
(57)【要約】

新規ポリペプチドをコードする核酸、これらの核酸配列

によりコードされるポリペプチド、および該ポリペプチ

ドに免疫特異的に結合する抗体、ならびに該新規ポリペ

プチド、ポリヌクレオチド、または該ポリペプチドに特

異的な抗体の誘導体、変種、変異体、またはフラグメン

トをここに開示する。ベクター、ホスト細胞、抗体なら

びにポリペプチドおよびポリヌクレオチドを得るための

組み換え法、またはそれらの使用方法も含まれる。さら

に本発明は、これらの新規ヒト核酸および蛋白のいずれ

かが関与する疾病の診断、治療、および予防のための治

療的、診断的および研究的方法も開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 決 定 さ れ た 成 熟 型 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単
離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て
、 ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 で あ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ る ポ リ ペ プ チ
ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る １ ま た は そ れ 以 上 の 保 存
的 置 換 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で
あ る 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 天 然 に 存 在 す る 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 担 体 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 １ ま た は そ れ 以 上 の 容 器 中 に 請 求 項 ６ の 組 成 物 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ヒ ト 疾 患 に 付 随 す る 症 候 群 を 処 置 す る た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 治 療 剤 の 使 用 で あ っ て
、 該 疾 患 が 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 連 関 す る 病 理 か ら 選 択 さ れ 、 該 治 療 剤 が 請 求 項 １ の
ポ リ ペ プ チ ド を 含 む も の で あ る 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 当 該 試 料 を 提 供 し 、
（ ｂ ） 当 該 試 料 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 導 入 し 、 次 い で
（ ｃ ） 当 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て 当 該 試 料
中 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 、
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 一 の 哺 乳 動 物 対 象 中 の 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 変 更 レ ベ ル と 連 関 す る 疾 患 の
存 在 ま た は 素 因 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 第 一 の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 し 、 次 い で
ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 試 料 中 の 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 、 当 該 疾 患 を 有 し な い 、 ま た は 素 因
が な い と 知 ら れ る 第 二 の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 対 照 試 料 中 に 存 在 す る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と
比 較 す る 、
こ と を 含 み 、 対 照 試 料 と 比 較 し た と き の 第 一 の 対 象 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の レ ベ ル
の 変 化 が 当 該 疾 患 の 存 在 ま た は 素 因 を 指 摘 す る も の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 当 該 剤 に 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を 導 入 し 、 次 い で
（ ｂ ） 当 該 剤 が 当 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る か 否 か 決 定 す る
こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 剤 が 細 胞 性 レ セ プ タ ー ま た は 下 流 エ フ ェ ク タ ー で あ る 請 求 項 １ １ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 病 理 の 処 置 に お け る 潜 在 的 治 療 剤 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 病 理 が 請 求 項 １ の ポ リ ペ
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プ チ ド の 異 常 発 現 ま た は 異 常 生 理 学 的 相 互 作 用 に 関 連 す る も の で あ り 、
（ ａ ） 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 、 か つ 該 ポ リ ペ プ チ ド に 帰 す べ き 特 性 ま た は 機
能 を 有 す る 細 胞 を 提 供 し 、
（ ｂ ） 該 細 胞 を 、 候 補 物 質 を 含 む 組 成 物 と 接 触 さ せ 、 次 い で
（ ｃ ） 該 物 質 が 該 ポ リ ペ プ チ ド に 帰 す べ き 特 性 ま た は 機 能 を 変 更 す る か 否 か 決 定 す る こ と
を 含 み 、
上 記 工 程 を 行 う こ と に よ り 、 細 胞 が 該 物 質 不 存 在 の 組 成 物 と 接 触 さ せ ら れ た 場 合 に 、 該 物
質 の 存 在 下 で 観 察 さ れ る 変 化 が 観 察 さ れ な い な ら ば 、 該 物 質 が 潜 在 的 な 治 療 剤 と し て 同 定
さ れ る も の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド に 連 関 す る 病 理 の 活 性 ま た は 潜 在 ま た は 素 因 の モ ジ ュ レ ー タ ー
を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 下 記 工 程 を 含 む も の で あ り ：
（ ａ ） 試 験 化 合 物 を 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 連 関 す る 病 理 の 増 加 リ ス ク に あ る 、 試 験
動 物 に 投 与 し 、 こ こ で 当 該 試 験 動 物 は 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 組 み 換 え 的 に 発 現 す る も
の で あ り 、
（ ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 化 合 物 の 投 与 後 、 当 該 試 験 動 物 に お け る 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 測
定 し 、 次 い で
（ ｃ ） 当 該 試 験 動 物 に お け る 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 さ れ て
い な い 対 照 動 物 に お け る 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 し 、 当 該 対 照 動 物 に つ い て 当 該 試
験 動 物 に お け る 当 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 変 化 が 、 試 験 化 合 物 が 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド
と 連 関 す る 病 理 の 活 性 ま た は 潜 在 ま た は 素 因 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 指 摘 す る も の
で あ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 当 該 試 験 動 物 が 、 試 験 タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 す る も の で あ る か 、 あ る い は 野
生 型 試 験 動 物 に つ い て の 増 加 レ ベ ル に あ る プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の 当 該 ト ラ ン ス ジ ー ン を
発 現 す る も の で あ り 、 か つ 、 当 該 プ ロ モ ー タ ー が 当 該 ト ラ ン ス ジ ー ン の 本 来 の 遺 伝 子 プ ロ
モ ー タ ー で は な い 、 請 求 項 １ ４ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 す る 細 胞 試 料 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る に 十 分 量 の 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結
合 す る 化 合 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド と 連 関 す る 病 理 を 処 置 ま た は 予 防 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の よ う
な 処 置 ま た は 予 防 が 望 ま れ る 対 象 に 、 対 象 に お け る 病 理 を 処 置 ま た は 予 防 す る の に 十 分 量
の 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 対 象 が ヒ ト で あ る 請 求 項 １ ７ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 哺 乳 動 物 の 病 理 学 的 状 態 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 病 理 学 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 で
あ る 量 の ポ リ ペ プ チ ド を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 み 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 ２ ｎ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 で あ
る ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は そ の 生 物 学 的 活 性 フ ラ グ メ ン ト を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 こ
こ で ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 で あ っ て 、 ｎ
が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ る 分 子 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 ２ ０ の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 天 然 に 存 在 す る 分 子 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 と は 単 一 ヌ ク
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レ オ チ ド に よ っ て 異 な っ て お り 、 ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ る 分 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 成 熟 型 を
コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 で あ っ て 、 ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ る 分 子 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 で あ っ て 、 ｎ が １
な い し １ ２ の 整 数 で あ る 、 分 子 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ０ の 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 ま た は 当 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 物 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る も の で あ り 、 ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ る 分 子 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 ２ ０ の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 該 核 酸 分 子 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 請 求 項 ２ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ２ ６ の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ９ の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ ９ の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 ２ ０ の 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
（ ａ ） 該 試 料 を 提 供 し
（ ｂ ） 該 試 料 を 、 当 該 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ に 導 入 し 、 次 い で
（ ｃ ） 該 核 酸 分 子 に 結 合 す る 当 該 プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る
こ と を 含 み 、 当 該 試 料 中 の 核 酸 の 存 在 ま た は 量 が 決 定 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 が 細 胞 ま た は 組 織 型 に つ い て の マ ー カ ー と し て 使 用 さ れ る 請 求
項 ３ ２ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 該 細 胞 ま た は 組 織 型 が 癌 性 で あ る 請 求 項 ３ ３ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 第 一 の 哺 乳 動 物 対 象 に お け る 請 求 項 ２ ０ の 核 酸 分 子 の 発 現 の 変 更 レ ベ ル と 連 関 す る 疾 患
の 存 在 ま た は 素 因 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 該 第 一 の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 試 料 中 の 核 酸 の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 し 、 次 い で
ｂ ） 工 程 （ ａ ） の 試 料 中 の 当 該 核 酸 の 発 現 の レ ベ ル を 、 該 疾 患 を 有 し な い ま た は 素 因 が な
い と 知 ら れ る 第 二 の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 対 照 試 料 に 存 在 す る 核 酸 の 発 現 の レ ベ ル と 比 較 す
る
こ と を 含 み 、 こ こ で 該 対 照 試 料 と 比 較 し た 場 合 の 第 一 の 対 象 に お け る 核 酸 の 発 現 の レ ベ ル
の 変 化 が 該 疾 患 の 存 在 ま た は 素 因 を 指 摘 す る も の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 １ の ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 す る 方 法 で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に つ な が る 条
件 下 で 細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 当 該 細 胞 が 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む も の で あ り 、 ｎ が １ な い し １
２ の 整 数 で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 該 細 胞 が 細 菌 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ６ の 方 法 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-535294 A 2005.11.24



【 請 求 項 ３ ８ 】
　 該 細 胞 が 昆 虫 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 該 細 胞 が 酵 母 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 該 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ ６ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 ２ の ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 方 法 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に つ な が る 条 件 下 で
細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 み 、 当 該 細 胞 が 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸
配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 む も の で あ り 、 ｎ が １ な い し １ ２ の 整 数 で あ
る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 該 細 胞 が 細 菌 細 胞 で あ る 請 求 項 ４ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 該 細 胞 が 昆 虫 細 胞 で あ る 請 求 項 ４ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 該 細 胞 が 酵 母 細 胞 で あ る 請 求 項 ４ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 該 細 胞 が 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 請 求 項 ４ １ の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 抗 体 が 、 化 学 療 法 薬 、 毒 素 、 放 射 性 同 位 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 細 胞 毒 性 薬 に コ ン
ジ ュ ゲ ー ト し た も の で あ る 、 請 求 項 ２ ９ の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 腎 臓 癌 を 患 う 患 者 に 請 求 項 ４ ６ の 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 腎 臓 癌 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 治 療 を 必 要 と す る 患 者 に 請 求 項 ２ ９ の 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 炎 症 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 第 １ ポ リ ペ プ チ ド と 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 精 製 タ ン パ ク 質 複 合 体 で あ っ て 、 該 複 合 体
が 第 １ ポ リ ペ プ チ ド （ Ｎ Ｏ Ｖ １ ） 、 お よ び 第 ２ ポ リ ペ プ チ ド （ Ｎ Ｏ Ｖ ２ ） の ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む 複 合 体 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 請 求 項 ４ ９ の タ ン パ ク 質 複 合 体 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ っ て 、 Ｎ Ｏ Ｖ １ － Ｎ Ｏ
Ｖ ２ タ ン パ ク 質 複 合 体 の 一 部 で は な い Ｎ Ｏ Ｖ １ タ ン パ ク 質 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ ２ タ ン パ ク 質 に 免
疫 特 異 的 に 結 合 し な い 抗 体 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ １ － Ｎ Ｏ Ｖ ２ タ ン パ ク 質 複 合 体 へ の 該 抗 体 の 結 合 が 、 Ｎ Ｏ Ｖ １ と Ｎ Ｏ Ｖ ２ 間 の 相
互 作 用 を 破 壊 す る も の で あ る 、 請 求 項 ５ ０ の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ １ － Ｎ Ｏ Ｖ ２ タ ン パ ク 質 複 合 体 へ の 該 抗 体 の 結 合 が 、 該 複 合 体 の 形 成 を 妨 げ る も
の で あ る 、 請 求 項 ５ ０ の 抗 体 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 （ 技 術 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 生 物 の 生 化 学 的 ま た は 生 理 学 的 応 答 の 刺 激 に 関 す る
特 性 を 有 す る 新 規 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び そ れ を コ ー ド す る 核 酸 に 関 す る 。 よ り 具 体 的 に は
、 新 規 ポ リ ペ プ チ ド は 、 新 規 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 で あ り 、 ま た は そ の 特 異 的 生 物 学 的 活 性
フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 で あ る 。 使 用 の 方 法 は 、 診 断 お よ び 予 後 ア ッ セ イ 手 法 並 び に 広
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範 な 病 理 学 的 状 態 を 処 置 す る 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ 背 景 技 術 ）
　 腎 臓 癌
　 腎 細 胞 癌 （ RCCま た は 腎 臓 癌 ） は 、 腎 臓 に 生 じ る 最 も 一 般 的 な 原 発 性 癌 で あ り 、 成 人 に
お け る 全 原 発 性 腎 臓 新 生 物 の う ち ８ ５ ％ 以 上 を 占 め る 。 腎 盂 の 移 行 細 胞 癌 は 、 次 に 最 も 一
般 的 で あ り 、 全 原 発 性 腎 臓 新 生 物 の う ち 約 ８ ％ を 占 め る 。 悪 性 腎 臓 新 生 物 は 、 原 発 性 ま た
は 転 移 性 の 腫 瘍 と な り う る 。 腎 細 胞 癌 は 、 通 常 ４ ０ 歳 か ら ６ ０ 歳 の 成 人 で 生 じ 、 男 性 に お
け る 発 生 率 は 女 性 の ２ 倍 で あ る 。 腎 細 胞 癌 は 、 全 て の 癌 の ２ ～ ３ ％ で あ り 、 全 て の 癌 死 亡
者 の ２ ％ で あ る 。 ２ ０ ０ ２ 年 に ア メ リ カ 合 衆 国 に お い て 、 約 ３ １ ， ０ ０ ０ 人 が 腎 臓 癌 と 診
断 さ れ 、 最 終 的 に そ の ４ ０ ％ が 該 疾 病 に よ っ て 死 亡 す る と さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 腎 細 胞 癌 は 、 主 に ６ ０ 歳 ～ ９ ０ 歳 で 発 生 し 、 ４ ０ 歳 男 性 の 進 行 中 の 腎 細 胞 癌 の 生 涯 リ ス
ク は １ ． ２ ７ ％ で あ り 、 こ の 疾 病 で の 死 亡 リ ス ク は ０ ． ５ １ ％ で あ る 。 腎 細 胞 癌 の 発 生 率
は 、 １ ９ ７ ５ 年 か ら １ ９ ９ ５ 年 ま で に 、 女 性 （ 白 人 女 性 で ３ ． １ ％ ； 黒 人 女 性 で ４ ． ３ ％
） お よ び 男 性 （ 白 人 男 性 で ２ ． ３ ％ ； 黒 人 男 性 で ３ ． ９ ％ ） の い ず れ に お い て も 着 実 に 増
加 し 、 そ の 死 亡 率 も 同 様 で あ っ た 。 １ ９ ５ ０ 年 よ り 、 RCCの 発 生 率 は １ ２ ６ ％ 増 加 す る と
と も に 、 RCCに よ る 年 間 死 亡 率 は ３ ７ ％ 増 加 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 腎 臓 癌 は し ば し ば 、 広 が る （ 転 移 す る ） ま で 、 診 断 さ れ な い ま ま で あ る か 、 誤 っ て 診 断
さ れ る 。 結 果 と し て 、 １ ５ ～ ２ ５ ％ の 腎 臓 癌 患 者 は 診 断 時 に 転 移 性 疾 患 を 有 す る 。 腎 細 胞
癌 の 患 者 の ３ 分 の １ が 、 原 発 性 腫 瘍 の 診 断 時 に 遠 隔 転 移 を 有 す る 。 １ ０ ０ 年 以 上 の 間 、 外
科 手 術 は 腎 細 胞 癌 の 一 次 治 療 で あ っ た 。 歴 史 的 に 、 腎 臓 癌 は 多 く の 化 学 療 法 薬 に 耐 性 が あ
り 、 腎 臓 癌 に 使 用 さ れ る 従 来 の 化 学 療 法 薬 へ の 反 応 率 は １ ０ ％ 以 下 で あ る こ と が 証 明 さ れ
て い る 。 既 存 の 治 療 法 で は 疾 病 の 発 病 率 ま た は 重 症 度 を 減 少 さ せ る こ と に 成 功 し て い な い
こ と か ら 、 腎 臓 癌 の 十 分 な 治 療 は 未 だ 満 た さ れ て い な い 医 学 的 ニ ー ズ で あ る 。 従 っ て 、 腎
臓 癌 を 順 調 に 治 療 す る こ と の で き る 治 療 法 は 、 罹 患 率 お よ び 死 亡 率 を 減 少 さ せ る の に 有 益
な 効 果 を 有 し 、 侵 襲 的 外 科 処 置 、 免 疫 お よ び 化 学 療 法 、 な ら び に 付 帯 す る 補 助 サ ー ビ ス に
関 連 し た 数 百 億 ド ル の 保 健 医 療 制 度 を 潜 在 的 に 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 炎 症
　 喘 息 （ asthma） は 、 マ ス ト 細 胞 、 好 酸 球 、 Tリ ン パ 球 を 含 む 多 く の 細 胞 が 関 与 す る 気 管
の 慢 性 の 炎 症 性 疾 患 で あ る 。 患 者 で は 、 こ の 炎 症 に よ っ て 喘 鳴 、 咳 、 息 切 れ 、 お よ び 胸 苦
し さ が 頻 発 す る 。 こ れ ら の 症 状 は 、 自 発 的 ま た は 治 療 の い ず れ か で 元 に 戻 り う る 可 変 的 な
気 道 狭 窄 に 関 連 す る 。 ア メ リ カ 合 衆 国 に お い て １ ９ ８ ２ 年 か ら １ ９ ９ ２ 年 ま で に 、 喘 息 の
罹 患 率 は １ ０ ０ ０ 人 に つ き ３ ４ ． ７ か ら ４ ９ ． ４ 人 へ と 、 約 ４ ２ ％ 増 加 し た こ と を The Ce
nters for Disease Controlは 示 し て い る 。 ５ ～ ３ ４ 歳 に つ い て 、 そ の 割 合 は 、 １ ０ ０ ０
人 に つ き ３ ４ ． ６ か ら ５ ２ ． ６ 人 へ と 、 約 ５ ２ ％ 増 加 し た 。 こ れ と 同 じ 期 間 に 、 喘 息 に よ
る 入 院 数 お よ び １ 年 の 死 亡 数 も 増 加 し た 。 １ ９ ８ ０ 年 か ら １ ９ ９ ３ 年 に 、 ０ ～ ２ ４ 歳 の 人
の う ち ３ ８ ５ ０ 人 が 死 亡 し 、 年 間 の 年 齢 別 喘 息 死 亡 率 は 、 １ １ ８ ％ 増 加 し た 。 こ れ と 同 じ
期 間 に 、 ０ ～ ２ ４ 歳 の 喘 息 で の 年 間 入 院 率 は ２ ８ ％ 増 加 し た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 喘 息 を 引 き お こ し 、 悪 化 さ せ る と さ れ る 危 険 因 子 に お け る 変 化 は 、 近 年 の 喘 息 罹 患 率 の
増 加 の 原 因 で あ る 。 重 度 の 喘 息 の 症 状 を 有 す る 子 供 お よ び 成 人 で は 、 比 較 的 軽 度 の 症 状 の
者 よ り も 肺 の 機 能 が 低 下 し て い る 。 既 存 の 治 療 法 で は 疾 病 の 発 病 率 ま た は 重 症 度 を 減 少 さ
せ る こ と に 成 功 し て い な い こ と か ら 、 喘 息 の 十 分 な 治 療 は 未 だ 満 た さ れ て い な い 医 学 的 ニ
ー ズ で あ る 。 従 っ て 、 喘 息 を 順 調 に 治 療 す る こ と の で き る 治 療 法 は 、 罹 患 率 を 減 少 さ せ る
の に 有 益 な 効 果 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 真 核 細 胞 は 、 通 常 の 条 件 下 で は 細 胞 の 維 持 お よ び 増 殖 を 達 成 す る た め に 精 妙 に バ ラ ン ス
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を 受 け て い る 、 生 化 学 的 お よ び 生 理 学 的 方 法 を 特 色 と す る 。 そ の よ う な 細 胞 が 脊 椎 動 物 の
よ う な 多 細 胞 生 物 、 ま た は さ ら に 特 別 に は 哺 乳 動 物 の よ う な 生 物 の 構 成 要 素 で あ る と き 、
生 化 学 的 お よ び 生 理 学 的 方 法 の 調 節 に は 精 緻 な 情 報 伝 達 経 路 を 伴 う 。 し ば し ば 、 そ の よ う
な 情 報 伝 達 経 路 は 、 細 胞 外 の 情 報 伝 達 タ ン パ ク 質 、 情 報 伝 達 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 細 胞 性
受 容 体 、 お よ び 細 胞 内 に 局 在 す る 情 報 伝 達 構 成 要 素 に 関 与 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 情 報 伝 達 タ ン パ ク 質 は 、 内 分 泌 性 エ フ ェ ク タ ー 、 パ ラ ク リ ン エ フ ェ ク タ ー ま た は オ ー ト
ク リ ン エ フ ェ ク タ ー に 分 類 さ れ 得 る 。 内 分 泌 性 エ フ ェ ク タ ー は 特 定 の 器 官 に よ り 循 環 系 中
に 分 泌 さ れ る 情 報 伝 達 分 子 で あ り 、 こ れ は 次 い で 遠 隔 の 標 的 器 官 ま た は 標 的 組 織 へ と 輸 送
さ れ る 。 標 的 細 胞 は 内 分 泌 性 エ フ ェ ク タ ー の 受 容 体 を 含 み 、 内 分 泌 性 エ フ ェ ク タ ー が 結 合
す る と 情 報 伝 達 カ ス ケ ー ド が 誘 導 さ れ る 。 パ ラ ク リ ン エ フ ェ ク タ ー に は 、 互 い に 近 傍 に あ
る 分 泌 細 胞 と 受 容 細 胞 、 例 え ば 同 じ 組 織 ま た は 器 官 内 の ２ つ の 異 な る ク ラ ス の 細 胞 が 関 与
す る 。 あ る ク ラ ス の 細 胞 が パ ラ ク リ ン エ フ ェ ク タ ー を 分 泌 し 、 こ れ が 次 い で 、 例 え ば 細 胞
外 液 を 介 す る 拡 散 に よ り 、 第 ２ の ク ラ ス の 細 胞 に 到 達 す る 。 第 ２ の ク ラ ス の 細 胞 は パ ラ ク
リ ン エ フ ェ ク タ ー に 対 す る 受 容 体 を 含 有 し て お り 、 エ フ ェ ク タ ー の 結 合 は 情 報 伝 達 カ ス ケ
ー ド を 誘 導 し 、 こ れ が 対 応 す る 生 化 学 的 ま た は 生 理 学 的 作 用 を 誘 起 す る 。 オ ー ト ク リ ン エ
フ ェ ク タ ー は 、 オ ー ト ク リ ン エ フ ェ ク タ ー を 分 泌 す る 同 じ タ イ プ の 細 胞 が 受 容 体 を も 含 有
し て い る こ と 以 外 は 、 パ ラ ク リ ン エ フ ェ ク タ ー と 高 度 の 類 似 性 を 有 し て い る 。 か く し て 、
オ ー ト ク リ ン エ フ ェ ク タ ー は 、 同 じ 細 胞 上 で ま た 同 じ 近 接 す る 細 胞 上 で 受 容 体 に 結 合 す る
。 次 い で 、 結 合 過 程 は 特 色 的 な 生 化 学 的 ま た は 生 理 学 的 作 用 を ひ き 起 こ す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 情 報 伝 達 過 程 は 細 胞 お よ び 組 織 に 対 し 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 細 胞 ま た は 組
織 の 増 殖 の 誘 導 、 成 長 ま た は 増 殖 の 抑 制 、 細 胞 ま た は 組 織 の 分 化 ま た は 成 熟 の 誘 導 、 お よ
び 細 胞 ま た は 組 織 の 分 化 ま た は 成 熟 の 抑 制 を 含 む 多 様 な 影 響 を ひ き 起 こ し 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 多 く の 病 理 学 的 状 態 に は 、 重 要 な エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 の 調 節 不 全 が 関 与 し て
い る 。 特 定 の ク ラ ス の 病 態 に お い て は 、 調 節 不 全 は 、 タ ン パ ク 質 エ フ ェ ク タ ー の 合 成 お よ
び 分 泌 の 縮 減 ま た は 抑 制 レ ベ ル と し て 現 れ る 。 病 理 の 他 の 種 類 で は 、 非 調 節 は 、 タ ン パ ク
質 エ フ ェ ク タ ー の 合 成 お よ び 分 泌 の 増 加 ま た は 上 方 調 節 レ ベ ル と し て 明 示 さ れ る 。 臨 床 現
場 に お い て 、 対 象 が 興 味 の あ る タ ン パ ク 質 エ フ ェ ク タ ー レ ベ ル の 増 加 ま た は 過 多 に よ り も
た ら さ れ る 異 常 に 罹 患 し て い る こ と を 疑 う こ と が あ る 。 そ れ 故 に 、 そ の よ う な 対 象 由 来 の
生 物 学 的 試 料 中 の 興 味 の あ る タ ン パ ク 質 エ フ ェ ク タ ー の レ ベ ル を ア ッ セ イ し 、 そ し て そ の
レ ベ ル を 非 病 態 的 状 態 に 特 色 的 な も の と 比 較 す る 必 要 が あ る 。 ま た 、 製 造 の 産 物 と し て タ
ン パ ク 質 エ フ ェ ク タ ー を 提 供 す る 必 要 性 が あ る 。 そ の 必 要 の あ る 対 象 に エ フ ェ ク タ ー を 投
与 す る こ と は 、 病 理 学 的 状 態 の 処 置 に 有 用 で あ る 。 よ っ て 、 興 味 あ る タ ン パ ク 質 エ フ ェ ク
タ ー の 縮 減 ま た は 抑 制 レ ベ ル に よ っ て も た ら さ れ る 病 理 学 的 状 態 の 処 置 の 方 法 の た め の 必
要 性 が あ る 。 加 え て 、 興 味 の 対 象 と な る タ ン パ ク 質 エ フ ェ ク タ ー の 増 加 ま た は 上 方 調 節 レ
ベ ル に よ っ て も た ら さ れ る 病 理 学 的 状 態 の 処 置 の 方 法 の 必 要 性 が あ る 。 さ ら に 、 興 味 の 対
象 と な る タ ン パ ク 質 エ フ ェ ク タ ー の 増 大 ま た は 上 方 調 節 さ れ た レ ベ ル に よ り 引 き 起 こ さ れ
る 病 理 学 的 状 態 の 治 療 方 法 に 対 す る 必 要 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 そ れ ゆ え 、 か か る 対 象 か ら の 生 物 学 的 試 料 中 の 興 味 の 対 象 で あ る 蛋 白 エ フ ェ ク タ ー の レ
ベ ル を ア ッ セ イ し 、 こ の レ ベ ル を 病 理 学 的 状 態 に な い こ と を 特 徴 と す る レ ベ ル と 比 較 す る
必 要 が あ る 。 特 に 、 抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い る こ と に 基 づ く か か る ア ッ セ
イ に 対 す る 必 要 性 が あ る 。 さ ら に 、 病 理 学 的 状 態 が 上 昇 し た あ る い は 過 剰 な エ フ ェ ク タ ー
の レ ベ ル か ら 生 じ る 場 合 に お い て 、 エ フ ェ ク タ ー に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 使 用 に 基
づ い て 蛋 白 エ フ ェ ク タ ー の 活 性 を 阻 害 す る 必 要 が あ る 。 よ っ て 、 製 造 結 果 物 と し て の 抗 体
に 対 す る 必 要 性 が あ る 。 さ ら に 、 抗 体 を 対 象 に 投 与 す る こ と に 基 づ く 、 興 味 の 対 象 で あ る
蛋 白 の 上 昇 し た あ る い は 過 剰 な レ ベ ル に よ り 生 じ る 病 理 学 的 状 態 の 治 療 方 法 に 対 す る 必 要
性 も あ る 。
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【 ０ ０ １ ２ 】
(発 明 の 要 約 )
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら 選 択 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド の 発 見 に 一 部 基 づ き 、 こ こ で ｎ は 、 １ と １ ２ の 間
の 整 数 で あ る 。 新 規 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ま た は Ｎ Ｏ Ｖ １ 、 Ｎ Ｏ Ｖ ２ 、 Ｎ Ｏ
Ｖ ３ な ど と し て 本 明 細 書 中 に て 言 及 す る 。 こ れ ら の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド 並 び に そ の 誘 導
体 、 相 同 物 、 類 似 体 お よ び フ ラ グ メ ン ト は 、 以 後 集 合 的 に 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 」 核 酸 ま た は ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 と し て 命 名 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 に 一 部
基 づ き 、 こ こ で ｎ は 、 １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 こ こ で 成 熟 型 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 は 、 異
な る ア ミ ノ 酸 に 変 化 し て い る 。 た だ し 、 成 熟 型 の 配 列 中 の １ ５ ％ を 超 え な い ア ミ ノ 酸 残 基
は そ の よ う に 変 化 し て い る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 こ こ で ｎ は 、 １ と １ ２ の 間 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 発
明 は ま た 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 を 含 み 、 こ こ で
ｎ は 、 １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 こ こ で 選 択 さ れ た 配 列 中 に 特 定 さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸
は 、 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 化 し て い る 。 た だ し 、 配 列 中 の １ ５ ％ を 超 え な い ア ミ ノ 酸 残 基 が
、 そ の よ う に 変 化 し て い る 。 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 の 成 熟 型 の い ず れ か の フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は こ の 群 か ら 選 択 さ れ る 任 意 の 他 の ア ミ
ノ 酸 配 列 に 関 係 し 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ る 。 発 明 は 、 残 基 の １ ５ ％ ま で が
変 化 し て い る こ れ ら の 群 か ら の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 の 天 然 に 存 在
す る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 で あ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、 ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ
る 。 こ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列
か ら の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 異 な る 核 酸 配 列 の 翻 訳 物 で あ る 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 で あ る 。 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 選 択 さ れ た 配 列 で 任 意 の ア ミ ノ
酸 が 変 化 し て い る 場 合 、 変 化 し て 保 存 置 換 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 お よ び 薬 学 的 許 容 可 能 担 体 に
関 係 す る 医 薬 組 成 物 を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 １ ま た は ２ 以 上 の 容 器 中 に こ の
医 薬 組 成 物 を 含 む 、 キ ッ ト に 関 係 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 ヒ ト 疾 患 に 随 伴 す る 症 候 群 を 処 置 す る 医 薬 の 製 造 に お け る
治 療 剤 の 用 途 を 含 み 、 該 疾 患 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 連 関 す る 病 理 か ら 選 択 さ れ 、 こ こ で ｎ は 、 １ と １ ２ の 間 で の 整 数 で
あ り 、 こ こ で 当 該 治 療 剤 は 、 こ の 群 か ら 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 を 含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数
で あ り 、 該 方 法 は 、 試 料 を 提 供 す る こ と ； 試 料 を 、 ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 に 導 入 す る こ と ； お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 ま た は 量 を 決 定 し 、 そ れ
に よ っ て 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 ま た は 量 を 決 定 す る こ と に 関 係 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 第 一 の 哺 乳 動 物 対 象 に お い て 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 変 化 し た レ ベ ル と 連 関 す る 疾 患 の 存 在
ま た は 素 因 を 決 定 す る 方 法 を 含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 該 方 法 は 、 第
一 の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と ； お よ び こ
の 試 料 中 の 該 ポ リ ペ プ チ ド の 量 を 、 該 疾 患 を 有 し な い 、 ま た は 素 因 が な い と 知 ら れ る 第 二
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の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 対 照 試 料 中 に 存 在 す る 該 ポ リ ペ プ チ ド の 量 と 比 較 す る こ と に 関 係 し
、 こ こ で 該 対 照 試 料 と 比 較 し た 場 合 の 、 該 第 一 の 対 象 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル の 変 化
は 、 該 疾 患 の 存 在 ま た は 素 因 を 指 摘 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 薬 剤 を 同 定 す る 方 法 に 関 係 し 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整
数 で あ り 、 該 方 法 は 、 該 薬 剤 へ 該 ポ リ ペ プ チ ド を 導 入 す る こ と ； お よ び 該 薬 剤 が 該 ポ リ ペ
プ チ ド に 結 合 す る か 否 か 決 定 す る こ と を 含 む 。 該 薬 剤 は 、 細 胞 性 レ セ プ タ ー ま た は 下 流 エ
フ ェ ク タ ー で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 病 理 の 処 置 に お け る 使 用 の た め の 潜 在 的 治 療 薬 剤 を 同 定 す
る 方 法 に 関 係 し 、 こ こ で 該 病 理 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 発 現 ま た は 異 常 生 理 学 的 相 互 作 用 に 関 し 、 こ こ で ｎ は １ と １
２ の 間 の 整 数 で あ り 、 該 方 法 は 、 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る お よ び 該 ポ リ ペ プ チ ド に
帰 す べ き 特 性 ま た は 機 能 を 有 す る 細 胞 を 提 供 す る ； 該 細 胞 を 、 候 補 物 質 を 含 む 組 成 物 と 接
触 す る ； お よ び 物 質 が ポ リ ペ プ チ ド に 帰 す べ き 特 性 ま た は 機 能 を 変 化 さ せ る か 決 定 す る ；
そ れ に よ っ て も し 物 質 の 存 在 下 観 察 さ れ る 変 化 が 、 細 胞 を 物 質 の な い 組 成 物 と 接 触 さ せ た
と き に 観 察 さ れ な い な ら ば 、 該 物 質 は 、 潜 在 的 治 療 的 剤 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド に 連 関 す る 病 理 の 活 性 ま た は 潜 在 ま た は 素 因 の モ ジ ュ レ ー タ ー に つ い て
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 係 し 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 該 方 法 は 、 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド と 連 関 す る 病 理 の 増 加 リ ス ク の あ る 試 験 動 物 へ 試 験 化 合 物 を 投 与 す る こ と
、 こ こ で 該 試 験 動 物 は 、 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 組 み 換 え 的 に 発 現 し ； 試 験 化 合 物 を 投 与 後
の 、 試 験 動 物 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 測 定 す る こ と ； お よ び 試 験 動 物 の タ ン パ ク 質
の 活 性 を 、 ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 し て な い 対 照 動 物 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と 比 較 す る こ と 、
こ こ で 試 験 動 物 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 の 、 対 照 動 物 に 対 す る 変 化 は 、 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド と 連 関 す る 病 理 の 潜 在 ま た は 素 因 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 指 摘 す る 。 組 み 換
え 体 試 験 動 物 は 、 野 生 型 試 験 動 物 に 対 す る 増 加 レ ベ ル の 、 タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス ジ ー ン ま た
は プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の ト ラ ン ス ジ ー ン を 発 現 し う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の ポ
リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 方 法 に 関 し 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 該 方 法
は ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る た め に 十 分 な 量 の 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 と 、
該 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 試 料 を 導 入 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド と 連 関 す る 病 理 を 処 置 ま た は 予 防 す る 方 法 に 関 係 し 、 こ こ で ｎ は １ と １
２ の 間 の 整 数 で あ り 、 該 方 法 は 、 そ の よ う な 処 置 ま た は 予 防 が 、 該 対 象 の 病 理 を 処 置 ま た
は 予 防 す る た め 十 分 の 量 で 望 ま れ る 対 象 に 、 ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る こ と を 含 む 。 対 象 は
ヒ ト を 包 含 し う る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 病 理 学 的 状 態 を 処 置 す る 方 法 に 関 係 し 、 該 方 法
は 、 該 病 理 学 的 状 態 を 緩 和 す る の に 十 分 量 の ポ リ ペ プ チ ド を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含
み 、 こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド に 少 な く と も ９ ５ ％ 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ
の 生 物 学 的 活 性 フ ラ グ メ ン ト で あ り 、 こ こ で ｎ は 、 １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分
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子 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ る ； 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 の 変 異 体 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 こ こ で 選 択 さ れ た 配
列 の 成 熟 型 中 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 は 、 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 化 さ れ て い る 。 た だ し 成 熟 型 の 配
列 中 の １ ５ ％ を 超 え な い ア ミ ノ 酸 残 基 は そ の よ う に 変 化 し て い る ； 配 列 番 号 ２ ｎ か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ る ； 配 列 番 号 ２ ｎ か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、
こ こ に 選 択 さ れ た 配 列 中 に 特 定 さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 は 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 化 さ れ る 。 た
だ し 配 列 中 の １ ５ ％ を 超 え な い ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ の よ う に 変 化 し て い る ； 配 列 番 号 ２ ｎ
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 を コ ー ド す
る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 任 意
の 変 異 体 で あ り 、 こ こ で 選 択 の 配 列 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 は 、 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 化 さ れ る 。
た だ し 、 配 列 中 の １ ０ ％ を 超 え な い ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 そ の よ う に 変 化 さ れ る ； お よ び 核 酸
分 子 の い ず れ か の 相 補 物 に 関 係 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す る 単 離 核 酸 分
子 を 含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 こ こ で 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 存 在 す る 対
立 遺 伝 子 核 酸 変 異 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分
子 に 関 係 し 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 そ れ は 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
し 、 こ こ で 該 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 存 在 ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を
有 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す る 単 離 核 酸 分
子 を 含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 こ こ で 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 配 列 と 単 一 ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 相 違 し 、 こ こ で ｎ は １ と
１ ２ の 間 の 整 数 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す る 単 離 核 酸 分
子 を 含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 こ こ で 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り ； こ こ で ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 の １ ま た は ２
以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２
の 間 の 整 数 で あ る 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の
か ら 、 異 な る ヌ ク レ オ チ ド に 変 化 し て い る 。 た だ し １ ５ ％ を 超 え な い ヌ ク レ オ チ ド が そ の
よ う に 変 化 す る ； 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 の 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 、
こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ る ； お よ び こ こ で ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 の １ ま た は ２ 以
上 の ヌ ク レ オ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２
の 間 の 整 数 で あ る 、 核 酸 フ ラ グ メ ン ト が 、 選 択 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の か ら 、
異 な る ヌ ク レ オ チ ド に 変 化 し て い る 。 た だ し １ ５ ％ を 超 え な い ヌ ク レ オ チ ド が そ の よ う に
変 化 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す る 単 離 核 酸 分
子 を 含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 こ こ で 該 核 酸 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 物 に 、 厳 密 （ ス
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ト リ ン ジ ェ ン ト ） 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 有 す る 単 離 核 酸 分 子 を
含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 こ こ で 核 酸 分 子 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し
、 こ こ に 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー デ ィ ン グ 配 列 中 に 特 定 さ れ る 任 意 の ヌ ク レ オ
チ ド は 、 選 択 配 列 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る も の か ら 、 異 な る ヌ ク レ オ チ ド （ た だ し 、 選
択 さ れ た コ ー デ ィ ン グ 配 列 中 の 、 １ ５ ％ を 超 え な い ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ の よ う に 変 化 さ れ
て い る ） 、 第 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 物 で あ る 単 離 さ れ た 第 二 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、
ま た は そ れ ら い ず れ か の フ ラ グ メ ン ト に 変 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 を 含
む ベ ク タ ー を 含 み 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ る 。 こ の ベ ク タ ー は 核 酸 分 子 に 作
動 可 能 に 連 結 さ れ る プ ロ モ ー タ ー を 有 す る こ と が で き る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 細 胞 内 に 位 置
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 の
存 在 ま た は 量 を 決 定 す る 方 法 に 関 係 し 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 該 方 法 は
、 試 料 を 提 供 す る こ と ； 試 料 を 、 核 酸 分 子 に 結 合 す る プ ロ ー ブ に 導 入 す る こ と ； お よ び 核
酸 分 子 に 結 合 し た プ ロ ー ブ の 存 在 ま た は 量 を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て 試 料 中 の 核 酸 分 子 の 存
在 ま た は 量 を 決 定 す る こ と を 含 む 。 核 酸 分 子 の 存 在 ま た は 量 を 細 胞 ま た は 組 織 型 の た め の
マ ー カ ー と し て 使 用 す る 。 細 胞 型 は 、 が ん で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 発 明 は 、 第 一 の 哺 乳 動 物 対 象 に お い て 、 配 列 番 号 ２ ｎ に 与 え る ア ミ
ノ 酸 配 列 の 成 熟 型 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 の 変 化 レ ベ ル と 連 関 す る 疾 患 の 存 在 ま た は 素 因 を 決 定 す る 方
法 に 関 し 、 こ こ で ｎ は １ と １ ２ の 間 の 整 数 で あ り 、 該 方 法 は 、 第 一 の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の
試 料 中 の 核 酸 の 量 を 測 定 す る こ と ； お よ び 工 程 （ ａ ） の 試 料 中 の 核 酸 の 量 を 、 疾 患 を 有 し
な い ま た は 素 因 が な い と 知 ら れ る 第 二 の 哺 乳 動 物 対 象 か ら の 対 照 試 料 中 に 存 在 す る 核 酸 の
量 を 比 較 す る こ と を 含 み ； こ こ で 対 照 試 料 と 比 較 し た 場 合 の 、 第 一 の 対 象 中 に 存 在 す る 核
酸 の レ ベ ル の 変 化 は 、 疾 患 の 存 在 ま た は 素 因 を 指 摘 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 も し く は 完 全 な ヒ ト 抗 体 で あ っ て よ い 。 好 ま し
く は 、 抗 体 は 、 そ れ に 対 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 に 関 し て １ ｘ １ ０ － ９ Ｍ 未 満 の
解 離 定 数 を 有 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 中 和
す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 し た ヒ ト の 疾 病 に 関 連
し た 症 候 群 の 処 置 に た め の 医 薬 の 製 造 に お け る 治 療 薬 の 使 用 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 治
療 薬 は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 で あ る 。 好 ま し く は 、 該 治 療 薬 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 で あ る 。
　 よ り さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 に 、 疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 十 分 な
量 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ る 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 関 連 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 、 哺 乳
類 に お け る 病 理 状 態 を 治 療 方 法 、 お よ び ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 し た 病 理 の 治 療 ま た は 予 防 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 特 に 規 定 さ れ な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 全 て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 本 発 明 が
属 す る 技 術 分 野 に 通 常 の 技 能 を 有 す る 業 者 に よ り 普 通 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る
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。 本 明 細 書 で 説 明 さ れ る も の と 類 似 ま た は 同 等 の 方 法 お よ び 材 料 を 本 発 明 の 実 施 ま た は 試
験 に 使 用 す る こ と が で き る が 、 適 当 な 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 記 載 す る 。 本 明 細 書 で 言 及
さ れ る 全 て の 刊 行 物 、 特 許 申 請 、 特 許 、 お よ び 他 の 参 考 文 献 は 全 体 的 な 出 典 明 示 に よ り 本
明 細 書 の 一 部 と す る 。 抵 触 が あ る 場 合 に は 本 明 細 書 が 、 定 義 を 含 め 優 先 す る 。 加 え て 、 材
料 、 方 法 お よ び 実 施 例 は 例 示 的 な も の で あ っ て 限 定 す る こ と を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 性 お よ び 利 点 は 以 下 の 発 明 の 開 示 お よ び 請 求 項 よ り 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ 発 明 の 詳 細 な 記 載 ）
　 HAVcr-1（ A型 肝 炎 ウ イ ル ス 細 胞 受 容 体 １ ） は 、 腎 臓 の 再 生 に 関 与 す る 推 定 接 着 タ ン パ ク
質 で あ る 。 HAVcr-1タ ン パ ク 質 は 、 新 規 の ６ シ ス テ イ ン  イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン お よ
び ム チ ン ド メ イ ン を 有 す る １ 型 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Ichimuraら は 、 最 初 に こ の 分 子 を 同
定 し 、 そ の 発 現 が 正 常 な 腎 臓 で は 低 く 、 虚 血 後 の 腎 臓 で 急 激 に 増 加 す る こ と か ら 腎 臓 傷 害
分 子 １ (KIM-1)と 名 付 け た (J Biol Chem. 1998 Feb 13;273(7):4135-42.)。 Feigelstockは
、 KIM-1が A型 肝 炎 ウ イ ル ス 受 容 体 の ヒ ト オ ー ソ ロ グ で あ る こ と を 示 し た (J Virol. 1998 A
ug;72(8):6621-8.)。 多 発 性 嚢 胞 腎 に お い て 、 KIM-1の 発 現 は 上 皮 細 胞 の 部 分 的 な 脱 分 化 と
強 く 相 関 す る (Kuehn EW. Am J Physiol Renal Physiol 2002 Dec;283(6):F1326-36)。 KIM
-1の 可 溶 性 ド メ イ ン の 分 散 は 、 脱 分 化 し た 再 生 す る 腎 細 胞 を 拡 散 さ せ る 活 性 機 構 を 構 成 す
る と さ れ る (Bailly V. J Biol Chem 2002 Oct 18;277(42):39739-48)。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 HAVcr-1タ ン パ ク 質 は 、 腎 臓 、 結 腸 お よ び 乳 房 の 腫 瘍 細 胞 に よ る 分 散 と 細 胞 の 侵 入 を 誘
導 す る こ と が 示 さ れ た Ｐ 型 「 Trefoil」 ド メ イ ン と 相 同 性 を 有 す る (Prest SJ. FASEB J. 2
002 Feb 12)。 Trefoilは 、 細 胞 を 上 皮 細 胞 に お け る 固 定 関 連 ア ポ ト ー シ ス で あ る ア ノ イ キ
ス に 対 し て 耐 性 に す る こ と に よ っ て 、 抗 ア ポ ト ー シ ス 性 の 機 構 を 介 し て 働 き う る (Chen YH
. Biochem Biophys Res Commun. 2000 Aug 11;274(3):576-82.)。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 HAVcr-1タ ン パ ク 質 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 移 動 を 阻 害 し 、 腎 臓 ガ ン 細 胞 の ア
ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 。 HAVcr-1遺 伝 子 は 腫 瘍 に お い て 高 度 に 誘 導 さ れ る よ う で あ る こ と
か ら 、 HAVcr-1タ ン パ ク 質 も 毒 素 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 的 と な り
う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 HAVcr-1の マ ウ ス オ ー ソ ロ グ で あ る Tim1は 、 Genbankに 寄 託 さ れ 、 気 道 過 敏 性 の 進 行 を 制
御 す る 主 要 な T細 胞 調 節 の 遺 伝 子 座 で あ る Taprと し て 同 定 さ れ た (McIntire JJ. Nat Immun
ol. 2001 Dec;2(12):1109-16.)。 ヒ ト HAVcr-1遺 伝 子 も 、 喘 息 に 関 連 し た 第 ５ 番 染 色 体 の
一 部 (Tapr)に 位 置 す る 。 Tim1は 、 T細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ 、 お そ ら く 抗 原 提 示 細 胞 上 の 未
知 の リ ガ ン ド と 相 互 作 用 す る (Wills-Karp M. Nature Immunology 2, 1095 - 1096; McInt
ire JJ. Nature Immunology 2, 1109 - 1116)。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 HAVcr-1タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 は 、 T細 胞 ア ネ ル ギ ー を 引 き 起 こ す 部 分 的 活 性 化 シ グ ナ
ル を 送 る か 、 あ る い は T細 胞 が Th2細 胞 に 分 化 す る の を 妨 げ る ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 、 ま た
は T細 胞 の 分 化 を 引 き 起 こ す ア ゴ ニ ス ト と し て 働 く で あ ろ う 。 Th2エ フ ェ ク タ ー を 阻 害 す る
こ と で 、 T細 胞 の 機 能 は 喘 息 、 狼 瘡 お よ び 気 腫 に 関 連 し た 炎 症 は 減 少 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 は 、 新 規 ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本
発 明 は 、 新 規 核 酸 配 列 、 そ れ ら の コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 お よ び 他 の 関 連 化 合
物 を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 、 配 列 を 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 」 ま た は 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 」 と 総 称 し 、 対 応 す る コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 」 と 称 す る 。 別 段 の 記 述 が な い 限 り 、 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 」 は 本 明 細 書 に 開 示
さ れ る 任 意 の 新 規 配 列 を 指 す こ と を 意 味 す る 。 表 Ａ に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び そ れ ら の コ ー ド
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 要 約 を 示 す 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 表 Ａ ： 配 列 お よ び 対 応 す る 配 列 番 号
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 表 Ａ は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 既 知 の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー と の 相 同 性 を 示 す 。 従 っ て
、 表 １ の 第 １ 欄 で 特 定 さ れ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ に 対 応 す る 本 発 明 に 従 う 核 酸 お よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 、 抗 体 お よ び 関 連 化 合 物 は 、 例 え ば 、 表 Ａ の 第 ５ 欄 に 特 定 さ れ る 既 知 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ
リ ー に 関 連 す る 病 変 お よ び 疾 患 に 関 係 す る 治 療 的 応 用 お よ び 診 断 的 応 用 に お い て 有 用 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 お よ び 相 同 性 デ ー タ
　 NOV1:
　 NOV1ク ロ ー ン を 分 析 し 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 表
１ Aに 示 す 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ４ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ６ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 述 の タ ン パ ク 質 配 列 の ClustalW比 較 に よ り 、 表 1Bに 示 す 以 下 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト が
得 ら れ る 。
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【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 NOV1aタ ン パ ク 質 の さ ら な る 解 析 に よ り 、 表 1Cに 示 す 以 下 の 特 性 が 得 ら れ た 。
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【 表 １ ２ 】
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【 表 １ ３ 】
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【 表 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 特 許 お よ び 特 許 公 報 中 に 公 開 さ れ た 配 列 を 含 む Geneseqデ ー タ ベ ー ス 、 特 許 デ ー タ ベ ー
ス に 対 す る NOV1aタ ン パ ク 質 の 検 索 に よ っ て 、 表 1Dに 示 す い く つ か の 相 同 タ ン パ ク 質 が 得
ら れ た 。
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【 表 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ １ 】
　 公 開 配 列 デ ー タ ベ ー ス の BLAST検 索 で は 、 NOV1aタ ン パ ク 質 は 表 1Eの BLASTPデ ー タ に 示 さ
れ る タ ン パ ク 質 と 相 同 性 を 有 す る こ と が 判 明 し た 。
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【 表 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 PFam解 析 に よ っ て 、 NOV1aタ ン パ ク 質 は 表 1Fに 示 す ド メ イ ン を 含 む こ と が 予 測 さ れ る 。
【 表 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 全 長 ヒ ト 腎 臓 損 傷 関 連 分 子 は 最 近 ク ロ ー ン 化 さ れ 、 WO97/44460に 記 載 さ れ て お り 、 参 照
に よ り そ の 全 体 が 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 表 　 1G.　 関 連 す る 変 種 の 簡 単 な 記 載
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【 表 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 NOV2:
　 NOV2ク ロ ー ン を 分 析 し 、 ヌ ク レ オ チ ド お よ び そ れ に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 表
2Aに 示 す 。
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【 表 １ ９ 】
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【 表 ２ ０ 】
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【 表 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(26) JP 2005-535294 A 2005.11.24



【 表 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ ３ 】
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【 表 ２ ４ 】
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【 表 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ ６ 】
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【 表 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ ８ 】
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【 表 ２ ９ 】
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【 表 ３ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ３ １ 】
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【 表 ３ ２ 】
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【 表 ３ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ３ ４ 】
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【 表 ３ ５ 】
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【 表 ３ ６ 】
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【 表 ３ ７ 】
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【 表 ３ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 上 述 の タ ン パ ク 質 配 列 の 配 列 比 較 に よ り 、 表 2Bに 示 す 以 下 の 配 列 関 係 が 得 ら れ る 。
【 表 ３ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 NOV2aタ ン パ ク 質 の さ ら な る 解 析 に よ り 、 表 2Cに 示 す 以 下 の 特 性 が 得 ら れ た 。
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【 表 ４ ０ 】
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【 表 ４ １ 】
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【 表 ４ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 特 許 お よ び 特 許 公 報 中 に 公 開 さ れ た 配 列 を 含 む Geneseqデ ー タ ベ ー ス 、 特 許 デ ー タ ベ ー
ス に 対 す る NOV2aタ ン パ ク 質 の 検 索 に よ っ て 、 表 2Dに 示 す い く つ か の 相 同 タ ン パ ク 質 が 得
ら れ た 。
【 表 ４ ３ 】
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 公 開 配 列 デ ー タ ベ ー ス の BLAST検 索 で は 、 NOV2aタ ン パ ク 質 は 表 2Eの BLASTPデ ー タ に 示 さ
れ る タ ン パ ク 質 と 相 同 性 を 有 す る こ と が 判 明 し た 。
【 表 ４ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 PFam解 析 に よ っ て 、 NOV2aタ ン パ ク 質 は 表 2Fに 示 す ド メ イ ン を 含 む こ と が 予 測 さ れ る 。
【 表 ４ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び そ れ ら の コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 種 々 の 応 用 お よ び 状 況 に お い
て 有 用 で あ る 。 本 発 明 に 従 う 種 々 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 前 記 タ ン パ ク 質
と の ド メ イ ン お よ び 配 列 関 連 性 の 存 在 に 従 う タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 新 規 メ ン バ ー と し て
有 用 で あ る 。 加 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド
が 属 す る フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る タ ン パ ク 質 を 同 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 表 Ａ の 第 ５ 欄 で 特 定 さ れ る タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 他 の 既 知 の メ ン バ ー と 一 致 し て 、 本
発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の よ う な タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー に 相 同
性 を 示 し 、 そ し て そ れ ら を 特 徴 と す る ド メ イ ン を 含 有 す る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 活 性 ま た は 機 能 を 阻 害 ま た は 促 進 す る
分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 使 用 し 得 る 。 特 に 、 本 発 明 に 従 う 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド
は 、 表 Ａ に 掲 げ た タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー と 関 連 す る 疾 患 を 調 整 ま た は 阻 害 す る 低 分 子 の 同
定 用 の 標 的 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ を 検 出 に も 有 用 で あ る 。 Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ そ れ ぞ れ に 対 す る 発 現 分 析 の 詳 細 を 実 施 例 ７ に 示 す 。 従 っ て 、 本 発 明 に 従 う Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 お よ び 関 連 化 合 物 は 、 正 常 組 織 対 疾 患 組 織 、 例 え ば 、 種 々 の
が ん 、 に お い て 異 な る 発 現 を 有 す る 種 々 の 疾 患 の 検 出 に お け る 診 断 的 応 用 お よ び 治 療 的 応
用 を 有 す る 。
　 本 発 明 に 従 う Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の さ ら に 別 の 利 用 法 が 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ク ロ ー ン
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び そ れ ら の コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 種 々 の 応 用 お よ び 状 況 に お
い て 有 用 で あ る 。 本 発 明 に 従 う 種 々 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 該 タ ン パ
ク 質 と 関 連 す る ド メ イ ン お よ び 配 列 の 存 在 に 従 う タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 新 規 メ ン バ ー と
し て 有 用 で あ る 。 加 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド が
所 属 す る フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 お よ び そ れ ら の 対 応 す る コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク
質 治 療 ま た は 遺 伝 子 治 療 に よ り 、 医 学 的 状 態 を 予 防 、 処 置 ま た は 緩 和 す る の に 有 用 で あ る
。 病 態 を 、 試 料 中 の 新 規 タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 ま た は 新 規 遺 伝 子 中 の 変 異 の 存 在 を 測 定 す
る こ と に よ り 診 断 し 得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 が 最 も 高 発 現 す る 組 織 に 基 づ い て 、 そ れ ぞ れ の
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 に 対 す る 特 異 的 な 使 用 を 説 明 す る 。 使 用 は 、 種 々 の 疾 患 お よ び 障 害 を 診 断
ま た は 処 置 す る た め の 産 物 を 開 発 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 は 、 潜 在 的 な 診 断 応 用 お よ び 治 療 応 用 、 お よ び
研 究 ツ ー ル と し て 有 用 で あ る 。 こ れ ら は 、 特 異 的 ま た は 選 択 的 核 酸 、 ま た は タ ン パ ク 質 、
診 断 マ ー カ ー お よ び ／ ま た は 予 後 マ ー カ ー と し て 役 立 つ こ と を 含 む 。 こ こ で 核 酸 ま た は タ
ン パ ク 質 の 存 在 ま た は 量 、 な ら び に 以 下 の よ う な 潜 在 的 な 治 療 応 用 を 評 価 す る ： （ ｉ ） タ
ン パ ク 質 治 療 薬 、 （ ｉ ｉ ） 低 分 子 薬 の 標 的 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 抗 体 の 標 的 （ 治 療 的 、 診 断 的 、 薬
の タ ー ゲ テ ィ ン グ ／ 細 胞 毒 性 抗 体 ） 、 （ ｉ ｖ ） 遺 伝 子 治 療 （ 遺 伝 子 デ リ バ リ ー ／ 遺 伝 子 手
術 ） に 有 用 な 核 酸 、 お よ び （ ｖ ） イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で の 組 織 再 生 を 促 進 す る 組 成
物 、 （ ｖ ｉ ） 生 物 学 的 防 衛 兵 器 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 一 つ の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 (ａ ) 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ
る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 成 熟 型 ； (ｂ ) 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １
～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 成 熟 型 の 変 異 体 、 但
し 、 成 熟 型 中 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 は 、 成 熟 型 の 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ 以 下 が 変 更 を
受 け る と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る ； (ｃ ) 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １
２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； (ｄ ) 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １
～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 変 異 体 、 但 し 、 選 択
さ れ た 配 列 で 特 定 さ れ る 任 意 の ア ミ ノ 酸 は 、 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ 以 下 が 変 更 を
受 け る と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る ； お よ び （ ｅ ） （ ａ ） な い し （ ｄ ）
の い ず れ か の フ ラ グ メ ン ト 、 か ら な る 群 か ら 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 単 離 ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 も う 一 つ の 特 別 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 (ａ ) 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数
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で あ る ） を 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 成 熟 型 ； (ｂ )配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整
数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 成 熟 型 の 変 異 体 で あ り 、 選 択 さ
れ た 配 列 の 成 熟 型 中 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 、 成 熟 型 の 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ 以 下 が
変 更 を 受 け る と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 変 異 体 ； (ｃ ) 配 列 番 号 ２
ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； (ｄ ) 配 列 番
号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 体 で
あ り 、 選 択 さ れ た 配 列 中 の 特 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 が 、 配 列 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ５ ％ 以 下 が
変 更 を 受 け る と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い る 、 変 異 体 ； お よ び (ｅ ) 配 列
番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ
リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 分 、 ま た は 選 択 さ れ た 配 列 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 が 、 配 列 に お い
て ア ミ ノ 酸 残 基 の １ ０ ％ 未 満 が 変 更 を 受 け る と い う 条 件 で 異 な る ア ミ ノ 酸 に 変 更 さ れ て い
る 、 ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 の 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 の フ ラ グ メ ン ト ； お よ び (ｆ ) 核 酸 分
子 の い ず れ か の 相 補 的 分 子 、 か ら な る 群 よ り 選 択 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 な お も う 一 つ の 特 別 な 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 単 離 核 酸 分 子 を 含 む 。 こ こ で 該 核 酸 分 子
は 、 (ａ ) 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 ； (ｂ ) 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら
選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 で 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 、 選 択 さ れ た 配 列
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の か ら 、 ヌ ク レ オ チ ド の １ ５ ％ 以 下 が 変 更 を 受 け る と い う 条
件 で 異 な る ヌ ク レ オ チ ド に 変 更 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； (ｃ ) 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （
ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 持 つ 核 酸 フ ラ グ メ ン ト ； お
よ び (ｄ ) 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 中 で 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 、 選 択 さ れ た 配 列 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る も の か ら 、 ヌ ク レ オ チ ド の １ ５ ％ 以 下 が 変 更 を 受 け る と い う 条 件 で 異 な る ヌ
ク レ オ チ ド に 変 更 さ れ て い る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 、 か ら な る 群 よ り 選 択 し た ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を
コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 に 関 す る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を コ ー ド す る 核 酸 (例 え ば
、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ )を 同 定 す る た め の ハ イ ブ リ ダ ー ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用
に 十 分 な 核 酸 フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 分 子 の 増 幅 お よ び ／ ま た は 変 異 用 の Ｐ Ｃ
Ｒ プ ラ イ マ ー と し て の 使 用 の た め の フ ラ グ メ ン ト を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語
「 核 酸 分 子 」 と は 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 (例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ )、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 (例
え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ )、 ヌ ク レ オ チ ド 類 似 体 を 用 い て 生 成 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 ま た は Ｒ Ｎ Ａ 類
似 体 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト お よ び 相 同 体 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 核 酸 分
子 は 一 本 鎖 で も 二 本 鎖 で あ り 得 る が 、 好 ま し く は 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 は 成 熟 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る
よ う に 、 本 発 明 に 開 示 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 「 成 熟 」 型 と は 、 天 然 に 存 在
す る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 前 駆 体 、 ま た は プ ロ タ ン パ ク 質 の 産 物 で あ る 。 天 然 に 存 在 す る
ポ リ ペ プ チ ド 、 前 駆 体 ま た は プ ロ タ ン パ ク 質 は 、 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 対 応 す る 遺 伝 子
に よ り コ ー ド さ れ る 全 長 遺 伝 子 産 物 を 含 む 。 こ れ に 代 え て 、 本 明 細 書 に 説 明 す る Ｏ Ｒ Ｆ に
よ り コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド 、 前 駆 体 ま た は プ ロ タ ン パ ク 質 と し て 定 義 し 得 る 。 産 物 の 「
成 熟 」 型 は 、 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 遺 伝 子 産 物 を 生 じ る 細 胞 (例 え ば 、 宿 主 細 胞 )内 で 起
こ り 得 る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 天 然 に 存 在 す る プ ロ セ シ ン グ ス テ ッ プ の 結 果 と し て 生 じ る
。 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 「 成 熟 」 型 を 導 く そ の よ う な プ ロ セ シ ン グ ス テ ッ プ の
例 と し て 、 Ｏ Ｒ Ｆ の 開 始 コ ド ン に よ り コ ー ド さ れ る Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン 残 基 の 切 断 、 ま た は
シ グ ナ ル ペ プ チ ド ま た は リ ー ダ ー 配 列 の タ ン パ ク 質 分 解 的 切 断 を 挙 げ る 。 従 っ て 、 残 基 １
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が Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン で あ る １ ～ Ｎ の 残 基 を 有 す る 前 駆 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 か ら
生 じ る 成 熟 型 は 、 Ｎ 末 端 メ チ オ ニ ン 除 去 後 に 残 存 す る 残 基 ２ ～ Ｎ を 有 す る 。 こ れ に 代 え て
、 残 基 １ ～ 残 基 Ｍ か ら Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 切 断 す る 、 残 基 １ ～ Ｎ を 有 す る 前 駆 ポ リ ペ プ
チ ド ま た は タ ン パ ク 質 よ り 生 じ る 成 熟 型 は 、 残 存 す る 残 基 Ｍ ＋ １ ～ 残 基 Ｎ か ら の 残 基 を 有
す る 。 さ ら に 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 「 成 熟
」 型 は タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 切 断 事 象 以 外 の 翻 訳 後 の 工 程 に よ り 生 じ 得 る 。 そ の よ う な さ
ら に 別 な 方 法 は 、 限 定 さ れ な い 例 と し て 、 グ リ コ シ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 ま た は リ ン 酸
化 を 含 む 。 一 般 に 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を 、 こ れ ら の 方 法 の た だ 一 つ 、 ま
た は そ れ ら の い ず れ か の 組 合 せ の 操 作 に よ り も た ら し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 １ ０ ヌ ク レ オ
チ ド (ｎ ｔ )か ら 約 １ ０ ０ ｎ ｔ の 間 、 ま た は 特 定 の 使 用 に よ っ て は 約 、 例 え ば ６ ０ ０ ０ ｎ ｔ
も の 長 さ で あ る 可 変 的 長 さ の 核 酸 配 列 を 指 す 。 プ ロ ー ブ を 、 同 一 、 類 似 、 ま た は 相 補 的 な
核 酸 配 列 の 検 出 に 使 用 し 得 る 。 よ り 長 い プ ロ ー ブ を 天 然 ま た は 組 換 え 供 給 源 か ら 一 般 的 に
得 る 。 よ り 長 い プ ロ ー ブ は 、 特 異 性 が 高 く よ り 短 い 長 さ の オ リ ゴ マ ー の プ ロ ー ブ よ り ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る の が 遅 い 。 プ ロ ー ブ は 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 で も よ く 、 そ し て Ｐ Ｃ Ｒ 、 メ
ン ブ レ ン － ベ ー ス の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 、 ま た は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 様 技 術 に お い て 特 異
性 を 有 す る よ う に デ ザ イ ン さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 単 離 」 核 酸 分 子 は 、 核 酸 の 天 然 供 給 源 に 存 在 す る 他 の
核 酸 分 子 か ら 分 離 さ れ た 核 酸 で あ る 。 好 ま し く は 、 「 単 離 」 核 酸 は 、 核 酸 が 由 来 す る 生 物
の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 で 核 酸 に 天 然 に 隣 接 す る 配 列 (即 ち 核 酸 の ５ '末 端 お よ び ３ '末 端 に 位 置
す る 配 列 )を 有 し な い 。 例 え ば 、 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 単 離 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 分 子 は 、 核
酸 が 由 来 す る 細 胞 ／ 組 織 (例 え ば 、 脳 、 心 臓 、 肝 臓 、 脾 臓 等 )の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の 核 酸 分 子
に 天 然 に 隣 接 す る 約 ５ ｋ ｂ 、 ４ ｋ ｂ 、 ３ ｋ ｂ 、 ２ ｋ ｂ 、 １ ｋ ｂ 、 ０ .５ ｋ ｂ 、 ０ .１ ｋ ｂ 以
下 、 ま た は そ れ 未 満 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 し 得 る 。 さ ら に 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の よ う な 「
単 離 」 核 酸 分 子 は 、 他 の 細 胞 性 物 質 、 培 地 、 ま た は 化 学 的 前 駆 物 質 ま た は 他 の 化 学 物 質 を
実 質 的 に 含 ま な く て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸 分 子 、 ま た は こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 物 を 、 標 準 的 分 子 生 物
学 の 技 術 お よ び 本 明 細 書 に 示 す 配 列 情 報 を 用 い て 単 離 し 得 る 。 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １
～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の 核 酸 配 列 の 全 て ま た は 一 部 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と
し て 用 い て 、 標 準 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 お よ び ク ロ ー ニ ン グ 技 術 (例 え ば 、 Sambr
ook, et al., (eds.), MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL 2nd Ed., Cold Spring
 Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989; お よ び  Ausubel, et al., 
(eds.), CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, NY,
 1993に 記 載 さ れ る よ う に )を 用 い て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 分 子 を 単 離 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 鋳 型 と し て ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は こ れ に 代 え て ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を
使 用 し て 標 準 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 技 術 に し た が っ て 適 切 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー で 増 幅
し 得 る 。 そ の よ う に 増 幅 し た 核 酸 を 、 適 切 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 分 析
に よ り 特 徴 づ け 得 る 。 さ ら に 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 応 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
を 、 標 準 合 成 技 術 、 例 え ば 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 装 置 の 使 用 、 に よ り 調 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 一 連 の 連 結 す る ヌ ク レ オ チ
ド 残 基 を 指 す 。 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ゲ ノ ム 配 列 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ き
得 る し 、 ま た は そ れ ら か ら デ ザ イ ン し 得 る 。 そ し て 短 い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 し
て 、 特 定 の 細 胞 ま た は 組 織 の 同 一 、 類 似 、 ま た は 相 補 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 を 増 幅
し 、 確 認 し 、 ま た は 明 ら か に す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 長 さ 約 １ ０ ｎ ｔ 、 ５ ０ ｎ ｔ 、
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ま た は １ ０ ０ ｎ ｔ 、 好 ま し く は 長 さ 約 １ ５ ｎ ｔ ～ ３ ０ ｎ ｔ の 核 酸 配 列 を 含 む 。 本 発 明 の 一
つ の 実 施 形 態 で は 、 長 さ １ ０ ０ ｎ ｔ 未 満 の 核 酸 分 子 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番
号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の 少 な く と も ６ 個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド 、 ま
た は そ れ ら の 相 補 物 を さ ら に 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 化 学 的 に 合 成 し 、 プ ロ ー ブ と
し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２
の 整 数 で あ る ） に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 (例 え ば 、
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を コ ー ド す る プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 ま た
は フ ラ グ メ ン ト と し て 使 用 し 得 る フ ラ グ メ ン ト )の 相 補 物 で あ る 核 酸 分 子 を 含 む 。 配 列 番
号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る 核 酸 分
子 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 十 分 に
相 補 的 で あ る も の で あ り 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） を 示 す ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 と 殆 ど ミ ス マ ッ チ な し で ま た は 全 く ミ ス マ ッ チ 無 し で 水 素 結 合 し 得 る 。 そ の た
め 核 酸 分 子 は 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 相 補 的 」 は 、 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド 単 位 間 の Watson
-Crickま た は Hoogsteen塩 基 対 形 成 を 指 し 、 用 語 「 結 合 」 は 、 ２ 個 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は
化 合 物 、 ま た は 関 連 す る ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 ま た は そ れ ら の 組 合 せ 間 の 物 理 的 相 互
作 用 ま た は 化 学 的 相 互 作 用 を 意 味 す る 。 結 合 は 、 イ オ ン 、 非 イ オ ン 、 フ ァ ン ・ デ ル ・ ワ ー
ル ス 、 疎 水 性 相 互 作 用 等 を 含 む 。 物 理 的 相 互 作 用 は 直 接 的 ま た は 間 接 的 で あ り 得 る 。 間 接
的 相 互 作 用 は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 の 作 用 を 介 し た ま た は こ れ に 因 る も の で あ
り 得 る 。 直 接 的 結 合 は 、 他 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 化 合 物 の 作 用 を 介 し た ま た は こ れ に 因 り
起 こ る の で は な く 、 代 わ り に 他 の 実 質 的 な 化 学 的 仲 介 物 無 し で 起 こ る 相 互 作 用 を 指 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 で 提 供 す る 「 フ ラ グ メ ン ト 」 は 、 核 酸 の 場 合 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を
可 能 に す る の に 十 分 な 長 さ 、 ア ミ ノ 酸 の 場 合 に は エ ピ ト ー プ の 特 異 的 認 識 に 十 分 な 長 さ で
あ る 、 少 な く と も ６ 個 の (連 続 し た )核 酸 ま た は 少 な く と も ４ 個 の (連 続 し た )ア ミ ノ 酸 の 配
列 と し て 定 義 さ れ 、 そ し て 全 長 よ り 短 い ほ と ん ど の 或 る 一 部 で あ る 。 フ ラ グ メ ン ト は 、 選
択 し た 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 任 意 の 連 続 し た 部 分 か ら 由 来 す る も の で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 全 長 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の ク ロ ー ン を 、 Ａ Ｔ Ｇ 翻 訳 開 始 コ ド ン お よ び イ ン フ レ ー ム の 停 止 コ ド ン を
含 有 す る と し て 同 定 す る 。 Ａ Ｔ Ｇ 開 始 コ ド ン を 欠 く 任 意 の 開 示 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 、 そ れ 故 に れ ぞ れ の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 切 断 （ truncated） 型 Ｃ 末 端 フ ラ グ メ
ン ト を コ ー ド し 、 対 応 す る 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 開 示 す る 配 列 の ５ '方 向 へ 伸 長 す る こ と を 要 求
す る 。 イ ン フ レ ー ム の 停 止 コ ド ン を 欠 く 任 意 の 開 示 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 同
様 に そ れ ぞ れ の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 切 断 型 Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド し 、 対 応 す る
全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 開 示 す る 配 列 の ３ '方 向 へ 伸 長 す る こ と を 要 求 す る 。
　 誘 導 体 は 、 も と の 化 合 物 か ら 直 接 、 修 飾 に よ り ま た は 部 分 的 置 換 に よ る い ず れ か で 生 成
し た 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 類 似 体 は 、 も と の 化 合 物 に 類 似 し て い る が 同 一
で は な い 構 造 を 有 す る 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 例 え ば 、 そ れ ら は 特 定 の 成 分
ま た は 側 鎖 に 関 し て 天 然 化 合 物 と 異 な っ て い る 。 類 似 体 は 、 合 成 で あ り 得 る し 異 な る 進 化
起 源 を 由 来 と し 得 る し 、 野 生 型 と 比 較 し て 類 似 ま た は 反 対 の 代 謝 活 性 を 有 し 得 る 。 相 同 体
は 、 異 な る 種 を 由 来 と す る 特 定 の 遺 伝 子 の 核 酸 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 誘 導 体 お よ び 類 似 体 は 全 長 ま た は 全 長 以 外 で あ り 得 る 。 本 発 明 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質
の 誘 導 体 ま た は 類 似 体 は 、 同 一 サ イ ズ の 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に 亘 っ て 、 ま た は 当 該 分
野 に お い て 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ー 相 同 性 プ ロ グ ラ ム に よ り ア ラ イ ン メ ン ト し た ア ラ イ ン メ
ン ト 配 列 と 比 較 し た 際 、 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ま た は
９ ５ ％ の 同 一 性 (好 ま し く は 、 ８ ０ ～ ９ ５ ％ の 同 一 性 )で 本 発 明 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 に
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実 質 的 に 相 同 で あ る 領 域 を 含 む 分 子 、 ま た は そ れ ら の コ ー ド す る 核 酸 が 本 発 明 の タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る 配 列 の 相 補 物 に 厳 密 、 中 等 度 に 厳 密 、 ま た は 低 い 厳 密 度 の 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ 可 能 で あ る 分 子 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 Ausubel, et al., C
URRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, New York, NY, 1993お よ
び 以 下 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 「 相 同 な 核 酸 配 列 」 ま た は 「 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 」 ま た は そ れ ら の 変 異 体 は 、 上 述 の よ
う に ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル ま た は ア ミ ノ 酸 レ ベ ル で の 相 同 性 を 特 徴 と す る 配 列 を 指 す 。 相 同
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の ア イ ソ フ ォ ー ム を コ ー ド す る こ れ ら の 配
列 を 含 む 。 ア イ ソ フ ォ ー ム を 、 例 え ば Ｒ Ｎ Ａ の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 と し て 同 じ 生
物 の 異 な る 組 織 に お い て 発 現 し 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 ア イ ソ フ ォ ー ム を 、 異 な る 遺 伝 子 に
よ り コ ー ド し 得 る 。 本 発 明 で は 、 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヒ ト 以 外 の 種 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 脊 椎 動 物 を 含 む が 脊 椎 動 物 に 限 定 さ れ
な い 。 よ っ て 例 え ば 、 カ エ ル 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 お よ
び 他 の 生 物 を 含 む 。 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 本 明 細 書 に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 お よ び 突 然 変 異 体 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 し な い 。 し か
し な が ら 、 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 正 確 な ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。 相 同 な 核 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で
あ る ） の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 (下 記 参 照 )を コ ー ド す る 核 酸 配 列 な ら び に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 生 物 活
性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 種 々 の 生 物 学 的 活 性 を 、 以 下 に 説
明 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (「 Ｏ Ｒ Ｆ 」 )
に よ り コ ー ド さ れ る 。 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 潜 在 的 に 翻 訳 し 得 る ヌ ク レ オ チ ド に 対 応
す る 。 Ｏ Ｒ Ｆ を 含 む 一 連 の 核 酸 を 、 停 止 コ ド ン に よ り 中 断 し な い 。 全 長 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 配 列 を 表 す Ｏ Ｒ Ｆ は 、 Ａ Ｔ Ｇ 「 開 始 」 コ ド ン で 始 ま り 、 ３ 種 の 「 停 止 」 コ ド ン 即 ち
Ｔ Ａ Ａ 、 Ｔ Ａ Ｇ ま た は Ｔ Ｇ Ａ の 一 つ で 終 わ る 。 本 発 明 の 目 的 の た め 、 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 開 始 コ ド
ン 、 停 止 コ ド ン 、 ま た は そ の 両 方 が あ っ て も な く て も よ い 、 コ ー ド 化 配 列 の 任 意 の 部 分 で
あ り 得 る 。 Ｏ Ｒ Ｆ を 真 正 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 良 好 な 候 補 と し て 考 え る た め に
、 最 小 限 の 要 件 、 例 え ば 、 ５ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 ま た は そ れ 以 上 を コ ー ド す る 一 連 の Ｄ Ｎ Ａ 、
が し ば し ば 定 め ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の ク ロ ー ニ ン グ か ら 決 定 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 他 の 細 胞 タ イ プ
、 例 え ば 他 の 組 織 由 来 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 相 同 体 、 な ら び に 他 の 脊 椎 動 物 由 来 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 相 同 体 を
同 定 お よ び ／ ま た は ク ロ ー ニ ン グ す る 際 の 使 用 の た め に デ ザ イ ン す る プ ロ ー ブ お よ び プ ラ
イ マ ー の 作 成 を 可 能 に す る 。 プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 典 型 的 に 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数
で あ る ） の 少 な く と も 約 １ ２ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 １ ５ ０ 、 ２ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ３ ０ ０ 、
３ ５ ０ ま た は ４ ０ ０ 個 の 連 続 し た セ ン ス 鎖 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； ま た は 配 列 番 号 ２ ｎ － １
（ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の ア ン チ セ ン ス 鎖 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； ま た は 配 列 番 号 ２ ｎ
－ １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の 天 然 に 存 在 す る 変 異 体 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 典 型 的 に 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 基 づ く プ ロ ー ブ を 、 同 じ タ ン パ ク 質 ま た は 相 同 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 転 写 体 ま た は ゲ ノ ム 配 列 を 検 出 す る の に 使 用 し 得 る 。 種 々 の 実 施 形 態 に
お い て 、 プ ロ ー ブ は 検 出 可 能 な 標 識 が つ け ら れ て お り 、 例 え ば 、 標 識 は 放 射 性 同 位 元 素 、
蛍 光 化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 の コ フ ァ ク タ ー で あ り 得 る 。 か か る プ ロ ー ブ は 、 対 象 由 来
の 細 胞 試 料 中 の あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ コ ー ド 化 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ る よ う に 、 あ る Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 誤 っ て 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 組 織 を 同 定 す る た め の 診 断 試 験 キ ッ ト
の 一 部 と し て 使 用 し 得 る 、 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る か ま た は ゲ ノ ム Ｎ Ｏ Ｖ
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Ｘ 遺 伝 子 が 変 異 ま た は 欠 失 を し た か 否 か を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 特 定 の 生
物 学 的 分 析 に お い て 測 定 す る よ う な 成 熟 型 を 含 み 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 類 似 な
、 し か し 必 ず し も 同 一 で は な い 活 性 を 用 量 依 存 性 の 有 無 を 問 わ ず 発 揮 す る ポ リ ペ プ チ ド を
指 す 。 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 」 を コ ー ド す る 核 酸 フ ラ グ メ ン ト を 、 あ る Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ の 生 物 活 性 (Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 以 下 に 説 明 す る )を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の 一 部 を 単 離 し 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
タ ン パ ク 質 の コ ー ド す る 部 分 を 発 現 し (例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 組 換 え 発 現 に よ り )、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
の コ ー ド す る 部 分 の 活 性 を 評 価 す る す る こ と に よ り 調 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体
　 本 発 明 は さ ら に 、 遺 伝 子 コ ー ド の 縮 重 に よ り 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で
あ る ） に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 異 な っ て お り 、 従 っ て 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２
の 整 数 で あ る ） に 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド す る の と 同 じ Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 包 含 す る 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 は 、 配
列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） に 示 す ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 加 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 化 を も た ら す Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 多 型 が 、
集 団 (例 え ば ヒ ト の 集 団 )中 に 存 在 し 得 る こ と を 当 業 者 は 理 解 す る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の か か
る 遺 伝 子 多 型 は 、 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 に 因 り 集 団 の 中 の 個 体 間 に 存 在 し 得 る 。 本 明 細 書
に お い て 使 用 す る 用 語 「 遺 伝 子 」 お よ び 「 組 換 え 遺 伝 子 」 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 好 ま
し く は 脊 椎 動 物 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム (Ｏ Ｒ
Ｆ )を 含 む 核 酸 分 子 を 指 す 。 か か る 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 中 に １ ～ ５ ％ の 変 異 を 典 型 的 に も た ら す 。 天 然 の 対 立 遺 伝 子 変 異 の 結 果 で あ り Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 活 性 を 変 化 し な い 任 意 の お よ び 全 て の か か る ヌ ク レ オ チ ド 変 異
お よ び そ こ で 得 ら れ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 多 型 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る
も の と す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 さ ら に 、 他 の 種 由 来 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、 お よ び 従 っ て ヒ ト 配
列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） と は 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 核 酸
分 子 は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る も の と す る 。 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 天 然 の 対 立 遺 伝
子 変 異 体 お よ び 相 同 体 に 対 応 す る 核 酸 分 子 は 、 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 標
準 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 に 従 う ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て ヒ ト ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 一 部 を 用 い て 、 本 明 細 書 に 開 示 す る ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 と の 相 同 性 に 基 づ
い て 単 離 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 従 っ て 、 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 は 少 な く と も ６ ヌ ク レ オ チ ド
長 で あ り 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核
酸 分 子 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 核 酸 は 少 な く と
も １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 １ ０ ０ ０ 、 １ ５ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ０
ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 単 離 核
酸 分 子 は コ ー ド 化 領 域 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 明 細 書 に お い て 用 い る 用 語 「 厳 密 な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 お 互 い に 少 な く と も 約 ６ ５ ％ 相 同 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が お
互 い に 典 型 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 お よ び 洗 滌 条
件 を 記 載 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 相 同 体 (即 ち 、 ヒ ト 以 外 の 生 物 種 由 来 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 )ま た は 他
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の 関 連 配 列 (例 え ば パ ラ ロ グ )を 、 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ ン グ の 当
該 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用 い て 特 定 の ヒ ト 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を プ ロ ー ブ と し 、 低
度 、 中 度 、 ま た は 高 度 に 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 は 、 プ ロ ー ブ 、
プ ラ イ マ ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 他 の 配 列 に は ハ
イ ブ リ ダ イ ズ し な い 条 件 を 指 す 。 厳 密 な 条 件 は 配 列 依 存 性 で あ り 、 異 な る 環 境 で 差 が あ る
。 よ り 長 い 配 列 は 、 よ り 短 い 配 列 よ り も よ り 高 温 で 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 一 般 的
に 、 厳 密 な 条 件 を 、 一 定 の イ オ ン 強 度 お よ び ｐ Ｈ に お い て 、 特 定 の 配 列 の 融 解 温 度 (Ｔ ｍ )
よ り 約 ５ ℃ 低 い よ う に 選 択 す る 。 Ｔ ｍ は 、 標 的 配 列 と 相 補 的 な プ ロ ー ブ の ５ ０ ％ が 平 衡 時
に 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 温 度 (規 定 の イ オ ン 強 度 、 ｐ Ｈ お よ び 核 酸 濃 度 下 で )で あ
る 。 標 的 配 列 は Ｔ ｍ に お い て 一 般 的 に 過 剰 に 存 在 す る の で 、 プ ロ ー ブ の ５ ０ ％ を 平 衡 時 に
占 め る 。 典 型 的 に 、 厳 密 な 条 件 は ｐ Ｈ ７ .０ ～ ８ .３ で 塩 濃 度 が 約 １ .０ Ｍ ナ ト リ ウ ム イ オ
ン 未 満 、 典 型 的 に は 約 ０ .０ １ ～ １ .０ Ｍ ナ ト リ ウ ム イ オ ン (ま た は 他 の 塩 )で あ り 、 温 度 は
短 い プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 １ ０ ｎ ｔ ～ ５ ０ ｎ ｔ )に 対
し て 少 な く と も 約 ３ ０ ℃ で あ り 、 よ り 長 い プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド に 対 し て 少 な く と も 約 ６ ０ ℃ で あ る 。 厳 密 な 条 件 を 、 フ ォ ル ム ア ミ ド の よ う な 不 安 定 化
剤 の 添 加 に よ っ て も 達 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 厳 密 な 条 件 は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 Ausubel, et al., (eds.), CURRENT PROTOCOLS IN 
MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.に 見 出 す こ と が で
き る 。 好 ま し く は 、 条 件 は 、 互 い に 少 な く と も ６ ５ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％
、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ま た は ９ ９ ％ 相 同 な 配 列 が 互 い に 典 型 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で
あ る よ う な も の で あ る 。 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 限 定 さ れ な い 例 は 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｃ
、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ７ .５ )、 １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .０ ２ ％ Ｐ Ｖ Ｐ 、 ０ .０
２ ％ Ｆ ｉ ｃ ｏ ｌ ｌ 、 ０ .０ ２ ％ Ｂ Ｓ Ａ お よ び ５ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含
む 高 塩 緩 衝 液 中 ６ ５ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 引 き 次 い で ０ .２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .
０ １ ％ Ｂ Ｓ Ａ 中 ５ ０ ℃ で １ 回 ま た は そ れ 以 上 洗 滌 す る 。 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２
の 整 数 で あ る ） の 配 列 に 厳 密 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 は 、 天
然 に 存 在 す る 核 酸 分 子 に 対 応 す る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 天 然 に 存 在 す る 」 核
酸 分 子 は 、 天 然 に (例 え ば 、 天 然 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る )存 在 す る 核 酸 配 列 を 有 す る Ｒ
Ｎ Ａ 分 子 ま た は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 指 す 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 第 ２ の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 核 酸 分 子 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 ま た は 誘 導 体 と 中 度 に 厳 密 な
条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 中 度 に 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 の 限 定 さ れ な い 例 は 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ × Reinhardtの 溶 液 、 ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ び １ ０
０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 中 ５ ５ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 引 き 次 い
で １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 ３ ７ ℃ で １ 回 ま た は そ れ 以 上 洗 滌 す る こ と で あ る 。 使 用
さ れ 得 る 他 の 中 度 に 厳 密 な 条 件 は 当 該 分 野 内 で 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Ausubel, et al. (e
ds.), 1993, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, NY, お よ
び  Krieger, 1990; GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY MANUAL, Stockton Pr
ess, NY.を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 第 ３ の 実 施 形 態 で は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 含 む 核 酸 分 子 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 ま た は 誘 導 体 と 低 度 に 厳 密 な
条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 低 度 に 厳 密 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
条 件 の 限 定 さ れ な い 例 は 、 ３ ５ ％ フ ォ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ
Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ７ .５ )、 ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ .０ ２ ％ Ｐ Ｖ Ｐ 、 ０ .０ ２ ％ Ｆ ｉ ｃ ｏ ｌ ｌ 、 ０ .２
％ Ｂ Ｓ Ａ 、 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ 、 １ ０ ％ (ｗ ｔ ／ ｖ ｏ ｌ )硫 酸 デ キ ス ト
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ラ ン 中 ４ ０ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 引 き 次 い で ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ２ ５ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ
ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ (ｐ Ｈ ７ .４ )、 ５ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 お よ び ０ .１ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 中 ５ ０ ℃ で １ 回 ま た
は そ れ 以 上 洗 滌 す る こ と で あ る 。 使 用 し 得 る 他 の 低 度 に 厳 密 な 条 件 (例 え ば 種 間 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 使 用 す る )は 当 該 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Ausubel, et al. (
eds.), 1993, CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley & Sons, NY, and 
Kriegler, 1990; GENE TRANSFER AND EXPRESSION, A LABORATORY MANUAL, Stockton Pres
s, NY.； Shilo and Weinberg, 1981. Proc Natl Acad Sci USA 78: 6789-6792を 参 照 さ れ
た い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 保 存 的 変 異
　 集 団 中 に 存 在 し 得 る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 変 異 に 加 え て 、 配 列 番 号
２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 に 変 異 に よ り 変 換 を 導 入 す
る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 機 能 活 性 を 変 え る こ と 無 し に 、 コ ー ド
す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を 導 く こ と が で き る こ と を 当 業 者 は さ ら に
理 解 す る 。 例 え ば 、 「 非 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 で ア ミ ノ 酸 置 換 に 導 く ヌ ク レ オ チ ド 置 換 を 、
配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の 配 列 中 で 行 い 得 る 。 「 非 必 須 」 ア ミ ノ
酸 残 基 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 野 生 型 の 配 列 を そ れ ら の 生 物 活 性 を 変 化 さ せ る こ と な く
変 え る こ と の で き る 残 基 で あ る が 、 一 方 で 「 必 須 」 ア ミ ノ 酸 残 基 を そ の よ う な 生 物 活 性 に
必 要 と す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 中 で 保 存 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 特 に 変
換 に 耐 え ら れ な い と 予 想 す る 。 保 存 的 置 換 が 行 わ れ 得 る ア ミ ノ 酸 は 当 該 分 野 内 で 周 知 で あ
る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 活 性 に 必 須 で な い ア ミ ノ 酸 残 基 中 に 変 化 を 含 有 す る Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 に 関 す る 。 か か る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２
ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） と ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 異 な っ て い る が 、 生 物 活 性
を 依 然 保 持 し て い る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 単 離 核 酸 分 子 は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 こ こ で タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ）
の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ５ ０ ％ 相 同 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 好 ま し く は 、 核 酸
分 子 に よ り コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） に 少 な
く と も 約 ６ ０ ％ 相 同 で あ り ； よ り 好 ま し く は 、 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド す る タ ン パ ク 質 は 、
配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） に 少 な く と も 約 ７ ０ ％ 相 同 で あ り ； さ ら に 好
ま し く は 、 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） に 少 な く と も 約 ８ ０ ％ 相 同 で あ り
； そ れ よ り さ ら に よ り 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） に 少 な く
と も 約 ９ ０ ％ 相 同 で あ り ； 最 も 好 ま し く は 、 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ）
に 少 な く と も 約 ９ ５ ％ 相 同 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の タ ン パ ク 質 に 相 同 な あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 を 、 １ 個 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 付 加 ま た は 欠
失 を コ ー ド す る タ ン パ ク 質 内 に 導 入 す る よ う に 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で
あ る ） の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 中 に １ 個 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 付 加 ま た は
欠 失 を 導 入 す る こ と に よ り 創 成 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 突 然 変 異 を 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の 中 に 、 部 位 特 異 的 変 異
誘 発 お よ び Ｐ Ｃ Ｒ 仲 介 性 突 然 変 異 誘 発 の よ う な 、 標 準 的 技 術 に よ り 導 入 し 得 る 。 好 ま し く
は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 を 、 予 想 す る １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 非 必 須 ア ミ ノ 酸 残 基 に お い て
行 う 。 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 は 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 き 換 え る ア ミ ノ
酸 残 基 中 の 一 つ で あ る 。 類 似 の 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 残 基 の フ ァ ミ リ ー は 当 該 分 野 内 で 定
義 さ れ て い る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー は 、 塩 基 性 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 リ ジ ン 、 ア
ル ギ ニ ン 、 ヒ ス チ ジ ン )、 酸 性 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン
酸 )、 電 荷 の な い 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 グ リ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 セ
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リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 チ ロ シ ン 、 シ ス テ イ ン )、 無 極 性 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 ア ラ ニ
ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 ト リ
プ ト フ ァ ン )、 ベ ー タ 位 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 ス レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン
)、 な ら び に 芳 香 族 側 鎖 を も つ ア ミ ノ 酸 (例 え ば 、 チ ロ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト
フ ァ ン 、 ヒ ス チ ジ ン )を 含 む 。 従 っ て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 中 に 予 想 す る 非 必 須 ア ミ ノ 酸
残 基 を 、 同 じ 側 鎖 フ ァ ミ リ ー の 別 の ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 す る 。 こ れ に 代 え て 、 も う 一 つ の
実 施 形 態 で は 、 突 然 変 異 を 、 飽 和 突 然 変 異 誘 発 の よ う に 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ コ ー ド 化 配 列 の 全
部 ま た は 一 部 に 沿 っ て 無 作 為 に 導 入 し 得 る し 、 得 ら れ た 突 然 変 異 体 を Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 生 物 学 的
活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し て 活 性 を 保 持 す る 変 異 体 を 同 定 し 得 る 。 配 列 番 号 ２ ｎ － １
（ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の 突 然 変 異 誘 発 に 引 き 続 い て 、 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を
当 該 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 組 換 え 技 術 で 発 現 し 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 測 定 し 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ア ミ ノ 酸 フ ァ ミ リ ー の 関 連 性 を 、 側 鎖 の 相 互 作 用 に 基 づ い て も 決 定 し 得 る 。 置 換 し た ア
ミ ノ 酸 は 、 十 分 に 保 存 さ れ た 「 強 い 」 残 基 ま た は 十 分 に 保 存 さ れ た 「 弱 い 」 残 基 で あ り 得
る 。 保 存 し た ア ミ ノ 酸 残 基 の 「 強 い 」 群 は 、 次 の 群 の い ず れ か 一 つ で あ り 得 る ： Ｓ Ｔ Ａ 、
Ｎ Ｅ Ｑ Ｋ 、 Ｎ Ｈ Ｑ Ｋ 、 Ｎ Ｄ Ｅ Ｑ 、 Ｑ Ｈ Ｒ Ｋ 、 Ｍ Ｉ Ｌ Ｖ 、 Ｍ Ｉ Ｌ Ｆ 、 Ｈ Ｙ 、 Ｆ Ｙ Ｗ で あ り 、
こ こ で ア ミ ノ 酸 の 一 文 字 表 記 は 、 互 い に 置 換 し 得 る ア ミ ノ 酸 で グ ル － プ 分 け す る 。 同 様 に
、 保 存 し た 残 基 の 「 弱 い 」 群 は 、 次 の い ず れ か 一 つ で あ り 得 る ： Ｃ Ｓ Ａ 、 Ａ Ｔ Ｖ 、 Ｓ Ａ Ｇ
、 Ｓ Ｔ Ｎ Ｋ 、 Ｓ Ｔ Ｐ Ａ 、 Ｓ Ｇ Ｎ Ｄ 、 Ｓ Ｎ Ｄ Ｅ Ｑ Ｋ 、 Ｎ Ｄ Ｅ Ｑ Ｈ Ｋ 、 Ｎ Ｅ Ｑ Ｈ Ｒ Ｋ 、 Ｈ Ｆ Ｙ
で あ り 、 こ こ で そ れ ぞ れ の 群 の 文 字 は ア ミ ノ 酸 の 一 文 字 表 記 を 表 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 変 異 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 、 (i)他 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 他 の
細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 位 と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 ： タ ン パ
ク 質 を 形 成 す る 活 性 、 (ii)変 異 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ リ ガ ン ド 間 の 複 合 体 形
成 、 ま た は (iii)細 胞 内 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 学 的 活 性 部 位 に 結 合 す る 変 異
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 に つ い て ア ッ セ イ し 得 る ； (例 え ば 、 ア ビ ジ ン タ ン パ ク 質 )。
　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 変 異 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 、 特 定 の 生 物 学 的 機 能 を 調 節
す る 活 性 (例 え ば 、 イ ン ス リ ン 分 泌 の 調 節 )に つ い て ア ッ セ イ し 得 る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 妨 害 性 Ｒ Ｎ Ａ
　 本 発 明 の １ の 態 様 に お い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 発 現 を Ｒ Ｎ Ａ 妨 害 に よ り 弱 め る こ と が で き
る 。 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ た １ の ア プ ロ ー チ は 、 短 い 妨 害 性 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ）
に よ り 媒 介 さ れ る 遺 伝 子 サ イ レ ン ト 化 で あ り 、 該 ア プ ロ ー チ に お い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 転
写 物 の 少 な く と も １ ９ な い し ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の セ グ メ ン ト に 対 し て 相 補 的 で あ り
、 ５ ’ 非 翻 訳 （ Ｕ Ｔ ） 領 域 、 Ｏ Ｒ Ｆ 、 ま た は ３ ’ Ｕ Ｔ 領 域 を 含 む 、 特 異 的 な ２ 本 鎖 Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 由 来 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 発 現 産 物 が 標 的 と さ れ る 。
例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ４ ４ ８ ９ ５ 、 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ３ ２ ６ １ ９ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ５ １ ６
４ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ９ ２ ５ １ ３ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ２ ９ ０ ５ ８ 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ８ ９ ３ ０ ４ 、 Ｗ Ｏ ０ ２ ／
１ ６ ６ ２ ０ 、 お よ び Ｗ Ｏ ０ ２ ／ ２ ９ ８ ５ ８ 参 照 （ そ れ ぞ れ を 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 一 体 化
さ せ る ） 。 標 的 化 さ れ る 遺 伝 子 は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 で あ っ て も よ く 、 あ る い は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝
子 の 上 流 ま た は 下 流 モ ジ ュ レ ー タ ー で あ っ て も よ い 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 上 流 ま た は 下 流 モ
ジ ュ レ ー タ ー の 非 限 定 的 な 例 は 、 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー に 結 合 す る 転 写 因
子 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る キ ナ ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 な ら び に Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 調 節 経 路 に 含 ま れ る ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 妨 害 性 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 発 現 が サ イ レ ン ト 化 さ れ
る 。 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 例 え ば 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 抽 出 物 （ こ れ に 限 ら な い
） の ご と き 無 細 胞 系 で Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を プ ロ セ ッ シ ン グ す る こ と に よ り 、
あ る い は 組 み 換 え 型 ２ 本 鎖 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 に よ り 、 あ る い は Ｎ Ｏ Ｖ Ａ 配 列 に 相 同
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的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 合 成 す る こ と に よ り 、 か か る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 得 る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 Tuschul, Zamire, Lehmann, Bartel and Sharp (1999), Genes & Dev. 
13: 3191-3197参 照 （ 参 照 に よ り 本 発 明 系 に 一 体 化 さ せ る ） 。 合 成 す る 場 合 、 典 型 的 な ０
． ２ マ イ ク ロ モ ラ ー ス ケ ー ル の Ｒ Ｎ Ａ 合 成 に よ り 約 １ ミ リ グ ラ ム の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 得 ら れ 、
そ れ は １ ２ ウ ェ ル の 組 織 培 養 プ レ ー ト フ ォ ー マ ッ ト を 用 い る １ ０ ０ ０ 回 の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 実 験 に 十 分 な も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 最 も 効 率 的 な サ イ レ ン ト 化 は 、 一 般 的 に は 、 ２ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ を 有
す る よ う に 対 合 さ れ た ２ １ ヌ ク レ オ チ ド の セ ン ス 鎖 お よ び ２ １ ヌ ク レ オ チ ド の ア ン チ セ ン
ス 鎖 を 含 む ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 を 用 い て 観 察 さ れ る 。 ２ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ
の 配 列 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 標 的 認 識 の 特 異 性 に さ ら な る 小 さ な 貢 献 を す る 。 特 異 性 に 対 す る
貢 献 は 最 初 に 対 合 し た 塩 基 に 隣 接 し た 未 対 合 ヌ ク レ オ チ ド に 局 在 化 さ れ る 。 １ の 実 施 形 態
に お い て 、 ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ 中 の ヌ ク レ オ チ ド は リ ブ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 別 の 実 施 形
態 に お い て 、 ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ 中 の ヌ ク レ オ チ ド は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ 中 の ２ ’ － デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と は リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド の 使 用 と し て 有 効 で あ る が 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド は し ば し ば 合 成 費 用 が 安 く 、 よ
り ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 企 図 さ れ る 組 み 換 え 型 発 現 ベ ク タ ー は 、 両 方 の 鎖 の 発 現 （ Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 転 写 に
よ る ） を 可 能 に す る よ う な 様 式 で Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 近 接 調 節 配 列 を 含
む 発 現 ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 ま れ た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  Ｄ Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し
て ア ン チ セ ン ス で あ る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 第 １ の プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 、 ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ の ３
’ プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） に よ り 転 写 さ れ 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て セ ン ス 鎖 で あ る Ｒ Ｎ
Ａ 分 子 が 第 ２ の プ ロ モ ー タ ー （ ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ プ ロ モ ー タ ー 配 列 ） に よ り 転 写 さ
れ る 。 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 は イ ン ビ ボ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
遺 伝 子 の サ イ レ ン ト 化 の た め の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 を 生 じ る 。 別 法 と し て 、 ２ つ の 構 築 物 を
用 い て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 の セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 を 作 成 す る こ と も で き る 。 結 局
、 ク ロ ー ン 化 Ｄ Ｎ Ａ は 第 ２ の 構 造 を 有 す る 構 築 物 を コ ー ド す る も の で あ り 得 、 単 一 の 転 写
物 は 、 標 的 遺 伝 子 （ 複 数 も 可 ） 由 来 の セ ン ス お よ び 相 補 的 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 有 す る も の
で あ る 。 こ の 実 施 形 態 の 一 例 に お い て 、 ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ ｉ 産 物 は 標 的 遺 伝 子 の す べ て ま た
は 一 部 に 対 し て 相 同 的 で あ る 。 も う １ つ の 例 に お い て 、 ヘ ア ピ ン Ｒ Ｎ Ａ ｉ 産 物 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ で あ る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 に 近 接 し た 調 節 配 列 は 、 そ れ ら の 発 現 が 独 立 し て モ ジ ュ レ ー シ ョ
ン さ れ 、 あ る い は 時 間 的 ま た は 位 置 的 に モ ジ ュ レ ー シ ョ ン さ れ う る な ら ば 、 同 一 で あ っ て
も よ く 、 異 な っ て い て も よ い 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 特 別 な 実 施 形 態 に お い て 、 例 え ば 、 よ り 小 型 の 核 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ ） Ｕ ６ ま た は ヒ ト
Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ  Ｐ  Ｒ Ｎ Ａ  Ｈ １ に 由 来 す る Ｒ Ｎ Ａ ｐ ｏ ｌ  Ｉ Ｉ Ｉ 転 写 ユ ニ ッ ト を 含 む ベ ク タ ー
中 に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 鋳 型 を 組 み 込 む こ と に よ り 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 細 胞 内 で 転 写 さ れ る 。 ベ ク
タ ー 系 の １ 例 は GeneSuppressor(商 標 )RNA Interference kit （ Imgenexか ら 市 販 さ れ て い
る ） で あ る 。 Ｕ ６ お よ び Ｈ １ プ ロ モ ー タ ー は ｐ ｏ ｌ  Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー の タ イ プ Ｉ Ｉ Ｉ
ク ラ ス の メ ン バ ー で あ る 。 Ｕ ６ 様 プ ロ モ ー タ ー の ＋ １ ヌ ク レ オ チ ド は 常 に グ ア ノ シ ン で あ
る が 、 Ｈ １ プ ロ モ ー タ ー の ＋ １ は ア デ ノ シ ン で あ る 。 こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー の タ ー ミ ネ ー
シ ョ ン シ グ ナ ル は ５ 個 の 連 続 し た チ ミ ジ ン に よ り 定 義 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 転 写 物 を ２ つ
目 の ウ リ ジ ン の 後 ろ で 開 裂 さ せ る 。 こ の 位 置 で の 開 裂 は 、 発 現 さ れ た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 中 に ３ ’
Ｕ Ｕ オ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ さ せ 、 そ れ は 合 成 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ オ ー バ ー ハ ン グ と 類 似 で あ
る 。 長 さ ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 未 満 の 配 列 を こ れ ら の プ ロ モ ー タ ー に よ り 転 写 さ せ る こ と が
で き 、 そ れ ゆ え 、 そ れ ら は 約 ２ １ ヌ ク レ オ チ ド の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 例 え ば 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド
の Ｒ Ｎ Ａ ス テ ム ル ー プ 転 写 物 中 に 発 現 さ せ る こ と に 理 想 的 に 適 し た も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 長 時 間 の 発 現 ノ ッ ク ダ ウ ン が 必 要 な 場 合 に 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ベ ク タ ー は 合 成 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ よ り
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も 有 利 で あ る と 考 え ら れ る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞
は 安 定 で 、 長 時 間 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 阻 害 を こ う む る で あ ろ う 。 対 照 的 に 、 外 来 性 合 成 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 典 型 的 に は ７ 日 以 内 あ る い は １ ０ ラ ウ ン ド の 細 胞
分 裂 の 間 に ｍ Ｒ Ｎ Ａ サ プ レ ッ シ ョ ン か ら 回 復 す る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー の 長 時 間 の 遺
伝 子 サ イ レ ン ト 化 能 は 遺 伝 子 治 療 へ の 適 用 を 可 能 に し う る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 一 般 的 に は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 Ｄ Ｉ Ｃ Ｅ Ｒ と 呼 ば れ る Ａ Ｔ Ｐ 依 存 性 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ
り 、 よ り 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ か ら 切 断 さ れ る 。 Ｄ Ｉ Ｃ Ｅ Ｒ は ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ の Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ Ｉ Ｉ Ｉ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 細 胞 蛋 白 と と も に
集 合 し て エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 と な る 。 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ に お け る イ ン ビ ト ロ で の 研
究 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ／ 蛋 白 複 合 体 （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ｐ ） が そ の 後 Ｄ Ｉ Ｅ Ｃ Ｒ と は 異 な る エ ン ド リ ボ
ヌ ク レ ア ー ゼ を 含 む Ｒ Ｎ Ａ 誘 導 サ イ レ ン ス 化 複 合 体 （ Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ ） と 呼 ば れ る 第 ２ の 酵 素 複
合 体 に 転 移 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 鎖 に よ り コ ー ド さ れ る 配 列
を 用 い て 相 補 的 配 列 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 見 つ け て 破 壊 す る 。 か く し て ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は ガ イ ド と し て
作 用 し 、 ２ 本 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 鎖 の 一 方 に 相 補 的 な ｍ Ｒ Ｎ Ａ の み を 開 裂 す る よ う に リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ を 制 限 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に よ り 標 的 化 さ れ る べ き Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 領 域 は 、 一 般 的 に は 、 ス タ ー ト
コ ド ン の ５ ０ な い し １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 下 流 か ら 開 始 す る 所 望 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 か ら 選 択 さ れ
る 。 別 法 と し て 、 ５ ’ ま た は ３ ’ Ｕ Ｔ Ｒ お よ び ス タ ー ト コ ド ン 付 近 の 領 域 を 用 い る こ と が
で き る が 、 一 般 的 に は 避 け ら れ る 。 な ぜ な ら こ れ ら は 調 節 蛋 白 結 合 部 位 に お い て 豊 富 だ か
ら で あ る 。 Ｕ Ｔ Ｒ 結 合 蛋 白 お よ び ／ ま た は 翻 訳 開 始 複 合 体 は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ｐ ま た は Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 複 合 体 の 結 合 を 妨 害 し う る 。 選 択 さ れ た ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 関 す る 最 初 の
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 相 同 性 サ ー チ を 利 用 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し て 行 っ て 、 た
だ １ つ の 遺 伝 子 が 標 的 化 さ れ る こ と を 確 実 に す る 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 に よ る 標 的 認 識 特 異
性 は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 対 合 領 域 に 存 在 す る 単 一 の 点 突 然 変 異 が 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 分 解 を 妨 げ る
に 十 分 で あ る こ と を 示 す 。 Elbashir et al. 2001 EMBO J. 20(23):6877-88参 照 。 そ れ ゆ
え 、 所 望 遺 伝 子 を 標 的 化 す る 場 合 、 Ｓ Ｎ Ｐ 、 多 型 、 対 立 遺 伝 子 変 種 ま た は 種 特 異 的 変 化 を
う ま く 考 慮 す べ き で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 １ の 実 施 形 態 に お い て 、 完 全 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 実 験 は 正 し い 負 の 対 照 を 用 い る も
の で あ る 。 一 般 的 に は 、 負 の 対 照 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と 同 じ ヌ ク レ オ チ ド
組 成 を 有 す る が 、 ゲ ノ ム に 対 し て 有 意 な 配 列 相 同 性 を 欠 い て い る 。 典 型 的 に は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を ス ク ラ ン ブ ル し 、 相 同 性 検 索 を 行 っ て 、 そ れ が 他 の い
す れ の 遺 伝 子 と も 相 同 性 を 欠 い て い る こ と を 確 認 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ２ つ の 独 立 し た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 を 用 い て 標 的 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 を ノ ッ ク ダ ウ
ン す る こ と が で き る 。 こ の こ と は サ イ レ ン ト 化 効 果 の 特 異 性 を 制 御 す る こ と を 助 け る 。 さ
ら に 、 等 し い 濃 度 の 異 な る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 、 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド の レ ギ ュ レ ー タ ー に 関 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る
こ と に よ り 、 ２ つ の 独 立 し た 遺 伝 子 の 発 現 を 同 時 に ノ ッ ク ダ ウ ン す る こ と が で き る 。 ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ 結 合 蛋 白 の 利 用 可 能 性 は 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ア ク セ ス 可 能 性 よ り も 限 定 的 で あ る と 考 え ら
れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 典 型 的 に は 、 標 的 化 さ れ た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 領 域 は 、 １ ９ 個 （ Ｎ １ ９ ） の 残 基 の ス ペ ー サ ー 領 域
に よ り 分 け ら れ た ２ 個 の ア デ ニ ン （ Ａ Ａ ） お よ び ２ 個 の チ ミ ジ ン （ Ｔ Ｔ ） で あ る （ 例 え ば
、 Ａ Ａ （ Ｎ １ ９ ） Ｔ Ｔ ） 。 望 ま し い ス ペ ー サ ー 領 域 は 約 ３ ０ ～ ７ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 約
５ ０ ％ の Ｇ ／ Ｃ － 含 量 を 有 す る 。 配 列 Ａ Ａ （ Ｎ １ ９ ） Ｔ Ｔ が 標 的 配 列 中 に 存 在 し な い 場 合
、 別 の 標 的 領 域 は Ａ Ａ （ Ｎ ２ １ ） で あ ろ う 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ セ ン ス ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 配 列 は （ Ｎ １ ９
） Ｔ Ｔ ま た は Ｎ ２ １ に そ れ ぞ れ 対 応 す る 。 後 者 の 場 合 、 か か る 配 列 が 本 質 的 に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ
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リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 存 在 し な い な ら ば 、 セ ン ス ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 の Ｔ Ｔ へ の 変 換 を 行
う こ と が で き る 。 こ の 配 列 変 換 の 論 理 的 解 釈 は 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス ３ ’ オ ー バ ー
ハ ン グ の 配 列 組 成 に 関 し て 対 称 な ２ 本 鎖 を 生 じ さ せ る こ と で あ る 。 対 称 な ３ ’ オ ー バ ー ハ
ン グ は 、 セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス 標 的 Ｒ Ｎ Ａ － 開 裂 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ｐ の 適 切 な 等 し い 割 合 で ｓ
ｉ Ｒ Ｎ Ｐ が 形 成 さ れ る こ と を 確 実 な ら し め る こ と を 助 け る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Elbash
ir, Lendeckel and Tuschl (2001). Genes & Dev. 15: 188-200参 照 （ 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 一 体 化 さ せ る ） 。 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 の セ ン ス 配 列 の オ ー バ ー ハ ン グ の 修 飾 が 標 的 化 さ
れ た ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 認 識 に 影 響 す る と は 考 え ら れ な い 。 な ぜ な ら ア ン チ セ ン ス ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 鎖 は
標 的 認 識 を ガ イ ド す る か ら で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 別 法 と し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 適 当 な Ａ Ａ （ Ｎ ２ １ ） 配 列 を 含 ま な い 場 合 、 配 列
Ｎ Ａ （ Ｎ ２ １ ） を サ ー チ し て も よ い 。 さ ら に 、 セ ン ス 鎖 お よ び ア ン チ セ ン ス 鎖 の 配 列 を ５
’ （ Ｎ １ ９ ） Ｔ Ｔ と し て 合 成 し て も よ い 。 な ぜ な ら ア ン チ セ ン ス ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 側 の 大
部 分 の ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 特 異 性 に 貢 献 し な い か ら で あ る 。 ア ン チ セ ン ス ま た は リ ボ ザ
イ ム 法 と は 違 っ て 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ２ 次 構 造 は サ イ レ ン ス 化 に 強 く 影 響 す る と は 考 え ら れ
な い 。 Harborth, et al. (2001) J. Cell Science 114: 4557-4565参 照 （ 参 照 に よ り 本 明
細 書 に 一 体 化 さ せ る ） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 標 準 的 な 核 酸 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 、 例 え ば 、 OLIGOFECTAMINE Reagent（ Invitrogen
か ら 市 販 さ れ て い る ） を 用 い て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行
う こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 サ イ レ ン シ ン グ に 関 す る ア ッ セ イ を ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン か ら 約 ２ 日 後 に 行 う 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 の 不 存 在 下 に お い て 、 Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 サ イ レ ン ト 化 は 観 察 さ れ ず 、 野 生 型 お よ び サ イ レ ン ト 化 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 表 現 型 の 比
較 分 析 が 可 能 で あ っ た 。 特 別 な 実 施 形 態 に お い て 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト の １ つ の ウ ェ ル に
は 通 常 約 ０ ． ８ ４ μ ｇ の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 で 十 分 で あ る 。 典 型 的 に は 、 細 胞 を 前 日 に 撒 き
、 約 ５ ０ ％ 集 密 に な っ た と こ ろ で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 。 細 胞 培 地 お よ び 培 養 条 件 の
選 択 は 等 業 者 が 通 常 行 う こ と で あ り 、 細 胞 タ イ プ の 選 択 に よ り 変 更 さ れ る で あ ろ う 。 ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 効 率 は 細 胞 タ イ プ の み な ら ず 細 胞 の 継 代 数 お よ び 集 密 度 に 依 存 す る 。
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ － リ ポ ソ ー ム 複 合 体 の 形 成 時 間 お よ び 方 法 （ 例 え ば 、 倒 置 か ボ ル テ ッ ク ス か ）
も 重 要 で あ る 。 低 い ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ サ イ レ ン ト 化 の 不 成 功 の 最 大 の
原 因 で あ る 。 使 用 す る 新 た な 細 胞 系 に 関 し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 注 意 深 く 調 べ る
こ と が 必 要 で あ る 。 好 ま し い 細 胞 は 哺 乳 動 物 由 来 で あ り 、 よ り 好 ま し く は ラ ッ ト ま た は マ
ウ ス の ご と き げ っ 歯 類 由 来 で あ り 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト 由 来 で あ る 。 治 療 的 処 置 に 使 用 す
る 場 合 、 好 ま し く は 細 胞 は 自 己 由 来 の も の で あ る が 、 非 － 自 己 由 来 の 細 胞 ソ ー ス も 本 発 明
の 範 囲 内 と さ れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 対 照 実 験 に 関 し 、 ０ ． ８ ４ μ ｇ の １ 本 鎖 セ ン ス Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ サ イ レ ン ト 化 に 影 響 せ ず 、 ０ ． ８ ４ μ ｇ の ア ン チ セ ン ス  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は
、 ０ ． ８ ４ μ ｇ の ２ 本 鎖 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ と 比 較 す る と 弱 い サ イ レ ン ト 化 効 果 を 有 す る 。 対 照 実
験 は さ ら に 野 生 型 お よ び サ イ レ ン ト 化 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 表 現 型 の 比 較 分 析 を 可 能 に す る 。 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン 効 率 を 制 御 す る た め に 、 典 型 的 に は 通 常 蛋 白 の 標 的 化 を 行 う 。 例 え ば 、 ラ ミ
ン Ａ ／ Ｃ の 標 的 化 あ る い は Ｃ Ｍ Ｖ に よ り 駆 動 さ れ る Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 発 現 プ ラ ス ミ ド （ 例 え ば 、 Cl
ontechか ら 市 販 さ れ て い る ） の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 う 。 上 例 に お い て 、 イ ム ノ フ ル
オ レ ッ セ ン ス 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト あ る い は 蛋 白 発 現 ま た は 遺 伝 子 発
現 に 関 す る 他 の 類 似 の ア ッ セ イ の ご と き 方 法 に よ り 、 細 胞 中 の ラ ミ ン Ａ ／ Ｃ ノ ッ ク ダ ウ ン
の フ ラ グ メ ン ト を 翌 日 に 行 う 。 ラ ミ ン Ａ ／ Ｃ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を Santa Cruz Biotechno
logyか ら 得 た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 細 胞 中 の 標 的 化 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 豊 富 さ お よ び 半 減 期 （ ま た は タ ー ン オ ー バ
ー ） に も よ る が 、 １ ～ ３ 日 後 あ る い は そ の 後 に ノ ッ ク ダ ウ ン 表 現 型 が 明 ら か に さ れ う る 。
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Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ノ ッ ク ダ ウ ン 表 現 型 が 観 察 さ れ な い 場 合 に は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ｓ ｉ
Ｒ Ｎ Ａ ２ 本 鎖 に よ り 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 上 流 ま た は 下 流 遺 伝 子 ） が 効
果 的 に 破 壊 さ れ た か ど う か を 分 析 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン か ら ２ 日 後 、 全 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し 、 標 的 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 逆 転 写 し 、 少 な く と も
１ つ の エ キ ソ ン － エ キ ソ ン ジ ャ ン ク シ ョ ン を 変 換 す る プ ラ イ マ ー ペ ア ー を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ 増
幅 を 行 っ て プ レ － ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 増 幅 を 制 御 す る 。 非 標 的 化 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の Ｒ Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ も 対 照 と
し て 必 要 で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 効 果 的 な 枯 渇 で あ る が 検 出 で き な い 標 的 蛋 白 の 減 少 は 、 安 定
な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 蛋 白 の 大 き な リ ザ ー バ ー が 細 胞 中 に 存 在 す る こ と を 示 し う る 。 標 的 蛋 白 が 最 終
的 に 枯 渇 し て 表 現 型 が 明 ら か に さ れ う る に 至 る に は 、 十 分 に 長 い イ ン タ ー バ ル で の 複 数 回
の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン が 必 要 で あ る か も し れ な い 。 複 数 回 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 工 程
が 必 要 な 場 合 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン か ら ２ ～ ３ 日 後 に 細 胞 を 分 け る 。 分 け た 直 後 に 細 胞
を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て も よ い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 治 療 方 法 は 、 増 加 あ る い は 逸 脱 し た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 発 現 ま た は 活 性 を 補 正 す る た め の
治 療 と し て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 構 築 物 を 投 与 す る こ と を 企 図 す る 。 上 記 の ご と く 、 Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ リ ボ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 て 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト に プ ロ セ ッ シ ン グ す る か 、 あ
る い は Ｎ Ｉ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 す る 。 上 記 の ご と く 、 既 知 の 核 酸 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 法 を 用 い て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 ま た は 組 織 に 投 与 す る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 に 特 異
的 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 転 写 産 物 を 減 少 ま た は ノ ッ ク ダ ウ ン し 、 そ の こ と は
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 生 成 を 減 少 さ せ 、 細 胞 ま た は 組 織 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を
低 下 さ せ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 個 体 に お け る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 蛋 白 の 存 在 に 関 連 す る 疾 病 ま た は 症 状 の 治 療 方 法
を 包 含 し 、 該 方 法 は 、 分 解 さ れ る べ き 蛋 白 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ 該 蛋 白 を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ ） を
標 的 化 す る Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 を 個 体 に 投 与 す る こ と を 特 徴 と す る 。 特 別 な Ｒ Ｎ Ａ ｉ 構 築 物 は
ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ に プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ る ２ 本 鎖 遺 伝 子 転 写 物 を 含 む 。 治 療 に
よ り 、 標 的 蛋 白 が 産 生 さ れ な く な る か 、 あ る い は 治 療 を 行 わ な い 場 合 よ り も 産 生 の 程 度 が
低 下 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 機 能 が 既 知 表 現 型 と 相 関 関 係 を 有 し な い 場 合 、 健 康 個 体 由 来 の 細 胞 ま た
は 組 織 の 対 照 試 料 に よ り 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の リ フ ァ レ ン ス 標 準 が 提 供
さ れ る 。 説 明 し た ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ
Ａ 等 を 用 い て 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る 。 疾 病 状 態 に あ る 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト 対 象 か ら
細 胞 ま た は 組 織 の 試 料 を 採 取 す る 。 細 胞 ま た は 組 織 中 へ の 核 酸 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に
関 し て 説 明 し た 方 法 に よ り Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 細 胞 ま た は 組 織 に 投 与 す る こ と に よ っ
て こ れ ら の 細 胞 ま た は 組 織 を 処 理 し 、 説 明 し た ア ッ セ イ を 用 い て 対 象 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 変 化 を 観 察 し 、 対 照 試 料 の も の と 比 較 す る 。 こ
の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン 法 は 、 治 療 対 象 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ マ イ ナ ス （ Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ － ）
表 現 型 を 決 定 す る た め の 迅 速 法 を 提 供 す る 。 か く し て 、 治 療 対 象 試 料 中 に お い て 観 察 さ れ
た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ － 表 現 型 は 、 治 療 中 の 疾 病 状 態 の 経 過 観 察 の た め の マ ー カ ー と し て 役 立 つ 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 特 別 な 実 施 形 態 に お い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 治 療 に 用 い る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ
の 生 成 お よ び 使 用 方 法 は 等 業 者 に 知 ら れ て い る 。 方 法 の 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
Ｒ Ｎ Ａ の 生 成
　 Ｒ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー に お け る 転 写 の ご と き 既 知 方 法 を 用 い て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ （
ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） お よ び ア ン チ セ ン ス （ ａ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） を 得 る 。 最 初 の 実 験 に お い て 、 セ ン ス お
よ び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ は そ れ ぞ れ 約 ５ ０ ０ 塩 基 の 長 さ で あ る 。 得 ら れ た ｓ ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ
び ａ ｓ Ｒ Ｎ Ａ （ ０ ． ５ μ Ｍ ） を ２ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 有 す る １ ０ ｍ Ｍ  Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ
ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 中 で ９ ５ ℃ に て １ 分 間 加 熱 し 、 次 い で 、 冷 却 し 、 室 温 で １ ２ な い し １ ６
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時 間 ア ニ ー リ ン グ さ せ る 。 Ｒ Ｎ Ａ を 沈 殿 さ せ 、 溶 解 バ ッ フ ァ ー （ 下 記 ） 中 に 再 懸 濁 さ せ る
。 ア ニ ー リ ン グ を モ ニ タ ー す る た め に 、 Ｔ Ｂ Ｅ バ ッ フ ァ ー 中 の ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で Ｒ
Ｎ Ａ を 電 気 泳 動 さ せ 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム で 染 色 す る 。 例 え ば 、 Sambrook et al., Molecular
 Cloning. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, N.Y.(1989)参 照 。
【 ０ １ ２ ３ 】
溶 解 物 の 調 製
　 製 造 者 （ Ambion） の 指 示 に 従 っ て 未 処 理 ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 溶 解 物 を 集 め る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
を 溶 解 物 中 ３ ０ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 添 加 す る 。 そ の
後 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 添 加 し 、 さ ら に ６ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 続 け る 。 ２ 本 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ と ｍ Ｒ Ｎ Ａ と の モ ル 比 は 約 ２ ０ ０ ： １ で あ る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 放 射 性 標 識 し （
既 知 方 法 を 用 い て ） 、 そ の 安 定 性 を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り モ ニ タ ー す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 同 じ 条 件 で 平 行 し て 行 う 実 験 に お い て 、 ３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ を 用 い て ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 内 部 で
放 射 性 標 識 す る 。 ２ Ｘ プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ バ ッ フ ァ ー に よ り 反 応 を 停 止 さ せ 、 す で に 記 載 さ
れ て い る よ う に し て （ Tuschl et al., Genes Dev., 13: 3191-3197） 脱 蛋 白 す る 。 適 当 な
Ｒ Ｎ Ａ 標 準 を 用 い て １ ５ ％ ま た は １ ８ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 配 列 決 定 用 ゲ ル 中 で の 電 気 泳
動 に よ り 生 成 物 を 分 析 す る 。 ゲ ル を 放 射 活 性 に つ い て モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 ２ 本 鎖 Ｒ
Ｎ Ａ か ら の １ ０ な い し ２ ５ ヌ ク レ オ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ の 自 然 な 生 成 を 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 約 ２ １ ～ ２ ３ ｂ ｐ の ２ 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の バ ン ド を 溶 出 す る 。 こ れ ら の ２ １ ～ ２ ３ 量 体 Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 転 写 抑 制 の 有 効 性 を 、 各 ア ッ セ イ に つ き ５ ０ ナ ノ モ ラ ー の ２ 本 鎖 ２ １ ～ ２ ３ 量 体 を 用 い
て 上 記 と 同 じ ウ サ ギ 網 状 赤 血 球 を 用 い て イ ン ビ ト ロ に て ア ッ セ イ す る 。 次 い で 、 こ れ ら の
２ １ ～ ２ ３ 量 体 の 配 列 を 標 準 的 な 核 酸 配 列 決 定 法 を 用 い て 決 定 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
Ｒ Ｎ Ａ の 調 製
　 上 で 決 定 さ れ た 配 列 に 基 づ い て 、 Expedite RNA phosphoramidites and thymidine phos
phoramidite（ Proligo, Germany） ２ １ を 用 い て ヌ ク レ オ チ ド の Ｒ Ｎ Ａ を 化 学 合 成 す る 。
合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 脱 保 護 し 、 ゲ ル 精 製 （ Elbashir, Lendeckel, & Tuschl, Genes
 & Dev. 15, 188-200 (2001)） し 、 次 い で 、 Sep-Pak C18 cartridge（ Waters, Milford, 
Mass., USA） で 精 製 （ Tuschl, et al., Biochemistry, 32:11658-11668 (1993)） す る 。
　 こ れ ら の Ｒ Ｎ Ａ （ ２ ０ μ Ｍ ） １ 本 鎖 を ア ニ ー リ ン グ バ ッ フ ァ ー 中 、 ９ ０ ℃ で １ 分 間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 次 い で 、 ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
細 胞 培 養
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を 規 則 的 に 発 現 さ せ る た め の 当 該 分 野 に お い て 知 ら れ た 細 胞 培 養 を 、 標 準 的 条
件 を 用 い て 行 う 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２ ４ 時 間 前 に 、 約 ８ ０ ％ 集 密 に お い て 、 細 胞 を
ト リ プ シ ン 処 理 し 、 抗 生 物 質 不 含 の 新 鮮 培 地 で １ ： ５ に 希 釈 （ １ ～ ３ ｘ １ ０ ５ 個 ／ ｍ ｌ ）
し 、 ２ ４ ウ ェ ル プ レ ー ト に 移 す （ ５ ０ ０ ｍ ｌ ／ ウ ェ ル ） 。 市 販 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト を
用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 い 、 陽 性 お よ び 陰 性 対 照 を 付 し て 標 準 的 方 法 を 用 い て Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ 発 現 を モ ニ タ ー す る 。 陽 性 対 照 は 本 来 的 に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を 発 現 す る 細 胞 で あ り 、 陰 性 対
照 は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を 発 現 し な い 細 胞 で あ る 。 オ ー バ ー ハ ン グ ３ ’ を 有 す る 塩 基 対 合 し た ２ １ お
よ び ２ ２ ヌ ク レ オ チ ド の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ は 、 溶 解 物 お よ び 細 胞 培 養 に お い て 、 効 果 的 な 配 列 特
異 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 解 を 媒 介 す る 。 異 な る 濃 度 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い る 。 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 の 場
合 の イ ン ビ ト ロ で の サ プ レ ッ シ ョ ン に 効 果 的 な 濃 度 は ２ ５ ｎ Ｍ な い し １ ０ ０ ｎ Ｍ の 最 終 濃
度 で あ る 。 こ の こ と は 、 慣 用 的 な ア ン チ セ ン ス ま た は リ ボ ザ イ ム 遺 伝 子 標 的 化 実 験 に 用 い
る 濃 度 よ り も 数 オ ー ダ ー 低 い 濃 度 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ が 有 効 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 上 記 方 法 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 の 推 論 お よ び か か る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の イ オ ン ビ ト ロ
サ プ レ ッ シ ョ ン へ の 使 用 の 両 方 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 よ く 知 ら れ た イ ン ビ ボ ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン ま た は 遺 伝 子 治 療 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 法 を 用 い 、 同 じ ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て
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イ ン ビ ボ サ プ レ ッ シ ョ ン を 行 っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 、 相 同 体 ま た は 誘 導 体 、 と ハ イ
ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ま た は 相 補 的 な 単 離 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 に 関 す る 。 「 ア ン チ セ ン ス 」
核 酸 は 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 「 セ ン ス 」 核 酸 に 相 補 的 な (例 え ば 、 二 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 分
子 の コ ー ド 化 鎖 に 相 補 的 な 、 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ 配 列 に 相 補 的 な )ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
特 別 な 態 様 で は 、 少 な く と も 約 １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 、 ま た は ５ ０ ０ の ヌ ク
レ オ チ ド ま た は 全 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ コ ー ド 化 鎖 に 相 補 的 な 配 列 、 ま た は そ れ ら の 一 部 の み に を 含 む
ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の あ る Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト 、 相 同 体 、 誘 導 体 お よ び 類 似 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 、
ま た は 配 列 番 号 ２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） の あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 配 列 に 相 補 的
な ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 加 え て 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 化 鎖 の 「 コ ー ド 化 領 域 」 に 対 す る ア ン チ セ ン ス で あ る 。 用 語 「
コ ー ド 化 領 域 」 は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 に 翻 訳 す る コ ド ン を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 領 域 を 指 す
。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 化 鎖 の 「 非 コ ー ド 化 領 域 」 に 対 す る ア ン チ セ ン ス で あ る 。 用 語
「 非 コ ー ド 化 領 域 」 は 、 ア ミ ノ 酸 に 翻 訳 し な い コ ー ド 化 領 域 に 隣 接 す る ５ '配 列 お よ び ３ '
配 列 を 指 す (即 ち 、 ５ '非 翻 訳 領 域 お よ び ３ '非 翻 訳 領 域 と も 呼 ぶ )。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 明 細 書 に 開 示 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る コ ー ド 化 鎖 の 配 列 を 与 え る と 、 本
発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 を Watsonと Crickま た は Hoogsteenの 塩 基 対 の 規 則 に し た が っ て デ
ザ イ ン し 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 全 コ ー ド 化 領 域 と 相 補 的
で あ り 得 る が 、 さ ら に 好 ま し く は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ー ド 化 ま た は 非 コ ー ド 化 領 域
の 一 部 の み に 対 す る ア ン チ セ ン ス で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン
ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 開 始 部 位 を 囲 む 領 域 に 相 補 的 で あ り
得 る 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 長 さ 約 ５ 、 １ ０ 、 １ ５ 、 ２ ０ 、 ２ ５
、 ３ ０ 、 ３ ５ 、 ４ ０ 、 ４ ５ ま た は ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核
酸 を 、 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 手 順 を 用 い る 化 学 合 成 ま た は 酵 素 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 反 応 を 用
い て 構 築 し 得 る 。 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 (例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド )
は 、 天 然 に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド ま た は 分 子 の 生 物 学 的 安 定 性 を 増 加 ま た は ア ン チ セ ン ス
核 酸 と セ ン ス 核 酸 の 間 で 形 成 す る 二 本 鎖 の 物 理 的 安 定 性 を 増 加 す る よ う デ ザ イ ン し た 様 々
に 修 飾 し た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 化 学 合 成 し 得 る (例 え ば 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 誘 導 体
お よ び ア ク リ ジ ン で 置 換 し た ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し う る )。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 作 成 に 使 用 し 得 る 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド の 例 と し て 以 下 の も の を 挙 げ る
： ５ － フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ブ ロ モ ウ ラ シ ル 、 ５ － ク ロ ロ ウ ラ シ ル 、 ５ － ヨ ー ド ウ ラ シ
ル 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 キ サ ン チ ン 、 ４ － ア セ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － カ ル ボ キ シ メ チ ル ア ミ ノ
メ チ ル － ２ － チ オ ウ リ ジ ン 、 ５ － (カ ル ボ キ シ ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ウ ラ シ ル 、 ５ － カ ル ボ キ
シ メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ジ ヒ ド ロ ウ ラ シ ル 、 ベ ー タ － Ｄ － ガ ラ ク ト シ ル ク エ ノ シ
ン 、 イ ノ シ ン 、 Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、 １ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 １ － メ チ ル イ ノ シ
ン 、 ２ ,２ － ジ メ チ ル グ ア ニ ン 、 ２ － メ チ ル ア デ ニ ン 、 ２ － メ チ ル グ ア ニ ン 、 ５ － メ ト キ
シ ウ ラ シ ル 、 ３ － メ チ ル シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル シ ト シ ン 、 Ｎ ６ － ア デ ニ ン 、 ７ － メ チ ル グ
ア ニ ン 、 ５ － メ チ ル ア ミ ノ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ５ － メ ト キ シ ア ミ ノ メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ
ル 、 ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ４ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ベ ー タ － Ｄ － マ ン ノ シ ル ク エ オ シ ン 、 ５ ’ －
メ ト キ シ カ ル ボ キ シ メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ２ － メ チ ル チ オ － Ｎ ６ － イ ソ ペ ン テ ニ ル ア デ ニ ン 、
ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 (ｖ )、 ワ イ ブ ト キ ソ シ ン 、 プ ソ イ ド ウ ラ シ ル 、 ク エ オ シ ン 、 ２
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－ チ オ シ ト シ ン 、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ５ － メ チ ル ウ ラ シ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ －
オ キ シ 酢 酸 メ チ ル エ ス テ ル 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 、 ウ ラ シ ル － ５ － オ キ シ 酢 酸 (ｖ )
、 ５ － メ チ ル － ２ － チ オ ウ ラ シ ル 、 ３ － (３ － ア ミ ノ － ３ － Ｎ － ２ － カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル )
ウ ラ シ ル 、 (ａ ｃ ｐ ３ )ｗ 、 お よ び ２ 、 ６ － ジ ア ミ ノ プ リ ン 。 こ れ に 代 え て 、 ア ン チ セ ン ス
核 酸 を 、 核 酸 が ア ン チ セ ン ス の 配 向 (即 ち 、 挿 入 し た 核 酸 か ら 転 写 し た Ｒ Ｎ Ａ が 、 興 味 あ
る 標 的 核 酸 に 対 す る ア ン チ セ ン ス の 配 向 で あ り 、 以 下 の 小 節 で さ ら に 説 明 す る )に お い て
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ す る 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て 生 物 学 的 に 生 産 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 、 そ れ ら が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 細 胞
性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ お よ び ／ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ ま た は 結 合 し 、 そ れ に よ り (例
え ば 、 転 写 お よ び ／ ま た は 翻 訳 を 阻 害 す る こ と に よ り )タ ン パ ク 質 発 現 を 阻 害 す る よ う に
典 型 的 に 対 象 に 投 与 す る か 、 ま た は 組 織 で 作 成 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 安 定 な
二 本 鎖 を 形 成 す る 従 来 の ヌ ク レ オ チ ド の 相 補 性 に よ る も の で も あ り 得 る 。 ま た は 、 例 え ば
、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 に 結 合 す る ア ン チ セ ン ス 核 酸 の 場 合 に は 、 二 本 鎖 の 大 溝 で の 特 異 的 相 互 作
用 を 介 す る も の で あ り 得 る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 の 投 与 経 路 の 例 と し て 、 組 織
部 位 へ の 直 接 の 注 射 を 挙 げ る 。 こ れ に 代 え て 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 、 選 択 し た 細 胞 標
的 へ 修 飾 し そ こ で 全 身 性 に 投 与 し 得 る 。 例 え ば 、 全 身 性 投 与 の た め に 、 ア ン チ セ ン ス 分 子
を 、 選 択 し た 細 胞 表 面 上 に 発 現 す る 受 容 体 ま た は 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る よ う に (例 え ば
、 ペ プ チ ド に ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を 連 結 さ せ る こ と ま た は 細 胞 表 面 受 容 体 ま た は 抗 原 に
結 合 す る 抗 体 に よ り )修 飾 し 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 を ま た 、 本 明 細 書 に 説 明 す る ベ
ク タ ー を 用 い て 細 胞 に 送 達 し 得 る 。 十 分 な 核 酸 分 子 を 送 達 す る た め に 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸
分 子 を 強 力 な ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー ま た は ｐ ｏ ｌ Ｉ Ｉ Ｉ プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に 置 く ベ
ク タ ー 構 造 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 α － ア ノ マ ー 核 酸 分
子 で あ る 。 α － ア ノ マ ー 核 酸 分 子 は 、 相 補 的 Ｒ Ｎ Ａ と 特 異 的 二 本 鎖 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 し
、 こ れ は 通 常 の β ユ ニ ッ ト と は 反 対 で 鎖 が 互 い に 並 行 に 走 行 す る 。 例 え ば 、 Gaultier, et
 al., 1987. Nucl. Acids Res. 15: 6625-6641を 参 照 さ れ た い 。 ア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は
ま た 、 ２ '－ ｏ － メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 Inoue, et al. 1987. Nucl. Acids Re
s. 15: 6131-6148を 参 照 )ま た は キ メ ラ Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 (例 え ば 、 Inoue, et al., 1
987. FEBS Lett. 215: 327-330を 参 照 )を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 リ ボ ザ イ ム お よ び Ｐ Ｎ Ａ 部 分
　 核 酸 の 修 飾 は 、 非 限 定 的 な 例 と し て 、 修 飾 し た 塩 基 、 お よ び 糖 リ ン 酸 主 鎖 を 修 飾 ま た は
誘 導 し た 核 酸 を 挙 げ る 。 こ れ ら の 修 飾 を 少 な く と も 部 分 的 に 行 い 、 例 え ば 対 象 へ の 治 療 応
用 に お い て 核 酸 へ 結 合 す る ア ン チ セ ン ス と し て 使 用 し 得 る よ う に 修 飾 し た 核 酸 の 化 学 的 安
定 性 を 増 強 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 １ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 核 酸 は リ ボ ザ イ ム で あ る 。 リ ボ ザ イ ム は 、 そ
れ ら が 相 補 的 領 域 を 有 す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の よ う な 一 本 鎖 核 酸 を 切 断 す る 能 力 の あ る リ ボ ヌ ク レ
ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 活 性 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 従 っ て 、 リ ボ ザ イ ム (例 え ば 、 Haselhoff
 and Gerlach 1988. Nature 334: 585-591に 記 載 さ れ て い る よ う な ハ ン マ ー ヘ ッ ド リ ボ ザ
イ ム )を 使 用 し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 触 媒 的 に 切 断 し 、 そ れ に よ り Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 阻 害 し 得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を コ ー ド す る 核 酸 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る リ ボ ゾ
ー ム は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (即 ち 、 配 列 番 号
２ ｎ － １ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） )に 基 づ い て デ ザ イ ン し 得 る 。 例 え ば 、 そ の 中 で
活 性 部 位 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 中 で 切 断 し 得 る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 相 補 的 で あ る TetrahymenaＬ － １ ９ Ｉ Ｖ Ｓ  Ｒ Ｎ Ａ の 誘 導 体 を 構 築 し 得 る 。 例 え ば
、 Cech, et al.の 米 国 特 許 第 ４ ,９ ８ ７ ,０ ７ １ 号 お よ び Cech, et al.の 米 国 特 許 第 ５ ,１
１ ６ ,７ ４ ２ 号 を 参 照 さ れ た い 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を ま た 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の プ ー ル か ら 特 異
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的 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る 触 媒 Ｒ Ｎ Ａ を 選 択 す る の に 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 Bartel
 et al., (1993) Science 261:1411-1418を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 一 方 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 発 現 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 の 調 節 領 域 (例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ プ ロ モ ー タ
ー お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン サ ー )に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 と す る こ と で 阻 害 し
、 標 的 細 胞 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 転 写 を 阻 止 す る ト リ プ ル ヘ リ カ ル 構 造 を 形 成 し 得 る 。 例
え ば 、 Helene, 1991. Anticancer Drug Des. 6: 569-84; Helene, et al. 1992. Ann. N.
Y. Acad. Sci. 660: 27-36; Maher, 1992. Bioassays 14: 807-15を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 を 塩 基 部 分 、 糖 部 分 、 ま た は リ ン 酸 骨 格 部 分 に
お い て 修 飾 し 、 例 え ば 、 分 子 の 安 定 性 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 溶 解 度 を 改 善 し 得
る 。 例 え ば 、 核 酸 の デ オ キ シ リ ボ ー ス リ ン 酸 骨 格 を 修 飾 し て 、 ペ プ チ ド 核 酸 を 生 成 し 得 る
。 例 え ば 、 Hyrup, et al., 1996. Bioorg Med Chem 4: 5-23を 参 照 さ れ た い 。 本 明 細 書 に
お い て 使 用 す る 用 語 「 ペ プ チ ド 核 酸 」 ま た は 「 Ｐ Ｎ Ａ 」 は 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス リ ン 酸 骨 格
を 擬 似 ペ プ チ ド 骨 格 で 置 換 し 、 ４ 個 の 核 酸 塩 基 の み を 保 持 す る 核 酸 模 倣 体 (例 え ば Ｄ Ｎ Ａ
模 倣 体 )を 指 す 。 Ｐ Ｎ Ａ の 中 性 骨 格 は 、 低 イ オ ン 強 度 の 条 件 下 で Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ へ の
特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る こ と を 示 す 。 Ｐ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー の 合 成 を 、 Hy
rup, et al., 1996. supra; Perry-O'Keefe, et al., 1996. Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 93: 14670-14675に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 標 準 固 相 ペ プ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ー ル を 用 い
て 実 施 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の Ｐ Ｎ Ａ を 治 療 的 応 用 お よ び 診 断 的 応 用 に 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ を 、 例
え ば 転 写 ま た は 翻 訳 停 止 を 誘 導 す る こ と ま た は 複 製 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 発 現 の
配 列 特 異 的 調 整 の た め の ア ン チ セ ン ス ま た は 抗 原 薬 剤 と し て 使 用 し 得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の Ｐ Ｎ
Ａ は ま た 、 例 え ば 、 遺 伝 子 中 の 単 塩 基 対 変 異 の 分 析 (例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｒ 固 定 を 指 示 す る Ｐ Ｎ
Ａ ； 他 の 酵 素 、 例 え ば 、 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ 、 と の 組 合 せ で 使 用 し 得 る 人 工 的 制 限 酵 素 と し
て (Hyrup, et al., 1996.supraを 参 照 )； ま た は Ｄ Ｎ Ａ 配 列 お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の プ ロ ー ブ ま た は プ ラ イ マ ー と し て (Hyrup, et al., 1996, supra; Perry-O'Keefe, et
 al., 1996. supraを 参 照 ))に も 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の Ｐ Ｎ Ａ を 修 飾 し て 、 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ に 親 油 性 な ま
た は 他 の 補 助 的 な 基 を Ｐ Ｎ Ａ に 結 合 す る こ と に よ り 、 Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 生 成 に よ り
、 ま た は リ ポ ソ ー ム ま た は 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 他 の 薬 剤 送 達 技 術 の 使 用 に よ り そ れ ら
の 安 定 性 ま た は 細 胞 へ の 取 り 込 み を 増 強 し 得 る 。 例 え ば 、 Ｐ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ の 有 益 な 性 質 を
結 合 し 得 る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の Ｐ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ を 生 成 し 得 る 。 か か る キ メ ラ は 、 Ｄ Ｎ Ａ 認 識
酵 素 (例 え ば 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ  Ｈ お よ び Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ )が Ｄ Ｎ Ａ 部 分 と 相 互 作 用 し 、 一
方 で Ｐ Ｎ Ａ 部 分 が 結 合 高 親 和 性 お よ び 結 合 高 特 異 性 を 提 供 す る こ と を 可 能 に す る 。 Ｐ Ｎ Ａ
－ Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ は 、 塩 基 結 合 、 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 間 の 結 合 数 お よ び 配 向 に つ い て 選 択 し た
適 当 な 長 さ の リ ン カ ー を 使 用 し て 結 合 し 得 る (Hyrup, et al., 1996. supraを 参 照 )。 Ｐ Ｎ
Ａ － Ｄ Ｎ Ａ キ メ ラ の 合 成 を 、 Hyrup, et al., 1996. supra お よ び  Finn, et al., 1996. 
Nucl Acids Res 24: 3357-3363に 記 載 の よ う に 実 施 し 得 る 。 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 鎖 を 、 標 準 ホ
ス ホ ラ ミ ダ イ ト カ ッ プ リ ン グ 化 学 反 応 を 使 用 し て 固 相 支 持 体 上 で 合 成 し 得 る 。 そ し て 修 飾
し た ヌ ク レ オ シ ド 類 似 体 、 例 え ば 、 5'-(4-メ ト キ シ ト リ チ ル )ア ミ ノ -5'-デ オ キ シ チ ミ ジ
ン ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト を Ｐ Ｎ Ａ と Ｄ Ｎ Ａ の ５ '末 端 間 で 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 Mag, et al., 
1989. Nucl Acid Res 17: 5973-5988を 参 照 さ れ た い 。 次 い で 、 Ｐ Ｎ Ａ モ ノ マ ー を 段 階 的
に カ ッ プ リ ン グ し 、 ５ 'Ｐ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト お よ び ３ 'Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 有 す る キ メ ラ 分 子
を 生 成 す る 。 例 え ば 、 Finn, et al., 1996. supraを 参 照 さ れ た い 。 こ れ に 代 え て 、 キ メ
ラ 分 子 を ５ 'Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト お よ び ３ 'Ｐ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト で 合 成 す る こ と も で き る 。 例 え
ば 、 Petersen, et al., 1975. Bioorg. Med. Chem. Lett. 5: 1119-11124を 参 照 さ れ た い
。
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【 ０ １ ４ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ペ プ チ ド の よ う な 添 付 群 (例 え ば 、 イ ン ビ
ボ に お い て 宿 主 細 胞 レ セ プ タ ー を 標 的 と す る た め )、 ま た は 細 胞 膜 (例 え ば 、 Letsinger, e
t al., 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 6553-6556; Lemaitre, et al., 1987
. Proc. Natl. Acad. Sci. 84: 648-652; Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ８ ８ ／ ０ ９ ８ １ ０ を 参 照 )
ま た は 血 液 脳 関 門 (例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ８ ９ ／ １ ０ １ ３ ４ を 参 照 )を 横 切 る 輸 送 を
促 進 す る 薬 剤 を 含 み 得 る 。 加 え て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発
性 切 断 剤 (例 え ば 、 Krol, et al., 1988. BioTechniques 6:958-976を 参 照 )ま た は 挿 入 剤 (
例 え ば 、 Zon, 1988. Pharm. Res. 5: 539-549を 参 照 )で 修 飾 し 得 る 。 こ の 目 的 の た め に 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 性 架 橋 剤 、 輸 送
剤 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 誘 発 性 切 断 剤 等 と 複 合 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 に 従 う ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 が 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） に お
い て 提 供 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発
明 は ま た 、 そ の 任 意 の 残 基 が 、 配 列 番 号 ２ ｎ （ ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る ） に 示 す 対 応 す
る 残 基 か ら 変 換 し 得 る 一 方 で 、 そ の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 お よ び 生 理 機 能 を 保 持 す る タ ン パ ク 質 、
ま た は そ れ ら の 機 能 的 フ ラ グ メ ン ト を 依 然 コ ー ド す る 変 異 タ ン パ ク 質 ま た は 変 種 タ ン パ ク
質 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 一 般 に 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 様 機 能 を 保 持 す る あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 変 異 体 は 、 配 列 中 の 特 定 部 位 の 残 基 を
他 の ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る 任 意 の 変 異 体 を 含 み 、 親 タ ン パ ク 質 の ２ 個 の 残 基 間 に も う 一 残 基
ま た は 複 数 残 基 を 挿 入 す る 可 能 性 な ら び に 親 配 列 か ら １ 個 ま た は そ れ 以 上 の 残 基 を 欠 失 す
る 可 能 性 を さ ら に 含 む 。 任 意 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 挿 入 ま た は 欠 失 を 本 発 明 に 包 含 す る 。 好
ま し い 状 況 で は 、 置 換 は 上 で 定 義 し た 保 存 的 置 換 で あ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 は 、 単 離 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の 生 物 活 性 部 分 、 ま た は
そ れ ら の 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 、 ま た は 相 同 体 に 関 す る 。 ま た 、 抗 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体
産 生 用 の 免 疫 源 と し て の 使 用 に 適 当 な ポ リ ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト も 提 供 し 得 る 。 一 つ の 実
施 形 態 で は 、 細 胞 ま た は 組 織 供 給 源 か ら 標 準 タ ン パ ク 質 精 製 技 術 を 使 用 す る 適 当 な 精 製 ス
キ ー ム に よ り 天 然 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 単 離 し 得 る 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ タ ン パ ク 質 を 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り 生 産 す る 。 組 換 え 発 現 に 代 え て 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 、 標 準 ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 使 用 し て 化 学 的 に 合 成 し 得 る
。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 「 単 離 」 ま た は 「 精 製 」 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 活 性 部 分 は
、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 由 来 す る 細 胞 供 給 源 ま た は 組 織 供 給 源 の 細 胞 性 物 質 ま た は 他 の 混
入 タ ン パ ク 質 を 実 質 的 に 含 ま ず 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 し た と 際 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化
学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 。 「 細 胞 性 物 質 が 実 質 的 に 含 ま れ て い な い 」 と い う 用 語 は 、 タ
ン パ ク 質 を 単 離 ま た は 組 換 え 的 に 生 産 し た 元 の 細 胞 の 細 胞 成 分 か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し た
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 標 本 を 含 む 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 「 細 胞 原 料 が 実 質 的 に 含 ま れ て
い な い 」 と い う 用 語 は 、 約 ３ ０ ％ (乾 燥 重 量 比 )未 満 の 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 (こ こ で は 「
混 入 タ ン パ ク 質 」 と も 言 う )、 さ ら に 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ 未 満 の 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、
な お さ ら に 好 ま し く は 約 １ ０ ％ 未 満 の 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 約 ５
％ 未 満 の 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 有 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 標 本 を 含 む 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン
パ ク 質 ま た は そ れ ら の 生 物 活 性 部 分 を 組 換 え 的 に 生 産 す る 際 に は 、 そ れ は ま た 、 好 ま し く
は 培 地 を 実 質 的 に 含 ま ず 、 即 ち 、 培 地 は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 標 本 の 容 積 の 約 ２ ０ ％ 未 満 、
さ ら に 好 ま し く は 約 １ ０ ％ 未 満 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ５ ％ 未 満 を 表 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 「 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 と い う 用 語 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン
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パ ク 質 の 標 本 を 含 み 、 こ こ で タ ン パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 の 合 成 に 関 与 す る 化 学 的 前 駆 体 ま
た は 他 の 化 学 物 質 か ら 分 離 す る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 「 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物
質 を 実 質 的 に 含 ま な い 」 と い う 用 語 は 、 約 ３ ０ ％ 未 満 (乾 燥 重 量 比 )の 化 学 的 前 駆 体 ま た は
非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 化 学 物 質 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 化
学 物 質 、 な お さ ら に 好 ま し く は 約 １ ０ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 化 学 物 質 、
お よ び 最 も 好 ま し く は 約 ５ ％ 未 満 の 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 化 学 物 質 を 有 す る Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 標 本 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 全 長 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 よ り 少 な い ア
ミ ノ 酸 を 含 有 し Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 つ の 活 性 を 示 す Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 (例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ｎ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )に 十 分 相 同 な
ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 )に 由 来
す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド を 含 む 。 典 型 的 に 、 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 つ の 活 性 を 有 す る ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ を 含 む 。 あ る Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 は 、 例 え ば １ ０ 、 ２ ５ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ ま た は そ れ 以
上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 長 さ の ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。
　 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 の 他 の 領 域 が 欠 失 し た 他 の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 、 組 換 え 技 術 で
調 製 し そ し て 天 然 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 機 能 活 性 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 に つ い て 評 価 し
得 る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の
整 数 で あ る )に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 他 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、
配 列 番 号 ２ ｎ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )に 実 質 的 に 相 同 で あ り 、 配 列 番 号 ２ ｎ
(こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )の タ ン パ ク 質 の 機 能 活 性 を 保 持 す る が 、 な お 以 下 に
詳 述 す る よ う に 天 然 の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 体 ま た は 変 異 に 因 り ア ミ ノ 酸 配 列 を 異 に す る 。 従
っ て 、 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ (こ こ で 、 ｎ は １
～ １ ２ の 整 数 で あ る )の ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 約 ４ ５ ％ 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、
配 列 番 号 ２ ｎ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 機 能 活 性 を 保
持 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ２ 個 ま た は そ れ 以 上 の 配 列 間 の 相 同 性 の 測 定
　 ２ 個 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は ２ 個 の 核 酸 の 相 同 性 の 割 合 を 測 定 す る た め に 、 配 列 を 至 適 な
比 較 目 的 で ア ラ イ ン メ ン ト (例 え ば 、 ギ ャ ッ プ を 、 ２ 番 目 の ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 と 至
適 な ア ラ イ ン メ ン ト に な る よ う に 第 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 核 酸 配 列 の 中 に 入 れ 得 る )。
対 応 す る ア ミ ノ 酸 部 位 ま た は 核 酸 部 位 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 次 い で
比 較 す る 。 第 １ の 配 列 の 部 位 を 、 第 ２ の 配 列 の 対 応 す る 部 位 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ
ク レ オ チ ド に よ り 占 め る と 、 両 分 子 は そ の 部 位 に お い て 相 同 で あ る (即 ち 、 本 明 細 書 に お
い て 使 用 す る よ う に 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 の 「 相 同 性 」 は ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 の 「 同 一 性
」 と 同 等 で あ る )。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 核 酸 配 列 の 相 同 性 を 、 ２ 個 の 配 列 間 の 同 一 性 の 程 度 と し て 測 定 し 得 る 。 相 同 性 は 、 Ｇ Ｃ
Ｇ プ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ に 提 供 さ れ る Ｇ Ａ Ｐ ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 、 当 該 分 野 に お い て 公
知 の コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 測 定 し 得 る 。 Needleman and Wunsch, 1970. J 
Mol Biol 48: 443-453を 参 照 さ れ た い 。 以 下 の セ ッ テ ィ ン グ ： Ｇ Ａ Ｐ 生 成 ペ ナ ル テ ィ ー ５
． ０ ま た は Ｇ Ａ Ｐ 伸 長 ペ ナ ル テ ィ ー ０ ． ３ で 、 Ｇ Ｃ Ｇ  Ｇ Ａ Ｐ ソ フ ト ウ エ ア を 使 用 し て 、
上 述 の 類 似 核 酸 配 列 の コ ー ド 化 領 域 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数
で あ る )に 示 す Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の Ｃ Ｄ Ｓ (コ ー ド 化 )部 分 と 好 ま し く は 少 な く と も ７ ０ ％ 、 ７ ５
％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ９ ８ ％ 、 ま た は ９ ９ ％ の 同 一 性 の 程 度 を 示 す 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 用 語 「 配 列 同 一 性 」 は 、 ２ 個 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 が 比 較 の 特
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定 領 域 に 亘 っ て 残 基 毎 に 同 一 で あ る 程 度 を 指 す 。 用 語 「 配 列 同 一 性 の 百 分 率 」 を 、 比 較 の
領 域 に 亘 っ て 至 適 に ア ラ イ ン メ ン ト し た ２ 個 の 配 列 を 比 較 し 、 一 致 部 位 の 数 を 求 め 同 一 の
核 酸 塩 基 (例 え ば 、 核 酸 の 場 合 に は 、 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ 、 Ｇ 、 Ｕ 、 ま た は Ｉ )が 両 方 の 配 列 中 に 存
在 す る 部 位 数 を 測 定 し て 、 一 致 部 位 の 数 を 比 較 領 域 の 部 位 の 総 数 (即 ち 、 ウ イ ン ド ウ サ イ
ズ )で 除 し 、 商 を １ ０ ０ 倍 し て 、 配 列 同 一 性 の 百 分 率 を 得 る こ と に よ り 計 算 し う る 。 本 明
細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 実 質 的 同 一 性 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 性 を 意 味 す る
。 こ こ で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 比 較 領 域 に 亘 っ て 標 準 配 列 と 比 較 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の
配 列 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も ８ ５ ％ の 配 列 同 一 性 、 お よ び し ば し ば ９ ０ ～ ９ ５ ％ の
配 列 同 一 性 、 さ ら に 通 常 に は 少 な く と も ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質
　 本 発 明 は ま た 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 明 細 書
に お い て 使 用 す る よ う に 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 「 キ メ ラ タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 融 合 タ ン パ ク 質 」
は 、 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド に 作 動 し 得 る よ う に 連 結 し た あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 含
む 。 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 配 列 番 号 ２ ｎ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )の
あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 一 方 で 、 「
非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 相 同 で な い タ ン パ ク 質 に 対
応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 異 な り 同 一 ま
た は 異 な る 生 物 由 来 で あ る タ ン パ ク 質 を 指 す 。 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 内 で は 、 Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド は あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 全 部 ま た は 一 部 に 対 応 し 得 る 。 一 つ の 実 施
形 態 で は 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 は あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 つ の 生
物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 含 む 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、
あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 二 つ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 含 む 。 な お も う 一 つ
の 実 施 形 態 で は 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 少 な く と も
三 つ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 含 む 。 融 合 タ ン パ ク 質 内 で は 、 用 語 「 作 動 し 得 る よ う に 連
結 し た 」 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド が お 互 い に イ ン フ レ ー
ム で 融 合 し て い る こ と を 示 す も の と す る 。 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ
チ ド の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に 融 合 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ
こ で Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 が Ｇ Ｓ Ｔ (グ ル タ チ オ ン Ｓ 転 移 酵 素 )の Ｃ 末 端 に 融 合 す る 。 そ の よ う な 融
合 タ ン パ ク 質 は 、 組 換 え Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 を 容 易 に し 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 そ の Ｎ 末 端 に 異 種 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 有
す る あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 で あ る 。 特 定 の 宿 主 細 胞 (例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 )に お
い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 お よ び ／ ま た は 分 泌 を 異 種 シ グ ナ ル 配 列 の 使 用 を 介 し て 増 強 し 得 る
。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン
パ ク 質 で あ る 。 こ こ で Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
由 来 の 配 列 と 融 合 し て い る 。 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 医 薬
組 成 物 中 に 組 み 入 れ 、 対 象 に 投 与 し 、 細 胞 上 で の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ リ ガ ン ド と あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ
ク 質 と の 相 互 作 用 を 阻 害 し 、 そ れ に よ り イ ン ビ ボ で の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 仲 介 性 の 情 報 伝 達 を 抑 制 し
得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 使 用 し て 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ と 同 種 の リ ガ
ン ド の 生 物 学 的 利 用 性 に 影 響 を 及 ぼ し 得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ リ ガ ン ド ／ Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 相 互 作 用 の 阻 害
は 、 増 殖 お よ び 分 化 障 害 の 処 置 な ら び に 細 胞 生 存 を 調 整 (例 え ば 増 強 ま た は 阻 害 )の た め に
治 療 上 有 用 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ － 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 タ ン パ ク 質 を 使
用 し て 、 対 象 中 で 抗 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 を 生 産 し 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ リ ガ ン ド を 精 製 し 、 そ し て ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 分 子
を 同 定 し 得 る 。
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【 ０ １ ５ ６ 】
　 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ キ メ ラ タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 標 準 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に
よ り 生 産 し 得 る 。 例 え ば 、 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 、
例 え ば 、 連 結 の た め の 平 滑 末 端 化 ま た は 互 い 違 い 末 端 を 用 い る こ と 、 適 切 な 末 端 を 提 供 す
る た め の 制 限 酵 素 に よ る 切 断 、 適 切 に 粘 着 末 端 の 充 填 、 望 ま し く な い 結 合 を 防 止 す る た め
の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 処 理 、 お よ び 酵 素 的 結 合 な ど の 従 来 の 方 法 に し た が っ て イ ン フ
レ ー ム で 一 緒 に 連 結 す る 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 融 合 遺 伝 子 を 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 を
含 む 従 来 の 技 術 に よ り 合 成 し 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 を 、
２ 個 の 連 続 す る 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト 間 で 相 補 的 な オ ー バ ー ハ ン グ を 生 じ る ア ン カ ー プ ラ イ
マ ー を 用 い て 行 い 、 そ れ ら を 引 き 続 い て ア ニ ー ル し 、 再 増 幅 し て 、 キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 生
成 し 得 る (例 え ば 、 Ausubel, et al. (eds.) CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, 
John Wiley & Sons, 1992を 参 照 )。 さ ら に 、 融 合 部 分 を 既 に コ ー ド す る 多 く の 発 現 ベ ク タ
ー (例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ ポ リ ペ プ チ ド )が 市 販 さ れ て い る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を コ ー ド す る 核 酸 を 、 融 合
部 分 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に イ ン フ レ ー ム で 結 合 す る よ う に 、 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー の
中 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト
　 本 発 明 は ま た 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ア ゴ ニ ス ト (即 ち 、 ミ メ テ ィ ク ス )ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ア ン タ ゴ ニ ス
ト の い ず れ か と し て 機 能 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 を 含 む 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の
変 異 体 は 、 突 然 変 異 (例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 点 突 然 変 異 ま た は 切 断 )に よ り 生 成 し
得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の ア ゴ ニ ス ト は 、 天 然 に 存 在 す る 形 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 実
質 的 に 同 一 な 生 物 学 的 諸 活 性 ま た は そ の サ ブ セ ッ ト を 保 持 す る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の ア
ゴ ニ ス ト は 、 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 含 む 、 細 胞 の 情 報 伝 達 カ ス ケ ー ド の 下 流 ま た
は 上 流 メ ン バ ー に 拮 抗 的 に 結 合 す る こ と に よ り 、 天 然 に 存 在 す る 形 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質
の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 活 性 を 阻 害 し 得 る 。 従 っ て 、 特 異 的 な 生 物 学 的 作 用 を 、 限 定 さ れ
た 機 能 を 有 す る 変 異 体 で の 処 置 に よ り 発 揮 す る こ と が で き る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 天 然
に 存 在 す る 形 の タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 活 性 の サ ブ セ ッ ト を 有 す る 変 異 体 に よ る 対 象 の 処 置
は 、 天 然 に 存 在 す る 形 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に よ る 処 置 と 比 べ て 対 象 に お け る 副 作 用 が よ
り 少 な い 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ア ゴ ニ ス ト (即 ち ミ メ テ ィ ッ ク )ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ア ン タ ゴ ニ ス ト の ど ち ら か と し
て 機 能 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 突 然 変 異 体 (例 え ば 切
断 突 然 変 異 体 )の 組 換 え ラ イ ブ ラ リ ー を Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ
ス ト 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 し 得 る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ 変 異 体 の 変 化 に 富 む ラ イ ブ ラ リ ー を 、 核 酸 レ ベ ル で の 組 換 え （ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ） 変
異 誘 発 に よ っ て 生 成 し 、 そ し て 変 化 に 富 む 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り コ ー ド す る 。 Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 変 異 体 の 変 化 に 富 む ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 潜 在 的 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 の 縮 重 し た セ ッ ト が
個 別 の ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 可 能 で あ る よ う に 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 混 合 物 を 遺
伝 子 配 列 に 酵 素 的 に 連 結 す る こ と に よ り 、 ま た は こ れ に 代 え て 、 そ の 中 に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 の
セ ッ ト を 含 有 す る さ ら に 大 き い 融 合 タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー 用 に )の セ
ッ ト と し て 、 生 成 し 得 る 。 縮 重 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 潜 在 的 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 変 異 体 の
ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 生 成 し 得 る 種 々 の 方 法 が あ る 。 縮 重 遺 伝 子 配 列 の 化 学 合 成 を 自 動
Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 に よ り 行 い 、 次 い で 、 合 成 遺 伝 子 を 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 内 に 連 結 し 得 る 。 遺
伝 子 の 縮 重 セ ッ ト の 使 用 は 、 潜 在 的 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 の 所 望 の セ ッ ト を コ ー ド す る 配 列 の 全 て
の 、 一 つ の 混 合 物 の 提 供 を 可 能 に す る 。 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 方 法 は 当 該 分
野 内 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Narang, 1983. Tetrahedron 39: 3; Itakura, et al.
, 1984. Annu. Rev. Biochem. 53: 323; Itakura, et al., 1984. Science 198: 1056; I
ke, et al., 1983. Nucl. Acids Res. 11: 477を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー
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　 加 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 配 列 の フ ラ グ メ ン ト ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 変 異 体 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び そ れ に 続 く 選 択 の た め に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ フ ラ グ
メ ン ト の 変 化 に 富 む 集 団 を 生 成 し 得 る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 コ ー ド 化 配 列 フ ラ グ メ ン ト
の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ コ ー ド 化 配 列 の 二 本 鎖 Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 を 、 ニ ッ キ ン グ が 分 子
あ た り た っ た 約 １ 回 生 じ る 条 件 で ヌ ク レ ア ー ゼ 処 置 し 、 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 変 性 さ せ 、 Ｄ Ｎ Ａ
を 異 な る ニ ッ キ ン グ 産 物 由 来 の セ ン ス ／ ア ン チ セ ン ス 対 を 含 み 得 る 二 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ を 形 成 し
、 Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ の 処 理 で 再 生 成 し た 二 重 ら せ ん か ら 単 鎖 部 分 を 除 去 し 、 そ し て 得 ら れ
た フ ラ グ メ ン ト ラ イ ブ ラ リ ー を 発 現 ベ ク タ ー に 連 結 す る こ と に よ り 、 生 成 し 得 る 。 こ の 方
法 に よ っ て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 種 々 の サ イ ズ の Ｎ 末 端 ま た は 内 部 フ ラ グ メ ン ト を コ ー
ド す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 誘 導 し 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 点 突 然 変 異 ま た は 切 断 に よ り 作 成 し た 組 換 え （ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ） ラ イ ブ ラ リ ー の 遺 伝
子 産 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 、 お よ び 選 択 し た 性 質 を 有 す る 遺 伝 子 産 物 の た め に ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 種 々 の 技 術 は 、 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 か か る
技 術 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 組 換 え （ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ） 突 然 変 異 誘 発 に よ り 生 成 し た
遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー の 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ に 適 用 可 能 で あ る 。 大 き な 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ
ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト 分 析 に 適 用 可 能 な 最 も 広 く 使 用 す る 技 術 は 、 遺
伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 複 製 可 能 な 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し 、 得 ら れ た ベ ク タ ー ラ イ ブ
ラ リ ー で 適 切 な 細 胞 を 形 質 転 換 す る こ と 、 そ し て 、 所 望 の 活 性 の 検 出 が そ の 生 産 物 を 検 出
す る 遺 伝 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 単 離 を 容 易 す る 条 件 で 、 組 換 え （ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ）
遺 伝 子 を 発 現 す る こ と を 典 型 的 に 含 む 。 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 機 能 的 変 異 の 頻 度 を 増 大 す る 新
し い 技 術 で あ る 繰 り 返 し ア ン サ ン ブ ル 変 異 誘 発 (Ｒ Ｅ Ｍ )を ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ と 組 み
合 わ せ て 使 用 し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 変 異 体 を 同 定 し 得 る 。 例 え ば 、 Arkin and Yourvan, 1992. P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 7811-7815; Delgrave, et al., 1993. Protein Enginee
ring 6:327-331を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 抗 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 抗 体 は 本 発 明
に 含 ま れ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 抗 体 」 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 お よ び 免 疫
グ ロ ブ リ ン (Ｉ ｇ )分 子 の 免 疫 学 的 に 活 性 な 部 分 、 即 ち 、 抗 原 に 特 異 的 に 結 合 す る (と 免 疫
学 的 に 反 応 す る )抗 原 結 合 部 位 を 含 有 す る 分 子 を 指 す 。 か か る 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 単 鎖 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '  お よ び Ｆ ( ａ ｂ ' ) 2 フ ラ グ メ ン ト
な ら び に Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー が 挙 げ る が 、 こ れ ら に 限 定 し な い 。 一 般 に 、 ヒ ト か ら 得
る 抗 体 分 子 は 、 Ｉ ｇ Ｇ 、 Ｉ ｇ Ｍ 、 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｅ お よ び Ｉ ｇ Ｄ の ク ラ ス の い ず れ か に 関 し
、 こ れ ら は 分 子 中 に 存 在 す る Ｈ 鎖 の 性 質 に よ り お 互 い に 異 な る 。 特 定 の ク ラ ス は 、 Ｉ ｇ Ｇ

1 、 Ｉ ｇ Ｇ 2 お よ び そ の 他 の よ う な 、 サ ブ ク ラ ス を 同 様 に 有 す る 。 さ ら に 、 ヒ ト に お い て 、
Ｌ 鎖 は 、 ｋ 鎖 ま た は λ 鎖 で あ り 得 る 。 本 明 細 書 に お け る 抗 体 へ の 参 照 は 、 ヒ ト 抗 体 種 の 全
て の そ の よ う な ク ラ ス 、 サ ブ ク ラ ス お よ び タ イ プ へ の 参 照 を 含 む 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 抗 原 と し て 使 用 す る こ と を 意 図 し た 本 発 明 の 単 離 タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 部 分 ま た は フ
ラ グ メ ン ト を 免 疫 源 と し て 使 用 し ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 の 標 準 的
技 術 を 使 用 し 、 抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 成 し 得 る 。 全 長 の タ ン パ ク 質 を 使 用
し 得 る が 、 ま た は こ れ に 代 え て 、 本 発 明 は 、 免 疫 源 と し て 使 用 す る た め の 抗 原 の 抗 原 性 ペ
プ チ ド フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 抗 原 性 ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 、 配 列 番 号 ２ ｎ (こ こ で
、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 の よ う な 全 長 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配
列 の 少 な く と も ６ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 そ し て ペ プ チ ド に 対 し て 育 成 し た 抗 体 が 、 エ
ピ ト ー プ を 含 有 す る 全 長 タ ン パ ク 質 ま た は 任 意 の フ ラ グ メ ン ト と 特 異 的 な 免 疫 複 合 体 を 形
成 す る よ う そ の エ ピ ト ー プ を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 少 な く と も １ ０
個 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は 少 な く と も １ ５ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は 少 な く と も ２ ０ 個 の
ア ミ ノ 酸 残 基 、 ま た は 少 な く と も ３ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 抗 原 性 ペ プ チ ド に よ り 包
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含 す る 好 ま し い エ ピ ト ー プ は 、 表 面 に 局 在 す る タ ン パ ク 質 領 域 で あ り ； こ れ ら は 通 常 親 水
性 領 域 で あ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 抗 原 性 ペ プ チ ド に よ り 包 含 さ れ る 少 な く と も 一 つ の
エ ピ ト ー プ は 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 に 局 在 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 領 域 、 例 え ば 、 親 水 性 領 域 で あ る 。
ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 配 列 の 疎 水 性 分 析 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド の ど の 領 域 が 特 に 親
水 性 で あ り 、 し た が っ て 抗 体 生 産 を 目 標 と す る た め に 有 用 な 表 面 残 基 を コ ー ド す る 可 能 性
が 高 い か を 示 す 。 抗 体 生 産 を 目 標 と す る た め の 手 段 と し て 、 親 水 性 お よ び 疎 水 性 領 域 を 示
す ハ イ ド ロ パ シ ー プ ロ ッ ト を 、 例 え ば 、 ど ち ら も フ ー リ エ 変 換 を 用 い る か ま た は 用 い な い
で 、 Kyte Doolittleま た は Hopp Woods方 法 を 含 む 当 該 分 野 に お い て 周 知 の 任 意 の 方 法 で 生
成 し 得 る 。 例 え ば 、 Hopp and Woods, 1981, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 78: 3824-3828;
 Kyte and Doolittle 1982, J. Mol. Biol. 157: 105-142(い ず れ も 全 体 的 な 出 典 明 示 に
よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る )を 参 照 さ れ た い 。 抗 原 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 誘 導 体 、 フ ラ
グ メ ン ト 、 類 似 体 ま た は 相 同 体 内 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ド メ イ ン に 特 異 的 で あ る 、 抗 体
は ま た 、 本 明 細 書 に お い て 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 用 語 「 エ ピ ト ー プ 」 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は Ｔ 細 胞 受 容 体 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 全
て の タ ン パ ク 質 決 定 基 (部 位 ） が 含 ま れ る 。 エ ピ ト ー プ 様 決 定 基 （ 部 位 ） は 、 通 常 、 化 学
的 に 活 性 な 分 子 （ 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 も し く は 糖 側 鎖 な ど ） 表 面 群 を 含 み 、 通 常 、 特 定 の 三
次 元 的 構 造 特 性 、 に 加 え て 特 定 電 荷 特 性 を 示 す 。 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ ら
の フ ラ グ メ ン ト は 、 少 な く と も １ つ の 抗 原 エ ピ ト ー プ を 持 つ 。 ア ッ セ イ （ 例 え ば 、 当 業 者
に は 既 知 の ラ ジ オ リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ ま た は 類 似 の ア ッ セ イ ） に よ っ て 測 定 さ れ る よ う
な 、 平 衡 結 合 定 数 Ｋ Ｄ が 、 １ μ Ｍ 、 好 ま し く は １ ０ ０ ｎ Ｍ 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ｎ
Ｍ 、 も っ と も 好 ま し く は １ ０ ０ ｐ Ｍ ～ 約 １ ｐ Ｍ で あ る 場 合 、 本 発 明 の 抗 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 は
、 抗 原 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ に 特 異 的 に 結 合 す る と い う 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 、 相 同 体 、 ま た は オ ー
ソ ロ グ を 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 成 分 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 生 成 に お い て 免 疫 源 と
し て 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 当 該 分 野 内 に お い て 公 知 の 種 々 の 方 法 を 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 誘 導 体 、 フ
ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 、 相 同 体 、 ま た は オ ー ソ ロ グ 、 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 に 使 用 し 得 る (例 え ば 、 Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow E
, and Lane D, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY
を 出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る )を 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら の 抗 体 の 幾 つ か に つ い
て 以 下 に 考 察 す る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 に は 、 種 々 の 適 当 な 宿 主 動 物 (例 え ば ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 マ ウ ス
、 ま た は 他 の 哺 乳 動 物 )を 、 天 然 タ ン パ ク 質 、 そ の 合 成 変 異 体 、 ま た は 前 述 の 誘 導 体 を 1回
ま た は そ れ 以 上 注 射 し て 免 疫 を 行 い 得 る 。 適 切 な 免 疫 原 性 製 剤 と し て は 、 例 え ば 、 天 然 に
存 在 す る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 、 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 代 表 す る 化 学 的 に 合 成 し た ポ リ ペ プ
チ ド 、 ま た は 組 換 え 的 に 発 現 し た 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 を 挙 げ 得 る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 を
、 免 疫 す る 哺 乳 動 物 に お い て 免 疫 原 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 第 ２ の タ ン パ ク 質 と 複 合
体 を 形 成 し て も よ い 。 か か る 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 例 と し て は 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ
モ シ ニ ア ン 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン お よ び 大 豆 ト リ プ シ ン 阻 害 剤 が 挙 げ
ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 製 剤 は さ ら に ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 し 得 る 。 免 疫 応 答 を
増 大 す る た め に 使 用 す る 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 フ ロ イ ン ト の (完 全 お よ び 不 完 全 )
ア ジ ュ バ ン ト 、 鉱 物 ゲ ル (例 え ば 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム )、 界 面 活 性 剤 (例 え ば リ ゾ レ シ チ ン
、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 オ イ ル エ マ ル ジ ョ ン 、 ジ ニ ト ロ フ
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ェ ノ ー ル 等 )、 カ ル メ ッ ト -ゲ ラ ン 杆 菌 お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム -パ ル ヴ ム の よ う な ヒ ト
に 使 用 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト 、 ま た は 類 似 の 免 疫 促 進 剤 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 使 用 し 得 る ア ジ ュ バ ン ト の さ ら に 別 な 例 と し て は 、 Ｍ Ｐ Ｌ － Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト (
モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド Ａ 、 合 成 ジ コ リ ノ ミ コ ー ル 酸 ト レ ハ ロ ー ス )を 挙 げ 得 る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 哺 乳 動 物 か ら (例 え ば 、 血 液 か ら )
単 離 し て 、 免 疫 血 清 中 の 主 と し て Ｉ ｇ Ｇ 画 分 を 提 供 す る プ ロ テ イ ン Ａ ま た は プ ロ テ イ ン Ｇ
を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 、 公 知 の 技 術 を 用 い て さ ら に 精 製 し
得 る 。 引 き 続 い て 、 ま た は こ れ に 代 え て 、 求 め る 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 標 的 で あ る 特 異 的 抗 原
、 ま た は そ の エ ピ ト ー プ 、 を カ ラ ム 上 に 固 相 化 し て 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 免 疫 特 異 的 抗 体 を 精 製 し 得 る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 精 製 を 、 例 え ば 、 D. Wilki
nson (The Scientist, published by The Scientist, Inc., Philadelphia PA, Vol. 14,
 No. 8 (April 17, 2000), pp. 25-28)に よ り 考 察 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 (Ｍ Ａ ｂ )ま た は 「 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 組 成 物 」 は 、 特 徴 的 な Ｌ 鎖 遺 伝 子 産 物 お よ び 特 徴 的 な Ｈ 鎖 遺 伝 子 産 物 よ り 成 る 抗 体
分 子 の １ 分 子 種 の み を 含 有 す る 抗 体 分 子 の 集 団 を 指 す 。 特 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 相 補
性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )は 、 集 団 の 全 て の 分 子 に お い て 同 一 で あ る 。 従 っ て 、 Ｍ Ａ ｂ は 、 そ れ
に 対 す る 特 徴 的 な 結 合 活 性 を 特 徴 と す る 抗 原 の 特 定 の エ ピ ト ー プ と 免 疫 反 応 す る 能 力 が あ
る 抗 原 結 合 部 位 を 含 有 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 Kohler and Milstein, Nature, 256:495 (1975)に よ り 記 載 す
る よ う な 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 方 法 を 用 い て 調 製 し 得 る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 方 法 で は 、 マ ウ ス 、
ハ ム ス タ ー 、 ま た は 他 の 適 切 な 宿 主 動 物 を 典 型 的 に 免 疫 化 剤 で 免 疫 す る こ と に よ り 、 免 疫
化 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る か ま た は 生 産 す る 能 力 の あ る リ ン パ 球 を 誘 発 す る
。 こ れ に 代 え て 、 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ で 免 疫 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 免 疫 化 剤 と し て は 典 型 的 に 、 タ ン パ ク 質 抗 原 、 そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ま た は そ の 融 合 タ
ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 由 来 の 細 胞 を 所 望 す る な ら ば 、 末 梢 血 リ ン パ 球 を
使 用 し 、 ま た は ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 源 を 所 望 す る な ら ば 、 脾 臓 細 胞 ま た は リ ン パ 節 細 胞 を
使 用 す る か の い ず れ か で あ る 。 次 い で 、 リ ン パ 球 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適
当 な 融 合 剤 を 用 い て 不 死 化 細 胞 株 と 融 合 し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 生 成 す る （ Goding, 

, Academic Press, (1986) pp. 59-103
） 。 不 死 化 細 胞 株 は 通 常 、 形 質 転 換 し た 哺 乳 動 物 細 胞 、 特 に げ っ 歯 類 、 ウ シ ま た は ヒ ト 由
来 の 骨 髄 腫 細 胞 で あ る 。 通 常 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の 骨 髄 腫 細 胞 株 を 使 用 し 得 る 。 ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 を 、 融 合 し て い な い 不 死 化 細 胞 の 増 殖 ま た は 生 存 を 阻 害 す る 一 つ ま た は そ れ
以 上 の 物 質 を 好 ま し く は 含 有 す る 適 切 な 培 地 中 で 培 養 し 得 る 。 例 え ば 、 親 細 胞 が 、 酵 素 ヒ
ポ キ サ ン チ ン ・ グ ア ニ ン ・ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ ま た は Ｈ Ｐ Ｒ
Ｔ )を 欠 く な ら ば 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 用 の 培 地 は 典 型 的 に 、 そ の 物 質 が Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 欠 失 細 胞
の 増 殖 を 阻 止 す る 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン を 含 む (“ Ｈ Ａ Ｔ 培
地 ” )。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 好 ま し い 不 死 化 細 胞 株 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 し た 抗 体 生 産 細 胞 に よ る 抗 体 の 高 レ ベ
ル 発 現 を 支 持 し 、 そ し て Ｈ Ａ Ｔ 培 地 の よ う な 培 地 に 感 受 性 の あ る も の で あ る 。 さ ら に 好 ま
し い 不 死 化 細 胞 株 は 、 例 え ば 、 Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, 
Californiaお よ び the American Type Culture Collection, Manassas, Virginiaか ら 入 手
し 得 る マ ウ ス 骨 髄 腫 細 胞 株 で あ る 。 ヒ ト 骨 髄 腫 お よ び マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 細 胞 株 は
ま た 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 用 に 記 載 す る （ Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1
984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications
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, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63） 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ が 培 養 す る 培 地 を 次 い で 、 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 に つ
い て ア ッ セ イ し 得 る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ っ て 生 産 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の 結 合 特 異 性 を 、 免 疫 沈 降 に よ り ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ Ａ )ま た は 酵 素 結
合 免 疫 吸 着 検 査 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )の よ う な 、 イ ン ビ ト ロ 結 合 ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 す る 。 そ
の よ う な 技 術 ま た は ア ッ セ イ は 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合
親 和 性 を 、 例 え ば 、 Munson and Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)の Scatchard
分 析 に よ り 測 定 し 得 る 。 標 的 抗 原 に 対 し て 高 度 の 特 異 性 お よ び 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗
体 を 同 定 す る こ と は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 治 療 的 応 用 に お い て 特 に 重 要 な 目 的 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 定 し た 後 、 ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 で サ ブ ク ロ ー ン 化 し て
、 標 準 方 法 で 増 殖 し 得 る (Goding,1986)。 こ の 目 的 の た め の 適 当 な 培 地 と し て は 、 例 え ば
、 ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)お よ び Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ －
１ ６ ４ ０ 培 地 を 挙 げ 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 哺 乳 動 物 中 で 腹 水 と し て
イ ン ビ ボ で 増 殖 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 培 地 ま た は 腹 水 か ら 、 例 え ば 、 プ
ロ テ イ ン － Ａ セ フ ァ ロ ー ズ 、 ハ イ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動
、 透 析 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 精 製 手
順 に よ り 単 離 ま た は 精 製 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ま た 、 米 国 特 許 第 ４ ,８ １ ６ ,５ ６ ７ 号 に 記 載 す る よ う な 組 換 え Ｄ
Ｎ Ａ 方 法 に よ り 作 り 得 る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 従 来 の 手
順 を 使 用 し て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の Ｈ 鎖 お よ び Ｌ 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合
す る 能 力 の あ る 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ り )容 易 に 単 離 し 配 列
決 定 し 得 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 し て 役
立 つ 。 一 旦 単 離 す れ ば 、 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク タ ー 中 に 配 置 し 、 そ れ を 次 い で サ ル の Ｃ Ｏ Ｓ 細
胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 、 ま た は そ う し な け れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ
ン パ ク 質 を 産 生 し な い 骨 髄 腫 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 中 に 形 質 移 入 し て 、 組 換 え 宿 主 細 胞 中
で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を 取 得 し 得 る 。 Ｄ Ｎ Ａ を ま た 、 例 え ば 相 同 な マ ウ ス の 配 列 の
代 わ り に ヒ ト の Ｈ 鎖 お よ び Ｌ 鎖 の 通 常 ド メ イ ン に 対 す る コ ー ド 化 配 列 を 置 換 す る こ と に よ
り (米 国 特 許 第 ４ ,８ １ ６ ,５ ６ ７ 号 ; Morrison, Nature 368, 812-13 (1994))、 ま た は 非
免 疫 グ ロ ブ リ ン ペ プ チ ド に 対 す る コ ー ド 化 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を 免 疫 グ ロ ブ リ ン の コ ー
ド 化 配 列 に 共 有 結 合 す る こ と に よ り 、 修 飾 し 得 る 。 そ の よ う な 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ
チ ド を 、 本 発 明 の 抗 体 の 通 常 ド メ イ ン に 対 し て 置 換 す る こ と が で き る か 、 ま た 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 対 し て 置 換 し て 、 キ メ ラ ２ 価 抗 体 を 創 成 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ヒ ト 化 抗 体
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 は さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体 ま た は ヒ ト 抗 体 を 含 む 。 こ
れ ら の 抗 体 は 、 投 与 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 対 し て ヒ ト に よ る 免 疫 応 答 を 惹 き 起 こ す こ と な
く ヒ ト に 投 与 す る の に 適 し て い る 。 抗 体 の ヒ ト 化 型 は 、 主 と し て ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 配
列 よ り 成 っ て 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由 来 の 最 小 限 の 配 列 を 含 有 す る 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト (Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ '、 Ｆ (ａ
ｂ ')２ ま た は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合 サ ブ 配 列 )で あ る 。 ヒ ト 化 は 、 Winterま た は 共 同 研 究 者 (
Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 
(1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988))の 方 法 に し た が っ て 、 げ っ
歯 類 の Ｃ Ｄ Ｒ ま た は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を ヒ ト 抗 体 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 す る こ と に よ り 、 実 施 し
得 る 。 (ま た 、 米 国 特 許 第 ５ ,２ ２ ５ ,５ ３ ９ 号 を 参 照 )場 合 に よ っ て は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ
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ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム 枠 の 残 基 を 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ り 置 換 し 得 る 。 ヒ ト 化 抗 体 は ま た 、
レ シ ピ エ ン ト 抗 体 ま た は Ｃ Ｄ Ｒ ま た は フ レ ー ム 枠 配 列 に も 見 出 さ な い 残 基 を 含 み 得 る 。 一
般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 少 な く と も 一 つ 、 ま た 典 型 的 に は 二 つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て
を 含 む 。 こ こ で Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 の 全 て ま た は 実 質 的 に 全 て が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｃ Ｄ Ｒ 領
域 に 対 応 し 、 そ し て フ レ ー ム 枠 領 域 の 全 て ま た は 実 質 的 に 全 て が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の コ
ン セ ン サ ス 配 列 の も の で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 至 適 に は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 通 常 領 域 (
Ｆ ｃ )、 典 型 的 に は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の の 少 な く と も 一 部 を 含 む (Jones et al., 19
86; Riechmann et al., 1988; お よ び  Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1
992))。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 ヒ ト 抗 体
　 完 全 な ヒ ト 抗 体 は 、 Ｃ Ｄ Ｒ を 含 む Ｌ 鎖 お よ び Ｈ 鎖 の 全 配 列 が ヒ ト の 遺 伝 子 よ り 生 じ る 、
抗 体 分 子 に 本 質 的 に 関 す る 。 か か る 抗 体 は 本 明 細 書 で は 、 「 ヒ ト 抗 体 」 ま た は 「 完 全 な ヒ
ト 抗 体 」 と 呼 称 す る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 ト リ オ ー マ 技 術 ； ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ
ド ー マ 技 術 (Kozbor, et al., 1983 Immunol Today 4: 72を 参 照 )お よ び Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 術 に よ り 調 製 し 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 し 得 る (Cole, et al., 1985 In: 
MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96を 参 照 )。
ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 本 発 明 の 実 施 に 利 用 し 得 て 、 そ し て ヒ ト ハ イ ブ リ ド ー マ を
用 い て (Cote, et al., 1983. Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030を 参 照 )ま た は ヒ ト
Ｂ 細 胞 を イ ン ビ ト ロ で Epstein Barrウ イ ル ス に よ り 形 質 転 換 す る こ と に よ っ て (Cole, et 
al., 1985 In: MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 
77-96を 参 照 )生 産 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 加 え て 、 ヒ ト 抗 体 は ま た 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー (Hoogenboom and Winter
, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991))を
含 む さ ら に 別 な 技 術 を 用 い て 生 産 し 得 る 。 同 様 に 、 ヒ ト 抗 体 を 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 遺
伝 子 座 を ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス に 導 入 す る こ と に よ っ て 作 り 得 る 。 こ
こ で 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 部 分 的 に ま た は 完 全 に 不 活 化 す る 。 チ ャ レ ン ジ に よ っ
て 、 遺 伝 子 再 配 列 、 ア セ ン ブ リ ー 、 お よ び 抗 体 レ パ ト リ － を 含 む 全 て の 面 で ヒ ト に お い て
見 ら れ る の と 非 常 に 良 く 似 た ヒ ト 抗 体 生 産 を 観 察 す る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 例 え ば 、 米 国
特 許 第 ５ ,５ ４ ５ ,８ ０ ７ 号 ; ５ ,５ ４ ５ ,８ ０ ６ 号 ; ５ ,５ ６ ９ ,８ ２ ５ 号 ; ５ ,６ ２ ５ ,１ ２
６ 号 ; ５ ,６ ３ ３ ,４ ２ ５ 号 ; ５ ,６ ６ １ ,０ １ ６ 号 、 な ら び に  Marks et al. (Bio/Technol
ogy 10, 779-783 (1992))、 Lonberg et al. (Nature 368 856-859 (1994))、 Morrison ( 
Nature 368, 812-13 (1994))、 Fishwild et al,( Nature Biotechnology 14, 845-51 (19
96))、 Neuberger (Nature Biotechnology 14, 826 (1996))、  Lonberg and Huszar (Inte
rn. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995))に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ヒ ト 抗 体 を 、 抗 原 に よ る チ ャ レ ン ジ に 応 答 し て 動 物 の 内 在 性 抗 体 で は な く 完 全 な ヒ ト 抗
体 を 生 産 す る よ う に 修 飾 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 用 い て 、 付 加 的 に 生 産 し 得
る (Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ ０ ２ ６ ０ ２ を 参 照 )。 非 ヒ ト 宿 主 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 お
よ び Ｌ 鎖 を コ ー ド す る 内 在 性 遺 伝 子 を 無 能 に し 、 そ し て ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｈ 鎖 お よ び
Ｌ 鎖 を コ ー ド す る 活 性 遺 伝 子 座 を 宿 主 の ゲ ノ ム の 中 に 挿 入 す る 。 ヒ ト の 遺 伝 子 を 、 例 え ば
、 必 要 な ヒ ト Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 含 有 す る 酵 母 の 人 工 染 色 体 を 用 い て 組 み 入 れ 得 る 。 全 て
の 所 望 の 修 飾 を 提 供 す る 動 物 は 次 い で 、 修 飾 の 全 相 補 物 よ り 少 な い 相 補 物 を 含 有 す る 中 間
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 交 雑 育 種 す る こ と に よ り 子 孫 と し て 得 ら れ る 。 そ の よ う な 非 ヒ
ト 動 物 の 好 ま し い 実 施 形 態 は マ ウ ス で あ り 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ３ ３ ７ ３ ５ お よ び
Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ３ ４ ０ ９ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る よ う に Xenomouse[登 録 商 標 ]と 呼 称 す る 。 こ の
動 物 は 、 完 全 な ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る 、 Ｂ 細 胞 を 生 産 す る 。 抗 体 は 、 興 味 の あ る
免 疫 原 で 免 疫 後 、 動 物 か ら 、 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 標 本 と し て 、 直 接 得 る こ と も
、 ま た は こ れ に 代 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の よ う な 、 動 物 由
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来 の 不 死 化 Ｂ 細 胞 か ら 得 る こ と も で き る 。 こ れ に 加 え て 、 ヒ ト の 可 変 領 域 を 持 つ 免 疫 グ ロ
ブ リ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 回 収 し 、 発 現 し て 、 抗 体 を 直 接 得 る こ と も で き 、 ま た は さ ら
に 修 飾 し て 、 例 え ば 、 単 鎖 Ｆ ｖ 分 子 の よ う な 抗 体 の 類 似 体 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 内 在 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｈ 鎖 の 発 現 を 欠 失 す る 、 マ ウ ス と し て 例 証 し た 、 非 ヒ ト 宿 主 を
生 産 す る 方 法 の 実 施 例 は 、 米 国 特 許 第 ５ ,９ ３ ９ ,５ ９ ８ 号 、 に 開 示 さ れ て い る 。 そ れ は 、
遺 伝 子 座 の 再 配 列 を 阻 止 す る た め に そ し て 再 配 列 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 の 遺 伝 子 座 の 転
写 物 生 成 を 阻 止 す る た め に 、 胚 性 幹 細 胞 中 の 少 な く と も 一 つ の 内 在 性 Ｈ 鎖 の 遺 伝 子 座 か ら
Ｊ セ グ メ ン ト を 欠 失 さ せ 、 こ の 欠 失 は 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 有 す る タ ー ゲ
テ ィ ン グ ベ ク タ ー に よ り も た ら さ れ 、 そ し て 体 細 胞 ま た は 胚 細 胞 が 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド
す る 遺 伝 子 を 含 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 胚 性 幹 細 胞 か ら 生 産 す る こ と を 含 む 方
法 に よ り 得 ら れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 ヒ ト 抗 体 の よ う な 興 味 の あ る 抗 体 を 生 産 す る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ５ ,９ １ ６ ,７ ７ １ 号 、
に 開 示 さ れ て い る 。 そ れ は 、 Ｈ 鎖 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー
を 一 つ の 培 養 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と 、 Ｌ 鎖 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含
有 す る 発 現 ベ ク タ ー を さ ら に 別 な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と 、 お よ び ２ 個 の 細 胞 を
融 合 し て ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 を 生 成 す る こ と を 含 む 。 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 は 、 Ｈ 鎖 お よ び Ｌ 鎖
を 含 有 す る 抗 体 を 発 現 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ の 手 順 の さ ら な る 改 良 に お い て 、 免 疫 原 上 の 臨 床 的 に 関 係 の あ る エ ピ ト ー プ を 同 定 す
る 方 法 、 お よ び 関 係 の あ る エ ピ ト ー プ に 高 親 和 性 で 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 選 択 す る
相 関 的 方 法 が 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 番 号 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ５ ３ ０ ４ ９ に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト お よ び 単 鎖 抗 体
　 本 発 明 に し た が っ て 、 技 術 を 、 本 発 明 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 単 鎖 抗 体 の 生 産 に 適
合 す る こ と が で き る (例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ,９ ４ ６ ,７ ７ ８ 号 を 参 照 )。 加 え て 、 方 法 を 、 Ｆ

ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 に 適 合 し (例 え ば 、 Huse, et al., 1989 Science 246: 1275-
1281、 を 参 照 )、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 ま た は 相 同 体 に 対
し て 所 望 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト の 迅 速 か つ 効 果 的 な 同 定 を
可 能 し 得 る 。 タ ン パ ク 質 抗 原 に 対 す る イ デ ィ オ タ イ プ を 含 有 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 、 当
該 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 に よ り 生 産 し 得 て 、 そ れ は 、 (i)抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ
り 生 産 す る Ｆ ( ａ ｂ ' ) ２ フ ラ グ メ ン ト ； (ii)Ｆ ( ａ ｂ ' ) ２ フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ ド 架 橋
を 還 元 し て 得 ら れ る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト ； (iii)抗 体 分 子 を パ パ イ ン お よ び 還 元 剤 で 処 置
し て 生 成 す る Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト ； な ら び に (iv)Ｆ ｖ フ ラ グ メ ン ト を 含 む が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も 二 つ の 異 な る 抗 原 に 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 の ま た は ヒ ト 化 の 抗 体 で あ る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 結 合 特 異 性 の
一 つ は 本 発 明 の 抗 原 タ ン パ ク 質 に 対 す る も の で あ る 。 ２ 番 目 の 結 合 標 的 は 、 任 意 の 他 の 抗
原 で あ っ て 、 有 利 に 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 ま た は 受 容 体 ま た は 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 の 作 成 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 伝 統 的 に 、 二 重 特 異 性 抗 体
の 組 換 え 生 産 は 、 ２ 個 の Ｈ 鎖 が 異 な る 特 異 性 を 有 す る ２ 個 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 ／ Ｌ 鎖 対
の 共 発 現 に 基 づ く (Milstein and Cuello, Nature, 305:537-539 (1983))。 免 疫 グ ロ ブ リ
ン Ｈ 鎖 お よ び Ｌ 鎖 の ラ ン ダ ム な 組 合 せ の た め 、 こ れ ら の 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 産 し 、 そ の う ち の 一 つ だ け が 正 し い ２ 重 特 異
性 構 造 を 有 す る 。 正 し い 分 子 の 精 製 は 通 常 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 行
う 。 類 似 の 方 法 が 、 １ ９ ９ ３ 年 ５ 月 に 公 開 さ れ た Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ８ ８ ２ ９ お よ び Traunecker
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 et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 所 望 の 結 合 特 異 性 を 持 つ 抗 体 の 可 変 ド メ イ ン (抗 体 － 抗 原 結 合 部 位 )を 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン
の 通 常 ド メ イ ン 配 列 に 融 合 し 得 る 。 融 合 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ お よ び Ｃ Ｈ ３ 領
域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 の 通 常 ド メ イ ン と 共 に あ る 。 少 な く と も 融
合 の 一 つ の 中 に 存 在 す る Ｌ 鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 有 す る 第 １ の Ｈ 鎖 通 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )を
有 す る こ と が 好 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｈ 鎖 の 融 合 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 お よ び 所 望 な ら
ば 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン Ｌ 鎖 を 別 々 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し 適 当 な 宿 主 生 物 中 に 形 質 移 入 す
る 。 二 重 特 異 性 抗 体 の さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば 、 Suresh et al., Methods in En
zymology, 121:210 (1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ２ ７ ０ １ １ に 記 載 さ れ た も う 一 つ の ア プ ロ ー チ に よ れ ば 、 一 対 の 抗 体 分 子 間
の 境 界 面 を 改 変 し て 、 組 換 え 細 胞 培 地 か ら 回 収 す る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 百 分 率 を 最 大 に し 得
る 。 好 ま し い 境 界 面 は 、 抗 体 の 通 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 の 抗 体 分 子 の 境 界 面 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 小 さ な ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 、 よ り
大 き な 側 鎖 (例 え ば チ ロ シ ン ま た は ト リ プ ト フ ァ ン )で 置 換 す る 。 大 き な 側 鎖 (複 数 を 含 む )
と 同 一 ま た は 類 似 の サ イ ズ の 代 償 的 な 「 空 隙 」 を 、 大 き な ア ミ ノ 酸 側 鎖 を よ り 小 さ な も の
(例 え ば ア ラ ニ ン ま た は ス レ オ ニ ン )で 置 換 す る こ と に よ り 第 ２ の 抗 体 分 子 の 境 界 面 に 生 成
す る 。 こ れ は 、 ホ モ ダ イ マ ー の よ う な 他 の 望 ま し く な い 最 終 産 物 以 上 に ヘ テ ロ ダ イ マ ー の
収 量 を 増 加 す る 機 構 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 を 、 抗 体 の 全 長 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト (例 え ば Ｆ (ａ ｂ ')２ 二 重 特 異 性
抗 体 )と し て 調 製 す る こ と が で き る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト か ら 二 重 特 異 性 抗 体 を 生 成 す る 技
術 は 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 、 化 学 的 結 合 を 用 い
て 調 製 す る こ と が で き る 。 Brennan et al., Science 229:81 (1985)は 、 完 全 な 抗 体 を タ
ン パ ク 質 分 解 酵 素 で 切 断 し て Ｆ (ａ ｂ ')２ フ ラ グ メ ン ト を 生 成 す る 手 順 を 記 載 す る 。 こ れ
ら の フ ラ グ メ ン ト を ジ チ オ ー ル 錯 化 剤 の 亜 ヒ 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 で 還 元 し て 、 隣 接 す る
ジ チ オ ー ル を 安 定 化 さ せ て 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 阻 止 す る 。 次 い で 、 生 成 し た Ｆ ａ
ｂ 'フ ラ グ メ ン ト を チ オ ニ ト ロ 安 息 香 酸 (Ｔ Ｎ Ｂ )誘 導 体 に 変 換 す る 。 次 い で 、 Ｆ ａ ｂ '－ Ｔ
Ｎ Ｂ の 一 つ を メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン と の 還 元 に よ り Ｆ ａ ｂ '－ チ オ ー ル に 再 変 換 し 、 そ
し て 等 量 の 他 の Ｆ ａ ｂ '－ Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 と 混 合 し て 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 生 成 す る 。 生 成 し
た 二 重 特 異 性 抗 体 を 酵 素 の 選 択 的 固 定 化 剤 と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 こ れ に 加 え て 、 Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト を 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 し て 、 化 学 的 に カ ッ プ リ ン
グ し て 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 生 成 し 得 る 。 Shalaby et al., J. Exp. Med. 175:217-225 (19
92)は 、 完 全 に ヒ ト 化 し た 二 重 特 異 性 抗 体 の Ｆ (ａ ｂ ')２ 分 子 の 生 産 を 記 載 し て い る 。 そ れ
ぞ れ の Ｆ ａ ｂ 'フ ラ グ メ ン ト を 大 腸 菌 か ら 別 々 に 分 泌 し 、 イ ン ビ ト ロ で 指 向 性 化 学 カ ッ プ
リ ン グ に 供 し て 、 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 し た 。 従 っ て 形 成 し た 二 重 特 異 性 抗 体 を 、 Ｅ ｒ ｂ
Ｂ ２ 受 容 体 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 お よ び 正 常 ヒ ト Ｔ 細 胞 に 結 合 す る こ と が で き 、 な ら び に ヒ
ト 乳 腺 腫 瘍 標 的 に 対 す る ヒ ト 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 溶 解 活 性 を 誘 発 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 組 換 え 細 胞 培 地 か ら 直 接 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 し 単 離 す る 種 々 の 技 術 を ま た 記 載 す る 。
例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 を ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 用 い て 生 産 す る 。 Kostelny et al., J. Im
munol. 148(5):1547-1553 (1992)。 Ｆ ｏ ｓ タ ン パ ク 質 お よ び Ｊ ｕ ｎ タ ン パ ク 質 由 来 の ロ イ
シ ン ジ ッ パ ー を 遺 伝 子 融 合 に よ り 二 つ の 異 な る 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '部 分 に 結 合 し た 。 抗 体 の ホ
モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 に お い て 還 元 し て 、 モ ノ マ ー を 形 成 し 、 次 い で 再 酸 化 し て 、 抗 体
の ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 し た 。 こ の 方 法 を ま た 、 抗 体 の ホ モ ダ イ マ ー の 生 産 に 利 用 す る こ
と が で き る 。 Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993)に よ
り 記 載 さ れ て い る 「 diabody」 技 術 は 、 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 作 成 の さ ら に 別 の 機
構 を 提 供 す る 。 フ ラ グ メ ン ト は 、 リ ン カ ー に よ り Ｌ 鎖 可 変 領 域 (Ｖ Ｌ )に 連 結 し た Ｈ 鎖 可 変
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領 域 (Ｖ Ｈ )を 含 む が 、 リ ン カ ー が 短 い た め 同 じ 鎖 の 上 の ２ 個 の ド メ イ ン 間 で の 対 形 成 を 可
能 に し な い 。 し た が っ て 、 一 つ の フ ラ グ メ ン ト の Ｖ Ｈ お よ び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 強 制 的 に も う
一 つ の フ ラ グ メ ン ト の 相 補 的 な Ｖ Ｌ お よ び Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 対 を 形 成 し 、 そ れ に よ り 二 つ の
抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 単 鎖 Ｆ ｖ (ｓ Ｆ ｖ )の ダ イ マ ー の 使 用 に よ る 二 重 特 異 性 抗 体 フ ラ
グ メ ン ト 作 成 の も う 一 つ の 戦 略 が ま た 報 告 さ れ て い る 。 Gruber et al., J. Immunol. 152
:5368 (1994)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ３ 価 以 上 の 結 合 価 を も つ 抗 体 も 考 得 る 。 例 え ば 、 ３ 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 し 得 る 。 例 え ば
、 Tutt et al., J. Immunol. 147:60 (1991)。
　 典 型 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も 一 つ が 本 発 明 の タ ン パ ク 質 抗 原 に 由 来 す る 二 つ
の 異 な る エ ピ ト ー プ に 結 合 し 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の 抗 － 抗 原 ア ー ム
を 、 白 血 球 上 で Ｔ 細 胞 受 容 体 分 子 (例 え ば 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ ２ ８ ま た は Ｂ ７ )ま た は
Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ (Ｃ Ｄ ６ ４ )、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ ３ ２ )お よ び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ １ ６ )の よ う
な 、 Ｉ ｇ Ｇ に 対 す る Ｆ ｃ 受 容 体 (Ｆ ｃ γ )の よ う な 誘 発 性 分 子 に 結 合 す る ア ー ム と 組 み 合 わ
せ て 、 特 定 の 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に 対 す る 細 胞 性 防 御 機 構 に 焦 点 を 当 て 得 る 。 二 重 特 異 性
抗 体 を ま た 使 用 し て 、 特 定 の 抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 に 細 胞 障 害 性 物 質 を 指 向 し 得 る 。 こ
れ ら の 抗 体 は 、 抗 原 結 合 ア ー ム お よ び 細 胞 障 害 性 薬 剤 ま た は Ｅ Ｏ Ｔ Ｕ Ｂ Ｅ 、 Ｄ Ｐ Ｔ Ａ 、 Ｄ
Ｏ Ｔ Ａ ま た は Ｔ Ｅ Ｔ Ａ の よ う な 放 射 性 核 種 キ レ ー ト 化 剤 と 結 合 す る ア ー ム を 所 有 す る 。 興
味 の あ る も う 一 つ の 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 本 明 細 書 に 説 明 す る タ ン パ ク 質 抗 原 と 結 合 し て 、
さ ら に 組 織 因 子 (Ｔ Ｆ )と 結 合 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 ヘ テ ロ 複 合 抗 体
　 ヘ テ ロ 複 合 抗 体 は ま た 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 ヘ テ ロ 複 合 抗 体 は 、 共 有 結 合 で 結 合 し た
二 つ の 抗 体 よ り 成 る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 好 ま し く な い 細 胞 に 免 疫 系 の 細 胞 を 標
的 化 す る た め (米 国 特 許 第 ４ ,６ ７ ６ ,９ ８ ０ 号 )、 お よ び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 処 置 の た め (Ｗ Ｏ ９
１ ／ ０ ０ ３ ６ ０ ； Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ０ ３ ７ ３ ； Ｅ Ｐ ０ ３ ０ ８ ９ )に 提 案 さ れ て い る 。 こ れ ら
の 抗 体 を 、 架 橋 剤 を 伴 う も の を 含 む タ ン パ ク 質 合 成 化 学 の 既 知 の 方 法 を 用 い て イ ン ビ ト ロ
で 調 製 し 得 る と 考 え ら れ て い る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 使 用 し て ま た は チ オ エ
ー テ ル 結 合 を 形 成 す る こ と よ り 、 イ ム ノ ト キ シ ン を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た
め に 適 当 な 試 薬 の 例 と し て は 、 イ ミ ノ チ オ レ ー ト お よ び メ チ ル － ４ － メ ル カ プ ト ブ チ ル イ
ミ デ ー ト な ら び に 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４ ,６ ７ ６ ,９ ８ ０ 号 に 開 示 さ れ て い る も の を 挙 げ
得 る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 エ フ ェ ク タ ー 機 能 工 学
　 例 え ば 、 が ん の 処 置 に お け る 抗 体 の 有 効 性 を 増 強 す る た め に 、 本 発 明 の 抗 体 を エ フ ェ ク
タ ー 機 能 に 関 し て 修 飾 す る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 (複 数 を 含 む )を Ｆ ｃ
領 域 に 導 入 し 、 そ れ に よ り こ の 領 域 に お け る 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 を 可 能 に し 得 る 。
か く し て 生 成 し た ホ モ ダ イ マ ー の 抗 体 は 、 改 善 し た 内 部 移 行 能 お よ び ／ ま た は 増 強 し た 補
体 仲 介 性 細 胞 殺 害 な ら び に 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 作 用 (Ａ Ｄ Ｃ Ｃ )を 有 し 得 る 。 Caron et al.
, J. Exp Med., 176: 1191-1195 (1992) お よ び  Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 
(1992)を 参 照 さ れ た い 。 増 強 し た 抗 腫 瘍 活 性 を 持 つ ホ モ ダ イ マ ー 抗 体 は ま た 、 Wolff et a
l. Cancer Research, 53: 2560-2565 (1993)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ヘ テ ロ ２ 機 能 性 架
橋 剤 を 用 い て 調 製 し 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 ２ 重 の Ｆ ｃ 領 域 を 有 し て 、 そ れ に よ り 増 強 し た
補 体 依 存 性 細 胞 溶 解 お よ び Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 能 を 有 す る 抗 体 を 工 学 操 作 す る こ と が で き る 。 Steven
son et al., Anti-Cancer Drug Design, 3: 219-230 (1989)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 免 疫 複 合 体
　 本 発 明 は ま た 、 化 学 療 法 剤 、 毒 素 (例 え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 、 ま た は 動 物 起 源 の 酵 素
的 に 活 性 な 毒 素 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト )ま た は 放 射 性 同 位 体 (即 ち 、 放 射 性 複 合 体
)の よ う な 細 胞 毒 性 物 質 と 複 合 し た 抗 体 を 含 む 免 疫 複 合 体 に 関 す る 。
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【 ０ １ ９ ６ 】
　 そ の よ う な 免 疫 複 合 体 の 生 成 に 有 用 な 化 学 療 法 剤 を 上 述 す る 。 使 用 で き る 酵 素 的 に 活 性
な 毒 素 お よ び そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合
性 活 性 フ ラ グ メ ン ト 、 内 毒 素 Ａ 鎖 (Pseudomonas aeruginosa由 来 )、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ビ リ ン
Ａ 鎖 、 モ デ シ ン Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ サ ル シ ン 、 Aleurites fordii(シ ナ ア ブ ラ ギ リ )タ ン パ ク 質
、 デ ィ ア ン テ ィ ン タ ン パ ク 質 、 Phytolaca americanaタ ン パ ク 質 (Ｐ Ａ Ｐ Ｉ 、 Ｐ Ａ Ｐ Ｉ Ｉ お
よ び Ｐ Ａ Ｐ － Ｓ )、 momoridica charantia(ツ ル レ イ シ )阻 害 剤 、 ク ル シ ン 、 ク ロ チ ン 、 sap
aonaria officinalisc阻 害 剤 、 ゲ ロ ニ ン 、 ミ ト ゲ リ ン 、 リ ス ト リ ク ト シ ン 、 フ ェ ノ マ イ シ
ン 、 エ ノ マ イ シ ン お よ び ト リ コ テ セ ン が 挙 げ ら れ る 。 種 々 の 放 射 性 核 種 を 放 射 性 複 合 抗 体
の 生 産 に 利 用 で き る 。 例 と し て 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ ｎ 、 ９ ０ Ｙ お よ び １ ８

６ Ｒ ｅ を 挙 げ 得 る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 抗 体 と 細 胞 障 害 性 薬 剤 と の 複 合 体 を 、 Ｎ － サ 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 ２ 機 能 性
誘 導 体 (ジ メ チ ル ア ジ ピ イ ミ デ ー ト Ｈ Ｃ Ｌ の よ う な )、 活 性 エ ス テ ル (ジ サ ク シ ン イ ミ ジ ル
ス ベ レ ー ト の よ う な )、 ア ル デ ヒ ド (グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の よ う な )、 ビ ス ア ジ ド 誘 導 体 (ビ
ス － (ｐ － ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )－ ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン の よ う な )、 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 の よ う な )、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト (ト
リ エ ン ２ 、 ６ － ジ イ ソ シ ア ネ ー ト の よ う な )、 お よ 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 の よ う な )の よ う な 種 々 の ２ 機 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン
グ 剤 を 用 い て 作 る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免 疫 毒 素 を 、 Vitetta et al., Science, 238: 1098 (
1987)に 記 載 の よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 炭 素 １ ４ で 標 識 し た １ － イ ソ チ オ シ ア ナ ー
ト ベ ン ジ ル － ３ － メ チ ル ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン ペ ン タ 酢 酸 (Ｍ Ｘ － Ｄ Ｔ Ｐ Ａ )は 、 放 射 性 ヌ
ク レ オ チ ド を 抗 体 に 結 合 す る た め の 典 型 的 な キ レ ー ト 化 剤 で あ る 。 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ １ １ ０ ２ ６
を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 抗 体 を 、 腫 瘍 を プ レ タ ー ゲ テ ィ ン ブ の た め の 「 受 容 体 」 (ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン の よ う な )に 結 合 す る こ と が で き て 、 そ こ で は 抗 体 － 受 容 体 複 合 体 を 患
者 に 投 与 し 、 引 き 続 い て 未 結 合 の 複 合 体 を 除 去 剤 を 用 い て 血 液 循 環 か ら 除 去 し 、 次 い で 今
度 は 細 胞 障 害 性 薬 剤 に 複 合 し た 「 リ ガ ン ド 」 (例 え ば ア ビ ジ ン )を 投 与 す る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 イ ム ノ リ ポ ソ ー ム
　 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る 抗 体 を ま た 、 イ ム ノ リ ポ ソ ー ム と し て 処 方 す る こ と が で き る 。 抗
体 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム リ ポ ソ ー ム は 、 Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl  Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); な ら
び に 米 国 特 許 第 ４ ,４ ８ ５ ,０ ４ ５ 号 お よ び 第 ４ ,５ ４ ４ ,５ ４ ５ 号 に 記 載 さ れ て い る よ う な
、 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 で 調 製 す る 。 増 大 し た 循 環 時 間 を 持 つ リ ポ ソ ー ム リ ポ ソ ー
ム は 、 米 国 特 許 第 ５ ,０ １ ３ ,５ ５ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム リ ポ ソ ー ム を 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル お よ び Ｐ
Ｅ Ｇ 誘 導 体 化 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 を 用 い て
逆 相 蒸 発 法 に よ り 生 成 し 得 る 。 リ ポ ソ ー ム リ ポ ソ ー ム を 定 め ら れ た 孔 径 の フ ィ ル タ ー を 通
し て 押 し 出 し て 、 所 望 の 直 径 の リ ポ ソ ー ム リ ポ ソ ー ム を 得 る 。 本 発 明 の 抗 体 の Ｆ ａ ｂ 'フ
ラ グ メ ン ト を 、 Martin et al ., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982)に 記 載 さ れ る よ
う に 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 介 し て リ ポ ソ ー ム リ ポ ソ ー ム に 結 合 し 得 る 。 化 学 療 法 剤 (
ド キ ソ ル ビ シ ン の よ う な )を 任 意 に リ ポ ソ ー ム 内 に 含 有 す る 。 Gabizon et al., J. Nation
al cancer Inst., 81(19): 1484 (1989)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ １ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 向 し た 抗 体 の 診 断 応 用
　 １ 実 施 形 態 で は 、 所 望 の 特 異 性 を 保 有 す る 抗 体 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 方 法 は 限 定 し
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な い が 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 分 析 （ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ） お よ び 他 の 当 業 者 既 知 免 疫 学 的 介 在 技 法 を
含 む 。 具 体 的 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 特 定 の ド メ イ ン に 特 異 的 で あ る 抗 体 の
選 択 は 、 そ の よ う な ド メ イ ン を 保 有 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の フ ラ グ メ ン ト に 結 合 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ の 生 成 に よ っ て 容 易 化 さ れ る 。 か く し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 内 の 所 望 の ド
メ イ ン 、 そ の 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 、 ま た は 相 同 物 に 特 異 的 で 合 え る 抗 体 を ま た
こ こ に 提 供 す る 。
　 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 向 化 さ れ た 抗 体 を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 局 在
化 及 び ／ ま た は 定 量 に 関 す る 当 業 界 内 既 知 方 法 で 使 用 し 得 る （ 例 え ば 適 当 な 生 理 学 的 サ ン
プ ル 内 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の レ ベ ル の 測 定 に お け る 使 用 の た め 、 診 断 方 法 に お け る 使 用
の た め 、 タ ン パ ク 質 の 画 像 化 に お け る 使 用 の た め な ど ） 。 所 定 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
タ ン パ ク 質 、 そ の 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 ま た は 相 同 物 に 特 異 的 な 抗 体 で あ っ て 、
抗 体 由 来 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 む も の は 、 薬 理 学 的 活 性 化 合 物 と し て 利 用 す る （ 以 後 「 治
療 剤 」 と 称 す る ） 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ
リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 免 疫 沈 降 の よ う な
標 準 的 な 技 術 に よ り 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す る た め に 使 用 し 得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ポ リ
ペ プ チ ド へ の 抗 体 を 、 細 胞 由 来 の 天 然 タ ン パ ク 質 お よ び 宿 主 細 胞 で 発 現 す る 組 換 え 的 に 生
産 し た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 原 の 精 製 を 容 易 に し 得 る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 抗 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 を 使 用 し
て 、 抗 原 性 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 存 在 量 ま た は 発 現 パ タ ー ン を 評 価 す る た め に 抗 原 性 Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 (例 え ば 、 細 胞 溶 解 物 ま た は 細 胞 上 清 中 の )を 検 出 す る こ と が で き る 。 Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 向 し た 抗 体 を 診 断 的 に 使 用 し て 、 例 え ば 、 与 え ら れ た 処 置 法 の
有 効 性 を 測 定 す る た め に 臨 床 検 査 の 手 順 の 一 環 と し て 組 織 中 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル を モ ニ タ
ー す る こ と が で き る 。 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質 に カ ッ プ リ ン グ (即 ち 物 理 的 に 連 結 )す る こ と
に よ り 、 検 出 を 促 進 し 得 る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例 と し て は 、 種 々 の 酵 素 、 配 合 群 、 蛍 光 物
質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 お よ び 放 射 性 物 質 を 挙 げ る 。 適 当 な 酵 素 の 例 と し て は 、 西 洋
わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び ア セ チ
ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 挙 げ 得 る ； 適 当 な 配 合 群 の 例 と し て は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ
オ チ ン お よ び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン を 挙 げ 得 る ； 適 当 な 蛍 光 物 質 の 例 と し て は 、 ウ ン ベ リ フ
ェ ロ ン 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン 、 フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ナ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ
ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ ッ セ イ ン 、 塩 化 ダ ン シ ル ま た は フ ィ コ エ リ ス リ ン を 挙 げ 得
る ； 発 光 物 質 の 例 と し て は 、 ル ミ ノ ー ル を 挙 げ 得 る ； 生 物 発 光 物 質 の 例 と し て は ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン お よ び エ ク オ リ ン を 挙 う る し 、 適 当 な 放 射 性 物 質 の 例 と し て は 、 １

２ ５ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ ま た は ３ Ｈ を 挙 げ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 抗 体 治 療 法
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 お よ び 完 全 な ヒ ト 抗 体 を 含 む 本 発 明 の 抗 体 を
治 療 薬 と し て 使 用 し 得 る 。 そ の よ う な 薬 剤 を 一 般 的 に 、 対 象 の 疾 患 ま た は 病 変 の 治 療 ま た
は 予 防 に 使 用 す る 。 抗 体 製 剤 、 好 ま し く は そ の 標 的 抗 原 に 対 し て 高 い 特 異 性 お よ び 高 い 親
和 性 を 有 す る も の を 対 象 に 投 与 し て 、 一 般 的 に 標 的 へ の 結 合 に 因 る 効 果 を 有 す る 。 そ の よ
う な 効 果 は 、 与 え た 抗 体 分 子 と 問 題 と す る 標 的 抗 原 と の 間 の 相 互 作 用 の 特 異 的 性 質 に 依 存
す る ２ 種 類 の う ち の 一 つ で あ る 。 第 １ の 場 合 で は 、 抗 体 の 投 与 は 、 標 的 の 本 来 結 合 す る 内
在 性 リ ガ ン ド と の 結 合 を 阻 止 ま た は 阻 害 し 得 る 。 こ の 場 合 に は 、 抗 体 は 標 的 に 結 合 し て 、
リ ガ ン ド が エ フ ェ ク タ ー 分 子 と し て 作 用 す る 、 天 然 に 存 在 す る リ ガ ン ド の 結 合 部 位 を マ ス
ク す る 。 か く し て 、 受 容 体 は リ ガ ン ド が 役 割 を 担 う 情 報 伝 達 経 路 を 仲 介 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 こ れ に 代 え て 、 作 用 は 、 抗 体 が 標 的 分 子 上 の エ フ ェ ク タ ー 結 合 部 位 へ の 結 合 に よ り 生 理
的 結 果 を 誘 発 す る も の で あ り 得 る 。 こ の 場 合 に は 、 疾 患 ま た は 病 変 に お い て は 存 在 し な い
か ま た は 欠 陥 の あ り 得 る 内 在 性 リ ガ ン ド を 有 す る 受 容 体 で あ る 標 的 を 、 代 替 の エ フ ェ ク タ
ー リ ガ ン ド と し て の 抗 体 と 結 合 し て 、 受 容 体 に 基 づ く 情 報 伝 達 事 象 を 受 容 体 に よ り 開 始 す
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る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 の 治 療 的 に 有 効 な 量 は 一 般 的 に 、 治 療 目 的 を 達 成 す る の に 必 要 と さ れ る 量
に 関 す る 。 上 述 の よ う に 、 こ れ は 、 特 定 の 場 合 に は 標 的 の 機 能 を 阻 害 し 、 そ し て 他 の 場 合
に は 生 理 的 応 答 を 促 進 す る 抗 体 お よ び そ の 標 的 抗 原 と の 間 の 結 合 相 互 作 用 で あ り 得 る 。 投
与 に 必 要 な 量 は さ ら に 、 特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 結 合 親 和 性 に 依 存 す る し 、 そ し て ま た
投 与 し た 抗 体 が 投 与 し た 対 象 の 自 由 体 積 か ら 除 去 し 得 る 速 度 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 抗 体 ま
た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト の 治 療 的 に 有 効 な 投 与 量 の 通 常 の 範 囲 は 、 限 定 さ れ な い 例 と し て 、
約 ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 ～ 約 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 で あ り 得 る 。 通 常 の 投 与 回 数 は 、 例 え ば
、 １ 日 ２ 回 か ら １ 週 １ 回 の 範 囲 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 抗 体 の 医 薬 組 成 物
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 な ら び に 本 明 細 書 に 開 示 す る ス ク リ ー ニ
ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 す る 他 の 分 子 を 、 医 薬 組 成 物 の 形 で 種 々 の 障 害 の 処 置 の た め に 投
与 し 得 る 。 そ の よ う な 組 成 物 の 調 製 に 関 与 す る 原 理 お よ び 考 慮 事 項 、 な ら び に 成 分 の 選 択
の 指 針 は 、 例 え ば 、 The Science And Practice Of Pharmacy 19th ed. (Alfonso R. Genn
aro, et al., editors) Mack Pub. Co., Easton, Pa. : 1995、 Drug Absorption Enhance
ment : Concepts, Possibilities, Limitations, And Trends,  Harwood Academic Publi
shers, Langhorne, Pa., 1994、 お よ び  Peptide And Protein Drug Delivery (Advances 
In Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker,  New Yorkに 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 抗 原 タ ン パ ク 質 が 細 胞 内 に あ り 、 完 全 な 抗 体 を 阻 害 剤 と し て 使 用 す る な ら ば 、 内 部 移 行
性 抗 体 が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 リ ポ ソ ー ム を 使 用 し て 、 抗 体 ま た は 抗 体 フ ラ グ メ ン ト
を 細 胞 内 に 送 達 し 得 る 。 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 使 用 す る 場 合 に は 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 結 合 ド
メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 最 も 小 さ な 阻 害 フ ラ グ メ ン ト が 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗 体 の 可 変
領 域 の 配 列 に 基 づ い て 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 配 列 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る ペ プ チ ド 分 子 を
デ ザ イ ン し 得 る 。 そ の よ う な ペ プ チ ド を 、 化 学 的 お よ び ／ ま た は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ り
合 成 し 得 る 。 例 え ば 、 Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 7889-7893 (1
993)を 参 照 さ れ た い 。 本 明 細 書 に お け る 処 方 は ま た 、 処 置 す る 特 定 の 適 応 の た め に 必 要 な
ニ つ 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま し く は お 互 い に 悪 影 響 を 及 ぼ し 合 わ な い 相 補 的 活 性 を 持 つ も
の を 含 有 し 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 ま た は こ れ に 加 え て 、 組 成 物 は 、 そ の 機 能 を 増 強 す る 薬
剤 、 例 え ば 、 細 胞 障 害 性 薬 剤 、 サ イ ト カ イ ン 、 化 学 療 法 剤 、 ま た は 増 殖 阻 害 剤 を 含 有 し て
い て も よ い 。 そ の よ う な 分 子 は 好 都 合 に は 、 意 図 す る 目 的 に と っ て 効 果 的 な 量 で 組 み 合 わ
さ れ て 存 在 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 活 性 成 分 を 、 例 え ば 、 コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 ま た は 界 面 重 合 に よ り 調 製 し た マ イ ク ロ
カ プ セ ル 中 で 、 例 え ば 、 ハ イ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ズ ま た は ゼ ラ チ ン － マ イ ク ロ カ プ セ
ル お よ び ポ リ － (メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト )マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 で 、 そ れ ぞ れ 、 コ ロ イ ド 状 薬
送 達 シ ス テ ム (例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 小 球 体 、 ミ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子
お よ び ナ ノ カ プ セ ル )中 に 、 ま た は マ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 中 に 閉 じ 込 め 得 る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 す る 製 剤 は 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ の こ と を 、 無 菌 ろ 過 膜 に よ
る ろ 過 に よ り 容 易 に 達 成 す る 。
　 徐 放 性 製 剤 を 調 製 す る こ と が で き る 。 徐 放 性 製 剤 の 適 当 な 例 と し て は 、 抗 体 を 含 有 す る
固 相 の 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 過 性 マ ト リ ッ ク ス が 挙 げ ら れ 、 そ の マ ト リ ッ ク ス は 、 例 え ば
、 フ ィ ル ム ま た は マ イ ク ロ カ プ セ ル の よ う な 造 形 品 の 形 を し て い る 。 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス
の 例 と し て は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ハ イ 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 )、 ま た は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )、 ポ リ ラ ク チ ド (米 国 特 許 第 ３ ,７ ７ ３ ,９ １
９ 号 )、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 お よ び γ エ チ ル － Ｌ グ ル タ ミ ン 酸 エ ス テ ル の 共 重 合 体 、 非 分 解
性 エ チ レ ン － ビ ニ ル ア セ テ ー ト 、 LUPRON DEPOT[登 録 商 標 ](乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 共 重 合 体
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お よ び 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド よ り 成 る 注 射 用 マ イ ク ロ ス フ ェ ア )の よ う な 分 解 性 乳 酸 － グ リ
コ ー ル 酸 共 重 合 体 が 挙 げ ら れ る 。 酢 酸 エ チ レ ン ビ ニ ル お よ び 乳 酸 － グ リ コ ー ル 酸 の よ う な
ポ リ マ ー は １ ０ ０ 日 間 に 亘 っ て 分 子 を 放 出 す る こ と が で き る が 一 方 、 特 定 の ヒ ド ロ ゲ ル は
よ り 短 期 間 で タ ン パ ク 質 を 放 出 す る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ
　 ア ナ ラ イ ト の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 薬 剤 は 、 ア ナ ラ イ ト の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 の
あ る 抗 体 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 を 持 つ 抗 体 で あ る 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル で も よ
く 、 ま た は さ ら に 好 ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ り 得 る 。 完 全 な 抗 体 ま た は そ の フ ラ グ メ
ン ト (例 え ば 、 Ｆ ａ ｂ ま た は Ｆ ( ａ ｂ ) ２ )を 使 う こ と が で き る 。 用 語 「 標 識 」 と は 、 プ ロ ー
ブ ま た は 抗 体 に 関 し て 、 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 検 出 可 能 な 物 質 を カ ッ プ リ ン グ す る (即 ち
、 物 理 的 に 連 結 す る )こ と に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 直 接 標 識 、 な ら び に 直 接 に 標 識 す
る も う 一 つ の 薬 剤 と の 反 応 性 に よ る プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 の 間 接 標 識 を 包 含 す る も の と す る
。 間 接 標 識 の 例 と し て は 、 蛍 光 標 識 し た 第 ２ 抗 体 を 用 い た 第 １ 抗 体 の 検 出 お よ び 蛍 光 標 識
ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で 検 出 で き る よ う に Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を ビ オ チ ン で 末 端 標 識 す る こ と が
挙 げ ら れ る 。 用 語 「 生 物 学 的 試 料 」 と は 、 対 象 か ら 単 離 し た 組 織 、 細 胞 お よ び 生 物 学 的 流
体 、 な ら び に 対 象 内 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 お よ び 流 体 を 含 む も の と す る 。 そ れ 故 に 、 用 語
「 生 物 学 的 試 料 」 の 範 囲 に は 血 液 お よ び 血 清 、 血 漿 、 ま た は リ ン パ 液 を 含 む 血 液 の フ ラ ク
シ ョ ン ま た は 成 分 を 含 み 得 る 。 即 ち 、 本 発 明 の 検 出 法 を 使 用 し て 、 生 物 学 的 試 料 中 の ア ナ
ラ イ ト の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク 質 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ビ ト ロ な ら び に イ ン ビ ボ で 検 出
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ナ ラ イ ト の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 の た め の イ ン ビ ト ロ 技 術 と し て
は 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 挙 げ 得
る 。 ア ナ ラ イ ト の タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ト ロ 検 出 技 術 と し て は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 査 法 (
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 降 お よ び 免 疫 蛍 光 を 挙 げ 得 る 。 ア ナ ラ イ ト の
Ｄ Ｎ Ａ の イ ン ビ ト ロ 検 出 技 術 と し て は 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 挙 げ 得 る 。 イ ム
ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る 手 順 は 、 例 え ば 、 「 ELISA: Theory and Practice: Methods in Mol
ecular Biology」 , Vol. 42, J. R. Crowther (Ed.) Human Press, Totowa, NJ, 1995、
「 Immunoassay」 , E. Diamandis and T. Christopoulus, Academic Press, Inc., San Di
ego, CA, 1996、 お よ び 「 Practice and Thory of Enzyme Immunoassays」 , P. Tijssen, 
Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985に 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 ア ナ ラ イ ト
の タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ボ 検 出 の た め の 技 術 は 、 標 識 化 し た 抗 ア ナ ラ イ ト タ ン パ ク 質 抗 体 を
対 象 に 導 入 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 対 象 中 で の 存 在 ま た は 局 在 が 標 準 的 な 造 影 技 法 で 検
出 で き る 放 射 性 マ ー カ ー で 、 抗 体 を 標 識 し 得 る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類
似 体 ま た は 相 同 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る ベ ク タ ー 、 好 ま し く は 発 現 ベ ク タ ー に 関 す
る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 ベ ク タ ー 」 と は 、 そ れ に 結 合 し て い る も う 一 つ の 核
酸 を 運 搬 す る 能 力 の あ る 核 酸 分 子 を 指 す 。 ベ ク タ ー の 一 つ の タ イ プ は 「 プ ラ ス ミ ド 」 で あ
り 、 こ れ は 、 さ ら に 別 な Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト が 結 合 し た 環 状 の 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ ル ー プ を 指 す 。
ベ ク タ ー の も う 一 つ の タ イ プ は ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ り 、 こ こ で は さ ら に 別 な Ｄ Ｎ Ａ セ グ
メ ン ト を ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 中 に 結 合 し 得 る 。 特 定 の ベ ク タ ー は 、 そ れ ら を 導 入 し た 宿 主 細
胞 中 で 自 律 増 幅 す る こ と が で き る (例 え ば 、 細 菌 の 複 製 起 点 を 持 つ 細 菌 の ベ ク タ ー お よ び
哺 乳 動 物 の エ ピ ゾ ー ム ベ ク タ ー )。 他 の ベ ク タ ー (例 え ば 、 哺 乳 動 物 の 非 エ ピ ゾ ー ム ベ ク タ
ー )は 、 宿 主 細 胞 中 へ の 導 入 に 際 し 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ て 、 そ れ に よ り 宿 主
ゲ ノ ム と 一 緒 に 複 製 し 得 る 。 さ ら に 、 特 定 の ベ ク タ ー は 、 そ れ ら が 作 動 し 得 る よ う に 連 結
し た 遺 伝 子 の 発 現 を 指 示 す る 能 力 が あ る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー を 、 本 明 細 書 に お い て 「 発
現 ベ ク タ ー 」 と 呼 称 す る 。 一 般 に 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に お い て 有 用 な 発 現 ベ ク タ ー は し ば
し ば プ ラ ス ミ ド の 形 を し て い る 。 プ ラ ス ミ ド は ベ ク タ ー の 最 も 通 常 に 使 用 す る 形 態 で あ る
の で 、 本 明 細 書 に お い て は 、 「 プ ラ ス ミ ド 」 お よ び 「 ベ ク タ ー 」 は 互 換 的 に 使 用 し 得 る 。
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し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 同 等 の 機 能 を 有 す る ウ イ ル ス ベ ク タ ー (例 え ば 、 複 製 能 を 欠 い
た レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス お よ び ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス )の よ う な 他 の 形 の 発 現 ベ
ク タ ー を 含 む こ と と す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 中 に お け る 核 酸 の 発 現 に 適 し た 形 で の 本 発 明
の 核 酸 を 含 み 、 こ れ は 組 換 え 発 現 ウ イ ル ス を 、 発 現 に 使 用 す る 宿 主 細 胞 に 基 づ い て 選 択 し
た 発 現 す べ き 核 酸 配 列 に 作 動 し 得 る よ う に 連 結 し た 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 調 節 配 列 を 含 む
こ と を 意 味 す る 。 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内 に お い て 、 「 作 動 し 得 る よ う に 連 結 し た 」 と は 、
興 味 の あ る 核 酸 配 列 が 核 酸 配 列 の 発 現 を 可 能 に す る 様 式 で (例 え ば イ ン ビ ト ロ 転 写 ／ 翻 訳
シ ス テ ム で ま た は ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 場 合 に は 宿 主 細 胞 中 で )調 節 配 列 に 結 合
し て い る こ と を 意 味 す る も の と す る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 用 語 「 調 節 配 列 」 と は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー お よ び 他 の 発 現 制 御 要 素 (例 え ば
、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル )を 含 む も の と す る 。 そ の よ う な 調 節 配 列 は 、 例 え ば 、 Goeddel
, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Die
go, Calif. (1990)に 記 載 さ れ て い る 。 調 節 配 列 と し て は 、 多 く の タ イ プ の 宿 主 細 胞 中 で
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 成 的 発 現 を 指 示 す る も の お よ び 特 定 の 宿 主 細 胞 中 で の み ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 の 発 現 を 指 示 す る も の (例 え ば 、 組 織 特 異 的 調 節 配 列 )を 挙 げ 得 る 。 発 現 ベ ク タ ー の
デ ザ イ ン が 、 形 質 転 換 す る 宿 主 細 胞 の 選 択 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル 等 の よ う な 要
因 に 依 存 し 得 る こ と を 当 業 者 は 理 解 す る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 し て 、
そ れ に よ り 本 明 細 書 に 説 明 す る よ う に 核 酸 に よ り コ ー ド す る 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ
ド を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド (例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質
の 突 然 変 異 型 、 融 合 タ ン パ ク 質 等 )を 生 産 し 得 る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 原 核 の ま た は 真 核 の 細 胞 中 に お け る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク
質 発 現 用 に デ ザ イ ン し 得 る 。 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 、 Escherichia coliの よ う な
細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 (バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 し て )、 酵 母 細 胞 ま た は 哺 乳 動
物 細 胞 中 で 発 現 し 得 る 。 適 当 な 宿 主 細 胞 は 、 Goeddel, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: MET
HODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990)に お い て さ ら に 考
察 さ れ て い る 。 こ れ に 代 え て 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 、 例 え ば 、 Ｔ ７ プ ロ モ ー タ ー 調 節 配
列 お よ び Ｔ ７ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て イ ン ビ ト ロ で 転 写 し て 、 翻 訳 し 得 る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 真 核 細 胞 中 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 は 最 も し ば し ば 、 Escherichia coli中 で 融 合 タ ン
パ ク 質 ま た は 非 融 合 タ ン パ ク 質 の ど ち ら か の 発 現 を 指 示 す る 構 成 的 ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー
タ ー を 含 有 す る ベ ク タ ー を 用 い て 行 わ れ る 。 融 合 ベ ク タ ー は 、 そ の 中 に コ ー ド し た タ ン パ
ク 質 に 多 数 の ア ミ ノ 酸 を 、 通 常 に は 組 換 え タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 に 付 加 す る 。 そ の よ う
な 融 合 ベ ク タ ー は 典 型 的 に 三 つ の 目 的 に 役 立 つ ： (i)組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 増 大 す る
た め ； (ii)組 換 え タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 を 増 加 す る た め ； お よ び (iii)ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に お け る リ ガ ン ド と し て 作 用 す る こ と に よ り 組 換 え タ ン パ ク 質 の 精 製 を 助
け る た め 。 し ば し ば 、 融 合 発 現 ベ ク タ ー に お い て 、 タ ン パ ク 質 分 解 に よ る 切 断 部 位 を 融 合
部 分 お よ び 組 換 え タ ン パ ク 質 の 接 合 部 に 導 入 し て 、 融 合 部 分 か ら 組 換 え タ ン パ ク 質 の 分 離
に 引 き 続 い て 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 可 能 に す る 。 そ の よ う な 酵 素 、 お よ び そ れ ら と 同 種
の 認 識 配 列 と し て は 、 Ｆ ａ ｃ ｔ ｏ ｒ  Ｘ ａ 、 ト ロ ン ビ ン お よ び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ を 挙 げ 得
る 。 典 型 的 な 融 合 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｇ Ｓ Ｔ )
、 マ ル ト ー ス Ｅ 結 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は プ ロ テ イ ン Ａ を そ れ ぞ れ 標 的 組 換 え タ ン パ ク 質 に
融 合 さ せ る ｐ Ｇ Ｅ Ｘ (Pharmacia Biotech Inc; Smith and Johnson, 1988. Gene 67: 31-4
0)、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ  (New England Biolabs, Beverly, Mass.)お よ び ｐ Ｒ Ｉ Ｔ ５  (Pharmacia, P
iscataway, N.J.) を 挙 げ 得 る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 適 当 な 誘 導 性 非 融 合 E. coli発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 ｐ Ｔ ｒ ｃ (Amrann et al., (19
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88) Gene 69:301-315)お よ び ｐ Ｅ Ｔ １ １ ｄ  (Studier et al., GENE EXPRESSION TECHNOLO
GY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990) 60-89)を
挙 げ 得 る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 E. coliに お け る タ ン パ ク 質 発 現 を 最 大 に す る 一 つ の 戦 略 は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を タ ン
パ ク 質 分 解 的 に 切 断 す る 能 力 を 障 害 し た 宿 主 細 胞 中 で タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と で あ る 。
Gottesman, GENE EXPRESSION TECHNOLOGY: METHODS IN ENZYMOLOGY 185, Academic Press
, San Diego, Calif. (1990) 119-128を 参 照 さ れ た い 。 も う 一 つ の 戦 略 は 、 そ れ ぞ れ の ア
ミ ノ 酸 に 対 す る 個 別 の コ ド ン を E. coliで 優 先 的 に 使 用 す る も の と な る よ う に 、 発 現 ベ ク
タ ー に 挿 入 す る 核 酸 の 核 酸 配 列 を 変 更 す る こ と で あ る (例 え ば 、 Wada, et al., 1992. Nuc
l. Acids Res. 20: 2111-2118を 参 照 )。 本 発 明 の 核 酸 配 列 の そ の よ う な 変 更 は 標 準 的 Ｄ Ｎ
Ａ 合 成 技 法 に よ り 行 い 得 る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 発 現 ベ ク タ ー は 酵 母 の 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 酵 母 の
Saccharomyces cerivisae中 の 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 ｐ Ｙ ｅ ｐ Ｓ ｅ ｃ １  (Baldari, 
et al., 1987. EMBO J. 6: 229-234)、 ｐ Ｍ Ｆ ａ (Kurjan and Herskowitz, 1982. Cell 30
: 933-943)、 ｐ Ｊ Ｒ Ｙ ８ ８  (Schultz et al., 1987. Gene 54: 113-123)、 ｐ Ｙ Ｅ Ｓ ２ (In
vitrogen Corporation, San Diego, Calif.)、 お よ び ｐ ｉ ｃ Ｚ (InVitrogen Corp, San Di
ego, Calif.)を 挙 げ 得 る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 こ れ に 代 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 昆 虫 細 胞 中 で 発 現 し
得 る 。 培 養 昆 虫 細 胞 (例 え ば 、 Ｓ Ｆ ９ 細 胞 )中 で の タ ン パ ク 質 発 現 に 利 用 可 能 な バ キ ュ ロ ウ
イ ル ス ベ ク タ ー と し て は 、 ｐ Ａ ｃ シ リ ー ズ (Smith, et al., 1983. Mol. Cell. Biol. 3: 
2156-2165) お よ び ｐ Ｖ Ｌ シ リ ー ズ (Lucklow and Summers, 1989. Virology 170: 31-39)
を 挙 げ 得 る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 核 酸 を 、 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 哺 乳
動 物 細 胞 中 で 発 現 し 得 る 。 哺 乳 動 物 の 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ (Seed, 198
7. Nature 329: 840)お よ び ｐ Ｍ Ｔ ２ Ｐ Ｃ (Kaufman, et al., 1987. EMBO J. 6: 187-195)
を 挙 げ 得 る 。 哺 乳 動 物 細 胞 中 で 使 用 す る と き に は 、 発 現 ベ ク タ ー の 制 御 機 能 は し ば し ば 、
ウ イ ル ス の 調 節 要 素 に よ り 提 供 さ れ る 。 例 え ば 、 普 通 に 使 用 す る プ ロ モ ー タ ー は 、 ポ リ オ
ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス お よ び シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ に 由 来 す る
。 原 核 の お よ び 真 核 の 細 胞 両 方 に と っ て 適 当 な 他 の 発 現 系 に つ い て は 、 例 え ば 、 Chapters
 16 and 17 of Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL. 2nd ed.,
 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
 Harbor, N.Y., 1989を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 哺 乳 動 物 表 現 ベ ク タ ー は 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ 中 で 優 先
的 に 核 酸 の 発 現 を 指 示 す る 能 力 が あ る (例 え ば 、 組 織 特 異 的 調 節 要 素 を 核 酸 を 発 現 す る た
め に 使 用 す る )。 組 織 特 異 的 調 節 要 素 は 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 適 当 な 組 織 特 異 的
プ ロ モ ー タ の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 ア ル ブ ミ ン プ ロ モ ー タ ー (肝 臓 特 異 的 ； Pinkert, et
 al., 1987. Genes Dev. 1: 268-277)、 リ ン パ 系 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (Calame and Eaton,
 1988. Adv. Immunol. 43: 235-275)、 特 に T細 胞 受 容 体 (Winoto and Baltimore, 1989. E
MBO J. 8: 729-733)お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン  (Banerji, et al., 1983. Cell 33: 729-740;
 Queen and Baltimore, 1983. Cell 33: 741-748)の プ ロ モ ー タ ー 、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 プ
ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 ニ ュ ー ロ フ ィ ラ メ ン ト プ ロ モ ー タ ー ; Byrne and Ruddle, 1989. Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 86: 5473-5477)、 膵 臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (Edlund, et al., 1
985. Science 230: 912-916)、 な ら び に 乳 腺 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー (例 え ば 、 乳 漿 ； 米 国 特
許 第 ４ ,８ ７ ３ ,３ １ ６ 号 及 び ヨ ー ロ ッ パ 出 願 公 開 第 ２ ６ ４ ,１ ６ ６ 号 )を 挙 得 る 。 例 え ば 、
マ ウ ス の ｈ ｏ ｘ プ ロ モ ー タ ー (Kessel and Gruss, 1990. Science 249: 374-379)お よ び α
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－ フ ェ ト プ ロ テ イ ン プ ロ モ ー タ ー (Campes and Tilghman, 1989. Genes Dev. 3: 537-546)
の 発 生 的 に 調 節 さ れ る プ ロ モ ー タ ー も 包 含 す る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 発 現 ベ ク タ ー の 中 に ア ン チ セ ン ス の 配 向 で ク ロ ー ン 化 し た 本 発 明 の Ｄ
Ｎ Ａ 分 子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 即 ち 、 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ
Ａ に 対 し て ア ン チ セ ン ス で あ る Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 発 現 (Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 転 写 に よ る )を 可 能 に す る
よ う な 様 式 で 、 調 節 配 列 に 機 能 し 得 る よ う に 結 合 す る 。 種 々 の 細 胞 タ イ プ 中 の ア ン チ セ ン
ス Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の 連 続 的 発 現 を 指 示 す る ア ン チ セ ン ス の 配 向 に ク ロ ー ン 化 し た 核 酸 に 機 能 し
得 る よ う に 結 合 し た 調 節 配 列 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー お よ び ／ ま た は エ ン ハ ン
サ ー を 選 択 す る こ と が で き る か 、 ま た は ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ の 組 織 特 異 的 ま た は 細 胞 タ イ
プ 特 異 的 な 構 成 的 発 現 を 指 示 す る 調 節 配 列 を 選 択 す る こ と が で き る 。 ア ン チ セ ン ス 発 現 ベ
ク タ ー は 、 ベ ク タ ー を 導 入 し た 細 胞 タ イ プ に よ り 活 性 を 決 定 す る 高 効 率 調 節 領 域 の 制 御 下
で 、 ア ン チ セ ン ス 核 酸 を 生 産 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド ま た は 弱 毒 化 ウ イ ル ス
の 形 で あ り 得 る 。 ア ン チ セ ン ス 遺 伝 子 を 用 い た 遺 伝 子 発 現 の 調 節 の 考 察 に つ い て は 、 例 え
ば 、 Weintraub, et al., 「 Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis
」  Reviews-Trends in Genetics, Vol. 1(1) 1986を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 す る 宿 主 細 胞 に 関 す る
。 用 語 「 宿 主 細 胞 」 お よ び 「 組 換 え 宿 主 細 胞 」 を 、 本 明 細 書 に お い て は 互 換 的 に 使 用 す る
。 そ の よ う な 用 語 は 、 特 定 の 対 象 の 細 胞 の み な ら ず そ の よ う な 細 胞 の 子 孫 ま た は 潜 在 的 子
孫 を ま た 指 す こ と を 理 解 す る 。 突 然 変 異 ま た は 環 境 の 影 響 に よ り 後 の 世 代 に 特 定 の 修 飾 が
生 じ る か も し れ な い た め 、 そ の よ う な 子 孫 は 、 実 際 に は 親 細 胞 と 同 一 で は な い か も し れ な
い が 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 の 範 囲 内 に な お 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 宿 主 細 胞 は 任 意 の 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を
、 E. coliの よ う な 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 (チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ
ー 卵 巣 細 胞 (Ｃ Ｈ Ｏ )ま た は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 )の よ う な 細 菌 の 細 胞 中 で 発 現 す る こ と が で き る 。
他 の 適 当 な 宿 主 細 胞 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ベ ク タ ー Ｄ Ｎ Ａ を 、 従 来 の 形 質 転 換 ま た は 形 質 移 入 技 術 に よ り 原 核 細 胞 ま た は 真 核 の 細
胞 の 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 用 語 「 形 質 転 換 」 お よ び 「 形
質 移 入 」 と は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は 塩 化 カ ル シ ウ ム 共 沈 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 仲
介 性 形 質 移 入 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 含 む 外 来 の 核 酸 (例
え ば Ｄ Ｎ Ａ )を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る た め に 当 該 分 野 で 認 め る 種 々 の 技 術 を 指 す も の と す る
。 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 し ま た は 形 質 移 入 す る た め の 適 当 な 方 法 は 、 MOLECULAR CLONING: A
 LABORATORY MANUAL. 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor L
aboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989)お よ び 他 の 実 験 室 マ ニ ュ ア ル に 見 出
す こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 の 安 定 的 な 形 質 移 入 に つ い て は 、 使 用 さ れ る 発 現 ベ ク タ ー お よ び 形 質 移 入
の 技 法 に 依 存 し て 、 細 胞 の ご く 小 数 の フ ラ ク シ ョ ン が 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ を そ の ゲ ノ ム の 中 に 組
み 込 み 得 る 。 こ れ ら の 組 み 込 み 体 を 同 定 し 選 択 す る た め に 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー (例 え ば
、 抗 生 物 質 に 対 す る 抵 抗 性 )が 一 般 的 に 、 興 味 の あ る 遺 伝 子 と 一 緒 に 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ
る 。 種 々 の 選 択 可 能 な マ ー カ ー と し て は 、 Ｇ ４ １ ８ ,ハ イ グ ロ マ イ シ ン お よ び メ ト ト レ キ
セ ー ト の よ う な 薬 剤 に 抵 抗 性 を 与 え る も の が 挙 げ ら れ る 。 選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す
る 核 酸 を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を コ ー ド す る も の と 同 一 の ベ ク タ ー 上 で 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と が で
き か 、 ま た は 別 の ベ ク タ ー 上 で 導 入 す る こ と も で き る 。 導 入 さ れ た 核 酸 で 安 定 に 形 質 移 入
さ れ た 細 胞 は 、 薬 剤 選 択 に よ り 同 定 さ れ る こ と が で き る (例 え ば 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー を
組 み 込 ん で い る 細 胞 は 生 き 残 る 一 方 で 、 他 の 細 胞 は 死 ぬ )。
【 ０ ２ ２ ７ 】
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　 培 地 中 の 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 の よ う な 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を 用 い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ
ク 質 を 生 産 す る (即 ち 、 発 現 す る )こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 宿 主 細
胞 を 用 い る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 生 産 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 そ の
方 法 は 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 (そ の 中 に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換 え 発 現 ベ ク タ
ー を 導 入 す る )を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 生 産 す る よ う な 適 当 な 培 地 中 で 培 養 す る こ と を
含 む 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 そ の 方 法 は 、 培 地 ま た は 宿 主 細 胞 か ら Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク
質 を 単 離 す る こ と を さ ら に 含 む 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 動 物
　 本 発 明 の 宿 主 細 胞 を ま た 使 用 し て 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 産 し 得 る 。 例 え
ば 、 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 、 そ の 中 に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 配
列 を 導 入 す る 受 精 卵 母 細 胞 ま た は 胚 性 幹 細 胞 で あ る 。 次 い で 、 そ の よ う な 宿 主 細 胞 を 使 用
し て 、 そ の 中 で 外 来 性 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 を ゲ ノ ム の 中 に 導 入 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 、 ま た は そ の 中 で 内 在 性 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 を 変 更 す る 相 同 な 組 換 え 動 物 を 創 成 す る こ と
が で き る 。 そ の よ う な 動 物 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 機 能 お よ び ／ ま た は 活 性 の 研 究 に な
ら び に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の 同 定 お よ び ／ ま た は 評 価 に 有 用 で あ る
。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 と は 、 そ の 中 で 動 物 の 一 つ ま た
は そ れ 以 上 の 細 胞 が 導 入 遺 伝 子 を 含 む 非 ヒ ト 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 さ ら に 好 ま し く
は ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の よ う な げ っ 歯 類 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 他 の 例 と し て
は 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 両 棲 類 等 を 挙 げ 得 る 。 導
入 遺 伝 子 は 、 そ れ か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 発 生 す る 細 胞 の ゲ ノ ム の 中 に 取 り 込 ま れ
、 そ し て 成 熟 動 物 の ゲ ノ ム 内 に 残 存 し て 、 そ れ に よ り ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 一 つ ま た
は そ れ 以 上 の 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 中 に お け る コ ー ド 化 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 指 令 す る 外 来
性 Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 相 同 の 組 換 え 動 物 」 と は 、 そ の 中 で 内 在 性
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 が 内 在 性 遺 伝 子 お よ び 、 動 物 の 細 胞 、 例 え ば 、 動 物 の 胚 細 胞 の 中 に 動 物 の
発 生 前 に 導 入 さ れ た 外 来 性 Ｄ Ｎ Ａ 分 子 と の 間 で 相 同 組 換 え に よ り 変 更 し た 非 ヒ ト 動 物 、 好
ま し く は 哺 乳 類 、 さ ら に 好 ま し く は マ ウ ス で あ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を コ ー ド す る 核 酸 を 受 精 卵 母 細 胞 の 雄 性
前 核 の 中 に (例 え ば 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 に よ り )導 入 し て 、
卵 母 細 胞 を 偽 妊 娠 雌 性 仮 親 動 物 の 体 内 で 発 生 す る こ と を 可 能 に す る こ と に よ り 、 創 成 す る
こ と が で き る 。 配 列 番 号 ２ ｎ － １ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )の ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 、 非 ヒ ト 動 物 の ゲ ノ ム 内 に 導 入 遺 伝 子 と し て 導 入 す る こ と が で き る 。 こ れ に
代 え て 、 マ ウ ス Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の よ う な ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 非 ヒ ト 相 同 体 を 、 ヒ ト Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (上 に さ ら に 詳 述 )に 基 づ い て 単 離 し て 、 導 入
遺 伝 子 と し て 使 用 し 得 る 。 イ ン ト ロ ン 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル も ま た 、 導 入 遺
伝 子 の 発 現 効 率 を 増 加 す る た め に 導 入 遺 伝 子 中 に 含 み 得 る 。 組 織 特 異 的 調 節 配 列 を Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 導 入 遺 伝 子 に 機 能 し 得 る よ う に 結 合 し て 、 特 定 の 細 胞 に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指
示 し 得 る 。 胚 の 操 作 お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ る 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、
特 に マ ウ ス の よ う な 動 物 の 作 成 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 従 来 的 と な っ て き て お り 、 例 え ば
、 米 国 特 許 第 ４ ,７ ３ ６ ,８ ６ ６ 号 ; ４ ,８ ７ ０ ,０ ０ ９ 号 ; お よ び ４ ,８ ７ ３ ,１ ９ １ 号 ;な
ら び に Hogan, 1986. In: MANIPULATING THE MOUSE EMBRYO, Cold Spring Harbor Laborat
ory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.に 記 載 さ れ て い る 。 類 似 の 方 法 を 他 の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 産 に 用 い 得 る 。 初 代 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、 ゲ ノ ム 内 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 導
入 遺 伝 子 の 存 在 お よ び ／ ま た は 動 物 の 組 織 ま た は 細 胞 中 に お け る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発
現 に 基 づ い て 、 同 定 し 得 る 。 次 い で 、 初 代 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、 導 入 遺 伝 子 を 保 持
す る 追 加 的 動 物 の 繁 殖 に 使 用 し 得 る 。 さ ら に 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝
子 を 保 持 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 使 用 し て 、 他 の 導 入 遺 伝 子 を 保 持 す る さ ら に 別 な
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 繁 殖 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
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　 相 同 の 組 換 え 動 物 を 創 成 す る た め に 、 そ の 中 に 欠 失 、 付 加 ま た は 置 換 を 導 入 し て い て 、
そ れ に よ り Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 を 変 化 さ せ る 例 え ば 機 能 的 に 破 壊 す る あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 少
な く と も 一 部 を 含 有 す る ベ ク タ ー を 調 製 す る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 は 、 ヒ ト 遺 伝 子 (例 え ば 配
列 番 号 ２ ｎ － １ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )の ｃ Ｄ Ｎ Ａ )で あ り 得 る が 、 さ ら に
好 ま し く は ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 非 ヒ ト 相 同 体 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ (こ こ
で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )の ヒ ト Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の マ ウ ス 相 同 体 を 使 用 し て 、 マ ウ
ス ゲ ノ ム 中 の 内 在 性 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 を 変 更 す る の に 適 す る 相 同 組 換 え ベ ク タ ー を 構 築 す る
こ と が で き る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ベ ク タ ー を 、 相 同 組 換 え に よ り 、 内 在 性 遺 伝 子 を 機
能 的 に 破 壊 す る (即 ち 、 も は や 機 能 的 な タ ン パ ク 質 を コ ー ド し な い ； 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 ベ
ク タ ー と も 呼 称 す る )よ う に デ ザ イ ン す る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 こ れ に 代 え て 、 ベ ク タ ー は 、 相 同 組 換 え に よ り 内 在 性 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 を 変 異 す る か ま た
は 他 の よ う に 変 更 す る が 、 依 然 機 能 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る (例 え ば 、 上 流 の 調 節 領 域
を 変 更 し て そ れ に よ り 内 在 性 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 変 更 す る )よ う に デ ザ イ ン し 得
る 。 相 同 組 換 え ベ ク タ ー で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 変 更 し た タ ン パ ク 質 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子
の さ ら に 別 な 核 酸 に よ り ５ '末 端 ま た は ３ '末 端 に 隣 接 し て 、 ベ ク タ ー に よ り 保 持 す る 外 来
性 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 お よ び 胚 性 幹 細 胞 中 の 内 在 性 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 間 で 相 同 組 換 え が 起 こ る
こ と を 可 能 に す る 。 さ ら に 別 な 隣 接 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 は 、 内 在 性 遺 伝 子 と 成 功 裏 に 相 同 組 換 え
が 起 き る よ う に 十 分 な 長 さ を 持 つ 。 典 型 的 に は 、 数 キ ロ 塩 基 の 隣 接 Ｄ Ｎ Ａ (５ '末 端 お よ び
３ '末 端 の 両 方 と も )を ベ ク タ ー に 含 み 得 る 。 相 同 組 換 え ベ ク タ ー の 記 載 に つ い て は 、 例 え
ば 、 Thomas, et al., 1987. Cell 51: 503を 参 照 さ れ た い 。 次 い で 、 ベ ク タ ー を 胚 性 幹 細
胞 株 に (例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り )導 入 し 、 そ し て そ の 中 で 導 入 し た Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 遺 伝 子 を 内 在 性 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 と 相 同 的 に 組 み 換 え た 細 胞 を 選 択 す る 。 例 え ば 、 Li, et
 al., 1992. Cell 69: 915を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 次 い で 、 選 択 し た 細 胞 を 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス )の 胚 盤 胞 の 中 に 注 入 し て 、 凝 集 キ メ ラ を
形 成 す る 。 例 え ば 、 Bradley, 1987. In: TERATOCARCINOMAS AND EMBRYONIC STEM CELLS: 
A PRACTICAL APPROACH, Robertson, ed. IRL, Oxford, pp. 113-152を 参 照 さ れ た い 。 次
い で 、 キ メ ラ 胚 を 適 当 な 偽 妊 娠 雌 性 仮 親 動 物 に 植 え 込 ん で 、 胚 を 満 期 出 産 す る 。 生 殖 細 胞
内 に 相 同 組 換 え し た Ｄ Ｎ Ａ を 保 持 し て い る 子 孫 を 用 い て 、 そ の 中 で 動 物 の 全 て の 細 胞 が 、
導 入 遺 伝 子 の 生 殖 系 列 を 介 し た 伝 達 に よ り 相 同 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 動 物 を 繁 殖 さ せ る
こ と が で き る 。 相 同 組 換 え ベ ク タ ー お よ び 相 同 組 換 え 動 物 を 構 築 す る 方 法 は 、 Bradley, 1
991. Curr. Opin. Biotechnol. 2: 823-829; Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 第 : Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ １ ３ ５ ４
号 ； Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ １ １ ４ ０ 号 ； Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ９ ６ ８ 号 ;お よ び Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ０ ４ １ ６ ９ 号 に
さ ら に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 導 入 遺 伝 子 の 調 節 発 現 を 可 能 に す る 選 択 し た シ ス テ ム を 含 有
す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 生 産 し 得 る 。 そ の よ う な シ ス テ ム の 一 つ の 例 は 、 バ
ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｐ １ の ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ リ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム で あ る 。 ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ
ｘ Ｐ リ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム の 記 載 に つ い て は 、 例 え ば 、 Lakso, et al., 1992. Proc. N
atl. Acad. Sci. USA 89: 6232-6236を 参 照 さ れ た い 。 リ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム の も う 一
つ の 例 は 、 Saccharomyces cerevisiaeの Ｆ Ｌ Ｐ リ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム で あ る 。 O'Gorman
, et al., 1991. Science 251:1351-1355を 参 照 さ れ た い 。 も し ｃ ｒ ｅ ／ ｌ ｏ ｘ Ｐ リ コ ン
ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム を 用 い て 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 す る な ら ば 、 Ｃ ｒ ｅ リ コ ン ビ ナ ー ゼ お
よ び 選 択 し た タ ン パ ク 質 の 両 方 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る 動 物 が 必 要 と な る 。 そ
の よ う な 動 物 は 、 例 え ば 、 一 つ は 選 択 し た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 有 し 、
他 は リ コ ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る 二 つ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を
交 配 さ せ る こ と に よ る 「 ダ ブ ル 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 構 築 に よ り 提 供 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 し た 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の ク ロ ー ン は ま た 、 Wilmut, et al.
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, 1997. Nature 385: 810-813に 記 載 さ れ た 方 法 に し た が っ て 生 産 す る こ と が で き る 。 略
述 す れ ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 細 胞 (例 え ば 体 細 胞 )を 単 離 し 、 誘 導 し て 、 増 殖 サ
イ ク ル か ら 抜 け 出 て Ｇ ０ 期 に 入 る こ と が で き る 。 次 い で 、 静 止 細 胞 を 、 例 え ば 、 電 気 パ ル
ス の 使 用 に よ り 静 止 細 胞 を 単 離 し た の と 同 じ 種 類 の 動 物 由 来 の 脱 核 し た 卵 母 細 胞 と 融 合 す
る こ と が で き る 。 次 い で 、 再 構 成 し た 卵 母 細 胞 を 、 そ れ を 桑 実 胚 ま た は 胚 盤 胞 に ま で 発 生
さ せ て 、 次 い で 擬 妊 娠 雌 性 仮 親 動 物 に 導 入 す る よ う に 培 養 す る 。 こ の 雌 性 仮 親 動 物 か ら 生
ま れ た 子 孫 は 、 細 胞 (例 え ば 体 細 胞 )を 単 離 す る 動 物 の ク ロ ー ン で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 医 薬 組 成 物
　 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 分 子 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 抗 － Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 (本 明 細 書 で は 「
活 性 化 合 物 」 と も い う )、 な ら び に そ れ ら の 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 類 似 体 お よ び 相 同 体
を 投 与 に 適 す る 医 薬 組 成 物 の 中 に 組 込 み 得 る 。 典 型 的 に 、 そ の よ う な 組 成 物 は 核 酸 分 子 、
タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 お よ び お よ び 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 を 含 む 。 本 明 細 書 に お い て
使 用 す る 「 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 」 と は 、 医 薬 品 投 与 に 適 合 す る 任 意 の お よ び 全 て の
溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 抗 菌 お よ び 抗 か び 剤 、 等 張 お よ び 吸 収 遅 延 剤 等 を 含 む こ
と を 意 図 す る 。 適 当 な 担 体 は 、 こ の 分 野 で 標 準 的 な 参 照 テ キ ス ト で あ る Remingtonの 薬 剤
学 の 最 新 版 (出 典 明 示 に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る )に 記 載 さ れ て い る 。 そ の よ う な 担 体 ま
た は 賦 形 剤 の 好 ま し い 例 と し て は 、 水 、 食 塩 水 、 フ ィ ン ガ ー 溶 液 、 ブ ド ウ 糖 溶 液 お よ び ５
％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 挙 げ る が 、 そ れ ら に 限 定 し な い 。 リ ポ ソ ー ム お よ び 油 脂 の よ う な
非 水 溶 性 ビ ー ク ル も ま た 使 用 す る 。 薬 学 的 に 活 性 な 物 質 の た め の そ の よ う な 媒 体 お よ び 薬
剤 は 当 該 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 任 意 の 従 来 の 媒 体 ま た は 薬 剤 が 活 性 化 合 物 に 適 合 し な
い 限 り で な け れ ば 、 組 成 物 内 の そ れ ら の 使 用 を 意 図 す る 。 補 助 的 な 活 性 化 合 物 を ま た 、 組
成 物 の 中 に 組 込 み 得 る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 を 、 そ の 意 図 す る 投 与 経 路 に 適 合 す る よ う に 処 方 す る 。 投 与 経 路 の
例 と し て は 、 非 経 口 の 、 例 え ば 、 静 脈 の 、 皮 内 の 、 皮 下 の 、 経 口 の (例 え ば 、 吸 入 )、 経 皮
の (即 ち 局 所 の )、 経 粘 膜 の お よ び 直 腸 の 投 与 を 挙 げ 得 る 。 非 経 口 の 、 皮 内 の ま た は 皮 下 の
応 用 に 使 用 す る 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と し て は 、 以 下 の 成 分 を 挙 げ る こ と が で き る ： 注 射 用 水
の よ う な 無 菌 賦 形 剤 、 食 塩 水 溶 液 、 油 脂 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ
レ ン グ リ コ ー ル ま た は 他 の 合 成 溶 媒 ； ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ま た は メ チ ル パ ラ ベ ン の よ う な
抗 菌 剤 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 ま た は 亜 硫 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム の よ う な 抗 酸 化 剤 ； エ チ レ ン ジ ア ミ
ン 四 酢 酸 (Ｅ Ｄ Ｔ Ａ )の よ う な キ レ ー ト 化 剤 ； 酢 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 ま た は リ ン 酸 塩 の よ う な
緩 衝 剤 、 な ら び に 塩 化 ナ ト リ ウ ム ま た は ブ ド ウ 糖 の よ う な 等 張 性 を 調 整 す る 薬 剤 。 塩 酸 ま
た は 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム の よ う な 酸 ま た は 塩 基 を 用 い て ｐ Ｈ を 調 整 す る こ と が で き る 。 非 経
口 性 製 剤 を 、 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク で 作 る ア ン プ ル 、 使 い 捨 て 注 射 器 、 ま た は 多 回 使
用 バ イ ア ル の 中 に 封 入 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 注 射 用 に 適 す る 医 薬 組 成 物 と し て は 、 無 菌 水 溶 液 (水 溶 性 で あ る 場 合 )ま た は 分 散 液 お よ
び 無 菌 注 射 用 の 溶 液 ま た は 分 散 液 の 必 要 に 応 じ て 調 合 す る 製 剤 用 の 無 菌 粉 末 を 挙 げ 得 る 。
静 脈 投 与 の た め に は 、 適 当 な 担 体 と し て は 、 生 理 食 塩 水 、 静 菌 性 水 、 Cremophor EL[登 録
商 標 ] (BASF, Parsippany, N.J.)ま た は リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (Ｐ Ｂ Ｓ )を 挙 げ 得 る 。 全 て の 場
合 に お い て 、 組 成 物 は 無 菌 で な け れ ば な ら ず 、 容 易 に 注 射 で き る 程 度 に 流 動 性 で あ る べ き
で あ る 。 そ れ は 製 造 お よ び 保 管 の 条 件 下 で 安 定 で な け れ ば な ら ず 、 そ し て 細 菌 お よ び 真 菌
の よ う な 微 生 物 の 汚 染 作 用 に 対 し て 保 護 さ れ な け れ ば な ら な い 。 担 体 は 、 例 え ば 、 水 、 エ
タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル (例 え ば 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ び 液 性 ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル 等 )な ら び に そ れ ら の 適 当 な 混 合 液 を 含 有 す る 溶 媒 ま た は 分 散 媒 体 で あ り
得 る 。 適 切 な 流 動 性 を 、 例 え ば 、 レ シ チ ン の よ う な コ ー テ ィ ン グ の 使 用 に よ り 、 分 散 液 の
場 合 に は 必 要 な 粒 子 径 の 維 持 に よ り 、 お よ び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 、 保 持 し 得 る 。 微 生
物 作 用 の 保 護 は 、 種 々 の 抗 菌 お よ び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば 、 パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ
ェ ノ ー ル 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 チ メ ロ サ ー ル 等 、 に よ り 達 成 さ れ る 。 多 く の 場 合 に 、 組 成 物
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中 に 、 等 張 性 薬 剤 、 例 え ば 、 砂 糖 、 マ ニ ト ー ル の よ う な ポ リ ア ル コ ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、
塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む こ と が 好 ま し い 。 注 射 用 組 成 剤 の 吸 収 の 延 長 は 、 組 成 物 中 に 吸 収 を
遅 延 す る 薬 剤 、 例 え ば 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン を 含 む こ と に よ り
も た ら せ 得 る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 無 菌 注 射 用 溶 液 を 、 適 切 な 溶 媒 の 中 に 一 つ ま た は 上 で 列 挙 し た 成 分 の 組 合 せ と 共 に 必 要
な 量 で 活 性 化 合 物 (例 え ば 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 抗 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 )を 組 み 込 み 、
つ い で ろ 過 滅 菌 を 行 な う こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 分 散 液 は 、 基 本 的
な 分 散 媒 体 お よ び 上 で 列 挙 し た も の か ら 必 要 な 他 の 成 分 を 含 有 す る 無 菌 ビ ー ク ル の 中 に 活
性 化 合 物 を 組 み 込 む こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 無 菌 注 射 用 溶 液 の 調 製 の た め の 無
菌 粉 末 の 場 合 に は 、 調 製 方 法 は 、 活 性 成 分 の 粉 末 プ ラ ス 前 も っ て 無 菌 ろ 過 さ れ た そ の 溶 液
か ら の 任 意 の さ ら に 別 の 望 ま し い 成 分 の 粉 末 を 生 成 す る 真 空 乾 燥 お よ び 凍 結 乾 燥 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 一 般 的 に 、 経 口 の 組 成 物 は 、 不 活 性 賦 形 剤 ま た は 食 用 の 担 体 を 含 む 。 そ れ ら を ゼ ラ チ ン
カ プ セ ル 中 に 封 入 す る か ま た は 錠 剤 に 打 錠 す る こ と が で き る 。 経 口 治 療 投 与 の 目 的 に は 、
活 性 化 合 物 を 添 加 物 と 共 に 組 込 ん で 錠 剤 、 ト ロ ー チ ま た は カ プ セ ル の 形 状 で 使 用 す る こ と
が で き る 。 経 口 の 組 成 物 を ま た 、 う が い 薬 と し て の 使 用 の た め に 液 体 担 体 を 用 い て 調 製 し
得 る が 、 そ こ で は 液 体 担 体 中 の 化 合 物 を 経 口 的 に 塗 布 し 、 さ っ と 取 り 除 い て 、 吐 き 出 す か
飲 み 込 む 。 薬 学 的 に 適 合 す る 結 合 剤 、 お お び ／ ま た は ア ジ ュ バ ン ト 材 料 を 組 成 物 の 一 部 と
し て 含 み 得 る 。 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 、 ト ロ ー チ 等 は 任 意 の 以 下 の 成 分 ま た は 同 様 な 性 質
を 持 つ 化 合 物 を 含 有 し 得 る ： 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム ま た は ゼ ラ チ ン の よ う
な 結 合 剤 ； デ ン プ ン ま た は 乳 糖 の よ う な 添 加 剤 、 ア ル ギ ン 酸 、 プ リ モ ゲ ル ま た は コ ー ン ス
タ ー チ の よ う な 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ま た は ス テ ロ ー ト の よ う な 滑 沢 剤 ； コ
ロ イ ド 状 二 酸 化 ケ イ 素 の よ う な 滑 り 剤 ； シ ョ 糖 ま た は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 剤 ； ま た は
ハ ッ カ 、 サ ル チ ル 酸 メ チ ル 、 オ レ ン ジ 香 料 の よ う な 着 香 剤 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 の た め に は 、 化 合 物 を 、 適 当 な 噴 射 剤 、 例 え ば 二 酸 化 炭 素 の よ う な ガ ス
を 含 有 す る 加 圧 容 器 ま た は デ ィ ス ペ ン ザ ー 、 ま た は ネ ブ ラ イ ザ ー か ら エ ア ゾ ー ル ス プ レ イ
の 形 式 で 送 達 し 得 る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 全 身 的 投 与 は ま た 、 経 粘 液 ま た は 経 皮 手 段 に よ り 得 る 。 経 粘 液 ま た は 経 皮 投 与 の た め に
は 、 透 過 す べ き バ リ ア ー に 適 切 な 浸 透 剤 を 処 方 に 使 用 す る 。 そ の よ う な 浸 透 剤 は 当 該 分 野
に お い て 一 般 的 に 公 知 で あ り 、 そ し て 、 例 え ば 、 経 粘 液 投 与 の た め に は 、 洗 剤 、 胆 汁 酸 塩
、 フ シ ジ ン 酸 誘 導 体 を 挙 げ 得 る 。 経 粘 液 投 与 は 鼻 腔 ス プ レ ー ま た は 坐 剤 の 使 用 に よ り 達 成
さ れ 得 る 。 経 皮 投 与 の た め に は 、 活 性 化 合 物 は 、 当 該 分 野 に お い て 一 般 的 に 公 知 で あ る よ
う に 、 軟 膏 、 軟 膏 剤 、 ゲ ル ま た は ク リ ー ム の 中 に 処 方 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 化 合 物 を ま た 、 直 腸 送 達 の た め に 坐 薬 (例 え ば 、 コ コ ア バ タ ー お よ び 他 の グ リ セ リ ド の
よ う な 従 来 の 坐 剤 用 基 材 と 共 に )ま た は 保 持 浣 腸 剤 の 形 式 で 調 製 し 得 る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 に お い て 、 活 性 化 合 物 を 、 イ ン プ ラ ン ト お よ び マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 送 達
シ ス テ ム を 含 む 制 御 放 出 製 剤 の よ う に 、 化 合 物 を 身 体 か ら の 迅 速 な 排 泄 か ら 防 止 す る 担 体
と 共 に 調 製 す る 。 酢 酸 エ チ レ ン ビ ニ ル 、 ポ リ 酸 無 水 物 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 、 コ ラ ー ゲ ン 、
ポ リ オ ル ト エ ス テ ル お よ び ポ リ 酢 酸 の よ う な 、 生 物 分 解 性 で 生 体 適 合 性 の ポ リ マ ー を 使 用
し 得 る 。 そ の よ う な 製 剤 を 調 製 す る 方 法 は 当 業 者 に 明 ら か で あ る 。 材 料 は ま た 、 Alza Cor
porationお よ び Nova Pharmaceuticals, Inc.か ら 市 販 で 入 手 可 能 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 懸
濁 液 (モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 持 つ 感 染 し た 細 胞 か ら ウ イ ル ス 抗 体 に 至 っ て 標 的 化 し た リ ポ
ソ ー ム を 含 む )を ま た 、 医 薬 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら
を 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ,５ ２ ２ ,８ １ １ 号 に 記 載 の よ う に 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 に 従 い 調
製 し 得 る 。
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【 ０ ２ ４ ４ 】
　 投 与 の 容 易 さ お よ び 投 与 量 の 均 一 性 の た め に 、 経 口 性 ま た は 非 経 口 性 の 組 成 物 を 単 位 投
与 剤 型 で 処 方 す る こ と が 特 に 有 益 で あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 単 位 投 与 剤 型 と は 、 処 置 す
る 対 象 に 対 し て 単 一 の 投 与 量 と し て 適 す る 物 理 学 的 に 分 離 し た 単 位 を 指 し ； そ れ ぞ れ の 単
位 は 、 必 要 な 薬 学 的 な 担 体 と 一 緒 に 望 ま し い 治 療 効 果 を 生 じ る よ う に 計 算 し た 予 め 決 め ら
れ た 量 の 活 性 化 合 物 を 含 有 す る 。 本 発 明 の 単 位 投 与 剤 型 の 規 格 は 、 活 性 化 合 物 の 特 異 な 特
色 お よ び 達 成 す る べ き 特 別 な 治 療 効 果 、 な ら び に そ の よ う な 活 性 化 合 物 を 個 体 の 処 置 の た
め に 配 合 す る 当 該 分 野 に 固 有 の 制 限 に よ り 指 示 さ れ か つ 直 接 に 依 存 す る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 核 酸 分 子 を ベ ク タ ー の 中 に 挿 入 し て 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー と し て 使 用 す る こ と が
で き る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 、 例 え ば 、 静 脈 注 射 、 局 所 投 与 に よ り (例 え ば 、 米 国 特 許
第 ５ ,３ ２ ８ ,４ ７ ０ 号 を 参 照 )ま た は 走 触 性 注 射 (例 え ば 、 Chen, et al., 1994. Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 91: 3054-3057を 参 照 )に よ り 送 達 し 得 る 。 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー の 医
薬 製 剤 は 、 許 容 さ れ る 賦 形 剤 の 中 に 遺 伝 子 治 療 ベ ク タ ー を 含 む か 、 ま た は そ の 中 に 遺 伝 子
治 療 ベ ク タ ー を 埋 め 込 ん だ 持 続 性 マ ト リ ッ ク ス を 含 み 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 完 全 な 遺 伝 子
治 療 ベ ク タ ー を 組 換 え 細 胞 、 例 え ば レ テ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら 無 傷 で 生 産 し 得 る 場 合 に
は 、 医 薬 製 剤 は 遺 伝 子 送 達 シ ス テ ム を 生 産 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 を 含 み 得 る 。
　 医 薬 製 剤 を 、 投 与 指 示 書 と 共 に 、 容 器 、 パ ッ ク ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー の 中 に 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 検 出 の 方 法
　 以 下 に 詳 述 す る よ う に 、 本 発 明 の 単 離 核 酸 分 子 を 使 用 し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 発 現
し (例 え ば 、 遺 伝 子 治 療 応 用 に お い て 宿 主 細 胞 中 で 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 介 し て )、 Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ (例 え ば 、 生 物 学 的 試 料 中 の )ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 中 の 遺 伝 的 欠 損 を 検 出 し
、 そ し て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 調 整 す る こ と が で き る 。 加 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 用 い て 、
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 を 調 整 す る 薬 ま た は 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 な
ら び に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 不 十 分 な ま た は 過 剰 な 生 産 、 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 野 生 型 タ ン パ
ク 質 と 比 較 し て 低 下 ま た は 異 常 な 活 性 を 有 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 型 の 生 産 を 特 徴 と す る
疾 患 (例 え ば ； 糖 尿 病 (イ ン ス リ ン 放 出 を 調 節 す る )； 肥 満 (脂 質 に 結 合 し 輸 送 す る )； 肥 満
に 関 連 し た 代 謝 障 害 、 代 謝 的 シ ン ド ロ ー ム Ｘ な ら び に 慢 性 障 害 お よ び 種 々 の が ん に 随 伴 す
る 食 欲 不 振 お よ び 消 耗 性 障 害 、 な ら び に 感 染 性 疾 患 (抗 微 生 物 活 性 を 有 す る )お よ び 種 々 の
異 脂 肪 血 症 を 処 置 し 得 る 。 加 え て 、 本 発 明 の 抗 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 を 使 用 し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ
ク 質 を 検 出 し か つ 単 離 し 、 そ し て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 調 整 し 得 る 。 な お さ ら な る 態 様 で は 、 本
発 明 を 方 法 で 使 用 し て 、 食 欲 、 栄 養 の 吸 収 お よ び 代 謝 基 質 の 処 分 を 正 お よ び 負 の 両 方 の 様
式 で 影 響 さ せ る こ と が で き る 。
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 明 細 書 に 説 明 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 同 定 す る 新 規 な 薬 剤 お
よ び 上 述 の 処 置 の た め の そ れ ら の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 本 発 明 は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 即 ち 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る か 、 ま た は 、 例 え ば
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 に 促 進 的 ま た は 阻 害 的 作 用 を
有 す る 候 補 ま た は 試 験 化 合 物 ま た は 薬 剤 (例 え ば 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 低
分 子 ま た は 他 の 薬 )を 同 定 す る 方 法 (本 明 細 書 で は 「 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 」 と も 呼 称 す
る )を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 説 明 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 同
定 し た 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 膜 結 合 型 の あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ
ド ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 に 結 合 す る か ま た は 活 性 を 調 整 す る 候 補 ま た は 試 験 化
合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 本 発 明 の 試 験 化 合 物 を 、 生 物 学 的
ラ イ ブ ラ リ ー ； 空 間 的 に ア ド レ ス 参 照 可 能 な 並 列 の 固 相 ま た は 液 相 ラ イ ブ ラ リ ー ； デ コ ン
ボ リ ュ ー シ ョ ン を 必 要 と す る 合 成 的 ラ イ ブ ラ リ ー 方 法 ； 「 １ ビ ー ズ １ 化 合 物 」 ラ イ ブ ラ リ
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ー 方 法 ； お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 選 択 を 使 用 す る 合 成 ラ イ ブ ラ リ ー 方 法
： を 含 む 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 数 多 く の ア プ
ロ ー チ の い ず れ を 用 い て も 得 ら れ る 。 生 物 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー の ア プ ロ ー チ は ペ プ チ ド ラ イ
ブ ラ リ ー に 限 定 さ れ る 一 方 で 、 他 の ４ 種 の ア プ ロ ー チ は ペ プ チ ド 、 非 ペ プ チ ド オ リ ゴ マ ー
ま た は 化 合 物 の 低 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー に 適 用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 Lam, 1997. Anticancer 
Drug Design 12: 145を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 低 分 子 」 と は 、 約 ５ ｋ Ｄ 未 満 の 、 最 も 好 ま し く は 約 ４ ｋ Ｄ
未 満 の 分 子 量 を 有 す る 組 成 物 を 指 す 。 低 分 子 は 、 例 え ば 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド
、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ク ス 、 炭 水 化 物 、 脂 質 ま た は 他 の 有 機 の ま た は 無 機 の 分 子 で あ り 得 る
。 化 学 的 お よ び ／ ま た は 、 真 菌 、 細 菌 、 ま た は 藻 類 の 抽 出 物 の よ う な 、 生 物 学 的 混 合 物 は
当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 本 発 明 の 任 意 の ア ッ セ イ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー 合 成 方 法 の 例 を 、 例 え ば 、 DeWitt, et al., 1993. Proc. Natl. Acad
. Sci. U.S.A. 90: 6909、 Erb, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 114
22、 Zuckermann, et al., 1994. J. Med. Chem. 37: 2678、 Cho, et al., 1993. Science
 261: 1303; Carrell, et al., 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059、 Carell,
 et al., 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061、 お よ び Gallop, et al., 1994.
 J. Med. Chem. 37: 1233に お け る 当 該 分 野 に 見 出 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 溶 液 中 で (例 え ば 、 Houghten, 1992. Biotechniques 13: 412
-421)、 ま た は ビ ー ズ 上 で (Lam, 1991. Nature 354: 82-84)、 チ ッ プ 上 で (Fodor, 1993. N
ature 364: 555-556)、 バ ク テ リ ア (Ladner, 米 国 特 許 第 ５ ,２ ２ ３ ,４ ０ ９ 号 )、 胞 子  (Lad
ner, 米 国 特 許 第 ５ ,２ ３ ３ ,４ ０ ９ 号 )、 プ ラ ス ミ ド  (Cull, et al., 1992. Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 89: 1865-1869)上 で ま た は フ ァ ー ジ 上 で (Scott and Smith, 1990. Scien
ce 249: 386-390; Devlin, 1990. Science 249: 404-406、 Cwirla, et al., 1990. Proc.
 Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87: 6378-6382、 Felici, 1991. J. Mol. Biol. 222: 301-310
、 Ladner, 米 国 特 許 第 ５ ,２ ３ ３ ,４ ０ ９ 号 )で 提 供 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 あ る 実 施 形 態 で は 、 ア ッ セ イ は 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ で あ り 、 そ こ で は 膜 結 合 型 の Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 細 胞 表 面 に 発 現 す る 細 胞 を 試 験 化 合 物
と 接 触 さ せ 、 そ し て 試 験 化 合 物 が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る 。 細
胞 は 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 由 来 ま た は 酵 母 細 胞 で あ り 得 る 。 試 験 化 合 物 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク
質 に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る こ と は 、 例 え ば 、 試 験 化 合 物 を 放 射 性 同 位 元 素 ま た は 酵 素 標
識 と カ ッ プ リ ン グ し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 へ の 試 験 化
合 物 の 結 合 を 、 複 合 物 中 の 標 識 化 合 物 を 検 出 す る こ と に よ り 測 定 で き る よ う に す る 。 例 え
ば 、 試 験 化 合 物 を 、 １ ２ ５ Ｉ 、 ３ ５ Ｓ 、 １ ４ Ｃ ま た は ３ Ｈ で 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 標 識
し 、 そ し て 放 射 性 同 位 元 素 を 放 射 線 放 射 の 直 接 計 数 ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 に よ り 検
出 す る 。 こ れ に 代 え て 、 試 験 化 合 物 を 、 例 え ば 、 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は ル シ フ ェ ラ ー ゼ に よ り 酵 素 的 に 標 識 し 、 そ し て 適 切 な 基 質 の 生 産
物 へ の 変 換 の 測 定 に よ り 酵 素 標 識 を 検 出 す る 。 あ る 実 施 形 態 で は 、 ア ッ セ イ は 、 膜 結 合 型
の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 細 胞 表 面 に 発 現 す る 細 胞 を 、 Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ に 結 合 す る 既 知 の 化 合 物 と 接 触 し て 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 形 成 し て 、 ア ッ セ イ 混 合 物
を 試 験 化 合 物 と 接 触 し 、 そ し て 試 験 化 合 物 が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力
を 測 定 す る こ と を 含 む が 、 そ こ で は 試 験 化 合 物 が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る
能 力 を 測 定 す る こ と は 、 試 験 化 合 物 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部
分 に 、 既 知 化 合 物 と 比 較 し て 優 先 的 に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ア ッ セ イ は 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ で あ り 、 膜 結 合 型 の Ｎ Ｏ Ｖ
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Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 細 胞 表 面 に 発 現 す る 細 胞 を 試 験 化 合 物 と
接 触 し 、 そ し て 試 験 化 合 物 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 活 性
を 調 整 す る (例 え ば 促 進 ま た は 阻 害 す る )能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 。 試 験 化 合 物 が Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 の 活 性 を 調 整 す る 活 性 を 測 定 す る こ と は 、 例 え ば 、 Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 標 的 分 子 と 結 合 す る か ま た は 相 互 作 用 を す る 能 力 を 測
定 す る こ と に よ り 達 成 し 得 る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 標 的 分 子 」 と は 、 自 然 界 で あ
る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 が 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る 分 子 、 例 え ば 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ と 相 互 作 用
す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 表 面 の 分 子 、 ２ 番 目 の 細 胞 表 面 の 分 子 、 細 胞 外 の 環 境 中 の
分 子 、 細 胞 膜 の 内 側 表 面 と 会 合 し て い る 分 子 ま た は 細 胞 質 の 分 子 で あ る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 標 的
分 子 は 、 非 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 分 子 ま た は 本 発 明 の あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ
り 得 る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 標 的 分 子 は 、 細 胞 外 の シ グ ナ ル (例 え ば 、
膜 結 合 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 分 子 へ の 化 合 物 の 結 合 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル )を 細 胞 膜 を 通 し て か つ 細
胞 内 へ の 伝 達 を 促 進 す る 情 報 伝 達 経 路 の 成 分 で あ る 。 標 的 は 、 例 え ば 、 触 媒 活 性 を 有 す る
２ 番 目 の 細 胞 内 タ ン パ ク 質 ま た は 下 流 の シ グ ナ ル 分 子 と Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ と の 会 合 を 促 進 す る タ ン
パ ク 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 標 的 分 子 と 結 合 す る か ま た は 相 互 作 用 を す る 能 力
を 測 定 す る こ と は 、 直 接 的 な 結 合 を 測 定 す る 上 述 の 方 法 の 一 つ に よ り 達 成 し 得 る 。 一 つ の
実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 標 的 分 子 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 す る
能 力 を 測 定 す る こ と は 、 標 的 分 子 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 標 的 分 子 の 活 性 を 、 標 的 の 細 胞 性 第 二 の メ ッ セ ン ジ ャ ー (即 ち 、 細 胞 内 Ｃ ａ ２ ＋ 、
ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 Ｉ Ｐ ３ 等 )の 誘 導 を 検 出 す る こ と 、 適 切 な 基 質 に 対 す る 標 的 の 触
媒 ／ 酵 素 活 性 を 検 出 す る こ と 、 受 容 体 遺 伝 子 (検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば 、 ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 、 を コ ー ド す る 核 酸 に 機 能 し 得 る よ う に 結 合 し た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 応 答 性 調 節 要 素 を 含 む )の
誘 導 を 検 出 す る こ と 、 ま た は 細 胞 応 答 、 例 え ば 、 細 胞 の 生 存 、 細 胞 の 分 化 、 ま た は 細 胞 の
増 殖 、 を 検 出 す る こ と に よ り 測 定 し 得 る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ は 無 細 胞 ア ッ セ イ で あ っ て 、 あ る Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 試 験 化 合 物 と 接 触 し 、 そ し て 試 験 化 合
物 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 と 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る こ と
を 含 む 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 へ の 試 験 化 合 物 の 結 合 を 、 上 述 の よ う に 、 直 接 的 ま た は 間 接
的 の ど ち ら か で 測 定 す る こ と が で き る 。 一 つ の そ の よ う な 実 施 形 態 で は 、 ア ッ セ イ は 、 Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ と 結 合 す る 既 知 の 化 合 物 と
接 触 し て 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 形 成 す る こ と 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 す る こ と
、 お よ び 試 験 化 合 物 が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む
が 、 そ こ で は 試 験 化 合 物 が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と は
、 試 験 化 合 物 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 に 既 知 化 合 物 と 比 較
し て 優 先 的 に 結 合 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ア ッ セ イ は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に
活 性 な タ ン パ ク 質 を 試 験 化 合 物 と 接 触 し 、 そ し て 試 験 化 合 物 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は
そ の 生 物 学 的 に 活 性 な タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 整 す る (例 え ば 促 進 ま た は 阻 害 す る )能 力 を 測
定 す る こ と を 含 む 無 細 胞 ア ッ セ イ で あ る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 活 性 を 調 整 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 を
測 定 す る こ と は 、 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 が あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 標 的 分 子 に 結 合 す る 活 性
を 直 接 な 結 合 を 測 定 す る た め に 上 述 し た 方 法 の 一 つ に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に
別 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 化 合 物 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 を 調 節 す る 能 力 を 測 定 す る こ
と は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 が さ ら に あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 標 的 分 子 を 調 整 す る 能 力 を 測 定 す る こ
と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 適 切 な 基 質 に 対 す る 標 的 分 子 の 触 媒 ／ 酵 素 活 性
を 上 述 の よ う に 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
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　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 無 細 胞 ア ッ セ イ は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物
学 的 に 活 性 な 部 分 を Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 既 知 の 化 合 物 と 接 触 し て 、 ア ッ セ イ 混
合 物 を 形 成 す る こ と 、 ア ッ セ イ 混 合 物 を 試 験 化 合 物 と 接 触 す る こ と 、 そ し て 試 験 化 合 物 が
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と を 含 む が 、 そ こ で は 試 験 化 合 物 が
あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 能 力 を 測 定 す る こ と は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 が あ
る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 標 的 分 子 に 優 先 的 に 結 合 す る か ま た は そ の 活 性 を 調 整 す る 能 力 を 測 定 す る こ
と を 含 む 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 無 細 胞 ア ッ セ イ は 、 可 溶 性 型 ま た は 膜 結 合 型 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 両 方 に 使
用 す る こ と が で き る 。 膜 結 合 型 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 含 む 無 細 胞 ア ッ セ イ の 場 合 に は 、
膜 結 合 型 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 溶 液 中 に 維 持 す る よ う に 、 可 溶 化 剤 を 利 用 す る の が 望 ま
し い 。 そ の よ う な 可 溶 化 剤 の 例 と し て は 、 ｎ － オ ク チ ル グ ル コ シ ド 、 ｎ － ド デ シ ル グ ル コ
シ ド 、 ｎ － ド デ シ ル マ ル ト シ ド 、 オ ク タ ノ イ ル － Ｎ － メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 デ カ ノ イ ル － Ｎ
－ メ チ ル グ ル カ ミ ド 、 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ [登 録 商 標 ]Ｘ -１ ０ ０ 、 Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ [登 録 商 標 ]Ｘ -１
１ ４ 、 Ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｔ [登 録 商 標 ]、 イ ソ ト リ デ シ ポ リ (エ チ レ ン グ リ コ ー ル エ ー テ ル )ｎ の よ
う な 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 Ｎ － ド デ シ ル － Ｎ ,Ｎ － ジ メ チ ル － ア ン モ ニ オ － １ － プ ロ パ
ン ス ル ホ ネ ー ト 、 ３ － (３ － ク ロ ル ア ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ミ ニ オ ー ル － １ － プ ロ パ ン
ス ル ホ ネ ー ト (Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ )、 ま た は ３ － (３ － ク ロ ル ア ミ ド プ ロ ピ ル )ジ メ チ ル ア ミ ニ オ ー
ル － ２ ヒ ド ロ キ シ － １ － プ ロ パ ン ス ル ホ ネ ー ト (Ｃ Ｈ Ａ Ｐ Ｓ Ｏ )を 挙 げ 得 る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
本 発 明 の 上 記 の ア ッ セ イ 法 の 二 つ 以 上 の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ
の 標 的 分 子 を 固 相 化 し て 、 一 つ ま た は 両 方 の タ ン パ ク 質 の 非 複 合 型 か ら 複 合 型 の 分 離 を 容
易 に し 、 な ら び に ア ッ セ イ の 自 動 化 に 適 合 す る こ と が で き る 。 試 験 化 合 物 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン
パ ク 質 へ の 結 合 、 ま た は 候 補 化 合 物 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 と 標 的
分 子 と の 相 互 作 用 は 、 反 応 物 質 を 含 有 す る の に 適 す る 任 意 の 容 器 に お い て 達 成 す る こ と が
で き る 。 そ の よ う な 容 器 の 例 と し て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、 試 験 管 、 お よ び マ イ
ク ロ 遠 心 チ ュ ー ブ を 挙 げ 得 る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 一 つ ま た は 両 方 の タ ン パ ク 質 を マ ト
リ ッ ク ス に 結 合 す る こ と を 可 能 に す る ド メ イ ン を 付 加 す る 融 合 タ ン パ ク 質 を 提 供 し 得 る 。
例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は Ｇ Ｓ Ｔ － 標 的 融 合 タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ
オ ン セ フ ァ ロ ー ズ ビ ー ズ (Sigma Chemical, St. Louis, MO)ま た は グ ル タ チ オ ン で 誘 導 体
化 し た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 吸 着 し 、 こ れ を 次 い で 試 験 化 合 物 、 ま た は 試 験 化 合
物 お よ び 非 吸 着 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の ど ち ら か と 結 合 し 、 そ し て 混
合 物 を 複 合 体 形 成 を 促 進 す る 条 件 下 で (例 え ば 、 塩 お よ び ｐ Ｈ に 関 し て 生 理 的 な 条 件 で )イ
ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 穴 を
洗 滌 し て 、 非 結 合 成 分 を 全 て 除 去 し 、 ビ ー ズ の 場 合 に は マ ト リ ッ ク ス を 固 定 化 し 、 複 合 体
を 例 え ば 上 述 の よ う に 、 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 測 定 す る 。 こ れ に 代 え て 、 複 合 体 を マ ト
リ ッ ク ス か ら 解 離 し 、 そ し て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 結 合 ま た は 活 性 レ ベ ル を 標 準 的 技 術 を
用 い て 測 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 マ ト リ ッ ク ス 上 に タ ン パ ク 質 を 固 定 化 す る 他 の 技 術 を ま た 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア
ッ セ イ に 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は そ の 標 的 分 子 の い ず れ か を ビ オ
チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 結 合 を 利 用 し て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 ビ オ チ ニ ル 化
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 標 的 分 子 を ビ オ チ ン － Ｎ Ｈ Ｓ (Ｎ － ヒ ド ロ キ シ － サ ク シ ン イ ミ
ド )か ら 当 該 分 野 内 で 周 知 の 技 術 (例 え ば 、 ビ オ チ ニ ル 化 キ ッ ト 、 Pierce Chemicals, Rock
ford, Ill.)を 用 い て 調 製 し て 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を コ ー テ ィ ン グ し た ９ ６ 穴 プ レ ー ト (
Pierce Chemical)の 穴 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 こ れ に 代 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま
た は 標 的 分 子 と 反 応 性 で あ る が 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の そ の 標 的 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 妨
害 し な い 抗 体 を プ レ ー ト の 穴 に 誘 導 体 化 し て 、 非 結 合 標 的 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 抗
体 と の 結 合 に よ り 穴 に 捕 捉 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 と し て は
、 Ｇ Ｓ Ｔ － 固 定 化 複 合 体 に つ い て 上 述 し た も の に 加 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 標 的
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分 子 と 反 応 す る 抗 体 を 用 い る 複 合 体 の 免 疫 検 出 、 な ら び に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 標 的
分 子 に 関 連 し た 酵 素 活 性 を 検 出 す る こ と に 依 存 す る 酵 素 結 合 ア ッ セ イ を 挙 げ 得 る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ を 、 細 胞 を 候 補 化 合
物 と 接 触 し 、 細 胞 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 測 定 す る 方 法 で 同 定
す る 。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル を 、 候
補 化 合 物 の 非 存 在 下 で の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 。
次 い で 、 候 補 化 合 物 を 、 こ の 比 較 に 基 づ い て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の モ ジ
ュ レ ー タ と し て 同 定 し 得 る 。 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 を 候 補
化 合 物 の 存 在 下 で の 方 が そ の 非 存 在 下 で よ り も 多 い (即 ち 統 計 的 に 有 意 に 多 い )と き に は 、
候 補 化 合 物 を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 発 現 の 促 進 剤 と し て 同 定 す る 。 こ れ
に 代 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 が 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の 方 が そ
の 非 存 在 下 で よ り も 少 な い (即 ち 統 計 的 に 有 意 に 少 な い )と き に は 、 候 補 化 合 物 を 、 Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 発 現 の 阻 害 剤 と し て 同 定 す る 。 細 胞 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ
ま た は タ ン パ ク 質 の 発 現 の レ ベ ル を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た
め に 本 明 細 書 で 説 明 す る 方 法 に よ り 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 本 発 明 の な お も う 一 つ の 態 様 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 は ２ ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ ま た
は ３ ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ (例 え ば 米 国 特 許 第 5,283,317号 、 Zervos, et al., 1993. Cell
 72: 223-232、 Madura, et al., 1993. J. Biol. Chem. 268: 12046-12054、 Bartel, et 
al., 1993. Biotechniques 14: 920-924、 Iwabuchi, et al., 1993. Oncogene 8: 1693-1
696、 お よ び  Brent 第 Ｗ Ｏ ９ ４ ／ １ ０ ３ ０ ０ 号 を 参 照 )お け る 「 ベ イ ト タ ン パ ク 質 」 と し
て 使 用 し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ と 結 合 ま た は 相 互 作 用 を し て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 調 整 す る 他 の タ ン パ ク
質 (「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 結 合 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ － ｂ ｐ 」 )を 同 定 し 得 る 。 そ の よ う な Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 経 路 の 上 流 ま た は 下 流 の 要 素 と し て Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に よ る シ グ ナ ル の 増 幅 に も 関 与 す る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 ２ ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム は 、 分 離 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び 活 性 化 ド メ イ ン よ り 成 る 殆 ど
の 転 写 因 子 の モ ジ ュ ー ル 構 成 的 性 質 に 基 づ く 。 略 述 す れ ば 、 ア ッ セ イ に は ２ つ の 異 な る Ｄ
Ｎ Ａ 構 築 物 を 利 用 す る 。 １ つ の 構 築 物 に お い て は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 既 知 の
転 写 因 子 (例 え ば 、 Ｇ Ａ Ｌ － ４ )の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 融 合 す る 。 他
の 構 築 物 に お い て は 、 未 同 定 の タ ン パ ク 質 (「 プ レ イ 」 ま た は 「 試 料 」 )を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ を 、 既 知 の 転 写 因 子 の 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝
子 に 融 合 す る 。 も し 「 ベ イ ト 」 お よ び 「 プ レ イ 」 タ ン パ ク 質 が イ ン ビ ボ で 相 互 作 用 し て Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ 依 存 性 複 合 体 を 形 成 す る こ と が で き れ ば 、 転 写 因 子 の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 お よ び 活 性 化 ド メ
イ ン を 近 く に 引 き 寄 せ 得 る 。 こ の 近 接 は 、 転 写 因 子 に 応 答 性 の 転 写 調 節 部 位 に 機 能 し 得 る
よ う に 結 合 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 (例 え ば 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ )の 転 写 を 可 能 に す る 。 レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 の 発 現 を 検 出 し 、 機 能 的 転 写 因 子 を 含 有 す る 細 胞 コ ロ ニ ー を 単 離 し 、 そ し て こ れ を 用
い て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 を 得 る こ と が で き
る 。
　 本 発 明 は さ ら に 前 述 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 す る 新 規 薬 剤 お よ び 本 明 細 書
に 説 明 す る 処 置 へ の そ の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 検 出 ア ッ セ イ
　 本 明 細 書 で 同 定 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 ま た は フ ラ グ メ ン ト (お よ び 対 応 す る 完 全 な 遺 伝 子
配 列 )を ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 試 薬 と し て 種 々 の 方 式 で 使 用 す る こ と が で き る 。 例 と し て 、 限
定 は 無 し に 、 こ れ ら の 配 列 を ： (i)染 色 体 上 に そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 を マ ッ プ し ； か く し て 遺
伝 的 疾 患 に 関 連 し た 遺 伝 子 領 域 を 位 置 決 定 す る ； (ii)微 量 の 生 物 学 的 試 料 か ら 個 体 を 同 定
す る (組 織 タ イ ピ ン グ )； お よ び (iii)生 物 学 的 試 料 の 法 医 学 的 同 定 を 助 け る た め に 用 い 得
る 。 こ れ ら の 応 用 の 幾 つ か を 以 下 の サ ブ セ ク シ ョ ン で 説 明 す る 。
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【 ０ ２ ６ ５ 】
　 染 色 体 マ ッ ピ ン グ
　 一 旦 遺 伝 子 の 配 列 (ま た は 配 列 の 一 部 )を 単 離 す れ ば 、 こ の 配 列 を 用 い て 、 染 色 体 上 の 遺
伝 子 の 位 置 を マ ッ プ す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 を 染 色 体 マ ッ ピ ン グ と 呼 ぶ 。 し た が っ て
、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )で あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 の 一 部 ま た
は フ ラ グ メ ン ト 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト ま た は 誘 導 体 を 用 い て 、 染 色 体 上 の Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 遺 伝 子 の 位 置 を そ れ ぞ れ マ ッ プ し 得 る 。 染 色 体 へ の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 の マ ッ ピ ン グ は 、 こ れ
ら の 配 列 を 疾 患 に 関 連 す る 遺 伝 子 と 相 関 づ け る 重 要 な 第 一 歩 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 略 述 す れ ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 を 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 か ら Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー (好 ま し く は １ ５
－ ２ ５ ｂ ｐ 長 )を 調 製 す る こ と に よ り 染 色 体 に マ ッ プ し 得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 の コ ン ピ ュ ー
タ ー 分 析 を 使 用 し て 、 そ の た め 増 幅 プ ロ セ ス を 複 雑 に す る 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 中 の 二 つ 以 上 の
エ キ ソ ン に 亘 ら な い プ ラ イ マ ー を 迅 速 に 選 択 し 得 る 。 次 い で 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 、 個
別 の ヒ ト 染 色 体 を 含 有 す る 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の Ｐ Ｃ Ｒ ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 し 得 る 。 Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 に 対 応 す る ヒ ト 遺 伝 子 を 含 有 す る そ れ ら の ハ イ ブ リ ッ ド の が 、 増 幅 し た フ ラ グ
メ ン ト を 生 成 す る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド は 、 異 な る 哺 乳 動 物 由 来 の 体 細 胞 (例 え ば 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス の 細
胞 )を 融 合 す る こ と に よ り 調 製 す る 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス の 細 胞 の ハ イ ブ リ ッ ド が 増 殖 し 、
分 裂 す る う ち に 、 そ れ ら は ヒ ト 染 色 体 を ラ ン ダ ム な 順 序 で 徐 々 に 欠 失 す る が 、 マ ウ ス の 染
色 体 を 保 持 す る 。 特 定 の 酵 素 を 欠 く た め マ ウ ス 細 胞 は 増 殖 で き な い が 、 ヒ ト 細 胞 は 増 殖 で
き る 培 地 を 用 い る こ と に よ り 、 必 要 と す る 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 有 す る 一 つ の ヒ ト
染 色 体 を 保 持 す る 。 種 々 の 培 地 を 使 用 す る こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ッ ド 細 胞 株 の パ ネ ル を 樹
立 し 得 る 。 パ ネ ル 中 の そ れ ぞ れ の 細 胞 株 は 、 単 一 の ヒ ト 染 色 体 ま た は 少 数 の ヒ ト 染 色 体 、
お よ び 完 全 な セ ッ ト の マ ウ ス 染 色 体 を 含 有 し 、 個 別 の 遺 伝 子 を 特 定 の ヒ ト 染 色 体 に 容 易 に
マ ッ プ す る こ と を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 D'Eustachio, et al., 1983. Science 220: 919-
924を 参 照 さ れ た い 。 ヒ ト 染 色 体 の フ ラ グ メ ン ト の み を 含 有 す る 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド を ま
た 、 転 座 お よ び 欠 失 を 持 つ ヒ ト 染 色 体 を 用 い る こ と に よ り 生 産 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 体 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の Ｐ Ｃ Ｒ マ ッ ピ ン グ は 、 特 定 の 配 列 を 特 定 の 染 色 体 に 対 応 付 け る 迅
速 な 手 順 で あ る 。 単 一 の サ ー マ ル サ イ ク ラ ー を 用 い て 、 １ 日 に ３ 個 以 上 の 配 列 を 対 応 付 け
る こ と が 可 能 で あ る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 を 用 い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を デ ザ イ ン す
る こ と に よ り 、 特 定 の 染 色 体 由 来 の フ ラ グ メ ン ト の パ ネ ル を 用 い て 細 か な 局 在 部 位 の 特 定
化 を 達 成 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 分 裂 中 期 の 染 色 体 ス プ レ ッ ド へ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 蛍 光 イ ン シ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (
Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ )を さ ら に 用 い て 、 正 確 な 染 色 体 上 の 位 置 を １ ス テ ッ プ で 提 供 し 得 る 。 染 色 体 ス
プ レ ッ ド を 、 コ ル セ ミ ド の よ う な 紡 錘 体 を 破 壊 す る 化 学 物 質 に よ り 細 胞 分 裂 を 分 裂 中 期 で
ブ ロ ッ ク さ れ て い る 細 胞 を 用 い て 作 成 し 得 る 。 染 色 体 を 短 時 間 ト リ プ シ ン で 処 理 し 、 次 い
で ギ ム ザ 染 色 し 得 る 。 明 暗 の バ ン ド の パ タ ー ン が そ れ ぞ れ の 染 色 体 上 に 出 現 し 、 そ れ に よ
り 染 色 体 を 個 別 に 同 定 し 得 る 。 Ｆ Ｉ Ｓ Ｈ 技 術 を ５ ０ ０ ま た は ６ ０ ０ 塩 基 と 短 い Ｄ Ｎ Ａ 配 列
で 使 用 し 得 る 。 し か し な が ら 、 １ ０ ０ ０ 塩 基 よ り 大 き な ク ロ ー ン は 、 簡 単 な 検 出 に 十 分 な
シ グ ナ ル 強 度 で 特 定 の 染 色 体 上 の 位 置 に 結 合 す る 可 能 性 が よ り 高 い 。 好 ま し く は １ ０ ０ ０
塩 基 、 そ し て さ ら に 好 ま し く は ２ ０ ０ ０ 塩 基 が 合 理 的 な 時 間 に 良 好 な 結 果 を 得 る の に 十 分
で あ る 。 こ の 技 術 の 総 説 に つ い て は 、 Verma, et al., HUMAN CHROMOSOMES: A MANUAL OF 
BASIC TECHNIQUES (Pergamon Press, New York 1988を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 染 色 体 マ ッ ピ ン グ 用 の 試 薬 を 個 別 に 使 用 し て 、 単 一 の 染 色 体 ま た は そ の 染 色 体 上 の 単 一
の 部 位 を 標 識 す る こ と 、 ま た は 試 薬 の パ ネ ル を 複 数 の 部 位 お よ び ／ ま た は 複 数 の 染 色 体 を
標 識 す る た め に 使 用 し 得 る 。 遺 伝 子 の 非 コ ー ド 化 領 域 に 対 応 す る 試 薬 が 実 際 に は 、 マ ッ ピ
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ン グ の 目 的 に は 好 ま し い 。 コ ー ド 化 領 域 を 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 内 で 保 存 す る 可 能 性 が よ り 高
く 、 か く し て 染 色 体 マ ッ ピ ン グ の 間 に 交 叉 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の チ ャ ン ス が 増 大 す る
。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 一 旦 配 列 を 正 確 な 染 色 体 上 の 位 置 に マ ッ ピ ン グ す る と 、 染 色 体 上 の 配 列 の 物 理 的 な 位 置
を 遺 伝 子 マ ッ プ の デ ー タ と 関 連 づ け 得 る 。 そ の よ う な デ ー タ を 、 例 え ば 、 in McKusick, M
endelian Inheritance in Man (Hopkins University Welch Medical Libraryを 通 し て オ
ン ラ イ ン で 入 手 可 能 )に 見 出 す 。 同 じ 染 色 体 部 位 に マ ッ ピ ン グ し た 遺 伝 子 と 疾 患 と の 間 の
関 係 を 、 次 い で 、 例 え ば 、 Egelお よ び , et al., 1987. Nature, 325: 783-787に 記 載 す る
関 連 分 析 (物 理 的 に 隣 接 し て い る 遺 伝 子 の 同 時 遺 伝 )に よ り 同 定 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 さ ら に 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 に 関 連 し た 疾 患 に 罹 患 し て い る 個 体 と 罹 患 し て い な い 個 体 の 間
の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の 差 を 測 定 し 得 る 。 も し 変 異 を 罹 患 し て い る 個 体 の い く ら か ま た は 全 部 で 観
察 す る が 、 罹 患 し て い な い 個 体 の い ず れ で も 観 察 し な い な ら ば 、 変 異 は 特 定 の 疾 患 の 原 因
剤 で あ る 可 能 性 が 高 い 。 罹 患 し た 個 体 と 罹 患 し て い な い 個 体 の 比 較 は 一 般 的 に 、 ま ず 染 色
体 ス プ レ ッ ド か ら 視 認 可 能 な 欠 失 ま た は 転 座 の よ う な 染 色 体 の 目 に 見 え る 構 造 変 化 、 ま た
は そ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く Ｐ Ｃ Ｒ の 使 用 で 検 出 可 能 な 構 造 変 化 の 探 索 を 伴 う 。 最 後 に 、 数
人 の 個 体 由 来 の 遺 伝 子 の 完 全 な シ ー ク エ ン シ ン グ を 行 っ て 、 変 異 の 存 在 を 確 認 し 、 そ し て
変 異 を 多 型 性 と 区 別 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 組 織 タ イ ピ ン グ
　 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 を ま た 使 用 し て 、 微 量 な 生 物 学 的 試 料 か ら 個 体 を 同 定 し 得 る 。 こ
の 技 術 で は 、 個 体 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 制 限 酵 素 で 消 化 し て 、 サ ザ ン ブ
ロ ッ ト 上 で プ ロ ー ブ 結 合 し 、 同 定 用 の ユ ニ ー ク な バ ン ド を 生 成 す る 。 本 発 明 の 配 列 は 、 Ｒ
Ｆ Ｌ Ｐ (制 限 断 片 長 多 型 、 米 国 特 許 第 ５ ,２ ７ ２ ,０ ５ ７ 号 に 記 載 )の さ ら に 別 な Ｄ Ｎ Ａ マ ー
カ ー と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 配 列 を 使 用 し て 、 個 体 の ゲ ノ ム の 選 択 し た 部 分 の 実 際 の 塩 基 ご と の Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 測 定 す る さ ら に 別 な 技 術 を 提 供 し 得 る 。 か く し て 、 本 明 細 書 に 説 明 し た Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 配 列 を 用 い て 、 配 列 の ５ '末 端 お よ び ３ '末 端 か ら 二 つ の の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 調 製 し 得
る 。 次 い で 、 こ れ ら の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 個 体 の Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、 引 き 続 い て こ れ を シ
ー ク エ ン シ ン グ し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 そ れ ぞ れ の 個 体 は 、 対 立 遺 伝 子 の 違 い に よ る そ の よ う な Ｄ Ｎ Ａ の 特 徴 的 セ ッ ト を 有 す る
た め 、 こ の 様 式 で 調 製 し た 個 体 由 来 の 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の パ ネ ル は 、 特 徴 的 個 体 の 同 定
を 提 供 し 得 る 。 本 発 明 の 配 列 を 使 用 し て 、 個 体 お よ び 組 織 由 来 の そ の よ う な 同 定 配 列 を 得
る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム の 部 分 を 特 徴 的 に 表 現 す る 。 対 立
遺 伝 子 の 変 異 は 、 こ れ ら の 配 列 の コ ー ド 化 領 域 中 に あ る 程 度 起 こ り 、 そ し て 非 コ ー ド 化 領
域 中 に は よ り 大 き な 程 度 で 起 こ る 。 個 別 の ヒ ト 間 の 対 立 遺 伝 子 の 変 異 は 、 ５ ０ ０ 塩 基 に 約
１ 個 の 頻 度 で 起 こ る と み つ も ら れ る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 の 多 く は 、 制 限 断 片 長 多 型 (Ｒ Ｆ Ｌ
Ｐ )を 含 む 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 (Ｓ Ｎ Ｐ )に 因 る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 す る 配 列 の そ れ ぞ れ を 、 個 体 由 来 の Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 の 目 的 で 比 較 し 得 る 標
準 と し て 、 あ る 程 度 、 使 用 し 得 る 。 非 コ ー ド 化 領 域 に は よ り 多 く の 遺 伝 子 多 型 が 起 こ る た
め 、 個 体 を 識 別 す る に は よ り 少 な い 配 列 が 必 要 で あ る 。 非 コ ー ド 化 配 列 は 、 そ れ ぞ れ が １
０ ０ 塩 基 の 非 コ ー ド 化 増 幅 配 列 を 生 じ る 多 分 １ ０ ～ １ ０ ０ ０ 個 の プ ラ イ マ ー の パ ネ ル に よ
り 個 体 の 明 白 な 同 定 を 無 理 な く 提 供 し 得 る 。 も し 配 列 番 号 ２ ｎ － １ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １
２ の 整 数 で あ る )の 配 列 の よ う な 予 想 す る コ ー ド 化 配 列 を 使 用 す れ ば 、 明 白 な 個 体 の 同 定
の た め の さ ら に 適 切 な プ ラ イ マ ー の 数 は ５ ０ ０ ～ ２ ０ ０ ０ で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
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　 予 測 医 学
　 本 発 明 は ま た 、 診 断 ア ッ セ イ 、 予 後 ア ッ セ イ 、 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 、 お よ び 臨 床 試 験 の モ ニ
タ リ ン グ を 予 後 的 (予 測 的 )目 的 で 使 用 し 、 そ れ に よ り 個 体 を 予 防 的 に 処 置 す る 、 予 測 医 学
の 分 野 に 関 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 お よ び ／ ま た
は 核 酸 の 発 現 な ら び に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 生 物 学 的 試 料 (例 え ば 、 血 液 、 血 清 、 細 胞 、 組 織 )と
の 関 連 で 測 定 し て 、 そ れ に よ り 個 体 が 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 ま
た は 障 害 に 罹 患 し て い る か 、 ま た は 障 害 を 発 症 す る リ ス ク を 有 し て い る か 否 か を 測 定 す る
た め の 診 断 ア ッ セ イ に 関 す る 。 障 害 と し て は 、 代 謝 障 害 、 糖 尿 病 、 肥 満 、 感 染 性 疾 患 、 食
欲 不 振 、 が ん 関 連 悪 液 質 、 が ん 、 神 経 変 性 障 害 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 免
疫 障 害 、 お よ び 造 血 障 害 、 な ら び に 種 々 の 異 脂 肪 血 症 、 肥 満 に 伴 う 代 謝 障 害 、 代 謝 性 シ ン
ド ロ ー ム Ｘ な ら び に 慢 性 疾 患 お よ び 種 々 の が ん に 関 連 し た 消 耗 性 疾 患 を 挙 げ 得 る 。 本 発 明
は ま た 、 個 体 が Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 障 害 を 発 症 す る リ
ス ク を 有 し て い る か 否 か を 測 定 す る た め の 予 後 的 (予 測 的 )ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 例 え ば 、
あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 突 然 変 異 を 生 物 学 的 試 料 中 で ア ッ セ イ し 得 る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ
を 、 予 後 的 ま た は 予 測 的 目 的 に 使 用 し 、 そ れ に よ り Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 核 酸 の 発 現 ま た
は 生 物 学 的 活 性 を 特 徴 と す る か ま た は こ れ と 関 連 す る 障 害 の 発 生 に 先 立 っ て 個 体 を 予 防 的
に 処 置 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 個 体 に お け る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 核 酸 発 現 ま た は 活 性 を
測 定 し 、 そ れ に よ り そ の 個 体 に と っ て 適 切 な 治 療 的 ま た は 予 防 的 な 薬 剤 を 選 択 す る 方 法 (
本 明 細 書 で は 「 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス 」 と 呼 称 す る )を 提 供 す る 。 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス は 、 個 体 の 遺
伝 子 型 に 基 づ い た 個 体 の 治 療 的 ま た は 予 防 的 処 置 の た め の 薬 剤 (例 え ば 薬 )の 選 択 を 可 能 に
す る (例 え ば 、 個 体 の 遺 伝 子 型 を 検 査 し て 、 個 体 が 特 定 の 薬 剤 に 応 答 す る 能 力 を 測 定 す る )
。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 本 発 明 の な お も う 一 つ の 態 様 は 、 薬 剤 (例 え ば 、 薬 、 化 合 物 )が 臨 床 試 験 に お い て Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 に 与 え る 影 響 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と に 関 す る 。
　 こ れ ら お よ び 他 の 薬 剤 に つ い て は 以 下 の セ ク シ ョ ン で 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 診 断 的 ア ッ セ イ
　 生 物 学 的 試 料 中 に お け る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 存 在 ま た は 非 存 在 を 検 出 す る 例 示 的 な 方 法 は 、 被 験
対 象 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 お よ び 生 物 学 的 試 料 を Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 (例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ )を 検 出 す る 能 力 の あ
る 化 合 物 ま た は 薬 剤 と 接 触 し 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 存 在 が 生 物 学 的 試 料 中 で 検 出 で き る よ う に す る
こ と を 伴 う 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 検 出 用 の 薬 剤 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ
Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 の あ る 標 識 核 酸 プ ロ ー ブ で あ る 。 核 酸 プ
ロ ー ブ は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ ｎ － １ (こ こ で 、 ｎ は １ ～ １ ２ の 整 数 で あ る )の 核 酸 の よ う
な 全 長 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 、 ま た は 少 な く と も １ ５ 、 ３ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ５ ０ ま た は ５ ０ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 で そ し て 厳 密 な 条 件 下 で Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 十 分 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 一 部 で あ る 。 本 発 明 の 診 断 的 ア ッ
セ イ に お い て 使 用 す る た め の 他 の 適 当 な プ ロ ー ブ を 本 明 細 書 で 説 明 す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 検 出 用 の 薬 剤 は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 能 力 の あ る 抗 体 、
好 ま し く は 検 出 可 能 な 標 識 を 持 つ 抗 体 で あ る 。 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 ま た は さ ら に 好
ま し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ り 得 る 。 イ ン タ ク ト な 抗 体 、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト (例 え
ば 、 Ｆ ａ ｂ ま た は Ｆ (ａ ｂ ')２ )を 使 用 し 得 る 。 プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に 関 す る 用 語 「 標 識 」
と は 、 検 出 可 能 な 物 質 を プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 に カ ッ プ リ ン グ す る (即 ち 物 理 的 に 連 結 す る )
こ と に よ り プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 を 直 接 的 に 標 識 す る こ と 、 な ら び に 直 接 標 識 し た も う 一 つ
の 試 薬 と の 反 応 性 に よ り プ ロ ー ブ ま た は 抗 体 を 間 接 的 に 標 識 す る こ と を 包 含 す る 。 間 接 的
な 標 識 の 例 と し て は 、 蛍 光 標 識 し た 第 ２ 抗 体 を 用 い た 第 １ 抗 体 の 検 出 、 お よ び 蛍 光 標 識 し
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た ス ト レ ブ ト ア ビ ジ ン で 検 出 し 得 る よ う に 、 ビ オ チ ン で Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 末 端 標 識 す る こ
と を 挙 げ 得 る 。 用 語 「 生 物 学 的 試 料 」 と は 、 対 象 か ら 単 離 し た 組 織 、 細 胞 お よ び 生 物 学 的
流 体 、 な ら び に 対 象 内 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 お よ び 流 体 を 含 む 。 即 ち 、 本 発 明 の 検 出 法 を
使 用 し て 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で 生 物 学 的 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 タ ン パ ク
質 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 の た め の イ ン
ビ ト ロ 技 術 と し て は 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び イ ン シ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 挙 げ 得 る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の イ ン ビ ト ロ 技 術 と し て は 、 酵 素
結 合 免 疫 測 定 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 免 疫 沈 降 、 お よ び 免 疫 蛍 光 を 挙 げ 得
る 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る た め の イ ン ビ ト ロ 技 術 と し て は 、 サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン を 挙 げ 得 る 。 さ ら に 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め の イ ン ビ ボ 技 術 は
、 対 象 中 へ 標 識 抗 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 を 導 入 す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 抗 体 を 、 対 象 中 の そ の 存
在 お よ び 位 置 を 標 準 的 な 造 影 技 術 で 検 出 し 得 る 放 射 活 性 マ ー カ ー で 標 識 す る こ と が で き る
。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 被 験 対 象 由 来 の タ ン パ ク 質 分 子 を 含 有 す る 。 こ れ
代 え て 、 生 物 学 的 試 料 は 、 被 験 対 象 由 来 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 ま た は 被 験 対 象 由 来 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ 分 子 を 含 有 し 得 る 。 好 ま し い 生 物 学 的 試 料 は 、 対 象 よ り 従 来 の 手 段 で 単 離 し た 末 梢 血 白
血 球 試 料 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 方 法 は 、 対 照 対 象 か ら 対 照 の 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 対 照
試 料 を Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 検 出 す る 能 力 の あ る 化 合 物 ま
た は 薬 剤 と 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 を 生 物 学 的 試 料 中
で 検 出 す る よ う に 接 触 す る こ と 、 お よ び 対 照 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た
は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 存 在 を 試 験 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
と 比 較 す る こ と を さ ら に 伴 う 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 生 物 学 的 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 存 在 を 検 出 す る キ ッ ト を 包 含 す る 。 例 え ば
、 キ ッ ト は ： 生 物 学 的 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る 能 力 の あ る
標 識 化 合 物 ま た は 薬 剤 ； 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 量 を 測 定 す る 手 段 ； お よ び 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
の 量 を 標 準 と 比 較 す る 手 段 を 含 み 得 る 。 化 合 物 お よ び 薬 剤 を 適 当 な 容 器 中 に 包 装 し 得 る 。
キ ッ ト は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 検 出 す る キ ッ ト の 使 用 の た め の 使 用 説 明 書 を
さ ら に 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 予 後 ア ッ セ イ
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 説 明 す る 診 断 方 法 を 利 用 し て 、 異 常 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 に 関
連 し た 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る か ま た は 発 症 す る リ ス ク に あ る 対 象 を 同 定 し 得 る 。 例 え ば
、 先 行 の 診 断 ア ッ セ イ お よ び 以 下 の ア ッ セ イ の よ う な 、 本 明 細 書 で 説 明 す る ア ッ セ イ を 利
用 し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 核 酸 の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 障 害 を 有 す る か ま た は 発
症 す る リ ス ク に あ る 対 象 を 同 定 し 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 予 後 ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 疾 患 ま
た は 障 害 を 有 す る か ま た は 発 症 す る リ ス ク に あ る 対 象 を 同 定 し 得 る 。 か く し て 、 本 発 明 は
、 試 験 試 料 を 対 象 か ら 得 て 、 そ し て 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 (例 え ば 、 ｍ Ｒ
Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ )を 検 出 す る 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 ま た は
障 害 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 そ こ で は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在 は 、 異 常 な
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 障 害 を 有 す る か ま た は 発 症 す る リ ス ク に
あ る 対 象 に 対 す る 診 断 に な る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 す る 「 試 験 試 料 」 と は 、 興 味 の あ る
対 象 か ら 得 ら れ る 生 物 学 的 試 料 を 指 す 。 例 え ば 、 試 験 試 料 は 生 物 学 的 流 体 (例 え ば 血 清 )、
細 胞 試 料 、 ま た は 組 織 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 さ ら に 、 本 明 細 書 に 説 明 す る 予 後 ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活
性 に 関 連 し た 疾 患 ま た は 障 害 を 処 置 す る た め に 、 対 象 に 薬 剤 (例 え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ
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ゴ ニ ス ト 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 核 酸 、 低 分 子 、 ま た は 他 の 医
薬 候 補 物 )を 投 与 す る こ と が で き る か 否 か を 決 定 し 得 る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 方 法 を 使 用
し て 、 対 象 の 疾 患 を 薬 剤 に よ り 有 効 に 処 置 す る か 否 か を 決 定 し 得 る 。 か く し て 、 本 発 明 は
、 試 験 試 料 を 得 て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 を 検 出 す る 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た
は 活 性 に 関 連 し た 障 害 を 薬 剤 に よ り 対 象 を 有 効 に 処 置 し 得 る か 否 か を 決 定 す る 方 法 を 提 供
す る (例 え ば 、 そ こ で は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 の 存 在 は 、 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現
ま た は 活 性 に 関 連 し た 障 害 を 処 置 す る た め に 薬 剤 を 投 与 さ れ 得 る 対 象 に 対 す る 診 断 に な る
)。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 を ま た 使 用 し て あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 中 の 遺 伝 的 損 傷 を 検 出 し 、 そ れ に よ り
損 傷 の あ る 遺 伝 子 を 有 す る 対 象 が 異 常 な 細 胞 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 化 を 特 徴 と す る 障 害 の
リ ス ク に あ る か 否 か を 決 定 し 得 る 。 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 こ れ ら の 方 法 は 、 対 象 由 来
の 細 胞 試 料 中 に お い て 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 完 全 性 に 影 響 を 及
ぼ す 少 な く と も 一 つ の 変 更 、 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 誤 発 現 を 特 徴 と す る 遺 伝 的 損 傷 の 存
在 ま た は 不 在 の 検 出 を 含 む 。 例 え ば 、 そ の よ う な 遺 伝 的 損 傷 を 、 (i)あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子
か ら の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 ； (ii)あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 へ の 一 つ ま た
は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 ； (iii)あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 一 つ ま た は そ れ 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド の 置 換 、 (iv)あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 染 色 体 上 の 移 動 、 (v)あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子
の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 レ ベ ル の 変 化 、 (vi)ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の メ チ ル 化 パ タ ー ン の よ う な あ る Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 異 常 修 飾 、 (vii)あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の 非 野 生 型 ス プ ラ イ
シ ン グ パ タ ー ン の 存 在 、 (viii)あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 非 野 生 型 レ ベ ル 、 (ix)あ る Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 欠 失 、 お よ び (ｘ )あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 不 適 切 な 翻 訳 後 修 飾
の 少 な く と も 一 つ の 存 在 の 確 認 に よ り 検 出 し 得 る 。 本 明 細 書 に 説 明 す る あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝
子 の 損 傷 を 検 出 す る た め に 使 用 し 得 る 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 多 数 の ア ッ セ イ 技 術 が 存 在
す る 。 好 ま し い 生 物 学 的 試 料 は 、 対 象 か ら 従 来 の 手 段 で 単 離 し た 末 梢 血 白 血 球 試 料 で あ る
。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 頬 粘 膜 細 胞 を 含 む 有 核 細 胞 を 含 有 す る 任 意 の 生 物 学 的 試 料 を 使
用 し 得 る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 損 傷 の 検 出 は 、 ア ン カ ー Ｐ Ｃ Ｒ ま た は Ｒ Ａ Ｃ Ｅ  Ｐ Ｃ Ｒ の よ う な
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (Ｐ Ｃ Ｒ )(例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ,６ ８ ３ ,１ ９ ５ 号 お よ び 第 ４ ,６ ８ ３
,２ ０ ２ 号 を 参 照 )に お け る か ま た は こ れ に 代 え て 、 連 結 連 鎖 反 応 (Ｌ Ｃ Ｒ )(例 え ば 、 Lande
gran, et al., 1988. Science 241: 1077-1080、 お よ び Nakazawa, et al., 1994. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 91: 360-364を 参 照 )に お け る プ ロ ー ブ ／ プ ラ イ マ ー の 使 用 を 伴 う
が 、 後 者 は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 中 の 点 突 然 変 異 検 出 に 特 に 有 用 で あ り 得 る (Abravaya, et al.,
 1995. Nucl. Acids Res. 23: 675-682を 参 照 )。 こ の 方 法 は 、 患 者 か ら 細 胞 試 料 を 集 め 、
試 料 の 細 胞 か ら 核 酸 (例 え ば 、 ゲ ノ ム 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た は 両 方 )を 単 離 し 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 (
も し 存 在 す る な ら ば )の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 増 幅 が 起 き る よ う な 条 件 下 で 、 あ
る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の プ ラ イ マ ー と 核 酸
試 料 を 接 触 し 、 そ し て 増 幅 産 物 の 存 在 ま た は 不 在 を 検 出 し 、 ま た は 増 幅 産 物 の サ イ ズ を 検
出 し 、 そ し て 対 照 試 料 と 長 さ を 比 較 す る ス テ ッ プ を 含 み 得 る 。 Ｐ Ｃ Ｒ お よ び ／ ま た は Ｌ Ｃ
Ｒ は 、 本 明 細 書 に 説 明 す る 変 異 の 検 出 に 使 用 す る 任 意 の 技 術 と 一 緒 に 予 備 的 増 幅 ス テ ッ プ
と し て 使 用 す る の が 望 ま し い 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 さ ら に 別 な 増 幅 法 と し て は ： 自 己 保 持 配 列 複 製 (Guatelli, et al., 1990. Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 87: 1874-1878を 参 照 )、 転 写 増 幅 シ ス テ ム (Kwoh, et al., 1989. Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177を 参 照 ); Ｑ β レ プ リ カ ー ゼ (Lizardi, et al, 198
8. BioTechnology 6: 1197を 参 照 )、 ま た は 任 意 の 他 の 核 酸 増 幅 法 に 引 き 続 い て 当 業 者 に
周 知 の 技 術 を 用 い る 増 幅 分 子 の 検 出 を 挙 げ 得 る 。 こ れ ら の 検 出 ス キ ー ム は 、 核 酸 分 子 が ご
く 少 数 で 存 在 す る な ら ば 、 そ の よ う な 分 子 の 検 出 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
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　 さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 試 料 細 胞 由 来 の あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 中 の 変 異 を 、 制 限 酵 素 切
断 パ タ ー ン の 変 化 に よ り 同 定 し 得 る 。 例 え ば 、 試 料 お よ び 対 照 の Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 し 、 増 幅 し
(任 意 に )、 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 理 し 、 そ し て フ ラ グ メ ン ト
の サ イ ズ を ゲ ル 電 気 泳 動 で 測 定 し て 比 較 す る 。 試 料 と 対 照 の Ｄ Ｎ Ａ 間 の フ ラ グ メ ン ト サ イ
ズ の 差 は 試 料 Ｄ Ｎ Ａ 中 の 変 異 を 示 す 。 さ ら に 、 配 列 特 異 的 リ ボ ザ イ ム (例 え ば 、 米 国 特 許
第 ５ ,４ ９ ３ ,５ ３ １ 号 を 参 照 )を 使 用 し て 、 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 の 発 生 ま た は 消 失 に よ り
特 異 的 な 変 異 の 存 在 を 評 価 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 中 の 遺 伝 的 突 然 変 異 は 、 試 料 お よ び 対 照 の 核 酸 、 例 え ば 、
Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 数 百 ま た は 数 千 個 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 有 す る 高 密 度
ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Cronin, et al.
, 1996. Human Mutation 7: 244-255、 Kozal, et al., 1996. Nat. Med. 2: 753-759を 参
照 さ れ た い 。 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 中 の 遺 伝 的 変 異 を 、 上 述 の Cronin, et al.に 記 載 す る よ う
に 光 を 発 生 す る Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 含 有 す る ２ 次 元 ア レ イ 中 で 同 定 し 得 る 。 略 述 す れ ば 、 プ
ロ ー ブ の １ 番 目 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア レ イ を 用 い て 、 試 料 と 対 照 中 の 長 い 一 続 き の
Ｄ Ｎ Ａ を ス キ ャ ン し て 、 一 連 の 重 な り 合 う プ ロ ー ブ の 線 形 ア レ イ を 作 成 す る こ と に よ り 配
列 間 の 塩 基 変 化 を 同 定 し 得 る 。 こ の ス テ ッ プ は 点 突 然 変 異 の 同 定 を 可 能 に す る 。 こ れ に 、
検 出 し た 全 て の 変 異 体 ま た は 突 然 変 異 に 相 補 的 な さ ら に 小 さ な 特 別 の プ ロ ー ブ ア レ イ を 用
い る こ と に よ り 特 定 の 変 異 の 特 徴 化 を 可 能 に す る ２ 番 目 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う
。 そ れ ぞ れ の 変 異 ア レ イ は 、 一 つ は 野 生 型 遺 伝 子 に 相 補 的 で 、 他 は 突 然 変 異 遺 伝 子 に 相 補
的 な 並 行 な プ ロ ー ブ の セ ッ ト か ら 成 る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 に お い て 、 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 種 々 の シ ー ク エ ン シ ン グ 反
応 の い ず れ か を 使 用 し て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 を 直 接 に シ ー ク エ ン シ ン グ し て 、 試 料 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
の 配 列 を 対 応 す る 野 生 型 (対 照 )配 列 と 比 較 す る こ と に よ り 変 異 を 検 出 し 得 る 。 シ ー ク エ ン
シ ン グ 反 応 の 例 と し て は 、 Maxim and Gilbert, 1977. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 
560ま た は Sanger, 1977. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463に よ り 開 発 さ れ た 技 術 に
基 づ く も の を 挙 げ 得 る 。 質 量 分 析 に よ る シ ー ク エ ン シ ン グ (例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 国 際 公 開 第 Ｗ
Ｏ ９ ４ ／ １ ６ １ ０ １ 号 ; Cohen, et al., 1996. Adv. Chromatography 36: 127-162お よ び
Griffin, et al., 1993. Appl. Biochem. Biotechnol. 38: 147-159を 参 照 )を 含 む 種 々 の
自 動 化 シ ー ク エ ン シ ン グ 方 法 の い ず れ も 診 断 ア ッ セ イ の 実 施 に 際 し て 利 用 さ れ 得 る こ と を
ま た 考 え 得 る (例 え ば 、 Naeve, et al., 1995. Biotechniques 19: 448を 参 照 )。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 中 の 変 異 を 検 出 す る 他 の 方 法 と し て は 、 切 断 剤 か ら の 保 護 を 用 い て Ｒ Ｎ
Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ヘ テ ロ 二 重 鎖 中 の ミ ス マ ッ チ 塩 基 を 検 出 す る 方 法 を 挙 げ
得 る 。 例 え ば 、 Myers, et al., 1985. Science 230: 1242を 参 照 さ れ た い 。 一 般 に 、 「 ミ
ス マ ッ チ 切 断 」 の 当 該 分 野 の 技 術 は 、 野 生 型 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 を 含 有 す る (標 識 し た )Ｒ Ｎ Ａ ま
た は Ｄ Ｎ Ａ を 、 組 織 試 料 よ り 得 る 潜 在 的 突 然 変 異 体 の Ｒ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る こ と に よ り 形 成 し た ヘ テ ロ 二 重 鎖 を 提 供 す る こ と か ら 始 ま る 。 二 重 鎖 を 、 対 照 お よ
び 試 料 の 鎖 の 間 の 塩 基 の ミ ス マ ッ チ の た め に 存 在 す る 二 重 鎖 の 単 鎖 領 域 を 切 断 す る 薬 剤 で
処 理 す る 。 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 を Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ で 処 理 し 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ
リ ッ ド は Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ で 処 置 し 、 ミ ス マ ッ チ 領 域 を 酵 素 的 に 処 理 し 得 る 。 他 の 実 施 形
態 で は 、 ミ ス マ ッ チ 領 域 を 消 化 す る た め に 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ の 二 重
鎖 の ど ち ら か を ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン ま た は 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム お よ び ピ ペ リ ジ ン で 処 理 し 得
る 。 ミ ス マ ッ チ 領 域 の 処 理 の 後 、 得 ら れ た 材 料 を 次 い で 変 性 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で
サ イ ズ に よ り 分 離 し て 変 異 の 部 位 を 決 定 す る 。 例 え ば 、 Cotton, et al., 1988. Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 85: 4397、 Saleeba, et al., 1992. Methods Enzymol. 217: 286-29
5を 参 照 さ れ た い 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 対 照 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 用 に 標 識 し 得
る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
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　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 ミ ス マ ッ チ 切 断 反 応 は 、 細 胞 の 試 料 よ り 得 ら れ た Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 中 で 点 突 然 変 異 を 検 出 し マ ッ ピ ン グ す る た め に 、 規 定 し た シ ス テ ム 中 で 二 重 鎖
Ｄ Ｎ Ａ 中 の ミ ス マ ッ チ 塩 基 対 を 認 識 す る 一 つ ま た は そ れ 以 上 の タ ン パ ク 質 (い わ ゆ る 「 Ｄ
Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 修 復 」 酵 素 )を 使 用 す る 。 例 え ば 、 E. coliの ｍ ｕ ｔ Ｙ 酵 素 は Ｇ ／ Ａ ミ ス マ
ッ チ の Ａ を 切 断 し 、 そ し て Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 か ら の チ ミ ジ ン Ｄ Ｎ Ａ グ リ コ シ ダ ー ゼ は Ｇ ／ Ｔ ミ
ス マ ッ チ の Ｔ を 切 断 す る 。 例 え ば 、 Hsu, et al., 1994. Carcinogenesis 15: 1657-1662
を 参 照 さ れ た い 。 例 示 的 な 実 施 形 態 に よ れ ば 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 配 列 、 例 え ば 、 野 生 型 Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 配 列 に 基 づ く プ ロ ー ブ を 、 試 験 細 胞 (複 数 を 含 む )由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 他 の Ｄ Ｎ Ａ 産 物
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 こ の 二 重 鎖 を Ｄ Ｎ Ａ ミ ス マ ッ チ 修 復 酵 素 で 処 理 し て 、 切 断 生 産 物
を も し あ れ ば 電 気 泳 動 の プ ロ ト コ ー ル 等 か ら 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ,４ ５ ９ ,
０ ３ ９ 号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 他 の 実 施 形 態 で は 、 電 気 泳 動 上 の 移 動 度 の 変 化 を 用 い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 突 然 変 異 を
同 定 す る 。 例 え ば 、 単 鎖 コ ン フ ォ ー メ ー シ ョ ン 多 型 (Ｓ Ｓ Ｃ Ｐ )を 使 用 し て 、 突 然 変 異 体 お
よ び 野 生 型 核 酸 の 間 の 電 気 泳 動 移 動 度 の 差 を 検 出 し 得 る 。 例 え ば 、 Orita, et al., 1989.
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA: 86: 2766、 Cotton, 1993. Mutat. Res. 285: 125-144、 H
ayashi, 1992. Genet. Anal. Tech. Appl. 9: 73-79を 参 照 さ れ た い 。 試 料 お よ び 対 照 の
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 の 単 鎖 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 変 性 し 、 復 元 す る こ と を 可 能 に す る 。 単 鎖 核 酸
の 二 次 構 造 は 配 列 に よ り 異 な り 、 電 気 泳 動 上 の 移 動 度 の そ こ で 得 る 変 化 は た と え １ 個 の 塩
基 変 化 の 検 出 を も 可 能 に す る 。 Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト を 標 識 プ ロ ー ブ で 標 識 ま た は 検 出 し 得
る 。 ア ッ セ イ の 感 度 を 、 ２ 次 構 造 が 配 列 変 化 に よ り 感 受 性 で あ る Ｒ Ｎ Ａ (Ｄ Ｎ Ａ よ り も む
し ろ )を 使 用 す る こ と に よ り 増 大 し 得 る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 主 題 の 方 法 は 、 ヘ テ ロ 二
重 ら せ ん 分 析 を 利 用 し て 、 電 気 泳 動 の 移 動 度 の 変 化 に 基 づ い て 二 重 ら せ ん へ テ ロ 二 重 鎖 分
子 を 分 離 す る 。 例 え ば 、 Keen, et al., 1991. Trends Genet. 7: 5を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 な お も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 あ る 勾 配 の 変 性 剤 を 含 有 す る ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 中
で の 突 然 変 異 体 ま た は 野 生 型 フ ラ グ メ ン ト の 移 動 を 、 変 性 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 (Ｄ Ｇ Ｇ
Ｅ )を 用 い て ア ッ セ イ す る 。 例 え ば 、 Myers, et al., 1985. Nature 313: 495を 参 照 さ れ
た い 。 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ を 分 析 法 と し て 使 用 す る 際 、 Ｄ Ｎ Ａ を 修 飾 し 、 例 え ば 、 凡 そ ４ ０ ｂ ｐ の 高
融 点 Ｇ Ｃ 富 化 Ｄ Ｎ Ａ の Ｇ Ｃ ク ラ ン プ を Ｐ Ｃ Ｒ で 付 加 す る こ と に よ り 、 そ れ が 完 全 に 変 性 し
な い こ と を 保 証 す る 。 さ ら な る 実 施 形 態 で は 、 変 性 勾 配 に 代 え て 温 度 勾 配 を 使 用 し て 、 対
照 お よ び 試 料 の Ｄ Ｎ Ａ の 移 動 度 の 差 を 同 定 す る 。 例 え ば 、 Rosenbaum and Reissner, 1987
. Biophys. Chem. 265: 12753を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 点 突 然 変 異 を 検 出 す る た め の 他 の 技 術 の 例 と し て 、 選 択 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 選 択 的 増 幅 、 ま た は 選 択 的 プ ラ イ マ ー 伸 長 を 挙 げ 得 る が 、 こ れ ら に 限 定
し な い 。 例 え ば 、 既 知 の 変 異 を 中 央 に 置 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 調 製 し 、 次
い で 完 全 な マ ッ チ が 見 ら れ る 場 合 に の み ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 認 め る 条 件 下 で 、 標 的
Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 例 え ば 、 Saiki, et al., 1986. Nature 324: 163、 Saiki,
 et al., 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6230を 参 照 さ れ た い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド を ハ イ ブ リ ダ イ ズ 用 膜 に 付 着 し て 、 標 識 し た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 際 、 そ
の よ う な 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 し た 標 的 Ｄ Ｎ Ａ ま た は あ る
数 の 異 な る 突 然 変 異 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 こ れ に 代 え て 、 選 択 的 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 基 づ く 対 立 遺 伝 子 特 異 的 増 幅 技 術 を 本 発 明 と 一 緒 に
使 用 し 得 る 。 特 異 的 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー と し て 使 用 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 興 味
の あ る 変 異 を 分 子 の 中 央 で (増 幅 が デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 依 存 す
る よ う に ； 例 え ば 、 Gibbs, et al., 1989. Nucl. Acids Res. 17: 2437-2448を 参 照 )ま た
は 適 切 な 条 件 下 で 、 ミ ス マ ッ チ が ポ リ メ ラ ー ゼ 伸 長 を 阻 止 ま た は 低 減 で き る (例 え ば 、 Pro
ssner, 1993. Tibtech. 11: 238を 参 照 )一 つ の プ ラ イ マ ー の ３ '最 末 端 に お い て 保 持 し て
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い て も よ い 。 加 え て 、 切 断 に 基 づ く 検 出 を 創 成 す る た め に 、 変 異 の 領 域 に 新 規 制 限 部 位 を
導 入 す る の が 望 ま し い 。 例 え ば 、 Gasparini, et al., 1992. Mol. Cell プ ロ ー ブ s 6: 1
を 参 照 さ れ た い 。 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 増 幅 は ま た 、 増 幅 の た め の Ｔ ａ ｑ リ ガ ー ゼ を 使 用
し て 実 施 さ れ 得 る こ と を 予 想 す る 。 例 え ば 、 Barany, 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 88: 189を 参 照 さ れ た い 。 こ の よ う な 場 合 に は 、 ５ '末 端 配 列 の ３ '末 端 に 完 全 な マ ッ チ が
あ る 場 合 に の み 連 結 が 起 こ り 、 増 幅 の 存 在 ま た は 不 在 を 調 べ る こ と に よ り 特 定 の 部 位 に お
け る 既 知 の 変 異 の 存 在 を 検 出 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 本 明 細 書 に 説 明 す る 方 法 を 、 例 え ば 、 本 明 細 書 に 説 明 す る 少 な く と も １ つ の プ ロ ー ブ 核
酸 ま た は 抗 体 試 薬 を 含 む プ レ パ ッ ク 診 断 キ ッ ト を 利 用 す る こ と に よ り 実 施 し 得 る 。 こ れ を
、 例 え ば 、 臨 床 の 場 に お い て Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 関 与 す る 疾 患 ま た は 疾 病 の 症 状 を 示 す か ま
た は 家 族 歴 の あ る 患 者 を 診 断 す る の に 簡 便 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 さ ら に 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を 発 現 す る 任 意 の 細 胞 タ イ プ ま た は 組 織 、 好 ま し く は 末 梢 血 白 血 球 を
本 明 細 書 に 説 明 し た 予 後 ア ッ セ イ に 利 用 し 得 る 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 頬 粘 膜 細 胞 の 有
核 細 胞 を 含 む 任 意 の 生 物 学 的 試 料 を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス
　 本 明 細 書 に 説 明 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 同 定 す る よ う な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 (例 え
ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 発 現 )に 促 進 的 ま た は 阻 害 的 効 果 を 有 す る 薬 剤 ま た は モ ジ ュ レ ー タ を
個 体 に 投 与 し 、 障 害 を (予 防 的 に ま た は 治 療 的 に )処 置 す る こ と が で き る 。 障 害 と し て は 、
限 定 し な い が 、 例 え ば 、 前 記 の 疾 病 、 障 害 お よ び 状 態 を 含 み 、 特 に 、 表 Ａ に 要 約 す る よ う
な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 相 同 物 と 関 連 し た 疾 病 、 障 害 お よ び 状 態 を 含 む 。 そ の よ う な 処 置
と 一 緒 に 、 個 体 の 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス (即 ち 、 個 体 の 遺 伝 子 型 お よ び 外 来 性 化 合 物 ま た は 薬 に
対 す る そ の 個 体 の 応 答 と の 間 の 関 係 の 研 究 )を 考 慮 し 得 る 。 治 療 薬 の 代 謝 の 差 は 、 薬 理 学
的 に 活 性 な 薬 の 用 量 と 血 中 濃 度 の 関 係 を 変 え る こ と に よ り 、 重 症 の 毒 性 ま た は 治 療 の 失 敗
を も た ら し 得 る 。 か く し て 、 個 体 の 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス は 、 個 体 の 遺 伝 子 型 の 考 慮 に 基 づ く 予
防 的 ま た は 治 療 的 処 置 た め の 有 効 な 薬 剤 (例 え ば 薬 )の 選 択 を 許 容 す る 。 そ の よ う な 薬 理 ゲ
ノ ミ ク ス を さ ら に 用 い て 、 適 切 な 投 与 量 お よ び 治 療 方 法 を 決 定 し 得 る 。 し た が っ て 、 個 体
の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 の 発 現 、 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 の 変 異 の 含 量
を 測 定 し 、 そ れ に よ り 個 体 の 治 療 的 処 置 ま た は 予 防 的 処 置 に 適 切 な 薬 剤 (複 数 を 含 む )を 選
択 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 薬 理 ゲ ノ ミ ク ス は 、 罹 患 し た 人 に お け る 変 化 し た 薬 剤 分 布 お よ び 異 常 な 作 用 に 因 る 薬 へ
の 応 答 に お け る 臨 床 的 に 有 意 な 遺 伝 的 変 異 を 取 り 扱 う 。 例 え ば 、 Eichelbaum, 1996. Clin
. Exp. Pharmacol. Physiol., 23: 983-985; Linder, 1997. Clin. Chem., 43: 254-266
を 参 照 さ れ た い 。 一 般 に 、 二 つ の タ イ プ の 薬 理 遺 伝 学 的 異 常 を 区 別 し 得 る 。 薬 が 身 体 に 作
用 す る 方 式 を 変 え る 単 一 の 因 子 と し て 伝 達 す る 遺 伝 的 異 常 (変 化 し た 薬 剤 作 用 )ま た は 身 体
が 薬 に 作 用 す る 方 式 を 変 え る 単 一 因 子 と し て 伝 達 す る 遺 伝 的 異 常 (変 化 し た 薬 物 代 謝 )が あ
る 。 こ れ ら の 薬 理 遺 伝 学 的 異 常 は 、 稀 な 欠 陥 ま た は 多 型 性 の ど ち ら か と し て 生 じ 得 る 。 例
え ば 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 (Ｇ ６ Ｐ Ｄ )欠 乏 症 は 、 よ く み ら れ る 遺 伝 性 酵 素
異 常 症 で あ り 、 そ こ で は 主 な 臨 床 的 合 併 症 は 、 酸 化 剤 の 薬 (抗 マ ラ リ ア 剤 、 ス ル ホ ン ア ミ
ド 剤 、 鎮 痛 剤 、 ニ ト ロ フ ラ ン 類 )摂 取 後 ま た は ソ ラ マ メ 摂 食 後 の 溶 血 で あ る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 例 示 的 実 施 形 態 と し て 、 薬 の 代 謝 酵 素 の 活 性 は 、 薬 の 作 用 の 強 度 お よ び 持 続 の 両 者 の 主
た る 決 定 因 子 で あ る 。 薬 の 代 謝 酵 素 の 遺 伝 的 多 型 性 (例 え ば 、 Ｎ － ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ ２ (Ｎ Ａ Ｔ ２ )な ら び に チ ト ク ロ ー ム 妊 娠 帯 前 駆 タ ン パ ク 質 酵 素 の Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ お よ
び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ９ )の 発 見 は 、 な ぜ 或 る 患 者 は 標 準 か つ 安 全 用 量 の 薬 物 摂 取 後 に 期 待 し た
薬 の 効 果 を 得 ら れ な い か ま た は 過 大 な 薬 の 応 答 お よ び 重 篤 な 毒 性 を 示 す の か に つ い て の 説
明 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 多 型 性 を 、 人 口 集 団 で 高 代 謝 群 (Ｅ Ｍ )お よ び 低 代 謝 群 (Ｐ Ｍ )の ２
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つ の 表 現 型 で 表 現 す る 。 Ｐ Ｍ の 存 在 比 率 は 異 な る 集 団 間 で 異 な る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６
を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 高 度 に 多 型 性 で 、 そ し て 幾 つ か の 変 異 が 、 機 能 的 な Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ の
不 在 を も た ら す Ｐ Ｍ を 同 定 す る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ９ の 低 代 謝 群 は 、 標 準
的 な 用 量 の 投 与 を 受 け た 際 、 極 め て 頻 繁 に 過 剰 な 薬 の 応 答 お よ び 副 作 用 を 経 験 す る 。 代 謝
物 が 活 性 な 治 療 成 分 で あ る な ら ば 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ が 生 成 す る 代 謝 物 モ ル ヒ ネ に よ り 仲 介 す
る コ デ イ ン の 鎮 痛 作 用 に つ い て 実 証 す る よ う に 、 Ｐ Ｍ は 治 療 応 答 を 示 さ な い 。 そ れ と 全 く
正 反 対 な の が 、 標 準 の 用 量 に 応 答 し な い い わ ゆ る 超 高 速 代 謝 群 で あ る 。 最 近 、 超 高 速 代 謝
群 の 分 子 的 根 拠 を Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 遺 伝 子 増 幅 に 因 る と 確 認 す る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 従 っ て 、 個 体 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 活 性 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 の 発 現 、 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝
子 の 変 異 含 量 を 測 定 し 、 そ れ に よ り 個 体 の 治 療 的 処 置 ま た は 予 防 的 処 置 の た め に 適 切 な 薬
剤 (複 数 を 含 む )を 選 択 し 得 る 。 加 え て 、 薬 理 遺 伝 学 的 研 究 を 用 い て 、 薬 の 代 謝 酵 素 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 多 型 の 対 立 遺 伝 子 の 遺 伝 子 型 決 定 を 、 個 体 の 薬 の 応 答 性 の 表 現 型 の 同 定 に 応
用 し 得 る 。 こ の 知 識 を 投 与 量 お よ び 薬 の 選 択 に 応 用 す る 際 、 本 明 細 書 で 説 明 す る 例 示 的 ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 一 つ に よ り 同 定 し た モ ジ ュ レ ー タ の よ う な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ モ ジ ュ レ ー タ
で 対 象 を 処 置 す る 際 に 、 有 害 作 用 ま た は 治 療 失 敗 を 避 け 、 か く し て 治 療 的 ま た は 予 防 的 効
率 を 増 強 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 臨 床 試 験 の 作 用 モ ニ タ リ ン グ
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 (例 え ば 、 異 常 な 細 胞 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 化 を 調 整 す る 活
性 )に 対 す る 薬 剤 (例 え ば 、 薬 、 化 合 物 )の 影 響 を モ ニ タ リ ン グ す る こ と は 、 基 礎 的 な 薬 の
ス ク リ ー ニ ン グ に 応 用 で き る だ け で な く 、 ま た 臨 床 試 験 に も 応 用 で き る 。 例 え ば 、 本 明 細
書 に 説 明 し た よ う に ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ り 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ
ベ ル を 増 加 し 、 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 上 方 調 節 す る と 決 定 し た 薬 剤 の 有 効 性 を 、 低 下 し た
Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル 、 ま た は 下 方 制 御 さ れ た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 示 す 対 象
の 臨 床 試 験 で モ ニ タ ー し 得 る 。 こ れ に 代 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル を
減 少 し 、 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 下 方 調 節 す る と 決 定 し た 薬 剤 の 有 効 性 を 、 増 加 し た Ｎ Ｏ Ｖ
Ｘ 遺 伝 子 発 現 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル 、 ま た は 上 方 制 御 し た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 示 す 対 象 の 臨 床 試
験 で モ ニ タ ー し 得 る 。 そ の よ う な 臨 床 試 験 に お い て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 、 お よ び 、 好 ま し く は 、 例
え ば 、 細 胞 増 殖 ま た は 免 疫 障 害 に 関 係 す る 他 の 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 を 、 特 定 の 細 胞 の
免 疫 応 答 性 の 「 読 み 出 し 」 ま た は マ ー カ ー と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 限 定 し な い 例 と し て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 (例 え ば 、 本 明 細 書 で 説 明 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ で 同 定 す る )を 調 整 す る 薬 剤 (例 え ば 、 化 合 物 、 薬 ま た は 低 分 子 )を 用 い た 処 置 に よ り
細 胞 中 で 調 整 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を 含 む 遺 伝 子 を 同 定 し 得 る 。 従 っ て 、 細 胞 増 殖 障 害 に 対 す る 薬
剤 の 効 果 を 、 例 え ば 、 臨 床 試 験 に お い て 検 討 す る た め に 、 細 胞 を 単 離 し て Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 し
、 そ し て 障 害 に 関 連 す る と 思 う Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ お よ び 他 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 分 析 し 得 る 。 遺
伝 子 発 現 レ ベ ル (即 ち 、 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン )を 、 本 明 細 書 に 説 明 す る よ う に ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト 分 析 ま た は Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 、 ま た は こ れ に 代 え て 本 明 細 書 で 説 明 す る 方 法 の 一 つ
に よ り 生 産 し た タ ン パ ク 質 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ま た は 他 の 遺 伝 子
の 活 性 レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ り 、 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の 様 式 に お い て は 、 遺 伝
子 発 現 パ タ ー ン は 、 薬 剤 に 対 す る 細 胞 の 生 理 学 的 応 答 を 示 す マ ー カ ー と し て の 役 割 を 果 た
す 。 し た が っ て 、 薬 剤 に よ る 個 体 の 処 置 の 前 お よ び 処 置 中 の 種 々 の 時 点 で 、 こ の 応 答 状 態
を 測 定 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 一 つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 薬 剤 (例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 タ
ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 核 酸 、 低 分 子 、 ま た は 本 明 細 書 で 説 明 す る
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 同 定 し た 他 の 薬 候 補 物 )で 対 象 を 処 置 す る こ と の 有 効 性 を モ ニ
タ ー す る 方 法 を 提 供 し 、 そ の 方 法 は 、 (i)薬 剤 投 与 前 に 対 象 か ら 投 与 前 試 料 を 得 て 、 (ii)
投 与 前 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 レ ベ ル を 検 出
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し 、 (iii)対 象 か ら 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 投 与 後 の 試 料 を 得 て 、 (iv)投 与 後 の 試 料 中 の Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 ま た は 活 性 レ ベ ル を 検 出 し 、 (v
)投 与 前 の 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 ま た は 活
性 レ ベ ル を 投 与 後 の ひ と つ ま た は 複 数 の 試 料 中 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ま た は
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 比 較 し 、 そ し て (vi)そ れ に し た が っ て 対 象 へ の 薬 剤 の 投 与 を 変 更 す る ス テ
ッ プ を 含 む 。 例 え ば 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 を 検 出 し た よ り 高 レ ベ ル に 増 加 す る た め
に は 、 即 ち 、 薬 剤 の 有 効 性 を 増 加 す る た め に は 、 薬 剤 の 増 加 し た 投 与 が 望 ま し い 。 こ れ に
代 え て 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 を 検 出 し た よ り 低 レ ベ ル に 減 少 す る 、 即 ち 、 薬 剤 の 有
効 性 を 減 少 す る た め に は 、 薬 剤 の 減 少 し た 投 与 が 望 ま し い 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 処 置 方 法
　 本 発 明 は 、 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た 疾 患 の リ ス ク に あ る (感 受 性 )か
ま た は 疾 患 を 有 す る 対 象 を 処 置 す る 予 防 的 方 法 お よ び 治 療 的 方 法 の 両 方 を 提 供 す る 。 障 害
と し て は 、 限 定 し な い が 、 例 え ば 、 前 記 の 疾 病 、 障 害 お よ び 状 態 を 含 み 、 特 に 、 表 Ａ に 要
約 す る よ う な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 相 同 物 と 関 連 し た 疾 病 、 障 害 お よ び 状 態 を 含 む 。
　 こ れ ら の 処 置 法 を 以 下 に さ ら に 詳 細 に 考 察 す る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 疾 患 お よ び 障 害
　 増 加 し た レ ベ ル (疾 患 ま た は 障 害 に 罹 患 し て い な い 対 象 と 比 べ て )ま た は 生 物 学 的 活 性 を
特 徴 と す る 疾 患 お よ び 障 害 を 、 活 性 に 拮 抗 す る (即 ち 、 低 下 す る か ま た は 阻 害 す る )治 療 薬
で 処 置 し 得 る 。 活 性 に 拮 抗 す る 治 療 薬 を 、 治 療 的 様 式 ま た は 予 防 的 様 式 で 投 与 し 得 る 。 利
用 し 得 る 治 療 薬 と し て は 、 (i)前 述 の ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン
ト ま た は 相 同 体 ； (ii)前 述 の ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 ； (iii)前 述 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る
核 酸 ； (iv)ア ン チ セ ン ス 核 酸 お よ び 前 述 の ペ プ チ ド の 内 在 的 機 能 を 相 同 組 換 え に よ り 「 ノ
ッ ク ア ウ ト 」 す る の に 使 用 す る 「 機 能 障 害 性 」 で あ る 核 酸 (即 ち 、 前 述 の ペ プ チ ド に 対 す
る コ ー ド 化 配 列 の コ ー ド 化 配 列 内 へ の 異 種 挿 入 に 因 る )の 投 与 (例 え ば 、 Capecchi, 1989. 
Science 244: 1288-1292を 参 照 )； ま た は (v)前 述 の ペ プ チ ド お よ び そ の 結 合 相 手 と の 相 互
作 用 を 変 化 す る モ ジ ュ レ ー タ (即 ち 、 本 発 明 の さ ら に 別 な ペ プ チ ド の ミ メ テ ィ ッ ク ま た は
本 発 明 の ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 阻 害 剤 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト )を 挙 げ 得
る が 、 こ れ ら に 限 定 し な い 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 減 少 し た レ ベ ル (疾 患 ま た は 障 害 に 罹 患 し て い な い 対 象 と 比 べ て )ま た は 生 物 学 的 活 性 を
特 徴 と す る 疾 患 お よ び 障 害 を 、 活 性 を 増 加 す る (即 ち 、 ア ゴ ニ ス ト で あ る )治 療 薬 で 処 置 し
得 る 。 活 性 を 上 方 制 御 す る 治 療 薬 を 、 治 療 的 様 式 ま た は 予 防 的 様 式 で 投 与 し 得 る 。 利 用 し
得 る 治 療 薬 と し て は 、 前 述 の ペ プ チ ド 、 ま た は そ の 類 似 体 、 誘 導 体 、 フ ラ グ メ ン ト 、 ま た
は 相 同 体 ； ま た は バ イ オ ア ベ イ ラ ビ リ テ ィ ー を 増 加 す る ア ゴ ニ ス ト を 挙 げ 得 る が 、 こ れ ら
に 限 定 し な い 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 増 加 ま た は 減 少 し た レ ベ ル を 、 患 者 の 組 織 試 料 (例 え ば 、 生 検 組 織 か ら )を 得 て 、 イ ン ビ
ト ロ で Ｒ Ｎ Ａ ま た は ペ プ チ ド の レ ベ ル 、 発 現 し た ペ プ チ ド (ま た は 前 述 の ペ プ チ ド の ｍ Ｒ
Ｎ Ａ )の 構 造 お よ び ／ ま た は 活 性 を ア ッ セ イ す る こ と に よ り 、 ペ プ チ ド お よ び ／ ま た は Ｒ
Ｎ Ａ を 定 量 す る こ と に よ り 容 易 に 検 出 し 得 る 。 当 該 分 野 内 で 周 知 の 方 法 と し て は 、 イ ム ノ
ア ッ セ イ (例 え ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 免 疫 沈 降 と そ れ に 引 き 続 く ド デ シ ル 硫 酸 ナ
ト リ ウ ム (Ｓ Ｄ Ｓ )ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 免 疫 細 胞 化 学 、 等 )お よ び ／ ま た は
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 を 検 出 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ (例 え ば 、 ノ ー ザ ン ア ッ
セ イ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 イ ン シ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 等 )を 挙 げ 得 る が 、 こ れ ら に
限 定 し な い 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 予 防 的 方 法
　 一 つ の 態 様 で は 、 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 発 現 ま た は 少 な く と も あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 調 整 す る 薬
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剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り 、 本 発 明 は 、 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 に 関 連 し た
疾 患 ま た は 異 常 を 、 対 象 に お い て 予 防 す る 方 法 を 提 供 す る 。 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は
活 性 が 原 因 ま た は 一 因 と な っ て 生 じ る 疾 患 の リ ス ク を 有 す る 対 象 を 、 例 え ば 、 本 明 細 書 で
説 明 す る よ う に 診 断 的 ア ッ セ イ ま た は 予 後 的 ア ッ セ イ の い ず れ か ま た は そ れ ら の 組 合 せ に
よ っ て 同 定 し 得 る 。 疾 患 ま た は 障 害 を 予 防 し 、 ま た は 、 こ れ に 代 え て 、 そ の 進 行 を 遅 ら せ
る よ う に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 異 常 に 特 徴 的 な 症 状 の 出 現 に 先 立 っ て 予 防 的 薬 剤 の 投 与 を 行 い 得 る 。 Ｎ
Ｏ Ｖ Ｘ 異 常 の タ イ プ に 依 存 し て 、 例 え ば 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ア ゴ ニ ス ト ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ア ン タ
ゴ ニ ス ト で あ る 薬 剤 を 対 象 の 処 置 に 使 用 し 得 る 。 適 切 な 薬 剤 を 、 本 明 細 書 で 説 明 す る ス ク
リ ー ニ ン グ 法 に 基 づ い て 決 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 予 防 的 方 法 を さ ら に 以 下 の サ ブ
セ ク シ ョ ン で 考 察 す る 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 治 療 的 方 法
　 本 発 明 の も う 一 つ の 態 様 は 、 治 療 目 的 の た め に Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る 方
法 に 関 す る 。 本 発 明 の 調 整 方 法 は 、 細 胞 を 細 胞 に 関 連 す る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 活 性 の 一 つ
ま た は そ れ 以 上 の 活 性 を 調 整 す る 薬 剤 と 接 触 す る こ と を 含 む 。 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 活 性 を
調 整 す る 薬 剤 は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 天 然 に 存 在 す る 同 属
の リ ガ ン ド 、 ペ プ チ ド 、 あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク 、 ま た は 低 分 子 の よ う な 本 明
細 書 に 説 明 す る 薬 剤 で あ り 得 る 。 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の Ｎ Ｏ
Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 活 性 を 促 進 す る 。 そ の よ う な 促 進 的 薬 剤 の 例 と し て は 、 活 性 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ
ン パ ク 質 お よ び 細 胞 中 に 導 入 し た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 挙 げ 得 る 。 も う 一 つ の
実 施 形 態 で は 、 薬 剤 は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 活 性 を 阻 害 す る 。 そ の よ
う な 阻 害 的 薬 剤 の 例 と し て は 、 ア ン チ セ ン ス Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 分 子 お よ び 抗 － Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 抗 体 を
挙 げ 得 る 。 こ れ ら の 調 整 方 法 は 、 イ ン ビ ト ロ で (例 え ば 、 細 胞 を 薬 剤 と 共 に 培 養 す る こ と
に よ り )ま た は 、 こ れ に 代 え て 、 イ ン ビ ボ で (例 え ば 、 薬 剤 を 対 象 に 投 与 す る こ と に よ り )
実 施 し 得 る 。 こ の よ う に 、 本 発 明 は あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 分 子 の 異 常 な 発 現
ま た は 活 性 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 に 罹 患 し た 個 体 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 つ
の 実 施 形 態 で は 、 そ の 方 法 は 、 薬 剤 (例 え ば 、 本 明 細 書 で 説 明 す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ で 同 定 し た 薬 剤 )ま た は Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 を 調 整 す る (例 え ば 、 上 方 制 御 ま た は
下 方 制 御 す る )薬 剤 の 組 合 せ を 投 与 す る こ と を 伴 う 。 も う 一 つ の 実 施 形 態 で は 、 そ の 方 法
は 減 少 ま た は 異 常 な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ の 発 現 ま た は 活 性 を 補 償 す る た め の 治 療 と し て あ る Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ
タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 分 子 を 投 与 す る こ と を 伴 う 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ が 異 常 に 下 方 制 御 さ れ て い る か お よ び ／ ま た は 増 加 し た Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 が 有 益 な
効 果 を 有 す る と 思 わ れ る 状 況 で は 、 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 活 性 を 促 進 す る こ と が 望 ま し い 。 そ の よ う な
状 況 の 一 つ の 例 は 、 対 象 が 異 常 な 細 胞 増 殖 お よ び ／ ま た は 分 化 (例 え ば 、 が ん ま た は 免 疫
関 連 疾 患 )を 特 徴 と す る 障 害 を 有 す る 場 合 で あ る 。 そ の よ う な 状 況 の も う 一 つ の 例 は 、 対
象 が 妊 娠 性 疾 患 (例 え ば 、 子 癇 前 症 )を 有 す る 場 合 で あ る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 治 療 薬 の 生 物 学 的 効 果 の 測 定
　 本 発 明 の 種 々 の 実 施 形 態 に お い て 、 適 切 な イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ ア ッ セ イ を 実 施 し
て 、 特 定 の 治 療 薬 の 効 果 お よ び そ の 投 与 を 罹 患 し て い る 組 織 の 処 置 に 適 応 が あ る か 否 か を
決 定 す る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 種 々 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 患 者 の 障 害 に 関 与 す る 代 表 的 な タ イ プ (複 数 を 含 む )の
細 胞 に つ い て イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ を 実 施 し て 、 投 与 し た 治 療 薬 が 細 胞 タ イ プ に 所 望 の 効 果
を 発 揮 す る か ど う か を 測 定 し 得 る 。 治 療 に 使 用 す る 化 合 物 を 、 ヒ ト 対 象 で の 試 験 に 先 立 っ
て 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ニ ワ ト リ 、 ウ シ 、 サ ル 、 ウ サ ギ 等 を 限 定 す る こ と な く 含 む 適 切 な 動
物 モ デ ル シ ス テ ム で 試 験 し 得 る 。 同 様 に 、 イ ン ビ ボ 試 験 で も 、 ヒ ト 対 象 へ の 投 与 に 先 立 っ
て 、 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 動 物 モ デ ル シ ス テ ム の い ず れ か を 使 用 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
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　 本 発 明 の 組 成 物 の 予 防 的 使 用 お よ び 治 療 的 使 用
　 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 は 、 種 々 の 障 害 に 関 連 す る 潜 在 的 で 予 防 的 応 用
お よ び 治 療 的 応 用 に 有 用 で あ る 。 障 害 と し て は 、 限 定 し な い が 、 例 え ば 、 前 記 の 疾 病 、 障
害 お よ び 状 態 を 含 み 、 特 に 、 表 Ａ に 要 約 す る よ う な Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 相 同 物 と 関 連 し
た 疾 病 、 障 害 お よ び 状 態 を 含 む 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 例 と し て 、 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 遺 伝 子 治 療 に 有 用 で
あ り 得 、 そ し て タ ン パ ク 質 は 、 そ れ を 必 要 と す る 対 象 に 投 与 す る 際 に 有 用 で あ り 得 る 。 非
限 定 的 な 例 と し て 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 本 明 細 書 に 挙 げ ら れ た も の を 含 む が 、 そ れ ら に 限
定 さ れ な い 疾 病 、 障 害 、 状 態 お よ び そ れ に 類 似 す る も の に 罹 患 す る 対 象 の 処 置 の た め の 効
験 を 有 す る で あ ろ う 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 新 規 核 酸 、 お よ び 本 発 明 の Ｎ Ｏ Ｖ Ｘ タ ン パ ク 質 の 両 方
、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 存 在 ま た は 量 を 評 価 す る
診 断 的 応 用 に も 有 用 で あ り 得 る 。 さ ら な る 使 用 は 、 抗 細 菌 分 子 (即 ち 、 或 る ペ プ チ ド は 抗
細 菌 的 性 質 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ て い る )と し て で あ る か も し れ な い 。 こ れ ら の 物 質 は
、 治 療 的 ま た は 診 断 的 方 法 に 使 用 す る た め の 本 発 明 の 新 規 物 質 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 の 作 成 に さ ら に 有 用 で あ る 。
　 本 発 明 を 、 以 下 の 実 施 例 で さ ら に 記 載 し 、 こ れ ら は ク レ ー ム に 記 載 の 発 明 の 範 囲 を 限 定
し な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ３ ２ ０ 】
(実 施 例 1)CG57008の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ
　 CG57008(配 列 番 号 4)の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 、 最 初 の 20残 基 に 相 当 す る 推 定
Ｎ 末 端 シ グ ナ ル 配 列 を 含 む 、 359個 の ア ミ ノ 酸 長 の 、 Ｉ 型 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て
い る 。 推 定 膜 貫 通 ド メ イ ン は 、 残 基 287で 始 ま る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 成 熟 CG57008の ク ロ ー ニ ン グ
　 成 熟 型 の CG57008(NOV1)を コ ー ド す る ORFに 相 当 す る DNAセ グ メ ン ト を PCR増 幅 す る た め に
、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 さ ら な る サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 目 的 で 、 イ ン
フ レ ー ム で 、 正 プ ラ イ マ ー は BamHI制 限 部 位 を 含 み 、 逆 プ ラ イ マ ー は XhoI制 限 部 位 を 含 む
。 プ ラ イ マ ー の 配 列 を 以 下 に 示 す :
HAVcr-1 FORW:
GGATCCTCTGTAAAGGTTGGTGGAGAGGCAGGTCC (配 列 番 号 25)、
HAVcr-1 FL-REV:
CTCGAGGTCCGTGGCATAAAGACTATTCTCAATG (配 列 番 号 26)。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 PCR反 応 は 、 50μ リ ッ ト ル 容 量 中 、 ヒ ト 精 巣 、 ヒ ト 乳 房 、 ヒ ト 骨 格 筋 お よ び 胎 児 脳 由 来
の 等 量 の cDNAサ ン プ ル 部 分 を 含 む 総 量 5ngの DNA鋳 型 、 各 1マ イ ク ロ Mの 、 HAVcr-1FORWお よ
び HAVcr-1REVプ ラ イ マ ー 、 5マ イ ク ロ モ ル の dNTP(Clontech Laboratories, Palo Alto CA)
お よ び 1マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 50× Advantage-HF2ポ リ メ ラ ー ゼ (Clontech Laboratories, Pa
lo Alto CA)を 用 い て 始 め た 。 以 下 の 反 応 条 件 を 用 い た :
　 a)　 96 o C　 3分
　 b)　 96 o C　 30秒 変 性
　 c)　 70 o C　 30秒 、 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ 。 こ の 温 度 を 1℃ /サ イ ク ル で 徐 々 に 低 下 さ せ
た 。
　 d)　 72 o C　 2分 伸 長 。
ス テ ッ プ b～ dを 10回 反 復
　 e)　 96 o C　 30秒 変 性
　 f)　 60 o C　 30秒 ア ニ ー リ ン グ
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　 g)　 72 o C　 2分 伸 長
ス テ ッ プ e～ gを 25回 反 復
　 h)　 72 o C　 5分 最 終 伸 長
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 約 1kbpの 大 き な 増 幅 産 物 を 単 離 し 、 pCR2.1ベ ク タ ー (Invitrogen, C
arlsbad, CA)に 連 結 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し た イ ン サ ー ト を 、 ベ ク タ ー 特 異 的 、 M13正 (-40)
お よ び M13逆 プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し 、 成 熟 型 の CG57008を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー
デ ィ ン グ フ レ ー ム と し て 確 認 し た 。 ク ロ ー ン を 、 pCR2.1-CG57008-03-S843_15Bと 呼 ぶ 。
【 ０ ３ ２ ４ 】

【 表 ４ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ５ 】

【 表 ４ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ６ 】
(実 施 例 2)CG57008の 細 胞 外 ド メ イ ン の ク ロ ー ニ ン グ
　 CG57008(NOV1)の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 型 を コ ー ド す る ORFに 相 当 す る DNAセ グ メ ン ト を P
CR増 幅 す る た め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 さ ら な る サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ の 目 的 で 、 イ ン フ レ ー ム で 、 正 プ ラ イ マ ー は BamHI制 限 部 位 を 含 み 、 逆 プ ラ イ マ ー は Xho
I制 限 部 位 を 含 む 。 プ ラ イ マ ー の 配 列 を 以 下 に 示 す :
HAVcr-1 FORW:
GGATCCTCTGTAAAGGTTGGTGGAGAGGCAGGTCC (配 列 番 号 29)、
HAVcr-1 可 溶 性 REV:
CTCGAGCAGTAGACTATGTTCTAGGAACAGTTGAG (配 列 番 号 30)。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 PCR反 応 は 、 50μ リ ッ ト ル 容 量 中 、 ヒ ト 精 巣 、 ヒ ト 乳 房 、 ヒ ト 骨 格 筋 お よ び 胎 児 脳 由 来
の 等 量 の cDNAサ ン プ ル 部 分 を 含 む 総 量 5ngの DNA鋳 型 、 各 1μ Mの 、 HAVcr-1FORWお よ び HAVcr
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表 35　 pCR2.1-CG57008-03-S843_15B中 の イ ン サ ー ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列

表 36　 pCR2.1-CG57008-03-S843_15B中 の イ ン サ ー ト に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ポ
リ ペ プ チ ド プ チ ド 配 列



-1可 溶 性 REVプ ラ イ マ ー 、 5マ イ ク ロ モ ル の dNTP(Clontech Laboratories, Palo Alto CA)
お よ び 1マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 50× Advantage-HF2ポ リ メ ラ ー ゼ (Clontech Laboratories, Pa
lo Alto CA)を 用 い て 始 め た 。 以 下 の 反 応 条 件 を 用 い た :
　 a)　 96 o C　 3分
　 b)　 96 o C　 30秒 変 性
　 c)　 70 o C　 30秒 、 プ ラ イ マ ー ア ニ ー リ ン グ 。 こ の 温 度 を 1℃ /サ イ ク ル で 徐 々 に 低 下 さ せ
た
　 d)　 72 o C　 2分 伸 長
ス テ ッ プ b～ dを 10回 反 復
　 e)　 96 o C　 30秒 変 性
　 f)　 60 o C　 30秒 ア ニ ー リ ン グ
　 g)　 72 o C　 2分 伸 長
ス テ ッ プ e～ gを 25回 反 復
　 h)　 72 o C　 5分 最 終 伸 長
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 約 750bpの 大 き な 増 幅 産 物 を 単 離 し 、 pCR2.1ベ ク タ ー (Invitrogen, 
Carlsbad, CA)に 連 結 し た 。 ク ロ ー ニ ン グ し た イ ン サ ー ト を 、 ベ ク タ ー 特 異 的 、 M13正 (-40
)お よ び M13逆 プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 決 定 し 、 CG57008の 細 胞 外 ド メ イ ン の 成 熟 型 を コ ー
ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム と し て 確 認 し た 。 ク ロ ー ン を 、 pCR2.1-CG57008-02-
S841_13Aと 呼 ぶ 。
【 ０ ３ ２ ９ 】
表 3　 pCR2.1-CG57008-02-S841_13A中 の イ ン サ ー ト の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
【 表 ４ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ３ ０ 】
表 4　 pCR2.1-CG57008-02-S841_13A中 の イ ン サ ー ト に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ポ
リ ペ プ チ ド 配 列
【 表 ４ ９ 】
　
　
　
　
　
　

【 ０ ３ ３ １ 】
(実 施 例 3)イ ン サ ー ト 細 胞 に お け る CG57008-02の 発 現
　 CG57008-02 (NOV1c)配 列 を 含 む 、 0.79 kbの BamHI-XhoI断 片 を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現
ベ ク タ ー 、 pMelV5His (CuraGen Corporation)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て プ ラ ス ミ ド 646を 得
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た 。 pBlueBacバ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 (Invitrogen Corporation)を 用 い 、 製 造 業 者 の 推 奨
に し た が っ て 、 発 現 研 究 を 実 施 し た 。 感 染 の 48時 間 後 に 、 抗 V5抗 体 (Invitrogen)を 用 い る
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 培 養 上 清 を 分 析 し た 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
(実 施 例 4)ヒ ト 胚 性 腎 293細 胞 に お け る CG57008-02の 発 現
　 CG57008-02 (NOV1c)配 列 を 含 む 0.79 kbの BamHI-XhoI断 片 を 、 BamHI-XhoI消 化 し た pCEP4
/Secに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て 、 プ ラ ス ミ ド 754を 得 た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド 754を 、 リ ポ フ
ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬 を 用 い 、 製 造 業 者 の 説 明 書 に し た が っ て (Gibco/BRL)、 293細 胞 に ト
ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 72時 間 後 に 細 胞 ペ レ ッ ト お よ び 上 清 を 回 収
し 、 抗 V5抗 体 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト (還 元 条 件 )に よ っ て CG57008-02発 現 に つ い て 調
べ た 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
(実 施 例 5)ヒ ト 胚 性 腎 293細 胞 に お け る CG57008-02の 発 現
　 pCR2.1-CG57008-02-S841_13A(実 施 例 2参 照 )か ら 、 イ ン サ ー ト を pEE14.4Sec哺 乳 類 発 現
ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ベ ク タ ー は 、 メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ イ ミ ン の 存 在 下 で
安 定 ク ロ ー ン の 選 抜 を 可 能 に す る グ ル タ ミ ン 合 成 選 択 マ ー カ ー を 保 持 す る 。 選 抜 後 、 安 定
ク ロ ー ン を 株 化 し た 。 2つ の 独 立 し た ク ロ ー ン に お け る CG57008-02発 現 お よ び 分 泌 を 、 ウ
ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 実 証 し た 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
(実 施 例 6)NOVX核 酸 配 列 に お け る 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 同 定
　 変 異 体 配 列 も 本 願 に 含 ま れ る 。 変 異 体 配 列 は 、 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 (SNP)を 含 み 得 る
。 SNPは 、 SNPを 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が cDNAと し て 起 こ る こ と を 示 す た め に 「 cSNP」 と 呼
ば れ る 場 合 も あ る 。 SNPは い く つ か の 方 法 で 生 じ 得 る 。 例 え ば 、 SNPは 多 型 部 位 で の 、 1つ
の ヌ ク レ オ チ ド の 別 の も の と の 置 換 に よ る も の で あ り 得 る 。 か か る 置 換 は ト ラ ン ジ シ ョ ン
ま た は ト ラ ン ス バ ー シ ョ ン の い ず れ か で あ り 得 る 。 SNPは ま た 、 参 照 対 立 遺 伝 子 と 比 べ た
、 ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の 挿 入 か ら も 生 じ 得 る 。 こ の 場 合 、 多 型 部 位 と
は 、 一 対 立 遺 伝 子 が 別 の 対 立 遺 伝 子 の 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て ギ ャ ッ プ を 有 す る 部 位
で あ る 。 遺 伝 子 内 に 生 じ る SNPは 、 SNPの 位 置 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 の 変
更 を も た ら し 得 る 。 遺 伝 子 内 SNPは ま た 、 SNPを 含 む コ ド ン が 同 一 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る
場 合 に は 、 遺 伝 暗 号 の 縮 重 性 の 結 果 と し て サ イ レ ン ト で も あ り 得 る 。 遺 伝 子 領 域 の 外 側 に
生 じ る 、 ま た は 遺 伝 子 内 の イ ン ト ロ ン 中 の SNPは 、 タ ン パ ク 質 の ど の ア ミ ノ 酸 配 列 に も 変
化 を も た ら さ な い が 、 発 現 パ タ ー ン の 調 節 の 変 更 を も た ら し 得 る 。 例 と し て は 、 時 間 的 発
現 、 生 理 学 的 応 答 調 節 、 細 胞 種 発 現 調 節 、 発 現 強 度 、 お よ び 転 写 さ れ た メ ッ セ ー ジ の 安 定
性 の 変 更 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 エ キ ソ ン 結 合 プ ロ セ ス に よ っ て 得 ら れ た SeqCallingア セ ン ブ リ ー を 、 以 下 の 基 準 を 用 い
て 選 択 し 、 伸 長 さ せ た 。 最 初 の 配 列 ま た は 伸 長 さ せ た 配 列 の 全 て ま た は 部 分 に 対 し 98%の
同 一 性 を 持 つ 領 域 を 有 す る ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 、 ヒ ト ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス を ク エ リ ー す る の
に 適 切 な 配 列 を 用 い て BLASTN検 索 に よ っ て 同 定 し た 。 こ の 同 一 性 が こ れ ら の ク ロ ー ン が こ
れ ら SeqCallingア セ ン ブ リ ー の ゲ ノ ム 座 位 を 含 む こ と を 示 す こ と か ら 、 得 ら れ た ゲ ノ ム ク
ロ ー ン を さ ら な る 解 析 の た め に 選 択 し た 。 こ れ ら の 配 列 は 推 定 コ ー ド 領 域 な ら び に 既 知 DN
Aお よ び タ ン パ ク 質 配 列 と の 類 似 性 に 関 し て 解 析 し た 。 こ れ ら の 解 析 に 用 い た プ ロ グ ラ ム
と し て は 、 Grail、 Genscan、 BLAST、 HMMER、 FASTA、 Hybridお よ び そ の 他 の 適 切 な プ ロ グ
ラ ム が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 さ ら な る ゲ ノ ム 領 域 を 、 選 択 し た SeqCallingア セ ン ブ リ ー が そ れ ら の 領 域 に マ ッ ピ ン グ
す る と い う こ と で い く つ か 同 定 し て お い て も よ い 。 か か る SeqCalling配 列 は 、 相 同 性 ま た
は エ キ ソ ン 予 測 に よ り 規 定 さ れ る 領 域 と 重 複 し て い て も よ い 。 ま た 、 断 片 の 位 置 が 、 類 似
性 ま た は 当 初 の 予 測 配 列 に 含 ま れ て い た エ キ ソ ン 予 測 に よ り 同 定 さ れ る ゲ ノ ム 領 域 の 近 傍
に あ っ た と い う 理 由 で こ れ ら を 含 め て も よ い 。 こ の よ う に 同 定 さ れ た 配 列 を 手 作 業 で ア セ
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ン ブ ル し 、 次 い で CuraGen社 の ヒ ト SeqCallingデ ー タ ベ ー ス か ら 得 ら れ る 1以 上 の さ ら な る
配 列 を 用 い て 伸 長 し て お い て も よ い 。 含 め る の に 適 し た SeqCalling断 片 を 、 CuraTools(商
標 )プ ロ グ ラ ム SeqExtendに よ り 、 ま た は 解 析 し た ゲ ノ ム ク ロ ー ン の 適 当 な 領 域 へ マ ッ ピ ン
グ す る SeqCalling断 片 の 同 定 に よ り 同 定 し た 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 次 い で 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 最 終 配 列 を 導 く た め 、 前 述 の 手 順 に よ り 規 定 さ れ る 領 域
を 手 作 業 で 統 合 し 、 例 え ば 、 元 の 断 片 中 で ミ ス コ ー ル さ れ た 塩 基 か ら 、 ま た は 予 測 さ れ る
エ キ ソ ン 結 合 部 、 EST位 置 と 配 列 類 似 性 領 域 と の 間 の 矛 盾 か ら 生 じ 得 た 明 ら か な 不 一 致 を
訂 正 し た 。 必 要 で あ れ ば 、 SeqCallingア セ ン ブ リ ー お よ び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 同 定 お よ び 解
析 す る プ ロ セ ス を 繰 り 返 し て 全 長 配 列 を 導 い た (Alderborn et al., Determination of Si
ngle nucleotide Polymorphisms by Real-time Pyrophosphate DNA Sequencing. Genome 
Research. 10(8) 1249-1265,2000)。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 変 異 体 は 個 々 に 報 告 さ れ る が 、 変 異 体 の 全 て ま た は 選 択 サ ブ セ ッ ト の い ず れ の 組 み 合 わ
せ も 本 発 明 の 考 慮 さ れ る NOVXの 実 施 形 態 と し て 含 ま れ る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
CG57008-02の SNPデ ー タ
　 CG57008-02の 4種 の 多 型 変 異 体 を 同 定 し 、 以 下 に 示 す 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
表 B
【 表 ５ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
(実 施 例 7)種 々 の 細 胞 お よ び 組 織 に お け る CG57008-02の 量 的 発 現 解 析
　 種 々 の ク ロ ー ン の 量 的 発 現 を 、 リ ア ル タ イ ム 定 量 PCR(RTQ PCR)を 用 い 、 種 々 の 正 常 お よ
び 病 理 由 来 細 胞 、 細 胞 株 お よ び 組 織 由 来 の RNAサ ン プ ル を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
を 用 い て 評 価 し た 。 RTQ PCRは Applied Biosystems ABI PRISM(登 録 商 標 )7700ま た は ABI P
RISM(登 録 商 標 )7900 HT 配 列  Detection Systemで 実 施 し た 。 サ ン プ ル の 種 々 の 収 集 物 を
プ レ ー ト 上 で ア セ ン ブ ル し 、 パ ネ ル 1(正 常 組 織 お よ び 癌 細 胞 株 を 含 む )、 パ ネ ル 2(正 常 お
よ び 癌 供 給 源 組 織 に 由 来 す る サ ン プ ル を 含 む )、 パ ネ ル 3(癌 細 胞 株 を 含 む )、 パ ネ ル 4(正 常
組 織 由 来 の 細 胞 お よ び 細 胞 株 な ら び に 炎 症 症 状 と 関 連 し て い る 細 胞 を 含 む )、 パ ネ ル 5D/5I
(代 謝 病 (metabolic disease)に 重 点 を お い た ヒ ト 組 織 お よ び 細 胞 株 を 含 む )、 AI　 包 括 的
　 パ ネ ル (正 常 組 織 お よ び 自 己 炎 症 性 疾 患 (autoinflammatory diseases)由 来 の サ ン プ ル を
含 む )、 パ ネ ル CNSD.01(正 常 脳 お よ び 患 部 脳 由 来 の サ ン プ ル を 含 む )お よ び CNS　 神 経 変 性
　 パ ネ ル (正 常 脳 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (Alzheimer's disease)の 脳 由 来 の サ ン プ ル を 含
む )と 称 し た 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 全 サ ン プ ル 由 来 の RNAの 完 全 性 は 、 28Sお よ び 18Sリ ボ ソ ー ム RNA染 色 強 度 比 を ガ イ ド (2:1
～ 2.5:1 28s:18s)と し て 用 い る ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 図 の 視 覚 的 評 価 に よ っ て 質 に 関 し
て 、 お よ び 分 解 産 物 を 示 唆 す る で あ ろ う 低 分 子 量 RNAの 不 在 に 関 し て 制 御 す る 。 サ ン プ ル
は 単 一 エ キ ソ ン の 長 さ に わ た っ て 増 幅 す る よ う 設 計 し た プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー セ ッ ト
を 用 い る 、 逆 転 写 酵 素 の 不 在 下 で の RTQ PCR反 応 実 施 に よ っ て ゲ ノ ム DNA混 入 に 対 し て 制 御
す る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
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　 最 初 に 、 こ の RNAサ ン プ ル を 常 時 発 現 遺 伝 子 (例 え ば 、 β -ア ク チ ン お よ び GAPDH)な ど の
参 照 核 酸 に 対 し て 標 準 化 し た 。 標 準 化 し た RNA(5μ l)を cDNAへ 変 換 し 、 ワ ン ス テ ッ プ RT-PC
R Master Mix試 薬 (Applied Biosystems;カ タ ロ グ 番 号 4309169)お よ び 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ
マ ー を 、 製 品 説 明 書 に 従 っ て 用 い る RTQ-PCRに よ り 解 析 し た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 他 の 場 合 に は 、 標 準 化 し て い な い RNAサ ン プ ル を 、 Superscript II(Invitrogen社 ;カ タ
ロ グ 番 号 18064-147)お よ び ラ ン ダ ム ・ ヘ キ サ マ ー を 、 製 品 説 明 書 に 従 っ て 用 い て 一 本 鎖 cD
NA(sscDNA)へ 変 換 し た 。 全 RNAを 最 大 10ug含 む 反 応 を 、 20μ lの 容 量 で 実 施 し 、 42℃ で 60分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 反 応 は 最 終 容 量 100μ lに お い て 50μ gの 全 RNAま で ス ケ ー ル ア
ッ プ す る こ と が で き る 。 次 い で 、 sscDNAサ ン プ ル を 1× TaqMan(登 録 商 標 )Universal Maste
r mix (Applied Biosystems;カ タ ロ グ 番 号 4324020)を 、 製 品 説 明 書 に 従 っ て 用 い て 先 に 記
載 し た 参 照 核 酸 に 対 し て 標 準 化 し た 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー を 、 Applied Biosystemsの Primer Expressソ フ ト ウ ェ ア パ ッ
ケ ー ジ (ア ッ プ ル コ ン ピ ュ ー タ ー の マ ッ キ ン ト ッ シ ュ パ ワ ー PCの バ ー ジ ョ ン I)ま た は 標 的
配 列 を イ ン プ ッ ト と し て 用 い る 類 似 の ア ル ゴ リ ズ ム に 従 っ て 各 ア ッ セ イ 用 に 設 計 し た 。 デ
フ ォ ル ト 設 定 を 反 応 条 件 に 用 い 、 以 下 の パ ラ メ ー タ ー を 設 定 し 、 そ の 後 、 プ ラ イ マ ー を 選
択 し た :プ ラ イ マ ー 濃 度 =250nM、 プ ラ イ マ ー 融 解 温 度 (Tm)範 囲 =58～ 60℃ 、 プ ラ イ マ ー の 最
適 Tm=59℃ 、 最 大 プ ラ イ マ ー 差 =2℃ 、 プ ロ ー ブ は 5'Gを 含 ま な い 、 プ ロ ー ブ Tmは プ ラ イ マ ー
Tmよ り 10℃ 高 く な く て は な ら な い 、 ア ン プ リ コ ン サ イ ズ は 75bp～ 100bp。 選 択 し た プ ロ ー
ブ お よ び プ ラ イ マ ー (以 下 参 照 )を Synthegen(Houston, TX, USA)に よ っ て 合 成 し た 。 プ ロ
ー ブ を HPLCで 2回 精 製 し て 、 結 合 し て い な い 色 素 を 除 去 し 、 質 量 分 析 に よ っ て 評 価 し て 、
レ ポ ー タ ー お よ び ク エ ン チ ャ ー 色 素 の プ ロ ー ブ の 5'お よ び 3'末 端 そ れ ぞ れ と の 結 合 を 確 認
し た 。 最 終 濃 度 は 、 正 方 向 お よ び 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 各 900nM、 プ ロ ー ブ は 200nMと し た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 PCR条 件 :RNAサ ン プ ル を 扱 う 場 合 に は 、 各 組 織 お よ び 各 細 胞 株 由 来 の 標 準 化 RNAを 96ウ ェ
ル ま た は 384ウ ェ ル PCRプ レ ー ト (Applied Biosystems)の い ず れ か の 各 ウ ェ ル に ス ポ ッ ト し
た 。 PCRカ ク テ ル は 単 一 の 遺 伝 子 特 異 的 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー セ ッ ト 、 ま た は 2つ の マ
ル チ プ レ ッ ク ス 化 し た プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー セ ッ ト (標 的 ク ロ ー ン に 特 異 的 な セ ッ ト
お よ び 標 的 プ ロ ー ブ に つ い て マ ル チ プ レ ッ ク ス 化 し た 別 の 遺 伝 子 特 異 的 セ ッ ト )の い ず れ
か を 含 ん で い た 。 PCR反 応 は 、 TaqMan(登 録 商 標 )ワ ン ス テ ッ プ RT-PCR Master Mix (Applie
d Biosystems、 カ タ ロ グ 番 号 4313803)を 、 製 品 説 明 書 に 従 っ て 用 い て 設 定 し た 。 48℃ で 30
分 間 の 逆 転 写 、 次 い で 、 以 下 の 増 幅 /PCRサ イ ク ル :95℃ 10分 間 、 そ の 後 95℃ 15秒 、 60℃ で 1
分 間 の 40サ イ ク ル を 実 施 し た 。 結 果 は 、 所 与 の サ ン プ ル と Δ CT力 に つ い て 2で 表 さ れ る 最
低 の CT値 を 持 つ サ ン プ ル 間 の RNA濃 度 に 差 に 関 し て 、 ロ グ ス ケ ー ル を 用 い て CT値 (所 与 の サ
ン プ ル が 蛍 光 の 閾 値 を 通 過 す る サ イ ク ル )と し て 記 録 し た 。 次 い で 、 相 対 発 現 パ ー セ ン ト
を 、 こ の RNA差 異 の 逆 数 を と り 、 100を 掛 け る こ と に よ っ て 得 る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 sscDNAサ ン プ ル を 扱 う 場 合 に は 、 標 準 化 し た sscDNAを 、 RNAサ ン プ ル に つ い て 先 に 記 載
し た 通 り に 用 い た 。 1ま た は 2セ ッ ト の プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー を 含 む PCR反 応 を 、 1× Ta
qMan(登 録 商 標 )Universal Master mix(Applied Biosystems;カ タ ロ グ 番 号 4324020)を 、 製
品 説 明 書 に 従 っ て 用 い て 、 前 述 の 通 り 設 定 し た 。 PCR増 幅 は 以 下 の よ う に 実 施 し た :95℃ で
10分 、 次 い で 95℃ で 15秒 、 60℃ で 1分 の 40サ イ ク ル 。 結 果 は 前 述 の よ う に 解 析 し 、 処 理 し
た 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
パ ネ ル 1、 1.1、 1.2、 お よ び 1.3D
　 パ ネ ル 1、 1.1、 1.2お よ び 1.3Dの プ レ ー ト に は 、 2つ の 対 照 ウ ェ ル (ゲ ノ ム DNA対 照 お よ び
化 学 対 照 )お よ び 種 々 の サ ン プ ル 由 来 の cDNAを 含 む 94の ウ ェ ル が 含 ま れ る 。 こ れ ら の パ ネ
ル の サ ン プ ル は 、 2つ の ク ラ ス :培 養 細 胞 株 由 来 の サ ン プ ル お よ び 一 次 正 常 組 織 由 来 の サ ン
プ ル に 分 類 さ れ る 。 細 胞 株 は 以 下 の 種 類 の 癌 :肺 癌 (lung cancer） 、 乳 癌 (breast cancer
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） 、 メ ラ ノ ー マ (melanoma)、 結 腸 癌 (colon cancer） 、 前 立 腺 癌 (prostate cancer） 、 CNS
癌 (CNS cancer） 、 扁 平 上 皮 癌 (squamous cell carcinomas)、 卵 巣 癌 (ovarian cancer） 、
肝 臓 癌 (liver cancer） 、 腎 臓 癌 (renal cancer） 、 胃 癌 (gastric cancer） お よ び 膵 臓 癌 (
pancreatic cancer） に 由 来 す る 。 こ れ ら の パ ネ ル で 用 い た 細 胞 株 は 、 培 養 細 胞 株 の 宝 庫
で あ る American Type Culture Collection(ATCC) を 通 じ て 広 く 入 手 可 能 で あ り 、 ATCCの
推 奨 す る 条 件 を 用 い て 培 養 し た 。 こ れ ら の パ ネ ル に 見 ら れ る 正 常 組 織 は 、 単 一 の 成 人 個 体
ま た は 胎 児 の す べ て の 主 要 器 官 系 に 由 来 す る サ ン プ ル か ら な る 。 こ れ ら の サ ン プ ル は 以 下
の 器 官 :成 人 骨 格 筋 、 胎 児 骨 格 筋 、 成 人 心 臓 、 胎 児 心 臓 、 成 人 腎 臓 、 胎 児 腎 臓 、 成 人 肝 臓
、 胎 児 肝 臓 、 成 人 肺 、 胎 児 肺 、 脳 の 種 々 の 領 域 、 脾 臓 、 骨 髄 、 リ ン パ 節 、 膵 臓 、 唾 液 腺 、
下 垂 体 、 副 腎 、 脊 髄 、 胸 腺 、 胃 、 小 腸 、 結 腸 、 膀 胱 、 気 管 、 乳 房 、 卵 巣 、 子 宮 、 胎 盤 、 前
立 腺 、 精 巣 お よ び 脂 肪 に 由 来 す る 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 パ ネ ル 1、 1.1、 1.2お よ び 1.3Dの 結 果 で は 、 以 下 の 略 語 が 用 い ら れ る :
　 ca.=癌 腫 、
　 *=転 移 に よ り 確 立 さ れ た も の 、
　 met=転 移 、
　 s cell var=小 細 胞 変 異 体 、
　 non-s=non-sm=非 小 、
　 squam=扁 平 上 皮 の 、
　 pl. eff= pl effusion=胸 水 、
　 glio=神 経 膠 腫 、
　 astro=ア ス ト ロ サ イ ト 腫 、 お よ び  
　 neuro=神 経 芽 細 胞 腫 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
一 般 　 ス ク リ ー ニ ン グ 　 パ ネ ル 　 v1.4、 v1.5、 v1.6お よ び v1.7
　 パ ネ ル 1.4、 1.5、 1.6お よ び 1.7の プ レ ー ト に は 、 2つ の 対 照 ウ ェ ル (ゲ ノ ム DNA対 照 お よ
び 化 学 対 照 )お よ び 種 々 の サ ン プ ル 由 来 の cDNAを 含 む 88～ 94の ウ ェ ル が 含 ま れ る 。 パ ネ ル 1
.4、 1.5、 1.6お よ び 1.7の サ ン プ ル は 、 2つ の ク ラ ス :培 養 細 胞 株 由 来 の サ ン プ ル お よ び 一
次 正 常 組 織 由 来 の サ ン プ ル に 分 類 さ れ る 。 細 胞 株 は 以 下 の 種 類 の 癌 :肺 癌 、 乳 癌 、 メ ラ ノ
ー マ 、 結 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 CNS癌 、 扁 平 上 皮 癌 、 卵 巣 癌 、 肝 臓 癌 、 腎 臓 癌 、 胃 癌 お よ び 膵
臓 癌 に 由 来 す る 。 パ ネ ル 1.4、 1.5、 1.6お よ び 1.7で 用 い る 細 胞 株 は 、 培 養 細 胞 株 の 宝 庫 で
あ る American Type Culture Collection (ATCC) を 通 じ て 広 く 入 手 可 能 で あ り 、 ATCCの 推
奨 す る 条 件 を 用 い て 培 養 し た 。 パ ネ ル 1.4、 1.5、 1.6お よ び 1.7に 見 ら れ る 正 常 組 織 は 、 2
～ 5つ の 異 な る 成 人 個 体 ま た は 胎 児 の す べ て の 主 要 器 官 系 に 由 来 す る サ ン プ ル の プ ー ル か
ら な る 。 こ れ ら の サ ン プ ル は 以 下 の 器 官 :成 人 骨 格 筋 、 胎 児 骨 格 筋 、 成 人 心 臓 、 胎 児 心 臓
、 成 人 腎 臓 、 胎 児 腎 臓 、 成 人 肝 臓 、 胎 児 肝 臓 、 成 人 肺 、 胎 児 肺 、 脳 の 種 々 の 領 域 、 脾 臓 、
骨 髄 、 リ ン パ 節 、 膵 臓 、 唾 液 腺 、 下 垂 体 、 副 腎 、 脊 髄 、 胸 腺 、 胃 、 小 腸 、 結 腸 、 膀 胱 、 気
管 、 乳 房 、 卵 巣 、 子 宮 、 胎 盤 、 前 立 腺 、 精 巣 お よ び 脂 肪 に 由 来 す る 。 略 語 は パ ネ ル 1、 1.1
、 1.2、 お よ び 1.3Dに つ い て 記 載 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
パ ネ ル 2D、 2.2、 2.3お よ び 2.4
　 パ ネ ル 2D、 2.2、 2.3お よ び 2.4の プ レ ー ト に は 、 概 ね 2つ の 対 照 ウ ェ ル お よ び 米 国 国 立 癌
研 究 所 (the National Cancer Institute)の Cooperative Human Tissue Network (CHTN)ま
た は National Disease Research Initiative (NDRI)と 密 接 な 協 力 関 係 を 持 つ 医 師 に よ り
入 手 し た か 、 あ る い は Ardaisま た は Clinomicsか ら 得 た ヒ ト 組 織 か ら 単 離 し た 、 RNAま た は
cDNAか ら な る 94の 試 験 サ ン プ ル が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 組 織 は ヒ ト 悪 性 腫 瘍 に 由 来 し 、 示 さ
れ る 場 合 に は 、 多 く の 悪 性 組 織 が 腫 瘍 と ま さ に 隣 接 し た 非 癌 性 組 織 か ら 得 ら れ た 「 対 応 縁
部 」 を 含 む 。 こ れ ら を 正 常 な 隣 接 組 織 と 称 し 、 下 記 の 結 果 で は 「 NAT」 と 示 す 。 腫 瘍 組 織
お よ び 「 対 応 縁 部 」 は 2人 の 別 な 病 理 学 者 に よ っ て (外 科 病 理 学 者 お よ び さ ら に NDRI/CHTN/
Ardais/Clinomicsの 病 理 学 者 に よ っ て )評 価 さ れ て い る 。 悪 性 腫 瘍 の な い 組 織 (正 常 組 織 )
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由 来 の 非 対 応 RNAサ ン プ ル も Ardaisま た は Clinomicsよ り 入 手 し た 。 こ の 分 析 に よ り 腫 瘍 の
分 化 の 程 度 に 関 す る 全 体 的 な 組 織 病 理 学 的 評 価 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 ほ と ん ど の サ ン プ
ル が 患 者 の 臨 床 段 階 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 最 初 の 外 科 病 理 学 報 告 書 を 包 含 す る 。 こ れ ら
対 応 縁 部 は 外 科 手 術 域 を 取 り 囲 む (す な わ ち 、 最 も 近 く に 隣 接 す る )組 織 (表 RRで は 正 常 隣
接 細 胞 と い う 語 か ら 「 NAT」 と 表 す )か ら 採 取 さ れ て い る 。 さ ら に 、 RNAお よ び cDNAサ ン プ
ル を 高 齢 者 ま た は 急 死 し た 被 害 者 (事 故 な ど )に 行 な わ れ た 検 死 解 剖 よ り 得 た 種 々 の ヒ ト 組
織 か ら 得 た 。 こ れ ら の 組 織 は 病 気 に か か っ て い な い と 確 認 さ れ 、 Clontech(Palo Alto, CA
)、 Research Genetics、 お よ び Invitrogenな ど の 種 々 の 商 業 ソ ー ス か ら 購 入 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
HASSパ ネ ル v 1.0
　 HASSパ ネ ル v 1.0プ レ ー ト は 93の cDNAサ ン プ ル お よ び 2つ の 対 照 か ら な る 。 詳 し く は 、 こ
れ ら の サ ン プ ル の う ち 81が 、 血 清 飢 餓 、 ア シ ド ー シ ス お よ び 無 酸 素 に 異 な る 期 間 付 さ れ た
培 養 ヒ ト 癌 細 胞 株 、 な ら び に こ れ ら の 処 置 の 対 照 に 由 来 し 、 3サ ン プ ル が ヒ ト 一 次 細 胞 、 9
サ ン プ ル が 悪 性 脳 癌 (malignant brain cancer)(4つ の 髄 芽 細 胞 腫 (medulloblastomas)お よ
び 5つ の 膠 芽 細 胞 腫 (glioblastomas))、 な ら び に 2が 対 照 で あ る 。 ヒ ト 癌 細 胞 株 は ATCC(Ame
rican Type Culture Collection)よ り 入 手 し 、 以 下 の 組 織 群 :乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 膀 胱 癌 腫 (
bladder carcinomas)、 膵 臓 癌 お よ び CNS癌 細 胞 株 に 分 類 さ れ る 。 こ れ ら の 癌 細 胞 は す べ て
標 準 の 推 奨 さ れ る 条 件 下 で 培 養 す る 。 用 い た 処 置 (血 清 飢 餓 、 ア シ ド ー シ ス お よ び 無 酸 素 )
は こ れ ま で に 科 学 論 文 で 公 開 さ れ て い る 。 ヒ ト 一 次 細 胞 は Clonetics(Walkersville, MD)
よ り 入 手 し 、 Cloneticsの 推 奨 す る 培 地 お よ び 条 件 で 増 殖 さ せ た 。 悪 性 脳 癌 サ ン プ ル は 共
同 研 究 (Henry Ford Cancer Center)の 一 環 と し て 入 手 し 、 CuraGenが サ ン プ ル を 受 け 取 る
前 に 病 理 学 者 に よ っ て 評 価 さ れ て い る 。 標 準 的 な 手 順 を 用 い て RNAを こ れ ら の サ ン プ ル か
ら 調 製 し た 。 ゲ ノ ム 対 照 お よ び 化 学 対 照 ウ ェ ル に つ い て は 既 に 記 載 し た 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
ARDAISパ ネ ル V1.0
　 ARDAISパ ネ ル v1.0の プ レ ー ト に は 、 概 ね 2つ の 対 照 ウ ェ ル お よ び Ardais社 と 密 接 な 協 力
関 係 を 持 つ 医 師 に よ り 入 手 し た ヒ ト 組 織 か ら 単 離 し た RNAか ら な る 22の 試 験 サ ン プ ル が 含
ま れ る 。 組 織 は ヒ ト 肺 悪 性 腫 瘍 (human lung malignacies)(肺 腺 癌 (lung adenocarcinoma)
ま た は 肺 扁 平 上 皮 癌 (lung squamous cell carcinomas))に 由 来 し 、 示 さ れ る 場 合 に は 、 多
く の 悪 性 サ ン プ ル は 腫 瘍 と ま さ に 隣 接 し た 非 癌 性 肺 組 織 か ら 得 ら れ る 「 対 応 縁 部 」 を 含 む
。 こ れ ら 対 応 縁 部 は 以 下 の 結 果 で は 外 科 手 術 域 を 取 り 囲 む (す な わ ち 、 最 も 近 く に 隣 接 す
る )組 織 (正 常 隣 接 細 胞 と い う 語 か ら 「 NAT」 と 呼 ば れ る )か ら 採 取 さ れ て い る 。 腫 瘍 組 織 お
よ び 「 対 応 縁 部 」 は 独 立 し た 病 理 学 者 に よ っ て (外 科 病 理 学 者 お よ び さ ら に Ardaisの 病 理
学 者 に よ っ て )評 価 さ れ て い る 。 肺 由 来 の 非 対 応 悪 性 お よ び 非 悪 性 の RNAサ ン プ ル も Ardais
よ り 入 手 し た 。 Ardaisか ら の さ ら な る 情 報 に よ り 腫 瘍 分 化 の 程 度 お よ び 段 階 に 関 す る 全 体
的 な 組 織 病 理 学 的 評 価 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 ほ と ん ど の サ ン プ ル が 患 者 の 臨 床 段 階 に 関
す る 情 報 を 提 供 す る 最 初 の 外 科 病 理 学 報 告 書 を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
ARDAIS前 立 腺 /腎 臓 /肺 v1.0
　 ARDAIS前 立 腺 /腎 臓 お よ び 肺 1.0の プ レ ー ト に は 、 そ れ ぞ れ 、 概 ね 2つ の 対 照 ウ ェ ル お よ
び Ardais社 と 密 接 な 協 力 関 係 を 持 つ 医 師 に よ り 入 手 し た ヒ ト 組 織 か ら 単 離 し た RNAか ら な
る 68の 試 験 サ ン プ ル が 含 ま れ る 。 組 織 は ヒ ト 前 立 腺 、 腎 臓 ま た は 肺 悪 性 腫 瘍 (human prost
ate malignacies)に 由 来 し 、 示 さ れ る 場 合 に は 、 多 く の 悪 性 サ ン プ ル は 腫 瘍 と ま さ に 隣 接
し た 非 癌 性 前 立 腺 、 腎 臓 ま た は 肺 組 織 か ら 得 ら れ る 「 対 応 縁 部 」 を 含 む 。 こ れ ら 対 応 縁 部
は 以 下 の 結 果 で は 外 科 手 術 域 を 取 り 囲 む (す な わ ち 、 最 も 近 く に 隣 接 す る )組 織 (正 常 隣 接
細 胞 と い う 語 か ら 「 NAT」 と 呼 ば れ る )か ら 採 取 さ れ て い る 。 腫 瘍 組 織 お よ び 「 対 応 縁 部 」
は 独 立 し た 病 理 学 者 に よ っ て (外 科 病 理 学 者 お よ び さ ら に Ardaisの 病 理 学 者 に よ っ て )評 価
さ れ て い る 。 非 対 応 悪 性 お よ び 非 悪 性 前 立 腺 、 腎 臓 ま た は 肺 サ ン プ ル の RNAも Ardaisよ り
入 手 し た 。 Ardaisか ら の さ ら な る 情 報 に よ り 腫 瘍 分 化 の 程 度 お よ び 段 階 に 関 す る 全 体 的 な
組 織 病 理 学 的 評 価 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 ほ と ん ど の サ ン プ ル が 患 者 の 臨 床 段 階 に 関 す る
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情 報 を 提 供 す る 最 初 の 外 科 病 理 学 報 告 書 を 包 含 す る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
パ ネ ル 3D、 3.1お よ び 3.2
　 パ ネ ル 3D、 3.1、 お よ び  3.2の プ レ ー ト は 、 94の cDNAサ ン プ ル お よ び 2つ の 対 照 サ ン プ ル
か ら な る 。 詳 し く は 、 こ れ ら の サ ン プ ル の う ち 92が 培 養 ヒ ト 癌 細 胞 株 に 由 来 し 、 2サ ン プ
ル が ヒ ト 一 次 小 脳 組 織 に 由 来 し 2が 対 照 で あ る 。 ヒ ト 細 胞 株 は 概 ね ATCC(American Type Cu
lture Collection)、 NCIま た は ド イ ツ 腫 瘍 細 胞 バ ン ク (German tumor cell bank)よ り 入 手
し 、 以 下 の 組 織 群 :舌 の 扁 平 上 皮 癌 、 乳 癌 、 前 立 腺 癌 、 メ ラ ノ ー マ 、 類 表 皮 癌 腫 (epidermo
id carcinomas)、 肉 腫 (sarcomas)、 膀 胱 癌 腫 、 膵 臓 癌 、 腎 臓 癌 、 白 血 病 (leukemias)/リ ン
パ 腫 (lymphomas)、 卵 巣 /子 宮 (uterine)/子 宮 頸 癌 (cervical cancer)、 胃 癌 、 結 腸 癌 、 肺
癌 お よ び CNS癌 細 胞 株 に 分 け ら れ る 。 さ ら に 、 2つ の 独 立 し た 小 脳 の サ ン プ ル が あ る 。 こ れ
ら の 細 胞 は す べ て 標 準 の 推 奨 さ れ た 条 件 下 で 培 養 し 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い て RNAを 抽 出 し
た 。 パ ネ ル 3D、 3.1、 3.2、 1、 1.1、 1.2、 1.3D、 1.4、 1.5お よ び 1.6の 細 胞 株 は 科 学 文 献 で
用 い ら れ る 最 も 一 般 的 な 細 胞 株 で あ る 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
パ ネ ル 4D、 4R、 お よ び 4.1D
　 パ ネ ル 4は 96ウ ェ ル プ レ ー ト (対 照 ウ ェ ル 2、 試 験 サ ン プ ル 94)に 、 炎 症 症 状 に 関 連 す る 種
々 の ヒ ト 細 胞 株 ま た は 組 織 か ら 単 離 し た RNA(パ ネ ル 4R)ま た は cDNA(パ ネ ル 4D/4.1D)か ら な
る サ ン プ ル を 含 む 。 結 腸 お よ び 肺 (Stratagene, La Jolla, CA)な ら び に 胸 腺 お よ び 腎 臓 (C
lontech)な ど の 対 照 正 常 組 織 由 来 の 全 RNAを 用 い た 。 肝 硬 変 (cirrhosis)患 者 よ り 得 た 肝 臓
組 織 お よ び 狼 瘡 (lupus)患 者 よ り 得 た 腎 臓 由 来 の 全 RNAは 、 BioChain(Biochain Institute,
 Inc. , Hayward, CA)よ り 入 手 し た 。 ク ロ ー ン 病 (Crohn's disease)お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 (
ulcerative colitis)で あ る と 診 断 さ れ た 患 者 由 来 の RNA調 製 用 の 腸 組 織 は National Disea
se Research Interchange (NDRI) (Philadelphia, PA)よ り 入 手 し た 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 ア ス ト ロ サ イ ト 、 肺 繊 維 芽 細 胞 、 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 、 冠 状 動 脈 平 滑 筋 細 胞 、 細 気 管 支 上 皮
、 気 管 支 上 皮 、 皮 膚 微 小 血 管 内 皮 細 胞 、 肺 微 小 血 管 内 皮 細 胞 、 ヒ ト 肺 大 動 脈 内 皮 細 胞 、 ヒ
ト 臍 静 脈 内 皮 細 胞 は す べ て Clonetics(Walkersville, MD)よ り 購 入 し 、 こ れ ら の 細 胞 種 用
に Cloneticsが 提 供 す る 培 地 で 増 殖 さ せ た 。 こ れ ら の 一 次 細 胞 種 は 示 し た よ う に 、 種 々 の
サ イ ト カ イ ン ま た は サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ を 用 い て 6お よ び /ま た は 12～ 14時 間 活 性 化
し た 。 以 下 の サ イ ト カ イ ン を 用 い た ;約 1～ 5ng/mlの IL-1β 、 約 5～ 10ng/mlの TNFα 、 約 20
～ 50ng/mlの IFNγ 、 約 5～ 10ng/mlの IL-4、 約 5～ 10ng/mlの IL-9、 約 5～ 10ng/mlの IL-13。
内 皮 細 胞 は 0.1%血 清 を 含 む Cloneticsの 基 本 培 地 で の 培 養 に よ っ て 種 々 の 期 間 飢 餓 と す る
こ と も あ っ た 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 単 核 球 を 、 Ficollを 用 い て CuraGen社 の 社 員 の 血 液 か ら 調 製 し た 。 LAK細 胞 を 、 こ れ ら の
細 胞 か ら DMEM 5%FCS(Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸  (Gibco/Life Technologies, Rock
ville, MD)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco
)、 お よ び 10mM Hepes(Gibco)お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン 2で 4～ 6日 培 養 す る こ と に よ っ て 調
製 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 、 10～ 20ng/ml PMAお よ び 1～ 2μ g/ml イ オ ノ マ イ シ ン 、 5～ 10ng/
mlの IL-12、 20～ 50ng/mlの IFNγ お よ び 5～ 10ng/mlの IL-18で 6時 間 活 性 化 さ せ た 。 場 合 に
よ っ て は 、 単 核 球 を DMEM 5% FCS (Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco)、 お よ び 約 5μ g/mlの P
HA(フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン )ま た は PWM(ポ ー ク ウ ィ ー ド マ イ ト ジ ェ ン )を 含 む 10mM Hepes(
Gibco)で 4～ 5日 間 培 養 し た 。 サ ン プ ル は RNA調 製 用 に 24、 48お よ び 72時 間 で 採 取 し た 。 MLR
(混 合 リ ン パ 球 反 応 )サ ン プ ル は 二 人 の ド ナ ー よ り 血 液 を 採 取 し 、 Ficollを 用 い て 単 核 球 を
単 離 し 、 単 離 し た 単 核 球 を DMEM 5% FCS (Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mM
ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (5.5× 10 - 5 M)(Gibco)、 お よ び 10mM
 Hepes (Gibco)に 約 2× 10 6 細 胞 /mlの 最 終 濃 度 で 1:1混 合 す る こ と で 得 た 。 MLRを 培 養 し 、
サ ン プ ル を RNA調 製 用 に 1～ 7日 間 の 範 囲 の 種 々 の 時 点 で 採 取 し た 。
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【 ０ ３ ５ ８ 】
　 単 球 は 、 CD 14 Miltenyiビ ー ズ 、 ポ ジ テ ィ ブ VS選 択 カ ラ ム お よ び Vario Magnetを 、 製 品
説 明 書 に 従 っ て 用 い て 単 核 球 か ら 単 離 し た 。 単 球 は DMEM 5%ウ シ 胎 児 血 清 (FCS)(Hyclone, 
Logan, UT)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ
プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco)、 お よ び 10mM Hepes(Gibco)、 50ng/ml GMCSFお よ び 5ng
/ml IL-4で 5～ 7日 間 培 養 す る こ と に よ っ て 樹 状 細 胞 へ 分 化 し た 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は DMEM 5
%FCS(Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル
カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco)、 10mM Hepes(Gibco)お よ び 10%AB型 ヒ ト 血 清 ま た は
約 50ng/mlの MCSFで 単 球 を 5～ 7日 間 培 養 す る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ お よ び 樹 状 細 胞 は ま た 、 100ng/mlの リ ポ 多 糖 (LPS)で 6お よ び 12～ 14時 間 刺 激 し た 。 樹 状
細 胞 は ま た 10μ g/mlの 抗 CD40モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Pharmingen)で 6お よ び 12～ 14時 間 刺 激
し た 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 CD4リ ン パ 球 、 CD8リ ン パ 球 お よ び NK細 胞 も 、 CD4、 CD8お よ び CD56 Miltenyiビ ー ズ 、 ポ
ジ テ ィ ブ VS選 択 カ ラ ム な ら び に Vario Magnetを 、 製 品 説 明 書 に 従 っ て 用 い て 単 核 球 か ら 単
離 し た 。 CD45RAお よ び CD45RO CD4リ ン パ 球 は CD8、 CD56、 CD14お よ び CD19 Miltenyiビ ー ズ
お よ び ポ ジ テ ィ ブ 選 抜 を 用 い て CD8、 CD56、 CD14お よ び CD19細 胞 の 単 核 球 を 枯 渇 さ せ る こ
と に よ っ て 単 離 し た 。 次 い で CD45ROビ ー ズ を 用 い て CD45RO CD4リ ン パ 球 を 、 CD45RA CD4リ
ン パ 球 で あ る 残 存 す る 細 胞 と と も に 単 離 し た 。 CD45RA CD4、 CD45RO CD4お よ び CD8リ ン パ
球 を 、 DMEM 5%FCS(Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (
Gibco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5x10 - 5 (Gibco)、 お よ び 10mM Hepes(Gibco)に 入 れ 、 PBS
中 0.5μ g/ml抗 CD28(Pharmingen)お よ び 3ug/ml抗 CD3(OKT3, ATCC)で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し て
お い た Falcon6ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト の 上 に 10 6 個 細 胞 /mlで プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 6時 間
後 及 び 24時 間 後 に 、 RNA調 製 の た め こ の 細 胞 を 回 収 し た 。 慢 性 的 に 活 性 化 し た CD8リ ン パ 球
を 調 製 す る た め 、 本 発 明 者 ら は 単 離 し た CD8リ ン パ 球 を 4日 間 、 抗 CD28お よ び 抗 CD3コ ー テ
ィ ン グ プ レ ー ト 上 で 活 性 化 し 、 次 い で 細 胞 を 回 収 し 、 こ れ ら を DMEM 5%FCS(Hyclone)、 100
μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.
5× 10 - 5 M(Gibco)、 お よ び 10mM Hepes(Gibco)、 お よ び IL-2で 拡 大 し た 。 次 い で 、 拡 大 し た
CD8細 胞 を 再 び 、 抗 CD3お よ び 抗 CD28が 結 合 し た プ レ ー ト で 4日 間 活 性 化 さ せ 、 前 と 同 様 に
拡 大 し た 。 第 2の 活 性 化 の 6お よ び 24時 間 後 に 、 な ら び に 第 2の 拡 大 培 養 の 4日 後 に RNAを 単
離 し た 。 単 離 し た NK細 胞 は DMEM 5%FCS(Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ
ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco)、 お よ び 10mM Hep
es(Gibco)お よ び IL-2で 4～ 6日 間 培 養 し 、 そ の 後 RNAを 調 製 し た 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 B細 胞 を 得 る た め に 、 扁 桃 を NDRIよ り 入 手 し た 。 扁 桃 を 滅 菌 し た 解 剖 用 鋏 で 細 か く 切 断
し た 後 、 篩 に か け た 。 次 い で 扁 桃 細 胞 を 沈 降 さ せ 、 DMEM 5%FCS(Hyclone)、 100μ M非 必 須
ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(
Gibco)、 お よ び 10mM Hepes(Gibco)で 、 10 6 個 細 胞 /mlに 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 活 性 化 さ せ る
た め 、 本 発 明 者 ら は 5μ g/mlの PWMま た は 約 10μ g/mlの 抗 CD40(Pharmingen)な ら び に 5～ 10n
g/mlの IL-4を 用 い た 。 RNA調 製 用 に 24、 48お よ び 72時 間 で 細 胞 を 回 収 し た 。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 一 次 お よ び 二 次 Th1/Th2お よ び Tr1細 胞 を 調 製 す る た め 、 6ウ ェ ル Falconプ レ ー ト を 10μ g
/ml 抗 CD28(Pharmingen)お よ び 2μ g/ml OKT3(ATCC)で 一 晩 コ ー テ ィ ン グ し 、 次 い で PBSで 2
回 洗 浄 し た 。 臍 帯 血 CD4リ ン パ 球 (Poietic Systems, German Town, MD)を DMEM 5%FCS(Hycl
one)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ プ ト エ
タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco)、 10mM Hepes(Gibco)お よ び IL-2(4ng/ml)で 10 5 ～ 10 6 個 細 胞 /m
lで 培 養 し た 。 IL-12(5ng/ml)お よ び 抗 IL4(1μ g/ml)を Th1向 け る た め に 用 い 、 他 方 IL-4(5n
g/ml)お よ び 抗 IFNγ (1μ g/ml)を Th2へ 向 け る た め に 用 い 、 5ng/mlの IL-10を Tr1へ 向 け る た
め に 用 い た 。 4～ 5日 後 、 活 性 化 し た Th1、 Th2お よ び Tr1リ ン パ 球 を DMEMで 一 度 洗 浄 し 、 DME
M 5%FCS(Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、
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メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco)、 10mM Hepes(Gibco)お よ び IL-2 (1ng/ml)で 4～
7日 間 拡 大 し た 。 こ の 後 、 活 性 化 し た Th1、 Th2お よ び Tr1リ ン パ 球 を 前 述 の 通 り で は あ る が
、 ア ポ ト ー シ ス を 防 ぐ た め 抗 CD95L(1μ g/ml)を 添 加 し て 抗 CD28/OKT3お よ び サ イ ト カ イ ン
で 5日 間 再 刺 激 し た 。 4～ 5日 後 、 Th1、 Th2お よ び Tr1リ ン パ 球 を 洗 浄 し 、 次 い で 再 び IL-2 
で 4～ 7日 間 拡 大 し た 。 活 性 化 し た Th1お よ び Th2リ ン パ 球 を こ の よ う に 最 大 3サ イ ク ル 間 維
持 し た 。 抗 CD3お よ び 抗 CD28 mAbsが 結 合 し た プ レ ー ト で の 第 2お よ び 第 3の 活 性 化 、 な ら び
に イ ン タ ー ロ イ キ ン 2で の 第 2お よ び 第 3の 拡 大 培 養 へ の 4日 間 の 6お よ び 24時 間 後 、 RNAを 一
次 お よ び 二 次 Th1、 Th2お よ び Tr1よ り 調 製 し た 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 以 下 の 白 血 球 細 胞 株 :Ramos、 EOL-1、 KU-812は ATCCよ り 入 手 し た 。 EOL細 胞 は 、 さ ら に 0.
1mM dbcAMPで 5× 10 5 個 細 胞 /mlに て 、 3日 毎 に 培 地 を 交 換 し 、 細 胞 濃 度 を 5× 10 5 個 細 胞 /ml
に 調 整 し な が ら 、 8日 間 培 養 し て 分 化 さ せ た 。 こ れ ら の 細 胞 の 培 養 に は 、 本 発 明 者 ら は DME
Mま た は RPMI(ATCCの 推 奨 す る も の )を 5% FCS(Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1
mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gibco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco)、 10mM Hepes
(Gibco)を 添 加 し て 用 い た 。 RNAは 休 止 細 胞 ま た は 10ng/mlの PMAお よ び 1μ g/mlの イ オ ノ マ
イ シ ン で 6お よ び 14時 間 活 性 化 さ せ た 細 胞 の い ず れ か か ら 調 製 し た 。 ケ ラ チ ノ サ イ ト 株 CCD
106お よ び 気 道 上 皮 腫 瘍 (airway epithelial tumor)株 NCI-H292も ATCCよ り 入 手 し た 。 双 方
と も DMEM 5%FCS(Hyclone)、 100μ M非 必 須 ア ミ ノ 酸 (Gibco)、 1mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (Gi
bco)、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5.5× 10 - 5 M(Gibco)、 お よ び 10mM Hepes(Gibco)で 培 養 し た 。
CCD1106細 胞 は 約 5ng/ml TNFα お よ び 1ng/ml IL-1β で 6お よ び 14時 間 活 性 化 さ せ 、 NCI-H29
2細 胞 は 以 下 の サ イ ト カ イ ン :5ng/ml IL-4、 5ng/ml IL-9、 5ng/ml IL-13お よ び 25ng/ml IF
Nγ で 6お よ び 14時 間 活 性 化 さ せ た 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 こ れ ら の 細 胞 株 お よ び 血 液 細 胞 に つ い て は 、 RNAは ト リ ゾ ー ル (Gibco BRL)を 用 い て 約 10
7 個 細 胞 /mlに 溶 解 さ せ る こ と に よ っ て 調 製 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 1/10容 量 の ブ ロ モ ク
ロ ロ プ ロ パ ン (Molecular Research Corporation)を RNAサ ン プ ル へ 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス 処
理 を し て 室 温 に て 10分 後 、 チ ュ ー ブ を Sorvall SS34 ロ ー タ ー で 14,000rpmで 回 転 さ せ た 。
水 相 を 回 収 し 、 15ml Falcon Tubeの 中 に 入 れ た 。 等 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 加 え 、 -20℃
で 一 晩 静 置 し た 。 沈 殿 し た RNAを Sorvall SS34ロ ー タ ー で 9,000rpmで 15分 間 沈 降 さ せ 、 70%
エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 。 ペ レ ッ ト を 300μ lの RNア ー ゼ を 含 ま な い 水 に 再 び 溶 解 し 、 35μ l
の バ ッ フ ァ ー (Promega)、 5μ l DTT、 7μ l RNAsinお よ び 8μ lの DNア ー ゼ を 加 え た 。 こ の チ
ュ ー ブ を 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 混 入 し て い る ゲ ノ ム DNAを 除 去 し 、 フ ェ ノ ー ル
ク ロ ロ ホ ル ム で 1回 抽 出 し 、 1/10容 量 の 3M酢 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 2容 量 の 100%エ タ ノ ー ル で
再 び 沈 殿 さ せ た 。 RNAを 沈 降 さ せ 、 RNア ー ゼ を 含 ま な い 水 に 入 れ た 。 RNAは -80℃ で 保 存 し
た 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
AI　 包 括 的 　 パ ネ ル 　 v1.0
　 AI　 包 括 的 　 パ ネ ル 　 v1.0の プ レ ー ト に は 2つ の 対 照 ウ ェ ル な ら び に 、 Backus Hospital
お よ び Clinomics(Frederick, MD)よ り 入 手 し た 外 科 お よ び 検 死 解 剖 ヒ ト 組 織 か ら 単 離 し た
cDNAか ら な る 89の 試 験 サ ン プ ル が 含 ま れ る 。 全 RNAは CuraGenの 施 設 内 の Backus Hospital
よ り 得 た 組 織 サ ン プ ル か ら 抽 出 し た 。 他 の 組 織 由 来 の 全 RNAは Clinomicsよ り 入 手 し た 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 滑 液 、 滑 膜 、 骨 お よ び 軟 骨 を は じ め と す る 関 節 組 織 は 、 Backus Hospitalで 人 工 膝 関 節
ま た は 人 工 股 関 節 置 換 術 を 受 け て い る 患 者 よ り 得 た 。 単 離 し た RNAが 確 実 に 最 適 な 品 質 の
も の で あ り 、 か つ 、 退 化 し な い よ う に 組 織 サ ン プ ル は 液 体 窒 素 中 で 直 ち に 急 速 凍 結 さ せ た
。 骨 関 節 症 (osteoarthritis)お よ び 慢 性 関 節 リ ウ マ チ (rheumatoid arthritis)の 関 節 組 織
の さ ら な る サ ン プ ル を Clinomicsよ り 入 手 し た 。 正 常 な 対 照 組 織 は Clinomicsよ り 提 供 さ れ
た も の で 、 外 傷 被 害 者 の 検 死 解 剖 の 際 に 入 手 し た 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
　 乾 癬 (psoriatic)組 織 お よ び 隣 接 し た 対 応 組 織 の 外 科 試 料 は Clinomicsよ り 全 RNAと し て
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提 供 さ れ た 。 25～ 47歳 の 間 の 2名 の 男 性 お よ び 2名 の 女 性 患 者 を 選 択 し た 。 サ ン プ ル を 単 離
す る 時 に 処 方 薬 を 服 用 し て い た 患 者 は い な か っ た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 潰 瘍 性 大 腸 炎 お よ び ク ロ ー ン 病 の 患 者 よ り 得 た 患 部 結 腸 の 外 科 試 料 お よ び 隣 接 す る 対 応
組 織 を Clinomicsよ り 入 手 し た 。 41～ 69歳 の 間 の 3名 の 女 性 お よ び 3名 の 男 性 ク ロ ー ン 病 患
者 よ り 得 た 腸 管 組 織 を 用 い た 。 2名 の 患 者 は 薬 を 処 方 さ れ て い な か っ た が 、 他 の 者 は デ キ
サ メ タ ゾ ン 、 フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル 、 ま た は タ イ レ ノ ー ル を 服 用 し て い た 。 潰 瘍 性 大 腸 炎 組
織 は 3名 の 男 性 お よ び 4名 の 女 性 患 者 よ り 得 た 。 患 者 の う ち 4名 は レ ヴ ィ ッ ド (lebvid)を 、
そ し て 2名 は フ ェ ノ バ ル ビ タ ー ル を 服 用 し て い た 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 疾 病 の な い 、 ま た は 肺 気 腫 (emphysema)、 喘 息 (asthma)ま た は COPDを 患 う 外 傷 被 害 者 よ
り 得 た 検 死 解 剖 肺 組 織 由 来 の 全 RNAを Clinomicsよ り 購 入 し た 。 40～ 70歳 の 範 囲 の 肺 気 腫 患
者 は 全 員 が 喫 煙 者 で あ り 、 こ の 年 齢 範 囲 は タ バ コ が 関 連 し て い る 肺 気 腫 の 患 者 に 主 眼 を 置
き 、 か つ 、 α -1抗 ト リ プ シ ン 欠 乏 症 の 患 者 を 避 け る よ う 選 択 し た 。 喘 息 患 者 は 36～ 75歳 に
わ た り 、 COPDも 有 す る お そ れ の あ る 患 者 を 避 け る た め 喫 煙 者 を 除 外 し た 。 COPD患 者 は 35～
80歳 に わ た り 、 喫 煙 者 と 非 喫 煙 者 の 双 方 が 含 ま れ て い た 。 ほ と ん ど の 患 者 が コ ル チ コ ス テ
ロ イ ド お よ び 気 管 支 拡 張 薬 を 服 用 し て い た 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 AI　 包 括 的 　 パ ネ ル 　 v1.0パ ネ ル で 組 織 の 同 定 に 用 い た 標 識 で は 、 以 下 の 略 語 が 用 い ら
れ て い る :
　 AI=自 己 免 疫
　 Syn=滑 液 の
　 Normal=明 白 な 疾 病 な し
　 Rep22/Rep20=個 々 の 患 者
　 RA=慢 性 関 節 リ ウ マ チ
　 Backus=Backus病 院 提 供
　 OA=骨 関 節 症
　 (SS) (BA) (MF)=個 々 の 患 者
　 Adj=隣 接 組 織
　 Match control=隣 接 組 織
　 - M=男 性
　 - F=女 性
　 COPD=慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 (chronic obstructive pulmonary disease)
【 ０ ３ ７ ０ 】
AI.05軟 骨 肉 腫
　 AI.05軟 骨 肉 腫 プ レ ー ト は 、 血 清 飢 餓 お よ び MMP(1、 3お よ び 13)合 成 を 誘 導 す る こ と が 知
ら れ て い る サ イ ト カ イ ン (例 え ば 、 IL1β )で の 処 理 に 付 さ れ た SW1353細 胞 か ら な る 。 こ れ
ら の 処 理 と し て は 以 下 が 挙 げ ら れ る ： IL-1β (10ng/ml)、 IL-1β +TNF-α (50ng/ml)、 IL-1
β +オ ン コ ス タ チ ン (50ng/ml)お よ び PMA(100ng/ml)。 SW1353細 胞 は ATCC(American Type Cu
lture Collection)か ら 入 手 し 、 す べ て 、 標 準 的 な 推 奨 条 件 下 で 培 養 し た 。 SW1353細 胞 は
、 ６ ウ ェ ル プ レ ー ト に 3× 10 5 個 細 胞 /ml(DMEM培 地 -10%FBS)で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 処 理 は
3連 で 、 6時 間 お よ び 18時 間 行 っ た 。 MMP1、 3お よ び 13産 生 の 解 析 の た め 、 お よ び RNA抽 出 の
た め に 上 清 を 回 収 し た 。 RNAは こ れ ら の サ ン プ ル か ら 標 準 的 な 手 順 を 用 い て 調 製 し た 。
【 ０ ３ ７ １ 】
パ ネ ル 5Dお よ び 5I
　 パ ネ ル 5Dお よ び 5Iの プ レ ー ト に は 2つ の 対 照 ウ ェ ル な ら び に 代 謝 病 に 重 点 を 置 い て ヒ ト
組 織 お よ び 細 胞 株 か ら 単 離 し た 種 々 の cDNAが 含 ま れ る 。 代 謝 組 織 は 妊 娠 糖 尿 病 (Gestation
al Diabetes)研 究 に 加 わ っ て い る 患 者 よ り 得 た 。 細 胞 は ヒ ト 間 葉 幹 細 胞 由 来 の 脂 肪 細 胞 の
分 化 に お け る 様 々 の 段 階 の 間 で 得 た 。 ヒ ト 膵 島 も 得 た 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
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　 妊 娠 糖 尿 病 研 究 で は 、 被 検 者 は 慣 例 の (選 択 性 の )帝 王 切 開 を う け て い る 妊 娠 糖 尿 病 で あ
る か 、 そ う で な い 、 若 い (18～ 40歳 )か ま た は 健 常 な 女 性 で あ る 。 乳 児 出 産 後 の 外 科 的 切 開
が 修 復 さ れ る /閉 じ ら れ る 際 、 各 外 科 レ ベ ル の 終 了 処 理 中 に 産 科 医 が 露 出 し た 代 謝 組 織 の
小 サ ン プ ル (1cc未 満 )を 摘 出 し た 。 生 検 材 料 を 摘 出 の 時 間 か ら 5分 以 内 に 滅 菌 し た 生 理 食 塩
水 で す す ぎ 、 水 分 を 吸 い 取 っ て 急 速 凍 結 し た 。 次 い で 組 織 を 液 体 窒 素 で 瞬 間 凍 結 し 、 滅 菌
し た ネ ジ 蓋 式 の チ ュ ー ブ に 個 別 に 保 存 し 、 発 送 用 ま た は CuraGen社 が 回 収 す る よ う に ド ラ
イ ア イ ス 上 で 維 持 し た 。 注 目 す る 代 謝 組 織 と し て は 、 子 宮 壁 (平 滑 筋 )、 内 臓 脂 肪 、 骨 格 筋
(直 筋 )お よ び 皮 下 脂 肪 が 挙 げ ら れ る 。 患 者 の 概 要 は 以 下 の 通 り :
　 患 者 2:糖 尿 病 の ラ テ ン ア メ リ カ 人 、 過 体 重 、 イ ン ス リ ン を 常 用 し て い な い
　 患 者 7～ 9:糖 尿 病 で な い 白 人 で 肥 満 (BMI>30)
　 患 者 10:糖 尿 病 の ラ テ ン ア メ リ カ 人 、 過 体 重 、 イ ン ス リ ン を 常 用
　 患 者 11:糖 尿 病 で な い ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 で 過 体 重
　 患 者 12:糖 尿 病 の ラ テ ン ア メ リ カ 人 、 イ ン ス リ ン を 常 用
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 脂 肪 細 胞 の 分 化 を 、 2つ の 複 製 し か な い ド ナ ー 3Uを 除 き 、 3連 で Osirus(Clonetics/BioWh
ittakerの 一 部 門 )か ら 得 た ド ナ ー 前 駆 細 胞 内 で 誘 導 し た 。 Cloneticsの 科 学 者 ら は CuraGen
の た め に Mark F. Pittengerら 、 Multilineage Potential of Adult Human mesenchymal S
tem Cells Science Apr 2 1999: 143-147に 見 ら れ る 公 開 プ ロ ト コ ー ル に 基 づ い て 、 ヒ ト
間 葉 幹 細 胞 (HuMSC)を 単 離 し 、 増 殖 さ せ 、 分 化 さ せ た 。 Cloneticsは mRNA単 離 お よ び 二 本 鎖
cDNA生 成 に 好 適 な ト リ ゾ ー ル 溶 解 物 ま た は 凍 結 ペ レ ッ ト を 提 供 し た 。 各 ド ナ ー の 概 要 は 以
下 の 通 り :
　 ド ナ ー 2お よ び 3U: 間 葉 幹 細 胞 、 未 分 化 の 脂 肪
　 ド ナ ー 2お よ び 3AM:脂 肪 、 分 化 途 中 の 脂 肪
　 ド ナ ー 2お よ び 3AD:脂 肪 、 分 化 し た 脂 肪
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 ヒ ト 細 胞 株 は 概 ね ATCC(American Type Culture Collection)、 NCIま た は ド イ ツ 腫 瘍 細
胞 バ ン ク (German tumor cell bank)よ り 入 手 し 、 以 下 の 組 織 群 :腎 臓 近 位 尿 細 管 、 子 宮 平
滑 筋 細 胞 、 小 腸 、 肝 臓 HepG2癌 細 胞 、 心 臓 一 次 間 質 細 胞 、 お よ び 副 腎 皮 質 腺 腫 細 胞 に 分 類
さ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 は す べ て 標 準 の 推 奨 さ れ た 条 件 下 で 培 養 し 、 標 準 的 な 手 順 を 用 い て
RNAを 抽 出 し た 。 す べ て の サ ン プ ル は CuraGenで 処 理 し て 一 本 鎖 cDNAを 得 た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 パ ネ ル 51は こ れ ま で に 記 載 し た す べ て の サ ン プ ル を 含 み 、 マ イ ア ミ 医 科 大 学 (Universit
y of Miami School of Medicine)の 糖 尿 病 研 究 所 (Diabetes Research Institute)か ら 得
た 58歳 の 女 性 患 者 の 膵 島 を さ ら に 加 え た 。 島 組 織 は 外 部 ソ ー ス で 全 RNAに 処 理 さ れ 、 パ ネ
ル 51に 加 え る た め CuraGenに 届 け ら れ た 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 5Dお よ び 51パ ネ ル で 組 織 の 同 定 に 用 い た 標 識 で は 、 以 下 の 略 語 が 用 い ら れ て い る :
　 GO脂 肪 =大 網 脂 肪
　 SK=骨 格 筋
　 UT=子 宮
　 PL=胎 盤
　 AD=分 化 し た 脂 肪
　 AM=分 化 途 中 の 脂 肪
　 U=未 分 化 の 幹 細 胞
【 ０ ３ ７ ７ 】
ヒ ト 代 謝 RTQ-PCRパ ネ ル
　 ヒ ト 代 謝 RTQ-PCRパ ネ ル の プ レ ー ト に は 、 2つ の 対 照 ウ ェ ル (ゲ ノ ム DNA対 照 お よ び 化 学 対
照 )な ら び に 211の 代 謝 病 に 重 点 を 置 い て ヒ ト 組 織 お よ び 細 胞 株 か ら 単 離 し た cDNAが 含 ま れ
る 。 こ の パ ネ ル は 、 肥 満 症 お よ び /ま た は 糖 尿 病 の 病 因 お よ び 病 気 の 発 生 に お い て 役 割 を
果 た す と 考 え ら れ る 遺 伝 子 の 組 織 お よ び 細 胞 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 確 立 す る の に 、 お よ び 他
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の 方 法 に 由 来 す る か か る 遺 伝 子 の 発 現 の 差 を 確 認 す る の に 有 用 で あ る 。 代 謝 組 織 は 、 Cure
Gen妊 娠 糖 尿 病 研 究 に 登 録 さ れ て い る 患 者 か ら 、 お よ び II型 糖 尿 病 の 剖 検 組 織 お よ び 年 齢
、 性 別 お よ び 人 種 が 対 応 す る 対 照 患 者 か ら 得 た 。 以 下 の も の の う ち 1以 上 を 用 い て 患 者 の
特 性 決 定 を 行 っ た :肥 満 度 指 数 [BMI=wt(kg)/ht(m 2 )]、 血 清 グ ル コ ー ス 、 HgbA1c。 こ の パ ネ
ル に 用 い た 細 胞 株 は 、 培 養 細 胞 株 の 宝 庫 で あ る American Type Culture Collection(ATCC)
を 通 じ て 広 く 入 手 可 能 で あ る 。 ヒ ト 膵 島 由 来 の RNAも 入 手 し た 。
　 妊 娠 糖 尿 病 研 究 で は 、 被 検 者 は 慣 例 の (選 択 性 の )帝 王 切 開 を う け て い る 妊 娠 糖 尿 病 で あ
る か 、 そ う で な い 、 若 い (18～ 40歳 )か ま た は 健 常 な 女 性 で あ る 。 乳 児 出 産 後 の 外 科 的 切 開
が 修 復 さ れ る /閉 じ ら れ る 際 、 各 外 科 レ ベ ル の 終 了 処 理 中 に 産 科 医 が 露 出 し た 代 謝 組 織 の
小 サ ン プ ル (1cc未 満 )を 摘 出 し た 。 生 検 材 料 を 、 滅 菌 し た 生 理 食 塩 水 で す す ぎ 、 水 分 を 吸
い 取 り 、 次 い で 、 液 体 窒 素 で 瞬 間 凍 結 し 、 滅 菌 し た ネ ジ 蓋 式 の チ ュ ー ブ に 個 別 に 保 存 し 、
発 送 用 ま た は CuraGen社 が 回 収 す る よ う に ド ラ イ ア イ ス 上 で 維 持 し た 。 注 目 す る 代 謝 組 織
と し て は 、 子 宮 壁 (平 滑 筋 )、 内 臓 脂 肪 、 骨 格 筋 (直 筋 )お よ び 皮 下 脂 肪 が 挙 げ ら れ る 。 患 者
の 概 要 は 以 下 の 通 り :
　 患 者 7-糖 尿 病 で な い 白 人 で 肥 満
　 患 者 8-糖 尿 病 で な い 白 人 で 肥 満
　 患 者 12-糖 尿 病 の 白 人 、 BMIは 未 知 、 イ ン ス リ ン を 常 用
　 患 者 13-糖 尿 病 の 白 人 、 過 体 重 、 イ ン ス リ ン は 常 用 し て い な い
　 患 者 15-糖 尿 病 の 白 人 、 肥 満 、 イ ン ス リ ン は 常 用 し て い な い
　 患 者 17-糖 尿 病 の 白 人 、 正 常 体 重 、 イ ン ス リ ン は 常 用 し て い な い
　 患 者 18-糖 尿 病 の ラ テ ン ア メ リ カ 人 、 肥 満 、 イ ン ス リ ン は 常 用 し て い な い
　 患 者 19-糖 尿 病 で な い 白 人 、 正 常 体 重
　 患 者 20-糖 尿 病 の 白 人 、 過 体 重 、 イ ン ス リ ン を 常 用
　 患 者 21-糖 尿 病 で な い 白 人 で 過 体 重
　 患 者 22-糖 尿 病 の 白 人 、 正 常 体 重 、 イ ン ス リ ン を 常 用
　 患 者 23-糖 尿 病 で な い 白 人 で 過 体 重
　 患 者 25-糖 尿 病 の 白 人 、 正 常 体 重 、 イ ン ス リ ン は 常 用 し て い な い
　 患 者 26-糖 尿 病 の 白 人 、 肥 満 、 イ ン ス リ ン を 常 用
　 患 者 27-糖 尿 病 の 白 人 、 肥 満 、 イ ン ス リ ン を 常 用
　 全 RNAは 、 12人 の II型 糖 尿 病 患 者 お よ び 12人 の 対 応 す る 対 照 患 者 の 、 視 床 下 部 、 肝 臓 、
膵 臓 、 小 腸 、 腰 筋 、 横 隔 膜 筋 、 内 臓 脂 肪 お よ び 皮 下 脂 肪 を 含 め た 代 謝 組 織 か ら 単 離 し た 。
糖 尿 病 と 非 糖 尿 病 は 、 年 齢 、 性 別 、 民 族 性 お よ び 可 能 で あ れ ば BMIに つ い て 対 応 さ せ た 。
　 こ の パ ネ ル に は ま た 、 マ イ ア ミ 医 科 大 学 の 糖 尿 病 研 究 所 か ら 得 た 、 22歳 の 男 性 患 者 (BMI
が 35)の 膵 島 が 含 ま れ る 。 膵 島 組 織 は 、 CuraGenで 全 RNAに 処 理 さ れ た 。
　 こ の パ ネ ル に 用 い た 細 胞 株 は 、 培 養 細 胞 株 の 宝 庫 で あ る American Type Culture Collec
tion(ATCC)を 通 じ て 広 く 入 手 可 能 で あ り 、 外 部 施 設 で 培 養 し た 。 RNAは 、 CuraGenプ ロ ト コ
ー ル に し た が っ て CuraGenで 抽 出 し た 。 次 い で 、 す べ て の サ ン プ ル を CuraGenで 処 理 し て 一
本 鎖 cDNAを 得 た 。
　 ヒ ト 代 謝 パ ネ ル で 組 織 を 同 定 す る の に 用 い た 標 識 で は 、 以 下 の 略 語 が 用 い ら れ て い る :
　 PI=胎 盤
　 Go=大 網
　 SK=骨 格 筋
　 Ut=子 宮
　 CC=白 人
　 HI=ラ テ ン ア メ リ カ 人
　 AA=ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人
　 AS=ア ジ ア 人
　 Diab=II型 糖 尿 病
　 Norm=非 糖 尿 病
　 Onerwt=過 体 重 ;中 BMI
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　 Obese=高 BMI
　 Low BM=20～ 25
　 Med BM=26～ 30
　 Hi BMI=30よ り 高 い
　 M=男 性
　 #=患 者 識 別 子
　 Vis.=内 臓
　 SubO=皮 下
【 ０ ３ ７ ８ 】
パ ネ ル 　 CNSD　 01
　 パ ネ ル 　 CNSD　 01の プ レ ー ト に は 、 2つ の 対 照 ウ ェ ル お よ び ハ ー バ ー ド 脳 組 織 資 源 セ ン
タ ー (Harvard Brain Tissue Resource Center)よ り 得 た 検 死 解 剖 ヒ ト 脳 組 織 か ら 単 離 し た
cDNAか ら な る 94の 試 験 サ ン プ ル が 含 ま れ る 。 脳 は 死 後 4～ 24時 間 に ド ナ ー の 頭 蓋 冠 か ら 摘
出 さ れ 、 神 経 解 剖 学 者 に よ っ て 区 分 化 さ れ 、 液 体 窒 素 蒸 気 中 で -80℃ に て 凍 結 さ れ て い る
。 す べ て の 脳 は 神 経 病 理 学 者 に よ っ て 区 分 化 さ れ て 調 べ ら れ 、 明 確 に 関 連 し て い る 神 経 病
理 学 に つ い て 診 断 が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 疾 病 診 断 は 患 者 の 記 録 か ら 取 ら れ て い る 。 パ ネ ル に は 以 下 の 診 断 :ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、
パ ー キ ン ソ ン 病 (Parkinson's diseas)、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 (Huntington's disease)、 進
行 性 核 上 麻 痺 (Progressive Supernuclear Palsy)、 鬱 病 (Depression） の 各 々 か ら の 2つ の
脳 、 お よ び 「 正 常 対 照 」 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 脳 の 各 々 の 中 に は 、 以 下 の 領 域 が 示 さ れ て
い る :帯 状 回 、 側 頭 極 、 淡 蒼 球 、 黒 質 、 ブ ロ ー ド マ ン 領 野 4(一 次 運 動 帯 )、 ブ ロ ー ド マ ン 領
野 7(頭 頂 皮 質 )、 ブ ロ ー ド マ ン 領 野 9(前 前 頭 皮 質 )、 お よ び ブ ロ ー ド マ ン 領 野 17(後 頭 皮 質 )
。 す べ て の 患 者 で す べ て の 脳 の 領 域 が 示 さ れ る わ け で は な く 、 例 え ば 、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏
病 は 一 つ に は 淡 蒼 球 で の 神 経 変 性 を 特 徴 と す る の で 、 ハ ン チ ン ト ン 舞 踏 病 と 確 認 さ れ た 患
者 か ら こ の 領 域 を 得 る こ と は 不 可 能 で あ る 。 同 様 に パ ー キ ン ソ ン 病 は 黒 質 の 変 性 を 特 徴 と
し 、 こ の 領 域 を 得 る の が 一 層 困 難 と な る 。 正 常 な 対 照 脳 は 神 経 病 理 学 に 関 し て 調 べ ら れ 、
神 経 変 性 に 一 致 す る 病 理 が な い と 判 明 し た も の で あ る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 CNSパ ネ ル で 組 織 の 同 定 に 用 い た 標 識 で は 、 以 下 の 略 語 が 用 い ら れ て い る :
　 PSP=進 行 性 核 上 麻 痺
　 Sub Nigra=黒 質
　 Glob Palladus=淡 蒼 球
　 Temp Pole=側 頭 極
　 Cing Gyr=帯 状 回
　 BA 4= ブ ロ ー ド マ ン 領 野 4
【 ０ ３ ８ １ 】
パ ネ ル 　 CNS　 神 経 変 性 　 V1.0
　 パ ネ ル CNS　 神 経 変 性 　 V1. 0の プ レ ー ト に は 、 2つ の 対 照 ウ ェ ル な ら び に ハ ー バ ー ド 脳
組 織 資 源 セ ン タ ー (Harvard Brain Tissue Resource Center)(McLean Hospital)お よ び ヒ
ト 脳 ・ 脊 髄 液 資 源 セ ン タ ー (Human Brain and Spinal Fluid Resource Center)(VA Greate
r Los Angeles Healthcare System)か ら 入 手 し た 検 死 解 剖 ヒ ト 脳 組 織 か ら 単 離 し た cDNAか
ら な る 47の 試 験 サ ン プ ル が 含 ま れ る 。 脳 は 死 後 4～ 24時 間 に ド ナ ー の 頭 蓋 冠 か ら 摘 出 さ れ
、 神 経 解 剖 学 者 に よ っ て 区 分 化 さ れ 、 液 体 窒 素 蒸 気 中 で -80℃ で 凍 結 さ れ て い る 。 す べ て
の 脳 は 神 経 病 理 学 者 に よ っ て 区 分 化 さ れ 、 調 べ ら れ 、 明 確 に 関 連 す る 神 経 病 理 学 に つ い て
診 断 が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 疾 病 診 断 は 患 者 の 記 録 か ら 取 ら れ て い る 。 こ の パ ネ ル に は 6つ の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)
患 者 由 来 の 脳 、 お よ び 8つ の 死 亡 前 に 痴 呆 の 徴 候 を 示 さ な か っ た 「 正 常 対 照 」 由 来 の 脳 が
含 ま れ る 。 8つ の 正 常 対 照 脳 は 2種 類 :痴 呆 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 病 理 の な い 対
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照 (対 照 )お よ び 痴 呆 は な い が 重 篤 な ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 病 理 の 徴 候 の あ る 対 照 、 (
詳 し く は 、 0～ 3段 階 の レ ベ ル 3と 評 価 さ れ る 老 人 斑 量 ;0=斑 の 徴 候 な し 、 3=重 篤 な AD老 人 斑
量 )に 分 け ら れ る 。 こ れ ら の 脳 の 各 々 の 中 に は 、 以 下 の 領 域 が 示 さ れ て い る :海 馬 、 側 頭 皮
質 (ブ ロ ー ド マ ン 領 野 21)、 頭 頂 皮 質 (ブ ロ ー ド マ ン 領 野 7)、 お よ び 後 頭 皮 質 (ブ ロ ー ド マ ン
領 野 17)。 こ れ ら の 領 域 は ADに お け る す べ て の 段 階 の 神 経 変 性 を 包 含 す る よ う 選 択 し た 。
海 馬 は ADに お い て 初 期 な ら び に 重 篤 な 神 経 損 失 領 域 で あ る ;側 頭 皮 質 は ADに お い て 海 馬 の
後 に 神 経 変 性 を 示 す と 知 ら れ て い る ;頭 頂 皮 質 は こ の 疾 病 の 最 終 段 階 で 中 程 度 の 神 経 細 胞
死 を 示 す ;後 頭 皮 質 は ADで 残 さ れ る 、 従 っ て AD患 者 内 で 「 対 照 」 領 域 と し て 役 割 を 果 た す
。 す べ て の 患 者 で す べ て の 脳 領 域 が 示 さ れ て い る わ け で は な い 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 CNS　 神 経 変 性 　 V1.0パ ネ ル で 組 織 の 同 定 に 用 い た 標 識 で は 、 以 下 の 略 語 が 用 い ら れ て
い る :
　 AD=ア ル ツ ハ イ マ ー 病 脳 ;検 死 解 剖 に 際 し 患 者 は 痴 呆 で あ り 、 ADの よ う な 病 理 を 示 し た
　 Control=対 照 脳 ;神 経 病 理 学 を 示 さ な い 痴 呆 で な い 患 者
　 Control(Path)=対 照 脳 ;痴 呆 で な い が 重 篤 な ADの よ う な 病 理 を 示 す 患 者
　 SupTemporal Ctx=上 側 頭 皮 質
　 InfTemporal Ctx=下 側 頭 皮 質
【 ０ ３ ８ ４ 】
パ ネ ル 　 CNS　 神 経 変 性 　 V2.0
　 パ ネ ル CNS　 神 経 変 性 　 V1. 0の プ レ ー ト に は 、 2つ の 対 照 ウ ェ ル な ら び に ハ ー バ ー ド 脳
組 織 資 源 セ ン タ ー (Harvard Brain Tissue Resource Center)(McLean Hospital)お よ び ヒ
ト 脳 ・ 脊 髄 液 資 源 セ ン タ ー (Human Brain and Spinal Fluid Resource Center)(VA Greate
r Los Angeles Healthcare System)か ら 入 手 し た 検 死 解 剖 ヒ ト 脳 組 織 か ら 単 離 し た cDNAか
ら な る 47の 試 験 サ ン プ ル が 含 ま れ る 。 脳 は 死 後 4～ 24時 間 に ド ナ ー の 頭 蓋 冠 か ら 摘 出 さ れ
、 神 経 解 剖 学 者 に よ っ て 区 分 化 さ れ 、 液 体 窒 素 蒸 気 中 で -80℃ で 凍 結 さ れ て い る 。 す べ て
の 脳 は 神 経 病 理 学 者 に よ っ て 区 分 化 さ れ 、 調 べ ら れ 、 明 確 に 関 連 す る 神 経 病 理 学 に つ い て
診 断 が 確 認 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 疾 病 診 断 は 患 者 の 記 録 か ら 取 ら れ て い る 。 こ の パ ネ ル に は 16の ア ル ツ ハ イ マ ー 病 (AD)患
者 由 来 の 脳 、 お よ び 29の 死 亡 前 に 痴 呆 の 徴 候 を 示 さ な か っ た 「 正 常 対 照 」 由 来 の 脳 が 含 ま
れ る 。 29の 正 常 対 照 脳 は 2種 類 :14の 痴 呆 お よ び ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 病 理 の な い 対 照
(対 照 )お よ び 15の 痴 呆 は な い が 重 篤 な ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 病 理 の 徴 候 の あ る 対 照 、
(詳 し く は 、 0～ 3段 階 の レ ベ ル 3と 評 価 さ れ る 老 人 斑 量 ;0=斑 の 徴 候 な し 、 3=重 篤 な AD老 人
斑 量 )に 分 け ら れ る 。 ハ ー バ ー ド 脳 組 織 資 源 セ ン タ ー か ら 入 手 し た す べ て の サ ン プ ル に つ
い て は 側 頭 皮 質 (ブ ロ ー ド マ ン 領 野 21)由 来 の 組 織 を 選 択 し 、 ヒ ト 脳 ・ 脊 髄 液 資 源 セ ン タ ー
か ら 入 手 し た 2サ ン プ ル (サ ン プ ル 1お よ び 2)か ら は 下 お よ び 上 側 頭 皮 質 を 用 い 、 パ ネ ル の
各 サ ン プ ル は 、 一 個 体 の 患 者 の 下 お よ び 上 側 頭 皮 質 の プ ー ル に 相 当 す る 。 側 頭 皮 質 は 、 疾
病 の 中 間 段 階 で の ニ ュ ー ロ ン の 喪 失 を 示 す た め に 選 択 し た 。 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 初 期 に 影
響 を 受 け る 領 域 (例 え ば 、 海 馬 ま た は 嗅 内 皮 質 )を 選 択 す る と 、 脆 弱 な ニ ュ ー ロ ン が 失 わ れ
た 後 の 遺 伝 子 発 現 の 検 討 し て し ま い 、 実 際 の 神 経 変 性 プ ロ セ ス に 関 与 し て い る 遺 伝 子 を 見
失 っ て し ま う 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 CNS　 神 経 変 性 　 V2.0パ ネ ル で 組 織 の 同 定 に 用 い た 標 識 で は 、 以 下 の 略 語 が 用 い ら れ て
い る :
　 AD=ア ル ツ ハ イ マ ー 病 脳 ;検 死 解 剖 に 際 し 患 者 は 痴 呆 で あ り 、 ADの よ う な 病 理 を 示 し た
　 Control=対 照 脳 ;神 経 病 理 学 を 示 さ な い 痴 呆 で な い 患 者
　 AH3=対 照 脳 ;痴 呆 で な い が 重 篤 な ADの よ う な 病 理 を 示 す 患 者
　 Inf & Sup Temp Ctx プ ー ル  =所 与 の 一 個 体 の 下 お よ び 上 側 頭 皮 質 の プ ー ル
【 ０ ３ ８ ７ 】
A. CG57008-02： HAVcr-1
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　 遺 伝 子 CG57008-02の 発 現 を 、 プ ラ イ マ ー -プ ロ ー ブ セ ッ ト Ag821を 使 用 し て 評 価 し 、 表 5
に 記 載 し た 。 RTQ-PCR実 施 の 結 果 を 、 表 6～ 17に 示 す 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
表 5　 プ ロ ー ブ 名 Ag821
【 表 ５ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ８ ９ 】
表 6　 AI　 包 括 的 パ ネ ル 　 v1.0
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【 表 ５ ２ 】
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【 表 ５ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ０ 】
表 7　 Ardais　 パ ネ ル 1.1
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【 表 ５ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ １ 】
表 8　 Ardais　 パ ネ ル 　 v.1.0
【 表 ５ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ２ 】
表 9　 CNS　 神 経 変 性 　 v1.0
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【 表 ５ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ３ 】
表 10　 一 般 　 ス ク リ ー ニ ン グ 　 パ ネ ル 　 v1.6
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【 表 ５ ７ 】
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【 表 ５ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ４ 】
表 11　 HASS　 パ ネ ル 　 v1.0
【 表 ５ ９ 】
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【 表 ６ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
表 12　 パ ネ ル 　 1.2
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【 表 ６ １ 】
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【 表 ６ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ５ 】
表 13　 パ ネ ル 　 3D
【 表 ６ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(124) JP 2005-535294 A 2005.11.24



【 表 ６ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ６ 】
表 14　 パ ネ ル 　 4D
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【 表 ６ ５ 】
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【 表 ６ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ７ 】
表 15　 パ ネ ル 5　 膵 島
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【 表 ６ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ８ 】
表 16　 一 般 　 オ ン コ ロ ジ ー ス ク リ ー ニ ン グ 　 パ ネ ル 　 v2.4
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【 表 ６ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ９ ９ 】
表 17　 Ardais　 腎 臓 　 1.0
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【 表 ６ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ０ ０ 】
AI　 包 括 的 パ ネ ル 　 v1.0ま と め ： こ の 転 写 物 の 発 現 が 、 中 ～ 低 レ ベ ル で 広 範 囲 に 、 ま た 正
常 肺 に お け る 発 現 (CT=34～ 37)と 比 較 す る と 、 肺 気 腫 患 者 由 来 の 肺 組 織 に お い て (CT=31)よ
り 高 い 発 現 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ ４ ０ １ 】
Ardais　 パ ネ ル 　 1.1ま と め ： Ag821　 こ の 遺 伝 子 の 最 高 発 現 が 、 肺 癌 サ ン プ ル で 見 ら れ る
(CT=27.4)。 こ の 発 現 は Ardais　 パ ネ ル v1.0に 見 ら れ る 発 現 と 一 致 し て い る 。 肺 癌 に お け
る こ の 遺 伝 子 の さ ら な る 考 察 に つ い て は そ の パ ネ ル を 参 照 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
Ardais　 パ ネ ル 　 v1.0ま と め ： Ag821　 こ の 遺 伝 子 の 最 高 発 現 が 肺 癌 サ ン プ ル で 見 ら れ る (
CT=29.2)。 さ ら に 、 対 応 す る 正 常 組 織 サ ン プ ル と 比 較 す る と 、 こ の 遺 伝 子 の 一 貫 し た 過 剰
発 現 が 、 肺 癌 で 見 ら れ る 。 し た が っ て 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 こ の パ ネ ル で 肺 癌 サ ン プ ル
と 他 の サ ン プ ル 間 を 区 別 す る た め に 、 ま た 肺 癌 の マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 可 能 性 が あ る
。 さ ら に 、 こ の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 の 発 現 ま た は 機 能 の 治 療 的 調 節 は 、 肺 癌 の 処 置 で
有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
CNS　 神 経 変 性 　 v1.0ま と め ： Ag821　 こ の 実 験 で は CG93088-01遺 伝 子 の 発 現 が 、 独 立 し た
個 体 群 の 脳 に お い て 低 レ ベ ル で 確 認 さ れ る 。 痴 呆 で は な い 対 照 と 比 較 す る と 、 こ の 遺 伝 子
は ア ル ツ ハ イ マ ー 病 患 者 の 側 頭 皮 質 に お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る と 思 わ れ る 。
し た が っ て 、 こ の 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 産 物 の 発 現 ま た は 機 能 の 治 療 的 調 節 は 、 ア ル ツ ハ イ
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マ ー 病 の 進 行 を 遅 ら せ る か 、 ま た は 止 め る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
一 般 　 ス ク リ ー ニ ン グ 　 パ ネ ル 　 v1.6ま と め ： Ag821　 こ の 遺 伝 子 は 腎 臓 癌 細 胞 株 に よ り
高 度 か つ 特 異 的 に 発 現 さ れ 、 こ の こ と は 、 こ の 遺 伝 子 産 物 が 効 果 的 な 腎 臓 癌 マ ー カ ー と な
り 得 る こ と を 示 唆 す る 。 高 レ ベ ル の 発 現 が ま た 、 単 一 結 腸 癌 細 胞 株 、 卵 巣 癌 細 胞 株 お よ び
肺 癌 細 胞 株 で も 見 ら れ る 。 し た が っ て 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 機 能 の 調 節 は 、 腎 臓 癌 の
処 置 で 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
HASS　 パ ネ ル 　 v1.0ま と め ： Ag821　 検 出 可 能 な レ ベ ル の 発 現 は 、 腎 臓 由 来 の サ ン プ ル に
限 定 さ れ 、 他 の パ ネ ル に お け る 発 現 と 一 致 す る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
パ ネ ル 　 1.2ま と め ： Ag821　 こ の パ ネ ル に お け る 発 現 は 、 パ ネ ル 1.6と 一 致 し て い る 。 こ
の 遺 伝 子 の 考 察 に つ い て は 、 こ の パ ネ ル を 参 照 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
パ ネ ル 　 3Dま と め ： Ag821　 こ の 遺 伝 子 の 発 現 は 腎 臓 、 胃 、 肺 、 膵 臓 、 膀 胱 、 骨 髄 腫 お よ
び 結 腸 癌 由 来 の 細 胞 株 に 限 定 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
パ ネ ル 　 4Dま と め ： Ag821　 同 一 の プ ロ ー ブ -プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 用 い る 2実 験 の 結 果 は 極
め て 一 致 し て い る 。 こ の 転 写 物 は 、 胸 腺 お よ び ル ー プ ス 腎 臓 に お い て 高 度 に 発 現 さ れ る が
(CT=27～ 28)、 対 照 腎 臓 組 織 ま た は 正 常 結 腸 で は そ う で は な い 。 ま た 、 休 止 一 次 Th1お よ び
Th2細 胞 に お い て も 誘 導 さ れ る が 、 未 処 理 T細 胞 お よ び 慢 性 的 に 活 性 化 さ れ て い る T細 胞 で
は 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ る 。 休 止 一 次 T細 胞 RNAは 培 養 T細 胞 由 来 で あ り 、 臍 帯 血 か ら 精 製 し
、 IL-12(Th1培 養 液 )ま た は IL-4(Th2培 養 液 )い ず れ か の 存 在 下 で CD3お よ び CD28モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 で 刺 激 す る 。 こ れ ら の 培 養 液 は ま だ Th1ま た は Th2経 路 に ま だ 関 係 づ け ら れ て い な
い 多 数 の T細 胞 (Th0細 胞 )を 含 有 し て い る 。 し た が っ て 、 Th2エ フ ェ ク タ ー T細 胞 機 能 を 阻 害
す る ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 喘 息 、 狼 瘡 お よ び 肺 気 腫 に 伴 う 炎 症 を 低 減 す る で あ ろ
う 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
パ ネ ル 　 5　 膵 島 ま と め ： Ag281　 検 出 可 能 な レ ベ ル の 発 現 は 、 腎 臓 由 来 の サ ン プ ル に 限 定
さ れ て お り (CT=26)、 他 の パ ネ ル と 一 致 し て い る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
一 般 　 オ ン コ ロ ジ ー 　 ス ク リ ー ニ ン グ 　 パ ネ ル v2.4ま と め ： Ag821　 こ の 遺 伝 子 の 極 め て
高 い レ ベ ル の 発 現 が 、 腎 臓 癌 で 見 ら れ る (CT=24～ 25)。 さ ら に 、 こ の 遺 伝 子 は 、 対 応 す る
正 常 隣 接 組 織 よ り も 腎 臓 癌 中 で よ り 高 度 に 発 現 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 は
、 こ の 癌 の マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 こ の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 ま た
は 機 能 の 治 療 的 調 節 は 、 腎 臓 癌 の 処 置 で 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ４ １ １ 】
Ardais　 腎 臓 　 1.0： Ag821　 こ の 遺 伝 子 の 最 高 発 現 が 腎 臓 癌 サ ン プ ル で 見 ら れ る 。 さ ら に
、 こ の 遺 伝 子 は 一 貫 し て 、 対 応 す る 正 常 隣 接 組 織 よ り も 腎 臓 癌 で よ り 高 い レ ベ ル で 発 現 さ
れ 、 従 前 の パ ネ ル と 一 致 す る 。 し た が っ て 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 は こ の 癌 の マ ー カ ー と し て
使 用 で き る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 こ の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 ま た は 機 能 の 治 療 的 調 節 は 、 腎
臓 癌 の 処 置 で 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ４ １ ２ 】
B.　 CG5137-01： ネ フ リ ン
　 遺 伝 子 CG51373-01の 発 現 を 、 プ ラ イ マ ー -プ ロ ー ブ セ ッ ト Ag271bを 使 用 し て 評 価 し 、 表 1
8に 記 載 し た 。 RTQ-PCR実 施 の 結 果 を 、 表 19お よ び 表 20に 示 す 。
【 ０ ４ １ ３ 】
表 18　 プ ロ ー ブ 名 Ag271b
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【 表 ７ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ４ 】
表 19　 パ ネ ル 　 2.2
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【 表 ７ １ 】
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【 表 ７ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ５ 】
表 20　 パ ネ ル 　 4.1D
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【 表 ７ ３ 】
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【 表 ７ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ １ ６ 】
パ ネ ル 　 2.2ま と め ： Ag271b　 こ の 遺 伝 子 は 、 正 常 隣 接 組 織 と 比 較 す る と 、 腎 臓 癌 、 メ ラ
ノ ー マ お よ び 結 腸 癌 で か な り 過 剰 に 発 現 さ れ る 。 し た が っ て 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 こ の
パ ネ ル で こ れ ら の サ ン プ ル と 他 の サ ン プ ル を 区 別 す る た め に 、 お よ び こ れ ら の 癌 の マ ー カ
ー と し て 使 用 で き る 可 能 性 が あ る 。 さ ら に 、 CG51373-01を 標 的 と す る 治 療 薬 は 、 こ れ ら の
腫 瘍 で 、 腫 瘍 細 胞 の 移 動 ま た は 浸 潤 の 程 度 、 お よ び 腫 瘍 転 移 を 制 限 ま た は 阻 止 す る こ と が
期 待 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
パ ネ ル 　 4.1Dま と め ： Ag271b　 パ ネ ル 4.1Dで は 、 免 疫 グ ロ ビ ン ド メ イ ン 含 有 膜 タ ン パ ク 質
の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る CG51373-01遺 伝 子 は 、 以 下 に 示 す 休 止 お よ び サ イ ト カ イ ン
活 性 化 細 胞 お よ び 組 織 に お い て 発 現 さ れ る ： HUVEC、 肺 微 小 血 管 内 皮 細 胞 、 細 気 管 支 上 皮
、 冠 状 動 脈 平 滑 筋 細 胞 、 ア ス ト ロ サ イ ト 、 肺 繊 維 芽 細 胞 、 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 。 こ の CG51373-
01遺 伝 子 産 物 は 、 Igド メ イ ン 含 有 タ ン パ ク 質 の 機 能 に 拮 抗 す る 治 療 用 抗 体 の 標 的 と し て 有
用 で あ り 得 る 。 か か る 抗 体 は 、 多 発 性 硬 化 症 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 喘 息 、 肺 気 腫 、 関 節 リ
ウ マ チ 、 ま た は 乾 癬 の よ う な 炎 症 性 疾 患 お よ び 自 己 免 疫 疾 患 を 患 う 患 者 の 症 候 を 軽 減 ま た
は 消 失 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
(実 施 例 8)関 連 経 路
　 PathCalling(商 標 )技 術 :受 託 番 号 CG57008-02の 配 列 は 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ・ ア プ ロ ー チ
に よ る cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 実 験 室 ス ク リ ー ニ ン グ か ら 導 い た 。 全 長 DNA配 列 、 ま た は 配 列
の 一 部 の い ず れ か 、 あ る い は そ の 双 方 を カ バ ー す る cDNA断 片 を 配 列 決 定 し た 。 イ ン シ リ コ
予 測 は CuraGen社 の 特 許 配 列 デ ー タ ベ ー ス ま た は 公 開 さ れ て い る ヒ ト 配 列 デ ー タ ベ ー ス で
入 手 可 能 な 配 列 に 基 づ い た も の で あ り 、 全 長 DNA配 列 ま た は そ の あ る 一 部 の い ず れ か が 提
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供 さ れ た 。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 cDNAラ イ ブ ラ リ ー は 、 種 々 の ド ナ ー 由 来 の 複 数 の 組 織 種 、 正 常 状 態 お よ び 病 的 状 態 、 生
理 的 状 態 、 な ら び に 発 達 段 階 に 相 当 す る 種 々 の ヒ ト サ ン プ ル に 由 来 す る 。 サ ン プ ル は 、 全
組 織 、 一 次 細 胞 ま た は 組 織 培 養 し た 一 次 細 胞 ま た は 細 胞 株 と し て 得 た 。 細 胞 お よ び 細 胞 株
は 、 遺 伝 子 発 現 を 調 節 す る 生 物 因 子 ま た は 化 学 薬 品 、 例 え ば 、 成 長 因 子 、 ケ モ カ イ ン ま た
は ス テ ロ イ ド で 処 理 し て お い て も よ い 。 次 い で 、 こ の よ う な 由 来 の cDNAを 適 当 な ツ ー ハ イ
ブ リ ッ ド ・ ベ ク タ ー (Gal4活 性 化 ド メ イ ン (Gal4-AD)融 合 物 )へ 一 定 方 向 に ク ロ ー ニ ン グ し
た 。 次 い で 、 か か る cDNAラ イ ブ ラ リ ー な ら び に Clontech(Palo Alto, CA)よ り 市 販 さ れ て
い る cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 、 大 腸 菌 (E.coli)か ら CuraGen社 特 許 酵 母 株 (そ の 全 文 を 出 典 明 示
に よ り 本 明 細 書 の 一 部 と す る 、 米 国 特 許 第 6,057,101号 お よ び 6,083,693号 に 開 示 )へ 移 し
た 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 CuraGen社 特 許 ヒ ト 配 列 ラ イ ブ ラ リ ー の Gal4結 合 ド メ イ ン (Gal4-BD)融 合 物 を 用 い て 、 複
数 の Gal4-AD融 合 物 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の 結 果 、 そ の 各 々 で Gal4-AD
融 合 物 が 個 々 の cDNAを 含 む 酵 母 ハ イ ブ リ ッ ド 二 倍 体 を 選 択 し た 。 各 サ ン プ ル を cDNA挿 入 境
界 で 非 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 用 い て 増 幅 し た 。 か か る P
CR産 物 を 配 列 決 定 し 、 配 列 ト レ ー ス は 手 作 業 で 評 価 し 、 必 要 に 応 じ て 修 正 の た め に 編 集 し
た 。 す べ て の サ ン プ ル か ら の cDNA配 列 を 、 時 に は 公 開 ヒ ト 配 列 を 含 め て 、 と も に ア セ ン ブ
ル し 、 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ ク プ ロ グ ラ ム を 用 い て 各 ア セ ン ブ リ ー の 共 通 配 列 を 得 た 。
各 ア セ ン ブ リ ー は CuraGen社 の デ ー タ ベ ー ス に 含 ま れ て い る 。 配 列 は 別 の 構 成 要 素 と の 同
一 性 の 程 度 が 50bpに わ た っ て 少 な く と も 95%で あ る 場 合 、 ア セ ン ブ リ ー の 構 成 要 素 と し て
含 め た 。 各 ア セ ン ブ リ ー は 遺 伝 子 ま た は そ の 一 部 に 相 当 し 、 ス プ ラ イ シ ン グ 型 一 塩 基 多 型
(SNP)、 挿 入 、 欠 失 お よ び そ の 他 の 配 列 変 異 体 な ど の 変 異 体 に 関 す る 情 報 を 含 む 。
【 ０ ４ ２ １ 】
　 物 理 的 ク ロ ー ン :全 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を カ バ ー す る 、 ス ク リ ー ニ ン グ 手 順
に よ り 得 た cDNA断 片 を 、 組 み 換 え DNAと し て pACT2プ ラ ス ミ ド (Clontech)に ク ロ ー ニ ン グ し
て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。 こ の 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 宿 主 へ 挿 入 し 、 CuraGen社 特 許
酵 母 株 N106'お よ び YULH(米 国 特 許 第 6,057,101号 お よ び 第 6,083,693号 )の 双 方 の 接 合 に よ
っ て ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 の 間 に 生 じ た 酵 母 ハ イ ブ リ ッ ド 二 倍 体 に よ っ て 選 択 す る 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
　 相 互 作 用 タ ン パ ク 質 対 を 、 CuraGenの PathCalling(商 標 )タ ン パ ク 質 相 互 作 用 デ ー タ ベ ー
ス に 加 え る 。 こ の デ ー タ ベ ー ス に よ り 、 そ れ ら の 相 互 作 用 お よ び /ま た は 病 理 学 的 に 関 連
の あ る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 存 在 に 基 づ い て 新 規 薬 剤 標 的 の 発 見 が 可 能 と な る 。 次 い
で 、 バ イ ナ リ ー タ ン パ ク 質 相 互 作 用 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 形 成 、 な ら び に 完 全 細 胞 性 シ グ ナ
ル 伝 達 経 路 を 可 視 化 す る 手 段 を 提 供 す る 、 GeneScape(商 標 )内 の バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ッ
ク ツ ー ル を 用 い て タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 解 析 す る 。 具 体 的 に は 、 図 1に 示 す よ う に 、 タ ン
パ ク 質 CG57008-02(HAVｃ R-1)(NOV1c)、 CG51373(NEPH1)(NOV2)、 LOC15546お よ び COL1A1タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 は 相 互 作 用 す る と わ か り 、 タ ン パ ク 質 複 合 体 の 形 成 を も た ら す
こ と が で き 、 ま た は 細 胞 性 シ グ ナ ル を 伝 播 す る た め に 形 成 す る 、 疾 病 病 理 と 生 理 学 的 に 関
連 の あ る 、 一 連 の 複 合 体 を 構 成 し 得 る 。 特 定 の 複 合 体 を 構 成 す る 特 定 の 相 互 作 用 は ま た 、
組 換 え タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 療 法 、 小 分 子 薬 ま た は 遺 伝 子 治 療 ア プ ロ ー チ の 使 用 に よ る 治
療 的 介 入 に と っ て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 PathCalling(商 標 )デ ー タ ベ ー ス の マ イ ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ れ る タ ン パ ク 質 相 互 作 用
を 、 in vitroお よ び in vivoで ス ク リ ー ニ ン グ し て 発 現 情 報 、 機 能 情 報 、 生 化 学 的 情 報 お
よ び 表 現 型 情 報 を 提 供 す る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 単 独 で 用 い て も 、 限 定 さ れ る も の で
は な い が 以 下 の 技 術 、 RTQ-PCR、 組 換 え タ ン パ ク 質 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 免 疫 共 沈 降
お よ び 質 量 分 析 、 FRET、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 組 織 化 学 ま た は 免 疫 細
胞 化 学 、 遺 伝 子 CHIPハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ア ン チ セ ン ス (す な わ ち 、 ノ ッ ク ダ ウ ン 、
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ノ ッ ク ア ッ プ )、 GeneCalling実 験 、 お よ び /ま た は 生 化 学 ア ッ セ イ (リ ン 酸 化 、 脱 リ ン 酸 化
、 プ ロ テ ア ー ゼ 等 )を は じ め と す る も の と 組 合 せ て 用 い て も よ い 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 図 1に 示 す よ う に 、 PathCallingデ ー タ は 、 CG57008-02(HAVcr-1)に よ り コ ー ド さ れ る タ
ン パ ク 質 の ム チ ン ド メ イ ン は 、 CG51373、 ネ フ リ ン 類 似 I(NEPH1)、 構 造 的 細 胞 接 着 分 子 と
相 互 作 用 す る こ と を 示 す 。 表 21は 、 3つ の 独 立 し た 実 験 で こ の 新 規 の 相 互 作 用 を 検 出 す る
た め に 使 用 さ れ た baitお よ び preyの ア ミ ノ 酸 配 列 を ま と め て い る 。 こ の 相 互 作 用 は 、 CG51
373が CG57008-02タ ン パ ク 質 の 膜 結 合 誘 引 物 質 と し て 働 き 、 調 節 さ れ て い な い シ グ ナ ル 伝
達 事 象 が 腎 臓 の 腫 瘍 形 成 を 促 進 す る こ と を 示 唆 す る 。 RTQ-PCRパ ネ ル 2の 発 現 デ ー タ (表 16
お よ び 19を 参 照 )は 、 双 方 の 遺 伝 子 は 正 常 隣 接 組 織 と 比 較 す る と 腎 臓 癌 で 過 剰 発 現 さ れ て
い る こ と を 示 し 、 こ の こ と は こ の 新 規 の 相 互 作 用 を さ ら に 支 持 す る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 哺 乳 類 細 胞 で は 、 ム チ ン は 高 度 に O-グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る が 、 こ の 相 互 作 用 は 酵 母 ツ
ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム を 用 い て 発 見 さ れ た の で 、 こ の ム チ ン ド メ イ ン は O-グ リ コ シ ル 化
さ れ る と は 思 わ れ な い 。 し た が っ て 、 ム チ ン は 腫 瘍 中 で 異 常 に グ リ コ シ ル 化 さ れ る こ と が
知 ら れ て い る た め 、 こ の 発 見 は 病 的 状 態 で 起 こ る 相 互 作 用 の み を 反 映 す る こ と が で き る 。
図 1は ま た 、 CG57008-02が 、 LOC155465、 器 官 発 達 に お い て 化 学 誘 引 物 質 と し て 働 き 、 い く
つ か の 腫 瘍 (PMID:9790916)で ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い る 分 泌 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す
る こ と 、 お よ び COL1A1、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 が 関 係 し て い る 可 能 性 が あ る こ と
を 示 す 。 こ れ ら の 相 互 作 用 は 、 新 規 CG57008-02お よ び CG51372の 相 互 作 用 に つ い て の よ り
強 力 な 支 持 お よ び 状 況 を 提 供 す る 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 こ の 新 規 の 相 互 作 用 は ま た 、 CG57008-02と CG51373の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す れ ば 、 喘 息
を も た ら す 末 梢 フ ィ ー ド バ ッ ク 免 疫 応 答 を 防 げ る こ と を 示 唆 す る 。 加 え て 、 RTQ-PCRパ ネ
ル 4.1D(表 20参 照 )は 、 サ イ ト カ イ ン 活 性 化 肺 繊 維 芽 細 胞 に お け る CG51373の 高 レ ベ ル な 発
現 を 示 す 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 こ の 相 互 作 用 を 阻 害 す る た め の 抗 体 の 使 用 は 、 腎 臓 癌 お よ び 喘 息 の 処 置 で 有 用 で あ り 得
る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
表 21.　 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 相 互 作 用 情 報
【 表 ７ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 PathCalling1× 1マ ト リ ッ ク ス ア ッ セ イ に よ る ド メ イ ン 分 析
表 22.マ ト リ ッ ク ス 1× 1ア ッ セ イ で 試 験 し た CG57008お よ び CG51373の 断 片
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【 表 ７ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ０ 】
表 23.マ ト リ ッ ク ス 1× 1ア ッ セ イ で 検 出 さ れ た 相 互 作 用
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【 表 ７ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ １ 】
　 表 22は 相 互 作 用 に 関 し て 試 験 し た CG57008お よ び CG51373の 組 合 せ お よ び 変 異 体 の す べ て
を 示 す 。 こ れ ら の 相 互 作 用 は 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 し て 双 方 向 で 試
験 し た 。 CG51373-07の ア ミ ノ 酸 番 号 付 け で は 、 最 初 の メ チ オ ニ ン を ア ミ ノ 酸 番 号 1と す る
。 表 23は マ ト リ ッ ク ス 1× 1ア ッ セ イ で 検 出 さ れ た す べ て の 相 互 作 用 を 示 す 。 検 出 さ れ た 陽
性 相 互 作 用 の 数 お よ の 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 融 合 タ ン パ ク 質 に 関 し て 双 方 向 に お け る そ の
検 出 に よ り 、 CG57008、 HAVcr-1、 変 異 体 お よ び CG51373、 ネ フ リ ン 1変 異 体 の 間 の 新 規 の 相
互 作 用 、 具 体 的 に は 、 HAVcr-1の ム チ ン ド メ イ ン と ネ フ リ ン 1の PKDド メ イ ン の 間 の 相 互 作
用 が 確 認 さ れ る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
(実 施 例 9)CG57008と 結 合 す る 抗 体 の 調 製
　 抗 体 を 作 製 す る 技 術 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 「 Antibodies, a Laboratory M
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anual」  Eds Harlow and Lane, Cold Spring Harbor publisherに 記 載 さ れ て い る 。 ウ サ
ギ お よ び マ ウ ス の 双 方 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に 適 し て お り 、 マ ウ ス は ま た 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 に も 適 し て い る 。 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 が マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン
と 置 換 さ れ て い る マ ウ ス を 用 い て 、 完 全 な ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き
る 。 こ れ ら の 抗 体 は 優 れ た 製 薬 上 の 特 徴 を 有 し 、 治 療 効 果 を 失 わ せ る 抗 体 に 向 け ら れ た 免
疫 応 答 は わ ず か で あ る か 、 な く 、 動 物 モ デ ル に お い て 腫 瘍 を 根 絶 す る こ と が 示 さ れ て い る
(Yang XD, et al., , 59(6):1236-43(1999))。
【 ０ ４ ３ ３ 】
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製
　 CG57008-02に 対 す る 完 全 ヒ ト IgG2お よ び IgG4モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb)は 、 先 に Yang, e
t al., , 59(6):1236-43(1999)に 記 載 さ れ た よ う に 、 マ ウ ス 抗 体 産 生 に 欠 陥 が
あ り 、 ヒ ト 重 鎖 お よ び κ 軽 鎖 遺 伝 子 座 由 来 の メ ガ ベ ー ス サ イ ズ の 断 片 に ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 レ
パ ー ト リ ー の 大 多 数 を 含 む よ う 設 計 さ れ た 、 ヒ ト 抗 体 産 生 ゼ ノ マ ウ ス 系 統 か ら 作 製 し た 。
抗 体 の 特 異 性 は ELISAに よ っ て 調 べ た 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 抗 原 お よ び 抗 体 の 作 製 ： CG57008-02の 細 胞 外 ド メ イ ン を バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー
、 pMelV5His(CuraGen Corporation)へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 pBlueBacバ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発
現 シ ス テ ム (Invitrogen Corporation)を 用 い て 発 現 試 験 を 行 い 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析
で 確 認 し た 。 そ の 配 列 は 以 下 に 示 す ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ：
【 表 ７ ８ 】
　
　
　
　
　
　
こ の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い て 抗 体 を 作 製 し た 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
エ ピ ト ー プ ビ ン ニ ン グ お よ び BIAcoreア フ ィ ニ テ ィ ー 測 定
材 料
・ MxhIgG－ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ・ ビ ー ズ （ 光 へ の 曝 露 を 制 限 す る ）
・ 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (PBS,Tween20{0.05％ })
・ ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー
・ 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー フ ィ ル タ ー プ レ ー ト （ Milipore#MADVN6550)
・ mxhIgG-PE
【 ０ ４ ３ ６ 】
方 法
1.　 未 知 の 一 次 抗 体 に 連 結 す る た め の ビ ー ズ を 調 製 す る （ 遮 光 ） 。 各 未 知 の 上 清 に 対 し 個
別 の 試 験 管 を 使 用 す る 。 以 下 の 式 を 用 い て 必 要 な 上 清 の 容 積 を 計 算 す る ： (n+10)× 50μ l(
た だ し n=プ レ ー ト 上 の サ ン プ ル 総 数 )。 濃 度 が 既 知 の 場 合 は 0.5μ g/mlで 使 用 す る 。 ビ ー ズ
ス ト ッ ク を 軽 く ボ ル テ ッ ク ス 処 理 す る 。 上 清 中 の ビ ー ズ を ウ ェ ル 当 た り 2500個 の 各 ビ ー ズ
ま た は 0.5× 10 5 /mlの 濃 度 に 希 釈 す る 。
2.　 暗 所 、 室 温 、 シ ェ ー カ ー で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る か 、 ま た は 0.5μ g/mlの 既 知 濃 度
の 場 合 は 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
3.　 ウ ェ ル あ た り 200μ lの 洗 浄 バ ッ フ ァ ー を 加 え て フ ィ ル タ ー プ レ ー ト を あ ら か じ め 湿 ら
せ る 。 吸 引 す る 。
4.　 50μ lの 各 ビ ー ズ を フ ィ ル タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 加 え る 。 100μ l/ウ ェ ル の 洗 浄 バ
ッ フ ァ ー を 加 え て 一 度 洗 浄 し 、 吸 引 す る 。
5.　 フ ィ ル タ ー プ レ ー ト に 50μ l/ウ ェ ル の 抗 原 お よ び 対 照 を 加 え る 。 蓋 を し て 暗 所 、 シ ェ
ー カ ー で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
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6.　 3回 洗 浄 す る 。
7.　  50μ l/ウ ェ ル の 未 知 二 次 抗 体 を 加 え る 。 一 次 抗 体 に 用 い た も の と 同 じ 希 釈 （ ま た は
既 知 な ら ば そ の 濃 度 ） を 用 い る 。 暗 所 、 室 温 、 シ ェ ー カ ー で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
8.　 3回 洗 浄 す る 。
9.　 50μ l/ウ ェ ル の 1： 500希 釈 ビ オ チ ニ ル 化 mxhIgGを 加 え る 。 暗 所 、 室 温 、 シ ェ ー カ ー で
1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
10.　 Luminex100お よ び XYPベ ー ス の ス イ ッ チ を 入 れ る 。 Luminexソ フ ト ウ エ ア を 開 い て 「
ウ ォ ー ミ ン グ ア ッ プ 」 操 作 を 開 始 す る 。 シ ー ス 液 容 器 が 十 分 な 容 積 で あ り 、 廃 液 容 器 に 十
分 な ス ペ ー ス が あ り 一 杯 に な ら な い こ と を 確 認 す る 。
11.　 Luminexソ フ ト ウ エ ア で 、 「 新 規 セ ッ シ ョ ン 」 ボ タ ン を ク リ ッ ク す る 。 「 設 定 」 ウ ィ
ン ド ウ が 表 示 さ れ る 。 「 サ ン プ ル 数 」 以 外 の 規 定 の 設 定 は す べ て 正 し い 。
12.　 こ の フ ィ ー ル ド に サ ン プ ル 数 を 入 力 す る 。
13.　 「 ビ ー ズ セ ッ ト 」 タ ブ を ク リ ッ ク し 、 ア ッ セ イ に 使 用 し た ビ ー ズ の 指 定 数 を 入 力 す
る 。
14.　 3回 洗 浄 す る 。
15.　 50μ l/ウ ェ ル の 1:1000の ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PEを 加 え る 。 暗 所 、 室 温 で シ ェ ー カ ー
で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
16.　 Luminex100上 で 洗 浄 サ イ ク ル を 2回 行 う 。
17.　 3回 洗 浄 す る 。
18.　 各 ウ ェ ル を 80μ lの ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 す る 。 注 意 深 く ピ ペ ッ テ ィ ン グ
し て 数 回 上 下 さ せ 、 ビ ー ズ を 再 懸 濁 す る 。
19.　 Luminexベ ー ス 上 に プ レ ー ト を 置 い て 読 み 取 る 。 ス ク リ ー ン 上 で 位 置 A1に 光 が 当 た る
よ う に し て ス タ ー ト を ク リ ッ ク す る 。 最 後 の サ ン プ ル を 読 み 取 っ た 後 、 洗 浄 サ イ ク ル を 2
回 、 浸 漬 サ イ ク ル を 1回 行 う 。 Luminexソ フ ト ウ エ ア を 閉 じ る 。 次 い で Luminex100の 上 部 と
下 部 の ス イ ッ チ を 切 る 。 キ ャ ッ プ を 緩 め て シ ー ス 液 リ ザ ー バ ー 中 の 圧 力 を 下 げ る 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
BIAcore測 定
　 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 、 例 え ば 「 Validation parameters for a novel biosensor as
say which simultaneously measures serum concentrations of a humanized monoclonal
antibody and detects induced antibodies」 、 R. Wong, D. Mytych, S.Jacobs, R.Borde
ns, S.Swanson, Journal of Immunological Methods, 209(1997)1-15を 用 い て BIAcore測
定 を 行 っ た 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
表 24は 8つ の 異 な る ビ ン に 属 す る 、 作 製 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 示 す 。
表 24
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【 表 ７ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ９ 】
(実 施 例 10)CG57008-02に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 特 異 性
ELISAプ ロ ト コ ー ル
【 ０ ４ ４ ０ 】
溶 液 調 製 ： コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.1M 炭 酸 塩 、 pH9.5)、 8.4g NaHCO 3 、 3.56g Na 2 CO 3
、 pHを 9.5と し 、 蒸 留 水 を 加 え て 1Lと す る 。
【 ０ ４ ４ １ 】
ア ッ セ イ 希 釈 液 ： Pharmingen #26411E
【 ０ ４ ４ ２ 】
プ ロ ト コ ー ル ：
1)96ウ ェ ル 高 タ ン パ ク 質 結 合 ELISAプ レ ー ト (Corning Costar #3590)を 、 コ ー テ ィ ン グ バ
ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 濃 度 5μ g/mLの CG57008-02タ ン パ ク 質 50μ lを 用 い 、 4℃ で 一 晩 イ ン キ
ュ ベ ー ト し て コ ー テ ィ ン グ す る 。
2)翌 日 、 ウ ェ ル を 200～ 300μ lの PBS中 0.5％ TWEEN-20で 5回 洗 浄 す る 。
3)200μ lの ア ッ セ イ 希 釈 液 を 用 い て 、 プ レ ー ト を 室 温 で 少 な く と も 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ す
る 。
4)CR014抗 体 を 、 ア ッ セ イ 希 釈 液 中 で 最 終 濃 度 7、 15、 31.3、 62.5、 125、 250、 500お よ び 1
000ng/mlと な る よ う 希 釈 す る 。 V5含 有 ペ プ チ ド を ELISAの 陽 性 対 照 と し て 検 出 す る た め に
、 抗 -V5-HRP抗 体 を 1： 1000希 釈 で 用 い た 。
5)ス テ ッ プ 2の よ う に プ レ ー ト を 洗 浄 す る 。
6） 各 抗 体 希 釈 液 50μ lを 適 切 な ウ ェ ル に 加 え 、 室 温 で 少 な く と も 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。
7） ス テ ッ プ 2の よ う に プ レ ー ト を 洗 浄 す る 。
8） 二 次 抗 体 50μ l(1： 1000希 釈 の ヤ ギ 抗 ヒ ト HRP） を 加 え 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。
9） ス テ ッ プ 2の よ う に プ レ ー ト を 洗 浄 す る 。
10） 100μ lの TMB基 質 溶 液 /ウ ェ ル (1:1比 の 溶 液 A+B)(Pharmingen #2642KK)で ア ッ セ イ を 発
現 さ せ る 。
11） 50μ lの 硫 酸 で 反 応 を 停 止 す る 。
12） 450nmで プ レ ー ト を 読 み 取 り 、 550nmで 補 正 す る 。
【 ０ ４ ４ ３ 】
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　 抗 体 の CG57008-02に 対 す る 特 異 性 を 示 す た め に 、 4種 の 抗 体 CR014.1.29、 CR014.2.56.2
、 CR014.2.59.2お よ び CR014.2.45.1な ら び に ア イ ソ タ イ プ 対 応 対 照 mAb PK16.3の 、 CG5700
8-02抗 原 に 対 す る 反 応 性 に 関 し て ELISAを 用 い て 試 験 し た (図 2)。 X軸 は 上 記 の 順 の 抗 体 処
理 を 示 し 、 Y軸 は 光 学 密 度 で あ る 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
　 加 え て 、 観 察 さ れ た 免 疫 反 応 性 が CG57008-02構 築 体 に 加 え ら れ た V5-Hisタ グ に 対 し て 向
け ら れ た も の で あ る 可 能 性 を 除 く た め に 、 同 じ V5-Hisタ グ を 含 む 関 連 の な い タ ン パ ク 質 を
対 照 と し て ア ッ セ イ に 含 め た (図 3)。 こ れ ら の 結 果 は 、 ア ッ セ イ さ れ た 4種 の 抗 体 は 野 生 型
-CG57008-02抗 原 と 特 異 的 に 結 合 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
(実 施 例 11)正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る CG57008発 現 の 免 疫 組 織 化 学 (IHC)解 析
　 正 常 組 織 お よ び 腫 瘍 組 織 に お け る CG57008発 現 の 免 疫 組 織 化 学 (IHC)解 析 を 当 技 術 分 野 で
公 知 の 方 法 に よ り 行 っ た 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
免 疫 組 織 化 学 染 色 プ ロ ト コ ー ル
サ ン プ ル 調 製
1.組 織 を 10%ホ ル マ リ ン 中 、 4℃ で 一 晩 固 定 す る 。
2.固 定 さ れ た 組 織 を パ ラ フ ィ ン 包 埋 す る 。
3.組 織 切 片 を ス ラ イ ド 上 に の せ る 。
4.ス ラ イ ド を 100%ア ル コ ー ル (18:1:1 100%エ タ ノ ー ル :100%メ タ ノ ー ル :100%イ ソ プ ロ パ ノ
ー ル )で の 2分 間 の す す ぎ を 2回 繰 り 返 し 、 次 い で 100%ア ル コ ー ル の 95%溶 液 で 2分 間 の す す
ぎ を 2回 行 う 。
5.100%ア ル コ ー ル の 80%溶 液 中 に ス ラ イ ド を 2分 間 浸 し 、 新 鮮 な 脱 イ オ ン 水 に 数 回 浸 す 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
SDS抗 原 回 収
1.ス ラ イ ド を 表 面 を 上 に し て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ト レ イ 中 に 置 き 、 TBS(100mM Tris pH 7.
4、 138mM NaCl、 27mM KCl)中 1%SDSで 各 切 片 を 覆 う 。
2.室 温 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で TBSで 5分 間 洗 浄 を 3回 繰 り 返 す 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
ブ ロ ッ キ ン グ
1.ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー (使 用 す る 二 次 抗 体 の 宿 主 種 由 来 の 血 清 、 TBSで 1： 10に 希 釈 )を
入 れ た デ ィ ッ シ ュ 中 に ス ラ イ ド を 浸 す 。
2.37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
一 次 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
1.ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た 一 次 CG57008(CR014)抗 体 を 用 い て 組 織 切 片 を 覆 う 。
2.37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
3.TBS中 で 5分 間 の す す ぎ を 2回 行 う 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
二 次 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
1. 製 品 説 明 書 に し た が っ て 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト 二 次 抗
体 で 組 織 切 片 を 覆 う 。
2.37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
3.TBS中 で 5分 間 の す す ぎ を 2回 行 う 。
4.対 比 染 色 お よ び 可 視 化 を 行 う 。
【 ０ ４ ５ １ 】
　 表 26は CG57008 2.59.2 mAbを 用 い て 検 出 さ れ る CG57008-02を 高 度 に 発 現 す る 組 織 を ま と
め た も の で あ る 。 検 体 は 0～ 3の 尺 度 で 類 別 さ れ 、 評 点 1+は 抗 体 と は 無 関 係 の ア イ ソ タ イ プ
対 照 を 用 い て 染 色 さ れ た 対 照 組 織 で 認 め ら れ た 染 色 よ り も 染 色 強 度 が 強 い こ と を 示 す 。 ひ
と つ の 腎 臓 腫 瘍 お よ び 膵 臓 腫 瘍 由 来 の 相 当 す る 組 織 学 的 検 体 を 図 4Aお よ び 4Bに 示 す 。 表 25
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は 、 試 験 し た す べ て の 組 織 と 、 試 験 し た 組 織 の 各 種 類 の 数 お よ び 結 果 を 示 す 。 こ れ ら に 加
え て 、 腎 臓 お よ び 膵 臓 腫 瘍 、 頭 部 お よ び 頸 部 癌 、 卵 巣 癌 、 胃 癌 、 メ ラ ノ ー マ 、 リ ン パ 腫 、
前 立 腺 癌 、 肝 臓 癌 、 乳 癌 、 肺 癌 、 膀 胱 癌 、 結 腸 癌 、 食 道 癌 、 お よ び 脳 癌 の 検 体 、 な ら び に
対 応 す る 正 常 組 織 は 、 2.59.2 mAbを 用 い て 染 色 し た 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
　 全 体 的 に 見 て 、 CG57008抗 原 を 認 識 す る 2.59.2 mAbを 用 い て 染 色 し た 場 合 、 試 験 し た 腎
臓 癌 組 織 サ ン プ ル の 約 18%お よ び 膵 臓 癌 組 織 サ ン プ ル の 6%が 強 陽 性 で あ っ た 。 正 常 組 織 で
の 染 色 は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 CG57008-02が こ れ ら の 組 織 の 癌 の マ ー カ ー で
あ り 、 2.59.2抗 体 は 正 常 組 織 と 癌 を 区 別 す る た め に 使 用 で き る こ と を 示 す 。
【 ０ ４ ５ ３ 】
表 25
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【 表 ８ ０ 】
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【 表 ８ １ 】
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【 表 ８ ２ 】
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【 表 ８ ３ 】
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【 表 ８ ４ 】
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【 表 ８ ５ 】
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【 表 ８ ６ 】
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【 表 ８ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ４ 】
表 26　 腎 臓 お よ び 膵 臓 腫 瘍 に お い て 2.59.2 mAbを 用 い て 検 出 さ れ た CG57008タ ン パ ク 質 の
発 現 の ま と め

10

20

30

(153) JP 2005-535294 A 2005.11.24



【 表 ８ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ５ 】
(実 施 例 12)フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る 膜 結 合 型 CG57008タ ン パ ク 質 の 定 量 化
　 細 胞 膜 結 合 型 CG57008に 対 す る 抗 CG57008抗 体 の 特 異 性 を 示 し 、 治 療 薬 ま た は 診 断 薬 と し
て 使 用 す る の に 好 ま し い 抗 体 を 同 定 す る た め に FACS分 析 を 行 っ た 。 分 析 は 4種 の 腎 臓 癌 細
胞 株 、 ACHN(ATCC#;CRL-1611)、 CAKI-1(ATCC#:HTB-46)、 CAKI-2(ATCC#:HTB-47)お よ び 786-
0(ATCC#:CRL-1932)で 行 っ た 。 CG57008を 発 現 し な い 乳 癌 細 胞 株 BT549を 対 照 と し て 使 用 し
た 。 表 27は 2.59.2お よ び 2.70.2双 方 の 抗 体 が 、 AHCN、 CAKI-1、 CAKI-2お よ び 786-O細 胞 で
発 現 さ れ た CG57008に 特 異 的 に 結 合 す る が 、 BT549細 胞 に は 結 合 し な い こ と を 示 す 。 pK16ア
イ ソ タ イ プ 対 照 、 無 関 係 な 抗 体 に 対 し て 標 準 化 し た Geo平 均 比 に 基 づ け ば 、 ACHN細 胞 の CG5
7008タ ン パ ク 質 の 細 胞 表 面 発 現 は よ り 高 度 で あ る 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
表 27
【 表 ８ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ５ ７ 】
(実 施 例 13)抗 体 媒 介 性 毒 素 殺 作 用
　 Kohls and Lappi, , 28 (1):162-5 (2000)は 、 サ ポ リ ン 毒 素 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 二 次 抗 体 試 薬 と 併 用 し た 場 合 に 、 一 次 抗 体 が 癌 細 胞 死 を 誘 導 で き る か ど う か を 調 べ る
ク ロ ー ン 原 性 ア ッ セ イ に つ い て 記 載 し て い る 。
【 ０ ４ ５ ８ 】
A.ク ロ ー ン 原 性 ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー ル ： 抗 CG57008 mAb媒 介 性 毒 素 殺 作 用
　 ACHNお よ び BT549細 胞 を 、 平 底 組 織 培 養 プ レ ー ト 上 に 3000個 細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で プ レ ー
テ ィ ン グ す る 。 2日 目 ま た は 細 胞 が 約 25%の コ ン フ ル エ ン ス に 達 し た ら 、 100ng/ウ ェ ル の 二
次 mAb-毒 素 (ヤ ギ 抗 ヒ ト IgG-サ ポ リ ン ； Advanced Targeting Systems; HUM-ZAP; cat. # I
T-22)を 加 え た 。 次 い で 所 望 の 濃 度 (通 常 1～ 500ng/ml)の EFGR、 CR014.2.7.2、 CR014.2.59.
2ま た は ア イ ソ タ イ プ 対 照 mAbを 各 ウ ェ ル に 加 え た 。 5日 目 に 、 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 1
50mmの 組 織 培 養 皿 に 移 し て 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト は 毎 日 観 察 し た 。 10～ 12
日 目 に 、 す べ て の プ レ ー ト を ギ ム ザ 染 色 し て プ レ ー ト 上 の コ ロ ニ ー を 計 数 し た 。 コ ロ ニ ー
形 成 率 は 、 150mmの プ レ ー ト に 移 す 前 に 細 胞 を 計 数 し 、 最 終 的 に 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 数
と 比 較 す る こ と に よ り 求 め た 。
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【 ０ ４ ５ ９ 】
　 抗 原 陽 性 ACHNお よ び 抗 原 陰 性 BT549細 胞 株 の 生 存 率 を 、 図 5お よ び 図 6に そ れ ぞ れ 示 す 。
こ の 試 験 に お い て 、 細 胞 障 害 性 化 学 療 法 薬 5-FUを 陽 性 対 照 と し て 使 用 し た と こ ろ 、 ほ ぼ 完
全 な 殺 作 用 を 誘 発 し 、 一 方 サ ポ リ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト -ヤ ギ 抗 ヒ ト 二 次 抗 体 単 独 の 添 加 で は
影 響 は な か っ た 。 両 方 の 細 胞 株 に よ り 発 現 さ れ る EGF受 容 体 に 対 し て 作 製 し た モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 (NeoMakers MS-269-PABX)を 用 い て 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 -サ ポ リ ン コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 特 異 的 殺 作 用 を 調 べ た 。 そ の 結 果 は 、 両 方 の 細 胞 株 は 100ng/mlで EFGR mAb媒 介 性 毒
素 殺 作 用 に 対 し 感 受 性 で あ っ た こ と を 示 す 。 同 用 量 に お い て 、 2.59.2mAbお よ び 2.70.2mAb
両 方 が 90%を 超 え る ACHN細 胞 死 を 誘 発 し 、 こ れ に 対 し BT549に よ る 細 胞 死 は 0%で あ っ た 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
B.ク ロ ー ン 原 性 ア ッ セ イ プ ロ ト コ ー ル ： オ ー リ ス タ チ ン Eコ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 媒 介 性 毒 素
殺 作 用
　 CAKI-1お よ び BT549細 胞 を 、 平 底 組 織 培 養 プ レ ー ト に 3000個 細 胞 /ウ ェ ル の 密 度 で プ レ ー
テ ィ ン グ す る 。 2日 目 ま た は 細 胞 が 約 25%の コ ン フ ル エ ン ス に 達 し た ら 、 EGFR、 CR014.2.7.
2、 CR014.2.59.2ま た は ア イ ソ タ イ プ 対 照 mAb　 (CR011.2.6.2)を 含 む 、 種 々 の 濃 度 (通 常 1
～ 1000ng/ml)の 非 コ ン ジ ュ ゲ ー ト mAbお よ び オ ー リ ス タ チ ン Eコ ン ジ ュ ゲ ー ト mAbを 細 胞 に
加 え た 。 5日 目 に 細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 し 、 150mmの 組 織 培 養 皿 に 移 し て 37℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 プ レ ー ト は 毎 日 観 察 し た 。 10～ 12日 目 に 、 す べ て の プ レ ー ト を ギ ム ザ 染 色 し て
プ レ ー ト 上 の コ ロ ニ ー を 計 数 し た 。 コ ロ ニ ー 形 成 率 は 、 150mmの プ レ ー ト に 移 す 前 に 細 胞
を 計 数 し 、 最 終 的 に 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 数 と 比 較 す る こ と に よ っ て 求 め た 。
【 ０ ４ ６ １ 】
　 抗 原 陽 性 CAKI-1お よ び 抗 原 陰 性 BT549細 胞 株 の 生 存 率 を 、 そ れ ぞ れ 図 17お よ び 図 18に 示
す 。 CR011.2.6.2は ア イ ソ タ イ プ 対 照 と し て 用 い た 。 両 方 の 細 胞 株 に よ り 発 現 さ れ る EGFレ
セ プ タ ー に 対 し て 作 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (NeoMarkers MS-269-PABX)を 用 い て 、 AEコ
ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 に よ り 媒 介 さ れ る 特 異 的 殺 作 用 を 調 べ た 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
　 結 果 は 、 非 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び AEコ ン ジ ュ ゲ ー ト CR011.2.6.2mAbは 、 CAKI-1お よ び BT
549細 胞 両 方 の 増 殖 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た こ と を 示 す 。 し か し 、 両 方 の 細 胞 株 は 、 AE-EG
FR mAb媒 介 性 毒 素 殺 作 用 に 対 し て 用 量 依 存 的 に 感 受 性 で あ っ た 。 最 大 用 量 に お い て は 、 CG
57008 mAb(CR014.2.59.2お よ び 2.70.2)は 両 方 と も 、 そ れ ら の 非 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 対 応 物 と
比 較 し て 90%を 超 え る CAKI-1細 胞 死 を 誘 発 し た 。 そ の 応 答 は 用 量 依 存 的 で あ っ た 。 同 じ 用
量 範 囲 に お い て 、 CR014.2.59.2お よ び 2.70.2mAbは 双 方 と も 、 BT549細 胞 の 生 存 に 影 響 を 及
ぼ さ な か っ た 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
(実 施 例 14)化 学 療 法 お よ び 放 射 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 の 調 製 な ら び に 試 験
　 癌 の 細 胞 障 害 性 化 学 療 法 ま た は 放 射 線 療 法 は 、 そ れ ら が 悪 性 細 胞 に 対 し 選 択 的 で な い た
め に 、 感 受 性 正 常 細 胞 に 対 す る 毒 性 か ら 生 じ る 、 重 篤 な 、 し ば し ば 生 命 に か か わ る 副 作 用
に よ り 制 限 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 そ の 選 択 性 を 改 善 す る 必 要 が あ る 。 1つ の 戦 略 は 、
腫 瘍 関 連 抗 原 を 認 識 す る 抗 体 に 治 療 薬 を 結 合 す る こ と で あ る 。 こ れ に よ り 、 リ ガ ン ド を 標
的 と す る 治 療 薬 に 対 す る 悪 性 細 胞 の 曝 露 が 増 加 し 、 同 一 の 薬 剤 に 対 す る 正 常 細 胞 の 曝 露 が
減 少 す る (Allen, ,2(10):750-63(2002)に 概 説 さ れ て い る )。
【 ０ ４ ６ ４ 】
　 FACSお よ び IHCに よ っ て 、 腫 瘍 細 胞 の 細 胞 膜 で の 特 異 的 発 現 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 C
G57008は 、 こ れ ら の 腫 瘍 関 連 抗 原 の １ つ で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ひ と つ の 実 施 形 態
で は 、 細 胞 障 害 性 化 学 療 法 薬 ま た は 放 射 線 療 法 薬 と 結 合 し た 、 CG57008に 対 し て 向 け ら れ
た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 抗 腫 瘍 治 療 薬 と し て 使 用 す る 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
　 抗 体 の 使 用 目 的 、 す な わ ち 診 断 薬 と し て 、 ま た は 治 療 薬 と し て に 応 じ て 、 当 技 術 分 野 で
は 放 射 性 標 識 が 知 ら れ て お り 、 同 様 の 目 的 で 使 用 さ れ て い る 。 例 え ば 、 臨 床 診 断 で 使 用 さ
れ る 放 射 性 核 種 と し て は 、 I 1 3 1 、 I 1 2 5 、 I 1 2 3 、 Tc 9 9 、 Ga 6 7 な ら び に In 1 1 1 が 挙 げ ら れ る 。
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ま た 、 抗 体 は 標 的 化 免 疫 療 法 で 使 用 す る 可 能 性 に 向 け て さ ま ざ ま な 放 射 性 核 種 で 標 識 さ れ
て い る (Peirersz et al. (1987) The use of monoclonal antibody conjugates for the 
diagnosis and treatment of Cancer. Immunol. Cell Biol65: 111-125)。 こ れ ら の 放 射
性 核 種 と し て は 、 Re 1 8 8 お よ び Re 1 8 6 な ら び に Y 9 0 、 お よ び よ り 少 な い 程 度 で は あ る が 、 Au 1
9 9 お よ び Cu 6 7 が 挙 げ ら れ る 。 I 1 3 1 は ま た 、 治 療 目 的 に も 使 用 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 5,46
0,785号 で は 、 か か る 放 射 線 同 位 体 の リ ス ト が 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　 放 射 線 療 法 用 キ レ ー ト 剤 お よ び キ レ ー ト 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。
例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,831,175号 は 、 多 置 換 ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 キ レ ー ト 剤 お よ
び そ れ を 含 む タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 な ら び に そ れ ら の 調 製 方 法 を 対 象 と し て い る 。
米 国 特 許 第 5,099,069号 、 同 5,246,692号 、 同 5,286,850号 お よ び 同 5,124,471号 は ま た 、 多
置 換 DTPAキ レ ー ト 剤 に 関 す る 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
　 細 胞 障 害 性 化 学 療 法 は 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 同 様 の 目 的 で 使 用 さ れ て い る 。 例 え ば
、 米 国 特 許 第 6,441,163号 は 、 マ イ タ ン シ ノ イ ド と 抗 体 の 細 胞 障 害 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 製
造 方 法 を 記 載 し て い る 。 新 規 チ ュ ー ブ リ ン 重 合 阻 害 剤 で あ る オ ー リ ス タ チ ン PE(auristati
nPE)の 抗 腫 瘍 活 性 も 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る (Mohammad et al., ,15(2):36
7-72(1999))。
【 ０ ４ ６ ８ 】
　 こ れ ら の 化 学 療 法 ま た は 放 射 性 標 識 と 抗 体 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る と 、 CG57008-02
発 現 細 胞 に 対 す る そ の 細 胞 障 害 活 性 を 試 験 す る こ と が で き る 。 か か る 実 験 は 、 MTS、 細 胞
計 数 お よ び ク ロ ー ン 原 性 ア ッ セ イ の よ う な 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い る 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
(実 施 例 15)CD4+T細 胞 で の CG57008-02発 現 の FACS分 析
方 法
　 PBSで 1:1希 釈 し た ヒ ト 血 液 か ら 、 Ficoll上 に の せ 20分 間 遠 心 し て 単 核 細 胞 を 単 離 し た 。
こ の 単 核 細 胞 を PBS-Mgお よ び Caを 用 い て 1000rpmで 2回 洗 浄 し 、 Miltenyiバ ッ フ ァ ー (PBS,0
.5%BSA,5mM EDTA)中 に 約 10 8 個 細 胞 /mlと な る よ う 再 懸 濁 し た 。 CD4 Miltenyiビ ー ズ を 10 7

細 胞 あ た り 20μ l加 え 、 氷 上 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10倍 過 剰 量 の Miltenyiバ ッ フ
ァ ー で 細 胞 を 洗 浄 し た 。 ポ ジ テ ィ ブ VS選 択 カ ラ ム を 3mlの Miltenyiバ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た
。 沈 殿 し た 細 胞 を 1mLの Miltenyiバ ッ フ ァ ー 当 た り 10 8 個 細 胞 で 再 懸 濁 し 、 洗 浄 し た VSカ ラ
ム に ア プ ラ イ し た 。 次 い で こ の カ ラ ム を 3mlの Miltenyiバ ッ フ ァ ー で 3回 洗 浄 し た 。 こ の 後
、 こ の VSカ ラ ム を 磁 場 か ら 離 し 、 5mLの Miltenyiバ ッ フ ァ ー を 用 い て CD4+細 胞 を 溶 出 さ せ
た 。 単 離 さ れ た CD4+リ ン パ 球 を 沈 殿 さ せ 、 DMEM 5% FCS+添 加 剤 (非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 ピ ル ビ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ
シ ン )に 10 6 個 細 胞 /mlと な る よ う 再 懸 濁 し た 。 新 し く 単 離 さ れ た 1× 10 6 個 の 休 止 CD4+T細 胞
を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 用 試 験 管 に 移 し 、 PBS、 1%BSAお よ び 0.05%NaN 3 を 含 む 2ml/試 験 管
の FACS染 色 バ ッ フ ァ ー (FSB)で 洗 浄 し た 。 細 胞 を 遠 沈 し て そ の 上 清 を 除 去 し た 。 細 胞 を FSB
中 20%ヤ ギ 血 清 を 用 い て 氷 上 で 30分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 前 述 の よ う に 細 胞 を 洗 浄 し 、 FSB
(200μ l)中 、 10μ l/mlの 一 次 ヒ ト 抗 CG57008-02mAbま た は 対 照 PK16.3mAbと と も に 、 氷 上 で
45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い で 洗 浄 し た 。 二 次 ヤ ギ 抗 ヒ ト PEコ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 を 1： 5
0希 釈 の 割 合 で 、 暗 所 、 氷 上 で 45分 間 加 え 、 1%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む 500μ lの PBSで 洗 浄
、 再 懸 濁 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 が 行 わ れ る ま で 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
　 FACS分 析 を 実 施 し て 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス 休 止 CD4+細 胞 な ら び に ヒ ト 活 性 化 お よ び ヒ ト 極
性 化 CD4+T細 胞 で 5種 の 抗 CG57008-02抗 体 (2.59.2,1.29,2.70.2,2.56.2,2.45.1)を 用 い て 検
出 さ れ る CG57008-2タ ン パ ク 質 発 現 を 調 べ た 。 こ れ ら の 分 析 か ら 、 新 し く 単 離 さ れ た 休 止
ヒ ト CD4+T細 胞 は CG57008-02を 発 現 し な い が 、 極 性 化 ヒ ト Th2お よ び Th1細 胞 の 主 要 画 分 は C
G57008-02を 発 現 す る (表 28参 照 )こ と が 示 さ れ た 。 表 29は 、 T細 胞 の 5日 間 の 連 続 刺 激 に わ
た っ て 、 2.70.2抗 体 に よ り 測 定 さ れ る CG57008発 現 が 、 対 照 PK16.3抗 体 と 比 較 す る と 増 加
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す る こ と を 示 す 。 さ ら に 、 マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ イ ナ ー ゼ 阻 害 剤 (MMPI)の 添 加 は 、 CG
57008発 現 の 測 定 可 能 な 増 加 を も た ら さ ず 、 こ れ ら の 実 験 条 件 下 で は そ の 受 容 体 が T細 胞 か
ら 取 り 除 か れ な い こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 CG57008タ ン パ ク 質 お よ び 特 異 的 抗 体 結 合 は
、 活 性 化 Tｈ 1お よ び Th2細 胞 に 特 異 的 な も の で あ り 、 言 い 換 え れ ば 炎 症 性 反 応 、 具 体 的 に
は 、 喘 息 の 特 徴 で あ る 。
【 ０ ４ ７ １ 】
表 28　 5種 の 抗 cG57008-02抗 体 を 用 い る ヒ ト CD4+Th2細 胞 で の CG57008-02タ ン パ ク 質 の 発 現
の FACS分 析 。 実 験 は 左 側 の 列 に 記 載 さ れ て お り 、 標 識 抗 体 は 最 上 行 に 明 記 さ れ て い る 。 デ
ー タ は 蛍 光 強 度 の 幾 何 平 均 と し て 報 告 す る 。
【 表 ９ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ７ ２ 】
表 29　 CG57008を 発 現 す る 、 活 性 化 さ れ た T細 胞 の パ ー セ ン ト
【 表 ９ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(実 施 例 16)サ イ ト カ イ ン ア ッ セ イ
　 活 性 化 Th１ お よ び Th2細 胞 に よ る IL-4、 IL-5、 IL-10、 IL-13お よ び IFNγ 産 生 レ ベ ル を 、
標 準 ELISAプ ロ ト コ ー ル を 用 い 、 培 養 上 清 で 抗 CG57008-02抗 体 を 用 い て 測 定 し た 。 抗 CG570
08-02抗 体 で 処 理 し た Th1ま た は Th2細 胞 に よ る サ イ ト カ イ ン 産 生 を 、 対 照 PK16.3抗 体 で 処
理 し た Th1ま た は Th2細 胞 と 比 較 し た 。 さ ら に 、 以 下 の サ ン プ ル を 、 内 部 対 照 と し て 平 行 し
て 実 施 し た :i)同 時 刺 激 が な い た め に サ イ ト カ イ ン 産 生 は 予 想 さ れ な い 、 抗 CD3処 理 Th1ま
た は Th2細 胞 、 ii)検 出 可 能 な サ イ ト カ イ ン 産 生 を 示 す と 予 想 さ れ る 、 抗 CD3/抗 CD28刺 激 Th
1ま た は Th2細 胞 、 iii)未 処 理 Th1ま た は Th2細 胞 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
　 CD4+T細 胞 を 、 実 施 例 15に 記 載 し た よ う に 単 離 し た 。 次 い で 、 単 離 し た CD4+リ ン パ 球 を
沈 降 さ せ 、 DMEM5%FCSお よ び 添 加 剤 (非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 メ ル カ プ ト
エ タ ノ ー ル 、 グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン )に 10 6 個 細 胞 /mlで 再 懸
濁 し た 。 フ ァ ル コ ン 6ウ ェ ル 非 組 織 培 養 処 理 プ レ ー ト を 、 抗 CD3(2μ g/ml)お よ び 抗 CD28(10
μ g/ml)(ダ ル ベ ッ コ PBS中 合 計 600μ )を 用 い て ４ ℃ で 一 晩 プ レ コ ー テ ィ ン グ し た 。 こ の プ
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レ ー ト を PBSで 洗 浄 し 、 CD4+リ ン パ 球 を 、 500,000個 細 胞 /mlで Th2培 地 :DMEM+10%FCSお よ び
サ プ リ メ ン ト お よ び IL-2 5ng/ml、 IL-4 5ng/ml、 抗 IFNγ 5ng/mlに 懸 濁 し 、 細 胞 を 、 5μ g/
mlの CG57008を 認 識 す る Mabま た は ア イ ソ タ イ プ 対 応 負 対 照 mAb PK16.3の 存 在 下 、 37℃ お よ
び 5％ CO2で 4～ 6日 間 刺 激 し た 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
　 も う 1つ の セ ッ ト の 実 験 で は 、 CD4+リ ン パ 球 を 、 500,000個 細 胞 /mlで Th1培 地 :DMEM+10%F
CSお よ び サ プ リ メ ン ト お よ び IL-2 5ng/ml、 IL12 5ng/ml、 抗 IL-45μ g/mlに 懸 濁 し 、 5μ g/
mlの CR014ま た は ア イ ソ タ イ プ 対 応 対 照 mAb PK16.3の 存 在 下 、 37℃ お よ び 5％ CO2で 4～ 6日
間 刺 激 し た 。 細 胞 を DMEMで 2回 洗 浄 し 、 5μ g/mlの CR014ま た は 対 照 PK16.3 mAbの 存 在 下 、 D
MEM、 10%FCSお よ び サ プ リ メ ン ト お よ び 2ng/ml IL-2に 再 懸 濁 し (500,000個 /ml)、 37℃ お よ
び 5％ CO2で 4～ 6日 間 培 養 し た (休 止 さ せ た )。 活 性 化 お よ び 休 止 方 法 を 、 FASに よ る ア ポ ト
ー シ ス を 防 ぐ た め に 抗 CD95Lを 加 え て 、 前 述 の よ う に 少 な く と も も う 一 度 反 復 し た 。 500ng
/mLの 抗 CD3mAbお よ び 同 時 刺 激 分 子 55790(B7H2、 5μ g/ml)で プ レ コ ー テ ィ ン グ し た 非 組 織
培 養 処 理 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 ウ ェ ル 当 た り 100μ lの CR014処 理 Th1ま た は Th2(200,000個 細
胞 )を 加 え た 。 3日 培 養 し た 後 、 上 清 を 回 収 し 、 Tl-4、 Il-5、 IL-10、 Il-13お よ び IFNγ レ
ベ ル を ELISA(Pharmingen, San Diego, CA or R&D Systems, Minneapolis, MN)に よ っ て 測
定 し た 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
　 以 下 に 示 し た よ う に 、 抗 CG57008-02は 、 Th1お よ び Th2細 胞 に よ る 調 べ た サ イ ト カ イ ン の
放 出 を 大 幅 に 阻 害 し た (図 7～ 16参 照 )。 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 阻 害 が 有 意 で あ る (p=.02～ .00
8)結 果 が 、 棒 グ ラ フ 上 に ア ス タ リ ス ク で 印 が つ い て い る 。
【 ０ ４ ７ ６ 】
　 表 30お よ び 表 31に は 、 図 7～ 図 16に 示 さ れ る 棒 グ ラ フ が ま と め ら れ て い る 。 異 な る ド ナ
ー を 用 い た 複 数 の 実 験 か ら 得 ら れ た Th2サ イ ト カ イ ン 阻 害 デ ー タ の ま と め が 表 32に 示 さ れ
て い る 。 各 実 験 で は 、 2人 の 独 立 し た ド ナ ー 由 来 の 全 血 サ ン プ ル か ら 単 離 し た 、 精 製 し た C
D4+細 胞 を 用 い た 。 サ イ ト カ イ ン 産 生 は 、 対 照 PK16.3mAbを 用 い て 検 出 し た サ イ ト カ イ ン 産
生 の パ ー セ ン ト と し て 報 告 す る 。 各 実 験 に 用 い た mAbは 下 端 の 行 に 沿 っ て 明 記 さ れ て い る
。 以 下 の 表 32で は 、 有 意 な サ イ ト カ イ ン 阻 害 を 報 告 す る 結 果 に は 下 線 が 引 か れ て お り 、 「
ND」 は 、 実 験 を 行 わ な か っ た こ と を 示 す 。 こ れ ら の 結 果 は ド ナ ー 依 存 的 可 変 性 を 反 映 し な
い が 、 mAb2.59.2お よ び 1.29が 、 1種 以 上 の Th2サ イ ト カ イ ン を 再 現 性 よ く ブ ロ ッ ク す る こ
と を 示 す 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
表 30　 2人 の 独 立 し た ヒ ト ド ナ ー に お い て 、 抗 CG57008抗 体 を 用 い た CD4+Th1細 胞 に お け る
サ イ ト カ イ ン 阻 害 。 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 有 意 な 阻 害 を 実 証 す る 実 験 に は ア ス タ リ ス ク で 印
が つ い て い る 。 * P=0.01～ 0.05、 * * P=0.005～ 0.009、 * * * P=0.001～ 0.004
【 表 ９ ２ 】
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【 ０ ４ ７ ８ 】
表 31　 2人 の 独 立 し た ヒ ト ド ナ ー に お い て 、 抗 CG57008抗 体 を 用 い た CD4+Th2細 胞 に お け る
サ イ ト カ イ ン 阻 害 。 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 有 意 な 阻 害 を 実 証 す る 実 験 に は ア ス タ リ ス ク で 印
が つ い て い る 。 * P=0.01～ 0.05、 * * P=0.005～ 0.009、 * * * P=0.001～ 0.004
【 表 ９ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ４ ７ ９ 】
表 32　 5人 の 独 立 し た ヒ ト ド ナ ー 群 に お い て mAb2.59.2お よ び 1.29を 用 い る サ イ ト カ イ ン 阻
害 の ま と め 。 対 照 PK16.3抗 体 を 用 い て 見 ら れ る も の の 50%よ り も 大 き な 阻 害 を 報 告 す る 実
験 の 結 果 に は 下 線 が 引 い て あ る 。
【 表 ９ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ８ ０ 】
(実 施 例 17)CR014動 物 実 験
炎 症 用 ：
FITC接 触 過 敏 症 :フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)を 、 接 触 感 作 物 質 と し て 用
い る Th2モ デ ル
　 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 ヒ ト )は 、 そ れ に 対 す る 事 前 の 免 疫 を 有 す る 抗 原
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で の 局 所 曝 露 に 対 し て 「 接 触 過 敏 症 」 (CS)応 答 と 呼 ば れ る も の を 発 生 す る こ と が あ る 。 CS
に は 2つ の 基 本 型 が あ り 、 一 方 は CD8T細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ (TNCB、 DNFB接 触 過 敏 症 、 ツ タ
ウ ル シ 曝 露 )、 も う 一 方 は 、 Il-4分 泌 性 CD4T細 胞 が 、 抗 原 曝 露 部 位 へ 好 酸 球 を 補 充 す る 一
因 と な る 。 応 答 に は 、 T細 胞 /抗 原 定 時 細 胞 相 互 作 用 、 IL-4な ど の 「 Th2」 サ イ ト カ イ ン の
産 生 お よ び 好 酸 球 の 補 充 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ４ ８ １ 】
　 マ ウ ス 系 統 :ど の よ う な マ ウ ス 系 統 を 用 い て も よ い が 、 本 ア ッ セ イ は 、 BALB/cマ ウ ス 、
雄 ま た は 雌 、 6～ 8週 齢 (20と 35グ ラ ム の 間 の 体 重 )で 最 良 に 働 く 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
　 皮 膚 感 作 :皮 膚 感 作 に は 、 マ ウ ス の 腹 部 を 剪 毛 し て 皮 膚 を 露 出 さ せ 、 次 い で 10ulの 接 触
感 作 物 質 (ア セ ト ン &ジ ブ チ ル フ タ レ ー ト に 溶 か し た FITC)を 塗 布 す る 。
【 ０ ４ ８ ３ 】
　 耳 の 測 定 :5～ 6日 後 、 マ ウ ス に ペ ン タ バ ル ビ ト ー ル ナ ト リ ウ ム (pentabarbiol sodium)水
溶 液 (60mg/kg体 重 )の 腹 腔 内 注 射 で 麻 酔 す る 。 熟 練 者 は 通 常 イ ソ フ ル ラ ン で 作 業 す る が 、
耳 の 厚 み を 測 定 し 、 耳 に 接 触 感 作 物 質 を 「 塗 布 」 す る の に 時 間 が 必 要 な た め に 、 比 較 的 持
続 性 の 麻 酔 薬 が 必 要 で あ る 。 「 チ ャ レ ン ジ 前 」 の 耳 厚 測 定 は 、 ダ イ ア ル 式 厚 さ 計 (例 え ば
、 エ ン ジ ニ ア 用 マ イ ク ロ メ ー タ ー )測 定 を 用 い て 10 - 4 イ ン チ の 単 位 で 行 う 。
　 抗 原 チ ャ レ ン ジ :マ ウ ス が ま だ 麻 酔 下 に あ る 間 に 、 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス お よ び 対 照 マ ウ
ス の 耳 の 背 面 に 適 当 な 希 釈 剤 に 溶 か し た FITC(0.5%)を 塗 布 す る 。 24時 間 後 、 「 チ ャ レ ン ジ
後 」 耳 厚 測 定 を 行 う 。 耳 厚 の 24時 間 の 変 化 は 、 抗 原 特 異 的 炎 症 応 答 と 比 例 す る 。 耳 測 定 の
直 後 に 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 前 述 の よ う に 分 析 を 実 施 す る 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
　 Th2/好 酸 球 増 加 症 測 定 :チ ャ レ ン ジ の 24時 間 後 、 マ ウ ス を イ ソ フ ル ラ ン で 麻 酔 し 、 前 述
の よ う に 「 チ ャ レ ン ジ 後 」 耳 厚 測 定 を 行 う 。 耳 厚 の 24時 間 の 変 化 は 、 抗 原 特 異 的 炎 症 応 答
の 大 き さ と 比 例 す る 。 耳 測 定 の 直 後 に 、 マ ウ ス を CO2吸 入 に よ っ て 屠 殺 し 、 病 理 組 織 分 析
の た め に そ の 耳 を 回 収 す る 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
　 マ ウ ス オ ボ ア ル ブ ミ ン (OVA)喘 息 :肺 に お け る 好 酸 球 流 入 を 誘 導 す る た め に オ ボ ア ル ブ ミ
ン を 用 い る Th2モ デ ル :動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 ヒ ト )は 、 肺 に 対 す る 反 復 さ
れ た 抗 原 曝 露 に 応 じ て 喘 息 を 発 生 す る こ と が あ る 。 通 常 、 マ ウ ス に お い て 好 酸 球 流 入 お よ
び 気 道 反 応 性 亢 進 を 誘 導 す る た め に は 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン が 用 い ら れ て い る 。 こ の 応 答 に は
、 T細 胞 /抗 原 提 示 細 胞 相 互 作 用 、 Il-4な ど の 「 Th2」 サ イ ト カ イ ン の 産 生 、 IgE産 生 、 好 酸
球 の 補 充 お よ び 肥 満 細 胞 脱 顆 粒 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
　 マ ウ ス 系 統 :い く つ か の マ ウ ス 系 統 が 使 用 さ れ て い る 。 よ り 良 い 気 道 応 答 を 示 す 系 統 が
あ り 、 よ り 良 い IgEを 示 す 他 の も の が あ り 、 気 管 支 肺 胞 洗 浄 液 (BAL)ま た は 血 清 に お い て よ
り 明 ら か な サ イ ト カ イ ン 応 答 を 示 す 他 の も の が あ る 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
　 喘 息 誘 導 :0日 目 お よ び 5日 目 に マ ウ ス を ミ ョ ウ バ ン (2mg)中 OVA腹 腔 内 (8ug)を 用 い て 免 疫
化 す る 。 12日 目 に 、 エ ア ゾ ー ル チ ャ ン バ ー を 用 い て 、 動 物 に 、 OVA(PBS中 0.5%)を 用 い る １
時 間 の エ ア ゾ ー ル チ ャ レ ン ジ を ２ 回 与 え る 。 対 照 動 物 に は PBSエ ア ゾ ー ル を 与 え る 。 動 物
の 半 分 を 、 14日 目 に 肺 機 能 (気 道 反 応 性 亢 進 )に つ い て 調 べ 、 も う 半 分 は 、 15日 目 に BAL中
の 細 胞 種 お よ び 細 胞 数 に つ い て 調 べ る 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
　 肺 機 能 評 価 :麻 酔 さ れ 、 人 工 呼 吸 さ れ た マ ウ ス に 、 頸 静 脈 を 通 し て 投 与 し た メ タ コ リ ン
に 応 じ た 、 肺 コ ン ダ ク タ ン ス (GL)お よ び 肺 ダ イ ナ ミ ッ ク コ ン プ ラ イ ア ン ス (Cdyn)変 化 を 、
全 身 プ レ チ ス モ グ ラ フ で 測 定 す る 。 8～ 10回 の 連 続 呼 吸 か ら の ア ウ ト プ ッ ト シ グ ナ ル を 、
コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い る 相 互 相 関 法 を 用 い て 分 析 す る 。 各 投 与 に 対 す る GLお よ び Gdynピ ー
ク 応 答 は 、 そ の 投 与 前 の ベ ー ス ラ イ ン 値 の パ ー セ ン テ ー ジ と し て 表 さ れ る 。
【 ０ ４ ８ ９ 】

10

20

30

40

50

(160) JP 2005-535294 A 2005.11.24



　 BAL評 価 :深 く 麻 酔 し 、 屠 殺 す る た め に 、 動 物 に 、 ト リ ブ ロ モ エ タ ノ ー ル 溶 液 を 腹 腔 内 注
射 す る 。 開 胸 後 、 各 動 物 の 気 管 に カ ニ ュ ー レ 処 置 を し 、 0.5mlの PBSバ ッ フ ァ ー 12を 用 い て
気 管 支 肺 胞 洗 浄 (BAL)を 2回 行 う 。 回 収 し た 容 量 を 遠 心 分 離 し 、 上 清 を -70℃ で 凍 結 す る 。
細 胞 内 容 物 を PBSに 再 懸 濁 し 、 細 胞 を 血 球 計 数 器 を 用 い る ア リ コ ー ト の 定 量 化 に よ っ て 計
数 す る 。 Diff-Quik(Baxter)染 色 し た 細 胞 遠 心 分 離 し た BAL液 か ら 白 血 球 の 差 を 求 め 、 絶 対
好 酸 球 数 を 白 血 球 数 お よ び 好 酸 球 画 分 の 結 果 と し て 導 く 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
　 そ の 他 の 評 価 :こ の モ デ ル で 調 べ る こ と が で き る そ の 他 の パ ラ メ ー タ と し て は 、 1)全 血
清 ま た は BAL IgE、 2)OVA特 異 的 血 清 ま た は BAL IgEお よ び 3)血 清 ま た は BALサ イ ト カ イ ン が
あ る 。
【 ０ ４ ９ １ 】
マ ウ ス 耳 膨 張 DTH:鶏 卵 リ ゾ チ ー ム (HEL)、 オ ボ ア ル ブ ミ ン (OVA)ま た は ニ ワ ト リ γ グ ロ ブ リ
ン な ど の 抗 原 を 用 い る Th1モ デ ル
　 Th1「 ツ ベ ル ク リ ン 型 」 DTH:動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 サ ル 、 ヒ ト )は 、 そ れ に 対
す る 事 前 免 疫 を 有 す る 抗 原 に 対 す る 皮 内 ま た は 皮 下 曝 露 に 応 じ て 「 遅 延 型 過 敏 症 」 (DTH)
応 答 と 呼 ば れ る も の を 発 生 す る 。 DTHに は 、 2つ の 基 本 型 が あ り 、 一 方 は CD8T細 胞 に よ っ て
媒 介 さ れ (接 触 過 敏 症 、 ツ タ ウ ル シ 曝 露 )お よ び も う 一 方 は 、 抗 原 曝 露 部 位 へ マ ク ロ フ ァ ー
ジ を 補 充 す る IFN-γ -分 泌 性 CD4T細 胞 (Th1)に よ っ て も た ら さ れ る 。 後 者 は 、 ツ ベ ル ク リ ン
型 DTHと 呼 ば れ て お り 、 24～ 48時 間 で 特 徴 的 な 遅 延 型 炎 症 発 生 を 示 す 。 応 答 に は 、 T細 胞 /
抗 原 定 時 細 胞 相 互 作 用 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 補 充 を 担 う 、 IFN-γ な ど の 「 Th1」 サ イ ト カ イ
ン お よ び ケ モ カ イ ン の 産 生 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ４ ９ ２ 】
　 マ ウ ス 系 統 :ど ん な マ ウ ス 系 統 を 用 い て も 良 い が 、 ほ と ん ど の 研 究 は 、 BALB/cお よ び C57
BL/6マ ウ ス 、 雄 ま た は 雌 、 6～ 8週 齢 (20と 35グ ラ ム の 間 の 体 重 )を 用 い て 行 わ れ て い る 。
【 ０ ４ ９ ３ 】
　 抗 原 免 疫 化 :マ ウ ス を 、 尾 の 基 部 に 皮 下 投 与 し た 、 100ulの CFAに 溶 か し た HEL、 OVAま た
は ニ ワ ト リ γ グ ロ ブ リ ン (100ug/マ ウ ス )で 免 疫 化 す る 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
　 耳 測 定 お よ び チ ャ レ ン ジ :7～ 10日 後 、 マ ウ ス に 、 ペ ン タ バ ル ビ ト ー ル ナ ト リ ウ ム 水 溶 液
(60mg/kg体 重 )の 腹 腔 内 注 射 で 麻 酔 を す る 。 熟 練 者 は 通 常 イ ソ フ ル ラ ン で 作 業 で き る が 、
耳 の 厚 み を 測 定 し 、 耳 に 注 射 す る の に 時 間 が 必 要 な た め に 、 比 較 的 持 続 性 の 麻 酔 が 必 要 で
あ る 。 「 チ ャ レ ン ジ 前 」 耳 厚 測 定 を 、 ダ イ ア ル 式 厚 さ 計 (例 え ば 、 エ ン ジ ニ ア 用 マ イ ク ロ
メ ー タ ー )測 定 を 用 い て 10 - 4 イ ン チ の 単 位 で 行 う 。 行 う 。 耳 当 た り 3回 の 迅 速 な 読 取 (邪 魔
に な ら な い よ う お く れ 毛 が 動 く こ と に 注 意 し な が ら )を 行 い 、 平 均 を と る 。 マ ウ ス が ま だ
麻 酔 下 に あ る 間 に 、 免 疫 化 さ れ た マ ウ ス お よ び 対 照 マ ウ ス の 耳 の 背 面 に 、 ツ ベ ル ク リ ン シ
リ ン ジ お よ び 30gニ ー ド ル を 用 い て 、 抗 原 (10ulの PBSに 溶 か し た 、 40ugの HELま た は 10ugの
OVAま た は 10ugの ニ ワ ト リ γ グ ロ ブ リ ン )を 皮 下 注 射 す る 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
　 DTH測 定 :チ ャ レ ン ジ の 24時 間 後 、 マ ウ ス に イ ソ フ ル ラ ン で 麻 酔 し 、 「 チ ャ レ ン ジ 後 」 耳
厚 測 定 を 前 述 の よ う に 行 う 。 耳 厚 の 24時 間 の 変 化 は 、 抗 原 特 異 的 炎 症 応 答 の 大 き さ と 比 例
す る 。 耳 測 定 の 直 後 に 、 マ ウ ス を CO2吸 入 に よ っ て 屠 殺 し 、 病 死 組 織 分 析 の た め に そ の 耳
を 回 収 す る 。
腎 臓 癌 用 :ヌ ー ド マ ウ ス に お け る 、 786-0ヒ ト 腎 細 胞 癌 異 種 移 植 片 に 対 す る CR014オ ー リ ス
タ チ ン Eコ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 の 効 力 評 価
　 本 研 究 の 目 的 は 、 胸 腺 欠 損 (ヌ ー ド )マ ウ ス に お い て 異 種 移 植 片 と し て 増 殖 し た ヒ ト 腎 細
胞 癌 (786-0)に 対 す る CR014の 抗 腫 瘍 効 力 を 評 価 す る こ と で あ る 。
試 験 系
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【 ０ ４ ９ ６ 】
動 物 の 住 居 お よ び 環 境
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試 験 品 /ビ ヒ ク ル 混 合 物
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試 験 品 の 投 与
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ７ 】
実 験 計 画
　 順 化 期 間 後 、 マ ウ ス に 0.20mLの 血 清 不 含 培 地 の 容 量 の 総 計 5× 10 6 個 の 786-0腎 細 胞 癌 細
胞 を 皮 下 移 植 す る 。 動 物 を ラ ン ダ ム 化 し 、 個 別 に 特 定 す る 。 腫 瘍 が 150mm 3 の 容 積 に 到 達 し
た 後 、 CR014で の 処 理 を 開 始 す る 。 CR014を 、 表 33の 用 量 お よ び ス ケ ジ ュ ー ル で 静 脈 内 投 与
す る 。 マ ウ ス は 、 研 究 期 間 を 通 じ て 病 的 状 態 お よ び 死 亡 数 に つ い て 毎 日 観 察 し 、 腫 瘍 お よ
び 体 重 を 、 週 に 2回 記 録 す る 。 研 究 設 計 を 表 33に 示 し 、 研 究 ス ケ ジ ュ ー ル を 表 34に 示 す 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
表 33　 研 究 設 計
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【 表 ９ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ９ ９ 】
*現 在 、 腎 細 胞 癌 の た め の 唯 一 の FDA認 可 薬 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン α お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン
-2で あ り 、 双 方 と も 15％ の 目 的 応 答 し か 生 じ ず 、 持 続 性 の あ る 応 答 は 極 め て 低 率 で あ る (<
5%)。 (NCI医 師 デ ー タ ク エ リ ー )。 し た が っ て 、 異 種 移 植 片 モ デ ル に お け る 腎 細 胞 癌 の 有 効
な 陽 性 対 照 は な い 。 こ の 研 究 設 計 で は 参 照 薬 剤 と し て 薬 物 パ ク リ タ キ セ ル を 陽 性 対 照 と 置
き 換 え た 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
【 表 ９ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ５ ０ １ 】
　 腫 瘍 移 植 :腫 瘍 細 胞 を コ ン フ ル エ ン ト 以 下 の 指 数 増 殖 し て い る 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る
。 細 胞 を 計 数 し 、 ト リ パ ン ブ ル ー を 用 い て 生 存 力 に つ い て 評 価 し 、 そ の 後 、 血 清 不 含 培 地
に 懸 濁 す る 。 0.20mLの 容 積 の 合 計 5× 10 6 個 細 胞 を 、 マ ウ ス の 脇 腹 に 皮 下 移 植 す る 。 こ の 研
究 に は 、 腫 瘍 の 速 度 を 高 め る た め の マ ト リ ゲ ル (matrigel)は 用 い な い 。
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【 ０ ５ ０ ２ 】
　 腫 瘍 測 定 お よ び 容 積 測 定 :ノ ギ ス を 用 い て 、 週 に 3回 、 腫 瘍 増 殖 を 測 定 し 、 記 録 す る 。 各
腫 瘍 の 長 さ お よ び 幅 を 測 定 す る 。 腫 瘍 重 量 は 以 下 の 式 を 用 い て 求 め る :
　 腫 瘍 重 量 (mg)=
　 　 　 　 　 　 　 　 　 2
【 ０ ５ ０ ３ 】
　 臨 床 観 察 /サ イ ン :動 物 は 、 有 意 な 臨 床 サ イ ン 、 病 的 状 態 、 死 亡 数 に つ い て 毎 日 観 察 す る
。
【 ０ ５ ０ ４ 】
　 死 亡 し た か 、 瀕 死 と 見 ら れ る 動 物 :研 究 の い ず れ の 群 に つ い て も 、 動 物 死 亡 数 の パ ー セ
ン テ ー ジ お よ び 死 亡 ま で の 時 間 を 記 録 す る 。 マ ウ ス は 、 以 下 の 基 準 の う ち の 1以 上 に 一 致
す る 場 合 に 、 瀕 死 お よ び 犠 牲 に な っ た と 定 義 す る こ と が で き る :
　 1)2週 間 で の 体 重 の 20%以 上 の 喪 失 。
　 2)摂 食 、 飲 む こ と な ど の 移 動 性 お よ び 排 尿 ま た は 排 便 す る 能 力 な ど の 正 常 な 生 理 学 的 機
能 を 阻 害 す る 腫 瘍 。
　 3)ノ ギ ス で 測 定 し た 最 大 容 積 が 2000mgを 超 え る 腫 瘍 。
　 4)潰 瘍 性 腫 瘍 、 ま た は 出 血 す る か 浸 出 物 を 生 じ る 腫 瘍 。
　 5)体 重 喪 失 を も た ら す 長 期 の 下 痢 。
　 6)持 続 性 に ゼ イ ゼ イ 息 を す る こ と お よ び 呼 吸 困 窮 。
【 ０ ５ ０ ５ 】
　 ま た 、 動 物 は 、 衰 弱 、 丸 ま っ た 姿 勢 、 麻 痺 /不 全 麻 痺 、 膨 張 し た 腹 部 、 潰 瘍 形 成 、 膿 瘍
、 発 作 お よ び /ま た は 出 血 な ど の 臨 床 観 察 結 果 に よ っ て 定 義 さ れ る よ う な 、 長 期 の ま た は
過 剰 な 痛 み ま た は 苦 し み が あ る 場 合 に 、 瀕 死 で あ る と 考 え る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ０ ６ 】
　 統 計 (TGI):変 化 の 一 方 向 解 析 (ANOVA)お よ び マ ン -ホ イ ッ ト ニ ー U検 定 (そ れ ぞ れ 、 平 均 お
よ び 中 央 値 を 解 析 す る )を 用 い て 、 TGI%算 出 日 に 平 均 群 腫 瘍 重 量 間 の 何 ら か の 相 違 の 統 計
的 有 意 差 を 求 め た 。 不 十 分 な 大 き さ の 群 に は 、 ダ ン ネ ッ ト (Dunnett)検 定 を 適 用 し 、 不 十
分 な 変 化 の 集 団 を 比 較 す る 場 合 に は 、 ウ ェ ル チ 補 正 を 適 用 し た 。 す べ て の 統 計 解 析 は 、 0.
05の α レ ベ ル (両 側 )で 実 施 し た 。 す べ て の 統 計 解 析 お よ び 図 表 示 に 、 プ リ ズ ム (Prism)(Gr
aphPad)バ ー ジ ョ ン 3.0を 用 い た 。
【 ０ ５ ０ ７ 】
統 計 (TGD):ロ グ ラ ン ク (logrank)検 定 を 用 い て 、 処 理 群 と 対 照 群 間 の 生 存 実 験 全 体 の 相 違
を 比 較 し た 。 統 計 解 析 は 0.05の α レ ベ ル (両 側 )で 実 施 し た 。 す べ て の 統 計 解 析 お よ び 図 表
示 に 、 プ リ ズ ム (GraphPad)バ ー ジ ョ ン 3を 用 い た 。
【 ０ ５ ０ ８ 】
　 1.腫 瘍 容 積 、 倍 増 速 度 お よ び 腫 瘍 増 殖 遅 延 。
　 2.500、 1000、 1500お よ び 2000mm 3 で の 腫 瘍 増 殖 遅 延 。
　 3.処 置 群 の パ ー セ ン ト 体 重 変 化 を 含 む 動 物 体 重 チ ャ ー ト 。
【 ０ ５ ０ ９ 】
最 終 報 告 :最 終 報 告 は 、 方 法 お よ び 生 デ ー タ の ま と め 、 な ら び に 腫 瘍 の 大 き さ 、 腫 瘍 重 量
、 腫 瘍 増 殖 速 度 /細 胞 株 /性 別 、 腫 瘍 増 殖 点 、 動 物 体 重 、 死 亡 率 パ ー セ ン テ ー ジ 、 死 亡 ま で
の 時 間 お よ び 臨 床 観 察 の 結 果 を 含 む 。
【 ０ ５ １ ０ 】
　 そ の 他 の 実 施 形 態
　 特 定 の 実 施 形 態 が 本 明 細 書 中 で 詳 細 に 開 示 さ れ て い る が 、 こ れ は 単 に 例 示 目 的 の た め の
例 と し て な さ れ る も の で あ り 、 以 下 に 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に つ い て 限 定 し よ う と す る も
の で は な い 。 詳 し く は 、 特 許 請 求 の 範 囲 で 定 義 さ れ る 本 発 明 の 趣 旨 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す
る こ と な く 、 本 発 明 に 種 々 の 置 換 、 変 更 、 改 変 が な さ れ 得 る こ と を 発 明 者 ら は 考 慮 し て い
る 。 そ の 他 の 態 様 、 利 点 、 改 変 は 以 下 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に あ る と 考 え ら れ る 。 示 し た 特
許 請 求 の 範 囲 は 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ た 発 明 を 代 表 す る も の で あ る 。 別 の 、 特 許 請 求 さ れ
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て い な い 発 明 も 考 慮 さ れ る 。 出 願 人 ら は 、 後 の 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て か か る 発 明 を 追 求
す る 権 利 を 留 保 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ５ １ １ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 CG51373 (ネ フ リ ン １ 様 )、 お よ び LOC155465を 含 む 、 CG57008-02 (HAVCR
-1)と 相 互 作 用 す る タ ン パ ク 質 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 抗 体 CR014.1.29、 CR04.2.56.2、 CR014.2.59.2、 お よ び CR014.2.45.1の
、 CG57008-02に 対 す る ELISAア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 抗 体 CR014.1.29、 CR04.2.56.2、 CR014.2.59.2、 お よ び CR014.2.45.1の
、 無 関 係 な タ ン パ ク 質 に 対 す る ELISAア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ Ａ お よ び ４ Ｂ は 、 抗 CG57008 2.59.2モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で の 腎 細 胞 癌 （ 左 ）
お よ び 膵 臓 癌 （ 右 ） の 染 色 を 示 す 写 真 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 ACHN腎 臓 癌 細 胞 株 に お け る 毒 素 殺 作 用 を 介 し た 抗 CG57008モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 の ク ロ ー ン 原 性 ア ッ セ イ （ Clonogenic Assay） 結 果 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 BT549乳 癌 細 胞 株 に お け る 毒 素 殺 作 用 を 介 し た 抗 CG57008モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 の ク ロ ー ン 原 性 ア ッ セ イ 結 果 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2、 2.56.2お よ び 2.45.1が 、 対 照 PK16.3 mAbと
比 べ て Th1細 胞 か ら の IL-4の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果 の 棒
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2お よ び 2.45.1が 、 対 照 PK16.3 mAbと 比 べ て Th
2細 胞 か ら の IL-4の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ フ で
あ る 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2が 、 対 照 PK16.3 mAbと 比 べ て Th1細 胞 か ら の I
L-5の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2お よ び 1.29が 、 対 照 PK16.3 mAbと 比 べ て
Th2細 胞 か ら の IL-5の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ フ
で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2、 1.29お よ び 2.56.2が 、 対 照 PK16.3 mAb
と 比 べ て Th1細 胞 か ら の IL-10の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果
の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2、 1.29お よ び 2.45.1が 、 対 照 PK16.3 mAb
と 比 べ て Th2細 胞 か ら の IL-10の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果
の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2、 1.29お よ び 2.56.2が 、 対 照 PK16.3 mAb
と 比 べ て Th1細 胞 か ら の IL-13の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果
の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2お よ び 1.29が 、 対 照 PK16.3 mAbと 比 べ て
Th2細 胞 か ら の IL-13の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ
フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 抗 CG57008モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 対 照 PK16.3 mAbと 比 べ て Th1細 胞
か ら の IFNγ の 放 出 を 阻 害 し な か っ た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ フ で あ る
。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 抗 CG57008モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 2.59.2お よ び 2.45.1が 、 対 照 PK16.3 
mAbと 比 べ て Th2細 胞 か ら の IFNγ の 放 出 を 有 意 に 阻 害 し た こ と を 示 す 、 ELISAア ッ セ イ の 結
果 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 オ ー リ ス タ チ ン Ｅ （ Auristatin E） (AE)を コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 体
で 処 理 し た CAKI-I細 胞 の ク ロ ー ン 原 性 ア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 オ ー リ ス タ チ ン Ｅ (AE)を コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 体 で 処 理 し た BT549
細 胞 の ク ロ ー ン 原 性 ア ッ セ イ の 結 果 の 棒 グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】
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【 手 続 補 正 書 】
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【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
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摘要(译)

本文公开了编码新多肽的核酸序列。 还公开了由这些核酸序列编码的多
肽，以及免疫特异性结合该多肽的抗体，以及该新型多肽，多核苷酸或
对该多肽具有特异性的抗体的衍生物，变体，突变体或片段。 还包括载
体，宿主细胞，抗体和用于产生多肽和多核苷酸的重组方法，以及使用
它们的方法。 本发明进一步公开了用于诊断，治疗和预防涉及这些新型
人核酸和蛋白质中的任何一种的疾病的治疗，诊断和研究方法。
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