
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】本発明は、ボールカインポリペプチド、及びそのポリペプチドをコードする核酸
分子に関する。
【解決手段】新規なポールカインペプチドをコードする核酸配列、それを含むベクター及
び宿主細胞、エピトークダグ配列又は免疫グロブリンＦｃ領域からなる異種ポリペプチド
配列と融合している本発明のポリペプチドを含むキメラポリペプチド分子、本発明のポリ
ペプチドと結合する抗体、及び本発明のポリペプチドを生産する方法。該ペプチドを含む
免疫関連疾患の治療に有用な組成物。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 約 １ 又 は 約 ３ ４ か ら 約 １ １ １ ま で の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列
を 含 む ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） ボ ー ル カ イ ン （ ａ
） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の 約 １ ６ ７ 又 は 約 ２ ６ ９ か ら 約 ４ ９ ９ ま で の ヌ ク レ オ チ ド 位 置 の
配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ２ ４ （ Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ５ ２ ３ － １ １ ９ ２ ） で １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 ３
１ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 を
含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 （ ａ ） Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ２ ４ （ Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ５ ２ ３ － １ １ ９ ２ ） で １ ９ ９ ７ 年 １
０ 月 ３ １ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て コ ー ド さ れ る 同 じ 成
熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 を 含 む
Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ２ ４ （ Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ５ ２ ３ － １ １ ９ ２ ） で Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た 核 酸 分
子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の ア ミ ノ 酸 １ 又 は 約 ３ ４ か ら 約 １ １ １ ま で を コ ー ド す る 核 酸 配 列
の 相 補 鎖 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の ア ミ ノ 酸 １ 又 は 約 ３ ４ か ら 約 １ １ １ ま で を コ ー ド す る 核 酸 が 図
１ （ 配 列 番 号 ： １ ） の ヌ ク レ オ チ ド １ ６ ７ 又 は 約 ２ ６ ９ か ら 約 ４ ９ ９ ま で を 含 む 、 請 求 項
７ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 条 件 下 で 起 こ る 、 請
求 項 ７ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 ん で な る ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 上 記 核 酸 分 子 が 、 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に よ り 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配
列 と 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 細 胞 が Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 細 胞 又 は 酵 母 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 宿 主 細 胞
。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 上
記 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 そ の 細 胞 培 養 物 か ら 上 記 ボ
ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ ４ か ら 約 １ １ １ ま で を 含 ん で な る 単 離
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さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 寄 託 番 号 ２ ０ ９ ４ ２ ４ （ Ｄ Ｎ Ａ ３ ９ ５ ２ ３ － １ １ ９ ２ ） で １ ９ ９ ７ 年 １ ０ 月 ３
１ 日 に Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た ベ ク タ ー の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る 、 単 離 さ
れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の ア ミ ノ 酸 残 基 １ 又 は 約 ３ ４ か ら 約 １ １ １ ま で の 配 列 を 含 む 単 離
さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 の た め の 結 合 部 位 を 提 供 す る
の に 十 分 な そ の 断 片 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 （ ｉ ） 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を （ ａ ） 図 ２ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の １ 又 は 約 ３ ４ か ら 約 １ １ １ ま で
の ア ミ ノ 酸 残 基 の 配 列 を 含 む ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は （
ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 と 緊 縮 性 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 （ ｉ ｉ ） 上 記 ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 上 記 試 験 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、
（ ｉ ｉ ｉ ） 細 胞 培 養 物 か ら 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 上 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 上 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の キ メ ラ
分 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 上 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 上 記 抗 体 が ヒ ト 化 抗 体 又 は 抗 体 断 片 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 （ ａ ） ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 （
ｃ ） ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は （ ｄ ） 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 を 、 製
薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と 組 合 わ せ て 含 有 す る 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 又 は （ ｄ ） が 、 （ ｉ ） 哺 乳 動 物 に お け る Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 増
大 さ せ る か 、 又 は （ ｉ ｉ ） 炎 症 性 細 胞 の 哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 浸 潤 を 増 大 さ せ る こ と が で き
る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 又 は （ ｄ ） の 治 療 的 有 効 量 を 含 ん で な る 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の
組 成 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 容 器 ；
　 上 記 容 器 上 の ラ ベ ル ； 及 び
　 （ ａ ） 請 求 項 １ ７ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 （ ｃ
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） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ス ト 、 又 は （ ｄ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 を 含 ん
で な り 、 上 記 容 器 に 収 容 さ れ た 組 成 物 を 含 み 、 上 記 容 器 上 の ラ ベ ル が 上 記 組 成 物 を 免 疫 関
連 疾 患 の 治 療 に 使 用 可 能 で あ る こ と を 示 し て い る 、 製 造 品 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 の 免 疫 関 連 疾 患 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 請 求 項 １ ７
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 （ ｃ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド
の ア ン タ ゴ ス ト 、 又 は （ ｄ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 抗 体 の 治 療 的 有 効 量 を 上 記 哺 乳
動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 免 疫 関 連 疾 患 が 、 全 身 性 紅 斑 性 狼 瘡 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 骨 関 節 炎 、 若 年 性 慢 性 関 節 炎
、 脊 椎 関 節 症 、 全 身 性 硬 化 症 、 特 発 性 炎 症 ミ オ パ シ ー 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 血 管
炎 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 、 甲 状 腺 炎 、 真 性
糖 尿 病 、 免 疫 媒 介 腎 疾 患 、 中 枢 及 び 末 梢 神 経 系 の 脱 髄 疾 患 、 特 発 性 脱 随 性 多 発 神 経 障 害 、
ギ ラ ン － バ レ ー 症 候 群 、 慢 性 炎 症 脱 随 性 多 発 神 経 障 害 、 肝 胆 道 疾 患 、 感 染 性 又 は 自 己 免 疫
慢 性 活 性 肝 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 症 、 肉 芽 腫 性 肝 炎 、 硬 化 性 胆 管 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 グ
ル テ ン 過 敏 性 腸 疾 患 、 ウ ィ ッ プ ル 病 、 自 己 免 疫 又 は 免 疫 媒 介 皮 膚 疾 患 、 水 疱 性 皮 膚 疾 患 、
多 形 性 紅 斑 、 接 触 性 皮 膚 炎 、 乾 癬 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ト ピ
ー 性 皮 膚 炎 、 食 物 過 敏 症 、 蕁 麻 疹 、 肺 の 免 疫 疾 患 、 好 酸 球 性 肺 炎 、 特 発 性 肺 線 維 症 、 過 敏
性 間 質 肺 炎 、 移 植 関 連 疾 患 、 拒 絶 反 応 又 は 移 植 片 対 宿 主 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る と 疑 わ れ る 試 料 中 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
の 存 在 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 が 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 に 上 記 試 料 を 曝 露 し 、 上 記
試 料 の 構 成 成 分 と の 上 記 抗 体 の 結 合 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の
被 験 試 料 中 、 及 び （ ｂ ） 同 じ 細 胞 型 の 既 知 の 正 常 組 織 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル 試 料 中 に お け る
、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 ん で な
り 、 コ ン ト ロ ー ル 試 料 と 比 較 し た 被 験 試 料 中 の 上 記 遺 伝 子 の よ り 高 い 又 は よ り 低 い レ ベ ル
の 発 現 が 試 験 組 織 細 胞 が 由 来 す る 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 関 連 疾 患 の 存 在 を 示 す も の で あ る
方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 と 上 記 哺
乳 動 物 か ら 得 た 組 織 細 胞 の 被 験 試 料 と を 接 触 さ せ 、 （ ｂ ） 被 験 試 料 中 に お け る 抗 体 と ポ リ
ペ プ チ ド 間 の 複 合 体 形 成 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な り 、 上 記 複 合 体 の 形 成 が 、 被 験 組 織 細
胞 が 由 来 す る 哺 乳 動 物 に 免 疫 関 連 疾 患 が 存 在 す る こ と を 示 す も の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 ポ リ
ペ プ チ ド に 正 常 に 応 答 す る 細 胞 を （ ａ ） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド 及 び （ ｂ ） 候 補 化 合 物 に 接 触 さ
せ 、 上 記 細 胞 の （ ａ ） に 対 す る 応 答 性 の 欠 如 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法
で あ っ て 、 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 正 常 に 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 上 記 遺 伝 子
の 発 現 の 欠 如 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 上 記 候 補 化 合 物 が ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 模 倣 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 上 記 ポ リ
ペ プ チ ド に 正 常 に 応 答 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 上 記 細 胞 の 上 記 候 補 化 合 物 に 対
す る 応 答 性 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
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【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｔ リ ン パ 球 を 有 効 量 の （ ａ ） ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の ア ゴ ニ ス ト と 接 触 さ せ て 、 上 記 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激
す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｔ リ ン パ 球 を 有 効 量 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ
プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト と 接 触 さ せ て 、 上 記 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 阻 害 す る こ と を 含 ん で な
る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 哺 乳 動 物 の 組 織 中 へ の 炎 症 細 胞 の 浸 潤 を 亢 進 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 組 織 に 有 効 量 の
（ ａ ） ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の ア ゴ ニ ス ト を 投 与 し て 、 上 記 浸 潤 を
亢 進 さ せ る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 上 記 炎 症 細 胞 が 単 核 球 、 好 酸 球 又 は 多 形 核 好 中 球 （ Ｐ Ｍ Ｎ ｓ ） で あ る 、 請 求 項 ４ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 哺 乳 動 物 に お い て ニ ュ ー ロ ン 細 胞 へ の ピ ュ リ ポ テ ン ト 細 胞 の 分 化 を 誘 発 す る 方 法 で あ っ
て 、 有 効 量 の （ ａ ） ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は （ ｂ ） ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア
ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ と を 含 ん で な り 、 前 記 細 胞 が 、 ニ ュ ー ロ ン マ ー カ ー が 検 出 可 能
な 状 態 ま で 分 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 上 記 ニ ュ ー ロ ン マ ー カ ー が Ｍ Ａ Ｐ ２ で あ る 、 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 新 規 な Ｄ Ｎ Ａ の 同 定 及 び 単 離 、 並 び に 新 規 な ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え
生 産 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た ボ ー ル カ イ ン (Bolekine)と 免 疫 系 及 び 細 胞 分 化 に お け る そ の
役 割 の 使 用 方 法 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 白 血 球 は 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 塩 基 球 、 及 び 好 酸 球 を 含 み 、 免 疫 応 答 に お い て 重 要
な 役 割 を 果 た し て い る 。 こ れ ら の 細 胞 は Ｔ 及 び ／ 又 は Ｂ リ ン パ 球 に よ り 開 始 さ れ る 機 構 に
お い て 重 要 で あ り 、 他 の 炎 症 性 細 胞 を 補 充 し て 活 性 化 さ せ 組 織 破 壊 に 寄 与 す る あ る 範 囲 の
サ イ ト カ イ ン を 分 泌 す る 。
　 従 っ て 、 白 血 球 が そ の 適 切 な 目 的 地 ま で 移 動 し 他 の 細 胞 と 相 互 作 用 す る 調 節 プ ロ セ ス の
研 究 は 重 要 で あ る 。 現 在 、 白 血 球 は 血 管 壁 の 内 皮 細 胞 に 沿 っ て 転 が る こ と に よ り 損 傷 を 受
け た あ る い は 炎 症 を 起 こ し た 組 織 ま で 移 動 す る と 考 え ら れ て い る 。 こ の 移 動 は 、 セ レ ク チ
ン と そ の リ ガ ン ド の 間 の 一 過 性 の 相 互 作 用 に よ り 媒 介 さ れ る 。 次 に 、 白 血 球 は 血 管 壁 に 沿
っ て 組 織 内 部 ま で 移 動 し な け れ ば な ら な い 。 こ の 血 液 か ら の 漏 出 と 管 外 遊 出 工 程 は 、 ま た
イ ン テ グ リ ン と そ の リ ガ ン ド に よ り 媒 介 さ れ る 、 よ り 安 定 し た 白 血 球 － 内 皮 細 胞 相 互 作 用
を 促 進 す る 細 胞 活 性 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ケ モ カ イ ン は 構 造 的 に 関 連 し た ポ リ ペ プ チ ド サ イ ト カ イ ン の 大 き な フ ァ ミ リ ー で あ る 。
こ れ ら の 分 子 は 白 血 球 の 動 き を 刺 激 し 、 異 な っ た 炎 症 状 況 に お け る 白 血 球 の 情 報 交 換 を 説
明 す る 。 ケ モ カ イ ン は 内 皮 細 胞 上 で 特 定 の 接 着 分 子 の 発 現 を 媒 介 し 、 そ れ ら が 特 定 の 細 胞
型 を 活 性 化 す る 化 学 誘 因 物 質 を つ く り だ す 。 ま た 、 ケ モ カ イ ン は 特 定 の 細 胞 型 の 増 殖 を 刺
激 し 活 性 化 を 調 節 す る 。 こ れ ら の 活 動 の 双 方 に お い て 、 ケ モ カ イ ン は 高 度 の 標 的 細 胞 特 異
性 を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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　 ケ モ カ イ ン フ ァ ミ リ ー は 、 二 つ の ア ミ ノ 末 端 シ ス テ イ ン 残 基 が 直 ぐ に 隣 接 し て い る か (
Ｃ -Ｃ )、 一 つ の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 分 離 し て い る か (Ｃ -Ｘ -Ｃ )に 基 づ い て 二 つ の サ ブ フ ァ ミ
リ ー に 分 割 さ れ る 。 Ｃ -Ｘ -Ｃ フ ァ ミ リ ー の ケ モ カ イ ン は 一 般 に 好 中 球 と 線 維 芽 細 胞 を 活 性
化 さ せ る 一 方 、 Ｃ -Ｃ ケ モ カ イ ン は 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 塩 基 球 、 好 酸 球 及 び Ｔ リ ン
パ 球 を 含 む よ り 広 範 な グ ル ー プ 標 的 細 胞 に 作 用 す る 。 両 方 の サ ブ フ ァ ミ リ ー の 既 知 の ケ モ
カ イ ン は 、 Thomson A. (1994) The Cytokine Handbook, 第 ２ 版 , Academic Press, N.Y.
に お い て 概 説 さ れ て い る よ う に 、 多 く の 多 様 な 細 胞 型 に よ り 合 成 さ れ る 。 ケ モ カ イ ン は ま
た Schall TJ (1994) Chemotactic Cytokines: Targets for Therapeutic Development. I
nternational Business Communications, Southborough Mass. pp180-270及 び Paul WE (1
993) Fundamental Immunology, 第 ３ 版 , Raven Press, N.Y. pp822-826に お い て 概 説 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｃ -Ｘ -Ｃ サ ブ フ ァ ミ リ ー の 既 知 の ケ モ カ イ ン に は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 炎 症 タ ン パ ク 質 ア ル
フ ァ 及 び ベ ー タ （ Ｍ Ｉ Ｐ -１ 及 び Ｍ Ｉ Ｐ -２ ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -８ （ Ｉ Ｌ -８ ） 及 び 成 長
調 節 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｒ Ｏ -ア ル フ ァ 及 び ベ ー タ ） が 含 ま れ る 。
　 Ｍ Ｉ Ｐ -２ は 最 初 は リ ポ 多 糖 類 (Ｌ Ｐ Ｓ )で の 刺 激 時 に マ ウ ス マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 株 Ｒ Ａ
Ｗ ２ ６ ４ ． ７ に よ り 分 泌 さ れ た ６ ｋ Ｄ ａ の ヘ パ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ れ た 。 Ｍ
Ｉ Ｐ -２ は ケ モ カ イ ン の Ｃ -Ｘ -Ｃ (又 は Ｃ Ｘ Ｃ )サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 マ ウ ス
Ｍ Ｉ Ｐ -２ は ヒ ト 好 中 球 に 対 し て 化 学 走 化 性 で あ り 、 マ ウ ス の 足 の 裏 に 注 射 し た 場 合 、 局
所 的 好 中 球 浸 潤 を 誘 発 す る 。 ラ ッ ト Ｍ Ｉ Ｐ -２ は マ ウ ス Ｍ Ｉ Ｐ -２ に 対 し て ８ ６ ％ の ア ミ ノ
酸 相 同 性 を 示 し 、 ラ ッ ト 好 中 球 に 対 し て 化 学 走 化 性 で あ る が 、 ラ ッ ト 肺 胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ
又 は ヒ ト 末 梢 血 好 酸 球 又 は リ ン パ 球 の 遊 走 を 刺 激 し な い 。 ま た 、 ラ ッ ト Ｍ Ｉ Ｐ -２ は ラ ッ
ト 肺 胞 内 皮 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 す る が 線 維 芽 細 胞 の 増 殖 は 刺 激 し な い こ と が 実 証 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 炎 症 を 生 じ た 又 は 羅 患 し た 組 織 に お け る 異 常 の 診 断 に 対 す る 現 在 の 技 術 は 、 臨 床 的 徴 候
の 観 察 又 は ホ ル モ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 様 々 な 代 謝 物 に 対 す る 体 組 織 又 は 体 液 の 血 清 学 的
検 査 に 主 に 依 存 し て い る 。 問 題 は こ れ ら の 診 断 法 に あ る 。 第 １ に 、 患 者 は 疾 患 の 初 期 段 階
で は 臨 床 的 徴 候 を 表 さ な い か も し れ な い 。 第 ２ に 、 血 清 学 的 検 査 は 浸 潤 性 疾 患 と 遺 伝 的 症
候 群 と を 必 ず し も 区 別 し な い 。 従 っ て 、 発 現 さ れ た ケ モ カ イ ン を 同 定 す る こ と は 、 新 規 な
診 断 法 、 効 果 的 な 治 療 法 の 開 発 、 並 び に 分 子 的 病 原 の 理 解 の 助 け と し て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 今 日 ま で 、 ケ モ カ イ ン は 少 な く と も 次 の 症 状 に 関 与 し て い る ： 乾 癬 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 腎
疾 患 、 関 節 炎 、 免 疫 媒 介 脱 毛 症 、 脳 卒 中 、 脳 炎 、 Ｍ Ｓ 、 肝 炎 等 々 。 ま た 、 非 Ｅ Ｌ Ｒ 含 有 ケ
モ カ イ ン は 血 管 形 成 誘 導 の 阻 害 に 関 与 し て お り 、 よ っ て 、 こ れ ら の ケ モ カ イ ン が 腫 瘍 血 管
新 生 及 び 腫 瘍 形 成 に お い て あ る 役 割 を 有 し て い る こ と を 示 し て い る 。
　 従 っ て 、 サ イ ト カ イ ン 誘 導 好 中 球 化 学 誘 引 物 質 、 例 え ば Ｍ Ｉ Ｐ -１ 、 Ｍ Ｉ Ｐ -２ 、 並 び に
そ の 他 の 関 連 タ ン パ ク 質 と 配 列 同 一 性 及 び 類 似 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ を コ ー ド
す る 核 酸 を 同 定 す る こ と が 本 発 明 の 目 的 で あ る 。
　 我 々 は こ こ に ボ ー ル カ イ ン （ Bolekine） ポ リ ペ プ チ ド と 命 名 し た 新 規 な ケ モ カ イ ン フ ァ
ミ リ ー ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 と 特 徴 付 け を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 (ａ )こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に
開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を
伴 う か 伴 わ な い 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸
配 列 の 他 に 特 別 に 定 め ら れ た 任 意 の 断 片 を 有 す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は (ｂ )(ａ )の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配
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列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％
の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ
る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核
酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く
と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い
は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 他 の 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 (ａ )こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ
プ チ ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ボ ー ル カ イ ン ポ
リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う か 伴 わ な い 膜 貫 通 ボ
ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン の コ ー ド 配 列 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ
ノ 酸 配 列 の 他 に 特 に 定 め ら れ た 任 意 の 断 片 の コ ー ド 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 又 は (ｂ )(ａ )
の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く
と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い
は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配
列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％
の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ
る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核
酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 (ａ )こ こ に 開 示 さ れ た Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ
ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の も の に よ り コ ー ド さ れ る 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
分 子 、 又 は (ｂ )(ａ )の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 相 補 鎖 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一
性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４
％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と
も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は
少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、
あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列
同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ
た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 さ れ て い る か 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 性 化 さ
れ て い る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 又 は そ の よ う な コ ー
ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る も の を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 し 、 こ
こ で そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド の 膜 貫 通 ド メ イ ン が こ こ に 開 示 さ れ る 。 従 っ て 、 こ こ に 記 載
さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 性 細 胞 外 ド メ イ ン が 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 他 の 実 施 態 様 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の 断 片 、 又 は そ の 相 補 鎖 に 関 し
、 そ れ ら は 、 例 え ば 、 場 合 に よ っ て は 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 む ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 を コ ー ド す る 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン プ ロ ー ブ と し て 、 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て の 用 途 が 見 い
だ さ れ る 。 そ の よ う な 核 酸 断 片 は 通 常 少 な く と も 約 １ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な
く と も 約 １ ５ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は
少 な く と も 約 ３ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、
あ る い は 少 な く と も 約 ７ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ０ の ヌ ク レ オ チ ド
長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０ の ヌ ク レ
オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ １ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ２ ０
の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ３ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も
約 １ ４ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少
な く と も 約 １ ６ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ７ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ
る い は 少 な く と も 約 １ ８ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ９ ０ の ヌ ク レ オ チ
ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ５ ０ の ヌ
ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３
５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く
と も 約 ４ ５ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ５ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い
は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ７ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長
、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ０ の ヌ ク レ
オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 こ こ で 、 「 約 」 と い
う 用 語 は 、 そ の 参 照 し て い る 長 さ の プ ラ ス 又 は マ イ ナ ス １ ０ ％ の 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 長
を 意 味 す る 。 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 新 規 な 断 片 は 、 多 く
の よ く 知 ら れ た 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム の 任 意 の も の を 使 用 し て 、 ボ ー ル カ イ ン ポ
リ ペ プ チ ド コ ー ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 他 の 既 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ア ラ イ ン メ ン ト さ せ
、 ど の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 (群 )が 新 規 で あ る か を 決
定 す る こ と に よ り 常 套 的 に 決 定 す る こ と が で き る こ と に 留 意 さ れ る 。 そ の よ う な ボ ー ル カ
イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 て が こ こ で 考 え ら れ る 。 ま た 考 え ら れ る
も の は 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 分 子 断 片 に よ り コ ー ド さ れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 断
片 、 好 ま し く は 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 ん で な る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 で 同 定 さ れ た 単 離 核 酸 配 列 の 任 意 の も の に コ ー ド さ
れ る 単 離 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ
ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う か 伴 わ な い
膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 他
の 特 に 定 め ら れ た 断 片 を 有 す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
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な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含
む 単 離 さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 さ れ た Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ た ヒ ト タ ン パ ク 質
ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 任 意 の も の に よ り コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の
ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
単 離 さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 定 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 持 た な い
単 離 さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 し 、 そ れ は 上 述 し た そ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る 。 こ れ を 生 産 す る 方 法 も ま た こ こ に 記
載 さ れ 、 こ こ で 、 こ れ ら の 方 法 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 適 当
な コ ー ド 化 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 培 養 物 か ら ボ ー
ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 本 発 明 の 他 の 態 様 は 、 膜 貫 通 ド メ イ ン が 欠 失 さ れ た か 膜 貫 通 ド メ イ ン が 不 活 性 化 さ れ た
単 離 さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 こ れ を 生 産 す る 方 法 も ま た こ こ に 記 載
さ れ 、 こ こ で 、 こ れ ら の 方 法 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 適 当 な
コ ー ド 化 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 細 胞 培 養 物 か ら ボ ー ル
カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 ん で な る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 定 め ら れ る 天 然 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ
ゴ ニ ス ト は 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 又 は 小 分 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ
ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に 関 し 、 そ れ は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子 と 接 触 さ せ
、 上 記 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を モ ニ タ ー す る こ と を
含 む 。 好 ま し く は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
　 ま た 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は こ こ に 記 載 す る
ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 を
、 担 体 と 組 み 合 わ せ て 含 有 す る 組 成 物 に 関 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 担 体 は 薬 学 的 に 許 容 さ
れ る 担 体 で あ る 。
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 し た よ う な そ の ア ゴ ニ
ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 の 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の
ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 に 応 答 性 の 病 状 の 治 療 に 有 用 な 医
薬 の 調 製 の た め の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 記 載 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 任 意 の そ の よ う な ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細
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胞 も ま た 提 供 さ れ る 。 例 と し て は 、 宿 主 細 胞 は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 、 又 は 酵 母 で あ っ て も
よ い 。 こ こ に 記 載 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 が 更 に 提 供 さ れ 、 そ れ は 、 宿 主 細 胞 を
所 望 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 細 胞 培 地 か ら 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を
回 収 す る こ と を 含 む 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た 、 こ こ に
記 載 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 を 提 供 す る 。 そ の よ う な キ メ ラ 分 子 の
例 は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 に 融 合 し た こ こ に 記 載 の 任 意 の
ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
　 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 又 は 下 記 の ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の も の に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、
抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 単 離 し 、 関
連 遺 伝 子 の 発 現 を 測 定 又 は 検 出 す る た め に 、 又 は ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ り
う る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 こ こ で そ の プ ロ ー ブ は 上 記 又 は 下 記 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 の 任 意 の も の か ら 誘 導 さ れ う る 。 好 適 な プ ロ ー ブ 長 は 上 述 の 通 り で あ る 。
　 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に お い て 提 示 し た 機 能 性 生 物 学 的 ア ッ セ
イ に 基 づ い て 様 々 な 用 途 に 対 し て 本 発 明 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す る 方 法 に 関
す る 。
　 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 実 施 例 １ ０ に 提 示 さ れ た よ う に 免 疫 細 胞 の 増 殖 を 増 加
さ せ る 方 法 に 関 す る 。
　 更 に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 実 施 例 １ １ に 提 示 さ れ た よ う に 血 管 透 過 性 を 増 加 さ せ
る 使 用 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
（ 好 適 な 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 ）
Ｉ ． 定 義
　 こ こ で 使 用 さ れ る 際 の 「 ボ ー ル カ イ ン 」 と い う 用 語 は 、 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ
ペ プ チ ド 変 異 体 （ こ こ で 更 に 詳 細 に 定 義 す る ） を 含 む 。 こ こ で 記 載 さ れ て い る ボ ー ル カ イ
ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト 組 織 型 又 は 他 の 供 給 源 と い っ た 種 々 の 供 給 源 か ら 単 離 さ れ 、 あ る
い は 組 換 え 又 は 合 成 方 法 に よ っ て 調 製 さ れ う る 。 「 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用
語 は 、 こ こ で 開 示 さ れ て い る 各 個 々 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 「 ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド 」 を 指 す こ の 明 細 書 中 の 全 て の 開 示 は 、 各 ポ リ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ も 組 み 合
わ せ も の も 指 す 。 例 え ば 、 そ の 調 製 、 そ の 精 製 、 そ の 誘 導 、 そ れ へ の 又 は そ れ に 対 す る 抗
体 の 形 成 、 そ の 投 与 、 そ れ を 含 有 す る 組 成 物 、 そ れ で の 疾 患 の 治 療 等 々 の 記 述 は 、 本 発 明
の 各 ポ リ ペ プ チ ド の そ れ ぞ れ に 関 係 す る 。 ま た 、 「 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用
語 は 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 天 然 由 来 の 対 応 す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 天 然 配 列 ボ ー
ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 自 然 か ら 単 離 す る こ と も で き る し 、 組 換 え 又 は 合 成 手 段 に よ り
生 産 す る こ と も で き る 。 「 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 に は 、 特 に 、
特 定 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る 切 断 又 は 分 泌 形 態 (例 え ば 、 細 胞 外 ド メ
イ ン 配 列 )、 自 然 に 生 じ る 変 異 形 態 (例 え ば 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 )及 び そ
の ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 種 々 の 実 施 態 様 で
は 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 添 付 図 に 示 さ れ て い る
完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 成 熟 又 は 完 全 長 天 然 配 列 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 開 始 及 び 終
止 コ ド ン は 、 図 中 に お い て 太 い 書 体 及 び 下 線 で 示 さ れ て い る 。 し か し 、 添 付 図 に 開 示 さ れ
て い る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 図 中 で ア ミ ノ 酸 位 置 １ と し て こ こ に 示 さ れ た メ チ オ ニ
ン 残 基 で 始 ま る こ と が 示 さ れ て い る が 、 図 中 の ア ミ ノ 酸 位 置 １ よ り 上 流 又 は 下 流 の い ず れ
か に 位 置 す る 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 を 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 開 始 ア ミ ノ 酸 残 基 と し
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て 用 い る こ と も 考 え ら れ る し ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 「 細 胞 外 ド メ イ ン 」 又 は 「 Ｅ Ｃ Ｄ 」 は 、 膜 貫 通 及 び 細 胞 質 ド
メ イ ン を 実 質 的 に 持 た な い ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 を 意 味 す る 。 通 常 、 ボ ー ル カ
イ ン ポ リ ペ プ チ ド Ｅ Ｃ Ｄ は 、 そ の よ う な 膜 貫 通 及 び ／ 又 は 細 胞 質 ド メ イ ン を １ ％ 未 満 、 好
ま し く は そ の よ う な ド メ イ ン を ０ ． ５ ％ 未 満 し か 持 た な い 。 本 発 明 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ
プ チ ド に つ い て 同 定 さ れ る 任 意 の 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 疎 水 性 ド メ イ ン の そ の タ イ プ を 同 定
す る た め に 当 該 分 野 に お い て 日 常 的 に 使 用 さ れ て い る 基 準 に 従 い 同 定 さ れ る こ と が 理 解 さ
れ る で あ ろ う 。 膜 貫 通 ド メ イ ン の 厳 密 な 境 界 は 変 わ り 得 る が 、 最 初 に こ こ で 同 定 さ れ た ド
メ イ ン の い ず れ か の 末 端 か ら 約 ５ ア ミ ノ 酸 を 越 え な い 可 能 性 が 高 い 。 従 っ て 、 ボ ー ル カ イ
ン ポ リ ペ プ チ ド 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 場 合 に よ っ て は 、 実 施 例 又 は 明 細 書 に お い て 同 定 さ れ
た 膜 貫 通 ド メ イ ン ／ 細 胞 外 ド メ イ ン 境 界 の い ず れ か の 側 か ら 約 ５ 又 は そ れ 以 下 の ア ミ ノ 酸
を 含 み う る し 、 関 連 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る か 有 し な い そ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド 及
び そ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 は 、 本 発 明 に お い て 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ こ に 開 示 す る 種 々 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 」 の 適 切 な 位 置
は 、 本 明 細 書 及 び ／ 又 は 添 付 図 に 示 さ れ る 。 し か し 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 は
変 化 し う る が 、 こ こ で 最 初 に 定 義 し た よ う に シ グ ナ ル ペ プ チ ド Ｃ -末 端 境 界 の い ず れ か の
側 で 約 ５ ア ミ ノ 酸 未 満 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 く 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -末 端 境 界 は 、 そ
の よ う な タ イ プ の ア ミ ノ 酸 配 列 成 分 を 同 定 す る の に 日 常 的 に 使 用 さ れ て い る 基 準 に 従 っ て
同 定 し う る こ と に 留 意 さ れ た い （ 例 え ば 、 Nielsenら , Prot. Eng. 10: 1-6 (1997)及 び vo
n Heinjeら , Nucl. Acids. Res. 14: 4683-4690 (1986)） 。 さ ら に 、 幾 つ か の 場 合 に は 、
分 泌 ポ リ ペ プ チ ド か ら の シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 切 断 は 完 全 に 均 一 で は な く 、 １ つ 以 上 の 分 泌
種 を も た ら す こ と も 認 め ら れ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が こ こ に 同 定 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ チ ド
の Ｃ -末 端 境 界 の 何 れ か の 側 の 約 ５ ア ミ ノ 酸 未 満 内 で 切 断 さ れ る こ れ ら の 成 熟 ポ リ ペ プ チ
ド 、 及 び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 」 と は 、 上 記 又 は 下 記 に 定 義 さ れ る よ う に 、 こ こ に
開 示 さ れ る 完 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ
ド を 欠 く 完 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 伴 う か 伴 わ
な い こ こ に 開 示 さ れ た ボ ー ル カ イ ン の 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 完 全 長 ボ ー ル
カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 断 片 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 活
性 な ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 こ の よ う な ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体
に は 、 例 え ば 、 完 全 長 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ -又 は Ｃ -末 端 に 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が
付 加 、 も し く は 欠 失 さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 通 常 、 ボ ー ル カ イ ン ポ
リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 こ こ に 開 示 さ れ る 完 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、
こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ
チ ド を 有 す る か 有 し な い こ こ に 開 示 さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 又
は こ こ に 開 示 さ れ た 完 全 長 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 任 意 の 他 の 特 に 定 ま っ た 断 片
と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
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９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 を 有 し て い る 。 通 常 は 、 ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 約 １ ０ ア ミ ノ
酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ
る い は 少 な く と も 約 ４ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少
な く と も 約 ６ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ７ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も
約 ８ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０
ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ア ミ
ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ こ で 特 定 さ れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 「 パ ー セ ン ト (％ )ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た め に 必 要 な ら ば 間 隙 を
導 入 し 、 如 何 な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部 と 考 え な い と し て 、 特 定 の ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン ト と し て
定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア ラ イ ン メ ン ト は 、
当 業 者 の 技 量 の 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又 は Megalign(DNAS
TAR)ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 す る こ と に よ
り 達 成 可 能 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 比 較 さ れ る 配 列 の 完 全 長 に 対 し て 最 大 の ア ラ イ ン メ
ン ト を 達 成 す る た め に 必 要 な 任 意 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 測 定 す る た め
の 適 切 な パ ラ メ ー タ を 決 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 ％ ア ミ
ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 下 記 の 表 １ に 提 供 さ
れ て い る 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 使 用 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較
コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ッ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、 下 記 の 表 １ に 示 し た ソ ー
ス コ ー ド は 米 国 著 作 権 庁 , ワ シ ン ト ン D.C., 20559に 使 用 者 用 書 類 と と も に 提 出 さ れ 、 米
国 著 作 権 登 録 番 号 TXU510087の 下 で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ッ ク
社 、 サ ウ ス サ ン フ ラ ン シ ス コ , カ リ フ ォ ル ニ ア か ら 好 適 に 入 手 可 能 で あ り 、 あ る い は 下 記
の 表 １ に 提 供 さ れ た ソ ー ス コ ー ド か ら コ ン パ イ ル し て も よ い 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は 、 UNI
X（ 登 録 商 標 ） オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX（ 登 録 商 標 ）  V4.0D
で の 使 用 の た め に コ ン パ イ ル さ れ る べ き で あ る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ が ALIGN-2プ
ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ 変 動 し な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に ALIGN-2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 、 与
え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え
ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は
含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は Ａ 及 び Ｂ の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2に お い て そ の 配 列 ア ラ イ
ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム に よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ
は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る
場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と
は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 方 法 を 用 い た ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例
と し て 、 表 ２ 及 び ３ は 、 「 比 較 タ ン パ ク 質 」 と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 「 ボ ー ル カ イ ン 」
と 称 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 方 法 を 示 し 、 こ こ で 「 ボ ー
ル カ イ ン 」 は 対 象 と な る 仮 説 的 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 し 、 「 比 較
タ ン パ ク 質 」 は 対 象 と な る 「 ボ ー ル カ イ ン 」 ポ リ ペ プ チ ド が 比 較 さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 し 、 「 Ｘ 」 、 「 Ｙ 」 及 び 「 Ｚ 」 は そ れ ぞ れ 異 な っ た 仮 説 的 ア ミ ノ 酸 残
基 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 特 に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で の 全 て の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 上 記 の よ う に ALIGN-2
コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、
WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Altschulら , Methods in Enzymology 266: 460-480
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(1996)） を 用 い て 以 下 に 記 載 さ れ る よ う に し て 決 定 し て も よ い 。 殆 ど の WU-BLAST-2検 索 パ
ラ メ ー タ は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い も の 、 即 ち 調 節 可 能 な パ ラ メ ー タ
は 以 下 の 値 に 設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ ン ＝ ０ ．
１ ２ ５ 、 ワ ー ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62。 WU-BLAST2
が 用 い ら れ る 場 合 に は 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ
ド か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、
対 象 と す る 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 （ す な わ ち 、 対 象 と す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 比 較 さ
れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 で あ っ て も よ い 配 列 ） と の 間 の 、 WU-BLAST-2に よ っ
て 決 定 し た 一 致 す る 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ
ド の 残 基 の 総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ に 対 し て 少 な
く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 持 っ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ を 含 ん で な る ポ
リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 現 で は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ が 対 象 の 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 ア ミ ノ
酸 配 列 Ｂ が 対 象 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschulら , Nucle
ic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較
プ ロ グ ラ ム は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き 、 又 は 別 な 方 法 で 米
国 国 立 衛 生 研 究 所 、 ベ セ ス ダ 、 メ リ ー ラ ン ド か ら 得 る こ と が で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ
か の 検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 そ れ ら 検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば
、 unmask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予 測 さ れ る 発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス
ｅ -値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス の 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ
フ ＝ ２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ
の 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は
、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持
つ 又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 　 　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基
数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る
％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ
れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 又 は 「 ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 核 酸 配 列 」 と は 、
下 記 に 定 義 さ れ る よ う に 、 活 性 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 こ こ に 開 示 す る 完
全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た
完 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す る 又 は 有 し な い
こ こ に 開 示 す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は こ こ に 開 示 す る 完 全 長
ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ８
０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 分 子 を 意 味 す る 。 通 常 、 ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 こ こ に 開 示 す る 完 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 す る
シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た 完 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 シ グ ナ ル 配 列
を 有 す る 又 は 有 し な い こ こ に 開 示 す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 又 は
こ こ に 開 示 す る 完 全 長 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸
配 列 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列
同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
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い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一
性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４
％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と
も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は
少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列
同 一 性 を 有 し て い る 。 変 異 体 は 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 通 常 は 、 ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、
あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、
あ る い は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ １ ０ ヌ ク レ オ
チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ７ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ５ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ る ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 対 す る 「 パ ー セ ン ト (％ )核 酸 配 列 同
一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た め に 必 要 な ら ば 間 隙 を
導 入 し 、 ボ ー ル カ イ ン 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド の パ ー
セ ン ト と し て 定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト 核 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア ラ イ ン メ
ン ト は 、 当 業 者 の 知 る 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又 は Megalig
n(DNASTAR)ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 す る こ
と に よ り 達 成 可 能 で あ る 。 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 ALIGN-
2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 下 記 の 表 １ に 提 供 さ れ て い る 配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー
タ プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 使 用 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ
ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ッ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、 下 記 の 表 １ に 示 し た ソ ー ス コ ー ド は 米 国
著 作 権 庁 ,ワ シ ン ト ン  D.C.， 20559に 使 用 者 用 書 類 と と も に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番
号 TXU510087の 下 で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ッ ク 社 、 サ ウ ス サ ン
フ ラ ン シ ス コ , カ リ フ ォ ル ニ ア か ら 好 適 に 入 手 可 能 で あ り 、 あ る い は 下 記 の 表 １ に 提 供 さ
れ た ソ ー ス コ ー ド か ら コ ン パ イ ル し て も よ い 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は 、 UNIX（ 登 録 商 標 ）
オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX（ 登 録 商 標 ）  V4.0Dで の 使 用 の た め
に コ ン パ イ ル さ れ る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ が ALIGN-2プ ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ
変 動 し な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 核 酸 配 列 比 較 に ALIGN-2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら れ た
核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配
列 Ｄ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た 核 酸 配
列 Ｃ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 　 　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の 核 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 核 酸 残 基 数 で あ る 。 核
酸 配 列 Ｃ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性
は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 方 法 を
用 い た ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ４ 及 び ５ は 「 比 較 Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 核 酸
配 列 の 「 ボ ー ル カ イ ン -Ｄ Ｎ Ａ 」 と 称 さ れ る 核 酸 配 列 に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 方
法 を 実 証 し 、 こ こ で 「 ボ ー ル カ イ ン -Ｄ Ｎ Ａ 」 が 対 象 の 仮 説 的 ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 核 酸
配 列 を 表 し 、 「 比 較 Ｄ Ｎ Ａ 」 が 対 象 の 「 ボ ー ル カ イ ン -Ｄ Ｎ Ａ 」 核 酸 分 子 が 比 較 さ れ て い
る 核 酸 配 列 を 表 し 、 「 Ｎ 」 、 「 Ｌ 」 及 び 「 Ｖ 」 は そ れ ぞ れ 異 な っ た 仮 説 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を
表 す 。
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【 ０ ０ ３ ２ 】
　 特 に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で の 全 て の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 直 ぐ 上 の 段 落 に 示 し た よ
う に ALIGN-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ％ 核 酸 配 列 同 一
性 値 は 、 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Altschulら , Methods in Enzymology 266:
 460-480 (1996)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 さ ら に 、 殆 ど の WU-BLAST-2検 索 パ ラ メ ー タ
は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、 即 ち 調 節 可 能 な パ ラ メ ー タ は 以 下 の 値 に
設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ ン ＝ ０ ． １ ２ ５ 、 ワ ー
ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62。 WU-BLAST-2が 用 い ら れ た
場 合 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 か
ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 核 酸
配 列 と 、 対 象 と す る 比 較 核 酸 配 列 （ 即 ち 、 対 象 と す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化
核 酸 分 子 が 比 較 さ れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 で あ っ て も よ い 配 列 ） と の 間 の 、
WU-BLAST-2に よ っ て 決 定 し た 一 致 す る 同 一 核 酸 残 基 の 数 を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る ボ ー ル カ イ
ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド の 総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定 さ れ る 。
例 え ば 、 「 核 酸 配 列 Ｂ に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 持 っ て い る
核 酸 配 列 Ａ を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 」 と い う 表 現 で は 、 核 酸 配 列 Ａ が 対 象 の 比 較
核 酸 配 列 で あ り 、 核 酸 配 列 Ｂ が 対 象 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 核 酸
配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ま た 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschulら , Nucleic A
cids Res. 25: 3389-3402 (1997)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較 プ ロ
グ ラ ム は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き 、 又 は 別 な 方 法 で 米 国 国
立 衛 生 研 究 所 、 ベ セ ス ダ 、 メ リ ー ラ ン ド か ら 得 る こ と が で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ か の
検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 そ れ ら 検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば 、 un
mask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予 測 さ れ る 発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス ｅ -
値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス の 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ フ ＝
２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 核 酸 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら
れ た 核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た 核 酸 配
列 Ｄ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た 核 酸 配
列 Ｃ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 　 　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の 核 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 核 酸 残 基 数 で あ る
。 核 酸 配 列 Ｃ の 長 さ が 核 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性
は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 活 性 な ボ ー ル カ イ ン ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 好 ま し く は 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 条 件 下 で 、 こ こ
に 開 示 す る 完 全 長 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン す る 核 酸 分 子 で あ る 。 ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ボ ー ル カ イ ン 変
異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る も の で あ っ て も よ い 。
　 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 こ こ で 開 示 さ れ た 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 記 述 す る た め に 使 用 す る
と き は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
意 味 す る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 典
型 的 に は 妨 害 す る 物 質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び 他 の タ ン パ ク 質 様 又 は 非 タ ン パ ク 質
様 溶 質 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 (１ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ ー
ク エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ 酸
配 列 を 得 る の に 充 分 な ほ ど 、 あ る い は 、 (２ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀 染 色
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を 用 い た 非 還 元 あ る い は 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ れ る 。
単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 環 境 の 少 な く と も 一 つ の
成 分 が 存 在 し な い た め 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 し か し な が
ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も 一 つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 又 は 他 の ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化
核 酸 は 、 同 定 さ れ 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 天 然 源 に 通 常 付 随 し て い る 少 な く
と も 一 つ の 汚 染 核 酸 分 子 か ら 分 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ る 。 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド
化 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 見 出 さ れ る 形 態 あ る い は 設 定 以 外 の も の で あ る 。 ゆ え に 、 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 天 然 の 細 胞 中 に 存 在 す る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド
化 核 酸 分 子 と は 区 別 さ れ る 。 し か し 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 例 え
ば 、 核 酸 分 子 が 天 然 細 胞 の も の と は 異 な っ た 染 色 体 位 置 に あ る ポ リ ペ プ チ ド を 通 常 発 現 す
る 細 胞 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 分 子 を 含 む 。
　 「 コ ン ト ロ ー ル 配 列 」 と い う 表 現 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 に お い て 作 用 可 能 に 結 合 し た コ ー
ド 配 列 を 発 現 す る た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 指 す 。 例 え ば 原 核 生 物 に 好 適 な コ ン ト ロ ー ル
配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ 配 列 、 及 び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む
。 真 核 生 物 の 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 及 び エ ン ハ ン サ ー を 利 用 す
る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 核 酸 は 、 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に あ る と き に 「 作 用 可 能 に 結 合 し 」 て い る 。 例 え
ば 、 プ レ 配 列 あ る い は 分 泌 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 参 画 す る プ レ タ ン
パ ク 質 と し て 発 現 さ れ て い る な ら 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 可 能 に 結 合 し て い る
； プ ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー は 、 配 列 の 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す な ら ば 、 コ ー ド 配 列 に 作
用 可 能 に 結 合 し て い る ； 又 は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 も し そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す る よ う な
位 置 に あ る な ら 、 コ ー ド 配 列 と 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 用 可 能 に 結 合 し
て い る 」 と は 、 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 近 接 し て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 に は 近 接 し て い
て 読 み 枠 に あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 エ ン ハ ン サ ー は 必 ず し も 近 接 し て い る 必 要 は な
い 。 結 合 は 簡 便 な 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 達 成 さ れ る 。 そ の よ う な 部 位 が 存 在
し な い 場 合 は 、 従 来 の 手 法 に 従 っ て 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー あ る い は リ ン カ
ー が 使 用 さ れ る 。
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 義 に 使 用 さ れ 、 例 え ば 、 単 一 の 抗 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ
ド モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 及 び 中 和 抗 体 を 含 む )、 多 エ ピ ト ー
プ 特 異 性 を 持 つ 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 組 成 物 、 一 本 鎖 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 、 及 び 抗 ボ ー ル カ
イ ン 抗 体 の 断 片 を 特 に 包 含 す る （ 下 記 参 照 ） 。 こ こ で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」
と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 、 す な わ ち 、 構 成 す る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 存 在
し う る 自 然 に 生 じ る 可 能 性 の あ る 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 集 団 か ら 得 ら れ る 抗 体 を 指
す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 「 緊 縮 性 」 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 、 一 般 的
に プ ロ ー ブ 長 、 洗 浄 温 度 、 及 び 塩 濃 度 に 依 存 す る 経 験 的 な 計 算 で あ る 。 一 般 に 、 プ ロ ー ブ
が 長 く な る と 適 切 な ア ニ ー リ ン グ の た め の 温 度 が 高 く な り 、 プ ロ ー ブ が 短 く な る と 温 度 は
低 く な る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 一 般 的 に 、 相 補 的 鎖 が そ の 融 点 に 近 い が そ れ よ り
低 い 環 境 に 存 在 す る 場 合 に お け る 変 性 Ｄ Ｎ Ａ の 再 ア ニ ー ル す る 能 力 に 依 存 す る 。 プ ロ ー ブ
と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 可 能 な 配 列 と の 間 の 所 望 の 相 同 性 の 程 度 が 高 く な る と 、 使 用 で
き る 相 対 温 度 が 高 く な る 。 そ の 結 果 、 よ り 高 い 相 対 温 度 は 、 反 応 条 件 を よ り 緊 縮 性 に す る
が 、 低 い 温 度 は 緊 縮 性 を 低 下 さ せ る 。 さ ら に 、 緊 縮 性 は 塩 濃 度 に 逆 比 例 す る 。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 緊 縮 性 の 更 な る 詳 細 及 び 説 明 は 、 Ausubelら , Current Protocols in 
Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ こ で 定 義 さ れ る 「 緊 縮 性 条 件 」 又 は 「 高 度 の 緊 縮 性 条 件 」 は 、 （ １ ） 洗 浄 の た め に 低
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イ オ ン 強 度 及 び 高 温 度 、 例 え ば 、 ５ ０ ℃ に お い て ０ ． ０ １ ５ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． ０
０ １ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． １ ％ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い る も の ； （ ２
） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 に ホ ル ム ア ミ ド 等 の 変 性 剤 、 例 え ば 、 ４ ２ ℃ に お い て ５ ０ ％
（ ｖ ／ ｖ ） ホ ル ム ア ミ ド と ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ／ ０ ． １ ％ フ ィ コ ー ル ／ ０ ． １ ％
の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ／ ５ ０ ｍ Ｍ の ｐ Ｈ ６ ． ５ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 及 び ７
５ ０ ｍ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ７ ５ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 用 い る も の ； （ ３ ） ４ ２ ℃ に
お け る ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ド 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％
Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ ０ ％ の デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 と 、 ４ ２ ℃ に お け る ０ ． ２ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ ト リ
ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 の 洗 浄 及 び ５ ５ ℃ で の ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 次 い で ５ ５ ℃
に お け る Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る 高 緊 縮 性 洗 浄 を 用 い る も の に よ っ て 同 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 「 中 程 度 の 緊 縮 性 条 件 」 は 、 Sambrookら , Molecular Cloning: A Laboratory Manual (
New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に 記 載 さ れ て い る よ う に 同 定 さ れ 、 上 記 の 緊
縮 性 よ り 低 い 洗 浄 溶 液 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 （ 例 え ば 、 温 度 、 イ オ ン 強 度 及 び
％ Ｓ Ｄ Ｓ ） の 使 用 を 含 む 。 中 程 度 の 緊 縮 性 条 件 は 、 ２ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ （ １
５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ５ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （
ｐ Ｈ ７ ． ６ ） 、 ５ ｘ デ ン ハ ー ド 液 、 １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 及 び ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 変 性
剪 断 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 溶 液 中 の ３ ７ ℃ で の 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 次 い で １ ｘ Ｓ Ｓ
Ｃ 中 ３ ７ － ５ ０ ℃ で の フ ィ ル タ ー の 洗 浄 と い っ た 条 件 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 プ ロ ー ブ
長 な ど の 因 子 に 適 合 さ せ る 必 要 に 応 じ て 、 ど の よ う に し て 温 度 、 イ オ ン 強 度 等 を 調 節 す る
か を 認 識 す る 。
　 「 エ ピ ト ー プ タ グ 」 な る 用 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る と き は 、 「 タ グ ポ リ ペ プ チ ド 」 に 融
合 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の ド メ イ ン 配 列 を 含 む キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド
を 指 す 。 タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 抗 体 が 産 生 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ 、 又 は 幾 つ か の 他 の 試
薬 に よ っ て 同 定 で き る エ ピ ト ー プ を 提 供 す る に 十 分 な 数 の 残 基 を 有 し て い る が 、 そ の 長 さ
は 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 し な い よ う 充 分 に 短 い 。 ま た 、 タ グ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 好 ま し く は 、 抗 体 が 他 の エ ピ ト ー プ と 実 質 的 に 交 差 反 応 を し な い よ う に か な り 独 特 で
あ る 。 適 切 な タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 少 な く と も ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 、 通 常 は 約 ８ ～
約 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 (好 ま し く は 約 １ ０ ～ 約 ２ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 )を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 な る 用 語 は 、 異 種 タ ン パ ク 質 （ 「 ア ド ヘ シ ン 」
） の 結 合 特 異 性 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン と を 結 合 し た 抗 体 様 分 子 を 指 す 。 構 造 的 に
は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 持 ち 、 抗 体 の 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 以 外 で
あ る （ す な わ ち 「 異 種 の 」 ） ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 と の 融 合
物 を 含 む 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 分 子 の ア ド へ シ ン 部 分 は 、 典 型 的 に は 少 な く と も レ セ プ タ ー
又 は リ ガ ン ド の 結 合 部 位 を 含 む 隣 接 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン の 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 は 、 Ｉ ｇ Ｇ -１ 、 Ｉ ｇ Ｇ -２ 、 Ｉ ｇ Ｇ -３ 又 は Ｉ ｇ Ｇ -４ サ ブ タ イ プ 、
Ｉ ｇ Ａ （ Ｉ ｇ Ａ -１ 及 び Ｉ ｇ Ａ -２ を 含 む ） 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ 又 は Ｉ ｇ Ｍ な ど の 任 意 の 免 疫
グ ロ ブ リ ン か ら 得 る こ と が で き る 。
　 こ こ で の 目 的 に 対 す る 「 活 性 な 」 又 は 「 活 性 」 と は 、 天 然 又 は 天 然 に 生 じ る ボ ー ル カ イ
ン の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 を 意 味
し 、 こ こ で 「 生 物 学 的 」 活 性 と は 、 天 然 又 は 天 然 に 生 じ る ボ ー ル カ イ ン が 保 持 す る 抗 原 性
エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 生 成 を 誘 発 す る 能 力 以 外 の 、 天 然 又 は 天 然 に 生 じ る ボ ー ル カ イ
ン に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 生 物 機 能 （ 阻 害 又 は 刺 激 ） を 意 味 し 、 ま た 「 免 疫 学 的 」 活 性 と
は 、 天 然 又 は 天 然 に 生 じ る ボ ー ル カ イ ン が 保 持 す る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 生 成
を 誘 発 す る 能 力 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
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　 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 義 に 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 部 分 的 又 は 完 全 に 阻 止 、 阻 害 、 又 は 中 和 す る 任 意 の 分 子 を
含 む 。 同 様 に 「 ア ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 義 に 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 ボ ー ル
カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 模 倣 す る 任 意 の 分 子 を 含 む 。 好 適 な ア ゴ ニ ス ト 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト 分 子 は 特 に 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 又 は 抗 体 断 片 、 天 然 ボ ー
ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 、 有 機 小 分 子 等 々 を 含 む 。 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ
ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は ア ゴ ニ ス ト
と 接 触 さ せ 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 通 常 は 伴 っ て い る 一 又 は 複 数 の 生 物 学 的 活 性 の
検 出 可 能 な 変 化 を 測 定 す る こ と を 含 み う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 治 療 」 と は 、 治 癒 的 処 置 と 予 防 的 療 法 又 は 防 止 的 療 法 の 両 方 を 意 味 し 、 患 者 は 標 的 と
す る 病 理 学 的 状 態 又 は 疾 患 を 防 止 又 は 遅 延 化 （ 減 少 ） さ せ る こ と で あ る 。 治 療 が 必 要 な 者
と は 、 既 に 疾 患 に 罹 っ て い る 者 、 並 び に 疾 患 に 罹 り や す い 者 又 は 疾 患 が 防 止 さ れ て い る 者
を 含 む 。
　 「 慢 性 」 投 与 と は 、 急 性 態 様 と は 異 な り 連 続 的 な 態 様 で の 薬 剤 を 投 与 し 、 初 期 の 治 療 効
果 （ 活 性 ） を 長 時 間 に 渡 っ て 維 持 す る こ と を 意 味 す る 。 「 間 欠 」 投 与 と は 、 中 断 無 く 連 続
的 に な さ れ る の で は な く 、 む し ろ 本 質 的 に 周 期 的 に な さ れ る 処 置 で あ る 。
　 治 療 の た め の 「 哺 乳 動 物 」 は 、 ヒ ト 、 家 庭 及 び 農 業 用 動 物 、 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 、 又 は ペ
ッ ト 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ な ど を 含 む 哺 乳
類 に 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
　 一 又 は 複 数 の 治 療 薬 と 「 組 み 合 わ せ た 」 投 与 と は 、 同 時 （ 同 時 期 ） 及 び 任 意 の 順 序 で の
連 続 し た 投 与 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 担 体 」 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 を 含
み 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で そ れ ら に 暴 露 さ れ る 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 に 対 し て 非 毒 性 で あ
る 。 生 理 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 は 、 水 性 ｐ Ｈ 緩 衝 溶 液 で あ る こ と が 多 い 。 生 理 学 的 に 許
容 さ れ う る 担 体 の 例 は 、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 及 び 他 の 有 機 酸 塩 の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ
ル ビ ン 酸 を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； タ ン パ ク 質 、 例
え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； 疎 水 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ ビ ニ
ル ピ ロ リ ド ン ； ア ミ ノ 酸 、 例 え ば グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は
リ シ ン ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 又 は デ キ ス ト ラ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び 他 の 炭 水
化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 ； マ ン ニ ト ー ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル ； ナ ト
リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又 は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 TWEEN T M 、 ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)、 及 び PLURONICS T M を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 「 抗 体 断 片 」 は 、 無 傷 の 抗 体 の 一 部 、 好 ま し く は 無 傷 の 抗 体 の 抗 原 結 合 又 は 可 変 領 域 を
含 む 。 抗 体 断 片 の 例 は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 、 及 び Ｆ ｖ 断 片 ； ダ イ ア ボ デ ィ (d
iabodies)； 直 鎖 状 抗 体 （ Zapataら , Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]） ； 一 本 鎖
抗 体 分 子 ； 及 び 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ た 多 重 特 異 性 抗 体 を 含 む 。
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 は 、 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば れ る ２ つ の 同 一 の 抗 体 結 合 断 片 を 生 成 し
、 そ の 各 々 は 単 一 の 抗 原 結 合 部 位 を 持 ち 、 残 り は 容 易 に 結 晶 化 す る 能 力 を 反 映 し て 「 Ｆ ｃ
」 断 片 と 命 名 さ れ る 。 ペ プ シ ン 処 理 は Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 生 じ 、 そ れ は ２ つ の 抗 原 結 合 部
位 を 持 ち 、 抗 原 を 交 差 結 合 す る こ と が で き る 。
　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 を 含 む 最 小 の 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 領 域 は 、
密 接 に 非 共 有 結 合 し た １ 本 の 重 鎖 と １ 本 の 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 二 量 体 か ら な る 。 こ の 配 置 に
お い て 各 ド メ イ ン の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 相 互 作 用 し て Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ 二 量 体 の 表 面 に 抗 原 結 合 部 位
を 決 定 す る 。 正 し く は 、 ６ つ の Ｃ Ｄ Ｒ が 抗 体 に 対 す る 抗 原 結 合 特 異 性 を 与 え る 。 し か し な
が ら 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン （ 又 は 抗 原 に 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の み を 含 ん で な る Ｆ ｖ の 半
分 ） で さ え 、 結 合 部 位 全 体 よ り は 低 い 親 和 性 で あ る が 、 抗 原 を 認 識 し 結 合 す る 能 力 を 持 つ
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。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 軽 鎖 の 定 常 ド メ イ ン 及 び 重 鎖 の 第 １ の 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ １ ） も
含 む 。 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 、 抗 体 ヒ ン ジ 領 域 か ら の 一 又 は 複 数 の シ ス テ イ ン を 含 む 重 鎖 Ｃ Ｈ １ ド
メ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 に 幾 つ か の 残 基 が 付 加 さ れ て い る こ と に よ り Ｆ ａ ｂ '断 片 と 相 違
す る 。 こ こ で 、 Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ は 、 定 常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン 残 基 が 遊 離 の チ オ ー ル 基 を 持
つ Ｆ ａ ｂ 'を 表 す 。 Ｆ (ａ ｂ '） ２ 抗 体 断 片 は 、 最 初 は Ｆ ａ ｂ '断 片 の 対 と し て 生 成 さ れ 、 そ
れ ら の 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る 。 抗 体 断 片 の 他 の 化 学 的 結 合 も 知 ら れ て い る 。
　 任 意 の 脊 椎 動 物 種 か ら の 抗 体 （ 免 疫 グ ロ ブ リ ン ） の 「 軽 鎖 」 は 、 そ れ ら の 定 常 ド メ イ ン
の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 カ ッ パ 及 び ラ ム ダ と 呼 ば れ る 二 つ の 明 ら か に 異 な る 型 の 一 方
に 分 類 さ れ る 。
　 そ れ ら の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 応 じ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 異 な る ク ラ ス
に 分 類 で き る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 五 つ の 主 要 な ク ラ ス ： Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ
及 び Ｉ ｇ Ｍ が あ り 、 そ れ ら の 幾 つ か は 更 に サ ブ ク ラ ス （ ア イ ソ タ イ プ ） 、 例 え ば Ｉ ｇ Ｇ １
、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ａ 及 び Iｇ Ａ ２ に 分 類 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 一 本 鎖 Ｆ ｖ 」 又 は 「 ｓ Ｆ ｖ 」 抗 体 断 片 は 、 抗 体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン を 含 む 抗 体 断
片 を 含 み 、 こ れ ら の ド メ イ ン は 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 に 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 Ｆ ｖ ポ リ
ペ プ チ ド は 、 ｓ Ｆ ｖ が 抗 原 結 合 に と っ て 望 ま し い 構 造 の 形 成 を 可 能 に す る 、 Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ

ド メ イ ン 間 の ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を 更 に 含 む 。 ｓ Ｆ ｖ の 概 説 に つ い て は 、 The Pharmaco
logy of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及 び Moore編 , Springer-Verlag, 
New York, pp. 269-315 (1994)の Pluckthunを 参 照 の こ と 。
　 「 ダ イ ア ボ デ ィ (diabodies)」 な る 用 語 は 、 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 小 型 の 抗 体 断 片
を 意 味 し 、 そ の 断 片 は 同 じ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 （ Ｖ Ｈ － Ｖ Ｌ ） 内 で 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｌ ）
に 結 合 し た 重 鎖 可 変 ド メ イ ン （ Ｖ Ｈ ） を 含 む 。 同 じ 鎖 の 二 つ の ド メ イ ン 間 に 対 形 成 す る に
は 短 す ぎ る リ ン カ ー を 用 い る こ と に よ り 、 ド メ イ ン は 強 制 的 に 他 の 鎖 の 相 補 的 ド メ イ ン と
対 形 成 し て 二 つ の 抗 原 結 合 部 位 を 生 成 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 例 え ば 、 EP404,097； WO93/
11161； 及 び Hollingerら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)に よ り 十
分 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 抗 体 は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た も
の で あ る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 妨 害 す る 物
質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び 他 の タ ン パ ク 質 様 又 は 非 タ ン パ ク 質 様 溶 質 が 含 ま れ る 。
好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 抗 体 は 、 （ １ ） ロ ー リ ー 法 で 測 定 し た 場 合 ９ ５ 重 量 ％ を 越 え る 抗
体 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ を 越 え る ま で 、 (２ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ ー ク エ ネ ー タ ー を
使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る の に
充 分 な ほ ど 、 あ る い は 、 (３ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀 染 色 を 用 い た 非 還 元
あ る い は 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ れ る 。 単 離 さ れ た 抗 体
に は 、 抗 体 の 自 然 環 境 の 少 な く と も 一 つ の 成 分 が 存 在 し な い た め 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ
イ ツ の 抗 体 が 含 ま れ る 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た 抗 体 は 少 な く と も 一 の 精 製 工
程 に よ り 調 製 さ れ る 。
　 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 抗 体 、 又 は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 上 の エ ピ
ト ー プ へ 「 特 異 的 な 」 抗 体 と は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ と は 実 質
的 に 結 合 せ ず に 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 上 の エ ピ ト ー プ へ 結 合 す る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 標 識 」 な る 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 「 標 識 」 抗 体 が 生 成 さ れ る よ う に 、 抗 体 に
直 接 又 は 間 接 的 に 抱 合 し て い る 検 出 可 能 な 化 合 物 又 は 組 成 物 を 意 味 す る 。 標 識 は 、 そ れ 自
身 検 出 可 能 で も よ く （ 例 え ば 、 放 射 性 標 識 又 は 蛍 光 標 識 ） 、 又 は 酵 素 標 識 の 場 合 、 検 出 可
能 な 基 質 化 合 物 又 は 組 成 物 の 化 学 変 換 を 触 媒 し て も よ い 。
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　 「 固 相 」 と は 、 本 発 明 の 抗 体 が そ れ に 付 着 す る こ と の で き る 非 水 性 マ ト リ ク ス を 意 味 す
る 。 こ こ に 意 図 す る 固 相 の 例 は 、 部 分 的 又 は 全 体 的 に 、 ガ ラ ス （ 例 え ば 、 孔 制 御 ガ ラ ス ）
、 多 糖 類 （ 例 え ば ア ガ ロ ー ス ） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ
ー ル 及 び シ リ コ ー ン か ら 形 成 さ れ た も の を 含 む 。 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 内 容 に 応 じ て 、
固 相 は ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ ェ ル を 構 成 す る こ と が で き ； そ の 他 で は 精 製 カ ラ ム （ 例 え ば
ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ） と す る こ と も で き る 。 ま た 、 こ の 用 語 は 、 米 国
特 許 第 4,275,149号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 別 個 の 粒 子 の 不 連 続 な 固 相 も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 種 々 の 型 の 脂 質 、 リ ン 脂 質 及 び ／ 又 は 界 面 活 性 剤 か ら な る 小 型 の 小
胞 で あ り 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 物 （ ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 抗 体 な ど ） の 輸 送 に 有
用 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は 、 通 常 は 生 体 膜 の 脂 質 配 列 に 類 似 す る 二 層 形 式 に 配 列 さ せ
る 。
　 「 小 分 子 」 と は 、 こ こ で 、 約 ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 持 つ と 定 義 さ れ る 。
　 こ こ に 開 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 「 有 効 量 」 と
は 、 特 に 記 載 し た 目 的 を 実 施 す る の に 十 分 な 量 で あ る 。 「 有 効 量 」 は 述 べ ら れ た 目 的 と の
関 連 で 経 験 的 か つ 常 套 的 に 決 定 さ れ う る 。
　 「 多 能 性 細 胞 」 は 発 生 系 統 に 固 定 さ れ な い 細 胞 と し て こ こ に 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
【 表 １ 】
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【 表 ３ 】
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【 表 ４ 】
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【 ０ ０ ５ ６ 】
Ｉ Ｉ .　 本 発 明 の 組 成 物 と 方 法
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　 Ａ ． 完 全 長 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 で ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と 呼 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 新
規 に 同 定 さ れ 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 下 記 の 実 施 例 で さ ら に 詳 細 に 説 明 す る
よ う に 、 種 々 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 同 定 さ れ 単 離 さ れ た 。
し か し な が ら 、 単 純 化 の た め に 、 本 明 細 書 に お い て 、 こ こ に 開 示 し た 完 全 長 天 然 核 酸 分 子
に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 並 び に 上 記 の ボ ー ル カ イ ン の 定 義 に 含 ま れ る 更 な る 天 然 相 同 体
及 び 変 異 体 は 、 そ れ ら の 由 来 又 は 調 製 方 法 に 関 わ ら ず 、 ボ ー ル カ イ ン と 称 す る 。
　 下 記 の 実 施 例 に 開 示 さ れ る よ う に 、 ボ ー ル カ イ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ
れ て い る 。 こ れ ら の ク ロ ー ン の 実 際 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 こ の 分 野 で 日 常 的 な 方 法 を 用
い て 寄 託 さ れ た ク ロ ー ン を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 予 測 さ
れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 常 套 的 技 量 を 用 い て 決 定 で き る 。 こ こ に 記 載
し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 及 び コ ー ド 化 核 酸 に つ い て 、 本 出 願 人 は 、 現 時 点 で 入 手 可
能 な 配 列 情 報 と 最 も 良 く 一 致 す る リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム で あ る と 考 え ら れ る も の を 同 定 し
た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｂ ． ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体
　 こ こ に 記 載 し た 完 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 ボ ー ル カ イ ン 変 異
体 も 調 製 で き る と 考 え ら れ る 。 ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 は 、 ボ ー ル カ イ ン Ｄ Ｎ Ａ に 適 当 な ヌ ク
レ オ チ ド 変 化 を 導 入 す る こ と に よ り 、 あ る い は 所 望 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す
る こ と に よ り 調 製 で き る 。 当 業 者 は 、 グ リ コ シ ル 化 部 位 の 数 又 は 位 置 の 変 化 あ る い は 膜 固
着 特 性 の 変 化 な ど の ア ミ ノ 酸 変 化 が ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 プ ロ セ ス を 変 え う
る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 天 然 完 全 長 配 列 ボ ー ル カ イ ン 又 は こ こ に 記 載 し た ボ ー ル カ イ ン の 種 々 の ド メ イ ン に お け
る 変 異 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,364,934号 に 記 載 さ れ て い る 保 存 的 及 び 非 保 存 的 変 異 に
つ い て の 技 術 及 び 指 針 の 任 意 の も の を 用 い て な す こ と が で き る 。 変 異 は 、 結 果 と し て 天 然
配 列 ボ ー ル カ イ ン と 比 較 し て ボ ー ル カ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 す る ボ ー ル カ イ ン を コ ー
ド す る 一 又 は 複 数 の コ ド ン の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 で あ っ て よ い 。 場 合 に よ っ て は 、 変 異 は
少 な く と も 一 の ア ミ ノ 酸 の ボ ー ル カ イ ン の 一 又 は 複 数 の ド メ イ ン の 任 意 の 他 の ア ミ ノ 酸 に
よ る 置 換 で あ る 。 い ず れ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 所 望 の 活 性 に 悪 影 響 を 与 え る こ と な く 挿 入 、 置
換 又 は 欠 失 さ れ る か の 指 針 は 、 ボ ー ル カ イ ン の 配 列 を 相 同 性 の 知 ら れ た タ ン パ ク 質 分 子 の
配 列 と 比 較 し 、 相 同 性 の 高 い 領 域 内 で な さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 変 化 を 最 小 に す る こ と に よ っ
て 見 出 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 一 つ の ア ミ ノ 酸 の 類 似 し た 構 造 及 び ／ 又 は 化 学 特 性 を 持
つ 他 の ア ミ ノ 酸 で の 置 換 、 例 え ば ロ イ シ ン の セ リ ン で の 置 換 、 す な わ ち 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置
換 の 結 果 と す る こ と が で き る 。 挿 入 及 び 欠 失 は 、 場 合 に よ っ て は 約 １ か ら ５ の ア ミ ノ 酸 の
範 囲 内 と す る こ と が で き る 。 許 容 さ れ る 変 異 は 、 配 列 に お け る ア ミ ノ 酸 の 挿 入 、 欠 失 又 は
置 換 を 系 統 的 に な し 、 得 ら れ た 変 異 体 を 完 全 長 又 は 成 熟 天 然 配 列 が 示 す 活 性 に つ い て 試 験
す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が こ こ に 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 例 え ば 、 完 全
長 天 然 タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 際 に 、 Ｎ -末 端 又 は Ｃ -末 端 で 切 断 さ れ て も よ く 、 又 は 内 部 残
基 を 欠 い て い て も よ い 。 あ る 種 の 断 片 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 所 望 の 生 物 学 的 活
性 に 必 須 で は な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 い て い る 。
　 ボ ー ル カ イ ン 断 片 は 、 多 く の 一 般 的 な 技 術 の 任 意 の も の に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る
。 所 望 の ペ プ チ ド 断 片 は 化 学 合 成 し て も よ い 。 代 替 的 方 法 は 、 酵 素 的 消 化 、 例 え ば 特 定 の
ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 決 定 さ れ る 部 位 の タ ン パ ク 質 を 切 断 す る こ と が 知 ら れ た 酵 素 で タ ン
パ ク 質 を 処 理 す る こ と に よ り 、 あ る い は 適 当 な 制 限 酵 素 で Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 し て 所 望 の 断 片 を
単 離 す る こ と に よ る ボ ー ル カ イ ン 断 片 の 生 成 を 含 む 。 さ ら に 他 の 好 適 な 技 術 は 、 ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離
し 増 幅 す る こ と を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 所 望 の 末 端 を 決 定 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｃ
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Ｒ の ５ ’ 及 び ３ ’ プ ラ イ マ ー で 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 断 片
は 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も 一 つ の 生 物 学 的 及 び ／ 又
は 免 疫 学 的 活 性 を 共 有 す る 。
　 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 対 象 と す る 保 存 的 置 換 を 、 好 ま し い 置 換 と 題 し た 表 ６ に 示 す 。 こ
の よ う な 置 換 が 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を も た ら す 場 合 、 表 ６ に 例 示 的 置 換 と 名 前 を 付 け た 又
は 以 下 に ア ミ ノ 酸 分 類 で さ ら に 記 載 す る よ う に 、 よ り 実 質 的 な 変 化 が 導 入 さ れ 生 成 物 が ス
ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 又 は 免 疫 学 的 同 一 性 の 実 質 的 な 修 飾 は 、 （ ａ ） 置 換 領
域 の ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 の 構 造 、 例 え ば シ ー ト 又 は 螺 旋 配 置 、 （ ｂ ） 標 的 部 位 の 分 子 の 電 荷
又 は 疎 水 性 、 又 は （ ｃ ） 側 鎖 の 嵩 を 維 持 し な が ら 、 そ れ ら の 効 果 が 有 意 に 異 な る 置 換 基 を
選 択 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 天 然 に 生 じ る 残 基 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ く グ ル ー プ に
分 け る こ と が で き る ：
（ １ ） 疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン , met, ala, val, leu, ile;
（ ２ ） 中 性 の 親 水 性 ： cys, ser, thr;
（ ３ ） 酸 性 ： asp, glu;
（ ４ ） 塩 基 性 ： asn, gln, his, lys, arg;
（ ５ ） 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly, pro; 及 び
（ ６ ） 芳 香 族 ： trp, tyr, phe。
　 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の 分 類 の 一 つ の メ ン バ ー を 他 の 分 類 に 交 換 す る こ と を 必 要 と す
る で あ ろ う 。 ま た 、 そ の よ う に 置 換 さ れ た 残 基 は 、 保 存 的 置 換 部 位 、 よ り 好 ま し く は 残 さ
れ た （ 非 保 存 ） 部 位 に 導 入 さ れ う る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 変 異 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 （ 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン
グ 、 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 の よ う な こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 を 用 い て な す こ と が で き る
。 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 ［ Carterら , Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zollerら ,
 Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］ 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 ［ Wellsら , Gene, 34: 3
15 (1985)］ 、 制 限 的 選 択 突 然 変 異 誘 発 ［ Wellsら , Philos. Trans. R. Soc. London SerA
, 317: 415 (1986)］ あ る い は 他 の 知 ら れ た 技 術 を ク ロ ー ニ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て 実 施
し て ボ ー ル カ イ ン 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ を 製 造 す る こ と も で き る 。
　 ま た 、 隣 接 配 列 に 沿 っ て 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る の に ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸
分 析 を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 は 比 較 的 小 さ く 、 中 性 の ア
ミ ノ 酸 で あ る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 及 び シ ス テ イ ン を
含 む 。 ア ラ ニ ン は 、 ベ ー タ 炭 素 を 越 え る 側 鎖 を 排 除 し 変 異 体 の 主 鎖 構 造 を 変 化 さ せ に く い
の で 、 こ の 群 の 中 で 典 型 的 に 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 で あ る ［ Cunningham及 び We
lls, Science, 244: 1081-1085 (1989)］ 。 ま た 、 ア ラ ニ ン は 最 も あ り ふ れ た ア ミ ノ 酸 で
あ る た め 典 型 的 に 好 ま し い 。 さ ら に 、 そ れ は 埋 も れ た 位 置 と 露 出 し た 位 置 の 両 方 に 見 ら れ
る こ と が 多 い ［ Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. M
ol. Biol., 150:1(1976)］ 。 ア ラ ニ ン 置 換 が 十 分 な 量 の 変 異 体 を 生 じ な い 場 合 は 、 ア イ ソ
テ リ ッ ク (isoteric)ア ミ ノ 酸 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Ｃ ． ボ ー ル カ イ ン の 修 飾
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 共 有 結 合 的
修 飾 の 一 つ の タ イ プ は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 標 的 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 ボ ー ル
カ イ ン の 選 択 さ れ た 側 鎖 又 は Ｎ 又 は Ｃ 末 端 残 基 と 反 応 可 能 な 有 機 誘 導 体 化 試 薬 と 反 応 さ せ
る こ と で あ る 。 二 官 能 性 試 薬 で の 誘 導 体 化 は 、 例 え ば 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 の 精 製 方 法 に 使
用 さ れ る 水 不 溶 性 支 持 体 マ ト リ ク ス 又 は 表 面 に ボ ー ル カ イ ン を 架 橋 さ せ る た め に あ る い は
そ の 逆 の 場 合 に 有 用 で あ る 。 通 常 用 い ら れ る 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、 １ ， １ -ビ ス （ ジ ア ゾ ア
セ チ ル ） -２ -フ ェ ニ ル エ タ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス
テ ル 、 例 え ば ４ -ア ジ ド サ リ チ ル 酸 と の エ ス テ ル 、 ３ ， ３ ’ -ジ チ オ ビ ス （ ス ク シ ン イ ミ ジ
ル プ ロ ピ オ ネ ー ト ） 等 の ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル を 含 む ホ モ 二 官 能 性 イ ミ ド エ ス テ ル
、 ビ ス -Ｎ -マ レ イ ミ ド -１ ， ８ -オ ク タ ン 等 の 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド 、 及 び メ チ ル -３ -[(ｐ -
ア ジ ド フ ェ ニ ル )-ジ チ オ ］ プ ロ ピ オ イ ミ ダ ー ト 等 の 試 薬 を 含 む 。
　 他 の 修 飾 は 、 グ ル タ ミ ニ ル 及 び ア ス パ ラ ギ ニ ル 残 基 の 各 々 対 応 す る グ ル タ ミ ル 及 び ア ス
パ ル チ ル 残 基 へ の 脱 ア ミ ノ 化 、 プ ロ リ ン 及 び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ル 又 は ト レ オ
ニ ル 残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 及 び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の α -
ア ミ ノ 基 の メ チ ル 化 [T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties,
 W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、 Ｎ 末 端 ア ミ ン の ア セ チ ル 化 、
及 び 任 意 の Ｃ 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の タ イ プ は
、 ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 を 含 む 。 「 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン
の 変 更 」 と は 、 こ こ で 意 図 さ れ る の は 、 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン に 見 ら れ る 一 又 は 複 数 の 炭
水 化 物 部 分 の 欠 失 （ 存 在 す る グ リ コ シ ル 化 部 位 の 除 去 又 は 化 学 的 及 び ／ 又 は 酵 素 的 手 段 に
よ る グ リ コ シ ル 化 の 削 除 の い ず れ か に よ る ） 、 及 び ／ 又 は 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン に 存 在 し
な い １ 又 は 複 数 の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 こ の 文 節 は 、 存 在 す る 種
々 の 炭 水 化 物 部 分 の 性 質 及 び 特 性 の 変 化 を 含 む 、 天 然 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ ル 化 に お け る
定 性 的 変 化 を 含 む 。
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド へ の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 を 伴 っ て
も よ い 。 こ の 変 更 は 、 例 え ば 、 １ 又 は 複 数 の セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン 残 基 の 天 然 配 列 ボ ー ル
カ イ ン （ Ｏ -結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 ） へ の 付 加 、 又 は 置 換 に よ っ て な さ れ て も よ い 。 ボ ー
ル カ イ ン ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 場 合 に よ っ て は 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で の 変 化 、 特 に 、 ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 予 め 選 択 さ れ た 塩 基 に お い て 変 異 さ せ 、 所 望 の ア ミ ノ
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酸 に 翻 訳 さ れ る コ ド ン を 生 成 さ せ る こ と を 通 し て 変 更 さ れ て も よ い 。
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 上 に 炭 水 化 物 部 分 の 数 を 増 加 さ せ る 他 の 手 段 は 、 グ リ コ シ ド
の ポ リ ペ プ チ ド へ の 化 学 的 又 は 酵 素 的 結 合 に よ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 こ の 技 術 分 野 に お
い て 、 例 え ば 、 １ ９ ８ ７ 年 ９ 月 １ １ 日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 ８ ７ ／ ０ ５ ３ ３ ０ 、 及 び Apli
n及 び Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 上 に 存 在 す る 炭 水 化 物 部 分 の 除 去 は 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 に 、
あ る い は グ ル コ シ ル 化 の 標 的 と し て 提 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン の 変 異 的
置 換 に よ っ て な す こ と が で き る 。 化 学 的 脱 グ リ コ シ ル 化 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て お り
、 例 え ば 、 Hakimuddinら , Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)に よ り 、 及 び Edgeら
, Anal. Biochem., 118: 131 (1981)に よ り 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 炭 水 化 物
部 分 の 酵 素 的 切 断 は 、 Thotakuraら , Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に 記 載 さ れ て い る よ
う に 、 種 々 の エ ン ド 及 び エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
　 ボ ー ル カ イ ン の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の タ イ プ は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ぺ プ チ ド の 、 種 々 の
非 タ ン パ ク 質 様 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、
又 は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン の 一 つ へ の 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ４ ０ ， ８ ３ ５ 号 ； 第 ４ ， ４ ９ ６
， ６ ８ ９ 号 ； 第 ４ ， ３ ０ １ ， １ ４ ４ 号 ； 第 ４ ， ６ ７ ０ ， ４ １ ７ 号 ； 第 ４ ， ７ ９ １ ， １ ９ ２
号 又 は 第 ４ ， １ ７ ９ ， ３ ３ ７ 号 に 記 載 さ れ た 方 法 で の 結 合 を 含 む 。
　 ま た 、 本 発 明 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列
に 融 合 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る 方 法 で 修 飾 し て も よ い
。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な キ メ ラ 分 子 は 、 抗 タ グ 抗 体 が 選 択 的 に 結 合 で き る エ ピ ト ー
プ を 提 供 す る タ グ ポ リ ペ プ チ ド と ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 を 含 む 。 エ ピ ト ー プ
タ グ は 、 一 般 的 に は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に 位 置 す る
。 こ の よ う な ボ ー ル カ イ ン の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 の 存 在 は 、 タ グ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗
体 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ の 提 供 は 、 抗 タ グ 抗 体 又 は エ ピ
ト ー プ タ グ に 結 合 す る 他 の 型 の 親 和 性 マ ト リ ク ス を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 に よ っ て ボ ー
ル カ イ ン を 容 易 に 精 製 で き る よ う に す る 。 種 々 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら 各 々 の 抗 体
は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。 例 と し て は 、 ポ リ － ヒ ス チ ジ ン （ ポ リ -his） 又 は ポ リ －
ヒ ス チ ジ ン － グ リ シ ン （ poly-his-gly） タ グ ； flu HAタ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 抗 体 １ ２
Ｃ Ａ ５ ［ Fieldら , Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］ ； c-mycタ グ 及 び そ れ に 対 す
る ８ Ｆ ９ 、 ３ Ｃ ７ 、 ６ Ｅ １ ０ 、 Ｇ ４ 、 Ｂ ７ 及 び ９ Ｅ １ ０ 抗 体 ［ Evanら , Molecular and Ce
llular Biology, 5:3610-3616(1985)］ ； 及 び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ （ gD
） タ グ 及 び そ の 抗 体 ［ Paborskyら , Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］ を 含 む
。 他 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 フ ラ ッ グ ペ プ チ ド ［ Hoppら , BioTechnology, 6:1204-1210(1
988)］ ； Ｋ Ｔ ３ エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ［ Martinら , Science, 255:192-194 (1992)］ ； α -チ
ュ ー ブ リ ン エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ［ Skinnerら , J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)
］ ； 及 び Ｔ ７ 遺 伝 子 １ ０ タ ン パ ク 質 ペ プ チ ド タ グ ［ Lutz-Freyermuthら , Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 87:6393-6397(1990)］ を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 キ メ ラ 分 子 は ボ ー ル カ イ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の
特 定 領 域 と の 融 合 体 を 含 ん で も よ い 。 キ メ ラ 分 子 の 二 価 形 態 （ 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 と も
呼 ば れ る ） に つ い て は 、 そ の よ う な 融 合 体 は Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の Ｆ ｃ 領 域 で あ り 得 る 。 Ｉ ｇ 融 合
体 は 、 好 ま し く は Ｉ ｇ 分 子 内 の 少 な く と も 一 つ の 可 変 領 域 に 換 え て ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド の 可 溶 化 （ 膜 貫 通 ド メ イ ン 欠 失 又 は 不 活 性 化 ） 形 態 を 含 む 。 特 に 好 ま し い 実 施 態 様 で
は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 分 子 の ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 、 又 は ヒ ン ジ 、
Ｃ Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 の 製 造 に つ い て は 、 １ ９ ９
５ 年 ６ 月 ２ ７ 日 発 行 の 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ２ ８ ， １ ３ ０ 号 を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
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　 Ｄ ． ボ ー ル カ イ ン の 調 製
　 以 下 の 説 明 は 、 主 と し て 、 ボ ー ル カ イ ン 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 又 は 形 質 移 入 さ
れ た 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り ボ ー ル カ イ ン を 生 産 す る 方 法 に 関 す る 。 も ち ろ ん 、 当 該 分
野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用 い て ボ ー ル カ イ ン を 調 製 す る こ と が で き る と 考
え ら れ る 。 例 え ば 、 ボ ー ル カ イ ン 配 列 、 又 は そ の 一 部 は 、 固 相 技 術 を 用 い た 直 接 ペ プ チ ド
合 成 に よ っ て 生 産 し て も よ い ［ 例 え ば 、 Stewartら , Solid-Phase Peptide Synthesis, W.
H. Freeman Co., サ ン フ ラ ン シ ス コ , カ リ フ ォ ル ニ ア (1969)； Merrifield, J. Am. Chem.
 Soc., 85:2149-2154 (1963)参 照 ］ 。 マ ニ ュ ア ル 技 術 又 は 自 動 に よ る イ ン ビ ト ロ タ ン パ ク
質 合 成 を 行 っ て も よ い 。 自 動 合 成 は 、 例 え ば 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ ・ ペ プ チ ド
合 成 機 （ フ ォ ス タ ー 　 シ テ ィ ー , カ リ フ ォ ル ニ ア ） を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に よ り 実 施 し
て も よ い 。 ボ ー ル カ イ ン の 種 々 の 部 分 は 、 別 々 に 化 学 的 に 合 成 さ れ 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 方
法 を 用 い て 結 合 さ せ て 完 全 長 ボ ー ル カ イ ン を 生 産 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 　 １ ． ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 ボ ー ル カ イ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 保 有 し て い て そ れ を 検 出
可 能 な レ ベ ル で 発 現 す る と 考 え ら れ る 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 得 る こ
と が で き る 。 従 っ て 、 ヒ ト ボ ー ル カ イ ン Ｄ Ｎ Ａ は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う に 、 ヒ ト の 組
織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 簡 便 に 得 る こ と が で き る 。 ま た ボ ー ル カ イ ン -
コ ー ド 化 遺 伝 子 は 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ か ら 又 は 公 知 の 合 成 方 法 （ 例 え ば 、 自 動 化 核 酸 合 成
） に よ り 得 る こ と も で き る 。
　 ラ イ ブ ラ リ は 、 対 象 と な る 遺 伝 子 あ る い は そ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を
同 定 す る た め に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ (ボ ー ル カ イ ン に 対 す る 抗 体 又 は 少 な く と も 約 ２ ０ -８
０ 塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 )に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ に
よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば Sambrookら , Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989
)に 記 載 さ れ て い る 標 準 的 な 手 順 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 ボ ー ル カ イ ン を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を 単 離 す る 他 の 方 法 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 使 用 す る も の で あ る ［ Sambrookら ,上 掲 ； D
ieffenbachら , PCR Primer： A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, 1995)］ 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 下 記 の 実 施 例 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 記 載 し て い る 。 プ ロ ー
ブ と し て 選 択 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 充 分 な 長 さ で 、 疑 陽 性 が 最 小 化 さ れ る よ
う 充 分 に 明 瞭 で な け れ ば な ら な い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ラ イ ブ
ラ リ 内 の Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 に 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ て い る こ
と が 好 ま し い 。 標 識 化 の 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 ３ ２ Ｐ 標 識 さ れ た Ａ
Ｔ Ｐ の よ う な 放 射 線 標 識 、 ビ オ チ ン 化 あ る い は 酵 素 標 識 の 使 用 が 含 ま れ る 。 中 程 度 の 厳 密
性 及 び 高 度 の 厳 密 性 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 上 掲 の Sambrookら に 示 さ れ て
い る 。
　 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 同 定 さ れ た 配 列 は 、 GenBankな ど の 公
的 な デ ー タ ベ ー ス 又 は 私 的 な 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 寄 託 さ れ 公 衆 に 利 用 可 能 と さ れ て い る 周
知 の 配 列 と 比 較 及 び ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と が で き る 。 分 子 の 決 定 さ れ た 領 域 内 又 は 全 長
に 渡 っ て の （ ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 レ ベ ル の い ず れ か で の ） 配 列 同 一 性 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ
た 、 及 び こ こ に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
　 タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 初 め て こ こ で 開 示 さ れ た 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を
使 用 し 、 ま た 必 要 な ら ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 逆 転 写 さ れ て い な い ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 中 間 体 及 び 先 駆
物 質 を 検 出 す る 上 掲 の Sambrookら に 記 述 さ れ て い る よ う な 従 来 の プ ラ イ マ ー 伸 展 法 を 使 用
し て 選 択 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら れ
る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 　 ２ ． 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換
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　 宿 主 細 胞 を 、 こ こ に 記 載 し た ボ ー ル カ イ ン 生 産 の た め の 発 現 又 は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー
で 形 質 移 入 又 は 形 質 転 換 し 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、 形 質 転 換 体 を 選 択 し 、 又 は 所 望 の 配
列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 適 当 に 変 性 さ れ た 常 套 的 栄 養 培 地 で 培 養 す る 。 培
養 条 件 、 例 え ば 培 地 、 温 度 、 ｐ Ｈ 等 々 は 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 当 業 者 が 選 ぶ こ と が
で き る 。 一 般 に 、 細 胞 培 養 の 生 産 性 を 最 大 に す る た め の 原 理 、 プ ロ ト コ ー ル 、 及 び 実 用 技
術 は 、 Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編  (IRL Press,
 1991)及 び 上 掲 の Sambrookら に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 原 核 生 物 細 胞 形 質 移 入 及 び 真 核 生 物 細 胞 形 質 移 入 の 方 法 、 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 Ｃ ａ Ｐ
Ｏ ４ 、 リ ポ ソ ー ム 媒 介 及 び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 用 い ら れ る
宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 そ の 細 胞 に 対 し て 適 し た 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 形 質 転 換 は な さ れ る 。
前 掲 の Sambrookら に 記 載 さ れ た 塩 化 カ ル シ ウ ム を 用 い る カ ル シ ウ ム 処 理 又 は エ レ ク ト ロ ポ
レ ー シ ョ ン が 、 一 般 的 に 原 核 生 物 に 対 し て 用 い ら れ る 。 ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ト ゥ メ フ ァ
シ エ ン ス に よ る 感 染 が 、 Shawら , Gene, 23:315(1983)及 び １ ９ ８ ９ 年 ６ 月 ２ ９ 日 公 開 の 国
際 公 開 ８ ９ ／ ０ ５ ８ ５ ９ に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 或 る 種 の 植 物 細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い ら
れ る 。 こ の よ う な 細 胞 壁 の な い 哺 乳 動 物 の 細 胞 に 対 し て は 、 Graham及 び van der Eb, Viro
logy, 52:456-457 (1978)の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 が 好 ま し い 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 宿 主 系
形 質 転 換 の 一 般 的 な 態 様 は 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ９ ９ ， ２ １ ６ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 菌 中
へ の 形 質 転 換 は 、 典 型 的 に は 、 Van Solingenら , J. Bact., 130:946 (1977)及 び Hsiaoら ,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の 方 法 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。 し か し な が
ら 、 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 中 に 導 入 す る 他 の 方 法 、 例 え ば 、 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク
ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 無 傷 の 細 胞 、 又 は ポ リ カ チ オ ン 、 例 え ば ポ リ ブ レ ン 、 ポ リ オ ル ニ チ ン
等 を 用 い る 細 菌 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 も ま た 用 い る こ と も で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 を 形 質 転 換
す る た め の 種 々 の 技 術 に つ い て は 、 Keownら , Methods in Enzymology, 185:527-537 (199
0)及 び  Mansourら , Nature, 336:348-352 (1988)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ こ に 記 載 の ベ ク タ ー に Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ あ る い は 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 細 胞
は 、 原 核 生 物 、 酵 母 菌 、 又 は 高 等 真 核 生 物 細 胞 で あ る 。 適 切 な 原 核 生 物 は 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 真 正 細 菌 、 例 え ば グ ラ ム 陰 性 又 は グ ラ ム 陽 性 生 物 体 、 例 え ば 大 腸 菌 の よ う な
腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 種 々 の 大 腸 菌 株 が 公 衆 に 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 株 Ｍ
Ｍ ２ ９ ４ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ １ ， ４ ４ ６ ） ； 大 腸 菌 Ｘ １ ７ ７ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ １ ， ５ ３ ７ ） ； 大 腸
菌 株 Ｗ ３ １ １ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ２ ７ ， ３ ２ ５ ） 及 び Ｋ ５ ７ ７ ２ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ， ６ ３ ５ ） で あ
る 。 他 の 好 ま し い 原 核 動 物 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌 、 例 え ば 、 E. coli、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、
エ ル ビ ニ ア (Erwinia)、 ク レ ブ シ エ ラ (Klebsiella)、 プ ロ テ ウ ス (Proteus)、 サ ル モ ネ ラ 、
例 え ば 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 セ ラ チ ア 、 例 え ば 、 セ ラ チ ア ・ マ ル セ サ ン ス (Serratia marces
cans) 、 及 び 赤 痢 菌 な ど の 腸 内 細 菌 科 、 並 び に 桿 菌 、 例 え ば バ チ ル ス ・ ス ブ チ ル ス (B. su
btilis)及 び バ チ ル ス ・ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス (B. licheniformis)（ 例 え ば 、 １ ９ ８ ９ 年 ４
月 １ ２ 日 発 行 の Ｄ Ｄ ２ ６ ６ ， ７ １ ０ に 記 載 さ れ た バ チ ル ス ・ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス ４ １ Ｐ ）
、 シ ュ ー ド モ ナ ス 、 例 え ば 緑 膿 菌 及 び ス ト レ プ ト マ イ セ ス を 含 む 。 こ れ ら の 例 は 限 定 で は
な く 例 示 で あ る 。 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 生 産 物 発 酵 の た め の 共 通 の 宿 主 株 で あ る
の で 一 つ の 特 に 好 ま し い 宿 主 又 は 親 宿 主 で あ る 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 は 最 小 量 の タ ン パ
ク 質 分 解 酵 素 を 分 泌 す る 。 例 え ば 、 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 細 胞 に 外 来 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 変 異 を す る よ う に 修 飾 し て も よ く 、 そ の よ う な 宿 主 の 例 と し て は
、 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 １ Ａ ２ ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ
　 ｐ ｔ ｒ ３ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ９ Ｅ ４ ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ ｒ ３ 　 ｐ
ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ （ ａ ｒ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ ） １ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｋ ａ ｎ ｒ を 有 す る 大
腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ２ ７ Ｃ ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ５ ５ ， ２ ４ ４ ） ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ
ｒ ３ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ  Ｅ １ ５ 　 (ａ ｒ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ )１ ６ ９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｒ ｂ ｓ ７ 　 ｉ
ｌ ｖ Ｇ 　 ｋ ａ ｎ ｒ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ３ ７ Ｄ ６ ； 非 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 ｄ ｅ ｇ Ｐ 欠
失 変 異 を 持 つ ３ ７ Ｄ ６ 株 で あ る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ４ ０ Ｂ ４ ； 及 び １ ９ ９ ０ 年 ８ 月 ７ 日 発
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行 の 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ８ ３ 号 に 開 示 さ れ た 変 異 周 辺 質 プ ロ テ ア ー ゼ を 有 す る 大 腸
菌 株 を 含 む 。 あ る い は 、 ク ロ ー ニ ン グ の イ ン ビ ト ロ 法 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 又 は 他 の 核 酸 ポ リ メ
ラ ー ゼ 反 応 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 原 核 生 物 に 加 え て 、 糸 状 菌 又 は 酵 母 菌 の よ う な 真 核 微 生 物 は 、 ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 ベ
ク タ ー の た め の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 宿 主 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ヴ ィ シ ア
は 、 通 常 用 い ら れ る 下 等 真 核 生 物 宿 主 微 生 物 で あ る 。 他 に 、 シ ゾ サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ ポ ン ベ
(Schizosaccharomyces pombe)（ Beach及 び Nurse, Nature, 290: 140 [1981]; １ ９ ８ ５ 年
５ 月 ２ 日 公 開 の 欧 州 特 許 第 １ ３ ９ ， ３ ８ ３ 号 ） ； ク ル ベ ロ ミ セ ス 宿 主 (Kluyveromyces hos
ts)（ 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ３ ， ５ ２ ９ 号 ; Fleerら , Bio/Technology, 9: 968-975 (1991)
） 、 例 え ば ク ル ベ ロ ミ セ ス ラ ク チ ス (K. lactis)（ MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencou
rtら , J. Bacteriol.154(2): 737-742 [1983]） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ フ ラ ギ リ ス (K. fragi
lis)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 １ ２ ， ４ ２ ４ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ブ ル ガ リ ク ス (K. bulgaricus)（ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ 　 １ ６ ， ０ ４ ５ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ウ ィ ケ ラ ミ イ (K. wickeramii)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  ２
４ ,１ ７ ８ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ワ ル チ イ (K. waltii)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ５ ６ ， ５ ０ ０ ） 、 ク ル
ベ ロ ミ セ ス ・ ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム (K. drosophilarum)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ３ ６ ， ９ ０ ６ ；  Van den
 Bergら , Bio/Technology, 8: 135 (1990)） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ テ モ ト レ ラ ン ス (K. ther
motolerans)及 び ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス (K. marxianus)； ヤ ロ ウ ィ ア (yarrowia
)（ 欧 州 特 許 第 ４ ０ ２ ， ２ ２ ６ 号 ） ； ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス (Pichia pastoris)（ 欧 州 特 許 第
１ ８ ３ ， ０ ７ ０ 号 ；  Sreekrishnaら , J. Basic Microbiol, 28: 265-278 [1988]） ； カ ン
ジ ダ ； ト リ コ デ ル マ ・ レ ー シ ア (Trichoderma reesia)（ 欧 州 特 許 第 ２ ４ ４ ， ２ ３ ４ 号 ） ；
ア カ パ ン カ ビ （ Caseら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]） ； シ ュ ワ
ニ オ マ イ セ ス (Schwanniomyces)、 例 え ば シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス ・ オ ク シ デ ン タ リ ス (Schwann
iomyces occidentalis)（ １ ９ ９ ０ 年 １ ０ 月 ３ １ 日 公 開 の 欧 州 特 許 第 ３ ９ ４ ， ５ ３ ８ 号 ）
； 及 び 糸 状 真 菌 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ 、 ペ ニ シ リ ウ ム 、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ ム (Tolypocla
dium)（ １ ９ ９ １ 年 １ 月 １ ０ 日 公 開 の 国 際 公 開 ９ １ ／ ０ ０ ３ ５ ７ ） ； 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス
宿 主 、 例 え ば ア ス ペ ル ギ ル ス ニ ダ ラ ン ス （ Ballanceら , Biochem. Biophys. Res. Commun.
, 112: 284-289 [1983]; Tilburnら , Gene, 26: 205-221 [1983]; Yeltonら , Proc. Natl
. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984]） 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス ニ ガ ー （ Kelly及 び Hynes
, EMBO J., 4: 475-479 [1985]） が 含 ま れ る 。 こ こ で 好 ま し い メ チ ロ ト ロ ピ ッ ク (Ｃ １ 化
合 物 資 化 性 、 Methylotropic)酵 母 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 ハ ン セ ヌ ラ (Hansenula)、
カ ン ジ ダ 、 ク ロ エ ケ ラ (Kloeckera)、 ピ チ ア (Pichia)、 サ ッ カ ロ ミ セ ス 、 ト ル ロ プ シ ス (To
rulopsis)、 及 び ロ ド ト ル ラ (Rhodotorula)か ら な る 属 か ら 選 択 さ れ た メ タ ノ ー ル で 成 長 可
能 な 酵 母 を 含 む 。 こ の 酵 母 の 分 類 の 例 示 で あ る 特 定 の 種 の リ ス ト は 、 C. Anthony, The Bi
ochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 グ リ コ シ ル 化 ボ ー ル カ イ ン の 発 現 に 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 多 細 胞 生 物 か ら 誘 導 さ れ る 。 無
脊 椎 動 物 細 胞 の 例 と し て は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｓ ２ 及 び ス ポ ド プ テ ラ Ｓ ｆ ９ の よ う な 昆 虫
細 胞 並 び に 植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 株 化 細 胞 の 例 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム
ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 及 び Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 含 む 。 よ り 詳 細 な 例 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ に よ っ て 形 質 転
換 さ れ た サ ル 腎 臓 Ｃ Ｖ １ 株  (Ｃ Ｏ Ｓ -７ ， Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ  １ ６ ５ １ );ヒ ト 胚 腎 臓 株 （ 293
又 は 懸 濁 培 養 で の 増 殖 の た め に サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ た 293細 胞 、 Grahamら , J. Gen Virol.
, 36:59 (1977)） ;チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ (CHO, Urlaub及 び Chasin
, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));マ ウ ス の セ ル ト リ 細 胞 （ TM4, Mather,
 Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)） ヒ ト 肺 細 胞  (Ｗ １ ３ ８ ， Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ  ７ ５ ); 
ヒ ト 肝 細 胞  (Ｈ ｅ ｐ  Ｇ ２ ， Ｈ Ｂ 　 ８ ０ ６ ５ ); 及 び マ ウ ス 乳 房 腫 瘍 細 胞  （ Ｍ Ｍ Ｔ  ０ ６ ０
５ ６ ２ ， Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ ５ １ )を 含 む 。 適 切 な 宿 主 細 胞 の 選 択 は 、 こ の 分 野 の 技 術 常 識
内 に あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 　 ３ ． 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の 選 択 及 び 使 用
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　 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 (例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ )は 、 ク ロ ー ニ ン グ
(Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 )又 は 発 現 の た め に 複 製 可 能 な ベ ク タ ー 内 に 挿 入 さ れ る 。 様 々 な ベ ク タ ー が
公 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 粒 子 、 又
は フ ァ ー ジ の 形 態 と す る こ と が で き る 。 適 切 な 核 酸 配 列 が 、 種 々 の 手 法 に よ っ て ベ ク タ ー
に 挿 入 さ れ る 。 一 般 に 、 Ｄ Ｎ Ａ は こ の 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 適 当 な 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー 成 分 と し て は 、 一 般 に 、 こ れ ら に 制 限 さ れ る も の で は
な い が 、 一 又 は 複 数 の シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 一 又 は 複 数 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ
ン サ ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 転 写 終 結 配 列 を 含 む 。 こ れ ら の 成 分 の 一 又 は 複 数
を 含 む 適 当 な ベ ク タ ー の 作 成 に は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 標 準 的 な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 を 用 い
る 。
　 ボ ー ル カ イ ン は 直 接 的 に 組 換 え 手 法 に よ っ て 生 産 さ れ る だ け で は な く 、 シ グ ナ ル 配 列 あ
る い は 成 熟 タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ -末 端 に 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る 他 の ポ
リ ペ プ チ ド で あ る 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 ペ プ チ ド と し て も 生 産 さ れ る 。 一 般 に 、 シ
グ ナ ル 配 列 は ベ ク タ ー の 成 分 で あ る か 、 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る ボ ー ル カ イ ン -コ ー ド 化 Ｄ
Ｎ Ａ の 一 部 で あ る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ
、 ｌ ｐ ｐ あ る い は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン IIリ ー ダ ー の 群 か ら 選 択 さ れ た 原 核 生 物 シ グ
ナ ル 配 列 で あ っ て よ い 。 酵 母 の 分 泌 に 関 し て は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ
ー ダ ー 、 ア ル フ ァ 因 子 リ ー ダ ー (サ ッ カ ロ ミ セ ス (Saccharomyces)及 び ク ル イ ベ ロ マ イ シ ス
(Kluyveromyces)α 因 子 リ ー ダ ー を 含 み 、 後 者 は 米 国 特 許 第 ５ ， ０ １ ０ ， １ ８ ２ 号 に 記 載
さ れ て い る )、 又 は 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ C.albicans)グ
ル コ ア ミ ラ ー ゼ リ ー ダ ー (１ ９ ９ ０ 年 ４ 月 ４ 日 公 開 の 欧 州 特 許 第 ３ ６ ２ １ ７ ９ 号 )、 又 は １
９ ９ ０ 年 １ １ 月 １ ５ 日 に 公 開 さ れ た 国 際 公 開 ９ ０ ／ １ ３ ６ ４ ６ に 記 載 さ れ て い る シ グ ナ ル
で あ り 得 る 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 発 現 に お い て は 、 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル 配 列 は 、 同 一 あ る い は 関
連 あ る 種 の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 並 び に ウ イ ル ス 分 泌 リ ー ダ ー の よ う な タ
ン パ ク 質 の 直 接 分 泌 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 共 に 一 又 は 複 数 の 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て ベ ク タ
ー の 複 製 を 可 能 に す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 配 列 は 多 く の 細 菌 、 酵 母 及 び ウ イ ル ス
に 対 し て よ く 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ に 由 来 す る 複 製 開 始 点 は 大 部 分 の グ
ラ ム 陰 性 細 菌 に 好 適 で あ り 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド 開 始 点 は 酵 母 に 適 し て お り 、 様 々 な ウ イ ル ス
開 始 点 (Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ 又 は Ｂ Ｐ Ｖ )は 哺 乳 動 物 細 胞 に お
け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 有 用 で あ る 。
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 選 べ る マ ー カ ー と も 称 さ れ る 選 択 遺 伝
子 を 含 む 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (a)ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト
あ る い は テ ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 抗 生 物 質 あ る い は 他 の 毒 素 に 耐 性 を 与 え 、 (b)栄 養 要
求 性 欠 陥 を 補 い 、 又 は (c)例 え ば バ シ リ の Ｄ -ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の よ
う な 、 複 合 培 地 か ら 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に 適 切 な 選 べ る マ ー カ ー の 例 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ あ る い は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ の よ
う に ボ ー ル カ イ ン -コ ー ド 化 核 酸 を 取 り 込 む こ と の で き る 細 胞 成 分 を 同 定 す る こ と の で き
る も の で あ る 。 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 用 い た 場 合 の 好 適 な 宿 主 細 胞 は 、 Urlaubら に よ り  Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に 記 載 さ れ て い る よ う に し て 調 製 さ れ 増 殖 さ れ
た Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 活 性 に 欠 陥 の あ る Ｃ Ｈ Ｏ 株 化 細 胞 で あ る 。 酵 母 菌 中 で の 使 用 に 好 適 な 選 択 遺 伝
子 は 酵 母 プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ ｐ ７ に 存 在 す る ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 で あ る ［ Stinchcombら , Nature, 
282： 39(1979)； Kingsmanら , Gene, 7： 141(1979)； Tschemperら , Gene, 10： 157(1980)
］ 。 ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ４ ４ ０ ７ ６ あ る い は Ｐ Ｅ Ｐ ４ -１ の よ う な
ト リ プ ト フ ァ ン 内 で 成 長 す る 能 力 を 欠 く 酵 母 菌 の 突 然 変 異 株 に 対 す る 選 択 マ ー カ ー を 提 供
す る ［ Jones, Genetics, 85:12 (1977)］ 。
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 通 常 、 ボ ー ル カ イ ン -コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 作 用 可 能
に 結 合 し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 種 々 の 可 能 な 宿 主 細 胞 に よ り 認

10

20

30

40

50

(45) JP 2007-37551 A 2007.2.15



識 さ れ る 好 適 な プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ て い る 。 原 核 生 物 宿 主 で の 使 用 に 好 適 な プ ロ モ ー タ
ー は β -ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Changら , Nature, 275:615 (1978)
；  Goeddelら , Nature, 281:544 (1979)］ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン
(trp)プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776］ 、 及
び ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー ［ deBoerら , Proc. Natl. Acad
. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］ を 含 む 。 細 菌 系 で 使 用 す る プ ロ モ ー タ ー も ま た ボ ー ル カ
イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 作 用 可 能 に 結 合 し た シ ャ イ ン -ダ ル ガ ー ノ (S.D.)配 列 を 有 す る
。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 酵 母 宿 主 と 共 に 用 い て 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 例 と し て は 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ ラ ー ト
キ ナ ー ゼ ［ Hitzeman ら , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］ 又 は 他 の 糖 分 解 酵 素 ［ Hess
 ら , J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 17： 4900(1978)］
、 例 え ば エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ
、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -６ -リ ン 酸 イ ソ
メ ラ ー ゼ 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ セ リ ン 酸 イ ソ
メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
　 他 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 成 長 条 件 に よ っ て 転 写 が 制 御 さ れ る 付 加 的 効 果 を 有 す
る 誘 発 的 プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ム Ｃ 、 酸 フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 と 関 連 す る 分 解 性 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ
ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 及 び マ ル ト ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 を 支 配 す る 酵 素
の プ ロ モ ー タ ー 領 域 が あ る 。 酵 母 菌 で の 発 現 に 好 適 に 用 い ら れ る ベ ク タ ー と プ ロ モ ー タ ー
は 欧 州 特 許 第 ７ ３ ， ６ ５ ７ 号 に 更 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に お け る ベ ク タ ー か ら の ボ ー ル カ イ ン 転 写 は 、 例 え ば 、 ポ リ オ ー マ
ウ ィ ル ス 、 伝 染 性 上 皮 腫 ウ ィ ル ス (１ ９ ８ ９ 年 ７ 月 ５ 日 公 開 の Ｕ Ｋ ２ ， ２ １ １ ， ５ ０ ４ )、
ア デ ノ ウ ィ ル ス (例 え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス ２ )、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ ィ ル ス 、 サ
イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ ィ ル ス 及 び サ ル ウ ィ ル ス ４ ０ (Ｓ Ｖ ４
０ )の よ う な ウ ィ ル ス の ゲ ノ ム か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 異 種 性 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー
、 例 え ば ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 熱 衝 撃 プ ロ モ ー タ
ー か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 、 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 宿 主 細 胞 系 に 適 合 し 得
る 限 り 制 御 さ れ る 。
　 よ り 高 等 の 真 核 生 物 に よ る 所 望 の ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 は 、 ベ ク タ ー
中 に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ 得 る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 通 常 は 約
１ ０ か ら ３ ０ ０ 塩 基 対 で 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 用 し て そ の 転 写 を 増 強 す る Ｄ Ｎ Ａ の シ ス 作 動
要 素 で あ る 。 哺 乳 動 物 遺 伝 子 由 来 の 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 現 在 知 ら れ て い る (グ ロ ビ
ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 及 び イ ン ス リ ン )。 し か し な が ら 、
典 型 的 に は 、 真 核 細 胞 ウ ィ ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー が 用 い ら れ る で あ ろ う 。 例 と し て は 、
複 製 起 点 の 後 期 側 の Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー (１ ０ ０ -２ ７ ０ 塩 基 対 )、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル
ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 及 び ア デ
ノ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 配 列 の ５ ’
又 は ３ ’ 位 で ベ ク タ ー 中 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 得 る が 、 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー か ら ５ ’
位 に 位 置 し て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ま た 真 核 生 物 宿 主 細 胞 (酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 又 は 他 の 多 細 胞 生 物 由
来 の 有 核 細 胞 )に 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 の 終 結 及 び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要 な
配 列 も 含 む 。 こ の よ う な 配 列 は 、 真 核 生 物 又 は ウ ィ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 通 常 は ５
’ 、 時 に は ３ ’ の 非 翻 訳 領 域 か ら 取 得 で き る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す
る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 部 分 に ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト
を 含 む 。
　 組 換 え 脊 椎 動 物 細 胞 培 養 で の ボ ー ル カ イ ン の 合 成 に 適 応 化 す る の に 適 切 な 他 の 方 法 、 ベ
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ク タ ー 及 び 宿 主 細 胞 は 、 Gethingら , Nature, 293:620-625 (1981); Manteiら , Nature, 2
81:40-46 (1979)； 欧 州 特 許 第 １ １ ７ ， ０ ６ ０ 号 ； 及 び 欧 州 特 許 第 １ １ ７ ， ０ ５ ８ 号 に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 　 ４ ． 遺 伝 子 増 幅 ／ 発 現 の 検 出
　 遺 伝 子 の 増 幅 及 び ／ 又 は 発 現 は 、 こ こ で 提 供 さ れ た 配 列 に 基 づ き 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ
ロ ー ブ を 用 い 、 例 え ば 、 従 来 よ り の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 定 量 化 す る ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ［ Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］ 、 ド ッ ト
ブ ロ ッ ト 法 (Ｄ Ｎ Ａ 分 析 )、 又 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 、 直 接 的 に
試 料 中 で 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本 鎖 及 び Ｄ Ｎ Ａ -Ｒ
Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 又 は Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 二 本 鎖 を 含 む 、 特 異 的 二 本 鎖 を 認 識 す る こ
と が で き る 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 次 い で 、 抗 体 を 標 識 し 、 ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と
が で き 、 こ こ で 二 本 鎖 は 表 面 に 結 合 し て お り 、 そ の 結 果 二 本 鎖 の 表 面 で の 形 成 の 時 点 で そ
の 二 本 鎖 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 あ る い は 、 遺 伝 子 の 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 直 接 的 に 定 量 す る 免 疫 学 的 な 方 法 、 例
え ば 細 胞 又 は 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び 細 胞 培 養 又 は 体 液 の ア ッ セ イ に よ っ て 、
測 定 す る こ と も で き る 。 試 料 液 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び ／ 又 は ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で も ポ リ ク ロ ー ナ ル で も よ く 、 任 意 の 哺 乳 動 物 で 調 製 す る こ と が で き る
。 簡 便 に は 、 抗 体 は 、 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は こ こ で 提 供 さ れ
る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ベ ー ス と し た 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は ボ ー ル カ イ ン Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 し 特
異 的 抗 体 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 外 因 性 配 列 に 対 し て 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 　 ５ ． ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 ボ ー ル カ イ ン の 形 態 は 、 培 地 又 は 宿 主 細 胞 の 溶 菌 液 か ら 回 収 す る こ と が で き る 。 膜 結 合
性 で あ る な ら ば 、 適 切 な 洗 浄 液 (例 え ば ト リ ト ン -Ｘ １ ０ ０ )又 は 酵 素 的 切 断 を 用 い て 膜 か
ら 引 き 離 す こ と が で き る 。 ボ ー ル カ イ ン の 発 現 に 用 い ら れ る 細 胞 は 、 凍 結 融 解 サ イ ク ル 、
超 音 波 処 理 、 機 械 的 破 壊 、 又 は 細 胞 溶 解 剤 な ど の 種 々 の 化 学 的 又 は 物 理 的 手 段 に よ っ て 破
壊 す る こ と が で き る 。
　 ボ ー ル カ イ ン を 、 組 換 え 細 胞 タ ン パ ク 又 は ポ リ ペ プ チ ド か ら 精 製 す る こ と が 望 ま し い 。
適 切 な 精 製 手 順 の 例 で あ る 次 の 手 順 に よ り 精 製 さ れ る ： す な わ ち 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム で の
分 画 ； エ タ ノ ー ル 沈 殿 ； 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ； シ リ カ 又 は カ チ オ ン 交 換 樹 脂 、 例 え ば Ｄ Ｅ Ａ Ｅ に
よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ ； Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ ； 硫 酸 ア ン モ ニ ウ
ム 沈 殿 ； 例 え ば セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ -７ ５ を 用 い る ゲ ル 濾 過 ;Ｉ ｇ Ｇ の よ う な 汚 染 物 を 除 く プ
ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ； 及 び ボ ー ル カ イ ン の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 を 結 合 さ せ る 金
属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム で あ る 。 こ の 分 野 で 知 ら れ 、 例 え ば 、 Deutscher, Methods in Enzymo
logy, 182(1990)； Scopes, Protein Purification: Principles and Practice, Springer
-Verlag, New York (1982)に 記 載 さ れ た 多 く の タ ン パ ク 質 精 製 方 法 を 用 い る こ と が で き る
。 選 ば れ る 精 製 過 程 は 、 例 え ば 、 用 い ら れ る 生 産 方 法 及 び 特 に 生 産 さ れ る 特 定 の ボ ー ル カ
イ ン の 性 質 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 Ｅ ． ボ ー ル カ イ ン の 用 途
　 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ 又 は そ れ ら の 相 補 鎖 ） は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用 を 含 む 分 子 生 物 学 の 分 野 に お い て 、 染 色 体 及 び 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ
に お い て 、 及 び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 に お い て 種 々 の 用 途 を 有 し て い る 。
ま た 、 ボ ー ル カ イ ン 核 酸 も 、 こ こ に 記 載 さ れ る 組 換 え 技 術 に よ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ
ド の 調 製 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 完 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 は 、 全 長 ボ ー ル カ イ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
又 は こ こ に 開 示 し た 天 然 ボ ー ル カ イ ン 配 列 に 対 し て 所 望 の 配 列 同 一 性 を 持 つ 更 に 他 の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ （ 例 え ば 、 ボ ー ル カ イ ン の 天 然 発 生 変 異 体 又 は 他 の 種 か ら の ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す
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る も の ） の 単 離 の た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 用 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て
使 用 で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 プ ロ ー ブ の 長 さ は 約 ２ ０ ～ 約 ５ ０ 塩 基 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 部 分 的 に 完 全 長 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 新 規 な 領 域
か ら 誘 導 し て も よ く 、 そ れ ら の 領 域 は 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 、 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ
ン の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 成 分 及 び イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム 配 列 か ら 誘 導 さ れ 得 る
。 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 ボ ー ル カ イ ン 遺 伝 子 の コ ー ド 化 領 域 を 周 知 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列
を 用 い て 単 離 し て 約 ４ ０ 塩 基 の 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ を 合 成 す る こ と を 含 む 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 ３ ２ Ｐ 又 は ３ ５ Ｓ 等 の 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ア ビ ジ ン ／ ビ オ
チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素 標 識 を 含 む 種 々
の 標 識 で 標 識 さ れ う る 。 本 発 明 の ボ ー ル カ イ ン 遺 伝 子 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 標 識 さ れ た
プ ロ ー ブ は 、 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ し
、 そ の ラ イ ブ ラ リ の 何 れ の メ ン バ ー が プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か を 決 定 す る の に 使
用 で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 は 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 更 に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 出 願 で 開 示 す る 任 意 の Ｅ Ｓ Ｔ は 、 同 様 に 、 こ こ に 記 載 し た 方 法 を 用 い て プ ロ ー ブ と し
て 用 い る こ と が で き る 。
　 ボ ー ル カ イ ン 核 酸 の 他 の 有 用 な 断 片 は 、 標 的 ボ ー ル カ イ ン  ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ セ ン ス ） 又 は ボ
ー ル カ イ ン  Ｄ Ｎ Ａ （ ア ン チ セ ン ス ） 配 列 に 結 合 で き る 一 本 鎖 核 酸 配 列 （ Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ
Ａ の い ず れ か ） を 含 む ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス
又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 に よ る と 、 ボ ー ル カ イ ン  Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 化 領
域 の 断 片 を 含 む 。 こ の よ う な 断 片 は 、 一 般 的 に は 少 な く と も 約 １ ４ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し
く は 約 １ ４ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 与 え ら れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配
列 に 基 づ く 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 制 御 す る 可 能 性 は 、 例 え ば 、
Stein及 び Cohen（ Cancer Res. 48: 2659: [1988]） 及 び  van der Krolら ,（ BioTechnique
s 6: 958, [1988]） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 核 酸 配 列 へ の 結 合 は 二 重 鎖 の 形 成 を
も た ら し 、 そ れ は 、 二 重 鎖 の 分 解 の 促 進 、 転 写 又 は 翻 訳 の 期 外 停 止 を 含 む 幾 つ か の 方 法 の
一 つ 、 又 は 他 の 方 法 に よ り 、 標 的 配 列 の 転 写 又 は 翻 訳 を 阻 止 す る 。 よ っ て 、 ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ボ ー ル カ イ ン タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 止 す る の に 用 い ら れ る 。 ア ン
チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 修 飾 糖 － ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 （ 又 は 他 の 糖
結 合 、 国 際 公 開 ９ １ ／ ０ ６ ６ ２ ９ に 記 載 の も の 等 ） を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に
含 み 、 そ の よ う な 糖 結 合 は 内 因 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 で あ る 。 そ の よ う な 耐 性 糖 結 合 を 持 つ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン ビ ボ で 安 定 で あ る が （ す な わ ち 、 酵 素 分 解 に 耐 え う る が ） 、
標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 結 合 で き る 配 列 特 異 性 は 保 持 し て い る 。
　 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 他 の 例 は 、 国 際 公 開 ９ ０ ／ １ ０ ０ ４ ８ に
記 載 さ れ て い る も の の よ う な 、 有 機 部 分 、 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 核 酸 配 列 へ の 親
和 性 を 向 上 さ せ る 他 の 部 分 、 例 え ば ポ リ -(Ｌ -リ ジ ン )に 共 有 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 含 む 。 さ ら に ま た 、 エ リ プ チ シ ン 等 の 挿 入 剤 、 ア ル キ ル 化 剤 又 は 金 属 錯 体 を セ ン ス 又 は
ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ せ 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ の 結 合 特 異 性 を 改 変 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ -媒 介 Ｄ Ｎ Ａ 形 質
移 入 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 含 む 任 意 の 遺 伝 子 転 換 方 法 に よ り 、 又 は エ プ ス タ イ ン -
バ ー ウ イ ル ス な ど の 遺 伝 子 転 換 ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 に
導 入 さ れ る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切 な
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 は 、 イ ン ビ ボ 又 は エ キ ソ
ビ ボ で 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 接 触 さ せ る 。 好 適 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、
こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス Ｍ -Ｍ ｕ Ｌ Ｖ か ら 誘 導 さ れ る も の 、 Ｎ ２ （
Ｍ -Ｍ ｕ Ｌ Ｖ か ら 誘 導 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス ） 、 又 は Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ａ 、 Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ｂ 及 び Ｄ Ｃ Ｔ

10

20

30

40

50

(48) JP 2007-37551 A 2007.2.15



５ Ｃ と 命 名 さ れ た ダ ブ ル コ ピ ー ベ ク タ ー （ 国 際 公 開 ９ ０ ／ １ ３ ６ ４ １ 参 照 ） を 含 む 。
　 ま た 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 国 際 公 開 ９ １ ／ ０ ４ ７ ５ ３ に 記
載 さ れ て い る よ う に 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 と の 複 合 体 の 形 成 に よ り 標 的 配 列 を 含 む 細 胞 に 導
入 し て も よ い 。 適 切 な リ ガ ン ド 結 合 分 子 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー
、 成 長 因 子 、 他 の サ イ ト カ イ ン 、 又 は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 結 合 す る 他 の リ ガ ン ド を 含 む
。 好 ま し く は 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 の 複 合 体 形 成 は 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 が そ の 対 応 す る 分 子
又 は レ セ プ タ ー に 結 合 す る 、 あ る い は セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ
の 複 合 体 の 細 胞 へ の 侵 入 を 阻 止 す る 能 力 を 実 質 的 に 阻 害 し な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 あ る い は 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 国 際 公 開 ９ ０ ／ １ ０ ４ ４ ８
に 記 載 さ れ た よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 脂 質 複 合 体 の 形 成 に よ り 標 的 核 酸 配 列 を 含 む
細 胞 に 導 入 し て も よ い 。 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 脂 質 複 合 体 は 、 好
ま し く は 内 因 性 リ パ ー ゼ に よ り 細 胞 内 で 分 解 さ れ る 。
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 一 般 に 少 な く と も 約 ５ 塩 基 長 、 約 １ ０
塩 基 長 、 約 １ ５ 塩 基 長 、 約 ２ ０ 塩 基 長 、 約 ２ ５ 塩 基 長 、 約 ３ ０ 塩 基 長 、 約 ３ ５ 塩 基 長 、 約
４ ０ 塩 基 長 、 約 ４ ５ 塩 基 長 、 約 ５ ０ 塩 基 長 、 約 ５ ５ 塩 基 長 、 約 ６ ０ 塩 基 長 、 約 ６ ５ 塩 基 長
、 約 ７ ０ 塩 基 長 、 約 ７ ５ 塩 基 長 、 約 ８ ０ 塩 基 長 、 約 ８ ５ 塩 基 長 、 約 ９ ０ 塩 基 長 、 約 ９ ５ 塩
基 長 、 約 １ ０ ０ 塩 基 長 、 あ る い は そ れ よ り も 長 い 。
　 ま た 、 プ ロ ー ブ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 に 用 い て 、 密 接 に 関 連 し た ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 配 列 の
同 定 の た め の 配 列 の プ ー ル を 作 成 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ の ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る
遺 伝 子 の マ ッ ピ ン グ の た め 、 及 び 遺 伝 子 疾 患 を 持 つ 個 体 の 遺 伝 子 分 析 の た め の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 作 成 に も 用 い る こ と が で き る 。 こ こ に 提 供 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 既 知 の 染 色 体 マ ー カ ー に 対 す る 結 合 分 析 、 及
び ラ イ ブ ラ リ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ 等 の 周 知 の 技 術 を 用 い て 、 染 色
体 及 び 染 色 体 の 特 定 領 域 に マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ボ ー ル カ イ ン の コ ー ド 化 配 列 が 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 場 合
（ 例 え ば 、 ボ ー ル カ イ ン が レ セ プ タ ー で あ る 場 合 ） 、 ボ ー ル カ イ ン は 、 結 合 相 互 作 用 に 関
与 し て い る 他 の タ ン パ ク 質 又 は 分 子 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 こ
の よ う な 方 法 に よ り 、 レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 結 合 性 相 互 作 用 の 阻 害 剤 を 同 定 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う な 結 合 性 相 互 作 用 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 も 、 ペ プ チ ド 又 は 小 分 子 阻 害 剤 又
は 結 合 性 相 互 作 用 の ア ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 レ セ プ タ
ー ボ ー ル カ イ ン は 関 連 す る リ ガ ン ド の 単 離 に も 使 用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、
天 然 ボ ー ル カ イ ン 又 は ボ ー ル カ イ ン の レ セ プ タ ー の 生 物 学 的 活 性 に 似 た リ ー ド 化 合 物 の 発
見 の た め に 設 計 さ れ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ の 高 ス
ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に も 用 い ら れ 、 小 分 子 候 補 薬 剤 の 同 定 に 特 に 適 し た も の と す る
。 考 慮 さ れ る 小 分 子 は 、 合 成 有 機 又 は 無 機 化 合 物 を 含 む 。 ア ッ セ イ は 、 こ の 分 野 で 良 く 特
徴 付 け ら れ て い る タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 物 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ 、 免 疫 検 定 及 び 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ を 含 む 種 々 の 型 式 で 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 ま た 、 ボ ー ル カ イ ン 又 は そ の 修 飾 型 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 又 は
「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 の い ず れ か を 産 生 す る こ と に 使 用 で き 、 こ れ ら は 治 療 的 に 有 用 な 試
薬 の 開 発 や ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ
ッ ト )と は 、 出 生 前 、 例 え ば 胚 段 階 で 、 そ の 動 物 又 は そ の 動 物 の 祖 先 に 導 入 さ れ た 導 入 遺
伝 子 を 含 む 細 胞 を 有 す る 動 物 で あ る 。 導 入 遺 伝 子 と は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 発 生 す
る 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 を 作 製 す る た め に 使 用 す る ゲ ノ ム 配 列 及 び 確 立 さ れ た 技 術 に 基 づ い て 、 ボ ー ル カ イ
ン を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ン 化 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ

10

20

30

40

50

(49) JP 2007-37551 A 2007.2.15



ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ ス 又 は ラ ッ ト 等 の 特 定 の 動 物 を 産 生 す る 方 法 は 、 当 該 分 野 に お い
て 常 套 的 に な っ て お り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ６ ， ８ ６ ６ 号 や 第 ４ ， ８ ７ ０ ， ０ ０ ９
号 に 記 述 さ れ て い る 。 典 型 的 に は 、 特 定 の 細 胞 を 組 織 特 異 的 エ ン ハ ン サ ー で の ボ ー ル カ イ
ン 導 入 遺 伝 子 の 導 入 の 標 的 に す る 。 胚 段 階 で 動 物 の 生 殖 系 列 に 導 入 さ れ た ボ ー ル カ イ ン コ
ー ド 化 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る Ｄ
Ｎ Ａ の 増 大 し た 発 現 の 影 響 を 調 べ る た め に 使 用 で き る 。 こ の よ う な 動 物 は 、 例 え ば そ の 過
剰 発 現 を 伴 う 病 理 学 的 状 態 に 対 し て 保 護 を も た ら す と 思 わ れ る 試 薬 の テ ス タ ー 動 物 と し て
使 用 で き る 。 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て は 、 動 物 を 試 薬 で 治 療 し 、 導 入 遺 伝 子 を 有 す る 未
治 療 の 動 物 に 比 べ 病 理 学 的 状 態 の 発 症 率 が 低 け れ ば 、 病 理 学 的 状 態 に 対 す る 治 療 上 の 処 置
の 可 能 性 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 あ る い は 、 ボ ー ル カ イ ン の 非 ヒ ト 相 同 体 は 、 動 物 の 胚 幹 細 胞 に 導 入 さ れ た ボ ー ル カ イ ン
を コ ー ド す る 変 更 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 内 在 性 遺 伝 子 と の 間 の 相 同
的 組 換 え に よ っ て 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 欠 陥 又 は 変 更 遺 伝 子 を 有 す る ボ ー ル カ イ ン
「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 成 す る た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る
ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 確 立 さ れ た 技 術 に 従 い 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ
ン グ に 使 用 で き る 。 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を 欠 失 し た り 、 組 み 込
み を 監 視 す る た め に 使 用 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 等 の 他 の 遺 伝 子 で 置
換 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ベ ク タ ー は 無 変 化 の フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ (５ ’ と ３ ’
末 端 の 両 方 )を 数 キ ロ ベ ー ス 含 む ［ 例 え ば 、 相 同 的 組 換 え ベ ク タ ー に つ い て は Thomas及 び C
apecchi, Cell, 51:503(1987)を 参 照 の こ と ］ 。 ベ ク タ ー は 胚 幹 細 胞 に (例 え ば エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て )導 入 し 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ が 内 在 性 Ｄ Ｎ Ａ と 相 同 的 に 組 換 え ら れ
た 細 胞 が 選 択 さ れ た ［ 例 え ば 、 Liら , Cell, 69:915(1992)参 照 ］ 。 選 択 さ れ た 細 胞 は 次 に
動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト )の 胚 盤 胞 内 に 注 入 さ れ て 集 合 キ メ ラ を 形 成 す る ［ 例 え ば 、
Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. 
Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参 照 の こ と ］ 。 そ の 後 、 キ メ ラ 性 胚
を 適 切 な 偽 妊 娠 の 雌 性 乳 母 に 移 植 し 、 期 間 を お い て 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 り 出 す 。 胚
細 胞 に 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 子 孫 は 標 準 的 な 技 術 に よ り 同 定 さ れ 、 そ れ ら
を 利 用 し て 動 物 の 全 細 胞 が 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 動 物 を 繁 殖 さ せ る こ と が で
き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 例 え ば 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 欠 乏 に よ る あ る 種 の 病
理 的 状 態 及 び そ の 病 理 的 状 態 の 進 行 に 対 す る 防 御 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 　
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ま た 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 遺 伝 子 治 療 に も 使 用 で き る 。 遺 伝
子 治 療 用 途 に お い て は 、 例 え ば 欠 陥 遺 伝 子 を 置 換 す る た め 、 治 療 的 有 効 量 の 遺 伝 子 産 物 の
イ ン ビ ボ 合 成 を 達 成 す る た め に 遺 伝 子 が 導 入 さ れ る 。 「 遺 伝 子 治 療 」 と は 、 １ 回 の 処 理 に
よ り 継 続 的 効 果 が 達 成 さ れ る 従 来 の 遺 伝 子 治 療 と 、 治 療 的 に 有 効 な Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の
１ 回 又 は 繰 り 返 し 投 与 を 含 む 遺 伝 子 治 療 薬 の 投 与 の 両 方 を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び
Ｄ Ｎ Ａ は 、 あ る 種 の 遺 伝 子 の イ ン ビ ボ 発 現 を 阻 止 す る 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。
短 い ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 細 胞 膜 に よ る 制 限 さ れ た 取 り 込 み に 起 因 す る 低
い 細 胞 内 濃 度 に も か か わ ら ず 、 そ れ が 阻 害 剤 と し て 作 用 す る 細 胞 中 に 移 入 で き る こ と は 既
に 示 さ れ て い る （ Zamecnikら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4143-4146 [1986]） 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら の 負 に 荷 電 し た リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 基 を 非 荷 電 基 で 置 換 す る
こ と に よ っ て 取 り 込 み を 促 進 す る よ う に 修 飾 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 生 存 可 能 な 細 胞 に 核 酸 を 導 入 す る た め の 種 々 の 技 術 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 核 酸
が 培 養 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 、 あ る い は 意 図 す る 宿 主 の 細 胞 に お い て イ ン ビ ボ で 移 入 さ れ る
か に 応 じ て 変 わ る 。 核 酸 を 哺 乳 動 物 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 移 入 す る の に 適 し た 方 法 は 、 リ ポ
ソ ー ム 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 細 胞 融 合 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ
キ ス ト ラ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 な ど を 含 む 。 現 在 好 ま し い イ ン ビ ボ 遺 伝 子 移 入 技 術
は 、 ウ イ ル ス （ 典 型 的 に は レ ト ロ ウ イ ル ス ） ベ ク タ ー で の 形 質 移 入 及 び ウ イ ル ス 被 覆 タ ン
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パ ク 質 -リ ポ ソ ー ム 媒 介 形 質 移 入 で あ る （ Dzauら , Trends in Biotechnology 11, 205-210
(1993)） 。 幾 つ か の 状 況 で は 、 核 酸 供 給 源 を 、 細 胞 表 面 膜 タ ン パ ク 質 又 は 標 的 細 胞 に 特 異
的 な 抗 体 、 標 的 細 胞 上 の レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド 等 の 標 的 細 胞 を 標 的 化 す る 薬 剤 と と
も に 提 供 す る の が 望 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム を 用 い る 場 合 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 伴 っ て 細 胞
表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 特 定 の 細 胞 型 向 性 の キ ャ プ シ ド タ ン パ
ク 質 又 は そ の 断 片 、 サ イ ク ル に お い て 内 部 移 行 を 受 け る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 細 胞 内
局 在 化 を 標 的 と し 細 胞 内 半 減 期 を 向 上 さ せ る タ ン パ ク 質 が 、 標 的 化 及 び ／ 又 は 取 り 込 み の
促 進 の た め に 用 い ら れ る 。 レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー シ ス は 、 例 え ば 、 Wuら , J. Bio
l. Chem. 262, 4429-4432 (1987); 及 び Wagnerら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 341
0-3414 (1990)に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。 遺 伝 子 作 成 及 び 遺 伝 子 治 療 の プ ロ ト コ ー ル の 概
説 に つ い て は 、 Andersonら , Science 256, 808-813 (1992)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ こ に 記 載 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を タ ン パ ク 質 電 気 泳 動 目 的 の 分 子 量 マ ー カ ー
と し て 用 い て も よ く 、 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 を 、 こ れ ら の マ ー カ ー を 組 み 換 え 発 現 に 用 い て
も よ い 。
　 こ こ に 記 載 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 染 色
体 の 同 定 に 有 用 で あ る 。 こ の 点 に お い て 、 実 際 の 配 列 に 基 づ く 染 色 体 マ ー キ ン グ 試 薬 は 殆
ど 利 用 可 能 で は な い た め 、 新 規 な 染 色 体 マ ー カ ー の 同 定 が 必 要 で あ る 。 本 発 明 の 各 ボ ー ル
カ イ ン 核 酸 分 子 は 染 色 体 マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 及 び 核 酸 分 子 は 組 織 タ イ ピ ン グ に 使 用 で き 、
本 発 明 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 同 じ 型 の 正 常 組 織 に 比 較 し て 疾 患 性 組
織 に お い て 、 一 方 の 組 織 で 他 方 に 比 較 し て 異 な る 発 現 を す る 。 ボ ー ル カ イ ン 核 酸 分 子 に は
、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 サ ザ ン 分 析 及 び ウ ェ ス タ ン 分 析 の プ ロ ー ブ 生 成 の た め の 用 途 が
見 出 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ こ に 記 載 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 治 療 薬 と し て 用 い て も よ い 。 本 発 明 の ボ ー
ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 製 薬 的 に 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る の に 知 ら れ た 方 法 に 従 っ て 製
剤 さ れ 、 こ れ に よ り 、 こ の ボ ー ル カ イ ン 生 成 物 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 媒 体 と 混 合 さ れ
る 。 治 療 用 製 剤 は 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 又 は 水 性 溶 液 の 形 態 で 、 任 意 的 な 製 薬 上 許 容 可 能
な キ ャ リ ア 、 賦 形 剤 又 は 安 定 剤 と 、 所 望 の 精 製 度 を 有 す る 活 性 成 分 と を 混 合 す る こ と に よ
り (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, Osol, A. Ed., [1980])、 調
製 さ れ 保 管 さ れ る 。 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 剤 は 、 用 い る 投 与 量 及 び 濃 度 で は レ
シ ピ エ ン ト に 対 し て 無 毒 性 で あ り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 及 び 他 の 有 機 酸 等 の 緩 衝 液 ； ア ス コ
ル ビ ン 酸 を 含 む 抗 酸 化 剤 ； 低 分 子 量 (残 基 数 １ ０ 個 未 満 )ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ ミ ン 、
ゼ ラ チ ン 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性 重 合 体 ；
グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス
、 マ ン ノ ー ス 又 は デ キ ス ト リ ン 等 の 単 糖 類 、 二 糖 類 又 は 他 の 炭 水 化 物 ； EDTA等 の キ レ ー ト
剤 、 マ ン ニ ト ー ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 類 ； ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又
は TWEEN T M 、 PLURONICS T M 又 は PEG等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 滅 菌 さ れ て い な く て は な ら な い 。 こ れ は 、 凍 結 乾 燥 及
び 再 構 成 の 前 又 は 後 に 、 滅 菌 フ ィ ル タ ー 膜 を 通 す 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
　 こ こ で 、 本 発 明 の 製 薬 組 成 物 は 一 般 に 、 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー ト を 具 備 す る 容 器 、 例 え ば
、 皮 下 注 射 針 で 貫 通 可 能 な ス ト ッ パ ー を 持 つ 静 脈 内 バ ッ グ 又 は バ イ ア ル 内 に 配 さ れ る 。
　 投 与 経 路 は 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、 動 脈 内 又 は 病
巣 内 経 路 で の 注 射 又 は 注 入 、 局 所 投 与 、 又 は 徐 放 系 に よ る 。
　 本 発 明 の 製 薬 組 成 物 の 用 量 及 び 望 ま し い 薬 物 濃 度 は 、 意 図 す る 特 定 の 用 途 に 応 じ て 変 化
す る 。 適 切 な 用 量 又 は 投 与 経 路 の 決 定 は 、 通 常 の 内 科 医 の 技 量 の 範 囲 内 で あ る 。 動 物 実 験
は 、 ヒ ト 治 療 の た め の 有 効 量 の 決 定 に つ い て の 信 頼 で き る ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る 。 有 効 量
の 種 間 ス ケ ー リ ン グ は 、 Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobiら , 編 , Per
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gamon Press, New York 1989, pp. 42-96の Mordenti, J. 及 び Chappell, W. 「 The use o
f interspecies scaling in toxicokinetics」 に 記 載 さ れ た 原 理 に 従 っ て 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の イ ン ビ ボ 投 与 が 用
い ら れ る 場 合 、 正 常 な 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に 応 じ て 、 哺 乳 動 物 の 体 重 当 た り １ 日 に 約 １ ０
ｎ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ま で 、 好 ま し く は 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 か ら １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ
ｇ ／ 日 で あ る 。 特 定 の 用 量 及 び 輸 送 方 法 の 指 針 は 文 献 に 与 え ら れ て い る ； 例 え ば 、 米 国 特
許 第 ４ ， ６ ５ ７ ， ７ ６ ０ 号 、 第 ５ ， ２ ０ ６ ， ３ ４ ４ 号 、 又 は 第 ５ ， ２ ２ ５ ， ２ １ ２ 号 参 照
。 異 な る 製 剤 が 異 な る 治 療 用 化 合 物 及 び 異 な る 疾 患 に 有 効 で あ る こ と 、 例 え ば 一 つ の 器 官
又 は 組 織 を 標 的 と す る 投 与 に は 、 他 の 器 官 又 は 組 織 と は 異 な る 方 式 で 輸 送 す る こ と が 必 要
で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 を 必 要 と す る 任 意 の 疾 患 又 は 疾 病 の 治 療 に 適 し た 放 出
特 性 を 持 つ 製 剤 で ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 持 続 放 出 が 望 ま れ る 場 合 、 ボ ー ル カ イ ン ポ
リ ペ プ チ ド の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 が 考 え ら れ る 。 持 続 放 出 の た め の 組 換 え タ ン パ ク 質 の マ
イ ク ロ カ プ セ ル 化 は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン （ rhGH） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -（ rhIFN-） 、 イ ン
タ ー ロ イ キ ン -２ 、 及 び MN rgp120で 成 功 裏 に 実 施 さ れ て い る 。 Johnsonら , Nat. Med., 2:
 795-799 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Horaら , Bio/Techno
logy, 8: 755-758 (1990); Cleland, 「 Design and Production of Single Immunization
 Vaccines Using Polylactide Polyglycolide Microsphere Systems」 Vaccine Design: T
he Subunit and Adjuvant Approach, Powell 及 び  Newman編 , (Plenum Press: New York,
 1995), p.439-462; 国 際 公 開 ９ ７ ／ ０ ３ ６ ９ ２ ， 国 際 公 開 ９ ６ ／ ４ ０ ０ ７ ２ ， 国 際 公 開
９ ６ ／ ０ ７ ３ ９ ９ ； 及 び 米 国 特 許 第 ５ ， ６ ５ ４ ， ０ １ ０ 号 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 持 続 放 出 製 剤 は 、 ポ リ -乳 酸 -コ グ リ コ ー ル 酸 （ Ｐ Ｌ Ｇ Ａ ） ポ リ マ
ー を 用 い 、 そ の 生 体 適 合 性 及 び 広 範 囲 の 生 分 解 特 性 に 基 づ い て 開 発 さ れ た 。 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の 分
解 生 成 物 で あ る 乳 酸 及 び グ リ コ ー ル 酸 は 、 ヒ ト 身 体 内 で 即 座 に ク リ ア さ れ る 。 さ ら に 、 こ
の ポ リ マ ー の 分 解 性 は 、 分 子 量 及 び 組 成 に 依 存 し て 数 ヶ 月 か ら 数 年 ま で 調 節 で き る 。 Lewi
s, 「 Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer」 : M.
 Chasin及 び  R. Langer (編 ), Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Mar
cel Dekker: New York, 1990), pp. 1-41。
　 本 発 明 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 類 似 す る （ ア ゴ ニ ス ト ） 又 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ
ペ プ チ ド の 効 果 を 阻 害 す る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） も の を 同 定 す る た め の 化 合 物 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 も 包 含 す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 こ こ に 同 定 し
た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 又 は 複 合 体 形 成 す る 化 合 物 、 又
は 他 に コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同
定 す る た め に 設 計 さ れ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 そ れ を 特 に 小 分 子 候 補
薬 の 同 定 に 適 し た も の に す る 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 適
用 可 能 な ア ッ セ イ を 含 む 。
　 該 ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 化 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 及 び 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ で 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た も の を 含 む 種 々
の 方 式 で 実 施 さ れ る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て の 全 て の ア ッ セ イ は 、 そ れ ら が 候 補 薬 を こ こ で 同 定 さ れ た 核 酸
に コ ー ド さ れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と 、 こ れ ら ２ つ の 成 分 が 相 互 作 用 す る の に 十 分
な 条 件 下 及 び 時 間 で 接 触 さ せ る こ と を 必 要 と す る こ と に お い て 共 通 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 相 互 作 用 は 結 合 で あ り 、 形 成 さ れ た 複 合 体 は 単 離 さ れ る か 、 又
は 反 応 混 合 物 中 で 検 出 さ れ る 。 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 こ こ に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ
れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 候 補 薬 が 、 共 有 又 は 非 共 有 結 合 に よ り 固 相 、 例 え ば ミ
ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 。 非 共 有 結 合 は 、 一 般 的 に 固 体 表 面 を ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド の 溶 液 で 被 覆 し 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 固 定 化 さ れ る
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ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 そ れ を
固 体 表 面 に 固 着 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 固 定 化 成 分 、 例 え ば 固 着
成 分 を 含 む 被 覆 表 面 に 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い て も よ い 非 固 定 化 成 分 を 添 加 す る
こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 反 応 が 完 了 し た と き 、 未 反 応 成 分 を 例 え ば 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 固
体 表 面 に 固 着 し た 複 合 体 を 検 出 す る 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 検 出 可 能 な 標 識 を 有 し て い る
場 合 、 表 面 に 固 定 化 さ れ た 標 識 の 検 出 は 複 合 体 形 成 が 起 こ っ た こ と を 示 す 。 最 初 の 非 固 定
化 成 分 が 標 識 を 持 た な い 場 合 は 、 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 複 合 体 に 特 異 的 に
結 合 す る 標 識 抗 体 に よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 候 補 化 合 物 が 相 互 作 用 す る が こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 特 定 の ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し な い 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ
ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 良 く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 架 橋 、 同 時 免 疫 沈 降 、 及 び 勾 配 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム
を 通 す 同 時 精 製 な ど の 伝 統 的 な 手 法 を 含 む 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は
、 Chevray及 び Nathans［ Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］ に 開 示 さ れ
て い る よ う に 、 Fields及 び 共 同 研 究 者 ら ［ Fields及 び Song, Nature(London) 340, 245-24
6 (1989); Chienら , Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］ に 記 載 さ れ た
酵 母 ベ ー ス の 遺 伝 子 系 を 用 い る こ と に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 酵 母 Ｇ Ａ Ｌ ４ な
ど の 多 く の 転 写 活 性 化 剤 は 、 ２ つ の 物 理 的 に 別 個 の モ ジ ュ ラ ー ド メ イ ン か ら な り 、 一 方 は
Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と し て 作 用 し 、 他 方 は 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と し て 機 能 す る 。 前 出 の 文
献 に 記 載 さ れ た 酵 母 発 現 系 （ 一 般 に 「 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 系 」 と 呼 ば れ る ） は 、 こ の 特 性 の
長 所 を 利 用 し 、 並 び に ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 用 い 、 一 方 で は 標 的 タ ン パ ク 質 が
Ｇ Ａ Ｌ ４ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 し 、 他 方 で は 候 補 と な る 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 活 性 化
ド メ イ ン に 融 合 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｌ １ -ｌ ａ ｃ Ｚ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 プ ロ モ
ー タ ー の 制 御 下 で の 発 現 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 介 し た Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 の 再
構 成 に 依 存 す る 。 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む コ ロ ニ ー は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に
対 す る 色 素 生 産 性 物 質 で 検 出 さ れ る 。 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 を 用 い た ２ つ の 特 定 な タ ン パ
ク 質 間 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 同 定 す る た め の 完 全 な キ ッ ト （ MATCHMAKER(商
品 名 )） は 、 Clontechか ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ の 系 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質
相 互 作 用 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の マ ッ ピ ン グ 、 並 び に こ れ ら 相 互 作 用 に と っ て 重
要 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 特 定 へ 拡 大 適 用 す る こ と が で き る 。
　 こ こ で 同 定 さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 細 胞 内 又 は 細 胞 外 成
分 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 次 の よ う に 試 験 で き る ： 通 常 、 反 応 混 合 物 は 、 遺 伝
子 産 物 と 細 胞 外 又 は 細 胞 内 成 分 を 、 こ れ ら ２ つ の 生 成 物 の 相 互 作 用 及 び 結 合 が 可 能 な 条 件
下 及 び 時 間 に 渡 っ て 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。 候 補 化 合 物 が 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 試 験 す る
た め に 、 反 応 は 試 験 化 合 物 の 不 存 在 及 び 存 在 下 で 実 施 さ れ る 。 さ ら に 、 プ ラ シ ー ボ を 第 ３
の 反 応 混 合 物 に 添 加 し て ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 提 供 し て も よ い 。 混 合 物 中 に 存 在 す る
試 験 化 合 物 と 細 胞 内 又 は 細 胞 外 成 分 と の 結 合 （ 複 合 体 形 成 ） は 上 記 の よ う に モ ニ タ ー さ れ
る 。 試 験 化 合 物 を 含 有 す る 反 応 混 合 物 で は な く 、 コ ン ト ロ ー ル 反 応 に お け る 複 合 体 の 形 成
は 、 試 験 化 合 物 が 試 験 化 合 物 と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト を ア ッ セ イ す る た め に は 、 特 定 の 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化
合 物 と と も に ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 へ 添 加 し て も よ く 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド 存 在 下 に お け る 対 象 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 能 力 は 、 化 合 物 が ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示 す 。 あ る い は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と 膜 結 合
ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド レ セ プ タ ー 又 は 組 換 え レ セ プ タ ー を 有 す る 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス
ト を 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ に 適 し た 条 件 下 で 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 検
出 し て も よ い 。 放 射 活 性 な ど で ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 標 識 す る こ と が 可 能 で あ り 、
潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 性 を 判 断 す る た め に レ セ プ タ ー に 結 合 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ
ペ プ チ ド の 数 を 利 用 す る こ と が で き る 。 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 知 ら
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れ た 多 く の 方 法 、 例 え ば リ ガ ン ド パ ン ニ ン グ 及 び FACSソ ー ト に よ っ て 同 定 で き る 。 Coliga
nら , Current Protocols in Immun.,1(2): 第 ５ 章 (1991)。 好 ま し く は 、 発 現 ク ロ ー ニ ン
グ が 用 い ら れ 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 Ｒ Ｎ Ａ が ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 の 細 胞 か ら 調
製 さ れ 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ が プ ー ル に 分 配 さ れ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞
又 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 反 応 性 で は な い 他 の 細 胞 の 形 質 移 入 に 使 用 さ れ る
。 ス ラ イ ド ガ ラ ス で 成 長 さ せ た 形 質 移 入 細 胞 を 、 標 識 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド で 暴
露 す る 。 こ の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヨ ウ 素 化 又 は 部 位 特 異 的 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ
の 認 識 部 位 の 封 入 を 含 む 種 々 の 手 段 で 標 識 で き る 。 固 定 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ス
ラ イ ド に オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 分 析 を 施 す 。 ポ ジ テ ィ ブ プ ー ル を 同 定 し 、 相 互 作 用 サ ブ プ
ー ル 化 及 び 再 ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 を 用 い て サ ブ プ ー ル を 調 製 し て 再 形 質 移 入 し 、 最 終 的 に
推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 単 一 の ク ロ ー ン を 生 成 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 レ セ プ タ ー 同 定 の 代 替 的 方 法 と し て 、 標 識 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を レ セ プ タ ー 分 子
を 発 現 す る 細 胞 膜 又 は 抽 出 調 製 物 に 光 親 和 性 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 架 橋 材 料 を Ｐ Ａ Ｇ
Ｅ で 溶 解 さ せ 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム へ 暴 露 す る 。 レ セ プ タ ー を 含 む 標 識 複 合 体 を 励 起 し 、 ペ プ チ
ド 断 片 へ 分 解 し 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ 配 列 決 定 を 施 す こ と が で き る 。 マ イ ク ロ 配 列 決 定 か
ら 得 た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 一 組 の 設 計 に 用 い ら れ る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の ア ッ セ イ で は 、 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 又 は 膜 調 製 物
を 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 標 識 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
次 い で 、 こ の 相 互 作 用 を 促 進 又 は 阻 止 す る 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 。
　 潜 在 的 な ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ り 特 別 な 例 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ
ド と の 融 合 体 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 、 限 ら れ な い が 、 ポ リ -及 び モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 及 び こ れ ら の 抗 体 又 は
断 片 の キ メ ラ 又 は ヒ ト 化 形 態 、 並 び に ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 を 含 ん で い る 。 あ
る い は 、 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 密 接 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 レ セ プ タ ー を 認
識 す る が 効 果 を 与 え ず 、 従 っ て ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 を 競 合 的 に 阻 害 す る ボ ー
ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 他 の 潜 在 的 な ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ア ン チ セ ン ス 技 術 を 用 い て
調 製 さ れ た ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 作 成 物 で あ り 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又
は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て タ ン パ ク 質 翻 訳 を 妨 害 す る こ と に よ
り ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 直 接 阻 止 す る よ う に 作 用 す る 。 ア ン チ セ ン ス 技 術 は 、 ト リ プ ル へ リ ッ
ク ス 形 成 又 は ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 通 し て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る の に 使 用 で き
、 そ れ ら の 方 法 は と も に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に 基 づ く 。 例 え
ば 、 こ こ で の 成 熟 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ ’ コ
ー ド 化 部 分 は 、 約 １ ０ か ら ４ ０ 塩 基 対 長 の ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計
に 使 用 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 に 含 ま れ る 遺 伝 子 の 領 域 に 相 補 的 で あ
る よ う に 設 計 さ れ （ ト リ プ ル へ リ ッ ク ス － Leeら , Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Co
oneyら , Science, 241: 456 (1988); Dervanら , Science, 251: 1360 (1991)参 照 ） 、 そ
れ に よ り ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 及 び 生 成 を 防 止 す る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は イ ン ビ ボ で ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 阻 止 す る （ ア ン チ セ ン ス － Okano, Neurochem., 56: 560 (1991);
 Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Bo
ca Raton, FL, 1988)） 。 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 輸 送 さ れ 、 ア ン チ セ ン ス
Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ビ ボ で 発 現 さ せ て 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 を 阻 害 す る
こ と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ が 用 い ら れ る 場 合 、 翻 訳 開 始 部 位 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の － １ ０ か ら ＋ １ ０ 位 置 の 間 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
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　 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 、 レ セ プ タ ー 結 合 部 位
、 又 は 成 長 因 子 又 は 他 の 関 連 結 合 部 位 に 結 合 し 、 そ れ に よ り ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の
正 常 な 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 す る 小 分 子 を 含 む 。 小 分 子 の 例 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 小
型 ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 様 分 子 、 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド 、 及 び 合 成 非 ペ プ チ ジ ル 有 機
又 は 無 機 化 合 物 を 含 む 。
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 切 断 を 触 媒 で き る 酵 素 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 相 補 的 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 つ い で 内 ヌ ク レ オ チ ド 結
合 分 解 性 切 断 に よ り 作 用 す る 。 潜 在 的 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 既 知
の 技 術 で 同 定 で き る 。 更 な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 上 掲 の Rossi, Current Biology 4:469-471
 (1994)及 び Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 番 号 、 国 際 公 開 ９ ７ ／ ３ ３ ５ ５ １ （ １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ８ 日 公 開 ）
を 参 照 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 転 写 阻 害 に 用 い ら れ る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 に お け る 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド か ら な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 基 本 組 成 は 、 フ ー グ ス チ ン 塩 基 対 則
を 介 す る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 を 促 進 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ は 一 般 に 二 重 鎖 の 一 方
の 鎖 上 の プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン の サ イ ズ 変 更 可 能 な 伸 展 を 必 要 と す る 。 さ ら な る 詳 細 は 、
例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 番 号 、 国 際 公 開 ９ ７ ／ ３ ３ ５ ５ １ 、 上 掲 を 参 照 。
　 こ れ ら の 小 分 子 は 、 上 記 で 検 討 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 一 又 は 複 数 の 任 意 の も の
に よ り 及 び ／ 又 は 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 他 の 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 同 定 で き る
。
　 ま た 、 こ こ で 開 示 さ れ て い る 分 子 の 診 断 的 及 び 治 療 的 利 用 は 、 下 記 に 開 示 及 び 記 載 の ポ
ジ テ ィ ブ 機 能 ア ッ セ イ ヒ ッ ト に 基 づ い て い る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ボ ー ル カ イ ン の よ う な Ｅ Ｌ Ｒ モ チ ー フ を 欠 く ケ モ カ イ ン は ア ン ジ オ ス タ テ ィ ッ ク で あ る
の で （ Strieter RM.ら  Journal of Biological Chemistry 1995; 270: 27348-27357） 、
ボ ー ル カ イ ン は 腫 瘍 成 長 に 付 随 す る 新 血 管 形 成 を 阻 害 す る こ と に よ っ て 腫 瘍 を 治 療 す る の
に 有 用 で あ ろ う 。 単 独 で 又 は 抗 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ の よ う な 他 の ア ン ジ オ ス タ テ ィ ッ ク 因 子 と 組 み 合
わ せ て ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る と 腫 瘍 成 長 を 制 限 し 又 は 低 減 す る の に 有 用 で
あ る こ と が 判 明 す る で あ ろ う 。
　 ケ モ カ イ ン は 、 Ｃ Ｘ Ｃ ケ モ カ イ ン に よ る 好 中 球 の 活 性 化 が 示 さ れ て い る の で （ Baggioli
niら  Adv Immunology 1994; 55:97-179） 、 免 疫 細 胞 を 活 性 化 す る こ と が で き 、 ま た 非 Ｃ
Ｘ Ｃ ケ モ カ イ ン は 主 と し て Ｔ リ ン パ 球 に 対 し て 化 学 走 性 で あ る 。 ボ ー ル カ イ ン は 、 そ の ポ
リ ペ プ チ ド を 局 所 投 与 す る と 感 染 部 位 に 既 に 存 在 し て い る 免 疫 細 胞 を 刺 激 し 、 よ り 多 く の
免 疫 細 胞 を 誘 導 し て そ の 部 位 に 移 動 さ せ 、 よ り 速 い 速 度 で 感 染 を 取 り 除 く の で 感 染 の 治 療
に 有 用 で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 Ｆ ． 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体
　 本 発 明 は さ ら に 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 を 提 供 す る 。 例 示 的 な 抗 体 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、
モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 二 重 特 異 性 及 び ヘ テ ロ 結 合 体 抗 体 が 含 ま れ る 。
　 　 １ ． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 方 法 は 当
業 者 に 知 ら れ て い る 。 哺 乳 動 物 に お い て ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 免 疫 化 剤 、 及 び 所
望 す る の で あ れ ば ア ジ ュ バ ン ト を 、 一 又 は 複 数 回 注 射 す る こ と で 産 生 さ せ る こ と が で き る
。 典 型 的 に は 、 免 疫 化 剤 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 複 数 回 皮 下 又 は 腹 腔 内 注 射 に よ り 、 哺
乳 動 物 に 注 射 す る 。 免 疫 化 剤 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含
み う る 。 免 疫 化 剤 を 免 疫 化 さ れ た 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 に
結 合 さ せ る の が 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 免 疫 原 タ ン パ ク 質 の 例 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が
、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 及 び 大 豆
ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー が 含 ま れ る 。 使 用 さ れ 得 る ア ジ ュ バ ン ト の 例 に は 、 フ ロ イ ン ト 完
全 ア ジ ュ バ ン ト 及 び Ｍ Ｐ Ｌ -Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト (モ ノ ホ ス ホ リ ル 脂 質 Ａ 、 合 成 ト レ ハ ロ ー
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ス ジ コ リ ノ ミ コ ラ ー ト )が 含 ま れ る 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 、 過 度 の 実 験 な く 当 業 者 に よ
り 選 択 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 　 ２ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 あ る い は 、 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 Kohler及 び Milstein, Nature, 256:495 (1975)に 記 載 さ れ て い る よ う な ハ イ ブ リ
ド ー マ 法 を 使 用 す る こ と で 調 製 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 マ ウ ス 、 ハ ム
ス タ ー 又 は 他 の 適 切 な 宿 主 動 物 を 典 型 的 に は 免 疫 化 剤 に よ り 免 疫 化 す る こ と で 、 免 疫 化 剤
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 す る か あ る い は 生 成 可 能 な リ ン パ 球 を 誘 発 す る 。 ま た 、 リ
ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 化 す る こ と も で き る 。
　 免 疫 化 剤 は 、 典 型 的 に は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 一
般 に ヒ ト 由 来 の 細 胞 が 望 ま れ る 場 合 に は 末 梢 血 リ ン パ 球 (「 Ｐ Ｂ Ｌ ｓ 」 )が 使 用 さ れ 、 あ る
い は 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 源 が 望 ま れ て い る 場 合 は 、 脾 臓 細 胞 又 は リ ン パ 節 細 胞 が 使 用 さ れ る 。
次 い で 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 適 当 な 融 合 剤 を 用 い て リ ン パ 球 を 不 死 化 株 化 細 胞 と
融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る ［ Goding, Monoclonal Antibodies: Principle
s and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］ 。 不 死 化 株 化 細 胞 は 、 通 常 は 、
形 質 転 換 し た 哺 乳 動 物 細 胞 、 特 に 齧 歯 動 物 、 ウ シ 、 及 び ヒ ト 由 来 の 骨 髄 腫 細 胞 で あ る 。 通
常 、 ラ ッ ト 又 は マ ウ ス の 骨 髄 腫 株 化 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 好 ま し く
は 、 未 融 合 の 不 死 化 細 胞 の 生 存 又 は 成 長 を 阻 害 す る 一 又 は 複 数 の 物 質 を 含 有 す る 適 切 な 培
養 培 地 で 培 養 さ れ る 。 例 え ば 、 親 細 胞 が 、 酵 素 の ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HGPRT又 は HPRT)を 欠 い て い る と 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 培 地 は 、 典
型 的 に は 、 ヒ ポ キ サ チ ン 、 ア ミ ノ プ チ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 み (「 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 」 )、 こ の 物
質 が Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 乏 性 細 胞 の 増 殖 を 阻 止 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 好 ま し い 不 死 化 株 化 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 生 成 細 胞 に よ る 安 定 し た
高 レ ベ ル の 抗 体 発 現 を サ ポ ー ト し 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 に 対 し て 感 受 性 で あ る 。 よ り
好 ま し い 不 死 化 株 化 細 胞 は マ ウ ス 骨 髄 腫 株 で あ り 、 こ れ は 例 え ば カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ
ィ エ ゴ の Salk Institute Cell Distribution Centerや バ ー ジ ニ ア 州 マ ナ ッ サ ス の ア メ リ
カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン よ り 入 手 可 能 で あ る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 生 成 す る た め の ヒ ト 骨 髄 腫 及 び マ ウ ス -ヒ ト 異 種 骨 髄 腫 株 化 細 胞 も 記 載 さ れ て い る ［ Koz
bor, J. Immunol., 133:3001 (1984)； Brodeur等 , Monoclonal Antibody Production Tec
hniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］ 。
　 つ い で ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 培 養 さ れ る 培 養 培 地 を 、 ボ ー ル カ イ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 の 存 在 に つ い て ア ッ セ イ す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 生 成 さ
れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 は 免 疫 沈 降 又 は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )や 酵
素 結 合 免 疫 測 定 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )等 の イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 さ れ る 。 こ の よ
う な 技 術 及 び ア ッ セ イ は 、 当 該 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和
性 は 、 例 え ば Munson及 び Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)に よ る ス キ ャ ッ チ ャ
ー ド 分 析 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
　 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 同 定 さ れ た 後 、 ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ニ
ン グ し 、 標 準 的 な 方 法 で 成 長 さ せ る こ と が で き る ［ Goding, 上 掲 ］ 。 こ の 目 的 の た め の 適
当 な 培 地 に は 、 例 え ば 、 ダ ル ベ ッ コ の 改 変 イ ー グ ル 培 地 及 び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ -１ ６ ４ ０ 倍 地 が 含
ま れ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 哺 乳 動 物 に お い て イ ン ビ ボ で 腹 水 と し て 成 長 さ
せ る こ と も で き る 。
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ っ て 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ -セ フ ァ
ロ ー ス 法 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 、 透 析 法 又 は
ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 方 法 に よ っ て 培 養 培 地
又 は 腹 水 液 か ら 単 離 又 は 精 製 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 に 記 載
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さ れ た 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ は 、 常 套 的 な 方 法 を 用 い て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に
特 異 的 に 結 合 可 能 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 し て )、 容 易 に 単 離 し 配 列 決 定 す
る こ と が で き る 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ の 好 ま し い 供 給 源 と な
る 。 ひ と た び 単 離 さ れ た ら 、 Ｄ Ｎ Ａ は 発 現 ベ ク タ ー 内 に 組 込 む こ と が で き 、 こ れ が 宿 主 細
胞 、 例 え ば サ ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 、 あ る い は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 生 成 等 し な い 骨 髄 腫 細 胞 内 に 形 質 移 入 さ れ 、 組 換 え 宿 主 細 胞 内 で モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を す る こ と が で き る 。 ま た 、 Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 相 同 マ ウ ス 配 列 に
換 え て ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の コ ー ド 配 列 を 置 換 す る こ と に よ り ［ 米 国 特 許 第 4,
816,567号 ； Morrison等 , 上 掲 ］ 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ
リ ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 の 一 部 又 は 全 部 を 共 有 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と が で き る
。 こ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン に 置 換 で き
、 あ る い は 本 発 明 の 抗 体 の 一 つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン に 置 換 で き 、 キ メ ラ 性 二 価
抗 体 を 生 成 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 抗 体 は 一 価 抗 体 で あ っ て も よ い 。 一 価 抗 体 の 調 製 方 法 は 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て
る 。 例 え ば 、 一 つ の 方 法 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 と 修 飾 重 鎖 の 組 換 え 発 現 を 含 む 。 重 鎖 は 一
般 的 に 、 重 鎖 の 架 橋 を 防 止 す る よ う に Ｆ ｃ 領 域 の 任 意 の 点 で 切 断 さ れ る 。 あ る い は 、 関 連
す る シ ス テ イ ン 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 す る か 欠 失 さ せ て 架 橋 を 防 止 す る 。
　 一 価 抗 体 の 調 製 に は イ ン ビ ト ロ 法 が ま た 適 し て い る 。 抗 体 の 断 片 、 特 に Ｆ ａ ｂ 断 片 を 生
成 す る た め の 抗 体 の 消 化 は 、 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 定 法 的 技 術 を 使 用 し て 達 成 で
き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 　 ３ ． ヒ ト 及 び ヒ ト 化 抗 体
　 本 発 明 の 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 は 、 さ ら に ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 を 含 む 。 非 ヒ ト (例 え
ば マ ウ ス )抗 体 の ヒ ト 化 形 と は 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 あ る い は そ の
断 片 (例 え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ ｂ ')２ あ る い は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 )
で あ っ て 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含 む も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は レ
シ ピ エ ン ト の 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の よ う な 所 望
の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 に よ っ て 置 換 さ
れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )を 含 む 。 あ る 場 合 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 。 ま た 、 ヒ ト
化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 移 入 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ も し く は フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 に も 見
出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で い て も よ い 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て
の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い は ほ と ん ど 全 て の Ｆ Ｒ
領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の も の で あ る 、 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は
２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 適 に は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常
領 域 (Ｆ ｃ )、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 ん で な る
［ Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann等 , Nature, 332:323-329 (1988); 
及 び Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］ 。
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は こ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 に
は 非 ヒ ト 由 来 の 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は 、
し ば し ば 、 典 型 的 に は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン か ら 得 ら れ る 「 移 入 」 残 基 と 称 さ れ る 。 ヒ ト
化 は 基 本 的 に 齧 歯 動 物 の Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 で ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 配 列 を 置 換 す る こ と
に よ り Winter及 び 共 同 研 究 者 ［ Jones等 , Nature, 321:522-525 (1986)； Riechmann等 , Na
ture, 332:323-327 (1988)； Verhoeyen等 , Science, 239:1534-1536 (1988)］ の 方 法 に 従
っ て 実 施 さ れ る 。 よ っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン よ り 実
質 的 に 少 な い 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 (米 国 特 許 第 4,816
,567号 )で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 幾 つ か の Ｃ Ｄ Ｒ 残 基 及 び 場 合 に よ っ
て は 幾 つ か の Ｆ Ｒ 残 基 が 齧 歯 類 抗 体 の 類 似 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 抗
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体 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ま た 、 ヒ ト 抗 体 は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ［ Hoogenboom及 び Winter, J. Mol
. Biol., 227:381 (1991)； Marks等 , J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］ を 含 む こ の 分 野
で 知 ら れ た 種 々 の 方 法 を 用 い て 作 成 す る こ と も で き る 。 ま た 、 Cole等 及 び Boerner等 の 技
術 も 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 利 用 す る こ と が で き る (Cole等 , Monoclonal Anti
bodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)； Boerner等 , J. Immunol., 147
(1)： 86-95(1991)］ 。 同 様 に 、 ヒ ト 抗 体 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 座 位 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 、 例 え ば 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 は 部 分 的 又 は 完 全 に 不 活 性 化 し て マ ウ ス に 導 入
す る こ と に よ り 産 生 す る こ と が で き る 。 投 与 の 際 に 、 遺 伝 子 再 配 列 、 組 立 、 及 び 抗 体 レ パ
ー ト リ ー を 含 む あ ら ゆ る 観 点 に お い て ヒ ト に 見 ら れ る も の に 非 常 に 類 似 し て い る ヒ ト 抗 体
の 生 産 が 観 察 さ れ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,545,807号 ； 同 第 5,545,806
号 ； 同 第 5,569,825号 ； 同 第 5,625,126号 ； 同 第 5,633,425号 ； 同 第 5,661,016号 、 及 び 次 の
科 学 文 献 ： Marks等 , Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg等 , Nature 368 856-
859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild等 , Nature Biotechnolog
y 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg及 び
Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に 記 載 さ れ て い る 。
　 ま た 、 抗 体 は 上 述 し た 既 知 の 選 択 及 び ／ 又 は 突 然 変 異 誘 発 法 を 使 用 し 、 親 和 成 熟 さ せ て
も よ い 。 好 ま し い 親 和 成 熟 抗 体 は 、 成 熟 抗 体 が 調 製 さ れ た (一 般 的 に マ ウ ス 、 ヒ ト 化 又 は
ヒ ト の )出 発 抗 体 の も の よ り も 、 ５ 倍 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 倍 、 さ ら に 好 ま し く は ２ ０ 又
は ３ ０ 倍 の 親 和 性 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 　 ４ ． 二 重 特 異 性 抗 体
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る 抗 原 に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 好 ま し く は ヒ ト も し く は ヒ ト 化 抗 体 で あ る 。 こ の 場 合 、 結 合 特 異 性 の 一 方 は
ボ ー ル カ イ ン に 対 し て で あ り 、 他 方 は 任 意 の 他 の 抗 原 、 好 ま し く は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 又
は レ セ プ タ ー 又 は レ セ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 し て で あ る 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 伝 統 的 に は 、 二 重
特 異 性 抗 体 の 組 換 え 生 産 は 、 二 つ の 重 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 持 つ 二 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖
／ 軽 鎖 対 の 共 発 現 に 基 づ く [Milstein及 び Cuello, Nature, 305:537-539(1983)]。 免 疫 グ
ロ ブ リ ン の 重 鎖 と 軽 鎖 を 無 作 為 に 取 り 揃 え る た め 、 こ れ ら ハ イ ブ リ ド ー マ (ク ア ド ロ ー マ )
は １ ０ 種 の 異 な る 抗 体 分 子 の 潜 在 的 混 合 物 を 生 成 し 、 そ の 内 一 種 の み が 正 し い 二 重 特 異 性
構 造 を 有 す る 。 正 し い 分 子 の 精 製 は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ っ て 通
常 達 成 さ れ る 。 同 様 の 手 順 が 1993年 5月 13日 公 開 の WO 93/08829、 及 び Traunecker等 , EMBO
 J.,10:3655-3659 (1991)に 開 示 さ れ て い る 。
　 所 望 の 結 合 特 異 性 (抗 体 -抗 原 結 合 部 位 )を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定
常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 で き る 。 融 合 は 、 好 ま し く は 少 な く と も ヒ ン ジ 部 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ
３ 領 域 の 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 ド メ イ ン と 行 わ れ る 。 少 な く と も 一 つ の 融 合
に は 軽 鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )が 有 す る こ と が 好 ま し い 。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 望 む の で あ れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を
、 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 に 同 時 形 質 移 入 す る 。 二 重 特 異 性 抗 体 を
作 成 す る た め の 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Suresh等 , Methods in Enzymology, 121:2
10(1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 WO 96/27011に 記 載 さ れ た 他 の ア プ ロ ー チ に よ れ ば 、 一 対 の 抗 体 分 子 間 の 界 面 を 操 作 し
て 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 回 収 さ れ る 異 種 二 量 体 の 割 合 を 最 大 に す る こ と が で き る 。 好 適 な 界
面 は 抗 体 定 常 ド メ イ ン の Ｃ Ｈ ３ 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 こ の 方 法 で は 、 第 １ 抗 体 分
子 の 界 面 か ら の 一 又 は 複 数 の 小 さ い ア ミ ノ 酸 側 鎖 が よ り 大 き な 側 鎖 (例 え ば チ ロ シ ン 又 は
ト リ プ ト フ ァ ン )と 置 き 換 え ら れ る 。 大 き な 側 鎖 と 同 じ 又 は 類 似 の サ イ ズ の 相 補 的 「 キ ャ
ビ テ ィ 」 は 、 大 き な ア ミ ノ 酸 側 鎖 が 小 さ い も の (例 え ば ア ラ ニ ン 又 は ス レ オ ニ ン )と 置 き 換
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え ら れ た 第 ２ の 抗 体 分 子 の 界 面 に 作 り 出 さ れ る 。 こ れ に よ り 、 ホ モ ダ イ マ ー の よ う な 不 要
の 他 の 最 終 産 物 に 対 し て ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 収 量 を 増 大 さ せ る メ カ ニ ズ ム が 提 供 さ れ る 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 全 長 抗 体 又 は 抗 体 断 片 (例 え ば 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 二 重 特 異 性 抗 体 )と し
て 調 製 で き る 。 抗 体 断 片 か ら 二 重 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る 技 術 も ま た 文 献 に 記 載 さ れ て い る
。 例 え ば 、 化 学 結 合 を 使 用 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Brennan等 , Sci
ence, 229:81 (1985) は 無 傷 の 抗 体 を タ ン パ ク 分 解 性 に 切 断 し て Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 産 生
す る 手 順 を 記 述 し て い る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 ジ チ オ ー ル 錯 体 形 成 剤 亜 砒 酸 ナ ト リ ウ ム の 存
在 下 で 還 元 し て 近 接 ジ チ オ ー ル を 安 定 化 さ せ 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 止 す る 。 産 生
さ れ た Ｆ ａ ｂ '断 片 は つ い で チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ ア ー ト (Ｔ Ｎ Ｂ )誘 導 体 に 転 換 さ れ る 。 Ｆ ａ
ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 一 つ を つ い で メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン で の 還 元 に よ り Ｆ ａ ｂ '-チ オ ー
ル に 再 転 換 し 、 他 の Ｆ ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 等 モ ル 量 と 混 合 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す
る 。 作 ら れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 酵 素 の 選 択 的 固 定 化 用 の 薬 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る
。
　 大 腸 菌 か ら Ｆ ａ ｂ '断 片 を 直 接 回 収 で き 、 こ れ は 化 学 的 に 結 合 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形
成 す る こ と が で き る 。 Shalaby等 , J. Exp. Med., 175:217-225 (1992)は 完 全 に ヒ ト 化 さ
れ た 二 重 特 異 性 抗 体 Ｆ (ａ ｂ ')２ 分 子 の 製 造 を 記 述 し て い る 。 各 Ｆ ａ ｂ '断 片 は 大 腸 菌 か ら
別 個 に 分 泌 さ れ 、 イ ン ビ ト ロ で 定 方 向 化 学 共 役 を 受 け て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る 。 こ の
よ う に し て 形 成 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ レ セ プ タ ー を 過 剰 発 現 す る 細 胞 及 び
正 常 な ヒ ト Ｔ 細 胞 に 結 合 可 能 で 、 ヒ ト 乳 房 腫 瘍 標 的 に 対 す る ヒ ト 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 細
胞 溶 解 活 性 の 誘 因 と な る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 直 接 的 に 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 し 単 離 す る 様 々 な 技 術 も ま た 記
述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 使 用 し て 生 産 さ れ て い る 。
Kostelnyら , J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。 Ｆ ｏ ｓ 及 び Ｊ ｕ ｎ タ ン パ ク 質 か ら の
ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド を 遺 伝 子 融 合 に よ り 二 つ の 異 な っ た 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '部 分 に 結 合
さ せ る 。 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 し て モ ノ マ ー を 形 成 し 、 つ い で 再 酸 化 し て
抗 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る 。 こ の 方 法 は ま た 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー の 生 産 に 対 し て 使 用 す
る こ と が で き る 。 Hollingerら , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に よ り
記 述 さ れ た 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 技 術 は 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 す る 別 の メ カ ニ ズ ム を 提 供
し た 。 断 片 は 、 同 一 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 形 成 を 可 能 に す る に は 十 分 に 短 い リ ン カ
ー に よ り 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を 結 合 し て な る 。 従 っ て 、 一
つ の 断 片 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 他 の 断 片 の 相 補 的 Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 強 制 的 に 対
形 成 さ せ ら れ 、 ２ つ の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 単 鎖 Ｆ ｖ (ｓ Ｆ ｖ )ダ イ マ ー の 使 用 に よ り
二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 製 造 す る 他 の 方 策 も ま た 報 告 さ れ て い る 。 Gruberら , J.Immunol. 1
52:5368 (1994)を 参 照 さ れ た い 。
　 二 価 よ り 多 い 抗 体 も 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 三 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Tu
ttら  J.Immunol. 147:60(1991)。
　 例 示 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 こ こ に 与 え ら れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ２ つ の 異 な
る エ ピ ト ー プ に 結 合 し う る 。 あ る い は 、 抗 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド ア ー ム は 、 特 定 の ボ
ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 に 細 胞 防 御 メ カ ニ ズ ム を 集 中 さ せ る よ う に 、 Ｔ 細 胞 レ セ
プ タ ー 分 子 (例 え ば Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ 、 又 は Ｂ ７ )等 の 白 血 球 上 の ト リ ガ ー 分 子 又
は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ (Ｃ Ｄ ６ ４ )、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ ３ ２ )及 び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ １ ６ )等 の Ｉ
ｇ Ｇ (Ｆ ｃ γ Ｒ )に 対 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー に 結 合 す る ア ー ム と 結 合 し う る 。 ま た 、 二 重 特 異
性 抗 体 は 特 定 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に 細 胞 障 害 薬 を 局 在 化 さ せ る た
め に も 使 用 さ れ う る 。 こ れ ら の 抗 体 は ボ ー ル カ イ ン -結 合 ア ー ム 及 び 細 胞 障 害 薬 又 は 放 射
性 キ レ ー ト 化 剤 、 例 え ば Ｅ Ｏ Ｔ Ｕ Ｂ Ｅ 、 Ｄ Ｐ Ｔ Ａ 、 Ｄ Ｏ Ｔ Ａ 、 又 は Ｔ Ｅ Ｔ Ａ と 結 合 す る ア
ー ム を 有 す る 。 対 象 の 他 の 二 重 特 異 性 抗 体 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し 、 そ し て
さ ら に 組 織 因 子 (Ｔ Ｆ )に 結 合 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 　 ５ ． ヘ テ ロ 結 合 体 抗 体

10

20

30

40

50

(59) JP 2007-37551 A 2007.2.15



　 ヘ テ ロ 結 合 抗 体 も 本 発 明 の 範 囲 内 に 入 る 。 ヘ テ ロ 結 合 抗 体 は ２ つ の 共 有 結 合 し た 抗 体 か
ら な る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 免 疫 系 細 胞 を 不 要 な 細 胞 に 対 し て タ ー ゲ テ ィ ン グ さ
せ る た め ［ 米 国 特 許 第 4,676,980号 ］ 及 び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 治 療 の た め に ［ WO 91/00360; WO 9
2/200373; EP 03089］ 提 案 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 は 、 架 橋 剤 に 関 連 し た も の を 含 む 合 成 タ
ン パ ク 化 学 に お け る 既 知 の 方 法 を 使 用 し て 、 イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る こ と が で き る と 考 え ら
れ る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 使 用 す る か 又 は チ オ エ ー テ ル 結 合 を 形 成 す る こ と
に よ り 、 免 疫 毒 素 を 作 成 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に 対 し て 好 適 な 試 薬 の 例 に は 、 イ ミ
ノ チ オ レ ー ト 及 び メ チ ル -４ -メ ル カ プ ト ブ チ リ ミ デ ー ト 、 及 び 例 え ば 米 国 特 許 第 4,676,98
0号 に 開 示 さ れ て い る も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 　 ６ ． エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 加 工
　 本 発 明 の 抗 体 を エ フ ェ ク タ ー 機 能 に つ い て 改 変 し 、 例 え ば 癌 の 治 療 に お け る 抗 体 の 有 効
性 を 向 上 さ せ る の が 望 ま し い 。 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 を Ｆ ｃ 領 域 に 導 入 し 、 そ れ に よ り
、 こ の 領 域 に 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 さ せ る よ う に し て も よ い 。 そ の よ う に し て 生 成
さ れ た ホ モ ダ イ マ ー 抗 体 は 、 向 上 し た 内 部 移 行 能 力 及 び ／ 又 は 増 加 し た 補 体 媒 介 細 胞 殺 傷
及 び 抗 体 -依 存 性 細 胞 性 細 胞 毒 性 (Ａ Ｄ Ｃ Ｃ )を 有 し う る 。 Caron等 , J. Exp. Med. 176: 11
91-1195 (1992)及 び Shopes, J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参 照 。 ま た 、 向 上 し た
抗 腫 瘍 活 性 を 持 つ ホ モ ダ イ マ ー 抗 体 は 、 Wolff等 , Cancer research 53: 2560-2565 (1993
)に 記 載 さ れ た よ う な 異 種 二 官 能 性 架 橋 を 用 い て も 調 製 し う る 。 あ る い は 、 抗 体 は 、 ２ つ
の Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る よ う に 加 工 し て 、 そ れ に よ り 補 体 溶 解 及 び Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 能 力 を 向 上 さ せ る
こ と も で き る 。 Stevenson等 , Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)参 照 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 　 ７ ． 免 疫 結 合 体
　 本 発 明 は ま た 、 化 学 療 法 剤 、 毒 素 (例 え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 又 は 動 物 由 来 の 酵 素 活 性
毒 素 、 又 は そ の 断 片 )な ど の 細 胞 障 害 薬 、 あ る い は 放 射 性 同 位 体 (即 ち 、 放 射 性 結 合 )に 結
合 さ れ た 抗 体 を 含 む 免 疫 複 合 体 に も 関 す る 。
　 こ の よ う な 免 疫 結 合 体 の 生 成 に 有 用 な 化 学 療 法 剤 は 上 記 し た 。 用 い る こ と の で き る 酵 素
活 性 毒 素 及 び そ の 断 片 は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア ト キ シ ン の 非 結 合 活 性 断 片 、 (緑
膿 菌 か ら の )エ ク ソ ト キ シ ン Ａ 鎖 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ シ ン Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ -
サ ル シ ン 、 シ ナ ア ブ ラ ギ リ タ ン パ ク 質 、 ジ ア ン チ ン (dianthin)タ ン パ ク 質 、 ヨ ウ シ ュ ヤ マ
ゴ ボ ウ タ ン パ ク 質 (Ｐ Ａ Ｐ Ｉ 、 Ｐ Ａ Ｐ Ｉ Ｉ 、 及 び Ｐ Ａ Ｐ -Ｓ )、 ツ ル レ イ シ イ ン ヒ ビ タ ー 、
ク ル シ ン 、 ク ロ チ ン 、 サ パ オ ナ リ ア ・ オ フ ィ シ ナ リ ス (sapaonaria officinalis)イ ン ヒ ビ
タ ー 、 ゲ ロ ニ ン 、 ミ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ ス ト リ ク ト シ ン (restrictocin)、 フ ェ ノ マ
イ シ ン (phenomycin)、 エ ノ マ イ シ ン (enomycin)及 び ト リ コ テ セ ン (tricothecene)を 含 む 。
様 々 な 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド が 放 射 性 結 合 抗 体 の 生 成 に 利 用 可 能 で あ る 。 例 と し て 、 ２ １ ２

Ｂ ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ ｎ 、 ９ ０ Ｙ 及 び １ ８ ６ Ｒ ｅ を 含 む 。
　 抗 体 及 び 細 胞 障 害 薬 の 結 合 体 は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例 え ば 、
Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ ー ル )プ ロ ピ オ ネ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )、 イ ミ ノ チ
オ ラ ン (Ｉ Ｔ )、 イ ミ ド エ ス テ ル の 二 官 能 性 誘 導 体 (ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ デ ー ト Ｈ Ｃ Ｌ 等 )、 活
性 エ ス テ ル (ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ ー ト 等 )、 ア ル デ ヒ ド (グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 )、 ビ
ス -ア ジ ド 化 合 物 (ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン 等 )、 ビ ス -ジ ア ゾ ニ ウ ム
誘 導 体 (ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル )-エ チ レ ン ジ ア ミ ン 等 )、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト (ト
リ エ ン ２ ， ６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 等 )、 及 び ビ ス -活 性 フ ッ 素 化 合 物 (１ ,５ -ジ フ ル オ ロ -２ ,
４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 等 )を 用 い て 作 成 で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免 疫 毒 素 は 、 Vitetta等 , S
cience 238: 1098 (1987)に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 カ ー ボ ン -１ ４ -標
識 １ -イ ソ チ オ シ ア ナ ト ベ ン ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 (Ｍ Ｘ -Ｄ Ｔ Ｐ Ａ )
は 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド の 抗 体 へ の 結 合 の た め の キ レ ー ト 剤 の 例 で あ る 。 WO 94/11026参
照 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 腫 瘍 の 予 備 標 的 化 で 使 用 す る た め に 、 抗 体 は 「 レ セ プ タ ー 」 (ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 等 )に 結 合 さ れ て も よ く 、 抗 体 -レ セ プ タ ー 結 合 体 は 患 者 に 投 与 さ れ 、 次 い
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で 清 澄 化 剤 を 用 い て 未 結 合 結 合 体 を 循 環 か ら 除 去 し 、 次 に 細 胞 障 害 薬 (放 射 性 ヌ ク レ オ チ
ド 等 )に 結 合 さ れ た 「 リ ガ ン ド 」 (ア ビ ジ ン 等 )を 投 与 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 　 ８ ． 免 疫 リ ポ ソ ー ム
　 ま た 、 こ こ に 開 示 す る タ ン パ ク 質 、 抗 体 は 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム と し て 調 製 し て も よ い 。 抗
体 を 含 む リ ポ ソ ー ム は 、 Epstein等 , Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hw
ang等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及 び 米 国 特 許 第 4,485,045号 及
び 同 第 4,544,545号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 で 調 製 さ れ る 。 向 上 し
た 循 環 時 間 を 持 つ リ ポ ソ ー ム は 、 米 国 特 許 第 5,013,556号 に 開 示 さ れ て い る 。
　 特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び Ｐ Ｅ Ｇ -誘 導 ホ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン (Ｐ Ｅ Ｇ -Ｐ Ｅ )を 含 む 脂 質 組 成 物 で の 逆 相 蒸 発 法 に よ っ て
生 成 さ れ る 。 リ ポ ソ ー ム は 、 定 め ら れ た 孔 サ イ ズ の フ ィ ル タ ー を 通 し て 押 し 出 さ れ 、 所 望
の 径 を 有 す る リ ポ ソ ー ム が 生 成 さ れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '断 片 は 、 Martin等 , J. Bi
ol. Chem. 257: 286-288 (1982)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 介 し
て リ ポ ソ ー ム に 結 合 さ れ 得 る 。 化 学 療 法 剤 (ド キ ソ ル ビ シ ン 等 )は 、 場 合 に よ っ て は リ ポ ソ
ー ム 内 に 包 含 さ れ る 。 Gabizon等 , J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参 照 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 　 ９ ． 抗 体 の 製 薬 組 成 物
　 こ こ で 同 定 さ れ た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 並 び に 上 記 に 開
示 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た 他 の 分 子 は 、 種 々 の 疾 患 の 治 療 の た め
に 、 製 薬 組 成 物 の 形 態 で 投 与 す る こ と が で き る 。
　 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 に あ り 、 全 抗 体 が 阻 害 剤 と し て 用 い ら れ る 場 合 、 取
り 込 め る 抗 体 が 好 ま し い 。 し か し 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 又 は リ ポ ソ ー ム も 抗 体 、 又 は 抗 体 断
片 を 細 胞 に 導 入 す る の た め に 使 用 で き る 。 抗 体 断 片 が 用 い ら れ る 場 合 、 標 的 タ ン パ ク 質 の
結 合 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 最 小 阻 害 断 片 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗 体 の 可 変 領 域 配 列
に 基 づ い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 配 列 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し た ペ プ チ ド 分 子 が 設 計 で き る 。
こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 化 学 的 に 合 成 で き 、 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 成 で き る 。
例 え ば 、 Marascoら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参 照 。 こ こ で の
製 剤 は 、 治 療 す べ き 特 定 の 徴 候 に 必 要 な 場 合 に １ つ 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま し く は 互 い に
悪 影 響 を 及 ぼ さ な い 相 補 的 活 性 を 持 つ も の も 含 ん で よ い 。 あ る い は 、 又 は そ れ に 加 え て 、
組 成 物 は 、 細 胞 毒 性 薬 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 成 長 阻 害 剤 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら の 分 子 は 、
適 切 に は 、 意 図 す る 目 的 に 有 効 な 量 の 組 み 合 わ せ で 存 在 す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ま た 、 活 性 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ
た マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 例 え ば 、 各 々 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン -マ イ ク ロ
カ プ セ ル 及 び ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ） マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 コ ロ イ ド 状 薬 物 送 達 系 （
例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 小 球 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 及 び ナ ノ カ プ セ
ル ） 中 、 又 は マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 中 に 包 括 さ れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 技 術 は 上 掲 の Re
mington's Pharmaceutical Science に 開 示 さ れ て い る 。
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 無 菌 で な け ら ば な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し
た 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
　 徐 放 性 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 製 剤 の 好 適 な 例 は 、 抗 体 を 含 有 す る 固 体 疎 水 性 ポ
リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 こ の マ ト リ ク ス は 成 形 さ れ た 物 品 、 例 え ば フ ィ ル ム 、
又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 状 で あ る 。 除 放 性 マ ト リ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル ヒ ド ロ ゲ ル
（ 例 え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )又 は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） ）
、 ポ リ ア ク チ ド （ 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ７ ３ ， ９ １ ９ 号 ） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 及 び γ -エ チ ル -
Ｌ -グ ル タ メ ー ト 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 LUPRON DEPOT(商 品 名 )（ 乳 酸 -グ リ コ
ー ル 酸 コ ポ リ マ ー と 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド の 注 射 可 能 な 小 球 ） な ど の 分 解 性 乳 酸 -グ リ コ ー
ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 ポ リ -(Ｄ )-３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 を 含 む 。 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 及 び 乳
酸 -グ リ コ ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー は 分 子 を １ ０ ０ 日 に 渡 っ て 放 出 す る こ と が で き る が 、 あ
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る 種 の ヒ ド ロ ゲ ル は よ り 短 時 間 で タ ン パ ク 質 を 放 出 し て し ま う 。 カ プ セ ル 化 さ れ た 抗 体 が
身 体 内 に 長 時 間 残 る と 、 そ れ ら は ３ ７ ℃ の 水 分 に 露 出 さ れ る こ と に よ り 変 性 又 は 凝 集 し 、
そ の 結 果 、 生 物 学 的 活 性 の 低 下 及 び 起 こ り う る 免 疫 原 性 の 変 化 を も た ら す 。 合 理 的 な 方 法
は 、 含 ま れ る 機 構 に 依 存 す る 安 定 化 に つ い て 工 夫 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 凝 集 機 構 が
チ オ － ジ ス ル フ ィ ド 交 換 を 通 し た 分 子 間 Ｓ － Ｓ 結 合 形 成 で あ る と 発 見 さ れ た 場 合 、 安 定 化
は ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 の 修 飾 、 酸 性 溶 液 か ら の 凍 結 乾 燥 、 水 分 含 有 量 の 制 御 、 適 切 な 添 加
剤 の 付 加 、 及 び 特 異 的 ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 の 開 発 に よ っ て 達 成 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
Ｇ ． 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 の 用 途
　 本 発 明 の 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 は 様 々 な 有 用 性 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗
体 は 、 ボ ー ル カ イ ン の 診 断 ア ッ セ イ 、 例 え ば そ の 特 定 細 胞 、 組 織 、 又 は 血 清 で の 発 現 の 検
出 に 用 い ら れ る 。 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 又 は 間 接 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ 及 び 不 均 一
又 は 均 一 相 で 行 わ れ る 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ ［ Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of T
echniques, CRC Press, Inc. (1987) pp. 147-158］ 等 の こ の 分 野 で 知 ら れ た 種 々 の 診 断
ア ッ セ イ 技 術 が 使 用 さ れ る 。 診 断 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 部 位 で 標 識 さ
れ る 。 検 出 可 能 な 部 位 は 、 直 接 又 は 間 接 に 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 生 し な け れ ば な ら な
い 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 部 位 は 、 ３ Ｈ 、 １ ４ Ｃ 、 ３ ２ Ｐ 、 ３ ５ Ｓ 又 は １ ２ ５ Ｉ 等 の 放 射 性
同 位 体 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 又 は ル シ フ ェ リ ン 等 の 蛍 光 又 は
化 学 発 光 化 合 物 、 あ る い は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 又 は セ イ
ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 等 の 酵 素 で あ っ て よ い 。 抗 体 に 検 出 可 能 な 部 位 を 抱 合 さ せ る
た め に こ の 分 野 で 知 ら れ た 任 意 の 方 法 が 用 い ら れ 、 そ れ に は Hunterら , Nature 144:945 (
1962)； Davidら , Biochemistry, 13: 1014 (1974)； Painら , J. Immunol. Meth., 40:219
 (1981)； 及 び Nygren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982)に 記 載 さ れ た 方 法
が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ま た 、 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 は 、 組 換 え 細 胞 培 養 又 は 天 然 供 給 源 か ら の ボ ー ル カ イ ン の ア
フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 に も 有 用 で あ る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 ボ ー ル カ イ ン に 対 す る 抗 体 を 、
当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 方 法 を 使 用 し て 、 セ フ ァ デ ッ ク ス 樹 脂 や 濾 紙 の よ う な 適 当 な
支 持 体 に 固 定 化 す る 。 次 に 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 を 精 製 す る ボ ー ル カ イ ン を 含 む 試 料 と 接 触
さ せ た 後 、 固 定 化 さ れ た 抗 体 に 結 合 し た ボ ー ル カ イ ン 以 外 の 試 料 中 の 物 質 を 実 質 的 に 全 て
除 去 す る 適 当 な 溶 媒 で 支 持 体 を 洗 浄 す る 。 最 後 に 、 ボ ー ル カ イ ン を 抗 体 か ら 脱 離 さ せ る 他
の 適 当 な 溶 媒 で 支 持 体 を 洗 浄 す る 。
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 す る た め に の み 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 決 し て 限
定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
　 本 明 細 書 で 引 用 し た 全 て の 特 許 及 び 参 考 文 献 の 全 体 を 、 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り 込 む
。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ２ ６ 】
　 実 施 例 で 言 及 さ れ て い る 全 て の 市 販 試 薬 は 、 特 に 示 さ な い 限 り は 製 造 者 の 使 用 説 明 に 従
い 使 用 し た 。 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 受 託 番 号 に よ り 以 下 の 実 施 例 及 び 明 細 書 全 体 を 通 し て 特 定 さ れ て い
る 細 胞 の 供 給 源 は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 、 マ ナ ッ サ ス 、 バ ー ジ
ニ ア で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 １ ： ヒ ト ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン の 単 離
　 Swiss-Prot公 的 デ ー タ ベ ー ス か ら の 約 ９ ５ ０ の 既 知 の 分 泌 タ ン パ ク 質 か ら の 細 胞 外 ド メ
イ ン （ ECD） 配 列 （ も し あ れ ば 、 分 泌 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む ） を 、 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 検 索
に 使 用 し た 。 デ ー タ ベ ー ス は 、 公 的 デ ー タ ベ ー ス （ 例 え ば 、 GenBank） と 私 的 Ｅ Ｓ Ｔ Ｄ Ｎ
Ａ デ ー タ ベ ー ス （ LIFESEQ T M , Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA） を 含 ん で い た 。
検 索 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム BLAST又 は BLAST-2（ Altschul等 , Methods in Enzymolog
y 266: 460-480 (1996)） を 用 い て 、 Ｅ Ｃ Ｄ タ ン パ ク 質 配 列 と 配 列 の ６ フ レ ー ム 翻 訳 と の
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比 較 と し て 実 施 し た 。 既 知 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド せ ず 、 BLASTス コ ア ７ ０ （ ９ ０ の 場 合 も
あ る ） 又 は そ れ 以 上 と な る 比 較 物 は 、 プ ロ グ ラ ム 「 phrap」 （ Phil Green, University of
 Washington, Seattle, WA; http://bozeman.mbt.washington.edu/phrap.docs/phrap.htm
l） で 集 団 化 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。
　 phrapを 用 い て 他 の Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 に 対 し て コ ン セ ン サ ス Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 構 築 し た 。 そ の コ ン
セ ン サ ス 配 列 に 基 づ い て 、 １ ） Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 対 象 の 配 列 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を 同 定
す る た め 、 及 び ２ ） ボ ー ル カ イ ン の 全 長 コ ー ド 化 配 列 の ク ロ ー ン を 単 離 す る プ ロ ー ブ と し
て 用 い る た め に オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 正 方 向 及 び 逆 方 向 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー は 一
般 的 に ２ ０ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で あ り 、 し ば し ば 約 １ ０ ０ － １ ０ ０ ０ ｂ ｐ 長 の Ｐ
Ｃ Ｒ 産 物 を 与 え る た め に 設 計 さ れ る 。 プ ロ ー ブ 配 列 は 、 典 型 的 に ４ ０ － ５ ５ ｂ ｐ 長 で あ る
。 幾 つ か の 場 合 に は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 が 約 １ － １ ． ５ ｋ ｂ ｐ よ り 大 き い と き に 付 加 的 な
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 合 成 さ れ る 。 全 長 ク ロ ー ン に つ い て 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー
ニ ン グ す る た め に 、 ラ イ ブ ラ リ か ら の Ｄ Ｎ Ａ を 、 上 掲 の Ausubel等 , Current Protocols i
n Molecular Biologyに あ る よ う に 、 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー 対 で の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り ス ク リ ー
ニ ン グ し た 。 つ い で 、 ポ ジ テ ィ ブ ラ イ ブ ラ リ を 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び プ ラ イ
マ ー 対 の 一 方 を 用 い て 対 象 と す る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 す る の に 使 用 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 一 対 の PCRプ ラ イ マ ー （ 正 方 向 と 逆 方 向 ） を 合 成 し た ：
正 方 向 PCRプ ラ イ マ ー  5'-CAGCGCCCTCCCCATGTCCCTG-3' (配 列 番 号 ： ３ )
逆 方 向 PCRプ ラ イ マ ー  5'-TCCCAACTGGTTTGGAGTTTTCCC-3' (配 列 番 号 ： ４ )
　 ま た 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 次 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 有 す る コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 構 築 し た ：  
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ
5'-CTCCGGTCAGCATGAGGCTCCTGGCGGCCGCTGCTCCTGCTGCTG-3' (配 列 番 号 ： ５ )。
　 全 長 ク ロ ー ン ソ ー ス の 幾 つ か の ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 上 で 特 定 し た
Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ イ ー 対 を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ っ て ラ イ ブ ラ リ の Ｄ Ｎ Ａ を ス ク リ ー ニ ン グ
し た 。 つ い で ポ ジ テ ィ ブ な ラ イ ブ ラ リ を 用 い て 、 プ ロ ー ブ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と Ｐ Ｃ Ｒ プ
ラ イ マ ー の 一 方 を 用 い て ボ ー ル カ イ ン 遺 伝 子 を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 単 離 し た 。
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の 構 築 の た め の Ｒ Ｎ Ａ は ヒ ト 胎 児 腎 臓 組 織 か ら 単 離 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ク ロ ー ン の 単 離 に 用 い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ は 、 Invitrogen, San Diego, CAか ら の も の
等 の 市 販 試 薬 を 用 い て 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 作 成 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 含 む
オ リ ゴ ｄ Ｔ で プ ラ イ ム し 、 平 滑 末 端 で Ｓ ａ ｌ Ｉ ヘ ミ キ ナ ー ゼ ア ダ プ タ ー に 結 合 さ せ 、 Ｎ ｏ
ｔ Ｉ で 切 断 し 、 ゲ ル 電 気 泳 動 で お よ そ の サ イ ズ 分 類 し 、 そ し て 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ
ー （ ｐ Ｒ Ｋ Ｂ 又 は ｐ Ｒ Ｋ Ｄ 等 ； ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｂ は Ｓ ｆ ｉ Ｉ 部 位 を 含 ま な い ｐ Ｒ Ｋ ５ Ｄ の 前 駆 体
で あ る ； Holmes等 , Science, 253: 1278-1280 (1991)参 照 ） に 、 独 特 の Ｘ ｈ ｏ Ｉ 及 び Ｎ ｏ
ｔ Ｉ 部 位 に お い て 、 所 定 の 方 向 で ク ロ ー ニ ン グ し た 。
　 上 記 の よ う に 単 離 し た ク ロ ー ン の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ り 、 ボ ー ル カ イ ン の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ 配
列 （ 配 列 番 号 ： １ ） 及 び ボ ー ル カ イ ン の 誘 導 タ ン パ ク 質 配 列 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ボ ー ル カ イ ン の 全 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 図 １ （ 配 列 番 号 ： １ ） に 示 さ れ る 。 ボ ー ル カ イ ン
配 列 は 単 一 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含 み 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 １ ６ ７ － １ ６ ９ に
見 か け の 翻 訳 開 始 部 位 ［ 上 掲 の Kozakら ］ を 持 ち 、 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 ５ ０ ０ － ５ ０ ２ の 終
止 コ ド ン で 終 端 す る 。 予 測 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 前 駆 体 は １ １ １ ア ミ ノ 酸 長 で あ る （ 図 ２ （
配 列 番 号 ： ２ ） ） 。 ボ ー ル カ イ ン は Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 し た 。 寄 託 し た ク ロ ー ン が 実 際 の 配 列
を 含 み 、 こ こ に 提 供 さ れ る 配 列 は 現 在 の 配 列 決 定 技 術 に 基 づ く 単 な る 代 表 的 な も の で あ る
こ と が 理 解 さ れ る 。 更 に 、 こ こ に 提 供 さ れ た 配 列 と 普 遍 的 な 遺 伝 暗 号 の 知 識 が あ れ ば 、 任
意 の 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 に 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド を 常 套 的 に 特 定 す る こ と が で き 、 ま た そ
の 逆 も し か り で あ る 。
　 完 全 長 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 の 分 析 に よ り 、 そ の 部 分 が ヒ ト マ ク ロ
フ ァ ー ジ タ ン パ ク -２ 、 サ イ ト カ イ ン 誘 発 好 中 球 化 学 誘 引 物 質 ２ 、 及 び 好 中 球 化 学 走 化 性
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因 子 ２ -ベ ー タ と 配 列 同 一 性 を 有 し て い る こ と が 示 唆 さ れ 、 こ れ は ボ ー ル カ イ ン は 新 規 な
ケ モ カ イ ン で あ る こ と が 示 し て い る 。
　 更 に 以 下 に お い て 検 討 す る よ う に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ し 、 Ｃ 末 端 タ グ Ｉ ｇ Ｇ 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 昆 虫 細 胞 中 に 発 現 さ せ た 。 得 ら れ た
タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 配 列 決 定 に よ り 、 シ グ ナ ル 配 列 切 断 部 位 が 同 定 さ れ 、 ７ ７ ア ミ ノ 酸 の
成 熟 ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ た 。 他 の ヒ ト Ｃ Ｘ Ｃ ケ モ カ イ ン と ３ １ － ４ ０ ％ の 同 一 性 を 示 す
成 熟 配 列 は ４ の カ ノ ニ カ ル な シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む が Ｅ Ｌ Ｒ モ チ ー フ を 欠 い て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
実 施 例 ２ ： ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用
　 以 下 の 方 法 は ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用 を 記 載 す る も の で あ る 。
　 全 長 ボ ー ル カ イ ン の コ ー ド 化 配 列 （ 図 １ に 示 す 、 配 列 番 号 ： １ ） を 含 ん で な る Ｄ Ｎ Ａ を
、 ヒ ト 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 又 は ヒ ト 組 織 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ で の 相 同 的 Ｄ Ｎ Ａ （ 例 え ば
、 ボ ー ル カ イ ン の 天 然 に 生 じ る 変 異 体 を コ ー ド し て い る も の ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
の プ ロ ー ブ と し て 用 い る 。
　 い ず れ か の ラ イ ブ ラ リ ー Ｄ Ｎ Ａ を 含 む フ ィ ル タ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 を
以 下 の 高 緊 縮 条 件 下 で 実 施 す る 。 放 射 標 識 ボ ー ル カ イ ン 誘 導 プ ロ ー ブ の フ ィ ル タ ー へ の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ．
１ ％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ２ ｘ デ ン ハ ー ド 溶
液 、 及 び １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 溶 液 中 で 、 ４ ２ ℃ に お い て ２ ０ 時 間 実 施 さ れ る 。 フ ィ
ル タ ー の 洗 浄 は 、 ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 及 び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の 水 溶 液 中 、 ４ ２ ℃ で 実 施 さ れ る 。
　 つ い で 、 全 長 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 所 望 の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ
Ｎ Ａ は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 同 定 で き る 。
【 ０ １ ３ １ 】
実 施 例 ３ ： 大 腸 菌 に お け る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 大 腸 菌 中 に お け る 組 み 換 え 発 現 に よ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 非 グ
リ コ シ ル 化 型 の 調 製 を 例 証 す る 。
　 ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 DNA配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） は 選 択 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 利 用
し て 最 初 に 増 幅 さ れ る 。 こ の プ ラ イ マ ー は 、 選 択 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー 上 の 制 限 酵 素 部 位 に
対 応 す る 制 限 酵 素 部 位 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 様 々 な 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で
き る 。 適 し た ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 ア ン ピ シ リ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 に 対 す る 遺
伝 子 を 含 む pBR322(大 腸 菌 由 来 ;Bolivarら , Gene, 2:95 (1997)を 参 照 の こ と )が あ る 。 ベ
ク タ ー は 制 限 酵 素 に よ っ て 消 化 さ れ 、 脱 リ ン 酸 化 さ れ る 。 つ い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 配 列 が ベ ク
タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ る 。 ベ ク タ ー は 好 ま し く は 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 、 trpプ ロ モ ー
タ ー 、 ポ リ hisリ ー ダ ー (最 初 の ６ つ の STIIコ ド ン 、 ポ リ hisリ ー ダ ー 、 及 び エ ン テ ロ キ ナ
ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む )、 ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 領 域 、 ラ ム ダ 転 写 集 結 因 子 及 び argU遺 伝 子 を
コ ー ド す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 つ い で 、 上 掲 の Sambrookら に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 選 択 さ れ た 大 腸 菌 株 を 形 質 転
換 す る た め に 、 こ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 利 用 し た 。 形 質 転 換 体 を Ｌ Ｂ プ レ ー ト 上 で の
そ の 増 殖 能 力 に よ っ て 同 定 し 、 つ い で 抗 生 物 質 耐 性 コ ロ ニ ー を 選 択 す る 。 プ ラ ス ミ ド DNA
を 単 離 し 、 そ れ を 制 限 酵 素 分 析 及 び DNA配 列 決 定 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 、 抗 生 物 質 が 補 填 さ れ た Ｌ Ｂ ブ ロ ス の よ う な 液 体 培 地 で 一 晩 か け
て 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 一 晩 の 培 養 を 、 引 き 続 き よ り 大 き な ス ケ ー ル で の 培 養 を
播 種 す る た め に 使 用 し て も よ い 。 細 胞 を 所 望 の 光 学 密 度 に な る ま で 増 殖 さ せ る と 、 そ の 間
に 発 現 プ ロ モ ー タ ー が 作 用 し 始 め る 。
　 更 に 数 時 間 、 細 胞 を 培 養 し た 後 に 、 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 を 収 集 す る こ と が 可 能 で あ る
。 遠 心 分 離 に よ っ て 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 様 々 な 薬 剤 を 使 用 し て 可
溶 化 で き 、 つ い で 、 こ の 溶 解 し た ボ ー ル カ イ ン タ ン パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 の 堅 固 な 結 合 を
可 能 に す る 条 件 下 に お い て 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と 可 能 で あ る 。
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【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 ４ ： 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 組 換 え 発 現 に よ る グ リ コ シ ル 化 し た 形 態 の ボ ー ル
カ イ ン の 調 製 を 例 証 す る 。
　 発 現 ベ ク タ ー と し て ベ ク タ ー ｐ Ｒ Ｋ ５ (1989年 3月 15日 公 開 の EP307,247参 照 ） を 用 い る
。 場 合 に よ っ て は 、 ボ ー ル カ イ ン  Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た 制 限 酵 素 を 持 つ ｐ Ｒ Ｋ ５ に 結 合 さ せ
、 上 記 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た よ う な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 方 法 を 用 い て ボ ー ル カ イ ン Ｄ Ｎ Ａ
を 挿 入 さ せ る 。 得 ら れ た ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｒ Ｋ ５ -ボ ー ル カ イ ン と 呼 ば れ る 。
　 一 実 施 態 様 で は 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 は ２ ９ ３ 細 胞 で も よ い 。 ヒ ト ２ ９ ３ 細 胞 （ ATCC C
CL 1573） は 、 ウ シ 胎 児 血 清 及 び 場 合 に よ っ て は 滋 養 成 分 及 び ／ 又 は 抗 生 物 質 を 添 加 し た
Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ な ど の 培 地 中 で 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て 増 殖 さ せ て 集 密 化 し た 。 約 １ ０ μ ｇ の
ｐ Ｒ Ｋ ５ -ボ ー ル カ イ ン Ｄ Ｎ Ａ を 約 １ μ ｇ の Ｖ Ａ  Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ ［ Thimmapp
ayaら , Cell, 31:543 (1982))］ と 混 合 し 、 ５ ０ ０ μ ｌ の １ ｍ Ｍ  ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ 、 ０ ． １
ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ２ ２ ７ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ に 溶 解 さ せ る 。 こ の 混 合 物 に 、 ５ ０ ０ μ ｌ の ５
０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ (ｐ Ｈ ７ ． ３ ５ )、 ２ ８ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ． ５ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ を 一
滴 づ つ 添 加 し 、 ２ ５ ℃ で １ ０ 分 間 析 出 物 を 形 成 さ せ た 。 析 出 物 を 懸 濁 し 、 ２ ９ ３ 細 胞 に 加
え て ３ ７ ℃ で 約 ４ 時 間 定 着 さ せ る 。 培 地 を 吸 引 し 、 ２ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 ２ ０ %グ リ セ ロ ー ル
を ３ ０ 秒 間 添 加 し た 。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 つ い で 無 血 清 培 地 で 洗 浄 し 、 新 鮮 な 培 地 を 添 加 し 、
細 胞 を 約 ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 形 質 移 入 の 約 ２ ４ 時 間 後 、 培 地 を 除 去 し 、 培 地 （ 単 独 ） 又 は ２ ０ ０ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ ３ ５ Ｓ
-シ ス テ イ ン 及 び ２ ０ ０ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ ３ ５ Ｓ -メ チ オ ニ ン を 含 む 培 地 で 置 換 し た 。 １ ２ 時 間
の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 条 件 培 地 を 回 収 し 、 ス ピ ン フ ィ ル タ ー で 濃 縮 し 、 １ ６ %Ｓ Ｄ
Ｓ ゲ ル に 添 加 し た 。 処 理 し た ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 現 す 選
択 さ れ た 時 間 に わ た っ て フ ィ ル ム に さ ら し た 。 形 質 転 換 し た 細 胞 を 含 む 培 地 に 、 更 な る イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 施 し （ 無 血 清 培 地 で ） 、 培 地 を 選 択 さ れ た バ イ オ ア ッ セ イ で 試 験 す る
。
　 こ れ に 代 わ る 方 法 で は 、 ボ ー ル カ イ ン は 、 Somparyracら , Proc. Natl. Acad. Sci., 12
:7575 (1981)に 記 載 さ れ た デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 法 を 用 い て ２ ９ ３ 細 胞 に 一 過 的 に 導 入 さ れ る
。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 で 最 大 密 度 ま で 増 殖 さ せ 、 ７ ０ ０ μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ -
ボ ー ル カ イ ン  Ｄ Ｎ Ａ を 添 加 す る 。 細 胞 は 、 ま ず ス ピ ナ ー フ ラ ス コ か ら 遠 心 分 離 に よ っ て
濃 縮 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 DNA-デ キ ス ト ラ ン 沈 殿 物 を 細 胞 ペ レ ッ ト 上 で ４ 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 細 胞 を ２ ０ %グ リ セ ロ ー ル で ９ ０ 秒 間 処 理 し 、 組 織 培 地 で 洗 浄 し 、 組 織 培 地
、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ イ ン シ ュ リ ン 及 び ０ ． １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 含 む ス ピ
ナ ー フ ラ ス コ に 再 度 導 入 し た 。 約 ４ 日 後 に 、 条 件 培 地 を 遠 心 分 離 し て 濾 過 し 、 細 胞 及 び 細
胞 片 を 除 去 し た 。 次 い で 発 現 さ れ た ボ ー ル カ イ ン を 含 む 試 料 を 濃 縮 し 、 透 析 及 び ／ 又 は カ
ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択 し た 方 法 に よ っ て 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 ボ ー ル カ イ ン を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ｐ Ｒ Ｋ ５ -
ボ ー ル カ イ ン は 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 又 は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ キ ス ト ラ ン な ど の 公 知 の 試 薬 を 用 い て Ｃ Ｈ
Ｏ 細 胞 に 形 質 移 入 す る こ と が で き る 。 上 記 し た よ う に 、 細 胞 培 地 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 培
地 を 培 養 培 地 （ 単 独 ） 又 は ３ ５ Ｓ -メ チ オ ニ ン 等 の 放 射 性 標 識 を 含 む 培 地 に 置 換 す る こ と
が で き る 。 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 同 定 し た 後 、 培 地 を 無 血 清 培 地 に 置 換 し て
も よ い 。 好 ま し く は 、 培 地 を 約 ６ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 条 件 培 地 を 収 集 す る 。 次
い で 、 発 現 さ れ た ボ ー ル カ イ ン を 含 む 培 地 を 濃 縮 し て 、 任 意 の 選 択 し た 方 法 に よ っ て 精 製
す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ ボ ー ル カ イ ン は 、 宿 主 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い 。 ボ
ー ル カ イ ン は ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ク タ ー か ら サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 サ ブ ク ロ ー ン 挿 入 物 は
、 Ｐ Ｃ Ｒ を 施 し て バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 中 の ポ リ -hisタ グ 等 の 選 択 さ れ た エ ピ ト
ー プ タ グ を 持 つ 枠 に 融 合 で き る 。 ポ リ -hisタ グ ボ ー ル カ イ ン 挿 入 物 は 、 次 い で 、 安 定 な ク
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ロ ー ン の 選 択 の た め の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 等 の 選 択 マ ー カ ー を 含 む Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ
ー ニ ン グ で き る 。 最 後 に 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー で （ 上 記 の よ う に ） 形 質 移
入 し た 。 発 現 を 確 認 す る た め に 、 上 記 の よ う に 標 識 化 を 行 っ て も よ い 。 発 現 さ れ た ポ リ -h
isタ グ ボ ー ル カ イ ン を 含 む 培 地 は 、 次 い で 濃 縮 し 、 Ｎ ｉ ２ ＋ -キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択 さ れ た 方 法 に よ り 精 製 で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
実 施 例 ５ ： 酵 母 菌 で の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 酵 母 菌 中 で の ボ ー ル カ イ ン の 組 換 え 発 現 を 記 載 す る 。 最 初 に 、 ADH2/GAP
DHプ ロ モ ー タ ー か ら の ボ ー ル カ イ ン の 細 胞 内 生 産 又 は 分 泌 の た め の 酵 母 菌 発 現 ベ ク タ ー を
作 成 す る 。 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 及 び プ ロ モ ー タ ー を 選 択 し た プ ラ ス ミ ド の 適
当 な 制 限 酵 素 部 位 に 挿 入 し て ボ ー ル カ イ ン の 細 胞 内 発 現 を 指 示 す る 。 分 泌 の た め に 、 ボ ー
ル カ イ ン を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た プ ラ ス ミ ド に 、 ADH2/GAPDHプ ロ モ ー タ ー を コ ー ド
す る Ｄ Ｎ Ａ 、 天 然 ボ ー ル カ イ ン シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は 他 の 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、 又
は 、 例 え ば 酵 母 菌 α 因 子 又 は イ ン ベ ル タ ー ゼ 分 泌 シ グ ナ ル ／ リ ー ダ ー 配 列 、 及 び （ 必 要 な
ら ば ） ボ ー ル カ イ ン の 発 現 の た め の リ ン カ ー 配 列 と と も に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る
。
　 酵 母 菌 株 AB110酵 母 菌 株 は 、 つ い で 上 記 の 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し 、 選 択 さ れ た 発
酵 培 地 中 で 培 養 で き る 。 形 質 転 換 し た 酵 母 菌 上 清 は 、 １ ０ %ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で の 沈 降 及 び
Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 分 離 で 分 析 し 、 次 い で ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 で ゲ ル の 染 色 を す る
こ と が で き る 。
　 続 い て 組 換 え ボ ー ル カ イ ン は 、 発 酵 培 地 か ら 遠 心 分 離 に よ り 酵 母 菌 細 胞 を 除 去 し 、 次 い
で 選 択 さ れ た カ ー ト リ ッ ジ フ ィ ル タ ー を 用 い て 培 地 を 濃 縮 す る こ と に よ っ て 単 離 及 び 精 製
で き る 。 ボ ー ル カ イ ン を 含 む 濃 縮 物 は 、 選 択 さ れ た カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 を 用 い
て さ ら に 精 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 ６ ： ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 の 調 製
　 こ の 実 施 例 は 、 ボ ー ル カ イ ン に 特 異 的 に 結 合 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 を 例 示 す
る 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 の た め の 技 術 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 上 記 の Go
dingに 記 載 さ れ て い る 。 用 い る こ と が で き る 免 疫 原 は 、 精 製 ボ ー ル カ イ ン 、 ボ ー ル カ イ ン
を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 、 細 胞 表 面 に 組 換 え ボ ー ル カ イ ン を 発 現 す る 細 胞 を 含 む 。 免 疫 原 の
選 択 は 、 当 業 者 が 過 度 の 実 験 を す る こ と な く な す こ と が で き る 。
　 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ 等 の マ ウ ス を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 乳 化 し て 皮 下 又 は 腹 腔 内 に
１ － １ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム で 注 入 し た ボ ー ル カ イ ン 免 疫 原 で 免 疫 化 す る 。 あ る い は 、 免 疫
原 を Ｍ Ｐ Ｌ -Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト （ Ribi Immunochemical Research, ハ ミ ル ト ン , モ ン タ
ナ ） に 乳 化 し 、 動 物 の 後 フ ッ ト パ ッ ド に 注 入 し て も よ い 。 免 疫 化 し た マ ウ ス は 、 つ い で １
０ か ら １ ２ 日 後 に 、 選 択 し た ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 化 し た 付 加 的 免 疫 源 で 追 加 免 疫 す る 。 そ
の 後 、 数 週 間 、 マ ウ ス を さ ら な る 免 疫 化 注 射 で 追 加 免 疫 す る 。 抗 ボ ー ル カ イ ン 抗 体 の 検 出
の た め の エ ラ イ ザ ア ッ セ イ で 試 験 す る た め に 、 レ ト ロ オ ー ビ タ ル 出 血 か ら の 血 清 試 料 を マ
ウ ス か ら 周 期 的 に 採 取 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 適 当 な 抗 体 力 価 が 検 出 さ れ た 後 、 抗 体 に 「 陽 性 」 の 動 物 に 、 ボ ー ル カ イ ン 静 脈 内 注 射 の
最 後 の 注 入 を す る こ と が で き る 。 3か ら 4日 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 脾 臓 細 胞 を 取 り 出 し た 。
次 い で 脾 臓 細 胞 を （ ３ ５ %ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て ） 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 番 号 CRL1597
で 入 手 可 能 な P3X63AgU.1等 の 選 択 さ れ た マ ウ ス 骨 髄 腫 株 化 細 胞 に 融 合 さ せ た 。 融 合 に よ り
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 成 さ れ 、 つ い で 、 Ｈ Ａ Ｔ （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 及
び チ ミ ジ ン ） 培 地 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 蒔 き 、 非 融 合 細 胞 、 骨 髄 腫 ハ イ ブ
リ ッ ド 、 及 び 脾 臓 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の 増 殖 を 阻 害 し た 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 ボ ー ル カ イ ン に 対 す る 反 応 性 に つ い て の エ ラ イ ザ で ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ る 。 ボ ー ル カ イ ン に 対 す る 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 「 陽 性 （ ポ ジ テ
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ィ ブ ） 」 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 決 定 は 、 技 術 常 識 の 範 囲 内 で あ る 。
　 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 系 の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 腹 腔 内 注 入 し 、 抗 ボ ー ル カ イ ン
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 を 生 成 さ せ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 組 織 培
養 フ ラ ス コ 又 は ロ ー ラ ー ボ ト ル で 増 殖 さ せ る こ と も で き る 。 腹 水 中 に 生 成 さ れ た モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、 そ れ に 続 く ゲ ル 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ － を
用 い て 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 の プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ へ の 親 和 性 に
基 づ く ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 ７ ： バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 中 に お け る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の
組 換 え 発 現 を 記 載 す る 。
　 一 般 に 、 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 配 列 を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る
エ ピ ト ー プ タ グ の 上 流 に 融 合 さ せ る 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ は 、 ポ リ -hisタ グ 及 び 免
疫 グ ロ ブ リ ン タ グ （ IgGの Fc領 域 な ど ） を 含 む 。 ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ Novagen） な ど の 市 販 さ
れ て い る プ ラ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ る プ ラ ス ミ ド を 含 む 種 々 の プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が で
き る 。 簡 単 に は 、 ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ 又 は ボ ー ル カ イ ン コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ の 所 望 部
分 （ 例 え ば 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 ） が 、 ５ '及 び ３ '領 域 に
相 補 的 な プ ラ イ マ ー で の Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る 。 ５ 'プ ラ イ マ ー は 、 隣 接 す る （ 選 択 さ
れ た ） 制 限 酵 素 部 位 を 包 含 し て い て も よ い 。 生 産 物 は 、 つ い で 、 選 択 さ れ た 制 限 酵 素 で 消
化 さ れ 、 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
　 つ い で 断 片 を そ の 各 部 位 を 介 し て pb.PH.IgG中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 pb.PH.IgGプ ラ
ス ミ ド は ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ プ ラ ス ミ ド （ Pharmingen） の 誘 導 体 で あ り 、 ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の
下 流 に ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 遺 伝 子 の Ｆ ｃ 領 域 を コ ー ド し て い る 。
　 一 般 に 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 上 記 の プ ラ ス ミ ド 及 び BaculoGold(商 品 名 )ウ イ ル ス
Ｄ Ｎ Ａ （ Pharmingen） を 、 Spodoptera frugiperda（ 「 Sf9」 ） 細 胞 （ ATCC CRL 1711） 中
に リ ポ フ ェ ク チ ン （ GIBCO-BRLか ら 市 販 ） を 用 い て 同 時 形 質 移 入 す る こ と に よ り 作 成 さ れ
る 。 ２ ８ ℃ で ４ － ５ 日 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 放 出 さ れ た ウ イ ル ス を 回 収 し 、 更 な る 増 幅
に 用 い た 。 ウ イ ル ス 感 染 及 び タ ン パ ク 質 発 現 は 、 O'Reilleyら , Baculovirus expression 
vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に 記 載 さ れ て
い る よ う に 実 施 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 こ の 場 合 、 pb.PH.SST DNA.IgGプ ラ ス ミ ド を 、 １ ０ ％ 仔 ウ シ 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） （ Hyclone）
を 補 填 し た Ｈ ｉ ｎ ｋ の Ｔ Ｎ Ｍ -Ｆ Ｈ 培 地 （ JRH Biosciences） 中 で 成 長 さ せ た １ ０ ５ の Ｓ ｆ
９ 細 胞 中 に リ ポ フ ェ ク チ ン （ Gibco BRL） を 使 用 し て Baculogoldバ キ ュ ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ
（ Pharmingen） と 共 に 同 時 形 質 移 入 し た 。 細 胞 を ２ ８ ℃ で ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上
清 を 集 め た 後 、 １ ０ の 近 似 感 染 効 率 （ Ｍ Ｏ Ｉ ） で １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ を 補 填 し た Ｈ ｉ ｎ ｋ の Ｔ Ｎ
Ｍ -Ｆ Ｈ 培 地 中 で Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 感 染 さ せ る こ と に よ っ て 第 一 回 ウ イ ル ス 増 幅 に 使 用 し た 。
細 胞 を ２ ８ ℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 集 め 、 組 換 え ボ ー ル カ イ ン -Ｉ ｇ Ｇ の
発 現 を 、 ３ ０ μ Ｌ の プ ロ テ イ ン -Ａ セ フ ァ ロ ー ス Ｃ Ｌ -４ Ｂ ビ ー ズ （ Pharmacia） へ １ ｍ Ｌ
の 上 清 を バ ッ チ 結 合 さ せ た 後 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ っ て 既 知 の 濃 度 の タ ン パ ク 質 標
準 マ ー カ ー と 比 較 す る 続 く Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 決 定 し た 。
　 最 初 の ウ イ ル ス 増 幅 上 清 を 用 い て 、 ０ ． １ の 近 似 Ｍ Ｏ Ｉ で Ｅ Ｓ Ｆ -９ ２ １ 培 地 （ Express
ion Systems LLC） 中 で 成 長 さ せ た Ｓ ｆ ９ 細 胞 の ５ ０ ０ ｍ Ｌ の 撹 拌 培 養 物 を 感 染 さ せ た 。
細 胞 を ２ ８ ℃ で ３ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 清 を 集 め て 濾 過 し た 。 バ ッ チ 結 合 と Ｓ Ｄ Ｓ
-Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 を 繰 り 返 し て 撹 拌 培 養 物 中 の 発 現 を 確 認 し た 。 続 い て ５ ０ ０ ｍ Ｌ の 上 清 を
精 製 に ま わ し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 一 般 に 、 発 現 さ れ た ポ リ -hisタ グ ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 次 に 、 例 え ば Ｎ ｉ ２ + -
キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 次 の よ う に し て 精 製 さ れ る 。 抽 出 物 は 、
Rupertら , Nature, 362:175-179 (1993)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 組 換
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え Ｓ ｆ ９ 細 胞 か ら 調 製 さ れ る 。 簡 便 に は 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 洗 浄 し 、 超 音 波 処 理 用 バ ッ フ ァ ー
（ ２ ５ ｍ Ｌ の Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ９ ； １ ２ ． ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ； ０ ． １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ
Ａ ； １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル ； ０ ． １ ％ の Ｎ Ｐ -４ ０ ； ０ ． １ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ ） 中 に 再 懸 濁 し 、 氷
上 で ２ 回 ２ ０ 秒 間 超 音 波 処 理 す る 。 超 音 波 処 理 物 を 遠 心 分 離 で 透 明 化 し 、 上 清 を 充 填 バ ッ
フ ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 塩 、 ３ ０ ０ ｍ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ %の グ リ セ ロ ー ル 、 ｐ Ｈ ７ ． ８ )
で ５ ０ 倍 希 釈 し 、 ０ ． ４ ５ ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ ー で 濾 過 す る 。 Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ ア ガ ロ ー
ス カ ラ ム （ Qiagenか ら 市 販 ） を ５ ｍ Ｌ の 総 容 積 で 調 製 し 、 ２ ５ ｍ Ｌ の 水 で 洗 浄 し 、 ２ ５ ｍ
Ｌ の 充 填 バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 さ せ る 。 濾 過 し た 細 胞 抽 出 物 は 、 毎 分 ０ ． ５ ｍ Ｌ で カ ラ ム に
充 填 さ れ る 。 カ ラ ム を 、 分 画 回 収 が 始 ま る 点 で あ る Ａ ２ ８ ０ の ベ ー ス ラ イ ン ま で 充 填 バ ッ
フ ァ ー で 洗 浄 す る 。 次 に 、 カ ラ ム を 、 結 合 タ ン パ ク 質 を 非 特 異 的 に 溶 離 す る 二 次 洗 浄 バ ッ
フ ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 塩 ； ３ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ %の グ リ セ ロ ー ル 、 ｐ Ｈ ６ ．
０ ） で 洗 浄 し た 。 Ａ ２ ８ ０ の ベ ー ス ラ イ ン に 再 度 到 達 し た 後 、 カ ラ ム を 二 次 洗 浄 バ ッ フ ァ
ー 中 で ０ か ら ５ ０ ０ ｍ Ｍ の イ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配 で 展 開 し た 。 １ ｍ Ｌ の 分 画 を 回 収 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ
-Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び 銀 染 色 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Qiagen） に 結 合 し た Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ
で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 分 析 す る 。 溶 離 し た Ｈ ｉ ｓ １ ０ -タ グ ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 画 分 を プ ー ル し て 充 填 バ ッ フ ァ ー で 透 析 す る 。
　 あ る い は 、 Ｉ ｇ Ｇ タ グ （ 又 は Ｆ ｃ タ グ ） ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 は 、 例 え ば 、
プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 既 知 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー 技 術 を 用 い て 実 施 で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 こ の 場 合 、 形 質 移 入 し た Ｓ ｆ ９ 細 胞 か ら の 馴 化 培 地 （ ５ ０ ０ ｍ Ｌ 、 上 記 を 参 照 ） を 遠 心
分 離 で 集 め て 細 胞 を 除 去 し 、 ０ ． ２ ２ ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 ボ ー ル カ イ ン タ ン
パ ク 質 の イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ Ｆ ｃ 含 有 ） 構 築 物 を 馴 化 培 地 か ら 精 製 し た 。 そ の 馴 化 培 地 を
、 ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 Ｎ ａ 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 に し た ５ ｍ ｌ の プ ロ テ イ ン Ａ カ ラ
ム （ Pharmacia） に ポ ン プ で 供 給 し た 。 充 填 後 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 、 ｐ Ｈ ３ ． ５ と 共
に 溶 離 前 の 平 衡 バ ッ フ ァ ー で カ ラ ム を 十 分 に 洗 浄 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 を 、 ２ ７ ５ μ
Ｌ の １ Ｍ ト リ ス 、 ｐ Ｈ ９ バ ッ フ ァ ー を 含 む チ ュ ー ブ 中 に １ ｍ ｌ の 画 分 を 収 集 す る こ と に よ
っ て 即 座 に 中 和 さ せ た 。 つ づ い て 高 度 に 精 製 し た タ ン パ ク 質 を 、 ２ ５ ｍ ｌ の Ｇ ２ ５ Superf
ine（ Pharmacia） カ ラ ム と 共 に １ ０ ｍ Ｍ の Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 ０ ． １ ４ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ４ ％ の
マ ン ニ ト ー ル 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ を 含 む 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 で 脱 塩 し 、 － ８ ０ ℃ で 貯 蔵 し た 。 タ ン
パ ク 質 の 均 質 性 を Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 及 び エ ド マ ン 分 解 法 に よ る Ｎ 末 端 ア ミ ノ
酸 シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 評 価 し た 。
　 ボ ー ル カ イ ン に よ っ て コ ー ド さ れ た 精 製 タ ン パ ク 質 を ト リ ス -Ｈ Ｃ ｌ ゲ ル で 分 離 し 、 Ｐ
Ｖ Ｄ Ｆ メ ン ブ レ ン に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ テ ィ ン グ し た 。 対 象 の バ ン ド を 切 り 取 っ た 後 、 タ ン
パ ク 質 産 物 を 確 認 す る た め に エ ド マ ン 分 解 法 に か け た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
実 施 例 ８ ： ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析
　 ヒ ト 組 織 に お け る ボ ー ル カ イ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ っ て 検 査 し
た 。 一 般 に 、 ヒ ト Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト を 、 全 長 ボ ー ル カ イ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 基 づ い て ３ ２ Ｐ 標 識 Ｄ
Ｎ Ａ プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た ； プ ロ ー ブ は ボ ー ル カ イ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ 挿 入 断 片 を 消 化
し 精 製 す る こ と に よ り 産 生 し た 。 ヒ ト 胎 児 Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト Ｍ Ｔ Ｎ (ク ロ ー ン テ ッ ク )及 び 成
人 Ｒ Ｎ Ａ ブ ロ ッ ト Ｍ Ｔ Ｎ -Ｉ Ｉ (ク ロ ー ン テ ッ ク )を Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 ブ ロ ッ ト は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー (５ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｐ Ｅ ； ２ Ｘ  デ ン ハ ー ド
溶 液 ； １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 変 性 剪 断 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ ； ５ ０ ％ の ホ ル ム ア ミ ド ； ２ ％ の Ｓ Ｄ
Ｓ )中 で プ ロ ー ブ と 共 に ４ ２ ℃ で ６ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ ト を ２ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ ；
０ ． ０ ５ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 室 温 で １ 時 間 、 数 回 洗 浄 し 、 つ い で ０ ． １ Ｘ  Ｓ Ｓ Ｃ ； ０ ． １ ％
の Ｓ Ｄ Ｓ 中 、 ５ ０ ℃ で ３ ０ 分 間 洗 浄 し た 。 ブ ロ ッ ト を 終 夜 露 出 し た 後 、 リ ン 光 体 イ メ ー ジ
ャ ー 分 析 (Fuji)に よ り 現 像 し た 。
　 こ の 場 合 、 様 々 な 組 織 由 来 の ヒ ト ポ リ (Ａ )＋ Ｒ Ｎ Ａ を 含 む ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト （ ２ μ ｌ ／
レ ー ン ） を ク ロ ー ン テ ッ ク か ら 購 入 し た 。 ボ ー ル カ イ ン の 全 コ ー ド 化 領 域 を 含 む ４ ６ ９ ｂ
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ｐ の 断 片 を 、 そ れ ぞ れ 正 方 向 及 び 逆 方 向 の 次 の 二 つ の プ ラ イ マ ー ：
正 方 向 プ ラ イ マ ー ： 5'AGCGCACGGCCACAGACAG3'（ 配 列 番 号 ： ６ ）
及 び
逆 方 向 プ ラ イ マ ー ： 5'GACCCTGCGCTTCTCGTTCCA3'（ 配 列 番 号 ： ７ ）
を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ せ た 。
　 ボ ー ル カ イ ン 特 異 的 [３ ２ Ｐ ]ｄ Ｃ Ｔ Ｐ 標 識 ｃ Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 、 こ の ４ ６ ９ ｂ ｐ の 断 片
の ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ （ High Prime, Boehringer Mannheim） に よ っ て 合 成 し 、 導 入 さ
れ な か っ た ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し た （ NucTrap Probe Purification Column, Stratagene
） 。 メ ン ブ レ ン を 過 去 に 記 載 さ れ て い る よ う に し て （ McMaster, M.T.ら , J.Immunol. 154
(8):3778, 1995） ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 分 析 し た 。
　 図 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 ボ ー ル カ イ ン ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が 検 出 さ れ た 。 ２ ｋ ｂ の 転 写 物 が
様 々 な 組 織 中 に 低 い レ ベ ル で 検 出 さ れ た 。 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 大 腸 に お い て 中 程 度 の 発 現 で
、 腎 臓 と 小 腸 で 最 も 高 い レ ベ ル の 発 現 で あ っ た 。 肺 及 び 刺 激 さ れ て い な い 末 梢 血 白 血 球 （
Ｐ Ｂ Ｌ ） で は 発 現 が 検 出 す る こ と が で き な い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
実 施 例 ９ ： 発 現 パ タ ー ン を 示 す イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 ホ ル マ リ ン 固 定 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 し た 正 常 な 及 び 病 気 の ヒ ト 胎 児 及 び 成 体 組 織 を 切 片 化
し 、 脱 パ ラ フ ィ ン し 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） で ３ ７ ℃ に て １ ５ 分 間 脱 タ ン
パ ク し 、 さ ら に 、 記 載 さ れ て い る よ う に し て （ Lu L.H.及 び Gillett NA(Cell Vision 1: 1
69-176, 1994） 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 加 工 し た 。 ［ ３ ３ -Ｐ ］ Ｕ
Ｔ Ｐ 標 識 ア ン チ セ ン ス リ ボ プ ロ ー ブ を ４ ６ ３ ｂ ｐ の Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 （ ノ ー ザ ン 分 析 に 対 し て 記
載 し た プ ラ イ マ ー 配 列 ） か ら 生 成 し た 。 ス ラ イ ド を コ ダ ッ ク Ｎ Ｔ Ｂ ２ 核 ト ラ ッ ク エ マ ル シ
ョ ン に 浸 漬 し ４ 週 間 露 出 さ せ た 。
　 検 査 し た 胎 児 組 織 は 次 の も の を 含 む ： 胎 盤 、 臍 帯 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 甲 状 腺 、 肺 、 心
臓 、 大 血 管 、 食 道 、 胃 、 小 腸 、 脾 臓 、 胸 腺 、 膵 臓 、 脳 、 眼 、 脊 髄 、 体 壁 、 骨 盤 及 び 下 肢 。
検 査 し た 成 体 組 織 は 、 肝 臓 、 腎 臓 、 副 腎 、 心 筋 、 大 動 脈 、 脾 臓 、 リ ン パ 節 、 膵 臓 、 肺 、 皮
膚 、 大 脳 皮 質 （ ｒ ｍ ） 、 海 馬 （ ｒ ｍ ） 、 眼 、 胃 、 胃 癌 、 大 腸 、 大 腸 癌 、 甲 状 腺 （ チ ン パ ン
ジ ー ） 、 副 甲 状 腺 （ チ ン パ ン ジ ー ） 、 卵 巣 （ チ ン パ ン ジ ー ） 及 び 軟 骨 肉 腫 を 含 む 。 ア セ ト
ア ミ ノ フ ェ ン は 肝 臓 障 害 及 び 肝 硬 変 を 誘 発 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 結 果 は 、 暗 視 野 （ 右 の 枠 ） と 明 視 野 の Ｈ ＆ Ｅ 染 色 組 織 （ 左 の 枠 ） の 双 方 を 含 む 顕 微 鏡 写
真 で あ る 図 ４ Ａ － ４ Ｅ に 示 さ れ る 。 強 い シ グ ナ ル が 様 々 な ヒ ト 組 織 で 見 ら れ た 。 図 ４ Ａ は
基 底 層 の 上 皮 細 胞 中 に 特 異 的 な 強 い 発 現 を 示 し た 正 常 な 皮 膚 を 示 す ； 表 皮 の こ の 最 も 深 く
最 も 多 い 層 は 、 皮 膚 中 の か ぶ さ る 上 皮 細 胞 の 全 て に 対 す る 前 駆 体 で あ る 基 底 膜 に 沿 う 細 胞
の 単 細 胞 厚 層 で あ る 。 下 側 の 層 （ 有 棘 層 、 顆 粒 層 等 々 ） の 上 皮 細 胞 中 に は 発 現 は な か っ た
。 発 現 は 表 皮 の 直 ぐ 下 に あ る 結 合 組 織 で あ る 真 皮 中 で ま た 明 ら か で あ っ た 。 図 ４ Ｂ は 胎 児
の 腎 臓 を 示 し て い る 。 胎 児 の 腎 臓 で は 、 発 現 は 発 育 中 の 細 管 に お い て 特 異 的 で あ り 、 発 現
は 細 管 上 皮 に 見 ら れ た 。 図 ４ Ｃ 及 び 図 ４ Ｄ は そ れ ぞ れ 胎 児 腸 及 び 成 体 腸 で あ る 。 正 常 な 成
人 の ヒ ト 大 腸 及 び 胎 児 腸 の 切 片 に つ い て 発 現 を 評 価 し た 。 両 方 の 腸 試 料 に は 、 絨 毛 の 固 有
層 内 に 多 巣 的 パ タ ー ン で の 中 程 度 か ら 強 い 特 異 的 発 現 が あ っ た 。 図 ４ Ｅ は 発 現 に つ い て 評
価 し た 大 脳 の 切 片 で あ る 。 大 脳 切 片 で は 、 浅 皮 質 ニ ュ ー ロ ン の サ ブ セ ッ ト 中 に 強 い 特 異 的
な 発 現 が あ っ た ； そ の パ タ ー ン は 明 確 で あ り 、 皮 質 中 に 存 在 す る 特 異 的 ニ ュ ー ロ ン 集 団 で
あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例 １ ０ ： 混 合 リ ン パ 球 反 応 (Ｍ Ｌ Ｒ ） ア ッ セ イ （ ２ ４ 番 ） に お け る 刺 激 活 性
　 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 所 定 の ペ プ チ ド が 、 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 の 刺 激 剤 と し て 活 性 で あ
る こ と を 示 す 。 リ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激 す る 化 合 物 は 、 免 疫 応 答 の 増 強 が 有 益 な 場 合 に 治 療
的 に 有 用 で あ る 。 治 療 剤 は 、 ボ ー ル カ イ ン の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 形 を と り 得 、 例 え ば 、 ポ リ
ペ プ チ ド に 対 す る マ ウ ス -ヒ ト キ メ ラ 、 ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 で あ り 、 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を
阻 害 す る こ と が 期 待 さ れ る 。
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　 こ の ア ッ セ イ の 基 本 的 プ ロ ト コ ー ル は 、 Current Protocols in Immunology, unit3.12
； J E Coligan, A M Kruisbeek, D H Marglies, E M Shevach, W Strober編 , 国 立 衛 生 研
究 所 , John Wiley & Sons, Incに 記 載 さ れ て い る 。
　 さ ら に 具 体 的 に は 、 こ の ア ッ セ イ の 一 変 形 例 で は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 (Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ )を 個 々 の
哺 乳 類 、 例 え ば ヒ ト の ボ ラ ン テ ィ ア か ら ロ イ コ フ ェ レ ー シ ス に よ り 単 離 す る (一 人 の ド ナ
ー に は ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 供 給 し 、 他 の ド ナ ー に は レ ス ポ ン ダ ー Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を 供
給 す る )。 所 望 さ れ る 場 合 、 単 離 後 に 、 細 胞 を 仔 ウ シ 血 清 及 び Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 で 凍 結 す る 。 凍
結 細 胞 を ア ッ セ イ 用 培 地 (３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ )で 一 晩 解 凍 し 、 つ い で 洗 浄 し 、 ３ ｘ １ ０ ６

細 胞 ／ ｍ ｌ の ア ッ セ イ 用 培 地 (Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ； １ ０ ％ 仔 ウ シ 血 清 、 １ ％ ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ
ト マ イ シ ン 、 １ ％ グ ル タ ミ ン 、 １ ％ Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ％ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 １ ％ ピ ル ビ ン 酸 塩
)に 再 懸 濁 す る 。 ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は 、 細 胞 に 照 射 す る (約 ３ ０ ０ ラ ド )こ と に
よ っ て 調 製 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ は １ ０ ０ ： １ の １ ％ 又 は ０ ． １ ％ に 希 釈 さ れ た 被 験 試 料
、 ５ ０ ： １ の 照 射 を 受 け た ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー 細 胞 、 及 び ５ ０ ： １ の レ ス ポ ン ダ ー Ｐ Ｂ Ｍ
Ｃ 細 胞 の 混 合 物 を 三 組 ウ ェ ル に 蒔 く こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の
細 胞 培 養 培 地 又 は １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の Ｃ Ｄ ４ -Ｉ ｇ Ｇ を コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 す
る 。 つ い で 、 ウ ェ ル を ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ で ４ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ５ 日 目 に 、 各 ウ
ェ ル へ ト リ チ ウ ム 化 チ ミ ジ ン （ １ ． ０ ｍ Ｃ ｉ ／ ウ ェ ル ； Amersham） を 適 用 す る 。 ６ 時 間 後
に 細 胞 を ３ 回 洗 浄 し 、 つ い で 標 識 の 取 込 を 評 価 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 こ の ア ッ セ イ の 他 の 変 形 例 で は 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス 及 び Ｃ ５ ７ Ｂ ６ マ ウ ス
の 脾 臓 か ら 単 離 す る 。 細 胞 を 、 ア ッ セ イ 用 培 地 （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ ； １ ０ ％ 仔 ウ シ 血 清 、 １ ％ ペ ニ
シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 １ ％ グ ル タ ミ ン 、 １ ％ Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 １ ％ 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、
１ ％ ピ ル バ ー ト ） に お い て 、 新 た に 収 集 し た 脾 臓 か ら 取 り 出 し て 細 か く 切 断 し 、 Ｐ Ｍ Ｂ Ｃ
を 、 リ ン パ ラ イ ト Ｍ (Lympholyte M） （ Organon Teknika） 上 に こ れ ら の 細 胞 を オ ー バ ー レ
イ し 、 ２ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 し 、 回 収 し 、 ア ッ セ イ 用 培 地 で 単 核 細 胞 層 を 洗
浄 し 、 ア ッ セ イ 用 培 地 で １ ｘ １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ ｌ に な る よ う に 細 胞 を 再 懸 濁 さ せ る こ と に よ
っ て 単 離 す る 。 つ い で 、 こ の ア ッ セ イ は 上 述 の よ う に 行 わ れ る 。 本 発 明 の 化 合 物 に 対 す る
こ の ア ッ セ イ の 結 果 は 以 下 の 表 ７ に 示 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル に 対 す る 増 加 は ポ ジ テ ィ ブ で
あ る と 考 え ら れ 、 １ ８ ０ ％ 以 上 又 は １ ８ ０ ％ と 同 等 の 増 加 が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 コ
ン ト ロ ー ル よ り 大 き い 全 て の 値 は 、 試 験 タ ン パ ク 質 に 対 し て 刺 激 効 果 を 示 す 。
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ８ 】
実 施 例 １ １ ： 皮 膚 血 管 透 過 性 ア ッ セ イ (６ ４ 番 ）
　 こ の ア ッ セ イ は 、 ボ ー ル カ イ ン が 免 疫 系 を 刺 激 し 、 動 物 の 注 射 部 位 に 単 核 球 、 好 酸 球 及
び Ｐ Ｍ Ｎ 浸 潤 を 誘 導 す る こ と に よ り 炎 症 を 誘 発 し 得 る こ と を 示 す 。 こ の 皮 膚 血 管 透 過 性 ア
ッ セ イ は 以 下 の よ う に 行 わ れ る 。 ３ ５ ０ ｇ 又 は そ れ 以 上 の 無 毛 モ ル モ ッ ト に ケ タ ミ ン （ ７
０ － ８ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ） と ５ ｍ ｇ ／ Ｋ ｇ の キ シ ラ ジ ン を 筋 肉 内 投 与 (Ｉ Ｍ ） し て 麻 酔 を か け
る 。 精 製 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 馴 化 培 地 被 験 試 料 を 、 注 射 部 位 当 た り １ ０ ０
ｍ Ｌ で 試 験 動 物 の 背 に 皮 内 注 射 す る 。 動 物 当 た り お よ そ １ ０ － ３ ０ 、 好 ま し く は １ ６ － ２
４ の 注 射 部 位 を 有 す る こ と が 可 能 で あ る 。 つ い で １ ｍ Ｌ の エ バ ン ス ブ ル ー 染 料 （ １ ％ の 緩
衝 化 さ れ た 生 理 的 食 塩 水 ） を 心 臓 内 注 射 す る 。 そ し て 、 注 射 部 位 の 斑 点 を 注 射 後 １ 時 間 、
６ 時 間 及 び ２ ４ 時 間 の 時 点 で 測 定 す る (ｍ ｍ 直 径 ） 。 動 物 は 、 注 射 か ら 適 当 な 時 間 経 過 後
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に 犠 牲 に し た 。 各 々 の 皮 膚 注 射 部 位 を 切 り 取 っ て パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に 固 定 す る 。 そ し
て 、 そ の 皮 膚 を 、 組 織 病 理 学 的 評 価 の た め に 調 製 す る 。 各 々 の 部 位 は 、 皮 膚 へ の 炎 症 性 細
胞 湿 潤 に つ い て 評 価 さ れ る 。 可 視 可 能 な 炎 症 細 胞 炎 症 を 持 つ 部 位 は 、 陽 性 と 記 録 さ れ る 。
炎 症 細 胞 は 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 単 核 球 又 は リ ン パ 球 で あ る 可 能 性 が あ る 。
　 少 な く と も 、 注 射 部 位 の 最 小 血 管 周 囲 湿 潤 物 は 陽 性 と 記 録 さ れ 、 注 射 部 位 の 湿 潤 物 で な
い も の は 陰 性 と 記 録 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ に お い て ボ ー ル カ イ ン は 陽 性 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 １ ２ ： Ｅ Ｓ 細 胞 の ニ ュ ー ロ ン 分 化 （ １ ３ ７ 番 ）
　 Ｅ Ｓ 細 胞 を ２ 日 間 Ｅ Ｓ ＋ Ｌ Ｉ Ｆ 培 地 ［ 分 化 を 停 止 さ せ る た め ］ 中 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト
に て ク ロ ー ン 密 度 で 成 長 さ せ 、 小 コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ る 。 つ い で 培 地 を 様 々 な 量 の ボ ー ル
カ イ ン タ ン パ ク 質 を 含 む Ｌ Ｉ Ｆ 、 Ｋ Ｓ Ｒ 培 地 に 変 え 、 Ｅ Ｓ ク ロ ー ン を 培 養 物 中 で ７ 日 間 、
成 長 さ せ 分 化 さ せ る 。 ７ 日 目 に 細 胞 を 固 定 し ニ ュ ー ロ ン マ ー カ ー Ｍ Ａ Ｐ ２ に 対 す る 抗 体 を
用 い る 免 疫 細 胞 化 学 検 査 の た め に 加 工 す る 。 ニ ュ ー ロ ン の 分 化 の 程 度 は 蛍 光 顕 微 鏡 を 使 用
し て 評 価 す る 。
　 Ｅ Ｓ 培 地 － 高 グ ル コ ー ス Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ － １ ０ ％ 仔 ウ シ 血 清 － Ｓ Ｃ 培 地 補 填 － プ ラ ス Ｌ Ｉ Ｆ －
Ｋ Ｓ Ｒ 培 地 － Ｇ Ｍ Ｅ Ｍ － １ ０ ％ Ｋ Ｓ Ｒ ［ ノ ッ ク ア ウ ト 血 清 置 換 サ プ リ メ ン ト ］ － グ ル タ ミ
ン － Ｐ ｅ ｎ ／ Ｓ ｔ ｒ ｅ ｐ － 非 必 須 ア ミ ノ 酸 － 及 び ２ － Ｍ Ｅ 。 固 定 － ４ ％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド － ３ ％ 正 常 ヤ ギ 血 清 を 伴 う Ｐ Ｂ Ｓ Ｔ ［ ０ ． １ ％ ト リ ト ン ］ 中 で １ ： １ ０ ０ ０ で 希 釈 さ
れ た Ｍ Ａ Ｐ ２ 抗 体 ［ Pharmingen］ 。
　 結 果 は ニ ュ ー ロ ン を 含 む Ｅ Ｓ コ ロ ニ ー の ％ と 個 々 の コ ロ ニ ー 内 の ニ ュ ー ロ ン の ％ と し て
計 算 す る 。
　 ニ ュ ー ロ ン コ ロ ニ ー と バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り １ ０ ｘ の 細 胞 カ ウ ン ト の ウ ェ ル を 、 陽 性 で
、 ニ ュ ー ロ ン 分 化 に 影 響 を 及 ぼ す タ ン パ ク 質 を 含 む と 考 え る 。 １ ２ ４ ． ０ ０ ｎ Ｍ の 最 終 濃
度 の ボ ー ル カ イ ン は ニ ュ ー ロ ン 分 化 が 陽 性 で あ る と の 試 験 結 果 と な っ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 例 １ ３ ： 特 異 的 抗 体 を 用 い た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 天 然 又 は 組 換 え ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 精 製 の 分 野 の 種 々 の 標 準 的 な
方 法 に よ っ て 精 製 で き る 。 例 え ば 、 プ ロ ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 成 熟 ボ ー ル カ イ ン ポ
リ ペ プ チ ド 、 又 は プ レ ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 象 と す る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ
ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ る 。 一 般 に 、
免 疫 親 和 性 カ ラ ム は 抗 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 に
共 有 結 合 さ せ て 構 築 さ れ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で の 沈 殿 又 は 固 定 化 プ ロ テ イ ン Ａ
（ Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.） で の 精 製 の い ず れ か に よ り 免 疫 血
清 か ら 調 製 さ れ る 。 同 様 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 又 は 固 定 化 プ
ロ テ イ ン Ａ で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り マ ウ ス 腹 水 液 か ら 調 製 さ れ る 。 部 分 的 に 精 製 さ
れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 Ｃ ｎ Ｂ ｒ 活 性 化 SEPHAROSE T M （ Pharmacia LKB Biotechnology） 等
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 に 共 有 結 合 さ れ る 。 抗 体 が 樹 脂 に 結 合 さ れ 、 樹 脂 が ブ ロ ッ ク さ
れ 、 誘 導 体 樹 脂 は 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 洗 浄 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 こ の よ う な 免 疫 親 和 性 カ ラ ム は 、 可 溶 化 形 態 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 か
ら の 画 分 を 調 製 す る こ と に よ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 に お い て 利 用 さ れ る 。 こ
の 調 製 物 は 、 界 面 活 性 剤 の 添 加 又 は こ の 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 分 画 遠 心 法 を 介 し て 得 ら
れ る 全 細 胞 又 は 細 胞 成 分 画 分 の 可 溶 化 に よ り 得 ら れ る 。 あ る い は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 可
溶 性 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 が 増 殖 さ れ る 培 地 中 に 有 用 な 量 で 分 泌 さ れ う る 。
　 可 溶 性 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 含 有 調 製 物 は 、 免 疫 親 和 性 カ ラ ム を 通 さ れ 、 カ ラ ム は
ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 吸 着 を 可 能 な ら し め る 条 件 下 （ 例 え ば 、 洗 浄 剤 存 在
下 の 高 イ オ ン 強 度 バ ッ フ ァ ー ） で 洗 浄 さ れ る 。 つ い で 、 カ ラ ム は 、 抗 体 ／ ボ ー ル カ イ ン ポ
リ ペ プ チ ド 結 合 を 分 解 す る 条 件 下 （ 例 え ば 、 約 ２ － ３ と い っ た 低 ｐ Ｈ 、 又 は 高 濃 度 の 尿 素
又 は チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン 等 の カ オ ト ロ ー プ ） で 溶 離 さ れ 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド が 回
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収 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
実 施 例 １ ４ ： 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 は 、 種 々 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 任 意 の も の に お い て ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド 又 は そ の 結 合 断 片 を 使 用 す る こ と に よ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 対 し て 特 に 有 用 で
あ る 。 そ の よ う な 試 験 に 用 い ら れ る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 は 、 溶 液 中 に 遊 離
し た 状 態 で も 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ て も 、 細 胞 表 面 に 担 持 さ れ て い て も 、 あ る い は 細 胞
内 に 位 置 し て い て も よ い 。 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の 一 つ の 方 法 で は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ
チ ド 又 は 断 片 を 発 現 す る 組 換 え 核 酸 で 安 定 に 形 質 移 入 さ れ る 真 核 生 物 又 は 原 核 生 物 宿 主 細
胞 を 利 用 す る 。 薬 剤 は 、 そ の よ う な 形 質 移 入 細 胞 に 対 し て 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 生 存 可 能 又 は 固 定 化 形 態 の い ず れ か に よ っ て 、 こ の よ う な 細 胞 は
標 準 的 な 結 合 ア ッ セ イ で 使 用 で き る 。 例 え ば 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と 試 験
さ れ る 試 薬 の 間 で の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し て よ い 。 あ る い は 、 試 験 す る 試 薬 に よ っ て 生 ず
る ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド と そ の 標 的 細 胞 又 は 標 的 レ セ プ タ ー と の 間 の 複 合 体 形 成 に お
け る 減 少 を 試 験 す る こ と も で き る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 関 連 疾 患 又 は 障 害 に 影 響 を 与 え う る 薬 剤
又 は 任 意 の 他 の 試 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 当 該 分 野 で 良 く
知 ら れ て い る 手 法 に よ り 、 そ の 試 薬 を ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 に 接 触 さ せ 、 (
ｉ )試 薬 と ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と の 間 の 複 合 体 の 存 在 に つ い て 、 又 は (ｉ ｉ
)ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 と 細 胞 と の 間 の 複 合 体 の 存 在 に つ い て 検 定 す る こ と
を 含 む 。 こ れ ら の 競 合 結 合 ア ッ セ イ で は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 が 典 型 的 に
は 標 識 さ れ る 。 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 遊 離 の ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断
片 を 結 合 形 態 の も の か ら 分 離 し 、 遊 離 又 は 未 複 合 の 標 識 の 量 が 、 特 定 の 試 薬 が ボ ー ル カ イ
ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 又 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド ／ 細 胞 複 合 体 を 阻 害 す る 能 力 の
尺 度 と な る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 他 の 技 術 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 適 当 な 結 合 親 和 性 を 持
つ 化 合 物 に つ い て の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 し 、 1984年 9月 13日 に 公 開 さ
れ た WO84/03564に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 多 数 の 異 な る 小 型 ペ プ チ ド 試
験 化 合 物 が 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ン 等 の 固 体 支 持 体 又 は 幾 つ か の 他 の 表 面 上 で 合 成 さ れ る 。 ボ
ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る と 、 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
と 反 応 し て 洗 浄 さ れ る 。 結 合 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ た 方
法 に よ り 検 出 さ れ る 。 精 製 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ
技 術 に 使 用 す る た め に プ レ ー ト 上 に 直 接 被 覆 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 非 中 和 抗 体 は 、
ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 そ れ を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 す る の に 使 用 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が ボ ー ル カ イ ン ポ リ
ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 に つ い て 試 験 化 合 物 と 特 異 的 に 競 合 す る 競 合 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ ア
ッ セ イ の 使 用 も 考 慮 す る 。 こ の よ う に し て 、 抗 体 は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド で 、 一 又
は 複 数 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 任 意 の ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
実 施 例 １ ５ ： 合 理 的 薬 物 設 計
　 合 理 的 薬 物 設 計 の 目 的 は 、 対 象 と す る 生 物 学 的 活 性 ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 ボ ー ル カ
イ ン ポ リ ペ プ チ ド ） 又 は そ れ ら が 相 互 作 用 す る 小 分 子 、 例 え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス
ト 、 又 は イ ン ヒ ビ タ ー の 構 造 的 類 似 物 を 製 造 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 例 の 任 意 の も の が
、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の よ り 活 性 で 安 定 な 形 態 又 は イ ン ビ ボ で ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ
プ チ ド に 機 能 を 促 進 又 は 阻 害 す る 薬 物 の 創 り 出 す の に 使 用 で き る （ 参 考 、 Hodgson, Bio/T
echnology, 9: 19-21 (1991)） 。
　 一 つ の ア プ ロ ー チ 法 で は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド
-イ ン ヒ ビ タ ー 複 合 体 の 三 次 元 構 造 が 、 ｘ -線 結 晶 学 に よ り 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル 化 に よ り
、 最 も 典 型 的 に は ２ つ の 方 法 の 組 み 合 わ せ に よ り 決 定 さ れ る 。 分 子 の 構 造 を 解 明 し 活 性 部
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位 を 決 定 す る た め に は 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 形 状 及 び 電 荷 の 両 方 が 確 認 さ れ な け
れ ば な ら な い 。 数 は 少 な い が 、 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に 関 す る 有 用 な 情 報 が 相
同 タ ン パ ク 質 の 構 造 に 基 づ い た モ デ ル 化 に よ っ て 得 ら れ る こ と も あ る 。 両 方 の 場 合 に お い
て 、 関 連 す る 構 造 情 報 は 、 類 似 ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド 様 分 子 の 設 計 又 は 効 果 的 な イ ン
ヒ ビ タ ー の 同 定 に 使 用 さ れ る 。 合 理 的 な 薬 剤 設 計 の 有 用 な 例 は 、 Braxton及 び Wells, Bioc
hemistry, 31: 7796-7801 (1992)に 示 さ れ て い る よ う な 向 上 し た 活 性 又 は 安 定 性 を 持 つ 分
子 、 又 は Athaudaら ,J. Biochem., 113: 742-746 (1993)に 示 さ れ て い る よ う な 天 然 ペ プ チ
ド の イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ゴ ニ ス ト 、 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 分 子 を 含 み う る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ま た 、 上 記 の よ う な 機 能 ア ッ セ イ に よ っ て 選 択 さ れ た 標 的 特 異 的 な 抗 体 を 単 離 し そ の 結
晶 構 造 を 解 明 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 は 、 原 理 的 に は 、 そ れ に 続 く 薬 剤 設 計 が 基 礎 を
お く こ と の で き る フ ァ ー マ コ ア (pharmacore)を 生 成 す る 。 機 能 的 な 薬 理 学 的 に 活 性 な 抗 体
に 対 す る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ 抗 -ids） を 生 成 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 結 晶 学 を
バ イ パ ス す る こ と が で き る 。 鏡 像 の 鏡 像 と し て 、 抗 -idsの 結 合 部 位 は 最 初 の レ セ プ タ ー の
類 似 物 で あ る と 予 測 で き る 。 抗 -idは 、 つ い で 、 化 学 的 又 は 生 物 学 的 に 製 造 し た ペ プ チ ド
の バ ン ク か ら ペ プ チ ド を 同 定 及 び 単 離 す る の に 使 用 で き る 。 単 離 さ れ た ペ プ チ ド は 、 フ ァ
ー マ コ ア と し て 機 能 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 に よ っ て 、 Ｘ 線 結 晶 学 な ど の 分 析 実 験 を 実 施 す る た め に 十 分 な 量 の ボ ー ル カ イ ン
ポ リ ペ プ チ ド が 入 手 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 こ こ に 提 供 し た ボ ー ル カ イ ン ポ リ ペ プ チ ド ア ミ
ノ 酸 配 列 の 知 識 は 、 Ｘ 線 結 晶 学 に 代 わ る 又 は そ れ に 加 わ る コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル 化 技 術 で 用
い ら れ る ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
材 料 の 寄 託
　 次 の 材 料 を ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン , 10801　 ユ ニ バ ー シ テ ィ
・ ブ ル バ ー ド 、 マ ナ ッ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア 20110-2209米 国 (ATCC)へ 寄 託 し た ：
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ７ 】
　 こ れ ら の 寄 託 は 、 特 許 手 続 き 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ ダ ペ ス ト 条 約 及
び そ の 規 則 (ブ ダ ペ ス ト 条 約 )の 規 定 に 従 っ て 行 わ れ た 。 こ れ は 、 寄 託 の 日 付 か ら 30年 間 、
寄 託 の 生 存 培 養 物 が 維 持 さ れ る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。 寄 託 物 は ブ ダ ペ ス ト 条 約 の 条
項 に 従 い 、 ま た ジ ェ ネ ン テ ッ ク 社 と Ａ Ｔ Ｃ Ｃ と の 間 の 合 意 に 従 い 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 入 手 す る
こ と が で き 、 こ れ は 、 何 れ が 最 初 に 来 よ う と も 、 関 連 し た 米 国 特 許 の 発 行 時 又 は 任 意 の 米
国 又 は 外 国 特 許 出 願 の 公 開 時 に 、 寄 託 培 養 物 の 後 代 を 永 久 か つ 非 制 限 的 に 入 手 可 能 と す る
こ と を 保 証 し 、 米 国 特 許 法 第 １ ２ ２ 条 及 び そ れ に 従 う 特 許 庁 長 官 規 則 (特 に 参 照 番 号 886OG
638の 37CFR第 1.14条 を 含 む )に 従 っ て 権 利 を 有 す る と 米 国 特 許 庁 長 官 が 決 定 し た 者 に 子 孫
を 入 手 可 能 と す る こ と を 保 証 す る も の で あ る 。
　 本 出 願 の 譲 受 人 は 、 寄 託 し た 材 料 の 培 養 物 が 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 さ れ て い た 場 合 に 死
滅 も し く は 損 失 又 は 破 壊 さ れ た な ら ば 、 材 料 は 通 知 時 に 同 一 の 他 の も の と 速 や か に 取 り 替
え る こ と に 同 意 す る 。 寄 託 物 質 の 入 手 可 能 性 は 、 特 許 法 に 従 い あ ら ゆ る 政 府 の 権 限 下 で 認
め ら れ た 権 利 に 違 反 し て 、 本 発 明 を 実 施 す る ラ イ セ ン ス で あ る と み な さ れ る も の で は な い
　 上 記 の 文 書 に よ る 明 細 書 は 、 当 業 者 に 本 発 明 を 実 施 で き る よ う に す る た め に 十 分 で あ る
と 考 え ら れ る 。 寄 託 し た 態 様 は 、 本 発 明 の あ る 側 面 の 一 つ の 説 明 と し て 意 図 さ れ て お り 、
機 能 的 に 等 価 な あ ら ゆ る 作 成 物 が こ の 発 明 の 範 囲 内 に あ る た め 、 寄 託 さ れ た 作 成 物 に よ り
、 本 発 明 の 範 囲 が 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ こ で の 材 料 の 寄 託 は 、 こ こ に 含 ま れ る 文 書
に よ る 説 明 が 、 そ の ベ ス ト モ ー ド を 含 む 、 本 発 明 の 任 意 の 側 面 の 実 施 を 可 能 に す る た め に
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不 十 分 で あ る こ と を 認 め る も の で は な い し 、 そ れ が 表 す 特 定 の 例 証 に 対 し て 請 求 の 範 囲 を
制 限 す る も の と 解 釈 さ れ る も の で も な い 。 実 際 、 こ こ に 示 し 記 載 し た も の に 加 え て 、 本 発
明 を 様 々 に 変 形 す る こ と は 、 前 記 の 記 載 か ら 当 業 者 に と っ て は 明 ら か な も の で あ り 、 添 付
の 請 求 の 範 囲 内 に 入 る も の で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ８ 】
【 図 １ 】 天 然 配 列 ボ ー ル カ イ ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ： １ ） を 示 し 、 こ
こ で 配 列 番 号 ： １ は こ こ に お い て ボ ー ル カ イ ン と 命 名 し た ク ロ ー ン で あ る 。
【 図 ２ 】 図 １ に 示 さ れ た 配 列 番 号 ： １ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列
番 号 ： ２ ） を 示 す 。
【 図 ３ 】 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 分 析 す る ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト の 結 果 を 示 す 。
【 図 ４ Ａ 】 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 に つ い て 実 施 し た イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 胎 児 の 皮 膚 を 示 し 、 右 の 枠 は 暗 視 野 顕 微 鏡 検 査 で
、 イ ン サ イ ツ を 示 し 、 左 の 枠 は 通 常 の 明 視 野 顕 微 鏡 検 査 で あ る 。
【 図 ４ Ｂ 】 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 に つ い て 実 施 し た イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 胎 児 の 腎 臓 を 示 し 、 右 の 枠 は 暗 視 野 顕 微 鏡 検 査 で
、 イ ン サ イ ツ を 示 し 、 左 の 枠 は 通 常 の 明 視 野 顕 微 鏡 検 査 で あ る 。
【 図 ４ Ｃ 】 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 に つ い て 実 施 し た イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 胎 児 の 腸 を 示 し 、 右 の 枠 は 暗 視 野 顕 微 鏡 検 査 で 、
イ ン サ イ ツ を 示 し 、 左 の 枠 は 通 常 の 明 視 野 顕 微 鏡 検 査 で あ る 。
【 図 ４ Ｄ 】 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 に つ い て 実 施 し た イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 成 人 の 腸 を 示 し 、 右 の 枠 は 暗 視 野 顕 微 鏡 検 査 で 、
イ ン サ イ ツ を 示 し 、 左 の 枠 は 通 常 の 明 視 野 顕 微 鏡 検 査 で あ る 。
【 図 ４ Ｅ 】 ボ ー ル カ イ ン を コ ー ド す る 核 酸 に つ い て 実 施 し た イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の 結 果 を 示 す 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 大 脳 を 示 し 、 右 の 枠 は 暗 視 野 顕 微 鏡 検 査 で 、 イ ン
サ イ ツ を 示 し 、 左 の 枠 は 通 常 の 明 視 野 顕 微 鏡 検 査 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】
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【 図 ４ Ｃ 】 【 図 ４ Ｄ 】

【 図 ４ Ｅ 】
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

解决的问题：提供博莱金多肽和编码该多肽的核酸分子。 嵌合多肽，其
包含与编码新颖的聚肽肽的核酸序列融合的本发明的多肽，包含该肽的
载体和宿主细胞，由表位dag序列或免疫球蛋白Fc区组成的异源多肽序
列。 肽分子，与本发明的多肽结合的抗体以及产生本发明的多肽的方
法。 包含肽的可用于治疗免疫相关疾病的组合物。 [选择图]无
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