ 構 造 的 に は オ ピ オ イ ド 受 容 体 に 類 似 ） が 野 性 型 の ア ド レ ナ リ ン 作 動 性
受 容 体 の 機 能 特 性 を 保 持 す る と い う こ と は 分 か っ て い る 。
　 鳥 類 の β ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 の 長 い カ ル ボ キ シ ル 末 端 の ほ と ん ど の 部 分 は 、 受 容
体 の リ ガ ン ド 結 合 特 性 お よ び 調 節 特 性 を 変 え ず に 欠 損 ま た は 蛋 白 分 解 に よ っ て 除 去 す る こ
と が で き る 。 切 断 に よ っ て 短 く し た ５ 種 類 の β ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 の 作 動 剤 お よ び
拮 抗 剤 の 両 方 に 対 す る リ ガ ン ド 結 合 特 性 は 野 性 型 受 容 体 の 結 合 特 性 と 類 似 し て い る こ と は
知 ら れ て い る 。 さ ら に 、 切 断 に よ っ て 短 く し た ア ド レ ナ リ ン 作 用 性 受 容 体 は ア デ ニ リ ル サ
イ ク ラ ー ゼ 活 性 を 活 性 化 す る 。 す な わ ち 、 切 断 に よ っ て 短 く し た β ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受
容 体 は 作 用 剤 の 存 在 下 で 野 性 型 受 容 体 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 刺 激 よ り も 大 き く ア デ ニ リ ル
サ ク ラ ー ゼ 活 性 を 刺 激 す る (Parker 達 、 1991)。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 α ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 に つ い て も 類 似 の 結 果 が 得 ら れ た 。 切 断 に よ っ て 短 く し た
α ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 は 野 性 型 α ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 と 同 じ 程 度 に ホ ス フ ァ
チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 加 水 分 解 を 活 性 化 す る (Cotecchia達 、 1990)。
　 さ ら に 、 機 能 的 キ メ ラ 受 容 体 は 多 く の 研 究 者 に よ っ て 作 製 さ れ て い る 。 機 能 的 ア ド レ ナ
リ ン 作 動 性 キ メ ラ 受 容 体 は α 2 お よ び β 2 ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 の 断 片 と ス プ ラ イ シ ン
グ す る こ と に よ っ て 作 製 さ れ て い る (Kobilka達 、 1988)。 機 能 的 キ メ ラ は 以 下 の よ う な 受
容 体 に つ い て も 作 製 さ れ て い る ： β 1 受 容 体 と β 2 受 容 体 と の 間 (Frielle達 、 1988；  Marul
lo達 、 1990); ｍ ２ ム ル カ リ ン 受 容 体 と ｍ ３ ム ス カ リ ン 受 容 体 と の 間 (Wess 達 1990)； ｍ １
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ム ス カ リ ン 受 容 体 と ベ ー タ ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 と の 間 (Wong 達 、 1990);　 D 2 ド ー パ
ミ ン 受 容 体 と ｍ １ ム ス カ リ ン 受 容 体 と の 間 (England達 、 1991) ； 黄 体 形 成 ホ ル モ ン と β ア
ド レ ナ リ ン 作 用 性 受 容 体 と の 間 (Moyle達 、 1991); NK 1 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 受 容 体 と  NK 3 サ ブ ス
タ ン ス Ｐ 受 容 体 と の 間  (Gether達 ; 1993)お よ び 血 小 板 由 来 成 長 因 子 受 容 体 と 上 皮 成 長 因
子 受 容 体 と の 間 (Seedorf達 、 1991) 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 キ メ ラ の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 は 第 ２ の 受 容 体 の 断 片 を エ プ シ ロ ン 受 容 体 に ス プ
ラ イ シ ン グ す る こ と に よ っ て 作 る こ と が で き る 。 ２ つ の 受 容 体 は 互 い に 類 似 し て い て も よ
い 。 キ メ ラ の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 を 作 る 際 の 理 想 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ソ ー ス は
他 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 、 例 え ば σ 、 δ 、 κ お よ び μ オ ピ オ イ ド 受 容 体 で あ る 。 例 え ば 、 エ
プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 の ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 は σ 、 δ ま た は κ オ ピ オ イ ド 受 容 体
由 来 の 類 似 の ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 で 置 き 換 え る こ と が で き る 。 第 ２ の 受 容 体 の ヌ ク レ
オ チ ド ソ ー ス は オ ピ オ イ ド 受 容 体 に 限 定 さ れ る も の で な い 。 キ メ ラ 受 容 体 は エ プ シ ロ ン オ
ピ オ イ ド 受 容 体 と 他 類 似 の 受 容 体 、 例 え ば ア セ チ ル コ リ ン 、 ア デ ノ シ ン 、 ア ド レ ナ リ ン 性
、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 、 ボ ン バ ジ ン 、 ブ ラ ジ キ ニ ン 、 カ ナ ビ ノ イ ド 、 ド ー パ ミ ン 、 エ ン ド セ
リ ン 、 ヒ ス タ ミ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 黄 体 形 成 ホ ル モ ン 、 ニ ュ ー ロ メ デ ィ ン Ｋ 、 ニ ュ ー
ロ ペ プ チ ド Ｙ 、 オ ド ラ ン ド 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 パ ラ チ ロ イ ド ホ ル モ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、
ソ マ ト ス タ チ ン 、 サ ブ ス タ ン ス Ｋ 、 サ ブ ス タ ン ス Ｐ 、 ト ロ ン ビ ン 、 ト ロ ン ボ キ サ ン Ａ ２ 、
チ ロ ト ロ ピ ン 放 出 ホ ル モ ン お よ び バ ソ プ レ ッ シ ン 受 容 体 か ら 作 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は 特 定 の ソ ー ス に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。 す な わ ち 本 発 明 は 各 種 ソ ー ス か ら エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 遺
伝 子 を 一 般 に 検 出 ・ 単 離 す る も の で あ る 。 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド グ ル
ー プ の 多 く の 種 が 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い た 検 出 ・ 単 離 に 適 し て い る と 思 わ れ る
。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 な 手 法 に よ っ て 調 製 さ れ る 。 す な わ ち
、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が 分 か っ て い る 組 織 か ら 単 離 ・ 精 製 し 、 さ ら に 形 質 転 換 細
胞 を 用 い て そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｄ Ｎ Ａ か ら の 発 現 を 行 う 方
法 で 調 製 で き る が 、 こ の 方 法 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
　 オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド は ヒ ト を 含 む ほ と ん ど 全 て の 哺 乳 類 に 見 ら れ る 。 他 の 受
容 体 の 場 合 と 同 様 に 各 種 で オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 構 造 お よ び 機 能 に は ほ と ん ど 差 は な い も の
と 思 わ れ る 。 種 間 で 違 い が あ る 場 合 に の 相 違 点 の 確 認 は 当 業 者 が 行 い 得 る こ と で あ る 。 従
っ て 、 本 発 明 の 他 の 対 象 は 哺 乳 類 由 来 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に あ る
。 好 ま し い 哺 乳 類 は 齧 歯 類 ま た は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
IV．
　 本 発 明 の 別 の 実 施 例 で 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 配 列  No.２
ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 ん で い る の が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 配 列  No.１ ま た は
配 列  No.３ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い る 。 さ ら に 、 本 発
明 の 発 現 ベ ク タ ー は エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ に 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む の が 好
ま し い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 原 核 生 物 の プ ロ モ ー タ に 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む の が 好 ま し い 。 あ る い は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ で
あ る エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ に 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 発 現 ベ ク タ ー は さ ら
に 、 カ ル ボ キ シ ル 基 末 端 の ア ミ ノ 酸 の ３ ’ の 位 置 に あ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 転
写 ユ ニ ッ ト 内 に あ る ポ リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン 信 号 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 プ ロ モ ー タ は 、 転 写 の 開 始 さ れ る 地 点 （ す な わ ち 転 写 開 始 部 位 ） の 前 （ 上 流 側 ） の 通 常
約  100個 の ヌ ク レ オ チ ド 対 内 に あ る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 領 域 で あ る 。 そ の 領 域 は 異 な る 遺 伝 子 間 で
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も 類 似 の 相 対 的 位 置 に あ る 複 数 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 要 素 を 含 ん で い る 。 「 プ ロ モ ー タ 」 と い う 用
語 は 従 来 上 流 プ ロ モ ー タ 領 域 、 プ ロ モ ー タ 領 域 ま た は 一 般 化 さ れ た 真 核 生 物 の Ｒ Ｎ Ａ ポ リ
メ ラ ー ゼ II転 写 ユ ニ ッ ト の プ ロ モ ー タ と よ ば れ る も の を 含 む 。
　 他 の 形 式 の デ ィ ス ク リ ー ト な 転 写 調 節 配 列 要 素 は エ ン ハ ン サ で あ る 。 エ ン ハ ン サ は 特 定
の コ ー ド 化 領 域 （ 例 え ば 遺 伝 子 ） に 時 間 、 位 置 お よ び 発 現 レ ベ ル の 特 異 性 を 与 え る 。 エ ン
ハ ン サ の 主 た る 機 能 は 、 そ の エ ン ハ ン サ に 結 合 し た 転 写 因 子 を 含 む 細 胞 内 で コ ー ド 配 列 の
転 写 レ ベ ル を 増 加 さ せ る こ と に あ る 。 プ ロ モ ー タ と は 異 な り 、 エ ン ハ ン サ は プ ロ モ ー タ が
存 在 す る 限 り 転 写 開 始 部 位 か ら 違 っ た 距 離 に あ る 時 に 機 能 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ 」 と い う 用 語 は エ ン ハ ン サ 要 素 と プ ロ モ ー タ 要 素 と を 両 方 含
む 複 合 単 位 を 意 味 す る 。 エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ は 、 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 生 成 物 を コ
ー ド す る コ ー ド 配 列 に 連 結 さ れ て い る 。 「 連 結 さ れ て い る 」 と い う 用 語 は エ ン ハ ン サ － プ
ロ モ ー タ が 、 あ る コ ー ド 配 列 の 転 写 が こ の エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ に よ っ て 制 御 ・ 調 節 さ
れ る よ う な 状 態 で そ の コ ー ド 配 列 に 作 動 (operatively) 接 続 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。
エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ を コ ー ド 配 列 に 連 結 す る 手 段 も 周 知 で あ る 。 さ ら に 、 周 知 の よ う
に 、 転 写 が 制 御 さ れ る コ ー ド 配 列 に 対 す る 正 確 な 向 き と 位 置 は エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ の
特 異 性 に 依 存 す る 。 す な わ ち 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス ミ ニ マ ル プ ロ モ ー タ は 、 通 常 、 転 写 開 始
部 位 か ら 約 25～ 約 30塩 基 対 上 流 に 位 置 し 、 上 流 の プ ロ モ ー タ 要 素 は 、 通 常 、 転 写 開 始 部 位
か ら 約  100～ 約 200 塩 基 対 上 流 に 位 置 す る 。 こ れ に 対 し て エ ン ハ ン サ は 開 始 部 位 よ り も 下
流 に 位 置 す る こ と が で き 、 そ の 部 位 か ら か な り 離 れ て 位 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー 作 製 に 用 い ら れ る エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ は 形 質 転 換 す べ き 細 胞 内 で
発 現 を さ せ る こ と が 可 能 な 任 意 の エ ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ で よ い 。 特 性 の 良 く 知 ら れ た エ
ン ハ ン サ － プ ロ モ ー タ を 用 い る こ と に よ っ て 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル と パ タ ー ン を 最 適
化 す る こ と が で き る 。
　 発 現 ベ ク タ ー の コ ー ド 配 列 は 転 写 終 結 領 域 に 連 結 さ れ て い る 。 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ は 、
ポ リ ア デ ニ ル 化 が 起 こ る 部 位 を 介 し て コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 転 写 す る 。 一 般 に 、 ポ リ ア デ
ニ ル 化 部 位 か ら 数 百 塩 基 対 下 流 に 位 置 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 転 写 を 終 ら せ る 働 き を す る 。 こ の
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 転 写 終 結 領 域 と よ ば れ る 。 こ の 領 域 は 転 写 さ れ た メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ （ Ｒ
Ｎ Ａ ） を 効 率 良 く ポ リ ア デ ニ ル 化 す る の に 必 要 で あ る 。 転 写 終 結 領 域 も 周 知 で あ る 。 好 ま
し い 転 写 終 結 領 域 は 牛 成 長 ホ ル モ ン 遺 伝 子 由 来 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 配 列 を 、 上 記 断 片 を オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 以 外 の も の を コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 と 区 別 す る の に 十 分 な 長 さ で 含 有 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド は さ ら に 、 変 異 し た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 例 え ば 相 対 的 ハ イ ド ロ パ シ ッ ク 値 を 交 換 し た 時 を 考
え て 選 択 し た 変 異 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 ) を 有 す る 生 物 学 的 か つ 機 能 的 に 同 等 な ポ リ ペ プ
チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が で き る 。 こ れ ら 変 異 配 列 は 天 然 ソ ー ス か ら 単 離 さ
れ た も の か 、 部 位 特 異 的 変 異 処 理 等 の 変 異 処 理 法 を 用 い て 上 記 配 列 内 に 誘 導 さ れ る 。
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 配 列  No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む の が 好 ま し い 。 発 現 ベ ク タ ー は 上 記 の 任 意 の
エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド コ
ー ド 領 域 そ の も の を 含 む か 、 そ の よ う な エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 基 本
コ ー ド 領 域 に 所 定 の 変 更 ま た は 変 異 を 加 え た コ ー ド 領 域 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、
本 発 明 ベ ク タ ー ま た は 断 片 は 同 様 に 基 本 コ ー ド 領 域 を 含 む よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド ま た は
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と が で き る 。 い ず れ の 場 合 も 、 コ ド ン の 冗 長 性 お よ び 生 物 学
的 機 能 の 同 等 性 か ら 、 本 発 明 は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 相 当 す る 特 定 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 に 限 定
さ れ る も の で は な い と い う こ と は 理 解 で き よ う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
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　 ベ ク タ ー の 例 と し て は ｐ Ｃ Ｍ Ｖ 6bお よ び ｐ Ｃ Ｍ Ｖ 6c (ChironCorp., Emeryville CA) と
ｐ Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ  (Invitrogen, San Diego, CA)を 含 む ｐ Ｃ Ｍ Ｖ フ ァ ミ リ ー の 哺 乳 類 の 発 現
ベ ク タ を 挙 げ る こ と が で き る 。 い く つ か の ケ ー ス 、 特 に 個 々 の 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 場 合
、 得 ら れ る 構 造 物 は ｐ Ｓ Ｖ ２ neo 等 の 選 択 マ ー カ を 含 む ベ ク タ ー を 用 い た 同 時 形 質 転 換 を
必 要 と す る こ と が あ る 。 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て オ ピ オ イ ド ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 す る ク ロ ー ン は ジ ヒ ド ロ ホ レ ー ト リ ダ ク タ ー ゼ を 欠 損 し て い る チ ャ イ ニ ー ズ ハ
ム ス タ ー 卵 巣 の 細 胞 系 、 例 え ば Ｄ Ｇ 44へ の 同 時 形 質 転 換 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 周 知 の 多 く の 方 法 を 用 い て ベ ク タ ー に 組 み 込 む こ と が で き る 。 例
え ば 、 ベ ク タ ー ｐ Ｕ Ｃ 18が 特 に 有 用 で あ る 。 ま た 、 関 連 す る ベ ク タ ー Ｍ 13mp18お よ び Ｍ 13
mp19は 本 発 明 の い く つ か の 実 施 例 で ジ デ オ キ シ シ ー ケ ン シ ン グ を 行 う 時 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し た Ｄ Ｎ
Ａ そ の も の を 大 量 製 造 す る 手 段 お よ び コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 手 段 の 両 方 で 有 用
で あ る 。 本 発 明 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 組 み 換 え 手 法 で 作 る 場 合 に
は 、 シ ャ ト ル シ ス テ ム と し て 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が 考
え ら れ る が 、 原 核 生 物 系 で は 一 般 に 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド を 正 し く 処 理 す る こ と が で き ず 、
特 に 膜 関 連 の 真 核 生 物 の ポ リ ペ プ チ ド を 正 し く 処 理 す る こ と が で き な い の で 、 本 発 明 配 列
は 真 核 生 物 の 宿 主 中 に 発 現 さ せ る の が 好 ま し い 。 真 核 生 物 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体
ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 を 用 い て 前 処 理 す る こ と が で き る 。 し か し 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 真 核 生 物
の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 場 合 で も 、 原 核 生 物 に よ る
発 現 に も 適 用 で き る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 真 核 細 胞 と 原 核 細 胞 と の 間 を 連 絡 可
能 な ベ ク タ ー と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る 。 細 菌 性 の 宿 主 細 胞 と 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 と を 使
用 可 能 に す る そ う し た 系 は 本 明 細 書 に 記 載 し て あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 真 核 生 物 の 宿 主 で 本 発 明 の 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 場 合 に は 、 真 核 生 物 の 複
製 源 を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド の よ う な ベ ク タ ー を 使 用 す る の が 最 も 好 ま し い 。 さ ら に 、 真
核 生 物 系 内 で 発 現 さ せ る た め に 、 オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る 配 列 を 効 果 的 な 真 核 生 物
の プ ロ モ ー タ 、 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 と 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る プ ロ モ
ー タ と 隣 接 さ せ て そ の 影 響 下 に 置 く の が 望 ま し い 。 コ ー ド 配 列 を プ ロ モ ー タ の 制 御 下 に 位
置 さ せ る に は 、 真 核 生 物 ま た は 原 核 生 物 い ず れ の プ ロ モ ー タ で あ っ て も 、 一 般 に 必 要 な こ
と は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 適 切 な 翻 訳 用 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 翻 訳 開 始 部 位 の ５ ’ 末 端 を 、
３ ’ の 約 １ か ら 約 50ま で の ヌ ク レ オ チ ド の 間 ま た は 選 択 さ れ た プ ロ モ ー タ よ り も 下 流 に 位
置 さ せ る こ と で あ る 。 さ ら に 、 真 核 生 物 の 発 現 を 望 む 場 合 に は 、 一 般 に 、 エ プ シ ロ ン オ ピ
オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 転 写 ユ ニ ッ ト に 適 当 な ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 導 入 す る の
が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ｐ Ｒ ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ ベ ク タ ー （ Invitrogen社 よ り 入 手 可 能 ） は 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容
体 ポ リ ペ プ チ ド を 哺 乳 類 細 胞 中 、 特 に Ｃ Ｏ Ｓ 、 Ｃ Ｈ Ｏ お よ び Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 中 で 発 現 さ せ る た
め の ベ ク タ ー の 例 で あ る 。 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ の 制 御 下 に あ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 哺
乳 類 細 胞 中 で 効 果 的 に 発 現 さ れ る 。
　 も う １ つ の ベ ク タ ー の 例 は ｐ Ｃ Ｍ Ｖ ベ ク タ ー で あ る 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ プ ラ ス ミ ド は 本 発 明 で 特
に 有 用 な 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の シ リ ー ズ で あ る 。 こ れ ら の ベ ク タ ー は ほ ぼ 全 て の 培 養 細 胞
で 用 い る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 Ｓ Ｖ － 40で 形 質 転 換 さ れ た サ ル の Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 系 で 非 常 に
有 効 に 機 能 す る 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ １ 、 ２ 、 ３ お よ び ５ ベ ク タ ー は 各 プ ラ ス ミ ド の ポ リ リ ン カ ー 領
域 に あ る い く つ か の 特 有 の 制 限 酵 素 部 位 に つ い て 互 い に 異 な っ て い る 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ ４ ベ ク タ
ー は ポ リ リ ン カ ー の 前 の 配 列 に 翻 訳 エ ン ハ ン サ を 含 む と い う 点 で こ れ ら ４ つ の プ ラ ス ミ ド
と 異 な っ て い る 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ １ ～ ５ シ リ ー ズ の ベ ク タ ー に 直 接 由 来 す る も の で は な い が 、 機
能 的 に 類 似 の ｐ Ｃ Ｍ Ｖ 6bお よ び ｃ ベ ク タ ー が シ ロ ン 社 (Chiron Corp., Emeryville, CA)よ
り 市 販 さ れ て お り 、 反 転 さ れ た ポ リ リ ン カ ー 領 域 の 向 き 以 外 は 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ プ ラ ス ミ ド の 一 般 成 分 は 以 下 の 通 り で あ る 。 ベ ク タ ー の 中 心 は ｐ Ｔ Ｚ 18Ｒ （ フ
ァ ル マ シ ア 社 製 ） で あ り 、 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 生 成 す る た め の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ｆ １ の 複 製
起 源 と ア ン ピ シ リ ン 耐 性 の 遺 伝 子 を 含 む 。 Ｃ Ｍ Ｖ 領 域 は ヒ ト の サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス (Tow
ne株 ） の 主 要 蛋 白 質 合 成 前 (immediate early)遺 伝 子 の 強 力 な プ ロ モ ー タ 調 節 領 域 の － 760
 か ら ＋ ３ ま で の ヌ ク レ オ チ ド で 構 成 さ れ て い る (Thomsen et al., 1984; Boshart達 、 198
5) 。 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 断 片 （ ｈ Ｇ Ｈ ） は 、 こ の 遺 伝 子 の 1533か ら 2157ま で の 配 列 を 占 め
る 転 写 終 結 信 号 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 信 号 を 含 む (Seeburg, 1982) 。 こ の 断 片 に は Alu 中
間 繰 り 返 し Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が あ る 。 Ｓ Ｖ 40の 複 製 起 源 お よ び pcＤ － Ｘ プ ラ ス ミ ド 由 来 の 初 期 領
域 プ ロ モ ー タ － エ ン ハ ン サ (Hind IIか ら PstI断 片 ） は オ カ ヤ マ た ち (Okayama et al., 198
3)に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。 こ の 断 片 中 の プ ロ モ ー タ は 、 転 写 が Ｃ Ｍ Ｖ ／ ｈ Ｇ Ｈ 発 現 カ セ
ッ ト か ら 離 れ る 方 向 に 進 行 す る よ う に 配 向 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ プ ラ ス ミ ド は 、 ポ リ リ ン カ ー 領 域 の 相 違 お よ び 翻 訳 エ ン ハ ン サ が 存 在 す る か 否
か に よ っ て 区 別 す る こ と が で き る 。 最 初 の ｐ Ｃ Ｍ Ｖ １ プ ラ ス ミ ド は 、 ポ リ リ ン カ ー 領 域 に
よ り 多 く の 独 特 な 制 限 酵 素 部 位 を 設 け る た め に 次 第 に 変 更 さ れ て き た 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ ２ を 作 る
に は ｐ Ｃ Ｍ Ｖ １ の ２ つ の EcoRI 部 位 の 一 方 を 破 壊 す る 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ ３ を 作 る に は 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ
１ は 変 異 さ せ て Ｓ Ｖ 40領 域 (StuI か ら EcoRI)か ら 短 い 断 片 を 欠 失 さ せ 、 そ れ に よ っ て ポ リ
リ ン カ ー 内 に 独 特 の PstI、 SalIお よ び BamHI 部 位 が 作 る 。 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ ４ を 作 る に は 、 Ｃ Ｍ Ｖ
プ ロ モ ー タ か ら 転 写 さ れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ － 未 翻 訳 領 域 に 相 当 す る 合 成 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 加 え
る 。 こ の 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 に お け る 開 始 フ ァ ク タ に 対 す る 必 要 性 を 減 じ る こ と に
よ っ て 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー と し て 機 能 す る (Jobling達 、 1987; Browning達 、 1988) 。 ｐ Ｃ Ｍ
Ｖ ５ を 作 る に は 、 ｐ Ｃ Ｍ Ｖ １ の Ｓ Ｖ 40起 源 領 域 か ら Ｄ Ｎ Ａ の 断 片  (HpaIか ら EcoRI)を 欠 損
さ せ て 、 開 始 ポ リ リ ン カ ー 内 の 部 位 を 全 て 独 特 な も の に す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 pＣ Ｍ Ｖ ベ ク タ ー は 、 サ ル の Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 マ ウ ス の Ｌ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 お よ び HeLa細 胞
中 で の 発 現 に 成 功 し て い る 。 数 種 類 の サ イ ト バ イ サ イ ト 比 較 で こ れ ら せ Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 内 で Ｓ
Ｖ － 40ベ ー ス の ベ ク タ ー よ り も ５ ～ 10倍 高 い 発 現 レ ベ ル を 達 成 し た 。 pＣ Ｍ Ｖ ベ ク タ ー は
、 Ｌ Ｄ Ｌ 受 容 体 、 核 フ ァ ク タ ー １ 、 Ｇ s  ア ル フ ァ ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 、 シ ナ プ ト フ ィ ジ ン 、 シ ナ プ シ ン 、 イ ン ス リ ン 受 容 体 、 イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ
ン 、 ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 、 ス テ ロ ー ル 26ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 、 ス テ ロ イ ド 17お よ び 21ヒ ド ロ
キ シ ラ ー ゼ 、 シ ト ク ロ ー ム Ｐ -450オ キ シ ド リ ダ ク タ ー ゼ 、 ベ ー タ － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受
容 体 、 フ ォ ラ ー ト 受 容 体 、 コ レ ス テ ロ ー ル 側 鎖 開 裂 酵 素 お よ び そ の 他 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 宿 主 を
発 現 さ せ る の に 使 用 し た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド 中 の Ｓ Ｖ 40プ ロ モ ー タ は 、 優 性 選 択 マ ー カ
ー 等 の 他 の 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る た め に も 使 用 で き る と い う 点 に 注 意 さ れ た い 。 最 後 に 、 ｐ
Ｃ Ｍ Ｖ の HindII部 位 と PstI部 位 と の 間 の ポ リ リ ン カ ー に は 翻 訳 開 始 さ せ る こ と が 可 能 な Ａ
Ｔ Ｇ 配 列 が 存 在 す る 。 発 現 プ ラ ス ミ ド で は で き れ ば こ の コ ド ン は 避 け る べ き で あ る 。 腸 管
外 の ｐ Ｃ Ｍ Ｖ Iお よ び ｐ Ｃ Ｍ Ｖ ４ ベ ク タ ー の 製 造 お よ び 使 用 報 告 が あ る (Andersson達 1989)
 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
V．
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 組 み 換 え
宿 主 細 胞 と 、 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に 由 来 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 組 み 換 え 宿 主 細 胞 は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 形 質 転 換 さ れ る の が 好 ま し い 。 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の よ う な 外 因 性 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 用 い て 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 手 段 は 周 知 で あ り 、
リ ン 酸 カ ル シ ウ ム － ま た は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン に よ っ て 媒 介 さ れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 、 プ ロ ト プ ラ ス ト フ ュ ー ジ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム に よ っ て 媒 介
さ れ る 形 質 転 換 、 直 接 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン お よ び ア デ ノ ウ ィ ル ス 感 染 (Sambrook, F
ritsch andManiatis, 1989) な ど が 含 ま れ る 。
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ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞



　 最 も 広 く 用 い ら れ て い る 方 法 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン に よ っ
て 媒 介 さ れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で あ る 。 機 構 は 依 然 と し て 明 ら か で は な い が 、 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が エ ン ド シ ト シ ス に よ っ て 細 胞 の 細 胞 質 に 入 り 込 み 、 核 に 送
ら れ る と い わ れ て い る 。 細 胞 の 種 類 に よ っ て 最 大 で 90％ の 培 養 細 胞 が ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン さ れ る 。 そ の 高 い 効 率 の た め に 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ デ キ ス ト ラ ン に よ っ
て 媒 介 さ れ る 形 質 転 換 は 、 外 来 Ｄ Ｎ Ａ を 多 数 の 細 胞 中 で 一 時 的 に 発 現 さ せ る 必 要 の あ る 実
験 で 選 択 さ れ る 方 法 で あ る 。 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム に よ っ て 媒 介 さ れ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
は さ ら に 、 外 来 Ｄ Ｎ Ａ の コ ピ ー を 組 み 込 む 細 胞 系 を 作 製 す る た め に も 使 用 さ れ 、 こ の 外 来
Ｄ Ｎ Ａ は 通 常 、 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 縦 一 列 に 並 ん だ 状 態 で 配 置 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 プ ロ ト プ ラ ス ト フ ュ ー ジ ョ ン 法 で は 、 対 象 と な る プ ラ ス ミ ド の コ ピ ー を 多 数 含 む 細 菌 よ
り 得 ら れ た プ ロ ト プ ラ ス ト を 、 培 養 し た 哺 乳 類 の 細 胞 と 直 接 混 合 す る 。 細 胞 膜 を 融 解 さ せ
た 後 （ 通 常 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て 行 う ） 、 細 菌 の 中 身 が 哺 乳 類 の 細 胞 の 細 胞
質 中 に 運 ば れ て 、 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ が 核 へ 送 さ れ る 。 プ ロ ト プ ラ ス ト フ ュ ー ジ ョ ン は 一 時
的 (transient) な 発 現 試 験 に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 細 胞 系 の 多 く に つ い て は ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン ほ ど 効 率 的 で は な い が 、 Ｄ Ｎ Ａ の エ ン ド シ ト シ ス が 効 率 良 く 起 こ ら な い 細 胞 系 に 対
し て は 有 用 で あ る 。 プ ロ ト プ ラ ス ト フ ュ ー ジ ョ ン で は し ば し ば 宿 主 の ク ロ モ ソ ー ム に 縦 に
並 ん で 組 込 ま れ た プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の コ ピ ー が 多 数 生 ず る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 高 電 圧 の 短 い 電 気 パ ル ス を 各 種 の 哺 乳 類 お よ び 植 物 細 胞 に 印 加 し て 形 質 膜 に ナ ノ メ ー ト
ル サ イ ズ の 孔 を 形 成 し 、 Ｄ Ｎ Ａ を こ の 孔 を 介 し て 、 あ る い は 膜 の 構 成 成 分 の 再 分 配 に よ っ
て 孔 を 閉 じ て 、 細 胞 の 原 形 質 に 直 接 取 り 込 ま れ る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 非 常 に 効 果
的 で 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 の 一 時 的 な 発 現 と 、 対 象 と な る 遺 伝 子 の コ ピ ー を 組 み 込
ん だ 細 胞 系 の 作 製 の 両 方 に 使 用 す る こ と が で き る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 リ ン 酸 カ
ル シ ウ ム に よ っ て 媒 介 さ れ る 形 質 転 換 や プ ロ ト プ ラ ス ト フ ュ ー ジ ョ ン と は 異 な り 、 組 み 込
ま れ た 外 来 Ｄ Ｎ Ａ の コ ピ ー を １ 個 、 多 く て も 数 個 含 む 細 胞 系 を 生 じ る 。
　 リ ポ ソ ー ム に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で は Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ を リ ポ ソ ー ム 内 に 包 み
込 ん だ 後 、 リ ポ ソ ー ム を 細 胞 膜 と 融 合 さ せ る 。 Ｄ Ｎ Ａ が ど の よ う に し て 細 胞 内 に 運 ば れ る
か の 機 構 は 不 明 だ が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効 率 は 90％ に 達 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 直 接 核 に マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る 方 法 は Ｄ Ｎ Ａ が 低 pHの エ ン ド ソ ー
ム の よ う な 細 胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト に 曝 さ れ る こ と が な い と い う 利 点 を 有 す る 。 従 っ て 、
マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は 主 と し て 対 象 と な る Ｄ Ｎ Ａ の コ ピ ー を 組 み 込 ん だ 細 胞 系 を 作
製 す る た め の 方 法 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に ベ ク タ ー と し て ア デ ノ ウ ィ ル ス を 使 用 す る 方 法 は 周 知 で
あ る 。 ア デ ノ ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 媒 介 さ れ る 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 各 種 細
胞 に つ い て 報 告 さ れ て い る (Stratford-Perricaudet達 、 1992) 。
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 細 胞 は 原 核 細 胞 で も 真 核 細 胞 で も よ い 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞
は 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 で あ る の が 好 ま し い 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 み 換 え 宿 主 細
胞 は Ｃ Ｏ Ｃ 細 胞 で あ る 。 ヒ ト の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 場 合
に は 、 培 養 さ れ た 哺 乳 類 ま た は ヒ ト の 細 胞 が 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 観 点 で は 、 本 発 明 の 組 み 換 え 宿 主 細 胞 は 原 核 生 物 の 宿 主 細 胞 で あ る 。 本 発
明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は  EscherichiacoliＤ Ｈ ５ α 株 の バ ク テ リ ア 細 胞 で あ る の が 好 ま し い
。 一 般 に Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 最 初 の ク ロ ー ニ ン グ と 本 発 明 で 有 用 な ベ ク タ ー の 作 製 に は 原 核 生 物
が 好 ま し く 、 例 え ば  E.Coli Ｋ 12株 は 特 に 有 用 で あ る 。 使 用 可 能 な 他 の 微 生 物 株 に は  E. 
coliＢ や E.coliＸ 1776( Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  No.31537)が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 例 は 当 然 な が ら 単 な る
例 示 で あ っ て 、 限 定 的 な も の で は な い 。
　 原 核 生 物 を 発 現 に も 使 用 す る こ と が で き 、 上 記 の 株 の 他 に 、 E. coli Ｗ 3110 (F-、 λ －
、 プ ロ ト ト ロ フ ィ ッ ク （ 原 栄 養 体 ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 No.273325)、 Bacillus subtilus 等 の バ チ
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ル ス 類 や 他 の 腸 内 細 菌 類 、 例 え ば Salmonell typhimurium や  Serratus marcesans お よ び
各 種 シ ュ ー ド モ ナ ス 種 が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 一 般 に 、 こ れ ら の 宿 主 と し て は 宿 主 細 胞 と 適 合 性 の あ る 種 か ら 得 ら れ る レ プ リ コ ン お よ
び 制 御 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー が 使 用 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 通 常 、 複 製 部 位 と 形 質 転
換 細 胞 中 に 表 現 型 の 選 択 肢 を 与 え る こ と が で き る マ ー キ ン グ 配 列 と を 含 む 。 例 え ば 、 E. c
oli は  E. Coli種 に 由 来 す る プ ラ ス ミ ド で あ る ｐ Ｂ Ｒ 322 を 用 い て 形 質 転 換 す る こ と が で
き る (Bolivar達 、 1977) 。 ｐ Ｂ Ｒ 322 は ア ン ピ シ リ ン お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 の 遺 伝
子 を 含 み 、 従 っ て 、 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 簡 単 に 同 定 す る 手 段 と な る 。 ｐ Ｂ Ｒ プ ラ ス ミ ド
や そ の 他 の 微 生 物 プ ラ ス ミ ド あ る い は フ ァ ー ジ は そ れ 自 身 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め に
微 生 物 に よ っ て 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ を 含 む か 、 含 む よ う に 変 え る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 組 み 換 え Ｄ Ｎ Ａ の 作 製 で 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る プ ロ モ ー タ に は β － ラ ク タ マ ー ゼ
（ ぺ ニ シ リ ナ ー ゼ ） お よ び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ シ ス テ ム (Chang達 、  1978; Itakura達 、
 1977; Goeddel 達 、  1979; Goeddel達 、  980) お よ び ト リ プ ト フ ァ ン （ Ｔ Ｒ Ｐ ） プ ロ モ
ー タ シ ス テ ム (EPO Appl. Publ. No.0036776;Siebwenlist 達 、 1980) が 含 ま れ る 。 こ れ ら
が 最 も 一 般 的 に い ら れ る が 、 他 の 微 生 物 プ ロ モ ー タ も 発 見 さ れ 、 利 用 さ れ て い る 。 そ れ ら
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 す る 詳 細 も 公 開 さ れ て い る の で 当 業 者 に は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に
機 能 性 プ ロ モ ー タ を 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る (Siebwenlist達 、 1980) 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 原 核 生 物 の 他 に 真 核 生 物 の 微 生 物 、 例 え ば 酵 母 を 用 い る こ と が で き る 。 Saccharomyces 
cerevisiaeす な わ ち 一 般 パ ン 酵 母 は 真 核 生 物 の 微 生 物 の 中 で 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ て い る
が 、 他 に 一 般 に 入 手 可 能 な 株 は 多 数 存 在 し て い る 。 上 記  Saccharomycescerevisiaeを 用 い
て 発 現 を 行 う 場 合 に は 、 例 え ば プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ p7が 一 般 に 用 い ら れ る (Stinchcomb 達 、 19
79; Kingsman達 、 1979; Tschemper 達 、 1980) 。 こ の プ ラ ス ミ ド は ト リ プ ト フ ァ ン 中 で 増
殖 で き な い 酵 母 の 変 異 株 、 例 え ば Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  No. 44076ま た は Ｐ Ｅ Ｐ 4-1 に 対 す る 選 択 マ ー
カ と な る trpl遺 伝 子 を 既 に 含 ん で い る (Jones, 1977) 。 従 っ て 、 酵 母 の 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム の
trpl障 害 の 特 徴 が 存 在 す る こ と は ト リ プ ト フ ァ ン の な い 状 態 で の 増 殖 に よ る 形 質 転 換 の 効
果 的 な 検 出 環 境 と な る 。 酵 母 ベ ク タ ー 中 の 適 当 な プ ロ モ ー タ 配 列 に は 3-ホ ス ホ グ リ セ ラ ー
ト キ ナ ー ゼ (Hitzeman 達 、 1980) ま た は 他 の グ リ コ ラ イ ト 酵 素 (Hess 達 1968; Holland 達
、 1978) 、 例 え ば エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3- ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、
ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ベ ー ト デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス
-6- ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 3-ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ミ ュ ー タ ー ゼ 、 ピ ル ベ ー ト キ ナ ー
ゼ 、 ト リ オ ー ス ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ お よ び グ ル コ
キ ナ ー ゼ の プ ロ モ ー タ が 含 ま れ る 。 適 当 な 発 現 プ ラ ス ミ ド を 作 製 す る 場 合 に は 、 こ れ ら の
遺 伝 子 に 対 応 す る 終 結 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー 内 の 発 現 さ れ る べ き 配 列 の 下 流 側 に 導 入 し て ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の ポ リ ア デ ニ ル 化 と 終 結 を 行 う 。 転 写 が 成 育 条 件 に よ っ て 制 御 さ れ る 利 点 を 有 す る
他 の プ ロ モ ー タ は ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ シ ト ク ロ ー ム Ｃ 、 ア シ ド ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 係 す る 分 解 性 酵 素 、 上 記 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -3- ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 マ ル ト ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 に 関 与 す る 酵 素 の プ ロ モ ー タ 領 域 で
あ る 。 酵 母 適 合 性 プ ロ モ ー タ 、 複 製 源 お よ び 終 結 配 列 を 含 む 任 意 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー が
好 適 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 微 生 物 の 他 に 、 多 細 胞 生 物 由 来 の 細 胞 培 養 を 宿 主 と し て 使 用 す る こ と も で き る 。 原 則 と
し て 、 脊 椎 動 物 で も 無 脊 椎 動 物 で も 任 意 の 細 胞 培 養 が 使 用 可 能 で あ る が 、 脊 椎 動 物 の 細 胞
が 最 も 有 利 で あ る 。 最 近 で は 培 養 （ 組 織 培 養 ） 中 で 脊 椎 動 物 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と が ル ー
チ ン 操 作 に な っ て い る (Kruse and Peterson,1973)。 有 用 な 宿 主 細 胞 系 は AtＴ -20 、 Ｖ Ｅ
Ｒ Ｏ お よ び Hela細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 系 、 Ｗ  138、 Ｂ Ｈ Ｋ 、
Ｃ Ｏ Ｓ Ｍ ６ 、 Ｃ Ｏ Ｓ -1、 Ｃ Ｏ Ｓ -7、 293 お よ び Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 細 胞 系 な ど で あ る 。 こ れ ら の 細 胞
用 発 現 ベ ク タ ー は 一 般 に 必 要 に 応 じ て 複 製 源 、 発 現 さ せ る べ き 遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る プ
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ロ モ ー タ を 含 み 、 同 時 に 必 要 な 任 意 の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 、
ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 お よ び 転 写 終 結 配 列 を 含 ん で い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 哺 乳 類 細 胞 で 使 用 す る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー に 関 す る 制 御 機 能 は ウ ィ ル ス 材 料 か ら 得
ら れ る こ と が 多 い 。 例 え ば 、 一 般 に 使 用 さ れ る プ ロ モ ー タ は ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ ィ ル ス
２ 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス に 由 来 し 、 大 抵 は サ ル の ウ ィ ル ス 40 (SV40) に 由 来 す る 。 Ｓ Ｖ
40ウ ィ ル ス の 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ は 両 方 と も Ｓ Ｖ 40ウ ィ ル ス の 複 製 源 を 含 む 断 片 と
し て ウ ィ ル ス か ら 容 易 に 得 ら れ る の で 、 特 に 有 用 で あ る (Fiers達 、 1978) 。 HindII部 位 か
ら ウ ィ ル ス の 複 製 源 内 に あ る BglI部 位 へ 延 び て い る 約 250bp の 配 列 が 含 ま れ る な ら ば 、 そ
れ よ り 小 さ い か 、 大 き い Ｓ Ｖ 40断 片 を 用 い る こ と も で き る 。 さ ら に 、 プ ロ モ ー タ ま た は 制
御 配 列 が 宿 主 細 胞 系 と 適 合 す る 限 り 、 所 望 の 遺 伝 子 配 列 と 組 み 合 わ さ れ た 制 御 配 列 を 使 用
す る こ と が で き 、 多 く の 場 合 、 そ れ が 望 ま し い 。
　 複 製 源 は 、 例 え ば Ｓ Ｖ 40ま た は 他 の ウ ィ ル ス （ 例 え ば ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ 、 Ｖ Ｓ Ｖ 、 Ｂ
Ｐ Ｖ 、 Ｃ Ｍ Ｖ ） 源 か ら 得 ら れ る も の の よ う に 外 来 起 源 を 含 む ベ ク タ ー を 作 っ て 得 る か 、 宿
主 細 胞 の ク ロ モ ソ ー ム 複 製 機 構 で 作 る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 の ク ロ モ ソ ー ム
に 組 み 込 ま れ る な ら ば 、 後 者 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
VI．
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 例 で 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 調
製 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 作
り 、 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に と っ て 生 物 学 的 に 十 分 な 条 件 下 に 保
持 す る 。 形 質 転 換 さ れ る 宿 主 細 胞 は 真 核 生 物 の 細 胞 で あ る の が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く
、 真 核 生 物 の 細 胞 は Ｃ Ｏ Ｓ ま た は Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 で あ る の が 好 ま し い 。 宿 主 細 胞 は 原 核 生 物 の
細 胞 で も よ い 。 好 ま し い 原 核 生 物 の 細 胞 は  Escherichia coli の Ｄ Ｈ ５ α 株 の 細 菌 細 胞 で
あ る 。 形 質 転 換 さ れ る 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ イ ド は 配 列  No.１
ま た は 配 列  No.３ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む の が 好 ま し く 、 上 記 発 現 ベ ク タ ー を 用 い
て 行 う の が 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 操 作 で 用 い る 宿 主 細 胞 は 機 能 的 な 組 み 換 え エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 好 ま し い 宿 主 細 胞 は チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ま た
は 赤 ん 坊 ハ ム ス タ ー の 腎 臓 細 胞 で あ る 。 し か し 、 種 々 の 細 胞 、 例 え ば 酵 母 細 胞 、 ヒ ト の 細
胞 系 お よ び 当 業 者 に 周 知 の そ の 他 の 真 核 生 物 細 胞 系 を 本 発 明 方 法 で 用 い る こ と が で き る 。
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る の に
十 分 な 時 間 、 細 胞 を 培 養 条 件 下 に 維 持 す る 。 イ オ ン 組 成 、 濃 度 、 温 度 、 pH等 を 含 む 培 養 条
件 は 周 知 で あ る 。 一 般 に 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 培 養 培 地 中 で 培 養 条 件 下 に
維 持 す る 。 各 細 胞 型 に 適 し た 培 地 は 周 知 で あ る 。 好 ま し い 具 体 例 で は 温 度 は 約 20℃ ～ 約 50
℃ 、 好 ま し く は 約 30℃ ～ 約 40℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 37℃ に す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 pH値 は 約  6.0～ 8.0 、 よ り 好 ま し く は 約  6.8～ 7.8 、 最 も 好 ま し く は 約  7.4に す る 。 浸
透 度 は １ リ ッ ト ル 当 た り 約  200ミ リ オ ス モ ル (mosm/L)～ 約 400mosm/L で あ る の が 好 ま し く
、 さ ら に 好 ま し く は 約 290mosm/L ～ 約 310mosm/L に す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び コ
ー ド さ れ た 蛋 白 質 の 発 現 に 必 要 な そ の 他 の 生 物 学 的 条 件 は 周 知 で あ る 。
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ
せ る の に 十 分 な 時 間 保 持 す る 。 こ の 時 間 は 使 用 す る 細 胞 の 種 類 に 依 存 し 、 当 業 者 は そ れ を
容 易 に 決 め る こ と が で き る 。 一 般 に 保 持 時 間 は 約 ２ ～ 約 14日 間 で あ る 。 　 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン さ れ た 細 胞 ま た は 細 胞 を 培 養 し て い る 培 地 の い ず れ か か ら 組 み 換 え エ プ シ ロ ン オ ピ
オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 ・ 収 集 す る 。 回 収 は 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 ・ 精 製
操 作 を 含 む 。 ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 ・ 精 製 法 は 周 知 で あ り 、 沈 降 、 濾 過 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 、 電 気 泳 動 な ど の 操 作 を 含 む 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
VII．
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗 体 を
提 供 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ る の が 好 ま し い 。 ポ リ ペ プ チ ド は 配 列  N
o.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。 抗 体 の 調 製 法 お よ び 特 徴
付 け 手 段 は 周 知 で あ る  (例 え ば Harlow E andD. Lane 、 1988参 照 ） 。
　 す な わ ち 、 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 免
疫 原 で 動 物 を 免 疫 し 、 免 疫 さ れ た 動 物 か ら 抗 血 清 を 回 収 し て 調 製 さ れ る 。 抗 血 清 の 生 産 に
は 種 々 の 動 物 種 を 使 用 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 抗 － 抗 血 清 の 生 産 に 使 用 さ れ る 動 物 は
ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー ま た は モ ル モ ッ ト で あ る 。 ウ サ ギ は 血 液 量 が 比 較 的
多 い の で 、 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 の 生 産 に は ウ サ ギ が 選 択 さ れ る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 周 知 の よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 免 疫 原 性 に ば ら つ き が あ る 。 従
っ て 、 免 疫 原 （ 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） を 担 体 と 組 み 合 わ
せ る 必 要 が 多 い 。 好 ま し い 担 体 の 例 は キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Ｋ Ｌ Ｈ ） お よ
び 牛 血 清 ア ル ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） で あ る 。 他 の ア ル ブ ミ ン 、 例 え ば オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 マ ウ ス
血 清 ア ル ブ ミ ン ま た は ウ サ ギ の 血 清 ア ル ブ ミ ン も 担 体 と し て 使 用 で き る 。
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 担 体 蛋 白 質 に 結 合 さ せ る 手 段 は 周 知 で あ り 、 グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 m-マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル -N- ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 カ
ル ボ ジ イ ミ ド お よ び ビ ス － バ イ ア ゾ タ イ ズ ド ベ ン ジ ジ ン が 含 ま れ る 。
　 同 様 に 、 特 定 の 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 原 性 は ア ジ ュ バ ン ト と し て 知 ら れ る 非 特 異 的 な 免 疫
応 答 刺 激 物 質 を 用 い て 増 強 さ せ る こ と が で き る と い う こ は 周 知 で あ る 。 好 ま し い ア ジ ュ バ
ン ト の 例 は フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト お よ び 水 酸
化 ア ル ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 を 生 産 す る の に 使 用 さ れ る 免 疫 原 の 量 は 、 免 疫 原 の 種 類 と 免 疫 処 置 に
使 用 さ れ る 動 物 に よ っ て 変 化 す る 。 免 疫 原 投 与 に は 種 々 の 経 路 （ 皮 下 注 射 、 筋 肉 注 射 、 皮
内 注 射 、 静 脈 注 射 お よ び 腹 膜 注 射 ） が 用 い ら れ る 。 ポ リ ク ロ ナ ル 抗 体 の 生 産 時 に は 免 疫 処
置 さ れ た 動 物 の 血 液 を 免 疫 処 置 後 に 種 々 の 地 点 で サ ン プ リ ン グ し て モ ニ タ ー す る 。 所 望 の
免 疫 原 性 が 得 ら れ た な ら ば 、 免 疫 処 置 さ れ た 動 物 か ら 採 血 し 、 血 清 を 単 離 し 、 保 存 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応
を す る 抗 体 の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、  (a)エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 組 み 換 え 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し 、  (b)ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、  (c)ポ リ ペ プ チ ド を 回
収 し 、  (d)ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 製 造 す る 操 作 を 含 ん で い る 。 宿 主 細 胞 は 配 列  No.
１ ま た は 配 列  No.３ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る の が 好 ま し い
。 本 発 明 は 上 記 の 方 法 で 製 造 さ れ る 抗 体 に も 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 は 本 明 細 書 の 一 部 を 成 す 米 国 特 許 第  4,196,265号 に 開 示 の 方
法 の よ う な 周 知 の 方 法 で 容 易 に 製 造 す る こ と が で き る 。 本 発 明 方 法 で は 先 ず 最 初 に 選 択 し
た 抗 原 （ 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） を 用 い て 免 疫 応 答 が 得 ら
れ る よ う な 方 法 で 適 当 な 動 物 を 免 疫 処 置 す る 。 好 ま し い 動 物 は マ ウ ス や ラ ッ ト な ど の 齧 歯
類 で あ る 。 次 い で 、 免 疫 処 置 し た 動 物 の 脾 臓 細 胞 を 不 死 (immortal)の ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 細
胞 と 融 合 さ せ る 。 免 疫 処 置 し た 動 物 が マ ウ ス の 場 合 、 好 ま し い ミ エ ロ ー マ 細 胞 は ネ ズ ミ の
Ｎ Ｓ -1ミ エ ロ ー マ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 融 合 し た 脾 臓 ／ ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 選 択 培 地 中 で 培 養 し て 融 合 し た 脾 臓 ／ ミ エ ロ ー マ 細 胞
を 親 細 胞 か ら 選 択 す る 。 例 え ば 、 新 た な ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 を ブ ロ ッ ク す る 物 質 を 組 織 培
養 培 地 に 添 加 し て 、 融 合 し た 細 胞 を 融 合 し て い な い 親 細 胞 の 混 合 物 か ら 分 離 す る 。 好 ま し
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い 物 質 の 例 は ア ミ ノ プ テ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト お よ び ア ザ セ リ ン で あ る 。 ア ミ ノ プ テ リ
ン お よ び メ ト ト レ キ セ ー ト は 、 プ リ ン と ピ リ ミ ジ ン 両 方 の 新 た な 合 成 を ブ ロ ッ ク し 、 一 方
、 ア ザ セ リ ン は プ リ ン 合 成 の み を ブ ロ ッ ク す る 。 ア ミ ノ プ テ リ ン ま た は メ ト ト レ キ セ ー ト
を 使 用 す る 場 合 は 、 培 地 に ヌ ク レ オ チ ド の ソ ー ス と し て ヒ ポ キ サ ン チ ン お よ び チ ミ ジ ン を
添 加 す る 。 ア ザ セ リ ン を 使 用 す る 場 合 は 培 地 に ヒ ポ キ サ ン チ ン を 添 加 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 こ の 培 養 に よ っ て ハ イ ブ リ ド ー マ の 集 団 が 得 ら れ 、 こ の 集 団 か ら 特 定 の ハ イ ブ リ ド ー マ
を 選 択 す る 。 一 般 に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 は 細 胞 を マ イ ク ロ リ ッ ト ル プ レ ー ト を 用 い た
シ ン グ ル ク ロ ー ン 希 釈 培 養 し た 後 、 個 々 の ク ロ ー ン の 上 澄 み の 抗 原 ポ リ ペ プ チ ド と の 反 応
性 を テ ス ト し て 行 う 。 次 い で 、 選 択 し た ク ロ ー ン を 無 限 増 殖 さ せ て モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 作
る 。
　 特 殊 例 で は 、 本 発 明 抗 体 を 作 る た め に 、 マ ウ ス に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 約 １ ～ 20
0 μ ｇ の 抗 原 を 腹 膜 内 注 射 す る 。 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ 結 核 死 菌 を 含 む 免 疫 応
答 の 非 特 異 的 刺 激 剤 ） の よ う な ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ た 抗 原 を 注 射 す る こ と に よ っ て
Ｂ リ ン パ 球 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る 。 最 初 の 注 射 か ら い く ら か 後  (例 え ば 少 な く と も ２ 週 間
後 ） に 、 マ ウ ス に フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た ２ 度 目 の 抗 原 量 を 注 射 し て
追 加 免 疫 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 ２ 度 目 の 注 射 か ら 数 週 間 後 に 、 マ ウ ス の 尾 か ら 採 血 し て 、 放 射 性 物 質 で ラ ベ ル さ れ た 抗
原 に 対 す る 免 疫 沈 降 に よ っ て 血 清 の 力 価 を 測 定 す る 。 適 当 な 力 価 が 得 ら れ る ま で 追 加 免 疫
お よ び 力 価 測 定 の 操 作 を 繰 り 返 す の が 好 ま し い 。 最 も 高 い 力 価 を 有 す る マ ウ ス の 脾 臓 を 取
り 、 シ リ ン ジ で 脾 臓 を ホ モ ジ ナ イ ズ し て 脾 臓 の リ ン パ 球 を 得 る 。 一 般 に 、 免 疫 処 置 さ れ た
マ ウ ス の 脾 臓 に は 約 ５ × 10 7 ～ ２ × 10 8 の リ ン パ 球 が 含 ま れ る 。
　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て 周 知 の 変 異 リ ン パ 球 細 胞 は 周 知 の 種 々 の 方 法 で 細 胞 増 殖 を 誘 導 し
た 実 験 動 物 か ら 得 ら れ る 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は ヌ ク レ オ チ ド 生 合 成 の サ ル ベ ー ジ 経 路 を 持 た
な い 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 癌 細 胞 で あ る の で 組 織 培 養 中 で 無 限 に 増 殖 す る こ と が き 、 従 っ て
、 不 死 で あ る と 言 わ れ て い る 。 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト 由 来 の 多 数 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 培 養 細
胞 系 、 例 え ば ネ ズ ミ の Ｎ Ｓ － １ ミ エ ロ ー マ 細 胞 な ど が 作 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 育 成 融 合 (foster fusion) に 適 し た 条 件 下 で 、 本 発 明 の 抗 原 ／ ポ リ ペ
プ チ ド を 注 射 し た マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の 脾 臓 か ら 得 ら れ る 正 常 な 抗 体 生 産 細 胞 と 組 み 合 わ
さ れ る 。 融 合 条 件 は 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 存 在 等 で あ る 。 得 ら れ る 融 合 細 胞 は
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ る 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 同 様 に ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 も 培 養 中 で 無 限
増 殖 す る 。
　 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン ） 等 の 選 択 培 地 で 培 養 す る こ
と に よ っ て 融 合 し て い な い ミ エ ロ ー マ 細 胞 か ら ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 分 離 す る 。 融 合 し て
い な い ミ エ ロ ー マ 細 胞 は ア ミ ノ プ テ リ ン 、 メ ト ト レ キ サ ー ト ま た は ア ザ セ リ ン の 存 在 下 で
死 亡 す る た め 、 サ ル ベ ー ジ 経 路 か ら ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る の に 必 要 な 酵 素 を 持 な い 。 融
合 し て い な い リ ン パ 球 も 組 織 培 養 中 で 増 殖 を 続 け な い 。 す な わ ち 、 融 合 に 成 功 し た 細 胞 （
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ） の み が 選 択 培 地 で 増 殖 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 生 き 残 っ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 単 一 の 抗 体 を 生 産 す る 。 次 い で 、 こ の 細 胞 を 本 発 明 の
抗 原 ／ ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 特 異 的 抗 体 を 生 産 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 単
細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ を ハ イ ブ リ ド ー マ 限 界 希 釈 法 で 単 離 す る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ を 何 度 も 希
釈 し て 希 釈 物 を 増 殖 さ せ た 後 、 上 澄 み を と っ て モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 の 存 在 を テ ス ト す る 。 続
い て そ の 抗 体 を 生 成 す る ク ロ ー ン を 大 量 に 培 養 し 、 好 適 な 量 の 本 発 明 抗 体 を 作 る 。
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 抗
原 と し て 認 識 す る こ と が で き 、 従 っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 同 定 が で き た ら 、 抗 体 ア フ
ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 方 法 で そ の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 単
離 ・ 精 製 す る 。 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 を 固 体 の 基
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質 に 結 合 し 、 所 望 の 抗 原 を 含 む 溶 液 に 曝 す 。 抗 原 は 結 合 し て い る 抗 体 と の 特 異 的 免 疫 応 答
反 応 に よ っ て 溶 液 か ら 取 り 除 か れ る 。 そ の 後 は ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 基
質 か ら 容 易 に 取 り 、 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
VIII．
　 本 発 明 の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 、
生 理 学 的 に 使 用 可 能 な 担 体 と を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ の 医 薬 組 成 物 は 配 列  No.２
ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 有 す る エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む の が 好 ま し く 、 さ ら に 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と 生 理 学 的 許 容 さ れ る 担 体 と を 含 む の が 好 ま し い 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は
配 列  No.２ ま た は 配 列  No.４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む か 、 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む の が 好 ま し い 。
　 本 発 明 組 成 物 は 一 般 に 単 位 投 与 量 の 製 剤 と し て 非 経 口 投 与 さ れ 、 必 要 に 応 じ て 無 毒 で 生
理 学 的 に 使 用 可 能 な 周 知 の 標 準 的 な 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト お よ び ベ ヒ ク ル を 含 む こ と が で き
る 。 非 経 口 は 静 脈 注 射 、 筋 肉 注 射 、 動 脈 注 射 ま た は 点 滴 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 適 当 な 分 散 剤 ま た は 湿 潤 剤 お よ び 懸 濁 剤 を 用 い て 周 知 の 方 法 で 注 射 可 能 な 調 製 物 、 例 え
ば 滅 菌 し た 注 射 可 能 な 水 性 ま た は 油 性 の 懸 濁 液 を 作 る こ と が で き る 。 滅 菌 さ れ た 注 射 可 能
な 調 製 物 は 無 毒 で 非 経 口 で 使 用 可 能 な 希 釈 剤 ま た は 溶 媒 を 用 い た 注 射 可 能 な 無 菌 の 溶 液 ま
た は 懸 濁 液 、 例 え ば 1,3-ブ タ ン ジ オ ー ル の 溶 液 に す る こ と も で き る 。
　 使 用 可 能 な ベ ヒ ク ル お よ び 溶 媒 と し て は 水 、 リ ン ガ ー 液 お よ び 等 張 性 塩 化 ナ ト リ ウ ム 溶
液 を 使 用 す る こ と が で き る 。 溶 媒 ま た は 懸 濁 用 媒 体 と し て は 滅 菌 し た 油 が 一 般 に 用 い ら れ
る 。 そ の た め に は 合 成 モ ノ グ リ セ リ ド ま た は ジ グ リ セ リ ド を 含 む 任 意 配 合 の 油 を 使 用 す る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 オ レ イ ン 酸 な ど の 脂 肪 酸 を 注 射 可 能 物 質 の 調 製 で 使 用 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 好 ま し い 担 体 に は リ ン 酸 塩 、 乳 酸 塩 、 ト リ ス な ど で 緩 衝 さ れ た 中 性 の 生 理 食 塩 水 溶 液 が
含 ま れ る 。 当 然 、 ベ ク タ ー は そ れ が 望 ま し く な い 不 純 物 、 例 え ば 欠 陥 ア デ ノ ウ ィ ル ス 粒 子
ま た は 内 毒 素 、 そ の 他 の 発 熱 物 質 を ほ と ん ど 含 ま な く な る ま で 精 製 し て ベ ク タ ー 構 成 物 を
投 与 下 個 体 で 都 合 の 悪 い 反 応 を 起 こ さ な い よ う に す る 。 ベ ク タ ー の 好 ま し い 精 製 手 段 に は
塩 化 セ シ ウ ム 濃 度 勾 配 遠 心 分 離 等 の 密 度 勾 配 法 が 含 ま れ る 。
　 担 体 は リ ポ ソ ー ム で も よ い 。 移 送 用 ベ ヒ ク ル と し て リ ポ ソ ー ム を 用 い る 方 法 自 体 は 周 知
で あ る （ 例 え ば  Gabizon達 、 1990; Ferruti 達 、 1986; Ranade, V.V.、 1989参 照 ） 。
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 担 体 と し て 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば 、 生 物 体 か
ら 肝 臓 細 胞 を 取 り 、 上 記 方 法 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し 、 そ の 後 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 生 物 体 に 戻 す （ 例 え ば 血 管 注 射 で ） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
IX．
　 本 発 明 は さ ら に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 方 法 は 、 ポ リ ペ プ
チ ド を 上 記 方 法 で 調 製 し た 抗 体 と 免 疫 反 応 さ せ て 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 作 り 、 こ の
結 合 体 を 検 出 す る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 実 施 例 で は 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は  (a)メ
ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 物 を ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ さ せ て 二 本 鎖 分 子 を 作 り 、  (b)こ の 二 本 鎖 分 子 を 検 出 す る 。 本 発 明 は さ ら に エ プ
シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 こ
の 方 法 で は  (a)Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ せ て 二 本 鎖 分 子 を 作 り 、  (b)こ の 二 本 鎖 分 子 を 検 出 す る
。
【 ０ ０ ８ ９ 】

10

20

30

40

50

(25) JP 2004-261184 A 2004.9.24

医 薬 品 組 成 物

コ ー ド 化 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 法



. 
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 相
互 作 用 す る 能 力 を 有 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド を 作 り 、 所 定 物 質 の ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 を テ ス ト す る 。
　 す な わ ち 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 作 動 剤 お よ び 拮 抗 剤 の 候 補 物 質 を テ ス ト す る
た め の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 を 本 発 明 方 法 お よ び 組 成 物 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ の 候
補 物 質 は 結 合 、 そ の 他 の 分 子 間 相 互 作 用 に よ っ て エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド と 相 互 作 用 す る か 、 そ れ を 調 節 可 能 な 物 質 で あ る 。 場 合 に よ っ て は こ の 候 補 物 質 は 受 容
体 の 作 動 剤 で あ り 、 別 の 例 で は 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 し た 時 に 拮 抗 剤 と し て の 特
性 を 示 す も の で あ る 。 さ ら に 別 の 例 で は 候 補 物 質 が 作 動 剤 兼 拮 抗 剤 と し て の 特 性 を 併 せ 持
つ か 、 別 の 方 法 で 受 容 体 を 調 節 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 候 補 物 質 が エ プ シ ロ ン オ ピ
オ イ ド 受 容 体 の 転 写 を 可 能 に す る か 、 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 組 み 換 え 受 容 体 の 発 現 シ ス テ ム は 組 織 に 基 づ く シ ス テ ム に 比 べ て 明 確 に 有
利 な 点 が あ る 。 本 発 明 方 法 で は ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 用 に 大 量 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容
体 を 生 産 す る こ と が で き る 。 そ れ よ り 重 要 な 点 は 、 本 発 明 で 得 ら れ る 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
の 純 度 で あ る 。 す な わ ち 、 蛋 白 質 間 の 相 互 作 用 を 検 査 す る た め の ポ リ ペ プ チ ド 調 製 物 が 純
粋 で あ れ ば 競 合 す る 邪 魔 な 副 反 応 を 引 き 起 こ さ ず に テ ス ト を 実 施 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 発 現 シ ス テ ム の よ う な ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 発 現 シ ス テ ム は 特 定 の 受 容 体 を 満 足
に 表 現 す る 組 織 を 得 る こ と が 難 し い 場 合 に も 有 効 で あ る 。 少 な く と も 本 発 明 の 微 生 物 を 用
い た 発 現 シ ス テ ム の も う １ つ の 非 常 に 現 実 的 な 利 点 は そ の コ ス ト で あ る 。 本 発 明 の 微 生 物
を 用 い た 発 現 シ ス テ ム は 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ で の 拮 抗 剤 と し て 従 来 法 の 組 織 ス ク リ ー ニ ン
グ 法 に 比 べ て コ ス ト が 安 く な る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 従 来 は ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 に は 未 精 製 の 受 容 体 調 製 物 が 用 い ら れ て き た 。 一 般 に は 対 象
と な る 受 容 体 を 多 く 含 む と 思 わ れ る 動 物 の 組 織 断 片 が 受 容 体 の ソ ー ス で あ っ た 。 あ る い は
、 研 究 者 は 組 織 を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 未 精 製 の ホ モ ジ ネ ー ト を 受 容 体 ソ ー ス と し て 用 い て い
た 。 こ う し た 方 法 の 主 た る 問 題 点 は 単 一 の 受 容 体 型 を 表 現 す る 組 織 が 存 在 し な い と い う 点
に あ る 。 従 っ て 、 得 ら れ た デ ー タ を 特 定 の 受 容 体 と 明 確 に 関 連 付 け る こ と は で き な か っ た
。 こ の 問 題 点 は 最 近 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ お よ び サ ブ － サ ブ タ イ プ の ク ロ ー ニ ン グ に お い て
強 調 さ れ て い る 。 従 来 法 の 第 ２ の 基 本 的 問 題 点 は 、 可 能 性 の あ る 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ で
ヒ ト の 組 織 を 用 い る こ と が で き な い と い う 点 に あ る 。 従 来 法 は ほ と ん ど 必 ず 動 物 の 受 容 体
を 用 い て お り 、 ヒ ト の 受 容 体 を ク ロ ー ニ ン グ す る に は 人 間 の 受 容 体 を 用 い た ス ク リ ー ニ ン
グ 検 査 が 必 要 に な る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 組 み 換 え 受 容 体 ス ク リ ー ニ ン グ 方 式 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 受 容 体 が 使 用 で き る 点 で 組 織
を 基 礎 と す る 方 式 に 比 べ て 多 く の 利 点 が あ る 。 主 た る 利 点 は 、 実 験 者 が ス ク リ ー ニ ン グ 検
査 で 用 い る 受 容 体 の 種 類 を 制 御 で き る 点 に あ る 。 従 っ て 、 特 定 の 受 容 体 サ ブ タ イ プ お よ び
サ ブ － サ ブ タ イ プ を 優 先 的 に 発 現 さ せ る こ と が で き 、 リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 を 識 別 す る こ
と が で き る 。 そ の 他 の 利 点 に は 大 量 の 受 容 体 が 使 用 可 能 で あ る こ と 、 従 来 の 組 織 サ ン プ ル
で は 使 用 で き な か っ た 受 容 体 が 使 用 可 能 で あ る こ と 、 生 き た 動 物 の 保 守 管 理 に コ ス ト が か
か ら な い こ と 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 で は 一 般 に 候 補 物 質 が 受 容 体 に 結 合 し て 受 容 体 の 活 性 に 作
用 す る 能 力 を 判 定 す る 、 例 え ば 受 容 体 の 機 能 を 阻 害 す る か 変 調 さ せ る 物 質 を 識 別 す る た め
に 候 補 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 一 般 に 、 こ の 方 法 で は 組 み 換 え 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を
作 っ た 後 、 候 補 物 質 を 用 い て 組 み 換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る 細 胞
を 試 験 し て 、 候 補 物 質 が そ の 生 理 学 的 機 能 に 作 用 す る 能 力 を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 。 好
ま し い 実 施 例 で は 、 本 発 明 は ヒ ト の 受 容 体 の 酵 素 活 性 に 影 響 を 与 え る 物 質 す な わ ち ヒ ト で
の 使 用 に 適 し た 物 質 の 同 定 用 候 補 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
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　 周 知 の よ う に 、 ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 で は 受 容 体 を 試 薬 が 受 容 体 に 結 合 す る の に 適 し た 条
件 下 に す る 。 こ の 条 件 と し て は pH、 温 度 、 ト ニ シ テ ィ (tonicity)、 関 連 共 同 因 子 の 存 在 お
よ び 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド の 変 化 、 例 え ば グ リ コ シ レ ー シ ョ ン ま た は プ レ ニ レ ー シ ョ ン な
ど が 含 ま れ が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 受 容 体 は 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の 細
胞 中 で 発 現 、 利 用 で き る よ う に す る 。 受 容 体 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 全 体 を 利 用 す る か 、 受 容
体 を 宿 主 細 胞 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 受 容 体 は 宿 主 細 胞 の 膜 内 で 膜 に 結 合 さ れ る か 、
宿 主 細 胞 の サ イ ト ソ ル 中 で 遊 離 状 態 に あ っ て も よ い 。 宿 主 細 胞 は 受 容 体 が 存 在 す る さ ら に
小 さ い 細 胞 成 分 (sub-cellular components) に 分 け る こ と が も き る 。 例 え ば 、 受 容 体 を 発
現 さ せ る 細 胞 を 核 、 小 胞 体 、 小 胞 ま た は 細 胞 の 膜 表 面 に 分 け る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ｐ Ｈ は 約 6.0 ～ 8.0 に す る の が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は 約 6.8 ～ 7.8 、 最 も 好 ま し
く は 約  7.4に す る 。 好 ま し い 実 施 例 で は 、 温 度 は 約 20～ 50℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 30～ 40
℃ で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 約 37℃ で あ る 。 浸 透 度 は １ リ ッ ト ル 当 た り 約 ５ milliosmols(
mosm/l)～ 400mosm/l に す る の が 好 ま し く 、 よ り 好 ま し く は 約 200mosm/l～ 約 400mosm/l 、
さ ら に 好 ま し く は 約 290mosm/l ～ 約 310mosm/l で あ る 。 受 容 体 が 正 し く 機 能 す る た め に 共
同 因 子 の 存 在 が 必 要 な 場 合 が あ る 。 典 型 的 な 共 同 因 子 は ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 カ ル シ ウ
ム 、 マ グ ネ シ ウ ム お よ び 塩 素 で あ る 。 さ ら に プ ロ ス テ チ ッ ク グ ル ー プ (prosthetic group)
と し て 知 ら れ て い る 小 さ い 非 ペ プ チ ド 分 子 が 必 要 な 場 合 も あ る 。 受 容 体 の 機 能 に 必 要 な そ
の 他 の 生 物 学 的 条 件 は 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 人 工 膜 、 小 胞 ま た は リ ポ ソ ー ム 中 で 蛋 白 質 を 再 構 成 で き る と い う こ と は 周 知 で あ る 。 本
発 明 で は 受 容 体 を 人 工 膜 、 小 胞 ま た は リ ポ ソ ー ム 中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 再 構 成 さ れ
た 受 容 体 は ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 で 使 用 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 受 容 体 は 固 体 担 体 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 固 体 担 体 は ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ
、 ポ ア ク リ ル ア ミ ド ビ ー ズ 、 ポ リ ア ク リ ル ビ ー ズ ま た は 蛋 白 質 と 結 合 可 能 な 他 の 固 体 マ ト
リ ク ス に す る こ と が で き る 。 よ く 知 ら れ た 結 合 剤 に は シ ア ノ ー ゲ ン ブ ロ ミ ド 、 カ ル ボ ニ ル
ジ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ト シ ル ク ロ リ ド お よ び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド が あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 は 本 発 明 の 受 容 体 と 結 合 し て 機 能 可 能 な 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 例 え ば
、 本 発 明 の 受 容 体 は Ｇ 蛋 白 お よ び エ フ ェ ク タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し て そ の 生 理 作 用 を 発
揮 す る 。 　 候 補 物 質 を 同 定 す る た め の 典 型 的 な ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 で は 一 般 に 未 精 製 ホ モ
ジ ネ ー ト の 状 態 で 調 製 さ れ る 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 得 る た め の 出 発 材 料 と 同 じ 組 み 換 え 発
現 宿 主 を 用 す る 。 受 容 体 を 発 現 さ せ る 組 み 換 え 細 胞 を 上 記 好 ま し い バ ッ フ ァ ー を 用 い て 洗
浄 、 ホ モ ジ ナ イ ズ し て 、 未 精 製 の ポ リ ペ プ チ ド ホ モ ジ ネ ー ト を 調 製 す る 。 典 型 的 な 検 査 で
は 、 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト よ り 得 ら れ る 一 定 量 の ポ リ ペ プ チ ド を 適 当 な pHで 少 量 の 適 当 な 検 査
用 バ ッ フ ァ ー に 入 れ る 。 作 動 剤 お よ び 拮 抗 剤 等 の 候 補 物 質 を 好 適 な 濃 度 で 上 記 混 合 物 に 添
加 し 、 候 補 物 質 と 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 相 互 作 用 を モ ニ タ ー す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 受 容 体 に 対 す る 適 当 な 公 知 の 基 材 を 用 い る と 、 組 み 換 え で 作 製 し た 受 容 体 に 対 す る ベ ー
ス ラ イ ン 活 性 を 上 記 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 そ し て 、 受 容 体 機 能 の 阻 害 剤 ま た は 調 節 剤
を テ ス ト す る た め に 上 記 混 合 物 に 受 容 体 に 対 す る 作 用 が 未 知 の 候 補 物 質 を 添 加 す る 。 候 補
物 質 が あ る 状 態 ま た は な い 状 態 で の 反 応 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 候 補 物 質 が 受 容 体 の 正
常 な 機 能 に 与 え る 影 響 に 関 す る 情 報 が 得 ら れ る 。
　 本 発 明 の こ の 特 徴 に よ っ て 、 当 業 者 に は オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 変 化 さ
せ る こ と が 可 能 な 候 補 物 質 を 一 通 り ま た は 二 通 り 以 上 の 方 法 で 同 定 す る た め の 方 法 が 提 供
さ れ る 。 　 本 発 明 の １ つ の 実 施 例 で は 、 上 記 検 査 は 好 ま し い オ ピ オ イ ド 特 性 を 有 す る が 好
ま し く な い オ ピ オ イ ド 特 性 を 持 た な い よ う な 候 補 物 質 を 区 別 す る よ う に 設 計 さ れ る 。 別 の
実 施 例 で は 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 作 動 剤 お よ び 拮 抗 剤 の よ う な 候 補 物 質 を テ ス
ト す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 を 用 い て 、 他 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 と 重 な り 合 う 活 性 を ほ
と ん ど 持 た な い よ う な 一 種 ま た は 複 数 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 選
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択 的 な 能 力 を 有 す る 候 補 物 質 の 同 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 候 補 物 質 を テ ス ト す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 を 用 い て 、 オ ピ オ イ ド と エ プ シ ロ ン 受
容 体 と の 構 造 活 性 の 関 係 の 研 究 、 例 え ば 天 然 ホ ル モ ン ま た は エ プ シ ロ ン 受 容 体 と 相 互 作 用
す る 、 ま た は そ れ を 調 節 す る 他 の 物 質 と の 結 合 の 研 究 や 、 そ の よ う な 分 子 が エ プ シ ロ ン 受
容 体 に 結 合 し て 生 じ る 活 性 の 研 究 が 可 能 に な る 。 本 発 明 の 特 殊 実 施 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 結 晶 化 し 、 Ｘ 線 を 用 い て 候 補 物 質 ま た は 他 の 分 子 と オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド と の 相 互 作 用 を 評 価 す る 結 晶 学 的 研 究 を 行 う 。 例 え ば 、 本 発 明 の 精 製 し た 組 み 換 え ポ
リ ペ プ チ ド は 適 当 な 形 に 結 晶 化 す る と Ｘ 線 結 晶 学 を 用 い て 分 子 内 相 互 作 用 を 調 べ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 重 要 な 観 点 は 、 組 み 換 え に よ っ て 作 ら れ た エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体
を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 す る こ と に よ っ て 受 容 体 の 機 能 を 阻 害 、 調 節 あ る い は 変 化 さ
せ る 物 質 を 同 定 す る こ と に あ る 。 天 然 に 生 じ る 受 容 体 の 存 在 量 が ご く わ ず か で 精 製 が 困 難
で あ る こ と が 分 か っ て い る の で 、 組 み 換 え に よ っ て 作 っ た 受 容 体 を 用 い る こ と は 特 に 有 利
で あ る 。 ま た 、 こ れ ま で 入 手 不 可 能 で あ っ た 受 容 体 ソ ー ス が 簡 単 に 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 既 に 述 べ た よ う に 、 受 容 体 は 第 ２ の 分 子 を 介 し て 生 理 学 的 作 用 を 行 う こ と が あ る 。 好 ま
し い 実 施 例 で は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 で エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド を 生 産 す る 組 み 換 え 宿 主 よ り 直 接 得 ら れ る エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を
使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 単 に 所 定 の ポ リ ペ プ チ ド を 組 み 換 え 宿 主 （ 一 般 に は 真 核 細
胞 宿 主 ） 中 で 発 現 さ せ 、 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 未 精 製 の ホ モ ジ ネ ー ト を 調 製 す る こ と で 行 う
の が 最 も 好 ま し い 。 未 精 製 ホ モ ジ ネ ー ト の 一 部 を テ ス ト す べ き 候 補 物 質 と 供 に 適 当 な エ プ
シ ロ ン 受 容 体 の エ フ ェ ク タ ー と 混 合 す る 。 所 定 の エ フ ェ ク タ の 受 容 体 へ の 結 合 を 候 補 物 質
が あ る 場 合 と な い 場 合 と で 比 較 し て 、 候 補 物 質 の 生 理 学 的 特 性 に 関 す る 情 報 を 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 受 容 体 は 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 中 で 発 現 さ れ る 。 受 容 体 は E. coli(Bertin達 、  1992)
、 酵 母 (King 達 、 1990) お よ び 哺 乳 類 細 胞 (Bouvier達 、 1988) で 発 現 し て い る 。
　 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 は そ の 全 体 を 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 本 発
明 の 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 を 放 射 性 標 識 し た 物 質 と 接 触 さ せ 、 放 射 性 標 識 し た 物 質 が 細 胞
に 結 合 し た 量 を 測 定 す る 。
　 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 は 本 発 明 の 受 容 体 を 含 む さ ら に 細 か い 細 胞 成 分 に 分 画 す る こ と が
で き る 。 さ ら に 細 か い 細 胞 画 分 (sub-cellular fraction) を 精 製 す る 方 法 は 周 知 で あ る 。
こ の 細 か い 細 胞 画 分 と し て は 細 胞 質 、 細 胞 膜 、 そ の 他 の 膜 画 分 、 例 え ば 小 胞 体 、 ゴ ル ジ 体
、 小 胞 お よ び 核 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 細 か い 細 胞 画 分 と し て
単 離 さ れ た 受 容 体 は 細 胞 膜 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞
か ら 細 胞 膜 の 小 胞 を 単 離 し た 場 合 、 受 容 体 分 子 は 膜 に 結 合 し て い て も よ い 。 さ ら に 、 本 発
明 の 受 容 体 は 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 か ら 容 易 に 精 製 可 能 で あ る 。 精 製 方 法 は 周 知 で あ る 。
精 製 受 容 体 は ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 の ほ と ん ど は オ ピ オ イ ド の 好 ま し い 面 を 有 す る と 同 時 に ホ
ル モ ン の 好 ま し く な い 面 を 無 く す の に 有 効 な 物 質 を 同 定 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 好 ま
し い 検 査 で は オ ピ オ イ ド を 正 常 な 作 動 剤 と し て 使 用 す る 。
　 本 発 明 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 候 補 物 質 の 作 用 を 決 定 す る
に は 種 々 の 方 法 が 使 用 で き 、 本 発 明 は そ の 幾 つ か に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 特 定 の 物
質 の 存 在 下 で 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 能 力 お よ び ／ ま た は 使 用 す る エ フ ェ ク タ ー に よ っ
て 調 節 さ れ る 能 力 が 測 定 可 能 な 系 を 使 用 す る の が 一 般 に 望 ま し い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 試 薬 と 受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 の 検 出 は 周 知 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 こ の 方 法 に は 遠
心 分 離 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 お よ び 分 光 器 の 使 用 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定
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さ れ る も の で は な い 。 放 射 性 同 位 元 素 で 標 識 し た 試 薬 を 上 記 方 法 と 組 み 合 わ せ る か 単 独 で
用 い る こ と も で き る 。 一 般 に 使 用 さ れ る 放 射 性 同 位 元 素 に は 3 Ｈ 、 1 4 Ｃ 、 2 2 Na、 3 2 Ｐ 、 3 5

Ｓ 、 4 5 Ca、 6 0 Co、 1 2 5 Ｉ お よ び 1 3 1 Ｉ が 含 ま れ る 。 一 般 に 使 用 さ れ る 安 定 な 放 射 性 同 位 元 素
は 2 Ｈ 、 1 3 Ｃ 、 1 5 Ｎ 、 1 8 Ｏ で あ る 。
　 例 え ば 、 あ る 試 薬 が 本 発 明 の 受 容 体 に 結 合 可 能 な 場 合 、 放 射 ラ ベ ル 化 し た 物 質 ま た は 放
射 化 ラ ベ ル し た 受 容 体 を 用 い て 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 放 射 化 ラ ベ ル し
た 物 質 ま た は 放 射 化 ラ ベ ル し た 受 容 体 を 用 い 、 試 薬 － 受 容 体 複 合 体 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ
ン ま た は Ｘ 線 フ ィ ル ム に 曝 し て 検 出 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 あ る 試 薬 が 受 容 体 を 変 化 さ せ る 場 合 に は 、 変 性 さ れ た 受 容 体 と 変 性 さ れ て い な い 受 容 体
と の 移 動 性 の 違 い に よ っ て 、 変 化 し た 受 容 体 を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 ま た は 遠 心
分 離 で 検 出 す る こ と が で き る 。 遠 心 分 離 法 を 使 用 す る 場 合 の 移 動 度 の 差 は 沈 降 係 数 と し て
知 ら れ て い る 。 ま た 、 変 性 さ れ た 受 容 体 と 変 性 さ れ て い な い 受 容 体 と の 分 光 学 的 特 性 の 違
い に よ っ て 検 出 す る こ と も で き る 。 特 定 の 例 で は 、 あ る 物 質 が 受 容 体 に 共 有 結 合 し て 変 性
す る 。 こ の 場 合 に は 変 性 さ れ た 受 容 体 と 変 性 さ れ て い な い 受 容 体 と を 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー （ Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ） カ ラ ム で の 保 持 時 間 の 差 で 容 易 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 試 薬 が 受 容 体 に 共 有 結 合 し て 変 性 す る 例 で は 、 変 性 さ れ た 受 容 体 と 変 性 さ れ て い な い 受
容 体 と を Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル で の 差 で 検 出 す る か 、 試 薬 に 着 目 し て 遊 離 試 薬 と 受 容 体 を 変 性
さ せ た 後 の 試 薬 と の 分 光 学 的 特 性 の 差 を 検 出 す る か 、 移 動 度 の 差 を 検 出 す る こ と が で き る
。
　 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 に は 、 試 薬 － 受 容 体 － 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 ま た
は 受 容 体 － 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 上 記 の 移 動 度 の 差 や 分 光
学 的 特 性 の 差 を 検 出 す る こ と も で き る 。
　 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 に は 、 エ フ ェ ク タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 を 検 出 す
る こ と も で き る 。 例 え ば 、 多 く の 受 容 体 は ア デ ニ ル サ イ ク ラ ー ゼ の 阻 害 ま た は 刺 激 に よ っ
て 生 理 学 的 作 用 を 行 う 。 あ る 試 薬 の 存 在 下 で の ア デ ニ ル サ イ ク ラ ー ゼ の 酵 素 活 性 を 検 出 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 試 薬 と 受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 を 指 示 遺 伝 子 を 用 い て 検 出 す る こ と も で き る 。 良 く 知 ら
れ た 指 示 遺 伝 子 に は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β － Gal)、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ （ Ｃ Ａ Ｔ ） お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ が 含 ま れ る 。 指 示 遺 伝 子 は 宿 主 に よ っ て 発 現 さ
れ 、 指 示 遺 伝 子 の 生 成 物 の 酵 素 反 応 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 好 ま し い 検 査 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 エ フ ェ ク タ ー お よ び 候 補 物 質 を 含 む 混 合 物 を 所 定 時
間 培 養 し 、 得 ら れ た 培 養 混 合 物 を 分 離 手 段 で 混 合 物 中 に 残 る 結 合 し て い な い エ フ ェ ク タ ー
か ら 生 成 エ フ ェ ク タ ー ／ 受 容 体 複 合 体 を 分 離 し 、 簡 単 に そ れ ぞ れ の 量 を 測 定 す る （ 候 補 物
質 を 添 加 し て い な い 対 照 に 対 し て ） 。 こ の 測 定 は 速 度 デ ー タ が 必 要 な 場 合 に は 経 時 的 に 行
う こ と が で き 、 そ れ に よ っ て 、 候 補 物 質 が 受 容 体 の 機 能 を 変 化 ま た は 変 性 さ せ る 能 力 を 測
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 エ フ ェ ク タ ー ／ 受 容 体 複 合 体 か ら エ フ ェ ク タ ー を 分 離 す る 方 法 と し て は 種 々 の 方 法 が 知
ら れ て お り 、 本 発 明 で は そ れ ら の 方 法 を 全 て 利 用 で き る 。 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 （ Ｔ
Ｌ Ｃ ） 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 、 分 光 光 度 分 析 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ／ 質 量 分 光 光 度 分 析 ま た は Ｎ
Ｍ Ｒ 分 析 を 用 い る こ と が で き る 。 エ フ ェ ク タ ー と 複 合 体 と を 区 別 す る こ と が 可 能 で あ れ ば
、 任 意 の 方 法 を 使 用 す る こ と が で き 、 さ ら に 基 質 と 生 成 物 と を 同 定 ま た は 定 量 し て 酵 素 機
能 を 測 定 す る こ と も で き る 。
　 エ フ ェ ク タ ー ／ 受 容 体 複 合 体 を さ ら に Ｘ 線 結 晶 分 析 等 の 方 法 で 分 析 す る さ と も で き る 。
候 補 物 質 が 医 薬 作 用 と し て オ ピ オ イ ド 分 子 を 置 換 す る 場 合 、 置 換 お よ び 受 容 体 に 対 す る 影
響 を モ ニ タ ー す る よ う に 設 計 さ れ た 実 験 が 特 に 有 利 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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Ａ ．
　 本 発 明 は 、 生 物 試 料 に つ い て エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ す べ き 生 物 試 料 は 細 胞 外 ま た は 細 胞 内 の 体
液 あ る い は 細 胞 ま た は 組 織 抽 出 物 ま た は ホ モ ジ ネ ー ト に す る こ と が で き る 。 生 物 学 的 試 料
は さ ら に 単 離 さ れ た 細 胞 （ 例 え ば 培 養 中 ） ま た は 例 え ば 組 織 サ ン プ ル ま た は 組 織 学 サ ン プ
ル な ど の 細 胞 集 合 体 で あ っ て も よ い 。
　 組 織 サ ン プ ル は 液 体 中 に 懸 濁 す る か 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド な の 固 体 支 持 体 上 に 固 定 す る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 検 査 方 法 で は 、 生 物 試 料 を そ の 存 在 が 検 査 対 象 で あ る エ プ シ ロ ン オ ピ オ
イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗 体 に 接 触 さ せ る 。 通 常 こ の 接 触 は 液 体 を 用 い て
候 補 と な る オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 抗 体 と を 両 方 含 む 混 合 物 を 作 っ て 行 う 。 抗 体
ま た オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む サ ン プ ル の い ず れ か を 固 体 支 持 体 （ 例 え ば カ ラ
ム ま た は マ イ ク ロ プ レ ー ト ） に 固 定 す る こ と も で き る 。
　 生 物 試 料 は 生 物 学 的 反 応 条 件 下 で 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 生 成 さ せ る の に 十 分 な 時
間 だ け 抗 体 と 接 触 さ せ る 。 生 物 学 的 反 応 条 件 に は イ オ ン 組 成 、 濃 度 、 温 度 、 pHな ど が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 イ オ ン 組 成 お よ び 濃 度 は 、 蒸 留 水 の 値 か ら 塩 化 ナ ト リ ウ ム の ２ molal(溶 媒 100 ｇ に つ き
２ グ ラ ム 分 子 の 溶 質 を 含 む ） 溶 液 の 値 の 範 囲 に す る こ と が で き る 。 浸 透 度 は 約  100～ 400m
osmols/lで あ る の が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は 約  200～ 300mosmol/lで あ る 。 温 度 は 約
４ ～ 100 ℃ が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は 約 15～ 50℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 25～ 40℃ で あ
る 。 ｐ Ｈ は 約  4.0～ 9.0 の 値 が 好 ま し く 、 さ ら に 好 ま し く は 約  6.5～ 8.5 で あ り 、 さ ら に
好 ま し く は 約  7.0～ 7.5 の 値 で あ る 。 生 物 学 的 反 応 条 件 に 関 す る 唯 一 の 制 限 は 、 選 択 さ れ
た 条 件 に よ っ て 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 体 が 生 成 し 、 そ の 条 件 が 抗 原 ま た は オ ピ オ イ ド
受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ に 対 し て も 悪 影 響 を 与 え な い と い う こ と で あ る 。
　 接 触 時 間 は 特 に 使 用 す る 生 物 学 的 条 件 、 抗 体 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 お よ び サ ン プ ル
の 種 類 （ 例 え ば 体 液 サ ン プ ル で あ る か 、 組 織 サ ン プ ル で あ る か ） に 依 存 す る 。 接 触 時 間 を
決 定 す る 方 法 は 周 知 で あ る 。 サ ン プ ル が 体 液 で 、 ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 が 約 10 - 1 0 Ｍ の 場 合 の
通 常 の 接 触 時 間 は 約 10～ 200分 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 試 料 中 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 は 抗 体 － エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ
ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 の 生 成 お よ び 存 在 を 検 出 す る こ と で 検 出 で き る 。 こ の よ う な
抗 体 － 抗 原 （ 例 え ば 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド ） 結 合 体 ま た は 複 合 体 の 検 出 手 段 は 周 知 で あ り 、
遠 心 分 離 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど 抗 体 － 候 補 受 容 体 複 合 体 に 第 ２ の 抗 体 を
結 合 さ せ る 方 法 が 含 ま れ る 。
　 １ つ の 実 施 例 で は 抗 体 に 固 定 し た イ ン ジ ケ ー タ を 検 出 す る 。 周 知 の イ ン ジ ケ ー タ の 例 と
し て は 放 射 化 ラ ベ ル （ 例 え ば 3 2 Ｐ 、 1 2 5 Ｉ 、 1 4 Ｃ ） 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ロ キ シ ダ ー ゼ
の よ う な 第 ２ 抗 体 ま た は 酵 素 が あ る 。 抗 体 に イ ン ジ ケ ー タ を 固 定 す る 手 段 は 周 知 で あ り 、
市 販 の キ ッ ト を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
Ｂ ．
　 本 発 明 の さ ら に 他 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は 生 物 試 料 を エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗 体 （ 抗 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 抗 体 ） の 存 在 に 関 し て ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 方 法 で は 、 生 物 試 料 を 生 物 学 的 条 件 下 で 、 抗 体 － ポ
リ ペ プ チ ド 結 合 体 が 生 成 す る の に 十 分 な 時 間 だ け エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ
ド と 接 触 さ せ 、 生 成 し た 結 合 体 を 検 出 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
Ｃ ．

　 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 特 に プ ロ ー ブ 分 子 を 用 い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て エ プ シ ロ ン
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エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査

抗 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ 検 査

エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ス ク リ ー
ニ ン グ 検 査



オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 を 含 む と 思 わ
れ る Ｄ Ｎ Ａ ソ ー ス に ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ せ る こ と が で き る 。 プ ロ ー ビ ン ク は 通 常 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 受 容 体 遺 伝 子 を 有 す る と 思 わ れ る Ｄ Ｎ Ａ ソ ー ス に ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ せ る こ と に
よ っ て 行 わ れ る 。 プ ロ ー ブ は 単 一 の プ ロ ー ブ で 構 成 す る か 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は オ
ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を ベ ー ス と す る プ ロ ー ブ の 集 ま り で 構 成 さ れ る 。 そ の 多
様 性 は 遺 伝 子 コ ー ド に 固 有 な 冗 長 性 を 説 明 し て い る 。
　 こ の よ う に プ ロ ー ビ ン グ に 適 し た Ｄ Ｎ Ａ ソ ー ス は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 で き 、 対 象 と な る 細 胞 系 の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ ー リ ー で あ も よ い 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ
Ａ ソ ー ス は 対 象 と な る 細 胞 系 よ り 得 ら れ る Ｄ Ｎ Ａ の 全 て を 含 む こ と が も き る 。 本 発 明 の ハ
イ ブ リ ッ ド 化 法 で 候 補 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 同 定 さ れ た ら 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 制 限 酵 素 マ
ッ ピ ン グ 、 シ ー ケ ン シ ン グ お よ び ／ ま た は 発 現 お よ び テ ス ト を 行 っ て 陽 性 の ク ロ ー ン が 得
ら れ た こ と が 確 認 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 あ る い は 、 こ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 下 記  (1)～ (4)を 含 む 多 く の 方 法 で 使 用 す る こ と が
で き る ：  (1)患 者 細 胞 に 由 来 す る Ｄ Ｎ Ａ 中 の 正 常 お よ び 異 常 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 検 出 す る 診 断 道
具 、 (2)オ ピ オ イ ド 受 容 体 グ ル ー プ の 他 の フ ァ ミ リ ー お よ び そ の 関 連 ポ リ ペ プ チ ド を そ の
よ う な 配 列 を 含 む 可 能 性 の あ る Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 検 出 ・ 単 離 す る た め の 手 段 、 (3)
関 連 す る 配 列 を 増 幅 さ せ る た め に そ の 配 列 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ せ る た め の プ ラ イ マ ー 、 (4
)本 来 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 変 化 さ せ る た め の プ ラ イ マ ー 。 さ ら に 、 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 が こ こ に 開 示 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 配 列 に 類 似 し て い る こ と を 利 用 す る そ の
他 の 方 法 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 既 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ の 配 列 情 報 に よ っ て 所 定 の オ ピ オ
イ ド 受 容 体 遺 伝 子 を コ ー ド す る 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 す る 比 較 的 短 い Ｄ Ｎ Ａ （ ま
た は Ｒ Ｎ Ａ ） 配 列 （ 例 え ば プ ロ ー ブ ） を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 所 定 の オ ピ オ
イ ド 受 容 体 配 列 を 考 慮 し て 適 当 な 長 さ の 核 酸 プ ロ ー ブ （ 例 え ば 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.
３ に 示 す よ う な 配 列 ） が 調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 核 酸 プ ロ ー ブ が エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容
体 を コ ー ド す る 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 可 能 で あ る こ と は 種 々 の 実 施 例 で 特 に 有 用
で あ る 。 最 も 重 要 な こ と は プ ロ ー ブ が 種 々 の 検 査 で 所 定 サ ン プ ル 中 に 相 補 配 列 が 存 在 す る
こ と を 検 出 す る た め に 使 用 可 能 で あ る と い う 点 に あ る 。 し か し 、 配 列 情 報 を 用 い て 変 異 種
の プ ラ イ マ ー を 調 製 し た り 、 他 の 遺 伝 子 構 造 を 調 製 す る 際 に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー の 調 製
で 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 ま た は 検 査 に 用 い ら れ る 好 ま し い 核 酸 配 列 で は 、 配 列  No.
１ ま た は 配 列  No.３ に 示 す エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る 配 列 の 少 な く と も 14
～ 40個 程 度 の 長 さ の ヌ ク レ オ チ ド 範 囲 に 対 し て 相 補 な プ ロ ー ブ 配 列 を 含 ん で い る 。 こ れ も
本 発 明 の 利 点 を 示 す 。 断 片 が 安 定 且 つ 選 択 的 に 二 本 鎖 分 子 を 形 成 す る の に 十 分 な 長 さ を 持
つ た め に は 、 少 な く と も 14ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ に す る の が よ い が 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性
お よ び 選 択 性 を 向 上 さ せ て 、 得 ら れ る ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 品 質 お よ び 程 度 を 向 上 さ せ る に
は 、 一 般 に 14塩 基 以 上 の 長 さ の 範 囲 に 渡 っ て 相 補 な 配 列 を 有 す る 分 子 が 好 ま し い 。 一 般 に
は 遺 伝 子 の 相 補 な 範 囲 が 14～ 20ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し く 、 必 要 な 場 合 に は そ れ よ り も 長 い
核 酸 分 子 が 設 計 さ れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 例 え ば 化 学 的 手 段 で 直 接 合 成 す る か 、 本 明 細 書
の 一 部 を 成 す 例 え ば 米 国 特 許 第  4,603,102号 に 記 載 の Ｐ Ｃ Ｒ 法 の よ う な 核 酸 再 構 成 技 術 を
用 い て 、 あ る い は 組 み 換 え 用 の 組 み 換 え ベ ク タ ー に 所 定 配 列 を 導 入 す る こ と に よ っ て 容 易
に 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 相 補 的 な 遺 伝 子 範 囲 と 選 択 的 に 二 本 鎖 分 子 を 形 成 す る 能
力 が 利 用 さ れ る 。 所 望 の 用 途 に 応 じ て 、 標 的 配 列 に 対 す る プ ロ ー ブ の 選 択 度 の 度 合 い を 種
々 に 設 定 す る よ う に 種 々 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 が 用 い ら れ る 。 高 い 選 択 性 が 要 求 さ れ る 用
途 で は 通 常 は ハ イ ブ リ ッ ト を 生 成 す る た め に 比 較 的 厳 し い 条 件 が 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 比
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較 的 低 い 塩 濃 度 お よ び ／ ま た は 高 い 温 度 条 件 、 例 え ば 温 度 50℃ ～ 70℃ と 0.02Ｍ － 0.15Ｍ の
NaClを 用 い て 得 ら れ る よ う な 条 件 が 選 択 さ れ る 。 こ れ ら の 条 件 は 特 に 選 択 的 で あ っ て 、 プ
ロ ー ブ と 鋳 型 ま た は 標 的 ス ト ラ ン ド と の 間 に 許 さ れ る 不 一 致 は 合 っ て も 極 く わ ず か で あ る
。
【 ０ １ １ ８ 】
　 当 然 、 い く つ か の 用 途 、 例 え ば 基 本 と な る 鋳 型 に ハ イ ブ リ ッ ド 化 し た 変 異 プ ラ イ マ ー ス
ト ラ ン ド を 用 い て 変 異 体 を 調 製 す る 場 合 あ る い は 機 能 的 に 同 等 な 関 連 す る 種 か ら オ ピ オ イ
ド 受 容 体 を コ ー ド す る 配 列 を 単 離 す る 場 合 な ど は 、 一 般 に ヘ テ ロ 二 本 鎖 分 子 を 形 成 さ せ る
た め に よ り 緩 や か な ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 が 必 要 に な る 。 こ の 場 合 に は 20℃ ～ 70℃ の 温 度 範
囲 で 0.15Ｍ ～ 0.9Ｍ の 塩 濃 度 等 の 条 件 が 用 い ら れ る 。 そ う す る こ と に よ っ て 、 ク ロ ス ハ イ
ブ リ ッ ド 化 し た 種 が 対 照 ハ イ ブ リ ッ ド 化 に 対 す る プ ラ ス の ハ イ ブ リ ッ ド 化 信 号 と し て 容 易
に 同 定 さ れ る 。 い ず れ の 場 合 も 、 一 般 に ホ ル ム ア ミ ド （ 温 度 の 上 昇 と 同 じ よ う に ハ イ ブ リ
ッ ド 二 本 鎖 分 子 を 不 安 定 化 さ せ る ） の 添 加 量 を 増 加 さ せ る こ と に よ っ て 条 件 を よ り 厳 し く
す る こ と が 可 能 で あ る 。 す な わ ち 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 条 件 は 容 易 に 変 更 で き 、 従 っ て 、 一 般
に 所 望 の 結 果 に 応 じ て 選 択 可 能 な 手 段 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 あ る 種 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 を ハ イ ブ リ ッ ド 化 を 検 出 す る た め の 適 当 な 手 段
、 例 え ば ラ ベ ル な ど と 組 み 合 わ せ て 用 い る の が 有 利 で あ る 。 放 射 性 リ ガ ン ド 、 酵 素 リ ガ ン
ド ま た は そ の 他 の リ ガ ン ド 、 例 え ば ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン な ど の 検 出 信 号 を 与 え る も の を 含
め て 、 各 種 の 好 適 な 標 識 物 質 が 周 知 で あ る 。 好 ま し い 具 体 例 で は 、 放 射 能 、 そ の 他 環 境 に
と っ て 好 ま し く な い 試 薬 の 代 わ り に 酵 素 タ グ 、 例 え ば ウ レ ア ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ ま た は ペ ロ キ シ ダ ー ゼ を 使 用 す る こ と が 多 い 。 酵 素 タ グ の 場 合 に は 熱 量 測 定 に よ る イ ン
ジ ケ ー タ 基 質 を 用 い て ヒ ト が 目 視 す る か 、 分 光 光 度 法 で 可 視 化 し て 相 補 な 核 酸 を 含 む サ ン
プ ル と の 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド 化 を 同 定 す る こ と が で き る 。
　 一 般 に 、 上 記 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 プ ロ ー ブ は 溶 液 ハ イ ブ リ ッ ド 化 の 試 薬 と し て 、 ま た 、 固
体 相 を 用 い る 実 施 例 の 両 方 で 有 用 で あ る 。 固 体 相 を 含 む 実 施 例 で は テ ス ト Ｄ Ｎ Ａ （ ま た は
Ｒ Ｎ Ａ ） を 含 む サ ン プ ル を 所 定 の マ ト リ ク ス ま た は 表 面 に 吸 着 さ せ る か 、 固 定 さ せ る 。 次
い で 、 固 定 さ れ た 一 本 鎖 の 核 酸 を 所 定 プ ロ ー ブ を 用 い て 所 望 条 件 下 に 特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド
化 す る 。 選 択 さ れ る 条 件 は 要 求 さ れ る 特 定 の 基 準 （ 例 え ば Ｇ ＋ Ｃ 含 有 量 、 標 的 と な る 核 酸
の 種 類 、 核 酸 の ソ ー ス 、 ハ イ ブ リ ッ ド 化 プ ロ ー ブ の サ イ ズ な ど に 依 存 ) に 基 づ い て 各 状 況
に 応 じ て 決 定 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 し た 表 面 を 洗 浄 し て 特 異 的 に 結 合 し て い な い プ ロ ー
ブ 分 子 を 除 き 、 ラ ベ ル を 用 い て 特 定 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 を 検 出 し 、 さ ら に は 定 量 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
Ｄ ．
　 エ プ シ ロ ン 受 容 体 は オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 主 要 な サ ブ タ イ プ の １ つ で あ る 。 従 っ て 、 選 択
性 の 高 い エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 作 動 剤 が 臨 床 的 に 利 用 で き る 。
　 選 択 性 の 高 い 臨 床 的 に 有 用 な エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 作 動 剤 の 開 発 は 作 動 剤 の 結 合
に 必 要 な エ プ シ ロ ン 受 容 体 中 の 特 異 的 部 位 の 理 解 で 促 進 さ れ る 。 最 近 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ
イ ド 受 容 体 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 こ の 受 容 体 の 機 能 に 関 与 す る サ ブ タ イ プ の 構
造 分 野 の 研 究 に 可 能 性 が 開 か れ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
XI．
　 本 発 明 の 他 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 に エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体
ポ リ ペ プ チ ド が 存 在 す る こ と を 検 出 す る た め の 診 断 用 検 査 キ ッ ト を 対 象 に す る 。 こ の キ ッ
ト は エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 可 能 な 第 １ の 抗 体 を 含 む 第 １ の
容 器 を 備 え 、 第 １ の 抗 体 は 少 な く と も １ 回 の 検 査 を 行 う の に 十 分 な 量 で 存 在 す る 。 本 発 明
の 検 査 キ ッ ト は さ ら に 第 １ の 抗 体 と 免 疫 反 応 可 能 な 第 ２ の 抗 体 を 含 む 第 ２ の 容 器 を 備 え て
い る の が 好 ま し い 。 さ ら に 本 発 明 の 検 査 キ ッ ト に 用 い ら れ る 抗 体 は モ ノ ク ロ ナ ル 抗 体 で あ
る の が 好 ま し く 、 第 １ の 抗 体 は 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る の が 好 ま し い 。 さ ら に 、 第 １
お よ び 第 ２ の 抗 体 が イ ン ジ ケ ー タ を 含 み 、 好 ま し く は こ の イ ン ジ ケ ー タ が 放 射 性 ラ ベ ル ま
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た は 酵 素 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 他 の 対 象 は 試 薬 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 診 断 用 キ ッ ト に あ る 。 こ の
キ ッ ト は 本 発 明 の エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 を 含 む 。 こ の キ ッ ト は さ ら に 試 薬 と 本 発 明
受 容 体 と の 間 の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 ん で い る 。 本 発 明 の 試 薬 は 放 射 ラ ベ ル
化 さ れ て い て も よ い 。 こ の キ ッ ト は 本 発 明 の 受 容 体 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 可 能 な 周 知 の 放
射 ラ ベ ル 化 さ れ た 試 薬 を 含 む こ と が で き る 。
　 本 発 明 キ ッ ト は 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 こ の 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド は Ｇ
－ 蛋 白 質 に す る こ と が で き る 。 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド は エ フ ェ ク タ ー 蛋 白 質 で も よ い 。 第 ２
の ポ リ ペ プ チ ド が キ ッ ト を 含 む 場 合 、 受 容 体 と 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 相 互 作 用 を 検
出 す る た め の 試 薬 を 含 む こ と も で き る 。 特 定 例 と し て 受 容 体 ／ Ｇ － 蛋 白 質 複 合 体 を 検 出 可
能 な 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 も う １ つ の 特 異 的 な 例 と し て は 、 Ｇ － 蛋 白 質 ／ エ フ ェ ク タ ー 複 合
体 を 検 出 可 能 な 抗 体 が 提 供 さ れ る 。 エ フ ェ ク タ ー 検 出 用 の 試 薬 に す る こ と も で き る 。 例 え
ば 、 エ フ ェ ク タ ー が ア デ ニ リ ル サ イ ク ラ ー ゼ の 場 合 、 ア デ ニ リ ル サ イ ク ラ ー ゼ の 活 性 を 検
出 す る た め の 試 薬 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら 試 薬 の 同 定 法 は 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 観 点 か ら 、 本 発 明 は 生 物 試 料 中 に エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 存 在 す る こ と を 検 出 す る た め の 診 断 用 検 査 キ ッ
ト を 提 供 す る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 配 列  No.１ ま た は 配 列  No.３ の 少 な く と も 10個 の 隣 接 す
る ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 断 片 と 同 一 ま た は そ れ に 対 し て 相 補 な 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 第 １ の 容 器 を 備 え て い る 。
　 本 発 明 の 他 の 実 施 例 で は 、 本 発 明 は 生 物 試 料 中 に エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド と 免 疫 反 応 可 能 な 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 用 検 査 キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ
ッ ト は 抗 体 と 免 疫 反 応 す る エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の 容 器 を
備 え て い る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も １ 回 の 検 査 を 行 う た め の 十 分 な 量 ふ く ん で い
る 。 こ の キ ッ ト の 試 薬 は 溶 液 状 態 、 固 体 支 持 体 に 付 着 し た 状 態 、 あ る い は 乾 燥 粉 末 状 態 で
提 供 さ れ る 。 試 薬 が 溶 液 と し て 提 供 さ れ る 場 合 に は 水 溶 液 で あ る の が 好 ま し い 。 提 供 さ れ
る 試 薬 が 固 体 支 持 体 に 付 着 し て い る 場 合 に は 固 体 支 持 体 は ク ロ マ ト グ ラ フ 用 の 媒 体 ま た は
顕 微 鏡 用 の ス ラ イ ド で あ る の が 好 ま し い 。 提 供 さ れ る 試 薬 が 乾 燥 粉 末 の 場 合 に は 、 粉 末 を
適 当 な 溶 媒 を 用 い て 再 調 製 す る の が 好 ま し い 。 溶 媒 を 用 い て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ２ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 示 す た め に 実 施 例 を 示 す 。 下 記 実 施 例 に は 本 発 明 者 達 が
見 出 し 、 あ る い は 考 案 し た 本 発 明 を 実 施 す る 上 で 役 立 つ 方 法 お よ び 操 作 が 記 載 し て あ る 。
こ れ ら の 実 施 例 は 標 準 的 な 実 験 手 法 を 用 い て 行 わ れ た 。 本 明 細 書 の 開 示 お よ び 従 来 技 術 の
一 般 的 な 技 術 レ ベ ル か ら 、 当 業 者 に は 以 下 の 実 施 例 は 単 な る 例 示 で あ っ て 本 発 明 の 範 囲 を
逸 脱 す る こ と な く 多 く の 変 更 、 修 正 お よ び 追 加 が 可 能 で あ る と い う こ と は 理 解 で き よ う 。
【 ０ １ ２ ５ 】

Ａ ．
　 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 一 組 の 退 化 プ ラ イ マ ー Ｏ Ｒ － １ お よ び Ｏ Ｒ － ２ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ で 増
幅 し た 。
Ｏ Ｒ － １
　 　 5'CCTCACCA/GTGATG/CAGCG/A/TTC/GGAC/TCGA/CTA3'
　 　 （ 配 列  No.５ ）
Ｏ Ｒ － ２
　 　 5'GAAGGCG/ATAG/T/CAGA/GAC/TA/G/CGGA/GTT3'
　 　 （ 配 列  No.６ ）
【 ０ １ ２ ６ 】
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　 こ れ ら の 退 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 マ ウ ス の δ オ ピ オ イ ド の 第 ３ 番 目 と 第 ７ 番 目 の Ｔ
Ｍ 領 域 （ Ｔ Ｍ ３ と Ｔ Ｍ ７ ） お よ び 関 係 す る ソ マ ト ス タ チ ン 受 容 体 に 対 応 す る 配 列 の 蓄 積 か
ら 得 ら れ た  (Breder達 、 1992) 。 プ ラ イ マ ー は そ れ ぞ れ 多 く の 縮 重 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド の 混 合 物 で 構 成 さ れ て い る 。
　 Ｐ Ｃ Ｒ の 時 間 は 93℃ で 1.5 分 、 55℃ で ２ 分 、 72℃ で ４ 分 と し た （ Hemmick and Bidlack 
、 1987) 。 30サ イ ク ル 後 、 こ の Ｄ Ｎ Ａ を フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル
で 沈 澱 さ せ た 。 Ｄ Ｎ Ａ を Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ で リ ン 酸 化 し 、 ク レ ノ ー 酵 素 を 用
い て 末 端 を 揃 え た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ の 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 下 記 の 要 領 で ブ ル ー ス ク リ プ ト プ ラ ス ミ ド の Ｅ coＲ Ｖ 部 位 に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ を ソ フ ト ア ガ ロ ー ス で 電 気 泳 動 し 、 150bp ～ ３ kb
の サ イ ズ に 相 当 す る 連 続 し た ６ つ の ゲ ル 断 片 を 切 断 し 、 室 温 で 一 夜 、 ゲ ル 中 で ブ ル ー ス ク
リ プ ト （ Ｓ Ｋ － ） プ ラ ス ミ ド （ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 ） と リ ゲ ー シ ョ ン さ せ た 。 そ れ ぞ れ の 画
分 の リ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 、 青 色 に よ る 選 択 を 可 能 に す る た め に Ｄ Ｈ ５ α Ｆ ’ バ ク テ リ ア
（ Ｂ Ｒ Ｌ ） に 形 質 転 換 さ せ 、 ア ム ピ シ リ ン を 含 む Ｌ Ｂ プ レ ー ト に ま い た 。 下 記 と 同 じ プ レ
ハ イ ブ リ ッ ド 化 溶 液 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド 化 溶 液 を 用 い 、 ク ロ ー ン #12 の 0.45kbの 断 片 を 用
い て ヒ ト の λ Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー （ ク ロ ー ン テ ッ ク 社 )を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 1
8個 の 陽 性 の デ ュ プ リ ケ ー ト ク ロ ー ン を 取 り 出 し 、 次 い で 、 第 ２ お よ び 第 ３ の ス ク リ ー ニ
ン グ に よ っ て 精 製 し た 。 精 製 し た プ ラ ー ク よ り Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 さ ら に Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 で 確 認
し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 こ の フ ァ ー ジ を 種 々 の 酵 素 で 切 断 し て プ ロ ー ブ の 結 合 イ ン サ ー ト を 切 り 出 し た 。 １ ％ の
ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 泳 動 し 、 減 圧 に よ っ て ナ イ ロ ン 膜 （ ゲ ル マ ン サ イ エ ン ス 社 ) に 移 し 、 紫
外 線 で 結 合 さ せ て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 低 下 さ せ る た め に １ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ を 加 え る こ と 以 外
は 下 記 と 同 じ プ レ ハ イ ブ リ ッ ド 化 溶 液 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド 化 溶 液 を 用 い て 、 ニ ッ ク ト ラ ン
ス レ ー シ ョ ン さ れ た 3 2 Ｐ で 標 識 さ れ た ク ロ ー ン #12 の  0.45kb の BamHI/XhoI断 片 6.5 × 10
6 cpm/ml に ハ イ ブ リ ッ ド さ せ た 。 BamHI で プ ロ ー ブ が が 結 合 し た バ ン ド (4.5kb断 片 ) が １
つ 得 ら れ た 。 こ の 4.5kb の バ ン ド を ブ ル ー ス ク リ プ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 核 酸 配 列 の
両 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
Ｂ ．
　 ク ロ ー ン #12 か ら １ つ の 断 片 を 精 製 し 、 ［ α - 3 5 S］ d Ｃ Ｔ Ｐ を 用 い 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ
ー 法 に よ っ て 高 比 活 性 (10 9 dmp/ug） ま で 放 射 標 識 化 し た 。 厚 さ ８ μ ｍ の ク リ オ ス タ ッ ト 切
片 を 0.1Ｍ の リ ン 酸 緩 衝 液 中 で ４ ％ の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に 固 定 し 、 0.1 Ｍ の リ ン 酸 緩
衝 液 の 15％ シ ョ 糖 溶 液 に 浸 漬 さ せ た 。 切 片 を ２ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 で 10分 間 す す ぎ 、 0.5 ％ の ト リ
チ オ ン Ｘ -100を 含 む 同 じ 緩 衝 液 中 に 15分 間 浸 透 さ せ 、 ２ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で 二 度 す す ぎ 、 下 記 緩 衝
液 中 で 42℃ で １ 時 間 プ レ ハ イ ブ リ ッ ド 化 さ せ た ： ５ Ｘ の デ ン ハ ル ド の 溶 液 (0.2％ の フ ィ コ
ー ル ／ 0.2 ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ／ 0.02％ の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン )を 含 む ５ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ
、 １ mlあ た り 200 μ g の 酵 母 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 １ mlあ た り 200 μ g の 変 性 さ せ た サ ケ の 精 子 Ｄ Ｎ
Ａ 50％ の ホ ル ム ア ミ ド 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド 化 は ４ ％ の デ キ ス ト ラ ン ホ ス フ ェ ー ト と 切 片 １ つ に 付 き 10 6 cpmの 熱 変 性 さ
れ 、 3 5 Ｓ ラ ベ ル さ れ た ク ロ ー ン #12と を 含 む プ レ ハ イ ブ リ ッ ド 化 緩 衝 液 中 で 42℃ で 24時 間
行 っ た 。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 に 次 い で 、 切 片 を を 、 ２ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で 室 温 で ２ 時 間 、 １ Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で
１ 時 間 、 0.5 Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で １ 時 間 お よ び 0.5Ｘ Ｓ Ｓ Ｃ で 42℃ で １ 時 間 洗 浄 し た 。 こ の 切 片 を
エ タ ノ ー ル 中 で 脱 水 し 、 乾 燥 さ せ た 。 Ｘ 線 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 用 い 、 蒸 留 水 で １ ： １ に
希 釈 し た コ ダ ッ ク （ Kodak ） Ｎ Ｔ Ｂ ２ 感 光 乳 剤 に 切 片 を 浸 漬 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ッ ド の オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ 分 析 を 行 っ た 。 切 片 を １ 時 間 風 乾 さ せ 、 40℃ の デ シ ケ ー タ 内 に ７ 日 間 お い
た 。 そ の 後 コ ダ ッ ク の Ｄ -19 現 像 液 で ４ 分 間 現 像 し 、 水 で １ 分 間 洗 浄 し 、 コ ダ ッ ク の 定 着
液 で ５ 分 間 定 着 さ せ た 。 １ 時 間 洗 浄 後 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び コ ジ ン (cosin)(Ｈ お よ び Ｅ
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） で 染 色 し 、 カ バ ー グ ラ ス で 覆 っ た 。 対 照 は 脳 下 垂 体 組 織 を 300 μ g/mlの リ ボ ヌ ク レ ア ー
ゼ （ シ グ マ 社 ） を 用 い て 37℃ で 45分 間 予 め 処 理 し た も の で 構 成 し た 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ の
対 照 は 全 て の サ ン プ ル 上 で 流 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
Ｃ ．
　 プ ロ ー ブ を Ｂ Ｒ Ｌ バ イ オ ニ ッ ク ラ ベ ル 用 キ ッ ト を 用 い て  dＡ Ｔ Ｐ で ビ オ チ ン 化 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】

：
リ ン パ 球 を 10％ の 牛 胎 児 血 清 お よ び フ ィ ト ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｐ Ｈ Ａ ） を 補 充 し た 最 小 必 須
培 地 （ Ｍ Ｅ Ｍ ） 中 、 37℃ で 68～ 72時 間 培 養 し た 。 リ ン パ 球 培 養 物 を さ ら に 16時 間 Ｂ rdＵ （
18mg/ml シ グ マ 社 ） で 処 理 し て 細 胞 集 団 を 同 期 化 さ せ た 。 こ の 同 調 細 胞 を 血 清 を 含 ま な い
培 地 で ３ 度 洗 浄 し 、 チ ミ ジ ン （ 2.5ug/ml: シ グ マ 社 ） を 用 い て α - Ｍ Ｅ Ｍ 中 で 37℃ で ６ 時
間 培 養 し た 。 細 胞 を 回 収 し た 後 busing法 で ス ラ イ ド を 作 っ た 。 蛍 光  in situハ イ ブ リ ッ ド
化 操 作 （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） は ハ ン グ 達 の 方 法 (Heng 達 、 1992;　 Heng and Tsui, 1993) に 従 っ て
行 っ た 。 す な わ ち 、 ７ 日 間 熟 成 さ せ た ス ラ イ ド を 55℃ で １ 時 間 焼 い た 。 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
Ａ で 処 理 し た 後 、 こ の ス ラ イ ド を 70％ の ホ ル ム ア ミ ド を 含 む ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 中 、 70℃ で １ 分 間
変 性 さ せ 、 次 い で 、 70℃ の エ タ ノ ー ル で 脱 水 し た 。 プ ロ ー ブ は 50％ の ホ ル ム ア ミ ド と 10％
の デ キ ス ト ラ ン サ ル フ ェ ー ト よ り 成 る ハ イ ブ リ ッ ド 化 混 合 液 中 で 75℃ で ５ 分 間 変 性 さ せ た
。 ハ イ ブ リ ッ ド 化 、 検 出 お よ び 増 幅 の 後 、 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ シ グ ナ ル と Ｄ Ａ Ｐ Ｉ の バ ン ド パ タ ー ン
を 顕 微 鏡 の フ ィ ル タ ー を 交 換 す る こ と に よ っ て １ 度 の 操 作 で 視 覚 化 し た (Heng and Tsui、
1993)。
【 ０ １ ３ ３ 】

　 齧 歯 動 物 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 （ Ｏ Ｒ ） の い く つ か （ δ 、 κ お よ び μ ） は ク ロ ー ニ ン グ さ
れ て い る （ Yasuda達 、  1993; Chen達 、 1993） 。 マ ウ ス の δ オ ピ オ イ ド 受 容 体 の 第 ３ 番 目
と 第 ７ 番 目 の ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン （ Ｔ Ｍ ） 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ チ ド 配 列 に 基 づ い た ２
つ の 退 化 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 し た 。 過 去 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た Ｇ 蛋 白 結 合 受 容 体 の
多 く が １ つ の エ キ ソ ン に コ ー ド 化 さ れ て い る こ と か ら 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て Ｐ
Ｃ Ｒ 法 で ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 さ せ た （ Hazum 達 、 1979）  。 増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ (500～ 1
000bpの サ イ ズ )を ブ ル ー ス ク リ プ ト プ ラ ス ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 得 ら れ た 150 の ク
ロ ー ン に つ い て 配 列 決 定 を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 得 ら れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り 、 ゲ ノ ム の Ｐ Ｃ Ｒ ク ロ ー ン の う ち 齧 歯 類 の Ｏ Ｒ の ヒ ト の
オ ル ソ ロ ー グ を コ ー ド す る も の は な い こ と が 明 ら か に な っ た 。 ２ つ の ク ロ ー ン 、 #11 と #1
2 は δ 、 κ お よ び μ Ｏ Ｒ と の 同 一 性 を 共 有 し て い る 。 こ れ ら Ｐ Ｃ Ｒ 由 来 の 断 片 （ 540bp）
に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 遺 伝 子 の 全 長 を 得 る た め に 、 ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ し て 、 こ の ス ク リ ー ニ ン グ か ら 18個 の 陽 性 ク ロ ー ン を 得 た 。 こ れ ら の フ ァ ー ジ ク
ロ ー ン を 元 の Ｐ Ｃ Ｒ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 高 速 Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 し た と こ ろ 、 ク ロ ー ン #1
1 ま た は #12 の 配 列 を 含 む そ れ ぞ れ 一 つ ず つ の フ ァ ー ジ の 確 認 に 成 功 し た 。 こ れ ら の フ ァ
ー ジ を 精 製 し 、 ク ロ ー ン #11 お よ び #12 か ら の 断 片 （ 4.5kb） を ブ ル ー ス ク リ プ ト プ ラ ス
ミ ド に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 配 列 決 定 し た 。
　 Ｈ Ｇ -11 お よ び Ｈ Ｇ -12と よ ば れ る こ れ ら の ゲ ノ ム ク ロ ー ン は 、 333 ま た は 327 ア ミ ノ
酸 の 蛋 白 質 を コ ー ド し た イ ン ト ロ ン ロ ン を 持 た な い 約  980～ 約 1000の ヌ ク レ オ チ ド の リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 む （ 図 １ お よ び 図 ２ 参 照 ） 。 ク ロ ー ン #12 の 配 列 に 対 し て 特 異 的 な
２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 か ら チ ン パ ン ジ ー 、 サ ル 、 ネ ズ ミ お よ び マ
ウ ス の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 に 同 一 の サ イ ズ の Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 が 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
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　 こ の オ ピ オ イ ド 受 容 体 を コ ー ド す る Ｈ Ｇ -12 を 確 立 す る た め に 、 遺 伝 子 の 5'の 翻 訳 さ れ
て い な い 部 分 か ら ２ kbの 断 片 を 除 去 し 、 次 い で 、 短 く し た 挿 入 部 （ 2.5kb） を 真 核 生 物 の
発 現 ベ ク タ ー （ pＲ Ｃ ／ Ｃ Ｍ Ｖ ） の 多 重 ク ロ ー ニ ン グ 位 置 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 選 択
的 な オ ピ オ イ ド 受 容 体 作 動 剤 お よ び 拮 抗 剤 の 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た Ｃ Ｏ Ｓ お よ び
Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 の 膜 へ の 結 合 能 力 を 評 価 し た 。 こ の 構 成 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞
は ［ 3 Ｈ ］ ブ レ マ ゾ シ ン す な わ ち 全 て の 周 知 の オ ピ オ イ ド 受 容 体 サ ブ タ イ プ に 対 し て 高 い
親 和 性 を 有 す る ベ ン ゾ モ ル フ ァ ン リ ガ ン ド を Ｋ d ＝ 10nMで 結 合 し た 。 特 異 的 な ［ 3 Ｈ ］ ブ レ
マ ゾ シ ン 結 合 は ア ヘ ン 剤 の ア ル カ ロ イ ド レ ボ ル フ ァ ノ ー ル の 存 在 下 で 明 ら か に な り 、 図 ４
、 図 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 β － フ ナ ル ト レ キ サ ミ ン に よ っ て 効 果 的 に 交 換 さ れ た （ Ｉ Ｃ 5 0

100 nMお よ び Ｉ Ｃ 5 0 1000nM） 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ て い な い 対 照 細 胞 か ら 作 ら れ た
膜 は 交 換 可 能 な ［ 3 Ｈ ］ ブ レ マ ゾ シ ン 結 合 を 示 さ な か っ た 。 ［ 3 Ｈ ］ ブ レ マ ゾ シ ン 結 合 は （
Leu 5 ） β － エ ン ド ル フ ィ ン に よ っ て 交 換 さ れ 、 そ れ よ り は 弱 く Ｄ Ａ Ｄ Ｌ Ｅ に よ っ て 交 換 さ
れ る が 、 μ 、 δ ま た は κ オ ピ オ イ ド 受 容 体 に つ い て 選 択 的 な リ ガ ン ド 、 Ｄ Ａ Ｍ Ｇ Ｏ 、 Ｄ Ｐ
Ｄ Ｐ Ｅ お よ び Ｕ -50,488で は 交 換 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ６ 】

　 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 種 々 の 制 限 酵 素 で 処 理 し 、 Ｈ Ｇ -12 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 よ り 単 離 さ
れ た Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て サ ザ ン ハ イ ブ リ ッ ド 化 分 析 し た と こ ろ 、 そ れ ぞ れ の 酵 素 に つ
い て 唯 一 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 し た バ ン ド が 観 察 さ れ た 。 Ｈ Ｇ -12 は 他 の 関 連 す る 遺 伝 子 と は
ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 化 せ ず 、 観 察 さ れ た 唯 一 の ハ イ ブ リ ッ ド 化 バ ン ド は イ ン ト ロ ン の な い
遺 伝 子 構 造 と 一 致 し て い た 。 い く つ か の ヒ ト の 脳 領 域 お よ び 組 織 に 関 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
ト 分 析 の 結 果 、 小 脳 お よ び 前 頭 皮 質 で は 唯 一 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が 明 ら か と な り 、 一 方 、 下
垂 体 お よ び 視 床 下 部 で は ２ つ の 転 写 物 が 見 ら れ た 。 腎 臓 お よ び 肝 臓 に は 特 異 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ
は 検 出 さ れ な か っ た 。 下 垂 体 に お け る In situ ハ イ ブ リ ッ ド 化 組 織 化 学 に よ っ て 、 細 胞 の
副 次 集 団 内 に Ｈ Ｇ -12 の 限 定 さ れ た 分 布 を 示 す 強 い 信 号 が 明 ら か と な っ た 。 信 号 の 分 布 は
腺 の 側 方 周 辺 部 分 に よ り 多 く 局 在 し て お り 、 中 央 部 分 お よ び 後 方 の 下 垂 体 に は ラ ベ ル は 全
く 見 ら れ な か っ た 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の デ ー タ を そ れ ぞ れ 図 ６ 、 図
７ に 示 す 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 蛍 光 in situ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ ） を 用 い て ク ロ モ ソ ー ム 上 の Ｈ Ｇ -12 
遺 伝 子 の 特 異 的 な 局 在 化 を 確 認 し た 。 60個 の 分 裂 染 色 体 構 造 を 調 べ て 、 そ の う ち 42個 （ 70
％ ) が バ ン ド に な っ た 染 色 体 10上 に （ ２ つ の 姉 妹 染 色 分 体 の そ れ ぞ れ に １ つ ず つ ) 二 重 の
ハ イ ブ リ ッ ド 化 信 号 を 示 し た 。 合 計 11の 分 裂 の 形 状 が 撮 影 さ れ 、 デ ー タ は 図 ８ に ま と め て
あ る 。 詳 細 な 位 置 決 定 の た め に 種 々 濃 度 に 濃 縮 し た 染 色 体 を 使 用 し た 。 得 ら れ た 信 号 は 全
て 10q11.2 ～ 10q21.1 の バ ン ド に 位 置 し て い た （ 図 ８ ) 。 使 用 し た Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 検 出 条 件 下 で
は ヒ ト ゲ ノ ム の 他 の 遺 伝 子 座 か ら の ク ロ ス ハ イ ブ リ ッ ド 化 は 起 こ ら な か っ た 。
　 我 々 が ク ロ ー ニ ン グ し た オ ピ オ イ ド 受 容 体 は 、 典 型 的 な Ｇ 蛋 白 質 結 合 受 容 体 の 構 造 を 有
し 、 6,7-ベ ン ゾ モ ル フ ァ ン 医 薬 お よ び 内 因 性 の β － エ ン ド ル フ ィ ン と 特 異 的 に 相 互 作 用 す
る が 、 選 択 的 な μ 、 δ お よ び κ オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド と は 相 互 作 用 し な い 。 こ れ ら の デ ー タ
は ヒ ト の 脳 か ら の ε オ ピ オ イ ド 受 容 体 の ク ロ ー ニ ン グ と 同 定 に 関 す る 直 接 的 な 証 明 を 提 供
し て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ０ 】
【 図 １ － １ 】 ク ロ ー ン #12 と よ ば れ る ヒ ト の ε 受 容 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 そ れ か ら 得
ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と を 示 す 図 （ 配 列  No.１ お よ び  No.2） 。
【 図 １ － ２ 】 図 １ － １ の つ づ き
【 図 １ － ３ 】 図 １ － ２ の つ づ き
【 図 ２ － １ 】 ク ロ ー ン #22 と よ ば れ る ヒ ト の ε 受 容 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 そ れ か ら 得
ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と を 示 す 図 （ 配 列  No.３ お よ び  No.4） 。
【 図 ２ － ２ 】 図 ２ － １ の つ づ き
【 図 ２ － ３ 】 図 ２ － ２ の つ づ き
【 図 ２ － ４ 】 図 ２ － ３ の つ づ き
【 図 ３ Ａ 】 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 受 容 体 （ 上 か ら 下 へ ） ： ε 、 δ 、 μ 、 κ オ ピ エ ー ト と ソ マ
ト ス タ チ ン 受 容 体 （ Ｓ Ｓ Ｔ Ｒ ３ ） と の 整 合 性 を 示 す 図 。 ε 受 容 体 と 他 の 受 容 体 と の 間 で 一
致 す る ア ミ ノ 酸 は 大 文 字 で 表 記 し て あ る 。 ト ラ ン ス メ ン ブ レ ン 領 域 の 上 に は オ ー バ ー ラ イ
ン が 示 し て あ り 、 整 合 を 最 大 に す る た め に ギ ャ ッ プ (-) が 導 入 し て あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 図 ３ Ａ の つ づ き
【 図 ３ Ｃ 】 図 ３ Ｂ の つ づ き
【 図 ４ 】 Ｂ Ｈ Ｋ セ ル で 発 現 さ れ た ε オ ピ オ イ ド 受 容 体 へ の ブ レ マ ゾ シ ン 飽 和 ア イ ソ タ ー ム
・ 競 合 結 合 を 示 す 図 。
【 図 ５ 】 ε 受 容 体 を 発 現 す る Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞 中 の レ ボ ル フ ァ ノ ー ル に よ る ｃ Ａ Ｍ Ｐ 生 成 阻 害 を
示 す 図 。
【 図 ６ 】 ヒ ト の Ｄ Ｎ Ａ の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 図 。 ヒ ト ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を HindII、 PstIお よ び
SacIで 切 断 し 、 １ ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 し 、 Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ の ク ロ ー ン #12 と ハ
イ ブ リ ッ ド 化 し た 。 ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ は 血 液 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 。
【 図 ７ 】 選 択 さ れ た ヒ ト お よ び ラ ッ ト の 組 織 に つ い て の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 図 。 ス ト リ
ア タ ム (striatum)、 下 垂 体 、 視 床 下 部 、 前 頭 皮 質 お よ び 小 脳 か ら ヒ ト お よ び ラ ッ ト の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ を 抽 出 し 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 泳 動 し 、 ナ イ ロ ン 上 で ブ ロ ッ テ ィ ン
グ し た 。 次 い で ブ ロ ッ ト を Ｐ ラ ベ ル し た 断 片 で 検 出 し 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、  0.1％ Ｓ Ｄ Ｓ で 50℃
で 20分 間 洗 浄 し 、 0.1 × Ｓ Ｓ Ｃ 、 0.1 ％ Ｓ Ｄ Ｓ で 洗 浄 し 、 倍 増 ス ク リ ー ン を 用 い て － 70°
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で 一 夜 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム と 密 着 さ せ た 。
【 図 ８ 】 ヒ ト の ク ロ ー ン 12の ク ロ モ ソ ー ム 10に つ い て 行 っ た Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ デ ー タ の 要 約 。 各 点
が Ｄ Ａ Ｐ Ｉ で バ ン ド さ れ た ク ロ モ ソ ー ム 上 で の 二 重 蛍 光 信 号 を 示 す 。

【 図 １ － １ 】 【 図 １ － ２ 】
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【 図 １ － ３ 】 【 図 ２ － １ 】

【 図 ２ － ２ 】 【 図 ２ － ３ 】
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【 図 ２ － ４ 】 【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 4月 8日 (2004.4.8)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 み 、 δ オ ピ オ イ ド
、 κ オ ピ オ イ ド 、 μ オ ピ オ イ ド お よ び ソ マ ト ス タ チ ン Ｓ Ｓ Ｔ Ｒ ３ 受 容 体 の 相 同 な 対 応 領 域
と 免 疫 反 応 し な い こ と を 特 徴 と す る 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反
応 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド を 請 求 項 に 記 載 の 抗 体 と 免 疫 反 応 さ せ て 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 形
成 し 、 得 ら れ た 結 合 体 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 エ プ シ ロ ン オ ピ オ イ ド 受 容 体 ポ リ ペ
プ チ ド の 検 出 方 法 。
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